TruSight Whole Genome illumina

Prospect

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO.

Utilizarea preconizata

TruSight™ Whole Genome este un dispozitiv calitativ de diagnosticare in vitro destinat secventierii intregului
genom si detectarii variantelor de nucleotide unice, introducerii/deletiei, variantelor de numere de copii,
exploatarilor cu homozigozitate, expansiunilor repetate Th tandem scurt si variatiilor mitocondriale ale ADN-ului
genomic uman extras din sange.

TruSight Whole Genome include TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes si software-ul
TruSight Whole Genome Analysis Application. Dispozitivul este destinat utilizarii impreuna cu aplicatii de linie
germinala compatibile in aval, pentru a dezvolta analize de diagnosticare in vitro si de catre personal calificat de
laborator si dezvoltatori de analize.

TruSight Whole Genome este destinat utilizarii cu NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Rezumat si explicatie

TruSight Whole Genome este o0 analizd de secventiere de ultima generatie care utilizeaza pregatirea bibliotecii
fara PCR bazata pe etichetare, incepand de la ADN-ul genomic (ADNg) extras din sdnge uman integral periferic
si secventierea si analiza primara pe lllumina® NovaSeq 6000Dx Instrument.

Analiza secundara este efectuata cu software-ul TruSight Whole Genome Analysis Application pe Illlumina
DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx inclus si necesar si include demultiplexarea, alinierea la genomul de
referintd uman GrCh38/hg38 si definirea variantelor, precum si adnotarea si aplicarea specificatiilor metrice
pentru controlul calitatii (QC) in Tabelul 1 pentru a asigura performanta analitica. lesirile analizei includ rapoarte
CC ale rularii si ale probei si fisiere in format de definire a variantei genomului (VCF) pentru utilizarea cu
software-ul compatibil de analiza si raportare tertiard in aval.

TruSight Whole Genome evalueazd in sens larg variantele genomice din toate regiunile de codificare si
necodificare ale genomului uman. Evaluarea variantelor include detectarea variantelor mici, a variantelor cu
numere de copiere (CNV), a expansiunilor cu homozigozitate (ROH) si a expansiunilor cu repetare in tandem
scurt (STR). in plus, TruSight Whole Genome detecteazé absenta alelei SMN1 ¢.840C (NM_
000344.3:c.840C>T), care ar putea indica deletia genei SMN1 sau conversia genei SMN1/SMN2."2 Pierderea
bialelica a alelei SMN1 ¢.840C este responsabild pentru aproximativ 95% din cazurile de atrofie musculara
spinald (AMS).3

Tabelul 2 furnizeaza informatii despre tipurile de variante validate cu TruSight Whole Genome.

Nr. document 200050132 v00.1 1din 84
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO.



Prospectul manual TruSight Whole Genome illumina

Tabelul 1 TruSight Whole Genome Specificatii privind masuratorile de calitate

Tip de rezultat Metrica Specificatii

Controlul calitatii rularii Total % = Q30 = 85,0

secventierii

Controlul calitatii FASTQ Randament per proba (bps) =
90.000.000.000

Controlul calitatii biblioteca de Acoperire autozomala medie =2 35,0

probe

Procentajul autozomilor cu acoperire mai mare de 20X = 93,94

Acoperire normalizata la compartimente GC dela60% 0,82 =x=<1,13

la79%

Acoperire normalizata la compartimente GCdela20% 0,97 <x=1,06
la 39%

Acoperire mitocondriala medie = 500,0
Procentul bazelor Q30 = 85,0
Contaminare estimatd a probei = 0,005

Tabelul 2 Variante detectate validate cu TruSight Whole Genome

Tip de varianta Detectare varianta validata

Variante mici Variante unice de nucleotide (SNV), insertii/deletii scurte (1-31 bp)
Copiere variante numar = 10 kb céstiguri si pierderi

(CNV)

Rulari de homozigozitate = 500 kb

(ROH)

SNV-uri mitocondriale % heteroplasmie daca = 4,75%

Extinderi scurte in tandem Loci vizati (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXN3, ATXN7,

cu repetare (STR) ATXN8OS, CO9ORF72, CACNA1A, CBL, CNBP, CSTB, DIP2B, DMPK, FMR1,

FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PABPN1, PHOX2B,
PPP2R2B si BP)

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

Principiile procedurii

TruSight Whole Genome este destinat pregatirii bibliotecilor fard PCR pentru a produce date de secventiere a
intregului genom uman. Analiza incepe cu pregatirea bibliotecilor din ADN-ul genomic cuantificat extras din
sange integral uman periferic, include secventierea si analiza pe NovaSeq 6000Dx Instrument utilizédnd TruSight
Whole Genome Analysis Application si se termina cu definirea si adnotarea variantei.
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Procedura analizei TruSight Whole Genome consta din urmatoarele etape:

Planificarea lotului si crearea rularii — Se recomanda insistent planificarea lotului si ruldrile inainte de
inceperea pregatirii bibliotecii. intr-un lot de pregatire a bibliotecilor pot fi preparate pana la 24 de biblioteci
de probe. Pe baza numarului de probe, pot fi utilizate diferite configuratii de celule de flux (6-plex pe S2 si
16-plex pe S4). ID-ul eprubetelor din biblioteca, numele probelor siindexarea corespunzatoare sunt
inregistrate in timpul planificarii ruldrii si crearii ruldrii. Pentru mai multe informatii despre crearea rularii,
consultati Ghid pentru TruSight Whole Genome Analysis Application (nr. document 200049931). Urmati lotul
planificat in timpul executarii fluxului de lucru pentru pregatirea bibliotecii.

Pregatirea pentru protocol — Unii reactivi sunt congelati si trebuie adusi la temperatura camerei. Datorita
fluxului de lucru scurt, este posibila finalizarea pregatirii siinceperea secventierii in aceeasi zi. Astfel,
consumabilele de secventiere pentru executarile planificate pot fi, de asemenea, decongelate in timpul
acestui pas. Probele de ADN genomic cuantificate sunt decongelate si diluate pentru o introducere
optimizata a ADN-ului.

Pregatirea bibliotecii

— Etichetarea ADN-ului genomic — Utilizeazad Bead-Linked Transposomes (transpozomi legati de
microbile) fard PCR (BLT-PF) pentru a eticheta introducerea ADN-ului. in timpul etichet&rii, ADNg este
fragmentat, marcat cu adaptoare siimobilizat pe suprafata bilelor magnetice BLT-PF.

— Curatarea dupa etichetare — Curdtd ADN-ul etichetat cu adaptor pe BLT-PF siindeparteaza solutia
tampon de oprire pentru a se pregati pentru indicii de ligatura.

— Indicii de ligatura — Adauga indici unici duali in biblioteci pentru a permite multiplexarea. Efectueaza
extinderea spatiului gol si elimind bibliotecile ADN cu o singura catena de pe bile.

— Bibliotecile de selectare a dimensiunii si de curatare — O procedura de purificare a bilelor cu selectare
a dimensiunii pe doud fete indeparteaza fragmentele prea mici si prea mari pentru a viza o lungime
mediana a fragmentului de aproximativ 450 bp, intervalul ~360 pana la 550 bp.

— Biblioteci grupate si denaturate — Functia de autonormalizare a BLT-PF permite gruparea dupa volum
fara qPCR sau alta normalizare. Volumul specificat din fiecare biblioteca este grupat conform planului
pentru fiecare rulare si denaturat cu 0,2N NaOH (HP3 diluat). Gruparea denaturata este apoi transferata
in Eprubeta din Bibliotecd NovaSeq 6000Dx cu ID-ul care corespunde rularii planificate.

Secventiere si analizd — Consumabilele din configuratia S2 si/sau S4 sunt incarcate ih NovaSeq 6000Dx
Instrument, inclusiv Eprubeta(ele) din biblioteca NovaSeq 6000Dx asociate cu bibliotecile grupate. La
incarcare, ID-ul Eprubetei din biblioteca este scanat si, daca este introdus in timpul planificarii rularii, este
utilizat pentru a selecta rularea planificats corespunzatoare. in caz contrar, rularea planificats asociat
trebuie selectatd manual.

Bibliotecile grupate sunt acumulate intr-un cluster pe o celula de tip flow cell, iar apoi secventiate prin
reactie chimica de sinteza (SBS) pe NovaSeq 6000Dx. Chimia SBS foloseste o metoda cu terminator
reversibil pentru a detecta bazele mononucleotidice etichetate fluorescent, pe masura ce acestea sunt
incorporate in catenele de ADN in crestere.

Real-Time Analysis (RTA) efectueaza analiza primara care include definirea bazelor si atribuirea unui scor de
calitate fiecarei baze pentru fiecare definire a bazei. Datele de analiza primara sunt transferate automat pe
serverul lllumina DRAGEN.
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Demultiplexarea si analiza DRAGEN se efectueaza automat utilizadnd TruSight Whole Genome Analysis
Application. Ca parte a acestei analize, fiecare rulare si biblioteca de probe sunt revizuite din punct de
vedere al validitatii utilizdnd metricile analitice descrise in Controlale de calitate la pagina 32, iar rezultatele
sunt furnizate in rapoartele consolidate si individuale ale probelor. Pentru bibliotecile de probe valide, sunt
generate fisiere cu format de definire a variantei de genom adnotat (VCF). Pentru mai multe informatii
despre fluxul de lucru al analizei, consultati Ghid pentru TruSight Whole Genome Analysis Application (nr.
document 200049931).

Limitarile procedurii

* Ase utiliza la diagnosticarea in vitro.
* TruSight Whole Genome este compatibil cu ADN-ul genomic derivat din sédnge integral periferic uman.

* Analiza nu include reactivi pentru extractia sau cuantificarea ADN-ului. Rezultatele testelor analitice, inclusiv
Substante care interfereazd la pagina 36 au fost obtinute cu sénge integral folosind truse reprezentative de
extractie a ADN-ului si truse de cuantificare a ADN-ului. Toate testele de diagnosticare dezvoltate pentru
utilizarea cu TruSight Whole Genome necesita validarea completa a tuturor aspectelor de performanta cu
seturile de extractie si cuantificare a ADN-ului alese.

* Analiza a fost configurata si testata pentru plexitatea probei si seturile de indexuri indicate in tabelul

urmator.
Dimensiune lot pregatire . X
o . Plexitate Executare configurare Indexare
biblioteca
6,12,18 sau 24 de 6 plexuri 1-4 rulari S2 S2 Setareadelalla4
probe
16 probe 16 plexuri Trulare S4 S4 Set1sau 2
22 de probe 16-plex + 6-plex Trulare S4 + Trulare S2  S4 Set1sau 2, S2 Set 1
la 4 (nu este utilizat
pentru S4)

* Analiza nuimpune urmérirea pozitiva a probelor. in timp ce rezultatul sumar al CC pentru ploidie raportat de
software poate fi utilizat optional pentru a identifica schimburile de probe, acesta nu va identifica Masculin
inversat cu Masculin sau Feminin inversat cu Feminin.

* Analiza ofera validarea numai pana la iesirea fisierelor VCF genom. Toate testele de diagnosticare
dezvoltate pentru utilizarea cu TruSight Whole Genome necesita validarea completa a tuturor aspectelor de
performanta cu aplicatiile din aval alese.

* Analiza nu raporteaza definiri de variante pentru probe care nu trec controlul calitatii.

* Analiza defineste niveluri de incredere ridicate numai pentru VNS si insertii/deletii de 1-5 bp datorita
criteriilor stricte utilizate pentru definirea unui context genomic ca nivel de incredere ridicat pentru un tip de
varianta dat in Determinarea nivelului de incredere a variantelor micila pagina 37.
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* Analiza este conceputa pentru a evalua CNV in intregul genom raportabil, indiferent de contextul genomic,
si exclude regiunile cu caracteristici care reflecta limitarile genomului de referintd, cum ar fi centromerii,
telomerii si separarea CNV frecvente la populatii.

* Performanta analizei nu a fost evaluata pentru variantele cu numar de copiere sub 10 kb.
* Analiza nu raporteaza translocari, inversari sau rearanjari echilibrate.
* Performanta testului nu a fost evaluata pentru insertiile sau deletiile ADN mitocondrial (ADNmt).

* Analiza raporteaza numai rezultatele pentru locii STR enumeratiin Tabelul 2. Atunci cand lungimile reale de
extindere STR depasesc aproximativ 135 bp, lungimea observata va fi adesea o subestimare a lungimii reale
din cauza limitarilor tehnice ale citirilor scurte, acest efect fiind si mai pronuntat pentru FMR1. Odata ce
lungimea reala STR depaseste lungimea mediana a fragmentului (~330 bp), estimarea lungimii STR atinge
un platou.

* Analiza nuraporteaza numarul de copiere SMN1 sau SMN2.

* Analiza nu face afirmatii cu privire la patogenitatea variantelor detectate.

Componentele produsului

TruSight Whole Genome este alcatuit din urmatoarele:
* TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes, 24 sample (nr. catalog 20093209)
Si

* TruSight Whole Genome Analysis Application (nr. catalog 20106190, instalat de personal instruit lllumina)

Reactivi

Reactivi furnizati

r

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, PN 20072256

. . Volum de . . Temperatura de
Nume reactiv Cantitate Ingrediente active .
umplere depozitare
Bead-Linked Transposomes 1 460 yl  Streptavidin Magnetic Beads intre -25°C si -
PCR-Free (BLT-PF) (bilele magnetice de 15°C

streptavidina sunt legate cu
transpozomi in solutie apoasa
tamponata.

Nr. document 200050132 v00.1 5din 84
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO.



Prospectul manual TruSight Whole Genome

Nume reactiv

Extension Ligation Mix (ELM)

2N NaOH (HP3)

Tagmentation Buffer 1 (TB1)

Cantitate

1

1

1

Volum de

umplere

1,6 mi

400 pl

290 pl

Ingrediente active

Ligaza, polimeraza ADN si
dNTP-uriin solutie apoasa
tamponata.

Solutie de hidroxid de sodiu
2N (NaOH).

Solutie apoasa tamponata
care contine sare de magneziu
si dimetilformamida.

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, PN 20072257

Nume reactiv

Tagmentation Wash Buffer 2
(TWB2)

Resuspension Buffer (RSB)
Cleanup Beads (CB)

Stop Tagment Buffer 2 (ST2)
Neutralization Buffer (NB)

TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, PN 20072258

Nume reactiv

UDI PCR-Free (32 Indexes)

Cantitate

1

Cantitate

1

Volum de
umplere

41ml
20 ml

10 ml

1,4 ml
450 pl

Volum de
umplere

37 ul

Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata cu
detergent si sare.

Solutie apoasa tamponata.

Bile paramagnetice in faza
solida in solutie apoasa
tamponata.

Solutie de detergent in apa.

Solutie Tris-HCI.

Ingrediente active

Adaptoare cu index dublu (UD)
unice dispuse in placa.

Consumabile necesare, nefurnizate

* Etanol, 100% (tarie normala 200), adecvat pentru biologie moleculara

* Certified RNase/DNase-free water (Apa certificata farda RNaza/DNaza)

* NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cicluri) (nr. catalog 20046931)

* NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cicluri) (nr. catalog 20046933)

* NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (nr. catalog 20062292)
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illumina

Temperatura de
depozitare

intre -25°C si -
15°C

intre -25 °C si -
15°C
intre -25°C si -
15°C

Temperatura de
depozitare

intre 15°Csi 30 °C
intre 15°Csi 30 °C

intre 15°Csi 30 °C

intre 15°Csi 30 °C
intre15°Csi 30 °C

Temperatura de
depozitare

intre -25°C si -
15°C
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* NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (nr. catalog 20062293)
* NovaSeq 6000Dx Library Tube (nr. catalog 20062290)
* NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (nr. catalog 20062291)

Depozitare si manipulare

* Temperatura camerei este definita ca fiind intervalul dintre 15°C si 30°C.

* Daca orice ambalaj sau continut al componentelor TruSight Whole Genome Dx Library Prep este deteriorat
sau compromis, contactati departamentul Asistenta clienti lllumina.

* Reactivii sunt stabili cand sunt depozitati conform indicatiilor pana la data de valabilitate specificata pe
etichetele seturilor. Pentru conditiile de depozitare, consultati Reactivi furnizatila pagina 5. Depozitati
componentele testului la temperatura specificata si nu utilizati reactivi expirati. Nu interschimbati
componentele intre loturi de seturi diferite. Loturile de seturi sunt identificate pe etichetele de pe cutie.

* Modificarile aspectului fizic al reactivilor pot indica deteriorarea materialelor. Daca apar modificari ale
aspectului reactivilor (de exemplu, schimbarea evidenta a culorii sau turbiditatea reactivilor), nu-i utilizati.
Daca se observa precipitarea pentru ST2, incalziti la 37 °C timp de 10 minute, apoi amestecati pana la
dizolvarea precipitatelor.

* Stabilitatea TruSight Whole Genome Dx Library Prep a fost evaluata, fiindu-i evaluate si demonstrate
performantele pentru pana la patru utilizari ale eprubetelor congelate cand sunt congelate intre utilizari.

Echipamente si materiale

Echipamente necesare, nefurnizate

Verificati starea calibrarii echipamentului inainte de a incepe analiza.

Echipament Furnizor

Vortexer cu capacitate de 3000 rpm, cu fund plat sau  Furnizor general pentru laboratoare

cupa

Incubator pentru microprobe calibrat pentru a SciGene, nr. catalog 1057-30-0 (sau echivalent)
asigura precizia temperaturiide = 2 °C

Insertie pentru incubator de microspecimene pentru lllumina, nr. catalog BD-60-601
placi MIDI cu 96 de godeuri

Microcentrifuga Furnizor general pentru laboratoare
Centrifuga cu microplaci cu 96 de godeuri Furnizor general pentru laboratoare
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Echipament

Placa vibratoare cu urmatoarele specificatii:
o Poate vibrala 1800 rpm

» Constanta orbitd de amestecare 2 mm

o Acuratetea amestecariide = 25 rpm

Pana sau rola de sigilare

Suport magnetic cu urmatoarele specificatii:

o Conceput pentru precipitare/separare cu bile
paramagnetice

» Magneti pe laterala, nu pe fundul suportului

o Pentru placi MIDI cu 96 godeuri

NovaSeq 6000Dx Instrument

Pipete de precizie (canal unic):
o 10 ul

e 20l

e 200 pl

* 1000 pl

Pipete de precizie (8 canale):
e 204l
e 200 i

Asigurati-va ca pipetele sunt calibrate regulat si
precis in interval de 5% din volumul indicat.

Dispozitiv pentru pipeta

Furnizor

VWR, nr. catalog 1808-0506 (sau echivalent)

Furnizor general pentru laboratoare

Thermo Fisher Scientific, nr. piesa AM10027 (sau
echivalent)

lllumina, nr. catalog 20068232

Furnizor general pentru laboratoare

Furnizor general pentru laboratoare

Materiale obligatorii, nefurnizate

Asigurati-va ca aveti materialele necesare hainte de a incepe protocolul.

Protocolul a fost optimizat si validat utilizénd articolele enumerate. Performanta comparabild nu este garantata

atunci cand se utilizeaza materiale alternative.

Materiale
Pipete serologice de 5 ml

Pipete serologice de 10 ml

Nr. document 200050132 v00.1
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Materiale Furnizor

Sigilii adezive pentru placi cu 96 de godeuri cu Furnizor general pentru laboratoare
urmatoarele specificatii:
» Poliester transparent optic, usor de dezlipit
« Adeziv puternic, rezistent la multiple variatii de
temperatura de la -40 °C panala 110 °C.
o Fara DNaza/RNaza

Eprubete Microcentrifuge, fara nucleaza (1,5, 1,7 sau  Furnizor general pentru laboratoare
2,0 ml, cu exceptia cazuluiin care se specifica 0,5 ml)

Colectoare de reactivi fara nucleaza, de 50 ml sau Furnizor general pentru laboratoare
echivalent (PVC, canal de unica folosinta)

Eprubete conice de 15 ml Furnizor general pentru laboratoare
Eprubete conice de 50 ml Furnizor general pentru laboratoare

Varfuri de pipeta de 20 pl, rezistente la formarea de Furnizor general pentru laboratoare
aerosoli

Varfuri de pipeta de 200 pl, rezistente la formarea de  Furnizor general pentru laboratoare
aerosoli

Varfuri de pipeta de 1000 i, rezistente la formarea Furnizor general pentru laboratoare

de aerosoli

Placi de depozitare cu 96 de godeuri, 0,8 ml (placi Thermo Fisher Scientific, nr. piesa AB-0859 (sau
MIDI) echivalent)

Placi PCR cu 96 de godeuri, 0,2 ml Furnizor general pentru laboratoare
(polipropilena care nu contine RNaza/DNazd, legare

usoara)

Galeata pentru gheatd si gheata Nu se aplica

Probe de ADN genomic cuantificate Nu se aplica

Colectarea, transportul si depozitarea probei
/N ATENTIE

Manevrati toate probele ca si cum ar fi agenti cu potential infectios.

* Respectati procedurile de siguranta, inclusiv utilizarea EIP, atunci cand recoltati, transportati, depozitati si
prelucrati probe de sdnge uman.

* Transportarea séngelui integral trebuie sa fie in conformitate cu reglementarile nationale, federale, statale si
locale privind transportul de agenti etiologici.
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Recoltati 2-5 ml de sadnge integral periferic in eprubete EDTA si depozitatila 2 °C pana la 8 °C timp de péna
la cinci sdptamani inainte de extractie.
Nu s-a observat niciun efect advers asupra performantei testului in cazul specimenelor de sdnge integral cu

valori crescute ale bilirubinei, hemoglobinei, trigliceridelor, biotinei sau EDTA. Consultati Substante care
interfereaza.

TruSight Whole Genome este compatibil cu trusele de extractie si protocoalele disponibile in comert care
sunt adecvate pentru utilizarea in Next Generation Sequencing (NGS). Consultati Evaluarea metodei de
extractie a ADN-uluila pagina 35.

TruSight Whole Genome este compatibil cu ADN-ul eluat intr-o solutie tampon Tris care contine < 10 mM
EDTA, precum 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0 (TE).

Se recomanda elutia si pastrarea ADN-uluiin TE. Pentru stabilitate, evitati depozitarea in apa.

Recomandari privind introducerea de ADN

Inainte de a incepe testul TruSight Whole Genome, cuantificati ADN-ul genomic extras din sangele integral
folosind orice metoda de cuantificare fluorometrica care utilizeaza coloranti de legare a acidului nucleic. Se
recomanda ca ADNg pentru probele destinate pentru un anumit lot de pregatire a bibliotecii si executarea
secventierii sa fie cuantificate impreuna pentru a elimina variabilitatea de la ot la lot, atunci cand este
posibil, sau sa se utilizeze controale de proces pentru a asigura o variabilitate de cuantificare a ADN-ului de
= 25% din lot la lot.

Evitati pipetarea volumelor mici de proba (< 2 pl) pentru a asigura o cuantificare si o introducere precise ale
ADN-ului.

TruSight Whole Genome Dx Library Prep necesita suficient ADN pentru a satura bilele de BLT-PF pentru
autonormalizarea eficienta a randamentelor bibliotecii si performanta optima. Din cauza variatiei rezultatelor
obtinute prin diferite metode de cuantificare, urmatorul tabel furnizeaza datele de intrare a ADN-ului
recomandate pentru trei metode de cuantificare pentru a asigura performanta optima a testului. Utilizarea
altor metode de cuantificare poate necesita optimizare. Consultati Sensibilitate introducere ADN la pagina
35.

Metoda Quant Introducere ADN (ng) tintd Concentratia minima a stocului de ADN
Kit analizd Quant-iT 280 11,2 ng/pl

PicoGreen ADNds

Truséa de analiza cu interval 280 11,2 ng/pul

larg (BR) Qubit ADNds

Trusa de dozare AccuClear 350 14 ng/uL
Ultra High Sensitivity dsDNA
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Recomandari privind competenta

Competenta operatorului siimplementarea cu succes a testului pot fi evaluate prin efectuarea fluxului de lucru
complet o singura data, ih conformitate cu instructiunile de utilizare. Acest flux de lucru poate fi efectuat fie cu o
singura pregatire a bibliotecii de 6 probe si cu o0 executie de secventiere utilizadnd o celula de flux S2, fie cu o
singura pregatire a bibliotecii de 16 probe si cu o executie de secventiere utilizdnd o celuld de flux S4. Succesul
este indicat prin depasirea parametrilor QC ai ruldrii si bibliotecii inregistrati in iesirea Raportului consolidat de
catre software-ul TruSight Whole Genome Analysis Application. Consultati Ghid pentru TruSight Whole Genome
Analysis Application (nr. document 200049931).

lllumina recomanda includerea probelor de ADN genomic extrase din sange integral periferic care indeplinesc
criteriile de calificare ale concentratiei si volumului stocului de ADN pentru a demonstra integrarea cu succes a
testului in procesele de laborator din amonte, cum ar fi recoltarea si depozitarea probelor si procedurile de
extragere si cuantificare a ADN-ului. Pot fi utilizate, de asemenea, probe de referintd ADN genomic disponibile
in comert, derivate de la un singur donator uman, cum ar fi NA24385/HG002 (National Institute of Standards
and Technology Genome in a Bottle Consortium).

Daca apar probleme, consultati sectiunea Depanare la pagina 65 pentru actiunile recomandate si contactati
departamentul de asistenta tehnica Illlumina.

Avertizari si precautii

* Unele componente ale testului contin substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de protectie,
inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de expunere.
Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si reglementarile
regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru fisele cu date de securitate (SDS), vizitati
support.illumina.com/sds.html.

* Raportati imediat orice incidente grave in legatura cu acest produs catre lllumina si autoritatile competente
ale statelor membre in care sunt rezidenti utilizatorul si pacientul.

* Manipulati toate specimenele ca si cand ar fi potential infectioase.

* Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu méancati, nu
beti si nu fumatiin spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si halate de laborator

atunci cand manipulati specimene si reactivi pentru testare. Dupa ce manipulati specimene si reactivi pentru
teste, spalati-va temeinic pe méaini.

* Aceasta analiza contine polietilenglicol. Se pot produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare, contact
cu pielea si contact cu ochii.

* Aceasta analiza contine hidroxid de sodiu. Se pot produce vatamari corporale prin inhalare, ingerare,
contact cu pielea si contact cu ochii.
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* Procedurile de pregatire a bibliotecii necesitd un mediu fara ARNaza/ADNaza. Decontaminati temeinic
zonele de lucru cu solutie de curatare inhibitoare de ARNaza/ADNaza.

* Utilizati eprubete de microcentrifugd, placi, varfuri de pipeta si colectoare farad nucleaza.

* Utilizati echipamente calibrate pe intreaga duratd a analizei. Calibrati echipamentele la vitezele,
temperaturile si volumele specificate in prezentul protocol.

* Utilizati pipete de precizie pentru a asigura transferul precis al reactivilor si probelor. Calibrati cu
regularitate, conform specificatiilor producatorului.

* Asigurati-va ca utilizati echipamentul specificat pentru analiza si ca ati configurat programele conform
instructiunilor.

* Temperaturile specificate pentru incubatorul de microprobe indica temperatura de reactie nominala, mai
degraba decat temperatura echipamentului.

* Nuinterschimbati componentele setuluiintre loturi diferite TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Loturile
sunt identificate in functie de etichetele de pe cutie.

* Seimpune respectarea practicilor de laborator corecte si pentru a impiedica contaminarea cu produse PCR
a reactivilor, instrumentarului si specimenelor de ADN genomic. Contaminarea cu nucleaza si PCR poate
determina rezultate inexacte si nesigure.

* Pentru efectuarea optima a analizei si pentru stocare sunt obligatorii tipurile adecvate de placi. Asigurati-va
ca ati respectat instructiunile de transfer al placilor din Instructiuni de utilizare la pagina 15.

* Contaminarea incrucisata sau pierderea probelor poate avea loc daca garniturile placii nu sunt aplicate sau
indepartate cu atentie (consultati Manipularea placilor de pregatire a biblioteciila pagina 13).

* Nerespectarea procedurilor mentionate poate duce la rezultate gresite sau la reducerea semnificativa a
calitatii bibliotecilor.

* Depozitati reactivii sau componentele de testare la temperatura specificata.

* Nu depozitati reactivii intr-o unitate de depozitare fara gheata.

* Nu utilizati reactivi care au fost depozitati incorect.

* Nu utilizati nicio componenta care a depasit data de valabilitate.

* Preparati 0,2N NaOH (HP3 diluat) proaspat Tn ziua utilizarii si aruncati volumul rémas dupa utilizare.

* Preparati etanol proaspat 80% cu RNase/DNase-free water in ziua utilizarii. Etanolul poate sa absoarba
umiditatea din aer, aceasta putand afecta rezultatele. Eliminati etanolul 80% dupa utilizare conform
reglementarilor locale, regionale si/sau nationale. Utilizati etanol pentru biologie moleculara.
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Note procedurale

Sfaturi si tehnici

Evitati contaminarea incrucisata

* Laadaugarea sau transferul probelor, schimbati véarfurile intre fiecare proba.

* Cand adaugati adaptoare de index cu o pipetd multicanal, schimbati véarfurile intre fiecare godeu.

* Etansati si desigilati cu grija placile pe un blat de lucru pentru a preveni contaminarea incrucisata a probelor.
* Pentru a evita contaminarea, fiecare godeu index este de unica folosinta.

* Utilizati volumele indicate din canal si nu turnati volumul rdmas din canal inapoi in eprubetele de depozitare,
deoarece acest lucru poate cauza contaminare. Exista un volum suficient pentru a sustine fluxul de lucru.

* Nucumulati biblioteci din diferite preparate.
Acuratete pipetare
Daca utilizati pipete multicanal, urmati recomandarile de mai jos:

* Asigurati-va ca varfurile de pipeta cu bariera se fixeaza corect si sunt adecvate marcii si modelului de pipeta
multicanal.

* Fixati varfurile prin rulare, pentru a va asigura ca toate varfurile s-au fixat corect.

* Aspirati asigurdndu-va ca volumele de lichid din fiecare varf de pipeta sunt egale.

* Pipetatiincet solutiile vdscoase (BLT-PF,CB,ELM,TWB2).

* Dupa distributie, asigurati-va ca s-a distribuit lichid in fiecare varf de pipeta.

Evitarea spumei

* Pipetatiincet sirasturnati pentru a amesteca. Nu agitati ELM si TWB2.

Placi cu indice de manipulare

* Perforati sigiliul numai pentru indicii care vor fi utilizati.

* Manipulati placa de margini si evitati atingerea sigiliului cu orice altceva decat varfuri curate de pipeta.
* Nureutilizati godeurile care au fost perforate.

* Eliminati volumul neutilizat (~30 pl) dupa utilizare din godeurile perforate ale placii indicatoare si asezati
sigiliul peste godeurile perforate pentru a evita contaminarea incrucisata.

* Nu puneti sigiliul peste godeurile neutilizate, deoarece acest lucru interfereazd cu perforarea.
Manipularea placilor de pregatire a bibliotecii

* Sigilatiintotdeauna placa inainte de depozitare, agitare, incubare sau centrifugare.

* Pentru sigilarea placii, aplicati folia adeziva pe placa cu o pana sau o rola de sigilare.

* Asigurati-va ca marginile si godeurile sunt complet sigilate pentru a reduce riscul de contaminare
incrucisata si evaporare.
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* Sigilatiintotdeauna placa cu folie adeziva noua. Nu reutilizati folia adeziva.

* Punetiplaca pe o suprafata plana inainte de a indeparta sigiliul cu grija.

* Daca nu se specifica altfel, se pot efectua pasi cu placa pe magnet sau in exteriorul magnetului.
Transferuri de placi

* Latransferul de volume intre placi, transferati volumul specificat din fiecare godeu de pe o placa sursain
godeul corespunzator al placii de destinatie.

Canale
* Potfiutilizate canale de reactiv acolo unde este indicat. Utilizati urmatoarele instructiuni:

— Pregatiti canalul cu CB dupa turbionare. Nu este necesar sa returnati CB in eprubeta si sa agitati in
vortex Thainte de al doilea pas de adaugare a bilelor.

— Etichetati canalele TWB2 si RSB pentru a evita confuzia.

— Eliminati reactivii atunci cand este indicat sau la sfarsitul fluxului de lucru.

* Utilizati volumul recomandat. Volumele recomandate includ un surplus de 1 ml pentru volumul rezidual din
canal.

* RSB si TWB2 sunt ambalate Tn eprubete similare. Cititi cu atentie fiecare eticheta inainte de utilizare.
Centrifugare

* Centrifugati numaiin pasii indicati in procedura pentru a consolida lichidul sau bilele de pe partea inferioara
a godeului, pentru a preveni pierderea probei.

Manipularea bilelor

* Nu congelati Cleanup Beads (CB).

* Pentru spalarea bilelor:
— Utilizati Magnetic Stand-96 pentru toate placile MIDI.
— Distribuiti lichidul astfel incat sa nu ramana bile lipite de partea laterald a godeului.
— Tineti placa pe suportul magnetic.

* Adaugatiintotdeauna reactivi in mijlocul sau in partea inferioara a godeului fara a perturba peleta cu bile. Nu
adaugati reactivi in partea superioara a godeului.

* Pipetatiincet suspensiile de bile.

* Aqitati bilele pana cand sunt bine dispersate. Culoarea lichidului trebuie sa fie omogena. Agitati cand se
specifica in protocol pentru a va asigura ca bilele sunt resuspendate la momentul utilizarii.

* Daca bilele nu se resuspenda, agitati din nou.
* Daca ati aspirat bile in varfurile de pipeta din greseald, eliberati-le inapoi in placa de pe suportul magnetic si
asteptati sa se limpezeasca lichidul (2 minute).

* Depozitatiin pozitie verticald pentru a va asigura ca bilele sunt scufundate in solutie tampon atunci cand
reveniti la depozitare dupa utilizare.
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Controale

TruSight Whole Genome utilizeaza controale analitice integrate in software-ul TruSight Whole Genome Analysis
Application pentru calificarea datelor si nu necesita utilizarea controalelor de lot externe. Consultati Controlale
de calitate la pagina 32 pentru mai multe informatii despre specificatiile metrice.

Instructiuni de utilizare

Fluxul de lucru TruSight Whole Genome Dx Library Prep

Diagrama urmatoare ilustreaza fluxul de lucru TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Punctele de oprire in
siguranta sunt marcate intre pasi.

Daca se opreste, readuceti reactivii ramasi in flacoanele originale la temperatura de depozitare indicata in
Reactivi furnizatila pagina 5 Daca continuati, treceti la sectiunea urmatoare a protocolului cu reactivii pregatiti.

o Planificarea lotului si crearea rularii
Completati oricand in avans

e Pregatiti pentru protocol
Total: 30 de minute
e Pregatirea reactivilor si a echipamentului
e Diluati probele de ADN

o Pregatirea bibliotecii
Total: 150 de minute
e ADN genomic de etichetare
Curéatarea post-etichetare
Indici de ligat
Selectare dimensiune si curatare biblioteci

Punctul de oprire .
in sfguran;go Grupare si denaturare a

bibliotecilor
Total: 15 minute

Punctul de oprire e Grupare si denaturare a bibliotecilor
in sigurantd

Planificarea lotului si crearea rularii

Planificati numarul de biblioteci de probe pentru lot siindexarea si cumularea pentru ciclurile de secventiere.
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TruSight Whole Genome a fost evaluata si performanta a fost demonstrata pentru patru seturi de indici pentru
celula de flux S2 (Figura 1, Tabelul 4) si doua seturi de indici pentru celula de flux S4 (Figura 2, Tabelul 5).
Software-ul aplica utilizarea seturilor de indexuri specificate. Nu amestecati si nu potriviti intre seturile de
indexuri specificate.

Nu este acceptata plexitatea de secventiere in afara acestor recomandari.

Seturile de indexuri S2 si indexuri S4 accepta impreuna marimile de lot de pregatire a bibliotecii de 6, 12, 16, 18,
22 si 24 de probe. Utilizati seturile de indexuri compatibile listate in Tabelul 3 pentru fiecare dimensiune de lot
de pregatire a bibliotecii.

/N ATENTIE

Aranjati probele pe placa folosind o orientare care corespunde indexarii planificate, adica randurile de
la A la H pentru un complex de 16 sau randurile de la A la F pentru un complex de 6. Adaugati indici
utilizand o pipeta multicanal pentru a evita omiterea unui godeu sau adaugarea a doua seturi de indici
la 0 singura proba, ceea ce poate cauza lipsa rezultatelor sau, respectiv, a rezultatelor false.

Tabelul 3 Optiuni setare index pentru lot pregatire biblioteca

Dimensiune lot pregatire

bibliotecs Set de indexuri Configuratii Flow Cell
6 probe Indice S2 setatla 1, 2, 3 sau 4 (alegeti orice S2x1
set)
12 probe Indice S2 setatla 1, 2, 3 sau 4 (alegeti S2x2
oricare 2 seturi)
18 probe Indice S2 setatla1, 2, 3 sau 4 (alegeti S2x3
oricare 3 seturi)
24 de probe Indice S2 setatla1,2,3si4 S2x4
16 probe Indice S4 setat 1sau 2 S4 x1
22 de probe Indice S4 set 1 + Index S2 set 3 sau 4 S4x1siS2x1
Indice S4 set 2 + Indice S2 set1sau 2
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Figura1 Dispunerea placii cu indice care prezinta patru seturi de indici pentru secventierea celulei de flux S2
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Tabelul 4 Seturi de indexare S2 pentru celula de flux S2

Set index S2 1 (verde) Set index S2 2 (galben) Set index S2 3 (albastru) Set index S2 4 (Magenta)

1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
(o UDP0039 UDP0O067 UbP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0O070 UDPO0086 UDP0094
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Tabelul 5 Seturi de indexare S4 pentru celula de flux S4

Set index S4 1 (Verde) Set index S4 2 (Albastru)
1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
Cc UDP0039 UDP0O067 UDPO0083 UDPO0O091
D UbP0040 UDP006G8 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
G UDP0043 UDPOO071 UDP0O087 UDP0O095
H UDP0044 UDP0072 uUbP0088 UDP0096

Inregistrati numele unic al lotului si datele probei, inclusiv ID-ul probei, ID-ul asociat al godeului pl&cii de
indexare (consultati Anexa Ala pagina 79), placa de biblioteca, ID-ul godeului placii de biblioteca si ID-ul
eprubetei de biblioteca (dacd este cunoscut). Aceste informatii sunt introduse Tn timpul crearii rularii.

Pentru instructiuni privind modul de utilizare a aplicatiei pentru crearea unei rulari, consultati Ghid pentru
TruSight Whole Genome Analysis Application (nr. document 200049931). Inregistrati numele rulrii de utilizat in
timpul incarcarii consumabilelor.

/N ATENTIE

Asigurati-va ca indexurile si probele asociate utilizate in timpul pregatirii bibliotecii corespund celor
inregistrate si utilizate pentru Create Run (Crearea rularii). Discrepantele pot cauza raportarea unor
rezultate incorecte sau a unor rezultate absente.
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Pregéatirea pentru protocol

Pregatirea reactivilor si a echipamentului

Daca intentionati sa secventiati in aceeasi zi, decongelati in prealabil consumabilele de secventiere. Consultati
Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx Instrument (nr. document 200010105) pentru instructiuni detaliate.

1. Preincalziti un incubator de microspecimene cu o insertie tip placa MIDI la 47 °C.

2. Scoateti urmatorii reactivi din cutie si dezghetati dupa cum urmeaza.

Tabelul 6 Depozitareaintre -25°C si-15°C
Reactiv Nume caseta Instructiuni de decongelare

BLT-PF TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Decongelati la temperatura camerei timp
de 30 de minute.

ELM TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Decongelati la temperatura camerei timp
de 30 de minute. Apoi, pastrati la gheata
pana cand este necesar.

HP3 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Decongelati la temperatura camerei timp
de 30 de minute.

TB1 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1 Decongelati la temperatura camerei timp
de 30 de minute.

IndexuriUD  TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Decongelati la temperatura camerei timp
Indexes de 30 de minute.

Tabelul 7 Depozitareaintre 15 °C si 30°C

Reactiv Nume caseta Instructiuni de decongelare

CB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 A se utiliza la temperatura camerei.
RSB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 A se utiliza la temperatura camerei.
ST2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 A se utiliza la temperatura camerei.
TWB2 TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 A se utiliza la temperatura camerei.
NB TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2 A se utiliza la temperatura camerei.

/N ATENTEE

Acest set de reactivi contine substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatadmari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de
protectie, inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de
expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si
reglementdrile regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind
mediul, sanatatea si siguranta, consultati fisierele SDS la adresa support.illumina.com/sds.html.
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Pregatirea probelor de ADN

Pregatiti urmatoarele consumabile.
* Probe de ADNg cuantificate
a. Aducetila temperatura ambianta.
b. Centrifugati scurt pentru colectarea picaturilor fine.
c. Agitatiintermitent sau pipetati pentru amestecare si apoi centrifugati scurt.
* RSB — Vortex sauinversare pentru amestecare. A se pastra la temperatura camerei.

— RSB si TWB2 sunt ambalate in eprubete similare. Cititi cu atentie fiecare eticheta inainte de utilizare.

Procedura

In functie de aportul de ADN, care variaza in functie de metoda de cuantificare a ADN-ului utilizat3, calculati
volumele necesare pentru prepararea probelor de ADN diluat. Formulele sunt furnizate mai jos pentru cele trei
metode de cuantificare a ADN-ului testate. Pentru mai multe informatii, consultati Recomandari privind
introducerea de ADN la pagina 10 si Anexa Bla pagina 82.

Calculele presupun un volum minim de pipetare de 2,0 ul si includ un excedent de 10%. Rotunjirea trebuie
efectuata in ultimii pasi, dupa finalizarea calculelor, utilizdnd numarul necesar de zecimale pentru a asigura
pipetarea precisa.

Optiunea 1: Introducere ADN 280 ng pentru metodele de cuantificare Quant si Qubit cu
interval larg

Concentratia minima a stocului de ADN al probei este de 11,2 ng/ul. Este mai probabil ca probele < 11,2 ng/pl sa
esueze la controlul calitatii bibliotecii dupa secventiere. In functie de concentratia stocului de ADN, utilizati una
dintre ecuatiile de mai jos pentru a efectua calculele.

1. Pentru o concentratie a stocului de ADN intre 11,2 si 154,0 ng/ul, calculati volumul stocului de ADN necesar
RSB utilizadnd un volum total de ADN diluat de 27,5 pl (25 ul plus 10% supraincarcare) drept constanta:

a. Calculati volumul stocului de ADN:

ide ADN([[[Unde s abley]lt) = i i :][[F i i Tint: i + i iable]||[[[Undefi i i i i i i able]JI[[U
= 1/C¢ A iit i

=

b. Calculati volumul stocului de RSB:

VolumRSB([[[Unde finedvariablep]]]l) = Volumtotalde AD Ndiluat([[[Unde finedvariableu]]]l) — volumstocADN calculat([[[Unde finedvariablep]]|l)[[[Unde finedvariable
1 = 27, 5([[[Unde finedvariableu]|)l) — volumstocADNealculat([[[Unde finedvariablep]]|l)

c. Verificati calculele: Confirmati volumul stocului de ADN calculat (ul) + volumul calculat de RSB (ul) =
27,5 ul, volumul total de ADN diluat (o constantd, 25 ul plus un surplus de 10%).
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Alternativ, pentru concentratiile stocului de ADN > 154,0 ng/pl, calculati volumul total de ADN diluat si RSB
necesar utilizdnd volumul stocului de ADN 2,0 pl si concentratia stocului de ADN diluat tinta 11,2 ng/pl drept
constante.

a. Calculati volumul total de ADN diluat:

abte]
T

m

b. Calculati volumul de RSB:

VolumRSB(|[[Unde finedvariableu][]l) = Volumtotalcalculatde ADNdiluat([[[Unde finedvariablep]]|l) — volumstocADNcalculat([[[Unde finedvariablep]|]l) [[Unde finedvariable
]Il = VolumtotalcalculatstocAD Ndiluat([[[Unde finedvariableu]||l) — 2, 0[[[Unde finedvariablepu]||!

c. Verificati calculele: Confirmati volumul total al stocului de ADN calculat (ul) - volumul calculat de RSB
(M) = 2,0 pl, volumul stocului de ADN (o constanta).

Trecetila Pasul 3 de mai jos.

Optiunea 2: Introducere ADN 350 ng pentru metoda de cuantificare Accuclear Ultra High
Sensitivity

Concentratia minima a stocului de ADN al probei este de 14,0 ng/ul. Este mai probabil ca probele < 14,0 ng/pl sa
esueze la controlul calitatii bibliotecii dupa secventiere. In functie de concentratia stocului de ADN, utilizati una
dintre ecuatiile de mai jos pentru a efectua calculele.

1. Pentru o concentratie a stocului de ADN intre 14,0 pana la 192,5 ng/ul, calculati volumul stocului de ADN si
RSB necesar utilizadnd un volum total de ADN diluat de 27,5 pl (25 ul plus 10% supraincarcare) drept
constanta:

a. Calculati volumul stocului de ADN:
e DIV fincdoaribiesl) = [ndefindors i defindrioll1ints ADNint + ) [Unde finedoariohe]|[[Unde finedoari i i inedvariable][[)|[[Unde finedvariable] [ [0
(R
b. Calculati volumul stocului de RSB:
VolumRSB([[[Unde finedvariableu]]|l) = Volumtotalde AD Ndiluat([[[Unde finedvariablep]]|l) — volumstocADN calculat([[[Unde finedvariabley]||l)[[[Unde finedvariable
11 = 27, 5([[[Unde finedvariableu]||l) — volumstocAD Ncalculat([[[Unde finedvariableu]]l)
c. Verificati calculele: Confirmati volumul stocului de ADN calculat (ul) + volumul calculat de RSB (ul) =
27,5 ul, volumul total de ADN diluat (o constanta, 25 pl plus un surplus de 10%).
2. Alternativ, pentru concentratiile din stocul de ADN > 192,5 ng/ul, calculati volumul total de ADN diluat si RSB
necesar utilizand volumul stocului de ADN 2,0 pl drept constanta.
a. Calculati volumul total de ADN diluat:
= i i inedvariable]|[[Unde finedvari inedvart inedvars inedvari inedvariable]|[[
b. Calculati volumul de RSB:
VolumRSB([[[Unde finedvariablep]||l) = Volumtotalde ADNdiluat([[[Unde finedvariableu]||l) — volumstocADN ([[[Unde finedvariablep]||l) [[[Unde finedvariable
1Nl = Volumtotal([[[Unde finedvariableu]]|l) — 2, 0[[[Unde finedvariablep]])l
c. Verificati calculele: Confirmati volumul total al stocului de ADN calculat (pl) - volumul calculat de RSB
(ul) = 2,0 pl, volumul stocului de ADN (o constanta).
3. Etichetati o noud eprubeta de microcentrifuga de 0,5 ml pentru fiecare proba diluata.
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4. Adaugati volumul de RSB calculat mai sus in eprubeta respectiva pentru fiecare proba diluata.

5. Adaugati volumul de stoc de ADN calculat mai sus n eprubeta respectiva pentru fiecare proba diluata.

6. Agitatiintermitent, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.

Pregatirea bibliotecii

Utilizati pasii de pregatire din aceasta sectiune pentru a pregati reactivii in avans.

Daca nu se specifica un punct de oprire in siguranta, continuati imediat cu pasul urmator.

Pregatirea

Pregatiti urmatoarele consumabile:

* BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) - Agitati pentru a amesteca. Daca utilizati mai multe

eprubete, agitati pentru a amesteca si apoi combinati.
* TB1(Tagmentation Buffer 1):

a. Agitati pentru a amesteca.

b. Centrifugati scurt.
* ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Verificati daca prezinta precipitare. Daca se observa precipitate, incalziti la 37 °C timp de 10 minute,

apoi amestecati pana la dizolvarea precipitatelor.
b. Agitati temeinic, apoi centrifugati pentru scurt timp.
* ELM (Extension Ligation Mix):
a. Rasturnati pentru a amesteca. Nu agitati.
b. A se pastrala gheata pana la utilizare.
* HP3 (2N NaOH):
a. Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.
b. A se pastralatemperatura camerei.
* NB (Neutralization Buffer):
a. Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.
b. A se pastralatemperatura camerei.
* CB (Cleanup Beads):
a. Agitati timp de 1 minut.

b. Rasturnati de 2-5 ori, apoi agitati bine pentru a suspenda din nou.

* Adaptoare index (UDI PCR-Free (32 Indexes)):
a. Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.

b. A se pastralatemperatura camerei.

Nr. document 200050132 v00.1
A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO.

22 din 84



Prospectul manual TruSight Whole Genome illumina

TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):
a. Etichetati capacul eprubetei TWB2.

b. Ra&sturnati bine pentru a amesteca.

Intr-o eprubeta de microcentrifugé etichetatd 0,2N NaOH, combinati urmé&toarele volume pentru a prepara

0,2N NaOH in functie de dimensiunea planificata a lotului. Agitati pentru a amesteca.

NOTA Dacé planuiti s& cumulati si sa denaturati biblioteci in aceeasi zi, pregétiti 0,2N NaOH suplimentar.
Consultati Pregdtireala pagina 29.

Reactiv 6 probe (ul) 12 probe (ul) 16 probe (pl) 18 probe (pl) 22 de probe (ul) 24 de probe (ul)
HP3 30 60 80 90 110 120
RSB 270 540 720 810 990 1080

intr-o eprubet& conicé de 15 ml, combinati urmatoarele volume pentru a prepara EtOH 80% in conformitate
cu dimensiunea planificata a lotului. Suprapunerea pentru utilizarea canalului este inclusa. Agitati pentru a
amesteca.

22 de probe 24 de probe
(ml) (ml)

100% etanol, 4 8 8 12 12 12

pur (tarie

normala 200)

Reactiv 6 probe (ml) 12 probe (ml) 16 probe (ml) 18 probe (ml)

Apa fara 1 2 2 3 3 3
nucleaza

/N ATENTIE

Acest set de reactivi contine substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de
protectie, inclusiv protectie pentru ochi, ménusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de
expunere. Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si
reglementarile regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru informatii suplimentare privind mediul,
sanatatea si siguranta, consultati fisierele SDS la adresa support.illumina.com/sds.html.

ADN genomic de etichetare

Acest pas utilizeaza Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) pentru a eticheta ADN-ul, care este un
proces care fragmenteaza si eticheteaza ADN-ul cu secventele adaptorului.
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Consumabile

Placa MIDI cu 96 de godeuri
BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free)
Tagmentation Buffer 1 (TB1)
ST2 (Stop Tagment Buffer 2)

Procedura

10.
1.

Confirmati ca incubatorul cu microprobe cu o insertie tip placa MIDI este preincalzit la 47 °C.
Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri cu LP1 (Library Plate 1).

Desemnati si inregistrati ID-urile godeurilor pentru probe pentru etichetarea probelor de ADN diluate sia
reactivilor.

Transferati 25 pl de ADN de proba diluat in fiecare godeu.
Adaugati 10 ul de TB11n fiecare godeu.

Agitati BLT-PF puternic timp de 1 minut pentru a resuspenda. Nu centrifugati. Repetati dupa cum este
necesar.

Adaugati 15 pl de BLT-PF in fiecare godeu.
Sigilati si agitati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut.

Incubati LP1 timp de 8 minute Th incubator de microspecimene preincalzit, la 47 °C.

NOTA Se preconizeaza condensarea usoara pe garnitura placii. Nu centrifugati.

Scoateti sigiliul si adaugati 10 ul de ST2 in fiecare godeu.

Sigilati si scuturati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut, apoi treceti la pasul urmator.

Curatarea post-etichetare

Urmatorii pasi elimind ADN-ul nelegat si efectueaza schimbul de solutie tampon pentru pregatirea pasului
urmator.

Consumabile

TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)

Canal

Despre reactivi

Pipetati TWB2 incet pentru a minimiza formarea spumei.

RSB si TWB2 sunt ambalate Th eprubete similare. Cititi cu atentie fiecare eticheta inainte de utilizare.

Procedura
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1. Indepértati sigiliul si asezati LP1 pe suportul magnetic si asteptati pana cand lichidul este limpede (2
minute).

2. Pregatiti TWB2 recipientul cu volume in conformitate cu urmatorul tabel si etichetati vizibil canalul TWB2.
Volumele includ un surplus de 1 ml pentru volumul rezidual din canal. Pastrati canalul pentru pasii ulteriori.

Reactiv 6 probe (ul) 12 probe (ul) 16 probe (ul) 18 probe (ul) 22 de probe (pl) 24 de probe (ul)
TWB2 3700 6400 8200 9100 10900 11800
3. Cu LP1 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete multicanal configurate la 60 yl pentru a indeparta si
elimina supernatantul din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.
4. Utilizénd o pipetd multicanal, addugati 150 pl TWB2 in fiecare godeu.
Sigilati si agitati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut.

6. Indepértati sigiliul si asezati LP1 pe suportul magnetic si asteptati pana cand lichidul este limpede (2
minute).

7. Readuceti BLT-PF la pastrarea in stare congelata in timpul incubarii, apoi treceti la pasul urmator.
Indici de ligat

In aceasts sectiune, utilizatorii ligaturaza adaptoarele unice cu index dublu pentru fiecare proba, conform
indexarii planificate in timpul Planificarea lotului si crearea rulariila pagina 15.

Consumabile

* ELM (Extension Ligation Mix)

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

* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2) canal

* 0,2N NaOH (Diluat HP3)

Despre reactivi

* Godeurile placii de indexare nu pot fi reutilizate.

* Aspirati si distribuiti ELM incet ludnd in considerare vascozitatea solutiei.

* RSB si TWB2 sunt ambalate in eprubete similare. Cititi cu atentie fiecare eticheta inainte de utilizare.

Procedura

1. Tineti LP1 pe suportul magnetic si efectuati urmatorii pasi:

a. Folositi o pipeta multicanal configurata la 150 pl pentru a scoate si a elimina supernatantul din fiecare
godeu.

b. Folositi o pipeta de 20 pl, pentru a scoate si a elimina TWB2 rezidual din fiecare godeu, fara a perturba
peleta cu bile.

c. Adaugati 45 ul de ELMin fiecare godeu.
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d. Perforatifolia de etansare de pe placa adaptorului index pentru fiecare dintre godeurile index
planificate, utilizdnd o pipeta P200 multicanal si varfuri de pipeta noi. Pentru a evita contaminarea,
utilizati un nou varf de pipeta pentru fiecare godeu.

e. Adaugati adaptoare index de 5 ul ih godeurile corespunzatoare pentru probe ale LP1, conform indicilor
selectati in timpul planificarii lotului, utilizénd o pipetd multicanal P-10 sau P-20.

Sigilati si agitati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut.
Incubati LP1 timp de 8 minute Th incubator de microspecimene preincalzit, la 47 °C.

NOTA Se preconizeaza condensarea usoara pe garnitura plécii. Nu centrifugati.

Returnati ELM la congelator in timpul incubatiei.
Indepartati sigiliul si asezati LP1 pe suportul magnetic si asteptati pAn& cand lichidul este limpede (2
minute).

Cu LP1 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete multicanal configurate la 50 ul pentru a indeparta si
elimina supernatantul din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.

Spalati bilele dupa cum urmeaza.

a. Adaugati 150 pl TWB2 peste bilele din fiecare godeu folosind o pipeta multicanal.

b. Sigilati si agitati LP1la 1800 rpm timp de 1 minut.

c. Indepértati sigiliul si asezati LP1 pe suportul magnetic si asteptati pana cand lichidul este limpede (2
minute).

d. CuLP1 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete multicanal configurate la 150 pl pentru a indeparta
si elimina supernatantul din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.

Spalati bilele a doua oara.

Cu LP1 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete configurate la 20 yl pentru a indeparta si elimina
TWB2 rezidual din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.

10. Adaugati 45 pl de solutie preparata anterior 0,2N NaOH in fiecare godeu.

1.

Sigilati si scuturati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut, apoi treceti la sectiunea urmatoare.

Selectare dimensiune si curatare biblioteci

Acest pas utilizeazd o selectie cu doud etape a bibliotecilor. In primul pas, Cleanup Beads sunt ad&ugate la
bibliotecile de elutie si la bilele BLT-PF. Apoi, supernatantul care contine biblioteca de elutie mono-catenara
este transferat pe o placé nous, in timp ce fragmentele care sunt prea mari rdman in urma. in al doilea pas,
Cleanup Beads sunt adaugate la bibliotecile transferate, iar fragmentele care sunt prea mici sunt eliminate.
Apoi, bibliotecile sunt eluate si transferate pe placa finala a bibliotecii (FLP).

Consumabile

Placa MIDI cu 96 de godeuri
Canale (3)
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* Placa PCR

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

* Etanol 80% proaspat preparat (EtOH 80%)

Pregatirea

1. Agitati CB si apoi rasturnati pana la repunerea completa in suspensie.

2. Pregatiti canalul cu CB cu volume Tn conformitate cu urmatorul tabel si etichetati canalul CB. Volumele sunt
suficiente pentru ambii pasi de adaugare siinclud un excedent de 1 mlin canal pentru volumul rezidual din
canal. Nu este necesar sd amestecati intre pasii de CB adaugare. Bilele vor rdméane dispersate pe durata
procedurii.

Reactiv 6 probe (nul) 12 probe (ul) 16 probe (ul) 18 probe (ul) 22 de probe (pl) 24 de probe (pl)

CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920

Procedura
1. Scoateti garnitura si adaugati 40 ul CBin godeurile placii LP1 MIDI care contine BLT-PF si 0,2N NaOH.
2. Sigilati si agitati LP11a 1800 rpm timp de 1 minut.
3. Incubati LP1in afara suportului magnetic la temperatura camerei timp de 2 minute.
4. Tndepértati sigiliul si asezati LP1 pe suportul magnetic si asteptati pana cand lichidul este limpede (5

minute).
5. Intimp ce placa se incubeaza, etichetati o noua placd MIDI cu 96 de godeuri LP2.

6. Transferati 80 pl de supernatant din LP11n timp ce se afla pe suportul magnetic in godeurile corespunzatoare
ale LP2 folosind o pipeta cu canale multiple.

7. Adaugati 40 pl de CB in fiecare godeu al placii MIDI LP2.
8. Sigilati si agitati LP2 Ia 1800 rpm timp de 1 minut.
Eliminati placa MIDI LP1.
10. Incubati LP2 in afara suportului magnetic la temperatura camerei timp de 2 minute.

11. Indepartati sigiliul si asezati LP2 pe suportul magnetic si asteptati pan& cand lichidul este limpede (5
minute).

12. Cu LP2 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete configurate la 120 pl pentru a indeparta si elimina
supernatantul din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.

13. Turnati EtOH 80% preparat anterior intr-un canal etichetat si spalati bilele cu LP2 pe magnet dupa cum
urmeaza.

a. Adaugati 180 ul 80% EtOH folosind o pipeta multicanal.
b. Asteptati 30 de secunde.
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c. Folositi o pipeta multicanal configurata la 180 ul pentru a scoate si a elimina supernatantul din fiecare
specimen, fara a perturba peleta cu bile.

14. Spalati bilele a doua oara.

15. Cu LP2 pe suportul magnetic, folositi un set de pipete configurate la 20 yl pentru a indeparta si elimina EtOH
rezidual din fiecare godeu fara a perturba peleta cu bile.

16. Mentineti LP2 pe suportul magnetic timp de 4 minute ca sa se usuce la aer.
17. Eliminati EtOH 80% neutilizat si canalul.

18. Pregatiti canalul RSB cu volume in conformitate cu urmatorul tabel si etichetati canalul CB. Volumele includ
un surplus de 1 ml pentru volumul rezidual din canal.

Reactiv 6 probe (ul) 12 probe (ul) 16 probe (ul) 18 probe (ul) 22 de probe (pl) 24 de probe (pl)
RSB 1390 1780 2040 2170 2430 2560

19. Addugati 65 ul de RSB peste bilele din fiecare godeu.
20. Sigilati si agitati LP2 1a 1800 rpm timp de 1 minut.
21. Incubati LP2 la temperatura camerei timp de 2 minute.

22. Indepértati sigiliul si asezati LP2 pe suportul magnetic si asteptati pAn& cand lichidul este limpede (2
minute).

23. Etichetati o noud placa PCR FLP (placa finala din biblioteca) si cu numele lotului utilizat la crearea rularii.

24. Transferati 60 pl de supernatant din LP2 in timp ce se afla pe suportul magnetic in godeurile
corespunzatoare ale FLP, folosind o pipeta cu canale multiple.

/N ATENTEE

Supernatantul contine biblioteca finala si va fi utilizat in timpul etapei de regrupare si denaturare.
Nu eliminati.

25. Eliminati toate canalele impreuna cu reactivii neutilizati in recipiente.
26. Eliminati placa MIDI LP2.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca se opreste, sigilati placa finala a bibliotecii (FLP) cu Microsigiliu B si depozitatiintre -25 °C si -15 °C timp
de panala 14 zile.

Grupare si denaturare a bibliotecilor

In aceasté sectiune, utilizatorii creeaza fonduri planificate in Planificarea lotului si crearea ruldriila pagina 15
(Planificare lor si creare rulare) si dilueaza si denatureaza.

Consumabile

* HP3 (2N NaOH) sau 0,2N NaOH daca este preparat in aceeasi zi—Vortex, apoi centrifugati scurt.
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* NB (Neutralization Buffer)—Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.
* RSB Resuspension Buffer — Agitati sau inversati pentru amestecare.
* Eprubete microcentrifuge (1 pentru prepararea reactivului si 1 pentru fiecare fond de biblioteca planificat)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube (PN 20062290 sau PN 20062291) (1 eprubeta pentru fiecare grupare de
biblioteca planificata)

Pregatirea

1. Combinati urmatoarele volume intr-o eprubeta de microcentrifuga pentru a prepara 0,2N NaOH. Etichetati
eprubeta 0,2N NaOH. Daca in timpul Pregatirii Bibliotecii s-a efectuat 0,2N NaOH suplimentar si protocolul
este efectuat in aceeasi zi, omiteti acest pas.

Pentru a preveni micile erori de pipetare, este pregatit un volum suplimentar.

Volum pentru fiecare celula de flux Volum pentru fiecare celula de flux

Reactiv S2 (ul) s4 (ul)
HP3 5 10
RSB 45 90

2. Agitati, iar apoi centrifugati pentru scurt timp.

Procedura

1. Daca placa FLP a fost depozitats congelats, pregatiti-o dupa cum urmeaza. In caz contrar, treceti la pasul 2.
Placa FLP:
a. Decongelati la temperatura camerei timp de 30 de minute.
b. Centrifugati 1 minut la 1000 x g.
c. Scoatetigarnitura de etansare de pe FLP.
d. Pipetati amestecul de 5 pana la 10 ori folosind o pipeta multicanal setata la 30 pl.
e. Sigilati si centrifugati 1 minutla 1000 x g.
2. Selectati una dintre urmatoarele optiuni pentru a grupa, denatura si dilua bibliotecile pentru fiecare set de 6

sau 16 probe planificate pentru secventiere.
Optiunea 1 Secventiati 6 biblioteci pe celula de flux S2.

a. Pentru fiecare fond de biblioteci, etichetati o noud eprubeta de microcentrifugd cu numele grupului, de
exemplu biblioteci cumulate (PL) 1, 2, 3 etc.

b. Scoateti sigiliul si transferati 25 pl din fiecare biblioteca ADN cu coduri de bare dintr-un anumit set de
indexuri S2 de pe placa FLP in eprubeta PL pentru fiecare rulare planificatd corespunzatoare, in
conformitate cu cumularile de secventiere planificate in timpul Planificarea lotului si crearea ruldriila
pagina 15. De exemplu, combinati bibliotecile preparate folosind S2 Index Set 11n eprubeta PL.
Sigilati placa FLP cu folie autoadeziva si redepozitati-o.

d. Adaugati 37 yl de 0,2N NaOH in fiecare eprubeta PL.
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Agitati fiecare eprubeta PL pentru a amesteca. Centrifugati scurt.
Incubati fiecare eprubeta din PL la temperatura camerei timp de 8 minute.
Adaugati 38 pl de NBin fiecare eprubeta PL.

Agitati fiecare eprubeta PL pentru a amesteca. Centrifugati scurt.

Transferati 225 pl de biblioteca denaturatd, diluata intr-o eprubeta de biblioteca NovaSeq 6000Dx
curata.

/N ATENTEE

Daca s-a specificat anterior, ID-ul eprubetei NovaSeq 6000Dx din biblioteca va fi utilizat pentru a
identifica si asocia rularea planificata. Asigurati-va ca ID-ul eprubetei din biblioteca in care este
transferat ansamblul este acelasi ID de eprubeta din biblioteca specificat in Create Run (Creare
rulare), in caz contrar poate aparea o asociere incorecta a rezultatelor probei. Daca ID-ul
eprubetei din biblioteca este specificat In rularea planificata, confirmati ca este utilizata eprubeta
corecta. Daca nu a fost specificat anterior, inregistrati ID-ul eprubetei din biblioteca utilizat si
revizuiti rularea planificatd; in caz contrar, rularea (rularile) planificata(e) asociata(e) vor trebui
selectate manual la incarcarea instrumentului utilizand numele executarii.

Optiunea 2 Secventiati 16 biblioteci pe celula de flux S4.

a.

- o o o

> @

Etichetati o noua eprubeta de microcentrifuga cu numele fondului, de exemplu biblioteci cumulate (PL)
1,2, 3etc.

Scoateti sigiliul si transferati 18 ul din fiecare biblioteca ADN de pe placa FLP in eprubeta PL, in
conformitate cu cumularile de secventiere planificate in timpul Planificarea lotului si crearea ruldrii la
pagina 15. De exemplu, combinati bibliotecile folosind S4 Index Set 11in eprubeta PL.

Sigilati placa FLP cu folie autoadeziva si redepozitati-o.

Adaugati 22 ul de RSB in fiecare eprubeta PL.

Adaugati 77 pl de 0,2N NaOH in fiecare eprubeta PL.

Mixati eprubeta PL in agitator vortex. Centrifugati scurt.

Incubati eprubeta din PL la temperatura camerei timp de 8 minute.
Adaugati 78 ul de NB in fiecare eprubeta PL.

Mixati eprubeta PL in agitator vortex. Centrifugati scurt.

Transferati 465 ul de biblioteca denaturata, diluata intr-o eprubeta NovaSeq 6000Dx de biblioteca
curata.
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/N ATENTIE

Daca s-a specificat anterior, ID-ul eprubetei NovaSeq 6000Dx din biblioteca va fi utilizat pentru a
identifica si asocia rularea planificata. Asigurati-va ca ID-ul eprubetei din biblioteca in care este
transferat ansamblul este acelasi ID de eprubeta din biblioteca specificat in Create Run (Creare
rulare), in caz contrar poate aparea o asociere incorecta a rezultatelor probei. Daca ID-ul
eprubetei din biblioteca este specificat in rularea planificata, confirmati ca este utilizata eprubeta
corectd. Daca nu a fost specificat anterior, inregistrati ID-ul eprubetei din biblioteca utilizat si
revizuiti rularea planificata; in caz contrar, rularea (ruldrile) planificata(e) asociata(e) vor trebui
selectate manual la incarcarea instrumentului utilizand numele executarii.

3. Continuati direct cu secventierea dacd intentionati sa incepeti rularea in aceeasi zi.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca opriti, puneti capacul eprubetei din biblioteca NovaSeq 6000Dx si depozitati la o temperatura intre -25°C
si -15°C timp de pana la 30 de zile.

Pregatire pentru secventiere

1. Urmati instructiunile de pregatire din Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx Instrument (nr. document
200010105) pentru consumabilele din setul planificat pentru secventiere.

2. Daca eprubeta din bibliotecd NovaSeq 6000Dx care contine biblioteca cumulata a fost depozitata
congelata, pregatiti-o dupa cum urmeaza. Daca treceti direct de la sectiunea anterioara, treceti la punctul 3.

a. Decongelatila temperatura camerei timp de 30 de minute.

b. Scoateti capacul si pipetati usor amestecul de cinci ori folosind o pipeta P1000 setata la 300 ul pentru
fondul de biblioteci de celule de flux S4 sau o pipetd P200 setata la 145 ul pentru fondul de biblioteci de
celule de flux S2.

c. Puneti capacul eprubetei din biblioteca NovaSeq 6000Dx si scuturati manual toate picaturile de pe
fundul acestuia. Nu agitati si nu centrifugati.

3. Tncércati consumabilele. Consultati Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx Instrument (nr. document
200010105) pentru detalii.

Interpretarea rezultatelor

TruSight Whole Genome este conceput pentru a secventia intregul genom uman. Variantele sunt raportate
pentru probele care trec de controalele de calitate analitice (CC) pentru utilizare cu aplicatii de analiza
germinala tertiara din aval.

* Unrezultat de secventiere, FASTQ sau calitate a probei este considerat valid numai daca standardul de
masurare a calitatii indeplineste sau depaseste specificatia definita. Daca standardul de masurare a calitatii
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este sub specificatia definita, performanta va fi raportata ca ESEC si proba trebuie repetatd. Pentru
informatii despre specificatiile metrice de calitate utilizate pentru a determina validitatea probei, consultati
Controlale de calitate la pagina 32.

Se preconizeaza cd probele care trec de toate pragurile de calitate vor furniza performanta de definire a
variantelor descrisa in studiul de acuratete (consultati Acuratete la pagina 41).

Variantele mici sunt adnotate cu incredere ridicata, intermediara sau scazuta pe baza performantei
asteptate a fiecarui tip de varianta (consultati Determinarea nivelului de incredere a variantelor micila
pagina 37).

Interpretarea tuturor variantelor de informatii trebuie validata de catre laborator utilizand fisierele de iesire a
analizei furnizate. Consultati Ghid pentru TruSight Whole Genome Analysis Application (nr. document
200049931) pentru o descriere a informatiilor furnizate in fisierele de iesire.

Controlale de calitate

Analiza de secventiere si validitatea probei sunt determinate automat utilizdnd controale analitice si sunt
raportate de TruSight Whole Genome Analysis Application (consultati Tabelul 8 pentru detalii suplimentare
despre specificatiile metrice pentru controlul calitatii). TruSight Whole Genome nu necesita utilizarea
controalelor pozitive externe.

Rezultatele CC sunt raportate intr-un raport consolidat, pentru toate probele dintr-o rulare siin rapoarte CC
individuale ale probelor. Rapoartele sunt trimise de software in folderul de analiza. Consultati Ghid pentru
TruSight Whole Genome Analysis Application (nr. document 200049931) pentru locatia folderului analizei si
a folderului de executare.

Esecul specificarii controlului calitatii executarii secventierii anuleaza executarea secventierii si opreste
analiza suplimentara.

Esecul oricarei specificatii FASTQ sau a bibliotecii probei invalideaza biblioteca de probe siimpiedica
producerea fisierelor CRAM sau VCF asociate.

Este posibil s se aplice actiuni de control al calitatii conforme cu reglementarile sau cerintele de acreditare
locale, regionale si/sau nationale.

Pentru informatii suplimentare despre repetarea rularilor de secventiere sau pentru prepararea bibliotecilor,
consultati Depanare la pagina 65.

Tabelul 8 TruSight Whole Genome Descrieri ale specificatiilor metrice de control al calitatii

Metrica Specificatii Descriere
Controlul Total % = Q30 =85 Masurarea calitatii bazei la nivelul ruldrii. Specificatia
calitatii minima este setata deoarece rularile %Q30 prea
ruldrii scazute nu vor trece de bazele Q30 din Controlul
secventierii calitatii bibliotecii de probe.
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Metrica Specificatii Descriere
Controlul Randament per = Valoarea minima este setata sa fie echivalenta cu ~26
calitatii proba (bps) 90.000.000.000  de ori acoperirea autozomala medie cu cea a probelor
FASTQ de triaj care nu trec de controlul calitatii bibliotecii

pentru a reduce timpul de analiza.

Controlul Acoperire = 35 Acoperire medie printre autozomi. Specificatiile minime

calitatii autozomala sunt stabilite pentru a asigura performanta analitica.

biblioteca medie

de probe Procentajul = 93,94 Masurarea uniformitatii acoperirii care detecteaza
autozomilor cu probleme nu este legata neapdrat de eroarea
acoperire mai sistematica GC. Specificatiile minime sunt stabilite
mare de 20X pentru a asigura performanta analitica.
Acoperire 0,82=x=<1,13 Masura uniformitatii acoperirii care detecteaza eroarea
normalizata la sistematica GC, in special o pierdere a acoperirii in
compartimente zonele genomului cu %GC mai mare si compozitie de
GCdela60%la baza mai mica %AT. Specificatiile minime si maxime
79% sunt stabilite pentru a asigura performanta analitica.
Acoperire 0,97 =x=<1,06 Masura uniformitatii acoperirii care detecteaza eroarea
normalizata la sistematica GC, in special o pierdere a acoperirii in
compartimente zonele genomului cu %GC mai mica si compozitie de
GCdela20%la baza mai mare %AT. Specificatiile minime si maxime
39% sunt stabilite pentru a asigura performanta analitica.
Acoperire = 500 Acoperirea cromozomului mitocondrial. Specificatia
mitocondrialad minim3 este setatd pentru a asigura limita de detectie
medie SNV mitocondrial.
Procentul =85 Masurarea calitatii bazei. Specificatiile minime sunt
bazelor Q30 stabilite pentru a asigura performanta analitica.
Contaminare =< 0,005 Detecteaza citirile contaminante din alte probe.
estimata a Specificatia maxima este setatad pentru a asigura limita
probei de detectie SNV mitocondriala (tipul de varianta cu cea

mai mare sensibilitate la contaminare).

Caracteristici de performanta

Urmatoarele studii de validare au fost efectuate utilizand fluxul de lucru TruSight Whole Genome descris in
Instructiuni de utilizare la pagina 15 si au fost concepute pentru a asigura robustetea testului fata de sursele
comune de variatie si pentru a oferi recomandari pentru o performantd consecventa. Aceste studii au utilizat
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specificatiile standardului de masurare a calitatii analitice prezentate in Tabelul 8 ca punct de referintad pentru
efectuarea cu succes a analizei si ca o conditie prealabild pentru stabilirea performantei de definire a variantei
analitice.

Contaminarea incrucisata

Studiul de contaminare incrucisata a evaluat detectarea incorecta a citirii indicelui din cauza contaminarii de la
godeu la godeu in timpul pregatirii bibliotecii de probe si a contaminarii de la rulare la rulare intre cicluri
consecutive de secventiere. 24 de probe de sange au fost utilizate pentru a evalua contaminarea incrucisata. In
total au fost pregatite 24 de biblioteci fiecare de doi operatori utilizadnd seturile de indexuri de configurare S2 1-
4, si bibliotecile grupate au fost secventiate Tn ordinea indicelui setat pe NovaSeq 6000Dx Instrument. 16
biblioteci au fost pregatite fiecare de doi operatori utilizand seturile de indexuri de configurare S4 1 si 2n doud
replicate si bibliotecile grupate cu seturi de indici alternativi au fost secventiate pe acelasi NovaSeq 6000Dx.

Pentru a evalua contaminarea incrucisata, citirile de index corecte au fost comparate cu citirile de index de la
godeurile adiacente pentru contaminare de la godeu la godeu si executarea de secventiere anterioara pentru
contaminare de la rulare la rulare. Cantitatea de contaminare de la rulare la rulare a fost < 0,003178% pentru
rularea S2 si < 0,002487% pentru rularea S4. Pentru a evalua contaminarea de la o proba la alta, a fost utilizata
valoarea CC a bibliotecii de probe pentru contaminarea estimata a probei. Cantitatea de contaminare proba la
proba a fost de 0,001, cea mai mica valoare raportata de software-ul de analiza. Aceste rezultate indica un risc
scazut de contaminare in cadrul fluxurilor de lucru de pregatire si secventiere a bibliotecii.

Stabilitate in uz si intermediara

Reactivii de pregatire a bibliotecii au fost evaluati din punct de vedere al stabilitatii in timpul utilizarii trusei,
inclusiv mai multe evenimente de congelare-dezghetare si stabilitatea eprubetei deschise.

Pentru testarea ciclului de congelare-dezghetare, componentele congelate au fost supuse unui numar de cinci
evenimente de congelare-dezghetare pentru a sustine un eveniment de dezambalare si patru evenimente de
utilizare a trusei. Pentru stabilitatea Tn timpul utilizarii, volumul necesar pentru a pregati sase biblioteci de probe
a fostindepartat la fiecare dintre cele trei cicluri congelare-dezghetare pentru a simula epuizarea volumului in
timpul utilizarii, iar componentele au fost depozitate timp de inca 31 de zile inainte de testare. La testarea cu
ADNg extras de la sase donatori de sédnge, toate datele au trecut de indicatorii de control analitic ai analizei.
Aceste rezultate indica faptul ca reactivii inghetati de pregatire a bibliotecii pot fi utilizati cu pana la patru cicluri
congelare-dezghetare si stabilitate in timpul utilizarii de 30 de zile.

Stabilitatea intermediara a fost evaluata pentru bibliotecile individuale si bibliotecile grupate si denaturate.
Toate datele au trecut de parametrii de control analitic ai analizei, indicand o stabilitate de pana la 14 zile pentru
bibliotecile individuale si o stabilitate de pana la 30 de zile pentru bibliotecile grupate si denaturate atunci cand
sunt depozitate congelate (-25 °C pana la -15 °C), conform descrierii din punctele de oprire sigure.
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Recoltarea si depozitarea probelor de sange

Compatibilitatea eprubetelor de recoltare a sédngelui si depozitarea probelor au fost examinate utilizand patru
donatori si au fost recoltate probe de sdnge in eprubete de recoltare EDTA de la trei furnizori diferiti. ADN-ul
genomic (ADNg) a fost extras din fiecare la sosire, pentru momentul zero timp si apoi din nou dupa ce sangele a
fost pastrat timp de 16, 33 si 43 de zile de depozitare la 2 °C pand la 8 °C. ADNg extras a fost depozitat
congelat (-25 °C péna la -15 °C) in solutia tampon de elutie (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0) si apoi
cuantificat si utilizat pentru prepararea si secventierea bibliotecii. Toate datele au trecut de parametrii de
control analitic ai analizei, indicand compatibilitatea analizei cu trei eprubete EDTA de recoltare a sangelui si
séngele stocat pana la cinci saptamanila 2 °C péanala 8 °C.

Evaluarea metodei de extractie a ADN-ului

Trei truse de extractie disponibile in comert au fost evaluate pentru performanta analizei. Doua truse au utilizat
bile magnetice, una cu si una fara faza solida si legare pe baza de celuloza, iar o trusa a utilizat o metoda de
purificare a acidului nucleic pe bazd de membrand de siliciu, folosind coloane de rotatie (Tabelul 9).

Evaluarea a fost efectuata de doi operatori cu un lot de reactivi de extractie per metoda si sdnge integral
colectatin eprubete EDTA de la patru donatori sanatosi putativ. Fiecare proba de sange a fost extrasa de patru
ori separat, conform instructiunilor producatorului, in zile neconsecutive, pentru 16 observatii in total per trusa.
ADNg extras a fost utilizat pentru a pregati biblioteci pentru secventiere si analiza.

Toate observatiile (16/16) pentru fiecare metoda de extractie au trecut de parametrii de control analitic ai
analizei. Performanta analizei nu a fost afectata de alegerea metodei de extractie a probei ADNg. Studiile de
acuratete si reproductibilitate analitica au utilizat ADNg extras cu Trusa 3 (izolare coloana filtru de siliciu cu
coloane de rotatie).

Tabelul 9 Metode de extractie testate pentru performanta TruSight Whole Genome
Set Metoda de extractie

1 Extractia magnetica a bilelor cu imobilizare reversibila in faza solida (SPRI)

2 Extractia magnetica a bilelor cu faza solida mobila silegare pe baza de celuloza

3 Izolare coloana filtru de siliciu cu coloane de rotatie

Sensibilitate introducere ADN

Cantitatea de intrare ADNg recomandata pentru testare per proba este de 280 ng sau 350 ng, in functie de
metodele de cuantificare a ADN-ului enumerate in Recomandadri privind introducerea de ADN la pagina 10.

Pentru a determina performanta intr-un interval de concentratii de introducere de ADNg, cantitatea de ADN
utilizata in analiza a fost testata la niveluri de aproximativ £28,6% din intrarea recomandata. Rezultatele au
demonstrat ca -25% din introducerea de ADNg recomandat este o limita inferioara pentru analiza. Testul
functioneaza corespunzator cu o intrare ADNg de pana la +28,6% din introducerea recomandata.
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Caracterizarea a trei metode distincte de cuantificare a demonstrat ca metodele diferite au niveluri diferite de
variabilitate si pot produce rezultate nesimilare. Daca se utilizeaza o altd metoda decéat cele enumerate in
Recomandari privind introducerea de ADN la pagina 10, este posibil sa fie necesara optimizarea introducerii de
ADNg tintd. Se recomanda ca ADNg pentru probele destinate pentru un anumit lot de pregatire a bibliotecii si
executarea secventierii sa fie cuantificate impreuna pentru a elimina variabilitatea de la lot la lot, atunci cand
este posibil, sau sa se utilizeze controale de proces pentru a asigura o variabilitate de cuantificare a ADNg-ului
de = 25% de lalot lalot.

Substante care interfereaza

Acest studiu a evaluat performanta cu substante endogene si exogene asociate cu sdnge uman si eprubete de
recoltare a sdngelui. Au fost selectate pentru evaluare bilirubina, hemoglobina si trigliceridele pentru a simula
probele icterice, hemolizate si, respectiv, lipemice. Biotina si EDTA au fost selectate pentru evaluare din cauza
prezenteiin sdnge sin eprubetele de recoltare a sdngelui (BCT, blood collection tubes) si a impactului potential
asupra chimiei analizei. Substantele au fost introduse in probele de sédnge de la donator inainte de extractie, fie
direct, fie dupa dizolvarea in solvent. Concentratia de testare si detaliile privind cresterea pentru fiecare
substanta sunt furnizate in tabelul urmator.

Tabelul 10 Substante interferente testate pentru performanta TruSight Whole Genome

. Concentratie de Solvent utilizat in solutia pentru . .

Substanta % crestere adaugat la sange
testare crestere

Bilirubina 40 mg/dl (0,4 DMSO 4%

(neconjugata) mg/ml)’

Hemoglobina 1000 mg/dI (10 Nu este cazul - Dizolvatin sange  Nu este cazul - Dizolvatin
mg/ml)" sange

Trigliceride 1500 mg/dl (15 Etanol 100% 4%
mg/ml)’

Biotina 0,00351 mg/mi? Apa 4%

EDTA 5,4 mg/mi® Apa 3%

T Concentratiile au fost alese pentru a fi cele mai mari concentratii observate conform ,Tabelelor suplimentare pentru
testarea interferentelor in chimie clinica, CLSI EP37-ED1:2018".

2 Concentratia a fost aleasa pentru a fi de trei ori ,cea mai mare concentratie de medicament sub tratament terapeutic”,
mentionata in , Tabele suplimentare pentru testarea interferentelor in chimie clinica, CLSI EP37-ED1:2018".

3 Concentratia a fost aleasa pe baza concentratiei EDTA care variaza in eprubetele de recoltare a sangelui, variind pana la
1,8 mg/ml si pentru a simula un eveniment de umplere scurt, o recoltare de sénge de 33% din volumul BCT nominal, ducénd
la o concentratie EDTA de 3 ori mai mare in sdnge, corespunzénd la 5,4 mg/ml.

La testare s-a folosit sdnge de la patru donatori. Pentru fiecare substanta interferentd, o alicota de sange

integral de la fiecare donator a fost imbogatita cu substanta interferenta si apoi impartita in patru replicate de
extractie ADNg. Un control a fost procesat in mod similar fara adaugarea de substante. Conditiile de testare si
control asociate au fost procesate pentru fiecare donator in cadrul aceluiasi eveniment de extractie, iar ADNg
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extras a fost apoi procesat ih cadrul unui singur eveniment de pregatire si secventiere a bibliotecii. Nu a existat
niciun impact asupra performantei testului si nicio dovada de interferenta ca raspuns la niciuna dintre
substantele testate.

Echivalenta indexarii probelor

TruSight Whole Genome ofera patru seturi de indexuri cu 6 profiluri pentru ciclurile S2 sau doua seturi de
indexuri cu 16 profiluri pentru configuratiile de cicluri de secventiere S4. S-a demonstrat ca analiza ofera o
performanta echivalentd atunci cand bibliotecile sunt secventiate in configuratiile de secventiere NovaSeq
6000Dx S2 sau S4. in plus, s-a demonstrat c& ambele configuratii de rulare S2 si S4 ating > 95% din bibliotecile
de probe cu o acoperire minima de 35,0x atunci cand sunt testate cu seturile de indexuri prescrise. Astfel,
diferite seturi de indexuri si regrupari utilizate pentru secventa pe celulele de flux S2 si S4 pot fi utilizate
interschimbabil pentru a asigura scalabilitatea pentru a gazdui fluctuatiile debitului probei si pentru a oferi
flexibilitate in procesele de laborator.

Performanta analitica

S-au efectuat studii initiale de caracterizare pentru a determina pragurile nivelurilor de incredere pentru
variantele mici, limita de blank/limita de detectie pentru SNV-urile mitocondriale si pragurile de dimensiune
pentru detectarea precisa a expansiunilor STR atunci cand se utilizeaza fluxul de lucru TruSight Whole Genome.
Probele reprezentand clasele de variante evaluate de TruSight Whole Genome au fost incluse in evaluarea
acuratetei analitice si repetabilitatii, inclusiv precizia in laborator si reproductibilitatea externa. Performanta
analitica este raportata pentru ciclurile de secventiere si probele care au trecut de toate controalele de calitate,
cu exceptia probelor de amestec concepute pentru a evalua SNV-urile mitocondriale la sau aproape de limita de
detectie care nu au trecut de standardul de contaminare. Rezultatele pentru fiecare dintre aceste studii sunt
descrise Tn sectiunile de mai jos.

Studii de caracterizare initiala

Determinarea nivelului de incredere a variantelor mici

Pentru acest studiu, a fost instruit un model de regresie logistica pe centre cu variante foarte reproductibile si
slab reproductibile din 96 de replicate ale NA12878 pentru a defini pragurile pentru niveluri de incredere
ridicate, medii si scazute.

Bazele de incredere ridicata pentru un anumit tip de varianta sunt cele in care reproductibilitatea in laborator
preconizata indeplineste sau depaseste 99% pentru un prag de scor dat, iar procentul de baze non-N care
indeplinesc criteriul respectiv depaseste 30%. Daca un tip de varianta mic nu are un prag de scor care sa
indeplineasca aceste criterii, acel tip de varianta nu va avea un nivel de incredere ridicat. Bazele de incredere
intermediara sunt cele in care reproductibilitatea previzionata in laborator indeplineste sau depaseste 95%
pentru un anumit prag al scorului si tip de varianta. Bazele de incredere scazuta sunt cele in care
reproductibilitatea previzionata in laborator este sub 95% pentru un anumit prag al scorului si tip de varianta.
Definirile variantelor pentru un anumit tip de varianta cu un nivel de incredere ridicat sau intermediar includ
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majoritatea bazelor %non-N (adicd, excluzand lacunele) (consultati Tabelul 6) si demonstreaza o performanta
ridicata atunci cand este evaluat in raport cu seturi de adevar de variante mici si in evaluari extinse ale preciziei
in laborator a replicatelor NA12878.

Tip de varianta Nivel de incredere % baze non-N
SNV Ridicat 89,14%
Intermediar 3,30%
Jos 7,56%
Deletii scurte (1-5 bp) Ridicat 90,88%
Intermediar 2,45%
Jos 6,67%
Deletii intermediare (6-15 bp) Intermediar 86,94%
Jos 13,06%
Deletii lungi (= 16bp) Intermediar 85,42%
Jos 14,58%
Insertii scurte (1-5 bp) Ridicat 88,94%
Intermediar 4,61%
Jos 6,45%
Insertii intermediare (6-15 bp) Intermediar 89,37%
Jos 10,63%
Insertii lungi (= 16bp) Intermediar 48,92%
Jos 50,63%

Limita SNV mitocondriala a martorului / Determinarea limitei de detectie

S-au efectuat studii privind limita martorului (LoB) si limita de detectie (LoD) pentru SNV-uri mitocondriale.
Pentru studiul SNV mitocondrial, LoB a fost evaluata folosind loci cunoscuti ca neavand nicio varianta (adica
definire de referintd). LoD este definita ca frecventa alelelor variantd ADNmt SNV pentru care rata de detectie a
variantei respective este de 95%.

Pentru a determina LoB si LoD pentru detectarea SNVmt heteroplasmatice, probele de ADNg caracterizate
temeinic de la doi donatori de sange diferiti au fost amestecate intr-un studiu de titrare la cinci niveluri de dilutie
cu 20 de replicate per nivel de dilutie. Nivelurile de dilutie au fost concepute pentru a tinti procentele variantelor
SNVmt (1,2 - 6% VAF) pentru a imita diferite niveluri de heteroplasma mitocondriala. Probele de ADNg mixte au
fost procesate si citirile au fost prelevate in jos pentru a obtine o acoperire mitocondriala medie de 500x. Un
total de 42 de locuri ,heteroplasmatice” concepute au fost utilizate in evaluarea din aval. S-a utilizat o analiza a
regresiei pentru a estima rapoartele de amestec necesare la 1x LoD tinta si 2x LoD pentru un subset de SNVmt.
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Pozitiile in care ADNg din ambele probe de sdnge au genotipuri de alele de referinta au fost evaluate pentru
definiri SNVmt care au trecut de filtru cu o alela fara referinta. Rata fals pozitiva a fost calculata ca 0,8%, in
concordanta cu o presupunere zero-LoB conform ,Evaluarii capacitatii de detectie pentru procedurile de
masurare clinica in laborator, CLSI EP17-A2-ED1:2012". Fiecare dintre cele 42 de pozitii a fost analizata
independent utilizand regresia probit. Valoarea LoD a fost definita ca valoarea VAF preconizatad corespunzand
ratei de detectie de 95% (C95). Valoarea LoD generala raportatd, definita ca percentila 95 a valorilor LoD de pe
site-urile de adevar, a fost de 4,75% VAF. Media distributiei diferentelor absolute intre VAF observat si
preconizat pentru toate observatiile a fost calculata a fi 0,83%, cu o limita de incredere superioara de 95% de
0,86% VAF.

Determinarea pragului de extindere STR

Din cauza limitarilor tehnice ale STR care depdsesc lungimea de citire prin secventiere (~135 bp), lungimea STR
observata cu TruSight Whole Genome va fi adesea o subestimare a lungimii reale. Odata ce lungimea reald STR
depaseste lungimea mediana a fragmentului (~330 bp), estimarea lungimii STR atinge un platou. Din acest
motiv, TruSight Whole Genome evalueaza un set tinta de loci pentru care testul poate discrimina cu precizie
STR cu lungimi observate Tn cadrul variatiei normale fata de cele cu lungimi mai mari decat cele observate la o
populatie sdnatoasa putativ (,extinsd”) (consultati Tabelul 2 pentru lista de loci evaluati de TruSight Whole
Genome).

Pentru a asigura un acord procentual negativ (NPA) agregat de 95% pentru toate centrele STR evaluate de
TruSight Whole Genome, pragurile per locatie pentru definirea unui STR extins la centrul respectiv au fost setate
pentru a obtine un NPA mediu de 99,94% per centru. Pentru a tine cont de variabilitatea inerentd a estimarilor
dimensiunii STR in cadrul unei populatii sanatoase din punct de vedere putativ, pragurile au fost stabilite pe
baza distributiei lungimilor STR observate independent in setul de date al Proiectului 1000 de genomi sanatosi
din punct de vedere putativ (2.504 probe de la diferite populatii procesate cu DRAGEN 3.7.5 si ExpansionHunter
4.0.2).4

Pentru a confirma pragurile stabilite utilizand setul de date 1000 Genomes Project, ADNg extras din 16 probe de
referinta de pe linia celulara (Materiale de referinta pentru testarea genetica a Programului de la Centrul pentru
controlul Bolilor (Get-RM)) cu o varietate de dimensiuni de STR estimate independent au fost prelucrate cu
TruSight Whole Genome. 10 replicate de biblioteca pentru fiecare dintre cele 16 probe au fost pregatite si
testate de sase operatori pentru un total de 960 de observatii, iar dimensiunile de STR au fost estimate
independent pentru fiecare replicat. Rata de rezultate fals pozitive la nivelul probei observate in toti locii vizati a
fost de 0,35%.

Limita de detectie (LoD) a fost estimata pentru cei 28 de loci STR vizati cu liniile celulare testate pe baza
dimensiunilor alelelor observate cu TruSight Whole Genome si a dimensiunilor alelelor asteptate pe baza
caracterizarii independente anterioare (Tabelul 11). Pentru locii selectati, a fost determinata o limita de detectie
pentru mai mult de un STRin acelasi loc, pentru un total de 35 STR. LoD este dimensiunea estimata la care
expansiunea STR preconizata este detectata pentru 95% dintre alele pe baza unui model probit cu praguri
confirmate pentru distingerea dimensiunilor normale si extinse ale STR. Datele din toate centrele cu dimensiuni
cunoscute de alele au fost grupate Impreuna pentru a obtine estimari LoD pentru fiecare centru pe baza
pragului specific al centrului pentru un STR extins. Lungimea repetitiei FMR1 a fost subestimata sistematic in
comparatie cu alte STR si a necesitat un model personalizat pentru a estima corespunzator LoD.
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Pragurile confirmate specifice centrului pentru STR expandate, LoD estimata si observata pentru centrele vizate
si pragul bolii pe baza literaturii de specialitate disponibile (numai in scopuriilustrative) pentru centrele STR
vizate sunt furnizate in Tabelul 11. Pentru expansiunile STR mai lungi decéat pragul dictat de lungimea citirii si
pentru care lungimea preconizata nu poate fi observata direct, o lungime observata aproximeaza o lungime
medie care ar fi observata pe parcursul mai multor cicluri de secventiere. Pentru expansiunile STR mai scurte
decét pragul dictat de lungimea de citire, lungimile asteptate si observate sunt aceleasi.

Tabelul 11 Rezumat al capacitatii estimate de detectare pentru centrele TruSight Whole Genome STR vizate

LoD estimata

Prag STR extins (bp) pe baza . LoD estimata . .
Locus tinta? setului de date din Proiectul 1000 (Iung!mev (lungime Pragul bovlu (Iur;glme
de genomi preconizata, observata, bp) reald, bp)
bp)
AFF2 168 266 221 600°
AR 114 115 115 1148
ATN1 90 92 92 13578
ATXN1 114 115 115 11478
ATXN10 200 298 233 399578
ATXN2 102 102 102 10578
ATXN3 135 189 182 18078
ATXN7 60 60 60 11178
ATXN7_GCC 93 101 101 Nu se aplica
ATXN8OS 200 298 233 23778
ATXN8OS_CTA 90 92 92 Nu se aplica
C9ORF72° 200 298 233 360910
CACNATA 57 57 57 6078
CBL 171 281 227 2435
CNBP 192 308 237 300%™M
CNBP_CA 102 102 102 Nu se aplica
CNBP_CAGA 68 80 80 Nu se aplica
CSTB 200 298 233 3481213
DIP2B 200 298 233 Nu se aplica
DMPK 122 132 142 150"
FMR1 175 433 212 600915
FXN 102 102 102 198616
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LoD estimata

. Prag'; STR extin.s (bp). pe baza el LoD est.imaté Pragul bolii (lungime
Locus tinta setului de date din Pr?lectul 1000 T (Iunglnje reals, bp)°
de genomi bp) observata, bp)

FXN_A 200 298 233 Nu se aplica
GLS m 115 115 270"
HTT 108 115 115 1208

HTT_CCG 42 42 42 Nu se aplica

JPH3 99 101 101 123"

NIPA1 33 33 33 Nu se aplica

NOP56 84 84 84 39002021

NOP56_CGCCTG 24 24 24 Nu se aplica
NOTCH2NL 129 175 174 2132223
PABPN1 27 27 27 Nu se aplica
PHOX2B 60 60 60 75524
PPP2R2B 87 90 90 1987:8
TBP 129 175 174 13578

@ Locii cu STR alternativi sunt adnotati de LOCI_<ALTERNATE_REPEAT> (de ex. ATXN7_GCC).

b pragurile bolii furnizate in scopuri ilustrative numai pe baza literaturii publicate; N/A (Nu se aplic3) in aceasta coloans

indica faptul ca este posibil ca STR sa nu fie asociat cu o expansiune patogena publicata.

©100% din replicatele NA23378 au detectat o expansiune STR in C9ORF72, sugerand o expansiune necaracterizata

anterior in acel centru in acea proba. Aceasta proba de linie celulara a fost exclusa din analiza.

d Extinderile intermediare pot fi, de asemenea, asociate cu un fenotip.
Acest studiu a demonstrat profiluri de precizie si acuratete similare pentru estimdrile dimensiunii STR pentru loci
tinta diferiti, limita de detectie pentru expansiunile STR fiind Th mare parte determinata de pragul selectat (pe
baza distributiei dimensiunii Th cadrul populatiei de proiect 1000 Genomes) si hu de diferentele capacitatii de
detectie din cadrul centrelor. Toate valorile LoD estimate pe scala de lungime preconizata au fost mai mari
decét lungimile observate la populatiile sdnatoase din punct de vedere putativ si mai mici decat multe praguri de
boala publicate, facand pragurile asociate de definire a expansiunii STR utile pentru marcarea repetitiei intr-un
anumit locus ca potential extins. Pragurile raportate aici au fost utilizate pentru a evalua precizia detectarii
extinderii STR.

Acuratete

Acuratetea analitica a fost determinata prin compararea definirilor variantelor TruSight Whole Genome cu
rezultatele obtinute folosind metode alternative. Metodele de referinta au fost alese pe baza unei diferente
considerabile comparativ cu TruSight Whole Genome, care utilizeaza pregatirea bibliotecii legate de bile
Nextera™, chimia de secventiere a 2 coloranti pe NovaSeq 6000Dx si DRAGEN 3.9.5 pentru definirea
variantelor. A fost efectuata o abordare reprezentativa a TruSight Whole Genome pentru validarea probelor
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care reprezinta variante din toate clasele de variante incluse in rezultatul analizei. Au fost utilizate in total 459
de probe unice care au trecut prin controlul calitatii analitice pentru a evalua precizia TruSight Whole Genome.
Probele au fost testate pe trei loturi de reactivi si consumabile de pregatire a bibliotecii, patru loturi de truse de
secventiere S4, opt operatori, cinci NovaSeq 6000Dx Instrument si doua centre interne. Au fost pregatite si
secventiate 31 de fonduri de biblioteca independente.

Urmatorul tabel prezinta definitiile valorilor calculate in diverse studii de acuratete.

Termen Definitie

Nivel de incredere Limita de incredere unilaterald mai mica cu 95% folosind metoda Wilson.

scazut (LCL)

Acord procentual Procentul de centre negative, asa cum este definit de metoda de referinta, care sunt
negativ (NPA)’ identificate in mod consecvent ca fiind negative cu TruSight Whole Genome.

Acord procentual Procentul de variante definite in metoda de referinta care sunt definite in mod
pozitiv (PPA)? consecvent cu TruSight Whole Genome.

Valoare predictiva Procentul de variante definite cu TruSight Whole Genome care sunt definite in mod
pozitiva tehnica consecvent in metoda de referinta.

(TPPV)3

T Pentru precizia detectarii extinderii STR si precizia detectarii alelelor SMN1, NPA = Adevarat Negativ / (Adevarat Negativ +

Fals Pozitiv).
2 Pentru precizia detectarii extinderii STR si precizia detectarii alelelor SMN1, PPA = Adevaérat Pozitiv / (Adevarat Pozitiv +

Fals negativ).
3 Pentru precizia detectarii extinderii STR si precizia detectarii alelelor SMN1, TTPV = Adevérat Pozitiv / (Adevarat Pozitiv +

Fals pozitiv).
Precizia variantelor mici

Precizia definirii cu variante mici a fost evaluata utilizand ADN-ul genomic extras din sange integral periferic de
la 195 de donatori sanatosi putativ. Definirile de variante TruSight Whole Genome au fost comparate cu
definirile cu variante dintr-un test de secventiere a intregului genom validat clinic, efectuat la lllumina
Laboratory Services (ILS) CLIA Laboratory ca metoda de referinta. Fluxul de lucru de secventiere a intregului
genom al metodei de referinta utilizeaza un preparat de bibliotecad TruSeq™ fara PCR bazat pe ligaturare, chimie
de secventiere cu 4 culori pe sistemul de secventiere HiSeq™ si DRAGEN 3.8.4 pentru definirea variantelor.
Insertiile si deletiile > 31 bp nu au fost caracterizate in acest studiu deoarece nu au fost validate in metoda de
referinta.

Un rezumat al preciziei pentru toate definirile variantelor mici este afisatin Tabelul 12 si Tabelul 13.
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Tabelul 12 Analiza TruSight Whole Genome Precizia pentru variantele mici stratificate in functie de nivelul si

dimensiunea increderii (probe de sadnge putativ sanatoase)

Subtip de
variante

SNV-uri

Deletii
scurte (1-
5 bp)

Deletie
medie (6-
15 bp)

Deletie
lunga
(16-31
bp)

Insertie
scurta (1-
5 bp)

Insertie
medie (6-
15 bp)

Nivel de
incredere

Ridicat

Intermediar

Jos

Ridicat

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Ridicat

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Definiri Definiri
consecvente prin exclusive prin
metoda de metoda de
referinta referinta
261.728.580 1.573.877
6.677.589 421.718
6.864.840 3.251.709
11.978.745 201.783
2.875.258 45.290
1.802.544 228.582
858.673 20.079
145.618 28.300
344.168 14.334
54.444 23.438
11.212.366 164.651
1.015.324 41.890
639.663 198.700
790.968 18.163
76.105 24.188
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Definiri
consecvente
analiza

261.603.149

6.519.811

6.649.756

12.246.922

3.050.170

1.966.974

860.493

157.398

336.976

53.835

11.380.307

988.512

576.797

798.572

88.389

Definiri
exclusive
pentru
analiza

208.639

151.128

2.151.388

67.277

47.593

221.449

18.361

41.824

31.165

47.272

49.776

36.051

180.458

17.1M

35.819

TPPV
PPA (LCL) (LCL)
99,4%  99,9%
(99,4%)  (99,9%)
941%  97,7%
(94,0%)  (97,7%)
67,9%  756%
(67,8%)  (75,5%)
98,3%  99,5%
(98,3%)  (99,5%)
98,4%  98,5%
(98,4%)  (98,5%)
88,7%  89,9%
(88,7%)  (89,8%)
97,7%  97,9%
(97.7%)  (97,9%)
837%  79,0%
(83,6%)  (78,9%)
96,0%  91,5%
(95,9%)  (91,5%)
69,9%  53,2%
(69,6%)  (53,0%)
98,6%  99,6%
(98,5%)  (99,6%)
96,0%  96,5%
(96,0%)  (96,5%)
76,3%  76,.2%
(76,2%)  (76,1%)
97,8%  97,9%
(97,7%)  (97,9%)
759%  71,2%
(757%)  (71,0%)
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Definiri Definiri
Subtip de Nivel de consecvente prin exclusive prin
variante incredere metoda de metoda de
referinta referinta
Insertie Intermediar  159.927 3.135
lunga
(16-31
bp) Jos 102.552 22.199

Definiri
consecvente
analiza

159.432

103.892

Definiri
exclusive
pentru
analiza

8.639

55.724

illumina

PPA (LCL)

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

TPPV
(LCL)

94,9%
(94,8%)
65,1%
(64,9%)

Tabelul 13 Rezumatul TruSight Whole Genome NPA al definirilor cu variante mici stratificate in functie de

nivelul de incredere

Nivel de incredere Definiri negative consecvente

Ridicat 202.276.243.790
Intermediar 3.307.740.675
Jos 3.653.569.580

Metoda de referinta
Definiri exclusiv negative

127.465.816

77.650.177

439.038.662

NPA (LCL)

99,9% (99,9%)
97,7% (97,7%)
89,3% (89,3%)

Un studiu suplimentar privind acuratetea a fost efectuat pentru a evalua detectarea variantelor mici cu probe de
ADN de pe linia celulara de referinta disponibile ih comert (Coriell Institute for Medical Research) cu seturi de
definiri bine caracterizate generate de Genome in a Bottle (GIAB) Consortium. Pentru acest studiu, seturile de
definiri GIAB au fost utilizate ca metoda de referinta. Adevarul stabilit in aceste probe include insertii si deletii
mai mari de 31 bp, astfel incat insertiile si deletiile mai mari au fost incluse Th aceastd evaluare. Aceste mostre au
inclus HGO01-005 si NA24695 cu rezultatele prezentate in agregat in Tabelul 14.

Tabelul 14 Analiza TruSight Whole Genome Precizia pentru variantele mici stratificate in functie de nivelul si
dimensiunea increderii (probe de linii celulare bine caracterizate)

. . Definiri Definiri Definiri Definiri
Subtip de  Nivel de . .
T incredere consecvente exclusive consecvente exclusive

GIAB GIAB analiza pentru analiza
SNV-uri Ridicat 21.431.369 2.552 21.439.303 3.954
Intermediar  908.172 1.259 910.058 2.175
Jos 720.717 59.691 722.180 28.721
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PPA (LCL)

> 99,9%
(> 99,9%)
99,9%
(99,9%)
92,4%
(92,3%)

TPPV (LCL)

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

99,8%
(99,8%)

96,2%
(96,1%)
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Subtip de
variante

Deletie
scurta (1-5
bp)

Deletie
medie (6-
15 bp)

Deletie
lunga (= 16
bp)

Insertie
scurta (1-5
bp)

Insertie
medie (6-
15 bp)

Insertie
lunga (= 16
bp)

Precizia variantei numarului copiei

Nivel de
incredere

Ridicat

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Ridicat

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Intermediar

Jos

Definiri
consecvente
GIAB

1.080.383

423.547

263.828

142.671

86.174

34.414

9,985

927.288

158.346

93.857

91.117

37.925

11.081

14.086

Definiri
exclusive
GIAB

690

788

2.624

238

812

315

393

221

294

2.402

116

745

46

607

Definiri
consecvente
analiza

1.090.370

437.019

281.217

144.997

91.710

34.580

10.212

925.787

137.081

75.687

89.054

36.670

11.110

14.312

Definiri
exclusive

pentru analiza

730

606

2.088

167

546

55

106

271

250

1.427

60

406

17

262

PPA (LCL)

99,9%
(99,9%)
99,8%
(99,8%)
99,0%
(99,0%)
99,8%
(99,8%)
99,1%
(99,0%)
99,1%
(99,0%)
96,2%
(95,9%)
>99,9%
(> 99,9%)
99,8%
(99,8%)
97,5%
(97,4%)
99,9%
(99,9%)
98,1%
(98,0%)
99,6%
(99,5%)
95,9%
(95,6%)

illumina

TPPV (LCL)

99,9%
(99,9%)
99,9%
(99,9%)
99,3%
(99,2%)
99,9%
(99,9%)
99,4%
(99,4%)
99,8%
(99,8%)
99,0%
(98,8%)
>99,9%
(> 99,9%)
99,8%
(99,8%)
98,1%
(98,1%)
99,9%
(99,9%)
98,9%
(98,8%)
99,8%
(99,8%)
98,2%
(98,0%)

Acuratetea definirii CNV a fost evaluata folosind aceeasi metoda de referinta si probe de la donatori de sdnge
putativ sdnatosi (195) care au fost utilizate pentru a evalua precizia definirii variantelor mici. Fiecare CNV este
considerat ca fiind detectat in setul de definiri daca cel putin 50% din CNV este acoperit de uniunea definirilor
CNV de acelasi tip (CASTIG/PIERDERE) din setul de definiri corespondente. TruSight Whole Genome defineste
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un set de regiuni genomice care sunt excluse din definirea CNV pe baza unei evaluari a datelor probei de la
1000 Genomes si 77 de donatori de sénge sanatosi putativ, utilizadnd valori legate de valorile aberante ale
adancimii acoperirii, valorile aberante ale divergentei acoperirii si lacunele de acoperire pentru a stabili regiuni
ale genomului care nu sunt raportabile pentru CNV. Definirea CNV a fost evaluata numai in regiunile genomice
care erau comune atat pentru metoda de referinta, cat si pentru TruSight Whole Genome. Un rezumat al
preciziei pentru toate definirile CNV este afisat ih Tabelul 15 si Tabelul 16.

Tabelul 15 Analiza TruSight Whole Genome Precizie pentru CNV-uri stratificate in functie de dimensiune si tip

Definiri Definiri Definiri Definiri
. . . consecvente exclusive prin exclusive
Dimensiune Tip . consecvente PPA (LCL) TPPV (LCL)
prin metoda de metoda de . pentru
- _ analiza L
referinta referinta analiza
10-25 kbp CA$TIG 443 98 342 56 81,89% 85,93%
(79,01%) (82,82%)
PIERDERE 4,162 457 4,155 679 90,11% 85,95%
(89,36%) (85,11%)
25-50 kbp  CASTIG 355 17 370 76 75,21% 82,96%
(71,81%) (79,83%)
PIERDERE 1.587 16 1.622 7 99,00% 99,57%
(98,50%) (99,21%)
50-100 kbp CA$TIG 228 0 187 20 >99,99% 90,34%
(98,83%) (86,42%)
PIERDERE 723 5 697 6 99,31% 99,15%
(98,60%) (98,36%)
2100 kbp CASTIG 371 1 335 5 99,73% 98,53%
(98,80%) (97,01%)
PIERDERE 541 23 569 1 95,92% 99,82%
(94,32%) (99,22%)
in general CA$TIG 1.397 216 1.234 157 86,61% 88,71%
(Toate CNV (85,15%) (87,24%)
= 10 kbp)
PIERDERE 7.013 501 7.043 693 93,33% 91,04%
(92,84%) (90,49%)
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Tabelul 16 Rezumatul TruSight Whole Genome NPA al definirilor CNV

Definiri exclusiv

Dimensiune Tip Definiri negative negative prin Definiri exc!uflve NPA (LCL)
consecvente metoda de pentru analiza
referinta
in general (Toate CASTIG 548.478.033.220  5.701.311 6.400.382 > 99,99%
CNV-urile = 10 kbp) (>99,99%)
PIERDERE  548.591.794.675 11.719.913 8.543.877 > 99,99%

(>99,99%)
Ruléri de precizie a homozigozitatii

Valoarea predictiva pozitiva tehnica (TPPV) pentru definirile ROH a fost evaluata utilizadnd aceeasi metoda de
referinta si probe de la donatori de sdnge putativ sanatosi (195) care au fost utilizate in evaluarile de precizie ale
variantei mici si CNV. Evenimentele ROH au fost determinate prin identificarea regiunilor din genom care contin
o secventa de definiri SNV homozigote fara SNV-uri heterozigote sau lacune lungi fara variante. Astfel de
regiuni de seminte au fost apoi extinse la stanga si la dreapta si evaluate pentru definiri homozigote
inconjuratoare sau prezenta SNV-urilor heterozigote. Evenimentele ROH detectate de TruSight Whole Genome
au fost comparate cu detectarile SNV din metoda de referinta. Un rezumat al TPPV pentru detectarile ROH este
prezentatin Tabelul 17.

Tabelul 17 TruSight Whole Genome Precizie pentru evenimentele ROH stratificate in functie de dimensiune

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

Acordul procentual pozitiv (PPA, Positive Percent Agreement) pentru detectarea ROH a fost determinatin
probele clinice obtinute din surse externe prin compararea definirilor TruSight Whole Genome catre ROH din
metode ortogonale, inclusiv microanalizd cromozomiala si evaluare bazata pe PCR. Un eveniment ROH a fost
considerat detectat daca cel putin 50% din regiunea raportata ca ROH prin metoda ortogonala s-a suprapus
peste uniunea evenimentelor ROH definita de TruSight Whole Genome. PPA intre Analiza TruSight Whole
Genome si metodele ortogonale a fost de 34/34 (100%) pentru toate evenimentele ROH preconizate (= 4 Mb).

Precizie SNV mitocondrial heteroplasmatic
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Acuratetea definirii SNVmt a fost evaluata pe 41 de probe clinice depozitate anterior, provenite de la centre
externe. Fiecare proba clinica a continut o valoare SNVmt raportata anterior la un centru definit si cu un grad
definit de heteroplasmie, pe baza analizei cunoscute tintite pentru ADNmt cu heteroplasmie (MITOP).
Frecventele alelelor estimate de TruSight Whole Genome au fost puternic corelate cu frecventele preconizate,
asa cum au fost prezise de MITOP. Au fost detectate toate SNV-urile ADNmt preconizate, rezultadnd un PPA de
100% (41/41).

Figura 3 Frecventele alelelor mitocondriale SNV observate cu TruSight Whole Genome fata de frecventele
alelelor preconizate

Frecventele alelelor mitocondriale SNV in
probele clinice

Uil ]

Frecventa observata a alelelor TSWG

' . ' .
1 (il QS 1 M}

Frecventa preconizata a alelelor

Un studiu suplimentar privind precizia SNVmt a fost efectuat folosind aceleasi 195 de probe de sadnge si aceeasi
metoda de referinta descrisa in studiile privind precizia in varianta mica si CNV. Setul de referinta negativ a fost
definit ca definiri nevariante sigure (filtru PASS), iar setul de referinta pozitiv a fost definit ca definiri SNVmt cu o
frecventa a alelelor > 2,5%. Pozitiile cu un filtru non-pass sau cu o definire de varianta non-SNV au fost excluse.
Un rezumat al preciziei pentru SNVmt este prezentat in Tabelul 18.
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Tabelul 18 TruSight Whole Genome Acuratetea definirilor ADNmt SNV

. . Metoda de Metoda de L. Metoda de Metoda de . Valoare
Masura L L Analiza L L Analiza . .
referinta referinta . referinta referinta . masura de
de T y exclusiv o : exclusiv .
L. consecventa exclusiv A consecventa exclusiv . precizie
precizie . A pozitiva . . negativa
pozitiva pozitiva negativa negativa (LCL)
PPA 6875 0 Nu se Nu se aplica Nu se aplica Nu se >99,99%
aplica aplica (99,96%)
TPPV 6875 Nu se aplica 6 Nu se aplica Nu se aplica Nu se 99,91%
aplica (99,83%)
NPA Nu se aplica Nu se aplica Nu se 3171049 24268 20564 99,24%
aplica (99,23%)

Precizia detectarii extinderii STR

Acuratetea detectarii expansiunii STR s-a bazat pe 160 de probe totale preparate prin extractia ADNg de la
persoane afectate clinic, cu expansiuni in anumite centre confirmate prin PCR/amorsare repetata (RP)-PCR sau
Southern Blot efectuate intr-un mediu de laborator CLIA. Pragurile determinate Th Tabelul 11 au fost utilizate
pentru a defini starea STR a unei alele intr-un locus specific ca normal (dimensiunea STR estimata mai mica sau
egala cu pragul) sau extinsa (mai mare decéat pragul).

PPA a fost calculat utilizand numai probe confirmate clinic, NPA a fost calculat utilizand numai probe individuale
de sange sanatos putativ, iar TPPV a fost calculat pentru ambele grupuri de probe. Pentru alelele in care nu era
disponibild o proba confirmata clinic, PPA nu a putut fi calculat. In plus, pentru alelele in care o prob& confirmata
clinic nu a fost disponibild si nu au existat definiri fals pozitive, TPPV nu a putut fi calculat. NPA a fost calculat
pentru toate expansiunile STR. Numarul de probe clinice testate pentru o anumita extindere STR si parametrii de
precizie sunt furnizatiin Tabelul 19.

Tabelul 19 TruSight Whole Genome Parametri de precizie pentru extinderile STR

Extindere STR Probe clinice testate PPA TPPV NPA
AFF2 0 Nu se aplica Nu se aplica >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 Nu se aplica Nu se aplica >99,99%
ATXN2 5 80,00% >99,99% >99,99%
ATXN3 9 >99,99% 90,00% 99,74%
ATXN7 2 >99,99% >99,99% >99,99%
ATXN7_GCC 0 Nu se aplica Nu se aplica >99,99%
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Extindere STR
ATXN8OS
ATXNBOS_CTA
C90RF72
CACNATA
CBL
CNBP
CNBP_CA
CNBP_CAGA
CSTB
DIP2B
DMPK
FMR1
FXN
FXN_A
GLS
HTT
HTT_CCG
JPH3
NIPA1
NOP56
NOP56_CGCCTG
NOTCH2NL
PABPN1
PHOX2B
PPP2R2B
TBP
TOATE

Evaluarea PPA general al detectarii expansiunii STR la nivelul tuturor locilor reprezinta o aproximare buna a PPA
specific locusului, utilizdnd probele clinice disponibile. Evaluarea PPA in mod specific pentru locusul FMR1 poate

Probe clinice testate

O o o/lo o o o/ o o olg

-
o
o

PPA
Nu se aplica
Nu se aplica
>99,99%
>99,99%
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
>99,99%
>99,9%
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
>99,99%
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica

98,12%

TPPV
0,00%
Nu se aplica
>99,99%
83,33%
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
0,00%
0,00%
>99,99%
>99,99%
0,00%
Nu se aplica
Nu se aplica
83,33%
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica
Nu se aplica

92,35%

illumina

NPA
99,74%
>99,99%
>99,99%
99,74%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
99,74%
99,74%
>99,99%
>99,99%
99,74%
>99,99%
>99,99%
99,49%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
99,94%

servi drept o legatura inferioara pentru PPA al locilor care nu au fost profilati direct din cauza pragului mare
pentru anormalitatea dimensiunii STR.
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Precizia detectarii alelelor SMN1

Acuratetea detectarii absentei alelei C Th SMN1 (NM_000344.3:¢.840C) a fost evaluata in 26 de probe clinice
din cazuri cu diagnostic de atrofie musculara spinald (AMS) si pierdere homozigota a exonului 7 in SMN1
confirmata prin picatura digitald PCR sau MLPA. Acuratetea identificarii prezentei alelei SMN1 ¢.840C a fost
evaluata pe probe de sénge de la indivizi sanatosi din punct de vedere putativ. Fiecarei probe i s-a atribuit un
singur standard statistic (Adevarat pozitiv (TP), Fals pozitiv (FP), Fals negativ (FN) sau Adevarat negativ (TN))
pe baza prezentei detectate (statut SMA negativ) sau a absentei (statut SMA pozitiv) ale alelei C in pozitia
€.840 a genei SMN1in comparatie cu starea preconizata. Estimarile PPA, TPPV si NPA au fost efectuate atatin
setul de probe pozitive, cat siin setul de probe negative (consultati Tabelul 20).

Tabelul 20 Indicatori de precizie pentru detectarea absentei alelelor SMN1 ¢.840C

Masura de precizie TP FP TN FN Valoare masura de precizie
PPA 26 Nuse aplicda Nuseaplica 0 >99,99%
TPPV 26 0 Nuse aplica Nuseaplica >99,99%
NPA Nuseaplica O 195 Nu se aplica >99,99%

Repetabilitate

Precizie intralaborator

Precizia intralaborator a fost evaluata utilizand ADNg extras cu o varietate de variante cunoscute in intregul
genom. Acestea au inclus SNVmt aproape si cu mult peste LoD, probe care contin alela SMN1 ¢.840C si probe
cu expansiuni repetate FMR si HTT1 la lungimi apropiate de si cu mult peste LoD. Probele au fost testate
folosind noua conditii unice, concepute cu trei operatori, trei loturi de reactivi de pregatire a bibliotecii, trei loturi
de consumabile de secventiere si trei instrumente de secventiere.

Fiecare probd a fost rulata in duplicat in aceeasi rulare pentru a evalua variatia din cadrul aceleiasi rulari si
fiecare caz de test a fost testat de doua ori pentru doua ruldri per conditie pentru variatia dintre rulari. Fiecare
probd a fost evaluata utilizadnd 36 de observatii, iar designul a oferit 18 grade de libertate pentru evaluarea
repetabilitatii. Lista membrilor grupului, tipul de esantion si variantele evaluate pentru fiecare membru al
grupului este prezentata in Tabelul 21. Probele 1-4 si 9-12 au fost derivate atat de la barbati, cat si de la femei
cu descendenta caucaziana, africana si asiatica autoidentificata pentru a furniza un set de probe diversificat.
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Tabelul 21 Compozitia probei pentru esantionul utilizat pentru studiul de precizie in laborator

Panou Nr. proba Tipul de proba Variante

A 1 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,

prezenta SMN1c.840C

2 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1¢.840C

3 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1¢.840C

4 ADNg din sange Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1 c.840C

5 Amestec artificial de ADNg din sange SNV-uri mitocondriale la nivel LoD scazut

6 Linie celulard artificiald NA20241" STR extins in loci FMR1 la nivel LoD scazut

7 Linie celulara artificiala NA20208 STR extinsin loci HTT la nivel LoD scazut

8 Linie celulara artificiala NA23686 Absenta SMN1¢.840C

B 9 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,

prezenta SMN1c.840C

10 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1¢.840C

1 ADNg din sénge Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1 c.840C

12 ADNg din sange Variante mici, CNV, ROH, STR neextinse,
prezenta SMN1c.840C

13 Amestec artificial de ADNg din sange SNVmt-uri la nivel LoD ridicat

14 Linie celulara artificiala NA07862 STR extins in loci FMR1 la nivel LoD ridicat

15 Linie celulara artificiala NA20253 STR extinsin loci HTT la nivel LoD ridicat

16 Linie celulara artificiala NA03814 Absenta SMN1¢.840C

Nivel LoD ridicat: Frecventa alelelor variantelor aproximativ la 2,0x — 4,0x LoD.

Nivel scdzut LoD: Frecventa alelelor variantelor aproximativ la 1,0x = 1,5x LoD.

TRezultatele pentru NA20241 nu au fost raportate in cifre finale, deoarece s-a stabilit cd acestea sunt semnificativ sub 1,0x
LoD si, prin urmare, nu au indeplinit cerintele privind probele.

in evaluarea calitativa, sunt raportate valori ale reproductibilititii care trateazé variantele ca entit4ti calitative
(varianta este prezenta sau varianta nu este prezentd). Au fost evaluate si raportate diferite valori ale definirilor
pozitive sau negative si diferite valori calitative pentru fiecare tip de varianta (Tabelul 22). La evaluarea
reproductibilitatii definirilor de tip varianta mica, CNV si ROH, s-au utilizat definiri de variante efectuate intr-un
replicat de rulare de caracterizare pentru fiecare proba care a servit drept punct de comparatie pentru toate
celelalte replicate ale probei respective in studiu.
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Tabelul 22 Rezumatul evaluarii calitative a reproductibilitatii pentru fiecare tip de varianta

Tip de
varianta

Variante
mici

CNV-uri

ROH

Extindere
STR

Detectare
SMN1
c.840C

SNVmt

Pozitiv

Filtre de
trecere a
definirilor
variantelor

Filtre de
trecere
definire CNV

Varianta ROH

Proba cu
expansiune
STRin cel
putin un locus
tinta

Proba fara
alelaCla
pozitia c.840 a
SMNT1 (SMA
pozitiv)

Filtre de
trecere pentru
definiri SNV
mitocondriale

Negativ

Filtre de trecere definiri de
referintd homozigote

Pozitiile genomice care nu
se suprapun cu un numar

de identificare a variantei

de copiere care trece

Pozitiile genomice care nu
se suprapun pe o varianta
de ROH

Proba fara expansiuniin
oricare dintre locii vizati

Proba care contine cel
putin o copie a alelei Cin
pozitia aproximativ 840 a
SMNT1 (sMA negativ)

Pozitie non-variantain
cromozomul mitocondrial
care trece filtre

Tip de comparatie

Concordanta cu setul de
definiri de la executarile
initiale de caracterizare

Concordanta cu setul de
definiri de la executarile
initiale de caracterizare

Concordanta cu setul de
definiri de la executarile
initiale de caracterizare

Concordanta cu starea
probei, definita prin
caracterizarea probeiin
functie de analiza
ortogonala

Concordanta cu starea
probei, definita prin
caracterizarea probeiin
functie de analiza
ortogonala

Concordanta cu definirile
variante si nevariante
efectuate in probe
nediluate

illumina

Parametri calitativi

Acord pozitiv
mediu (APA) si
Acord negativ
mediu (ANA)

APA si ANA

APA si ANA

Definiri pozitive

procentuale (PPC)
si definiri negative
procentuale (PNC)

PPC si PNC

PPC si PNC

Evaluarea cantitativa a diferitelor tipuri de variante a implicat o evaluare a variabilitatii fie a indicatorilor
cantitativi care stau la baza definirilor calitative, fie, in cazul variantelor mici, a indicatorilor acordului in raport cu
un set de definiri de referinta. Acest studiu a efectuat atat o evaluare a variabilitatii totale a masuratorii
cantitative intre replicate, cat si contributia diferitilor factori inclusi in studiu la variabilitatea acestor masuratori
cantitative prin intermediul analizei componentelor de variatie. Tabelul 23 rezuma masuratoarea cantitativa
utilizata in analiza fiecarui tip de variantd, precum si factorii care au fost evaluati pentru contributia la
variabilitatea Tn masuratoarea cantitativa.
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Tabelul 23 Rezumatul masuratorilor cantitative utilizate la evaluarea preciziei pentru diferentele dintre tipurile
de variante

Tip de varianta Parametri cantitativi Factori evaluati pentru contributia la variabilitate

Variante mici  APA si ANA Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot
consumabile secventiere, subtip varianta, context
genomic

CNV-uri Profunzime normalizata a acoperirii ~ Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot

peste regiunea CNV consumabile secventiere, subtip varianta, lungime

varianta

ROH Scorul ROH in regiunea ROH Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot
consumabile secventiere, subtip variantd, lungime
varianta

Extindere Estimare dimensiune STR Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot

STR consumabile secventiere, centru STR, lungime STR

Detectare Raportul de probabilitate logaritmica Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot

SMN1 pentru prezenta alelei de referinta consumabile secventiere, status SMA

c.840C (C) In pozitia tinta

SNV Frecventa alelelor variantei Operator, lot kit pregatire biblioteca, instrument, lot

mitocondrial consumabile secventiere, pozitie varianta, frecventa

alela varianta preconizata

Rezultatele analizei componentelor variatiei sunt prezentate in Tabelul 24. Pentru variantele mici, majoritatea
variantei a fost atribuita erorii reziduale si nu a fost explicata de factorii legati de analiza inclusi in design,
inclusiv lotul de truse de secventiere, instrumentul de secventiere, lotul de truse de pregatire a bibliotecii,
operatorul si de la rulare la rulare. Singura exceptie a fost observata pentru SNV in regiunile de incredere
intermediare pentru care majoritatea divergentei a fost atribuit4 lotului de truse de secventiere. in general, o mai
mare divergenta a fost atribuita factorilor asociati analizei pentru variantele mici din regiunile cu incredere
scazuta ale genomului. Pentru toate celelalte tipuri de variante, majoritatea divergentei a fost atribuita erorii
reziduale si nu factorilor legati de analiza. Acest studiu demonstreaza ca, pentru majoritatea subtipurilor de
variante mici, filtrarea pentru regiunile de incredere ridicate si intermediare din genom poate fi utilizata pentru a
creste repetabilitatea si a reduce variabilitatea analizei. Reproductibilitate externala pagina 59 ofera o analiza
cuprinzatoare a reproductibilitatii analizei.
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Tabelul 24 Rezultatele studiului de analizéd a componentelor divergentei

Metrica

APA

ANA

Subtipuri de
variante

Deletie scurta
(1-5 bp)

Deletie medie
(6-15 bp)

Deletie lunga
(16-31 bp)

Insertie scurta
(1-5 bp)

Insertie medie
(6-15 bp)

Insertie lunga
(16-31bp)

SNV

SNV

Nivel de
incredere
Ridicat
Intermediar
Jos
Intermediar
Jos
Intermediar
Jos

Ridicat
Intermediar
Jos
Intermediar
Jos
Intermediar
Jos

Ridicat
Intermediar
Jos

Ridicat
Intermediar

Jos

Rezidual

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%

Lot trusa de
secventiere
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%

De la
rulare la
rulare

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%

Instrument

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

Lot de truse de
pregatire a

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

Operator

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

Adancime

Subtipuri de
variante

CASTIG CNV
(10 kbp, 25 kbp)

CASTIG CNV (25
kbp, 50 kbp)

CASTIG CNV
(50 kbp, 100 kbp)

CASTIG CNV
(100 kbp, 500
kbp)

PIERDERE CNV
(10 kbp, 25 kbp)

PIERDERE CNV
(25 kbp, 50 kbp)

PIERDERE CNV
(50 kbp, 100 kbp)

PIERDERE CNV
(100 kbp, 500
kbp)

Nivel de
incredere

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Rezidual

73,28%

72,99%

66,40%

43,51%

83,41%

84,67%

84,16%

81,25%

Lot trusa de
secventiere

2,87%

5,25%

5,16%

14,92%

0,00%

1,20%

2,43%

5,22%

De la
rulare la
rulare

0,00%

0,00%

0,00%

14,01%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Instrument

0,00%

0,00%

0,00%

0,20%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Lot de truse de

pregatire a Operator
bibliotecii

1,01% 0,00%
0,00% 0,56%
0,00% 0,00%
0,00% 15,72%
0,00% 0,00%
0,00% 0,00%
0,00% 0,00%
0,00% 0,55%
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Metrica

Punctaj peste
regiune

Subtipuri de
variante

ROH
(1kbp, 10 kbp)

ROH
(10 kbp, 25 kbp)

ROH
(25 kbp, 50 kbp)

ROH (50 kbp,100
kbp)

ROH (100 kbp,
500 kbp)

ROH = 500 kbp

Nivel de
incredere

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Nu se aplica

Rezidual

74,32%

84,78%

84,92%

85,63%

85,76%

84,81%

Lot trusa de
secventiere

1,65%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

De la
rulare la
rulare

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Instrument

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Lot de truse de
pregatire a
bibliotecii
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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) ) 3 . De la Lot de truse de
L. Subtipuri de Nivel de . Lot trusa de .

Metrica . . Rezidual . rulare la Instrument pregatire a Operator

variante incredere secventiere o ..
rulare bibliotecii

Estimarea AFF2 Nuseaplica 99,43% 0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%

dimensiunii pentru  A1yN7 Nu se aplica 100% 0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%

locii STR1
ATXN7_GCC Nuse aplica 99,43% 0,57% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%
CNBP Nu se aplica  100% 0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%
CNBP_CA Nuse aplica 95,45%  4,55% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%
CSTB Nuse aplica 96,45% 0,87% 2,57% 0,00% 0,00% 0,11%
DIP2B Nu se aplica  100% 0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%
FMR1 Nuse aplica 71,02%  10,06% 0,00%  17,33% 0,64% 0,95%
FXN_A Nuseaplica 94,52% 1,37% 0,00%  1,37% 1,37% 1,37%
HTT Nuse aplica 82,23%  0,00% 11,99%  3,81% 0,00% 1,97%
HTT_CCG Nuse aplica 99,43%  0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%
NOTCH2NL Nuse aplica 99,43%  0,00% 0,00%  0,29% 0,29% 0,00%
TBP Nuseaplica 90,91%  0,00% 0,00%  0,00% 0,00% 0,00%

Raport de c.840Cin Nuseaplica 6571%  18,98% 0,00%  0,00% 0,00% 15,32%

probabilitate de NA03814

inregistrare .840C in Nuse aplica 87,64% 0,00% 0,00%  5,90% 0,00% 6,46%
NA23686

VAF SNVmt in Nuse aplica 83,13%  0,37% 0,00%  0,00% 0,00% 0,05%
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Prospect

Reproductibilitate externa

Reproductibilitatea externa a fost determinata utilizdnd un singur lot de reactivi de pregatire si secventiere a
bibliotecii la trei centre de studiu externe, cu doi operatori la fiecare centru. Aceleasi probe utilizate in studiul de
Precizie intralaboratorla pagina 51 (Tabelul 21) au fost utilizate in studiul de reproductibilitate cu o singura
exceptie: proba NA20241 a fost inlocuitd cu NA20239 pentru a evalua expansiunea FMR1 loci STR la LoD
scazuta. in total, 16 probe unice au fost testate ca douad sub-panouri cu opt probe unice fiecare (Panoul A Si
Panoul B) de catre fiecare operator de la fiecare centru. Trei rulari de secventiere au fost efectuate pentru
bibliotecile duplicate ale fiecarui sub-panou, pentru un total de 36 de rulari de secventiere per proba unica.

Rata de transfer a probelor in 576 de biblioteci de probe cu ruldri de secventiere valide, definitd ca numarul de
probe care au trecut de parametrii QC ai bibliotecii de probe la prima incercare, a fost de 99,1% (571/576; 1 95%:
98,0%, 99,6%). Toate rezultatele testelor se bazeaza pe testarea initiala.

Reproductibilitatea SNV-urilor, insertiile, deletiile, CNV-urile si ROH-urile (ROH, region of homozygosity -
regiune de homozigotism) a fost evaluata prin compararea datelor cu un set de definiri de referinta pe baza
performantei obisnuite in trei rulari de caracterizare (Tabelul 25 si Tabelul 26). Reproductibilitatea extinderilor
STR, absenta alelei SMN1 ¢.840C si SNVmt a fost evaluata prin compararea datelor cu starea cunoscuta
(Tabelul 27).
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Tabelul 25 Reproductibilitatea TruSight Whole Genome pentru SNV-uri, CNV-uri si ROH

Tipul variantei — stratificare

Variante mici (incredere ridicata)

SNV-uri
Insertii—1-5 bp
Deletii— 1-5 bp

Variante mici (incredere intermediara)

SNV-uri
Insertii—1-5 bp
Insertii— 6-15 bp
Insertii— = 16 bp
Deletii—1-5 bp
Deletii— 6-15 bp
Deletii— =16 bp

Variante mici (incredere scazuta)

SNV-uri

Definiri pozitive consecvente’ /

Centrul 1

687.996.150 /
688.770.402
34.087.135/
34.137.298
44.096.186 /
44.255.442

42.238.226/
42.737.228
11.075.073 /
11.204.210
4.307.181/
4.339.975
611.952 /
632.214
24.571.502/
24.851.492
8.737.319/
8.900.796
3.590.282/
3.779.907

78.507.103 /
96.859.682

Definiri pozitive?

Centrul 2

666.509.635/
667.253.493
33.025.772/

33.073.087
42.733.935/
42.883.089

40.920.370/
41.391.560
10.734.488/
10.855.790
4.173.626 /
4.205.261
593.114/
612.877
23.814.655/
24.076.930
8.473.410/
8.624.403
3.481.192/
3.662.448

76.365.789 /
94.066.720

Centrul 3

688.001.697 /
688.766.887
34.089.204 /
34.137.792
44.102.515/
44.256.695

42.236.751/
42.725.827
11.080.468 /
11.204.818
4.308.408/
4.340.277
612.222/
632.498
24.586.095/
24.855.041
8.746.773 |
8.902.016
3.594.420/
3.780.659

78.863.977 /
97.058.652

Acord pozitiv mediu (%)
(11 95%)3

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

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

81,2
(81,2-81,2)

awouas aJoyM ybisni] [enuew [nyoadsold



‘OYLIA NI VIYVOILSONOVIA VI VZITILN IS V

L'00A 2€10S000¢ 1usWNd0p "IN

78 Ulp L9

Tipul variantei — stratificare

Insertii—1-5 bp
Insertii— 6-15 bp
Insertii— = 16 bp
Deletii—1-5 bp
Deletii— 6-15 bp
Deletii— = 16 bp
CNV — cresteri = 10 kbp
CNV-uri — pierderi = 10 kbp

ROH — = 500 kbp

Definiri pozitive consecvente’ /

Centrul 1

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

Definiri pozitive?
Centrul 2

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

Centrul 3

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

Acord pozitiv mediu (%)

(1195%)3

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

"Numarul total de definiri pozitive consecvente = Interogare consecventa pozitivéd (QCP) + Referintd consecventa pozitiva (RCP).

2 Numarul total de definiri pozitive = Interogare consecventa pozitiva (QCP) + Interogare exclusiva pozitiva (QEP) + Referintd consecventa pozitiva

(RCP) + Exclusiv referintd pozitiva (REP).

395% interval de incredere bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.
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Tabelul 26 Reproductibilitatea TruSight Whole Genome pentru ANA pentru SNV-uri, CNV-uri si ROH

Tipul variantei — stratificare

Variante mici (incredere ridicat3)
Variante mici (incredere intermediara)
Variante mici (incredere scazutd)
CNV — cresteri = 10 kbp
CNV-uri— pierderi = 10 kbp

ROH — = 500 kbp

Definiri negative consecvente’' /

Centrul 1
486.282.620.918 /
486.388.081.375
17.249.915.828 /
17.427.817.811
24.072.615.254 /
25.608.493.410
592.486.270.144 |
592.500.222.476
592.548.802.882 /
592.559.825.216
542.968.586.606 /
547.402.885.905

Definiri negative?

Centrul 2
470.948.205.740 /
471.054.131.230
16.699.106.194 /
16.874.794.553
23.454.103.344/
24.947.163.687
573.973.293.084 /
573.985.772.396
574.030.570.254 /
574.041.311.257
525.724.060.526 /
530.011.754.808

"Numarul total de definiri negative consecvente = 2 x Concordant negativ (CN).

2 Numarul total de definiri negative = 2 x Negativ consecvent (CN) + Negativ exclusiv de referintd (REN) + Negativ exclusiv de interogare (QEN).

3 95% interval de incredere bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

Centrul 3
486.285.759.770 /
486.389.857.817
17.253.834.878 /
17.429.035.482
24.180.801.788 /
25.695.956.102
592.487.297.632/
592.500.614.241
592.547.683.360 /
592.559.141.007
543.014.319.116 /
547.444.495.449

Acord negativ mediu (%)

(11 95%)3

>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)
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Tabelul 27 Reproductibilitatea TruSight Whole Genome pentru STR, SMN1 si SNVmt

Procentaj Procentaj

Total definiri Definiri pozitive Total definiri Definiri negative
Tipul variantei — . . definiri detectii
. pozitive negative .. .
stratificare reconizate Centrul  Centrul  Centrul reconizate Centrul1 Centrul2 Centrul 3 pozitive negative
s 1 2 3 P (i95%)" (1 95%)"

Extinderi STR - Nivel ridicat de detectie (2x-4x LOD)

Extinderi STR - 35 12 11 12 Nu se Nu se Nu se Nu se 100 Nu se

FMRT1 aplica aplica aplica aplica (90,1- aplica
100)

Extinderi STR - 36 12 12 12 Nu se Nu se Nu se Nu se 100 Nu se

HTT aplica aplica aplica aplica (90,4- aplica
100)

Extinderi STR - 71 24 23 24 Nu se Nu se Nu se Nu se 100 Nu se

FMR1si HTT aplica aplica aplica aplica (94,9- aplica

combinate 100)

Extinderi STR - Nivel ridicat de detectie (1x-1,5x LOD)

Extinderi STR - 36 11 10 1 Nu se Nu se Nu se Nu se 88,9 Nu se

FMR1 aplica aplica aplica aplica (74,7- aplica
95,6)

Extinderi STR - 36 12 12 12 Nu se Nu se Nu se Nu se 100 Nu se

HTT aplica aplica aplica aplica (90,4- aplica
100)

Extinderi STR - 72 23 22 23 Nu se Nu se Nu se Nu se 94,4 Nu se

FMR1siHTT aplica aplica aplica aplica (86,6- aplica

combinate 97,8)
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. . . Total definiri Definiri pozitive Total definiri
Tipul variantei — . .
. pozitive negative
stratificare ) Centrul Centrul Centrul .
preconizate preconizate
1 2 3
Extinderi STR - Nu se Nu se Nu se Nu se 285
28 deloci tinta aplica aplica aplica aplica
principali STR
combinati
Absenta SMN1 71 24 24 23 285
c.840C
SNVmt - nivel 1080 360 360 360 457.524
ridicat (2x-4x
LOD)
SNVmt - nivel 1080 360 359 360 457.524
scazut (1x-1,5x
LOD)

TInterval de incredere 95% bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

Centrul 1

96

96

152.491

152.481

Definiri negative

Centrul 2

93

93

152.489

152.489

Procentaj
definiri
pozitive
(1195%)"

96 Nu se

aplica

Centrul 3

96 100
(94,9-
100)

152.484 100
(99,6-
100)

152.483 99,9
(99,5-
99,9)

Procentaj
detectii
negative
(11 95%)"

100
(98,7-
100)

100
(98,7-
100)

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

>99,9
(>99,9%,
->99,9%)
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Depanare

Pentru depanarea problemelor din fluxul de lucru, urmati instructiunile din tabelul de mai jos. Daca o rulare de secventiere sau o
pregatire a bibliotecii pentru o proba esueaza de doua ori, este posibil sa fie necesara o depanare suplimentara. Contactati
Departamentul de asistentd tehnica lllumina.

Tip problema Observatie Cauza posibila recomandata Actiune

Rulare Rularea planificata A fost specificat un ID incorect al  Consultati Rulare revizie in Ghid pentru TruSight
problema de asociata nu poate fi eprubetei din biblioteca in timpul ~ Whole Genome Analysis Application (nr. document
creare selectatd manual in planificarii rularii 200049931).

Software de control
NovaSeq 6000Dx dupa
incarcarea
consumabilelor
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Tip problema

Problema cu
secventierea.

Observatie

Stare esec secventiere in
lllumina Run Manager

Cauza posibila

Executarea secventierii a fost
abandonata sau nu a reusit sa se
finalizeze din cauza NovaSeq
6000Dx sau a unei probleme de
manipulare a consumabilelor

Executare finalizata, dar nu s-a
grupat. NovaSeq 6000Dx
Problema posibila, problema de
manipulare a consumabilelor de
secventiere sau eroare
catastrofala de pregatire a
bibliotecii din cauza problemei
de manipulare a reactivului sau a
erorii operatorului (de exemplu,
s-a sarit peste un pas sau s-a
eliminatin loc de supernatantul
transferat in timpul selectarii
dimensiunii)

recomandata Actiune

Consultati Documentatia produsului NovaSeq
6000Dx Instrument (nr. document 200010105).

Dupa rezolvarea problemei, biblioteca poate fi
grupata si secventiata din nou pana la o singura
data (din cauza volumului).

Evaluarea randamentelor bibliotecii individuale in
FLP prin gPCR pentru = 0,94 nM (presupunand o
marime a insertiei de 450 bp) pentru a stabili
preparatia bibliotecii in/in afara acesteia
comparativ cu problemele legate de secventiere.

Daca problemele de pregatire a bibliotecii sunt
excluse si se suspecteaza o problem3 legata de
secventiere, consultati Documentatia produsului
NovaSeq 6000Dx Instrument (nr. document
200010105).

Daca se suspecteaza o problema de pregatire a
bibliotecii, consultati Sfaturi si tehnicila pagina 13
si Instructiuni de utilizare la pagina 15 inainte de a
repeta pregatirea si secventierea bibliotecii. Daca
exista erori repetate, contactati departamentul de
asistenta tehnica lllumina.
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Tip problema

Secventierea
datelornua
reusit sa se
transfere pe
server

Observatie

Status esuare secventiere
a transferului de fisiere
pentru analiza in lllumina
Run Manager

Cauza posibila

Problema de conectivitate la
retea sauintrerupere a
alimentarii instrumentului sau
serveruluiin timpul rularii
transferului de date

recomandata Actiune

Verificati daca exista intreruperi de alimentare sau
pierderi de conectivitate la reteaua instrumentului.
Asteptati ca sistemul sa fie inactiv (secventierea sa
se finalizeze), apoi accesati Setari instrument,
SETARI IVD pentru a confirma conexiunea la locatia
de iesire specificata utilizdnd functia Rasfoire.

Daca este necesara depanarea suplimentara,
consultati Documentatia produsului NovaSeq
6000Dx Instrument (nr. document 200010105).
Daca dupa rezolvarea problemelor legate de
conexiune sau alimentare, transferul de fisiere nu
reporneste sinu se finalizeaza, contactati
departamentul de asistenta tehnica lllumina.
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Tip problema

Analizanua
nceput

Observatie

Analiza nu ainceput in
lllumina Run Manager desi
transferul fisierului de
secventiere pentru
analiza a fost finalizat

Cauza posibila

Asocierea sau conexiunea dintre
instrument si DRAGEN Server for
NovaSeq 6000Dx este pierduta
sau DRAGEN a expirat licenta.

recomandata Actiune

Asteptati ca sistemul sa fie inactiv (sa se finalizeze
secventierea), apoi mergetila DRAGEN pentru a
confirma ca licenta DRAGEN este valida. Daca
licenta a expirat, contactati lllumina. Daca licenta
este valida, selectati Run self-test (Rulare
autotestare). Daca testul esueaza sau dacd
optiunea de arula o autotestare nu este
disponibild, conectati-va la Instrument pentru a
verifica daca exista o eroare legata de asocierea
serverului. Consultati sectiunea Configurare sistem
a Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx
Instrument (nr. document 200010105).

Analiza trebuie sa inceapa automat dupa
rezolvarea problemei. lesiti din pagina si navigati la
fila Actie runs (Rulari active) pentru a confirma ca
analiza este in curs. Daca problema persista,
contactati lllumina.
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Tip problema

Analiza se
blocheaza

Observatie

Analizain curs de
desfasurare in lllumina
Run Manager pentru mult
mai mult timp decat se
preconiza

Cauza posibila

Este posibil ca conectivitatea la
retea sau alimentarea
instrumentului sau a serverului sa
fi fost intrerupta in timpul
analizei, cauzand blocarea
analizei

recomandata Actiune

Anulati analiza si verificati daca exista intreruperi
ale alimentarii sau pierderi de conectivitate la
reteaua instrumentului.

Asteptati ca sistemul sa fie inactiv (secventierea sa
se finalizeze), apoi accesati Instrument setting
(Setéari instrument) (SETARI IVD) si confirmati
conectivitatea la locatia de iesire specificata. Daca
este necesard depanarea suplimentara, consultati
Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx
Instrument (nr. document 200010105).

Dupad solutionarea problemei, solicitati analiza fara
modificari. Consultati Ghid pentru TruSight Whole
Genome Analysis Application (nr. document
200049931).
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Tip problema

Fisierele de
analiza nu au
putut fi
transferate

Analizanu
reuseste la
resolicitare

Sequencing
QC fails (CC
pentru
secventiere nu
areusit)

Observatie

Transferul fisierului de
analiza la stocare a esuat
in lllumina Run Manager

Analiza nu a reusit dupa
resolicitare

Rezumat ESEC rezultat
CC pentru secventierein
raportul consolidat

Cauza posibila

Problema de conectivitate la
retea sauintrerupere a
alimentarii instrumentului sau
serverului in timpul transferului
fisierului de analiza

Daca se recupereaza analiza,
este posibil ca executarea initiala
sa fi fost stearsa sau arhivata si
sa nu mai fie in locatia
specificata pentru locatia de
stocare externa

.Total % >=Q30" sub specificatia
analitica din cauza manipularii
gresite a consumabilelor de
secventiere (nedezghetarea
completa sau rasturnarea pentru
amestecare dupa dezghetare)

recomandata Actiune

Anulati analiza si verificati daca exista intreruperi
ale alimentarii sau pierderi de conectivitate la
reteaua instrumentului.

Asteptati ca sistemul sa fie inactiv (secventierea sa
se finalizeze), apoi accesati Instrument setting
(Setéari instrument) (SETARI IVD) si confirmati
conectivitatea la locatia de iesire specificata. Daca
este necesard depanarea suplimentara, consultati
Documentatia produsului NovaSeq 6000Dx
Instrument (nr. document 200010105).

Dupad solutionarea problemei, solicitati analiza fara
modificari. Consultati Ghid pentru TruSight Whole
Genome Analysis Application (nr. document
200049931).

Verificati daca executarea initiala este inca in
locatia de stocare externa. Daca este arhivata,
recuperati din arhiva si apoi retrimiteti analiza in
coada.

Consultati Documentatia produsului NovaSeq
6000Dx Instrument (nr. document 200010105).
Dupa rezolvarea problemei, biblioteca poate fi
grupata si secventiatad din nou pana la o singura
data (din cauza volumului).
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Tip problema

Controlul
calitatii FASTQ
esueaza
pentru toate
probele

Observatie Cauza posibila

Rezumat rezultat CC Kitul adaptor pentru index
FASTQ si rezumat specificat ih timpul crearii rularii
ESUARE CC bibliotecd de  nu este aliniat cu cel utilizat in
probe, cu rezultate timpul pregatirii bibliotecii

metrice ale CC a
bibliotecii individuale
raportate ca ND, pentru
toate probele din Raportul
consolidat cu rezumatul
rezultatului cu succes al
CC de secventiere

recomandata Actiune

Vizualizati probele pentru a revizui informatiile de
indexare utilizate in analiza din IRM. Dac3 este
necesara o corectie, consultati Requeue Analysis
(Retrimitere analiza in coada) din Ghid pentru
TruSight Whole Genome Analysis Application (nr.
document 200049931).
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Tip problema

CCFASTQ
esueaza
pentru una sau
mai multe
probe in
absenta
randamentului
scazut de
rulare;
Randament
total neindexat
(GB) = 2800
GB pe S4 sau =
1000 GB pe S2

Observatie Cauza posibila

Rezumat rezultat CC
FASTQ si rezumat
ESUARE CC biblioteca de
probe, cu rezultate
metrice ale CC a
bibliotecii individuale
raportate ca ND, pentru
una sau mai multe, dar nu
pentru toate probele din
Raportul consolidat fara
randamentul rularii
reduse

Erori de utilizare in timpul
pregatirii sau cumularii bibliotecii

recomandata Actiune

Evaluati volumul (volumele) rdmas(e) in placa finald
a bibliotecii (FLP) pentru a confirma eroarea de
utilizare a omiterii probelor din bibliotecile grupate.
Volumul permite operatorului sa cumuleze din nou
si sa resecventieze pana la o singura data.
Alternativ, recuperati probele esuate din urmatorul
lot de pregatire a bibliotecii si rulati dupa revizuirea
Instructiuni de utilizare la pagina 15.

Evaluati randamentele bibliotecii individuale in FLP
prin gPCR pentru = 0,94 nM (presupunand o
marime a insertiei de 450 bp) pentru a
include/exclude problemele legate de preparatia
bibliotecii. Recuperati probele esuate din urmatorul
lot de pregatire a bibliotecii si rulati dupa revizuirea
Instructiuni de utilizare la pagina 15.

Nu se recomanda gruparea bibliotecilor intre
loturile de pregatire a bibliotecii din cauza
fluctuatiilor de la lot la lot ale volumelor care pot
avea ca rezultat un procent CV mai mare sio
incidenta mai mare a esecului ,,Acoperirii
autozomale medii”.
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Tip problema

Controlul
calitatii FASTQ
esueaza
pentru unele
nu toate
probele cu
randament de
rulare scazut;
Randament
total neindexat
(GB) scazut, <
2800 GB pe S4
sau < 1000 GB
pe S2

Observatie

Rezumat rezultat CC
FASTQ si rezumat
ESUARE CC biblioteca de
probe, cu rezultate
metrice ale CC a
bibliotecii individuale
raportate ca ND, pentru
una sau mai multe, dar nu
pentru toate probele din
Raportul consolidat cu
randamentul rularii
reduse

Cauza posibila

Poate indica o problema legata
de pregatirea bibliotecii sau de
secventiere

recomandata Actiune

Evaluarea randamentelor bibliotecii individuale in
FLP prin gPCR pentru = 0,94 nM (presupunand o
marime a insertiei de 450 bp) pentru a stabili
preparatia bibliotecii in/in afara acesteia
comparativ cu problemele legate de secventiere.

Daca se suspecteazd o problema de secventiere,
consultati Documentatia produsului NovaSeq
6000Dx Instrument (nr. document 200010105).
Dupa rezolvarea problemei, bibliotecile pot fi
regrupate si resecventiate pana la o singura data
(din cauza volumului limitat).

Daca se suspecteaza o problema de pregatire a
bibliotecii, consultati Sfaturi si tehnicila pagina 13
si Instructiuni de utilizare la pagina 15 inainte de a
repeta pregatirea si secventierea bibliotecii. Daca
exista erori repetate, contactati departamentul de
asistenta tehnica lllumina.
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Tip problema

CCal
bibliotecii
esueaza din
cauza
acoperirii
reduse

Observatie

Rezumat ESEC rezultat
CC biblioteca de probe
pentru una sau mai multe
probe din Raportul
consolidat din cauza
acoperirii autozomale
medii si/sau a
procentajului de autozom
Cu acoperire mai mare de
20X si/sau acoperirii
mitocondriale medii fata
de genom care nu
depaseste specificatia
analitica

Cauza posibila

Problema (probleme) privind
calitatea probelor sau pregatirea
bibliotecii

recomandata Actiune

Efectuati re-cuantificarea cu ajutorul controalelor
de proces pentru a exclude problemele legate de
introducerea ADN-ului.

Revizuiti Sfaturi si tehnicila pagina 13 de revizuire
si Instructiuni de utilizare la pagina 15 inainte de a
resolicita proba (probele) esuate in urmatorul lot
de pregatire a bibliotecii si de a rula. Daca exista
esec(uri) repetat(e) pentru aceeasi proba(e), acest
lucru poate indica o problema(e) de calitate a
probei.

Daca se observa din nou o defectiune, dar cu
probe diferite, acest lucru poate indica o problema
legata de pregatirea bibliotecii cu privire la
operator, reactiv, consumabil sau echipament.
Daca problema persista, contactati departamentul
de asistenta tehnica lllumina.
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Tip problema

CCal
bibliotecii
esueaza pe
baza
decalajului GC

Controlul
calitatii
bibliotecii
esueaza din
cauza
contaminarii
pentru una sau
mai multe, dar
nu pentru toate
probele din
rulare

Observatie

Rezumat ESEC rezultat
CC biblioteca de probe
pentru una sau mai multe
probe din Raportul
consolidat din cauza
acoperirii normalizate la
compartimente GC de
60% panala 79% si/sau a
acoperirii normalizate la
compartimente GC de
20% péna la 39% care nu
respecta specificatia
analitica

Rezumat ESEC rezultat
CC biblioteca de probe
pentru una sau mai multe
probe, dar nu toate
probele din Raportul
consolidat din cauza
contaminarii estimate a
probei care nu respecta
specificatiile analitice

Cauza posibila

Reportare excesiva a ELM sau
spalarea omisa care cauzeaza
decalaje GC in acoperire

Proba(e) contaminata(e) sau nu
s-au modificat varfurile in timpul
pregatirii probei sau bibliotecii

recomandata Actiune

Revizuiti Sfaturi si tehnicila pagina 13 si
Instructiuni de utilizare la pagina 15 Thainte de a
resolicita proba (probele) esuate in urmatorul lot
de pregatire a bibliotecii si de a rula.

Revizuiti Sfaturi si tehnicila pagina 13 si
Instructiuni de utilizare la pagina 15 inainte de a
retrimite proba (probele) esuate in coadain

urmatorul lot de pregatire a bibliotecii si de a rula.

Daca exista esec(uri) repetate pentru aceeasi
(aceleasi) proba(e), ADN-ul probei poate fi
contaminat.
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Tip problema

Controlul
calitatii
bibliotecii
esueaza din
cauza
contaminarii
pentru toate
probele din
rulare

Rezumat
rezultat ploidie
ND

Rezumatul
rezultatelor de
ploidie
DISCORDANT

Observatie

Rezumat rezultatul CC
biblioteca de probe este
raportat ca ESEC pentru
toate probele din Raportul
consolidat din cauza
contaminarii estimate a
probei care nu respecta
specificatiile analitice

Rezumatul rezultatelor de
ploidie raportat ca ND
(nedeterminat) in
Raportul consolidat

Rezumatul rezultatelor de
ploidie raportat ca ND
(nedeterminat) in
Raportul consolidat

Cauza posibila

Reactiv contaminat sau nu s-au
modificat varfurile in timpul
diluarii probei sau a pregatirii
bibliotecii

Sexul a fost listat ca Necunoscut
in timpul crearii rularii

DRAGEN a raportat un rezultat
de ploidie sexuala diferit de XX
sau XY, cum ar fi X0 sau XXY

Problema potentiala de
schimbare a probei

recomandata Actiune

Revizuiti Sfaturi si tehnicila pagina 13 pentru a
evita contaminarea. Retrimiteti in coada probele
esuate Th urmatorul lot de pregatire a bibliotecii si
rulati utilizdnd dilutii de probe proaspete si kit de
pregatire a bibliotecii.

Confirmati ca ,Sex furnizat ploidie cromozomiald”
in Raportul consolidat a fost ,Necunoscut”. Se
recomanda sa se mentioneze Sexul ca ,Masculin”
sau ,Feminin” in datele probei atunci cand este
cunoscut in timpul Crearii rularii.

Revizuiti rezultatul ,,estimarii ploidiei” de DRAGEN
in Raportul consolidat.

Revizuire pentru a confirma ca datele probei
introduse in timpul crearii rularii au fost corecte.

Daca este incorects, solicitati analiza cu modificari.

Daca este corecta si se suspecteaza o problema
legata de schimbarea probei, se recomanda sa
retrimiteti in coada proba (probele) DISCORDANT
(E) in urmatorul lot de pregatire a bibliotecii si sa
rulati pentru a evita raportarea unor rezultate
gresite. Software-ul pentru proba nu aplica esecul
pentru o proba cu un rezumat al rezultatului
ploidian DISCORDANT.
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Anexa A

Setare index S4 1

ID godeu placa index
AO1
BO1
CO1
DO1
EO1
FO1
GO1
HO1
AO2
BO2
C02
D02
EO2
FO2
G02
HO2

Nume index

UDP0037
UDP0O038
UDP0O039
UDP0040
UDP0041

ubP0042
UDP0043
UDP0044
UDP0065
UDP006G6
UDP0067
UDP0O068
UDP0069
UDP0070
UDPO071

UDPO0072

Setare index S4 2

ID godeu placa index
AO3
BO3
C03
D03
EO3
FO3

Nume index

UDPO081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0086

Nr. document 200050132 v00.1
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i7 Baze

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

ACACAGGTGG

i7 Baze

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

i5 Baze

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

TGAGCGTTGT

i5 Baze

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC
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ID godeu placa index
GO03
HO3
AO4
BO4
Cco4
D04
EO4
FO4
G04
HO4

Nume index

UDP0O087
UDPO0088
UDP0089
UDP0O090
UDPO0O091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDPO0095
UDP0O096

Setare index S2 1

ID godeu placa index
AO1
BO1
CO1
DO1
EO1
FO1

Nume index

UDPO0O037
UDP0O038
UDPO039
UDP0040
UDP0041
UDP0042

Setare index S2 2

ID godeu placa index
A02
BO2
C02
D02
EO2
FO2

Nume index

UDPO0065
UDP0066
UDP0O067
UDP0068
UDP0O069
UDP0O070

Nr. document 200050132 v00.1
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i7 Baze

CCTCTACATG
GGAGCGTGTA
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG
TCATAGATTG
GTATTCCACC

CCTCCGTCCA

i7 Baze

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA
ACTCGGCAAT

GTCTAATGGC

i7 Baze

TAATGTGTCT
ATACCAACGC
AGGATGTGCT
CACGGAACAA
TGGAGTACTT

GTATTGACGT

i5 Baze

GATACCTCCT
ATCCGTAAGT
CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT
GATTAAGGTG
ATGTAGACAA

CACATCGGTG

i5 Baze

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

i5 Baze

GTAAGGCATA
AATTGCTGCG
TTACAATTCC
AACCTAGCAC
TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA
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Setare index S2 3

ID godeu placa index
AO3
BO3
C03
D03
EO3
FO3

Nume index

UDPO081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDPO0085
UDP0O086

Setare index S2 4

ID godeu placa index
AO4
BO4
Cco4
D04
EO4
FO4

Nume index

UDP0089
UDP0O090
UDP0O091

UDP0092
UDP0093
UDP0094
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A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO.

i7 Baze

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

i7 Baze

GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATATCCAG

TCATAGATTG

i5 Baze

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC

i5 Baze

CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT

GATTAAGGTG
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Anexa B

Calcule suplimentare pentru Optiunea 1: Intrare ADN 280 ng pentru metodele de
cuantificare Quant si Qubit cu interval larg

Calcularea limitelor de concentratie pentru concentratia stocului de ADN de 11,2 pana la 154,0
ng/ul:
Concentratia minima se bazeaza pe o introducere de ADN de 280,0 ng / 25,0 pl volum = 11,2 ng/ul.

Pe baza unui volum minim de pipetare de 2,0 pl, concentratia maxima este de 280 ng*1,1 (suprapunere
10%) / 2,0 ul = 154,0 ng/pul, intr-un volum total de 27,5 pl.

Exemple de calcule cu o introducere de ADN de 280,0 ng
Exemplu lucrat pentru concentratia stocului de ADN = 95,0 ng/ul:

— Volum stoc ADN (ul) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/ul = 3,242 i, rotunijiri la 3,24 yl pentru pipetare
precisa cu P-10.

— Volumul total de ADN diluat este fixat la 27,5 pl.
— Volum RSB (ul) = 27,5 ul - 3,24 pl = 24,26 I, rotunjiri la 24,3 pl pentru pipetare precisa cu P-
200.
Exemplu lucrat pentru concentratia stocului de ADN = 308,0 ng/ul:
— Volumul stocului de ADN (pl) este fixat la 2,0 pl
— Volumul total de ADN diluat (pl) = 308,0 ng/pl x 2,0 pI/11,2 ng/pl =55,0 pl
— Volum RSB (ul) = 55,0 ul - 2,0 ul = 53,0 pl

Calcule suplimentare pentru Optiunea 2: Introducere ADN 350 ng pentru metoda de
cuantificare Accuclear Ultra High Sensitivity

Calcularea limitelor de concentratie pentru concentratia stocului de ADN de 14,0 pana la 192,5
ng/ul:

Concentratia minima se bazeaza pe o introducere de ADN de 350,0 ng /25,0 yl volum = 14,0 ng/pl.

Pe baza unui volum minim de pipetare de 2,0 ul, concentratia maxima este de 350 ng*1,1 (suprapunere
10%) [ 2,0 pl =192,5 ng/pl.

Exemple de calcule cu o introducere de ADN de 350,0 ng

Exemplu lucrat pentru concentratia stocului de ADN = 118,75 ng/ul:

— Volum stoc ADN (ul) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/ul = 3,242 pl, rotunjiri la 3,24 ul pentru pipetare
precisa cu P-10.

— Volumul total de ADN diluat este fixat la 27,5 pl.
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Volum RSB (ul) = 27,5 pl - 3,24 ul = 24,26 pl, rotunjiri la 24,3 ul pentru pipetare precisa cu P-
200.

Exemplu lucrat pentru concentratia stocului de ADN = 308,0 ng/ul:
— Volumul stocului de ADN (pl) este fixatla 2,0 pl
— Volumul total de ADN diluat (pl) = 308,0 ng/ul x 2,0 ul/14,0 ng/pl = 44,0 pl
= VolumRSB (pl) = 44,0 ul - 2,0 yl = 42,0 pl

Istoricul versiunilor

Document Data Descrierea modificarii

Nr. document Mai Volum de intrare corectat pentru metoda de cuantificare
200050132 v00.1 2024 Accuclear Ultra High Sensitivity.

Document nr. Aprilie Versiunea initiala.

200050132 v0O 2024
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DESCRISE IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A COMPONENTELOR SAU SOFTWARE-ULUI ACESTORA).

© 2024 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Toate mércile comerciale sunt proprietatea lllumina, Inc. sau a proprietarilor lor respectivi. Pentru informatii specifice privind marcile
comerciale, consultati www.illumina.com/company/legal.html.

Informatii de contact

wl C€

lllumina, Inc.

5200 Illlumina Way IVD Sponsor australian

San Diego, California 92122 S.U.A. lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord) llumina Netharands B\ Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - iﬁi‘mﬁg;ﬁ?e" Australia

Etichetarea produsului

Pentru referinte complete privind simbolurile afisate pe ambalajele si etichetele produselor, consultati legenda
simbolurilor la adresa support.illumina.com in fila Documentation (Documentatie) corespunzatoare setului dvs.
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