TruSight Whole Genome illumina

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO.

Uréené pouzitie

TruSight™ Whole Genome je kvalitativne in vitro diagnostické zariadenie uréené na sekvenovanie celého
gendmu a detekciu variantov s jednym nukleotidom, inzerciu/delécie, varianty po¢tu képii, homozygotné chody,
kratke tandemové opakujlce sa expanzie a mitochondridlne variacie ludskej gendmovej DNA extrahovanej z
Krvi.

Analyza TruSight Whole Genome obsahuje produkt TruSight Whole Genome Dx Library Prep with UD Indexes a
softvérom TruSight Whole Genome Analysis Application. Pristroj je uréeny na pouzitie s kompatibilnymi
naslednymi aplikaciami zarodocnej linie na vyvoj diagnostickych analyz in vitro kvalifikovanym laboratérnym
personalom a vyvojarmi analyz.

Analyza TruSight Whole Genome je uréena na pouzitie s NovaSeq™ 6000Dx Instrument.

Zhrnutie a vysvetlenie

TruSight Whole Genome je sekvencéna analyza novej generacie, ktord pouziva pripravu kniznice bez PCR na
baze tagmentacie, po¢niuc gendmovou DNA (gDNA) extrahovanou z periférnej plnej ludskej krvi a
sekvenovanim a primarnou analyzou na pristroji lllumina® NovaSeq 6000Dx Instrument.

Sekundarna analyza sa vykonava so softvérom TruSight Whole Genome Analysis Application na dodanom a
vyzadovanom serveri lllumina DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx a zahffia demultiplexovanie, zarovnanie s
[udskym referenénym gendmom GrCh38/hg38 a stanovenie variantov, ako aj anotdciu a aplikaciu Specifikacii
metrik kontroly kvality (QC) v ¢asti Tabulka 1 na zabezpecenie analytického vykonu. Vystupy analyzy zahfnaju
spravy o kontrole kvality a vzorky a subory vo formate stanoveni variantov (VCF) na pouzitie s kompatibilnym
naslednym terciarnym softvérom na analyzy a vykazovanie.

Analyza TruSight Whole Genome Siroko hodnoti genomické varianty naprie¢ kédujucimi a nekédujucimi
oblastami ludského gendmu. Hodnotenie variantov zahfiia detekciu malych variantov, variantov poc¢tu képii
(CNV), homozygotnych chodov (ROH) a expanzii kratkych tandemovych opakovani (STR). Okrem toho analyza
TruSight Whole Genome deteguje nepritomnost alely SMN1 ¢.840C (NM_000344.3:¢c.840C>T), ktora by mohla
indikovat deléciu génu SMN1 alebo konverziu génu SMN1/SMN2."2 Bialelicka strata génu SMN1c.840C je
zodpovedna za priblizne 95% pripadov spindinej svalovej atrofie (SMA).2

Cast Tabulka 2 uvéadza informacie o typoch variantov overenych pre analyzu TruSight Whole Genome.
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Tabulka1 TruSight Whole Genome Specifikacie metriky kvality

Typ vystupu Metrika Specifikacia

Kontrola kvality chodu Celkové% = Q30 =85,0

sekvenovania

Kontrola kvality FASTQ Vytazok na vzorku (bps) =90 000 000

000

Kontrola kvality kniznice vzoriek Priemerné autozomalne pokrytie = 35,0
Percento autozémov s viac nez 20X pokrytim 293,94
Normalizované pokrytie pri 60 az 79% GC 0,82=x=113
skupinach
Normalizované pokrytie pri 20 az 39% GC 0,97 =x=1,06
skupinach
Priemerné mitochondridlne pokrytie = 500,0
Percento baz Q30 > 85,0
Odhadovana kontaminacia vzorky < 0,005

Tabulka 2 Detegované varianty overené pre analyzu TruSight Whole Genome
Typ variantu Overena detekcia variantu
Malé varianty Varianty s jednym nukleotidom (SNV), kratke inzercie/delécie (1-31 bp)

Varianty poctu képii (CNV) =10 kb prirastky a straty

Chody homozygotnosti =500 kb

(ROH)

Mitochondridlne SNV % heteroplazmy, ak = 4,75%

Expanzie kratkych Cielené miesta (AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2, ATXN3,

tandemovych opakovani ATXN7, ATXN8OS, C90RF72, CACNA1A, CBL, CNBP, CSTB, DIP2B,

(STR) DMPK, FMR1, FXN, GLS, HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PABPN1,
PHOX2B, PPP2R2B a TBP)

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

Zasady postupu

Analyza TruSight Whole Genome je uréena na pripravu kniznic bez PCR na vytvorenie udajov sekvenovania
celého ludského gendmu. Analyza zacina pripravou kniznic z kvantifikovanej genémovej DNA extrahovanej z
periférnej ludskej plnej krvi, zahffhia sekvenovanie a analyzu na zariadeni NovaSeq 6000Dx Instrument pomocou
softvéru TruSight Whole Genome Analysis Application a kon¢&i stanovenim variantov a anotaciou.

Postup analyzy TruSight Whole Genome pozostdva z nasledujucich krokov:

Dokument ¢. 200050132 v00.1 2z91
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak pre TruSight Whole Genome illumina

* Planovanie davky a vytvaranie chodov — Pred zac¢atim pripravy kniznice sa dérazne odporuca naplanovat
davku a chody. V davke pripravy kniznice mozno pripravit maximalne 24 kniznic vzoriek. Na zaklade poctu
vzoriek mozno pouzit rézne konfiguracie prietokovych ¢lankov (6-nasobné na S2 a 16-nasobné na S4). ID
skimavky kniZnice, ndzvy vzoriek a prislusné indexovanie sa zaznamendvaju pocas planovania chodu a
vytvarania chodu. Dalsie informécie o vytvoreni chodu néjdete v dokumente TruSight Whole Genome
Analysis Application Guide (dokument ¢. 200049931). Pri vykondvani pracovného postupu pripravy kniznice
postupujte podla planovanej davky.

* Priprava na protokol — Niektoré reagencie sU zmrazené a musia sa ohriat na izbovu teplotu. Vdaka
kratkemu pracovnému postupu je mozné dokongit pripravu a spustit sekvenovanie v ten isty defi. Preto sa

pocas tohto kroku méze rozmrazit spotrebny material na sekvenovanie aj pre planované chody.
Kvantifikované vzorky genémovej DNA sa rozmrazia a zriedia na optimalizovany vstup DNA.

* Priprava kniznice

— Tagmentovana genomova DNA - Pouziva Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) na
oznacenie vstupu DNA. Poc¢as tagmentdcie je gDNA fragmentovana, oznacena adaptérmi a
imobilizovana na povrchu magnetickych gul6¢ok BLT-PF.

— Cistenie po tagmentacii - Vygisti DNA oznagenu adaptérmi na produkte BLT-PF a odstrani blokovaci
pufer, aby bola pripravena na ligaciu indexov.

— Ligacia indexov - Prida jedine¢né dualne indexy do kniznic, aby sa umoznilo multiplexovanie. Vykona
rozsirenie medzery a eluuje jednovlaknové kniznice DNA od guld&ok.

— Vyber velkosti a €istenie kniznic — Postup Cistenia gul6¢ok s obojstrannym vyberom velkosti
odstrafiuje prili§ malé a prili§ velké fragmenty na dosiahnutie medidnovej dizky fragmentu priblizne 450
bp, rozsah ~360 az 550 bp.

— ZdruzZovanie a denaturacia kniznic — Funkcia samonormalizacie produktu BLT-PF umozhuje
zdruzovanie podla objemu bez qPCR alebo inej normalizacie. Specifikovany objem kazdej kniznice je
zdruzeny podla planu pre kazdy chod a denaturovany pomocou produktu 0,2N NaOH (zriedeny HP3).
Denaturovana skupina sa potom prenesie do skimavky kniZnice NovaSeq 6000Dx s ID, ktoré
zodpoveda planovanému chodu.

* Sekvenovanie a analyza - Spotrebny materidl v konfiguracii S2 a/alebo S4 sa vlozi do zariadenia NovaSeq
6000Dx Instrument vratane suvisiacej skimavky (skumaviek) kniznice NovaSeq 6000Dx so zdruzenymi
kniZznicami. Po vloZeni sa naskenuje ID skimavky kniznice, a ak sa zadava pocas planovania chodu, pouzije
sa na vyber prislusného planovaného chodu. V opac¢nom pripade je potrebné manuaine vybrat prislusny
planovany chod.

Zdruzené kniznice su nasledne klastrované na prietokovy ¢lanok, a nasledne sekvenované pouzitim
chemického postupu syntetického sekvenovania (SBS) v pristroji NovaSeq 6000Dx. Biochemicka
technoldégia SBS pomocou metddy reverzibilného terminatora deteguje fluorescencne oznacené bazy

s jednym nukleotidom pocas ich zac¢lefiovania do rasticeho retazca DNA.

Softvér Real-Time Analysis (RTA) vykonava primarnu analyzu, ktora obsahuje stanovenie baz, a ku kazdému
stanoveniu bazy priradi kvalitativne skére. Udaje primarnej analyzy sa automaticky prenesu na server
[llumina DRAGEN.
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Demultiplexovanie a analyza DRAGEN sa vykondvaju automaticky pomocou softvéru TruSight Whole
Genome Analysis Application. V ramci tejto analyzy sa kazdy chod a kazda knizZnica vzoriek kontroluju z
hladiska platnosti pomocou analytickych metrik opisanych v ¢asti Kontroly kvality na strane 32 a vysledky
sa poskytuju v konsolidovanych a individualnych spravach o vzorkach. V pripade platnych kniznic vzoriek
sa vygeneruju subory s anotovanym genémom vo forméate Variant Call Format (VCF). Dal$ie informacie o
pracovnom postupe analyzy najdete v dokumente TruSight Whole Genome Analysis Application Guide
(dokument ¢. 200049931).

Obmedzenia postupu

* Nadiagnostické pouzitie in vitro.
* Analyza TruSight Whole Genome je kompatibilna s gendmovou DNA ziskanou z [udskej periférnej pinej krvi.

* Tato analyza neobsahuje reagencie na extrakciu alebo kvantifikaciu DNA. Vysledky analytickych testov
vratane tych z €asti Interferujuce Idtky na strane 37 boli ziskané s plnou krvou pomocou suiprav na extrakciu
reprezentativnej DNA a suprav na kvantifikaciu DNA. VSetky diagnostické testy vyvinuté na pouzitie
s analyzou TruSight Whole Genome si vyzaduju UpIné overenie vSetkych hladisk vykonu s vybranou
sUpravou na extrakciu a kvantifikaciu DNA.

* Tato analyza bola nakonfigurovana a testovana pre zlozitost vzoriek a supravy indexov uvedené v
nasledujucej tabulke.

Velkost davky pripravy

. Zlozitost Konfiguracia chodu Indexovanie
kniznice
6, 12,18 alebo 24 6-nasobna 1-4 chody S2 SlpravaS21az4
vzoriek
16 vzoriek 16-nasobna 1chod S4 Suprava S4 1 alebo 2
22 vzoriek 16-nasobna + 6- 1chod S4 + 1 chod S2 Suprava S4 1 alebo 2,
nasobna sUprava S21az 4

(nepouziva sa pre S4)

* Analyza nevynuti pozitivne sledovanie vzorky. Zatial ¢o suhrnny vysledok kontroly kvality ploidie nahldseny
softvérom sa mbze volitelne pouzit na identifikaciu vymen vzoriek, nebude identifikovat muzov
vymenenych za muzov alebo Zeny vymenené za Zeny.

* Tato analyza poskytuje vyluéne validaciu az do vystupu suborov VCF gendmu. VSetky diagnostické testy
vyvinuté na pouzitie s analyzou TruSight Whole Genome si vyzaduju Uplné overenie vSetkych
hladisk vykonu s vybranymi naslednymi aplikaciami.

* Analyza nehlasi stanovenia variantu pre vzorky, ktoré nesplnili kontrolu kvality.

* Analyza definuje Urovne vysokej spolahlivostiiba pre SNV ainzercie/delécie 1-5 bp kvéli prisnym kritériam
pouzitym na definovanie genomického kontextu ako vysokej spolahlivosti pre dany typ variantu podla Casti
Stanovenie urovne spolahlivosti malych variantov na strane 38.
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Analyza je navrhnutd na vyhodnotenie CNV v celom hldsitelnom gendme bez ohl'adu na genomicky kontext
a vyluc€uje oblasti s vlastnostami, ktoré odrazaju obmedzenia referenéného genému, ako su centroméry,
teloméry a spolo¢né CNV segregujlice sa v populaciach.

Vykonnost analyzy nebola hodnotena pre varianty poc¢tu képii pod 10 kb.
Analyza nehlasi translokacie, inverzie ani vyvazené preusporiadania.
Vykonnost analyzy nebola hodnotena pre inzercie alebo delécie mitochondridinej DNA (mtDNA).

Analyza nahlasuje iba vysledky pre miesta STR uvedené v &asti Tabulka 2. Ak skuto&na dizka expanzie STR
prekrodi priblizne 135 bp, pozorovand dizka bude ¢asto podhodnotenim skutoénej dizky z dévodu
technickych obmedzeni kratkych ¢itani, pricom tento ucinok je pre FMR1 eSte vyraznejsi. Ked skutoc¢na
dizka STR prekro&i medianovu dizku fragmentu (~330 bp), odhadovana dizka STR sa ustali.

Analyza neuvadza pocet kdpii SMN1 alebo SMN2.

Analyza neuvadza vyhlasenia o patogenite detegovanych variantov.

Komponenty produktu

Analyza TruSight Whole Genome pozostava z nasledujucich sucasti:

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

TruSight Whole Genome Analysis Application (katalégové ¢. 20106190, inStalované vyskolenym personalom
[llumina)

Reagencie

Dodavané reagencie

TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 1, PN 20072256

Objem Teplota pri
Nazov reagencie Mnozstvo . . Aktivne latky . £ ,
plnenia uskladneni
Bead-Linked Transposomes 1 460 pl GuléCky Streptavidin -25°Caz-15°C
PCR-Free (BLT-PF) Magnetic Beads spojené s
transpozdémami v
pufrovanom vodnom
roztoku.
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Objem Teplota pri
Nazov reagencie Mnozstvo . . Aktivne latky . £ I
plnenia uskladneni
Extension Ligation Mix 1 1,6 ml Ligaza, DNA polymerazaa -25°Caz-15°C
(ELM) dNTP v pufrovanom
vodnom roztoku.
2N NaOH (HP3) 1 400yl 2N roztok hydroxidu -25°Caz-15°C
sodného (NaOH).
Tagmentation Buffer 1 (TB1) 1 290 ul  Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
obsahujuci horéikovu sol
a dimetylformamid.
TruSight Whole Genome Dx Library Prep Box 2, PN 20072257
Objem Teplota pri
Nazov reagencie Mnozstvo J . Aktivne latky . pn,
plnenia uskladneni
Tagmentation Wash Buffer 1 41ml  Pufrovany vodny roztok 15°Caz30°C
2 (TWB2) obsahujuci detergent a sol.
Resuspension Buffer (RSB) 1 20ml  Pufrovany vodny roztok. 15°Caz30°C
Cleanup Beads (CB) 1 10 ml Paramagnetické gul6cky 15°Caz30°C
v pevnejfaze v
pufrovanom vodnom
roztoku.
Stop Tagment Buffer 2 1 1,4 ml  Roztok Cistiaceho 15°Caz30°C
(ST2) prostriedku vo vode.
Neutralization Buffer (NB) 1 450 ul Roztok tris-HCI. 15°Caz30°C

TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual Indexes, PN 20072258

Objem Teplota pri
Nazov reagencie Mnozstvo J . Aktivne latky £ 5 ,
plnenia uskladneni
UDI PCR-Free (32 Indexes) 1 37l Adaptéry pre jedine¢né -25°Caz-15°C

dudlne (UD) indexy
usporiadané na platnicke.

Vyzadovany spotrebny material, neposkytovany

* Etanol 100% (kategdria 200), trieda vhodna na molekularnu mikrobioldgiu

* Certifikovanad RNase/DNase-free water
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* NovaSeq 6000Dx S2 Reagent Kit (300 cyklov) (katalégové Cislo 20046931)
* NovaSeq 6000Dx S4 Reagent Kit (300 cyklov) (kataldgové ¢islo 20046933)
* NovaSeq 6000Dx S2 Buffer Cartridge (kataldgové ¢. 20062292)

* NovaSeq 6000Dx S4 Buffer Cartridge (katalégové ¢. 20062293)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube (katalégové ¢. 20062290)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube, 24 Pack (katalégové ¢. 20062291)

Skladovanie a manipulacia

* lIzbova teplota je stanovena na 15 °C az 30 °C.

* Ak je niektory z obalov alebo obsah produktu TruSight Whole Genome Dx Library Prep poskodeny alebo
naruseny, obratte sa na oddelenie zakaznickeho servisu lllumina.

* Reagencie su stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na oznaceni suprav, ak sa skladuju podla
pokynov. Podmienky skladovania najdete v ¢asti Doddvané reagencie na strane 5. Komponenty analyzy
skladujte pri stanovenej teplote a nepouzivajte reagencie po dadtume spotreby. Nezamienajte komponenty
z roznych $arzi sipravy. Sarze stpravy st oznagené na Stitku $katule.

* Zmeny vo fyzickom vzhlade reagencii méZu naznacovat zhor$enie kvality materidlov. Ak doéjde ku zmenam
fyzického vzhladu (napr. zjavné zmeny farby alebo zakalenie reagencie), reagencie nepouzivajte. Ak je
pozorované zrazenie produktu ST2, zahrievajte na 37 °C poc¢as 10 minut a potom miesajte vo vortexe, kym
sa zrazenina nerozpusti.

* Stabilita produktu TruSight Whole Genome Dx Library Prep bola hodnotena a jej i¢innost je preukazana
pocas maximalne Styroch pouziti zmrazenych skimaviek pri zmrazeni medzi jednotlivymi pouzitiami.

Vybavenie a materialy

Pozadované vybavenie, ktoré sa nedodava

Pred spustenim analyzy skontrolujte stav kalibracie zariadenia.

Zariadenia Dodavatel

Vortexovy mixér s kapacitou 3000 ot./min., s VSeobecny dodavatel pre laboratéria
plochym dnom alebo $alkou

Inkubator na mikrovzorky kalibrovany tak, aby sa SciGene, katalégoveé &. 1057-30-0 (alebo
zabezpedila presnost teploty + 2 °C ekvivalentny)
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Zariadenia

Vlozka do inkubatora na mikrovzorky na platni¢ky
MIDI s 96 jamkami

Mikroodstredivka
Centrifuga na 96-jamkové mikroplatni¢ky

Trepacka platniCiek s nasledujucimi
Specifikaciami:

o Dokaze pretrepavat pri 1800 ot./min
» Konstanta mieSania 2 mm

e Presnost miesania = 25 ot./min.

Tesniaci klin alebo valéek

Magneticky stojan s nasledujucimi Specifikdciami:

o Uréeny na precipitaciu/separaciu
paramagnetickych gul6¢ok

» Magnety na bo¢nej strane stojana, nie v jeho
dolnej Casti

« Urc€eny pre platni¢ky MIDI s 96 jamkami

NovaSeq 6000Dx Instrument

Presné pipety (jednokanalové):
e 10l

o 20l

e 200l

e 1000 pl

Presné pipety (8-kanalové):
« 20l
e 200 ul

Pipety musia byt pravidelne a presne kalibrované
do 5% uvedeného objemu

Pomocka pre pipety

Dodavatel

lllumina, katalégové ¢. BD-60-601

VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratdria

VWR, katalégové ¢. 1808-0506 (alebo ekvivalent)

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Thermo Fisher Scientific, katalégové ¢ # AM10027
(alebo ekvivalent)

lllumina, katalégové ¢ 20068232

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

VSeobecny dodavatel pre laboratoria

Pozadované, ale nedodavané materialy

Pred spustenim protokolu sa uistite, Ze mate pozadované materidly.

illumina

Protokol bol optimalizovany a overeny pomocou uvedenych poloZziek. Porovnatelny vykon nie je zaruceny pri

pouziti alternativnych materialov.
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Materialy
Sérologické pipety s objemom 5 ml
Sérologické pipety s objemom 10 ml

Adhezivne plomby pre 96-jamkové platnicky s

nasledujucimi $pecifikaciami:

o Opticky ¢&iry polyester so zlupovacim filmom

o Odolné adhezivum, ktoré vydrzi viaceré zmeny
teploty v rozsahu -40 °C az 110 °C

» Bez obsahu DNazy/RNazy

Skumavky do mikroodstredivky bez obsahu
nukledzy (1,5, 1,7 alebo 2,0 ml, pokial nie je
uvedené 0,5 ml)

Nadoby na reagencie bez obsahu nukledzy, 50 ml
alebo ekvivalentné (PVC, jednorazovy zliabok)

Kénické skumavky, 15 ml

Kénické skumavky, 50 ml

Spi¢ky pipety odolné vodi aerosdlu, 20 pl
Spi¢ky pipety odolné vogi aerosélu, 200 ul
Spicky pipety odolné voci aerosélu, 1000

Skladovacie platni¢ky s 96 jamkami, 0,8 ml
(platni¢ka MIDI)

96-jamkové PCR platni¢ky, 0,2 ml
(polypropylén, bez obsahu RNazy/DN4azy, nizka
miera viazania)

Vedro nalad alad

Kvantifikované vzorky gendmovej DNA

Dodavatel
VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Thermo Fisher Scientific, €. polozky AB-0859
(alebo ekvivalent)

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Odber, preprava a skladovanie vzoriek

/N UPOZORNENIE

So v8etkymi vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infekénymi latkami.

illumina

* Priodbere, preprave, skladovani a spracovani vzoriek ludskej krvi dodrzZiavajte bezpecnostné postupy

vratane pouzivania OOP.

* Preprava plnej krvi musi byt v sulade s narodnymi, federalnymi, statnymi a miestnymi predpismi pre

prepravu etiologickych latok.

Dokument ¢. 200050132 v00.1
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.

9z91



Pribalovy letak pre TruSight Whole Genome illumina

* QOdoberte 2 -5 ml periférnej pinej krvi do skiimaviek EDTA a pred extrakciou uchovavaijte pri teplote 2 °C az
8 °C maximalne pat tyzdnov.

*  Privzorkach plnej krvi so zvy$enym bilirubinom, hemoglobinom, triglyceridmi, biotinom alebo EDTA sa
nepozoroval ziadny neziaduci U¢inok na vykonnost analyzy. Pozrite si ¢ast Interferujlce latky.

* Analyza TruSight Whole Genome je kompatibilnd s komeréne dostupnymi extrakénymi stpravami a
protokolmi, ktoré su vhodné na pouZitie pri sekvenovani novej generacie (NGS). Pozrite si Cast Hodnotenie
metddy extrakcie DNA na strane 36.

* Analyza TruSight Whole Genome je kompatibilna s DNA eluovanou v pufrovanom roztoku Tris obsahujucom
<10 mM EDTA, ako je 10 mM Tris, 1T mM EDTA pH 8,0 (TE).

* Odporuca sa eludcia a uchovavanie DNA v TE. Kvéli stabilite sa vyhnite skladovaniu vo vode.

Odporuéania pre vstup DNA

* Pred zac¢atim analyzy TruSight Whole Genome kvantifikujte gendmovu DNA extrahovanu z plnej krvi
pomocou akejkolvek fluorometrickej metddy kvantifikacie, ktora pouziva farbiva viazuce nukleové kyseliny.
Odporuca sa, aby sa gDNA pre vzorky uréené pre konkrétnu $arZu na pripravu kniznice a chod
sekvenovania kvantifikovali spolo€ne, aby sa eliminovala variabilita medzi davkami, ak je to mozné, alebo
aby sa pouzili kontroly procesu na zabezpecdenie < 25% variability kvantifikacie DNA medzi ddvkami.

* Nepipetujte malé objemy vzoriek (< 2 pl), aby sa zabezpecila presna kvantifikacia a vstup DNA.

* Analyza TruSight Whole Genome Dx Library Prep vyZaduje dostatok DNA na nasytenie gul6¢ok BLT-PF na
efektivhu samonormalizaciu vytaznosti kniZznice a optimalny vykon. Z dévodu variacie vysledkov z réznych
metdd kvantifikacie poskytuje nasledujlica tabulka odporucany vstup DNA pre tri metddy kvantifikacie na
zabezpecenie optimalneho vykonu analyzy. Pouzitie inych metdd kvantifikdcie moze vyzadovat
optimalizaciu. Pozrite si ¢ast Citlivost vstupu DNA na strane 36.

Cielovy vstup DNA

Metdda kvantifikacie Minimalna koncentracia zasob DNA

(ng)
Suprava na analyzu Quant- 280 11,2 ng/ul
iT PicoGreen dsDNA
Sulprava na analyzu Qubit 280 11,2 ng/ul
dsDNA Broad-Range (BR)
Suprava na kvantifikaciu 350 14 ng/pl
AccuClear Ultra High
Sensitivity dsDNA
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Odporucania tykajuce sa odbornosti

Odbornost obsluhy a Uspesnu implementaciu analyzy je mozné vyhodnotit vykonanim celého pracovného
postupu raz podla navodu na pouzitie. Tento pracovny postup je mozné vykonat bud's jednou pripravou
kniZnice so 6 vzorkami a chodom sekvenovania pomocou prietokového ¢lanku S2, alebo s jednou pripravou
kniZnice so 16 vzorkami a chodom sekvenovania pomocou prietokového &lanku S4. Uspech je indikovany
uspesnym splnenim metrik pre chod a kontrolu kvality kniZnice zaznamenanym vo vystupe konsolidovanej
spravy softvéru TruSight Whole Genome Analysis Application. Pozrite si dokument TruSight Whole Genome
Analysis Application Guide (dokument ¢. 200049931).

Spoloé&nost lllumina odporu&a zahrnut vzorky gendmovej DNA extrahovanej z periférnej plnej krvi, ktoré spifiaju
kvalifikacné kritéria koncentracie a objemu zdsob DNA, aby sa preukazala Uspes$na integracia analyzy s
predchadzajucimi procesmi laboratdria, ako su odber a uchovavanie vzoriek, a procesy extrakcie a kvantifikacie
DNA. M6zu sa pouzit aj komercne dostupné referencné vzorky genomovej DNA odvodené od jedného ludského
darcu, ako je NA24385/HG002 (Narodny institut Standardov a konzorcium Genome in a Bottle).

Ak sa vyskytnu problémy, precitajte si Cast Riesenie problémov na strane 71, kde najdete odporuc¢ané kroky, a
obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Varovania a preventivne opatrenia

* Niektoré komponenty tejto analyzy obsahuju potencialne nebezpeéné chemikalie. V désledku
vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami méze dojst k zraneniam. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany oéi, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre toto
nebezpedenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom
a likvidujte ich v sulade s platnymi regionalnymi, §tatnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Informacie
o kartach bezpecnostnych udajov najdete na stranke support.illumina.com/sds.html.

* |hned nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spolo¢nosti lllumina a prislusnym
uradom v ¢lenskom State, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

* So vSetkymivzorkami narabaijte tak, ako keby boli infekéné.

* PouZite bezné laboratdrne bezpednostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavaijte Ustami. Nejedzte, nepite ani
nefajCite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami na analyzy noste

jednorazové rukavice a laboratorny plast. Po manipulacii so vzorkami a reagenciami na analyzy si dékladne
umyte ruky.

* Tato analyza obsahuje polyetylénglykol. V désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu
s oCami moze dojst k zraneniam.

* Tato analyza obsahuje hydroxid sodny. V dosledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu
s o¢ami moOze dojst k zraneniam.

* Postupy pripravy kniznice vyzaduju prostredie bez obsahu RNazy/DNazy. Pomocou &istiaceho prostriedku
na inhibiciu RNazy/DNazy dbékladne dekontaminujte pracovné oblasti.
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Pouzivajte skumavky, platnic¢ky, Spi¢ky pipiet a nadoby bez obsahu nukleazy.

Pocas analyzy pouzivajte kalibrované vybavenie. Dbajte na to, aby ste kalibrovali vybavenie podla rychlosti,
tepldt a objemov uvadzanych v tomto protokole.

Na zaistenie spravnosti davkovania reagencii a vzoriek pouzivajte presné pipety. Kalibraciu vykonavajte
pravidelne podla pokynov vyrobcu.

Pouzivajte vybavenie stanovené pre danu analyzu a programy nastavujte presne podla pokynov.

Stanovené teploty inkubatora na mikrovzorky indikuju teplotu reakcie, nemusia indikovat nastavenu teplotu
zariadenia.

Nezamiefajte komponenty stpravy z rdznych $arzi TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Sarze st
oznacené na $titku Skatule.

VyZaduje sa dodrZiavanie spravnych laboratérnych postupov, aby nedoslo ku kontaminacii reagencii,
pristrojov, vzoriek a kniznic nukledzami a produktmi PCR. Kontamindcia spésobena nukledzou a produktmi
PCR moéze zapricinit nepresné a nespolahlivé vysledky.

Na dosiahnutie optimalnej u€innosti analyzy a jej uchovavanie sa vyzaduje spravny typ platnicky.
Dodrziavajte pokyny na prenos platni¢ky uvedené v ¢asti Navod na pouZitie na strane 15.

Mb6Ze nastat krizova kontamindcia alebo strata vzorky, ak sa tesnenia platni¢ky neaplikuju alebo
neodstranuju opatrne (pozrite si Cast Manipuldcia s platnickami na pripravu kniZnice na strane 13).

Nedodrziavanie uvddzanych postupov moze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému znizZeniu
kvality kniznice.

Reagencie alebo komponenty analyzy skladujte pri stanovenej teplote.

Reagencie neskladujte v bezndmrazovej skladovacej jednotke.

Nepouzivajte nespravne skladované reagencie.

Nepouzivajte ziadne sucasti supravy po uplynuti datumu exspiracie.

Pripravte produkt 0,2N NaOH (zriedeny HP3) ¢erstvy v den pouzitia a po pouziti zvy$ny objem zlikvidujte.

V den pouZzitia pripravte Cerstvy 80% etanol s produktom RNase/DNase-free water. Etanol dokaze
absorbovat vodu zo vzduchu, ¢o mdze ovplyvnovat vysledky. 80% roztok etanolu po pouziti zlikvidujte
v sUlade s miestnymi, Statnymi alebo federalnymi nariadeniami. Pouzite etanol kvality vhodnej na
molekuldrne biologické analyzy.

Poznamky k procedure

Tipy a techniky

Dbaijte na to, aby nedoslo ku kriZovej kontaminacii.

Pri priddvani alebo prenasani vzoriek vymienajte Spi¢kami medzi jednotlivymi vzorkami.

Pri pridavani adaptérov alebo primérov s viackanalovou pipetou vymienajte Spicky medzi kaZdou jamkou.
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Pri aplikacii a odstrafiovani tesnenia platni¢iek na pracovnom stole postupujte opatrne, aby ste zabranili
krizovej kontaminacii vzorky.

Aby sa zabranilo kontaminacii, kazda indexova jamka je uréena na jedno pouZzitie.

Pouzite uvedené minimalne objemy Zliabku a nevylievajte zvysny objem zo Zliabku spéat do skladovacich

skimaviek, pretoze to mdze spdsobit kontaminaciu. Je k dispozicii dostato¢ny objem na podporu
pracovného postupu.

Nezoskupujte kniznice z réznych priprav.

Presnost pipetovania

Pocas pouzivania multikandlovych pipiet postupujte podla nasledujtcich pokynov:

Overte, Ci $picky s bariérou ,dobre sedia” a ¢i sU vhodné z hl'adiska zna¢ky a modelu viackanalovej pipety.
Spi¢ky pripeviiujte otd&anim a dbajte na to, aby boli véetky riadne nasadené.

Pri aspiracii dodrziavajte rovnaké hladiny objemu vo vSetkych Spi¢kach.

Viskdzne roztoky (BLT-PF, CB, ELM, TWBZ2) pipetujte pomaly.

Po dokon&eni davkovania skontrolujte, ¢i bola kvapalina nadavkovana z kazdej $picky.

Predchadzajte peneniu

Pipetujte pomaly a na premiesanie prevratte. NemieSajte produkty ELM a TWB2 vo vortexe.

Manipulacia s indexovymi platnickami

Prepichnite fdliové tesnenie len pre indexy, ktoré sa pouziju.

S platni¢kou manipulujte za okraje a nedotykajte sa féliového tesnenia ni¢im inym ako €istymi Spickami
pipety.

Jamky, ktoré boli prepichnuté, nepouzivajte opakovane.

Nepouzity objem (~ 30 ul) po pouziti zlikvidujte z prepichnutych jamiek indexovej platni¢ky a umiestnite
tesnenie na prepichnuté jamky, aby nedoslo ku kriZzovej kontaminacii.

Tesnenie neumiestrnujte na nepouzité jamky, pretoze by to branilo prepichnutiu.

Manipulacia s platni¢kami na pripravu kniZznice

Platni¢ku vZdy utesnite pred uskladnenim, pretrepavanim, inkubaciou alebo odstredovanim.

Ak chcete utesnit platni¢ku, pomocou tesniaceho klina alebo val¢eka umiestnite adhezivne tesniace
pokrytie na platni¢ku.

Na obmedzenie rizika krizovej kontaminacie a odparovania overte, ¢i su okraje a jamky uUplne utesnené.
Platni¢ky vzdy utesnujte novym adhezivnym tesniacim pokrytim. Tesnenia opakovane nepouzivajte.
NeZ za¢nete opatrne odstranovat tesnenie, polozte platni¢ku na rovny povrch.

Ak nie je uvedené inak, je mozné vykonat kroky s platni¢kou na magnete alebo mimo neho.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 13z 91
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak pre TruSight Whole Genome illumina

Prenosy platniciek

Zliabky

Ked prenasate objemy medzi platni¢kami, stanoveny objem preneste z kazdej jamky zdrojovej platni¢ky do
prislusnej jamky na cielovej platnicke.

V pripade indikacie je mozné pouzit zliabky na reagencie. Pouzite nasledujlice pokyny:

Po vortexovani pripravte Zliabok pomocou produktu CB. Nie je potrebné vratit produkt CB do skimavky
a miesat vo vortexe pred druhym krokom pridania gul6¢ok.

Oznacte zliabky s produktom TWB2 a RSB, aby ste predisli zamene.

Reagencie zlikvidujte, ked' je to uvedené, alebo na konci pracovného postupu.

PouZite odporuc¢any objem. Odporuc¢ané objemy zahrffaju prebytok 1 ml pre mitvy objem Zliabku.

Produkty RSB a TWB2 su balené v podobnych skimavkach. Pred pouzitim si pozorne precitajte kazdy
Stitok.

Odstredovanie

Odstredujte iba v uvedenych krokoch postupu na konsolidovanie tekutiny alebo gulé&ok v spodnej ¢asti
jamky, aby sa zabranilo strate vzorky.

Manipuldcia s gul6c¢kami

Nezmrazujte Cleanup Beads (CB).

Ked premyvate guloc¢ky:

Na vsetky platni¢ky MIDI pouzite magneticky stojan 96.
Kvapalinu davkujte tak, aby na boku jamky nezostali prichytené Ziadne gul'6c¢ky.

Platni¢ku nechajte na magnetickom stojane.

Reagencie vzdy pridavajte do stredu alebo na dno jamky bez porusenia gulé&kovej pelety. Nepridavajte
reagencie do hornej Casti jamky.

Suspenzie gul6Cok pipetujte pomaly.

Gul'6cky miesajte vo vortexe, kym sa dobre nerozptylia. Farba kvapaliny musi vyzerat homogénne. Vo
vortexe mieSajte, ked'je to uvedené v protokole, aby sa zaistilo, Ze gul'6¢ky budu ¢ase pouzitia znova
rozptylené v suspenzii.

Ak sa gul6¢ky znova nerozptylia v suspenzii, znova pretrepte.

Ak aspirujete gul6¢ky do Spiciek pipety, guldcky nadavkujte spat na platni¢ku v magnetickom stojane
a pockaijte, kym nebude kvapalina priehladna (2 minuty).

Uchovavajte vo zvislej polohe, aby ste sa uistili, ze st guld¢ky po pouziti a vrateni do skladu ponorené v
pufri.
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Kontroly

Analyza TruSight Whole Genome pouziva analytické kontroly zabudované v softvéri TruSight Whole Genome
Analysis Application na kvalifikaciu Udajov a nevyzaduje pouzitie externych davkovych kontrol. Viac informacii o
metrickych $pecifikacidch najdete v ¢asti Kontroly kvality na strane 32.

Navod na pouZzitie

Pracovny postup TruSight Whole Genome Dx Library Prep

Nasledujuci diagram znazornuje pracovny postup TruSight Whole Genome Dx Library Prep. Medzi jednotlivymi
krokmi su vyznacené body bezpeéného zastavenia.

Pri zastaveni vratte zvys$né reagencie v pévodnych skimavkach na ich skladovaciu teplotu uvedendu v ¢asti
Dodavané reagencie na strane 5. Ak budete pokracovat, prejdite na dalSiu ¢ast protokolu s pripravenymi
reagenciami.

o Planovanie davky a vytvorenie chodu
Vyplnte kedykolvek vopred

e Priprava na protokol

Spolu: 30 minat
e Priprava reagencii a vybavenia
¢ Zriedenie vzoriek DNA

o Priprava kniznice

Spolu: 150 minut

e Genomicka DNA tagmentu
Cistenie po tagmentacii

Ligacia indexov

Vyber velkosti a ¢istenie kniZnic

Bod bezpeéného - . .. ov .
B o Zdruzovanie a denaturacia kniznic

zZastavenia
Spolu: 15 minut

Bod bezpeéného ¢ Zdruzovanie a denaturécia kniznic

Zastavenia

Planovanie davky a vytvorenie chodu

Naplanujte pocet kniznic vzoriek pre ddvku a indexovanie a zdruZzovanie na chody sekvenovania.
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Analyza TruSight Whole Genome bola vyhodnotena a bola preukazana vykonnost pre Styri stipravy indexov pre
prietokovy ¢lanok S2 (Obrazok 1, Tabulka 4) a dve sUpravy indexov pre prietokovy ¢lanok S4 (Obrazok 2,
Tabulka 5). Softvér vynuti pouzivanie Specifikovanych suprav indexov. Nemiesajte a nekombinujte medzi
Specifikovanymi sipravamiindexov.

ZloZitost sekvenovania mimo tychto odporucani nie je podporovana.

Supravy indexov S2 a S4 spolu podporuju velkost SarZe na pripravu kniznice 6, 12, 16, 18, 22 a 24 vzoriek. Pre
kazdu velkost $arze na pripravu kniznice pouzite kompatibilné supravy indexov uvedené v ¢asti Tabulka 3.

/N UPOZORNENIE

Usporiadajte vzorky na platni¢ke podla orientdcie, ktora zodpoveda planovanej indexacii, t. j. s radom
A az H pre 16-nasobnu alebo radom A az F pre 6-nasobnu. Pomocou viackanalovej pipety pridajte
indexy, aby ste sa vyhli preskoéeniu jamky alebo pridaniu dvoch suborov indexov do jednej vzorky, ¢o
mbéze spbsobit, Ze neziskate ziadne vysledky, respektive ziskate nespravne vysledky.

Tabulka 3 Moznosti sUpravy indexov pre davku pripravy kniznice

Velkost davky pripravy Konfiguracie prietokovych

Suprava indexov

kniznice ¢lankov

6 vzoriek Suprava indexov S21, 2, 3 alebo 4 (vyberte  S2x1
[ubovolnu 1 supravu)

12 vzoriek Suprava indexov S21, 2, 3 alebo 4 (vyberte  S2x2
[ubovolné 2 slpravy)

18 vzoriek Supravaindexov S21, 2, 3 alebo 4 (vyberte  S2x3
[ubovolné 3 supravy)

24 vzoriek SUprava indexov S21,2,3a4 S2x4

16 vzoriek Suprava indexov S4 1 alebo 2 S4 x1

22 vzoriek Suprava indexov S4 1 + sUprava indexovS2 S4x1aS2x1
3 alebo 4
Suprava indexov S4 2 + suprava indexov S2
Talebo 2
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Obrdzok 1 RozloZenie indexovej platni¢ky zobrazujlce $tyri sipravy indexov na sekvenovanie pomocou
prietokového ¢lanku S2
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Tabulka 4 Supravy indexov S2 pre prietokovy ¢lanok S2

Supravaindexov S21  Supravaindexov S2  Supravaindexov S2 3 Suprava indexov S2 4
(zelena) 2 (zIta) (modra) (purpurova)
1 2 3 4
A UDP0037 UDP0065 UDP0081 UDP0089
B UDP0038 UDP0066 UDP0082 UDP0090
Cc UDP0039 UDP0067 UDP0083 UDP0091
D UDP0040 UDP0068 UDP0084 UDP0092
E UDP0041 UDP0069 UDP0085 UDP0093
F UDP0042 UDP0070 UDP0086 UDP0094
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Obrdzok 2 Rozlozenie indexovej platni¢ky zobrazujlce dve supravy indexov na sekvenovanie pomocou

prietokového &lanku S4
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Tabulka 5 Supravy indexov S4 pre prietokovy ¢lanok S4

Zaznamenajte jedineény ndzov davky a udaje vzorky vratane ID vzorky, ID prisludnej indexovej platni¢ky

®@ m m O O w >»

H

Suprava indexov S4 1 (zelena)

1
UDP0O037
UDP0O038
UDP0039
UDP0040
UDP0041
UDP0042
UDP0043
UbP0044

2
UDP0O065
UDP0O066
UDP0067
UDP0068
UDP0O069
UDP0O070
UDPOO071
UDP0072

illumina

Suprava indexov S4 2 (modra)

3
UDP0081
UDP0082
UDP0083
uUDP0084
UDP0085
UDPO0086
ubDP0087
UDPO0088

4
UDPO0089
UDPO090
UDP0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
UDP0095
UDPO0096

(pozrite si ¢ast Priloha A na strane 86), platni¢ky kniznice, ID jamky platni¢ky kniznice a ID skiimavky kniznice
(ak je znédme). Tieto informacie sa zadavaju pocas vytvarania chodu.

Pokyny na vytvorenie chodu pomocou aplikacie ndjdete v dokumente TruSight Whole Genome Analysis
Application Guide (dokument ¢. 200049931). Zaznamenajte nazov chodu, ktory sa ma pouzit poc¢as vkladania
spotrebného materialu.
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/N UPOZORNENIE

Uistite sa, Ze indexy a suvisiace vzorky pouzité pocas pripravy kniznice sa zhoduju s tymi, ktoré boli
zaznamenané a pouzité na vytvorenie chodu. Nezrovnalosti mézu spdsobit hldsenie nespravnych
vysledkov alebo neziskanie Ziadnych vysledkov.

Priprava na protokol

Priprava reagencii a vybavenia

illumina

Ak planujete vykonat sekvenovanie v ten isty den, rozmrazte spotrebny material na sekvenovanie vopred.
Podrobné pokyny najdete v dokumente Produktova dokumentacia k NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument ¢.

200010105).

1. Predhrejte inkubator na mikrovzorky pomocou vliozky pre platni¢ky MIDI na 47 °C.

2. Vyberte nasledujuce reagencie zo Skatule a rozmrazte ich nasledujucim spésobom.

Tabulka 6 Skladovanie priteplote =25 °C az-15°C

Reagencia
BLT-PF

ELM

HP3

TB1

Indexy UD

Nazov Skatule

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 1

TruSight Whole Genome Dx 32 Unique Dual

Indexes

Tabulka 7 Skladovanie priteplote 15 °C az 30 °C

Reagencia
CB

RSB

ST2

TWB2

NB

Nazov Skatule

TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
TruSight Whole Genome Dx Library Prep 2
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Pokyny na rozmrazenie

Rozmrazujte priizbovej teplote
30 minut.

Rozmrazujte priizbovej teplote
30 minut. Potom uchovavajte na
lade, kym nebudu potrebné.

Rozmrazujte priizbovej teplote
30 minut.

Rozmrazujte priizbovej teplote
30 minut.

Rozmrazujte priizbovej teplote
30 minut.

Pokyny na rozmrazenie

Pouzivajte priizbovej teplote.
Pouzivajte priizbovej teplote.
Pouzivajte priizbovej teplote.
Pouzivajte priizbovej teplote.

Pouzivajte priizbovej teplote.
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/N UPOZORNENIE

Tato sUprava reagencii obsahuje potencialne nebezpecné chemikalie. V désledku vdychnutia,
pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami mdze dojst k zraneniam. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany oci, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré si vhodné pre toto
nebezpecenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom

a likviduijte ich v stlade s platnymi regionalnymi, §tatnymi a miestnymi zdkonmi a predpismi. Dalsie
informacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete na karte
bezpelnostnych Udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

Priprava vzoriek DNA

Pripravte nasledujuci spotrebny material.
* Kvantifikované vzorky gDNA:

a. Preneste do prostredia s izbovou teplotou.

b. Kratkym odstredenim zhromazdite kvapky.

c. Rozvirte vortexom alebo pipetujte na premieSanie, a potom kratko odstredujte.
* RSB—Vortexujte alebo prevracajte na premiesanie. Uchovavajte priizbovej teplote.

— Produkty RSB a TWB2 su balené v podobnych skimavkach. Pred pouzitim si pozorne precitajte kazdy
Stitok.

Postup

V zavislosti od vstupu DNA, ktory sa liSi v zavislosti od pouzitej kvantifikacnej metddy DNA, vypocitajte objemy
potrebné na pripravu zriedenych vzoriek DNA. Vzorce sU uvedené nizZsie pre tri testované metddy kvantifikacie
DNA. Dalsie informécie najdete v &asti Odportcania pre vstup DNA na strane 10 a v &asti Priloha B na strane 89.
Vypodcty predpokladaju minimalny objem pipetovania 2,0 ul a zahfnaju 10% prebytku. Zaokrdhlovanie by sa
malo vykonat v poslednych krokoch po dokonceni vypoctov s pouzitim pozadovaného poctu desatinnych
miest, aby sa zabezpecilo presné pipetovanie.

MozZnost 1: 280 ng Vstup DNA pre metddy kvantifikacie Quant a Qubit Broad Range

Minimalna koncentracia zdsob DNA vzorky je 11,2 ng/ul. Vzorky s hodnotou < 11,2 ng/ul maju po sekvenovani
vyssiu pravdepodobnost zlyhania kontroly kvality kniZnice. V zavislosti od koncentracie zasob DNA pouzite
jednu z nizsie uvedenych rovnic na vykonanie vypoctov.

1. Prikoncentracii zdsob DNA 11,2 az 154,0 ng/ul vypocitajte objem zasob DNA a produktu RSB potrebnych
pouzitim celkového objemu zriedenej DNA 27,5 pl (25 ul plus 10% prebytok) ako konstanty:

a. Vypocitajte objem zasob DNA:
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(cier vstupu DNA (ng) + 10% prebytok)
Koncentracia zisob DNA (ng/ul)

= 280ng x 1,1 / Koncentracia zisob DNA (ng/ul)
= 308 ng / Koncentricia zasob DN A (ng/ul)

Objem zisob DN A (ul) =

b. Vypoditajte objem zasob RSB:
Objem RSB (ul) = Celkovy objem zriedenej DN A (ul) — vypocitany objem zisob DN A (ul)
= 27,5 (ul) — vypotitany objem zasob DN A (ul)

c. Overte vypocty: Potvrdte vypocitany objem zasob DNA (ul) + vypocitany objem RSB (ul) = 27,5 pl,
celkovy objem zriedenej DNA (konstanta, 25 ul plus 10% prebytok).

2. Pripadne v pripade koncentrdcii zasob DNA > 154,0 ng/ul vypocitajte celkovy objem zriedenej DNA a
potrebného produktu RSB s pouzitim objemu zdsob DNA 2,0 ul a cielovej zriedenej koncentracie zasob DNA
11,2 ng/pl ako konstanty.

a. Vypocitajte celkovy objem zriedenej DNA:
koncentricia zasob DNA (ng/ul) x objem zisob DNA (ul)

Cierova zriedensa koncentricia zasob DNA

Celkovy objem zriedenej DNA (ul) =
= koncentricia zisob DNA (ng/pl) x 2,0 pl /11,2 ng/ul

b. Vypoditajte objem RSB:
Objem RSB (ul) = Vypocitany celkovy objem zriedenej DNA (ul) — objem zisob DN A (ul)
= Vuypoctitany celkovy objem zriedenej DNA (ul) — 2,0 ul

c. Overte vypocCty: Potvrdte vypocitany celkovy objem zriedenej DNA (ul) - vypocitany objem produktu
RSB (ul) = 2,0 ul, objem zasob DNA (konstanta).

Prejdite na krok 3 nizSie.

MozZnost 2: Vstup DNA 350 ng pre metddu kvantifikacie Accuclear Ultra High Sensitivity

Minimalna koncentracia zdsob DNA vzorky je 14,0 ng/ul. Vzorky s hodnotou < 14,0 ng/pl maju po sekvenovani
vyssiu pravdepodobnost zlyhania kontroly kvality kniZnice. V zavislosti od koncentracie zdsob DNA pouzite
jednu z nizsie uvedenych rovnic na vykonanie vypoctov.
1. Pri koncentracii zdsob DNA 14,0 az 192,5 ng/pl vypocitajte objem zdsob DNA a produktu RSB potrebnych
pouzitim celkového objemu zriedenej DNA 27,5 pl (25 pl plus 10% prebytok) ako konstanty:
a. Vypocitajte objem zasob DNA:

(cier vstupu DNA (ng) + 10% prebytok)
Koncentracia zasob DNA (ng/ul)

= 350 ng x 1,1 / Koncentracia zisob DN A (ng/ul)
= 385 ng / Koncentricia zisob DN A (ng/ul)

Objem zisob DN A (ul) =

b. Vypoditajte objem zdsob RSB:

Dokument ¢. 200050132 v00.1 21z 91
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak pre TruSight Whole Genome illumina

Objem RSB (ul) = Celkovy objem zriedenej DN A (ul) — vypocitany objem zisob DN A (ul)
= 27,5 (ul) — wypocitany objem zisob DN A (ul)

c. Overte vypocty: Potvrdte vypocitany objem zdsob DNA (ul) + vypocitany objem RSB (ul) = 27,5 l,
celkovy objem zriedenej DNA (konstanta, 25 ul plus 10% prebytok).

2. Pripadne v pripade koncentracii zasob DNA > 192,5 ng/ul vypocitajte celkovy objem zriedenej DNA a
potrebného produktu RSB s pouzitim objemu zdsob DNA 2,0 ul ako konsStanty.

a. Vypocitajte celkovy objem zriedenej DNA:

koncentricia zasob DNA (ng/ul) x 2,0 ul
14,0 ng/ul

Celkovy objem zriedenej DN A (ul) =

b. Vypoditajte objem RSB:
Objem RSB (pl) = Celkovy objem zriedenej DN A (ul) — objem zisob DN A (ul)
= Celkovy objem zriedenej DNA (ul) — 2,0 pl

c. Overte vypocty: Potvrdte vypocitany celkovy objem zriedenej DNA (ul) - vypoditany objem produktu
RSB (ul) = 2,0 ul, objem zasob DNA (konstanta).

Oznacte novu 0,5 ml skimavku do mikroodstredivky pre kazdu zriedenu vzorku.

3

4. Pridajte objem produktu RSB vypocitany vySsie do prislusnej skimavky pre kazdu zriedenu vzorku.
5. Pridajte objem zasob DNA vypocitany vySsie do prislusnej skumavky pre kazdu zriedenu vzorku.

6

Rozvirte pomocou impulzov vo vortexe a potom kratko odstredte.

Priprava kniznice

Pomocou krokov pripravy v tejto ¢asti vopred pripravte reagencie.

Ak nie je uréeny bod bezpecéného zastavenia, ihned prejdite na dalsi krok.

Priprava

Pripravte nasledujlci spotrebny material:

* BLT-PF (Bead-Linked Transposomes PCR-Free) — PremieSajte vo vortexe. Ak pouzivate viacero skimaviek,
miesSajte vo vortexe, aby ste ich premiesali, a potom skombinujte.

* TB1(Tagmentation Buffer 1):
a. Virenim premieSajte.
b. Kratko odstredte.

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2):

a. Skontrolujte vyskyt zrazenin. Ak spozorujete zrazeniny, zohrievajte ich 10 minut pri teplote 37 °C,
a potom mieSajte, kym sa zrazeniny nerozpustia.

b. Dokladne premieSajte vo vortexe a potom kratko odstredte.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 22z 91
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak pre TruSight Whole Genome illumina

* ELM (Extension Ligation Mix):
a. Prevratenim premiesajte. NemieSajte vo vortexe.
b. Uchovavajte nalade az do pouzitia.
* HP3 (2N NaOH):
a. Virte a potom kratko odstredte.
b. Uchovavaijte priizbovej teplote.
* NB (Neutralization Buffer):
a. Virte a potom kratko odstredte.
b. Uchovavajte priizbovej teplote.
* CB (Cleanup Beads):
a. MieSajte vo vortexe 1 minutu.
b. Prevratte 2- az 5-krat a potom ddkladne premiesajte na vortexe, na rozptylenie v suspenzii.
* Adaptéry indexov (UDI PCR-Free (32 Indexes)):
a. Virte a potom kratko odstredte.
b. Uchovavaijte priizbovej teplote.
* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2):
a. Oznacte uzaver skimavky ako TWB2.
b. Dobkladne prevracajte na premieSanie.

* Vskumavke do mikroodstredivky oznacenej ako 0,2N NaOH skombinujte nasledujlice objemy a pripravte
produkt 0,2N NaOH podla planovanej velkosti Sarze. Virenim premiesajte.

POZNAMKA Ak planujete zdruZovat a denaturovat kniznice v ten isty den, pripravte dalsi produkt
0,2N NaOH. Pozrite si ¢ast Priprava na strane 30.

. 6 vzoriek 12 vzoriek 16 vzoriek 18 vzoriek 22 vzoriek 24 vzoriek
Reagencia
(1D (%) (%))} (%)) (1D (%)
HP3 30 60 80 90 110 120
RSB 270 540 720 810 990 1080

* V15 ml kénickej skimavke kombinujte nasledujliice objemy na pripravu 80% EtOH podla planovanej velkosti
Sarze. Priratany je prebytok pre pouzitie v Zliabku. Virenim premiesajte.
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. 6 vzoriek 12 vzoriek 16 vzoriek 18 vzoriek 22 vzoriek 24 vzoriek

Reagencia
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)

100% etanol, 4 8 8 12 12 12
Cisty
(kategoria
200)
Voda bez 1 2 2 3 3 3
nukleaz

UPOZORNENIE

Tato sUprava reagencii obsahuje potencialne nebezpecné chemikalie. V dosledku vdychnutia, poZzitia,
kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami méze dojst k zraneniam. Noste ochranné prostriedky vratane
ochrany oéi, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre toto nebezpedenstvo vystavenia.

S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v stlade s platnymi
regionalnymi, $t4tnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Dal$ie informéacie o ochrane Zivotného
prostredia, zdravia a bezpecénosti ndjdete na karte bezpecnostnych Udajov na stranke

support.illumina.com/sds.html.

Genomicka DNA tagmentu

Tento krok pouziva Bead-Linked Transposomes PCR-Free (BLT-PF) na oznacenie DNA, ¢o je proces, ktory

fragmentuje a oznacuje DNA pomocou sekvencii adaptérov.

Spotrebny material

* 96-jamkova platni¢ka MIDI

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

* ST2 (Stop Tagment Buffer 2)
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Postup

Potvrdte, Ze je inkubator na mikrovzorky s vioZzkou pre platni¢ky MIDI zohriaty na 47 °C.

Oznacte novu platnicku MIDI s 96 jamkami ako LP1 (Library Plate 1).

Oznadte a zaznamenajte ID jamiek na vzorky na tagmentaciu zriedenych vzoriek DNA a reagencii.
Preneste 25 pl zriedenej vzorky DNA do kazdej jamky.

Do kazdej jamky pridajte 10 yl produktu TB1.

S B N

Virte produkt BLT-PF silno pomocou vortexu 1 minutu, aby sa rozptyli v suspenzii. Neodstred'ujte. Podla
potreby zopakujte.

Do kazdej jamky pridajte 15 pl produktu BLT-PF.

8. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min. poc¢as 1 minuty.

N

Inkubujte LP1 8 minut v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 47 °C.

POZNAMKA Oc&akava sa lahka kondenzacia na tesneni platni¢ky. Neodstredujte.

10. Odstrante tesnenie a do kazdej jamky pridajte 10 pl produktu ST2.

11. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min poc¢as 1 minuty, potom prejdite na dalsi krok.
Cistenie po tagmentacii

Nasledujuce kroky preplachnu neviazanu DNA a vykonaju vymenu pufra v ramci pripravy na dalsi krok.

Spotrebny material

* TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)

* Zliabok

Informacie o reagenciach

*  Produkt TWB2 pipetujte pomaly, aby sa minimalizovalo penenie.

* Produkty RSB a TWB2 su balené v podobnych skiimavkach. Pred pouzitim si pozorne precitajte kazdy
Stitok.

Postup

1. Odstrante tesnenie a umiestnite LP1 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (2 minuty).

2. Pripravte Zliabok s produktom TWB2 s objemami podla nasledujucej tabulky a jasne oznacte Zliabok ako
TWB2. Objemy zahffiaju prebytok 1 ml pre mrtvy objem Zliabku. Ponechajte si Zliabok pre neskorsie kroky.

. 6 vzoriek 12 vzoriek 16 vzoriek 18 vzoriek 22 vzoriek 24 vzoriek
Reagencia
(1D (1D (M) (1D (1D (M)
TWB2 3700 6400 8200 9100 10900 11800
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4
5.
6
7

S LP1 na magnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 60 pl odstrante a zlikvidujte
supernatant z kazdej jamky bez narusenia gul6Ckovej pelety.

Pomocou viackanalovej pipety pridajte do kazdej jamky 150 pl produktu TWB2.
Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min. pocas 1 minuty.
Odstrarite tesnenie a umiestnite LP1 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (2 minuty).

Pocas inkubdcie sa vratte produkt BLT-PF do skladovacej mrazni¢ky a potom pokracujte dalsim krokom.

Ligacia indexov

V tejto Casti pouzivatelia liguju adaptéry jedinec¢nych dvojitych indexov ku kazdej vzorke podla indexacie
naplanovanej po¢as kroku Planovanie davky a vytvorenie chodu na strane 15.

Spotrebny material

ELM (Extension Ligation Mix)

Adaptéry indexov (UDI PCR-Free (32 Indexes))
Zliabok TWB2 (Tagmentation Wash Buffer 2)
0,2N NaOH (zriedené HP3)

Informacie o reagenciach

Jamky indexovej platnic¢ky nie je mozné opatovne pouzit.
Produkt ELM aspirujte a davkujte pomaly z dévodu viskozity roztoku.

Produkty RSB a TWB2 su balené v podobnych skimavkach. Pred pouzitim si pozorne precitajte kazdy
Stitok.

Postup

1.

Nechajte LP1 na magnetickom stojane a vykonajte nasledujlce kroky:

a. Pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 150 ul odstrante a zlikvidujte vSetok supernatant z kazdej
jamky.

b. Bez narusenia gul6ckovej pelety pomocou pipety nastavenej na 20 pl odstrante a zlikvidujte zvyskovy
produkt TWB2 z kazdej jamky.

Do kazdej jamky pridajte 45 pl produktu ELM.

d. Prepichnite féliové tesnenie na platni¢ke s adaptérmiindexov pre kazdu z planovanych indexovych
jamiek pomocou viackanalovej pipety P200 a novych $piciek pipety. Aby nedoslo ku kontamindcii, pre
kazdu jamku pouzite novu $pi¢ku pipety.

e. Pridajte 5 ul adaptéry indexov do prislusnych jamiek na vzorky LP1 podla indexov zvolenych pocas
planovania davky pomocou viackanalovej pipety P-10 alebo P-20.

2. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min. poc¢as 1 minuty.
3. Inkubujte LP1 8 minut v nahriatom inkubatore na mikrovzorky pri teplote 47 °C.
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POZNAMKA Ocakava sa lahka kondenzacia na tesneni platni¢ky. Neodstredujte.

4. Pocas inkubdcie vratte produkt ELM do skladovacej mraznicky.
Odstranite tesnenie a umiestnite LP1 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (2 mindty).

6. S LP1namagnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 50 pl odstrante a zlikvidujte
supernatant z kazdej jamky bez narusenia gul6Ckovej pelety.

7. Guldcky premyte podla nasledujiceho postupu.
a. Pomocou viackanalovej pipety pridajte 150 pl produktu TWB2 na gul'd¢ky v kazdej jamke.
b. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min. pocas 1 minuty.

c. Odstrarte tesnenie a umiestnite LP1 na magneticky stojan a Cakajte, kym nebude tekutina ¢ira
(2 minaty).

d. SLP1namagnetickom stojane pomocou viackandlovej pipety nastavenej na 150 pl odstrafite
a zlikvidujte supernatant z kazdej jamky bez narusenia gul6ckovej pelety.

Guld&ky druhy raz premyte.
S LP1 na magnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 20 pl odstrarite a zlikvidujte
zvyskovy produkt TWB2 z kazdej jamky bez narusenia guléckovej pelety.

10. Do kazdej jamky pridajte 45 pl predtym pripraveného produktu 0,2N NaOH.
11. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min pocas 1 minuty, potom prejdite na dalSiu ¢ast.

Vyber velkosti a €istenie kniznic

Tento krok pouziva obojstranny vyber velkosti kniznic. V prvom kroku sa produkt Cleanup Beads prida do
eluovanych kniznic a gul6¢ok BLT-PF. Potom sa supernatant obsahujuci eluovanu jednovlaknovu kniznicu
prenesie na novu platni¢ku, zatial ¢o fragmenty, ktoré su prilis velké, zostanu neprenesené. V druhom kroku sa
prida produkt Cleanup Beads do prenesenych kniznic a odstrania sa prilis§ malé fragmenty. Potom sa kniznice
eluuju a prenesu na platni¢ku koneénej kniznice (FLP).

Spotrebny material

* 96-jamkova platni¢ka MIDI
s Zliabky (3)

* PCRplatni¢ka

* CB (Cleanup Beads)

* RSB (Resuspension Buffer)

» Cerstvo pripraveny 80% etanol (80% EtOH)

Priprava

1. Premiesajte produkt CB vo vortexe a potom prevracajte, kym sa uplne nerozptyli v suspenzii.
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2. Pripravte Zliabok s produktom CB s objemami podla nasledujucej tabulky a oznacte Zliabok ako CB. Objemy
sU dostato&né pre oba kroky pridania a obsahuju prebytok 1 ml v zliabku pre mftvy objem zliabku. Medzi
krokmi pridania produktu CB nie je potrebné mieSat. Gul6¢ky zostanu rozptylené pocas celého postupu.

ErEiEE 6 vzoriek 12 vzoriek 16 vzoriek 18 vzoriek 22 vzoriek 24 vzoriek
(1D (1D (HD) (1D (T])) (HD)
CB 1480 1960 2280 2440 2760 2920

Postup

1. Odstrante tesnenie a pridajte 40 ul CB do jamiek platni¢ky LP1 MIDI obsahujucej produkt BLT-PF a 0,2N
NaOH.

2. Utesnite a traste LP1 rychlostou 1800 ot./min. po¢as 1 minuty.

3. Inkubujte LP1 mimo magnetického stojana 2 minuty priizbovej teplote.

4. QOdstrante tesnenie a umiestnite LP1 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (5 mindty).

5. Pocas inkubdcie platnicky oznacte novu 96-jamkovu platni¢ku MIDI LP2.

6. Pomocou viackanalovej pipety preneste 80 pl supernatantu z LP1 na magnetickom stojane do prislusnych

N

10.
11.
12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.

jamiek LP2.

Pridajte 40 ul produktu CB do kazdej jamky platni¢ky LP2 MIDI.

Utesnite a traste LP2 rychlostou 1800 ot./min. poc¢as 1 minuty.

Platni¢ku LP1 MIDI zlikvidujte.

Inkubujte LP2 mimo magnetického stojana 2 minuty priizbovej teplote.

Odstrante tesnenie a umiestnite LP2 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (5 minuty).

S LP2 na magnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 120 pl odstrante a zlikvidujte
supernatant z kazdej jamky bez naruSenia gul6ckovej pelety.

Nalejte predtym pripraveny roztok 80% EtOH do oznaceného Zliabku a preplachujte gul6¢ky s LP2 na
magnetickom stojane nasledujicim spésobom.

a. Pomocou viackanalovej pipety pridajte 180 ul 80% EtOH.

b. Pockajte 30 sekund.

c. Pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 180 ul odstrante a zlikvidujte supernatant z kazdej jamky
bez naruSenia gul6Ckovej pelety.

Guldeky druhy raz premyte.

S LP2 na magnetickom stojane pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 20 ul odstrante a zlikvidujte
zvySkovy EtOH z kazdej jamky bez naruSenia gul6&kovej pelety.

Ponechajte LP2 na magnetickom stojane a nechajte schnut na vzduchu 4 minuty.
Nepouzity 80% EtOH a zliabok zlikvidujte.

Pripravte Zliabok s produktom RSB s objemami podla nasledujuicej tabulky a oznacte zliabok ako RSB.
Objemy zahfnaju prebytok 1 ml pre mrtvy objem Zliabku.
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. 6 vzoriek 12 vzoriek 16 vzoriek 18 vzoriek 22 vzoriek 24 vzoriek
Reagencia
(D)) (1) (u1) (k1) (1) (u)
RSB 1390 1780 2040 2170 2430 2560

19. Pridajte 65 pl produktu RSB na gul'6¢ky v kazdej jamke.

20. Utesnite a traste LP2 rychlostou 1800 ot./min. po¢as 1 minuty.

21. Inkubujte LP2 priizbovej teplote 2 minuty.

22. Odstrante tesnenie a umiestnite LP2 na magneticky stojan a ¢akajte, kym nebude tekutina ¢ira (2 minuty).

23. Oznacte novu PCR platni¢ku ako FLP (platni¢ka kone&nej kniznice) s ndzvom davky pouzitym pri vytvarani
chodu.

24. Pomocou viackanalovej pipety preneste 60 ul supernatantu z LP2 na magnetickom stojane do prislusnych
jamiek FLP.

/N UPOZORNENIE

Supernatant obsahuje konec¢nu kniznicu a bude sa pouzivat poc¢as kroku zdruzovania a
denaturécie. Nelikvidujte.

25. Zlikvidujte vSetky zliabky spolu s nepouzitymi reagenciami v zliabkoch.
26. Zlikvidujte platni¢ku LP2 MIDI.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Pri zastaveni utesnite platni¢ku konecénej kniznice (FLP) tesnenim Microseal B a skladujte pri teplote od
-25°C do -15 °C po dobu najviac 14 dni.

Zdruzovanie a denaturacia kniznic

V tejto Casti pouzivatelia vytvaraju skupiny naplanované v ¢asti Planovanie ddavky a vytvorenie chodu na strane
15 a vykonavaiju riedenie a denaturaciu.

Spotrebny material

* Produkt HP3 (2N NaOH) alebo 0,2N NaOH ak je pripraveny v ten isty dern — mieSajte vo vortexe a potom
kratko odstredujte.

* NB (Neutralization Buffer) — Mie$ajte vo vortexe a potom kratko odstredujte.
* RSB (Resuspension Buffer) — MieSajte vo vortexe alebo prevracajte.
* Skumavky do mikroodstredivky (1 na pripravu reagencii a 1 pre kazdu planovanu skupinu kniznic)

* NovaSeq 6000Dx Library Tube (PN 20062290 alebo PN 20062291) (1 skiimavka pre kazdu planovanu
skupinu kniznic)
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Priprava

1. ZmieSajte nasledovné objemy v skimavke do mikroodstredivky na pripravu produktu 0,2N NaOH. Oznadte
skumavku 0,2N NaOH. Ak bol poc¢as pripravy kniznice pripraveny dalSie produkt 0,2N NaOH a protokol sa
vykona v ten isty den, tento krok preskocte.

Aby sa zabranilo malym chybam pipetovania, pripravi sa objem navySe.

Obj kazdy prietokovy Obj kazdy prietokovy
Reagencia : 'jem pre kazdy prietokovy : ’jem pre kazdy prietokovy
¢lanok S2 (pl) ¢lanok S4 (ul)
HP3 5 10
RSB 45 90

2. Virte a potom kratko odstredte.

Postup

1. Ak bola platni¢ka FLP uskladnena zmrazena, pripravte ju nasledujucim spésobom. V opaénom pripade
prejdite na krok 2.
Platnic¢ka FLP:

a.
b
c.
d
e

Rozmrazujte priizbovej teplote 30 minut.

Odstredujte pri ota¢kach 1000 x g po dobu 1 minuty.

Odstrarnite tesnenie z FLP.

Pomocou viackanalovej pipety nastavenej na 30 pl pipetou premieSajte kazdu vzorku 5- az 10-krat.

Utesnite a odstredujte pri ota¢kach 1000 x g po dobu 1 minuty.

2. Vyberte jednu z nasledujucich moznosti na zdruzenie, denaturaciu a riedenie kniznic pre kazdu supravu 6
alebo 16 vzoriek planovanych na sekvenovanie.
MozZnost 1 Sekvenovanie 6 kniznic v prietokovom &lanku S2.

a.

- o a o

> @

Pre kazdu skupinu kniznic oznadte novu skimavku do mikroodstredivky nazvom skupiny, napriklad
zdruzené kniznice (PL) 1, 2, 3 atd.

Odstrarite tesnenie a preneste 25 ul kazdej kniznice DNA s Ciarovym kédom z danej supravy indexov S2
z platni¢ky FLP do skumavky PL pre kazdy prislusny planovany chod podla skupin sekvenovania
planovanych pocas kroku Plénovanie davky a vytvorenie chodu na strane 15. Skombinujte napriklad
kniZnice pripravené pomocou supravy indexov S2 1 do skimavky PL.

Na platni¢ku FLP umiestnite adhezivne tesnenie platnicky a vratte platni¢ku na miesto uskladnenia.
Do kazdej skiimavky PL pridajte 37 pl produktu 0,2N NaOH.

Kazdu skumavku PL premieSajte vo vortexe. Kratko odstredte.

Inkubujte kazdu skimavku PL priizbovej teplote 8 minut.

Do kazdej skiimavky PL pridajte 38 ul produktu NB.

Kazdu skumavku PL premieSajte vo vortexe. Kratko odstredte.

Preneste 225 ul denaturovanej, zriedenej kniZznice do Cistej skimavky kniznice NovaSeq 6000Dx.
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/N UPOZORNENIE

Ak bolo vopred Specifikované, na identifikaciu a priradenie planovaného chodu sa pouzije ID
skumavky kniznice NovaSeq 6000Dx. Uistite sa, zZe ID skimavky kniZnice, do ktorej sa skupina
prenesie, je rovnaké ako ID skiumavky kniZnice, ktoré bolo uvedené v ¢asti Create Run (Vytvorenie
chodu), inak moze déjst k nespravnemu priradeniu vysledkov vzorky. Ak je v naplanovanom
chode Specifikované ID skiumavky kniznice, skontrolujte, ¢i sa pouziva spravna skiumavka. Ak ste
to eSte nespecifikovali, zaznamenajte ID pouzitej skimavky kniznice a revidujte planovany chod.
V opacnom pripade bude pri nac¢itavani pristroja potrebné pomocou ndzvu chodu vybrat prislusny
planovany chod (chody) manualne.

MoZnost 2 Sekvenovanie 16 kniznic v prietokovom ¢lanku S4.

a.

- o a o

> @

—

Oznacte novu skumavku do mikroodstredivky nazvom skupiny, napriklad zdruzené kniznice (PL) 1, 2, 3
atd.

Odstrante tesnenie a preneste 18 ul kazdej kniZznice DNA z platni¢ky FLP do skimavky PL podla skupin
sekvenovania planovanych pocas kroku Planovanie davky a vytvorenie chodu na strane 15. Skombinujte
napriklad kniZnice so supravou indexov S2 1 do skimavky PL.

Na platni¢ku FLP umiestnite adhezivne tesnenie platnicky a vratte platni¢ku na miesto uskladnenia.
Do skumavky PL pridajte 22 pl produktu RSB.

Do skumavky PL pridajte 77 pl produktu 0,2N NaOH.

Obsah skimavky PL premieSajte vo vortexe. Kratko odstredte.

Inkubujte skimavku PL priizbovej teplote 8 minut.

Do skumavky PL pridajte 78 ul pufra NB.

Obsah skimavky PL premieSajte vo vortexe. Kratko odstredte.

Preneste 465 pl denaturovanej, zriedenej kniznice do ¢istej skimavky kniZznice NovaSeq 6000Dx.

/N UPOZORNENIE

Ak bolo vopred Specifikované, na identifikaciu a priradenie planovaného chodu sa pouzije ID
skumavky kniznice NovaSeq 6000Dx. Uistite sa, Ze ID skimavky kniZnice, do ktorej sa skupina
prenesie, je rovnakeé ako ID skumavky kniznice, ktoré bolo uvedené v ¢asti Create Run (Vytvorenie
chodu), inak moze dojst k nespravnemu priradeniu vysledkov vzorky. Ak je v naplanovanom
chode Specifikované ID skiumavky kniznice, skontrolujte, ¢i sa pouziva spravna skiumavka. Ak ste
to eSte nespecifikovali, zaznamenajte ID pouzitej skiimavky kniznice a revidujte pldnovany chod.
V opacnom pripade bude pri nac¢itavani pristroja potrebné pomocou ndzvu chodu vybrat prislusny
pldnovany chod (chody) manudlne.

3. Ak planujete spustit chod v ten isty den, prejdite priamo na sekvenovanie.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Pri zastaveni uzavrite skiimavku kniznice NovaSeq 6000Dx a uchovavajte pri teplote -25 °C az -15 °C az 30 dni.
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Priprava na sekvenovanie

1.

Postupujte podla pokynov na pripravu uvedenych v dokumente Produktova dokumentdcia k NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument ¢. 200010105) pre spotrebny material v siprave planovanejna
sekvenovanie.

Ak bola skiumavka kniznice NovaSeq 6000Dx obsahujliica zoskupenu kniznicu uskladnend zmrazen3,

pripravte ju nasledovne. Ak budete pokracovat priamo z predchadzajucej ¢asti, prejdite na krok 3.

a. Rozmrazujte priizbovej teplote 30 minut.

b. Odstrante uzaver a opatrne pipetujte zmes patkrat pomocou pipety P1000 nastavenej na 300 pl pre
skupinu kniznic prietokovych ¢lankov S4 alebo pipety P200 nastavenej na 145 pl pre skupinu kniznic
prietokovych ¢lankov S2.

c. Uzavrite skimavku kniznice NovaSeq 6000Dx a ru¢ne straste vSetky kvapd&ky na dno. NemiesSajte
pomocou vortexu ani neodstredujte.

Vlozte spotrebny material. Podrobnosti najdete v dokumente Produktovd dokumentéacia k NovaSeq 6000Dx
Instrument (dokument &. 200010105).

Interpretacia vysledkov

Analyza TruSight Whole Genome je navrhnuta tak, aby sekvenovala cely ludsky gendm. Varianty sa uvadzaju
pre vzorky, ktoré prejdu analytickymi kontrolami kvality (QC) na pouzitie s naslednymi zarodo&nymi aplikaciami
terciarnej analyzy.

Vysledok sekvenovania, FASTQ alebo kvality vzorky sa povazuje za platny iba vtedy, ak metrika kvality
spifa alebo prekraduje stanovenu $pecifikaciu. Ak je metrika kvality pod definovanou $pecifikaciou, vykon
sa bude hlasit ako FAIL (ZLYHANIE) a vzorka sa musi zopakovat. Informacie o $pecifikacidch metriky kvality
pouzitych na uréenie platnosti vzorky najdete v ¢asti Kontroly kvality na strane 32.

Ocakava sa, ze vzorky, ktoré prejdu vSetkymi prahovymi hodnotami kvality, poskytnu vykon stanovenia
variantu opisany v $tudii presnosti (pozrite si ¢ast Spravnostna strane 42).

Malé varianty su oznacené vysokou, strednou alebo nizkou spolahlivostou na zaklade o¢akavaného vykonu
kazdého typu variantu (pozrite si Cast Stanovenie urovne spolahlivosti malych variantov na strane 38

Interpretaciu vSetkych informacii o variante musi laboratérium overit pomocou poskytnutych vystupnych
suborov analyzy. Popis informacii poskytnutych vo vystupnych siboroch najdete v dokumente TruSight
Whole Genome Analysis Application Guide (dokument ¢. 200049931).

Kontroly kvality

Chod sekvenovania a platnost vzoriek sa uréuju automaticky pomocou analytickych kontrol a su hlasené
softvérom TruSight Whole Genome Analysis Application (dalSie podrobnosti o metrickych Specifikaciach
kontroly kvality najdete v ¢asti Tabulka 8). Analyza TruSight Whole Genome nevyzaduje pouZitie externych
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pozitivnych kontrol.

* Vysledky kontroly kvality sa uvadzaju v konsolidovanej sprave, pre vSetky vzorky v chode a v jednotlivych
spravach kontroly kvality vzoriek. Spravy softvér uklada do priec¢inka analyzy. Umiestnenie priecinka
analyzy a prieCinka chodu najdete v dokumente TruSight Whole Genome Analysis Application Guide
(dokument &.200049931).

* Zlyhanie $pecifikacie kontroly kvality chodu sekvenovania zrusi platnost chodu sekvenovania a zastavi
dalSiu analyzu.

* Zlyhanie akejkolvek Specifikacie vzorky FASTQ alebo kniznice zneplatni kniznicu vzoriek a zabrani
vytvoreniu suvisiacich suborov CRAM alebo VCF.

*  MObzu byt potrebné dalsie kroky kontroly kvality v stlade s miestnymi, Statnymi a federalnymi nariadeniami
alebo regula¢nymi poziadavkami.

Dalsie informéacie o opakovani chodov sekvenovania alebo pripravy kniznic najdete v &asti Riesenie problémov
na strane 71.

Tabulka 8 TruSight Whole Genome Popisy metrickych parametrov kontroly kvality

Metrika Specifikacia  Popis
Kontrola Celkové% = Q30 =85 Meranie kvality bazy na urovni chodu. Je
kvality chodu nastavena minimalna Specifikacia, pretoze prilis
sekvenovania nizke mnozstvo chodov%Q30 nesplni bazy Q30
pri kontrole kvality kniznice vzoriek.
Kontrola Vytazok na = 90 000 000 Minimdlna hodnota je nastavena na ekvivalent
kvality FASTQ  vzorku (bps) 000 ~26-nasobného priemerného autozomalneho

pokrytia na triedenie vzoriek, ktoré neprejdu
kontrolou kvality kniznice, aby sa skratil Cas
analyzy.
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Kontrola
kvality
kniznice
vzoriek

Metrika

Priemerné
autozomalne
pokrytie

Percento
autozémov

s viac nez 20X
pokrytim

Normalizované
pokrytie pri 60
az79% GC
skupinach

Normalizované
pokrytie pri 20
az 39% GC
skupindch

Priemerné
mitochondrialne
pokrytie
Percento baz
Q30

Odhadované
kontaminacia
vzorky

Specifikacia

=35

> 93,94

0,82=x=
1,13

0,97 =x=
1,06

2 500

illumina

Popis

Priemerné pokrytie autozémov. Na zabezpecenie
analytickej vykonnosti je nastavena minimalna
Specifikacia.

Meranie rovhomernosti pokrytia, ktoré zistuje
problémy, ktoré nemusia nevyhnutne suvisiet so
skreslenim GC. Na zabezpecenie analytickej
vykonnosti je nastavena minimalna Specifikacia.

Meranie rovhomernosti pokrytia, ktoré deteguje
skreslenie GC, konkrétne stratu pokrytia v
oblastiach gendmu so zloZzenim bdz s vy$§im%GC
a nizSim%AT. Na zabezpeclenie analytickej
vykonnosti sU nastavené minimalne a maximalne
Specifikacie.

Meranie rovhomernosti pokrytia, ktoré deteguje
skreslenie GC, konkrétne stratu pokrytia v
oblastiach gendmu so zloZzenim baz s niz§im%GC
a vy$Sim%AT. Na zabezpecenie analytickej
vykonnosti sU nastavené minimalne a maximalne
Specifikacie.

Pokrytie mitochondridlneho chromozému. Je
stanovend minimalna Specifikacia na zaistenie
limitu detekcie mitochondrialneho SNV.

Meranie kvality bazy. Na zabezpecenie analytickej
vykonnosti je nastavena minimalna Specifikacia.

Deteguje kontaminujuce Citania z inych vzoriek.
Je uréend maximalna Specifikacia na zaistenie
limitu detekcie mitochondridlneho SNV (typ
variantu s najvyssou citlivostou na kontaminaciu).

Vykonnostné charakteristiky

Nasledujuce valida¢né studie boli vykonané s pouzitim pracovného postupu TruSight Whole Genome
uvedeného v ¢asti Navod na pouZitie na strane 15 a boli navrhnuté tak, aby zabezpedili robustnost analyzy voci
beznym zdrojom variacie a poskytli odporuc¢ania pre konzistentny vykon. Tieto $tudie pouzili analytické
Specifikacie metriky kontroly kvality uvedené v €asti Tabulka 8 ako referenény parameter pre Uspesnu
vykonnost analyzy a ako predpoklad pre stanovenie analytickej U¢innosti stanovenia variantu.
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Krizova kontaminacia

Studia krizovej kontamindcie hodnotila nespravnu detekciu &itania indexov v ddsledku kontaminacie medzi
jamkami pocas pripravy kniznice vzoriek a kontaminacie medzi jednotlivymi chodmi medzi po sebe
nasledujucimi chodmi sekvenovania. Na vyhodnotenie krizovej kontaminacie sa pouzilo 24 vzoriek krvi. Dvaja
operatori pripravili celkovo 24 kniznic pomocou suborov indexov 1-4 s konfiguraciou S2 a zdruzené kniznice
boli sekvenované v poradi podla supravy indexu na jednom pristroji NovaSeq 6000Dx Instrument. Dvaja
operatori pripravili 16 kniznic pouzitim suprav indexov 1a 2 s konfiguraciou S4 v dvoch replikatoch a zdruzené
kniznice so striedavymi supravami indexov boli sekvenované na tom istom pristroji NovaSeq 6000Dx.

Na vyhodnotenie kriZzovej kontamindcie sa porovnali spravne ¢itania indexov s ¢itaniami indexov zo susednych
jamiek pre kontaminaciu medzi jamkami a predchadzajucim chodom sekvenovania pre kontaminaciu medzi
jednotlivymi chodmi. Mnozstvo kontamindcie medzi jednotlivymi chodmi bolo = 0,003178% pre chody S2 a <
0,002487% pre chody S4. Na vyhodnotenie kontaminacie medzi vzorkami sa pouzila metrika kontroly kvality
kniznice vzoriek pre odhadovanu kontamindciu vzorky. MnoZstvo kontamindcie medzi vzorkami bolo 0,001, ¢o
je najnizsia hodnota hlasena analytickym softvérom. Tieto vysledky naznacuju, Ze existuje nizke riziko
kontamindcie v rdmci pracovnych postupov pripravy kniZnice a sekvenovania.

Stabilita po€as pouzivania a v prechodnych krokoch

Reagencie na pripravu kniznice boli vyhodnotené z hladiska stability poas pouzivania sUpravy vratane
viacerych udalosti zmrazenia a rozmrazenia a stability otvorenej skimavky.

Pri testovani cyklu zmrazenia a rozmrazenia boli zmrazené komponenty vystavené piatim udalostiam zmrazenia
a rozmrazenia na podporu jednej udalosti pri vybalovani a Styrom udalostiam pri pouziti slpravy. Pre stabilitu
pocas pouzivania bol objem potrebny na pripravu Siestich kniZnic vzoriek odstraneny pri kazdom z troch cyklov
zmrazenia a rozmrazenia na simuldaciu vyCerpania objemu pocas pouzivania a komponenty boli ulozené dalSich
31 dni pred testovanim. Po testovani pomocou gDNA extrahovanej od Siestich darcov krvi presli vSetky Udaje
metrikou analytickej kontroly analyzy. Tieto vysledky naznacuju, ze zmrazené reagencie na pripravu kniznice
mozno pouzit so Styrmi cyklami zmrazenia a rozmrazenia a 30-dfiovou stabilitou po¢as pouZivania.

Pre jednotlivé kniznice a zdruZzené a denaturované kniznice bola hodnotena stabilita v prechodnych krokoch.
VSetky udaje presli metrikou analytickej kontroly analyzy, ktora naznacuje az 14-driovu stabilitu jednotlivych
kniznic a az 30-driovu stabilitu zdruzenych a denaturovanych kniznic pri skladovani v zmrazenom stave (-25 °C
az -15 °C), ako je opisané v bezpecénych bodoch zastavenia.

Odber a uskladnenie vzoriek krvi

Kompatibilita skimaviek na odber krvi a skladovanie vzoriek sa skiumala pomocou Styroch darcov a krvi
odobratej do skiimaviek na odber EDTA od troch réznych dodavatelov. Z kazdej bola extrahovand gendmova
DNA (gDNA) pri prichode pre ¢as nula a potom znova po uskladneni krvi po dobu 16, 33 a 43 dni skladovania pri
teplote 2 °C az 8 °C. Extrahovana gDNA bola ulozena zmrazena (-25 °C az -15 °C) v elution buffer (10 mM Tris-
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Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9,0) a potom kvantifikovana a pouzita na pripravu a sekvenovanie kniznice. V8etky tdaje
presli metrikou analytickej kontroly analyzy, ktora indikuje kompatibilitu analyzy s tromi r6znymi skimavkami na
odber krvi EDTA a krvou ulozenou do piatich tyzdnov pri teplote 2 °C az 8 °C.

Hodnotenie metody extrakcie DNA

Z hladiska vykonu analyzy sa hodnotili tri komeréne dostupné extrakéné supravy. Dve sUpravy pouzili
magnetické gul'd¢ky, jednu s pevnou fazou a vdazbou na baze celuldzy a jednu bez, a jedna sUprava pouzila
metddu gistenia nukleovych kyselin na béaze silikovej membrany pomocou odstredovacich stipcov (Tabulka 9).

Hodnotenie vykonali dvaja operatori s jednou Sarzou extrak&nych reagencii na kazdu metddu a plnou krvou
odobratou do skiimaviek EDTA od $tyroch predpokladane zdravych darcov. Kazda vzorka krvi bola
extrahovana Styrikrat samostatne podla pokynov vyrobcu pocas dni, ktoré nenasledovali za sebou, aby sa
ziskalo 16 celkovych pozorovani na kazdu supravu. Extrahovana gDNA sa pouzila na pripravu kniznic na
sekvenovanie a analyzu.

VSetky pozorovania (16/16) pre kazdu metddu extrakcie presli metrikou analytickej kontroly analyzy. Vykon
analyzy nebol ovplyvneny vyberom metdédy extrakcie vzorky gDNA. Stldie analytickej presnosti a
reprodukovatelnosti pouzili gDNA extrahovanu pomocou supravy 3 (izolacia pomocou silikového filtraéného
stipca s odstredovacimi stipcami).

Tabulka 9 Metddy extrakcie testované na vykon analyzy TruSight Whole Genome

Suprava Metdda extrakcie

1 Extrakcia magnetickych gul6¢ok s reverzibilnou imobilizaciou pevnej fazy (SPRI)
2 Magneticka extrakcia gulé&ok s mobilnou pevnou fazou a vdzbou na baze celulézy
3 Izoldcia pomocou silikového filtradného stipca s odstredovacimi stipcami

Citlivost vstupu DNA

MnoZstvo vstupu gDNA odporucané na testovanie jednej vzorky je 280 ng alebo 350 ng v zavislosti od metdd
kvantifikacie DNA uvedenych v ¢asti Odportcania pre vstup DNA na strane 10

Na stanovenie vykonu v celom rozsahu vstupnych koncentracii gDNA sa mnozstvo DNA pouZitej v analyze
testovalo na urovniach v rozsahu £28,6% odporuc¢aného vstupu. Vysledky preukazali, Ze -25% odporuc¢aného
vstupu gDNA je spodnym limitom pre analyzu. Analyza funguje spravne so vstupom gDNA aZz do +28,6%
odporucaného vstupu.

Charakterizacia troch odliSnych metdd kvantifikacie preukazala, ze r6zne metddy maju rozne Urovne variability
amdzu viest k odliSnym vysledkom. Ak pouzivate ind metddu ako metddu uvedenu v ¢asti Odportcania pre
vstup DNA na strane 10, bude moZno potrebné optimalizovat vstup cielovej gDNA. Odporuca sa, aby sa gDNA
pre vzorky ur¢ené pre konkrétnu $arzu na pripravu kniznice a chod sekvenovania kvantifikovali spolo¢ne, aby
sa eliminovala variabilita medzi davkami, ak je to mozné, alebo aby sa pouzili kontroly procesu na zabezpedenie
< 25% variability kvantifikdcie gDNA medzi davkami.
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Interferujuce latky

Této studia hodnotila vykonnost endogénnych aj exogénnych Iatok spojenych s ludskou krvou a skimavkami
na odber krvi. Na vyhodnotenie bol vybrany bilirubin, hemoglobin a triglyceridy na simulaciu ikterickych,
hemolyzovanych a lipemickych vzoriek. Biotin a EDTA boli vybrané na vyhodnotenie z ddvodu pritomnosti v krvi
a skumavkach na odber krvi (BCT) a pre potencialny vplyv na chemicku analyzu. Latky boli do vzoriek krvi darcu
pridané pred extrakciou bud' priamo alebo po rozpusteni v rozpustadle. Testovana koncentracia a podrobnosti
o pridani kazdej latky su uvedené v nasledujucej tabulke.

Tabulka 10 Interferujlce latky testované pre Gc¢innost analyzy TruSight Whole Genome

i Testovana Rozpustadlo pouzivané v roztoku , . . .

Latka , . R . % latky pridanej do krvi
koncentracia pridanej latky

Bilirubin 40 mg/dI (0,4 DMSO 4%

(nekonjugovany) mg/ml)’

Hemoglobin 1000 mg/dl (10 Nevztahuje sa - rozpustené v krvi Nevztahuje sa -
mg/ml)’ rozpustené v krvi

Triglyceridy 1500 mg/dl (15 100% etanol 4%
mg/ml)’

Biotin 0,00351mg/ml>  Voda 4%

EDTA 5,4 mg/ml® Voda 3%

T Koncentracie boli zvolené ako najvyssie pozorované koncentracie podla,Dopinkovych tabuliek pre testovanie
interferencie v klinickej chémii, CLSI EP37-ED1:2018".

2 Koncentracia bola vybrand ako trojndsobok ,najvyssej koncentracie lieku pri lieCbe" uvedenej v ,,Dopinkovych tabulkach
pre testovanie interferencie v klinickej chémii, CLSI EP37-ED1:2018".

3 Koncentracia bola vybrana na zaklade koncentracie EDTA, ktora sa liSi v skimavkach na odber krvi v rozsahu do 1,8
mg/ml, a na simulaciu udalosti kratkeho plnenia pri odbere krvi 33% nominalneho objemu BCT, ¢o vedie k 3-ndsobne vys$sej
koncentracii EDTA v krvi zodpovedajucej 5,4 mg/ml.

Pri testovani sa pouzila krv od Styroch darcov. Pre kazdu interferujicu latku bola alikvotna ¢ast pinej krvi od
kazdého darcu obohatend o interferujucu latku a potom rozdelena medzi Styri replikaty extrakcie gDNA.
Kontrolna vzorka bola spracovana podobne bez pridania latok. Sparované podmienky testov a kontrol sa
spracovali pre kazdého darcu v rdmci tej istej extrakénej udalosti a extrahovana gDNA sa potom spracovala v
rémci jednej udalosti pripravy kniznice a sekvenovania. Neexistoval Ziadny vplyv na vykonnost analyzy a ziadny
dokaz o interferencii v reakcii na ziadnu z testovanych latok.

Ekvivalencia indexacie vzorky

Analyza TruSight Whole Genome poskytuje na vyber zo $tyroch 6-ndsobnych suprav indexov pre chody S2
alebo dvoch 16-nasobnych suprav indexov pre konfiguracie chodov sekvenovania S4. Preukazalo sa, ze
analyza poskytuje ekvivalentny vykon, ked' su kniznice sekvenované v konfiguracidch chodov sekvenovania
NovaSeq 6000Dx S2 alebo S4. Okrem toho sa preukazalo, Ze konfiguracie chodov S2 aj S4 dosahuju > 95%
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kniznic vzoriek s minimaine 35,0-ndsobnym pokrytim pri testovani pomocou predpisanych suprav indexov.
Preto je mozné zamenitelne pouzit rozne stpravy indexov a zdruzovanie pouzité na sekvenovanie na
prietokovych ¢ldnkoch S2 a S4, aby sa zabezpecila Skalovatelnost na prispésobenie sa vykyvom kapacity
vzoriek a flexibilitu v laboratérnych procesoch.

Analyticka vykonnost

Pociato¢né charakterizacné studie boli vykonané na stanovenie prahovych hodnét Urovne spolahlivosti pre
malé varianty, limitu blanku/limitu detekcie pre mitochondridlne SNV a prahovych hodnbt velkosti pre presnu
detekciu expanzii STR pri pouziti pracovného postupu TruSight Whole Genome. Vzorky reprezentujlice
variantné triedy vyhodnotené pomocou analyzy TruSight Whole Genome boli zahrnuté do hodnotenia
analytickej presnosti a opakovatelnosti vratane presnosti v rdmci laboratéria a externej reprodukovatelnosti.
Analyticky vykon sa uvadza pre chody sekvenovania a vzorky, ktoré presli vSetkymi kontrolami kvality, s
vynimkou vykonstruovanych zmiesSanych vzoriek pouzitych na vyhodnotenie mitochondridalnych SNV na alebo v
blizkosti limitu detekcie, pri ktorej zlyhala metrika kontaminacie. Vysledky kazdej z tychto $tudii st opisané v
Castiach nizSie.

Studie podiatoénej charakterizacie
Stanovenie Urovne spolahlivosti malych variantov

V tejto studii bol model logistickej regresie trénovany na vysoko reprodukovatelnych a nedostato¢ne
reprodukovatelnych lokalit variantov z 96 replikatov NA12878 na definovanie prahovych hodnét pre vysoké,
stredné a nizke Urovne spolahlivosti.

Zaklady vysokej spolahlivosti pre dany typ variantu su tie, v ktorych predpovedana reprodukovatelnost v ramci
laboratdria spifia alebo prekracuje 99% pre danu prahovi hodnotu skére a percento non-N baz, ktoré spifiaju
dané kritérium, presahuje 30%. Ak typ malého variantu nemé prahovu hodnotu skére, ktora spifia tieto kritéria,
tento typ variantu nebude mat vysoku Uroven spolahlivosti. Bazy so strednou spolahlivostou su tie, v ktorych
predpovedana reprodukovatelnost v rémci laboratéria spifia alebo prekraéuje 95% pre danu prahovid hodnotu
skore a typ variantu. Bazy s nizkou spolahlivostou su tie, v ktorych predpovedand reprodukovatelnost v ramci
laboratéria nespifia 95% pre danu prahovi hodnotu skére a typ variantu. Stanovenia variantu pre urdity typ
variantu s vysokou alebo strednou Uroviiou spolahlivosti zahffaju vaésinu%non-N baz (t. . s vylu¢enim
medzier) (pozrite si tabulku 6) a vykazuju vysoky vykon pri hodnoteni na zéklade pravdivych suprav malych
variantov a pri rozsiahlom hodnoteni presnosti replikatov NA12878 v ramci laboratéria.

Typ variantu Uroveii spolahlivosti %non-N bazy
SNV Vysoka 89,14%
Stredna 3,30%
Nizka 7,56%
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Typ variantu Uroven spolahlivosti %non-N bazy
Kratke delécie (1-5 bp) Vysoka 90,88%
Stredna 2,45%
Nizka 6,67%
Stredné delécie (6 - 15 bp) Stredna 86,94%
Nizka 13,06%
DIhé delécie (= 16 bp) Stredna 85,42%
Nizka 14,58%
Kratke inzercie (1-5 bp) Vysoka 88,94%
Stredna 4.61%
Nizka 6,45%
Stredné inzercie (6 — 15 bp) Stredna 89,37%
Nizka 10,63%
DIhé inzercie (= 16 bp) Stredna 48,92%
Nizka 50,63%

Ur&enie limitu blanku pre mitochondridlne SNV/limitu detekcie

Pre mitochondridlne SNV sa vykonali $tudie limitov blanku (LoB) a limitov detekcie (LoD). Pre $tudiu
mitochondridlneho SNV bol LoB hodnoteny pomocou miest, o ktorych je zname, Ze nemaju Ziadny variant (t. j.
referenéné stanovenie). LoD je definovany ako frekvencia variantnej alely SNV pre mtDNA, pre ktoru je pomer
detekcie tohto variantu 95%.

Na stanovenie LoB a LoD na detekciu heteroplazmatickych mtSNV boli dékladne charakterizované vzorky
gDNA od dvoch réznych darcov krvi zmieSané v titra¢nej $tudii na pat drovni riedenia s 20 replikadtmi na kazdu
Uroven riedenia. Urovne riedenia boli navrhnuté tak, aby sa zamerali na percenta variantov mtSNV (1,2 -6%
VAF), ¢im sa napodobnili rézne Urovne mitochondrialnej heteroplazmy. ZmieSané vzorky gDNA boli spracované
a Citania boli prevzorkované nadol, aby sa dosiahlo 500-nasobné priemerné mitochondridlne pokrytie. Celkovo
bolo pri naslednom hodnoteni pouzitych 42 vykonstruovanych ,heteroplazmatickych” miest. Regresna analyza
sa pouzila na odhad pozadovanych pomerov mieSania na cielové 1x LoD a 2x LoD pre podskupinu mtSNV.

Polohy, v ktorych gDNA z oboch vzoriek krvi maju genotypy referenénej alely, sa hodnotili pre stanovenia
mtSNV, ktoré presli filtrom s nereferenénou alelou. Miera faloSne pozitivnej odpovede bola vypocitana ako 0,8%
v stlade s predpokladom nulovej hodnoty LoB podla dokumentu ,Hodnotenie schopnosti detekcie pre postupy
klinického laboratérneho merania, CLSI EP17-A2-ED1:2012". Kazda zo 42 pozicii bola analyzovana nezavisle
pomocou regresnej analyzy Probit. Hodnota LoD bola definovana ako o¢akavana hodnota VAF zodpovedajlca
detekénej miere 95% (C95). Celkova vykazovana hodnota LoD, definovana ako 95. percentil hodnét LoD z
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pravdivych miest, bola 4,75% VAF. Priemer distribucie absoldtnych rozdielov medzi pozorovanym a
oCakavanym VAF pre vSetky pozorovania bol vypocitany na 0,83% s hornym limitom spolahlivosti 95% 0,86%
VAF.

Stanovenie prahovej hodnoty expanzie STR

Z ddvodu technickych obmedzeni rozsahu STR, ktoré presahuiju dizku ¢itania sekvenovania (~135 bp), bude
dizka STR pozorovand v analyze TruSight Whole Genome ¢asto podhodnotenim skuto&nej dizky. Ked skutoéna
dizka STR prekro&i medidnovu dizku fragmentu (~330 bp), odhadovana dizka STR sa ustali. Z tohto dévodu
analyza TruSight Whole Genome hodnoti cieleny subor miest, pre ktoré moze analyza presne diskriminovat
STR, s pozorovanymi dizkami v rdmci normalnej variacie od tych s dizkou vaés$ou, ako sa pozorovalo u
predpokladane zdravej populécie (,expandovanej”) (zoznam miest hodnotenych analyzou TruSight Whole
Genome najdete v Casti Tabulka 2).

S cielom zabezpecit suhrnnu negativnu percentudlnu zhodu (NPA) 95% na vSetkych miestach STR
hodnotenych analyzou TruSight Whole Genome boli prahové hodnoty na miestach na stanovenie
expandovaného STR na danom mieste nastavené tak, aby sa dosiahlo priemerne 99,94% NPA na kazdom
mieste. Aby sa zohladnila inherentna variabilita odhadov velkosti STR v ramci predpokladane zdravych
populdcii, prahové hodnoty boli stanovené na zaklade distribuicie nezavisle pozorovanych dizok STR v stbore
predpokladane zdravych udajov 1000 Genomes Project (2 504 vzoriek z rdznych populacii spracovanych
pomocou produktu DRAGEN 3,7,5 a nastroja ExpansionHunter 4.0.2).4

Na potvrdenie prahovych hodnét stanovenych pomocou suboru tdajov 1000 Genomes Project sa pomocou
TruSight Whole Genome spracovala gDNA zo 16 referenénych vzoriek bunkovej linie (program Genetic Testing
Reference Material (Get-RM) Centra pre sledovanie choréb) s réznymi nezavisle odhadnutymi velkostami STR.
Pripravilo sa 10 replikatov kniZnice pre kazdu zo 16 vzoriek a testovalo ich Sest operatorov pre celkovo 960
pozorovani a velkosti STR boli nezavisle odhadnuté pre kazdy replikat. Pozorovana miera falo$ne pozitivnej
urovne vzorky vo vSetkych cielovych miestach bola 0,35%.

Limit detekcie (LoD) bol odhadnuty pre 28 cielovych miest STR s testovanymi bunkovymi liniami na zaklade
velkosti alel pozorovanych pomocou analyzy TruSight Whole Genome a o¢akavanych velkosti alel na zaklade
predchadzajlcej nezavislej charakterizacie (Tabulka 11). Pre vybrané miesta bol stanoveny limit detekcie pre
viac ako jedno STR na tom istom mieste, celkovo pre 35 STR. LoD je odhadovana velkost, pri ktorej sa zisti
oCakavana expanzia STR pre 95% alel na zaklade modelu Probit s potvrdenymi prahovymi hodnotami na
rozli$enie normalnych a rozsirenych velkosti STR. Udaje na v§etkych miestach so znamymi velkostami alel sa
spojili, aby sa ziskali odhady LoD pre kazdé miesto na zaklade prahovej hodnoty Specifickej pre miesto pre
expandované STR. Dizka opakovania FMR1 bola systematicky podhodnotend v porovnani s inymi STR a na
spravny odhad LoD sa vyzadoval vlastny model.

Potvrdené prahové hodnoty pre rozsirené STR Specifické pre dané miesto, odhadovany o¢akavany a
pozorovany LoD pre cielové miesta a prahova hodnota ochorenia na zdklade dostupnej literatury (len na
ilustracné ucely) cielovych miest STR su uvedené v Casti Tabulka 11. V pripade expanzii STR dlhSich, nez je
prahové hodnota stanovena dizkou &itania a pre ktord nie je mozné priamo pozorovat o¢akdvanu dizku, sa
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pozorovana dizka priblizuje priemernej dizke, ktora by sa pozorovala po¢as niekolkych chodov sekvenovania. V
pripade expanzii STR kratsich ako prahova hodnota stanovena dizkou &itania st o¢akavané a pozorované dizky
rovnaké.

Tabulka 11 Suhrn oCakavanej schopnosti detekcie pre cielové miesta STR analyzy TruSight Whole Genome

Prahova hodnota Odhadovany  Odhadovany Prahova hodnota
Cielové miesto® e)'(pandov.::\ného STR (bp) na ) Lo'D ’ LoD ' och?re’zni'av
zaklade suboru udajov 1000 (o¢akavana (pozorovana (skuto€na dizka,
Genomes Project dizka, bp) dizka, bp) bp)®
AFF2 168 266 221 600°
AR 14 115 115 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 Nevztahuje sa
ATXNB8OS 200 298 233 23778
ATXN8OS_CTA 90 92 92 Nevztahuje sa
C90RF72° 200 298 233 36091
CACNATA 57 57 57 6078
CBL 171 281 227 243°
CNBP 192 308 237 300%™M
CNBP_CA 102 102 102 Nevztahuje sa
CNBP_CAGA 68 80 80 Nevztahuje sa
CSTB 200 298 233 3481213
DIP2B 200 298 233 Nevztahuje sa
DMPK 122 132 142 150™
FMR1 175 433 212 600%15
FXN 102 102 102 198616
FXN_A 200 298 233 Nevztahuje sa
GLS M 115 115 270"
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Prahova hodnota Odhadovany  Odhadovany Prahova hodnota
Cielové miesto? expandovaného STR (bp) na LoD LoD ochorenia
zaklade suboru udajov 1000 (o¢akavana (pozorovana (skutoéna dizka,
Genomes Project dizka, bp) dizka, bp) bp)®
HTT 108 115 115 120%
HTT_CCG 42 42 42 Nevztahuje sa
JPH3 99 101 101 123"°
NIPA1 33 33 33 Nevztahuje sa
NOP56 84 84 84 39002021
NOP56_CGCCTG 24 24 24 Nevztahuje sa
NOTCH2NL 129 175 174 2132223
PABPN1 27 27 27 Nevztahuje sa
PHOX2B 60 60 60 75524
PPP2R2B 87 90 90 19878
TBP 129 175 174 13578

@ Miesta s alternativnymi STR su oznacené ako LOCI_<ALTERNATE_REPEAT> (napr. ATXN7_GCC).

b Prahové hodnoty ochorenia st uvedené len na ilustraéné U&ely na zaklade publikovanej literattry; idaj Nevztahuje sa v

tomto stipci 0zna&uju, e STR nemusi byt spojené s publikovanou patogénnou expanziou.

€100% replikatov NA23378 detegovalo expanziu STR v COORF72, ¢o naznaduje predtym necharakterizovanu expanziu na

tomto mieste v danej vzorke. Tato vzorka bunkovej linie bola z analyzy vylu¢ena.

d Stredné expanzie mozu byt tiez spojené s fenotypom.
Tato Studia preukazala podobné profily preciznosti a presnosti pre odhady velkosti STR v réznych cielovych
miestach, pricom limit detekcie expanzii STR bol do velkej miery spdsobeny vybranou prahovou hodnotou (na
zaklade distribucie velkosti v populacii 1000 Genomes Project) namiesto rozdielov v schopnosti detekcie v
ramci miest. Véetky odhadované hodnoty LoD v o¢akdvanom rozsahu dizky boli va&sie ako dizky pozorované v
predpokladane zdravych populdciach a nizsie ako mnohé publikované prahové hodnoty ochorenia, vdaka ¢omu
boli prislusné prahové hodnoty expanzie STR uzito¢né na oznacenie opakovania na konkrétnom mieste ako
potencidlne expandované. Tu uvedené prahové hodnoty sa pouzili na vyhodnotenie presnosti detekcie
expanzie STR.

Spravnost

Analytickd presnost sa stanovila porovnanim stanoveni variantov pomocou analyzy TruSight Whole Genome s
vysledkami ziskanymi alternativnymi metdédami. Referen¢né metddy boli zvolené na zaklade znaé¢ného rozdielu
v porovnani s analyzou TruSight Whole Genome, ktora pouziva pripravu kniznice viazanu na gul6¢ky Nextera,
2-farbivovu chémiu sekvenovania na pristroji NovaSeq 6000Dx a server DRAGEN 3.9.5 na stanovenie
variantov. Uskutocnil sa reprezentativny pristup k validacii analyzy TruSight Whole Genome so vzorkami
reprezentujlcimi varianty vo vSetkych variantnych triedach zahrnutych do vystupu analyzy. Na vyhodnotenie
presnosti analyzy TruSight Whole Genome sa pouzilo celkovo 459 jedine¢nych vzoriek, ktoré presli analytickou
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kontrolou kvality. Vzorky sa testovali na troch Sarziach reagencii na pripravu kniznice a spotrebného materialu,
Styroch Sarziach suprav na sekvenovanie S4, dsmich operatoroch, piatich pristrojoch NovaSeq 6000Dx
Instrument na dvoch internych pracoviskach. Pripravenych a sekvenovanych bolo 31 nezavislych skupin

kniznic.

Nasledujuca tabulka obsahuje definicie metrik poc¢itanych v Stidiach presnosti.

Vyraz Definicia

Dolna uroven Jednostranny 95% dolny limit spolahlivosti s pouzitim Wilsonovej metddy.
spolahlivosti (LCL)

Negativna Percento negativnych miest definovanych referenénou metddou, ktoré su
percentualna zhoda pomocou analyzy TruSight Whole Genome konkordantne ozna¢ené ako
(NPA)? negativne.

Pozitivna percentudlna Percento variantov stanovenych v referenénej metdde, ktoré su v

zhoda (PPA) konkordantne stanovené pomocou analyzy TruSight Whole Genome.
Technicka pozitivna Percento variantov stanovenych pomocou analyzy TruSight Whole Genome,
prediktivha hodnota ktoré su v konkordantne stanovené pomocou referenénej metédy.
(TPPV)3

TPre presnost detekcie expanzie STR a presnost detekcie alely SMN1, NPA = skuto¢ne negativne / (skuto¢ne negativne +

faloSne pozitivne).
2 Pre presnost detekcie expanzie STR a presnost detekcie alely SMN1, PPA = skuto¢ne pozitivne / (skuto¢ne pozitivne +

faloSne negativne).
3 Pre presnost detekcie expanzie STR a presnost detekcie alely SMN1, TPPV = skuto¢ne pozitivhe / (skuto¢ne pozitivne +

falosne pozitivne).

Presnost malych variantov

Presnost stanovenia malych variantov bola hodnotend pomocou genémovej DNA extrahovanej z periférnej pinej
krvi 195 predpokladane zdravych darcov. Stanovenia variantu pomocou analyzy TruSight Whole Genome sa
porovnali so stanoveniami variantu z klinicky validovaného testu sekvenovania celého gendmu vykonaného v
laboratdriu lllumina Laboratory Services (ILS) CLIA Laboratory ako referenénou metddou. Pracovny postup
sekvenovania celého gendmu tejto referenénej metddy vyuziva pripravu kniznice TruSeq PCR na zaklade ligacie
bez PCR, 4-farbovuivovu chémiu sekvenovania v sekvenénom systéme HiSeq™ a DRAGEN 3.8.4 na stanovenie
variantov. V tejto $tudii neboli charakterizované inzercie a delécie velkosti > 31 bp, pretoze neboli validované v
referenénej metdde.

Suhrn presnosti pre vSetky stanovenia malych variantov uvadza Tabulka 12 a Tabulka 13.
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Tabulka 12 Presnost analyzy Analyza TruSight Whole Genome pre malé varianty stratifikované podla Grovne

spolahlivosti a velkosti (predpokladané zdravé vzorky krvi)

Podtyp
variantu

SNV

Kratka
delécia (1
-5 bp)

Stredna
delécia (6
-15 bp)

DIha
delécia
(16 - 31
bp)

Kratka
inzercia (1
-3 bp)

Stredna
inzercia
(6-15
bp)

Dokument &. 200050132 v00.1

Uroven
spolahlivosti

Vysoka

Stredna

Nizka

Vysoka

Stredna

Nizka

Stredna

Nizka

Stredna

Nizka

Vysoka

Stredna

Nizka

Stredna

Nizka

Konkordantné
stanovenia
referenc¢nej
metddy

261728 580

6 677 589

6 864 840

11978745

2875258

1802 544

858673

145618

344168

54 444

11212 366

1015324

639 663

790 968

76105

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.

Exkluzivne

stanovenia

referencnej
metddy

1573877

421718

3251709

201783

45290

228 582

20079

28 300

14 334

23438

164 651

41890

198 700

18163

24188

Konkordantné

stanovenia

analyzy

261603 149

6 519 811

6 649756

12 246 922

3050170

1966 974

860 493

157 398

336 976

53835

11380 307

988 512

576797

798 572

88 389

Exkluzivne

stanovenia

analyzy

208 639

151128

2151388

67 277

47 593

221449

18 361

41824

31165

47 272

49776

36 051

180 458

17 1M1

35819

PPA (LCL)

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

TPPV
(LCL)

99,9%
(99,9%)

97,7%
(97,7%)

75,6%
(75,5%)

99,5%
(99,5%)

98,5%
(98,5%)

89,9%
(89,8%)

97,9%
(97,9%)

79,0%
(78,9%)

91,5%
(91,5%)

53,2%
(53,0%)

99,6%
(99,6%)

96,5%
(96,5%)

76,2%
(76,1%)

97,9%
(97,9%)

71,2%
(71,0%)
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Konkordantné Exkluzivne Konkordantné Exkluzi
Podtyp Uroveii stanovenia stanovenia onkor a.n ne X uzwn‘e TPPV
. - . . . . stanovenia stanovenia PPA (LCL)
variantu spolahlivosti referencnej referencnej nalvz analvz (LCL)
metddy metody analyzy yay
Dlha Stredna 159 927 3135 159 432 8639 98,1% 94,9%
inzercia (98,0%) (94,8%)
(16-31  Nizka 102 552 22199 103 892 55724 82,2%  651%
bp) (82,0%)  (64,9%)
Tabulka 13 Suhrn TruSight Whole Genome NPA stanoveni malych variantov stratifikovanych podla
urovne spolahlivosti
Uroven Konkordantné negativne Referencna metoda
' iv
S . . 9 Exkluzivne negativne NPA (LCL)
spolahlivosti stanovenia .
stanovenia
Vysoka 202 276 243790 127 465 816 99,9%
(99,9%)
Strednd 3307740675 77 650177 97,7%
(97,7%)
Nizka 3653569580 439038662 89,3%
(89,3%)

Bola vykonana doplnkova $tudia presnosti na vyhodnotenie detekcie malych variantov s komeréne dostupnymi
vzorkami DNA referenénej bunkovej linie (Coriell Institute for Medical Research) s dobre charakterizovanymi
sUpravami stanovenia vygenerovanymi konzorciom Genome in a Bottle (GIAB). Pre tuto $tudiu sa ako
referenéna metdda pouZili sipravy stanovenia GIAB. Pravdiva suprava v tychto vzorkach zahffia inzercie a
delécie vacsie ako 31 bp, takze do tohto hodnotenia boli zahrnuté vacsie inzercie a delécie. Tieto vzorky
zahffiali HG001-005 a NA24695 s vysledkami zobrazenymi suhrnne v ¢asti Tabulka 14.
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Tabulka 14 Presnost analyzy Analyza TruSight Whole Genome pre malé varianty stratifikované podla
urovne spolahlivosti a velkosti (vzorky dobre charakterizovanej bunkovej linie)

Podtyp
variant
u

SNV

Kratka
delécia
(1-5
bp)

Stredna
delécia
(6-15
bp)

DIha
delécia
(=16
bp)

Urovei

spolahlivos

ti

Vysoka

Stredna

Nizka

Vysoka

Stredna

Nizka

Stredna

Nizka

Stredna

Nizka

Konkordantn
é stanovenia
GIAB

21431369

908172

720717

1080 383

423 547

263 828

142 671

86174

34 414

9985
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Exkluzivn
e
stanoveni
a GIAB

2552

1259

59 691

690

788

2624

238

812

315

393

Konkordantn
é stanovenia
analyzy

21439 303

910 058

722180

1090 370

437 019

281217

144 997

91710

34 580

10 212

Exkluzivn

stanoveni
a analyzy

3954

2175

28721

730

606

2088

167

546

55

106

PPA
(LCL)

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

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

TPPV
(LCL)

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

99,8%
(99,
8%)
96,2%
(96,1%)

99,9%
(99,
9%)
99,9%
(99,
9%)
99,3%
(99,
2%)
99,9%
(99,
9%)
99,4%
(99,
4%)
99,8%
(99,
8%)
99,0%
(98,
8%)
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, Exkluzivn Exkluzivn
Podtyp Uroven Konkordantn xduziv Konkordantn xduziv
variant  spolahlivos é stanovenia © é stanovenia © PPA TPPV
.p stanoveni N stanoveni (LCL) (LCL)
u ti GIAB analyzy ,
a GIAB a analyzy
Kratka Vysoka 927 288 221 925787 271 >99,9% >99,9%
inzercia (> (>
(1-5 99,9%) 99,9%)
bp) Stredna 158 346 294 137 081 250 99,8% 99,8%
(99, (99,
8%) 8%)
Nizka 93 857 2402 75687 1427 97,5% 98,1%
(97, (98,1%)
4%)
Stredna Stredna 91117 116 89054 60 99,9% 99,9%
inzercia (99, (99,
(6-15 9%) 9%)
bp) Nizka 37925 745 36 670 406 98,1% 98,9%
(98, (98,
0%) 8%)
DIha Stredna 11 081 46 11110 17 99,6% 99,8%
inzercia (99, (99,
(=16 5%) 8%)
bp) Nizka 14 086 607 14 312 262 95,9% 98,2%
(95, (98,
6%) 0%)

Presnost odchylky po&tu kopii

Presnost stanovenia CNV sa hodnotila pomocou rovnakej referenénej metddy a predpokladanych zdravych
vzoriek od darcov krvi (195), ktoré sa pouzili na vyhodnotenie presnosti stanovenia malych variantov. Kazda
CNV sa povazuje za detegovanu v suprave stanovenia, ak aspon 50% z tejto CNV pokryva spojenie stanoveni
CNV rovnakého typu (PRIRASTOK/STRATA) v prisluénej siiprave stanoveni. Analyza TruSight Whole Genome
definuje subor genomickych oblasti, ktoré su vylu¢ené zo stanovenia CNV na zdklade hodnotenia Udajov o
vzorkach z 1000 gendmov a 77 predpokladanych zdravych darcov krvi pomocou metriky suvisiacej s
odchylkami hibky pokrytia, odchylkami pokrytia a medzerami v pokryti na zistenie oblasti genému, ktoré nie su
hlasitelné pre CNV. Stanovenie CNV sa hodnotilo iba v genomickych oblastiach, ktoré boli spolo¢né pre
referenénud metddu aj pre analyzu TruSight Whole Genome. Suhrn presnosti pre vSetky stanovenia CNV uvadza
Tabulka 15 a Tabulka 16.
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Tabulka 15 Presnost analyzy Analyza TruSight Whole Genome pre CNV stratifikované podla velkosti a
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typu
Exkluzivne i
Konkordantn stanoveni Konkordantn Exkluzivn
i , é stanovenia i . e PPA TPPV
Velkost Typ . . a é stanovenia )
referencnej . B stanoveni (LCL) (LCL)
metéd referen¢n analyzy a analvz
v ej metody s
10-25 PRIRASTO 443 98 342 56 81,89% 85,93%
kbp K (79,01%) (82,8
2%)
STRATA 4162 457 4155 679 90,11% 85,95%
(89,3 (85,11%)
6%)
25-50 PRIRASTO 355 17 370 76 75,21% 82,96%
kbp K (71,81%) (79,8
3%)
STRATA 1587 16 1622 7 99,00% 99,57%
(98,5 (99,21%)
0%)
50 - PRIRASTO 228 0 187 20 >99,9 90,34%
100 K 9% (86,4
kbp (98,8 2%)
3%)
STRATA 723 5 697 6 99,31% 99,15%
(98,6 (98,3
0%) 6%)
=100 PRIRASTO 371 1 335 5 99,73% 98,53%
kbp K (98,8 (97,01%)
0%)
STRATA 541 23 569 1 9592%  99,82%
(94,3 (99,2
2%) 2%)
Celkov  PRIRASTO 1397 216 1234 157 86,61% 88,71%
o K (85,15%) (87,2
(vSetky 4%)
CNV = STRATA 7013 501 7 043 693 93,33% 91,04%
10 kbp) (92,8 (90,4
4%) 9%)
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Tabulka 16 Zhrnutie stanoveni CNV analyzy TruSight Whole Genome NPA

Konkordantné Exkluzivne negativhe  Exkluzivne NPA
Velkost Typ negativne stanovenia stanovenia (LCL)
stanovenia referenénej metddy analyzy
Celkovo PRIRASTOK 548478033220 57013M 6 400 382 >
(vSetky CNV 99,99%
=10 kbp) (>
99,99%)
STRATA 548 591794675 11719913 8543877 >
99,99%
(>
99,99%)

Chody presnosti homozygotnosti

Technicka pozitivna prediktivna hodnota (TPPV) pre stanovenia ROH sa hodnotila pomocou rovnakej
referenc¢nej metddy a predpokladanych zdravych vzoriek od darcov krvi (195), ktoré sa pouzili pri posudzovani
presnosti malych variantov a CNV. Udalosti ROH boli stanovené identifikaciou oblasti v gendme obsahujucich
sekvenciu homozygotnych stanoveni SNV bez heterozygotnych SNV alebo dlhych medzier bez variantov.
Takéto zhodné oblasti boli potom rozsirené dolava a doprava a vyhodnotené pre okolité homozygotné
stanovenia alebo pritomnost heterozygotnych SNV. Udalosti ROH zistené pomocou analyzy TruSight Whole
Genome sa porovnali so stanoveniami SNV z referenc¢nej metdédy. Suhrn TPPV pre stanovenia ROH uvadza
Tabulka 17.

Tabulka 17 Presnost analyzy TruSight Whole Genome pre udalosti ROH stratifikované podla velkosti

Velkost Priemer TPPV TPPV LCL
10 - 25 kbp 81,44% 80,77%
25-50kbp 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%

Pozitivna percentudlna zhoda (PPA) na detekciu ROH sa stanovila na klinickych vzorkach z externych zdrojov
porovnanim stanoveni analyzy TruSight Whole Genome so stanoveniami ROH z ortogonalnych metdd vratane
chromozomalnej mikroanalyzy a hodnotenia zaloZzeného na PCR. Udalost ROH sa povazovala za zistendu, ak
najmenej 50% oblasti hldsenej ako ROH ortogonalnou metddou prekryva spojenie udalosti ROH stanovenych
analyzou TruSight Whole Genome. PPA medzi analyzou Analyza TruSight Whole Genome a ortogonalnymi
metddami bola 34/34 (100%) pre vSetky oc¢akavané udalosti ROH (= 4 Mb).
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Presnost heteroplazmickych mitochondridinych SNV

Presnost stanovenia mtSNV bola hodnotena na 41 predtym uloZzenych klinickych vzorkach ziskanych z
externych pracovisk. Kazda klinicka vzorka obsahovala predtym hlaseny mtSNV na definovanom mieste a s
definovanym stupfiom heteroplazmy na zédklade mtDNA cielenej zndmej analyzy s heteroplazmou (MITOP).
Frekvencie alel odhadnuté pomocou analyzy TruSight Whole Genome boli vysoko korelované s o¢akavanymi
frekvenciami, ako to predpovedala metéda MITOP. Boli zistené vSetky o¢akdvané SNV mtDNA, ¢o viedlo k PPA
100% (41/41).

Obrazok 3 TruSight Whole Genome — pozorované frekvencie alel mitochondridlnych SNV v porovnani s
oc¢akavanymi frekvenciami alel

Frekvencie alel mitochondrialneho
SNV v klinickych vzorkach

il

Frekvencia pozorovanych alel TSWG

Ocakavana frekvencia alel

Dodato¢na Studia presnosti mtSNV sa vykonala s pouzitim rovnakych 195 vzoriek krvi a referen¢nej metédy
opisanej v Studiach presnosti malych variantov a CNV. Negativny referenény subor bol definovany ako
spolahlivé nevariantné stanovenia (filter PASS) a pozitivny referenény subor bol definovany ako stanovenia
mtSNV s frekvenciou alel > 2,5%. Pozicie s filtrom nesplnenia alebo so stanovenim variantu iného ako SNV boli
vyliéené. Suhrn presnosti pre mtSNV uvadza Tabulka 18.
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Tabulka18 TruSight Whole Genome - presnost stanoveni SNV mtDNA

illumina

Konkordantné Exkluzivne 3 Konkordantné Exkluzivne 3 Hodnota
. ., L, Exkluzivne , , Exkluzivne R
Metrika pozitivhe pozitivhe ., negativne negativne , metriky
. . . . . pozitivhe . . . . negativne .
presnosti referencnej referenénej i referencnej referenénej i presnosti
; , analyzy ; , analyzy
metody metody metody metody (LCL)

PPA 6875 0 Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje >99,99%
sa sa sa (99,96%)

TPPV 6875 Nevztahuje 6 Nevztahuje Nevztahuje Nevztahuje 99,91%
sa sa sa (99,83%)

NPA Nevztahuje  Nevztahuje Nevztahuje 3171049 24268 20564 99,24%
sa sa sa (99,23%)

Presnost detekcie expanzie STR

Presnost detekcie expanzie STR bola zalozena na celkovom pocte 160 vzoriek pripravenych extrakciou gDNA
od klinicky postihnutych jedincov s expanziou na Specifickych miestach potvrdenou metédou PCR/Repeat-
Primed (RP)-PCR alebo Southern Blot vykondvanou v laboratérnom prostredi CLIA. Prahové hodnoty stanovené
v Casti Tabulka 11 sa pouZzili na definovanie stavu STR alely na konkrétnom mieste ako normalny (odhadovana
velkost STR mensia alebo rovna prahovej hodnote) alebo expandovany (vy$sia ako prahova hodnota).

Hodnota PPA sa pocitala len s pouzitim klinicky potvrdenych vzoriek, hodnota NPA sa pocitala len s pouZzitim
jednotlivych predpokladanych zdravych vzoriek krvi a hodnota TPPV sa pocitala v oboch skupinach vzoriek. Pre
alely, kde nebola k dispozicii klinicky potvrdend vzorka, sa nepodarilo vypocitat hodnotu PPA. Okrem toho pre
alely, kde nebola k dispozicii klinicky potvrdena vzorka a neboli k dispozicii ziadne faloSne pozitivne stanovenia,
nebolo mozné vypocitat hodnotu TPPV. Hodnota NPA sa vypocitala pre vSetky expanzie STR. Pocet klinickych
vzoriek testovanych pre danu metriku expanzie a presnosti STR uvadza Tabulka 19.

Tabulka 19 TruSight Whole Genome Metrika presnosti pre expanzie STR

Expanzia STR Testované klinické vzorky PPA

AFF2 0 Nevztahuje sa

AR 8 >99,99%

ATN1 4 >99,99%

ATXN1 7 66,67%
ATXN10 0 Nevztahuje sa

ATXN2 5 80,00%

ATXN3 9 >99,99%

ATXN7 2 >99,99%
ATXN7_GCC 0 Nevztahuje sa
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TPPV
Nevztahuje sa
>99,99%
>99,99%
>99,99%
Nevztahuje sa
>99,99%
90,00%
>99,99%

Nevztahuje sa

NPA
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%
>99,99%

99,74%
>99,99%
>99,99%
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Expanzia STR
ATXN8OS
ATXN8OS_CTA
C9ORF72
CACNA1A
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
VSETKY

Hodnotenie celkovej hodnoty PPA detekcie expanzie STR vo vSetkych miestach predstavuje dobru aproximaciu
hodnoty PPA Specifickej pre dané miesto pomocou dostupnych klinickych vzoriek. Hodnotenie hodnoty PPA

Testované klinické vzorky

o ©

O O oOolo o o o o|o o

160

PPA
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

>99,99%

>99,99%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

>99,99%

> 99 9%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

>99,99%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

98,12%

TPPV
0,00%
Nevztahuje sa
>99,99%
83,33%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
0,00%
0,00%
>99,99%
>99,99%
0,00%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
83,33%
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

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%

$pecificky pre miesto FMR1 moze sluzit ako dolnd hranica pre hodnotu PPA miest, ktoré neboli priamo
profilované z dévodu velkého prahu pre abnormalitu velkosti STR.
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Presnost detekcie alel SMN1

Presnost detekcie nepritomnosti C alely v SMN1 (NM_000344.3:¢c.840C) bola hodnotena v 26 klinickych
vzorkach z pripadov s diagnézou spinadlnej svalovej atrofie (SMA) a homozygotnou stratou exénu 7 v SMN1
potvrdenou metddou digitalnej kvapdckovej PCR alebo MLPA. Presnost identifikacie pritomnosti alely SMN1
€.840C sa hodnotila na predpokladanych zdravych jednotlivych vzorkach krvi. Kazdej vzorke bola priradena
jedna Statistickd metrika (skuto¢ne pozitivna (TP), faloSne pozitivna (FP), faloSne negativna (FN) alebo
skuto€ne negativna (TN)) na zaklade detegovanej pritomnosti (negativny stav SSA) alebo nepritomnosti
(pozitivny stav SSA) alely C v polohe ¢.840 génu SMN1 v porovnani s o¢akavanym stavom. Odhady PPA, TPPV
a NPA boli vykonané v ramci pozitivnej aj negativnej stpravy vzoriek (pozrite si ¢ast Tabulka 20).

Tabulka 20 Metrika presnosti na detekciu nepritomnosti alel SMN1 ¢.840C

Metrika Hodnota metriky
, TP FP N FN )
presnosti presnosti
PPA 26 Nevztahuje  Nevztahuje O >99,99%
sa sa
TPPV 26 0 Nevztahuje  Nevztahuje >99,99%
sa sa
NPA Nevztahuje O 195 Nevztahuje >99,99%
sa sa
Opakovatelnost

Presnost v ramci laboratoria

V rdmci laboratédria sa hodnotila presnost pomocou extrahovanej gDNA s r6znymi znamymi variantmi v celom
gendme. Tieto zahrhali mtSNV v blizkosti a vyrazne nad LoD, vzorky obsahujlce alelu SMN1 ¢.840C a vzorky s
opakovanymi expanziami FMR a HTT1 v diZkach v blizkosti a vyrazne nad LoD. Vzorky sa testovali s pouzitim
deviatich jedine€nych podmienok navrhnutych s tromi operatormi, tromi Sarzami ¢inidiel na pripravu kniznic,
tromi Sarzami spotrebného materialu na sekvenovanie a tromi pristrojmi na sekvenovanie.

Kazda vzorka bola spustena duplicitne v tom istom chode na vyhodnotenie variacie v ramci chodov a kazdy
testovaci pripad bol testovany dvakrat pre dva chody na kazdu podmienku pre variaciu medzi jednotlivymi
chodmi. Kazda vzorka bola hodnotend pomocou 36 pozorovani a dizajn poskytol 18 stupriov volnosti na
hodnotenie opakovatelnosti. Zoznam &lenov panelu, typ vzorky a vyhodnotené varianty pre kazdého ¢lena
panelu uvadza Tabulka 21. Vzorky 1-4 a 9 — 12 boli odvodené od muzov aj Zien beloSského, afrického a
azijského pdvodu s cielom poskytnut réznorodu supravu vzoriek.
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Tabulka 21 Zlozenie panelu pouzivaného na Studiu presnosti v ramci laboratoria

Panel C. vzorky Typ vzorky Varianty
A 1 gDNA z Kkrvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1¢.840C
2 gDNA z krvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1¢.840C
3 gDNA z krvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1 ¢.840C
4 gDNA z Kkrvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1 ¢.840C
5 Vykonstruovana zmes gDNA z krvi Mitochondrialne SNV na nizkej urovni LoD
6 Vykonstruovana bunkova STR rozSirené na miestach FMR1 na nizkej
linia NA20241" urovni LoD
7 Vykons§truovana bunkova STR rozsirené na miestach HTT na nizkej
linia NA20208 urovni LoD
8 Vykons§truovana bunkova Absencia SMN1 c.840C
linia NA23686
B 9 gDNA z Krvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1¢.840C
10 gDNA z Kkrvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1 ¢.840C
11 gDNA z Kkrvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1¢.840C
12 gDNA z Krvi Malé varianty, CNV, ROH, STR
nerozsirené, pritomnost SMN1¢.840C
13 Vykonstruovana zmes gDNA z krvi mtSNV na vysokej Urovni LoD
14 Vykons§truovana bunkova STR rozsirené na miestach FMR1 na
linia NA07862 vysokej Urovni LoD
15 Vykonstruovana bunkova STR rozSirené na miestach HTT na vysokej
linia NA20253 urovni LoD
16 Vykonstruovana bunkova Absencia SMN1¢.840C

linia NA03814

Vysoka uroven LoD: Frekvencia variantnej alely priblizne pri 2,0- az 4,0-nasobnom LoD.
Nizka Uroven LoD: Frekvencia variantnej alely priblizne pri 1,0- az 1,5-ndsobnom LoD.

illumina

TVysledky pre NA20241 neboli hldsené v kone¢nych &islach, pretozZe sa zistilo, Ze su vyrazne pod 1,0-nasobkom LoD, a
preto nesplnili poziadavky na vzorku.
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illumina

V kvalitativnom hodnoteni sa metriky reprodukovatelnosti uvadzaju, pricom sa s varianty povazuju za
kvalitativne entity (variant je pritomny alebo variant nie je pritomny). Pre kazdy typ variantu boli vyhodnotené a
hlasené rézne definicie pozitivnych alebo negativnych stanoveni a rézne kvalitativne metriky (Tabulka 22). Pri
posudzovani reprodukovatelnosti stanoveni malych variantov, CNV a ROH sa stanovenia variantov
uskuto¢nené v replikacii charakterizaéného chodu pouZili pre kazdu vzorku, ktora slizila ako porovnavaci bod
pre vSetky ostatné replikaty tejto vzorky v studii.

Tabulka 22 Suhrn kvalitativneho hodnotenia reprodukovatelnosti pre kazdy typ variantu

Typ
variantu

Malé
varianty

CNV

ROH

Expanzia
STR

Detekcia
SMN1
c.840C

mtSNV

Pozitivne

Filtre splnenia pre
stanovenia variantu

Filtre splnenia pre
stanovenie CNV

Stanovenie ROH

Vzorka s expanziou
STR aspon na
jednom cielovom
mieste

Vzorka bez alely C
v polohe ¢.840
SMNT1 (pozitivna
SMA)

Filtre splnenia pre
stanovenie
mitochondridlneho
SNV
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Negativne

Filtre splnenia pre
stanovenia
homozygotnej
referencie

Genomické polohy
neprekryvajlce
Uspesné stanovenie
variantov poctu kopii

Genomické polohy
neprekryvajlice
stanovenie ROH

Vzorka bez expanzie
v ktoromkolvek z
cielovych miest

Vzorka obsahujlica
aspon jednu képiu
alely C v polohe
€.840 SMNT1
(negativna SMA)

Filtre splnenia pre
nevariantnu polohu v
mitochondridlnych
chromozémoch

Typ porovnania

Sulad so supravou
stanovenia z
pociatoénych chodov
charakterizacie

Sulad so supravou
stanovenia z
pociatoénych chodov
charakterizacie

Sulad so supravou
stanovenia z
pociatoénych chodov
charakterizacie

Sulad so stavom
vzorky definovanym
charakterizaciou
vzorky ortogonalnou
analyzou

Sulad so stavom
vzorky definovanym
charakterizaciou
vzorky ortogonalnou
analyzou

Sulad s variantnymi a
nevariantnymi
stanoveniami v
nezriedenych
vzorkach

Kvalitativna
metrika

Priemerna pozitivna
zhoda (APA) a
priemerna
negativna zhoda
(ANA)

APA a ANA

APA a ANA

Percento
pozitivnych
stanoveni (PPC) a
percento
negativnych
stanoveni (PNC)

PPC a PNC

PPC a PNC
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Kvantitativne hodnotenie roznych typov variantov zahffialo hodnotenie variability bud’ kvantitativnych metrik,
ktoré podporuju kvalitativne stanovenia, alebo v pripade malych variantov metriky stladu vo vztahu k suboru
referenénych stanoveni. Tato $tudia vykonala hodnotenie celkovej variability v kvantitativnych metrikach
naprie¢ replikatmi, ako aj prinosu réznych faktorov zahrnutych do $tudie k variabilite v tychto kvantitativnych
metrikach prostrednictvom analyzy komponentov variancie. Tabulka 23 sumarizuje kvantitativne metriky
pouzité pri analyze kazdého typu variantu, ako aj faktory, ktoré boli hodnotené z hladiska prispevku k variabilite
v danej kvantitativnej metrike.

Tabulka 23 Suhrn kvantitativnych metrik pouzitych pri hodnoteni presnosti pre rézne typy variantov
Typ variantu Kvantitativha metrika Hodnotené faktory prispievajuce k variabilite

Malé varianty APA a ANA Operator, Sarza supravy na pripravu kniznice,
pristroj, Sarza spotrebného materialu na
sekvenovanie, podtyp variantu, genomicky kontext

CNV Normalizovana hibka Operator, Sarza sUpravy na pripravu kniznice,
pokrytia v oblasti CNV pristroj, Sarza spotrebného materialu na
sekvenovanie, podtyp variantu, dizka variantu

ROH Skore ROH v oblasti ROH Operator, Sarza sUpravy na pripravu kniznice,
pristroj, Sarza spotrebného materialu na
sekvenovanie, podtyp variantu, dizka variantu

Expanzia STR Odhadovanad velkost STR Operator, Sarza sUpravy na pripravu kniznice,
pristroj, Sarza spotrebného materialu na
sekvenovanie, miesto STR, dizka STR

Detekcia SMN1 Pomer logaritmickej Operator, Sarza supravy na pripravu kniznice,
c.840C pravdepodobnosti pre pristroj, Sarza spotrebného materialu na
pritomnost referen¢nej alely sekvenovanie, stav SMA
(C) v cielovej polohe

Mitochondridlne  Frekvencia variantnej alely Operator, Sarza suUpravy na pripravu kniznice,

SNV pristroj, Sarza spotrebného materialu na
sekvenovanie, poloha variantu, o¢akdvana
frekvencia variantnej alely

Vysledky analyzy komponentov variancie uvadza Tabulka 24. Pri malych variantoch bola va¢sina variancie
pristidena rezidualnej chybe a nebola vysvetlena faktormi stvisiacimi s analyzou zahrnutymi v navrhu vratane
SarZe sUpravy na sekvenovanie, pristroja na sekvenovanie, Sarze sUpravy na pripravu kniznice, operdtora a
jednotlivymi chodmi. Jedna vynimka bola pozorovand pre SNV v oblastiach so strednou spolahlivostou, pre
ktoré bola vac¢sina odchylok prisidena Sarzi sUpravy na sekvenovanie. Vo v§eobecnosti sa vy$Sie mnozstvo
variancie pripisovalo faktorom suvisiacim s analyzou malych variantov v oblastiach s nizkou spolahlivostou
gendmu. Pre vSetky ostatné typy variantov bola vacésina variancie prisidena rezidudlnej chybe a nie faktorom
sUvisiacim s analyzou. Tato Studia ukazuje, Ze pre vacésinu podtypov malych variantov sa filtrovanie oblasti s
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vysokou a strednou spolahlivostou v gendme mébze pouzit na zvysenie opakovatelnosti a zniZzenie variability
analyzy. Cast Externd reprodukovatelnost na strane 65 poskytuje komplexnl analyzu reprodukovatelnosti
analyzy.

Dokument ¢. 200050132 v00.1 57z 91
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



"OYLIA NIAT3QN IMDILSONOVIA VN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

L6 289

Tabulka 24 Vysledky Studie analyzy komponentov variancie

Metrika

APA

ANA

Podtyp variantu

Kratka delécia
(1-5bp)

Stredna delécia
(6-15 bp)

DIha delécia
(16 - 31bp)

Kratka inzercia
(1-5bp)

Stredna inzercia
(6-15bp)

DIha inzercia
(16 -31bp)

SNV

SNV

Uroven
spolahlivosti

Vysoka
Stredna
Nizka
Stredna
Nizka
Stredna
Nizka
Vysoka
Stredna
Nizka
Stredna
Nizka
Stredna
Nizka
Vysoka
Stredna
Nizka
Vysoka
Stredna

Nizka

Reziduum

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%

Sarza stpravy
na
sekvenovanie
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%

Medzi
chodmi

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%

Pristroj

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

Sarza
stpravy na
pripravu
kniznic
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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Metrika

Hibka

Podtyp variantu

PRIRASTOK CNV
(10 kbp, 25 kbp)

GAIN CNV (25
kbp, 50 kbp)

PRIRASTOK CNV
(50 kbp, 100
kbp)

PRIRASTOK CNV
(100 kbp, 500
kbp)

STRATA CNV
(10 kbp, 25 kbp)

STRATA CNV
(25 kbp, 50 kbp)

STRATA CNV
(50 kbp, 100
kbp)

STRATA CNV
(100 kbp, 500
kbp)

Uroveii
spolahlivosti

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Reziduum

73,28%

72.99%

66,40%

43,51%

83,41%

84,67%

84,16%

81,25%

Sarza supravy
na
sekvenovanie

2,87%

5.25%

5,16%

14,92%

0,00%

1,20%

2,43%

5,22%

Medzi
chodmi

0,00%

0,00%

0,00%

14,01%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Pristroj

0,00%

0,00%

0,00%

0,20%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Sarza
supravy ha
pripravu
kniZnic
1.01%
0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Operator

0,00%

0.56%

0,00%

15,72%

0,00%

0,00%

0,00%

0,55%
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Metrika

Skore pre oblast

Podtyp variantu

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 =z 500 kbp

Uroveii
spolahlivosti

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Reziduum

74,32%

84,78%

84,92%

85,63%

85,76%

84,81%

Sarza supravy
na
sekvenovanie

1,65%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Medzi
chodmi

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Pristroj

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Sarza
supravy ha
pripravu
kniZnic
0,00%
0,00%
0,00%
0,00%

0,00%

0,00%

Operator

0,52%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%
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Metrika

Odhadovana
velkost pre miesta
STRT

Podtyp variantu

AFF2

Uroven

o . Reziduum
spolahlivosti
Nevztahuje  99,43%
sa

Sarza supravy
na
sekvenovanie

0,00%

Medzi
chodmi

0,00%

Pristroj

0,00%

Sarza

sUpravy na

u,p i Operator
pripravu

kniznic

0,00% 0,00%
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Metrika

Podtyp variantu

ATXN7

Uroven

o . Reziduum
spolahlivosti

Nevztahuje  100%
sa

Sarza supravy
na
sekvenovanie

0,00%

Medzi
chodmi

0,00%

Pristroj

0,00%

Sarza

sUpravy na

u,p i Operator
pripravu

kniznic

0,00% 0,00%
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Metrika

Podtyp variantu

ATXN7_GCC

CNBP

CNBP_CA

CSTB

DIP2B

FMR1

FXN_A

HTT

HTT_CCG

NOTCH2NL

TBP

Uroveii
spolahlivosti

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Reziduum

99,43%

100%

95,45%

96,45%

100%

71,02%

94,52%

82,23%

99,43%

99,43%

90,91%

Sarza supravy
na
sekvenovanie

0,57%

0,00%

4,55%

0,87%

0,00%

10,06%

1,37%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

Medzi
chodmi

0,00%

0,00%

0,00%

2,57%

0,00%

0,00%

0,00%

11,99%

0,00%

0,00%

0,00%

Pristroj

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

17,33%

1,37%

3,81%

0,00%

0,29%

0,00%

Sarza

supravy ha

pripravu

kniznic

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,00%

0,64%

1,37%

0,00%

0,00%

0,29%

0,00%

Operator

0,00%

0,00%

0,00%

0,11%

0,00%

0,95%

1,37%

1,97%

0,00%

0,00%

0,00%
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Metrika Podtyp variantu

Pomer c.840Cv

pravdepodobnosti NA03814

logaritmu c.840C v
NA23686

VAF mtSNV v
blizkosti LOD

" Analyza komponentov variancie nebola vykonana pre miesta, pre ktoré nebola pozorovana ziadna variancia.

Uroveii
spolahlivosti

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Reziduum

65,71%

87,64%

83,13%

Sarza supravy

na

sekvenovanie

18,98%

0,00%

0,37%

Medzi
chodmi

0,00%

0,00%

0,00%

Pristroj

0,00%

5,90%

0,00%

Sarza
supravy ha
pripravu
kniZnic

0,00%

0,00%

0,00%

Operator

15,32%

6,46%

0,05%
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Pribalovy letak

Externa reprodukovatelnost

Externa reprodukovatelnost sa stanovila pouzitim jednej SarZe reagencii na pripravu a sekvenovanie kniznice
na troch externych pracoviskach skusania s dvoma operatormi na kazdom pracovisku. V studii boli pouzité
rovnaké vzorky ako v $tudii Presnost' v ramci laboratdria na strane 53 (Tabulka 21) s jednou vynimkou: vzorka
NA20241 bola nahradena NA20239 na vyhodnotenie expanzie STR miesta FMRT1 pri nizkej LoD. Kazdy operator
na kazdom pracovisku testoval celkovo 16 jedineé¢nych vzoriek ako dva podpanely po osem jedineé¢nych
vzoriek (panel A a panel B). Pre duplicitné kniznice kazdého podpanelu sa vykonali tri chody sekvenovania,
celkovo 36 chodov sekvenovania na jednu jedine¢nu vzorku.

Miera uspesnosti vzorky v rdmci 576 kniznic vzoriek s platnymi chodmi sekvenovania, definovana ako pocet
vzoriek, ktoré presli metrikou QC kniznice vzoriek na prvy pokus, bola 99,1% (571/576; 95% IS: 98,0%, 99,6%).
VsSetky vysledky testu su zaloZzené na pociato¢nom testovani.

Reprodukovatelnost SNV, inzercii, delécii, CNV a ROH sa hodnotila porovnanim udajov s referenénym stuborom
stanoveni na zaklade obvyklého vykonu v ramci troch chodov charakterizacie (Tabulka 25 a Tabulka 26).
Reprodukovatelnost expanzii STR, nepritomnost alely SMN1 ¢.840C a mtSNV sa hodnotili porovnanim tdajov
so znamym stavom (Tabulka 27).
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Tabulka 25 Reprodukovatelnost analyzy TruSight Whole Genome pre SNV, CNV a ROH

Konkordantné pozitivhe stanovenia' /

Typ variantu - stratifikacia " .
Pozitivne stanovenia?

Pracovisko 1 Pracovisko 2 Pracovisko 3
Malé varianty (vysoka spolahlivost)
SNV 687 996 150 / 666 509 635 / 688 001697 /
688 770 402 667 253 493 688 766 887
Inzercie—1-5 bp 34087135/ 33025772/ 34089 204 /
34137298 33073087 34137792
Delécie —1-5 bp 44096186 / 42733935/ 44102515/
44 255 442 42 883 089 44 256 695
Malé varianty (stredna spolahlivost)
SNV 42238226/ 40920 370/ 42236751/
42737228 41391560 42725827
Inzercie —1-5 bp 11075073 / 10734 488 / 11080 468 /
11204 210 10 855 790 11204 818
Inzercie - 6 - 15 bp 4307181/ 4173626/ 4308 408/
4339975 4205 261 4340277
Inzercie - = 16 bp 611952 / 593114/ 612222/
632214 612877 632498
Delécie—1-5 bp 24571502 / 23814655/ 24586 095 /
24 851492 24076 930 24 855 041
Delécie-6-15 bp 8737319/ 8473410/ 8746773/
8900 796 8624 403 8902016
Delécie — = 16 bp 3590282/ 3481192/ 3594 420/
3779907 3662448 3780 659
Malé varianty (nizka spolahlivost)
SNV 78507103 / 76 365789 / 78863977/
96 859 682 94066 720 97 058 652

Priemerna pozitivha zhoda (%)
(95% CI)3

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

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

81,2
(81,2-81,2)
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Konkordantné pozitivhe stanovenia' /

Typ variantu - stratifikacia

Pracovisko 1

Inzercie—1-5bp 17 312805/

19,370,351

Inzercie—6-15 bp 5543985/

6 529 886

Inzercie — =16 bp 3284197/

4275286

Delécie-1-5 bp 31659416/

34194748

Delécie-6-15bp 9189 220/

9987 568

Delécie-=2 16 bp 3335400/

3909 364
CNV - prirastky = 10 kbp 7883/
8275
CNV - straty = 10 kbp 1517/
12089
ROH - = 500 kbp 6641/
6765

Pozitivhe stanovenia?
Pracovisko 2

16,859,987 /
18 807 745
5404652/
6338 556
3205165/
4158 315
30751952/
33158757
8928794/
9684179
3241968/

3791331
7664/
8012
11248/
1777
6519/
6,663

Pracovisko 3

17 406 355 /
19 418 516
5584 241/
6550 066
3314025/
4298399
31746379/
34226 245
9217516/
9 995101
3346219/
3912857
7916/
8282
11,516 /
12113
6,616 /
6,756

Priemerna pozitivha zhoda (%)
(95% CI)3

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

1 Celkovy pocet konkordantnych pozitivnych stanoveni = Konkordantné pozitivne dotazy (QCP) + Konkordantné pozitivne referencie (RCP).
2 Celkovy pocet pozitivnych stanoveni = Konkordantné pozitivne dotazy (QCP) + Exkluzivne pozitivne dotazy (QEP) + Konkordantné pozitivne

referencie (RCP) + Exkluzivne pozitivne referencie (REP).

3 Obojstranny 95% interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skére.
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Tabulka 26 Reprodukovatelnost SNV, CNV a ROH analyzy TruSight Whole Genome pre AN

Typ variantu - stratifikacia

Malé varianty (vysoka spolahlivost)
Malé varianty (stredna spolahlivost)
Malé varianty (nizka spolahlivost)
CNV - prirastky = 10 kbp
CNV —straty = 10 kbp

ROH - = 500 kbp

Konkordantné negativne stanovenia® /
Negativne stanovenia?

Pracovisko 1
486 282,620 918 /
486 388 081375
17249915828/
17 427 817 811

24072615254/

25608 493 410
592 486 270144 /
592500222 476
592548802882/
592 559 825 216
542968 586 606 /
547 402 885 905

Pracovisko 2
470948 205740/
471054131230
16 699 106 194 /
16 874794 553
23454103344/
24947163 687
573973293084/
573985772 396
574030570254/
574 041311257
525724060526/
530011754,808

Pracovisko 3
486285759770/
486 389 857 817
17 253834878/
17 429 035 482
24180801788/
25695956 102
592,487 297 632/
592500 614 241
592547683360/
592 559141007
543014319116/
547 444 495 449

" Celkovy pocet konkordantnych negativnych stanoveni = 2 x konkordantné negativne (CN).

2 Celkovy pocet negativnych stanoveni = 2 x konkordantné negativne (CN) + exkluzivne negativne referencie (REN) + exkluzivne negativne dotazy

(QEN).

3 Obojstranny 95% interval spolahlivosti (Cl) vypocitany pomocou metdédy Wilsonovho skoére.

Priemerna negativna zhoda (%)

(95% CI)®

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

awouag ajoyM ybisni| aid xeis| Arojeq)id



"OYLIA NIAT3QN IMDILSONOVIA VN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

L6269

Tabulka 27 Reprodukovatelnost analyzy pre TruSight Whole Genome STR, SMN1T a mtSNV

Celkovy
pocet Pozitivne stanovenia
ocCakava-

T iantu -
yp variantu nych

stratifikacia

pozitiv- Pracovisko  Pracovisko  Pracovisko

nych 1 2 3
stanoveni

Expanzie STR - vysoka uUroven detekcie (2x — 4x LOD)

Expanzie 35 12 11 12
STR-FMR1

Rozsirenia 36 12 12 12
STR-HTT

Expanzie 71 24 23 24
STR-

kombinacia

FMR1aHTT

Expanzie STR - nizka uroven detekcie (1x - 1,5x LOD)

Expanzie 36 11 10 11
STR-FMR1
Rozsirenia 36 12 12 12
STR-HTT

Celkovy
pocet
ocakava-
nych
negati-
vnych
stanoveni

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Negativne stanovenia

Pracovisko
1

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Pracovisko
2

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Pracovisko
3

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Percento
pozitiv-
nych
stanoveni
(95% CI)’

100
(90,1-
100)

100
(90,4 -
100)

100
(94,9~
100)

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

100
(90,4 -

100)

Percento
negativ-
nych
stanoveni
(95% CI)"

Nevztah

uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa

Nevztah
uje sa
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Typ variantu -
stratifikacia

Expanzie
STR-
kombindacia
FMR1aHTT
Expanzie
STR-
kombinovan
ych 28
hlavnych
cielovych
miest STR
Absencia
SMN1
c.840C

mMtSNV -
vysoka
uroven (2x -
4x LOD)

mtSNV -
nizka Uroven
(1x-1,5x
LOD)

Celkovy
pocet
ocakava-
nych
pozitiv-
nych
stanoveni

72

Nevztah
uje sa

71

1080

1080

Pozitivne stanovenia

Pracovisko Pracovisko Pracovisko
1 2 3
23 22 23
Nevztah  Nevztah  Nevztah
uje sa uje sa uje sa
24 24 23
360 360 360
360 359 360

Celkovy
pocet
ocakava-
nych
negati-
vnych
stanoveni
Nevztah

uje sa

285

285

457 524

457 524

Negativne stanovenia

Pracovisko  Pracovisko Pracovisko
1 2 3
Nevztah  Nevztah  Nevztah
uje sa uje sa uje sa
96 93 96
96 93 96
152 491 152 489 152 484
152 481 152 489 152 483

T Obojstranny 95% interval spolahlivosti vypocitany pomocou metddy Wilsonovho skoére.

Percento Percento
pozitiv- negativ-
nych nych
stanoveni stanoveni
(95% CI)’ (95% CI)"
94,4 Nevztah
(86,6 - uje sa

97.,8)

Nevztah 100

uje sa (98,7 -
100)
100 100
(94,9 - (98,7 -
100) 100)
100 > 99,9
(99,6 - (>99,9-
100) > 99,9)
99,9 >99,9
(99,5- (>99,9-
99,9) >99,9)
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RieSenie problémov

Pomocou nasledujlcej tabulky sa mbzete pokusit vyriesit pripadné problémy v rdmci pracovného postupu. Ak cyklus sekvenovania
alebo priprava kniznice na vzorku dvakrat zlyhd, mézu sa vyZzadovat dalSie opatrenia na rieSenie problémov. Obratte sa na technicku
podporu spolo¢nosti lllumina.

Typ problému  Pozorovanie Mozna pri€ina Odporucané Opatrenie

Problém s Po vlozeni spotrebného Pocas planovania chodu bolo Pozrite si ¢ast Revizia chodu v dokumente
vytvorenim materidlu nie je mozné zadané nespravne ID TruSight Whole Genome Analysis Application
chodu manualne vybrat prislusny  skumavky kniznice. Guide (dokument €. 200049931).

planovany chod v softvéri
Riadiaci softvér NovaSeq
6000Dx.
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Typ problému

Problém so
sekvenovanim

Pozorovanie

Stav zlyhania
sekvenovania v softvéri
[llumina Run Manager

Mozna pricina

Chod sekvenovania bol
preruSeny alebo sa ho
nepodarilo dokonéit z dévodu
problému s pristrojom
NovaSeq 6000Dx alebo s
manipuldciou so spotrebnym
materialom na sekvenovanie.

Chod bol dokonéeny, ale
nepodarilo sa vykonat
klastrovanie. Mozny problém s
pristrojom NovaSeq 6000Dx,
problém s manipulaciou so
spotrebnym materidlom
sekvenovania alebo
katastroficka chyba pri
priprave kniznice z dévodu
problému s manipuldciou s
reagenciami alebo chyby
operatora (napr. preskocenie
kroku alebo odstranenie
supernatantu namiesto jeho
prenesenia pocas vyberu
velkosti).

Odporuc¢ané Opatrenie

Pozrite si dokument Produktova
dokumentécia k NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument €. 200010105).

Po vyrieSeni problému je mozné kniznicu
opatovne zdruzit a opatovne sekvenovat
maximalne jedenkrat (z dovodu objemu).

Posudte vytaznosti jednotlivych kniznic v
rdmci FLP prostrednictvom qPCR pre = 0,94
nM (predpokladajme velkost viozky 450 bp)
na potvrdenie/vyli&enie chyby pripravy
kniZnice alebo problémov suvisiacich so
sekvenovanim.

Ak sa vylucia problémy s pripravou kniZnice a
existuje podozrenie na problém suvisiaci so
sekvenovanim, pozrite si dokument
Produktova dokumentacia k NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument ¢.
200010105).

Ak mate podozrenie na problém s pripravou
kniZnice, pred opakovanim pripravy a
sekvenovania kniznice si precitajte Tipy

a techniky na strane 12 a Navod na pouZitie na
strane 15. Ak sa vyskytnu opakované
zlyhania, obratte sa na technicku podporu
lllumina.
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Typ problému
Udaje
sekvenovania
sa nepodarilo
preniest na
server

Pozorovanie

Stav zlyhania prenosu
suboru sekvenovania na
analyzu v softvéri lllumina
Run Manager.

Mozna pricina

Problém so sietovym
pripojenim alebo prerusenie
napajania pristroja alebo
servera pocas prenosu Udajov
o chode

Odporuc¢ané Opatrenie

Skontrolujte prerusenie napajania alebo stratu
pripojenia k sieti pristroja. Po¢kajte, kym bude
systém necinny (po dokoné&eni
sekvenovania), potom prejdite do Casti
Instrument Settings (Nastavenia pristroja),
IVD SETTINGS (NASTAVENIA IVD), aby ste
potvrdili pripojenie k uréenému miestu
vystupu pomocou funkcie Browse
(Prehladavat).

Ak je potrebné dalSie rieSenie problémoyv,
pozrite si dokument Produktova
dokumentacia k NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument ¢. 200010105). Ak sa po vyrieSeni
problémov s pripojenim alebo napajanim
prenos suborov nerestartuje a nedokonéi,
obratte sa na oddelenie technickej podpory
lllumina.
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Typ problému

Analyza sa
nespustila

Pozorovanie

Stav Analysis not started
(Analyza sa nespustila) v
softvéri lllumina Run
Manager, hoci sa prenos
sUboru sekvenovania na
analyzu dokondil.

Mozna pricina
Parovanie alebo spojenie
medzi pristrojom a serverom

DRAGEN Server for NovaSeq
6000Dx sa prerusilo alebo

exspirovala licencia DRAGEN.

Odporuc¢ané Opatrenie

Pockajte, kym bude systém necinny (po
dokonceni sekvenovania), potom prejdite na
server DRAGEN aby ste potvrdili, ze je licencia
DRAGEN platna. Ak platnost licencie vyprsala,
kontaktujte spolo¢nost lllumina. Ak je licencia
platna, vyberte polozku Run Self-Test
(Spustit autotestovanie). Ak test zlyhd alebo
ak moznost spustit vlastné autotestovanie nie
je k dispozicii, prihlaste sa do pristroja a
skontrolujte chybu suvisiacu s parovanim k
serveru. Pozrite si ¢ast Konfiguracia systému
v dokumente Produktova dokumentacia k
NovaSeq 6000Dx Instrument (dokument €.
200010105).

Analyza by sa mala po vyrieSeni problému
spustit automaticky. Ukoncite stranku a
prejdite na kartu Active Runs (Aktivne chody),
aby ste potvrdili priebeh analyzy. Ak problém
pretrvava, kontaktujte spolo¢nost lllumina.
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Typ problému

Analyza sa
zasekne

Pozorovanie

Stav Analysis in progress
(Prebieha analyza) v
softvéri lllumina Run
Manager trva ovela
dlhsSie, ako sa o¢akavalo.

Mozna pricina
Pripojenie k sieti alebo
napajanie pristroja alebo
servera mohli byt pocas
analyzy narusené, ¢o
spbsobilo, Ze analyza sa
zasekla.

Odporuc¢ané Opatrenie

ZruSte analyzu a skontrolujte prerusenie
napajania alebo stratu pripojenia k sieti
pristroja.

Pockajte, kym bude systém necinny (po
dokonéeni sekvenovania), potom prejdite do
Casti Instrument Settings (Nastavenia
pristroja) (IVD SETTINGS (NASTAVENIA VD))
a potvrdte pripojenie k uréenému miestu
vystupu. Ak je potrebné dalSie rieSenie
problémov, pozrite si dokument Produktova
dokumentécia k NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument ¢. 200010105).

Po vyrieSeni problému obnovte analyzu bez
zmien. Pozrite si dokument TruSight Whole
Genome Analysis Application Guide
(dokument €. 200049931).
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Typ problému

Subory analyzy
sa nepodarilo
preniest

Pozorovanie

Stav zlyhania prenosu
suboru analyzy do
uloziska v softvéri lllumina
Run Manager .

Analyza zlyhala Analyza zlyhala po

pri
opakovanom
zaradeni

opakovanom zaradeni.

Mozna pricina

Pocas prenosu analytickych
stborov doslo k preruseniu
sietového pripojenia alebo
vypadku napajania pristroja
alebo servera

Ak opakujete zaradenie
analyzy, pévodny chod mohol
byt odstraneny alebo
archivovany a uz nie je na
mieste urCenom pre
umiestnenie externého
uloziska

Odporuc¢ané Opatrenie

ZruSte analyzu a skontrolujte prerusenie
napajania alebo stratu pripojenia k sieti
pristroja.

Pockajte, kym bude systém necinny (po
dokonéeni sekvenovania), potom prejdite do
Casti Instrument Settings (Nastavenia
pristroja) (IVD SETTINGS (NASTAVENIA VD))
a potvrdte pripojenie k uréenému miestu
vystupu. Ak je potrebné dalSie rieSenie
problémov, pozrite si dokument Produktova
dokumentécia k NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument ¢. 200010105).

Po vyrieSeni problému obnovte analyzu bez
zmien. Pozrite si dokument TruSight Whole
Genome Analysis Application Guide
(dokument €. 200049931).

Skontrolujte, ¢i je pévodny chod stale na
mieste externého Uloziska. Ak je archivovany,
obnovte ho z archivu a potom znova zaradte
analyzu.

awouag ajoyM ybisni| aid xeis| Arojeq)id



"OYLIA NIAT3QN IMDILSONOVIA VN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

l6Z/L

Typ problému

Kontrola kvality
sekvenovania
zlyhala

Kontrola kvality
FASTQ zlyha
pre vietky
vzorky

Pozorovanie

Suhrnny vysledok
kontroly kvality
sekvenovania v
konsolidovanej sprave je
FAIL (Neuspesné).

Suhrn vysledkov kontroly
kvality FASTQ a Suhrnna
kontrola kvality kniZnice
vzoriek ma vysledok FAIL
(NeUspesné), s
vysledkami metriky
kontroly kvality
jednotlivych kniznic
hldsenymi ako ND pre
vSetky vzorky s
vysledkom PASS
(Uspesné) v
konsolidovanej sprave so
suhrnnym vysledkom
kontroly kvality
sekvenovania.

Mozna pricina

.Celkové% >=Q30" pod
analytickou $pecifikaciou z
dbévodu nespravneho
zaobchadzania so spotrebnym
materidlom sekvenovania
(neudplné rozmrazenie alebo
prevracanie na premieSanie po
rozmrazeni)

Suprava adaptéra indexu
Specifikovana pocas
vytvarania chodu nie je zhodna
s tou, ktora sa pouzila pri
priprave kniznice.

Odporuc¢ané Opatrenie

Pozrite si dokument Produktova
dokumentécia k NovaSeq 6000Dx Instrument
(dokument €. 200010105). po preStudovaniPo
vyrie$eni problému je mozné kniZnicu
opatovne zdruzit a opatovne sekvenovat
maximalne jedenkrat (z dévodu objemu).

Zobrazte vzorky na kontrolu informacii o
indexe pouzitom v analyze v softvéri IRM. Ak
je potrebnd oprava, pozrite si ¢ast Opatovné
zaradenie analyzy v dokumente TruSight
Whole Genome Analysis Application Guide
(dokument €. 200049931).
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Typ problému

Kontrola kvality
FASTQ zlyha
pre jednu alebo
viac vzoriek
bez nizkej
vytaznosti
chodu;
neindexovany
celkovy vynos
(GB) = 2800
GB na S4 alebo
=1000GBna
S2.

Pozorovanie

Suhrnny vysledok
kontroly kvality FASTQ a
suhrnna kontrola kvality
kniznice vzoriek ma
vysledok FAIL
(Nelspesné), s
vysledkami metriky
kontroly kvality hlasenymi
ako ND pre minimalne
jednu, ale nie pre vSetky
vzorky v konsolidovanej
sprave bez nizkej
vytaznosti chodu.

Mozna pricina

Chyby pri pouzivani poCas
pripravy alebo zdruzovania
kniznic

Odporuc¢ané Opatrenie

Vyhodnotte zvy$ny objem (objemy) na
platni¢ke konecnej kniznice (FLP) na
potvrdenie chyby pri pouzivani vynechanych
vzoriek zo zdruzenych kniZnic. Objem
umozZfiuje operatorovi znova zdruZit a
opatovne sekvenovat maximalne raz.
Pripadne znova zarad'te nelspesné vzorky v
dalSej Sarzi pripravy kniznice a spustite ich po
prestudovani ¢asti Navod na pouZzitie na
strane 15.

Pripadne posudte vytaznosti jednotlivych
kniznic v ramci FLP prostrednictvom qPCR pre
= 0,94 nM (predpokladajme velkost viozky
450 bp) na potvrdenie/vylucenie chyb
pripravy kniZznice. Znova zaradte neuspesné
vzorky v dal$ej SarZi pripravy kniznice a
spustite ich po preStudovani ¢asti Navod na
pouZitie na strane 15.

Neodporuca sa zdruzovat kniznice medzi
viacerymi davkami pripravy kniznic z dévodu
fluktuacii vo vytaznostiach medzi ddvkami,
ktoré mozu viest k vy$3ej%CV a vyssej
incidencii zlyhania ,priemerného
autozomalneho pokrytia“.
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Typ problému

Kontrola kvality
FASTQ zlyha
pri niektorych
vzorkach s
nizkou
vytaznostou
chodu;
neindexovana
celkova
vytaznost (GB)
nizka, < 2 800
GB pri S4 alebo
<1000 GB pri
S2

Pozorovanie

Suhrnny vysledok
kontroly kvality FASTQ a
suhrnna kontrola kvality
kniznice vzoriek ma
vysledok FAIL
(Nelspesné), s
vysledkami metriky
kontroly kvality hlasenymi
ako ND pre minimalne
jednu, ale nie pre vSetky
vzorky v konsolidovanej
sprave s nizkou
vytaznostou chodu.

Mozna pricina
MbZe naznacovat problém s

pripravou kniznice alebo
sekvenovanim.

Odporuc¢ané Opatrenie

Posudte vytaznosti jednotlivych kniznic v
ramci FLP prostrednictvom gPCR pre = 0,94
nM (predpoklada sa velkost viozky 450 bp) na
potvrdenie/vylucenie chyby pripravy kniznice
alebo problémov suvisiacich so
sekvenovanim.

Ak mate podozrenie na problém so
sekvenovanim, pozrite si dokument
Produktova dokumentacia k NovaSeq
6000Dx Instrument (dokument ¢&.
200010105). Po vyrieSeni problému je mozné
kniznice opatovne zdruzit a opatovne
sekvenovat maximalne jedenkrat (z dévodu
obmedzeného objemu).

Ak mate podozrenie na problém s pripravou
kniZnice, pred opakovanim pripravy a
sekvenovania kniZnice si precitajte Tipy

a techniky na strane 12 a Navod na pouZitie na
strane 15. Ak sa vyskytnu opakované
zlyhania, obratte sa na technicku podporu
[llumina.
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Typ problému  Pozorovanie Mozna pricina Odporuc¢ané Opatrenie

Kontrola kvality  Suhrnny vysledok Problém (problémy) s kvalitou  Vykonajte opatovnu kvantifikaciu pomocou

"OYLIA NIAT3QN IMDILSONOVIA VN
L'00A 2€10S000¢ 2 1uswnxoqd

L6208

kniznice kontroly kvality kniznice vzorky alebo pripravou kontrol procesu, aby ste vylucili problémy
zlyhala z vzoriek ma vysledok FAIL  kniZnice suvisiace so vstupom DNA.
dévodu (Nelspesné) pre jednu

nizkeho
pokrytia

alebo viac vzoriek v
konsolidovanej sprave z
dbévodu priemerného
autozomalneho pokrytia
a/alebo percenta
autozémov s pokrytim
vacsim ako 20X a/alebo
priemerného
mitochondrialneho
pokrytia genému, ktoré
neprekracujluce
analyticku Specifikaciu.

Pred opakovanym zaradenim nelspesnej
vzorky (vzoriek) v dalSej davke pripravy
kniznice a pred spustenim si precitajte Tipy

a techniky na strane 12 a Navod na pouZitie na
strane 15. Ak d6jde k opakovanému zlyhaniu
(neuspesnosti) tej istej vzorky (vzoriek), méze
to naznacovat problém (problémy) s kvalitou
vzorky.

Ak sa zlyhanie vyskytne znova, ale pri
réznych vzorkach, moze to naznacovat
problém suvisiaci s pripravou kniznice
spojeny s operatorom, reagenciou,
spotrebnym materialom alebo vybavenim. Ak
problém pretrvava, obratte sa na oddelenie
technickej podpory spolo¢nosti lllumina.
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Typ problému

Kontrola kvality
kniznice
zlyhala na
zaklade
skreslenia GC

Kontrola kvality
kniznice
zlyhala na
zaklade
kontaminacie
jednej alebo
viacerych
vzoriek, ale nie
vSetkych
vzoriek v
chode

Pozorovanie

Suhrnny vysledok
kontroly kvality kniznice
vzoriek je FAIL
(Nelspesné) pre jednu
alebo viac vzoriek v
konsolidovanej sprave,
pretoZe normalizované
pokrytie pri 60% az 79%
GC a/alebo
normalizované pokrytie
pri20% az 39% GC
neprekracuje analyticku
Specifikaciu.

Suhrnny vysledok
kontroly kvality kniZnice
vzoriek FAIL (Nelspesné)
pre jednu alebo viac
vzoriek v konsolidovanej
sprave, pretoze
odhadovana
kontamindcia vzorky
nepresla analytickou
Specifikaciou.

Mozna pricina

Nadmerné prenesenie ELM
alebo preskocenie
preplachovania, ¢o spdsobuje
skreslenie GC v pokryti.

Kontaminovana vzorka
(vzorky) alebo nevymenené
Spicky pocas pripravy vzorky
alebo kniznice

Odporuc¢ané Opatrenie

Pred opakovanym zaradenim neuspesne;j
vzorky (vzoriek) v dalSej davke pripravy
kniZnice a pred spustenim si pozrite Tipy

a techniky na strane 12 a Ndvod na pouZitie na
strane 15.

Pred opakovanym zaradenim neuspesnej
vzorky (vzoriek) v dalSej davke pripravy
kniZnice a pred spustenim si pozrite Tipy

a techniky na strane 12 a Navod na pouZitie na
strane 15. Ak d6jde k opakovanému zlyhaniu
(neuspesnosti) tej istej vzorky (vzoriek), DNA
vzorky mdze byt kontaminovana.
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Typ problému

Kontrola kvality
kniznice
zlyhala na
zaklade
kontaminacie
vSetkych
vzoriek v
chode

Suhrnny
vysledok
ploidie ND

Pozorovanie

Suhrnny vysledok
kontroly kvality kniznice
vzoriek sa uvadza ako
FAIL (Nelspesné) pre
vSetky vzorky v
konsolidovanej sprave,
pretoze odhadovana
kontamindacia vzorky
nepresla analytickou
Specifikaciou.

Suhrnny vysledok ploidie
v konsolidovanej sprave
hldseny ako ND
(neuréeny).

Mozna pricina
Kontaminovana reagencia
alebo nevymenené $picky
pocas riedenia vzorky alebo
pripravy kniZnice

Pocas vytvarania chodu bolo
pohlavie uvedené ako
nezname.

Server DRAGEN hlasi vysledok
ploidie pohlavia iny ako XX
alebo XY, ako napriklad X0
alebo XXY.

Odporuc¢ané Opatrenie

Precitajte si Tipy a techniky na strane 12, aby
ste zabranili kontaminacii. V dalSej davke
pripravy kniznice znova zarad'te neuspesné
vzorky a spustite ich pomocou ¢erstvych

riedeni vzoriek a supravy na pripravu kniznice.

Potvrdte, Ze ,poskytnuta ploidia pohlavnych
chromozdédmov” v konsolidovanej sprave bola
»,neznama". V udajoch o vzorke sa odporuca
uviest pohlavie ako ,muz” alebo ,zena”, ak je
pohlavie pocas vytvarania chodu zname.

Pozrite si vystup ,,Odhad ploidie” servera
DRAGEN v konsolidovanej sprave.
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Typ problému

Suhrnny
vysledok
ploidie
DISCORDANT
(Nezhodujuci)

Pozorovanie

Suhrnny vysledok ploidie
hldseny ako
DISCORDANT
(Nezhodujuci) v
konsolidovanej sprave.

Mozna pricina
Potencialny problém so
zamenou vzoriek

Odporuc¢ané Opatrenie

Skontrolujte, €i boli udaje o vzorke zadané
pocas vytvarania chodu spravne. Ak boli
nespravne, znova zaradte analyzu so
zmenami. Ak boli spravne a existuje
podozrenie na problém so zamenou vzorky,
odporuca sa znova zaradit vo vzorku (vzorky)
s vysledkom DISCORDANT (Nezhodujuci) v
dalSej davke pripravy kniznice a spustit ju,
aby sa zabranilo hlaseniu nespravnych
vysledkov. Softvér pre vzorky nevynuti
zlyhanie vzorky so suhrnnym vysledkom
ploidie DISCORDANT (Nezhoduijuci).
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Priloha A

Suprava indexov S4 1

Index Plate Well ID
AO01
BO1
Co1
DO1
EO1
FO1
GO1
HO1
A02
B0O2
Cco2
D02
EO02
FO2
G02
HO2

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

Suprava indexov S4 2

Index Plate Well ID
A03
BO3
Cco3
D03
EO3
FO3

Nazov indexu
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDP0084
UDP0085
UDP0086
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Bazy i7

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

ACACAGGTGG

Bazy i7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

Bazy i5

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

TGAGCGTTGT

Bazy i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC
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Index Plate Well ID
G03
HO3
A04
BO4
co4
D04
EO4
FO4
Go4
HO4

Nazov indexu
UDP0087
UDP0088
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDPO0094
UDP0095
UDP0096

Suprava indexov S2 1

Index Plate Well ID
A01
BO1
Co1
DO1
EO1
FO1

Nazov indexu
UDPO0037
UDP0038
UDP0039
UDP0040
UDPO0041
UDP0042

Suprava indexov S2 2

Index Plate Well ID
A02
B0O2
C0o2
D02
EO02
FO2

Nazov indexu
UDP0065
UDP0066
UDPO0O067
UDP0068
UDP0069
UDP0070
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Bazy i7
CCTCTACATG
GGAGCGTGTA
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATCCAG
TCATAGATTG
GTATTCCACC

CCTCCGTCCA

Bazy i7

TGTAATCGAC
GTGCAGACAG
CAATCGGCTG
TATGTAGTCA
ACTCGGCAAT

GTCTAATGGC

Bazy i7

TAATGTGTCT
ATACCAACGC
AGGATGTGCT
CACGGAACAA
TGGAGTACTT

GTATTGACGT

Bazy i5

GATACCTCCT
ATCCGTAAGT
CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT
GATTAAGGTG
ATGTAGACAA

CACATCGGTG

Bazy i5

GATCACCGCG
TACCATCCGT
GCTGTAGGAA
CGCACTAATG
GACAACTGAA

AGTGGTCAGG

Bazy i5

GTAAGGCATA
AATTGCTGCG
TTACAATTCC
AACCTAGCAC
TCTGTGTGGA

GGAATTCCAA
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Suprava indexov S2 3

Index Plate Well ID
A03
BO3
Cco3
D03
EO3
FO3

Nazov indexu
UDPO0081
UDP0082
UDP0083
UDPO0084
UDPO0085
UDP0086

Suprava indexov S2 4

Index Plate Well ID
A04
BO4
co4
D04
EO4
FO4

Nazov indexu
UDP0089
UDP0090
UDPO0091
UDP0092
UDP0093
UDP0094
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Bazy i7

TGTCGCTGGT
ACCGTTACAA
TATGCCTTAC
ACAAGTGGAC
TGGTACCTAA

TTGGAATTCC

Bazy i7
GTCCGTAAGC
ACTTCAAGCG
TCAGAAGGCG
GCGTTGGTAT
ACATCCAG

TCATAGATTG

Bazy i5

TCGTCTGACT
CTCATAGCGA
AGACACATTA
GCGCGATGTT
CATGAGTACT

ACGTCAATAC

Bazy i5

CGTGTATCTT
GAACCATGAA
GGCCATCATA
ACATACTTCC
TATGTGCAAT

GATTAAGGTG
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Priloha B

Dal$ie vypod&ty pre moznost 1: 280 ng Vstup DNA pre metddy kvantifikacie Quant a
Qubit Broad Range

Vypocet limitov koncentracie pre koncentraciu zasob DNA 11,2 az 154,0 ng/pl:
Minimalna koncentracia je zalozena na vstupe DNA 280,0 ng/objeme 25,0 pl = 11,2 ng/pl.

Na zaklade minimalneho objemu pipetovania 2,0 ul je maximalna koncentracia 280 ng*1,1 (10%
prebytok)/2,0 ul = 154,0 ng/ul, v celkovom objeme 27,5 ul.

Priklady vypoctov so vstupom DNA 280,0 ng
Priklad pouzitia pre koncentraciu zasob DNA = 95,0 ng/ul:

— Objem zasob DNA (ul) = 280,0 ng x 1,1/95,0 ng/ul = 3,242 pl, zaokruhli sa na 3,24 pl pre presné
pipetovanie s P-10.

— Celkovy objem zriedenej DNA je pevne stanoveny na 27,5 pl.

— Objem RSB (ul) = 27,5 ul— 3,24 ul = 24,26 pl, zaokruhli sa na 24,3 ul pre presné pipetovanie s P-
200.

Priklad pouzitia pre koncentraciu zasob DNA = 308,0 ng/pl:

— Objem zasob DNA (ul) je pevne stanoveny na 2,0 ul

— Celkovy objem zriedenej DNA (ul) = 308,0 ng/pl x 2,0 pl/11,2 ng/pl = 55,0 pl

— Objem RSB (ul) = 55,0 yl=2,0 pl = 53,0

DalSie vypodty pre moznost 2: Vstup DNA 350 ng pre metddu kvantifikacie Accuclear
Ultra High Sensitivity

Vypocet limitov koncentracie pre koncentracie zasob DNA 14,0 az 192,5 ng/ul:
Minimalna koncentracia je zalozena na vstupe DNA 350,0 ng/objeme 25,0 ul = 14,0 ng/pl.

Na zdklade minimalneho objemu pipetovania 2,0 ul je maximalna koncentracia 350 ng*1,1 (10%
prebytok)/2,0 ul =192,5 ng/ul.

Priklad vypocétov s 350,0 ng vstupom DNA
Priklad pouzitia pre koncentraciu zasob DNA = 118,75 ng/ul:
— Objem zasob DNA (ul) = 350,0 ng x 1,1/118,75 ng/ul = 3,242 pl, zaokruhli sa na 3,24 pl pre
presné pipetovanie s P-10
— Celkovy objem zriedenej DNA je pevne stanoveny na 27,5 pl.
— Objem RSB (ul) = 27,5 yl - 3,24 pl = 24,26 i, zaokruhli sa na 24,3 ul pre presné pipetovanie s P-
200.
Priklad pouzitia pre koncentraciu zasob DNA = 308,0 ng/ul:
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— Objem zasob DNA (ul) je pevne stanoveny na 2,0 pl
— Celkovy objem zriedenej DNA (ul) = 308,0 ng/ul x 2,0 ul/14,0 ng/ul = 44,0 pl
— ObjemRSB (ul) = 44,0 ul-2,0 ul = 42,0 ul

Historia revizii

Dokument Datum Popis zmeny

Dokument M3j Opraveny vstupny objem pre metddu kvantifikacie Accuclear
¢.200050132 v00.1 2024 Ultra High Sensitivity.

Dokument April Uvodné vydanie.

¢.200050132 v0O 2024
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina“) a st uréené
vyluéne na zmluvné pouzitie u zakaznika v suvislosti s pouzivanim vyrobku (vyrobkov) opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na
Ziadny iny ucel. Tento dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani $irit na Ziadny iny Ucel a/alebo inak poskytovat, zverejiovat alebo
reprodukovat akymkolvek spdsobom bez predchadzajliceho pisomného suhlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto
dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na zéklade patentu, ochrannej zndmky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, Ci
podobnych prav tretich stran.

Pokyny v tomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vy$kolenym personalom, aby sa zabezpecilo
spravne a bezpecné pouzivanie tu popisaného vyrobku (vyrobkov). Pred pouzitim takéhoto vyrobku (vyrobkov) je nutné preditat si a
pochopit cely obsah tohto dokumentu.

NEPRECITANIE VSETKYCH TU OBSIAHNUTYCH POKYNOV A ICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK POSKODENIE
VYROBKU (VYROBKOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZ{VATELOV ALEBO INYCH 0SOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU
A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOCNOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU POPISANEHO VYROBKU
(VYROBKOV) (VRATANE JEHO SUCASTIi ALEBO SOFTVERU).

© 2024 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

VSetky ochranné znamky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych vlastnikov. Informacie o konkrétnych ochrannych
znamkach najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktné informacie

wl C€

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Australsky zadavatel

San Diego, California 92122 USA lllumina Australia Pty Ltd

+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building

+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) i Level 3, 535 Elizabeth Street
lNumina Netherdands B.W.

techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000

www.illumina.com - $ﬁ§ﬁuiﬁf,'l”a“;;‘;“e“ Australia

Oznacenie produktu

Uplné informéacie o symboloch, ktoré sa mozu nachadzat na obale a oznadéeni produktu, najdete vo
vysvetlivkdch symbolov pre vasu sUpravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation
(Dokumentacia).
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