Pristroj NextSeqg™ 550Dx illumina

Prilozena dokumentace

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

Katalogové ¢. 20005715
Zamysleny ucel

Pristroj NextSeq 550Dx je uréen k sekvenovani DNA knihoven s vyuzitim diagnostickych testd in vitro. Pristroj
NextSeq 550Dx je tfeba pouzivat s urcitymi registrovanymi, certifikovanymi nebo schvalenymi in vitro
diagnostickymi reagenciemi a analytickym softwarem.

Principy postupu

lllumina PFistroj NextSeq 550Dx je uréen k sekvenovani DNA knihoven s vyuzitim diagnostickych testd in vitro
a je uréen k pouziti kvalifikovanym a vyskolenym klinickym laboratornim personalem, ktery je vyskolen

v pouzivani diagnostickych postupd in vitro provadénych v klinické laboratofi. Jako vstup pouziva NextSeq
550Dx knihovny pfipravené z DNA, kdy se indexy vzork{ a zachycené sekvence pfipojuji k amplifikovanym
cildm. Knihovny vzork( se zachyti v pritokové kyveté a jsou pfistrojem sekvenovany pomoci chemikalii pro
technologii SBS (Sequencing by synthesis). Technologie SBS vyuziva metodu reverzibilniho terminatoru

k detekci fluorescenéné znacenych jednotlivych nukleotidovych bazi pfi jejich za¢lefiovani do rostoucich
fetézcl DNA. Software pro analyzu v redlném Case (Real-Time Analysis, RTA) provadi analyzu snimk( a
pfifazeni bazi a kazdé bazi za kazdy cyklus sekvenovani pfidéli kvalitativni skére. Kdyz je primarni analyza
dokoncena, Ize pfistrojem provést sekundarni analyzu, kterd zpracuje pfifazeni bazi. V zavislosti na pracovnim
postupu vyuziva NextSeq 550Dx pro sekundarni analyzu rizné moduly. U modulll pro analyzu germindlnich
nebo somatickych variant zahrnuje zpracovani demultiplexing, generovani souborli FASTQ, zarovnani, pfifazeni
variant a generovani souborl ve formatu pfifazeni variant (VCF a gVCF). Soubory VCF a gVCF obsahuji
informace o variantach nalezenych na urcitych pozicich v referenénim genomu.

Konfigurace s dualnim bootovanim

NextSeq 550Dx zahrnuje konfiguraci s dualnim bootovanim, ktera umozfiuje pouziti pfistroje bud'

v diagnostickém rezimu (Dx), nebo pouze pro Uc¢ely vyzkumu (RUO). In vitro diagnostické sekvenc¢ni testy,
zahrnujici moduly pro analyzu germinalnich a somatickych variant, se provadéji v diagnostickém rezimu.

V diagnostickém rezimu lze pouZzit pouze reagencie pro sekvenovani IVD. Charakteristiky funkénosti a omezeni
procedury pfistroje NextSeq 550Dx byly stanoveny v diagnostickém rezimu za pouziti modull pro analyzu
germinalnich a somatickych variant.
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Omezeni postupu

1. Urceno k diagnostice in vitro.

2. Kdyz se moduly pro analyzu germinalnich a somatickych variant pouZzivaji se sadou reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykl{) nebo se sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cykll), dokazou zajistit:

* Vykon sekvenovani = 90 gigabazi (Gb)

* Délka ¢teni (v b&hu s parovymi konci) 2 x 150 part bazi (bp)

* Pridélce ¢teni 2 x 150 bp se baze se rovnaji nebo jsou vétsinez Q30 =75 %
Baze rovné nebo vétsinez 75 % maji kvalitativni skore Phred = 30, coz znamena, ze pfesnost pfifazeni
bazije vétSinez 99,9 %

3. Ctenisindely (inzercemi, delecemi nebo jejich kombinacemi), kde je délka obsahu > 25 bp software testu
nesefadi. Proto indely o délce > 25 bp nejsou pro software testu zjistitelné.

4. Software testu nemusi sefadit &teni amplikon( s extrémnim obsahem variant, coz mdze vyustit v to, Zze
oblast bude vykazana jako divoky typ. Takovy extrémni obsah zahrnuje:

* Cteni obsahuijici vice nez tti indely

» Cteni o délce alespori 30 bp s obsahem jednonukleotidové varianty (SNV) > 4 % celkové cilové délky
amplikonu (vyjma oblasti sondy)

* Cteniodélce < 30 bp s obsahem SNV > 10 % celkové délky amplikonu (v&etné oblasti sondy)

5. Velké varianty, véetné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indel, mohou byt ve vystupnim souboru
VCF vykazany jako samostatné mensi varianty.

6. Varianty deleci mohou byt pfi piemosténi dvou prekryvajicich se amplikond filtrovany nebo opomenuty, je-li
délka delece vétsi nez prekryv mezi pfekryvajicimi se amplikony, nebo se mu rovna.

7. Systém nedokaze detekovat indely, pokud sousedi pfimo s primerem a neni zde zadny pfekryvajici se
amplikon. U oblasti s pfekryvajicimi se amplikony test nedokaze detekovat delece, pokud je oblast prekryti
mensi nez velikost delece, ktera se ma detekovat. Pokud napfiklad oblast pfekryti dvou sousedicich
amplikond zahrnuje dvé baze, test nedokaze detekovat zadné delece zahrnujici tyto dve baze. Lze
detekovat deleci u jedné z téchto bazi.

8. Podobné jako u jakéhokoli pracovniho postupu pfipravy knihovny na bazi hybridizace mohou vlastni
polymorfismy, mutace, inzerce ¢i delece ve vazebnych oblastech oligonukleotidl ovlivnit alely, na néz
sonda cili, a také pfifazeni uskute¢néna v prlibéhu sekvenovani. Priklad:

* Varianta ve fazi s variantou v oblasti primeru nemusi byt amplifikovana, coz ma za nasledek falesné
negativni vysledek.

* Varianty v oblasti primeru by mohly zabranit amplifikaci referencni alely, coz by vedlo k nespravnému
pfifazeni homozygotni varianty.

* Varianty indelll v oblasti primeru mohou zpUsobit fale$né pozitivni pfifazeni na konci ¢teni pfilehlého k
primeru.
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9. Pokud se indely vyskytnou pobliz konce jednoho ¢teni a b&€hem zarovnani se jemné pfipnou, Ize je kvli
vychyleni vlaken filtrovat.

10. Malé MNV se nepotvrdi a jsou vykazany pouze v modulu pro analyzu somatickych variant.

11. Delece se vykazou ve VCF na soufadnici pfedchazejici baze v souladu s formatem VCF. Proto je nutné
zvazit pfiléhajici varianty dfive, nez se vykaze, Ze signal pfifazeni individualni baze je homozygotni
reference.

12. Specificka omezeni tykajici se germinalnich variant:

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajici modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro NextSeq
550Dx je uréen k poskytovani kvalitativnich vysledk( pfifazeni germindlnich variant (napf.
homozygotnich, heterozygotnich, divokého typu).

PFi pouziti s modulem pro analyzu germinalnich variant je pro pfesné pfifazeni variant potfeba minimalni
150nasobné pokryti na amplikon. V dlsledku toho je potfeba 150 podpdrnych fragmentl DNA, coz
odpovida 300 prekryvajicim se ¢tenim parovych koncl. Pocet vzorkl a celkovy cileny pocet bazi
ovliviiuje pokryti. Pokryti mdze byt ovlivnéno obsahem GC a jinym obsahem genomu.

Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni nebo heterozygotni, méze byt ovlivnéno variabilitou
poctu kopii.

Varianty v uréitém opakujicim se kontextu se vyfiltruji do soubor( VCF. Filtr opakovani RMxN se pouziva
k filtrovani variant, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované vyskytuje celd
sekvence varianty nebo jeji ¢ast. V pfipadé pfifazeni varianty germinalni linie vyzaduje filtrace varianty
minimalné devét opakovani v referenci. V Uvahu se berou pouze opakovani o délce do 5 bp (R5x9).

Indel a SNV na jednom lokusu mohou vyustit ve vykazani pouze jedné varianty.

13. Specificka omezeni tykajici se somatickych variant.

Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajici modul Somatic Variant softwaru Local Run Manager pro NextSeq
550Dx je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni vysledky pfifazeni somatickych variant (napf.
pfitomnost somatické varianty s etnostni varianty vétsi nebo rovnajici se 0,026 s limitem detekce
0,05).

Pfi pouziti s modulem pro analyzu somatickych variant je pro pfesné pfifazeni variant potfeba minimalni
pokryti na amplikon 450x na oligonukleotidovy fond. Na jeden fond oligonukleotidl je tedy zapottebi
450 podpdrnych fragmentd DNA, coZ odpovida 900 pFekryvajicim se étenim parovych koncl. Podet
vzork( a celkovy cileny poéet bazi ovliviiuje pokryti. Pokryti mize byt ovlivnéno obsahem GC a jinym
obsahem genomu.

U pfifazeni somatickych variant je pro filtrovani varianty potfeba alespon Sest opakovani v referenci,
pficemz se berou v Uvahu pouze opakovani o délce max. 3 bp (R3x6).

Modul pro analyzu somatickych variant nedokaze rozliSit mezi germinalnimi a somatickymi variantami.
Modul je uréen k detekovani variant v celé fadé frekvenci variant, ale frekvenci variant nelze pouzit k
rozliSeni somatickych variant od germinalnich variant.

Detekci variant ovliviiuje normaini tkan ve vzorku. Vykdzana mez detekce je zaloZena na frekvenci
variant vzhledem k celkové DNA izolované z nadorové a normaini tkané.
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Slozky produktu

lllumina NextSeq 550Dx obsahuje nasledujici:
1. PFistroj NextSeq 550Dx (katalogové ¢. 20005715)

2. Softwarové komponenty pro Pristroj NextSeq 550Dx, v¢etné ndsledujicich:

Softwarova .
) Funkce Popis

aplikace

Obsluzny Ridiprovoz  Softwarové aplikace NOS fidi provoz ptistroje b&hem sekvenovani a

software pfistroje vytvari snimky pro pouziti softwarem pro analyzu v redlném ¢ase (Real-

pfistroje Time Analysis, RTA).

NextSeq

550Dx (NOS)

Software pro  Provadi Softwarova aplikace RTA konvertuje snimky generované NOS pro

analyzu v primarni kazdou dlazdici na cyklus b&hu sekvenovani do souborl pfifazeni bazi,

realném ¢ase analyzu které slouzi jako vstupy pro analytické moduly softwaru Local Run

(Real-time Manager. Softwarova aplikace RTA neobsahuje uZivatelské rozhrani.

Analysis,

RTA)

Local Run Rozhrani Software Local Run Manager je fedeni pro spravu uzivateld, pro vybér

Manager pro vybér vhodného analytického modulu a pro informovani o stavu monitorovani.

modulu Toto feSeni je integrované pfimo do pfistroje.

Modul pro Provadi Tento analyticky modul softwaru Local Run Manager zpracovava

analyzu sekundarni  pfifazeni bazi prostfednictvim sekundarni analyzy. Zpracovani zahrnuje

somatickych  analyzu demultiplexing, generovani souborl FASTQ, zarovnani, pfifazeni variant

variant a vykazovani. Program pro detekci variant (Pisces) generuje soubory
VCF, které obsahuji informace o variantach nalezenych na urcitych
pozicich v referenénim genomu, a zahrnuje namérenou frekvenci
variant.

Modul pro Provadi Tento analyticky modul softwaru Local Run Manager zpracovava

analyzu sekundarni  pfifazeni bazi prostfednictvim sekundarni analyzy. Zpracovani zahrnuje

germindlnich  analyzu demultiplexing, generovani souborl FASTQ, zarovnani, pfifazeni variant

variant

a vykazovani. Program pro detekci variant (Pisces) generuje soubory
VCF, které obsahuji informace o variantach nalezenych na urcitych
pozicich v referenénim genomu, a kazdou variantu identifikuje jako
heterozygotni nebo homozygotni.

3. Volitelné Server lllumina DRAGEN pro NextSeq 550Dx (katalogoveé ¢. 20086130), v€etné nasleduijici
softwarové komponenty:
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Sof'twarova Funkce Popis

aplikace

lllumina Run  Rozhrani Software lllumina Run Manger je nainstalovan na volitelném serveru

Manager pro vybér DRAGEN mimo pfistroj. Systém lllumina Run Manager umoznuje spravu
aplikaéniho  uZivatell, vybér analytického modulu a monitorovani béhl sekvenovani
modulu a stavu analyzy.

Volitelny server lllumina DRAGEN pro NextSeq 550Dx je k dostani pouze ve vybranych zemich. Informace
o regionalni dostupnosti vdm poskytne zastupce spole¢nosti lllumina.

Provozni podminky

Dalsi informace o provoznich podminkach naleznete v ¢asti Environmentalni kritéria v Privodci pfipravou mista
pro pouZzivani pfistroje NextSeq 550Dx (dokument &. 1000000009869).

Prvek Specifikace

Teplota Teplotu v laboratofi udrzujte v rozmezi 19 az 25 °C (22 °C £3 °C). Tato teplota je
provozni teplotou pfistroje. V priib&hu sekvenaéniho béhu zabrafite zménam
teploty prostfedi o vice nez +2 °C.

VlIhkost Udrzujte relativni vihkost v rozmezi 20-80 % bez kondenzace.

Vybaveni a materialy

PoZadované vybaveni a materialy prodavané samostatné

Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cykl(), katalogové ¢. 20028870
Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld), katalogové ¢. 20028871
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Potfebné vybaveni a materialy, které nejsou soucasti

dodavky

illumina

N

Uzivatelem dodavany spotrfebni material pro sekvenovani

Spotiebni material

Cistici ubrousky se 70%
izopropylalkoholem
nebo

Etanol, 70 %

Laboratorni utérky,
nepoustéjici vlidkna

Dodavatel

VWR, kat. ¢. 95041-714
(nebo ekvivalent)
Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

VWR, kat. &. 21905-026
(nebo ekvivalent)

Ugel
Cisténi prtokové kyvety a obecné
pouziti

Cisténi pratokové kyvety a obecné
pouziti

Spotiebni materiadl dodany uzivatelem pro ucely udrzby pfistroje

Spotiebni material

NaOCl, 5%
(chlornan sodny)

Tween 20

Voda, laboratorni jakost

Vzduchovy filtr

Dodavatel

Sigma-Aldrich, katalogové ¢.
239305

(nebo ekvivalent laboratorni
jakosti)

Sigma-Aldrich, katalogové €.
P7949

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

lllumina, katalogové ¢islo
20063988

Pokyny ohledné vody laboratorni jakosti

Ugel
Ruéni myti pFistroje po skonceni béhu;
myci pfipravek zfedény na 0,12 %

Ruéni myti pfistroje; myci pfipravek
zfedény na 0,05 %

Myti pfistroje (ruéni myti)

Cisténi vzduchu nasavaného pistrojem
pro uUcely chlazeni

PFi provadéni postupll na pfistroji vZdy pouzivejte pouze vodu laboratorni jakosti nebo deionizovanou vodu.
Nikdy nepouzivejte kohoutkovou vodu. Pouzivejte pouze vodu nasledujici nebo rovnocenné jakosti:

Deionizovana voda
[llumina PW1

Voda 18 megaohm (MQ)
Voda Milli-Q

Voda Super-Q

Voda pro molekularni biologii
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Varovani a preventivni opatfeni

A UPOZORNENI

10.

11.

Podle federalnich zdkon(l se prodej tohoto zdravotnického prostfedku omezuje na prodej Iékafem
nebo jinym drzitelem povoleni k pouzivani tohoto zdravotnického prostfedku ¢i vystaveni poukazu na
tento prostfedek v daném staté, kde provozuje svou ¢innost.

Nékteré komponenty reagencii, které dodava lllumina pro pouziti s pfistrojem Pristroj NextSeq 550Dx,
obsahuji potencialné nebezpeéné chemikalie. Vdechovanim, pozitim, stykem s k{iZi a vniknutim do oéi
muzZe dojit k Ujmé na zdravi. Pouzivejte ochranné pomicky véetné ochrannych bryli, rukavic a
laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika expozice. S pouzitymi reagenciemi
nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a predpisy platnymi ve vasi
zemi. DalSi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostredi, zdravi a bezpeénosti prace naleznete na
bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

Neprodlené nahlaste veSkeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spolecnosti lllumina
a prislusnym organtm ¢lenskych statd, ve kterych uzivatel a pacient sidli.

Se v§emi vzorky krve zachazejte tak, jako by byly infikovany virem lidské imunodeficience (HIV), lidskym
virem hepatitidy B (HBV) a dalSimi krevnimi patogeny (univerzaini opatfeni).

NedodrzZeni uvedenych postupl mlze vést k chybnym vysledkdm nebo vyznamnému snizeni kvality vzorku.

Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte uUsty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech
nejezte, nepijte ani nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a sadami reagencii pouzivejte jednorazové rukavice a
laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a sadami reagencii si dlikladné umyjte ruce.

Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe a hygieny, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii, pfistrojl a
genomickych vzorkl DNA produkty PCR. Kontaminace PCR mUzZe vést k nepfesnym a nespolehlivym
vysledklm.

Aby se zabranilo kontaminaci, dbejte, aby se pro oblasti pfed amplifikaci a po amplifikaci pouzivalo
vyhrazené vybaveni a spotfebni material (napf. pipety, Spic¢ky pipet, tepelné bloky, vortexery a centrifugy).
Parovani index( se vzorky se musi pfesné shodovat s vyti§ténym rozvrzenim desti¢ky. Software Local Run
Manager automaticky vyplIni indexacni primery souvisejici s ndzvy vzork(l, kdyZ se zadaji do modulu.
Doporucuje se, aby uzivatel pfed spusténim béhu sekvenovani ovéfil, Ze jsou indexacni primery spravné
pfifazeny ke vzorklm. Rozdily mezi vzorky a rozvrzenim desti¢ky vyusti ve $patnou identifikaci pozitivnich
vzork( a vykazani nespravnych vysledkd.

Durazné se doporuduje, aby si uzivatel nainstaloval antivirovy software, ktery bude pocita¢ chranit proti
virlm. Pokyny k instalaci naleznete v uzivatelské pfirucce.

PFistroj NextSeq 550Dx nepouzivejte, pokud je z n&j sejmut kterykoli z krycich panell. Pouzivani pfistroje,
kdyz jsou sejmuty nékteré z panelQ, pfedstavuje riziko Urazu stfidavym nebo stejnosmérnym elektrickym
proudem.

Nedotykejte se prlitokové kyvety ve snimacim prostoru. Ohfiva¢ v tomto prostoru miize mit teplotu 22 °C az
95 °C a mize zpUsobit popaleniny.
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12. Pfiblizna hmotnost pfistroje je 84 kg, takZe v pfipadé padu nebo nevhodného zachazeni mize zplsobit
vazné poranéni osob.

Navod k pouziti

Nasledujici pokyny k pouziti PFistroj NextSeq 550Dx vyzaduji reagencie dodané v sadé reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll) nebo NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cykld).

Vytvoreni béhu

Vytvorte sekvencni béh pomoci Local Run Manager nebo lllumina Run Manager. Navod k pouziti Local Run
Manager naleznete nize a v Referenéni pfirucka k pfistroji NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).
Pokyny k vytvofeni cyklu pomoci lllumina Run Manager naleznete v Pfiruc¢ka k softwaru lllumina Run Manager
pro NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).

Pokyny k vybéru mezi Local Run Manager a lllumina Run Manager naleznete v Pfiru¢ka k softwaru lllumina Run
Manager pro NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239). Podrobné pokyny ke konkrétnim aplikacim naleznete v
pfiru¢ce k modulu nebo aplikaci pro konkrétni test.

Nasledujici pokyny se tykaji pouzivani modull Local Run Manager pro analyzu germinalnich a somatickych
variant.

Nastaveni parametru

1. PFihlaste se do aplikace Local Run Manager.

2. Vyberte Create Run (Vytvofit béh) a vyberte Somatic variant (Somaticka varianta) nebo Germline Variant
(Germinalni varianta).

3. Zadejte nazev béhu, ktery béh identifikuje od sekvenovani az po analyzu.
Pouzivejte alfanumerické znaky, mezery, podtrzitka nebo pomic¢ky.

4. [Volitelné] Pro lepSiidentifikaci béhu zadejte popis béhu.
Pouzivejte alfanumerické znaky, mezery, podtrzitka nebo pomlic¢ky.

5. Vrozeviracim seznamu vyberte pocet vzorkd a sadu indexu.
PFi vybéru zvaZte nasledujici informace.

* Rozeviraci seznam obsahuje ¢isla vzorkl se sadou indexd. Naptiklad ,24-sada 1“ oznaduje 24 vzork(, které
se maji testovat s indexy ze sady index( 1.

* Cisla sad index( se vztahuji k riznym sadém péar( index i5 ai7. Sada 1i sada 2 poskytuji diverzitu indexd.
Aby se zabranilo vyCerpani jedné sady, jsou k dispozici dvé sady indexu.

* Vyberte poCet vzorkd, ktery se co nejvice blizi po¢tu vzork(, ktery testujete. Pokud na seznamu neni pfesny
pocet vzorkl, vyberte nejblizsi Cislo, které viak bude nizi nez podet, ktery testujete. KdyZ napriklad chcete
testovat 18 vzorkd, vyberte 16 vzorkd.
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* Navrzené jamky pro vzorky a kombinace indexd, které splriuji pozadavky na diverzitu indexd, jsou
zvyraznény zelené.

Importovani soubord manifestl pro béh

1. Ujistéte se, Ze manifesty, které chcete importovat, jsou dostupné na pfistupném umisténi v siti nebo na
USB disku.

Vyberte Import Manifests (Importovat manifesty).

3. Prejdéte k souboru manifestu a vyberte manifesty, které chcete pfidat.

POZNAMKA Aby byly soubory manifestl dostupné pro véechny bé&hy za pouziti modulfl pro analyzu
germinalnich nebo somatickych variant, pfidejte manifesty pomoci funkce Module Settings
(Nastaveni modulu). Tato funkce vyZaduje povoleni na Urovni administratora. Dalsi informace
najdete v ¢asti Referenéni pfirucka k pfistroji NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Specifikace vzorkl pro béh

Pomoci jedné z nasledujicich moznosti s pfislusnymi pokyny specifikujte vzorky pro dany béh.
Enter samples manually (Ru¢ni zadani vzorkd) — PouZijte prazdnou tabulku na obrazovce Create Run (Vytvofit
béh).

Import samples (Importovani vzork({) — Vyhledejte externi soubor ve formatu .csv (¢arkou oddélené Gdaje). Na
obrazovce Create Run (Vytvofit béh) je k dispozici Sablona ke stazeni.

Rué&ni zadani vzork

1. Zadejte unikatni nazev vzorku (modul pro analyzu somatickych variant) nebo ID vzorku (modul pro analyzu
germinalnich variant).
Pouzivejte alfanumerické znaky, poml¢ky a podtrzitka.
2. [Volitelné] V pfipadé pozitivnich nebo negativnich kontrolnich vzorkd klepnéte pravym tlacitkem mysi a
vyberte typ kontroly.
Kontrola jamky jednoho vzorku automaticky vyplni odpovidajici jamku v druhém fondu stejnou kontrolou.
3. [Volitelné] Do pole Sample Description (Popis vzorku) zadejte popis vzorku.
Pouzivejte alfanumerické znaky, poml¢ky a podtrzitka.
4. Vrozeviracim seznamu Index 1 (i7) vyberte adaptér Indexu 1.
Pokud pouZijete navrzené jamky vzork(, software automaticky vyplIni indexové adaptéry i5 a i7, které spliuji
pozadavky na diverzitu indexd. Pokud na seznamu neni pfesny pocet vzorkd, které testujete, vyberte
indexové adaptéry pro extra jamky.
5. Vrozeviracim seznamu Index 2 (i5) vyberte adaptér Indexu 2.

6. Vrozeviracim seznamu manifestl vyberte soubor manifesta.
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Vzorky ve fondu A vyzaduji jiny manifest nez vzorky ve fondu B.
7. Vyberte moznost pro zobrazeni, tisk nebo uloZeni rozlozeni desti¢ky jako reference pro pfipravu knihoven:
e Pro zobrazeni rozvrzeni desti¢ky vyberte ikonu ®Print (Tisk). Pro tisk rozvrzeni desti¢ky vyberte Print
(Tisk).
* Pro export informaci o vzorcich do externiho souboru vyberte Export (Exportovat).

8. Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).
Importovani vzorkd

1. Vyberte Import Samples (Importovat vzorky) a vyhledejte umisténi souboru s informacemi o vzorcich.
MdzZete importovat dva typy soubor(.

* Pronoveé rozvrzeni desti¢ky vyberte na obrazovce Create Run (Vytvofit béh) moznost Template
(Sablona). Soubor se $ablonou obsahuje spravné nadpisy sloupcd pro importovani. K vzorkiim v béhu
zadejte do kazdého sloupce informace o vzorku. V nevyuzitych bufkach vymazte informace uvedené
jako priklad, a poté soubor uloZzte.

* Pomocifunkce Export pouZijte soubor s informacemi o vzorku, ktery byl vyexportovan z modulu pro
analyzu germinalnich nebo somatickych variant.

2. Pro zobrazenirozvrzeni desti¢ky vyberte ikonu =Print (Tisk).
Pro tisk rozvrZeni desti¢ky jako reference pro pfipravu knihoven vyberte Print (Tisk).

Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Priprava kazety reagencii

Chcete-li zdarné provést sekvenovani, pozorné se fidte pokyny pro nakladani s kazetou reagencii.
1. Ze skladovacich prostor s teplotou od -25 °C do -15 °C vyjméte kazetu reagencii.

2. Nékterou z nasledujicich metod reagencie rozmrazte. Kazetu neponofujte. Po rozmrazeni kazetu vysuste
a teprve potom pokracujte dalSim krokem.

Teplota Doba rozmrazovani Limit stability
Vodnilazen (15 °C az 30 °C) 60 minut Nesmi pfesahnout 6 hodin
2°Caz8°C 7 hodin Nesmi pfesahnout 5 dnl

POZNAMKA Pokud se ve stejné vodni ldzni rozmrazuje vice nez jedna kazeta, provadéjte rozmrazovani po
delSi dobu.

Pétkrat kazetu obratte nahoru a dold, aby se promichaly reagencie.

Zkontrolujte dno kazety, zda se reagencie Fadné rozmrazily a neobsahuji zadné srazeniny. Zamérte se
zvlasté na pozice 29, 30, 31 a 32, nebot jsou nejvétsi a jejich rozmrazeni trva nejdéle.

5. Opatrné kazetou poklepejte o pracovni stll, abyste sniZili po¢et vzduchovych bublinek.
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Nejlepsich vysledkd dosahnete, prikrodite-li pak pfimo k vloZeni vzorku a nastaveni b&hu.
Priprava prutokové kyvety

1. Ze skladovych prostor s teplotou 2-8 °C vyjméte krabici s novou prdtokovou kyvetou.

2. Sejméte balici félii a krabici 30 minut ponechte pfi pokojové teploté.

Priprava knihoven na sekvenovani

Denaturujte a zfedte knihovny na objem pro viozZeni 1,3 ml. V praxi mize byt koncentrace pro viozeni rlizna
podle pfipravy knihovny a kvantifikaénich metod. Redéni vzork( knihoven zavisi na tom, nakolik komplexni jsou
fondy oligonukleotidd. Pokyny k pfipravé vzork( knihovny pro sekvenovani véetné fedéni a vkladani do fondu
naleznete v navodu k pouziti sady pro pfipravu pfislusné knihovny. Na pfistroji NextSeq 550Dx je tfeba
optimalizovat hustotu klastru.

Vlozeni knihoven do kazety reagencii

1. Utérkou, ktera nepousti vldkna, ocistéte tésnici folii zakryvajici zasobnik &. 10 oznaceny jako Load Library
Here (Sem vloZte knihovnu).

Tésnéni propichnéte $pickou Cisté Tml pipety.
3. 1,3 ml pfipravenych knihoven viozZte do zadsobniku &. 10 ozna¢eného jako Load Library Here (Sem vioZte
knihovnu). Pfi vkladani knihoven se nedotykejte tésnici fdlie.

Obrazek 1 Vlozeni knihoven

Nastaveni sekvenacniho béhu

Uplné pokyny k nastaveni cyklu viz Referenéni ptiru¢ka k pfistroji NextSeq 550Dx (dokument
¢.1000000009513).

1. K pfistroji NextSeq 550Dx se pfihlaste svym heslem k softwaru Local Run Manager nebo lllumina Run
Manager.

2. Na obrazovce Home (Dom() softwaru NOS vyberte Sequence (Sekvence).

3. Naseznamu vyberte béh, a poté vyberte Next (Dalsi).
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Otevie se série obrazovek nastaveni cyklu v nasledujicim pofadi: VioZeni pritokové kyvety, vioZeni kazety s
pufrem, vlioZeni kazety s reagenciemi a kontrola pfed spusténim béhu.

POZNAMKA B&hy jsou pfistupné pouze pomoci stejného Run Manageru, ktery byl pouZit p¥i planovani
béhu. Pokyny k nastaveni softwaru Run Manager viz Pfiru¢ka k softwaru lllumina Run
Manager pro NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).

4. Kdyz se objevi obrazovka Load Flow Cell (VloZeni prltokové kyvety), vydistéte a vlioZte prdtokovou kyvetu.
* Zobalové fdlie vyjméte pritokovou kyvetu.
* Otevrete prihledné obalové pouzdro z umélé hmoty a vyjméte pritokovou kyvetu.
* Ubrouskem, ktery nepousti vlakna a je napustén alkoholem, ogistéte sklenény povrch pritokové kyvety.

Sklo osuste laboratorni utérkou nepoustéjici viakna.

* Zkontrolujte, Ze je sklenény povrch pritokové kyvety opravdu isty. V pfipadé potfeby ¢isténi opakujte.
* Odstrarnte pritokovou kyvetu z pfedchoziho béhu.
* Zarovnejte pritokovou kyvetu podle zarovnavacich pind a umistéte ji do snimaciho prostoru.

5. Vyberte moznost Load (Vlozit).
Dvirka se automaticky zaviou, na obrazovce se zobrazi ID pritokové kyvety a probéhne kontrola senzor(.

6. Postupuijte podle pokynd softwaru a vyprazdnéte nddobu od pouzitych reagencii, vioZte kazetu s pufrem
pro NextSeq 550Dx a viloZte kazetu s reagenciemi pro NextSeq 550Dx.
Kdyz je kazeta s pufrem i kazeta s reagenciemi pro NextSeq 550Dx vloZena, software pfe€te a zaznamena
RFID. Na obrazovce se objevi ID kazety s pufrem i kazety s reagenciemi a zkontroluji se senzory.

7. AZ probéhne automaticka kontrola pred spusténim béhu, zvolte mozZnost Start (Spustit). (Tento krok neni
tfeba, pokud je nastaveno automatické spousténi).

8. Kdyz se spusti béh, otevfe se obrazovka Sequencing (Sekvenovani). Tato obrazovka poskytuje vizualni
reprezentaci probihajiciho béhu, a to véetné hodnot intenzity a kvalitativnich skére.

Vysledky

Software pro analyzu v realném Case (Real-Time Analysis, RTA) je integrovany software, ktery provadi analyzu
snimkU a pfifazeni bazi, a kazdé bazi za kazdy cyklus sekvenovani pridéli kvalitativni skore. Po dokonéeni
primarni analyzy vybrany aplikaéni modul automaticky zahaji sekundarni analyzu. Zde popsané procesy
sekundarni analyzy jsou ur¢eny pro moduly Local Run Manager pro analyzu germinalnich a somatickych variant
Pfistroj NextSeq 550Dx.

Demultiplexovani

Demultiplexing porovnava kazdou sekvenci ¢teni indexu se sekvencemi indexu specifikovanymi pro béh. V
tomto kroku nejsou zvazovany zadné hodnoty kvality.
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Cteni indexu jsou identifikovana pomoci nasledujicich krokd:
* Vzorky jsou Cislovany od 1 podle pofadi, v jakém jsou uvedeny pro dany béh.
* Vzorek ¢islo 0 je vyhrazen pro klastry, které nebyly pfifazeny ke vzorku.

* Klastry jsou pfifazeny ke vzorku, kdyz se indexova sekvence pfesné shoduje nebo kdyz existuje nejvyse
jedna neshoda na jednotlivé ¢teniindexu.

Generovani souboru FASTQ

Po demultiplexingu software generuje pfechodné analytické soubory ve formatu FASTQ, coz je textovy format
pouzivany k reprezentaci sekvenci. Soubory FASTQ obsahuiji ¢teni pro kazdy vzorek a souvisejici skére kvality.
Klastry, které neprosly filtrem, jsou vylouceny.

Kazdy soubor FASTQ obsahuje Cteni pouze pro jeden vzorek a nazev tohoto vzorku je v nazvu souboru FASTQ.
V modulech pro analyzu germindlnich a somatickych variant se generuje osm souborli FASTQ na vzorek na
jeden fond oligonukleotidd, ¢tyfi ze ¢teni 1 a Ctyfi ze Cteni 2. Tento vystup vyusti v celkem 8 souborl FASTQ na
vzorek pro modul pro analyzu germindlnich variant a 16 soubord FASTQ na vzorek pro modul pro analyzu
somatickych variant. Soubory FASTQ jsou primarnim vstupem pro zarovnani.

Zarovnani

Bé&hem kroku zarovnani zarovnava Smithlv-Waterman(v algoritmus klastry kazdého vzorku k sekvencim
amplikonl uvedenym v souboru manifestu.

Smithlv-Waterman(v algoritmus provadi semiglobalni zarovnavani sekvenci, aby uril podobné oblasti dvou
sekvenci. Namisto porovnani celé sekvence porovnava Smithlv-Waterman(v algoritmus segmenty vSech
moznych délek.

Kazdé ¢teni parovych koncll se vyhodnoti ve smyslu zarovnani k pfislusnym sondovacim sekvencim tohoto

¢teni.

* Pfivyhodnoceni ¢teni 1je tfeba zohlednit reverzni komplement nize polozenych lokusoveé specifickych
oligonukleotidd (DLSO).

* PFivyhodnoceni ¢teni 2 je tfeba zohlednit vySe polozené lokusové specifické oligonukleotidy (ULSO).

* Pokud se zacatek ¢teni shoduje se sondovaci sekvenci a neni zde vice nez jeden rozdil, celd délka ¢teni se
zarovna s cilovym amplikonem této sekvence.

* Pokud se zacatek ¢teni shoduje se sondovaci sekvenci a nejsou zde vice nez tfi rozdily (rozdily nebo
posuny kvdli po¢ate¢nim indellim), celd délka &teni se zarovna s cilovym amplikonem této sekvence.

* Indely vramci DLSO a ULSO nebyly vzhledem k chemickym vlastnostem testu pozorovany.

Na zékladé frekvence rozdild bud' v oblasti zajmu, nebo v celém amplikonu - v zavislosti na délce amplikonu — se
z vysledkl zarovnani vyfiltruji zarovnani. Vyfiltrovana zarovnani se zapi$i do soubor( zarovnani jako
nezarovnana a pfi pfifazeni variant se nepouziji.
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PFrirazeni variant

Program pro detekci variant Pisces je uréen k tomu, aby stanovil SNV a pfifazeni indelovych variant z knihoven
pfipravenych pro dany pfistroj.

Vykazy a dodatec¢né vystupni soubory

Moduly pro analyzu variant vytvareji zpravy ve formatu PDF a *.txt, které zobrazuji metriky, jako je sekvenéni
hloubka a pocty variant. Moduly také generuji vystupni soubory, napfiklad VCF a gVCF pro aplikace pfifazujici
varianty.

Postupy kontroly kvality

PFi vyhodnocovani kazdého béhu, vzorku a pfifazeni baze bere software NextSeq 550Dx v Uvahu metriky
kontroly kvality. Pozitivni a negativni kontroly se také doporucuji pfi pfiprave knihoven a je tfeba je vyhodnotit.
Kontroly se hodnoti ndsledovné:

* Negativni kontrola (kontrola bez Sablony) nebo jina negativni kontrola — musi generovat o¢ekavany
vysledek. Pokud negativni kontrola generuje vysledek odliSny od o¢ekavaného vysledku, doslo mozna
k chybé pfi sledovani vzorku, nespravnému zaznamu indexacnich primerd nebo kontaminaci.

* Vzorek s pozitivni kontrolou — musi vygenerovat ocekavany vysledek. Pokud pozitivni kontrola generuje
vysledek odlidny od ocekavaného vysledku, mohla se vyskytnout chyba pfi sledovani vzorkd &i
zaznamenavani indexacnich primerd.

Charakteristiky funkCnosti

Charakteristiky funk&nosti Pfistroj NextSeq 550Dx byly stanoveny modulem pro analyzu germinalnich a
somatickych variant pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a sady reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cykll) a ovéfeny pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cykld). Studie zahrnovaly indexovani vzorkd, prenos vzorkd, vstup DNA, analytickou citlivost (mez blanku /
mez detekce), pfesnost, konzistenci vysledk(, porovnani metod a reprodukovatelnost.

Analytické studie pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll) byly uréeny
k hodnoceni tvrzeni o funk&nosti dfive stanovenych pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cykl(). Vysledky zjisténé pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx demonstruji, ze
sady reagencii (v2 a v2.5) maji srovnatelnou funk&nost. Charakteristiky funk&nosti souvisejici s pre-
analytickymi faktory, jako jsou napfiklad metody extrakce nebo interferujici latky, viz dokumentace priloZzend k
sadé TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.
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Definice vypoctl pouzivanych v charakteristikach
funkcnosti

1. Procento pozitivni shody (PPA) se podita jako pomér lokusd, které jsou referenéni metodou klasifikovany
jako varianty a které test spravné vykaze.
* (podet lokusd varianty spravné vykazanych testem) / (celkovy pocet lokusl varianty)
Lokusy varianty vykazané testem, které jsou shodné s referencni metodou, jsou skute¢né pozitivni (TP).
Lokusy varianty vykazané testem jako referencni pfifazeni nebo jina pfifazeni varianty jsou faleSné
negativni (FN).
2. Procento negativni shody (NPA) se podita jako pomér lokusd, které jsou referenéni metodou klasifikovany
jako divoky typ a které test spravné vykaze.
* (pocet lokust divokého typu spravné vykazanych testem) / (celkovy pocet lokusl divokého typu)
Lokusy divokého typu vykazané testem, které jsou shodné s referenéni metodou, jsou skute¢né
negativni (TN). Lokusy divokého typu vykazané testem jako varianty jsou falesné pozitivni (FP).
3. Celkova procentualni shoda (OPA) se podita jako pomér lokustd spravné vykazanych testem vzhledem k
referenéni metodé.
* ((pocet lokusl varianty spravné vykazanych testem) + (pocet lokusd divokého typu spravné
vykazanych testem)) / ((celkovy pocet lokusUl varianty) + (celkovy pocet lokusl divokého typu))
4. Vypocty PPA, NPA a OPA nezahrnuji pfipady bez pfifazeni (varianta nebo referenéni lokus nespliuji
podminky jednoho nebo vice kvalitativnich filtr().
5. Frekvence autozomalniho pfifazeni se pocitd jako celkovy pocet lokusl, jenz splfiuje podminky filtr(, déleno
celkovym poétem pozic sekvenovanych pro chromozomy 1-22: chromozomy X a Y jsou vylou¢eny. Tato
metrika nezohlednuje shodu pfifazeni s referenéni metodou.

Funkénost sady reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cykilt)

Indexovani vzorku

Indexacni primery vzorkU pfidané bé&hem pfipravy knihovny pfifazuji kazdému vzorku DNA jedine¢nou sekvenci.
Tyto jedine¢né sekvence umoznuji sloudit vice vzorkl do jednoho sekvenacéniho bé&hu. Indexovani vzorkl se
pouzivd pro germinaini i somatické pracovni postupy. Uéelem této studie bylo stanovit minimalni (8) a maximalni
(96) pocet vzorkll, které mohou byt zpracovany pomoci Pfistroj NextSeq 550Dx v jediném sekvenaénim béhu.
Testovalo se osm unikatnich vzorkd Platinum Genome s 12 réiznymi kombinacemi indexacniho primeru na
vzorek. Vysledky ¢tyF béhl sekvenovani ziskané modulem pro analyzu germindlnich variant se porovnaly s
genomy Platinum Genome verze 2016-1.0.
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U prvni sady b&hl se knihovny s 96 unikatné indexovanymi vzorky testovaly reprezentativnim testem uréenym
k vyhledani rliznych gend zahrnujicich 12 588 bazi na 23 rliznych chromozomech, aby se ovéfila schopnost
testu konzistentné provadét genotypova pfifazeni u daného vzorku s rliznymi kombinacemi indexa¢niho
primeru. U druhé sady b&h( se knihovny s osmi unikatné indexovanymi vzorky sekvenovaly ve dvou bézich
sekvenovani, aby se ovéfil minimalni pocet podporovanych indexd.

U béhl s 96 indexy se SNV pohybovala od 98,7 % do 100 %, PPA pro inzerce a delece byla 100 % a NPA pro
kazdou z 96 kombinaci indexl byla 100 %. Béhy s 8 indexy mély hodnoty PPA 100 % (SNV, inzerce a delece) a
NPA 100 % pro kazdou z osmi kombinaci indexd.

PFenos vzorku

Pristroj NextSeq 550Dx umoziiuje sekvenovani vice vzork{ a kontrol v jediném bé&hu sekvenovani. Byla
provedena studie k vyhodnoceni rozsahu pfenosu vzorkl v ramci sekvenacniho b&hu a mezi sekvenaénimi
béhy. Reprezentativnim testem uréenym k vyhledani rliznych gend zahrnujicich 12 588 bazi (150 amplikon{) na
23 rliznych chromozomech, véetné obou pohlavnich chromozomd, se testovaly dva vzorky Platinum Genome,
jeden muzsky a jeden zensky. Na pfistroji NextSeq 550Dx se modulem pro analyzu germinalnich variant
sekvenovaly knihovny. Pfenos muzskych vzorkl do Zenskych vzorkl byl pozorovan v dlisledku pfitomnosti
¢teni amplikonu z chromozomu Y v Zenskych vzorcich.

K pfenosu v rdmci b&éhu miZze dochazet béhem generovani klastrl, pfifazeni bazi indexového cyklu a
demultiplexingu vzorkl. Za u¢elem testovani pfenosu vzorkl v ramci béhu sekvenovani se fond knihovny
sestavajici ze 46 replikatl muzskych i zenskych vzorkU a ¢tyf kontrol bez $ablony jednou sekvenoval na pfistroji
NextSeq 550Dx. Pfenos vzorkd v ramci béhu se vyhodnotil porovnanim pokryti kazdého zenského replikatu
amplikony z chromozomu Y s prlimérnym pokrytim vSech muzskych replikatl ve fondu amplikony z
chromozomu Y. Median zjistény u pfenosu v ramci béhu &inil 0,084 %.

Za U¢elem testovani pfenosu vzorkd mezi béhy byly pfipraveny dva fondy knihoven, které se postupné
sekvenovaly na pristroji NextSeq 550Dx. Prvni fond obsahoval 46 replikatl Zenského vzorku a dvé kontroly bez
dablony. Druhy fond obsahoval 46 replikatd muzského vzorku a dvé kontroly bez $ablony. Oba fondy pouzivaly
stejnou sadu indexovych adaptérd. Nejprve byl sekvenovan Zzensky fond, nasledoval sekvenéni béh s muzskym
fondem a po ném nasledoval dal$i opakovany sekvenacni béh s zenskym fondem. Pfenos vzorkl mezi béhy se
vyhodnotil porovnanim pokryti odpovidajicich replikatli opakovaného béhu zenského fondu a béhu muzského
fondu amplikony z chromozomu Y. Median zjistény u pfenosu mezi béhy ¢&inil 0,0076 %.

Vstup DNA

Krev (germinaini)

Pro pfipravu knihovny na pfistroji Pfistroj NextSeq 550Dx pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx

s vyuZzitim pracovniho postupu modulu pro analyzu germindlnich variant byl stanoven rozsah vstupl DNA krve.
Tento rozsah byl vyhodnocen provedenim studie sériového fedéni s pouzitim 13 vzorkd Platinum Genome
pomoci reprezentativniho testu navrzeného k vyhledani rliznych genl zahrnujicich 12 588 bazi napfic¢

23 rliznymi chromozomy. Knihovna se sekvenovala dvéma pfistroji NextSeq 550Dx pomoci jedné $arze sady
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyKkld).
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Pét vzorkd bylo testovano duplicitné pfi péti Urovnich vstupt DNA v rozmezi od 250 ng do 12 ng (250 ng,

100 ng, 50 ng, 25 ng a 12 ng). Osm vzorkl se testovalo jako jediny replikat na kazdé z péti trovni vstuplt DNA.
Pro stanoveni piesnosti byly genotypy vzorkl porovnany s genomy Platinum Genome verze 2016-1.0. Vysledky
byly stanoveny pro kazdou uroven vstupu. PPA pro kazdy typ varianty (SNV, inzerce a delece) je uvedeno v
Tabulka 1; NPA je uvedeno v Tabulka 2. V8echny Urovné vstupu mély podobnou pfesnost. Doporuceny vstup
DNA pro sadu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx je 50 ng, pfi¢emz 25 ng a 100 ng pfedstavuji spodni a horni
hranici pro spInéni charakteristik funkénosti.

Tabulka1 PPA vysledky pro kazdy vstup DNA podle typu varianty

Vstup DNA Typ Ocekavané TP EN Varianty bez PPA
(ng) varianty varianty pfifazeni (%)
12 SNV 2412 2 381 31 0 98,7
25 2404 8 0 99,7
50 2403 9 0 99,6
100 2412 0 0 100
250 2412 0 0 100
12 Inzerce 808 784 3 21 99,6
25 781 5 22 99,4
50 786 2 20 99,8
100 786 0 22 100
250 786 0 22 100
12 Delece 758 732 12 14 98,4
25 737 7 14 99,1
50 742 2 14 99,7
100 744 0 14 100
250 744 0 14 100

Tabulka 2 NPA pro kazdy vstup DNA

Referenéni pfipady bez

Vstup DNA (ng) TN FP Tl NPA (%)

12 430940 4 26 >99,9

25 430936 0 34 100

50 430936 2 32 >99,9

100 430942 0 28 100

250 430942 0 28 100
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FFPE (somatickd)

Pro pfipravu knihovny na pfistroji NextSeq 550Dx pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx s vyuzitim
pracovniho postupu modulu pro analyzu somatickych variant byl stanoven rozsah vstupl DNA fixovanych
formalinem a zalitych do parafinu (FFPE). Rozsah vstupt DNA se vyhodnotil provedenim sériového fedéni tfi
vzorkd Platinum Genome a reprezentativnim testem ur¢enym k vyhledani réiznych genl zahrnujicich 12 588 bazi
na 23 rliznych chromozomech. Bunécéné linie GM12878 a GM12877 genomu Platinum Genome byly fixovany
formalinem a zality do parafinu s naslednou extrakci DNA. GM12878 se zfedila linii GM12877 tak, aby se alelické
frekvence variant (VAF) 79 variant (55 SNV, 9 inzerci a 15 deleci) pohybovaly pobliz 0,025, 0,05 nebo 0,10.
Kazdy vzorek mél dale 91 variant s vys$Simi frekvencemi variant az po VAF 1,0. Vzorky se zpracovaly duplicitné
na péti Urovnich vstupu DNA s primérnym delta kvantitativnim cyklem (dCq) 2,1, 3,6, 4,6, 6,0 a 7,8 mé&fenym
sadou TruSeq Custom Amplicon Dx — FFPE QC Kit. Kazda knihovna se sekvenovala dvéma pfistroji NextSeq
550Dx pomoci dvou sad reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykld). Pro stanoveni
pfesnosti byly pfifazené varianty vzorkl porovnany s genomy Platinum Genome verze 2016-1.0. PPA pro kazdy
typ varianty (SNV, inzerce a delece) je uvedeno v Tabulka 3; NPA je uvedeno v Tabulka 4. Doporuc¢eny vstup
DNA pro varianty s VAF 0,05 nebo vyS$Sije dCq = 4, pficemz pro splnéni charakteristik funk&nosti pfedstavuje
hodnota 4,6 spodni hranici.

Tabulka 3 PPA - vysledky pro kazdy vstup DNA podle typu varianty

VAF cilového fedéni

Pramér Typ Oé&ekavané Neo:ée:ra;;éna . 0,025 . 0.05 - 0.10
dCq varianty  varianty ofifazeni Va;':‘:ty PPA Va:::ty PPA Va:ea:ty PPA
prifazeni (%) prifazeni (%) prifazeni (%)
2,1 SNV 808 — 196 100 0 100 0 100
3,6 250 99,3 4 100 0 100
4,6 251 94,6 51 99,2 5 100
6,0 257 65,3 213 91,4 100 100
7,8 254 69,3 185 90,7 100 100
2,1 Inzerce 264 8 66 96,5 8 100 8 100
3,6 62 97,0 8 100 8 100
4,6 48 96,3 21 100 8 100
6,0 40 80,4 47 98,2 24 95,8
7,8 57 87,0 56 96,2 31 100
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21 Delece 304 16 58 100 16 100 16 100
3,6 80 100 16 100 16 100
4,6 65 95,4 28 100 16 100
6,0 78 74,8 105 94,0 36 100
7,8 76 75,0 79 951 57 98,8

Tabulka 4 NPA pro kazdy vstup DNA

VAF cilového fedéni

. , 0,025 0,05 0,10
s Ocekavany
T E divoky typ Referenéni NPA Referenéni NPA Referenéni
pfipady bez %) pripady bez (%) pripady bez NPA (%)
prifazeni ° pfifazeni ° prifazeni
2,1 93688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4,6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >99,9 3296 >999 2996 100
7.8 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 > 99,9

Analyticka citlivost (Mez blanku [LoB] a mez detekce [LoD])

Tato studie se provedla k vyhodnoceni meze blanku (LoB) a meze detekce (LoD) modulu pro analyzu
somatickych variant na pfistroji NextSeq 550Dx. To se provedlo reprezentativnim testem uréenym k vyhledani
rlznych gent zahrnujicich 12 588 bazi na 23 rliznych chromozomech. Bunééné linie GM12878 a GM12877
genomu Platinum Genome byly fixovany formalinem a zality do parafinu s naslednou extrakci DNA. GM12878 se
ziedila linii GM12877, aby frekvence 74 variant (53 SNV, 7 inzerci a 14 deleci) byla 0,05 + 0,02. Linie GM12877 a
zfedéna linie GM12878 (GM12878-D) se testovaly Sest po sobé jdoucich dni na jednom pfistroji, pficemz se
stfidaly dvé $arZe sad reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykl{), a docililo se tak celkem
desti b&hl sekvenovani. Tento test vyustil v 60 replikatd kazdé varianty GM12878-D a 72 replikatl kazdé
odpovidajici soufadnice divokého typu v GM12877 pro kazdou SarzZi reagencii. LoB a LoD se vypocitaly
klasickou metodou pomoci neparametrické moznosti uvedené v CLSI EP17-A2. LoB a LoD se vypoditaly
samostatné pro SNV, inzerce a delece, a to slou¢enim frekvenci variant daného typu varianty do fondu. Chyba
l. typu byla definovana jako 0,01 a chyba ll. typu jako 0,05.

U LoB se frekvence variant slou¢enych do fondu sefadily od nejniZsi po nejvyssi a pro kazdy typ varianty se
vypodcitala 99. pozice kazdé Sarze reagencie (Tabulka 5). Modul pro analyzu somatickych variant vyuziva ke
stanoveni kvalitativni detekce variant mezni hodnotu (Uc¢innou LoB) VAF 0,026. Vypocitana LoB ovéfila, Ze tato
mezni hodnota nema za nasledek chybu I. typu vétsinez 0,01.
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Tabulka 5 Mez blanku

T
v::)ianty Celkovy pocet pozorovani LoB - Sarze reagencii1 (%) LoB - Sarze reagencii 2 (%)
SNV 3816 0,77 0,77
Inzerce 504 0,56 0,56
Delece 1008 1,20 1,20

U LoD se vypocitalo procento frekvenci jednotlivych mutaci pro kazdou Sarzi reagencii a kazdy typ varianty pod
mezni hodnotou 0,026 (Tabulka 6). Protoze procenta byla niZzSi nez 5% chyba Il. typu (0,05), jako LoD se
vypodcital median kombinovanych frekvenci variant (Tabulka 6). Za LoD kazdého typu varianty se povazovala
vétsi ze dvou hodnot vypocitanych pro dvé Sarze reagencii — 4,97 % pro SNV, 5,12 % pro inzerce a 5,26 % pro
delece.

Tabulka 6 Mez detekce

Sars T Celkov¥ potet Pocet méreni % méreni Mez detek
arze ) ny elkovy 'po’ce VAE VAE ez detekce
reagencii varianty pozorovani (%)
<26% <26 %
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Inzerce 420 6 1,4 5,08
Delece 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Inzerce 420 5 1,2 5,12
Delece 840 7 0,80 5,26
PFesnost
Germinalni

Nasledujici studie byla provedena za u¢elem posouzeni presnosti pfifazeni variant u modulu pro analyzu
germinalnich variant na Pfistroj NextSeq 550Dx s pouzitim sady NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cyklIG). Reprezentativnim testem uréenym k vyhledani riznych gen( zahrnujicich 12 588 bazi

(150 amplikon() na 23 rliznych chromozomech se testovalo 13 jedine¢nych vzork{ Platinum Genome. Béhem
péti dnll provedli tfi operatofi na tfech sekvenacnich pfistrojich se tfemi Sarzemi reagencii celkem devét béhd.
Porovnanim vysledk( s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou, Platinum Genomes verze
2016-1.0, se stanovila pfesnost SNV, inzerci a deleci. Neni-li uvedeno jinak, byly spolehlivé genomové oblasti
definovany na zakladé této referencni metody.

Tabulka 7 Shrnuti germinalni shody

Kritéria Celkovy poéet pozorovani' Vysledek pozorovani?  Vysledek podle béhu?
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PPA pro SNV 819 98,7 >99,9
PPA proinzerce 819 95,0 98,9
PPA pro delece 819 100 100
NPA 819 100 100
OPA 819 >99,9 >99,9

TPogitano jako podet vzorkd na béh (91) x pocet b&hi (9) = 819.
2Nejniz&i pozorovana hodnota podle replikatu vzorku napfi¢ véemi 9 béhy.
3Nejniz$i hodnota, kdy? jsou data z kazdého cyklu analyzovana souhrnné.

Tabulka 8 uvadi Udaje ze studie prezentované s procentem pozitivni a negativni shody podle vzorkd, pficemz
pro vypocet PPA se vysledky variant porovnavaiji s Platinum Genome verze 2016-1.0. Kombinuiji se tfi typy
variant (SNV, inzerce, delece). Protoze referenéni metoda poskytuje vysledky pouze jednonukleotidovych
variant a inzerci/deleci, pro vypocet NPA se vysledky nevariantnich bazi porovnaji s referen¢ni sekvenci
lidského genomu hg19.

Tabulka 8 Germinalni shoda na vzorek

Primérna . ] Varianty
Vzorek  mira  OCCKAVANE op BN bez TN FP  PPA NPA OPA
pfifazeni varianty pfifazeni
NA12877 > 99,9 4788 4788 0 0 756762 0 100 100 100
NA12878 > 99,9 8505 8379 1 125 751464 0 >99,9 100 >99,9
NA12879 > 99,9 6048 5985 5 58 757701 0 99,9 100 >99,9
NA12880 > 99,9 6993 6930 0 63 757638 0 100 100 100
NA12881  >99,9 7875 7811 3 61 751653 0 >99,9 100 >99,9
NA12882  >99,9 6300 6174 3 123 754803 0 999 100 >99,9
NA12883  >99,9 7119 7056 0 63 751905 O 100 100 100
NA12884  >99,9 7182 719 6 57 754146 0 99,9 100 >99,9
NA12885 > 99,9 7686 7560 2 124 754173 0 99,9 100 >99,9
NA12886  >99,9 7245 7182 7 56 752469 0 999 100 >99,9
NA12887 > 99,9 7119 7119 0 0 750645 0 100 100 100
NA12888 > 99,9 6804 6804 O 0 756065 O 100 100 100
NA12893 > 99,9 7434 7371 1 62 750015 0 99,9 100 >99,9

T Celkovy podet variant ve véech replikatech vzork( napfi¢ 9 béhy.

Tabulka 9 uvadi data ze studie prezentované podle vzork(, pficemz se vysledky variant porovnavaji s dobie
charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Detekce se pro kazdy typ varianty — SNV, inzerce a delece -
hodnoti samostatné. Referenéni pozice jsou vylouceny.
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Tabulka 9 Germinalni shoda na vzorek podle typu varianty

SNV Inzerce
viorek e ™ oo TP
NA12877 2331 2331 O 1323 1323
NA12878 5733 5733 O 1260 1197
NA12879 3591 3591 O 1323 1260
NA12880 4221 4221 O 1512 1512
NA12881 4914 4913 1 1512 1449
NA12882 3717 37177 0 1386 1323
NA12883 4284 4284 0 1449 1449
NA12884 4284 4284 0 1575 1512
NA12885 4725 4725 O 1575 1512
NA12886 4 347 4347 O 1449 1386
NA12887 4284 4284 0 1323 1323
NA12888 4158 4158 O 1449 1449
NA12893 4599 4599 O 1386 1323

illumina

Delece
N oanta T
0 1134 1134
1 1512 1449
5 1134 1134
0 1260 1197
2 1449 1449
3 1197 1134
0 1386 1323
6 1323 1323
2 1386 1323
7 1449 1449
0 1512 1512
0 1197 1197
1 1449 1449

FN

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

U vzork( se dale analyzovala pfifazeni malych inzerci a deleci (indel(). Celkovy souhrn je uveden v Tabulka 10.
Celkem se jednalo o 71 indelli o délce 1-24 bp v pfipadé inzerci a o délce 1-25 bp v pfipadé deleci.

Tabulka 10 Souhrn detekce germinalnich indell

Varianta Typ Ocekavané varianty TP
Inzerce 18 522 18 018
Delece 17 388 17 073
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Reprezentativni test se skladal ze 150 amplikonl zahrnujicich rizny obsah genomu. Obsah GC u amplikonl se pohyboval v rozmezi
0,19-0,87 %. V amplikonech se také opakoval jeden nukleotid (napf. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. Aby se stanovil u¢inek
obsahu genomu na procento spravnych pfifazeni, byla data sestavena podle amplikonl (Tabulka 11). Procento spravnych pfifazeni tvofi
pfifazeni variant a referenéni pfifazeni, a pokud se vyskytuji nespravna pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je niz8i nez 100 %.

Tabulka 11 Germinalni pfesnost na Urovni amplikonu

X Velikost Baze v . Pyt ferrec
Amplikon  Chromozom aﬁ;?l:zlr(m ar:s:‘:lfc‘):nu analyzovaného oblast'e-ch . Ob:;t;ﬁ]:on:umu Obsah GC i;::g:l, Ns;s;:::ia pfi?aezzeni % :E:Z\;Zﬁ::h
fragmentu spolehlivosti
1 1 36 450499 36 450 591 93 93 Indel 0,22 76167 0 0 100
2 1 109 465122 109 465 200 79 79 Poly A (5), Poly C 0,38 64701 0 0 100
(5), indel
3 1 218 353867 218 353 957 91 91 Indel 0,4 74 529 0 0 100
4 1 223906 657 223906748 92 92 Indel 0,49 75348 0 0 100
5 1 228 526602 228526 682 81 81 Poly G (5) 0,69 66 339 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 Poly T (10), indel 0,39 57 330 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 Poly A (5), CT(3), 0,27 72072 0 0 100
TAA(3), indel
8 2 55862774 55862 863 90 90 Indel 0,28 73710 0 0 100
9 2 87003930 87004 009 80 80 Indel 0,38 65520 0 0 100
10 2 177 016 721 177 016 805 85 81 — 0,65 66 339 0 0 100
1 2 186 625727 186 625 801 75 75 Poly A (8) 0,35 61425 0 0 100
12 2 190 323 504 190 323 591 88 88 Poly T (5) 0,42 72072 0 0 100
13 2 200796740 200796 826 87 87 Poly T (5), indel 0,31 71253 0 0 100
14 2 212245049 212245139 91 91 Poly T (5), Poly A (6), 0,3 74 529 0 0 100
indel
15 2 228147052 228147144 93 93 Indel 0,43 76167 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 Poly T (5), indel 0,42 59787 0 0 100
17 3 4 466 229 4 466 321 93 93 AT(3), indel 0,27 74823 0 1344 98,2
18 3 46 620 561 46 620643 83 83 — 0,43 67 977 0 0 100
19 3 49 851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 57 330 0 0 100
20 3 189713161 189713 248 88 88 Poly A (5), Poly T (5), 0,41 72 072 0 0 100
Poly A (9), TG(3)

A
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Amplikon

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47

Chromozom

E R V]

Zacatek
amplikonu
190106 030
2233667
7780541

15688 604
56 236 521
102 839 244
164 446 743
1882081
14 769 061
41069 808
74077 114
147 475 343
149 323731
155662 213
6318713
24949983
31084 900
32147 987

32986 864
33408 498
41647 401

112 435 865
22202076
66 276 100

77 365735
110 939 946
128 533 468

Konec
amplikonu
190 106 104
2233744
7780637

15 688 681
56 236 586
102839314
164 446 804
1882158
14769144
41069 871
74 077 196
147 475 409
149 323 821
155662 287
6318 814
24 950 074
31084 999
32148 084

32986 958
33408583
41647 495
112 435 955
22202148
66 276 187
77 365 821
110 940 030
128 533 557

Velikost
analyzovaného
fragmentu

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90

Baze v
oblastech
spolehlivosti

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90

Obsah genomu
amplikonu
Indel
Poly A (6)

Poly G (6), Poly T
(5), Poly A (5)

Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel

GT(3), CCA(3)
Poly A (6), indel
Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indel
Poly G (6)
Indel
GCT(5), indel

Poly T (5), TCT(3),
CTT(3)

Indel
Poly C (6)
Poly G (5), indel
Poly A (5)
Indel
Poly A (7), AG(4)
Indel

Poly G (5), indel

Obsah GC

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39

0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62

Spravna
prirazeni
60543
63882
79 443

63882
50778
56 511
50778
61425
68796
52 416
67977
54 873
74 529
61425
83538
75348
76 608
80 262

77 805
70434
76 986
74529
59787
72072
71253
69 615
73710

Nespravna
prirazeni

o

O 0O O o/ 0o o o o o o o o o o o

O o o olo o o o o

Bez
prirazeni

63
0

o

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

378

O o o o o o oo o

% spravnych
prirazeni
99,9
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

Chromozom

| 00 NN

© © © © © o

Zacatek
amplikonu

149 503 875

154 404 519
156 476 507
1817 312
24 811020

76 518 625
103 054 909
105 586 150
107 620 823
123769149
138 995 345
5987120
11784629
27 317777
33018 351
45084159
55892599
101611250
118 351373
8159 816
30177 648
47 470 345
59837679
64 418 856
93529612
101347052
102 477 336

Konec
amplikonu

149 503 965

154 404 599
156 476 599
1817 394
24 811109

76 518 691
103 055 006
105586 214
107 620 918
123769 231
138 995 441
5987198
11784726
27 317 855
33018 440
45084 253
55892687
101611329
118 351453
8159 912
30177717
47 470 444
59837740
64 418 957
93529684
101347136
102 477 426

Velikost
analyzovaného
fragmentu

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91

Baze v
oblastech
spolehlivosti

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91

Obsah genomu
amplikonu

Poly G (6), Poly C
(6), indel

Indel

Poly G (7), CTC(4),
indel

Indel
Poly G (6)
Indel
AT(3)

Poly C (6), indel
Poly G (5), indel
GC(3)

Poly T (5)

Poly A (5), Poly T (5)
Indel

AC(11), indel

Indel

Indel

Poly A (5)

Poly G (6)

Obsah GC

0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59

0,4
0,42
0,55

Spravna
prirazeni

74529

54 054
76167
67977
72171

54 873
80 262
53235
78 624
67977
79 443
63882
74529
64701
73710
77 805
71747
65520
66 339
78624
57 330
81900
50778
83538
59787
69 615
74529

Nespravna
prirazeni

0

o o o o

O O O 0O/l o0o O O O 0o o o o o o o o o o o o o o

Bez
prirazeni

0

720

w
EOOOOOOOOOOO

O o o o o o ol o o o

% spravnych
prirazeni

100

100
100
100

99,0

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

A
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Amplikon

75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94
95

96

97

98

99
100
101

Chromozom

1
1

Zacatek
amplikonu
118 406 285
120 357 801

125769 313
2834770
26 811004
30881766
88 474105
120 966 872
24167 504
25816 961

44880112
77 665 218
31619 327
39517 884
46 958 962
58 050 030
82390559
92549544
102 808 496
43170751
63 446149
77 879 807
81625334
85438263
89817 413
89864 274
1894 910

Konec
amplikonu
118 406 369
120 357 885

125769 397
2834853
26 811096
30881846
88474175
120 966 966
24167 576
25817 049

44880 200
77 665 294
31619 393
39 517 966
46 959 034
58 050110
82390649
92 549 609
102 808 589
43170 848
63 446 216
77 879 901
81625428
85438 334
89 817 503
89 864 343
1894972

Velikost
analyzovaného
fragmentu

85
85

85
84
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70

Baze v
oblastech
spolehlivosti

85
85

85
84
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
71
91
70
63

Obsah genomu
amplikonu
Indel

Poly A (5), CA(3),
indel

GA(3)

Poly C (5), indel
Poly A (7), AC(4)
Poly A (6)
Poly G (5)

Poly A (5), Poly T (7),
Poly A (7), indel

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
Poly T (5), indel
Indel
Indel
Poly A (5)
Indel
Poly C (5)
Indel
Poly G (5), indel
Poly T (6)
Indel

Indel

Obsah GC

0,53
0,34

0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27

Spravna
prirazeni
69 615
69 615

69 615
68796
76167
66 339
58149
77 805
59787
72072

72891
63063
54 873
67977
58 642
66 339
74529
54 054
76 986
78624
55692
76167
77 805
58 149
74529
57 330
51597

Nespravna
prirazeni

O o o o o o o o

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

Bez
prirazeni

0

o

O o o/lo o o o o

o o o o

w
N
o

O o o o o o o o/ o o o o

% spravnych
prirazeni
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,4
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

102
103
104
105
106
107
108
109
110
1M1

112
13

14
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

Chromozom

Zacatek
amplikonu
28997904
53682908
57 954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998759
39589 691

41244394
45438 866

61502 432
64023582
72308 237
2616 456
6980478
9888 026
38 836 999
47 405 382
54 815665
59773996
625143
18121418
18186 574
746 056
10633195

Konec
amplikonu
28997998
53682994
57 954 509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085 037
33998849
39589774

41244 484
45 438 957

61502 510
64 023 667
72308 320
2616522
6980 568
9888 094
38837073
47 405 462
54 815749
59774 060
625 241
18121491
18186 643
746149
10633 276

Velikost
analyzovaného
fragmentu

95
87
104
91
89
87
91
93

84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82

Baze v
oblastech
spolehlivosti

95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82

Obsah genomu
amplikonu
Poly C (5)

TA(3)
Poly C (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
Poly C (5), indel
Indel
Indel
Poly T (5)

Poly A (13), indel
(x2)

Poly A (5)

Poly A (7), AT(3), AT
(4), AT(4), indel

Indel
Poly T (7)
GAG(3)
GA(3)

Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel

AC(3)

Obsah GC

0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59

Spravna
pfifazeni
77 805
71253
85176
74 529
72 891
71247
74 529
76 167
72 891
66 343

74 529
75348

64 413
70434
68796
54 873
74529
56 511
61425
66 339
69 615
53235
81081
60605
57 330
76 986
67158

Nespravna
prirazeni

O o o o/ o o o o o

N
~N

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

-

o o o

Bez
prirazeni

o o olo o o o o o

788

288

O O 0o 0o o o o/ olo o o o o o

% spravnych
pfifazeni
100
100
100
100
100
100
100
100
100
98,8

100
100

99,6
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Chromozom

20
20
20
20
20
20
21
21
21
21

Zacatek
amplikonu
17705 633
21766 821
25278 421
50897 302
62331904
62 690 860
30300823
33694176
36710706
46 644 924

46705 575
25750774
32439233
37 409 844
37637596
47 081347
15870 424
135288 543
135290777
2655397
2655519
2655609

Konec
amplikonu
17705708
21766 890
25278 521
50897 368
62331994
62690 946
30300888
33694273
36710792
46 644 992

46705 664
25750873
32439329
37 409 940
37637694
47081438
15870 492
135288 611
135290 847
2655 461
2655609
2655679

Velikost
analyzovaného
fragmentu

76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100

Baze v
oblastech
spolehlivosti

76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97

97

99

92

69

69

71

Obsah genomu
amplikonu
CT(3)
GT(3), TG(4), indel
Indel
Indel
Poly G (6)
Indel
Indel
Poly T (6), CA(3)
GT(3), indel

Poly A (6), AG(3),
indel

Poly T (5), Poly A (6)
Indel

Indel

Indel
Poly T (5)
Poly C (5)

Poly A (5)

Obsah GC

0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Spravna
pfitazeni
62244
57 330
82719
54 873
72072
71253
54 054
80 262
71253
56 439

73710
81900
79 443
79 443
81081
75348
56 511
56 511
58 149

Nespravna
prirazeni

O o o o/lo o o o o o

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

Bez
prirazeni

O o o/lo o o o o o

~
N

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

% spravnych
pfifazeni
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,9

100
100
100
100
100
100
100
100
100

A
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P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

Vysledky sekvenovani vzorku NA12878 se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym
National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19). Ze 150 amplikond bylo 92 amplikon( obsazeno
ve velmi spolehlivych genomovych oblastech, 41 amplikont mélo ¢asteéné prekryti a 17 amplikonl nemélo v
sekvenci NIST zadné prekryti. Pro srovnani tento vysledek vyustil v 10 000 soufadnic na replikat. Nevariantni
pfifazeni baze se porovnala s referen¢ni sekvenci lidského genomu hg19. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 12.

Tabulka 12 Germinalni shoda vzorku NA12878 s databazi NIST

Pocet Prmérna
Vzorek . . . , TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplikonu mira prirazeni

NA12878 133 > 99,9 6552 1 610470 O >99,9 100 >99,9

Na zakladé dat poskytnutych v této devitibéhové germinalni studii Ize tvrdit, Ze PFistroj NextSeq 550Dx dokaze
konzistentné sekvenovat:

* Obsah GC = 19 % (vSechny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech se spravné
pfifazenym 19% obsahem GC a mirou zadnych pfifazeni 0,6 %)

* Obsah GC = 87 % (vSechny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech se spravné
pfifazenym 87% obsahem GC a nulovou frekvenci Zadnych pfifazeni)

* Délky Poly A = 9 (vSechny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech obsahuijici spravné
pfifazené opakovani deviti nukleotidd Poly A a nulovou frekvenci zadnych pfifazeni)

* Délky Poly T = 10 (vS8echny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfitazené opakovani deseti nukleotidd Poly T a nulovou frekvenci zadnych pfitazeni)

* Délky Poly G = 7 (v8echny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazené opakovani sedmi nukleotidl Poly G a miru Zadnych pfifazeni 1,0 %)

e Délky Poly C = 6 (vSechny pfifazené baze v 2 457 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
prifazené opakovani $esti nukleotidll Poly C a nulovou frekvenci Zadnych pfitazeni)

* Délky opakovani dinukleotidl = 11x (v8echny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech
obsahuijici spravné pfifazené 11x opakovani dinukleotid a miru Zadnych pfitazeni 0,5 %)

* Délky opakovani trinukleotidl = 5x (v8echny pfifazené baze v 819 sekvenovanych amplikonech
obsahujici 5x spravné pfifazené opakovani trinukleotidl a miru zadnych pfifazeni 0,5 %)

* Délky inzerce = 24 (66 343 ze 66 370 pfifazenych bazi v 819 sekvenovanych amplikonech
obsahujici spravné pfifazenou 24nukleotidovou inzerci s mirou Zzadnych pfifazeni 1,2 %. V oblasti,
ktera obsahuje 24nukleotidovou inzerci, se nevyskytla Zadna nespravna pfifazeni)

* Délky delece = 25 (vSechny pfifazené baze v 2 457 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazenou 25nukleotidovou deleci a nulovou frekvenci Zadnych pfifazeni)

Somaticka

Pro vyhodnoceni pfesnosti pfifazeni variant modulu pro analyzu somatickych variant na Pfistroj NextSeq 550Dx
pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykl{) se pouZila zde popsana studie.

Dokument ¢. 200031448 v0O 29z53
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P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

Tato studie vyuZila reprezentativni test uréeny k vyhledani rliznych gend zahrnujicich 12 588 bazi
(150 amplikont) na 23 rliznych chromozomech. Z blok{ FFPE se izoloval Platinum Genome DNA, ktery
generoval $est unikatnich vzorkl pro vyhodnoceni studie.

Vzorek DNA GM12877 se ziedil vzorkem DNA GM12878 DNA a vytvofil sadu unikdtnich heterozygotnich variant
s frekvencemi variant témeéf 5 % a7 % — GM12877-D5 a GM12877-D7. Podobné se vzorek DNA GM12878 zfedil
vzorkem DNA GM12877, ¢imz vznikly GM12878-D5 a GM12878-D7. Kazdy vzorek se testoval trojndsobné,
fedéné vzorky se testovaly v Sesti opakovanich. Béhem péti dnd provedli tfi operatofi na tfech sekvenacnich
pristrojich se tfemi $arzemi reagencii celkem devét béhl. Porovnanim vysledkl s dobfe charakterizovanou
kompozitni referenéni metodou, Platinum Genomes verze 2016-1.0, se stanovila pfesnost SNV, inzerci a deleci.
Neni-li uvedeno jinak, byly spolehlivé genomové oblasti definovany na zakladé této referenéni metody.

Tabulka 13 Souhrn somatickych shod
Celkovy pocet

Kritéria bozorovani' Vysledek pozorovani? Vysledek podle béhu®
PPA pro SNV 378 98,9 99,9

PPA proinzerce 378 96,9 99,9

PPA pro delece 378 97,1 99,9

NPA 378 > 99,9 > 99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

TPogitano jako podet vzorkd na béh (42) x podet béh(i (9) = 378.

2Nejnizsi pozorovana hodnota podle replikatu vzorku napfi¢ véemi 9 béhy.
Tabulka 14 uvadi Gdaje ze studie prezentované s procentem pozitivni a negativni shody podle vzorkd, pfi¢emz
pro vypocet PPA se vysledky variant porovnavaji s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou.
Kombinuji se tfi typy variant (SNV, inzerce, delece). Protoze referenéni metoda poskytuje vysledky pouze
jednonukleotidovych variant a inzerci/deleci, pro vypocet NPA se vysledky nevariantnich bazi porovnaji s
referen¢ni sekvenci lidského genomu hg19.

Tabulka 14 Somaticka shoda na vzorek

Primérna L, i Varianty
) Ocekavana
Vzorek mira TP FN bez TN FP PPA NPA OPA
. 3 hodnota e ;
prirazeni prifazeni
GM12877 98,7 2052 2025 O 27 318682 15 100 >99,9 >999
GM12878 98,8 3645 3564 O 81 317645 O 100 100 100
GM12879 99,8 2592 2538 0 54 323614 2 100 >99,9 >999
GM12884 99,8 3078 3024 O 54 322038 5 100 >99,9 >999
GM12885 99,8 3294 3213 O 81 322121 0 100 100 100
Dokument ¢. 200031448 v0O 30z53
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P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

Primérna . , Varianty
) Ocekavana
Vzorek mira TP FN bez TN FP PPA NPA OPA
. ; hodnota . ;
prifazeni pfifazeni
GM12888 99,8 2916 2889 0 27 323048 2 100 >99,9 >999
GM12877- 99,8 9288 8930 O 358 630621 O 100 100 100
D5
GM12877- 99,7 9288 9032 O 256 629719 O 100 100 100
D7
GM12878- 99,5 9288 8699 42 547 628582 O 99,5 100 > 99,9
D5
GM12878- 99,7 9288 9108 O 180 629803 O 100 100 100
D7

Tabulka 15 uvadi data ze studie prezentované podle vzorkd, pficemz se vysledky variant porovnavaiji s dobfe
charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Detekce se pro kazdy typ varianty — SNV, inzerce a delece -
hodnoti samostatné. Referencni pozice jsou vylouceny.

Tabulka 15 Somaticka shoda na vzorek podle typu varianty

SNV Inzerce Delece
Vzorek Ocekavana TP EN Ocekavana P EN Ocekavana TP EN
hodnota hodnota hodnota
GM12877 999 999 0 567 567 0 486 459 0
GM12878 2 457 2 457 0 540 513 0 648 594 0
GM12879 1539 1539 0 567 540 0 486 459 0
GM12884 1836 1836 0 675 648 0 567 540 0
GM12885 2025 2025 0 675 648 0 594 540 0
GM12888 1782 1782 0 621 621 0 513 486 0
GM12877-D5 5454 5392 0 1782 1647 0 2052 1891 0
GM12877-D7 5454 5406 0 1782 1728 0 2052 1898 0
GM12878-D5 5454 5192 28 1782 1651 9 2052 1856 5
GM12878-D7 5454 5445 0 1782 1719 0 2052 1944 0

U deseti vzorkl se déle analyzovala pfifazeni malych inzerci a deleci (indeld) (Tabulka 16). Celkem se jednalo o
71indell o délce 1-24 bp v pfipadé inzerci a o délce 1-25 bp v pfipadé deleci.

Dokument ¢. 200031448 v0O 31z53
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Piibalovy letak k pFistroji NextSeq 550Dx

Tabulka 16 Souhrn somatické detekce indell

Typ varianty Ocekavané varianty TP FN
Inzerce 10773 10 282 9
Delece 11502 10 667 5

Dokument &. 200031448 v0O
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K pokryti rizného genomického obsahu bylo uréeno 150 amplikond. Obsah GC amplikonl se pohyboval v rozmezi 0,19-0,87 %. V
amplikonech se také opakoval jeden nukleotid (napf. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. Aby se stanovil U¢inek obsahu genomu
na procento spravnych pfifazeni, byla data sestavena podle amplikont (Tabulka 17). Procento spravnych pfifazeni tvofi pfifazeni variant
a referencni pfifazeni, a pokud se vyskytuji nespravna pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je nizsi nez 100 %.

Tabulka 17 Somaticka pfesnost na urovni amplikonu

. Velikost ) _ . .
ampikon onromozom R, e anavzovangto O OB Oe et ptaseni e
fragmentu
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 35066 0 88 99,7
2 1 109 465122 109 465 200 79 79 Poly A (5), Poly C 0,38 29827 0 35 99,9
(5), indel
3 1 218 353867 218 353 957 91 91 Indel 0,4 34202 0 283 99,2
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 34613 0 163 99,5
5 1 228 526602 228526 682 81 81 Poly G (5) 0,69 30571 0 47 99,8
6 1 236372039 236372108 70 70 Poly T (10), indel 0,39 26 452 0 8 100,0
7 1 247812041 247812128 88 88 Poly A (5), CT(3), 0,27 33148 0 116 99,7
TAA(3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 33928 0 92 99,7
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 30218 0 22 99,9
10 2 177 016 721 177 016 805 85 81 — 0,65 30616 0 2 >99,9
M 2 186 625727 186 625 801 75 75 Poly A (8) 0,35 28017 0 499 98,3
12 2 190323504 190323591 88 88 Poly T (5) 0,42 33207 0 57 99,8
13 2 200796740 200796 826 87 87 Poly T (5), indel 0,31 32524 9 718 97,8
14 2 212245049 212245139 91 91 Poly T (5), Poly A 0,3 33972 0 456 98,7
(6), indel

15 2 228147052 228147144 93 93 — 0,43 35051 0 103 99,7
16 2 235016350 235016 422 73 73 Poly T (5), indel 0,42 27 459 0 136 99,5
17 3 4466 229 4 466 321 93 93 AT(3), indel 0,27 34534 0 620 98,2
18 3 46 620 561 46 620643 83 83 — 0,43 31339 0 44 99,9
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 26 373 0 87 99,7
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Amplikon

20

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45

Chromozom

E R V]

Zacatek
amplikonu

189713161

190106 030
2233667
7780541

15688 604
56 236 521
102 839 244
164 446 743
1882081
14 769 061
41069 808
74077 114
147 475 343
149 323731
155662 213
6318713
24949983
31084 900
32147 987

32986 864
33408 498
41647 401
112 435 865
22202076
66 276 100
77 365735

Konec
amplikonu

189713 248

190106 104
2233744
7780637

15 688 681
56 236 586
102839314
164 446 804
1882158
14769144
41069 871
74 077 196
147 475 409
149 323 821
155662 287
6318 814
24 950 074
31084 999
32148 084

32986 958
33408583
41647 495
112 435 955
22202148
66 276 187
77 365 821

Velikost
analyzovaného
fragmentu

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87

Baze v oblastech
spolehlivosti

88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87

Obsah genomu
amplikonu

Poly A (5), Poly T
(5), Poly A (9), TG
(3)

Indel
Poly A (6)

Poly G (6), Poly T
(5), Poly A (5)

Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel

GT(3), CCA(3)
Poly A (6), indel
Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indel
Poly G (6)
Indel
GCT(5), indel

Poly T (5), TCT(3),
CTT(3)

Indel
Poly C (6)
Poly G (5), indel
Poly A (5)
Indel

Poly A (7), AG(4)

Obsah GC

0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39

0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26

Spravna
prifazeni

32829

27 925
29327
36 585

29427
23 356
25942
22944
28 299
31658
24120
31297
25277
34308
28 266
38489
34730
35057
36 647

35681
32438
35441
34354
27 575
33060
32423

Nespravna
pfirazeni

o

O 0O O o/ 0o o o o o o o o o u| o

O o o o o o o

Bez
pfirazeni

857

47
162
17

57
75
140
560
53
94
72
77
55
90
163
67
46
483
406

238
70
91
44
28

213

489

% spravnych
prifazeni

97,5

99,8
99,4
99,7

99,8
99,7
99,5
97,6
99,8
99,7
99,7
99,8
99,8
99,7
99,4
99,8
99,9
98,6
98,9

99,3
99,8
99,7
99,9
99,9
99,4
98,5

A

Xao0ss basixaN ifolisid ¥ yers| Arojeqlid



'140dX3 0dd 3ZN0Od "OYLIA NI 3OILSONOVIA X ONIQHN

00A 87¥1LE000C 2 Iuswn3oQ

€GZGE

Amplikon

46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70
71

Chromozom

| 00 NN

© © © ©o © o

Zacatek
amplikonu
110 939 946
128 533 468
149 503 875

154 404 519
156 476 507
1817 312
24 811020

76 518 625
103 054 909
105 586 150
107 620 823
123769149
138 995 345
5987120
11784629
27 317777
33018 351

45084159
55892599
101611250
118 351373
8159 816
30177 648
47 470 345
59837679
64 418 856

Konec
amplikonu
110 940 030
128 533 557
149 503 965

154 404 599
156 476 599
1817 394
24 811109

76 518 691
103 055 006
105586 214
107 620 918
123769 231
138 995 441

5987198

11784726

27 317 855
33018 440

45084 253
55892687
101611329
118 351453
8159912
30177717
47 470 444
59837740
64 418 957

Velikost
analyzovaného
fragmentu

85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90

95
89
80
81
97
70
100
62
102

Baze v oblastech
spolehlivosti
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90

95
88
80
81
96
70
100
62
102

Obsah genomu
amplikonu
Indel
Poly G (5), indel

Poly G (6), Poly C
(6), indel

Indel

Poly G (7), CTC(4),
indel

Indel
Poly G (6)
Indel
AT(3)

Poly C (6), indel
Poly G (5), indel
GC(3)
Poly T (5)

Poly A (5), Poly T
(5)

Indel

AC(11), indel

Indel

Indel

Obsah GC

0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59

Spravna
prifazeni
32074
33791
34 316

24 901
35067
31365
32781

25228
36 968
24 472
36 203
31329
36472
29473
34188
29843
33968

35829
32098
30217
30531
36105
26 318
37785
23 368
38546

Nespravna
pfirazeni

o

o o o o

O o o o/lo o o o o o

O O o ol o o o

Bez
pfirazeni
56
281
82

47
87

890

146
76
100
85
45
201

213
19
68

81
2048
28
96
192
153
24
68
10

% spravnych
prifazeni

99,8
99,2
99,8

99,8
99,8
>99,9

97,4

99,4
99,8
99,6
99,8
99,9
99,5
>99,9
99,4
99,9
99,8

99,8
93,8
99,9
99,7
99,5
99,4
99,9
99,7

>99,9
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Velikost
ampikoncomozom  TLCL s envaovaneho O 0PSO vesent  ptaseni  phtasent
fragmentu
72 1 93529612 93529684 73 73 Poly A (5) 0,4 27516 0 78 99,7
73 M 101347052 101347136 85 85 — 0,42 32083 0 48 99,9
74 i 102477 336 102477 426 91 91 Poly G (6) 0,55 34047 0 369 98,9
75 M 118406285 118 406 369 85 85 Indel 0,53 32065 0 74 99,8
76 M 120357801 120357885 85 85 Poly A (5), CA(3), 0,34 32083 0 47 99,9
indel
77 M 125769 313 125769 397 85 85 GA(3) 0,52 32103 0 27 99,9
78 12 2834770 2834853 84 84 Poly C (5), indel 0,52 31645 16 525 98,3
79 12 26 811004 26 811096 93 93 Poly A (7), AC(4) 0,33 34824 0 330 99,1
80 12 30881766 30 881846 81 81 — 0,49 30497 0 121 99,6
81 12 88474105 88474175 71 71 Poly A (6) 0,35 26773 0 65 99,8
82 12 120966 872 120 966 966 95 95 Poly G (5) 0,68 35830 9 72 99,8
83 13 24167 504 24167 576 73 73 — 0,52 27 498 0 14 99,6
84 13 25816 961 25817 049 89 88 Poly A (5), Poly T 0,22 32824 0 566 98,3
(7), Poly A (7), indel
85 13 44880112 44880200 89 89 Indel 0,49 33574 0 77 99,8
86 13 77665218 77665294 77 77 Indel 0,39 29075 0 31 99,9
87 14 31619 327 31619 393 67 67 GA(3), TA(3) 0,39 25313 0 13 99,9
88 14 39517884 39517 966 83 83 — 0,25 31360 0 22 99,9
89 14 46958962 46959 034 73 72 Poly T (5), indel 0,19 26 499 0 717 97,4
90 14 58050030 58050110 81 81 Indel 0,38 30494 0 133 99,6
91 14 82390559 82390649 91 91 Indel 0,35 34313 0 86 99,7
92 14 92 549544 92 549 609 66 66 Poly A (5) 0,41 24 555 0 1527 941
93 14 102 808 496 102808 589 94 94 Indel 0,62 35472 0 69 99,8
94 15 43170751 43170848 98 96 Poly C (5) 0,45 36 264 0 24 99,9
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 25667 0 37 99,9
96 15 77 879 807 77 879 901 95 93 Poly G (5), indel 0,68 34745 0 432 98,8
97 15 81625334 81625428 95 95 Poly T (6) 0,43 35870 0 40 99,9
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 26762 0 76 99,7
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Amplikon

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m

112
113

14
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125

Chromozom

Zacétek
amplikonu
89817 413
89864 274
1894 910
28997904
53682908
57 954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998759
39589 691

41244394
45 438 866

61502 432
64023 582
72 308 237
2616 456
6980478
9888 026
38 836 999
47 405 382
54 815665
59773 996
625143
18121418

Konec
amplikonu
89817 503
89864 343
1894972
28997 998
53682994
57 954 509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085037
33998849
39589774

41244 484
45 438 957

61502510
64 023 667
72308 320
2616 522
6980 568
9888 094
38837073
47 405 462
54 815749
59774060
625 241
18121491

Velikost
analyzovaného
fragmentu

91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93

84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74

Baze v oblastech
spolehlivosti
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74

Obsah genomu
amplikonu

Indel
Poly C (5)
TA(3)
Poly C (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
Poly C (5), indel
Indel
Indel
Poly T (5)

Poly A (13), indel
(x2)

Poly A (5)

Poly A (7), AT(3),
AT(4), AT(4), indel

Indel
Poly T (7)
GAG(3)
GA(3)

Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel

Obsah GC

0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68

Spravna
pfifazeni
34 286
26 449
23 809
35860
32835
39177
34075
33632
32752
34343
35077
33553
30554

34 360
34 367

29751
32176
31604
25273
34 386
25692
27 923
30598
31969
24 531
37298
27 881

Nespravna
pfirazeni

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

53

o

O O O O/ o0o O O O o N o o

Bez
pfirazeni
112
m
5
50
60
144
323

134
82
78
89

2296

38
418

119
340
141
45
12
399
893
20
161
48
124
109

% spravnych
pfifazeni
99,7
>99,9
>99,9
99,9
99,8
99,6
991
>99,9
99,6
99,8
99,8
99,7
92,9

99,9
98,8

99,6
99,0
99,5
99,8
>99,9
98,5
96,9
99,9
99,5
99,8
99,7
99,6
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Amplikon

126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Chromozom

19
20
20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21

21

22
22

Zacétek
amplikonu
18186 574

746 056
10633195
17 705 633
21766 821
25278 421
50897 302
62331904
62 690 860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705 575

25750774
32439233
37 409 844
37637 596
47 081347
15870 424
135288 543
135290777
2655397
2655519
2655609

Konec
amplikonu
18186 643

746149
10 633 276
17705708
21766 890
25278521
50897 368
62331994
62690 946
30300888
33694273
36710792
46 644 992

46705664

25750873
32439329
37 409 940
37 637 694
47081438
15870 492
135288 611
135290 847
2655 461
2655609
2655679

Velikost
analyzovaného
fragmentu

70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90

Baze v oblastech
spolehlivosti
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Obsah genomu
amplikonu

AC(3)
CT(3)
GT(3), TG(4), indel
Indel
Indel
Poly G (6)
Indel
Indel
Poly T (6), CA(3)
GT(3), indel

Poly A (6), AG(3),
indel

Poly T (5), Poly A
(6)

Indel

Indel

Indel
Poly T (5)
Poly C (5)

Poly A (5)

Obsah GC

0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5

0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Spravna
pfifazeni
26 442
35501
30951
28 686
26 372
38159
25188
32969
32818
24758
36 902
32841
25939

33942

37733
36617
36 525
37398
34754
26 046
26 019
26780

0

0

0

Nespravna
pfirazeni

o O o o o/ o/ o o o o o o o o

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

Bez
pfirazeni
26
31
72
42
88
20
544
309
77
181
160
48
280

78

86
49
162
24
22
36
63
58

% spravnych
pfifazeni
99,9
99,9
99,8
99,9
99,7
99,9
97,9
991
99,8
99,2
99,6
99,9
98,9

99,8

99,8
99,9
99,6
99,9
99,9
99,9
99,8
99,8
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P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

Vysledky sekvenovani vzorku GM12878 se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym
National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19). Ze 150 amplikond bylo 92 amplikon( obsazeno
ve velmi spolehlivych genomovych oblastech, 41 amplikont mélo ¢asteéné prekryti a 17 amplikonl nemélo v
sekvenci NIST zadné prekryti. Pro srovnani tento vysledek vyustil v 10 000 soufadnic na replikat. Nevariantni
pfifazeni baze se porovnala s referen¢ni sekvenci lidského genomu hg19. Vysledky jsou uvedeny v Tabulka 18.

Tabulka 18 Somaticka shoda vzorku GM12878 s databazi NIST

Vzorek Pocet Prdmérnd mira TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplikont prifazeni
GM12878 133 98,8 2808 O 258488 O 100 100 100

Na zakladé dat poskytnutych v této devitibéhové somatické studii Ize tvrdit, Ze Pfistroj NextSeq 550Dx dokaze
konzistentné sekvenovat:

* Obsah GC = 19 % (vSechny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech se spravné
pfifazenym 19% obsahem GC a mirou zadnych pfifazeni 2,6 %)

* Obsah GC = 87 % (vSechny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech se spravné
pfifazenym 87% obsahem GC a mirou Zadnych pfifazeni 0,6 %)

* Délky Poly A = 9 (vSechny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazené opakovani sedmi nukleotidl Poly A s mirou Zadnych pfifazeni 2,5 %)

* Délky Poly T = 10 (v8echny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfitazené opakovani deseti nukleotidd Poly T a miru Zadnych pfifazeni 0,1 %)

* Délky Poly G = 6 (vSechny pfifazené baze v 2 268 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazené opakovani $esti nukleotidl Poly G a miru zadnych pfifazeni 0,5 %)

e Délky Poly C = 6 (vSechny pfifazené baze v 756 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazené opakovani $esti nukleotidll Poly C a miru Zadnych pfifazeni 0,4 %)

* Délky opakovani dinukleotidl = 4x (vSechny pfifazené baze v 1890 sekvenovanych amplikonech
obsahuijici spravné pfifazené 4x opakovani dinukleotidd a miru zadnych pfifazeni 0,9 %)

* Délky opakovani trinukleotidll = 5x (v8echny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech
obsahujici 5x spravné pfifazené opakovani trinukleotidl a miru zadnych pfitazeni 1,4 %)

* Délky inzerce = 23 (vSechny pfifazené baze v 378 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazené inzerce 23 nukleotidl a miru zadnych pfifazeni 0,8 %)

* Délky delece = 25 (vSechny pfifazené baze v 1134 sekvenovanych amplikonech obsahujici spravné
pfifazenou 25nukleotidovou deleci a miru zadnych pfifazeni 0,7 %)

Presnost

Konzistence vysledk{ Pristroj NextSeq 550Dx byla stanovena testovanim 13 vzork{ Platinum Genome tfemi
pristroji, tfemi $arzemi reagencii a tremi operatory, coz v pribéhu péti dnll generovalo devét béhi sekvenovani.
Reprezentativni test, vzorky a referenéni metoda se shoduji s testem, vzorky a metodou popsanymi u studie
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P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

germinalni pfesnosti. Konzistence vysledkl se stanovila analyzou rozptylu komponent pomoci VAF jako zavisle
proménné a vypoctem smérodatnych odchylek na urovni komponenty pro pfistroj, Sarzi reagencii, operatora a
den zahajeni (Tabulka 19). Celkovy pocet pozorovani pouzity pfi analyze kazdé komponenty variability pfistroje,
operatora a Sarze reagencii byl 699 pro SNV, 176 pro inzerce a 235 pro delece.

Tabulka 19 Vysledky stanoveni konzistence pfistroje NextSeq 550Dx (smérodatna odchylka, SD)

SD komponenty Celkova SD
Komponenta Typ varianty Max Median Max Median
Sarze SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Inzerce 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delece 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
PFistroj SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
Inzerce 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delece 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Operator SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Inzerce 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delece 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Den SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Inzerce 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delece 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

Porovnani metod (sekvenacni platforma)

Na PFistroj NextSeq 550Dx a pfistroji MiSegDx se pomoci germinalnich a somatickych pracovnich postupt sady
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx hodnotila pIné krev a vzorky FFPE. Shoda frekvence variant krve a vzorkd FFPE
se vyhodnotila nékolika reprezentativnimi testy. Obrazek 2 znazorhuje korelaci VAF mezi dvéma pfistroji v
jednom reprezentativnim testu a Tabulka 20 shrnuje tuto korelaci podle panelu testu. Na zakladé silné korelace
mezi pFistrojem MiSeqDx a Pfistroj NextSeq 550Dx se zjistilo, Zze charakteristiky funk&nosti souvisejici s pre-
analytickymi faktory (napf. metoda extrakce nebo interferujici Iatky) jsou platné pro oba pfistroje. DalSi
podrobnosti viz dokumentace pfilozena k sadé TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Dokument ¢. 200031448 v0O 40z 53

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

Obrézek 2 Korelace VAF vzork( FFPE (vlevo) a krve (vpravo) mezi pistroji MiSeqDx a NextSeq 550Dx zji$téna
testem 1

: 1 P
Somaticka Germinalni
09 0,9
= 08 © 08
2 07 = 07
a X 06
S 086 S Y
in 05 v 0,5
g 04 & 04
A Vi
% 03 X 03
2 Z
< 02 0,2
0,1 0,1
0 0
0 0102 03 040506 07 0809 1 0 0102 0304 0506 07 08 09 1
MiSeqDx (VAF) MiSeqDx (VAF)

Tabulka 20 Vysledky porovnani metod pomoci unikatnich vzorkl krve a FFPE

Test Biologické Technické Pozorovani

Zdroj Korelace
! (Oligo replikaty replikaty (na (pocet Sklon  Prusedik 2

gDNA ) (R%)

panel) (vzorky) vzorek) variant)

Krev Test1 45 2 8 369" 0,992 0,002 0,995?

Krev Test 2 45 2 5457 0,995 0,005 0,981

FFPE Test1 46 2 8 319 0,993 0,000 0,9972

FFPE Test 3 40 1 280 0,969 0,015 0,978

"Na zakladé uvedenych omezeni modulu pro analyzu germinalnich variant byly odstranény dva datové body.
2Koeficient determinace graf(l VAF ilustrovany na obrazku 2.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost vysledkl Pfistroj NextSeq 550Dx se hodnotila za pouziti vzork( Platinum Genome
reprezentativnim genomem uréenym k vyhledani riznych gen( zahrnujicich 12 588 bazi na 23 rliznych
chromozomech pomoci 150 amplikond. Germinalni testovani zahrnovalo sedm replikatl 13 vzork{, somatické
testovani zahrnovalo $est replikatl sedmi vzorkd s réiznymi Grovnémi VAF. Vzorky byly pfipraveny pomoci sady
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Testovani se provadélo ve tfech externich laboratofich pomoci jedné Sarze sady reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cykld). V kazdé laboratofi se pouZzil jeden pfistroj NextSeq 550Dx. Testovani na
kazdém pracovisti provadéli dva operatofi. Kazdy operator provadél testovani kazdého typu vzorku po dobu tfi
po sobé jdoucich dni, celkem se ve tfech laboratofich provedlo 36 béhl. Toto testovani vyustilo v 18 béhd pro
germinalni i somaticky pracovni postup.

Germinaini
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Germinalni varianty s Urovni VAF = 0,2 se vykazuji jako pozitivni (varianta). U o¢ekavanych pozitivnich
germindlnich variant se u vSech typU variant (SNV, inzerci a deleci) hodnotily Udaje pro frekvenci zadného
pfifazeni a miru spravného pozitivniho pfifazeni. Tabulka 21 shrnuje pozorované miry spolu s dolni a horni 95%
hladinou spolehlivosti (LCL/UCL) vypocitané metodou Wilsonova skore pro kazdy typ varianty.

Tabulka 21 Pozorovani germinalnich pfifazeni u o¢ekavanych pozitivnich vysledkl podle typu varianty
Zadné prirazeni Spravné pozitivni pfifazeni
Typ

: , X 95% 95%
varianty pozorovano Celkem Procento Pozorovano Celkem Procento

LCL UCL
SNV 16 110376 0,014 110 349 110360 99,99 99,98 99,99
Inzerce 1026 37044 2,77 36 018 36018 100 99,99 100,00
Delece 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

Germinalni varianty s urovni VAF < 0,2 se vykazuji jako negativni (divoky typ). U oekavanych negativnich
germinalnich umisténi se hodnotily Udaje zahrnujici miru Zddného pfifazeni a miru spravného pfifazeni divokého
typu. Tabulka 22 shrnuje pozorované frekvence spolu se spodnim a hornim 95% intervalem spolehlivosti
(LCL/UCL) vypocitanym metodou Wilsonova skore.

Tabulka 22 Pozorovani germinalnich pfifazeni u oéekavanych negativnich vysledki

Zadné prifazeni Spravné negativni prifazeni
Typ
: 95% 95%
varianty  pozorovano Celkem Procento Pozorovano Celkem Procento
LCL UCL
Divoky 4883 19 600 182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00

typ

Germinalni varianty s urovni VAF = 0,2 a < 0,7 se nazyvaji pozitivni heterozygotni pro variantu a varianty s urovni
VAF = 0,7 jsou shledany pozitivné homozygotnimi pro danou variantu. Ke stanoveni, zda inherentni variabilita
testu ovlivni pfifazeni genotypu, se pouzily germinalni vzorky s heterozygotnimi variantami. Pro obé mezni
hodnoty (0,2 pro heterozygotni a 0,7 pro homozygotni genotypy) se stanovila hodnota Cx, pfi¢emz x je podil
opakovanych testd, které prekracuji mezni hodnotu. U spodni mezni hodnoty VAF 0,2 &inila hodnota Cx

= 99,999 %, coZ znamena, Ze = 99,999 % heterozygotnich variant bude shledano heterozygotnimi. S ohledem
na horni mezni hodnotu VAF 0,7 ¢inila hodnota Cx = 0,001 %, coZz znamena, Ze < 0,001 % heterozygotnich
variant bude shledano homozygotnimi. Tabulka 23 shrnuje vysledky dle typu varianty.

Germinalni varianty s urovni VAF = 0,2 a < 0,7 se nazyvaji pozitivni heterozygotni pro variantu a varianty s urovni
VAF = 0,7 jsou shledany pozitivné homozygotnimi pro danou variantu. Ke stanoveni, zda inherentni variabilita
testu ovlivni pfifazeni genotypu, se pouzily germinalni vzorky s heterozygotnimi variantami. Pro obé& mezni
hodnoty (0,2 pro heterozygotni a 0,7 pro homozygotni genotypy) se stanovila hodnota Cx, pficemz x je podil
opakovanych testd, které prekraéuji mezni hodnotu. S ohledem na spodni mezni hodnotu VAF 0,2 ¢inila

hodnota Cx = 99,999 %, coz znamena, ze = 99,999 % heterozygotnich variant bude shledano heterozygotnimi.
U horni mezni hodnoty VAF 0,7 ¢inila hodnota Cx = 0,001 %, coz znamena, Ze < 0,001 % heterozygotnich variant
bude shledano heterozygotnimi. Tabulka 23 shrnuje vysledky dle typu varianty.
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Tabulka 23 Germinalni hodnoty Cx pro heterozygotni varianty

Mezni hodnota VAF 0,2

Typ varianty
= C99,999 %
SNV 94/94
Inzerce 24/24
Delece 35/35
Celkem 153
Somaticka

Mezni hodnota VAF 0,7
= CO0,001 %

94/94

2424

35/35

153

illumina

Somatické varianty s Urovni VAF = 0,026 se vykazuji jako pozitivni (varianty). Pozorovani s urovni VAF = 0,01 a
< 0,026 se pro Ucely této analyzy povazovala za nejednoznacéna (ani pozitivni ani negativni, ozna¢ena jako
pozorovani s nizkou frekvenci variant). Pro posouzeni funkénosti se vysledky vypoditavaly tfemi zplsoby:

* Nejlepsi pfipad: Jakykoli nejednoznacény vysledek byl povazovan za spravné pozitivni pfifazeni

(shodu s o¢ekavanym vysledkem)

* Nejhorsi pfipad: Jakykoli nejednoznacny vysledek byl povazovan za nespravné pfifazeni (neshodu s

oc¢ekavanym vysledkem)

* Pfipad vylouceni: Jakykoli nejednoznacny vysledek byl z analyzy vylou¢en

TFi tabulky, Tabulka 24, Tabulka 25 a Tabulka 26, shrnuji vysledky pfifazeni u nejlepsiho pfipadu, nejhorsiho
pfipadu a pfipadu vylouceni, a to spolu se spodni a horni 95% uUrovni spolehlivosti (LCL/UCL) vypocitanou

metodou Wilsonova skore.

Tabulka 24 Pozorovani somatickych pfifazeni u o¢ekavanych pozitivnich vysledkl podle typu varianty

(nejlepsi ptipad)

Spravné pozitivni pfifazeni

Typ varianty

Pozorovano Celkem
SNV 54 346 54 346
Inzerce 18 036 18 036
Delece 18 381 18 381

Procento 95% LCL
100 99,99
100 99,98
100 99,98

95% UCL
100,00
100,00
100,00

Tabulka 25 Pozorovani somatickych pfifazeni pro o¢ekavané pozitivni vysledky podle typu varianty

(nejhorsi pfipad)

Typ varianty  Spravné pozitivni pfifazeni

Pozorovano
SNV 54 346
Inzerce 18 000
Delece 18 381
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54 346
18 036
18 381

Procento 95% LCL
100 99,99
99,8 99,72
100 99,98

95% UCL
100,00
99,86
100,00
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Tabulka 26 Pozorovani somatickych pfifazeni u o¢ekavanych pozitivnich vysledkl podle typu varianty
(odstranéna nejednoznacna pfifazeni)

Spravné pozitivni pfifrazeni

Typ varianty

Pozorovano Celkem Procento 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inzerce 18 000 18 000 100 99,98 100,00
Delece 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Somatické varianty s trovni VAF < 0,01 se vykazuji jako negativni (divoky typ) pfifazeni. U o¢ekdvanych
negativnich somatickych umisténi se hodnotily udaje zahrnujici miru zadného pfifazeni a miru spravného
pfifazeni divokého typu. Spravna pfifazeni divokého typu se stanovila vylou¢enim zadnych pfifazeni, ode¢tenim
pozorovanych pfifazeni, ktera spadala do nejednoznacéné zény (Uroven VAF = 0,01 a < 0,026), a nespravnych
pfifazeni, kterad se nachazela nad mezni hodnotou (Urovern VAF = 0,026). Tabulka 27 shrnuje pozorované,
celkové a procentualni vysledky negativnich somatickych umisténi pro miru Zadného pfifazeni a miru spravného
pfifazeni divokého typu spolu se spodni a horni 95% trovni spolehlivosti (LCL, UCL) vypocitané metodou
Wilsonova skore.

Tabulka 27 Pozorovani somatickych pfifazeni u oéekdvanych negativnich vysledk{

Varianta . , e :
Zadné pfrirazeni Spravné pfirazeni
Typ
a . A B3 e 95% 95%
Pozorovano Celkem Procento Nejednoznacné Nespravné Spravné Celkem Procento LoL ucL
Divoky typ 36 326 8909676 0,408 2254 121 8870975 8873350 99,97 99,972 99,974

Pro zji$téni C95 testu (v rdmci kazdého typu varianty) se vyhodnotily somatické vzorky s rdznymi trovnémi VAF
u stejné varianty. K vyhodnoceni variability pobliz mezni hodnoty testu se pouzily vzorky s o¢ekavanymi
urovnémi VAF mezi 0,02 a 0,07. Pro kazdou variantu se stanovila hodnota C95, nejvyssi hodnoty C95 pro
kazdou variantu jsou uvedeny v Tabulka 28.

Tabulka 28 Souhrn somatickych hodnot C95

Typ varianty N C95

SNV 74 0,0613

Inzerce 24 0,0573

Delece 33 0,0575
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Funkénost sady reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklu)

Prehled

Pristroj NextSeq 550Dx je podporovan dvéma sadami reagencii: sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cyklll) a sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld). Aby se
demonstrovalo, Ze sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklll) dokaze spinit
pozadavky na analytickou funk&nost ovéfenou a prokdzanou u sady reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cykll), byly provedeny studie se sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cykl). Pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx byly pfipraveny dvé knihovny, jedna s vyuzitim
germinalniho pracovniho postupu a druhd s vyuzitim somatického pracovniho postupu. Knihovny vytvofené
kazdym pracovnim postupem se testovaly tfemi pfistroji NextSeq 550Dx a tfemi Sarzemi sad reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll). Testovani kazdého pracovniho postupu dale zahrnovalo jeden
béh se sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykId).

Analyticka citlivost (Mez blanku [LoB] a mez detekce [LoD])

Ovéreni se sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykld) ukazalo, Ze Pristroj NextSeq
550Dx dokaze detekovat varianty s VAF 0,05 s chyboul Il. typu = 0,05 a mezni hodnota VAF 0,026 pouzivana
modulem pro analyzu somatickych variant (4U¢inna LoB) podporuje chybu I. typu < 0,01. Na zakladé téchto
tvrzeni se oekava, ze varianta s 0,05 VAF je v 95 % ptipad(l ¢astéjsinez s VAF 0,026 a pozice divokého typu
ma v 99 % ptipadl VAF nizsinez 0,026. Aby se potvrdilo, Ze sada reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cykld) tyto naroky spliuje, provedla se na pfistroji NextSeq 550Dx se sadou reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll) opakovana méfeni s divokym typem vzorkl (vzorky
LoB) a se vzorky obsahujicimi varianty s VAF 0,05 (vzorky LoD). Podil pfifazeni nad a pod mezni hodnotou 0,026
se poté porovnal s tvrzenimi stanovenymi sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cykIG).

Testovani zahrnovalo dva vzorky LoD, kazdy s unikatni sadou variant cilenou na VAF 0,05, a odpovidajici vzorky
LoB, které byly pro cilené varianty divokym typem. Pro pfipravu knihoven bylo pomoci sady TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx zpracovano sedm replikatl vzork( LoB a osm replikatl vzork( LoD. Knihovny se nejprve
sekvenovaly pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll), aby se
identifikovaly varianty / genomické soufadnice pro vyhodnoceni LoB/LoD pomoci sady reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll). Na zakladé vysledki sady reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cyklld) se véechny varianty s prdmérnou VAF mezi 0,045-0,055 (varianty LoD)
pouzily pro analyzu LoD (N = 51 variant). U analyzy LoB bylo hodnoceno 51 odpovidajicich genomickych
soufadnic.

Pro vyhodnoceni sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) se knihovny
sekvenovaly ve tfech bézich tfi po sobé jdouci dny na stejném pfistroji a pomoci stejné Sarze sady reagencii.
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Testovani obnaselo 24 replikatl kazdé z 51 LoD variant a 21 replikatd kazdé odpovidajici pozice divokého typu.
Podil pfifazeni divokého typu s VAF < 0,026 je uveden v Tabulka 29. Podil pfifazeni variant LoD s VAF = 0,026 je
uveden v Tabulka 30.

Tabulka 29 Podil pfifazeni < 0,026 pro pozice divokého typu (vyhodnoceni tvrzeni LoB)

. i L. Pocet . Podil 95 %

Varianta Hodnocené Celkovy pocet e . Podil
T ozice 0Zorovani VAF méreni 26 % Interval
zZi zorovani <

yp P - =226% e spolehlivosti
SNV 32 672 0 1 0,994-1
Inzerce 11 231 0 1 0,984-1
Delece 8 168 0 1 0,978-1

Tabulka 30 Podil pfifazeni s VAF = 0,026 u variant LoD (Hodnoceni LoD)

. B Celkovy Pocet Pocet , Podil 95 %
Varianta Hodnocené . ey e Podil
. pocet VAF méreni VAF méreni Interval
Typ pozice ., 226% ] )
pozorovani <26% 226% spolehlivosti
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993-1
Inzerce 11 264 3 261 0,989 0,967-0,996
Delece 8 192 2 190 0,99 0,963-0,997
Presnost
Germinalni

Nasledujici studie byla provedena, aby pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cykld) vyhodnotila pfesnost pfifazeni variant modulu pro analyzu germinalnich variant. Pomoci
reprezentativniho testu se testovalo dvanact jedine¢nych vzork{ Platinum Genome. Za pouziti tfi pfistrojl
NextSeq 550Dx a tfi sad reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) se celkem
provedIo 11 b&hd.

Porovnanim vysledkU s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou, Platinum Genomes verze
2016-1.0, se stanovila pfesnost SNV, inzerci a deleci. Pro referenci jsou uvedeny vysledky z jednoho béhu
sekvenovani pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklt). Souhrn vysledkd je
uveden v Tabulka 31.

Tabulka 31 Shrnuti germinalni shody

Celkovy pocet Vysledek Vysledek Vysledek Vysledek
Kritéria pozorovani pozorovani pozorovani béhu béhu
(v2.5)" (v2.5)2 (v2)3 (v2.5)4 (v2)*
PPA pro SNV 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9
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Celkovy pocet Vysledek Vysledek Vysledek Vysledek
Kritéria pozorovani pozorovani pozorovani béhu béhu
(v2.5)’ (v2.5)2 (v2)3 (v2.5)% (v2)*
PPA pro inzerce 1056 100 100 100 100
PPA pro delece 1056 95,2 95,2 >99,9 >99,9
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 >999 >99,9 >999 >999

TPogitano jako pocet vzorkd na béh x podet b&hdl (96 vzork(l na béh x 11 b&h{ = 1056 pozorovani).

2Nejniz$i pozorovana hodnota podle replikatd vzork( ve véech bézich (na zakladé 11 béhd se sadou reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5).

3Nejnizsi pozorovana hodnota podle replikatl vzork( v rdmci 1 bé&hu (celkem 96 pozorovani).

Somaticka

Pro vyhodnoceni pfesnosti pfifazeni variant modulu pro analyzu somatickych variant na pfistroji NextSeq 550Dx
byla pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll) provedena nasledujici
studie. Reprezentativnim testem se testovalo deset vzork( FFPE Platinum Genome (dva s variantami ziedénymi
na VAF 0,05). Za pouZziti t¥i pfistroji NextSeq 550Dx a tfi $arzi sad reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklt) se celkem provedlo 11 b&hd.

Porovnanim vysledkl s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou, Platinum Genomes verze
2016-1.0, se stanovila pfesnost SNV, inzerci a deleci. Pro referenci jsou uvedeny vysledky z jednoho béhu
sekvenovani pomoci sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll). Souhrn vysledkd je
uveden v Tabulka 32.

Tabulka 32 Souhrn somatickych shod

Celkovy pocet Vysledek Vysledek Vysledek Vysledek
Kritéria pozorovani pozorovani pozorovani podie béhu podie béhu
(v2.5)" (v2.5)2 (v2)® (v2.5)* (v2)*
PPA pro 528 100 100 100 100
SNV
PPA pro 528 96,9 96,9 > 99,9 >99,9
inzerce
PPA pro 528 100 100 100 100
delece
NPA 528 > 99,9 > 99,9 > 99,9 > 99,9
OPA 528 > 99,9 > 99,9 > 99,9 > 99,9

TPoéitano jako po&et vzorkd na béh x po&et b&hl (48 vzorkl na béh x 11 béh(l = 528 pozorovani).

Dokument ¢. 200031448 v0O 47 z 53

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



P¥ibalovy letak k pfistroji NextSeq 550Dx illumina

v v

2Nejnizéi pozorovana hodnota podle replikatl vzorkl ve véech bézich (na zakladé 11 béh(i se sadou reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5).

3Nejniz$i pozorovana hodnota podle replikatd vzork( v ramci 1 béhu (celkem 96 pozorovani).

4Nejnizsi hodnota, kdy? jsou data z kazdého cyklu analyzovéna souhrnné.

Presnost
Germinalni

Pomoci vzorkt Platinum Genome a reprezentativniho testu byla vyhodnocena konzistence vysledkd sady
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykll) s modulem pro analyzu germinalnich
variant. Testovani zahrnovalo pfipravu jedné knihovny pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a

12 vzorkd, pficemz se kazdy zpracoval s osmi replikaty. Za pouziti t¥i Sarzi sad reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklQ) a tii pfistroji NextSeq 550Dx se provedlo celkem devét béhl sekvenovani
knihoven.

Ke stanoveni, zda inherentni variabilita testu ovlivni pfifazeni genotypu (N = 153 jedine€nych heterozygotnich
variant), se pouzily vzorky s heterozygotnimi variantami. Pro obé& mezni hodnoty modulu pro analyzu
germinalnich variant (0,2 pro heterozygotni a 0,7 pro homozygotni genotypy) se stanovila hodnota Cx, pficemz
X je podil opakovanych testd, které prekraéuji mezni hodnotu. U spodni mezni hodnoty VAF 0,2 byla varianta s
minimalni hodnotou Cx pro sadu reagencii NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cykld) > 99,9 %, coz znamen3,
Ze > 99,9 % heterozygotnich variant bude povazovano za heterozygotni. U horni mezni hodnoty VAF 0,7 byla
varianta s maximalni hodnotou Cx pro sadu reagencii NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cykld) < 1,5 %, coz
znamena, ze < 1,5 % heterozygotnich variant bude povazovano za homozygotni. Tabulka 33 shrnuje vysledky
dle typu varianty. Pro referenci jsou uvedeny hodnoty Cx z jednoho béhu sekvenovani pomoci sady reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklQ).

Tabulka 33 Germinalni hodnoty Cx pro heterozygotni varianty

Mezni hodnota VAF 0,2 Mezni hodnota VAF 0,7
Typ varianty N
Min Cx (v2.5)’ Min Cx (v2)? Max Cx (v2.5)" Max Cx (v2)?
SNV 94 >99,9% >99,9% 1,5% 1,0 %
Inzerce 24 100 % 100 % 0% <01%
Delece 35 100 % >999% <01% <01%

"Hodnoty Cx na zakladé odhad( celkové smérodatné odchylky z analyzy rozptylu komponent.
2Hodnoty Cx na zakladé smérodatné odchylky vzorkd.

Somaticka

Pomoci FFPE vzork{ Platinum Genome a reprezentativniho testu byla vyhodnocena konzistence vysledk( sady
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykl) s modulem pro analyzu somatickych
variant. Testovani zahrnovalo pfipravu jedné knihovny pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a dva
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vzorky, pfi€emz se kazdy zpracoval s osmi replikaty. S pouZitim tfi sad reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cykld) a tfi pFistroji NextSeq 550Dx se provedlo celkem devét béhl sekvenovani
knihoven.

K vyhodnoceni variability pfistroje pobliz mezni hodnoty VAF modulu pro analyzu somatickych variant
(somatické varianty s Urovnémi VAF = 0,026 jsou pro variantu pozitivni) se pouzily somatické varianty s
oc¢ekavanymi urovnémi VAF = 0,10 (N = 131 jedine¢nych variant). Pro kazdou somatickou variantu se stanovily
hodnoty C95. Hodnoty C95 predstavuji VAF, kterda ma 95% pravdépodobnost, Zze bude vétsi nez mezni hodnota
VAF modulu pro analyzu somatickych variant. Nejvyssi hodnoty C95 podle typu varianty jsou uvedeny v
Tabulka 34. Pro referenci jsou uvedeny vysledky C95 z jednoho béhu sekvenovani pomoci sady reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll).

Tabulka 34 Souhrn somatickych hodnot C95

Typ varianty Pocet hodnocenych variant C95 (v2.5)" C95 (v2)2
SNV 74 0,064 0,063
Inzerce 24 0,062 0,061
Delece 33 0,060 0,060

"Hodnoty C95 na zakladé odhad(i celkové smérodatné odchylky z analyzy rozptylu komponent.
2Hodnoty C95 na zakladé smérodatné odchylky vzorkd.

Porovnani metod (sada reagencii)

Germinalni

Na zakladé vysledkd generovanych modulem pro analyzu germinalnich variant se pomoci sady reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll) a sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cykll) vyhodnotily primérné VAF u 215 unikatnich variant. Priméry VAF se vypoditaly z 11 b&hd
sekvenovani (v2.5) a jednoho b&hu sekvenovani (v2). K vypocltu priméru kazdé varianty se pouzilo alespon
osm replikatlQ. Obrazek 3 znazorfiuje korelaci VAF mezi témito dvéma sadami reagencii. Na zakladé silné linearni
korelace VAF a podobnosti vysledk( sad reagencii bylo stanoveno, Ze charakteristiky funkénosti pivodné
ovérené a potvrzené sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykld) a modulem pro
analyzu germinadlnich variant jsou pouzitelné pro sadu reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cyKkld).
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Obrazek 3 Korelace alelické frekvence variant (VAF) modulu germindlnich variant mezi sadou reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll) a sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cyKkld).

1- N =215 unikatnich variant
RA2 = 0,9994
0.9 skion = 1,0010
0,8 - Prasecik = 0,00009

0,7
0,6
0,5

v2.5 VAF (priimér)

0,4

0,3

0,2

02 03 04 05 06 07 08 09 1
v2 VAF (prameér)

Somaticka

Na zakladé vysledkd generovanych modulem pro analyzu somatickych variant se pomoci sady reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklll) a sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cykll) vyhodnotily primérné VAF u 501 unikatni varianty. Priméry VAF se vypocitaly z 11 béhl
sekvenovani (v2.5) a jednoho b&hu sekvenovani (v2). K vypoctu priméru kazdé unikatni varianty se pouzily
alespon tfi replikaty. Obrazek 4 znazornuje korelaci VAF mezi témito dvéma sadami reagencii. Na zékladé
korelace VAF a podobnosti vysledk( sad reagencii bylo stanoveno, Ze charakteristiky funkénosti ovérené a
potvrzené sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll) a modulem pro analyzu
somatickych variant jsou pouzitelné pro sadu reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cykKIG).
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Obrazek 4 Korelace alelické frekvence variant (VAF) modulu somatickych variant mezi sadou reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cykll) a sadou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cyKkld).

1+ N =501 unikatnich variant
0,9- R"2=0,9997
0.8 Sklon =1,0017

Prusecik = -0,00083
0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
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v2.5 VAF (prtiimeér)

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
v2 VAF (primér)
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Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény

Dokument €. Cerven Prvni vydani.

200031448 v0O 2023 Pfedchozi dokument 1000000030326 byl nahrazen timto
dokumentem.

Zmény z dokumentu 1000000030326 v6 na tento novy dokument:

» Byl pfidan obsah podporujici volitelny server lllumina DRAGEN pro
NextSeq 550Dx.

» Bylo aktualizovano ¢&islo soucasti vzduchového filtru.

Zmény provedené v dokumentu 1000000030326:

« Aktualizace provedené za G¢elem opravy obsahu neumysiné
pfidaného ze zdrojového softwaru.

» Byla pfidana ¢ast Varovani a preventivni opatfeni tykajici se
hlaseni zavaznych udalosti.

o Do zasad postupu bylo pfidano prohlaseni upfesnujici
zamysSleného uzivatele.

» Byl odebran odkaz na sadu reagencii High Output Reagent Kit v2
(300 cykld).

» Byl pfidan odkaz na sadu reagencii High Output Reagent Kit v2.5
(75 cykld).

o Byla pfidana tabulka historie revizi. Byla aktualizovana adresa
opravnéného zastupce v EU.

Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (ddle jen ,lllumina”). Slouzi vylu¢né
zakaznikovi ke smluvnim G&ellim v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd a k Zadnému jinému Ucelu. Tento dokument a jeho obsah
nesmi byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym Gcelem ani jinak sdélovan, zverejiiovan ¢i rozmnozovan bez prfedchoziho pisemného souhlasu
spole¢nosti lllumina. Spole¢nost lllumina nepfedava timto dokumentem zadnou licenci na svij patent, ochrannou znamku, autorské pravo &i
prava na zakladé zvykového prava ani zadna podobna prava kterychkoli tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt ddsledné& a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné proskolenym persondlem, aby bylo zaji$téno
spravné a bezpeéné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktd beze
zbytku precist a pochopit.

NEDODRZEN{ POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST
K POSKOZENi PRODUKTU, PORANENI 0SOB, AT UZ UZIVATELU &I JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICi SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITi ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VEETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2023 lllumina, Inc. V8echna prava vyhrazena.

V8echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFisludnych viastnikl. Podrobné informace o ochrannych
znamkach najdete na strance www.illumina.com/company/legal.html.
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Kontaktni udaje

wl e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way Australsky zadavatel

San Diego, Kalifornie 92122, USA IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) lurmina Nethariands BV, Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com % iﬁiﬁnzﬁf,‘ll"nﬁ‘;"e" Austrélie

Stitky na produktech

UplIné vysvétleni symbold, které jsou uvedeny na baleni a oznageni produkt(l, naleznete v pfehledu symbol@i na
adrese support.illumina.com na karté Documentation (Dokumentace) pro vasi sadu.
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