Pristroj NextSeg™ 550Dx illumina

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.

Katalégoveé cislo 20005715
Zamyslané pouZzitie

Pristroj Pristroj NextSeq 550Dx sluZi na sekvenovanie kniznic DNA, ked sa pouzivaju s in vitro diagnostickymi
analyzami. Pristroj Pristroj NextSeq 550Dx je uréeny na pouzivanie so Specifickymi registrovanymi,
certifikovanymi alebo schvalenymi in vitro diagnostickymi reagenciami a analytickym softvérom.

Zasady postupu

Pristroj lllumina Pristroj NextSeq 550Dx je uréeny na sekvencéné spracovanie kniznic DNA pomocou in

vitro diagnostickych analyz. Je ur¢eny na pouzivanie klinickym laboratérnym personalom kvalifikovanym

a vyskolenym v oblasti pouzivania in vitro diagnostickych postupov vykonavanych v klinickom laboratériu.
Pristroj NextSeq 550Dx pouziva ako vstup kniZnice vytvorené z DNA, kde sa indexy vzoriek a sekvencie
zachytenia pridavaju k amplifikovanym cielom. KniZnice vzoriek sa zachytavaju na prietokovom &lanku a
sekvencne sa spracuju v pristroji pomocou biochemického sekvenéného syntetického spracovania (SBS).
Biochemicka technoldgia SBS pomocou metddy reverzibilného terminatora (koncového Cinitela) deteguje
fluorescencéne oznacené bazy s jednym nukleotidom pocas ich zac¢lefiovania do rasticeho retazca DNA.
Softvér Real-Time Analysis (RTA) vykonava analyzu snimky a primarnu analyzu baz a ku kazdej baze za kazdy
cyklus sekvenéného spracovania priradi kvalitativne skére. Po dokoné&eni primarnej analyzy je v pristroji mozné
spustit sekundarnu analyzu na spracovanie volani bazy. Pristroj NextSeq 550Dx vyuziva rozne moduly
sekundarnej analyzy v zavislosti od pracovného toku. V pripade modulov Germline alebo Somatic Variant
spracovanie zahffia demultiplexovanie, generovanie suboru FASTQ, zarovnanie, volanie variantu a generovanie
sUborov formatu volania variantu (VCF a gVCF). Subory VCF a gVCF obsahuju informéacie o ndjdenych
variantoch na Specifickych poziciach v referenénom gendéme.

Konfiguracia dvojitého zavedenia

Pristroj NextSeq 550Dx ponuka moznost konfiguracie dudlneho zavedenia, vd'aka ktorému je pristroj mozné
pouzivat v diagnostickom (Dx) alebo vyhradenom vyskumnom (RUO) reZime. Diagnostické sekvenéné analyzy
in vitro vratane modulov Germline a Somatic Variant sa vykonavaju v diagnostickom rezime. V diagnostickom
rezime je mozné pouzit iba sekvenovacie reagencie IVD. Charakteristiky U¢innosti a obmedzenia procedury pre
pristroj NextSeq 550Dx boli vytvorené pomocou modulov Germline a Somatic Variant v diagnostickom rezime.
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Obmedzenia postupu

1. Na diagnostické pouzitie in vitro.

2. Moduly Germline a Somatic Variant v pripade ich pouzivania so sUpravou reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) alebo supravou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cyklov) dokazu generovat nasledujuce vystupy:

* Vystup sekvenéného spracovania = 90 gigabaz (Gb)

* Dizka nagitania (v cykle so sparovanym koncom) 2 x 150 bazickych parov (bp)

* Bazy rovnajlce sa alebo vaésie nez Q30 = 75 % pri dizke naditania 2 x 150 bp
75 % alebo viac spomedzi baz dosiahlo skoére kvality Phredovej stupnice = 30, ¢o indikuje spravnost
volani bazy vys§siu nez 99,9 %

3. Softvér na analyzu nezarovnava Citania s indelmi (zavedeniami, deléciami alebo kombinaciami) vtedy, ak je
dizka obsahu > 25 bp. V ddsledku toho softvér na analyzu nedokaze detegovat indely s dizkou > 25 bp.

4. Testovaci softvér nemdze zarovnavat nacitania amplikonov s extrémnym variantnym obsahom, v désledku
¢oho sa oblast vykaze ako Standardna. Takyto extrémny obsah zahfiia:
 Citania obsahujlce viac ako triindely.

» Citania s dizkou aspori 30 bp s obsahom jednonukleotidového variantu (SNV) > 4 % celkovej cielovej
dl'iky apmlikdénu (okrem oblasti sond)
 Citania s dizkou < 30 bp s obsahom SNV > 10 % celkovej dizky amplikénu (vratane oblasti sond)

5. Velké varianty vratane multikleotidovych variantov (MNV) a velkych indelov sa m6zu vo vystupnom subore
VCF vykazovat ako samostatné mensie varianty.

6. Varianty delécii sa m6zu pri premosteni dvoch prekryvajlcich sa amplikonov filtrovat alebo vynechat, ak je
dizka delécie rovna prekrytiu medzi prekryvajicimi sa amplikénmi alebo va&sia ako toto prekrytie.

7. Ak saindely nachadzaju tesne vedla priméru a chyba prekryvajuci sa amplikon, systém nedokaze tieto
indely detegovat. V pripade oblasti s prekryvajucimi sa amplikdnmi test nedokaze detegovat delécie, ak je
oblast prekrytia mensia ako velkost delécie, ktord sa ma detegovat. Napriklad ak oblast prekrytia medzi
dvoma susediacimi amplikénmi tvoria dve bazy, test nedokaze detegovat ziadne delécie zahfiiajlce obe
tieto bazy. Deléciu jednej bazy v ktorejkolvek z tychto baz je mozné detegovat.

8. Rovnako ako priinom pracovnom postupe pripravy kniznice na baze hybridizacie mézu zakladné
polymorfizmy, mutdcie, zavedenia alebo delécie v oligonukleotickych vazbovych oblastiach ovplyviiovat
alely, na ktoré sa zameriava sonda, a volania vykonané pocas sekvenovania. Priklad:

* Variant vo faze s variantom v oblasti priméru sa nemusi amplifikovat, v dosledku ¢oho sa ziska faloSne
negativny vysledok.

* Varianty v oblasti priméru by mohli zabranit amplifikacii referen¢nej alely, v désledku ¢oho by sa
nespravne stanovil homozygotny variant.

* Varianty indelov v oblasti priméru mozu spésobovat faloSne pozitivne stanovenie na konci ¢itania
susediaceho s primérom.
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9. Ak saindely nachddzaju v blizkosti konca jedného ¢itania a su po¢as zarovnania tzv. soft-clipped (mierne
zastrihnuté), tieto indely sa mozu filtrovat v désledku odchylky vidkna.

10. Malé MNV neboli validované a vykazuju sa len v module Somatic Variant.

11. Delécie sa vo VCF vykazu na suradnici predchadzajucej bazy podla formatu VCF. Preto v pripade
susediacich variantov treba pred vykazovanim zvazit, ¢i je primarna analyza jednotlivych baz
homozygotnou referenciou.

12. Obmedzenia Specifické pre modul Germline:

Pristroj Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajuci modul Germline Variant softvéru Local Run Manager
(Spravca lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx je uréeny na poskytovanie kvalitativhych
vysledkov na stanovenie zarodo¢nych variantov (napr. homozygotnych, heterozygotnych,
Standardného typu).

Ak sa pouziva s modulom Germline Variant, minimalne pokrytie na amplikén potrebné na presné
stanovenie variantov je 150x. V désledku toho sa vyZaduje 150 podpornych fragmentov DNA, ¢o
zodpoveda 300 prekryvajucim sa ¢itaniam sparovanych koncov. Na pokrytie ma vplyv pocet vzoriek a
celkovy pocet cielovych baz. Obsah GC a dalsi genomicky obsah méZze ovplyviovat pokrytie.
Variacia v pocte képii moze ovplyvnit to, ¢i sa variant identifikuje ako homozygotny alebo
heterozygotny.

Varianty v ur¢itom repetitivnom kontexte sa v suboroch VCF odfiltruju. Ak sa cela sekvencia variantu
alebo jej ¢ast nachddza opakovane v referenénom gendme vedla pozicie variantu, na filtrovanie
variantov sa pouzije filter opakovania RMxN. V pripade volania s modulom Germline Variant sa na
filtrovanie variantu vyzaduje minimalne devat opakovani v referencii. Zohladnuju sa iba opakovania
s dizkou do 5 bp (R5x9).

Ak sa v jednom lokuse nachddza indel a SNV, moze to viest k vykazaniu iba jedného variantu.

13. Obmedzenia Specifické pre modul Somatic.

Pristroj Pristroj NextSeq 550Dx pouzivajuci modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager
(Spravca lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx je uréeny na poskytovanie kvalitativnych
vysledkov na stanovenie somatickych variantov (napr. pritomnost somatického variantu s variantnou
frekvenciou rovnajucou sa alebo vy$3ou ako 0,026 s detekénym limitom 0,05).

Ak sa pouziva modul Somatic Variant, minimalne pokrytie na amplikon potrebné na presné stanovenie
variantov je 450x na pool oligonukleotidov. V dosledku toho sa vyZaduje 450 podpornych fragmentov
DNA na pool oligonukleotidov, ¢o zodpoveda 900 prekryvajucim sa Citaniam sparovanych koncov. Na
pokrytie ma vplyv pocet vzoriek a celkovy pocet cielovych baz. Obsah GC a dal$i genomicky obsah
moze ovplyviiovat pokrytie.

V pripade stanovenia somatickych variantov sa na filtrovanie variantu vyzaduje minimalne Sest
opakovani v referencii a zohlad#uju sa len opakovania s dizkou do 3 bp (R3x6).

Modul Somatic Variant nedokaze rozliSovat medzi germindlnymi a somatickymi variantmi. Modul je
uréeny na detekciu variantov v celom rozsahu frekvencii variantov, frekvenciu variantov vsak nie je
mozné pouzit na odliSenie somatickych variantov od zdrodo¢nych variantov.
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* Normalne tkanivo vo vzorke ovplyvnuje detekciu variantov. Vykazovany limit detekcie je zaloZzeny na
frekvencii variantov vzhladom na celkovi DNA extrahovanu z nddorového aj normalneho tkaniva.

Komponenty produktu

Zariadenie lllumina NextSeq 550Dx sa sklada z nasledujucich sucasti:
1. Pristroj NextSeq 550Dx (Kataldgové Cislo 20005715)

2. Softvérové sucasti zariadenia Pristroj NextSeq 550Dx vratane nasledujucich sucasti:

Softvérova
aplikacia
Operacny
softvér
NextSeq
550Dx
(NOS)

Softvér
Real-Time
Analysis
(RTA)

Local Run
Manager

Modul
Somatic
Variant

Modul
Germline
Variant

Funkcia

Sldzina
ovladanie
prevadzky
pristroja

Sluzina
vykonavanie
primarne;j
analyzy

Rozhranie na
vyber
modulov

Sluzina
vykonavanie
sekundarnej
analyzy

Sluzina
vykonavanie
sekundarnej
analyzy
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Popis

Softvérova aplikacia NOS sllizi na spravu pouzivania pristroja poc¢as
sekvenéného spracovania a generuje obrazy na pouzitie softvérom
Real-Time Analysis (RTA).

Softvérova aplikacia RTA konvertuje obrazy generované systémom NOS
pre kazdu dlazdicu na kazdy sekvenovaci chod na subory primarnej
analyzy baz, ktoré slizia ako vstupy pre analytické moduly aplikacie
Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov). Softvérova aplikacia
RTA neobsahuje pouzivatel'ské rozhranie.

Softvér Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) je integrované
rieSenie v pristroji na spravu pouzivatelov, vyber vhodného analytického
modulu a monitorovanie stavu.

Softvér analytického modulu Local Run Manager (Spravca lokalnych
cyklov) slizi na spracovanie volani bazy prostrednictvom sekundarne;j
analyzy. Takéto spracovanie zahffia demultiplexaciu, generovanie
sUboru FASTQ, zarovnanie, volanie variantu a vykazovanie. Nastroj na
volanie variantov (Pisces) generuje subory VCF obsahujuce informacie
o variantoch na $pecifickych poziciach v referenénom gendme a zahfna
odmeranu frekvenciu variantu.

Softvér analytického modulu Local Run Manager (Spravca lokalnych
cyklov) slizi na spracovanie volani bazy prostrednictvom sekundarnej
analyzy. Takéto spracovanie zahffia demultiplexaciu, generovanie
suboru FASTQ, zarovnanie, volanie variantu a vykazovanie. Nastroj na
volanie variantov (Pisces) generuje subory VCF obsahujuce informacie
o variantoch na Specifickych poziciach v referenénom genéme

a identifikuje kazdy variant ako heterozygotny alebo homozygotny.
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3. Volitel'né Server lllumina DRAGEN pre pristroj NextSeq 550Dx (katalédgové ¢. 20086130) vratane
nasledujuceho softvérového komponentu:

Softvérova

Funkcia Popis
aplikacia P

lllumina Run  Rozhranie  Softvér lllumina Run Manger (Spravca chodov spolo¢nosti lllumina) je

Manager na vyber nainstalovany na volitelnom serveri DRAGEN mimo pristroja. Softvér
modulu lllumina Run Manager (Spravca chodov spolo¢nosti lllumina) umoznuje
aplikacie spravu pouzivatelov, vyber modulu analyz a monitorovanie stavu

sekvenovacieho chodu a analyzy.

Volitelny server lllumina DRAGEN pre pristroj NextSeq 550Dx je k dispozicii iba vo vybranych krajinach.
Informacie o regionalnej dostupnosti vam poskytne zastupca spolo¢nosti lllumina.

Prevadzkové podmienky

Dalsie informécie o prevadzkovych podmienkach najdete v &asti Informacie o Zivotnom prostredi v priruc¢ke na
pripravu pracoviska pre pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 100000000986 9).

Prvok Specifikacia

Teplota V laboratériu uchovavaijte teplotu 19 °C az 25 °C (22 °C £3 °C). Toto je
prevadzkova teplota pristroja. Po¢as chodu nedovolte zmenu teploty prostredia
0 viac ako =2 °C.

Vihkost Udrzujte nekondenzujucu relativnu vihkost v rozmedzi 20 - 80 %.

Vybavenie a materialy

Potrebné vybavenie a material, predava sa samostatne

Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cyklov), katalégové ¢islo 20028870
Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov), katalégové Cislo 20028871
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Pozadované, ale nhedodavané vybavenie a materialy

Spotrebny material na sekvenovacie chody dodavany pouzivatelom

Spotrebny material

Alkoholové utierky, 70 %

izopropyl
alebo
70 % etanol

Laboratdrna utierka bez
vlakien

Dodavatel

VWR, katalogové €. 95041-
714

(alebo ekvivalent)
VSeobecny dodavatel pre
laboratoria

VWR, katalégové ¢. 21905-
026
(alebo ekvivalent)

Ugel
Cistenie prietokového ¢lanku
a v8eobecné pouzitie.

Cistenie prietokového ¢lanku
a v8eobecné pouzitie.

Spotrebny material na udrzbu pristroja dodavany pouzivatelom

Spotrebny material

NaOCl, 5%
(chlérnan sodny)

Tween 20

Laboratdérna voda

Vzduchovy filter
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Dodavatel

Sigma-Aldrich, katalégové ¢.
239305

(alebo ekvivalent s
laboratérnou kvalitou)
Sigma-Aldrich, katalégové €.
P7949

VSeobecny dodavatel pre
laboratoéria

lllumina, katalégové
¢.20063988
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Uéel
Preplachnutie pristroja pomocou

manualneho preplachnutia po ukoncéeni
chodu; zriedeny na 0,12 %

Preplachnutie pristroja pomocou
moznosti manualneho preplachnutia;
zriedeny na 0,05 %

Preplachnutie pristroja (manualne
preplachnutie)

Cistenie vzduchu, ktory pristroj nasava
na Ucely chladenia
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Usmernenia pre laboratéornu vodu

Na vykondvanie postupov na pristroji vZdy pouzivajte laboratérnu alebo deionizovanu vodu. Nikdy nepouzivajte
kohutikovu vodu. PouZivajte len tieto stupne vody alebo ich ekvivalenty:

Deionizovand voda

[llumina PW1

Voda s odporom 18 megaohmov (MQ)
Voda Milli-Q

Voda Super-Q

Voda na molekularnu biolégiu

Varovania a preventivne opatrenia

A UPOZORNENIE

Federalne zakony obmedzuju predaj, objednanie, pouzivanie alebo objednanie pouzivania tohto
zariadenia na lekara alebo iného odbornika s licenciou podla prava §tatu, v ktorom vykonava prax.

Niektoré komponenty reagencii poskytované spolo¢nostou lllumina na pouzitie s pristrojom Pristroj
NextSeq 550Dx obsahuju potencialne nebezpecné chemikalie. V dosledku vdychnutia, pozitia, kontaktu
s pokozkou a kontaktu s oéami moze dojst k zraneniam. Pouzivajte ochranné prostriedky vratane
ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto nebezpecéenstvo vystavenia.

S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v sulade s platnymi
regionalnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Dalsie informécie o ochrane Zivotného
prostredia, zdravia a bezpecénosti najdete na kartach bezpecénostnych udajov (SDS) na

stranke support.illumina.com/sds.html.

Ihned' nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spoloénosti lllumina a prislusnym
uradom v ¢lenskom $tate, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

So v8etkymi krvnymi vzorkami zaobchadzajte ako s infekénym materidlom obsahujucim virus ludskej
imunitnej nedostato¢nosti (HIV), virus ludskej hepatitidy B (HBV) a iné krvou prenasané patogény
(univerzalne preventivne opatrenia).

Nedodrziavanie uvadzanych postupov méze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému znizeniu
kvality vzoriek.

Pouzite bezné laboratérne bezpecnostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavajte Ustami. Nejedzte, nepite ani
nefajcite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipuldcii so vzorkami a sipravami reagencii noste
jednorazové rukavice a laboratérny plast. Po manipuldcii so vzorkami a reagenciami zo sUpravy si dékladne
umyte ruky.

DodrZiavajte spravne laboratérne postupy a dobru laboratérnu hygienu, aby nedoslo ku kontaminacii
reagencii, nastrojov a genomickych vzoriek DNA produktmi PCR. Kontaminacia sp6sobena PCR mbze
zapricinit nepresné a nespolahlivé vysledky.
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7. Aby nedoslo ku kontamindcii, priestory pred amplifikaciou a po amplifikacii musia mat $pecializované
vybavenie a spotrebny materiadl (napriklad pipety, Spicky pipiet, mixéry a odstredivky).

8. Index na parovanie vzoriek sa musi presne zhodovat s vytlatenym rozlozenim plosiny. Softvér Local Run
Manager (Spravca lokalnych chodov) automaticky vyplini indexové priméry priradené k ndzvom vzoriek po
zadani do modulu. Pred zadatim sekvenovacieho chodu odporu¢ame, aby pouzivatel overil priradenie
indexovych primérov ku vzorkdm. Nezhoda medzi vzorkami a rozlozenim ploSiny vedie k strate identifikacie
pozitivnej vzorky a k nespravnemu vykazovaniu vysledkov.

9. Na ochranu pocitaca pred virusmi odporuc¢ame instalovat pouzivatelom zabezpeceny antivirusovy softvér.
Pokyny na inStaldciu ndjdete v pouzivatelskej prirucke.

10. Ak je odpojeny akykolvek panel, pristroj NextSeq 550Dx nepouzivajte. Ak bol ktorykolvek z panelov
odstraneny, pri pouziti pristroja vznika riziko potencidlneho vystavenia siefovému napétiu a jednosmernému
napatiu.

11. Nedotykajte sa ploSiny prietokového €lanku v priestore na prietokovy ¢lanok. Teplota ohrieva¢a v tomto
priestore dosahuje 22 °C az 95 °C - hrozi riziko popalenia.

12. Hmotnost pristroja je priblizne 185 libier a ak spadne alebo sa s nim nespravne manipuluje, méze sposobit
vazne poranenie.

Navod na pouzitie

Nasledujuce pokyny na pouZitie pristroja Pristroj NextSeq 550Dx vyzaduju reagencie uvedené v suprave
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) alebo v suprave reagencii NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (75 cyklov).

Vytvorenie chodu

Vytvorte sekvenovaci chod pomocou softvéru Local Run Manager alebo lllumina Run Manager. Navod na
pouzitie softvéru Local Run Manager je uvedeny niZsie a v ¢asti Referenéna prirucka k pristroju NextSeq 550Dx
(dokument €. 1000000009513). Pokyny na vytvorenie chodu pomocou softvéru lllumina Run Manager najdete
¢asti Priru¢ka softvéru lllumina Run Manager (Spravca chodu spolo¢nosti lllumina) pre pristroj NextSeq 550Dx
(dokument ¢. 200025239).

Pokyny na vyber medzi softvérom Local Run Manager alebo lllumina Run Manager najdete v ¢asti Prirucka
softvéru lllumina Run Manager (Spravca chodu spolo¢nosti lllumina) pre pristroj NextSeq 550Dx (dokument &.
200025239). Podrobné pokyny tykajuce sa konkrétnych aplikacii najdete v priru¢ke k modulu alebo aplikacii pre
danu analyzu.

Nasledujuce pokyny sa tykaju pouzivania modulov Germline a Somatic Variant softvéru Local Run Manager.

Nastavenie parametrov

1. Prihlaste sa do softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov).
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2. Vyberte moznost Create Run (Vytvorit chod) a potom Somatic Variant (Somaticky variant) alebo Germline
Variant (Zarodoény variant).

3. Zadajte nazov chodu, ktorym sa identifikuje chod od sekvenovania cez analyzu.
Pouzite alfanumerické znaky, medzery, pod¢&iarknutia alebo pomicky.

4. [Volitelné] Na pomoc s identifikdciou chodu zadajte jeho opis.
Pouzite alfanumerické znaky, medzery, poddiarknutia alebo pomic¢ky.

5. Vrozbalovacom zozname vyberte pocet vzoriek a sibor indexov.
Pri vybere zvazte nasledujuce informacie.

* Rozbalovaci zoznam obsahuje pocet vzoriek so siborom indexov. Napriklad 24-Set 1 znamena, Ze sa ma
otestovat 24 vzoriek s indexmi zo suborov indexov 1.

 Cisla suboru indexov ozna&uju rézne stbory parov indexov i5 a i7. Stibor 1 aj siibor 2 predstavuju index
diverzity. K dispozicii su dva subory indexov, ktoré pomahaju predchadzat vyprazdneniu jedného suboru.

* Vyberte pocet vzoriek, ktory je najblizsie k poc¢tu vzoriek, ktoré testujete. Ak presny pocet vzoriek nie je v
zozname, vyberte pocet najblizsi, ale nizsi ako pocet, ktory testujete. Napriklad ak chcete otestovat 18
vzoriek, vyberte 16 vzoriek.

* Kombindcie navrhovanych jamiek na vzorky a indexov, ktoré spinaju poziadavky rozmanitosti indexov, st
zvyraznené nazeleno.

Import siborov manifestu pre chod

1. Overte, ¢i s manifesty, ktoré chcete importovat, dostupné v pristupnom sietovom umiestneni alebo na
jednotke USB.

2. Vyberte polozku Import Manifests (Importovat manifesty).

3. Prejdite na subor manifestu a vyberte manifesty, ktoré chcete pridat.

POZNAMKA Ak chcete spristupnit stibory manifestov pre véetky chody vyuzivajice analyticky modul
Germline Variant alebo Somatic Variant, pridajte manifesty pomocou funkcie Module Settings
(Nastavenia modulu). Tato funkcia vyZzaduje povolenia na trovni spravcu. Dalsie informacie
najdete v Casti Referencna prirucka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).

Stanovenie vzoriek pre chod

Pomocou niektorej z nizsie uvedenych moznosti a pokynov stanovte vzorky pre chod.
Vzorky zadajte manudlne — pouzite prazdnu tabulku na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu).

Importujte vzorky - prejdite do externého suboru vo formate hodndt oddelenych &iarkou (*.csv). Na obrazovke
Create Run (Vytvorenie chodu) bude k dispozicii Sabléna na stiahnutie.
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Manualne zadanie vzoriek

1. Zadajte jedine¢ny nazov vzorky (analyticky modul Somatic Variant) alebo identifikaciu vzorky (analyticky
modul Germline Variant).
Pouzite alfanumerické znaky, pomi¢ky alebo znaky pod¢iarknutia.

2. [Volitelné] V pripade pozitivnych alebo negativnych kontrolnych vzoriek kliknite pravym tlacidlom mysi
a vyberte typ kontroly.
Kontrola v jednej jamke na vzorky automaticky vyplni zodpovedajlcu jamku v druhej skupine rovnakou
kontrolou.

3. [Volitelné] Do pola Sample Description (Opis vzorky) zadajte opis vzorky.
Pouzite alfanumerické znaky, poml¢ky alebo znaky podciarknutia.

4. Vyberte adaptér indexu 1v rozbalovacom zozname Index 1 (i7) (Index 1).
Ked pouzijete navrhované jamky na vzorky, softvér automaticky vyplni indexové adaptéry i7 a i5, ktoré
spifiaju poziadavky indexu rozmanitosti. Ak presny pocet vzoriek, ktoré testujete, nie je uvedeny
v zozname, nezabudnite vybrat adaptéry indexov pre dodato¢né jamky.

Vyberte adaptér indexu 2 v rozbalovacom zozname Index 2 (i5) (Index 2).

6. Vyberte subor manifestu v rozbalovacom zozname Manifest (Manifest).
Vzorky v subore A vyzaduju odliSny manifest nez vzorky v subore B.

7. Vyberte moznost zobrazenia, tlace alebo ulozZenia rozlozenia dosti¢ky ako referencie na pripravu kniznic:

e Ak chcete tladit rozloZenie dostiky, vyberte ikonu = Print (Tladit). Na vytladenie rozlozenia doéti¢ky
vyberte moznost Print (Tlagit).

* Na exportovanie informacii o vzorke do externého suboru vyberte polozku Export (Exportovat).

8. Vyberte moznost Save Run (Ulozit cyklus).
Importovanie vzoriek

1. Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a prejdite do umiestnenia suboru s informaciami
o vzorke. Existuju dva typy suborov, ktoré mdzete importovat.

* Ak chcete vytvorit nové rozlozenie doéti¢iek, vyberte moznost Template (Sabléna) na obrazovke
Create Run (Vytvorenie chodu). Stbor $ablény obsahuje spravne hlavi¢ky stipcov na import. Zadajte
informéacie o vzorke do kazdého stipca pre vzorky v chode. Odstrarite vzorové informacie
v nepouzivanych bunkach a subor ulozte.

* Pouzite subor s informaciami o vzorke, ktory bol exportovany z modulu Germline Variant alebo Somatic
Variant pomocou funkcie Export (Exportovat).

2. Ak chcete tlacit rozloZzenie dosti¢ky, vyberte ikonu &= Print (Tlagit).
Ak chcete tladit rozloZenie dosticky ako referenciu na pripravu kniznic, vyberte polozku Print (Tlacit).

Vyberte moznost Save Run (Ulozit cyklus).
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Priprava kazety s reagenciami

Uspe$né sekvenovanie je podmienené doslednym dodrziavanim pokynov tykajlcich sa kazety s reagenciami.
1. Vyberte kazetu s reagenciami z miesta uskladnenia s teplotou od -25 °C do -15 °C.

2. Rozmrazenie reagencii vykonajte pomocou jednej z nasledujicich metdd. Kazetu nepondrajte. Kazetu po
rozmrazeni najprv osuste a az potom prejdite na dalsi krok.

Teplota Cas rozmrazenia Medza stability
Vodny kupel s teplotou 15 °C az 30 °C 60 minut Neprekracujte 6 hod.
2°Caz8°C 7 hodin Neprekracujte 5 dni

POZNAMKA Ak sa v jednom vodnom kupeli rozmrazuje viacero kaziet, nechajte ich rozmrazovat dihsie.

Kazetu patkrat prevratte, aby ste zmiesali reagencie.
Kontrolou spodnej Casti kazety sa presvedcCte, i su reagencie rozmrazené a ¢i sa v nich nenachadzaju
zrazeniny. Presvedcte sa, ¢i sU pozicie 29, 30, 31 a 32 rozmrazené, kedZe suU najvacsie a ich rozmrazenie
trva najdlhsie.

5. Jemnym poklepanim o st6l zmensSite mnozstvo vzduchovych bubliniek.
Najlepsie vysledky sa dosiahnu vtedy, ked' sa prejde priamo na nacitanie vzorky a nastavenie chodu.

Pripravte prietokovy ¢lanok

1. Vyberte nové balenie prietokovych ¢lankov z miesta uskladnenia s teplotou od 2 °C do 8 °C.

2. Zo Skatule odstrante féliovy obal a nechajte ju postat priizbovej teplote 30 minut.

Priprava kniznic na sekvenovanie

Kniznice denaturujte a zried'te na objem nanasania 1,3 ml. Koncentracia nanasania sa v skuto¢nosti moze lisit v
zavislosti od pripravy kniznice a kvantifikaénych metéd. Zriedenie kniznic vzoriek zavisi od zloZitosti
oligonukleotidovych skupin (pool). Pokyny na pripravu kniznic vzoriek na sekvenovanie vratane zriedovania a
zdruzovania (pooling) kniZnic ndjdete v ndvode na pouzitie v oddiele pojednavajicom o suprave na pripravu
kniznice, ktord sa ma pouzit. Hustotu klastrov v pristroji NextSeq 550Dx je potrebné optimalizovat.

VloZenie kniznic do kazety s reagenciami

1. Tkaninou bez vlakien vycistite foliové tesnenie pokryvajlce zasobnik ¢.10 s oznaéenim Load Library Here
(Sem vlozit kniznicu).

2. Tesnenie prepichnite Cistou Spickou 1 ml pipety.

3. Vlozte 1,3 ml pripravenych kniznic do zdsobnika ¢. 10 s ozna¢enim Load Library Here (Sem vloZit kniZnicu).
Pri rozptylovani kniznic sa nedotykajte foliového tesnenia.
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Obrazok 1 Vlozenie kniznic

Nastavenie sekvenovacieho chodu

Pokyny na nastavenie celého chodu najdete v ¢asti Referenéna priruc¢ka k pristroju NextSeq 550Dx (dokument
¢.1000000009513).

1. Prihlaste sa do pristroja NextSeq 550Dx pomocou hesla v softvéri Local Run Manager (Spravca lokalnych
chodov) alebo Illumina Run Manager (Sprdvca chodov spolo¢nosti lllumina).

2. Na domovskej obrazovke softvéru NOS vyberte moznost Sequence (Sekvenéne spracovat).

3. Vzozname vyberte chod a potom vyberte polozku Next (Dalej).
Séria obrazoviek nastavenia chodu sa otvori v nasledujicom poradi: VloZenie prietokového ¢lanku, Vlozenie
kazety s pufrom, VloZenie kazety s reagenciami a Kontrola pred spustenim chodu.

POZNAMKA Chody su pristupné iba pomocou toho istého softvéru Run Manager (Spravca chodov),
ktory sa pouzil pri planovani chodu. Pokyny na nastavenie softvéru Run Manager (Spravca
chodov) najdete v ¢asti Priru¢ka softvéru lllumina Run Manager (Spravca chodu
spoloc¢nosti lllumina) pre pristroj NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).

4. Ked sazobrazi obrazovka Load Flow Cell (VloZenie prietokového ¢lanku), vycistite a vioZte prietokovy
¢lanok.
* Vytiahnite prietokovy ¢lanok z féliového obalu.

* Otvorte priehladny plastovy uzatvaraci obal a vytiahnite prietokovy ¢lanok.

* Skleny povrch prietokového ¢lanku vycistite alkoholovou utierkou bez vldkien. Sklo osuste laboratérnou
tkaninou nezanechavajucou vlakna.

* Zaistite, Ze je skleny povrch prietokového ¢lanku gisty. V pripade potreby Cistenie zopakujte.
* QOdpojte pouzity prietokovy ¢lanok z predchdadzajuceho chodu.
* Prietokovy ¢lanok zarovnajte nad zarovnavacimi kolikmi a umiestnite ho na ploSinu.

5. Vyberte polozku Load (VloZzit).
Dvierka sa automaticky zatvoria, na obrazovke sa zobrazi ID prietokového ¢lanku a skontroluju sa snimace.
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6. Podla softvérovych vyziev vyprazdnite zasobnik na zber pouzitych reagencii, viozte kazetu s pufrom
NextSeq 550Dx a vlozte kazetu s reagenciou NextSeq 550Dx.
Po vlozeni kaziet s pufrom a reagenciou NextSeq 550Dx softvér nacita a zaznamena identifikaciu RFID.
Identifikacie kaziet s pufrom a reagenciou sa zobrazia na obrazovke a skontroluju sa snimace.

7. Podokondeni kontroly pred spustenim chodu vyberte moznost Start (Spustit). (Tento krok nie je potrebny,
ak je systém nakonfigurovany na automatické spustenie.)

8. Po spusteni chodu sa zobrazi obrazovka Sequencing (Sekvenéné spracovanie). Na tejto obrazovke sa
zobrazuje vizudlne zndzornenie prebiehajiceho chodu vratane intenzit a skore kvality (skére Q).

Vysledky

Softvér Real-Time Analysis (RTA) je integrovany softvér, ktory vykonava analyzu snimok a primarnu analyzu
baz a ku kazdej baze za kazdy cyklus sekvenéného spracovania priradi kvalitativne skére. Po dokonéeni
primarnej analyzy vybraty modul aplikacie automaticky spusti sekundarnu analyzu. Tu uvddzané procesy
sekundarnej analyzy sa vztahuju na moduly Germline a Somatic Variant Local Run Manager v pristroji Pristroj
NextSeq 550Dx.

Demultiplexovanie

Demultiplexovanie porovnava kazdu sekvenciu ¢itania indexov so sekvenciami indexov Specifikovanych v ramci
chodu. V ramci tohto kroku sa nezohladnuju ziadne kvalitativne hodnoty.

Identifikdcia ¢itania indexov prebieha podla nasledujlcich krokov:
* Vzorky su ocislované od 1 na zéklade poradia, v akom su uvedené v ramci chodu.
» Cislo vzorky 0 je vyhradené pre klastre, ktoré neboli priradené k vzorke.

* Klastre sa priraduju k vzorke vtedy, ked sa sekvencia indexu presne zhoduje, alebo vtedy, ak naditanie
indexu vykazuje max. jednu hezhodu.

Generovanie suboru FASTQ

Po dokon&eni demultiplexovania softvér generuje ,medzianalytické” subory vo formate FASTQ, t. j. v textovom
formate, ktory sa pouziva na vyjadrenie sekvencii. SUbory FASTQ obsahuju &itania kazdej vzorky a suvisiace
kvalitativne skére. Klastre, ktoré nepresili filtrovanim, sa vyradia.

Kazdy subor FASTQ obsahuje Citania iba pre jednu vzorku a nazov danej vzorky sa zahrnie do nazvu suboru
FASTQ. V moduloch Germline a Somatic Variant sa generuje osem suborov FASTQ na vzorku na jednu skupinu
oligonukleotidov, Styri z 1. ¢itania a Styri z 2. Citania. Vysledkom tohto vystupu je celkovo 8 a 16 suborov FASTQ
na vzorku pre Germline a Somatic. Subory FASTQ predstavuju primarny vstup na zarovnanie.
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Zarovnanie

Pocas kroku zarovnania zarovnava pruhovy Smithov-Watermanov algoritmus klastre z kazdej vzorky vzhladom
na sekvencie amplikéna stanovené v subore manifestu.

Pruhovy Smithov-Watermanov algoritmus vykonava semiglobalne zarovnania sekvencii, ktoré umoznuju urcit
podobné oblasti medzi dvoma sekvenciami. Namiesto porovnania celkovej sekvencie Smithov-Watermanov
algoritmus porovnava segmenty vietkych moznych dizok.

Kazdé ¢itanie sparovanych koncov sa hodnoti z hl'adiska jeho zarovnania so sekvenciami prislusnej sondy pre

dané ¢itanie.

 Citanie 1sa vyhodnocuje oproti reverznému doplnku nizsie polozenych oligonukleotidov pecifickych pre
dané miesto (DLSO).

» Citanie 2 sa vyhodnocuje oproti vy$sie polozenym oligonukleotidom, ktoré su $pecifické pre lokus (ULSO).

* Ak sa zaciatok ¢itania zhoduje so sekvenciou sondy s max. jednou nezhodou, s cielovym amplikénom pre
danu sekvenciu sa zarovna celd dizka gitania.

* Ak sa zaciatok ¢itania zhoduje so sekvenciou préby a existuju maximalne tri rozdiely (nezhody alebo posuny
kvoli hlavnym indelom), celd dizka ¢itania sa zarovna s cielovym amplikénom tejto sekvencie.

* Indely vramci DLSO a ULSO nie su vzhladom na biochemické vlastnosti analyzy pozorované.

Zarovnania sa odfiltruju z vysledkov zarovnania na zaklade miery vyskytu nezhdd bud' v celej oblasti, alebo
v celom amplikdne (v zavislosti od dizky amplikdna). Filtrované zarovnania sa zaznamenaju do stiborov
zarovnania ako nezarovnané a nepouziju sa na volanie variantu.

Volanie variantu

Nastroj na volanie variantov Pisces slUzi na realizaciu volani variantov SNV a indel z kniznic pripravenych pre
pristroj.

Vysledky a dalsie vystupne subory
Moduly analyzy variantov generuju spravy vo formate PDF a v tabuldtorom oddelenom formate (*.txt), ktoré
uvadzaju metriky, ako napriklad hibku sekvenéného spracovania a poéty variantov. Tieto moduly taktie?

generuju vystupné subory typu VCF a subory volania genomického variantu (gVCF) pre aplikacie volani
variantu.

Postupy kontroly kvality

Softvér NextSeq 550Dx hodnoti kazdy cyklus, vzorku a primarnu analyzu baz podla metriky kontroly kvality.
Pozitivne a negativne kontroly su pocas pripravy kniznice taktiez odporucané a je potrebné ich zhodnotit.
Hodnotenie kontrol vykonajte podla nasledujuceho postupu:
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* Negativna kontrola (kontrola bez $ablony) alebo ina negativna kontrola - musi generovat o¢akavany
vysledok. Ak negativna kontrola generuje vysledok odlisny od o¢akavaného vysledku, vyskytla sa
pravdepodobna chyba sledovania vzorky, nespravny zaznam indexovych primérov alebo doslo ku
kontamindcii.

* Pozitivha kontrolna vzorka — musi generovat o¢akavany vysledok. Ak pozitivha kontrola generuje
vysledok odliSny od o¢akavaného vysledku, vyskytla sa pravdepodobna chyba sledovania vzorky alebo
nespravneho zaznamu indexovych primérov.

Vykonnostné charakteristiky

Charakteristiky ucinnosti pristroja Pristroj NextSeq 550Dx boli vytvorené pouzitim modulov Germline a Somatic
Variant so supravou TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a supravou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cyklov), a overené pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cyklov). Studie zahfiiali indexovanie vzoriek, prenos vzoriek, vstup DNA, analyticku citlivost (limit
blanku/detekény limit), spravnost, presnost, porovnanie metdd a reprodukovatelnost.

Analytické Studie vyuzivajuce sUpravu reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) boli
ur¢ené na hodnotenie charakteristik U¢innosti, ktoré boli predtym vytvorené pouzitim sulpravy reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov). Vysledky preukazuju, Ze supravy reagencii (v2 a v2.5)
maju porovnatelnu ucinnost pri pouziti supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Precitajte si pribalovy letdk

k suprave TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, v ktorom nadjdete informacie o charakteristikach u¢innosti tykajucich
sa predanalytickych faktorov (napriklad metdédy extrakcie alebo rusivé latky).

Definicie vypoétov pouzitych v ramci charakteristik

ucinnosti

—_

Pozitivna percentudlna zhoda (PPA) sa pocita ako pomer miest klasifikovanych ako varianty podla
referenénej metddy, ktoré analyza spravne vykaze.
* (pocet variantnych miest spravne vykazovanych analyzou) / (celkovy pocet variantnych miest)
Variantné miesta vykazované analyzou, ktoré sa zhoduju (st konkordantné) s referenénou metédou, su
pravdivo pozitivne (TP). Variantné miesta vykazované analyzou ako referen&né analyzy alebo ako
odlisné variantné analyzy su nepravdivo negativne (FN).
2. Negativna percentualna zhoda (NPA) sa pocita ako pomer miest klasifikovanych ako Standardné podla
referen¢nej metddy, ktoré analyza spravne vykaze.
* (pocet Standardnych miest spravne vykazovanych analyzou)/(celkovy pocet Standardnych miest)
Standardné miesta vykazované analyzou, ktoré sa zhoduju (st konkordantné) s referenénou metédou,
su pravdivo negativne (TN). Standardné miesta vykazované analyzou ako varianty su nepravdivo
pozitivne (FP).

3. Celkova percentudlna zhoda (OPA) sa pocita ako pomer miest, ktoré analyza spravne vykazuje vzhladom na
referenénud metddu.
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* ((pocCet variantnych miest spravne vykazovanych analyzou) + (pocet Standardnych miest spravne
vykazovanych analyzou)) / ((celkovy pocet variantnych miest) + (celkovy pocet Standardnych
miest))

4. Vypocty PPA, NPA a OPA nezahffiaju nulové volania (variantné alebo referenéné miesta nespifiaji najmenej
jeden filter kvality).

5. Pomer autozomalnych volani sa pocita ako celkovy pocet miest, ktoré ,presli“ filtrom delené celkovym
pocétom pozicii sekvenovanych pre chromozémy 1-22; chromozémy X a Y su vyli¢ené. Tato metrika
nezohladnuje zhodu volani s referenénou metdédou.

Uginnost supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cyklov)

Indexovanie vzorky

Indexové priméry vzorky pridané pocas pripravy kniznice priraduju ku kazdej DNA vzorky jedine¢nu sekvenciu.
Tieto jedine¢né sekvencie umoznuju zoskupit viacero vzoriek do jedného sekvenovacieho chodu. Indexovanie
vzoriek sa pouZiva pre pracovné postupy Germline aj Somatic. Uéelom tejto $tudie bolo vytvorit minimalny (8)
a maximalny (96) pocet vzoriek, ktoré je mozné spracovat v rdmci jedného sekvenovacieho chodu pristrojom
Pristroj NextSeq 550Dx. Uskutocnilo sa testovanie 6smich jedine¢nych platinovych genomickych vzoriek

s 12 odliSnymi kombindciami indexového priméru na jednu vzorku. Vysledky zo $tyroch sekvenovacich chodov
pouzitim modulu Germline Variant boli porovnané s platinovymi gendmami, verzia 2016-1.0.

V ramci prvej skupiny chodov bolo testovanych 96 jedine¢ne indexovanych vzorkovych kniznic pouzitim
reprezentativnej analyzy uréenej na dotazovanie réznych génov s pokrytim 12 588 bdz na vlakno v ramci
vSetkych 23 [udskych chromozémov na overenie schopnosti analyzy konzistentne realizovat genotypizaéné
volanie danej vzorky v ramci réznych odliSnych kombinacii indexového priméru. V pripade druhej mnoziny
chodov bolo sekvenéne spracovanych osem jedine¢ne indexovanych vzorkovych kniznic vo dvoch
sekvenovacich chodoch na overenie minimalneho po¢tu podporovanych indexov.

V pripade chodov s 96 indexmi dosahovala hodnota PPA pre SNV rozpatie od 98,7 % do 100 %, hodnota PPA
pre zavedenia a delécie bola 100 % a hodnota NPA bola 100 % pre kazdu z kombinacii 96 indexov. Chody

s 8 indexmi dosiahli hodnotu PPA 100 % (SNV, zavedenia a delécie) a NPA 100 % pre kazdu z kombinacii 6smich
indexov.

Prenos vzorky

Pristroj NextSeq 550Dx umoznuje sekvencne spracovat viacero vzoriek a kontrol v rdmci jedného
sekvenovacieho chodu. Uskuto¢nila sa Studia na hodnotenie rozsahu prenosu vzorky v ramci sekvenovacieho
chodu (v ramci chodu) a medzi sekvenovacimi chodmi (medzi chodmi). Testované boli dve platinové genomické
vzorky (jedna muzska a jedna zenskad) pouzitim reprezentativnej analyzy uréenej na dotazovanie réznych génov
zahffiajucej 12 588 baz (150 amplikdnov) v ramci 23 réznych chromozémov (so zahrnutim chromozémov
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obidvoch pohlavi). Kniznice boli sekvenénej spracované v pristroji NextSeq 550Dx pomocou modulu Germline
Variant. Prenos muzZskych vzoriek do Zzenskych vzoriek bol pozorovany za pritomnosti nacitania amplikénu
chromozdmu Y v Zenskych vzorkach.

Prenos v ramci chodu je moZné pozorovat pocas tvorby klastrov, primarnej analyzy baz indexového cyklu
a demultiplexovania vzorky. Na testovanie prenosu vzoriek poCas sekvenovacieho chodu bol jeden raz

v pristroji NextSeq 550Dx sekvenéne spracovany subor kniznic skladajuci sa zo 46 replikdtov muzskych

a zenskych vzoriek a Styroch kontrol bez Sabléony. Prenos vzorky v rdémci chodu bol hodnoteny porovnanim
amplikénového pokrytia chromozému Y kazdého Zenského replikatu s priemernym amplikénovym pokrytim
chromozdému Y vSetkych muzskych replikatov v sibore. Pozorovana medianova hodnota prenosu v ramci
chodu bola 0,084 %.

Na testovanie prenosu vzorky medzi chodmi boli pripravené dva subory kniznic, ktoré boli sekvenéne po sebe
spracované v pristroji NextSeq 550Dx. Prvy subor obsahoval 46 replikatov Zenskej vzorky a dve kontroly bez
Sablony. Druhy subor obsahoval 46 replikatov muzskej vzorky a dve kontroly bez Sablény. Obidva subory
vyuzivali rovnakl mnozinu adaptérov indexu. Zenskd skupina bola sekven&ne spracovand ako prva, po nej
nasledovala muzska skupina a dalSi opakovany sekvenovaci chod zenskej skupiny. Prenos vzorky medzi
chodmi bol hodnoteny formou porovnania amplikdénového pokrytia chromozému Y medzi prislusnymi replikatmi
opakovaného chodu zenského suboru a chodu muzského suboru. Pozorovana medianova hodnota prenosu
medzi chodmi bola 0,0076 %.

Vstup DNA

Krv (Germline)

Pre Pristroj NextSeq 550Dx bol stanoveny vstupny rozsah DNA z krvi na pripravu kniznice supravy TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx pouzitim pracovného postupu modulu Germline Variant. Tento rozsah bol hodnoteny
prostrednictvom $tudie sériového rieSenia pouzitim 13 platinovych genomickych vzoriek s reprezentativnou
analyzou sluziacou na dotazovanie réznych génov zahfiiajucich 12 588 baz v ramci 23 odliSnych chromozdémov.
Kniznica bola sekvenéne spracovana vo dvoch pristrojoch NextSeq 550Dx pouzitim jednej Sarze supravy
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov).

Uskutocnil sa test piatich vzoriek v duplikatoch v ramci piatich vstupnych Urovni DNA v rozsahu od 250 ng do
12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng a 12 ng). Osem vzoriek bolo testovanych v ramci jedného replikatu a kazdej
z 6smich vstupnych Urovni DNA. Na urcenie spravnosti boli genotypy vzoriek porovnané s platinovymi
gendmami, verzia 2016-1.0. Vysledky boli stanovené pre kazdu vstupnu uroven. PPA pre kazdy typ variantu
(SNV, zavedenia a delécie) je uvedeny v Tabulka 1; NPA je uvedeny v Tabulka 2. VSetky vstupné Urovne
vykazovali podobnu presnost. Odportcany vstup DNA pre sUpravu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx je 50 ng

s hodnotami 25 ng a 100 ng predstavujucimi dolny a horny limit na splinenie charakteristik u¢innosti.
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Tabulka1 Vysledky PPA pre kazdy vstup DNA podla typu variantu

Vstup DNA Typ Ocdakavané TP EN Nulové volania PPA
(ng) variantu varianty variantu (%)
12 SNV 2412 2381 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 Zavedenie 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 Delécia 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 pre kazdy vstup DNA

Nulové volania

Vstup DNA (ng) TN FP referencie 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

FFPE (modul Somatic)

Pre pristroj NextSeq 550Dx bol stanoveny vstupny rozsah DNA zo vzoriek tkaniva fixovanych formalinom a
zaliatych do parafinu (FFPE) na pripravu kniznice supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx pouzitim pracovného
postupu modulu Somatic Variant. Vstupny rozsah DNA bol hodnoteny prostrednictvom $tldie sériového
riedenia pouzitim troch platinovych genomickych vzoriek s reprezentativhou analyzou sliziacou na dotazovanie
réznych génov zahfhajucich 12 588 baz v ramci 23 odliSnych chromozdmov. Bunkové linie platinového gendmu
GM12878 a GM12877 boli po extrakcii DNA fixované vo formaline a zaliate v parafine. Gendm GM12878 bol
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zriedeny gendmom GM12877 tak, aby sa frekvencie alel variantu (VAF) 79 variantov (55 SNV, 9 zavedeni a 15
delécii) nachadzali v blizkosti hodndt 0,025, 0,05 alebo 0,10. Okrem toho kazdd vzorka obsahovala 91 variantov
s vy$8imi variantnymi frekvenciami az do 1,0 VAF. Vzorky boli spracované v duplikatoch pri piatich vstupnych
urovniach DNA s kvalitativnym cyklom so strednou hodnotou delta (dCq) 2,1, 3,6, 4,6, 6,0 a 7,8 podla merani so
sUpravou TruSeq Custom Amplicon Dx — FFPE QC. Kazda kniZnica bola sekvenéne spracovana vo dvoch
pristrojoch NextSeq 550Dx pouzitim dvoch Sarzi supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cyklov). Na stanovenie presnosti sa analyzy variantov vzoriek porovnali s platinovym gendmom verzie
2016-1.0. PPA pre kazdy typ variantu (SNV, zavedenia a delécie) je uvedeny v Tabulka 3; NPA je uvedeny

v Tabulka 4. Odporucany vstup DNA pre varianty na urovni 0,05 VAF alebo vyssej je dCq = 4, pricom hodnota
4,6 poskytuje dolny limit na splnenie charakteristik u¢innosti.

Tabulka 3 Vysledky PPA pre kazdy vstup DNA podla typu variantu

VAF cielového riedenia

Stredna . . Ocakavané 0,025 0,05 0,10

hodnota Typ Ocakavan nulové : 5 5
dCq variantu  é varianty et Nulov.e PPA Nulov.e PPA Nulov.e PPA

volania volania volania
variantu (%) variantu (%) variantu (%)

21 SNV 808 Nevztahuje s 196 100 0 100 0 100
3,6 a. 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
21 Zavedenie 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
21 Delécia 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
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Tabulka 4 NPA pre kazdy vstup DNA

VAF cielového riedenia

Stredna Ocakavany 0,025 0,05 0,10
hodnota Standardny Nuloveé NPA Nulové NPA Nulové NPA
dCq typ volania volania volania
. (%) . (%) . (%)
referencie referencie referencie

2,1 93 688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4.6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >999 3296 >999 2996 100
7,8 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 >99,9

Analyticka citlivost (limit blanku [LoB] a detekény limit [LoD])

Tato studia bola realizovana s cielom zhodnotit limit blanku (LoB) a detek&ny limit (LoD) pre modul Somatic
Variant v pristroji NextSeq 550Dx. Vykonala sa pouzitim reprezentativnej analyzy uréenej na dotazovanie
réznych génov zahrhajucich 12 588 baz vo 23 ré6znych chromozdémoch. Bunkové linie platinového genému
GM12878 a GM12877 boli po extrakcii DNA fixované vo formaline a zaliate v parafine. Gendm GM12878 bol
zriedeny gendmom GM12877 tak, aby variantné frekvencie 74 variantov (53 SNV, 7 zavedeni a 14 delécii)
dosahovali hodnotu 0,05 £0,02. Gendm GM12877 a zriedeny gendm GM12878 (GM12878-D) boli testované

v ramci Siestich po sebe nasledujucich dni jednym pristrojom a pouzili sa dve Sarze supravy reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov). Celkom sa uskutocnilo Sest sekvenovacich chodov. Vysledkom
je 60 replikatov pre kazdy variant v GM12878-D a 72 replikatov pre kazdu prislusnu Standardnu suradnicu

v gendme GM12877 pri kazdej Sarzi reagencie. Limity LoB a LoD boli vypocitané pouzitim klasického pristupu
uvadzaného v dokumente CLSI EP17-A2 s vyuzitim neparametrickej moznosti. Limity LoB a LoD boli poc¢itané
pre SNV, zavedenia a delécie osobitne zmiesanim variantnych frekvencii pre dany typ variantu. Chyba typu

| bola definovana na urovni 0,01 a chyba typu Il bola definovana na urovni 0,05.

V pripade limitu LoB boli zmieSané variantné frekvencie zoradené od najnizsej po najvyssiu a bola vypocitana
99. pozicia pre kazdu $arZu reagencie a kazdy typ variantu (Tabulka 5). Modul Somatic Variant pouziva na
urcenie kvalitativnej detekcie variantov hrani¢nd hodnotu (efektivny limit LoB) 0,026 VAF. Vypocitany limit LoB
overil, Ze tato hrani¢na hodnota vedie k chybe typu | nie vys$sej nez 0,01.

Tabulka 5 Limit blanku

Typ variantu  Pozorovania celkom LoB, Sarza reagencie 1 (%) LoB, SarZza reagencie 2 (%)

SNV 3816 0,77 0,77

Zavedenie 504 0,56 0,56

Delécia 1008 1,20 1,20
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V pripade limitu LoD bolo vypocitané percento frekvencie jednotlivych mutécii pre kazdu $arzu reagencie

a kazdy typ variantu spadajuci pod hrani¢nu hodnotu 0,026 Tabulka 6. Ked'ze percentualne hodnoty boli nizSie
nez chyba typu Il 5 % (0,05), median skombinovanych variantnych frekvencii bol vypocitany ako limit LoD
(Tabulka 6). Limit LoD pre kazdy typ variantu bol pouzity ako vaési nez dve hodnoty vypocitané pre dve Sarze
reagencii— 4,97 % pre SNV, 5,12 % pre zavedenia a 5,26 % pre delécie.

Tabulka 6 Detekcny limit

Sars T p . Pocet Percento merani Detek&ny limit
arza . yr? ozorovania merani VAE VAF etekény limi
reagencie variantu celkom (%)
<26% <26 %
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Zavedenie 420 6 1,4 5,08
Delécia 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Zavedenie 420 5 1,2 512
Delécia 840 7 0,80 5,26
Spravnost
Germline

Nasledujuca Studia sa uskutocnila s cielom zhodnotit spravnost stanoveni variantov modulu Germline Variant

v pristroji Pristroj NextSeq 550Dx pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cyklov). Bolo testovanych 13 jedine¢nych platinovych genomickych vzoriek a to pouzitim reprezentativne;j
analyzy sliziacej na dotazovanie réznych génov pokryvajuicich 12 588 baz (150 amplikénov) v ramci 23 ré6znych
chromozdémov. Vykonalo sa celkom devét cyklov pouzitim troch sekvenénych pristrojov, troch $arzi reagencii

a troch operatorov v priebehu piatich dni. Spravnost bola stanovena pre SNV, zavedenia a delécie formou
porovnania vysledkov s dobre charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou, Platinové genémy, verzia
2016-1.0. Ak nie je uvedené inak, déveryhodné genomické oblasti boli definované na zaklade tejto referenénej
metody.

Tabulka7 Suhrnné informacie o zhode — modul Germline

Kritéria Pozorovania celkom' Vysledok podla pozorovania?  Vysledok podla cyklu®

PPA pre SNV 819 98,7 >99,9

PPA pre zavedenia 819 95,0 98,9

PPA pre delécie 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9
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Wypoéitané ako podet vzoriek na chod (91) x po&et chodov (9) = 819.
2Najnizsia pozorovana hodnota podla replikatov vzorky v rémci véetkych 9 cyklov.
3Najnizéia hodnota po&as agregovanej analyzy tUdajov z kazdého cyklu.

Tabulka 8 obsahuje Udaje Studie prezentované s pozitivnou a negativnou percentualnou zhodou podla vzoriek,
kedy sa vysledky variantov porovnavaju s platinovymi gendmami, verzia 2016-1.0, na ucely vypoctov PPA. Tri
typy variantov (SNV, zavedenia a delécie) su skombinované. Kedze referenéna metdda poskytuje iba vysledky
za varianty s jednym nukleotidom a zavedenia/delécie, vysledky nevariantnej bazy sa porovnavaju so
Strukturou referencnej sekvencie ludského gendmu hg19 na ucely vypoctov NPA.

Tabulka 8 Zhoda podla vzoriek — modul Germline

Stredna e . Nulové
Vzorka miera CCaKVaMe  n EN volania TN FP PPA  NPA  OPA
volani varianty variantu
NA12877 > 99,9 4788 4788 0 0O 756762 0 100 100 100
NA12878 > 99,9 8505 8379 1 125 751464 O 99,9 100 >99,9
NA12879 >99,9 6048 5985 5 58 757701 0 99,9 100 > 99,9
NA12880 >99,9 6993 6930 O 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 99,9 100 >99,9
NA12883 > 99,9 7M9 7056 0 63 751905 O 100 100 100
NA12884 > 99,9 7182 M9 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 99,9 100 >99,9
NA12887 > 99,9 M9 719 0 0 750645 0 100 100 100
NA12888 >99,9 6804 6804 O 0O 756065 0 100 100 100
NA12893 >99,9 7434 7371 1 62 750015 0 5999 100 >99,9

T Celkovy po&et variantov vo vietkych replikatoch vzoriek v rdmci 9 cyklov.

Tabulka 9 obsahuje Udaje $tudie prezentované podla vzoriek, kedy sa vysledky variantov porovnavaju s dobre
charakterizovanou zlozenou referen¢nou metddou. Detekcia sa hodnoti pre kazdy typ variantu (SNV, zavedenia
a delécie) osobitne. Referencné polohy su vylu¢ené.

Tabulka 9 Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Germline

SNV Zavedenia Delécie
Vzorka Ocakavané TP FN Ocdakavané TP FN Odakavané TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
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Vzorka

NA12878
NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12887
NA12888
NA12893

SNV
Ocakavané TP FN
5733 5733 0
3591 3591 0
4221 4221 0
4914 4913 1
3717 3717 0
4284 4284 0
4284 4284 0
4725 4725 0
4347 4347 0
4284 4284 0
4158 4158 0
4599 4599 0

Zavedenia
Ocakavané TP
1260 1197
1323 1260
1512 1512
1512 1449
1386 1323
1449 1449
1575 1512
1575 1512
1449 1386
1323 1323
1449 1449
1386 1323

illumina

Delécie

FN  Ocakavané
1512
1134
1260
1449
1197
1386
1323
1386
1449
1512
1197
1449

OO N M O O W MM O o) =

—_—

TP
1449
1134
1197

1449
1134
1323
1323
1323
1449
1512

1197

1449

FN

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

Vzorky boli nasledne analyzované z hladiska volania malych zavedeni a delécii (indely). Celkovy suhrn je
uvedeny v Tabulka 10. Celkom existovalo 71 indelov s velkostou 1- 24 bp (zavedenia) a 1— 25 bp (delécie).

Tabulka 10 Suhrnné informacie o detekcii indelov modulom Germline

Variant Typ

Zavedenie

Delécia

Ocakavané varianty
18 522
17 388
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FN
27
0

Nulové volania variantu

477
315

PPA
99,9
100
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Tato reprezentativna analyza zahffiala 150 amplikénov s cielom obsiahnut rozny genomicky obsah. Obsah GC amplikénov spadal do
rozsahu 0,19 - 0,87. Amplikdny taktiez obsahovali urcité rozsahy opakovani jedného nukleotidu (napriklad PolyA, PolyT), dinukleotidu

a trinukleotidu. Udaje boli skompilované podla amplikénov (Tabulka 11) na uréenie vplyvu genomického obsahu na percentudlne

spravne volania. Percentualne spravne analyzy sa skladaju z variantnych a referenénych analyz a dosahuju hodnotu 100 %, ak existuju

nespravne alebo nulové analyzy.

Tabulka 11 Modul Germline — spravnost na Urovni amplikona

Amplikén

N o g b~ w

©

10

12
13
14

15
16
17
18
19

Chromozdém

N N N N N NN

w W W NN

Zaciatok
amplikéna
36 450 499
109 465122

218 353 867
223906 657
228526 602
236372039
247 812 041

55862774
87003 930
177 016 721
186 625727
190 323 504
200796 740
212 245049

228147052
235016 350
4466 229
46 620 561
49 851331

Koniec
amplikéna
36 450 591

109 465 200

218 353 957
223906 748
228526 682
236 372108
247 812128

55862863
87 004 009
177 016 805
186 625 801
190 323 591
200796 826
212245139

228147144
235016 422
4 466 321
46620643
49 851400

Velkost
analyzovaného
fragmentu

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70

Genomicky obsah
amplikéna
Indel

Poly A (5), Poly C (5),
indel

Indel
Indel
Poly G (5)
Poly T (10), indel

Poly A (5), CT(3),
TAA(3), indel

Indel
Indel
Nevztahuje sa
Poly A (8)
Poly T (5)
Poly T (5), indel

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

Indel
Poly T (5), indel
AT(3), indel
Nevztahuje sa

CT(3), indel

Obsah GC

0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39
0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3

0,43
0,42
0,27
0,43
0,49

Spravne
volania
76167
64701

74529
75348
66 339
57 330
72072

73710
65520
66 339
61425
72072
71253
74529

76167
59787
74823
67977
57330

Nespravne
volania

o

O o o o o o o o o oo o

o o oo o

Nulové
volania

o

o o oo o

o o o o o o o

% spravnych
volani
100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
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Amplikdn

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

Chromozdém

IN

O )

o o o o oo oo aaa

N N N oo o o

Zaciatok
amplikéna

189713161

190106 030
2233667
7780 541

15688 604
56 236 521
102 839 244
164 446743
1882081
14 769 061
41069 808
74 077 114
147 475 343
149 323731
155662 213
6318713
24 949983
31084 900
32147 987

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

Koniec
amplikéna

189713 248

190106 104
2233744
7780637

1568 8681
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 276187
77 365 821

Velkost
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

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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

Genomicky obsah
amplikéna

Poly A (5), Poly T (5),
Poly A (9), TG(3)
Indel
Poly A (6)

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

Nevztahuje sa
Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel
Nevztahuje sa
GT(3), CCA(3)
Nevztahuje sa
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)
Nevztahuje sa
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

Spravne
volania

72072

60543
63882
79 443

63882
50778
56 511
50778
61425
68796
52416
67977
54 873
74529
61425
83538
75348
76608
80 262

77 805
70434
76 986
74529
59787
72072
71253

Nespravne
volania

o

O O O O o o o olo o o o oo o

O o/ o o o o o

Nulové
volania

63

o

O O o o o o o olo o o o o

378

O o/ o o o o o

% spravnych
volani

100

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
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Amplikdn

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
72

Chromozdém

~N

0 00 NN

© © ©o © © o

Zaciatok
amplikéna
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
105586 150
107 620 823
123769 149
138 995 345
5987120
11784629
27 317777
33018 351
45084159
55892599
101611250
118 351373
8159 816
30177 648
47 470 345
59 837679
64 418 856
93529612

Koniec
amplikéna
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
55892 687
101611329
118 351453
8159912
30177717
47 470 444
59837740
64 418 957
93 529 684

Velkost
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
73

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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
73

Genomicky obsah
amplikéna
Indel
Poly G (5), indel

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

Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa

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

Indel
Poly G (6)
Indel
Nevztahuje sa
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
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa

Poly A (5)

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

0,4

Spravne
volania
69615
73710
74 529

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

Nespravne
volania

o

o o o o

O O O O O O oo o oo o o o o oo o o o

Nulové
volania

720

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

w
N
)]

O o o o o o o o

% spravnych
volani
100
100
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
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Amplikdn

73
74
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

Chromozdém

13
13
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15

Zaciatok
amplikéna
101 347 052
102 477 336
118 406 285
120 357 801

125769 313
2834770
26 811004
30881766
88474105
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
63446149
77 879 807
81625334
85438263
89 817 413

Koniec
amplikéna
101347136
102 477 426
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
58 050 110
82390649
92 549 609
102 808 589
43170 848
63446 216
77 879 901
81625428
85438 334
89 817 503

Velkost
analyzovaného
fragmentu

85
91
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

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

85
91
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

Genomicky obsah
amplikéna
Nevztahuje sa
Poly G (6)
Indel

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

GA(3)

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

Nevztahuje sa

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

Poly A (7), indel
Indel
Indel

GA(3), TA(3)

Nevztahuje sa

Poly T (5), indel
Indel
Indel

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

Nevztahuje sa

Obsah GC

0,42
0,55
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

Spravne
volania
69 615
74529
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
58149
74529

Nespravne
volania

o o o o

O o ojlo o o o o

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

Nulové
volania

O o ojlo o o o o o o o o

o o o o

326

O O o o o o ol o o o

% spravnych
volani
100
100
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
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Amplikdn

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m
112
113

114
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

Chromozdém

15
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
17
17

17
17
17
18
18
18
18
18
18
18
19
19
19
20

Zaciatok
amplikéna
89864 274
1894910
28997 904
53682908
57 954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998759
39589 691
41244 394
45438 866

61502432
64 023582
72 308 237
2616 456
6980478
9888 026
38 836 999
47 405 382
54 815 665
59773996
625143
18121418
18186 574
746 056

Koniec
amplikéna
89864 343
1894972
28997998
53682994
57 954 509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085 037
33998849
39589774
41244 484
45 438 957

61502510
64 023 667
72 308 320
2616 522
6980568
9888 094
38837073
47 405 462
54 815749
59774 060
625241
18121491
18186 643
746149

Velkost
analyzovaného
fragmentu

70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

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

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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
70
94

Genomicky obsah
amplikéna
Indel
Nevztahuje sa
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)
Nevztahuje sa
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Obsah GC

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
0,64
0,61

Spravne
volania
57 330
51597
77 805
71253
85176
74 529
72 891
71247
74 529
76167
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

Nespravne
volania

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

N
o|lo | RN

O 0O o o o o o o o o o

Nulové
volania

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

~
o O ©
[ee]

N
©
©

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

% spravnych
volani
100
100
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
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Amplikdn

128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Chromozdém

20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21

21
22
22
22

Zaciatok
amplikéna
10633195
17 705 633
21766 821
25278421
50897 302
62331904
62 690 860
30300823
33694176
36710706
46 644924

46705575
25750774
32439233
37 409 844
37637 596
47 081347
15870 424
135288 543
135290777
2655397

2655519

2655609

Koniec
amplikéna
10633276
17 705708
21766 890
25278521
50897 368
62331994
62 690 946
30300888
33694273
36710792
46 644 992

46705664
25750873
32439329
37 409 940
37 637 694
47081438
15870 492
135288 611
135290 847
2655461

2655609

2655679

Velkost
analyzovaného
fragmentu

82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

91

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97

97

99

92

69

69

71

Genomicky obsah
amplikéna
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
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa
Indel
Poly T (5)

Poly C (5)
Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Poly A (5)

Obsah GC

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

Spravne
volania
67158
62244
57 330
82719
54 873
72072
71253
54 054
80262
71253
56 439

73710
81900
79 443
79 443
81081
75348
56 511
56 511
58149
0

Nespravne
volania

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

O O o o o o o o o o

Nulové
volania

O O o o o o ol o o o

o

% spravnych
volani
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,9

100
100
100
100
100
100
100
100
100

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd



Pribalovy leték k pristroju NextSeq 550Dx illumina

Vysledky sekvenéného spracovania pre vzorku NA12878 boli porovnané s vysoko déveryhodnym genotypom
z hladiska NA12878, vytvorenym Narodnymi institutmi noriem a technoldgie (NIST) (v.2.19). Spomedzi

150 amplikénov bolo 92 amplikdénov Uplne obsiahnutych vo vysoko déveryhodnych genomickych oblastiach,
41 amplikdnov vykazovalo CiastoCny presah a 17 amplikdnov nemalo Ziadny presah v sekvencii NIST. Tento
vysledok viedol k porovnaniu 10 000 suradnic/replikat. Nevariantné primarne analyzy baz boli porovnané so
Strukturou referencnej sekvencie ludského genému hg19. Vysledky spravnosti s uvedené v Tabulka 12.

Tabulka 12 Modul Germline — zhoda vzorky NA12878 s databazou NIST

Dot ,

Vzorka ocet Stredna o5 BN TN FP PPA NPA OPA
amplikonov miera volani

NA12878 133 > 99,9 6552 1 610470 0 >999 100 >999

Na zdklade Udajov poskytnutych touto devat-chodovou studiou Germline dokaze pristroj Pristroj NextSeq
550Dx konzistentne sekvenovat:

* Obsah GC =19 % (vSetky volané bazy v 819 sekvencne spracovanych amplikénoch so spravne
volanym 19 % obsahom GC a mierou nulovych volani 0,6 %)

* Obsah GC = 87 % (vSetky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych amplikdnoch so spravne
volanym 87 % obsahom GC s nulovym podielom nulovych volani)

* Dizky PolyA = 9 (vSetky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujicich
opakovanie PolyA deviatich nukleotidov so spravnymi volaniami a nulovym podielom nulovych
volani)

* Dizky PolyT = 10 (vSetky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujicich
opakovanie PolyT desiatich nukleotidov so spravnymi volaniami a nulovym podielom nulovych
volani)

* Dizky PolyG = 7 (v8etky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujtcich
opakovanie PolyG siedmich nukleotidov so spravnymi volaniami a mierou nulovych volani 1,0 %)

* Dizky PolyC = 6 (véetky volané bazy v 2457 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujicich
opakovanie PolyC Siestich nukleotidov so spravnymi volaniami a nulovym podielom nulovych volani)

* Dizky dinukleotidovych opakovani = 11x (vSetky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych
amplikénoch obsahujucich 11x dinukleotidové opakovanie boli volané spravne s mierou nulovych
volani 0,5 %)

* Dizky trinukleotidovych opakovani = 5x (v§etky volané bazy v 819 sekvenéne spracovanych
amplikénoch obsahujucich 5x trinukleotidové opakovanie boli volané spravne s mierou nulovych
volani 0,5 %)

* Dizky zavedenia = 24 (66 343 spomedzi 66 370 volanych baz v 819 sekvenéne spracovanych
amplikénoch obsahujlcich 24-nukleotidové zavedenie bolo volanych spravne s mierou nulovych
volani 1,2 %; v oblasti obsahujucej 24-nukleotidové zavedenie sa nevyskytli Ziadne nespravne
volania)
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Pribalovy letak k pristroju NextSeq 550Dx illumina

* Dizky delécie = 25 (vSetky volané bazy v 2457 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahuijticich
25-nukleotidovu deléciu boli volané spravne s nulovym podielom nulovych volani)

Somatic

Cielom tu uvadzanej Studie bolo zhodnotit spravnost stanovenia variantov modulu Somatic Variant
v pristroji Pristroj NextSeq 550Dx pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cyklov).

V tejto Studii bola pouzita reprezentativna analyza uréena na dotazovanie réznych génov zahfnajucich
12 588 baz (150 amplikénov) v ramci 23 réznych chromozémov. Platinova genomicka DNA bola extrahovana
z oSetrenych blokov FFPE na ucely generovania Siestich jedineénych vzoriek na hodnotenie v rdmci Studie.

DNA vzorky GM12877 bola zriedena s DNA vzorky GM12878 na vytvorenie produktov GM12877-D5 a GM12877-
D7 ako suboru jedine€nych heterozygotnych variantov s variantnymi frekvenciami bliziacimi sa k hodnotam 5 %
a7 %.DNA vzorky GM12878 bola podobne zriedena DNA vzorky GM12877 na vytvorenie produktov GM12878-
D5 a GM12878-D7. Kazda zo vzoriek bola testovana trikrat (okrem zriedenych vzoriek, ktoré boli testované

v Siestich replikatoch). Vykonalo sa celkom devat cyklov pouZitim troch sekvenénych pristrojov, troch Sarzi
reagencii a troch operatorov v priebehu piatich dni. Spravnost bola stanovena pre SNV, zavedenia a delécie
formou porovnania vysledkov s dobre charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou (platinové gendmy,
verzia 2016-1.0). Ak nie je uvedené inak, déveryhodné genomické oblasti boli definované na zaklade tejto
referenénej metddy.

Tabulka 13 Suhrnné informécie o zhode — modul Somatic

Kritéria zzﬁ(zr;:/ania Vysledok podla pozorovania?  Vysledok podla cyklu®
PPA pre SNV 378 98,9 99,9

PPA pre zavedenia 378 96,9 99,9

PPA pre delécie 378 971 99,9

NPA 378 > 99,9 >99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

1Vypoc':l'tané ako pocet vzoriek na chod (42) x pocet chodov (9) = 378.

2Najnizsia pozorovana hodnota podla replikatov vzorky v ramci véetkych 9 cyklov.

3Najnizsia hodnota po&as agregovanej analyzy Udajov z kazdého cykiu.
Tabulka 14 obsahuje Udaje Studie prezentované s pozitivnou a negativnou percentualnou zhodou podla vzoriek,
kedy sa vysledky variantov porovnavaju s dobre charakterizovanou zlozenou referenénou metdédou na Ucely
vypoctov PPA. Tri typy variantov (SNV, zavedenia a delécie) su skombinované. Kedze referenéna metéda
poskytuje iba vysledky za varianty s jednym nukleotidom a zavedenia/delécie, vysledky nevariantnej bazy sa
porovnavaju so Strukturou referencnej sekvencie ludského genému hg19 na ucely vypoctov NPA.
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Pribalovy letak k pristroju NextSeq 550Dx illumina

Tabulka 14 Zhoda podla vzoriek — modul Somatic

Stredna . Nulové
. Ocakavan .

Vzorka miera & TP FN volania TN FP PPA NPA OPA

volani variantu
GM12877 98,7 2052 2025 O 27 318682 15 100 >999 >099,9
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 >999 >99,9
GM12885 99,8 3294 3213 O 81 322121 O 100 100 100
GM12888 99,8 2916 2889 O 27 323048 2 100 >999 >099,9
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
GM1287 99,5 9288 8699 42 547 628582 O 99,5 100 > 99,9
8-D5
GM1287 99,7 9288 9108 O 180 629803 O 100 100 100
8-D7

Tabulka 15 obsahuje Udaje $tudie prezentované podla vzoriek, kedy sa vysledky variantov porovnavaju s dobre
charakterizovanou zlozenou referenénou metddou. Detekcia sa hodnoti pre kazdy typ variantu (SNV, zavedenia
a delécie) osobitne. Referenéné polohy su vylicené.

Tabulka 15 Zhoda podla vzoriek a typu variantu — modul Somatic

SNV Zavedenia Delécie
Vzorka Ocakavané TP FN Ocakavané TP FN OcZakavané TP FN
GM12877 999 999 0 567 567 0 486 459 0
GM12878 2457 2457 0 540 513 0 648 594 0
GM12879 1539 1539 0 567 540 0 486 459 0
GM12884 1836 1836 O 675 648 0 567 540 0
GM12885 2025 2025 O 675 648 0 594 540 0
GM12888 1782 1782 0 621 621 0 513 486 0
GM12877- 5454 5392 0 1782 1647 0 2052 1891 0
D5
Dokument ¢. 200031448 v00 32254

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k pristroju NextSeq 550Dx illumina

SNV Zavedenia Delécie

Vzorka Ocakavaneé TP FN Ocakavané TP FN Ocakavané TP FN

GM12877- 5454 5406 O 1782 1728 0 2052 1898 O
D7
GM12878- 5454 5192 28 1782 1651 9 2052 1856 5
D5
GM12878- 5454 5445 O 1782 1719 0 2052 1944 O
D7

Desat vzoriek bolo nasledne analyzovanych z hladiska volania malych zavedeni a delécii (indely) (Tabulka 16).
Celkom existovalo 71 indelov s velkostou 1-24 bp (zavedenia) a 1- 25 bp (delécie).

Tabulka 16 Suhrnné informacie o detekcii indelov modulom Somatic

Typ variantu  Oc¢akavané varianty TP FN Nulové volania variantu PPA

Zavedenie 10773 10 282 9 482 99,2

Delécia 11502 10 667 5 830 >99,9
Dokument ¢. 200031448 v00 33z54

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.
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150 amplikénov bolo uréenych na pokrytie rézneho genomického obsahu. Obsah GC amplikdnov spadal do rozsahu 0,19 - 0,87 %.
Amplikény taktiez obsahovali uréité rozsahy opakovani jedného nukleotidu (napriklad PolyA, PolyT), dinukleotidu a trinukleotidu. Udaje

boli skompilované podla amplikénov (Tabulka 17) na uréenie vplyvu genomického obsahu na percentualne spravne volania.

Percentudlne spravne analyzy sa skladaju z variantnych a referenénych analyz a dosahuju hodnotu 100 %, ak existuju nespravne alebo

nulové analyzy.

Tabulka 17 Modul Somatic — spravnost na urovni amplikéna

Amplikén

N o o M~ w
iy

-
jry
N N NN DN NN

15
16
17
18

W W W NN

19

Chromozém

Zaciatok
amplikéna
36 450 499
109 465122

218 353 867
223906 657
228526 602
236372039
247 812 041

55862774
87 003 930
177 016 721
186 625727
190 323 504
200796740
212 245049

228147052
235016 350
4 466 229
46620 561
49 851331

Koniec
amplikéna
36 450 591

109 465 200

218 353 957
223906748
228526 682
236 372108
247 812128

55862863
87 004 009
177 016 805
186 625 801
190 323 591
200796 826
212 245139

228147144
235016 422
4 466 321
46620643
49851400

Velkost
analyzovaného
fragmentu

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70

Genomicky obsah ~ Obsah Sprdvne

amplikéna GC volania

Indel 0,22 35066

Poly A (5), Poly C (5), 0,38 29827
indel

Indel 0,4 34202

Indel 0,49 34613

Poly G (5) 0,69 30571

Poly T (10), indel 0,39 26 452

Poly A (5), CT(3), TAA 0,27 33148

(3), indel

Indel 0,28 33928

Indel 0,38 30218

Nevztahuje sa 0,65 30616

Poly A (8) 0,35 28017

Poly T (5) 0,42 33207

Poly T (5), indel 0,31 32524

Poly A (5),PolyC (6), 0,3 33972
indel

Nevztahuje sa 0,43 35051

Poly T (5), indel 0,42 27 459

AT(3), indel 0,27 34534

Nevztahuje sa 0,43 31339

CT(3), indel 0,49 26373

Nespravne
volania

o

o, © o o o o o o o oo o

o o oo o

Nulové
volania
88
35

283
163
47

116

92
22

499
57
718
456

103
136

620
44
87

% spravnych
volani
99,7
99,9

99,2
99,5
99,8
100,0
99,7

99,7
99,9
>99,9
98,3
99,8
97,8
98,7

99,7
99,5
98,2
99,9
99,7

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd
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Amplikén

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

Chromozém

S

o o o ol g g o a a b~ b~ b b

N N N oo o o

Zaciatok
amplikéna

189713161

190106 030
2233667
7780 541

15688 604
56 236 521
102 839 244
164 446743
1882081
14 769 061
41069 808
74 077 114
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

Koniec
amplikdna

189713 248

190106 104
2233744
7780637

1568 8681
56 236 586
102839 314
164 446 804
1882158
14769144
41069 871
74 077 196
147 475 409
149 323 821
155662 287
6318 814
24 950 074
31084999
32148 084

32986 958
33408583
41647 495
112 435 955
22202148
66 276187
77 365 821

Velkost
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

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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

Genomicky obsah
amplikéna

Poly A (5), Poly T (5),
Poly A (9), TG(3)
Indel
Poly A (6)

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

Nevztahuje sa
Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel
Nevztahuje sa
GT(3), CCA(3)
Nevztahuje sa
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)
Nevztahuje sa
Indel

Poly A (7), AG(4)

Obsah  Spravne
GC volania
0,41 32829
0,57 27925
0,26 29327
0,42 36585
0,29 29427
0,36 23356
0,46 25942
0,27 22944
0,78 28299
0,62 31658
0,39 24120
0,3 31297
0,37 25277
0,55 34308
0,43 28266
0,68 38489
0,63 34730
0,61 35057
0,55 36 647
0,53 35681
0,7 32438
0,61 35441
0,44 34354
0,44 27 575
0,35 33060
0,26 32423

Nespravne
volania

o

O O O O O o o o/lo o o o o|wu, o

O o/l o o o o o

Nulové
volania

857

47
162
7

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

70
91
44
28
213
489

% spravnych
volani

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
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Amplikén

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
72

Chromozém

| 00 NN

© © © ©o © o

Zaciatok
amplikéna
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
93529612

Koniec
amplikdna
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
93529684

Velkost
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
73

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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
73

Genomicky obsah
amplikéna
Indel
Poly G (5), indel

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

Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa

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

Indel
Poly G (6)
Indel
Nevztahuje sa
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
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa

Poly A (5)

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

0,4

Spravne
volania
32074
33791
34 316

24901
35067
31365
32781

25228
36 968
24 472
36 203
31329
36472
29473
34188
29 843
33968
35829
32098
30217
30531
36105
26 318
37785
23 368
38 546
27 516

Nespravne
volania

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

©
©

O o o o o o o o

Nulové
volania
56
281
82

47
87

890

146
76
100
85
45
201
1
213
19
68
81
2048
28
96
192
153
24
68
10
78

% spravnych
volani
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
99,7

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd
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Amplikén

73
74
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

Chromozém

1
1
1
1

Zactiatok
amplikéna
101347 052
102 477 336
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

Koniec
amplikdna
101347136
102 477 426
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

Velkost
analyzovaného
fragmentu

85
91
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

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

85
91
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

Genomicky obsah
amplikéna
Nevztahuje sa
Poly G (6)
Indel

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

GA(3)

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

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

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

Nevztahuje sa

Obsah
GC
0,42
0,55
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

Spravne
volania
32083
34047
32065
32083

32103
31645
34 824
30497
26773
35830
27 498
32824

33574
29 075
25313
31360
26 499
30494
34313
24 555
35472
36 264
25667
34745
35870
26762
34 286

Nespravne
volania

o o o o

o ol l©|o o o

O O O O o o o olo o o o oo o

Nulové
volania
48
369
74
47

27
525
330
121

65

72
14
566

77
31
13
22
717
133
86
1527
69
24
37
432
40
76
112

% spravnych
volan{
99,9
98,9
99,8
99,9

99,9
98,3
99,1
99,6
99,8
99,8
99,6
98,3

99,8
99,9
99,9
99,9
97,4
99,6
99,7
94,1
99,8
99,9
99,9
98,8
99,9
99,7
99,7

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd
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Amplikén

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
1M1
112
13

114
115
116
7
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

Chromozém

Zaciatok
amplikéna
89864 274
1894 910
28997904
53682908
57 954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998759
39589 691
41244 394
45438 866

61502 432
64 023 582
72 308 237
2616 456
6980478
9888 026
38836999
47 405 382
54 815 665
59773 996
625143
18121418
18186 574
746 056

Koniec
amplikdna
89864 343
1894972
28997 998
53682994
57 954 509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085 037
33998849
39589774
41244 484
45 438 957

61502510
64 023 667
72 308 320
2616 522
6980568
9888 094
38837073
47 405 462
54 815749
59774 060
625 241
18121491
18186 643
746149

Velkost
analyzovaného
fragmentu

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
70
94

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

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
70
94

Genomicky obsah
amplikéna
Indel
Nevztahuje sa
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)
Nevztahuje sa
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa
Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Obsah

GC

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
0,64
0,61

Spravne
volania
26 449
23809
35860
32835
39177
34075
33632
32752
34343
35077
33553
30554
34360
34 367

29751
32176
31604
25273
34 386
25692
27923
30598
31969
24 531
37298
27 881
26 442
35501

Nespravne
volania

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

a1
o olg

O O O/l o0o O O O o/lo| o ©® N o o

Nulové
volania
i
5
50
60
144
323
i
134
82
78
89
2296
38
418

119
340
141
45
12
399
893
20
161
48
124
109
26
31

% spravnych
volan{
>99,9
>99,9
99,9
99,8
99,6

99,1
>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
99,9
99,9

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd
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Amplikén

128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Chromozém

20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21

21
22
22
22

Zaciatok
amplikéna
10633195
17 705 633
21766 821
25278 421
50897 302
62331904
62690 860
30300823
33694176
36710706
46644 924

46705 575
25750774
32439233
37 409 844
37637 596
47 081347
15870424
135288 543
135290777
2655397

2655519

2655609

Koniec
amplikdna
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
47 081438
15870 492
135288 611
135290 847
2655 461

2655609

2655679

Velkost
analyzovaného
fragmentu

82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

91

71

Bazy
v déveryhodnych
oblastiach

82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Genomicky obsah
amplikéna
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
Nevztahuje sa
Indel
Nevztahuje sa
Indel
Poly T (5)

Poly C (5)
Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Nevztahuje sa

Poly A (5)

Obsah
GC
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

Spravne
volania
30951
28 686
26 372
38159
25188
32969
32818
24758
36902
32841
25939

33942
37733
36617
36 525
37398
34754
26 046
26 019
26780
0

Nespravne
volania

O o ol o o o o o o o

O O o o o o ol o o o

Nulové
volania
72
42
88
20
544
309
77
181
160
48
280

78
86
49
162
24
22
36
63
58

% spravnych
volan{
99,8
99,9
99,7
99,9
97,9
99,1
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

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

Nevztahuje
sa

XA0SS bagixaN nlouispd 3 xe1s| Arojeqyd



Pribalovy leték k pristroju NextSeq 550Dx illumina

Vysledky sekvenéného spracovania pre vzorku GM12878 boli porovnané s vysoko déveryhodnym genotypom
z hladiska NA12878, vytvorenym Narodnymi institutmi noriem a technoldgie (NIST) (v.2.19). Spomedzi

150 amplikénov bolo 92 amplikdénov Uplne obsiahnutych vo vysoko déveryhodnych genomickych oblastiach,
41 amplikdnov vykazovalo CiastoCny presah a 17 amplikdnov nemalo Ziadny presah v sekvencii NIST. Tento
vysledok viedol k porovnaniu 10 000 suradnic/replikat. Nevariantné primarne analyzy baz boli porovnané so
Strukturou referencnej sekvencie ludského gendmu hg19. Vysledky spravnosti su uvedené v Tabulka 18.

Tabulka 18 Modul Somatic — zhoda vzorky GM12878 s databazou NIST

Vzorka Pocet Stredna miera TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplikonov volani
GM12878 133 98,8 2808 O 258488 O 100 100 100

Na zdklade Udajov poskytnutych touto devat-chodovou $tudiou Somatic dokaze pristroj Pristroj NextSeq

550Dx konzistentne sekvenovat:

Obsah GC = 19 % (vSetky volané bazy v 378 sekvencéne spracovanych amplikdnoch so spravne
volanym 19 % obsahom GC a mierou nulovych volani 2,6 %)

Obsah GC = 87 % (vSetky volané bazy v 378 sekvencéne spracovanych amplikénoch so spravne
volanym 87 % obsahom GC a mierou nulovych volani 0,6 %)

Dizky PolyA = 9 (vSetky volané bazy v 378 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujicich
opakovanie PolyA deviatich nukleotidov so spravnym volanim a podielom nulovych volani 2,5 %)

Dizky PolyT = 10 (véetky volané bazy v 378 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahuijticich
opakovanie PolyT desiatich nukleotidov so spravnym volanim a podielom nulovych volani nizsim nez
0,1%)

Dizky PolyG = 6 (véetky volané bazy v 2268 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujicich
opakovanie PolyG Siestich nukleotidov so spravnym volanim a mierou nulovych volani 0,5 %)

Dizky PolyC = 6 (vSetky volané bazy v 756 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahujtcich
opakovanie PolyC Siestich nukleotidov so spravnym volanim a mierou nulovych volani 0,4 %)

Dizky dinukleotidovych opakovani < 4x (véetky volané bazy v 1890 sekvenéne spracovanych
amplikédnoch obsahujucich 4x dinukleotidové opakovanie boli volané spravne s mierou nulovych
volani 0,9 %)

Dizky trinukleotidovych opakovani = 5x (v§etky volané bazy v 378 sekvenéne spracovanych
amplikénoch obsahujucich 5x trinukleotidové opakovanie boli volané spravne s mierou nulovych
volani 1,4 %)

Dizky zavedenia < 23 (vSetky volané bazy v 378 sekvenéne spracovanych amplikénoch
obsahujucich 23-nukleotidové zavedenie so spravnym volanim a mierou nulovych volani 0,8 %)

Dizky delécie = 25 (vSetky volané bazy v 1134 sekvenéne spracovanych amplikénoch obsahuijticich
25-nukleotidovu deléciu boli volané spravne s podielom nulovych volani 0,7 %)
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Presnost

Presnost pristroja Pristroj NextSeq 550Dx bola stanovena testovanim 13 jedine¢nych platinovych genomickych
vzoriek v troch pristrojoch pouzitim troch Sarzi reagencii a troch operatorov na vytvorenie deviatich
sekvenovacich chodov v priebehu piatich dni. Reprezentativna analyza, vzorky a referen¢nd metdda su rovnaké
ako tie, ktoré boli uvedené v pripade Studie spravnosti Germline. Podiely k presnosti boli uréené analyzou
komponentnych odchylok pouzitim VAF ako reakénej premennej a vypocétom Standardnych odchylok na drovni
komponentu pre pristroj, Sarzu reagencie, operatora a den (zaciato¢ny) (Tabulka 19). Celkovy pocet pozorovani
pouzitych v analyze pre kazdu variabilitu komponentu pristroja, operatora alebo Sarze reagencie bol 699 (SNV),
176 (zavedenia) a 235 (delécie).

Tabulka 19 Vysledky testovania presnosti pristroja NextSeq 550Dx (Standardna odchylka)

Standardna odchylka komponentu Celkova standardna odchylka

Komponent \-I/-Zgantu Max. Median Max. Median
Sarza SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Zavedenie 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delécia 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
Pristroj SNV 0,014 0,0003 0,0840 0,0153
Zavedenie 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delécia 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Operator SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Zavedenie 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delécia 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Den SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Zavedenie 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delécia 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

Porovnanie metdd (platforma sekvenovania)

Vzorky celej krvi a FFPE boli hodnotené v pristrojoch Pristroj NextSeq 550Dx a MiSegDx pouzitim pracovnych
tokov Germline a Somatic supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Zhoda variantnej frekvencie krvnych
vzoriek a vzoriek FFPE bola hodnotené pouzitim viacerych reprezentativnych analyz. Obrazok 2 uvadza
korelaciu VAF medzi dvoma pristrojmi pre jednu reprezentativnu analyzu a Tabulka 20 uvadza suhrn tejto
korelacie podla analytickych panelov. Na zaklade vyznamnej korelacie medzi pristrojom MiSeqDx a Pristroj
NextSeq 550Dx bolo ur¢ené, Ze charakteristiky Ucinnosti suvisiace s predanalytickymi faktormi (napriklad
metddy extrakcie alebo rusivé latky) sa vztahuju na obidva pristroje. Dal$ie informéacie najdete v pribalovom
letaku k suprave TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.
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Obrdzok 2  Koreldcia VAF medzi pristrojmi MiSegDx a NextSeq 550Dx pre vzorky FFPE (vlavo) a krvné vzorky
(vpravo) pri pouziti analyzy 1

. 1 X
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2 07 = 07
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g 04 g 04
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Tabulka 20 Vysledky porovnania metdd pri pouziti jedineénych vzoriek krvi a FFPE

Technické

. Analyza Biologické o, Pozorovania , .
Zdroj ) L, o, replikaty . \ ) Korelacia
gDNA (oligonukleoticky replikaty e (pocet Strmost  Zachytenie (R?)

I k iant
panel) (vzorky) vzorku) variantov)
Krv Analyza 1 45 2 8369' 0,992 0,002 0,9952
Krv Analyza 2 45 2 5457 0,995 0,005 0,981
FFPE  Analyza1 46 2 8319 0,993 0,000 0,9972
FFPE  Analyza 3 40 1 280 0,969 0,015 0,978

"Na zéklade uvadzaného obmedzenia modulu Germline Variant boli odstranené dva tdajové body.
2Koeficient uréenia pre VAF sa vykresluje podla ilustracie na obrazku 2.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost pristroja Pristroj NextSeq 550Dx bola hodnotena pouZitim platinovych genomickych
vzoriek s reprezentativnou analyzou uréenou na dotazovanie roznych génov pokryvajucich 12 588 baz v ramci
23 réznych chromozédmov pomocou 150 amplikénov. Testovanie Germline zahffialo sedem replikatov

13 vzoriek; testovanie Somatic zahfmalo Sest replikatov siedmich vzoriek na réznych Urovniach VAF. Vzorky boli
pripravené pouzitim supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Testovanie sa uskutocnilo na troch externych pracoviskach pouzitim jednej Sarze sUpravy reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov). Na kazdom pracovisku bol pouzity jeden pristroj NextSeq
550Dx. Na kazdom pracovisku testovanie vykonali dvaja operatori. Kazdy operator vykonaval testovanie
kazdého typu vzorky v priebehu troch po sebe nenasledujucich dni, t. j. celkom sa na troch pracoviskach
uskutocnilo 36 cyklov testovania. Toto testovanie zahftalo 18 cyklov pre pracovné postupy Germline

a 18 cyklov pre pracovné postupy Somatic.
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Germline

Zarodo¢né varianty s hladinou VAF = 0,2 sa vykazuju ako pozitivne (varianty). V pripade o¢akavanych
pozitivnych zarodoénych variantov sa Udaje hodnotili z hladiska miery vyskytu nulovych stanoveni a miery
vyskytu spravnych pozitivnych stanoveni (PPC) v ramci kazdého typu variantu (SNV, zavedenie, delécia).
Tabulka 21 sumarizuje pozorované miery spolu s dolnou a hornou 95 % Urovriou spolahlivosti (LCL/UCL)
vypocitanou pomocou metddy Wilsonovo skore, pre kazdy typ variantu.

Tabulka 21 Pozorovania analyz Germline — oCakavané pozitivne vysledky podla typu variantu

Nulové (ziadne) volanie Spravne pozitivne volanie
Typ variantu 95 % 95 %
Pozorované Celkom Percento Pozorované Celkom Percento
LCL UCL
SNV 16 110376 0,014 110 349 110 360 99,99 99,98 99,99
Zavedenia 1026 37 044 2,77 36 018 36 018 100 99,99 100,00
Delécie 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

Zarodoc¢né varianty s hladinou VAF < 0,2 sa vykazuju ako negativne (Standardného typu). V pripade
oc¢akavanych pozicii negativnych zarodo¢nych variantov boli Udaje hodnotené z hladiska miery vyskytu
nulovych stanoveni a miery vyskytu spravnych volani Standardného typu. Tabulka 22 sumarizuje pozorované
miery spolu s dolnou a hornou 95 % Urovriou spolahlivosti (LCL/UCL) vypocitanou pomocou metddy Wilsonovo
skore.

Tabulka 22 Pozorovania analyz Germline — oCakavané negativne vysledky

Nulové (Ziadne) volanie Spravne negativne stanovenie
Typ variantu 95 % 95 %
Pozorované Celkom Percento Pozorované Celkom Percento
LCL UCL
étandardny 4883 19 600 182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00

typ

Zarodocné varianty s hladinou VAF = 0,2 a < 0,7 suU stanovené ako pozitivhe heterozygotné pre dany variant a
varianty s hladinou VAF = 0,7 su stanovené ako pozitivne homozygotné pre dany variant. Zarodocné vzorky

s heterozygotnymi variantmi sa pouzili na uréenie, ¢i prirodzena variabilita analyzy ovplyvni stanovenie
genotypu. Hodnota Cx bola stanovena pre obidve hrani¢né hodnoty (0,2 v pripade heterozygotnych

a 0,7 v pripade homozygotnych genotypov), kde x predstavuje pomer opakovanych testov, ktorych hodnota
presiahla hraniénu hodnotu. V pripade dolnej hrani¢nej hodnoty 0,2 VAF bol Cx = 99,999 %, o znamena, Ze =
99,999 % heterozygotnych variantov by bolo stanovenych ako heterozygotné. V pripade hornej hrani¢ne;j
hodnoty 0,7 VAF bol Cx = 0,001 %, ¢o znamena, Ze < 0,001 % heterozygotnych variantov by bolo
stanovenych ako homozygotné. Tabulka 23 obsahuje suhrn vysledkov podla typu variantu.

Zarodocné varianty s hladinou VAF = 0,2 a < 0,7 sU stanovené ako pozitivhe heterozygotné pre dany variant a
varianty s hladinou VAF = 0,7 su stanovené ako pozitivne homozygotné pre dany variant. Zarodocné vzorky
s heterozygotnymi variantmi sa pouzili na uréenie, ¢i prirodzena variabilita analyzy ovplyvni stanovenie
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genotypu. Hodnota Cx bola stanovena pre obidve hrani¢né hodnoty (0,2 v pripade heterozygotnych

a 0,7 v pripade homozygotnych genotypov), kde x predstavuje pomer opakovanych testov, ktorych hodnota
presiahla hrani¢nu hodnotu. V pripade dolnej hrani¢nej hodnoty 0,2 VAF bol Cx = 99,999 %, ¢o znamen3, Ze =
99,999 % heterozygotnych variantov by bolo stanovenych ako heterozygotné. V pripade hornej hrani¢nej
hodnoty 0,7 VAF bol Cx = 0,001 %, ¢o znamena, ze < 0,001 % heterozygotnych variantov by bolo volanych ako
homozygotné. Tabulka 23 obsahuje suhrn vysledkov podla typu variantu.

Tabulka 23 Hodnoty Germline Cx pre heterozygotné varianty

Hrani¢na hodnota na Urovni 0,2 VAF Hrani¢na hodnota na Urovni 0,7 VAF
Typ variantu
= C99,999 % = C0,001 %
SNV 94/94 94/94
Zavedenia 24/24 24/24
Delécie 35/35 35/35
Celkom 153 153

Somatic

Varianty Somatic s hladinami VAF = 0.026 sa vykazuju ako pozitivne (varianty). Pozorovania s hladinami VAF
= 0,01 a < 0,026 boli povazované za ekvivokalne na ucely tejto analyzy (ani pozitivne ani negativne s ozna¢enim
nizkej variantnej frekvencie). Na u¢ely hodnotenia G¢innosti boli vysledky poc&itané troma spdsobmi:
* Najlepsi pripad: Kazdy ekvivokalny vysledok bol povazovany za spravne pozitivne stanovenie
(zhoda s o¢akavanymi vysledkami)
* Najhorsi pripad: Kazdy ekvivokalny vysledok bol povazovany za nespravne stanovenie (nezhoda
s o¢akavanymi vysledkami)
* Pripad vyluc¢enia: Kazdy ekvivokalny vysledok bol z analyzy vyltéeny
Tabulka 24, Tabulka 25 a Tabulka 26 obsahuju suhrnné informacie o vysledkoch volani pre rezim najlepSieho
pripadu, najhorsieho pripadu a pripadu vylu¢enia spolu s minimalnymi a maximalnymi hladinami spolahlivosti
95 % (LCL/UCL) vypocitanymi pomocou metddy Wilsonovho skore.

Tabulka 24 Pozorovania volani Somatic — o¢akdvané pozitivne vysledky podla typu variantu

Spravne pozitivne volanie
Typ variantu

Pozorované Celkom Percento 95 % LCL 95 % UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Zavedenia 18 036 18 036 100 99,98 100,00
Delécie 18 381 18 381 100 99,98 100,00
Dokument ¢. 200031448 v00 44 7 54

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.



Pribalovy letak k pristroju NextSeq 550Dx illumina

Tabulka 25 Pozorovania volani Somatic — o€akavané pozitivne vysledky podla typu variantu (najhorsi
pripad)

Typ variantu  Spravne pozitivne volanie

Pozorované Celkom Percento 95 % LCL 95 % UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Zavedenia 18 000 18 036 99,8 99,72 99,86
Delécie 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Tabulka 26 Pozorovania volani Somatic — oCakavané pozitivne vysledky podla typu variantu (odstranené
ekvivokalne volania)

) Spravne pozitivne volanie
Typ variantu

Pozorované Celkom Percento 95 % LCL 95 % UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Zavedenia 18 000 18 000 100 99,98 100,00
Delécie 18 381 18 381 100 99,98 100,00

Somatické varianty s hladinou VAF < 0,01 sa vykazuju ako negativne volania (Standardného typu). V pripade
oc¢akavanych pozicii negativnych variantov Somatic boli Udaje hodnotené z hl'adiska miery vyskytu nulovych
volani a miery vyskytu spravnych Standardnych volani. Spravne volania Standardného typu boli uréené
vyluéenim nulovych volani a odpoditanim pozorovanych volani, ktoré spadali do ekvivokalnej zény (hladiny VAF
= 0,01a < 0,026), ako aj nespravnych volani, ktoré presahovali hrani€¢nud hodnotu (hladiny VAF = 0,026),

z celkového poctu. Tabulka 27 obsahuje suhrnné informacie o pozorovanych, celkovych a percentudlnych
vysledkoch pre umiestnenia negativnych variantov Somatic vzhladom na mieru vyskytu nulovych volani

a spravnych standardnych volani spolu s minimalnymi a maximalnymi hladinami spolahlivosti 95 % (LCL/UCL)
vypocitanymi podla metody Wilsonovho skore.

Tabulka 27 Pozorovania volani Somatic — o¢akavané negativne vysledky

Variant s - . ;
Nulové (ziadne) volanie Spravne volanie
Typ
. . . . . 95% 95%
Pozorované Celkom Percento Ekvivokalne Nespravhe Spravne Celkom Percento LoL UCL
Standardny 36326 8909676 0,408 2254 121 8870975 8873350 99,97 99,972 99,974
typ

Vzorky Somatic na rozdielnych Urovniach VAF rovnakého variantu boli hodnotené s cielom urcit C95 analyzy
(v rdmci kazdého typu variantu). Na hodnotenie variability v blizkosti hraniénych hodnét analyzy sa pouZzili
vzorky s o¢akavanou hodnotou VAF od 0,02 do 0,07. Hodnota C95 bola stanovena pre kazdy variant

a najvys$siu hodnotu C95 pre kazdy typ variantu uvadza Tabulka 28.
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Tabulka 28 Suhrn hodnot C95 modulu Somatic

Typ variantu N C95

SNV 74 0,0613
Zavedenie 24 0,0573
Delécia 33 0,0575

Uginnost supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov)

Zakladné informacie

V pristroji NextSeq 550Dx sa pouzivaju dve supravy reagencii: siprava reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cyklov) a sUprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov). Na
demonstraciu skuto¢nosti, Ze suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov)
dokaze splnit poziadavky na uc¢innost overené a validované pouzitim supravy NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cyklov), boli realizované Studie pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov). Vykonali sa dve pripravy kniznic pomocou supravy TruSeq Custom Amplicon Kit
Dx —jedna pouzitim pracovného postupu Germline a druha pouzitim pracovného postupu Somatic. KniZznice

z kazdého pracovného postupu boli testované pouzitim troch Sarzi supravy reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) v troch pristrojoch NextSeq 550Dx. Okrem toho testovanie v ramci
kazdého pracovného postupu zahfialo jeden chod so sUpravou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cyklov).

Analyticka citlivost (limit blanku [LoB] a detekény limit [LoD])

Overenie pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) preukazalo, ze
pristroj Pristroj NextSeq 550Dx dokaze detegovat varianty s hodnotou 0,05 VAF s chybou typu Il = 0,05 a Ze
hrani¢na hodnota 0,026 VAF pouzivana modulom Somatic Variant (efektivny limit LoB) podporuje chybu typu |
= 0,01. Na zaklade uvedenych skuto¢nosti sa predpoklada, Ze variant s hodnotou 0,05 VAF je 95 % €asu vacsi
alebo rovnaky ako 0,026 VAF a Ze 99 % Casu je poloha Standardného typu mensia nez 0,026 VAF. Na ucely
overenia, Ci tieto predpoklady boli pouzitim stpravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cyklov) splnené, sa uskutocnili opakované merania v pristroji NextSeq 550Dx pouzitim Standardnych
vzoriek (vzorky LoB) a vzoriek obsahujlcich varianty s hodnotou 0,05 VAF (vzorky LoD), ako aj supravy
reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov). Pomer stanoveni nad a pod hrani¢nou
hodnotou 0,026 bol ndsledne porovnany s predpokladmi stanovenymi pomocou supravy reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov).

Testovanie zahffialo dve vzorky LoD s jedine¢nym suborom variantov cielenych na hodnotu 0,05 VAF

a prislusné vzorky LoB, ktoré boli pre cielové varianty Standardného typu. Na ucely pripravy kniznic boli

v replikatoch (osem a sedem) spracované vzorky LoD a LoB pouzitim supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.
Kniznice boli na Uvod sekvenéne spracované pomocou supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
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Kit v2 (300 cyklov) na ucely identifikacie variantov/genomickych stradnic na hodnotenie limitov LoB/LoD
pouzitim supravy NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov). VSetky varianty s priemernou
hodnotou VAF od 0,045 do 0,055 (varianty LoD) na zaklade vysledkov z pouZzitia sipravy NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) boli pouzité na analyzu limitu LoD (n = 51 variantov). Na ucely analyzy limitu
LoB bolo zhodnotenych 51 prislusnych genomickych stradnic.

Na ucely hodnotenia sUpravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) boli kniZnice
sekvenéne spracované v ramci troch cyklov v priebehu troch po sebe nasledujicich dni pouzitim rovnakého
pristroja a Sarze sUpravy reagencii. Toto testovanie zahffialo 24 replikatov kazdého z 51 variantov LoD

a 21 replikatov kazdej z prislusnych Standardnych pozicii. Pomer stanoveni Standardného typu s hodnotou

VAF < 0,026 je uvedeny v Tabulka 29. Pomer stanoveni variantu LoD s hodnotou VAF vac¢sou alebo rovnajucou
sa 0,026 je uvedeny v Tabulka 30.

Tabulka 29 Pomer stanoveni < 0,026 pre Standardné pozicie (hodnotenie predpokladu LoB)

X 3 . Pocet Pomer 95 %
Variant Hodnotené Pozorovania } Pomer
T ozicie celkom merani VAF 26 % Interval
<

vE £ =226% = spolahlivosti
SNV 32 672 0 1 0,994 -1
Zavedenie 1 231 0 1 0,984 -1
Delécia 8 168 0 1 0,978 -1

Tabulka 30 Pomer stanoveni = 0,026 VAF pre varianty LoD (hodnotenie predpokladu LoD)

i . Pocet Pocet Pomer 95 %
] Hodnotené Pozorovania , 3 Pomer
Variant Typ .. merani VAF merani VAF Interval
pozicie celkom 226% L X
<26% =226% spolahlivosti
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993 -1
Zavedenie 11 264 3 261 0,989 0,967 -
0,996
Delécia 8 192 2 190 0,99 0,963 -
0,997
Spravnost
Germline

Uskutoc¢nila sa nasledujuca Studia s cielom zhodnotit spravnost volani variantov s modulom Germline Variant
a pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov). Na testovanie
dvanastich jedine¢nych platinovych genomickych vzoriek sa pouzila reprezentativna analyza. Uskutocnilo sa
spracovanie celkom 11 cyklov pouzitim troch pristrojov NextSeq 550Dx a troch suprav reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).
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Spravnost bola stanovena pre SNV, zavedenia a delécie formou porovnania vysledkov s dobre
charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou, Platinové genémy, verzia 2016-1.0. Vysledky spravnosti
z jedného sekvenovacieho chodu pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cyklov) su uvedené ako referencia. Suhrn vysledkov je uvedeny v Tabulka 31.

Tabulka 31 Suhrnné informéacie o zhode — modul Germline

Pozorovania Vysledok podla Vysledok podla
¥ P y P Vysledok podla  Vysledok podla

Kritéria celkom pozorovania pozorovania a 2
(v2.5)1 (v2.5)2 (v2)3 chodu (v2.5) chodu (v2)

PPA pre SNV 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9
PPA pre 1056 100 100 100 100
zavedenia
PPA pre 1056 95,2 95,2 >99,9 >99,9
delécie
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

TPogitané ako pocet vzoriek v ramci chodu x pocet chodov (96 vzoriek na jeden chod x 11 chodov = 1056 pozorovani).
2Najnizsia pozorovana hodnota podla replikatov vzoriek vo véetkych cykloch (11 cyklov so stipravou reagencii NextSeq

550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Najnizéia pozorovana hodnota pod!a replikatov vzorky v ramci 1 cyklu (96 pozorovani celkom).
4 Najnizsia hodnota po&as agregovanej analyzy tUdajov z kazdého cyklu.

Somatic

Cielom nasledujucej $tudie bolo zhodnotit spravnost volania variantu modulom Somatic Variant v pristroji
NextSeq 550Dx pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).
Platinové genomické vzorky FFPE (dve s variantmi zriedenymi na 0,05 VAF) boli testované pomocou
reprezentativnej analyzy. Uskutocnilo sa celkom 11 cyklov pouZitim troch pristrojov NextSeq 550Dx a troch
SarzZi supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).

Spravnost bola stanovend pre SNV, zavedenia a delécie formou porovnania vysledkov s dobre
charakterizovanou zloZzenou referenénou metddou, Platinové gendmy, verzia 2016-1.0. Vysledky spravnosti
z jedného sekvenovacieho chodu pouzitim supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cyklov) su uvedené ako referencia. Suhrn vysledkov je uvedeny v Tabulka 32.
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Tabulka 32 Suhrnné informacie o zhode — modul Somatic

Pozorovania Vysledok podla Vysledok podla Vysledok Vysledok
Kritéria celkom pozorovania pozorovania podla cyklu podla cyklu
(v2.5)" (v2.5)2 (v2)3 (v2.5)4 (v2)?
PPA pre 528 100 100 100 100
SNV
PPA pre 528 96,9 96,9 >999 >99,9
zavedenia
PPA pre 528 100 100 100 100
delécie
NPA 528 >99,9 >999 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >999 >99,9 >99,9

TPogitané ako pocet vzoriek v ramci chodu x pocet chodov (48 vzoriek na jeden chod x 11 chodov = 528 pozorovani).
2Najnizsia pozorovana hodnota podla replikatov vzoriek vo véetkych cykloch (11 cyklov so stipravou reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5).

3Najnizsia pozorovana hodnota pod!a replikatov vzorky v rdmci 1 cyklu (96 pozorovani celkom).

4Najniz$ia hodnota po¢as agregovanej analyzy tdajov z kazdého cyklu.

Presnost

Germline

Presnost suUpravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) s modulom Germline
Variant bola hodnotena pouzitim platinovych genomickych vzoriek a reprezentativnej analyzy. Testovanie sa
skladalo z pripravy jednej kniznice pouzitim supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a zahffalo 12 vzoriek
spracovanych v ramci 6smich replikatov (kazda vzorka). KniZznice boli sekvenéne spracované pouzitim troch
Sarzi supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) v troch pristrojoch NextSeq
550Dx, t. j. celkom sa uskutocnilo devat sekvenovacich chodov.

Vzorky s heterozygotnymi variantmi sa pouZili na uréenie, ¢i vnutorna variabilita analyzy ovplyvni volanie
genotypu (n = 153 jedine¢nych heterozygotnych variantov). Hodnota Cx bola stanovena pre obidve hrani¢né
hodnoty modulu Germline Variant (0,2 v pripade heterozygotnych a 0,7 v pripade homozygotnych genotypov),
kde x predstavuje pomer opakovanych testov, ktorych hodnota presiahla hraniénd hodnotu. V pripade dolnej
hrani¢nej hodnoty 0,2 VAF dosiahol variant s minimalnou hodnotou Cx pre sUpravu reagencii NextSeq 550Dx
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) hodnotu > 99,9 %, ¢o znamena, ze > 99,9 % heterozygotnych variantov by bolo
stanovenych ako heterozygotné. V pripade hornej hrani¢nej hodnoty 0,7 VAF dosiahol variant s maximalnou
hodnotou Cx pre supravu reagencii NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) hodnotu < 1,5 %, ¢o
znamena, ze < 1,5 % heterozygotnych variantov by bolo stanovenych ako homozygotné. Tabulka 33 obsahuje
suhrn vysledkov podla typu variantu. Hodnoty Cx z jedného sekvenovacieho chodu pouzitim slpravy reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) su uvedené ako referencia.
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Tabulka 33 Hodnoty Germline Cx pre heterozygotné varianty

Typ N Hrani€na hodnota na urovni 0,2 VAF Hrani€na hodnota na trovni 0,7 VAF
variantu Min. Cx (v2.5)" Min. Cx (v2)2 Max. Cx (v2.5)" Max. Cx (v2)2
SNV 94 >99,9% >99,9% 1,5 % 1,0 %
Zavedenia 24 100 % 100 % 0% <01%
Delécie 35 100 % >99,9 % <0,1% <0,1%

"Hodnoty Cx zalozené na odhadoch celkovej $tandardnej odchylky z analyzy variabilnych komponentov.
2Hodnoty Cx zaloZzené na $tandardnych odchylkach vzoriek.

Somatic

Presnost supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) s modulom Somatic
Variant bola hodnotena pouzitim platinovych genomickych vzoriek FFPE a reprezentativnej analyzy. Testovanie
sa skladalo z pripravy jednej kniznice pouzitim sUpravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a zahffialo dve vzorky
spracované v ramci 6smich replikatov (kazda vzorka). Kniznice boli sekvenéne spracované pouzitim troch Sarzi
sUpravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) v troch pristrojoch NextSeq
550Dx, t. j. celkom sa uskutocnilo devat sekvenovacich chodov.

Somatické varianty s o¢akavanymi droviiami VAF = 0,10 VAF (m = 131 jedine¢nych variantov) boli pouzité na
hodnotenie variability pristroja v blizkosti hrani¢nej hodnoty VAF modulu Somatic Variant (somatické varianty
s hladinou VAF = 0,026 sa nazyvaju pozitivne na variant). Pre kazdy zo somatického variantu boli uréené
hodnoty C95. Hodnoty C95 predstavuju Uroven VAF, na ktorej je pravdepodobnost existencie vyssej hodnoty
nez je hrani¢na hodnota VAF modulu Somatic Variant 95 %. NajvysSie hodnoty C95 podla typu variantu su
uvedené v Tabulka 34. Vysledky C95 z jedného sekvenovacieho chodu pouzitim supravy reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) su uvedené ako referencia.

Tabulka 34 Suhrn hodnot C95 modulu Somatic

Typ variantu Poéet hodnotenych variantov C95 (v2.5)" C95 (v2)2
SNV 74 0,064 0,063
Zavedenia 24 0,062 0,061
Delécie 33 0,060 0,060

"Hodnoty C95 zaloZené na odhadoch celkovej $tandardnej odchylky z analyzy variabilnych komponentov.
2Hodnoty C95 zalozené na $tandardnych odchylkach vzoriek.
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Porovnanie metdd (suprava reagencii)

Germline

Priemerné hodnoty VAF z 215 jedine¢nych variantov boli hodnotené pouzitim suprav reagencii NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) s vyuzitim
vysledkov generovanych z modulu Germline Variant. Priemerné hodnoty VAF boli pocitané z 11 sekvenovacich
chodov (v2.5) a jedného sekvenovacieho chodu (v2). Na vypocet priemernej hodnoty kazdého variantu bolo
pouzitych najmenej osem replikatov. Obrazok 3 uvadza koreldciu VAF medzi dvoma sUpravami reagencii. Na
zaklade silnej linearnej korelacie VAF a podobnosti vysledkov medzi supravami reagencii bolo stanoveng, ze
charakteristiky uc¢innosti, ktoré boli na zaciatku overené a validované pomocou supravy reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) a modulu Germline Variant, sa vztahuju aj na sUpravu reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).

Obrazok 3 Koreldcia frekvencie alel variantu (VAF) modulu Germline Variant medzi supravou reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) a supravou reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).

1- n =215 jedine¢nych variantov
R72 = 0,9994
Strmost' = 1,0010
Zachytenie = 0,00009

0,9
0,8

0,7
0,6
0,5

0,4

v2.5 VAF (stredna hodnota)

0,3

0,2

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

Somatic

Priemerné hodnoty VAF 501 jedine¢nych variantov boli hodnotené pouzitim suprav reagencii NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) s vyuzitim
vysledkov generovanych z modulu Somatic Variant. Priemerné hodnoty VAF boli poc&itané z 11 sekvenovacich
chodov (v2.5) a jedného sekvenovacieho chodu (v2). Na vypocet priemernej hodnoty kazdého variantu bolo
pouzitych najmenej osem replikatov. Obrazok 4 uvadza koreldciu VAF medzi dvoma sUpravami reagencii. Na
zaklade korelacie VAF a podobnosti vysledkov medzi sipravami reagencii bolo stanovené, ze charakteristiky
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ucinnosti, ktoré boli overené a validované pomocou supravy reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2 (300 cyklov) a modulu Somatic Variant, sa vztahuju aj na stpravu reagencii NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cyklov).

Obrazok 4 Koreldcia frekvencie alel variantu (VAF) modulu Somatic Variant medzi slpravou reagencii NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cyklov) a sUpravou reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cyklov).

17 N =501 jedine¢nych variantov
0,9- R"2=0,9997
0.8 - Strmost =1,0017

07 Zachytenie = -0,00083
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0,4
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v2 VAF (stredna hodnota)
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Historia revizii

Dokument Datum Popis zmeny

Dokument Jun Uvodné vydanie.

¢.200031448 vOO 2023 Predchadzajuci dokument 1000000030326 nahradeny tymto
dokumentom.
Zmeny z dokumentu 1000000030326 v6 v tomto novom
dokumente:

» Pridany obsah na podporu volitelného servera lllumina
DRAGEN pre nastroj NextSeq 550Dx.

o Aktualizované ¢islo dielu vzduchového filtra.

Zmeny vykonané v predchadzajucom dokumente 1000000030326

o Aktualizacie vykonané na opravu obsahu pridaného neimyselne
zo zdrojového softvéru.

» Pridalo sa vyhlasenie o upozorneniach a preventivnych
opatreniach pri ohlasovani zavaznych nehéd.

» Pridalo sa vyhlasenie k zasadam postupu, ktoré blizSie popisuje
uréeného pouzivatela.

» Odstranila sa referencia na sUpravu reagencii High Output v2
(300 cyklov).

» Pridala sa referencia na suUpravu reagencii High Output v2.5 (75
cyklov).

» Pridana tabulka Histdria revizii. Aktualizovala sa adresa
autorizovaného zastupcu v Eurépskom spolocenstve.

Patenty a ochranné znamky

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

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

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

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

© 2023 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

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

Dokument ¢. 200031448 v00 53z54

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO. IBA NA EXPORT.


http://www.illumina.com/company/legal.html

®

Pribalovy letak k pristroju NextSeq 550Dx i||um| Nna

Kontaktné informacie

wl e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way IVD Australsky zadavatel

San Diego, California 92122 USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) lurmina Nethariands B Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - iﬁi‘iﬂzﬁf,‘ll"nﬁ‘;"e" Austrélia

Oznacenie produktu

UpIné informéacie o symboloch, ktoré sa mdzu nachadzat na obale a oznaéeni produktu, najdete vo
vysvetlivkach symbolov pre vasu supravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation
(Dokumentacia).
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