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Aparat NextSeq™ 550Dx Instrument

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO
TYLKO NA EKSPORT

Nr kat. 20005715

Przeznaczenie

Aparat NextSeq 550Dx jest przeznaczony do sekwencjonowania bibliotek DNA w oznaczeniach diagnostycznych
in vitro. Aparat NextSeq 550Dx jest przeznaczony do uzytku z konkretnymi zarejestrowanymi, certyfikowanymi lub
zatwierdzonymi do stosowania in vitro odczynnikami diagnostycznymi i oprogramowaniem analitycznym.

Zasady dotyczgce procedury

Aparat Illumina NextSeq 550Dx stuzy do sekwencjonowania bibliotek DNA w oznaczeniach diagnostycznych in vitro.
Jest on przeznaczony do stosowania przez wykwalifikowanych pracownikéw laboratoriéw klinicznych, ktérzy zostali
przeszkoleni w zakresie procedur diagnostycznych in vitro przeprowadzanych w laboratoriach klinicznych. Funkcje
danych wejsciowych w przypadku aparatu NextSeq 550Dx Instrument petnig biblioteki generowane z DNA, w ktérych
do amplifikowanych sekwencji docelowych dodawane sg indeksy prébek i sekwencje przechwytywania. Biblioteki
prébek sg przechwytywane w komorze przeptywowej i sekwencjonowane w aparacie przy uzyciu technologii
sekwencjonowania przez synteze (SBS, Sequencing By Synthesis). W technologii sekwencjonowania przez synteze
stosowana jest metoda terminatora odwracalnego stuzaca do wykrywania znakowanych fluorescencyjnie
pojedynczych nukleotydéw w miare ich wbudowywania do rosngcych tancuchéw DNA. Oprogramowanie do analizy
w czasie rzeczywistym (RTA) wykonuje analize obrazéw i rozpoznawanie nukleotydéw oraz w kazdym cyklu
sekwencjonowania przypisuje wynik jakosciowy do kazdego nukleotydu. Po zakonczeniu analizy podstawowej

W aparacie mozna przeprowadzi¢ przetwarzanie rozpoznah nukleotydéw w analizie wtérnej. Wtdrna analiza

w aparacie NextSeq 550Dx Instrument wykonywana jest przy uzyciu réznych modutéw analitycznych, w zaleznosci
od procedury. Proces przetwarzania w modutach do wykrywania wariantéw linii zarodkowej i wariantéw
somatycznych obejmuje demultipleksowanie, tworzenie plikow FASTQ, dopasowywanie, rozpoznawanie wariantow
oraz tworzenie plikdw rozpoznawania wariantéw (VCF i gVCF). Pliki VCF i gVCF zawierajg informacje o wariantach
znalezionych w okreslonych pozycjach w genomie referencyjnym.

Konfiguracja z obstugg dwoch systemow operacyjnych

Aparat NextSeq 550Dx Instrument jest wyposazony w opcje konfiguracji z obstugg dwdch systeméw operacyjnych
umozliwiajgcg uzytkowanie aparatu w trybie diagnostycznym (Dx, diagnostic) i trybie wytgcznie badawczym (RUO,
research use only). Diagnostyczne oznaczenia sekwencjonowania w warunkach in vitro, w tym moduty do
wykrywania wariantow linii zarodkowej i wariantéw somatycznych, wykonuje sie w trybie diagnostycznym. W trybie
diagnostycznym mozna uzywac tylko odczynnikdow do sekwencjonowania przeznaczonych do diagnostyki in vitro.
Charakterystyke dziatania i ograniczenia procedur wykonywanych z uzyciem aparatu NextSeq 550Dx Instrument
wyznaczono przy uzyciu modutéw do wykrywania wariantow linii zarodkowej i wariantéw somatycznych w trybie
diagnostycznym.

Ograniczenia dotyczgce procedury

1 Do stosowania w diagnostyce in vitro.

2 Stosowane z zestawem odczynnikow na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) lub
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) moduty do wykrywania wariantéw linii zarodkowe;j
i wariantow somatycznych sg w stanie zapewnic:
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Dane wyjsciowe sekwencjonowania =90 giganukleotydow (Gb).
Dtugos¢ odczytu (w przebiegu w trybie sparowanych koncow) 2 x 150 par nukleotydéw (bp).

Nukleotydy o jakosci rownej lub wigkszej Q30 = 75% przy dtugosci odczytu 2 x 150 bp.
75% lub wiecej nukleotydow ma wynik jakosciowy w skali Phred 230, co oznacza rozpoznawanie nukleotydéw
z doktadnoscig powyzej 99,9%.

3  Oprogramowanie do oznaczen nie dopasowuje odczytdw z polimorfizmami typu indel (insercjami, delecjami bgdz ich
kombinacjami), w przypadku ktérych dtugo$¢ zawartosci wynosi >25 bp. W rezultacie oprogramowanie do oznaczen
nie wykrywa polimorfizmoéw typu indel o dtugosci >25 bp.

4 Oprogramowanie do oznaczen moze nie dopasowywaé odczytow amplikonéw z ekstremalng zawartoscig wariantow,
co prowadzi do zgtoszenia regionu jako typu dzikiego. Taka ekstremalna zawartos¢ obejmuje:

Odczyty zawierajgce ponad trzy polimorfizmy typu indel.

Odczyty o dtugosci co najmniej 30 bp z wariantem pojedynczego nukleotydu (SNV, Single Nucleotide Variant)
>4% catkowitej dtugosci docelowego amplikonu (z wykluczeniem regionéw sondy).

Odczyty o diugosci <30 bp o zawartosci SNV >10% catkowitej dtugosci amplikonu (z uwzglednieniem regionéw
sondy).

5 Duze warianty, w tym warianty wielonukleotydowe (MNV, Multi-Nucleotide Variant) i duze polimorfizmy typu indel,
mogg zostaé zgtoszone jako odrebne mniejsze warianty w wyjsciowym pliku VCF.

6 Warianty delecji mogg by¢ filtrowane lub pominiete w przypadku rozciggniecia na dwa sasiednie amplikony,
jesli dtugos¢ delecji jest wigksza lub rowna dtugosci regionu natozenia pomiedzy sgsiednimi amplikonami.

7  System nie jest w stanie wykry¢ polimorfizméw typu indel, jesli wystepujg bezposrednio obok startera i nie ma
naktadajgcego sie amplikonu. W przypadku regionéw z naktadajgcymi sie amplikonami oznaczenie nie pozwala
wykry¢ delecji, kiedy dtugosc¢ regionu natozenia jest mniejsza niz dlugos$¢ wykrywanej delecji. Na przyktad: jesli region
natozenia pomiedzy dwoma sasiednimi amplikonami obejmuje dwa nukleotydy, oznaczenie nie pozwala wykry¢
zadnych delecji obejmujgcych oba te nukleotydy. Delecja pojedynczego nukleotydu na dowolnym z tych nukleotydow
moze zostac wykryta.

8 Podobnie jak w przypadku procedur przygotowania bibliotek opartych na hybrydyzacji odpowiednie polimorfizmy,
mutacje, insercje lub delecje w regionach wigzan oligonukleotydéw mogg mie¢ wptyw na badane allele oraz
rozpoznania nukleotydéw podczas sekwencjonowania. Na przykiad:

Wariant w fazie z wariantem w regionie startera moze nie ulec amplifikacji, dajgc wynik fatszywie ujemny.

Warianty w regionie startera mogg uniemozliwi¢ amplifikacje allelu referencyjnego, prowadzac do
nieprawidtowego wykrycia wariantu homozygotycznego.

Warianty polimorficzne typu indel w regionie startera mogg doprowadzi¢ do fatszywie dodatniego rozpoznania
pod koniec odczytu w sgsiedztwie startera.

9 Polimorfizmy typu indel mozna filtrowa¢ na podstawie obcigzenia systematycznego nici, jesli wystepujg w poblizu
konca odczytu i sg poddawane procesowi soft-clippingu podczas dopasowania.

10 Mate warianty MNV moga nie zosta¢ zwalidowane i sg zgtaszane wytgcznie w module do wykrywania wariantéw
somatycznych.

11 Delecje sg zgtaszane w pliku VCF we wspotrzednej poprzedniego nukleotydu wedtug formatu VCF. W zwigzku z tym
przed zgtoszeniem, ze rozpoznanie danego nukleotydu jest odniesieniem homozygotycznym, nalezy uwzgledni¢
sgsiednie warianty.

12 Ograniczenia swoiste dla wariantéw linii zarodkowe;j:

Aparat NextSeq 550Dx Instrument, wykorzystujgcy modut do wykrywania wariantow linii zarodkowej lokalnego
menedzera przebiegu, jest przeznaczony do dostarczania wynikéw jakosciowych w przypadku rozpoznawania
wariantow linii zarodkowej (np. homozygotycznych, heterozygotycznych, typu dzikiego).

W przypadku stosowania z modutem do wykrywania wariantow linii zarodkowej minimalne pokrycie na amplikon
niezbedne do doktadnego rozpoznania wariantu wynosi 150x. W konsekwencji wymaganych jest

150 potwierdzajgcych fragmentéw DNA, co odpowiada 300 nakladajagcym sie odczytom w trybie sparowanych
koncow. Liczba probek itgczna liczba celowanych nukleotyddw wptywajg na pokrycie. Zawartos¢ GC iinna
zawarto$¢ genomowa mogg wptywac na pokrycie.
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Zmiennosc liczby kopii moze wptywac na to, czy wariant zostanie rozpoznany jako homo- czy heterozygotyczny.

Warianty w pewnym powtarzalnym kontekscie sg wyfiltrowywane w plikach VCF. Filtr powtorzen RMxN jest
stosowany do filtrowania wariantow, jesli catos$¢ lub czes¢ sekwencji wariantu wystepuje powtarzalnie w genomie
referencyjnym sgsiadujgcym z pozycjg wariantu. W przypadku rozpoznawania wariantéw linii zarodkowej potrzeba
co najmniej dziewigciu powtorzen w regionie referencyjnym do wyfiltrowania wariantu. Uwzgledniane s3 tylko
powtdrzenia o dtugosci do 5 bp (R5x9).

Polimorfizm typu indel oraz wariant SNV w pojedynczym locus moze skutkowac¢ zgtoszeniem tylko jednego
wariantu.

13 Ograniczenia swoiste dla wariantéw somatycznych:

Aparat NextSeq 550Dx Instrument, wykorzystujgcy modut do wykrywania wariantéw somatycznych lokalnego
menedzera przebiegu, jest przeznaczony do dostarczania wynikéw jakosciowych w rozpoznawaniu wariantow
somatycznych (np. obecnos¢ wariantu somatycznego o czestosci wariantu wiekszej lub rownej 0,026 przy granicy
wykrywalnosci wynoszacej 0,05).

W przypadku stosowania z modutem do wykrywania wariantow somatycznych minimalne pokrycie na amplikon
niezbedne do doktadnego rozpoznania wariantu wynosi 450x na pule oligonukleotyddéw. W konsekwenc;ji
wymaganych jest 450 potwierdzajgcych fragmentéw DNA na pule oligonukleotydéw, co odpowiada

900 nakfadajgcym sie odczytom w trybie sparowanych koncow. Liczba probek itgczna liczba celowanych
nukleotydéw wptywajg na pokrycie. Zawartos¢ GC i inna zawarto$¢ genomowa moga wptywac na pokrycie.

W przypadku rozpoznawania wariantow somatycznych potrzeba co najmniej szesciu powtdérzen w regionie

referencyjnym do wyfiltrowania wariantu, przy czym uwzgledniane s3 tylko powtérzenia o dtugosci do 3 bp
(R3x6).

Modut do wykrywania wariantow somatycznych nie jest w stanie odrozni¢ wariantéw linii zarodkowej od
wariantow somatycznych. Modut jest przeznaczony do wykrywania wariantéw o roznych czestosciach
wystepowania, jednak czestosci wystepowania wariantu nie mozna uzy¢ do odroznienia wariantéw somatycznych
od wariantéw linii zarodkowe;j.

Obecnosc¢ prawidtowej tkanki w probce wptywa na wykrywanie wariantéw. Zgtoszona granica wykrywalnosci jest
oparta na czestosci wystepowania wariantu wzgledem catkowitego DNA wyekstrahowanego z tkanki
nowotworowe;j i prawidtowe;j.

Elementy produktu

1 Aparat NextSeq 550Dx Instrument (nr kat.: 20005715)
2 Elementy oprogramowania aparatu NextSeq 550Dx Instrument, w tym:

Aplikacja Funkcja Opis

Oprogramowanie | Sterowanie Aplikacja NOS zarzadza dziataniem aparatu podczas sekwencjonowania oraz generuje obrazy
NextSeq 550Dx dziataniem uzywane w oprogramowaniu do analizy w czasie rzeczywistym (RTA, Real-Time Analysis).
Operating aparatu

Software (NOS)

Oprogramowanie | Wykonywanie | Aplikacja RTA przetwarza obrazy wygenerowane przez oprogramowanie NOS dla
RTA analizy poszczegdinych ptytek w cyklu sekwencjonowania na pliki rozpoznan nukleotydéw, stanowigcych
podstawowej dane wejsciowe modutéw analitycznych oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu.
Aplikacja RTA nie udostgpnia interfejsu uzytkownika.

Lokalny Interfejs Oprogramowanie lokalnego menedzera przebiegu stanowi zintegrowane z aparatem
menedzer wyboru rozwigzanie do zarzadzania uzytkownikami, wybierania odpowiedniego modutu analitycznego
przebiegu modutu imonitorowania statusu.
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Aplikacja Funkcja Opis

Modut do Wykonywanie | Ten modut analityczny oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu przetwarza
wykrywania analizy rozpoznania nukleotydéw w analizie wtérnej. Proces przetwarzania obejmuje

wariantéw wtornej demultipleksowanie, generowanie plikow FASTQ, dopasowywanie, rozpoznawanie wariantéw
somatycznych iich raportowanie. Algorytm rozpoznawania wariantéw (Pisces) generuje pliki VCF zawierajgce

informacje o wariantach zidentyfikowanych w okreslonych pozycjach genomu referencyjnego
oraz zmierzong czesto$¢ wystepowania wariantow.

Modut do Wykonywanie | Ten modut analityczny oprogramowania lokalnego menedzera przebiegu przetwarza
wykrywania analizy rozpoznania nukleotydow w analizie wtérnej. Proces przetwarzania obejmuje

wariantéw linii wtornej demultipleksowanie, generowanie plikow FASTQ, dopasowywanie, rozpoznawanie wariantow
zarodkowej iich raportowanie. Algorytm rozpoznawania wariantéw (Pisces) generuje pliki VCF zawierajgce

informacje o wariantach zidentyfikowanych w okreslonych pozycjach genomu referencyjnego
oraz identyfikuje kazdy wariant jako homozygotyczny lub heterozygotyczny.

Warunki pracy
Element Specyfikacja

Temperatura | Utrzymywac temperature w laboratorium w zakresie od 19°C do 25°C (22°C +3°C). Jest to temperatura robocza
aparatu. Podczas przebiegu nie dopuszcza¢ do zmian temperatury otoczenia wiekszych niz +2°C.

Wilgotnosé Utrzymywacé wilgotnos¢ wzgledna bez kondensaciji w zakresie 20—-80%.

Sprzet i materiaty

Wymagane wyposazenie i materiaty, sprzedawane osobno

Zestaw odczynnikdw na 75 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles), nr kat. 20028870
Zestaw odczynnikow na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), nr kat. 20028871

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Materiaty eksploatacyjne dostarczane przez uzytkownika w celu sekwencjonowania

Materiat eksploatacyjny Dostawca Cel

Chusteczki nasgczane 70% alkoholem VWR, nr kat. 95041-714 Czyszczenie komory przeplywowej i przeznaczenie
izopropylowym (lub réownowazne) ogoine

lub Ogdliny dostawca

70% etanolem laboratoryjny

Chusteczki laboratoryjne, niestrzepigce VWR, nr kat. 21905-026 Czyszczenie komory przeptywowej i przeznaczenie
sie (lub réwnowazne) ogdine

Materiaty eksploatacyjne dostarczane przez uzytkownika w celu konserwacji aparatu

Materiat eksploatacyjny Dostawca Cel
NaOCl, 5% Sigma-Aldrich, nr kat. 239305 Ptukanie aparatu za pomocg recznego ptukania po przebiegu;
(podchloryn sodu) (lub odpowiednik o jakosci rozcienczony do 0,12%
laboratoryjnej)
Tween 20 Sigma-Aldrich, nr kat. P7949 Ptukanie aparatu za pomoca opcji ptukania recznego; rozcienczony
do 0,05%
Woda, jakos¢ laboratoryjna Ogodlny dostawca laboratoryjny ~ Plukanie aparatu (ptukanie reczne)
Filtr powietrza llumina, nr kat. 20022240 Oczyszczanie powietrza pobieranego przez aparat do chtodzenia
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Wytyczne dotyczgce wody laboratoryjnej
Do przeprowadzania procedur w aparacie zawsze nalezy uzywa¢ wody laboratoryjnej lub wody dejonizowane;.
Nie wolno uzywaé¢ wody z kranu. Nalezy uzywaé¢ wylgcznie nastepujgcych rodzajow wody lub jej odpowiednikéw:

Woda dejonizowana

[llumina PWA1

Woda o rezystywnosci 18 megaomow (MQ)
Woda Milli-Q

Woda Super-Q

Woda do zastosowan w biologii molekularnej

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

PRZESTROGA Prawo federalne dopuszcza sprzedaz tego wyrobu do uzytku lub zlecenia uzytku wytgcznie przez
lekarza lub na jego zlecenie badz innego specjaliste posiadajgcego prawo do wykonywania zawodu zgodnie z prawem
danego stanu, w ktorym prowadzi praktyke.

1 Niektore sktadniki odczynnikéw dostarczanych przez firme lllumina do stosowania z aparatem
NextSeq 550Dx Instrument zawieraja potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne. Wdychanie,
potkniecie, kontakt ze skorg i oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu. Nalezy nosi¢ srodki
ochrony osobistej, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch laboratoryjny odpowiednie do ryzyka
narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako odpady chemiczne i utylizowac je zgodnie
z odpowiednimi przepisami regionalnymi, krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczace ochrony
Srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS, Safety Data Sheet) dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

2 Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwtocznie zgtasza¢ do firmy Illumina i wtasciwych
organow panstw cztonkowskich, w ktorych uzytkownik ma siedzibe i/lub pacjent mieszka.

3 Wszystkie probki krwi nalezy traktowac tak, jakby byly zakazne pod kgtem ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci
(HIV, Human Immunodeficiency Virus), wirusa zapalenia watroby typu B (WZW B) oraz innych patogenow
przenoszonych przez krew, tj. zachowywac uniwersalne srodki ostroznosci.

4 Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne obnizenie jakosci
probek.

5 Nalezy przestrzega¢ standardowych srodkéw ostroznosci obowigzujgcych w laboratorium. Nie pipetowaé ustami.
Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ tytoniu w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas postugiwania sie prébkami
i odczynnikami z zestawdw nalezy nosi¢ jednorazowe rekawiczki i fartuchy laboratoryjne. Po zakonczeniu
postugiwania sie probkami i odczynnikami zestawu nalezy doktadnie umy¢ rece.

6  Aby chroni¢ produkty reakcji PCR przed zanieczyszczeniem przez odczynniki, przyrzady lub probki genomowego DNA,
nalezy przestrzegac¢ zasad dobrej praktyki laboratoryjnej oraz zasad higieny. Zanieczyszczenie produktéw reakcji PCR
moze powodowac niedoktadne i niepewne wyniki.

7  Aby zapobiega¢ zanieczyszczeniu produktow, nalezy upewnié sie, ze obszary procesu przed amplifikacjg i po niej sg
wyposazone w odrebne przyrzady i materiaty eksploatacyjne (np. pipety, koncowki do pipetowania, bloki grzejne,
mieszadta wirowe i wirédwki).

8 Parowanie indekséw z probkami powinno przebiega¢ w Scistej zgodnosci z wydrukowanym uktadem ptytki. Modut
lokalnego menedzera przebiegu automatycznie podstawia startery indeksowe zwigzane z nazwami prébek, jesli
zostaty wprowadzone do modutu. Przed rozpoczeciem przebiegu sekwencjonowania uzytkownikowi zaleca sie
zweryfikowanie powigzan starteréw indeksowych z prébkami. Niezgodnosci miedzy rozktadem préobek a ich
przypisaniem na ptytce mogg powodowaé¢ dodatnie rozpoznanie probki i nieprawidtowe dane w raporcie wynikow.

9 Zdecydowanie zaleca sie instalacje dostarczonego przez uzytkownika oprogramowania chronigcego komputer przed
wirusami. W celu uzyskania instrukgji instalacji nalezy zapoznac sie z podrecznikiem uzytkownika.
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10 Aparatu NextSeq 550Dx Instrument nie nalezy obstugiwaé ze zdjetymi panelami. Obstuga aparatu z jakimkolwiek

11

zdjetym panelem stwarza potencjalne ryzyko ekspozycji uzytkownika na dziatanie napigecia sieciowego oraz napie¢
pradu statego.

Nie dotyka¢ platformy w przedziale komory przeptywowej. Znajdujgca sie w tym przedziale grzatka dziata w zakresie
temperatur od 22°C do 95°C i moze spowodowaé oparzenia.

12 Aparat ma mase okoto 84 kg (185 funtéw) i w przypadku upuszczenia lub nieprawidtowego obchodzenia sie z nim

moze spowodowac powazne obrazenia ciata.

Instrukcja uzytkowania

Ponizsze instrukcje dotyczg korzystania z modutéw do wykrywania wariantéw linii zarodkowej i wariantéw
somatycznych w trybie diagnostycznym aparatu NextSeq 550Dx Instrument z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) lub zestawu odczynnikéw na 300 cyKli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Wprowadzanie informacji o przebiegu

Szczegdtowe informacje zawiera NextSeq 550Dx Instrument Reference Guide (Instrukcja obstugi aparatu
NextSeq 550Dx Instrument), nr dokumentu: 1000000009513, oraz instrukcja odpowiedniego modutu oprogramowania
lokalnego menedzera przebiegu.

Ustawianie parametrow

1
2

Zalogowac sie do lokalnego menedzera przebiegu.

Wybra¢ opcje Create Run (Utwérz przebieg), a nastepnie opcje Somatic Variant (Wariant somatyczny) lub
Germline Variant (Wariant linii zarodkowej).

Wprowadzi¢ nazwe przebiegu, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize.

Mozna uzywac znakow alfanumerycznych, spacji, znakéw podkreslenia lub fgcznikdw.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis przebiegu, aby utatwi¢ jego identyfikacje.

Mozna uzywaé znakéw alfanumerycznych, spacji, znakéw podkreslenia lub tgcznikow.

Wybrac liczbe probek i zbior indeksow z listy rozwijane;.

Dokonujac wyboru, nalezy uwzgledni¢ ponizsze informagje.

Lista rozwijana zawiera liczby prébek ze zbiorem indekséw. Na przykiad ,24-Set 1” oznacza 24 prébki do
przetestowania z indeksami ze zbioru 1 indekséw.

Numery zbioréw indekséw odnoszg sie do roznych zestawow par indeksow i5 oraz i7. Oba zbiory Set 1 (Zbior 1)
i Set 2 (Zbidr 2) zapewniajg zroznicowanie indeksow. Proponowane sg dwa zbiory indekséw, aby zapobiec
wyczerpaniu pojedynczego zbioru.

Nalezy wybrac liczbe probek najblizszg liczbie probek do testowania. Jesli doktadnej liczby probek nie ma na liscie,
nalezy wybra¢ najblizszg warto$c¢, jednak mniejszg od liczby testowanych prébek. Na przyktad: jesli testowanych ma
by¢ 18 probek, nalezy wybrac liczbe 16.

Sugerowane kombinacje dotkdéw prébek i indekséw spetniajgce wymagania dotyczgce zréznicowania indeksow zostaty
zaznaczone na zielono.

Importowanie plikbw wykazow dla przebiegu

1

2
3

Nalezy sie upewnic¢, ze wykazy, ktére majg zosta¢ zaimportowane, znajdujg sie w dostepnej lokalizacji sieciowej lub
na dysku USB.

Wybra¢ opcje Import Manifests (Importuj wykazy).

Przejs¢ do pliku wykazu i wybra¢ wykazy do dodania.
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UWAGA Aby udostepni¢ pliki wykazow dla wszystkich przebiegdw przy uzyciu modutu badania wariantow linii
zarodkowej lub wariantéw somatycznych, nalezy doda¢ wykazy za pomocg funkcji Module Settings (Ustawienia
modutu). Do jej uzycia wymagane sg uprawnienia administratora. Wiecej informacji na ten temat zawiera Instrukcja
obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513)

Okreslanie probek do przebiegu

Prébki do przebiegu okresla sie za pomocg jednej z ponizszych opcji, zgodnie z podanymi wskazéwkami.
Enter samples manually (Reczne wprowadzanie prébek) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).
Import samples (Importowanie prébek) — nalezy przej$é do pliku zewnetrznego w formacie wartosci rozdzielonych
przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run (Tworzenie przebiegu).

Reczne wprowadzanie probek

1 Wpisa¢ niepowtarzalng nazwe prébki (modut analizy wariantéw somatycznych) lub identyfikator probki (modut
analizy wariantéw linii zarodkowey).
Mozna uzywac¢ znakéw alfanumerycznych, tacznikéw lub znakéw podkreslenia.

2 [Opcjonalnie] W przypadku dodatnich lub ujemnych probek kontrolnych klikngé prawym przyciskiem myszy i wybra¢
typ probki kontrolne;.
Okreslenie kontroli w jednym dotku probki powoduje automatyczne wpisanie tej samej kontroli do odpowiadajgcego
mu dotka w drugiej puli.

3 [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w polu Sample Description (Opis probki).
Mozna uzywac znakow alfanumerycznych, tgcznikow lub znakéw podkreslenia.

4 Wybra¢ adapter Indeksu 1 z listy rozwijanej Index 1 (i7) (Indeks 1, i7).
Jesli uzywane sg sugerowane dofki probek, oprogramowanie automatycznie wypetnia adaptery indekséw i7 oraz i5,
ktore spetniajg wymagania dotyczgce zréznicowania indeksow. Jesli na liscie nie ma doktadnej liczby testowanych
prébek, nalezy wybra¢ adaptery indeksu dla dodatkowych dotkdw.

5 Wybra¢ adapter Indeksu 2 z listy rozwijanej Index 2 (i5) (Indeks 2, i5).

6 Wybrac plik wykazu z listy rozwijanej Manifest (Wykaz).
Probki w puli A wymagajg innego wykazu niz prébki w puli B.

7 Wybra¢ odpowiednig opcje, aby wyswietli¢, wydrukowacé lub zapisa¢ uktad ptytki jako odniesienie do przygotowywania
bibliotek.

Wybra¢ ikone EDrukuj, aby wyswietli¢ uktad ptytki. Wybra¢ opcje Print (Drukuj), aby wydrukowaé uktad ptytki.
Wybraé¢ opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowaé informacje o prébce do pliku zewnetrznego.
8 Wybrac¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Importowanie prébek
1 Woybrac opcje Import Samples (Importuj prébki) i przejsé do lokalizacji pliku z informacjami o probce. Mozna
zaimportowa¢ dwa rodzaje plikdw.

Wybra¢ opcje Template (Szablon) na ekranie Create Run (Utworz przebieg), aby przygotowac nowy uktad ptytki.
Plik szablonu zawiera wiasciwe nagtéwki kolumn do zaimportowania. Dla prébek w przebiegu w kazdej kolumnie
wprowadzi¢ informacje o prébce. Usung¢ przyktadowe informacje w nieuzywanych komaérkach, a nastepnie
zapisac plik.
Uzy¢ pliku z informacjami o prébce, ktory zostat wyeksportowany z modutu do wykrywania wariantéw linii
zarodkowej lub wariantéw somatycznych przy uzyciu funkcji eksportowania.

2 Wybrac ikone EDrukuj, aby wyswietli¢ uktad ptytki.

Wybra¢ opcje Print (Drukuj), aby wydrukowac¢ uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.

4 Wybrac opcje Save Run (Zapisz przebieg).

w
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Przygotowywanie kasety odczynnikow
W celu pomys$inego wykonania sekwencjonowania nalezy doktadnie przestrzega¢ wskazoéwek dotyczgcych kasety
odczynnikéw.

1 Wyja¢ kasete odczynnikow z chtodni o temperaturze od —25°C do —15°C.
2 W celu rozmrozenia odczynnikow wybrac jedng z podanych ponizej metod. Nie zanurza¢ kasety. Po rozmrozeniu
kasety osuszyC jg przed przejsciem do nastepnego etapu.

Temperatura Czas rozmrazania Czas stabilnosci
Kagpiel wodna o temperaturze od 15°C do 30°C 60 minut Nie przekracza¢ 6 godzin
Od 2°C do 8°C 7 godzin Nie przekraczac¢ 5 dni

UWAGA Jesli w tej samej kgpieli wodnej rozmrazanych jest wiecej kaset, nalezy wydtuzy¢ czas rozmrazania.

3 Wymiesza¢ odczynniki, odwracajgc kasete pieciokrotnie.

4 Sprawdzi¢ dno kasety, aby upewnic sie, ze odczynniki zostaly rozmrozone i nie zawierajg osadéw. Sprawdzi¢, czy
pozycje 29, 30, 31 i 32 zostaty rozmrozone, poniewaz sg one najwieksze, a ich rozmrazanie trwa najdtuze;.

5 Delikatnie stukngc¢ o blat w celu zmniejszenia liczby pecherzykéw powietrza.
W celu uzyskania najlepszych rezultatéw nalezy umiesci¢ probke w aparacie i skonfigurowaé przebieg.

Przygotowywanie komory przeptywowej

1 Wyja¢ opakowanie z nowa komorg przeptywowg z miejsca przechowywania w temperaturze od 2°C do 8°C.
2 Zdjac folie zabezpieczajgcg z opakowania i zostawi¢ zawartos¢ na 30 minut w temperaturze pokojowe;j.

Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania

Zdenaturowac i rozciehczy¢ biblioteki do objeto$ci tadowania wynoszacej 1,3 ml. W praktyce stezenie fadowania
moze sie rézni¢ w zaleznosci od metod przygotowania i oznaczenia iloSciowego biblioteki. Rozcienczenie bibliotek
prébek zalezy od ztozono$ci pul oligonukleotyddéw. Wskazdéwki dotyczgce przygotowywania bibliotek probek do
sekwencjonowania, w tym przygotowywania rozcienczen i pul bibliotek, zawiera czes¢ instrukcji uzytkowania
dotyczgca odpowiedniego zestawu do przygotowania biblioteki. Wymagana jest optymalizacja gestosci klastra
aparatu NextSeq 550Dx Instrument.

tadowanie bibliotek do kasety odczynnikow

1 Oczysci¢ folie uszczelniajaca zbiorniczek nr 10 z oznaczeniem Load Library Here (Tutaj zataduj biblioteke)
niestrzepigca sie Sciereczka.

2 Przedziurawic folie koncowka czystej pipety 1 ml.

3  Zatadowa¢ 1,3 ml przygotowanych bibliotek do zbiorniczka nr 10 z oznaczeniem Load Library Here (Tutaj zataduj
biblioteke). Nalezy uwazac, aby podczas pipetowania bibliotek nie dotkng¢ folii uszczelniajgce;j.
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Rysunek 1 tadowanie bibliotek

Konfiguracja sekwencjonowania

1 Zalogowac sie do aparatu NextSeq 550Dx przy uzyciu swojego lokalnego hasta do oprogramowania lokalnego
menedzera przebiegu.

2 Na ekranie gtownym oprogramowania NOS wybra¢ Sequence (Sekwencjonowanie).
3 Wybra¢ zlisty przebieg, a nastepnie nacisngé Next (Dalej).
Zostang otwarte ekrany konfiguracji przebiegu w nastepujgcej kolejnosci: Load Flow Cell (Ltadowanie komory
przeptywowej), Load Buffer Cartridge (Ladowanie kasety z buforem), Load Reagent Cartridge (Ladowanie kasety
odczynnikéw) i Pre-Run Check (Przeglad wynikéw wstepnego testu kontrolnego).
4 Po wyswietleniu ekranu Load Flow Cell (tadowanie komory przeptywowej) wyczysci¢, a nastepnie zatadowac¢ komore
przeptywowa.
Wyja¢ komore przeptywowa z opakowania foliowego.
Otworzy¢ przezroczystg, plastikowg kasetke i wyjg¢ komore przeptywowa.

Oczysci¢ szklang powierzchnie komory przeptywowej niestrzepigca sie $ciereczkag nasgczong alkoholem. Osuszy¢
szklang powierzchnie niestrzepigca sie chusteczkg laboratoryjna.

Upewnic sie, ze szklana powierzchnia komory przeptywowej jest czysta. W razie potrzeby powtérzy¢ etap
czyszczenia.

Wyja¢ zuzytg komore przeptywowa z poprzedniego przebiegu.
Ustawi¢ komore przeptywowg nad bolcami regulacyjnymi i umiescic jg na platformie.
5 Wybra¢ Load (Zataduj).
Drzwiczki zamkng sie automatycznie, na ekranie pojawi sie identyfikator komory przeptywowej, a czujniki zostang
sprawdzone.
6 W celu oproznienia zuzytego pojemnika na odczynniki, zatadowania kasety z buforem NextSeq 550Dx i zatadowania
kasety odczynnikow NextSeq 550Dx nalezy postepowac zgodnie z monitami wyswietlanymi przez oprogramowanie.
Po zatadowaniu kasety z buforem i kasety odczynnikéw NextSeq 550Dx oprogramowanie odczytuje i rejestruje
znaczniki RFID. Identyfikatory kasety z buforem i kasety odczynnikow wyswietlane sg na ekranie, po czym nastepuje
sprawdzenie czujnikéw.
7  Po zakonczeniu automatycznego wstepnego testu kontrolnego systemu wybra¢ Start (Uruchom). (Nie jest
wymagane, jesli ustawiono uruchamianie automatyczne).
8 Po rozpoczeciu przebiegu otwiera sie ekran Sequencing (Sekwencjonowanie). Ten ekran w sposéb wizualny
przedstawia trwajgcy przebieg, w tym poziomy intensywnosci i wyniki jakosciowe.

Wyniki

Oprogramowanie do analizy w czasie rzeczywistym (RTA) jest zintegrowanym oprogramowaniem, ktére wykonuje
analize obrazow i rozpoznawanie nukleotyddw, a takze przypisuje wyniki jakosciowe do poszczegdlnych nukleotydow
w kazdym cyklu sekwencjonowania. Po zakonczeniu analizy podstawowej wybrany modut oprogramowania lokalnego
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menedzera przebiegéw w aparacie NextSeq 550Dx Instrument uruchamia automatycznie analize wtérng. Opisane tu
procesy analizy wtormej dotyczg modutéw do wykrywania wariantéw linii zarodkowej i wariantéw somatycznych.

Demultipleksowanie

Demultipleksowanie polega na poréwnywaniu kazdej sekwencji odczytu indekséw z sekwencjami indekséw
okreslonymi dla przebiegu. Na tym etapie nie sg brane pod uwage zadne wartosci dotyczace jakosci.

Odczyty indekséw identyfikuje sie poprzez nastepujace czynnosci:
Probki sg ponumerowane, poczgwszy od numeru 1, na podstawie kolejnosci, w jakiej je wymieniono dla przebiegu.
Probka numer O jest zarezerwowana dla klastréw, ktdre nie zostaty przypisane do prébki.

Klastry sg przypisywane do probki, gdy sekwencja indeksu jest dokladnie zgodna lub gdy na odczyt indeksu przypada
maksymalnie jedna niezgodnosc.

Generowanie pliku FASTQ

Po zakonczeniu demultipleksowania oprogramowanie generuje pliki analizy posredniej w formacie FASTQ, ktoéry
przedstawia sekwencje w postaci tekstowej. Pliki FASTQ zawierajg odczyty dla kazdej probki i powiazane z nimi
wyniki jakosciowe. Klastry, ktére nie przeszly przez filtr, sg wykluczane.

Kazdy plik FASTQ zawiera odczyty dla tylko jednej prébki. Nazwa tej probki wchodzi w sktad nazwy pliku FASTQ.
W modutach do wykrywania wariantéw linii zarodkowej i wariantow somatycznych generowanych jest osiem plikéw
FASTQ na prébke dla kazdej puli oligonukleotyddw: cztery z odczytu 1 i cztery z odczytu 2, co daje tgcznie

8i 16 plikéw FASTQ na probke odpowiednio dla linii zarodkowej i somatycznej. Pliki FASTQ to podstawowe dane
wejsciowe do dopasowywania.

Dopasowywanie

Podczas etapu dopasowywania klastry z poszczegolnych prébek sg dopasowywane za pomocg pasmowego
algorytmu Smitha-Watermana do sekwencji amplikonéw okreslonych w pliku wykazu.

Pasmowy algorytm Smitha-Watermana wykonuje pétglobalne dopasowania sekwencji w celu okreslenia podobnych
regiondw miedzy dwiema sekwencjami. Zamiast poréwnywaé catg sekwencje, algorytm Smitha-Watermana
poréwnuje segmenty o wszystkich mozliwych diugo$ciach.

Kazdy odczyt w trybie sparowanych koncow jest oceniany pod wzgledem dopasowania do sekwencji sondy
odpowiednich dla tego odczytu.

Odczyt 1 jest oceniany wzgledem odwrotnej zgodnosci oligonukleotydéw dalszych zaleznych od umiejscowienia
(DLSO, Downstream Locus-Specific Oligos).

Odczyt 2 jest oceniany wzgledem zgodnosci oligonukleotyddw wczesniejszych zaleznych od umiejscowienia (ULSO,
Upstream Locus-Specific Oligos).

Jesli poczatek sekwencji odczytu jest niezgodny maksymalnie w jednym miejscu z sekwencjg sondy, petna dtugosé
odczytu jest nastepnie dopasowywana do sekwencji docelowej amplikonu dla tej sekwencji sondy.

Jesli przy dopasowaniu poczatku odczytu do sekwencji sondy wystepujg maksymalnie trzy réznice (niedopasowania
lub przesuniecia z powodu wiodgcych polimorfizmoéw typu indel), petna dlugo$é odczytu jest dopasowywana do
amplikonu docelowego dla tej sekwengiji.

Ze wzgledu na mechanizm dziatania oznaczenia, polimorfizmy typu indel w oligonukleotydach DLSO i ULSO nie s3
obserwowane.
Dopasowania sg odfiltrowywane z wynikow na podstawie liczby niedopasowan w regionie docelowym lub catym
amplikonie, w zaleznosci od dlugosci amplikonu. Odfiltrowane dopasowania sg zapisywane w plikach dopasowania
jako niedopasowane i nie sg uzywane do rozpoznawania wariantow.

Rozpoznawanie wariantow

Algorytm rozpoznawania wariantéw Pisces stuzy do rozpoznawania wariantowych polimorfizméw typu SNV i indel
z zastosowaniem bibliotek przygotowanych do uzycia w aparacie.
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Raporty i dodatkowe pliki wyjsciowe
Moduty do wykrywania wariantéw generuja raporty w plikach PDF i rozdzielonych znakami tabulacji plikach
tekstowych (*.txt), w ktérych znajdujg sie takie metryki, jak gtebokosé sekwencjonowania czy liczba wariantow.
Moduty mogg réwniez generowac pliki wyjsciowe, takie jak pliki w formatach VCF i gVCF (plik rozpoznawania
wariantéw genomowych) wykorzystywane przy rozpoznawaniu wariantow.

Procedury kontroli jakosci

Oprogramowanie NextSeq 550Dx ocenia kazdy przebieg, probke i rozpoznanie nukleotydu w oparciu o metryki kontroli
jakosci. Ocenie nalezy réowniez podda¢ dodatnie i ujemne kontrole, ktére zaleca sie uwzgledni¢ przy przygotowaniu
biblioteki. Kontrole nalezy oceni¢ w nastepujgcy sposéb:

+ Kontrola ujemna (kontrola bez wzorca) lub inna kontrola ujemna — musi generowac¢ oczekiwany wynik. Jesli
kontrola ujemna wygeneruje wynik inny od oczekiwanego, oznacza to, ze mogt wystgpi¢ btgd w sledzeniu probki lub
rejestracja starteréw indeksujgcych byta nieprawidtowa, lub tez, ze doszto do zanieczyszczenia prébki.

- Dodatnia prébka kontrolna — musi generowac¢ oczekiwany wynik. Jesli kontrola dodatnia wygeneruje wynik inny
od oczekiwanego, oznacza to, ze mogt wystgpic¢ btad w sledzeniu prébki lub rejestracja starterow indeksujgcych byta
nieprawidtowa.

Charakterystyka dziatania

Charakterystyke dziatania oznaczen z uzyciem aparatu NextSeq 550Dx Instrument ustalono z wykorzystaniem
modutéw do wykrywania wariantéw linii zarodkowej i wariantéw somatycznych oraz zestawu TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx i zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles),

a nastepnie potwierdzono z uzyciem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles). Wykonane badania obejmowaty indeksowanie probek, przenoszenie probek, poziom wejsciowy DNA,
czuto$¢ analityczng (LoB/LoD), doktadnosé, precyzje, poréwnanie metod i odtwarzalnosé.

Badania analityczne z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cycles) zostaty zaprojektowane tak, aby oceni¢ deklarowane parametry wydajnosci ustalone uprzednio
przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). Wyniki
uzyskane przy uzyciu zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx wykazatly, ze zestawy odczynnikéw (v2 iv2.5)
charakteryzujg sie podobnymi parametrami. Informacje na temat cech charakterystyki dziatania zaleznych od
czynnikéw przedanalitycznych, takich jak sposdb ekstrakcji czy substancje zaktécajace, mozna znalez¢ w ulotce
dofgczonej do opakowania zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Definicje obliczen stosowanych w okreslaniu charakterystyki dziatania

1 Procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (PPA, Positive Percent Agreement) oblicza sie jako odsetek prawidtowo
zgtoszonych w oznaczeniu loci sklasyfikowanych jako warianty w oparciu o metode referencyjna.
(liczba loci wariantowych prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu) / (catkowita liczba loci wariantowych)
Loci wariantowe zgtoszone w oznaczeniu i zgodne z metodg referencyjng stanowig wyniki prawdziwie dodatnie
(TP, True Positive). Loci wariantowe zgtoszone w oznaczeniu jako rozpoznania sekwengji referencyjnej lub jako
inne rozpoznania wariantowe stanowig wyniki fatszywie ujemne (FN, False Negative).
2 Procentowg zgodnos¢ wynikow ujemnych (NPA, Negative Percent Agreement) oblicza sie jako odsetek loci
sklasyfikowanych metodg referencyjng jako typ dziki i prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu.
(liczba loci typu dzikiego prawidtowo zgtoszonych w oznaczeniu) / (catkowita liczba loci typu dzikiego)
Loci typu dzikiego zgtoszone przez oznaczenie i zgodne z metodg referencyjng stanowig wyniki prawdziwie
ujemne (TN, True Negative). Loci typu dzikiego zgtoszone w oznaczeniu jako warianty stanowig wyniki fatszywie
dodatnie (FP, False Positive).
3 0Ogodlng zgodnos¢ procentowg (OPA, Overall Percent Agreement) oblicza sie jako odsetek loci prawidtowo
sklasyfikowanych w oznaczeniu w stosunku do metody referencyjnej.
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((liczba loci wariantowych prawidtiowo zgtoszonych w oznaczeniu) + (liczba loci typu dzikiego prawidtowo
zgtoszonych w oznaczeniu)) / ((catkowita liczba loci wariantowych) + (catkowita liczba loci typu dzikiego))
4 Obliczenia PPA, NPA i OPA nie uwzgledniajg brakéw rozpoznan (loci wariantowych lub referencyjnych
niespetniajgcych warunkow jednego lub wiekszej liczby filtrow jakosciowych).
5 Odsetek rozpoznan autosomalnych oblicza sie jako catkowitg liczbe loci, ktére przeszty przez filtry, podzielong przez
catkowitg liczbe pozycji zsekwencjonowanych dla chromosomoéw 1-22; chromosomy X i Y nie sg uwzgledniane.
Metryka ta nie uwzglednia zgodnosci rozpoznan z metodg referencyjna.

Wydajnos¢ zestawu odczynnikdw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 Cycles)

Indeksowanie probek

Startery indeksujgce probek dodawane na etapie przygotowywania biblioteki przypisujg do kazdego DNA prabki
unikalng sekwencje. Takie unikalne sekwencje umozliwiajg pulowanie wielu prébek w tym samym przebiegu
sekwencjonowania. Indeksowanie prébek stosuje sie zaréwno w procedurach dotyczacych linii zarodkowych, jak

i somatycznych. Celem badania byto wyznaczenie minimalnej (8) i maksymalnej (96) liczby probek, ktére mogg byc¢
przetwarzane w pojedynczym przebiegu sekwencjonowania w aparacie NextSeq 550Dx Instrument. Osiem unikalnych
prébek Platinum Genome przebadano przy uzyciu 12 réznych kombinacji starteréw indeksujgcych na prébke. Wyniki
dla probek uzyskane z czterech przebiegdw sekwencjonowania przy uzyciu modutu do wykrywania wariantow linii
zarodkowej poréwnano z bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0.

W pierwszej serii przebiegdw przebadano fgcznie 96 unikalnie zindeksowanych bibliotek prébek przy uzyciu
oznaczenia reprezentatywnego w celu rozpoznania szeregu gendéw wchodzgcych w skfad wszystkich 23 ludzkich
chromosomoéw i zawierajgcych po 12 588 nukleotyddéw na ni¢ oraz weryfikacji zdolnosci oznaczenia do rozpoznawania
genotypu w okreslonej prébce z zastosowaniem réznych kombinaciji starteréw indeksujgcych. W drugiej serii
przebiegéw osiem unikalnie zindeksowanych bibliotek prébek poddano sekwencjonowaniu w dwdch przebiegach

w celu zweryfikowania minimalnej liczby obstugiwanych indekséw.

Dla przebiegéw z 96 indeksami wartos¢ PPA dla SNV wynosita od 98,7% do 100%, wartos¢ PPA dla inserciji i delecji
wynosita 100%, natomiast warto§¢ NPA wynosita 100% dla kazdej kombinacji 96 indekséw. Dla przebiegéw

z 8 indeksami wartosci PPA dla SNV, insercji i delecji wynosity 100%, zas wartos¢ NPA wynosita 100% dla kazdej
kombinacji o$miu indeksoéw.

Przeniesienie probek

Aparat NextSeq 550Dx Instrument umozliwia sekwencjonowanie wielu prébek w pojedynczym przebiegu tgcznie

z kontrolami. Przeprowadzono badanie majgce na celu ocene stopnia przenoszenia probek w pojedynczym przebiegu
sekwencjonowania oraz miedzy przebiegami sekwencjonowania. Dwie probki wzorca Platinum Genome, jedng meska
i jedng zenska, zbadano przy uzyciu oznaczenia reprezentatywnego majgcego na celu rozpoznanie réznych genéw
obejmujacych 12 588 nukleotyddw (150 amplikondw) znajdujgcych sie w 23 réznych chromosomach, w tym w obu
chromosomach piciowych. Biblioteki sekwencjonowano przy uzyciu aparatu NextSeq 550Dx Instrument i modutu do
wykrywania wariantow linii zarodkowej. Przeniesienie probek meskich do probek Zenskich stwierdzono na podstawie
obecnoéci odczytow wiasciwych dla amplikonéw chromosomu Y w prébkach zenhskich.

Przeniesienie w ramach pojedynczego przebiegu moze zajs¢ w trakcie generowania klastréw, rozpoznawania
nukleotydéw podczas cyklu odczytu indekséw i demultipleksowania probek. Na potrzeby badania przeniesien prébek
w pojedynczym przebiegu sekwencjonowania wykonano jedno sekwencjonowanie puli biblioteki sktadajgcej sie z 46
powtdrzen probek meskich i zenskich oraz czterech kontroli bez wzorca przy uzyciu aparatu NextSeq 550D x
Instrument. Przenoszenie prébek w ramach przebiegu oceniano, poréwnujac pokrycie amplikonéw chromosomu Y

w kazdym powtoérzeniu probki zenskiej w poréwnaniu ze srednim pokryciem amplikonéw chromosomu Y we
wszystkich powtdrzeniach prébek meskich. Obserwowana mediana przeniesien w danym przebiegu wyniosta 0,084%.
Na potrzeby badania przeniesienia miedzy przebiegami przygotowano dwie pule bibliotek, ktdre kolejno poddano
sekwencjonowaniu na jednym aparacie NextSeq 550Dx Instrument. Pierwsza pula skfadata sie z 46 powtérzen probek
zehskich i dwéch kontroli bez wzorca. Druga pula sktadata sie z 46 powtdrzen probek meskich i dwaoch kontroli bez
wzorca. W obu pulach stosowano ten sam zestaw adapteréw indekséw. Pule Zefskg sekwencjonowano w pierwszej
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kolejnosci, nastepnie sekwencjonowano pule meska, a w dalszej kolejnosci wykonywano powtérzenie
sekwencjonowania puli zenskiej. Przenoszenie probek miedzy przebiegami oceniano, poréwnujgc pokrycie
amplikonéw chromosomu 'Y miedzy odpowiednimi powtérzeniami powtdrnego przebiegu puli zenskiej i przebiegu puli
meskiej. Obserwowana mediana przeniesien miedzy przebiegami wyniosta 0,0076%.

Poziom wejsciowy DNA

Krew (linia zarodkowa)

Dla aparatu NextSeq 550Dx Instrument ustalono zakres poziomdéw wejsciowych DNA z krwi w bibliotekach
przygotowywanych z uzyciem zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx z wykorzystaniem procedury modutu do
wykrywania wariantow linii zarodkowej. Oceny ww. zakresu dokonano, wykonujac badanie serii rozcienczen

13 prébek Platinum Genome w reprezentatywnym oznaczeniu rozpoznajgcym rézne geny obejmujgce 12 588
nukleotyddw na 23 réznych chromosomach. Biblioteke sekwencjonowano na dwdoch aparatach NextSeq 550D x
Instrument przy uzyciu jednej serii zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles).

Pie¢ prébek poddano badaniu w dwéch powtdrzeniach przy pieciu poziomach wejsciowych DNA z zakresu od 250 ng
do 12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng i 12 ng). Osiem prébek poddano badaniu w jednym powtdrzeniu dla kazdego

z pieciu poziomow wejsciowych DNA. W celu wyznaczenia doktadnosci genotypy probek poréwnano do genotypow

z bazy danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. Wyniki pozyskano dla kazdego poziomu wejsciowego. Wartosci
PPA dla kazdego rodzaju wariantu (SNV, insercje i delecje) przedstawiono w Tabela 1; wartosci NPA zawiera Tabela
2. Wszystkie poziomy wejsciowe charakteryzowaty sie podobng doktadnoscig. Zalecany poziom wejsciowy DNA dla
zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx wynosi 50 ng, natomiast 25 ng i 100 ng stanowig odpowiednio dolng i gérng
granice wartosci, dla ktérych zachowana jest zgodnos$¢ z charakterystyka dziatania.

Tabela 1 Wyniki PPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA w zaleznosci od rodzaju wariantu

Poziom wejsciowy DNA Typ Warianty TP FN Brak rozpoznania PPA
(ng) wariantu oczekiwane wariantu (%)
12 SNV 2412 2381 | 31 0 98,7
25 2404 | 8 0 99,7
50 2403 | 9 0 99,6
100 2412 | 0O 0 100
250 2412 | 0O 0 100
12 Insercja 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 Delecja 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

Tabela 2 NPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA

Poziom wejsciowy DNA (ng) TN FP Brak rozpoznan wzorca NPA (%)
12 430940 4 26 >99,9
25 430936 0 34 100
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50 430936 2 32 >99,9

100 430942 0 28 100

250 430942 0 28 100
FFPE (somatyczne)

Ustalono zakres pozioméw wejsciowych DNA z utrwalonych formaling i zatopionych w parafinie skrawkow (FFPE)

w bibliotekach przygotowywanych z uzyciem zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dla aparatu NextSeq 550D x
Instrument z wykorzystaniem modutu do wykrywania wariantow somatycznych. Oceny ww. zakresu dokonano,
wykonujgc badanie serii rozciehczen trzech probek Platinum Genome w reprezentatywnym oznaczeniu
rozpoznajgcym rézne geny obejmujgce 12 588 nukleotyddw na 23 réznych chromosomach. Linie komérkowe Platinum
Genome GM12878 i GM12877 utrwalono w formalinie i zatopiono w parafinie, po czym dokonano ekstrakcji DNA. Linie
komérkowag GM12878 rozciehczono linig GM12877 w taki sposob, aby czestosci wystepowania allelu wariantu (VAF)
dla 81 wariantéw (55 SNV, 10 insercji i 16 delecji) byty bliskie odpowiednio 0,025; 0,05 lub 0,10. Ponadto w kazdej
prébce znajdowato sie 91 wariantéw o wyzszej czestosci wystepowania az do VAF o wartosci 1,0. Probki
przetwarzano w dwéch powtdrzeniach przy pieciu poziomach wejsciowych DNA o Sredniej roznicy cykli ilosciowych
(dCq) zmierzonej przy uzyciu zestawu TruSeq Custom Amplicon Dx — FFPE QC Kit i wynoszacej 2,1; 3,6; 4,6; 6,0

i 7,8. Kazdg biblioteke sekwencjonowano na dwdch aparatach NextSeq 550Dx Instrument przy uzyciu dwdch serii
zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). W celu wyznaczenia
doktadnosci rozpoznania wariantéw w probkach poréwnano do wynikéw wzorcowych uzyskanych z uzyciem bazy
danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. Wartosci PPA dla kazdego rodzaju wariantu (SNV, insercje i delecje)
zawiera Tabela 3; wartosci NPA przedstawia Tabela 4. Zalecany poziom wejsciowy DNA dla wariantéow o VAF = 0,05
lub powyzej wynosi dCq <4; wartos¢ 4,6 stanowi dolng granice zachowania zgodnosci z charakterystyka dziatania.

Tabela 3 Wyniki PPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA w zaleznosci od rodzaju wariantu

Srednia Typ Warianty Oczekiwany VAF w docelowym rozcienczeniu
dCq wariantu = oczekiwane brak _ 0,025 0,05 0,10
rozpoznania
Brak PPA Brak PPA Brak PPA
rozpoznania (%) rozpoznania (%) rozpoznania (%)
wariantu wariantu wariantu

2,1 SNV 808 Nie dotyczy. 196 100 0 100 0 100
3,6 250 99,3 4 100 0 100
4,6 251 94,6 51 99,2 5 100
6,0 257 65,3 213 91,4 100 100
7,8 254 69,3 185 90,7 100 100
2,1 Insercja 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
2,1 Delecja 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 95,1 57 98,8
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Tabela 4 NPA dla kazdego poziomu wejsciowego DNA

Srednia Oczekiwany typ VAF w docelowym rozcienczeniu
dCq dziki 0,025 0,05 0,10
Brak rozpoznan NPA Brak rozpoznan NPA Brak rozpoznan NPA
wzorca (%) wzorca (%) wzorca (%)
2,1 93688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4,6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >99,9 3296 >99,9 2996 100
78 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 >99,9

Czutos¢ analityczna (granica proby slepej [LoB] i granica wykrywalnosci [LoD])

Badanie to przeprowadzono w celu oceny granicy proby slepej (LoB) i granicy wykrywalnosci (LoD) modutu do
wykrywania wariantéw somatycznych aparatu NextSeq 550Dx Instrument. W tym badaniu uzyto oznaczenia
reprezentatywnego w celu rozpoznania réznych genéw obejmujgcych 12 588 nukleotyddw znajdujgcych sie na

23 ré6znych chromosomach. Linie komorkowe Platinum Genome GM12878 i GM12877 utrwalono w formalinie

i zatopiono w parafinie, po czym dokonano ekstrakcji DNA. Linie komdérkowg GM12878 rozciericzono linig GM12877
w taki sposdb, aby czestos¢ wystepowania wariantu dla 74 wariantow (53 SNV, 7 inserciji i 14 deleciji) byta bliska
0,05 £ 0,02. Linie komodrkowg GM12877 i rozcienczong linie komérkowg GM12878 (GM12878-D) badano w szesciu
kolejnych dniach pracy na jednym aparacie przy naprzemiennym stosowaniu dwéch serii zestawu odczynnikéw na
300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles); w sumie wykonano szes¢ przebiegdw
sekwencjonowania. W rezultacie przy uzyciu kazdej serii odczynnikéw uzyskano 60 powtorzen dla kazdego wariantu
linii komoérkowej GM12878-D i 72 powtdrzenia dla kazdej odpowiadajgcej im wspdtrzednej typu dzikiego w linii
komorkowej GM12877 Wartosci granicy proby $lepej (LoB) i granicy wykrywalnosci (LoD) obliczono przy uzyciu
klasycznego podejscia przedstawionego w dokumencie EP17-A2 Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI,
Clinical & Laboratory Standards Institute) z wykorzystaniem opciji nieparametrycznej. Wartosci LoB i LoD obliczano
oddzielnie dla SNV, insercji i delecji, sumujgc czestosci wystepowania wariantéw danego rodzaju.
Prawdopodobienstwo btedu pierwszego rodzaju zdefiniowano jako 0,01, zas prawdopodobienstwo btedu drugiego
rodzaju zdefiniowano jako 0,05.

Dla LoB zsumowane czestosci wystepowania wariantéw posortowano od najnizszej do najwyzszej, wyznaczajgc
99. pozycje w rankingu dla kazdej serii odczynnika i dla kazdego rodzaju wariantu (Tabela 5). W module do
wykrywania wariantéw somatycznych do jakosciowego wykrywania wariantéw stosuje sie punkt odciecia (efektywng
wartos¢ LoB) odpowiadajacy VAF na poziomie 0,026. W oparciu o obliczone wartosci LoB potwierdzono, ze

ww. punkt odciecia prowadzi do btedu pierwszego rodzaju z prawdopodobieristwem nie wiekszym niz 0,01.

Tabela 5 Granica proby Slepej

Typ wariantu Obserwacje tacznie LoB dla odczynnika z serii 1 (%) LoB dla odczynnika z serii 2 (%)
SNV 3816 0,77 0,77
Insercja 504 0,56 0,56
Delecja 1008 1,20 1,20

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci (LoD) dla kazdej serii odczynnikéw i dla kazdego rodzaju wariantu
obliczono odsetek czestosci poszczegdlnych mutacji plasujgcy sie ponizej punktu odciecia wynoszacego 0,026
(Tabela 6). Poniewaz te odsetki byly nizsze niz prawdopodobienstwo btedu drugiego rodzaju wynoszace 5% (0,05),
jako granice wykrywalnosci obliczono mediane potagczonych czestosci wystepowania wariantéw (Tabela 6). Za
wartos¢ LoD dla kazdego rodzaju wariantu przyjeto wiekszg sposrod dwdoch wartosci obliczonych dla dwaéch serii
odczynnikéw: 4,97% dla SNV; 5,12% dla insercji i 5,26% dla delecji.
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Tabela 6 Granica wykrywalnosci

Seria Typ Obserwacje Liczba pomiaréw Odsetek pomiaréw Granica wykrywalnosci
odczynnika wariantu facznie VAF VAF (%)
<2,6% <2,6%
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Insercja 420 6 1,4 5,08
Delecja 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Insercja 420 5 1,2 5,12
Delecja 840 7 0,80 5,26
Doktadnosc

Linia zarodkowa

W celu dokonania oceny dokfadno$ci rozpoznawania wariantéw przez modut do wykrywania wariantow linii
zarodkowej aparatu NextSeq 550Dx Instrument przeprowadzono nastepujgce badanie przy uzyciu zestawu
odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles): 13 unikalnych prébek Platinum
Genome poddano badaniu w reprezentatywnym oznaczeniu rozpoznajgcym rézne geny obejmujgce

12 588 nukleotydéw (150 amplikonéw) na 23 ré6znych chromosomach. Wykonano w sumie dziewieé przebiegow

z uzyciem trzech aparatéw do sekwencjonowania, trzech serii odczynnikéw z udziatem trzech operatoréw w okresie
pieciu dni rozpoczynania oznaczen. Doktadnosé rozpoznan SNV, insercji i delecji oznaczono, poréwnujgc wyniki do
wynikéw uzyskanych dobrze scharakteryzowang, ztozong metodg referencyjng — bazg danych Platinum Genomes
w wersji 2016-1.0. O ile nie podano inaczej, regiony o wysokim poziomie ufnosci zostaty zdefiniowane w oparciu
oww. metode referencyjna.

Tabela 7 Podsumowanie zgodnosci dla linii zarodkowej

Kryteria Obserwacje tacznie’ Wynik dla obserwacji? Wynik dla przebiegu®
PPA dla SNV 819 98,7 >99,9

PPA dla inserciji 819 95,0 98,9

PPA dla delec;ji 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9

" Obliczone jako liczba prébek na przebieg (91) x liczba przebiegéw (9) =819.
2 Najnizsza obserwowana wartos¢ dla powtdrzenia probki we wszystkich dziewigciu przebiegach.
3 Najnizsza wartos¢ w potgczonej analizie danych z kazdego przebiegu.

Tabela 8 zawiera dane z badania prezentowane w postaci procentowych zgodnosci wynikéw dodatnich i uiemnych dla
poszczegodlnych probek, przy czym na potrzeby obliczeh zgodnosci PPA wyniki wariantéw sg poréwnywane z bazg
danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. Trzy typy wariantéw (SNV, insercje i delecje) zostaty ze sobg
potaczone. Poniewaz metoda referencyjna dostarcza tylko wyniki dotyczgce wariantéw pojedynczych nukleotydéw
oraz insercji/delecji, wyniki nukleotydow niewariantowych na potrzeby obliczer zgodnosci NPA poréwnywane sg

z referencyjng sekwencjg hg19 genomu ludzkiego.
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Tabela 8 Zgodno$¢ wariantow linii zarodkowej w zaleznosci od probki

Sredni odsetek Warianty Brak rozpoznania

Prébka rozpoznan oczekiwane' P FN wariantu ™ FP | PPA NPA | OPA
NA12877 | >99,9 4788 4788 0 0 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 | O 99,9 100 >99,9
NA12880 & >99,9 6993 6930 | O 63 757638 | O 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 7119 7056 | 0 63 751905 | 0 100 100 100
NA12884 | >99,9 7182 7119 | 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 7119 7119 | 0 0 750645 | 0 100 100 100
NA12888 | >99,9 6804 6804 | O 0 756065 | 0 100 100 100
NA12893 | >99,9 7434 7371 | 1 62 750015 | O >99,9 | 100 >99,9

1 Catkowita liczba wariantéw we wszystkich powtérzeniach probki w 9 przebiegach.
Tabela 9 zawiera dane z badania prezentowane dla poszczegdlnych prébek, przy czym wyniki wariantéw zostaty
poréwnane z dobrze scharakteryzowang, ztozong metodg referencyjng. Wykrywalno$¢ zostata oceniona oddzielnie dla
kazdego rodzaju wariantu — SNV, insercji i delecji. Pozycje referencyjne zostaty wykluczone.

Tabela 9 Zgodnos$¢ wariantow linii zarodkowej w zaleznosci od typu wariantu w probce

Warianty SNV Insercje Delecje
>Prébka >0Oczekiwane >TP >FN >Oczekiwane >TP >FN Oczekiwane TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
NA12878 5733 5733 0 1260 1197 1 1512 1449 0
NA12879 3591 3591 0 1323 1260 5 1134 1134 0
NA12880 4221 4221 0 1512 1512 0 1260 1197 0
NA12881 4914 4913 1 1512 1449 2 1449 1449 0
NA12882 3717 3717 0 1386 1323 3 1197 1134 0
NA12883 4284 4284 0 1449 1449 0 1386 1323 0
NA12884 4284 4284 0 1575 1512 6 1323 1323 0
NA12885 4725 4725 0 1575 1512 2 1386 1323 0
NA12886 4347 4347 0 1449 1386 7 1449 1449 0
NA12887 4284 4284 0 1323 1323 0 1512 1512 0
NA12888 4158 4158 0 1449 1449 0 1197 1197 0
NA12893 4599 4599 0 1386 1323 1 1449 1449 0

Probki poddano dalszej analizie pod katem rozpoznawania matych inserciji i delecji (polimorfizméw typu indel). Ogolne
podsumowanie przedstawia Tabela 10. Obecnych byto w sumie 71 polimorfizméw typu indel o wielkosci od 1 do 24 bp
w przypadku insercji i od 1 do 25 bp w przypadku deleciji.
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Tabela 10 Podsumowanie wykrywania polimorfizméw typu indel w module do wykrywania wariantow linii zarodkowe;j

Typ wariantu Warianty oczekiwane TP FN Brak rozpoznania wariantu PPA
Insercja 18522 18018 27 477 99,9
Delecja 17388 17073 0 315 100
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Oznaczenie reprezentatywne sktadato sie ze 150 amplikondéw zaprojektowanych tak, aby pokry¢ zréznicowang zawartos¢ genomowa. Zawartos¢ GC

w amplikonach miescita sie w zakresie 0,19-0,87. Amplikony charakteryzowaty sie réwniez pewnym zakresem powtérzen pojedynczych nukleotydéw (np.
PolyA, PolyT), dinukleotydoéw i trinukleotydéw. Dane skompilowano w oparciu o poszczegolne amplikony (Tabela 11) w celu oznaczenia wplywu zawartosci

genomowej na odsetek prawidtowych rozpoznan. Odsetek prawidtowych rozpoznan obejmuje rozpoznania wariantu i wzorca i jest mniejszy od 100%
w przypadku nieprawidtowych rozpoznan lub braku rozpoznah.

Tabela 11 Doktadnos¢ oznaczen wariantéw linii zarodkowej na poziomie amplikonéw

Amplikon

o o b~ W

10
11
12
13

14

Maj 2022 .

Chromo-
som

N N NN NN

Poczatek
amplikonu

36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

Koniec
amplikonu

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826

212245139

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87

91

Materiat
genetyczny
amplikonu

Indel

PolyA (5),
PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10),
indel

PolyA (5),
CT(3), TAA
(3), indel

Indel
Indel

Nd.
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
indel
PolyT (5),
PolyA (6),
indel

Zawartosé
GC

0,22
0,38

04

0,49
0,69
0,39

0,27

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

0,3

Prawidiowe
rozpoznania

76167
64701

74529
75348
66339
57330

72072

73710
65520
66339
61425
72072
71253

74529

Nieora- Odsetek
. P Brak prawidtowo
widiowe ;
. rozpoznan rozpoznanych
rozpoznania .
nukleotydéw
0 0 100
100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
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Amplikon

15
16

17
18
19
20

21
22
23

24

25

26
27

28
29

30
31

32

Maj 2022 .

Chromo-
som

N

W W W w

Poczatek
amplikonu

228147052
235016350

4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604

56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

41069808
74077114

147475343

Koniec
amplikonu

228147144
235016422

4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681

56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

93
73

93
83
70
88

75
78
97

78

66

71
62

78
84

64
83

67

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

93
73

93
83
70
88

74
78
97

78

62

69
62

75
84

64
83

67

Materiat
genetyczny
amplikonu

Indel

PolyT (5),
indel

AT(3), indel
Nd.
CT(3), indel

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)

Indel

PolyA (6)
PolyG (
PolyT (
PolyA (
Nd.

PolyA (5),
indel

PolyA (5)

PolyA (7),
indel

Nd.

GT(3), CCA
(3)
Nd.

PolyA (6),
indel

PolyT (5)

)

6)
5),
5)

Zawartosc
GC

0,43
0,42

0,27
0,43
0,49
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

Prawidiowe
rozpoznania

76167
59787

74823
67977
57330
72072

60543
63882
79443

63882

50778

56511
50778

61425
68796

52416
67977

54873

Niepra-

. Brak
widtowe .
. rozpoznan
rozpoznania
0 0
0 0
0 1344
0 0
0 0
0 0
0 63
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow
100

100

98,2
100
100
100

99,9
100
100

100

100

100
100

100
100

100
100

100
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Amplikon

33

34
35
36
37

38

39
40
41

42
43
44
45

46
47

48

49
50
51

Maj 2022 .

Chromo-
som

(o>l >R e > RIS

N NN o o

~

Poczatek
amplikonu

149323731

155662213
6318713
24949983
31084900

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519

156476507
1817312

Koniec
amplikonu

149323821

155662287
6318814
24950074
31084999

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599

156476599
1817394

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

91

75
102
92
100

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

91

81

93
83

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

91

75
102
92
94

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

91

66

93
83

Materiat
genetyczny
amplikonu

CT(4), AG
(3)

Indel
PolyG (6)
Indel

GCT(5),
indel

PolyT (5),
TCT(3),
CTT(3)

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
Nd.

Indel
PolyA (7),
AG(4)
Indel
PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

Nd.
Indel
Nd.

Zawartosc
GC

0,55

0,43
0,68
0,63
0,61

0,55

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35
0,26

0,38
0,62

0,71

0,31

0,35
0,42

Prawidiowe
rozpoznania

74529

61425
83538
75348
76608

80262

77805
70434
76986

74529
59787
72072
71253

69615
73710

74529

54054

76167
67977

Nieora- Odsetek
. P Brak prawidlowo
widiowe :
. rozpoznan rozpoznanych
rozpoznania .
nukleotydow
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 378 99,5
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
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Amplikon

52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64

65
66
67
68
69
70
71
72

Maj 2022 .

Chromo-
som

© © © © 5 © o©

10
10
10

10
10

10
10
11
11
11
11
11
11

Poczatek
amplikonu

24811020

76518625

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599

101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612

Koniec
amplikonu

24811109

76518691

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687

101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89

81
97
70
100
62
102
73

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88

80
81
96
70
100
62
102
73

Materiat
genetyczny
amplikonu

PolyG (7),
CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel

Nd.
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel

AC(11),
indel

Nd.

Nd.

Nd.

Indel

Nd.

Indel

Nd.
PolyA (5)

Zawartosc
GC

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

Prawidiowe
rozpoznania

72171

54873
80262
53235
78624
67977
79443

63882

74529
64701
73710

77805
71747

65520
66339
78624
57330
81900
50778
83538
59787

Niepra- Odse‘tek

widtowe Brak , prawidtowo

fozpoznania TOZPOZnan  rozpoznanych
nukleotydow

0 720 99,0

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 325 99,5

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100
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Amplikon

73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87

88
89

90
91
92

Maj 2022 .

Chromo-
som

11
11
11
11

11
12

12

12
12
12
13
13

13
13
14

14
14

14
14
14

Poczatek
amplikonu

101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327

39517884
46958962

58050030
82390559
92549544

Koniec
amplikonu

101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393

39517966
46959034

58050110
82390649
92549609

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67

83
73

81
91
66

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
88

89
77
67

83
72

81
91
66

Materiat
genetyczny
amplikonu

Nd.
PolyG (6)
Indel

PolyA (5),
CA(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7),
AC(4)

Nd.
PolyA (6)
PolyG (5)
Nd.

PolyA (5),
PolyT (7),
PolyA (7),
indel

Indel
Indel

GA(3), TA
(3)
Nd.

PolyT (5),
indel

Indel
Indel

PolyA (5)

Zawartosc
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

Prawidiowe
rozpoznania

69615
74529
69615
69615

69615
68796

76167

66339
58149
77805
59787
72072

72891
63063
54873

67977
58642

66339
74529
54054

Nieora- Odsetek
. P Brak prawidlowo
widiowe :
. rozpoznan rozpoznanych
rozpoznania .
nukleotydow
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 0 100
0 326 99,4
0 0 100
0 0 100
0 0 100
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Amplikon

93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109
110
111

112
113

Maj 2022 .

Chromo-
som

14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

17
17

17
17
17
17

17
17

Poczatek
amplikonu

102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910

28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090

16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

Koniec
amplikonu

102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972

28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180

16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93
91
84

91
92

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93
89
82

91
92

Materiat
genetyczny
amplikonu

Indel
PolyC (5)
Indel

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indel

Nd.

Indel

Nd.
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13),
indel (x2)
PolyA (5)
PolyA (7),
AT(3), AT
(4), AT(4),
indel

Zawartosc
GC

0,62
0,45
0,25
0,68

0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

Prawidiowe
rozpoznania

76986
78624
55692
76167

77805
58149
74529
57330
51597
77805
71253
85176
74529

72891
71247

74529
76167
72891
66343

74529
75348

Niepra- Odse‘tek

widtowe Brak , prawidtowo

fozpoznania TOZPOZnan  rozpoznanych
nukleotydow

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 6 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

27 788 988

0 0 100

0 0 100
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Amplikon

114
115
116
17
118
119

120

121

122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135

Maj 2022 .

Chromo-
som

17
17
17
18
18
18

18

18

18
18
19
19
19
20
20
20
20

20
20
20
20
21

Poczatek
amplikonu

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026

38836999

47405382

54815665
59773996
625143

18121418
18186574
746056

10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823

Koniec
amplikonu

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094

38837073

47405462

54815749
59774060
625241

18121491
18186643
746149

10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66

Materiat
genetyczny
amplikonu

Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Nd.

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
indel

CTC(3),
indel

CT(3), indel
Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

Nd.

AC(3)
CT(3)

GT(3), TG
(4), inde

Indel
Indel
PolyG (6)
Indel

Indel

Zawartosc
GC

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43

0,37

0,47

0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

0,63
0,36
0,73
0,57
0,35

Prawidiowe
rozpoznania

64413
70434
68796
54873
74529
56511

61425

66339

69615
53235
81081
60605
57330
76986
67158
62244
57330

82719
54873
72072
71253
54054

Odsetek
Brak prawidlowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow

Niepra-
widiowe
rozpoznania

288 99,6
100
100
100
100
100

O O o o o o
o o o o o

0 0 100

0 0 100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

o o o
O O o o o ol o o o

o o o o o

100
100
100
100
100

o o o o o
o o o o o
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Amplikon

136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Maj 2022 .

Chromo-
som

21

21
21

21

Poczatek
amplikonu

33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Koniec
amplikonu

33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Rozmiar
analizowanego
fragmentu

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69

71
65
91
71

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Materiat
genetyczny
amplikonu

PolyT (6),
CA(3)

GT(3), indel

PolyA (6),
AG(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel

Nd.

Indel

Nd.

Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Nd.

Nd.

Nd.
PolyA (5)

Zawartosc
GC

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

Prawidiowe
rozpoznania

80262

71253
56439

73710

81900
79443
79443
81081
75348
56511
56511
58149
0

0

0

Odsetek
Brak prawidlowo
rozpoznan rozpoznanych
nukleotydow

Niepra-
widiowe
rozpoznania

0 0 100

0 0 100
0 72 99,9

0 0 100

100
100
100
100
100
100
100
100
Nd.
Nd.
Nd.

O O O o o olo o o oo
O O O o o o/lo o o oo
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Wyniki sekwencjonowania prébki NA12878 poréwnano z genotypem o wysokim poziomie ufnosci, ustalonym dla
probki NA12878 przez osrodek NIST (National Institutes of Standards and Technology) (v.2.19). Na sumaryczng
liczbe 150 amplikondéw 92 w petni zawierato sie w regionach genomu o wysokim poziomie ufnosci, 41 czesciowo
naktadato sie na te regiony, natomiast 17 nie naktadato sie na sekwencje NIST. W rezultacie dla kazdego powtdrzenia
uzyskano 10 000 wspdtrzednych do poréwnan. Rozpoznane nukleotydy niewariantowe zostaty poréwnane

z referencyjng sekwencjg hg19 genomu ludzkiego. Wyniki oznaczen doktadnosci zawiera Tabela 12.

Tabela 12 Zgodnos¢ wariantéw linii zarodkowych probki NA12878 z bazg danych NIST

Prébka Liczba Sredni odsetek rozpoznan TP FN TN FP PPA NPA OPA
amplikonow
NA12878 133 >99,9 6552 1 610470 0 >99,9 100 >99,9

W oparciu o dane dostarczone z dziewieciu przebiegéow analizy wariantow linii zarodkowej, mozna stwierdzic,
ze aparat NextSeq 550Dx Instrument jest w stanie powtarzalnie sekwencjonowac:

Zawarto$¢ GC 219% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych amplikonach z 19%
zawartoscig GC zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0,6%).

Zawarto$¢ GC <87% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych amplikonach z 87%
zawartoscig GC zostaty rozpoznane prawidtowo przy braku nierozpoznanych nukleotydow).

Lancuchy PolyA o dtugosci <9 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyA ztozone z dziewieciu nukleotydow zostaty rozpoznane prawidtowo przy braku
nierozpoznanych powtorzen).

Lancuchy PolyT o dtugosci <10 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyT ztozone z dziesieciu nukleotydow zostaty rozpoznane prawidtowo przy braku
nierozpoznanych powtérzen).

tancuchy PolyG o diugosci <7 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyG ztozone z siedmiu nukleotydéw zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku
braku rozpoznan na poziomie 1,0%).

tancuchy PolyC o dlugosci <6 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 2457 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyC ztozone z szesciu nukleotydéw zostaty rozpoznane prawidtowo przy braku
nierozpoznanych powtérzen).

Powtdrzenia dinukleotydowe o dtugosci <11x (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych
amplikonach z 11-krotnym powtdrzeniem dinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku
rozpoznan na poziomie 0,5%).

Powtdrzenia trinukleotydowe o dtugosci <5x (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 819 sekwencjonowanych
amplikonach z 5-krotnym powtérzeniem trinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku
rozpoznan na poziomie 0,5%).

Insercje o dtugosci <24 (66343 sposrdd 66370 rozpoznanych nukleotydow w 819 sekwencjonowanych
amplikonach zawierajgcych insercje 24-nukleotydowg zostato zidentyfikowanych poprawnie przy odsetku braku
rozpoznan na poziomie 1,2%; w regionach zawierajgcych insercje 24-nukleotydowg nie stwierdzano
nieprawidtowych rozpoznan).

Delecje o dtugosci <25 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 2457 sekwencjonowanych amplikonach zawierajgcych
delecje 25-nukleotydowg zostaty zidentyfikowane poprawnie przy braku nierozpoznanych powtorzen).

Warianty somatyczne

Opisywane tu badanie miato na celu dokonanie oceny dokfadnosci rozpoznawania wariantéw przez modut do
wykrywania wariantéw somatycznych aparatu NextSeq 550Dx Instrument przy uzyciu zestawu odczynnikéw na
300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

W tym badaniu uzyto oznaczenia reprezentatywnego w celu rozpoznania réznych genéw obejmujgcych

12 588 nukleotyddw (150 amplikondw) znajdujacych sie w 23 réznych chromosomach. Materiat DNA Platinum
Genome wyekstrahowano z poddanych obrébce blokéw FFPE, tworzagc szes¢ unikalnych probek ocenianych
w badaniu.
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DNA z probki linii komérkowej GM12877 rozcienczono DNA z prébki linii komorkowej GM12878, uzyskujac probki
GM12877-D5 i GM12877-D7 bedace zestawami unikalnych wariantéw heterozygotycznych o czestosciach
wystepowania wariantéw zblizonych do 5% i 7%. W podobny sposdb DNA z prébki linii komérkowej GM12878
rozcienczono DNA z prébki linii komoérkowej GM12877, uzyskujgc prébki GM12878-D5 i GM12878-D7. Kazda z
prébek oznaczano w trzech powtérzeniach, z wyjatkiem prébek rozcienczonych, ktére oznaczano w szesciu
powtdrzeniach. Wykonano w sumie dziewie¢ przebiegdw z uzyciem trzech aparatéw do sekwencjonowania, trzech
serii odczynnikéw z udziatem trzech operatoréw w okresie pieciu dni rozpoczynania oznaczen. Doktadno$¢ zostata
okreslona dla wariantéw SNV, insercji i delecji przez poréwnanie wynikdw badania z dobrze scharakteryzowana,
ztozong metodg referencyjng — bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0. O ile nie podano inaczej, regiony
o wysokim poziomie ufnosci zostaty zdefiniowane w oparciu o ww. metode referencyjna.

Tabela 13 Podsumowanie zgodnos$ci wariantdw somatycznych

Kryteria Obserwacje tacznie’ Wynik dla obserwacji? Wynik dla przebiegu®
PPA dla SNV 378 98,9 99,9

PPA dla inserciji 378 96,9 99,9

PPA dla delec;ji 378 97,1 99,9

NPA 378 >99,9 >99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

1 Obliczone jako liczba prébek na przebieg (42) x liczba przebiegow (9) = 378.

2 Najnizsza obserwowana warto$¢ dla powtdrzenia probki we wszystkich dziewieciu przebiegach.

3 Najnizsza warto$¢ w polaczonej analizie danych z kazdego przebiegu.
Tabela 14 zawiera dane z badania prezentowane w postaci procentowych zgodno$ci wynikéw dodatnich i ujemnych
dla poszczegdlnych probek, przy czym na potrzeby obliczeh zgodno$ci PPA wyniki wariantéw sg poréwnywane
z dobrze scharakteryzowanymi, ztozonymi danymi referencyjnymi. Trzy typy wariantow (SNV, insercje i delecje)
zostaly ze sobg potgczone. Poniewaz metoda referencyjna dostarcza tylko wyniki dotyczgce wariantéw pojedynczych
nukleotydéw oraz insercji/delecji, wyniki nukleotydéw niewariantowych na potrzeby obliczen zgodnosci NPA
poréwnywane sg z referencyjng sekwencjg hg19 genomu ludzkiego.

Tabela 14 Zgodnos$¢ wariantow somatycznych w zaleznosci od probki

Sredni odsetek Brak
Prébka e Oczekiwane TP FN rozr:voznania TN FP PPA NPA OPA
wariantu
GM12877 98,7 2052 2025 O 27 318682 | 15 | 100 | >99,9 | >99,9
GM12878 98,8 3645 3564 0O 81 317645 | 0 100 | 100 100
GM12879 99,8 2592 2538 0 54 323614 | 2 100 | >99,9 | >99,9
GM12884 99,8 3078 3024 O 54 322038 | 5 100 | >99,9 | >99,9
GM12885 99,8 3294 3213 | 0 81 322121 | O 100 100 100
GM12888 99,8 2916 2889 0 27 323048 | 2 100 | >99,9 | >99,9
GM12877-D5 99,8 9288 8930 O 358 630621 | 0 100 100 100
GM12877-D7 99,7 9288 9032 | 0 256 629719 | O 100 | 100 100
GM12878-D5 99,5 9288 8699 | 42 | 547 628582 | 0 99,5 | 100 >99,9
GM12878-D7 99,7 9288 9108 | 0 180 629803 | 0 100 | 100 100

Tabela 15 zawiera dane z badania prezentowane dla poszczegdlnych prébek, przy czym wyniki wariantow zostaty
poréwnane z dobrze scharakteryzowang, ztozong metodg referencyjng. Wykrywalnos¢ zostata oceniona oddzielnie dla
kazdego rodzaju wariantu — SNV, insercji i delecji. Pozycje referencyjne zostaty wykluczone.
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Tabela 15 Zgodnos$¢ wariantéw somatycznych w zaleznosci od rodzaju wariantu w prébce

Warianty SNV Insercje Delecje
Probka Oczekiwane TP FN Oczekiwane TP FN Oczekiwane 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 0 675 648 0 567 540 0
GM12885 2025 2025 0 675 648 0 594 540 0
GM12888 1782 1782 0 621 621 0 513 486 0
GM12877-D5 5454 5392 0 1782 1647 0 2052 1891 0
GM12877-D7 5454 5406 0 1782 1728 0 2052 1898 0
GM12878-D5 5454 5192 28 1782 1651 9 2052 1856 5
GM12878-D7 5454 5445 0 1782 1719 0 2052 1944 0

Dziesie¢ prébek poddano dalszej analizie pod katem rozpoznawania matych insercji i delecji (polimorfizmdw typu
indel) (Tabela 16). Obecnych byto w sumie 71 polimorfizmdw typu indel o wielkosci od 1 do 24 bp w przypadku insercji
i od 1 do 25 bp w przypadku deleciji.

Tabela 16 Podsumowanie wykrywania polimorfizméw typu indel wariantdw somatycznych

Typ wariantu Warianty oczekiwane TP FN Brak rozpoznania wariantu PPA
Insercja 10773 10282 9 482 99,2
Delecja 11502 10667 5 830 >99,9
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Liczba 150 amplikonéw byta zaprojektowana tak, aby pokry¢ zréznicowang zawartos¢ genomowg. Zawartos¢ GC w amplikonach miescita sie w zakresie 0,19-
0,87%. Amplikony charakteryzowaty sig réwniez pewnym zakresem powtdrzen pojedynczych nukleotydéw (np. PolyA, PolyT), dinukleotydow i trinukleotydow.
Dane skompilowano w oparciu o poszczegolne amplikony (Tabela 17) w celu oznaczenia wplywu zawarto$ci genomowej na odsetek prawidtowych rozpoznan.
Odsetek prawidtowych rozpoznan obejmuje rozpoznania wariantu i wzorca i jest mniejszy od 100% w przypadku nieprawidtowych rozpoznan lub braku
rozpoznan.

Tabela 17 Doktadnos¢ oznaczen wariantéw somatycznych na poziomie amplikonéw

Rozmiar \'l‘lvl:zlei?)tr:,:gh Materiat Niepra- Odsetek
Amp- Chromo- Poczatek Koniec analizo- 9 . Zawartos¢ Prawidlowe . P Brak prawidtowo
. X . o wysokim genetyczny K widtowe :
likon som amplikonu amplikonu wanego . . GC rozpoznania . rozpoznan rozpoznanych
poziomie amplikonu rozpoznania .
fragmentu . nukleotydow
ufnosci
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 35066 0 88 99,7
2 1 109465122 | 109465200 | 79 79 PolyA (5), 0,38 29827 0 35 99,9
PolyC (5),
indel
3 1 218353867 | 218353957 @ 91 91 Indel 0,4 34202 0 283 99,2
4 1 223906657 | 223906748 | 92 92 Indel 0,49 34613 0 163 99,5
5 1 228526602 | 228526682 @ 81 81 PolyG (5) 0,69 30571 0 47 99,8
6 1 236372039 | 236372108 | 70 70 PolyT (10), 0,39 26452 0 8 100,0
indel
7 1 247812041 | 247812128 & 88 88 PolyA (5), 0,27 33148 0 116 99,7
CT(3), TAA
(3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 33928 0 92 99,7
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 30218 0 22 99,9
10 2 177016721 | 177016805 | 85 81 Nd. 0,65 30616 0 2 >99,9
11 2 186625727 @ 186625801 | 75 75 PolyA (8) 0,35 28017 0 499 98,3
12 2 190323504 & 190323591 | 88 88 PolyT (5) 0,42 33207 0 57 99,8
13 2 200796740 & 200796826 | 87 87 PolyT (5), 0,31 32524 9 718 97,8
indel
14 2 212245049 | 212245139 | 91 91 PolyT (5), 0,3 33972 0 456 98,7
PolyA (6),
indel
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Amp-
likon

15
16

17
18
19
20

21
22
23

24

25

26
27

28
29

30
31

32

Maj 2022 .

Chromo-
som

N

W W W w

Poczatek
amplikonu

228147052
235016350

4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604

56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

41069808
74077114

147475343

Koniec
amplikonu

228147144
235016422

4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681

56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409

Rozmiar
analizo-
wanego
fragmentu
93

73

93
83
70
88

75
78
97

78

66

71
62

78
84

64
83

67

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

93
73

93
83
70
88

74
78
97

78

62

69
62

75
84

64
83

67

Materiat
genetyczny
amplikonu

Nd.

PolyT (5),
indel

AT(3), indel
Nd.
CT(3), indel

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)

Indel
PolyA (6)

PolyG (6),
PolyT (5),
PolyA (5)

Nd.

PolyA (5),
indel

PolyA (5)

PolyA (7),
indel

Nd.

GT(3), CCA
(3)
Nd.

PolyA (6),
indel

PolyT (5)

Zawartos¢
GC

0,43
0,42

0,27
0,43
0,49
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

Prawidtowe
rozpoznania

35051
27459

34534
31339
26373
32829

27925
29327
36585

20427

23356

25942
22944

28299
31658

24120
31297

25277

Niepra-

. Brak

widtowe .
. rozpoznan

rozpoznania
0 103
0 136
0 620
0 44
0 87
0 857
0 47
4 162
0 117
0 57
5 75
0 140
0 560
0 53
0 94
0 72
0 77
0 55
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow
99,7

99,5

98,2
99,9
99,7
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
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Amp-
likon

33

34
35
36
37

38

39
40
41

42
43
44
45

46
47

48

49
50
51

Maj 2022 .

Chromo-
som

D OO o »

N NN o o

~

Poczatek
amplikonu

149323731

155662213
6318713
24949983
31084900

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519

156476507
1817312

Koniec
amplikonu

149323821

155662287
6318814
24950074
31084999

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599

156476599
1817394

Rozmiar
analizo-
wanego
fragmentu

91

75
102
92
100

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

91

81

93
83

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

91

75
102
92
94

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

91

66

93
83

Materiat
genetyczny
amplikonu

CT(4), AG
(3)

Indel
PolyG (6)
Indel

GCT(5),
indel

PolyT (5),
TCT(3),
CTT(3)

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
Nd.

Indel
PolyA (7),
AG(4)
Indel
PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

Nd.
Indel
Nd.

Zawartos¢
GC

0,55

0,43
0,68
0,63
0,61

0,55

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35
0,26

0,38
0,62

0,71

0,31

0,35
0,42

Prawidtowe
rozpoznania

34308

28266
38489
34730
35057

36647

35681
32438
35441

34354
27575
33060
32423

32074
33791

34316

24901

35067
31365

Niepra-

. Brak

widtowe .
. rozpoznan

rozpoznania
0 90
0 163
0 67
0 46
0 483
0 406
0 238
0 70
0 91
0 44
0 28
0 213
0 489
0 56
0 281
0 82
0 47
0 87
0 9
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow

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

99,8
99,2

99,8

99,8

99,8
>99,9
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Amp-
likon

52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64

65
66
67
68
69
70
71
72

Maj 2022 .

Chromo-
som

© © © © 5 © o©

10
10
10

10
10

10
10
11
11
11
11
11
11

Poczatek
amplikonu

24811020

76518625

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599

101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612

Koniec
amplikonu

24811109

76518691

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687

101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684

Rozmiar
analizo-
wanego
fragmentu

90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89

80
81
97
70
100
62
102
73

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88

80
81
96
70
100
62
102
73

Materiat
genetyczny
amplikonu

PolyG (7),
CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel

Nd.
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel

AC(11),
indel

Nd.

Nd.

Nd.
Indel

Nd.
Indel

Nd.
PolyA (5)

Zawartos¢
GC

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

Prawidtowe
rozpoznania

32781

25228
36968
24472
36203
31329
36472

29473

34188
29843
33968

35829
32098

30217
30531
36105
26318
37785
23368
38546
27516

Niepra-

. Brak

widtowe .
. rozpoznan

rozpoznania
0 890
0 146
0 76
0 100
0 85
0 45
0 201
0 11
0 213
0 19
0 68
0 81
88 2048
0 28
0 96
0 192
0 153
0 24
0 68
0 10
0 78
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow

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
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Amp-
likon

73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87

88
89

90
91
92

Maj 2022 .

Chromo-
som

11
11
11
11

11
12

12

12
12
12
13
13

13
13
14

14
14

14
14
14

Poczatek
amplikonu

101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327

39517884
46958962

58050030
82390559
92549544

Koniec
amplikonu

101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393

39517966
46959034

58050110
82390649
92549609

Rozmiar
analizo-
wanego
fragmentu
85

91

85

85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67

83
73

81
91
66

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
88

89
77
67

83
72

81
91
66

Materiat
genetyczny
amplikonu

Nd.
PolyG (6)
Indel

PolyA (5),
CA(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7),
AC(4)

Nd.
PolyA (6)
PolyG (5)
Nd.

PolyA (5),
PolyT (7),
PolyA (7),
indel

Indel
Indel

GA(3), TA
(3)
Nd.

PolyT (5),
indel

Indel
Indel

PolyA (5)

Zawartos¢
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

Prawidtowe
rozpoznania

32083
34047
32065
32083

32103
31645

34824

30497
26773
35830
27498
32824

33574
29075
25313

31360
26499

30494
34313
24555

Niepra-

. Brak

widtowe .
. rozpoznan

rozpoznania
0 48
0 369
0 74
0 47
0 27
16 525
0 330
0 121
0 65
9 72
0 114
0 566
0 77
0 31
0 13
0 22
0 717
0 133
0 86
0 1527
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
nukleotydow
99,9

98,9

99,8
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98,3

99,8
99,9
99,9
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97,4

99,6
99,7
94,1
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Rozmiar ut:liz?::h Materiat Niepra- Odsetek
Amp- Chromo- Poczatek Koniec analizo- 9 . Zawartos¢ Prawidlowe . - Brak prawidtowo
. . . o wysokim genetyczny . widlowe .
likon som amplikonu amplikonu wanego . . GC rozpoznania . rozpoznan rozpoznanych
poziomie amplikonu rozpoznania :
fragmentu o s nukleotydow
ufnosci
93 14 102808496 & 102808589 | 94 94 Indel 0,62 35472 0 69 99,8
94 15 43170751 43170848 98 96 PolyC (5) 0,45 36264 0 24 99,9
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 25667 0 37 99,9
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), 0,68 34745 0 432 98,8
indel
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 35870 0 40 99,9
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 26762 0 76 99,7
99 15 89817413 89817503 91 91 Nd. 0,36 34286 0 112 99,7
100 15 89864274 89864343 70 70 Indel 0,56 26449 0 11 >99,9
101 16 1894910 1894972 63 63 Nd. 0,27 23809 0 5 >99,9
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 35860 0 50 99,9
103 16 53682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 32835 0 60 99,8
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 39177 0 144 99,6
105 16 85706375 85706465 91 91 PolyT (5), 0,37 34075 0 323 99,1
indel
106 17 3563920 3564008 89 89 GC(3) 0,64 33632 0 11 >99,9
107 17 3594191 3594277 87 87 PolyC (5), 0,67 32752 0 134 99,6
indel
108 17 3970090 3970180 91 91 Indel 0,46 34343 0 82 99,8
109 17 16084945 16085037 93 93 Indel 0,26 35077 0 78 99,8
110 17 33998759 33998849 91 89 PolyT (5) 0,54 33553 0 89 99,7
111 17 39589691 39589774 84 82 PolyA (13), 0,29 30554 53 2296 92,9
indel (x2)
112 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 34360 0 38 99,9
113 17 45438866 45438957 92 92 PolyA (7), 0,26 34367 0 418 98,8
AT(3), AT
(4), AT(4),
indel
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Rozmiar ut:liz?::h Materiat Niepra- Odsetek
Amp- Chromo- Poczatek Koniec analizo- 9 . Zawartos¢ Prawidlowe . - Brak prawidtowo
. . . o wysokim genetyczny . widlowe .
likon som amplikonu amplikonu wanego . . GC rozpoznania . rozpoznan rozpoznanych
poziomie amplikonu rozpoznania :
fragmentu o s nukleotydow
ufnosci

114 17 61502432 61502510 79 79 Indel 0,41 29751 0 119 99,6
115 17 64023582 64023667 86 86 PolyT (7) 0,22 32176 0 340 99,0
116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 31604 7 141 99,5
117 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 25273 8 45 99,8
118 18 6980478 6980568 91 91 Nd. 0,37 34386 0 12 >99,9
119 18 9888026 9888094 69 69 PolyA (6), 0,43 25692 0 399 98,5

TG(3)
120 18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), 0,37 27923 0 893 96,9

indel
121 18 47405382 47405462 81 81 CTC(3), 0,47 30598 0 20 99,9

indel
122 18 54815665 54815749 85 85 CT(3), indel 0,45 31969 0 161 99,5
123 18 59773996 59774060 65 65 Nd. 0,48 24531 0 48 99,8
124 19 625143 625241 99 99 Nd. 0,59 37298 0 124 99,7
125 19 18121418 18121491 74 74 Nd. 0,68 27881 0 109 99,6
126 19 18186574 18186643 70 70 Nd. 0,64 26442 0 26 99,9
127 20 746056 746149 94 94 Nd. 0,61 35501 0 31 99,9
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 30951 0 72 99,8
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 28686 0 42 99,9
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3), TG 0,46 26372 0 88 99,7

(4), indel
131 20 25278421 25278521 101 101 Indel 0,63 38159 0 20 99,9
132 20 50897302 50897368 67 67 Indel 0,36 25188 0 544 97,9
133 20 62331904 62331994 91 88 PolyG (6) 0,73 32969 0 309 99,1
134 20 62690860 62690946 87 87 Indel 0,57 32818 0 77 99,8
135 21 30300823 30300888 66 66 Indel 0,35 24758 9 181 99,2
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Amp-
likon

136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Maj 2022 .

Chromo-
som

21

21
21

21

Poczatek
amplikonu

33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Koniec
amplikonu

33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Rozmiar
analizo-
wanego
fragmentu

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69

71
65
91
71

Nukleotydy
w regionach
o wysokim
poziomie
ufnosci

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Materiat
genetyczny
amplikonu

PolyT (6),
CA(3)

GT(3), indel

PolyA (6),
AG(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel

Nd.

Indel

Nd.

Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Nd.

Nd.

Nd.
PolyA (5)

Zawartos¢
GC

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

Prawidtowe
rozpoznania

36902

32841
25939

33942

37733
36617
36525
37398
34754
26046
26019
26780
0

0

0

Niepra-
widtowe
rozpoznania

Brak
rozpoznan

0 160

0 48
0 280

86
49
162
24
22
36
63
58

O O o/l o/ o o o o o o o
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Odsetek
prawidtowo
rozpoznanych
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99,8
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99,9
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99,9
99,8
99,8
Nd.

Nd.

Nd.
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Wyniki sekwencjonowania prébki linii komoérkowej GM12878 poréwnano z genotypem o wysokim poziomie ufnosci,
ustalonym dla prébki NA12878 przez Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii (NIST, National Institutes of
Standards and Technology) (v.2.19). Na sumaryczng liczbe 150 amplikonéw 92 w petni zawierato sie w regionach
genomu o wysokim poziomie ufnosci, 41 cze$ciowo naktadato sie na te regiony, natomiast 17 nie naktadato sie na
sekwencje NIST. W rezultacie dla kazdego powtoérzenia uzyskano 10 000 wspdhrzednych do poréwnan. Rozpoznane
nukleotydy niewariantowe zostaty poréwnane z referencyjng sekwencjg hg19 genomu ludzkiego. Wyniki oznaczen
doktadnosci zawiera Tabela 18.

Tabela 18 Zgodnos¢ wariantdw somatycznych prébki linii komorkowej GM12878 z bazg danych NIST
Prébka Liczba amplikonéw = Sredni odsetek rozpoznan TP FN TN FP PPA NPA OPA
GM12878 133 98,8 2808 0 258488 0 100 100 100

W oparciu o dane dostarczone z dziewieciu przebiegéw analizy wariantéw somatycznych, mozna stwierdzic,
ze aparat NextSeq 550Dx Instrument jest w stanie powtarzalnie sekwencjonowac:

Zawarto$¢ GC 219% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych amplikonach z 19%
zawartoscig GC zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 2,6%).

Zawartos¢ GC <87% (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych amplikonach z 87%
zawartoscig GC rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0,6%).

tancuchy PolyA o dtugosci <9 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyA ztozone z dziewieciu nukleotydow zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku
braku rozpoznan na poziomie 2,5%).

Lancuchy PolyT o dtugosci <10 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyT ztozone z dziesieciu nukleotydoéw zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku
braku rozpoznan na poziomie 0,1%).

tancuchy PolyG o diugosci <6 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 2268 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyG ztozone z szesciu nukleotyddw zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku
braku rozpoznah na poziomie 0,5%).

tancuchy PolyC o dtugosci <6 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 756 sekwencjonowanych amplikonach
zawierajgcych powtorzenie PolyC ztozone z szesciu nukleotyddw zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku
braku rozpoznan na poziomie 0,4%).

Powtdrzenia dinukleotydowe o dtugosci <4x (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1890 sekwencjonowanych
amplikonach z 4-krotnym powtérzeniem dinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku
rozpoznan na poziomie 0,9%).

Powtdrzenia trinukleotydowe o dtugosci <5x (wszystkie zidentyfikowane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych
amplikonach z 5-krotnym powtérzeniem trinukleotydu zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku
rozpoznan na poziomie 1,4%).

Insercje o dtugosci <23 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 378 sekwencjonowanych amplikonach zawierajgcych
insercje 23-nukleotydowg zostaty rozpoznane prawidtowo przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0,8%).
Delecje o dtugosci <25 (wszystkie rozpoznane nukleotydy w 1134 sekwencjonowanych amplikonach zawierajgcych
delecje 25-nukleotydowg zostaty rozpoznane poprawnie przy odsetku braku rozpoznan na poziomie 0,7%).

Precyzja

Precyzje oznaczen z wykorzystaniem aparatu NextSeq 550Dx Instrument wyznaczono, badajac 13 unikalnych probek
Platinum Genome przy uzyciu trzech aparatéw, trzech serii odczynnikéw przez trzech operatoréw; w sumie dziewie¢
przebiegéw sekwencjonowania inicjowanych w pieciu dniach. Oznaczenie reprezentatywne, prébki i metoda
referencyjna byly takie same, jak opisane dla badania dokfadno$ci oznaczania wariantéw linii zarodkowej. Udziaty

W precyzji wyznaczono w analizie komponentéw wariacyjnych z wykorzystaniem VAF jako zmiennej odpowiedzi oraz
obliczajgc odchylenia standardowe na poziomie komponentu dla aparatu, serii odczynnikéw, operatora i dnia
rozpoczecia oznaczenia (Tabela 19). Catkowita liczba obserwacji wykorzystanych w analizie dla kazdego
komponentu zmiennos$ci, tj. aparatu, operatora i serii odczynnikéw, wyniosta 699, 176 i 235 odpowiednio w przypadku
wariantéw SNV, insercji i deleciji.
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Tabela 19 Wyniki precyzji oznaczen przy uzyciu aparatu NextSeq 550Dx Instrument (odchylenie standardowe)

Komponent SD Catkowite SD
Komponent Typ wariantu Maks. Mediana Maks. Mediana
Seria SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Insercja 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delecja 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
Aparat SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
Insercja 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delecja 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Operator SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Insercja 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delecja 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Dzien SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Insercja 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delecja 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

Poréwnanie metod (platforma sekwencjonujgca)

Prébki krwi petnej i probki FFPE poddawano badaniom w aparatach NextSeq 550Dx Instrument i MiSegDx Instrument
przy uzyciu zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx zgodnie z procedurami analiz wariantéw linii zarodkowej

i wariantéw somatycznych. Ocene zgodnosci czestosci wystepowania wariantéw w prébkach krwi i FFPE oceniano

w wielokrotnych oznaczeniach reprezentatywnych. Rysunek 2 przedstawia wykres korelacji VAF miedzy dwoma
aparatami w jednym oznaczeniu reprezentatywnym, a Tabela 20 zawiera podsumowanie tej korelacji dla panelu
oznaczen. W oparciu o silng korelacje miedzy aparatami MiSeqDx i NextSeq 550Dx Instrument stwierdzono, ze cechy
charakterystyki dziatania zalezne od czynnikéw przedanalitycznych (np. sposobéw ekstrakcji czy substancji
zaktécajacych) dotyczg obu tych urzgdzen. Dodatkowe informacije znajdujg sie w ulotce dotagczonej do opakowania
zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Rysunek 2 Korelacja wartosci VAF miedzy aparatem MiSegDx Instrument a aparatem NextSeq 550Dx Instrument
w oznaczeniu 1 dla probek FFPE (po lewej) i probek krwi (po prawej)

1 : T
0.9 Warianty somatyczne 09 Linia zarodkowa
E —
< 08 i 08
2 07 g o7
5 %
8 os S 06
w
& 0,5 50,5
g 04 § 0,4
£ 03 X 03
3 b
< 02 0,2
01 0,1
0 0
0 01020304050607 0809 1 0 010203040506070809 1
MiSeqDx (VAF) MiSeqDx (VAF)
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Tabela 20 Wyniki poréwnania metod z wykorzystaniem unikalnych probek krwi i FFPE

Zrédlo = Oznaczenie (panel Powtoérzenia Powtorzenia Obserwacje Nachylenie = Punkt Korelacja

gDNA oligonukleotydow) biologiczne techniczne (na (liczba przecigcia = (R?
(probki) probke) wariantow)

Krew Oznaczenie 1 45 2 8369" 0,992 0,002 0,9952

Krew Oznaczenie 2 45 2 5457 0,995 0,005 0,981

FFPE Oznaczenie 1 46 2 8319 0,993 0,000 0,9972

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

'Dwa punkty danych usunigto w oparciu o podane ograniczenie dla modutu do wykrywania wariantéw linii zarodkowej.
2Wspc’)k;zynnik determinaciji dla wykreséw VAF przedstawionych na rysunku 2.

Odtwarzalnosc¢

Odtwarzalnos¢ oznaczen z uzyciem aparatu NextSeq 550Dx Instrument oceniano przy uzyciu prébek Platinum
Genome w oznaczeniu reprezentatywnym majgcym na celu rozpoznanie réznych genéw obejmujgcych

12 588 nukleotyddw znajdujgcych sie w 23 réznych chromosomach przy uzyciu 150 amplikonéw. Badanie wariantéw
linii zarodkowej obejmowato siedem powtérzen kazdej z 13 probek; badanie wariantéw somatycznych obejmowato
sze$¢ powtdrzeh kazdej z siedmiu prébek przy réznych poziomach VAF. Prébki przygotowano przy uzyciu zestawu
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.

Badanie przeprowadzono w trzech zewnetrznych osrodkach z wykorzystaniem jednej serii zestawu odczynnikéw na
300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). W kazdym osrodku korzystano z pojedynczego
aparatu NextSeq 550Dx Instrument. W kazdym osrodku badania wykonywato dwoch operatoréw. Kazdy z operatoréw
wykonywat badania w trzech nienastepujacych po sobie dniach rozpoczynania oznaczen; fgcznie wykonano

36 przebiegéw w trzech osrodkach. W badaniu wykonano po 18 przebiegéw dla procedur oznaczania wariantow linii
zarodkowej i wariantéw somatycznych.

Linia zarodkowa

Warianty linii zarodkowej o VAF na poziomie 20,2 raportowane sg jako wyniki (warianty) dodatnie. W przypadku
spodziewanych dodatnich wariantéw linii zarodkowej dokonywano oceny danych dotyczgcych odsetka braku
rozpoznan i odsetka prawidtowych rozpoznan dodatnich dla kazdego rodzaju wariantu (SNV, insercja, delecja). Tabela
21 zawiera podsumowanie obserwowanych wskaznikéw wraz z obliczonymi metodg punktacji Wilsona gérnymi

i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL) dla kazdego typu wariantu.

Tabela 21 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw dodatnich
w zaleznosci od typu wariantu

Typ wariantu Brak rozpoznania Prawidlowe rozpoznanie dodatnie
Obserwacja tacznie Odsetek Obserwacja tacznie Odsetek 95% 95%
LCL UCL
SNV 16 110376 0,014 110349 110360 99,99 99,98 99,99
Insercje 1026 37044 2,77 36018 36018 100 99,99 100,00
Delecje 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

Warianty linii zarodkowej o VAF na poziomie <0,2 sg raportowane jako wyniki ujemne (typ dziki). W odniesieniu do
spodziewanych ujemnych wynikdw oznaczen wariantéw linii zarodkowej dane oceniano w oparciu o odsetki brakow
rozpoznan i prawidtowych rozpoznan typu dzikiego. Tabela 22 zawiera podsumowanie obserwowanych wskaznikéw
wraz z obliczonymi metodg punktacji Wilsona gérymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL).
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Tabela 22 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow linii zarodkowej dla spodziewanych wynikéw ujemnych

Typ Brak rozpoznania Prawidiowe rozpoznanie ujemne

Raants Obserwacja tacznie Odsetek Obserwacja tacznie Odsetek 95% 95%
LCL UCL

Typ dziki 4883 19600 182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00

Warianty linii zarodkowej o VAF na poziomie 20,2 i <0,7 okreslane s3 jako dodatnie heterozygotyczne, a warianty linii
zarodkowej o VAF na poziomie 20,7 okreslane sg jako dodatnie homozygotyczne. Do stwierdzenia, czy wewnetrzna
zmiennos$¢ oznaczenia wptywa na rozpoznanie genotypu, uzyto probek linii zarodkowych z wariantami
heterozygotycznymi. Dla obu punktéw odciecia (0,2 dla genotypdw heterozygotycznych i 0,7 dla genotypow
homozygotycznych) wyznaczono wartosci Cx, gdzie x jest odsetkiem powtarzanych préb przekraczajgcych punkt
odciecia. Dla dolnego punktu odciecia przy wartosci VAF réwnej 0,2 wartos¢ Cx wyniosta 299,999%, co wskazuje, ze
299,999% wariantéw heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako heterozygotyczne. Dla gérnego punktu
odciecia przy wartosci VAF réwnej 0,7 wartos¢ Cx wyniosta <0,001%, co wskazuje, ze <0,001% wariantéw
heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako homozygotyczne. Tabela 23 przedstawia podsumowanie wynikow
dla poszczegdlnych typdw wariantow.

Warianty linii zarodkowej o VAF na poziomie 20,2 i <0,7 okre$lane sg jako dodatnie heterozygotyczne, a warianty linii
zarodkowej o VAF na poziomie 20,7 okreslane sg jako dodatnie homozygotyczne. Do stwierdzenia, czy wewnetrzna
zmiennos¢ oznaczenia wptywa na rozpoznanie genotypu, uzyto prébek linii zarodkowych z wariantami
heterozygotycznymi. Dla obu punktéw odciecia (0,2 dla genotypéw heterozygotycznych i 0,7 dla genotypdw
homozygotycznych) wyznaczono wartosci Cx, gdzie x jest odsetkiem powtarzanych préb przekraczajgcych punkt
odciecia. W odniesieniu do dolnego punktu odciecia przy wartosci VAF réwnej 0,2 wartos¢ Cx wyniosta 299,999%,
wskazujgc, ze 299,999% wariantéw heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako heterozygotyczne. Dla
gornego punktu odciecia przy wartosci VAF rownej 0,7 wartos¢ Cx wyniosta <0,001%, co wskazuje, ze <0,001%
wariantow heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako homozygotyczne. Tabela 23 przedstawia podsumowanie
wynikéw dla poszczegdlnych typdw wariantow.

Tabela 23 Wartosci Cx linii zarodkowej dla wariantéw heterozygotycznych

Typ wariantu Punkt odciecia przy wartosci VAF rownej 0,2 Punkt odciecia przy wartosci VAF rownej 0,7
2C99,999% <C0,001%
SNV 94/94 94/94
Insercje 24/24 24/24
Delecje 35/35 35/35
tacznie 153 153
Warianty somatyczne

Warianty somatyczne o VAF na poziomie 20,026 raportowane sg jako wyniki (warianty) dodatnie. Na potrzeby analiz
obserwacje o VAF na poziomie 20,01 i <0,026 uznawano za niejednoznaczne (ani dodatnie, ani ujemne, znakowane
jako warianty o niskiej czestosci wystepowania). W ramach oceny wydajnosci oznaczen wyniki obliczano na trzy
sposoby:

Najlepszy scenariusz: kazdy wynik niejednoznaczny traktowano jako prawidtowe rozpoznanie dodatnie (zgodnos¢

z oczekiwanymi wynikami).

Najgorszy scenariusz: kazdy wynik niejednoznaczny traktowano jako rozpoznanie nieprawidtowe (niezgodnosc

z oczekiwanymi wynikami).

Scenariusz wykluczenia: wyniki niejednoznaczne wykluczano z analizy.
Trzy tabele — Tabela 24, Tabela 25 i Tabela 26 — zawierajg podsumowanie wynikéw rozpoznar odpowiednio dla
scenariusza najlepszego, scenariusza najgorszego i scenariusza wykluczenia wraz z obliczonymi metodg punktaciji
Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufno$ci 95% (LCL/UCL).
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Tabela 24 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow somatycznych dla spodziewanych wynikéw dodatnich
w zaleznosci od rodzaju wariantu (najlepszy scenariusz)

Typ wariantu Prawidtowe rozpoznanie dodatnie

Obserwacja tacznie Odsetek 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercje 18036 18036 100 99,98 100,00
Delecje 18381 18381 100 99,98 100,00

Tabela 25 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow somatycznych dla spodziewanych wynikéw dodatnich
w zaleznosci od rodzaju wariantu (najgorszy scenariusz)

Typ wariantu Prawidlowe rozpoznanie dodatnie

Obserwacja tacznie Odsetek 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercje 18000 18036 99,8 99,72 99,86
Delecje 18381 18381 100 99,98 100,00

Tabela 26 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow somatycznych dla spodziewanych wynikéw dodatnich
w zaleznosci od rodzaju wariantu (wykluczenie niejednoznacznego rozpoznania)

Typ wariantu Prawidiowe rozpoznanie dodatnie

Obserwacja tacznie Odsetek 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercje 18000 18000 100 99,98 100,00
Delecje 18381 18381 100 99,98 100,00

Warianty somatyczne o VAF na poziomie <0,01 sg raportowane jako wyniki ujemne (typ dziki). W odniesieniu do
spodziewanych ujemnych wynikow oznaczen wariantéw somatycznych dane oceniano w oparciu o odsetki brakéw
rozpoznan i prawidtowych rozpoznan typu dzikiego. Prawidtowe rozpoznania typu dzikiego stwierdzano w oparciu

o wykluczenie brakéw rozpoznan i odjecie od sumarycznej liczby obserwowanych rozpoznar mieszczgcych sie

w strefie niejednoznacznosci (VAF 20,01 i <0,026) oraz nieprawidtowych rozpoznan powyzej punktu odciecia (VAF
20,026). Tabela 27 zawiera podsumowanie obserwowanych, fgcznych i procentowych wynikéw ujemnych lokalizaciji
somatycznych pod katem braku rozpoznan i prawidtowych rozpoznan typu dzikiego wraz z obliczonymi metodag
punktacji Wilsona gérnymi i dolnymi granicami przedziatu ufnosci 95% (LCL/UCL).

Tabela 27 Obserwacje w zakresie rozpoznan wariantow somatycznych dla spodziewanych wynikéw ujemnych

Typ_ Brak rozpoznania PraW|d#ow1_e
wariantu rozpoznanie
Obser- . Niejedno- Niepra- Prawi- . 95% 95%
wacja =il (2L zZnaczne widiowe = dlowe tacznie Odsetek LCL ucL
Typ dziki 36326 8909676 @ 0,408 2254 121 8870975 | 8873350 & 99,97 99,972 | 99,974

W celu wyznaczenia wartosci C95 oznaczenia (w ramach kazdego typu wariantu) dokonano oceny probek
somatycznych przy réznych poziomach VAF tego samego wariantu. Do oceny zmiennosci w poblizu punktu odciecia
oznaczenia uzyto probek o oczekiwanych poziomach VAF z zakresu od 0,02 do 0,07. Wartosci C95 wyznaczono dla
kazdego wariantu; najwyzsze wartosci C95 dla kazdego typu wariantu przedstawia Tabela 28.
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Tabela 28 Podsumowanie wartosci C95 dla wariantow somatycznych

Typ wariantu N C95

SNV 74 0,0613
Insercja 24 0,0573
Delecja 33 0,0575

Wydajnosc¢ zestawu odczynnikow na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 Cycle)

Przeglad

Aparat NextSeq 550Dx Instrument obstuguje dwa zestawy odczynnikéw: zestaw odczynnikéw na 300 cykli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) i zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). W celu wykazania, ze zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) spetnia wymagania w zakresie parametrow analitycznych zweryfikowanych

i zwalidowanych dla zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles),
zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) poddano serii testéw.
Przy uzyciu zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx sporzgdzono dwie biblioteki — jedng w procedurze dla linii
zarodkowej, a drugg w procedurze dla wariantéw somatycznych. Biblioteki przygotowane w kazdej z procedur
poddano testom z wykorzystaniem trzech serii zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles) na trzech aparatach NextSeq 550Dx Instrument. Dodatkowo testy w ramach kazdej
procedury obejmowaty pojedynczy przebieg z uzyciem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Czutosc¢ analityczna (granica proby slepej [LoB] i granica wykrywalno$ci [LoD])

Weryfikacja z uzyciem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles)
wykazata, ze aparat NextSeq 550Dx Instrument byt w stanie wykrywac warianty przy wartosci VAF réwnej 0,05

z btedem typu Il wynoszgcym < 0,05 oraz ze punkt odciecia przy wartosci VAF rownej 0,026 wykorzystywany

w module do wykrywania wariantéw somatycznych (efektywna wartos¢ LoB) dopuszcza btad typu | wynoszacy
<0,01. W oparciu o powyzsze stwierdzenia oczekuje sie, ze wariant o VAF 0,05 ma czesto$¢ wystepowania wiekszg
lub réwng 0,026 VAF w 95% przypadkow, zas pozycja typu dzikiego wystepuje z czestoscig mniejszg niz 0,026 VAF
w 99% przypadkéw. W celu upewnienia sie, ze powyzsze wartosci deklarowane pozostajg prawdziwe dla zestawu
odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), wykonano serie powtorzen
pomiaréw prébek typu dzikiego (prébek LoB) oraz probek zawierajgcych warianty z VAF na poziomie 0,05 (probek
LoD) z uzyciem aparatu NextSeq 550Dx Instrument i zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Odsetek rozpoznan powyzej i ponizej punktu odciecia wynoszacego 0,026 poréwnano
z wartosciami deklarowanymi wyznaczonymi przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

W testach uzyto dwdch probek LoD, kazdej o unikalnym zestawie wariantéw o docelowej czestosci wystepowania
VAF réwnej 0,05 oraz odpowiednich prébek LoB zawierajgcych typ dziki docelowych wariantéw. W ramach
przygotowywania bibliotek probki LoD i LoB przetwarzano odpowiednio w o$miu i siedmiu powtérzeniach przy uzyciu
zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Biblioteki poczatkowo sekwencjonowano z wykorzystaniem zestawu
odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) w celu zidentyfikowania
wariantéw/wspotrzednych genomowych na potrzeby oceny LoB/LoD przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). W analizie LoD wykorzystano wszystkie warianty

O wyznaczonej w oparciu 0 zestaw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2

(300 cycles) sredniej warto$ci VAF z zakresu 0,045-0,055 (warianty LoD) (N = 51 wariantéw). W analizie LoB
oceniano 51 odpowiadajgcych im wspoétrzednych genomowych.
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Na potrzeby oceny zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles)
biblioteki sekwencjonowano w trzech przebiegach w trzech kolejnych dniach przy uzyciu tego samego aparatu i tej
samej serii zestawu odczynnikow. Testy obejmowaty 24 powtdrzenia dla kazdego z 51 wariantéw LoD i 21 powtérzen
dla kazdej z odpowiadajgcych im pozycji typu dzikiego. Odsetek rozpoznan typu dzikiego przy VAF o wartosci <0,026
przedstawia Tabela 29. Odsetek rozpoznan wariantow LoD przy VAF o wartosci 20,026 przedstawia Tabela 30.

Tabela 29 Odsetek rozpoznan przy VAF o wartosci < 0,026 dla pozycji typu dzikiego (ocena deklarowanej wartosci

LoB)
Typ Oceniane Obserwacje Liczba pomiaréw Odsetek 95-procentowy
wariantu pozycje tacznie VAF <2,6% przedziat ufnosci dla
22,6% odsetka
SNV 32 672 0 1 0,994 — 1
Insercja 11 231 0 1 0,984 — 1
Delecja 8 168 0 1 0,978 — 1

Tabela 30 Odsetek rozpoznan = 0,026 VAF dla wariantdéw LoD (ocena deklarowanej wartosci LoD )

Typ Oceniane Obserwacje Liczba pomiaré6w @ Liczba pomiarow Odsetek 95-procentowy
wariantu pozycje tacznie VAF VAF 22,6% przedziat ufnosci dla
<2,6% 22,6% odsetka
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993 -1
Insercja 11 264 3 261 0,989 0,967 — 0,996
Delecja 8 192 2 190 0,99 0,963 - 0,997
Doktadnos¢

Linia zarodkowa

W celu dokonania oceny dokfadnosci rozpoznawania wariantéw przez modut do wykrywania wariantéw linii
zarodkowej przeprowadzono nastepujgce badanie z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw na 300 cykli

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Dwanascie unikalnych prébek Platinum Genome poddano
badaniu z wykorzystaniem oznaczenia reprezentatywnego. Wykonano w sumie 11 przebiegdw na trzech aparatach
NextSeq 550Dx Instrument z wykorzystaniem trzech zestawdw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Doktadnos$¢ zostata okreslona dla wariantow SNV, insercji i delecji przez poréwnanie danych z badania z dobrze
scharakteryzowang, ztozong metodg referencyjng — bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0.

W charakterze odniesienia podano wyniki oznaczenia doktadnos$ci pojedynczego przebiegu sekwencjonowania
z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).
Podsumowanie wynikow przedstawia Tabela 31.

Tabela 31 Podsumowanie zgodnosci dla linii zarodkowej

Krvteria Obserwacje Wynik dla Wynik dla Wynik dla Wynik dla
v tacznie (v2.5)" obserwacji (v2.5)2 obserwacji (v2)3 przebiegu (v2.5)* przebiegu (v2)*
PPA dla 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9
SNV
PPA dla 1056 100 100 100 98,9
insercii
PPA dla 1056 95,2 95,2 >99,9 100
delegji
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 >99.9 >99,9 >99,9 >99,9

1 Obliczone jako liczba prébek w przebiegu x liczba przebiegéw (96 probek na przebieg x 11 przebiegéw = 1056 obserwacji).
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2 Najnizsza obserwowana wartos¢ dla powtorzenia probki we wszystkich przebiegach (w oparciu o 11 przebiegdw z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).

3 Najnizsza obserwowana warto$é dla powtorzenia probki w jednym przebiegu (facznie 96 obserwacii).

4 Najnizsza warto$¢ w potaczonej analizie danych z kazdego przebiegu.

Warianty somatyczne

Opisane ponizej badanie miato na celu dokonanie oceny doktadno$ci rozpoznawania wariantow przez modut do
wykrywania wariantéw somatycznych aparatu NextSeq 550Dx Instrument przy uzyciu zestawu odczynnikéw na

300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Dziesie¢ probek Platinum Genome FFPE (dwie
z wariantami rozcienczonym do VAF o wartosci 0,05) poddano badaniu przy uzyciu oznaczenia reprezentatywnego.
Wykonano w sumie 11 przebiegéw na trzech aparatach NextSeq 550Dx Instrument z wykorzystaniem trzech serii
zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Doktadnos¢ zostata okreslona dla wariantéw SNV, insercji i delecji przez poréwnanie danych z badania z dobrze
scharakteryzowana, ztozong metodg referencyjng — bazg danych Platinum Genomes w wersji 2016-1.0.

W charakterze odniesienia podano wyniki oznaczenia doktadnosci pojedynczego przebiegu sekwencjonowania
z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).
Podsumowanie wynikow przedstawia Tabela 32.

Tabela 32 Podsumowanie zgodnosci wariantdow somatycznych

Obserwacje Wynik wg Wynik wg Wynik wg Wynik wg
Kryteria facznie obserwacji obserwacji przebiegu przebiegu
(v2.5)" (v2.5)2 (v2)? (v2.5)* (v2)*
PPA dla 528 100 100 100 100
SNV
PPA dla 528 96,9 96,9 >99,9 >99,9
insercji
PPA dla 528 100 100 100 100
delecji
NPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

" Obliczone jako liczba prébek w przebiegu x liczba przebiegéw (48 prébek na przebieg x 11 przebiegdéw = 528 obserwacji).

2 Najnizsza obserwowana warto$¢ dla powtdérzenia probki we wszystkich przebiegach (w oparciu 0 11 przebiegéw z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).

3 Najnizsza obserwowana wartos¢ dla powtorzenia probki w jednym przebiegu (facznie 96 obserwaciji).

4 Najnizsza wartos¢ w potgczonej analizie danych z kazdego przebiegu.

Precyzja

Linia zarodkowa

Precyzje oznaczen z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cycles) przy uzyciu modutu do wykrywania wariantéw linii zarodkowej oceniano w oparciu o probki
Platinum Genome i oznaczenie reprezentatywne. Badanie polegato na przygotowaniu pojedynczej biblioteki przy
uzyciu zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, obejmujgcej 12 probek, z ktdrych kazda zostata poddana
przetwarzaniu w osmiu powtérzeniach. Biblioteki sekwencjonowano z wykorzystaniem trzech serii zestawu
odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) na trzech aparatach
NextSeq 550Dx Instrument — razem dziewie¢ przebiegébw sekwencjonowania.

Do stwierdzenia, czy wewnetrzna zmienno$¢ oznaczenia wptywa na rozpoznanie genotypu uzyto prébek z wariantami
heterozygotycznymi (N = 153 unikalne warianty heterozygotyczne). Dla obu punktéw odciecia stosowanych w module
do wykrywania wariantéw linii zarodkowej (0,2 dla genotypdw heterozygotycznych i 0,7 dla genotypow
homozygotycznych) wyznaczono wartosci Cx, gdzie x jest odsetkiem powtarzanych préb przekraczajgcych punkt
odciecia. Dla dolnego punktu odciecia przy wartosci VAF réwnej 0,2 wariant z minimalng wartoscig Cx byt
identyfikowany przy uzyciu zestawu odczynnikow na 300 cykli NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles)
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w >99,9% przypadkéw, co wskazuje, ze >99,9% wariantéw heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako
heterozygotyczne. Dla gérnego punktu odciecia przy wartosci VAF réwnej 0,7 wariant z minimalng wartoscig Cx byt
identyfikowany przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles)

w <1,5% przypadkow, co wskazuje, ze £1,5% wariantow heterozygotycznych zostatoby rozpoznanych jako
homozygotyczne. Tabela 33 zawiera podsumowanie wynikéw dla poszczegolnych rodzajéw wariantéw. Dla
poréwnania podano wartosci Cx z pojedynczego sekwencjonowania przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Tabela 33 Wartosci Cx linii zarodkowej dla wariantéw heterozygotycznych

Punkt odciecia przy wartosci VAF rownej 0,2 Punkt odciecia przy wartosci VAF

Typ wariantu N rownej 0,7
Min. Cx (v2.5)" Min. Cx (v2)? Maks. Cx (v2.5)" Maks. Cx (v2)2
SNV 94 | >99,9% >99,9% 1,5% 1,0%
Insercje 24 100% 100% 0% <0,1%
Delecje 35 100% >99,9% <0,1% <0,1%

"Wartosci Cx oparte na szacunkach catkowitego odchylenia standardowego w analizie komponentéw wariancyjnych.
2Warto$ci Cx oparte na odchyleniach standardowych dla prébek.

Warianty somatyczne

Precyzje oznaczen z wykorzystaniem zestawu odczynnikow NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cycles) przy uzyciu modutu do wykrywania wariantéw somatycznych oceniano w oparciu o prébki Platinum
Genome FFPE i oznaczenie reprezentatywne. Badanie polegato na sporzgdzeniu pojedynczej biblioteki przy uzyciu
zestawu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, obejmujgcej dwie prébki, z ktérych kazda zostata poddana przetwarzaniu
w o$miu powtdrzeniach. Biblioteki sekwencjonowano z wykorzystaniem trzech serii zestawu odczynnikéw na

300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) na trzech aparatach NextSeq 550Dx
Instrument — razem dziewie¢ przebiegéw sekwencjonowania.

Do oceny zmienno$ci oznaczen aparatu w poblizu punktu odciecia VAF dla modutu do wykrywania wariantéw
somatycznych (dodatnie rozpoznania wariantéw dla wariantéw somatycznych o VAF = 0,026) uzyto wariantow
somatycznych o oczekiwanych poziomach VAF <0,10 (N = 131 unikalnych wariantéw). Dla kazdego z wariantéw
somatycznych wyznaczono wartosci C95. Wartosci C95 oznaczajg poziom VAF, dla ktérego prawdopodobienstwo
bycia wiekszym od punktu odciecia VAF w module do wykrywania wariantéw somatycznych wynosi 95%. Najwyzsze
wartosci C95 dla poszczegolnych typdw wariantéw przedstawia Tabela 34. Dla poréwnania podano wartosci C95

Z pojedynczego przebiegu sekwencjonowania przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Tabela 34 Podsumowanie wartosci C95 dla wariantow somatycznych

Typ wariantu Liczba ocenianych wariantéow C95 (v2.5)" C95 (v2)?
SNV 74 0,064 0,063
Insercje 24 0,062 0,061
Delecje 33 0,060 0,060

'Wartosci C95 oparte na szacunkach catkowitego odchylenia standardowego w analizie komponentéw wariancyjnych.
2Wartosci C95 oparte na odchyleniach standardowych dla probek.

Poréwnanie metod (zestaw odczynnikow)

Linia zarodkowa

Dokonano oceny srednich wartosci VAF dla 215 unikalnych wariantéw z zestawu odczynnikéw na 300 cykli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) i zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) w oparciu o wyniki wygenerowane przez modut do wykrywania wariantéw linii
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zarodkowej. Srednie warto$ci VAF obliczono w oparciu o 11 przebiegéw sekwencjonowania (v2.5) i jeden przebieg
sekwencjonowania (v2). Do obliczenia $redniej wartosci dla kazdego wariantu wykorzystano co najmniej osiem
powtoérzen. Rysunek 3 przedstawia wykres korelacji wartosci VAF miedzy oboma zestawami odczynnikéw.

W oparciu o silng korelacje liniowg wartosci VAF i podobienstwo wynikéw uzyskanych przy uzyciu obu zestawoéw
odczynnikéw, stwierdza sie, ze charakterystyka dziatania oznaczenia poczatkowo zweryfikowana i zwalidowana dla
modutu do wykrywania wariantéw linii zarodkowej przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550D x
High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ma réwniez zastosowanie w przypadku zestawu odczynnikéw na 300 cykli
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Rysunek 3 Korelacja czestosci wystgpowania allelu wariantu (VAF) wyznaczona przy uzyciu modutu do wykrywania
Kit wariantéw linii zarodkowej dla zestawéw odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) i zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 Kit (300 cycles).

1 - N =215 unikalnych wariantow
RA2 = 0,9994

Nachylenie = 1,0010

Punkt przeciecia = 0,00009

VAF ($rednia), v2.5
(=]
o
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VAF ($rednia), v2

Warianty somatyczne

Dokonano oceny Srednich warto$ci VAF dla 501 unikalnych wariantéw z zestawu odczynnikéw na 300 cykli

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) i zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) w oparciu o wyniki wygenerowane przez modut do wykrywania wariantéow
somatycznych. Srednie wartosci VAF obliczono w oparciu o 11 przebiegéw sekwencjonowania (v2.5) i jeden przebieg
sekwencjonowania (v2). Do obliczenia $redniej wartosci dla kazdego unikalnego wariantu wykorzystano co najmniej
trzy powtérzenia. Rysunek 4 przedstawia wykres korelacji wartosci VAF miedzy oboma zestawami odczynnikéw.

W oparciu o korelacje warto$ci VAF i podobienstwo wynikéw uzyskanych przy uzyciu obu zestawéw odczynnikéw,
stwierdza sie, Ze charakterystyka dziatania oznaczenia zweryfikowana i zwalidowana dla modutu do wykrywania
wariantéw somatycznych przy uzyciu zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) ma rowniez zastosowanie w przypadku zestawu odczynnikéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles).
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Rysunek 4 Korelacja czestosci wystepowania allelu wariantu (VAF) wyznaczona przy uzyciu modutu do wykrywania
wariantow somatycznych dla zestawow odczynnikdéw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) i zestawu odczynnikdw na 300 cykli NextSeq 550Dx High Output Reagent Kitv2.5 (300 cycles).
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig witasnosc¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) isa przeznaczone wylacznie do
uzytku zgodnego zumowg przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, zwylaczeniem innych
celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres$¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celéw i/lub publikowane w inny sposob,
ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licencji
podlegajgcych przepisom w zakresie patentéw, znakéw towarowych czy praw autorskich ani prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym osob

trzecich.

Opis zmiany

Aktualizacje dokonane w celu poprawienia tresci dodanych nieumysinie
zoprogramowania zrédtowego.

Dodano os$wiadczenie ,Ostrzezenia i Srodki ostroznos$ci” dotyczgce zgtaszania
powaznych incydentéw.

Do czesci Zasady dotyczace procedury dodano oswiadczenie okreslajgce docelowego
uzytkownika.

Usunieto odniesienie do zestawu odczynnikéw na 300 cykli High Output Reagent Kit v2
(300 cycles). Dodano odniesienie do zestawu odczynnikéw na 75 cykli High Output
Reagent Kit v2.5 (75 cycles).

Dodano tabele z historig wersji. Zaktualizowano adres autoryzowanego przedstawiciela
w UE.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktdow opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny byc¢ Scisle
przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw nalezy zapozna¢ sie
z calg trescig niniejszego dokumentu.
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NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKEADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE
MOZE SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ
USZKODZENIE INNEGO MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

© 2022 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wiascicieli. Szczegoétowe informacje na temat znakow
towarowych mozna znalez¢ na stronie www.illumina.com/company/legal.html.

Informacje kontaktowe

ul Ce

lllumina
5200 Illumina Way Sponsor australijski
San Diego, California 92122, USA IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1 800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1 858 202 4566 (poza Amerykg Pétnocna) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com Illumina Netherlands B.V. Australia
Steenoven 19
5626 DK Eindhoven,
Holandia
Etykiety produktu

Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w kluczu symboli uzytych
w danym zestawie, dostepnym na stronie support.illumina.com.
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