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1 Finalita

1 Finalita

Plasma-SeqSensei™ IVD Software € destinato all’analisi dei risultati di
sequenziamento ottenuti con Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit
di Sysmex Inostics (dati di sequenziamento in parallelo (Next-Generation
Sequencing, NGS)) per il controllo della validita e per rilevare e segnalare
mutazioni nelle regioni target dell’analisi.

Il software puo rilevare sostituzioni di varianti a singolo nucleotide (Single-
Nucleotide Variant, SNV), alterazioni di delezione o inserzione, e mutazioni
di delezione-inserzione (delins) come specificato nella rispettiva analisi
Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD.

Il software deve essere utilizzato con uno specifico Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific IVD Kit per supportare il medico nella determinazione del
potenziale beneficio della terapia per i pazienti oncologici. Le informazioni
generate dal software non dovrebbero mai essere I'unico fattore
determinante per l'assunzione di decisioni mediche. Esse devono essere
valutate insieme agli altri risultati clinici e alla storia del paziente.

Il software deve essere utilizzato da personale addestrato all’interno di un
laboratorio specializzato.

Importante: I/ software puo essere utilizzato solo insieme e in conformita
alle IFU di Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit di Sysmex Inostics
e non con altri tipi di prodotti o analisi sviluppate in laboratorio.
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2 Introduzione

Le presenti istruzioni per I'uso (IFU) descrivono come utilizzare Plasma-
SeqSensei™ VD Software per l'analisi dei Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kit di Sysmex Inostics.

La preghiamo di leggere attentamente il manuale prima di utilizzare il
software. Conservare il manuale in un luogo sicuro e accessibile per future
consultazioni.

Nonostante le numerose precauzioni adottate per garantire la qualita del
contenuto di questo manuale, nel caso in cui si dovessero riscontrare errori
od omissioni, contattare il centro di assistenza tecnica del rappresentante
Sysmex autorizzato di zona.

Sono vietate la modifica, la traduzione, lingegneria inversa, Ila
decompilazione e il disassemblaggio di questo manuale e del software. E
vietata la creazione di lavori derivativi basati su questo manuale o sul
software. E vietata la copia di questo manuale o del software per scopi
diversi dal backup in conformita con I'accordo di licenza.

Per ulteriori informazioni, contattare il rappresentante Sysmex autorizzato di
zona.

2.1 Concetto del prodotto
Plasma-SeqSensei™ VD Software consente all'utente di pianificare e

analizzare le corse di sequenziamento di Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kit e di generare referti per i campioni analizzati.

2.2 Specifiche di sistema per I’esecuzione del software

Sistema operativo: Windows® 10 (64 bit)

CPU: una CPU recente (Intel® Core™ i5/7 o AMD
Ryzen™)

RAM: 16 GB

Archiviazione: 10 GB di spazio libero su disco

Risoluzione dello schermo: = 1.440 x 810 pixel
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2.3 Marchi commerciali

= | nomi aziendali e dei prodotti in queste IFU sono marchi registrati o
marchi commerciali dei rispettivi proprietari.

s La mancata indicazione esplicita di un marchio commerciale in
queste IFU non implica I'autorizzazione all’'uso.

= ™ e ®non sono indicati esplicitamente in queste IFU.

2.4 Licenze

241 Licenza per l'utente finale

L'utente di Plasma-SeqSensei™ IVD Software deve accettare I'accordo di
licenza con Sysmex Inostics GmbH prima dell’installazione del software. Per
il testo integrale dei Termini e condizioni generali per le licenze software di
Sysmex Inostics GmbH, fare riferimento a » 11 Appendice A, pagina 55/61.

2.4.2 Licenza COSMIC (Qiagen)

L’utilizzo di Dynamic Software Tool Large Enterprise di COSMIC all'interno
di Plasma-SeqSensei™ VD Software € coperto da un accordo di licenza
con Qiagen K. K.

243 GNU

La GNU General Public License (www.gnu.org/licenses) si applica ad alcune
parti di questo software. Se si desidera ottenere il codice sorgente o
informazioni dettagliate per la parte del software soggetta alla GNU General
Public License, contattare la filiale locale o I'ufficio vendite. Per la parte del
software che non é soggetta alla GNU General Public License, sono vietati
I'accesso, la decodifica, la decompilazione e il disassemblaggio del software.

2.5 Protezione dei dati personali

Per quanto concerne il trattamento dei dati personali, 'utente deve attenersi
alle disposizioni di legge in materia di protezione dei dati.
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3 Awvisi e precauzioni

3 Avvisi e precauzioni

Le informazioni generate con l'utilizzo di questo prodotto non dovrebbero
mai essere l'unico fattore determinante per l'assunzione di decisioni
mediche. Esse devono essere valutate insieme agli altri risultati clinici e alla
storia del paziente.

Importante: /| software puo essere utilizzato solo insieme e in conformita
alle IFU di Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit di Sysmex Inostics
e non con altri tipi di prodotti o analisi sviluppate in laboratorio.

Qualsiasi altro uso diverso dalla finalita specificata € considerata non
coerente con l'etichetta.

Sysmex declina ogni responsabilita per eventuali danni o perdite risultanti
dall’'uso non coerente con l'etichetta.

3.1 Operatori

Plasma-SeqSensei™ IVD Software deve essere utilizzato solo da personale
addestrato allinterno di un laboratorio specializzato.

In caso di malfunzionamento, consultare le IFU. Per ulteriore assistenza,
contattare il rappresentante Sysmex autorizzato di zona.

3.2 Qualita del prodotto Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Per garantire le prestazioni ottimali di Plasma-SeqSensei™ IVD Software, &
richiesta la manutenzione regolare di Plasma-SeqSensei™ |VD Software e
del sistema operativo Microsoft Windows®. | capitoli seguenti illustrano le
attivita richieste.

Nota bene: Per quanto riguarda il processo di installazione e aggiornamento
di Plasma-SeqSensei™ |VD Software, sono richiesti i diritti
dell'amministratore locale sul dispositivo.

Importante: E fondamentale avere a disposizione una connessione a
Internet attiva per ricevere notifiche di aggiornamenti all'interno del software.
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3.2.1 Manutenzione di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Il servizio di aggiornamento del Plasma-SeqSensei™ IVD Software verifica
all’avvio del software la disponibilita di una connessione Internet attiva e la
connessione al server per gli aggiornamenti. Qualora non sia possibile
connettersi, comparira un pulsante con una croce rossa in basso a destra
della schermata dell’applicazione. Cliccando su tale pulsante viene inviata
una richiesta per verificare la connessione Internet e le impostazioni del
firewall per garantire una corretta esecuzione del servizio di aggiornamento
del software.

x

Quando il servizio di aggiornamento si connette in modo corretto, il Plasma-
SeqSensei™ VD Software notifichera all’utente la disponibilita per il
download di nuovi aggiornamenti al Plasma-SeqSensei™ IVD Software. Se
€ necessario installare una nuova versione del Plasma-SeqSensei™ VD
Software, € possibile avviare il processo allavvio del software oppure
utilizzare il pulsante [Update available] (Aggiornamento disponibile) nella
schermata dell’applicazione nel momento pit comodo per l'utente. Questo
passaggio richiede i diritti di amministratore.

UPDATE

AVAILABL

Nel caso di un aggiornamento dei saggi Plasma-SeqSensei™ |VD esistenti,
per avviare il processo di aggiornamento, comparira solo il pulsante [Update
available] (Aggiornamento disponibile) sulla schermata dell’applicazione.
Utilizzare sempre la versione piu recente del Plasma-SeqSensei™ VD
Software e del saggio, se possibile. Dopo aver installato la versione software
piu recente, non sara piu possibile ripristinare una versione precedente.

Quando si rendono disponibili nuovi saggi Plasma-SeqSensei™ IVD, il
software notifichera I'utente mostrando un pulsante [New assay available]
(Nuovo saggio disponibile) sulla schermata dell’applicazione.

Una nota di rilascio con i dettagli sulla nuova versione del Plasma-
SeqSensei™ VD Software sara disponibile per il download all’indirizzo
https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ oppure usando il pulsante
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3 Awvisi e precauzioni

per il manuale dellutente nella parte inferiore della schermata

dell’applicazione.

3.2.2 Sistema operativo Microsoft

L’installazione, gli aggiornamenti e la sicurezza del sistema operativo
Microsoft sono responsabilita dell'utente. Si raccomanda di aggiornare
frequentemente il sistema. Tenere presente che un riavvio automatico del
sistema operativo Windows® causato dall'installazione degli aggiornamenti
potrebbe interrompere un’analisi dei dati di Plasma-SeqSensei™ in corso.
Si raccomanda di disabilitare i riavvii automatici o di configurare
adeguatamente I'orario di attivita del sistema nelle impostazioni di Windows®
Update.

3.2.3 Limitazioni del sistema

Tipi di file di input fastq.gz

Dispositivi di sequenziamento da | lllumina NextSeq500/550

utilizzare

Numero minimo di campioni da 2
testare per corsa

Numero massimo di campioni da
testare per corsa

16 (kit standard) o 32 (con kit di
estensione)

Numero massimo di piastre da
testare per corsa

1 (kit standard) o 2 (con kit di
estensione)

Numero di controlli da testare per
piastra per corsa

2 (Positive Control [PC] e No
Template Control [NTC])

Numero di analisi da aggregare
per corsa di sequenziamento

Nessuno

Nota bene: Questo test e di tipo

singolo; non e possibile aggregare
altre analisi contemporaneamente
sul dispositivo di sequenziamento.
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3.2.4 Limitazioni di responsabilita

Sysmex declina ogni responsabilita per eventuali malfunzionamenti di
Plasma-SeqSensei™ IVD Software derivanti dai seguenti fattori:

= mancato rispetto delle procedure di manutenzione precedentemente
indicate;
= utilizzo del sistema al di fuori delle limitazioni del sistema.

3.3 Virus informatici

| prodotti scaricabili dal sito web https://sysmex-inostics.com/ sono stati
verificati e sono privi di virus informatici.

3.4 Ambiente operativo

Per garantire prestazioni ottimali, Plasma-SeqSensei™ IVD Software deve
essere installato sullo stesso computer dove sono conservati i dati di
sequenziamento. In caso di connessione tramite una rete, a seconda della
velocita di scaricamento/caricamento della connessione alla rete, i tempi di
analisi possono aumentare oppure I'analisi pud bloccarsi completamente.

La gestione della rete & interamente sotto Ila responsabilita
dell'organizzazione dell'operatore, che deve offrire una sicurezza della rete
adeguata a garantire la sicurezza dei dispositivi connessi. Le caratteristiche
di sicurezza raccomandate includono, tra le altre, 'autorizzazione di accesso
alla rete, limitazioni di accesso a Internet e 'implementazione di tecnologie
hardware/software per impedire I'ingresso di virus/malware.
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4 Specifiche del dispositivo di sequenziamento

Plasma-SeqSensei™ Software € sviluppato per I'analisi dei dati grezzi di
sequenziamento (nella forma di file .fastq.gz) ottenuti con l'uso di vari
dispositivi di sequenziamento lllumina. Solo i dispositivi lllumina
NextSeq™500 e lllumina NextSeq™550 possono essere utilizzati in
congiunzione con Plasma-SeqSensei™ IVD Software.

Il seguente software di controllo & stato utilizzato durante lo sviluppo dei
Plasma-SeqSensei™ IVD Kit. Se si utilizza una versione successiva del
software di controllo, verificarne la funzionalita prima di avviare la corsa di
sequenziamento. Inoltre, verificare la funzionalitd della scheda campione
generata da Plasma-SeqSensei™ IVD Software in combinazione con la
versione successiva del software di controllo di lllumina.

Nome del software Produttore/Fornitore
NextSeq™ Control Software v4.0.1.41 lllumina, Inc.
NextSeq™ Local Run Manager Software v2.4.0 |lllumina, Inc.

41 Acquisizione dei dati

A seconda della configurazione del sistema di elaborazione a valle, &
possibile seguire diversi percorsi per I'acquisizione dei dati. Tutti questi
percorsi sono basati sulla configurazione della scheda campione eseguita
nella fase di pianificazione della corsa di sequenziamento.

Il dispositivo di sequenziamento NextSeq™ pud essere utilizzato seguendo
due percorsi diversi.

1. Il percorso raccomandato & quello del Local Run Manager (LRM) del
dispositivo NextSeq™. L'LRM puo essere utilizzato per generare file
FASTQ direttamente tramite il sequenziatore, selezionando
“GenerateFASTQ Module” (Modulo GenerateFASTQ) nelle
impostazioni. Il software esegue la demultiplazione e la rifilatura
dell'adattatore utilizzando la scheda campione e le impostazioni
dell’adattatore fornite. | file FASTQ risultanti (.fastq.gz) devono
essere resi disponibili al computer che esegue Plasma-SeqSensei™
IVD Software.
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Importante: Quando si utilizza 'LRM, I'"Adapter” (Adattatore) e la
sua sequenza (indicati nella scheda campione, vedere la scheda
campione di esempio nel, » capitolo 6.1 Modulo “Run Planning”
(Pianificazione della corsa), passagio 7.c, pagina 20/61) devono
essere aggiunti in “Advanced Module Settings” (Impostazioni
avanzate modulo) per consentire il corretto trimming dell’adattatore.

Durante la configurazione manuale, il dispositivo NextSeq™ scrive
le informazioni di sequenziamento in una cartella della corsa in
formato “binary base call” (file .bcl) e non esegue né la
demultiplazione, né larifilatura dell'adattatore. La demultiplazione ed
il trimming dell’adattatore devono essere eseguiti manualmente dal
cliente dopo il sequenziamento, utilizzando il software bcl2fastq
fornito da lllumina insieme ad una scheda campione compatibile con
bcl2fastq, che pud essere generata durante la pianificazione della
corsa.l file FASTQ risultanti (.fastq.gz) devono essere resi disponibili
alla macchina di analisi che esegue Plasma-SeqSensei™ VD
Software.
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del
programma

5.1 Fasi iniziali

= La scala dello schermo del computer deve essere impostata a un
valore pari al 100 % (se la risoluzione dello schermo & 1.440 x
810 pixel). Se la risoluzione o la scala dello schermo non rientra
nellintervallo accettato comparira un messaggio di avviso. |l
software effettuera un indirizzamento automatico alle impostazioni
del display ove necessario.

= Scaricare il programma dal seguente sito web: https://sysmex-
inostics.com/products/kit-specs/.

= Prima di installare il programma, ottenere una chiave di licenza da
Sysmex Inostics GmbH.

= Sono richiesti i diritti di amministratore sul dispositivo.

5.1.1 Scaricare e installare il software

Plasma-SeqSensei™ IVD Software pud essere scaricato all'indirizzo
https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ come file compresso .zip.

Scaricare il file nella cartella Download di Windows® 10, fare clic con il tasto
destro del mouse su di esso e selezionare “Extract all...” (Estrai tutto...). Nella
finestra che si apre, selezionare “Extract” (Estrai). La cartella con i file estratti
viene aperta automaticamente. Per avviare il processo di installazione, fare
doppio clic sul file “Plasma-SeqSensei™ VD Software” (non estrarre i file
zip di analisi presenti in questa cartella). Seguire le istruzioni di installazione
visualizzate sullo schermo. Accettare I'accordo di licenza e, quando
richiesto, inserire la chiave di licenza.

Durante la procedura di installazione, sono richiesti i diritti
dell'amministratore per completare l'installazione del software.

Il software deve essere installato localmente sul’hard drive del dispositivo.
Non eseguire il file .msi (Windows® installer file) su un drive di rete.
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

5.1.2 Acquisire una chiave di licenza

Quando si acquista Plasma-SeqSensei™ |VD Kit, Sysmex Inostics GmbH
fornisce una chiave di licenza per cliente.

5.1.3 Avviare il programma
Fare doppio clic sullicona di Plasma-SeqSensei™ IVD sul desktop: ﬁ

5.1.4 Chiudere il programma

1. Chiudere il programma facendo clic sulla “X” ( : ) nell’angolo in
alto a destra della finestra del software oppure sulla “X” nel cerchio

grigio (Q) nell’angolo in basso a sinistra della finestra del software.

2. Viene visualizzata una finestra per confermare che si desidera
chiudere il programma.

3. Fare clic su [Yes] (Si) per chiudere il programma o su [No] (No) per
riprendere la sessione di Plasma-SeqSensei™ VD Software.

5.2 Panoramica delle icone e delle funzioni

Icona Funzione

Torna alla schermata iniziale

Chiudi il software

Connessione attiva al server di
X aggiornamento non disponibile

Collegamento alle informazioni tecniche e
alle IFU del Plasma-SeqgSensei™ VD Kit
e Software

Informazioni sul software/Software Open
Source
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

Icona Funzione

UPDATE Aggiornamento disponibile per Plasma-
AVAILABLE SeqSensei™ VD Software
NEW ASSAY Nuovo saggio Plasma-SeqSensei™ IVD
AVAILABLE disponibile

Le schede di selezione dei moduli, per
passare da un modulo all’altro, sono
sempre visibili.

Modulo “Run Planning” (Pianificazione
della corsa)

Modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati)

DATA ANALYSIS

Modulo “Reporting” (Refertazione)

Elimina tutti i valori inseriti nella pagina
Reset attuale del modulo “Run Planning”
(Pianificazione della corsa).

Vai alla pagina precedente del modulo

Back “Run Planning” (Pianificazione della
’ corsa).
Vai alla pagina successiva del modulo
Mext “Run Planning” (Pianificazione della
corsa).

Elimina il campione nel modulo “Run
Planning” (Pianificazione della corsa).
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

Icona Funzione

‘ Export

J

Esporta il file selezionato nel modulo “Run
Planning” (Pianificazione della corsa).

Browse

Naviga per selezionare le cartelle/i file
desiderati nel modulo “Data Analysis”
(Analisi dei dati).

Start Analysis

Avvia 'analisi dei dati.

Ricarica la pagina affinché includa i dati
piu recenti nel modulo “Reporting”
(Refertazione).

Torna alla panoramica del modulo
“Reporting” (Refertazione)

Search for Analysis Name or Info

Cerca i risultati delle analisi nel modulo
“‘Reporting” (Refertazione).

Previous 1 Next

Passa a pagine diverse dei risultati delle
analisi nel modulo “Reporting”
(Refertazione).

Modifica il numero di voci visibili per

ltems per Page: 10 - pagina (da 5 a 50) nel modulo “Reporting”
(Refertazione).
ltems per Page: 10 = Esporta tutti i referti in PDF dalla corsa

selezionata

Scarica il file .bam dal campione

selezionato.
) Scarica il file .vcf dal campione
T .
VCE selezionato.
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

Icona Funzione

Scarica il file/referto in PDF dal campione

(3 selezionato.
Interrompi e annulla il processo di analisi
[ Cance| ] nel modulo “Data Analysis” (Analisi dei
dati).

Elimina i dati di una specifica corsa nel
modulo “Reporting” (Refertazione).

5.3 Panoramica dell’interfaccia utente

@— s Seqsensei® IVD Softnar R (1) Torna alla schermata iniziale
(2)Modulo “Run Planning”
(3 Modulo “Data Analysis”

@— ~ (#) Modulo “Reporting”
' - () Chiudi il software
— () Manuale d'uso
®_| DATA ANALYSIS (7) Informazioni sul software
S |

®- | -0

5.3.1 Modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa)

@— s Seqsensei® IVD Softnar R (1) Torna alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software
(3) Manuale d'uso

@) Informazioni sul software

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

®- | -®
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- (1) Torna alla schermata iniziale

sysmex

o @ Reimposta dati inseriti
funsenes (3) Chiudi il software

2. PlasmarSeqsensei™ Assay 3. Sequencing Kit

(4) Pagina successiva
(6) Manuale d'uso

o — ' (6) Informazioni sul software

@— —®
®— —®
®_ R ~mex (1) Toma alla schermata iniziale

(2) Chiudi il software
(3) Pagina precedente

(#) Pagina successiva
(&) Manuale d'uso
@ (8 Informazioni sul software

=S

@~ = ®

G)—}~ Placma-SeaSensei™ VD Softwa q,s.;sme"’ @Tﬂma alla schermata iniziale
(2) Reimposta dati inseriti

(3) Chiudi il software

(@) Elimina campione

(5) Pagina precedente

@ (8) Pagina successiva

(7) Manuale d'uso

l_ @ Informazioni sul software
T
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

@- Plasma-SeqSencei™ VD Software +emex @Torna alla schermata iniziale
— (2) Chiudi il software
: (@) Pagina precedente

(@) Pagina successiva
(5)Manuale d'uso
@ (&) Informazioni sul software

@Torna alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software
(3)Pagina precedente

gS'I'SITHE)(

(#)Pagina successiva
(5)Manuale d'uso

(6) Informazioni sul software

|
=
(@) (@ ®

e (1) Torna alla schermata iniziale

— (2) Chiudi il software
File Exports i
oo (3) Pagina precedente

(4) Pagina successiva
(8 Manuale d'uso

@ (8) Informazioni sul software
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

5.3.2

®_

RUN PLANNING

Plasma-SeqSensei

Analysis Name
FASTQ Folder
sample Sheet

Info

DATA ANALYSIS

VD Software

DATA ANALYSIS

stsmex

o~
Fsvsmex

Modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati)

(1) Toma alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software
(3 Manuale d'uso

(4) Informazioni sul software

@ Torna alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software

(3) Sfoglia file / cartelle

(4) Avvia analisi

@ Manuale d’uso
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sysmex

r— (6) Informazioni sul software

(1) Torna alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software
(3 Annulla analisi

T @ (#) Manuale d'uso

(&) Informazioni sul software
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5 Fasi iniziali e layout della finestra del programma

5.3.3 Modulo “Reporting” (Refertazione)

oute Ay N e rm—"

@Torna alla schermata iniziale
(2) Chiudi il software
() Manuale d'uso

(%) Informazioni sul software

(1) Torna alla schermata iniziale
@Aggiorna / ricarica tabella
(3) Chiudi il software

@Campo di inserimento per la
ricerca dei risultati dell'analisi

@ Pagina precedente/successiva

@ Regola il numero di voci visibili
per pagina

@ @ Manuale d'uso
-— Informazioni sul software

() Torna alla schermata iniziale
@ Esporta tutti i referti in PDF

(3) Torna alla panoramica de
modulo “Reporting”
(@) Chiudi il software

. _® (5) Elimina risultati

(6) Manuale d'uso

(7) Informazioni sul software
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6.1 Modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa)

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software "svsmex

RUN PLANNING

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

I modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa) (di colore blu) &
utilizzato per pianificare la corsa di sequenziamento, inclusi:

Tipo di analisi

Dispositivo di sequenziamento
Utilizzo del kit di sequenziamento
Tipo di piastra (A e/o B)

Numero del campione

Nome del campione
Concentrazione del campione
Posizione del campione sulla piastra
Generazione della scheda campione
Layout della piastra

Utilizzare la scheda campione per consentire la demultiplazione e la rifilatura
dell'adattatore dei dati a valle con diverse configurazioni possibili. Le funzioni
di demultiplazione e di rifilatura dell'adattatore non sono incluse nel software
di analisi fornito (vedere » capitolo 4.7 Acquisizione dei dati, pagina 9/61).

E necessario eseguire la pianificazione della corsa dopo la quantificazione
Qubit™ dei campioni di cfDNA e prima di avviare la UMI-PCR.
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Nota bene:

La misurazione Qubit dei campioni rappresenta

un’approssimazione grezza della quantita di DNA per determinare il carico
del campione. La quantificazione finale (e possibilmente diversa) dei
campioni verra eseguita durante il sequenziamento della libreria utilizzando
il quantificatore interno (Quantispike).

[

Plasma-SeqSensei™ IVD Software "s.vsmex

RUN PLANNING

Run Settings

1. Sequencing Device

| Hllumina NextSeq™ soo/sg0

|
A

T Plhtea Z

2. Plasma-SeqSensei™ Assay 3. Sequencing Kit

©) et concer Mid Output Kitas (150-cyce)

I Plate 8 ZR1500x

1. Fare clic sul modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa) (di
colore blu).

2. Selezionare le impostazioni della corsa

a
b.

134

Selezionare un dispositivo di sequenziamento.
Selezionare il Plasma-SeqSensei™ Assay da utilizzare.
Selezionare il kit di sequenziamento da utilizzare.

Selezionare la piastra da utilizzare (A e/o B) e inserire il
numero articolo (nel formato ZR15xxxx) e il numero di lotto
(nel formato D2xxxx) del Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific Kit da utilizzare.

Nota bene: Se si elaborano piu di 16 campioni in una
singola corsa (fino a un massimo di 32 campioni), sono
necessari due Plasma-SeqSensei™ IVD Kit e il Plasma-
SeqSensei™ Extension IVD Kit con la piastra B.

Importante: Non utilizzare lo stesso tipo di piastra due volte
nella stessa corsal
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

e. In caso di errore, € possibile eliminare tutti i valori inseriti
facendo clic sul pulsante [Reset] (Reimposta) nell’'angolo in
basso a sinistra della pagina.

f. Viene visualizzata una finestra per confermare che si
desidera reimpostare la pagina.

3. Fare clic su [Next] (Avanti). Viene visualizzata una finestra che
chiede se la piastra indicata & stata gia utilizzata in precedenza.

il Plste re-usage

e #75: Has Plate A been used before?
tes
a. Selezionare [Yes] (Si) o [No] (No).

b. Se & stato selezionato [Yes] (Si), viene visualizzata una
nuova schermata dove & possibile indicare le posizioni della
piastra utilizzate nelle corse precedenti, per impedire I'uso
ripetuto dei pozzetti vuoti della piastra Plasma-SeqSensei ™
Index Primer Plate. Tali pozzetti non saranno selezionabili
nelle ulteriori fasi di pianificazione di questa corsa.

Nota bene: |/ pozzetti nella colonna 1 (Positive Control) e
nella colonna 12 (No Template Control) sono selezionati
automaticamente.

Plate Re-Usage Configuration
Plate A

Select sample positions that were used in a previous run by clicking to block them for the automated plate layout configuration.
Please note that control pesitions (column 1 and 12) are blocked by default if a sample position is blocked in the same row.

Layou 1 2 3 4 5 8 8 L 10 1 12

c. Fare clic su [Next] (Avanti) per passare alla pagina
successiva o andare [Back] (Indietro) di una pagina per
modificare i valori inseriti in precedenza.

4. Nella tabella “Sample Configuration” (Configurazione del campione),
inserire il nome e la concentrazione dei campioni.
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Nota bene: E possibile inserire rapidamente i nomi e le
concentrazioni dei campioni utilizzando la funzione copia-incolla con
i valori contenuti in due colonne di un foglio Excel.

a. Inserire nomi dei campioni univoci (minimo 2 campioni)
senza caratteri speciali; sono consentiti solo caratteri
alfanumerici. Il software esegue un controllo di conformita.

Nota bene: | campioni vengono ordinati automaticamente
dal software secondo la posizione del primo pozzetto vuoto
sulla singola piastra quando si passa alla pagina
successiva.

b. Inserire la concentrazione del campione in ng/116 pl di
eluato per campione (utilizzando il punto come separatore
decimale, ad es. 8.5 ng). La quantita del campione deve
rientrare negli intervalli di quantita specifici per I'analisi. Il
software esegue un controllo di conformita quando si passa
alla pagina successiva.

Sample Configuration Hllumina NextSeq™ 500/550

Sumple Plte Sampleame DN Amosns g] sample lte Sampletiame ONA Amountng]

c. E possibile eliminare i nomi dei campioni e le concentrazioni
facendo clic sulla “X” alla fine di ogni riga, oppure & possibile
reimpostare tutti i valori inseriti facendo clic sul pulsante
[Reset] (Reimposta) nell’angolo in basso a sinistra della
finestra.

i. Viene visualizzata una finestra per confermare che si
desidera eliminare il campione selezionato o lintera
pagina.

ii. Dopo aver selezionato [OK] (OK) o [Yes] (Si), &
possibile aggiungere nuovi nomi e concentrazioni dei
campioni.

d. Nellangolo in alto a destra & rappresentata la capacita di
Read del kit di sequenziamento selezionato (le barre di
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

colore blu e verde rientrano negli intervalli di accettabilita,
mentre una barra grigia indica il sovraccarico del kit di
sequenziamento selezionato).

llumina NextSeq™ soo/550
M Output Kit w25 (150-cycle) | 831 %

Illumina NextSeq™ soo/ss50
Mt Qutpalt KR w2 5 (150-2y el | 925%
Illumina NextSeq™ soo/s50

i Clutput Kt V2.5 (150-cyche |

e. Fare clic su [Next] (Avanti) per passare alla pagina
successiva o andare [Back] (Indietro) di una pagina per
modificare i valori inseriti in precedenza.

5. Controllare attentamente i valori inseriti nel riepilogo della piastra.

2 Plasm-SeqSensel D Softuare - X

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Fsvsmex

RUN PLANNING

Plate A Summary
Plasma-SeqSensei™ Assay:  Breast Cancer
Lot Number: 22222

~ | I ——
Article Number 15054 o I I I
3

Plate Locations Plasma-Seqsensei™ Assay Sample Name DNA Amount ng] Target Read Count
co1 Breast Cancer rC 43 1252914
ciz Breast Cancer e 00 o
Co2. €03, Co4, Co5, €08 Breast Cancer samplet 400 11655012
Co7. €08, €00, €10, C11 Breast Cancer sample2 103 11742424
002, D03, D04, D05, D06 Breast Cancer samples 500 14566765
D07, D08, D09, D10, D11 Breast Cancer Sampled 800 23310023

a. Sono visualizzati I'analisi Plasma-SeqSensei™, il numero di
lotto e il numero articolo.

b. | pozzetti che saranno utilizzati nella corsa sono evidenziati
e riportano i nomi dei campioni e se si tratta di Positive
Control (PC) o No Template Control (NTC).

c. | pozzetti utilizzati in precedenza sono indicati in colore
grigio scuro.

d. La posizione della piastra, I'analisi Plasma-SeqSensei™, il
nome del campione, la sua concentrazione in ng e i conteggi
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

di Read target sono indicati in un elenco nella meta inferiore
della schermata.

e. Fare clic su [Next] (Avanti) per passare alla pagina
successiva o andare [Back] (Indietro) di una pagina per
modificare i valori inseriti in precedenza.

6. Controllare i valori inseriti nel “Sequencing Run Summary”
(Riepilogo corsa di sequenziamento), che indica i seguenti

8 Pz Seasenzr™ VO Sfenare - x
cma- Qi ™ \/] , / A oyd
Plasma-SeqSensei™ IVD Software < sysmex
RUN PLANNING
Sequencing Run Summary
Plasma-SeqSensei™ Assay:  Breast Cancer -y T 3 1 5 6 5
Plate A c e Sample1 ‘Sampe2. e

Article Number:  ZR150544 ° soroes Saret
Lot Number:  D22222 :
Sequencing Device: Humina NextSeq™ 5001550
Sequencing Kit: i Output Kt 2.5 (150-cycle)
Indexing Type: single:
Total DNA input [ng] 2146
Total Target Reads: 252013

Sequencing Capacity Usage:  nm— 568%

s Analisi Plasma-SeqSensei™

= Numero di campioni

Piastra utilizzata con numero articolo e numero di
lotto

Dispositivo di sequenziamento

Kit di sequenziamento

Tipo di indicizzazione (compilato automaticamente)
Quantita totale di DNA (in ng)

Read target totali (compilato automaticamente)
Utilizzo della capacita di sequenziamento
(compilato automaticamente)

= Layout di entrambe le possibili piastre

a. Fare clic su [Next] (Avanti) per passare alla pagina
successiva o andare [Back] (Indietro) di una pagina per
modificare i valori inseriti in precedenza.
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

7. Nella pagina “File Exports” (Esportazioni file) vengono visualizzati
tre file. Se necessario, & possibile scegliere di esportarli come file
.csv (scheda campione) o file .xls (layout della piastra).

-
Plasma-SeqSensei™ IVD Software Fsysmex
RN ARG

File Exports

Sample Sheet blafastq (csv) Sample Sheet LRM (.csv) Plate Layout (xisx)

Pltelayout regresenttion nexce e frmat

a. Per esportare una scheda campione o un layout della
piastra specifici, fare clic sul pulsante [Export] (Esporta),
selezionare la posizione nel computer o nella rete e fare clic
su [Save] (Salva).

b. E possibile esportare il layout della piastra (.xIsx) a scopi di
documentazione.

c. La scheda campione LRM (.csv) al centro della schermata
viene applicato quando si avvia la corsa di sequenziamento
utilizzando il Local Run Manager (LRM) di lllumina, Inc.
Quando si carica la scheda campione LRM nel software
LRM del dispositivo di sequenziamento, modulo
“GenerateFASTQ” deve essere selezionato.

Importante: In “Advanced Module Settings” (Modulo delle
Impostazioni avanzate), I'"Adapter” (Adattatore) e la sua
sequenza (evidenziati in giallo nella scheda campione di
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

esempio che segue) devono essere inclusi affinché la
rifilatura dell'adattatore sia corretta.

Esempio A (LRM, una piastra):

1 |[Header],,.....

2 IEMFileVersion,4,,,,,,

3 |Experiment Name,BCIVDLRM, ,,,,,
4 |Date,2022-05-09 12:08:02.863713,,,,,,
5 |Workflow,GenerateFASTQ,,,.,,
6
7
8
9

Application,FASTQ Only, .,
Assay, TruSeqlLT,,,,,,
safeseq_sw,11.7,,,,
Chemistry,Default, ...,

10 BC_IVD1,020000,None, ..,

12 |[Reads],,m,
13 /148,10

15 |[Settings], ...,
16 | Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA, ..,

18 [Datal,...m,
19 |Sample_ID,Sample_Name,Sample_Plate,Sample_Well,I7_Index_ID,index,Sample_Project,Description
20 |BC_IVD1 NTCplatea 0_C12_a,BC_IVD1 NTCplatea_0_C12_3,3,C12,C12, TCGCTACTAC,BCIVDLRM,

21 |BC_IVD1_PCplatea_43_CO1_a,BC_IVD1 PCplatea_43_CO1_a,a,C01,C01,CATGTGATAC, BCIVDLRM,

22 |BC_IVD1_Samplel_120_C02 &,BC_IVD1 Samplel 120 C02 a,3,C02,C02,GTCAGACTAG,BCIVDLRM,

23 |BC_IVD1 Samplel 120 C03_a,BC_IVD1 Samplel 120 C03 a,3,C03,C03,ATAGATCGCG,BCIVDLRM,

24 |BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,a,C04,C04, TCGTACACAG, BCIVDLRM,

25 |BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,a,C05,C05,ATCGAGAGAG,BCIVDLRM,

26 |BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG,BCIVDLRM,

27 |BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,BC_IVD1 Sample2_450_C07_a,3,C07,C07,AGTGACTCTG, BCIVDLRM,

28 |BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,BC_IVD1 Sample2_450_C08_a,a,C08,C08,CACAGTCTCA,BCIVDLRM,

29 |BC_IVD1_Sample2_450_C09_a,BC_IVD1 Sample2 450 C09_a,a,C09,C09, TATGACTCGC,BCIVDLRM,

Esempio B (LRM, due piastre):

1 |iHeader], .,

2 |IEMFileversion,d,.,..

3 |Experiment Name,BCIVDLRM2,,,
4 |Date,2022-05-09 12:16:33.881398,,,,
5 |Workflow,GenerateFASTQ. ...,

& |Application,FASTQ Oy, ...,

7 |Assay,TruseqLT,,,,,

& |safeseq_sw,117,.,,,

9 |chemistry,Default,,,,,

10 |BC_IVD1,20000,020000,,,,

12 | [Readsl, v,
13 148,11,

15 [Settings],...,
-

18 |[Datal,vy..,

19 |sample_ID,sample_Name,Sample_Plate,sample_Well,17_index_ID,index,I5_index_ID,index2,5ample_Project,Description

20 BC_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_a,a,A12,A12, ACTAGATCGT,a, TTGTATCTGG BCIVDLRM2,
21 BC_IVD1_NTCplateaplidx1_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidxl_0_A12_a,a,A12,A12, ACTAGATCGT,a,CAACCAAGCA,BCIVDLRM2,
22 |BC_IVD1_NTCplateaplidx2_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx2_0_A12_a,a,A12,A12, ACTAGATCGT,a,GGACGGTGTT,BCIVDLRM2,
23 |BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_a,a,A12,A12 ACTAGATCGT,a,CCAACGGTAA,BCIVDLRM2,
24 BC_IVD1_NTCplatebplidxo_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx0_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,CTCCACTGAA,BCIVDLRM2,
25 BC_IVD1_NTCplatebplidx1_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx1_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,GTCCGGTACT,BCIVDLRM2,
26 BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,CTACTACTTG,BCIVDLRM2,
27 |BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,ACTTGCGATA,BCIVDLRM2,

28 BCIVD1_P )_43_AO1_a,BC_IVD1_P: idX0_43_A01_a,3,A01,A01,CTACAGCAGT,2,TTGTATCTGG,BCIVDLRM2,
29 BC_IVD1_P ,_AO1_a,BC_IVD1_P: lidx1_43_A01_a,3,A01,A01,CTACAGCAGT,,CAACCAAGCA,BCIVDLRM2,
30 BC_IVD1_P _43_AO1_a,BC_IVD1_P: idx2_43_A01_a,3,A01,A01,CTACAGCAGT,2,GGACGGTGTT,BCIVDLRM?,
31 BCIVD1_P ,_43_AO1_a,BC_IVD1_P: idx3_43_A01_a,3,A01,A01, CTACAGCAGT, 3, CCAACGGTAA BCIVDLRM2,
32 |BCIVD1_P ) 43_AO1_b,BC_IVD1_P )_43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,CTCCACTGAA,BCIVDLRM2,
33 |BCIVD1_P _43_AO1_b,BC_IVD1_P _43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b, GTCCGGTACT,BCIVDLRM2,
34 BCIVD1_P ,_AO1_b,BC_IVD1_P _43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,CTACTACTTG BCIVDLRM2,
35 BCIVD1_P ,_43_AO1_b,BC_IVD1_P ,_43_A01_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b, ACTTGCGATA,BCIVDLRM2,
36 BC_IVD )_120_A02_a,BC_IVD1 ¢ )_120_A02_a,3,A02,A02,ACACTGATGC, 2, TTGTATCTGG,BCIVDLRMZ,

d. La scheda campione bcl2fastq (.csv) a sinistra della
schermata viene utilizzata quando il software Illumina
bcl2fastq viene applicato per la demultiplazione, la rifilatura
dell'adattatore e la generazione del file FASTQ.

27161

PSSSWIFU.R4 | Istruzioni per l'uso
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Esempio A (bcl2fastq, una piastra):

[Headerl,,.,..,
IEMFileVersion,d,,,.,,
Experiment Name, BCIVDbel2fasty,
Date,2022-05-09 12:07:50.975042,,,,1»

Workflow,GenerateFASTQ,,,,.,

Application,FASTQ 0Ny, ,,,,,

Assay, TruSeqLT,....,

safeseq_sw,1.17,,,,

Chemistry,Default,,,,,,

10 |BC_IVD1,D20000,None, ,,,

1

12 |[Reads], .,

13[148,,,,,,,

14

15 |[Settingslimmme

16 |FilterPCRDuplicates,0,,,,,,

17 |ReverseComplement,0,,,,,,

18 |VariantFilterQualityCutoff,30,,,,,

19 |outputgenomevct, FALSE, ...

20 Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA, ,,,,

21

22 |[Datal,m

23 |Sample_ID,Sample_Name,Sample_Plate,Sample_Well,I7_Index_ID,index,Sample_Project, Description
24 |BC_IVD1_NTCplatea 0_C12_a,BC_IVD1 NTCplatea_0_C12_a,3,C12,C12, TCGCTACTAC,BCIVDbcl2fastq,
25 |BC_IVDL PCplatea 43 CO1 a,BC_IVD1 _PCplatea_43 CO1_a,a,C01,C01,CATGTGATAC, BCIVDbcl2fasta,
26 BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,a,C02,C02,GTCAGACTAG,BCIVDbel2fasty,
27 |BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,a,C03,C03,ATAGATCGCG,BCIVDbel2fastq,
3 |BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,a,C04,C04,TCGTACACAG,BCIVDbel2fastg,
20 BC_IVD1 Samplel 130_C05_a,BC_IVD1 Samplel 130 C05_a,a,C05,C05,ATCGAGAGAG,BCIVDbcl2fastq,
30 |BC_IVD1 Samplel 130 C06_&,BC_IVD1 Samplel 120 C06_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG,BCIVDbcl2fastq,
31 BC_IVDL Sample2 450_C07_a,BC_IVD1 Sample2 450 C07_a,3,C07,C07,AGTGACTCTG,BCIVDbcl2fasty,
32 BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,a,C03,C08,CACAGTCTCA,BCIVDbcI2fastq,

oW o

BB e v

2

Esempio B (bcl2fastq, due piastre):

1 |[Headerl, ...,

2 |IEMFileVersion,d, ..,

3 |Experiment Name,BCIVDbel 2fastaZ, ...

4 |Date,2022-05-09 12:16:25.131648,,,,,

5 |Workflow,GenerateFASTQ. ...,

5 |Application,FASTQ ONIY,,,,,

7 |Assay,TruseqLT,,,.,

2 |safeseq_sw,1.1.7,,,,,

9 |Chemistry,Default,,,,,

10 [BC_IVD1,020000,020000,,,,,

un

12 |[Readsl, ...,

13 [148,,,,,,

1

15 |[Settingsl,.....,

16 FilterPCRDUplicates, 0,,,.,

17 ReverseComplement,0,,,,,

18 |VariantFilterQualityCutoff,30,,,,,

19 outputgenomevc,FALSE,,.,

20 | Adapt T TCTGAACTCCAGTCA, ..,

21

22 [Datal,,,..,

23 sample_ID,sample_Name,sample_Plate,sample_Well, 17_Index_ID,index,I5_Index_ID,index2,5ample_Project,Description
1 T, \/

0_A12_a,BC_IVDL NTCplatea_0_Al2 a,a,Al T \A,BC
) A12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,a,A12,A12,ACTAGATCGT,a,TGCTTGGTTG,BCI
)_A12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_3,3,A12,A12,ACTAGATCGT, STCC, B
- IVD1_! ) A12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,a,A12,A12,ACTAGATCGT,a, TTACCGTTGG,BC
28 |BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b, TTCAGT B
29 |BCIVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b, AGTACCGGAC,BCI
30 BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b,C: BCI
31 BCIVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b, TATCGCAAGT,B
32 |BC_IVD1_PCplatea_a3_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A01 A01L,CT T, GATACAA, B
33 |BC_IVD1_PCplatea_a3_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,3,A01A01,CT 1,2, TGCTTGGTTG, B
34|BC_IVD1_PCplatea_a3_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A01A01,CT T, JTCc,BC1

35 |BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_AO1_a,a,A0,A01,CT 7,2, TTACCGTTGG, BC)
36 |BC_IVD1_PCplateb_43_A01_b,BC_IVD1_PCplateb_43_A01_b,b,A0L,A0L CTACAGCAGT,b, TTCAGTGGAG,BCIVDbeI2fasta,

Se occorre modificare i valori inseriti, tornare indietro di
alcune pagine facendo clic su [Back] (Indietro) nell’angolo in
basso a destra della finestra.
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6.2 Modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati)

¢

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software sysmex

DATA ANALYSIS

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

Il modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati) (di colore verde) & utilizzato per
avviare I'analisi di sequenziamento con:

= File FASTQ compressi (.fastq.gz)
= Scheda campione della corsa preparata nel modulo “Run Planning”
(Pianificazione della corsa)

| file FASTQ devono essere salvati in locale sulla stessa unita dove &
installato Plasma-SeqSensei™ |IVD Software, in un’unica cartella per
ciascuna corsa di sequenziamento. Non & consentita la presenza di
sottocartelle. In caso di trasferimento dei dati da BaseSpace™ di lllumina,
tutti i file .fastq.gz devono essere copiati in un’unica cartella.

Nota bene: | files .fastq.gz che sono nominati “Undetermined” (Non
determinato) non devono essere presenti nella cartella che deve essere
analizzata dal software.

L’analisi viene eseguita dopo la corsa di sequenziamento e al termine delle
successive fasi di demultiplazione, rifilatura dell'adattatore e generazione del
file FASTQ. Le funzioni di demultiplazione e rifilatura dell'adattatore non
sono incluse nel software di analisi fornito e devono essere eseguite prima
dell’analisi dei dati (vedere P capitolo 4.7 Acquisizione dei dati, pagina
9/61).
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Prima di avviare I'analisi dei dati con Plasma-SeqSensei™ IVD Software,
verificare i parametri di validitd della corsa nel software dello strumento
lllumina:

= Densita cluster:

NextSeq™: Media 0 a 220 K/mm?
= Punteggio Q30: = 80 %
s Cluster che superano i filtri (PF): = 80 %

Qualora i parametri di validita della corsa non vengano raggiunti, la corsa
non & valida.

-

sysmex

4

Plasma-SeqSensei™ IVD Software

DATA ANALYSIS
Analysis Name Sequencing Device

Enter Tllumina NextSeq™ soo/sgo

FASTQ Folder Sequencing Kit
ot or e PASTG Foer pa oo ) W Ot K 50 )

Sequencing Quality Metrics

1. Fare clic sul modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati) (di colore

verde).

2. Inserire un nome per I'analisi.

3. Selezionare il dispositivo di sequenziamento utilizzato.

4. Selezionare il kit di sequenziamento.

5. Compilare le metriche di qualita del sequenziamento/i criteri di
validita della corsa come mostrato sul dispositivo di
sequenziamento:

a. D Flowcell

b. %>Q30

c. Densita cluster [k/mm?]

d. Cluster che superano i filtri [%]
30/ 61
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Quando si avvia 'analisi, viene visualizzato un errore se I'ID Flowcell
non & stato compilato o se non combacia con I'ID presente nei file
da analizzare, oppure se i criteri di validita della corsa sono al di fuori
degli intervalli accettabili.

6. Selezionare la cartella che contiene i file FASTQ della corsa di
sequenziamento da analizzare (.fastq.gz) facendo clic sul pulsante
[Browse] (Sfoglia) e navigando fino alla cartella da selezionare.

Nota bene: / file .fastq.gz non sono visibili nella finestra di selezione
della cartella.

7. Selezionare la scheda campione creata nel modulo “Run Planning”
(Pianificazione della corsa) (.csv) per questa corsa di
sequenziamento facendo clic sul pulsante [Browse] (Sfoglia) e
navigando fino al file da selezionare.

8. Inserisci le informazioni relative all’esperimento, alla corsa di
sequenziamento o all’analisi (opzionale).

9. Fare clic su [Start Analysis] (Avvia analisi).

Qualora manchino dei file, oppure in caso di mancata
corrispondenza tra la scheda campione e i nomi dei file, o di
selezione della scheda campione errata, il software visualizzera un
messaggio di errore.

10. Verra visualizzata una finestra che richiede di confermare I'adesione
al flusso di lavoro IVD secondo le Istruzioni per 'uso del Plasma-
SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit.

i

#04: By starting the data analysis process you confirm that all
previous steps were performed according to Sysmex Inostics’
Plasma-SeqSensei™ assay-specific IVD kit IFU, Otherwise

please click “Cancel” now. i

Ok Cancel

a. Selezionare [OK] (Ok) se sono state seguite le Istruzioni per
'uso per avviare I'analisi con certificazione IVD dei risultati
del sequenziamento.

b. Selezionare [Cancel] (Annulla) se non si sono rispettate le
Istruzioni per l'uso per il Plasma-SeqSensei™ Assay-
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6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Specific IVD Kit, in quanto questi risultati di sequenziamento
non sono validi per I'analisi con certificazione IVD.

Nota bene: Durante I'analisi, si raccomanda di chiudere tutte le altre
applicazioni e di disattivare la funzionalita di standby di Windows®.

A seconda della memoria disponibile, I'analisi puo richiedere fino a
6 ore. Qualora l'analisi richieda piu tempo, fare riferimento al »
capitolo 8 Ricerca ed eliminazione dei guasti, pagina 48/61.

11. Viene visualizzata una nuova finestra che mostra il processo e lo
stato di avanzamento dell’analisi dei dati.

a. E possibile interrompere I'analisi facendo clic sul pulsante
rosso [Cancel] (Annulla) sul lato destro della finestra. Dopo
l'interruzione, I'analisi deve essere riavviata dall’inizio; non
€ possibile mettere in pausa 'analisi.

[ Plosm: Seqsensei™ O Sofeware - x

)

sysmex

4

Plasma-SeqSensei™ IVD Software
DATA ANALYSIS

BC_IVD Test
BC

~ ~ .
nP?E'PROCESSINC gAUGNMENT A gDATA ANALYSIS |

=] |

< i
Bt disinct reds

12. Una volta terminata [lanalisi dei dati, il software passa
automaticamente al modulo “Reporting” (Refertazione) e apre la
pagina contenente i risultati dellanalisi della corsa di

sequenziamento.
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6.3 Modulo “Reporting” (Refertazione)

)

sysmex

¢

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

Il modulo “Reporting” (Refertazione) (di colore arancione) & utilizzato per
salvare e gestire tutti i risultati delle analisi condotte utilizzando Plasma-
SeqSensei™ VD Software. Esso consente all’'utente di:

visualizzare tutte le corse analizzate sul dispositivo

visualizzare la directory contenente i file FASTQ di ciascuna corsa
scaricare i referti (.pdf) e i file .vcf e .bam di ciascuna corsa
eliminare le corse/i dati

Il modulo “Reporting” (Refertazione) viene avviato automaticamente una
volta terminata un’analisi. E possibile accedere in qualsiasi momento a tutte
le analisi precedenti condotte sul dispositivo per scaricare o eliminare i dati.
| dati possono essere scaricati nei formati .pdf (referti), .vcf o .bam.
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Plasma-SegSensei™ IVD Software

¢
v

<

sysmex |

Analysis Name Assay (No. of Samples) Info

s perPage: 10 v

1. Fare clic sul modulo “Reporting” (Refertazione).

2. Qui viene visualizzata una panoramica di tutte le analisi condotte da
Plasma-SeqSensei™ IVD Software sul dispositivo.

a.

34 /61

Per saltare a una specifica pagina nella panoramica, fare
clic sul numero della pagina in basso nella finestra o sui
pulsanti [Previous] (Indietro)/[Next] (Avanti).

Previous 1 Next

Il numero di voci visibili per pagina pud essere modificato
nell’angolo in basso a destra della finestra.

lterns per Page: 10 =

Per cercare specifici risultati delle analisi, inserire il nome
della corsa nel campo di ricerca nell’angolo in alto a destra
della finestra e fare clic sul pulsante [Go] (Vai).

Search for Analysis Name or Info

Se si stanno attendendo dati nuovi, fare clic sul pulsante
[Refresh Table] (Ricarica tabella) nell’angolo in basso a
sinistra della finestra per ricaricare la tabella dei risultati e
vedere i nuovi risultati dell’analisi.

PSSSWIFU.R4 | Istruzioni per I'uso



6 Moduli di Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Selezionare il risultato dell’analisi facendoci clic sopra.

Nella nuova finestra vengono visualizzati i risultati dell’analisi, che
includono:

|

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Fsvsmex

o o

o

SC testset
Samples Info

o sample e 0
Solid Cancer £

wie2 ) e (o) FASTQ Files Directory
o

Nome della corsa
Analisi utilizzata per la corsa
Nome di tutti i campioni nella corsa

Informazioni sulla corsa (se inserite nel modulo “Data
Analysis” (Analisi dei dati))

Posizione della directory dei file FASTQ utilizzata per
I'analisi dei dati

Icone per esportare i referti in formato .pdf e i file .vcf e .bam
singolarmente per campione

BAM I VCF I PDF

Pulsante per esportare tutti i referti della corsa selezionata
in formato .pdf compressi in un file .zip
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5.

36/61

Se si desidera esportare dei file, fare clic sull’icona o sul pulsante
corrispondente e selezionare il nome e la posizione di esportazione
nel dispositivo/sul server.

Per eliminare tutti i risultati dell’analisi per la corsa selezionata, fare
clic sul pulsante rosso [Delete] (Elimina) nell’angolo in basso a
destra della schermata.

Viene visualizzata una finestra per confermare che si desidera
eliminare definitivamente tutti i dati.

Per tornare alla panoramica del modulo “Reporting” (Refertazione),

fare clic sul triangolo di colore bianco nel cerchio grigio
nell’angolo in basso a sinistra della finestra del software.
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7 Referti

| referti sono disponibili in formato .pdf.

Inoltre, & possibile scaricare file in formato .vcf (variant call format) e .bam
(binary alignment map). | file .vcf contengono, tra le altre informazioni
disponibili, tutte le mutazioni in frazione di allele mutante (MAF) e in molecole
mutanti (MM) mostrate nel referto, in formato standardizzato. | file .bam
contengono le informazioni di allineamento delle Read di consenso UMI
generate rispetto agli ampliconi dell’analisi. Questi due file possono essere
utilizzati per un controllo dettagliato dei risultati dell’analisi con software di
terze parti (ad es. Integrative ~ Genomics  Viewer  (IGV,
https://software.broadinstitute.org/software/igv/)). Se si utilizza 1GV,
selezionare “Human hg19” come genoma di riferimento.

37161
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| referti generati da Plasma-SeqSensei™ IVD Software contengono diverse
sezioni:

= Informazioni sul campione
= Validita della corsa e del campione
o Profondita di sequenziamento
o Positive Control
o No Template Control
= Stato delle mutazioni del campione
o Ampliconi non valide
= Mutazioni rilevate
o Mutazioni somatiche
o Potenziali mutazioni germinali
= Qualita della corsa di sequenziamento
s Metriche del campione
o Panoramica delle Read
o Qualita di sequenziamento
= Informazioni sul software di analisi e sul database

Esempio A:
Sample Information

Sample ID  Analysis Date  DNA Input Amount*  Flowcell ID Analysis ID Kit Lot Number ~ REF Number

SampleB 2024-03-15 5290 GE HHSIGOFX2  BC_Test 131 D20001 ZR150544

*Genome Equivalents: number of amplifiable haploid genomic copies analysed by the assay. 1 GE = 3.3 pg of DNA.
Esempio B:
Sample Information

Sample ID  AnalysisDate  DNA Input Amount*  Flowcell ID Analysis ID Kit Lot Number ~ REF Number

SampleA 2024-03-15 Not quantifiable HHSIGOFX2  BC_Test 131 D20001 ZR150544

*Genome Equivalents: number of amplifiable haploid genomic copies analysed by the assay. 1 GE = 3.3 pg of DNA.

The DNA input is listed as not quantifiable if the detected DNA amount for this sample Is outside the valid input range.
Alternatively, this error message s also displayed if the quantification of the positive control fails regardless of the sample DNA
input or if the coverage of the sequences used for quantification is insufficient

La sezione Sample Information (Informazioni sul campione) contiene un
riepilogo dell’analisi del campione selezionata, che include:

= |ID del campione

= Data dell'analisi

= Quantita di DNA di analisi in equivalenti genomici (Genome
Equivalents, GE) calcolata utilizzando il quantificatore interno
(Quantispike); se la quantita di DNA di analisi € al di fuori degli
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intervalli validi oppure se la quantificazione del Positive Control
fallisce, questa informazione verra contrassegnata come “Not
quantifiable” (non quantificabile).

= |D Flowcell

= ID di analisi assegnato dall’'utente per l'analisi di questo set di
campioni.

= Numero di lotto del Plasma-SeqSensei™ IVD Kit utilizzato

= Il numero REF indica il numero articolo del Plasma-SeqSensei™ Kit
utilizzato.

Esempio A:

Run And Sample Validity

Run Validity Sample Validity

Positive control J No template control: V Sequencing depth: V Quanfification: x

For detailed information about the sample validity parameters, please refer to the sample validity section of this report.

Mutation calls will only be reported as valid, if all controls and sample performance criteria are met

If the detected sample DNA amount is higher than the upper assay limit, mutation calls will be reported as valid but without mutant
molecules count.

Esempio B:
Run And Sample Validity

Positive control: « No template control: J Sequencing depth: Quantification: J

For detailed information about the sample validity parameters, please refer to the sample validity section of this report.
Mutation calls will only be reported as valid, if all controls and sample performance criteria are met.

La tabella Run and Sample Validity (Validita della corsa e del campione)
nella prima pagina del referto indica se il campione analizzato rientra nei
criteri di validita. | segni di spunta verdi (+) indicano un risultato valido,
mentre le croci rosse (x) indicano un risultato non valido e il segno
di spunta arancione (.~) per la profondita di sequenziamento informa
I'utente della presenza di almeno un amplicone non valido dovuto alla bassa
copertura del sequenziamento. Ulteriori informazioni su tale amplicone non
valido si trovano nella sezione Stato delle mutazioni del campione e nella
sezione Profondita di sequenziamento del referto.

La quantificazione dei campioni viene inizialmente eseguita utilizzando la
misurazione Qubit, che produce un’approssimazione grezza della quantita
di DNA per il carico corretto del campione. La quantificazione nel referto si
riferisce alla quantita di DNA del campione determinata dal quantificatore
interno (Quantispike).
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Se il valore di quantificazione non rientra nell’'intervallo consentito (indicato
nel campo Informazioni sul campione/Quantita di DNA), il campione non sara
considerato valido e non sara mostrato alcun risultato nel referto.

L’analisi del campione viene considerata non valida anche qualora il Positive
Control, il No Template Control o le metriche di sequenziamento non
soddisfino i criteri consentiti.

Esempio:

Sample Mutation Status

La sezione Sample Mutation Status (Stato delle mutazioni del campione)
fornisce una panoramica in merito a quante mutazioni sono state rilevate per
gene analizzato dal Plasma-SeqSensei™ |VD Kit. Se € stata trovata una
mutazione, il riquadro viene visualizzato in arancione con il numero di
mutazioni riscontrate nel gene indicato sotto il nome del gene. Se in un gene
non & stata trovata una mutazione, il riquadro con il nome del gene viene
visualizzato in grigio, mentre il numero indicato sara uno zero.

Esempio:
Please note that not all amplicons achieved the required minimum coverage. The following genes and coding positions are excluded
from this test result and no judgment regarding wildtype or mutation status can be made for these positions:
Gene ID Coding Sequence
TP53 c.574_659

Verra inclusa una nota (Importante) se uno o piu ampliconi non hanno
raggiunto una sufficiente profondita di sequenziamento e sono stati esclusi
dalla refertazione (vedere la sezione Validita della corsa e del campione e
Profondita di sequenziamento di questo referto). Le posizioni codificanti
interessate all’interno del gene specificato sono indicate in una tabella. Le
possibili mutazioni presenti in queste regioni non vengono mostrate e lo stato
delle mutazioni di queste posizioni geniche non pud essere valutato.
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Esempio A:

Somatic Mutations Detected

Gene T et CodingDNA  Amino Acid cosMmic Clinvar St mutant
D Change Change D ) e on  Molecules
AKT1 ENST00000554581.1  c.49G>A p.E17K COSV62571334 13983 0.129% 1"
TP53 ENST000002693054 c.422dup p.C141Wfs'8 COSV53125883 844977 0.087% 7
TP53  ENST000002693054 c.524G>A pRI75H COSV52661038 12374  0.137% 11
TP53  ENST000002693054 c.639A>G pR213= COSV52679610 43501  0373% 31
TP53 ENST00000269305.4 c.659A>G "p, Y220C COSV52661282 127819 0.256% 21
1) Partially covered amino acid triplet detected. The amino acid annotation in this report is made based on the assumption that the
bases, which are not covered by this assay correspond to the reference sequence.

Esempio B:

Somatic Mutations Detected

No valid somatic mutations were detected in this sample.

Nella sezione Somatic Mutations Detected (Mutazioni somatiche rilevate)
del referto vengono indicate tutte le mutazioni rilevate da Plasma-
SeqSensei™ IVD Software nelle regioni di copertura del gene del Plasma-
SeqSensei™ VD Kit utilizzato, qualora i criteri di validita della corsa e del
campione siano stati soddisfatti e la profondita di sequenziamento per
'amplicone sia stata raggiunta.

Nella tabella sono indicate le seguenti informazioni:

ID del gene

Numero del trascritto del gene utilizzato durante I'analisi

Variazione del DNA codificante rilevata

Variazione degli aminoacidi risultante dalla variazione del DNA
codificante:

e}

se viene riscontrata una mutazione all'interno della regione
intronica del gene, la variazione amminoacidica sara mostrata
come "p.?"

se la variazione di coppia di basi viene rilevata in una tripletta di
nucleotidi codificante un amminoacido che & solo parzialmente
coperta dal saggio, la variazione amminoacidica viene
contrassegnata da un ". In questo caso, I'annotazione
dellamminoacido viene effettuata assumendo che le basi che
non sono coperte dal saggio corrispondano alla sequenza di
riferimento.ID COSMIC, se disponibile (numero COSV) nella
versione del database utilizzata (fare riferimento all'ultima pagina
del referto)

41/61

PSSSWIFU.R4 | Istruzioni per l'uso



7 Referti

ID ClinVar, se disponibile nella versione del database utilizzata (fare
riferimento all’'ultima pagina del referto)

Frazione di allele mutante

Molecole mutanti (MM) per mutazione rilevate nel campione
utilizzando il contenuto di DNA calcolato con il quantificatore interno
(Quantispike).

Esempio A:

Potential Germline Mutations Detected

Coding DNA  Amino Acid dbSNP Clinvar  Mutant Allele Mutant
1] ]

Gene
D Transcript Change Change Fraction Molecules
TP53 ENST00000269305.4 ¢.215C>G p-P72R rs1042522 12351 44.211% 2339
Potential germline mutations were detected in this sample
This classification is based on a mutant allele fraction above 40% and below or equal 60% (heterozygous) or above 90%
(homazygous) for the listed mutations.
Esempio B:

Potential Germline Mutations Detected

No potential germiine mutations were detected in this sample.

Se rilevate, le Potential germline mutations (SNP) (Potenziali mutazioni
germinali) vengono indicate in una tabella aggiuntiva. Le mutazioni vengono
indicate come potenziali mutazioni germinali quando sono presenti a una
MAF da > 40 % a < 60 % (eterozigote) o = 90 % (omozigote). L’inserimento
nel database dbSNP & facoltativo. Per convalidare la mutazione rilevata
come mutazione germinale reale occorre eseguire ulteriori test del DNA

genomico.

Nella tabella sono indicate le seguenti informazioni:

42161

ID del gene

Numero del trascritto del gene utilizzato durante I'analisi

Variazione del DNA codificante rilevata

Variazione degli aminoacidi risultante dalla variazione del DNA
codificante:

o

se la variazione di coppia di basi viene rilevata in una tripletta di
nucleotidi codificante un amminoacido che & solo parzialmente
coperta dal saggio, la variazione amminoacidica viene
contrassegnata da un ". In questo caso, I'annotazione
dellamminoacido viene effettuata assumendo che le basi che
non sono coperte dal saggio corrispondano alla sequenza di
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riferimento.ID dbSNP, se disponibile nella versione del database
utilizzata (fare riferimento all’'ultima pagina del referto)
= ID ClinVar, se disponibile nella versione del database utilizzata (fare
riferimento all’'ultima pagina del referto)
= Frazione di allele mutante
= Molecole mutanti (MM) per mutazione rilevate nel campione
utilizzando il contenuto di DNA calcolato con il quantificatore interno
(Quantispike).

Esempio:

Sequencing Run Quality

[T Acceptance Range Value
Sequencer ID

Sequencing Kit -1- Mid Output Kit v2.5 (150-cycle)
Clusters Passing Filter 2 80% 91.8%

g:‘::::’::’zl NextSeq™ 500/550: < 220k 2070

Percentage >Q30 2 80% 923 %

La tabella Sequencing Run Quality (Qualita della corsa di sequenziamento)
include le metriche di qualitd del sequenziamento/i criteri di validita della
corsa indicati dall’utente all'interno del modulo “Data Analysis” (Analisi dei
dati) di Plasma-SeqSensei™ IVD Software. Nella tabella sono indicati gl
intervalli di accettabilita (se applicabili) di tali criteri.

Sono indicate le seguenti categorie:

ID del sequenziatore

Kit di sequenziamento utilizzato
Cluster che superano i filtri
Densita cluster in cluster/mm?
Percentuale > Q30

Qualora uno dei parametri risulti al di fuori dell’intervallo consentito, la corsa
di sequenziamento non sara valida e dovra essere ripetuta.
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Esempio:

Sample Validity
Sequencing Depth

P53:c.783_856
TP53:c.888_919
€920 993

TP53:c.376_

' . ' ' ' '
0 10000 20000 30000 40000 50000 &0000
Error corrected reads per target region

Sequencing depth per target region: green bars indicate sufficient coverage while orange bars indicate insufficient target coverage

La seconda parte della sezione Sample Validity (Validita del campione)
include ulteriori dettagli per determinare il motivo di un eventuale fallimento
dell'analisi di un campione.

Nella sezione Sequencing Depth (Profondita di sequenziamento) viene
indicata la copertura di sequenziamento di tutte le regioni/gli ampliconi target
analizzati con il Plasma-SeqSensei™ IVD Kit. Le barre verdi rappresentano
gli ampliconi con una copertura target sufficiente; le barre arancioni
rappresentano gli ampliconi con una copertura target insufficiente. Gli
ampliconi marcati in arancione non sono validi e non & possibile esprimere
un giudizio circa lo stato delle mutazioni di questa regione bersaglio. Il limite
di copertura & indicato sotto il grafico in colore arancione chiaro. L’unita
utilizzata per il calcolo della copertura &€ “Read corrette per errori per regione
target”.
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Esempio:

Positive Control

Depth of coverage 2 1.0 UID families / GE 0.8 UID families / GE (minimum) x
Quantification 500 GE < x GE < 1500 GE 808 GE v
Spike-in detection 210.0 MM 42.8 MM (average) v

La tabella Positive Control (Controllo positivo) indica i limiti che il controllo
positivo dell’analisi deve raggiungere affinché la corsa di Plasma-
SeqSensei™ sia considerata valida. Un segno di spunta verde () indica
un risultato valido, mentre una croce rossa (X) indica un risultato non
valido. Per questa sezione, i seguenti valori del controllo e del campione
devono essere all'interno degli intervalli validi:

= La profondita della copertura di sequenziamento deve essere di
almeno 1 famiglia UMI per GE per il controllo positivo per tutte le gli
ampliconi incluse.

= La quantificazione (in GE) del controllo positivo deve essere
all'interno degli intervalli di accettabilita indicati.

= E necessario raggiungere un limite di rilevamento di aimeno 10 MM
per mutazione inclusa nel controllo positivo.

Esempio A:

No Template Control

NTC ID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <150 003 v
Esempio B:

No Template Control

NTC ID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <150 3577.34 b4

La sezione No Template Control (Controllo “no template”) indica se si &
verificata una possibile contaminazione del controllo “no template”. Un
segno di spunta verde (v) indica un risultato valido, mentre una croce
rossa (X) indica un risultato non valido. Se il risultato UMI medio &
superiore a 15, i campioni potrebbero essere contaminati e la corsa sara
quindi considerata non valida.
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Esempio:

Read Overview

Category Result
Reads imported from sequencer 18,611,038
Reads with sufficient quality and length for error correction 17,612,879
Rate of reads usable for error correction 94.64%
Reads assigned to UID families with sufficient size 17,136,078
Rate of reads assigned to UID families with sufficient size 97.29%
Error corrected reads 812,656

FASTQ reads are imported from the sequencing device. Only reads passing certain quality and length thresholds will be further
analysed by the Plasma-SeqSensei™ IVD software. Reads are grouped according to their bar-code sequence (UID / UMI) and
only reads assigned to UID families with sufficient size are used for error correction. The error corrected reads are the starting point

for alignment and mutation calling

E possibile trovare ulteriori informazioni sulla corsa di sequenziamento e
sull’analisi nella sezione Sample Metrics (Metriche del campione).

La sezione Read Overview (Panoramica delle letture) fornisce informazioni
sui numeri e sulle percentuali dei diversi tipi di Read durante I'analisi dei dati.

Esempio:

Sequencing Quality

6
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#

Sequencing quality

Saquencing cycle

Distribution of QPhred quality values in error corrected reads per sequencing cycle. The orange line in the plot indicates the QPhred
quality threshold which is required for mutation calling. A subset of 10,000 reads is used per FASTAQ file of the sample to generate

this plot.

La sezione Sequencing Quality (Qualita di sequenziamento) mostra un
grafico con una media di tutti i valori di qualita QPhred per un sottoinsieme
di Read del campione selezionato secondo il numero del ciclo di
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sequenziamento. | punteggi QPhred superiori a 20 (linea arancione) sono
accettabili.

Esempio:

Analysis Software and Database Information

Analysed by Plasma-SeqSensei™ IVD Software (v1.3.1)
Assay configuration: BreastCancer_IVD1v1.0.1
Sequencing result based on:

+ Genome Reference Consortiurm Human Build 37 (GRChaT)

+ COSMIC Database v92 (https://cancer.sanger.ac.ukicosmic)

* dbSNP Database Build 151 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)

= ClinVar Database 2020-12-08 (https://www.ncbi.nlm nih.gowv/clinvar)
+ Ensembl Database (https://www.ensembl.org)

L’ultima sezione del referto, Analysis Software and Database Information
(Informazioni sul software di analisi e il database) include le informazioni sul
software di analisi e sul database utilizzati per I'analisi di questo campione.

Date, Signature

Alla fine del referto € presente un campo per la firma.
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Se si verificano problemi durante l'uso di Plasma-SeqSensei™ Software,
fare riferimento alla tabella seguente o contattare il rappresentante Sysmex
autorizzato di zona per ulteriori informazioni.

Problema Soluzione

Il software non viene
installato correttamente.

Accertarsi di aver seguito esattamente le istruzioni fornite nella
sezione 5.1.1 del presente manuale per l'installazione del
software. Cio include in particolare I'ubicazione della cartella
scaricata (localmente) e la decompressione del file .zip prima
dellinstallazione. Spacchettare solamente la prima cartella,
non spacchettare le sottocartelle.

Se linstallazione verra eseguita in un secondo momento,
assicurarsi di eliminare la cartella
C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd, se gia esistente. Se non
€ ancora possibile installare correttamente il software,
contattare il servizio assistenza Sysmex e fornire una copia
del file di registro dell’installazione memorizzato qui (riquadro
rosso):

[@E! Plasma-SeqSensei

VD Software Setup -

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Setup

Plasma-SeqSensei™ IVD Software Setup Wizard ended prematurely
because of an error. Your system has not been modified. To install this
program at a later time, run Setup Wizard again.

Finish

Non e possibile
visualizzare lintera
finestra e non € possibile
chiuderla.

Le impostazioni del fattore di scala dello schermo del
computer devono essere impostate a un valore pari o inferiore
a 125 % per poter visualizzare I'intera finestra del software.

Il pulsante di “start
analysis” (avvio analisi)
non & presente.

Si prega di impostare la scala dello schermo a un valore pari
o inferiore al 125 % e di riavviare il Plasma-SeqSensei™
Software.
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La chiave di licenza non
viene accettata durante
l'installazione del software.

Verificare che non siano stati aggiunti spazi aggiuntivi nel
codice della licenza o nel nome del cliente e controllare che
sia stato scaricato il software corretto (RUO o IVD) oppure
contattare il servizio assistenza Sysmex.

Modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa)

I numero articolo o il
numero di lotto non viene
accettato.

Accertarsi di aver utilizzato I'intero numero, che comprende le
lettere maiuscole ZR + sei numeri per il numero articolo o D +
cinque numeri per il numero di lotto.

E necessario inserire solo il numero articolo del kit IVD

Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific. Non includere il numero
articolo del kit dell’Extension IVD.

Non sono presenti saggi
selezionabili.

Si prega di eseguire una seconda installazione dopo aver
cancellato la cartella: C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd.
Assicurarsi che sia stata decompressa solo la cartella
scaricata che si trova nella cartella download e che tutte le
sottocartelle siano ancora zippate. Non decomprimere le
sottocartelle.

Nella pagina “Plate
Summary” (Riepilogo della
piastra) manca un
campione.

Accertarsi di aver inserito il numero corretto di campioni con i
rispettivi nomi dei campioni e le concentrazioni di DNA nel
modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa).

Il nome del campione non
e stato accettato.

I nome del campione deve essere:

1. univoco

2. non piu lungo di 16 caratteri

3. composto da soli caratteri alfanumerici.

La quantita di DNA non ¢
stata accettata.

La quantitd di DNA deve essere allinterno degli intervalli
specifici per I''VD Kit utilizzato; inoltre, come separatore
decimale € necessario utilizzare un punto (.).

La scheda campione non &

stata accettata dal
dispositivo di
sequenziamento
NextSeq™.

Se nel dispositivo di sequenziamento si utilizza una versione
obsoleta (< v2.4.0) del Local Run Manager, la scheda
campione attuale potrebbe non essere compatibile. Provare a
utilizzare la seconda versione della scheda campione
disponibile nella pagina “File Export” (Esportazione file) del
modulo “Run Planning” (Pianificazione della corsa) o
contattare il servizio assistenza Sysmex.

Modulo “Data Analysis” (Analisi dei dati)

L’'ID Flowcell
accettato.

non viene

Utilizzare l'intero ID Flowcell come indicato sul Flowcell, nel
dispositivo di sequenziamento o in Sequencing Analysis
Viewer.
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Non si riesce ad avviare
I'analisi perché sono stati
trovati file aggiuntivi.

Assicurarsi che il file FASTQ denominato
“Undetermined.fastq.gz” non sia incluso nella -cartella
dell’analisi.

Alcuni file sono mancanti
ed e impossibile avviare
I'analisi.

Si prega di controllare di avere a disposizione nella cartella
dell’analisi il numero corretto di file FASTQ.

Durante la demultiplazione vengono generati alcuni file
FASTQ. A seconda della pipeline di demultiplazione, il numero
di file FASTQ per campione puo variare. Se si sta utilizzando
bcl2fastq per la demultiplazione, sono solitamente presenti 5
file FASTQ per campione (un file per pozzetto). In alternativa,
possono essere generati 20 file FASTQ per campione (5
pozzetti per campione, 4 corsie per pozzetto). Cid si verifica
quando si utilizza il modulo “GenerateFASTQ” del Local Run
Manager sul proprio dispositivo NextSeq™.

Quando si sequenziano due piastre Plasma-SeqSensei™
nella stessa corsa applicando 'LRM, vengono generati 80 file
FASTQ per campione (5 pozzetti per campione, 4 corsie per
pozzetto, 4 indici piastra).

Per riepilogare, nella cartella FASTQ di input devono essere
presenti 5, 20 o 80 file FASTQ per singolo campione. Inoltre,
il Positive Control (PC) e il No Template Control (NTC)
ricevono 1, 4 or 16 file FASTQ che si trovano anch’essi nella
cartella dell’analisi.

L’analisi
tempo.

impiega troppo

In genere l'analisi richiede meno di 6 ore. Qualora I'analisi
richieda piu tempo, potrebbero essersi verificati diversi
problemi:

° Il dispositivo non ha abbastanza memoria
disponibile.
e | file FASTQ sono di dimensioni molto grandi a

causa dell'utilizzo di un kit di sequenziamento non
appropriato, ad es. basso numero di
campioni/quantita di DNA con un High Output Kit.

e  Plasma-SeqSensei™ |VD Software non ¢ installato
sullo stesso dispositivo dove sono memorizzati i
dati. Quando i file sono memorizzati su un’unita di
rete, 'accesso pud essere limitato/lento qualora
I'unita di rete sia molto occupata con altri processi.

. Bassa qualita delle Read.

In tal caso, interrompere la corsa, risolvere il problema (ad es.
la posizione di installazione del software) e riavviare la corsa
o attendere il termine dell’analisi. Se I'analisi continua a non
arrivare al termine, contattare il servizio assistenza.

Dove sono le metriche di

Le metriche vengono visualizzate al termine di ogni corsa sul

qualita di | dispositivo di sequenziamento. Inoltre, possono essere
sequenziamento? visualizzate nel software lllumina Sequencing Analysis Viewer
(SAV) durante il caricamento della corsa di sequenziamento.
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Perché durante [l'uso
del’lLRM su NextSeq™
sono visibili 4 file .fastq.gz
per pozzetto?

Quando si utilizza il Local Run Manager (LRM) durante la fase
di sequenziamento sul proprio dispositivo NextSeq™ viene
creato un file per corsia di ciascun pozzetto, ossia 4 file in
totale. Plasma-SeqSensei™ |VD Software concatenera
automaticamente i file per eseguire le ulteriori analisi.

Quando si utilizza il Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit e
si sequenziano due piastre nella stessa corsa di
sequenziamento, per ciascun pozzetto vengono creati 16 file.

E impossibile selezionare i
file FASTQ quando si

| file FASTQ non sono visibili nella finestra di selezione. Deve
essere selezionata la cartella che contiene i file.

campione della mia corsa.

naviga in Plasma-

SeqSensei™ IVD

Software.

Non trovo la scheda | Provare a usare la funzione di ricerca del proprio computer,

oppure preparare una nuova scheda campione ripetendo la
procedura nel modulo “Run Planning” (Pianificazione della
corsa). Accertarsi di inserire i valori corretti per nomi,
concentrazioni e layout della piastra.

Modulo “Reporting” (Refertazione)

E impossibile esportare i
referti quando si fa clic
sulle icone o sui pulsanti.

Questo comportamento indica un problema con I'analisi, che
probabilmente & stata interrotta prematuramente. E
necessario ripetere I'analisi. Assicurarsi che il proprio
ambiente operativo soddisfi tutti i requisiti elencati nel »
capitolo 2.2 Specifiche di sistema per I'esecuzione del
software, pagina 3/61.

Alcuni ampliconi non sono
validi; cosa comporta cio
per il referto?

Se oltre il 10 % di tutte le regioni target non raggiunge la
copertura del campione target, I'intera analisi del campione
sara considerata non valida. Se meno del 10 % di tutte le
regioni target non raggiunge la copertura del campione
target, saranno considerati non validi solo gli ampliconi
interessati, mentre il resto delle regioni sara considerato
valido.

Tutte le mutazioni rilevate (sia quelle valide che quelle non
valide) sono riportate nei file .vcf.
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Termine Definizione

cfDNA DNA libero circolante
ClinvVar Variazione clinica
COSMIC Catalogo di mutazioni somatiche nel cancro
CPU Unita centrale di elaborazione
ctDNA DNA tumorale circolante
DNA Acido desossiribonucleico
GB Gigabyte
GE Equivalente genomico
ID Identificatore
IFU Istruzioni per l'uso
IVD Diagnostica in vitro
LRM Local Run Manager (Gestione locale della corsa)
MAF Frazione di allele mutante
MM Molecole mutanti
NGS Sequenziamento in parallelo
NTC No Template Control
PC Positive Control
PCR Reazione a catena della polimerasi
PF Passing filter (Superamento filtro di controllo)
RUO Research Use Only (Solo per uso a scopo di ricerca)
SNP Polimorfismo a singolo nucleotide
SNV Variante a singolo nucleotide
UMl Identificatore univoco
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EIEEITE Data Descrizione delle modifiche Sezione
documento
R4 Aprile Aggiunta e informazioni circa il servizio di 3.21
2024 aggiornamento e il nuovo pulsante nella 5.2
finestra del software
Informazioni circa il nuovo passaggio nel 6.2,
modulo di analisi passaggio 10
Ulteriori informazioni nel referto per sezione 7
e  Validita della corsa e del
campione
e  Stato delle mutazioni del
campione

. Mutazioni somatiche rilevate
Potenziali mutazioni germinali

Eliminazione della sezione delle Mutazioni 7
non valide rilevate nel referto

Eliminazione delle informazioni sulle 7
mutazioni per i campioni con contenuto di
DNA superiore agli intervalli consentiti

Aggiornamento della tabella sulla ricerca ed 8
eliminazione dei guasti
R3 Dicembre | Aggiunta di una nota circa la necessita di 3.2
2023 una connessione Internet attiva per

informazioni ed elaborazione degli
aggiornamenti automatici

Aggiornamento della tabella sulla ricerca ed 8
eliminazione dei guasti

R2 Novembre | Informazioni sugli aggiornamenti automatici 3.21

2022

Aggiornamento dell’indirizzo della pagina 5.1
web per il download
Aggiunta di icone 5.2
Aggiornamento dell’interfaccia utente 5.3
Cambio dell’ordine durante i primi passaggi 6.1,
del “Run Planning” (Pianificazione della passaggio 2
corsa)
Aggiornamento degli screenshot e 7

dell’ordine di comparsa per mutazioni
somatiche valide, potenziali mutazioni
germinali e mutazioni non valide nel referto
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VEIEEG DEF:] Descrizione delle modifiche Sezione

documento
Aggiornamento della tabella sulla ricerca ed 8
eliminazione dei guasti
Aggiunta della tabella “Glossario e 9
terminologia”
Aggiunta della tabella “Cronologia delle 10
revisioni”

R1 Luglio Versione iniziale N/D
2022
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General Terms and Conditions
for Software Licenses of Sysmex Inostics GmbH

1. Subject matter

Sysmex Inostics GmbH, Falkenried 88, 20251 Hamburg, Germany (hereinafter referred to as
"SIG") grants the customer a non-exclusive, non-transferable, temporary license to use the
following software:

. Plasma-SeqSensei™ VD Software for analysis of NGS data ("SIG Software")

Title, ownership rights and intellectual property rights in the SIG Software shall not pass to the
customer. The license is granted in connection with the purchase of Plasma-SeqSensei™ IVD
Kits for the duration of the use of the Plasma-SeqSensei™ IVD Kits.

2. Delivery

The SIG Software will be delivered as part of the delivery of the Plasma-SeqSensei™ VD Kits.
The SIG Software will be provided in its current version.

3. Licensed products from third party suppliers

If third party software products are also provided with the SIG Software that are not open-source
software, these may only be used in conjunction with the SIG Software. SIG will draw the
customer's attention to any special licensing conditions in an appropriate manner.

4. Prohibition of copying

The SIG software as well as the documentation must not be copied by the customer in whole or
in part, with the exception of the production of a machine-readable copy of the SIG software for
backup or archiving purposes. Any copy made by the customer for these purposes must be
clearly and legibly marked with a complete reference to confidentiality, title, ownership rights
and the intellectual property rights of SIG.

5. Prohibition of modification

The customer is neither allowed to make any changes to the SIG software himself nor to allow
any third party to make any changes.

6. Prohibition of transfer

The transfer of rights and obligations arising from the license agreement to third parties, even
after termination of the agreement, is not permitted. It is not permitted to pass on the license
key.
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7. Unauthorized use

The customer undertakes to ensure that his employees or other persons subject to his
instructions who have access to the SIG software comply with all duties of protection and care
arising from this agreement. Furthermore, the customer undertakes to ensure that no one gains
access to the SIG Software for the purpose of deriving the source codes. If the customer
becomes aware that the SIG Software is being used by one of the aforementioned persons in
contravention of the existing obligations to protect and exercise due care, he will immediately
do everything in his power to prevent such use in contravention of the contract and notify SIG
in writing of the use in contravention of the contract.

8. Claim for damages

SIG is entitled to the industrial property rights and copyrights to the SIG Software. The customer
can be held liable by SIG for any infringement of such property rights for which he is responsible.

9. Warranty

9.1 For the quality of the SIG Software, only the description of the SIG Software provided by the
licensor prior to the conclusion of the contract or agreed in a separate document (e.g. in the
documentation) shall be binding. Within the scope of the maintenance obligation, the licensor is
not obliged to adapt the software to changed conditions of use and technical and functional
developments, such as changes in the IT environment.

9.2 The licensor does not provide any warranty for errors in the software,

e which have been caused by application errors on the part of the customer and which
could have been avoided if the documentation had been consulted carefully; this shall
also apply in the event of non-existent or insufficient backup measures which would
have prevented data loss;

. due to virus attack or other external influences for which the licensor is not
responsible, such as fire, accidents, power failure, etc.;

e which are based on the fact that the SIG Software was used in an operating
environment other than that approved by the licensor, or which are due to faults in the
hardware, the operating system or the software of other manufacturers;

. which are based on the fact that the software has been modified by the customer or
third parties without authorisation.

9.3 The customer is obliged to notify the licensor of defects in the SIG Software immediately
after their discovery. In the case of material defects, this shall be done by describing the time of
occurrence of the defects and the more detailed circumstances. If the licensor carries out a fault
analysis at the customer's request and it turns out that there is no defect which the licensor is
obliged to rectify, the licensor may invoice the customer for the expenditure incurred on the
basis of the licensor's hourly rates valid at the time.

Defects in the software shall be remedied by the licensor within a reasonable period of time
(subsequent performance). This shall be done, at the licensor's discretion, by eliminating the
defect by means of an update/patch/bugfix/upgrade or by delivering defect-free software or by
demonstrating a workaround, the latter to the extent that this is reasonable for the customer,
taking into account the effects of the defect and the circumstances of the demonstrated
workaround.
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10. Liability

10.1 The licensor shall be liable in accordance with the statutory provisions for damages for
bodily injury and personal injury, for damages based on the Product Liability Act, for damages
caused by fraudulent conduct or intent on the part of the licensor, and for damages caused by
gross negligence on the part of the legal representatives or executive employees of the licensor.

10.2 Notwithstanding any liability for damages according to section 10.1, the licensor shall be
liable for damages limited to the amount of the foreseeable damage typical for the contract at
the time of the conclusion of the contract for damages resulting from a simple negligent breach
of essential contractual obligations as well as for damages caused by vicarious agents of the
licensor. Material obligations are obligations the fulfilment of which is essential for the proper
performance of the contract and compliance with which the licensee may regularly rely on. The
contract-typical, foreseeable damage arising from breaches of duty by the licensor shall
correspond to the amount of the remuneration paid by the customer in the contract year of the
damaging event, up to a maximum of EUR 50,000. If the maximum liability amount is not
reached in one contract year, the maximum liability amount for the next contract year shall not
be increased.

10.3 Any further liability on the part of the licensor is excluded, subject to any expressly deviating
provisions in these General Terms and Conditions. In particular, the licensor shall not be liable
for initial defects unless the conditions of Clauses 10.1 or 10.2 are met. The licensor shall not
be liable for damages incurred by the Licensee due to failure to back up data.

10.4 Contributory negligence on the part of the customer shall be taken into account.

10.5 The above limitations of liability shall also apply to the personal liability of the licensor's
employees, representatives and/or bodies. They also apply to the liability of the licensor with
regard to the reimbursement of futile expenses or indemnification obligations.

11. Rights of third parties

If claims are asserted against the customer by third parties due to alleged infringement of a
patent, copyright, or other industrial property right to which the third party is entitled in respect
of the SIG Software, SIG will indemnify the customer against claims by third parties, provided
that the customer informs SIG immediately in writing of the alleged infringement of industrial
property rights and supports SIG in the conduct of any legal action.

In the event of such a claim against the customer by a third party, SIG is entitled, at its discretion,
either to procure for the customer a corresponding license from the third party, to modify the
SIG software or to supply the customer with equivalent other software.

SIG shall not be liable for infringements of property rights resulting from the customer modifying
the licensed software or modifying it according to his own requirements, or from the SIG
Software being used or sold in conjunction with other software, hardware or consumables not
supplied by SIG. This subject matter liability is the entire liability of SIG for infringement of any
patent, trademark, copyright, or other intangible property right.

12. Software updates

Updates to the SIG Software will be provided to the customer free of charge.
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13. Payment

The license fee is discharged with the purchase of the Plasma-SeqSensei™ IVD Kits. No
additional fee will be charged.

14. Contract period
The granted use of the SIG Software shall be valid for the agreed contract period (see clause 1).

The contract may be terminated in writing by either party without notice for good cause. Good
cause exists, in particular, if the customer infringes the licensor's rights of use by using the
software beyond what is permitted under these General Terms and Conditions and does not
remedy the infringement within a reasonable period of time following a warning by the licensor.
The licensor reserves the right to assert further claims for damages.

15. Data protection

Insofar as personal data is processed, the licensor shall comply with the statutory provisions on
data protection. Details shall be set forth in a Data Processing Agreement to be concluded
separately.

16. General provisions

These General Terms and Conditions shall be governed by the laws of Germany. Exclusive
place of jurisdiction for all disputes arising from this contract shall be Hamburg.

Should one or more of the provisions of this contract be or become invalid, this shall not affect
the validity of the rest of the contract.

No verbal agreements have been made. Amendments and supplements to this contract must
be made in writing.
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