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1 Utilizacao prevista

1 Utilizagao prevista

O Plasma-SeqSensei™ IVD Software destina-se a analisar os resultados de
sequenciagao do Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit da Sysmex
Inostics (dados de sequenciagédo de nova geragédo (NGS)) para controlo da
validade e a detetar e comunicar de mutag¢des nas regides-alvo dos ensaios.

O software pode detetar substituicdbes de variantes de nucleétido Unico
(SNVs), alteragdes de insercao e delegcao, bem como mutagdes de insergéo-
delegao (delins), conforme especificado no respetivo Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific IVD assay.

O software destina-se a ser utilizado com um Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kit especifico para apoiar o médico na determinagdo do
potencial beneficio da terapéutica em doentes com cancro. As informacgdes
geradas pelo software nunca devem ser o Unico fator determinante para a
tomada de decisdes médicas. Devem ser complementadas com outros
resultados clinicos e com o historial do doente.

O software deve ser utilizado por pessoal qualificado num ambiente de
laboratério profissional.

Importante: O software s pode ser utilizado com e de acordo com as IDU
do Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit da Sysmex Inostics e nao
com outros tipos de produtos ou testes desenvolvidos em laboratério.
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2 Introducéo

2 Introducao

Estas Instrugdes de utilizagdo (IDU) descrevem a utilizagdo do Plasma-
SeqSensei™ IVD Software para a analise dos Plasma-SeqSensei™ Assay-
Specific IVD Kits da Sysmex Inostics.

Leia atentamente este manual antes de utilizar o software. Guarde este
manual num local seguro e acessivel para referéncia futura.

Embora tenhamos tomado varias precau¢des para garantir a qualidade do
conteldo deste manual, contacte o departamento de assisténcia técnica do
seu representante local autorizado da Sysmex se encontrar erros ou
omissoes.

E proibida a modificagéo, tradugdo, engenharia inversa, descompilacdo e
desmontagem deste manual e do software. E proibida a criagdo de trabalhos
derivados baseados neste manual ou no software. E proibida a cdpia deste
manual ou do software para outros fins que ndo uma cépia de seguranga
baseada no contrato de licenga.

Para mais informagdes, contacte o seu representante local autorizado da
Sysmex.

2.1 Conceito do produto
O Plasma-SeqSensei™ |VD Software permite ao utilizador planear e

analisar séries de sequenciacdo do Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific
IVD Kit e gerar relatdrios para as amostras analisadas.

2.2 Especificagdes do ambiente de execugao

Sistemas operativos:  Windows® 10 (64 bits)

CPU: CPU recente (Intel® Core™ i5/7 ou AMD Ryzen™)
RAM: 16 GB
Armazenamento: 10 GB de espaco livre em disco
Resolugéo do ecra: = 1440 x 810 pixéis
3157
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2 Introducéo

2.3 Marcas comerciais

= Os nomes das empresas e dos produtos apresentados nestas IDU
sdo marcas comerciais registadas ou marcas comerciais dos
respetivos proprietarios.

= O facto de uma marca comercial ndo estar expressamente indicada
nas presentes IDU nao autoriza a sua utilizagao.

= ™ e ®n3o sdo expressamente indicadas nestas IDU.

2.4 Licencgas

241 Licenca de utilizador final

O utilizador do Plasma-SeqSensei™ IVD Software tem de aceitar o contrato
de licenga com a Sysmex Inostics GmbH antes de proceder a respetiva
instalagdao. Para obter o texto completo dos Termos e Condi¢cbes Gerais
para Licengas de Software da Sysmex Inostics GmbH consulte o
» 11 Anexo A, pagina 54/57.

2.4.2 Licenga COSMIC (Qiagen)

A utilizagdo do COSMIC Dynamic Software Tool Large Enterprise do
Plasma-SeqSensei™ VD Software estd abrangida por um contrato de
licenga com a Qiagen K. K.

2.43 GNU

A politica de licenga publica geral do GNU (www.gnu.org/licenses) aplica-se
a algumas partes deste software. Contacte a filial ou o escritorio de vendas
mais proximo se pretender obter o cédigo fonte ou informacgdes detalhadas
sobre as partes do software sujeitas a politica de licenga publica geral GNU.
Na parte do software que esta fora do ambito da licenga publica geral GNU,
ndo é permitido aceder ao cddigo fonte, efetuar engenharia inversa,
compilagao inversa ou tentar desmontar o software.

2.5 Protecao de dados pessoais

Na medida em que os dados pessoais sao tratados, o utilizador deve cumprir
as disposicdes legais relativas a protecao de dados.
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3 Avisos e precaugoes

3 Avisos e precaucgoes

As informacgdes geradas com este produto nunca devem ser o Unico fator
determinante para a tomada de decisbes médicas. Devem ser
complementadas com outros resultados clinicos e com o historial do doente.

Importante: O software sé pode ser utilizado com e de acordo com as IDU
do Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit da Sysmex Inostics e ndo
com outros tipos de produtos ou testes desenvolvidos em laboratério.

Qualquer utilizagédo fora da utilizagdo prevista especificada € considerada
como uma utilizagdo nao conforme.

A Sysmex declina qualquer responsabilidade por danos ou perdas que
resultem de uma utilizagdo nao conforme.

3.1 Operadores

O Plasma-SeqSensei™ |VD Software s6 pode ser utilizado por pessoal
qualificado num ambiente de laboratério profissional.

Em caso de avaria, consulte as IDU. Para obter mais assisténcia, contacte
o seu representante local autorizado da Sysmex.

3.2 Garantia de produto do Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Para assegurar um desempenho ideal do Plasma-SeqSensei™ VD
Software, € necessario efetuar uma manutencdo regular do Plasma-
SeqSensei™ IVD Software e do sistema operativo Microsoft Windows®. Os
capitulos seguintes explicam as tarefas necessarias.

Nota: Para o processo de instalagéo e atualizagdo do Plasma-SeqSensei™
IVD Software, sdo necessarios direitos de administrador local no dispositivo.

Importante: E obrigatério ter uma ligagdo ativa a Internet para receber
notificagbes de atualizagdo no software.

5/57
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3 Auvisos e precaucoes

3.21 Manutengao do Plasma-SeqSensei™ IVD Software

O servico de atualizagdo do Plasma-SeqSensei™ IVD Software verifica,
aquando do inicio do software, se esta disponivel uma ligagdo a Internet
ativa e uma ligagdo ao servidor de atualizagdo. Se ndo for possivel
estabelecer esta ligacdo, sera apresentado um botdo com uma cruz
vermelha no canto inferior direito do ecra da aplicagdo. Ao clicar no botéo,
solicita uma verificagao das definicdes de ligagédo a Internet e firewall, para
garantir a execugao correta do servico de atualizagdo do software.

X

Quando o servigo de atualizagdo esta ligado corretamente, o Plasma-
SeqSensei™ VD Software emite uma notificagao se estiver disponivel uma
nova atualizagdo do Plasma-SeqSensei™ IVD Software para transferéncia.
Se for necessario instalar uma nova versdo do Plasma-SeqSensei™ VD
Software, pode iniciar o processo no arranque do software ou utilizar o botao
[update available] (atualizagédo disponivel) no ecrd da aplicagdo na altura
que preferir. Sdo necessarios direitos de administrador para este passo.
PDATE

AVAILABLE

No caso de uma atualizagdo de ensaios Plasma-SeqSensei™ VD
existentes, apenas sera apresentado o botéo [update available] (atualizagao
disponivel) no ecra da aplicagdo para iniciar o processo de atualizagao.
Utilize sempre a versao mais recente do Plasma-SeqSensei™ |VD Software
e do ensaio disponivel, se possivel. Depois de instalar a versao mais recente
do software, ndo sera possivel restaurar uma versao anterior.

Quando estiverem disponiveis novos ensaios Plasma-SeqSensei™ IVD, o
software avisa apresentando um botao [new assay available] (novo ensaio
disponivel) no ecra da aplicagéo.

Uma nota de langamento com detalhes sobre a nova versdao do Plasma-
SeqSensei™ VD Software estara disponivel para transferéncia em
https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ ou através do botédo para o
manual do utilizador que se encontra na parte inferior do ecra da aplicacao.
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3 Avisos e precaugoes

3.2.2 Sistema operativo Microsoft

A instalagao, as atualizacdes e a seguranga do sistema operativo Microsoft
sao da responsabilidade do utilizador. Recomenda-se que o servigo de
atualizacdo seja ativado regularmente. Tenha em atengdo que as
atualizagdes automaticas por reinicio do sistema operativo Windows® apds
a instalagdo podem interromper uma analise de dados Plasma-SeqSensei ™
em curso. Recomenda-se a desativacdo dos reinicios automaticos ou a
configuragdo das «horas ativas do sistema» na definicdo de atualizagéo do

Windows® em conformidade.

3.2.3 Limitagoes do sistema

Tipos de ficheiros de entrada

fastq.gz

Dispositivos de sequenciacdo a
utilizar

lllumina NextSeq500/550

NUimero minimo de amostras a
testar por série

Numero maximo de amostras a
testar por série

16 (kit padrao) ou 32 (com kit de
extensao)

Numero maximo de placas a testar
por série

1 (kit padrédo) ou 2 (com kit de
extensao)

Numero de controlos a executar
por placa e por série

2 (controlo positivo [PC] e No
Template Control [NTC])

Numero de ensaios a agregar por
série de sequenciagao

Nenhum

Nota: Trata-se de um tipo de teste
unico, ndo sendo possivel agregar
outros ensaios ao mesmo tempo no
dispositivo de sequenciagéo.

3.2.4 Limitagcoes de responsabilidade

A Sysmex ndo se responsabiliza por quaisquer falhas do Plasma-
SeqSensei™ |VD Software resultantes da:

= nao observancia dos procedimentos de manutencdo acima

descritos,

= Uutilizagido do sistema para além das limitacdes do sistema.
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3 Avisos e precaugoes

3.3 Virus informaticos

Verificou-se que o produto disponivel para transferéncia em www.sysmex-
inostics.com esta livre de virus informaticos.

3.4 Ambiente operacional

Para um desempenho 6timo, o Plasma-SeqSensei™ IVD Software deve ser
instalado no mesmo computador em que os dados de sequenciagao estao
armazenados. No caso de uma ligacdo via rede, os tempos de analise
podem aumentar, dependendo da velocidade de
carregamento/transferéncia da ligagcao de rede, ou a analise pode bloquear
completamente.

Espera-se que a rede seja gerida sob a total responsabilidade da
organizagdo do operador, proporcionando uma seguranga de rede eficaz
que garanta a seguranga dos seus ativos. As carateristicas de segurancga
recomendadas incluem, entre outras, autorizagdo de acesso a rede, acesso
restrito a Internet, implementacgéo de tecnologias de hardware/software que
impecam a entrada de virus/malware.
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4 Especificagdes para o dispositivo de sequenciagao

4 Especificagbes para o dispositivo de
sequenciagao

O Plasma-SeqSensei™ Software foi desenvolvido para a analise de dados
de sequenciacdao nao processados (fornecidos como ficheiros .fastq.gz)
obtidos a partir da utilizacdo de diferentes dispositivos de sequenciacao
lllumina. Apenas os dispositivos Illumina NextSeq™500 e lllumina
NextSeq™550 devem ser utilizados em conjunto com o Plasma-
SeqSensei™ VD Software.

O seguinte software de controlo foi utilizado durante o desenvolvimento dos
Plasma-SeqSensei™ VD Kits. Quando utilizar uma versado posterior do
software de controlo, verifique a respetiva funcionalidade antes de iniciar a
série de sequenciagao. Além disso, verifique a funcionalidade da ficha de
amostras gerada pelo Plasma-SeqSensei™ IVD Software em combinagdo
com a versao mais recente do software de controlo da lllumina.

Nome do software Fabricante/fornecedor
NextSeq™ Control Software v4.0.1.41 lllumina, Inc.
NextSeq™ Local Run Manager Software v2.4.0 |lllumina, Inc.

41 Aquisicao de dados

Dependendo da configuragdo do processamento a jusante, podem ser
seguidos diferentes caminhos para a aquisicdo de dados. Todos estes
caminhos se baseiam na configuragdo da ficha de amostras realizada no
passo de planeamento da série de sequenciagao.

O dispositivo de sequenciacdo NextSeq™ pode ser executado utilizando
dois caminhos diferentes.

1. O Local Run Manager (LRM) do dispositivo NextSeq™ & o caminho
recomendado. O LRM pode ser utilizado para gerar ficheiros FASTQ
diretamente através do sequenciador, selecionando a opgao
«GenerateFASTQ Module» nas definigées. Aqui, o software efetua
a desmultiplexagem e o corte do adaptador utilizando a ficha de
amostras fornecida e as definicbes do adaptador. Os ficheiros
FASTQ produzidos (.fastq.gz) tém de ser disponibilizados ao PC
que executa o Plasma-SeqSensei™ VD Software.

9/57
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4 Especificagdes para o dispositivo de sequenciagao

10/57

Importante: Quando utilizar o LRM, o «Adapter» (Adaptador) com
a respetiva sequéncia (que se encontra na ficha de amostras,
consulte um exemplo de uma ficha de amostras no » capitulo 6.1
Moédulo Run Planning (Planeamento da série), passo 7.c pagina
26/57) tem de ser adicionado as «Advanced Module Settings»
(Definigbes avangadas do moédulo) para que seja efetuado o corte
correto do adaptador.

Durante a configuragdo manual, o dispositivo NextSeq™ grava as
informagdes de sequenciacdo numa pasta da série no formato de
chamada de base binaria (ficheiros .bcl) e nado realiza a
desmultiplexagem ou o corte do adaptador. A desmultiplexagem e
o corte do adaptador sao realizados manualmente pelo cliente apés
a sequenciagdo, utilizando o software bcl2fastq fornecido pela
lllumina, juntamente com uma ficha de amostras compativel com
bcl2fastq, que pode ser gerada durante o planeamento da série. Os
ficheiros FASTQ resultantes (.fastq.gz) tém de ser disponibilizados
a maquina de analise em que o Plasma-SeqSensei™ VD Software
esta a ser executado.
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

5 Passos iniciais e esquema da janela do
programa

5.1 Passos iniciais

= Aescalado ecrd do computador tem de ser definida para 100 % (se
a resolucdo do ecra for de 1440 x 810 pixéis). Sera apresentada
uma mensagem de aviso se a resolugao ou a escala do ecra estiver
fora do intervalo admissivel. O software encaminha
automaticamente para as defini¢gdes de visualizacao, se necessario.

= Transfira o programa em: https://sysmex-inostics.com/products/kit-
specs/.

= Adquira uma chave de licenga da Sysmex Inostics GmbH antes de
proceder a instalacao do programa.

= S3o0 necessarios direitos de administrador no computador.

5.1.1 Transferéncia e instalagao do software

O Plasma-SeqSensei™ VD Software pode ser transferido a partir de
https://sysmex-inostics.com/products/kit-specs/ como um ficheiro.zip
compactado.

Transfira este ficheiro para a pasta de transferéncias do Windows® 10, clique
com o botéo direito do rato no ficheiro e, em seguida, selecione «Extract
All...» (Extrair tudo). Na janela seguinte, clique em «Extract» (Extrair). A
pasta com os ficheiros extraidos é automaticamente aberta. Para iniciar o
processo de instalagao, faca duplo clique no ficheiro «Plasma-SeqSensei™
IVD Software» (ndo extraia os ficheiros zip do ensaio que também se
encontram nesta pasta). Siga as instrugdes de instalagdo apresentadas no
ecra. Aceite o contrato de licenga e introduza a chave de licenga quando Ihe
for solicitada.

Durante o processo de instalagao, sao necessarios direitos de administrador
para concluir a instalagdo do software.

O software tem de ser instalado localmente no disco rigido do dispositivo.
NZo execute o ficheiro .msi (ficheiro de instalagdo do Windows®) numa
unidade de rede.

111757
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

5.1.2 Adquirir uma chave de licenca

Apods a compra dos Plasma-SeqSensei™ IVD Kits, a Sysmex Inostics GmbH
fornecera uma chave de licenga por cliente.

5.1.3 Iniciar o programa

Faca duplo clique no icone Plasma-SeqSensei™ IVD no ambiente ﬂ
de trabalho:

5.1.4 Fechar o programa

. X
1. Parafechar o programa, clique no X ( ) que se encontra no canto
superior direito da janela do software ou no X no circulo cinzento

(8) no canto inferior esquerdo da janela do software.

2. Sera apresentada uma janela para confirmar se pretende,
efetivamente, fechar o programa.

3. Clique em [Yes] (Sim) para sair ou em [No] (N&o) para retomar a
sessdo no Plasma-SeqSensei™ IVD Software.

5.2 Vista geral de icones e fungodes

icone Fungdo

Voltar ao ecré inicial

Sair do software

Nao esta disponivel uma ligagéo ativa ao
X servidor de atualizagbes

Ligacao para informacdes técnicas e IDU
do Plasma-SeqSensei™ IVD Kit e
Software

12/57
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

icone Fungio

Informacgdes de software/software de
cbdigo aberto

UPDATE Esta disponivel uma atualizagao para o
AVAILABLE Plasma-SeqSensei™ IVD Software
NEW ASSAY Novo Plasma-SeqSensei™ IVD assay
AVAILABLE

disponivel

Os separadores de selecdo de médulos
estdo sempre visiveis para poder alternar
entre médulos.

Médulo Run Planning (Planeamento da
série)

Moédulo Data Analysis (Analise de dados)

DATAANALYSIS

Moédulo Reporting (Relatérios)

Elimina todas as entradas na pagina atual
do moédulo Run Planning (Planeamento
da série).

[ Back ] Ir para a pagina anterior do médulo Run
Planning (Planeamento da série).

e )

‘[ Next ] Ir para a pagina seguinte do modulo Run
- Planning (Planeamento da série).

Eliminar uma amostra no médulo Run
Planning (Planeamento da série).

[ ot ] Exportar um ficheiro especifico no médulo
- Run Planning (Planeamento da série).

13/57
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

icone Fungio

Browse

Navegar para a pasta/os ficheiros
pretendidos no médulo Data Analysis
(Analise de dados).

Start Analysis

Iniciar uma analise de dados.

Recarregar a pagina para incluir os dados

mais recentes no modulo Reporting
(Relatorios).

Voltar a vista geral no médulo Reporting

(Relatorios).

Search for Analysis Name or Info

Pesquisar resultados de analises no
modulo Reporting (Relatorios).

Previous 1

Avancgar para paginas diferentes dos
resultados de analises no médulo
Reporting (Relatorios).

lterns per Page: 10 -

Alterar o niumero de itens visiveis por
pagina (5 a 50) no moédulo Reporting
(Relatérios).

Exportar todos os relatérios pdf da série

selecionada.

BAM|

Transferir o ficheiro bam da amostra

selecionada.
) Transferir o ficheiro vcf da amostra
V=3 selecionada.
- Transferir o ficheiro/relatorio pdf da
PDE amostra selecionada.
Parar e cancelar o processo de analise no
Cancel

modulo Data Analysis (Analise de dados).

Eliminar dados de uma série especifica
no modulo Reporting (Relatorios).

14 /57
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

5.3 Vista geral da interface de utilizador

- @ Voltar ao ecrd inicial
®_ R e (2) Médulo Run Planning
(Planeamento da série)
(3) Médulo Data Analysis
@ (Analise de dados)

(@) Médulo Reporting
(Relatérios)

@ DATA ANALYSIS
J

(5) Sair do software
®— | ® i

(8) Manual do utilizador
@ T 1 (7) Informagdes de software

5.3.1 Médulo Run Planning (Planeamento da série)

@— Plastra Seqgensei™ VD Software ~Zmex (1) Voltar ao ecrj inicial
— (2) Sair do software
(3) Manual do utilizador

(@) Informagdes de software

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

Ok ~®

(1) Voltar ao ecra inicial
@) Repor entrada
s (3) Sair do software
- (4) Pagina seguinte

(5) Manual do utilizador

— i (7@ ®) Informagdes de software
@— —®

“svsmex
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

RUN PLANNING

Plate Re-Usage Configuration
pute s

“sysmex

Sample Configuration

= |
== ®

®
e

—®

®_ Pl Seqgensei™ VD Softwre ~Gramex

HiE

16/57

(1) Voltar ao ecr inicial
(2 sair do software
(3) Pagina anterior
(4) Pagina seguinte
() Manual do utilizador

(6) Informagdes de software

(1) Voltar ao ecré inicial

(2) Repor entrada

(3) Sair do software

(4) Eliminar amostra

(5) Pagina anterior

(6) Pagina seguinte

(7) Manual do utilizador
Informagdes de software

(1) Voltar ao ecra inicial
(2) Sair do software
(3) Pagina anterior
(@) Pagina seguinte
(5) Manual do utilizador

(6) Informacdes de software
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

’SYSME)(

@— Plasma-SeqSens

®- @

-,

sysmex

.
@O

() Voltar ao ecr inicial
@ Sair do software
@ Pagina anterior
(@) Pagina seguinte
@ Manual do utilizador

®) Informagdes de software

() Voltar ao ecra inicial
(2) Exportar ficheiros
(3) Sair do software

(#) Pagina anterior

(6) Manual do utilizador

(6) Informagdes de software

5.3.2 Modbdulo Data Analysis (Analise de dados)

(@) Voltar ao ecra inicial
(2) Sair do software
(3) Manual do utilizador

@) Informagdes de software

17157
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa
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Analysis Nome
FASTQ Folder
Sarple Sheet

Info

Sequencing Device
Sequencing Kit

Sequencing Quality Metrics.

-

sysmex

—r

-

svsmex

—®

)
f‘—G‘D

Médulo Reporting (Relatdrios)

RUN PLANNING

DATA ANALYSIS

$SVI! mex

(1) Voltar ao ecr inicial

(2) Sair do software

) Procurar ficheiros/pastas
(@) Iniciar andlise

(8) Manual do utilizador

(6) Informagdes de software

(1) Voltar ao ecr inicial
(2) Sair do software
(3) Cancelar analise
(@) Manual do utilizador

(® Informagdes de software

(@ Voltar ao ecra inicial
(2) Sair do software
(3) Manual do utilizador

@ Informagdes de software
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5 Passos iniciais e esquema da janela do programa

“svsmex

oate Anstyis Name

@

®_ Plasms-SeqSensei™ VD Software Ssmex
BC_IVD Test

Bress Canc

®
o

@ Voltar ao ecra inicial
(2) Atualizar/recarregar tabela
@ Sair do software

@ Campo de entrada para
pesquisar resultados de
andlises

@ Pagina anterior/seguinte

@ Ajustar numero de

itens visiveis por pagina
@ Manual do utilizador
Informagées de software

@ Voltar ao ecra inicial
@ Exportar todos os
relatérios pdf

@ Voltar a vista geral do
médulo Reporting
(Relatérios)

(4) Sair do software
@ Eliminar resultados
@ Manual do utilizador

@ Informagoées de software
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6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

6 Modbdulos do Plasma-SeqSensei™ IVD Software

6.1 Moddulo Run Planning (Planeamento da série)

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software "svsmex

RUN PLANNING

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

O moddulo Run Planning (Planeamento da série) (azul) é utilizado para
planear a série de sequenciagao e inclui:

Tipo de ensaio

Dispositivo de sequenciagao
Utilizagao do kit de sequenciagao
Tipo de placa (A e/ou B)

Numero de amostras

Nome das amostras

Concentragao das amostras
Localizagdo das amostras na placa
Geracao da ficha de amostras
Esquema da placa

Utilize a ficha de amostras para permitir a desmultiplexagem subsequente e
o corte de dados do adaptador nas diferentes configuragbes possiveis. A
desmultiplexagem e o corte do adaptador nao fazem parte do software de
analise fornecido aqui (consulte o » capitulo 4.7 Aquisi¢do de dados, pagina
9/57).

20/57
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6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

E necessario efetuar o planeamento da série apds a quantificacdo Qubit™
das amostras de cfDNA e antes de iniciar a UID PCR.

Nota: A medicdo Qubit de amostras representa uma estimativa aproximada
do teor de ADN de entrada para determinar a carga da amostra. A
quantificagéo final (e, possivelmente, diferente) das amostras sera efetuada
durante a sequenciacdo da biblioteca com o quantificador interno

(Quantispike).

Plasma-SegSensei™ IVD Software

-
¥ sysmex

RUN PLANNING

Run Settings

1. Sequencing Device

llumina NextSeq™ soosso

2. Plasma-SeqSensei™ Assay 3. Sequencing Kit

@) breast Cancer Mid Output Kit v2 (150-cycle)

1. Cliqgue no médulo Run Planning (Planeamento da série) (azul).

2. Selecione as definigdes da série.

a.
b.

Selecione um dispositivo de sequenciagao.

Selecione o Plasma-SeqSensei™ Assay que pretende
utilizar.

Selecione o kit de sequenciagao que pretende utilizar.
Selecione a placa que pretende utilizar (A e/lou B) e
preencha o numero de artigo (formato ZR15xxxx) e o
numero de lote (formato D2xxxx) do Plasma-SeqSensei™
Assay-Specific Kit que pretende utilizar.

Nota: Se forem processadas mais de 16 amostras numa
série (maximo de 32 amostras), sdo necessarios dois
Plasma-SeqSensei™ |VD Kits e o Plasma-SeqSensei™
Extension IVD Kit com a placa B.

21157

PSSSWIFU.R4 | Instrucdes de utilizagao



6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

Importante: Ndo utilize o mesmo tipo de placa duas vezes
para a mesma série!

e. Em caso de erro, pode eliminar todas as entradas clicando
no botdo [Reset] (Repor) na parte inferior esquerda da
pagina.

f. Sera apresentada uma janela a solicitar a confirmacao da
reposicao da pagina.

3. Clique em [Next] (Seguinte). Sera apresentada uma janela a
perguntar se a placa marcada ja foi utilizada anteriormente.

nll Plate

0 #75: Has Plate A been used before?

a. Selecione [Yes] (Sim) ou [No] (Nao).

b. Se selecionar [Yes] (Sim), sera apresentado um novo ecr,
onde pode marcar as posicoes da placa de séries
anteriores, para evitar a utilizagao repetida de pogos vazios
da Plasma-SeqSensei™ Index Primer Plate. Estes pogos
nao estardo disponiveis para selegdo noutros passos de
planeamento desta série.

Nota: Os pogos da coluna 1 (controlo positivo) e coluna 12
(no template control) serdo selecionados automaticamente.

Plate Re-Usage Configuration
Plate A

Select sample positions that were used in 2 previous run by clicking to block them for the automated plate layout configuration.
Please note that control positions (column 1and 12) are blocked by default i a sample position is blocked in the same row.

Layout 1 2 3 4 5 8 7 3 s 10 11 12

c. Clique em [Next] (Seguinte) para continuar para a pagina
seguinte ou em [Back] (Anterior) para retroceder uma
pagina para alterar a entrada.

22157
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6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

4. Na tabela de configuragdo de amostras, preencha o nome e a
concentracado das amostras.

Nota: Os nomes das amostras e as concentragbes podem ser
facilmente inseridos utilizando copiar/colar em duas colunas de uma
folha de Excel.

a. Introduza nomes de amostras Unicos (minimo de 2
amostras) sem utilizar caracteres especiais; s6 sao
permitidos caracteres alfanuméricos. O software efetua
uma verificagdo de conformidade.

Nota: As amostras sdo automaticamente ordenadas pelo
software para a localizagdo do pogo vazio mais elevado da
placa individual quando se navega para a pagina seguinte.

b. Introduza a concentragdo das amostras em ng/116 yl de
eluato por amostra (incluindo «ponto» como separador
decimal, p. ex. 8,5 ng). A entrada da amostra deve estar
dentro dos intervalos de entrada especificos do ensaio. O
software efetua uma verificagdo de conformidade ao
navegar para a pagina seguinte.

Sample Configuration Hllumina NextSeq™ 500/550

05

Sumple Plte Sampleame DN Amosnt g] sample Plte Sampletiame ONA mountng]

ate s

c. Pode eliminar nomes de amostras, incluindo
concentracgdes, clicando no «X» no fim da linha ou repor
todas as entradas, clicando no botdo [Reset] (Repor) no
canto inferior esquerdo da janela.

i. Sera apresentada uma janela a confirmar a
necessidade de eliminar a amostra selecionada ou a
pagina inteira.

ii. Depois de selecionar [OK] ou [Yes] (Sim), pode
adicionar um novo nome de amostra e concentragao.

23157
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6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

d.

e.

No canto superior direito, é indicada a capacidade de leitura
do kit de sequenciagdo selecionado (as barras azuis e
verdes estdo dentro dos intervalos admissiveis, uma barra
cinzenta indica uma sobrecarga do kit de sequenciagdo
selecionado).

Illumina NextSeq™ so0/550
M Output Kit w25 (150-cycle) | 83.1 %

Illumina NextSeq™ soo/ss0
Mt Output K 2.5 (150-Cycle ) | — 02.5%

Illumina NextSeq™ soo/550
Mid Output 1t v2.5 (150-cycle) |

Clique em [Next] (Seguinte) para continuar para a pagina
seguinte ou em [Back] (Anterior) para retroceder uma
pagina para alterar a entrada.

5. Reveja a entrada, verificando cuidadosamente o resumo especifico

PR - %
Plasma-SeqSensei™ IVD Software ¥ sysmex
RUN PLANNING
Plate A Summary
Plasma-SeqSensei™ Assay:  Breast Cancer " .
Lot Nomber oz N I
Aticle Number ZRis0s44 o [ I R
¢k saer sz e

Plate Locations Plasma-SeqSensei™ Assay Sample Name DNA Amount g} Target Read Count

o2, €03, Co4, €05, €08
o7, €08, C00, €10, C11
D02, D03, D04, D0S, D06
D07, D08, D09, D10, D11

Breast Cancer Fc 43 1252914
Breast Cancer e 00 o
samplet 00 11855012
sample2 103 11742424
Samples 500 14566765
sampled 800 23310023

a.

b.

24 /57

Sao apresentados o ensaio Plasma-SeqSensei™, o
numero de lote e o numero de artigo.

Os pocos que devem ser utilizados para a execugao sao
realcados com os nomes das amostras e também séao
incluidos o controlo positivo (PC) e o No Template Control
(NTC).
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6 Modulos do Plasma-SeqSensei™ VD Software

c. Os pogos utilizados anteriormente estdo assinalados a
cinzento escuro.

d. A localizacdo da placa, o ensaio Plasma-SeqSensei™, o
nome da amostra, a concentracdo da amostra em ng e as
contagens de leitura alvo sdo indicados numa lista na
metade inferior do ecra.

e. Clique em [Next] (Seguinte) para continuar para a pagina
seguinte ou em [Back] (Anterior) para retroceder uma
pagina para alterar a entrada.

6. Reveja a entrada, verificando o resumo da série de sequenciagao
que especifica os seguintes parametros:

Ensaio Plasma-SeqSensei™

Numero de amostras

Placa utilizada, com o numero de artigo e lote
Dispositivo de sequenciagao

Kit de sequenciagao

Tipo de indexacao (preenchido automaticamente)
Entrada de ADN total (em ng)

Total de leituras alvos (preenchido automaticamente)
Utilizacdo da capacidade de sequenciacdo (preenchido
automaticamente)

= Esquema das duas placas possiveis

8 PlcScgenc O St
Plasma-SegSensei™ IVD Software sysmex
RUN PLANNING

Sequencing Run Summary
Plasma-SeqSensei™ Assay:  Breast Cancer a1 2 P 2
Number of Samples: 4 1 I S
o I N [
Plate A c e ‘Sample ‘Sampi2 e
Article Number:  ZR150544 o Sarpled. ‘Sempes.
Lot Number: D22222

Sequencing Device: umin NextSeq™ 500/550

Sequencing Kit 1 Output K6t 25 (150-cycle)
Indexing Type: single

Total DNA input [ng] 2146

Total Target Reads: 62520138

Sequencing Capacity Usage:  m— 55%

25157
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a. Cliqgue em [Next] (Seguinte) para continuar para a pagina
seguinte ou em [Back] (Anterior) para retroceder uma
pagina para alterar a entrada.

7. Na péagina de exportagdo de ficheiros, sdo apresentados trés
ficheiros. Podem ser exportados como ficheiros .csv (ficha de
amostras) ou .xls (esquema das placas), conforme necessario.

-

Plasma-SegSensei™ IVD Software Fsysmex

RUN PLANNING

File Exports

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

Pltelayout representtion in scce il format.

a. Para exportar uma ficha de amostras especifica ou o
esquema das placas, clique no botdo [Export] (Exportar),
selecione a localizagdo no computador ou na rede e clique
em [Save] (Guardar).

b. Pode exportar o esquema das placas (.xIsx) para fins de
documentagéo.

c. Aficha de amostras LRM (.csv) no meio do ecra é aplicada
quando inicia a série de sequenciacao utilizando o Local
Run Manager (LRM) da lllumina, Inc. Quando carrega a
ficha de amostras LRM no software LRM do dispositivo de
sequenciacdo, € necessario selecionar o modulo
GenerateFastQ.

26 /57
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Importante: Nas «Advanced Module Settings» (Definigbes
avangadas do modulo), o «Adapter» (Adaptador) com a
respetiva sequéncia (conforme realgado a amarelo no
exemplo de ficha de amostras abaixo) deve ser incluido
para que seja efetuado o corte correto do adaptador.

Exemplo A (LRM, uma placa):
A B C D E F G H J

1 |[Headerl,, ...,

2 |IEMFileVersion,d,,,,,,

3 |Experiment Name,BCIVDLRM,,,,,,

4 | Date,2022-05-09 12:08:02.863719,,,,,,

5 Workflow,GenerateFASTQ,,,,,,

& |Application,FASTQ Only,,, .,

7 |Assay,TruSeq LT,,..»

8 |safeseq_sw,1.1.7,,.,

9 |Chemistry,Default,,,..,

10 |BC_IVD1,D20000,None,,,,,

12 |[Reads], py
13/148,,...,,

15 |[settingsl,...,..
16 | Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA, .,

18| [Datal,, v,y

19 |sample_ID,sample_Name,sample_Plate,sample_well,17_index_ID,index,Sample_Project,Description
20 |BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_a,a,C12,C12, TCGCTACTAC, BCIVDLRM,
21 |BC_IVD1_PCplatea_43_C01_a,BC_IVD1_PCplatea_43_C01_a,a,C01,C01,CATGTGATAC,BCIVDLRM,

22 |BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,a,C02,C02,GTCAGACTAG BCIVDLRM,
BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,a,C03,C03,ATAGATCGCG,BCIVDLRM,
BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,BC_IVD1_Samplel 120_C04_a,a,C04,C04,TCGTACACAG BCIVDLRM,
25 |BC_IVD1_Samplel_120_COS_a,BC_IVD1_Samplel_120_COS_a,a,C05,C05,ATCGAGAGAG,BCIVDLRM,
BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,BC_IVD1_Samplel_120_C06_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG, BCIVDLRM,
BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,BC_IVD1 Sample2_450_C07_a,a,C07,C07,AGTGACTCTG,BCIVDLRM,
BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,a,C08,C08,CACAGTCTCA,BCIVDLRM,
BC_IVD1_Sample2 450 _C09_a,BC_IVD1_Sample2_450_C09_a,a,C09,C09,TATGACTCGC,BCIVDLRM,

BENEHED

Exemplo B (LRM, duas placas):

1 [Headerl,,,.,

IEMFileVersion,d, ..,

Experiment Name, BCIVDLAM2,,,,
Date,2022-05-09 12:16:33.681398,.,.,
Workflow,GenerateFASTQ,,
‘Application, FASTQ Only,
Assay,TruseqT,,,,,
safeseq w117,
Chemistry,Default,,,.,
BC_IVD1,020000,020000,,.,

12 [Readsl, .,
13148,

15 [Settings,...,
16 | Adapt T A,

18 | [Datal,..
12 sample_iD,sample_Name,sample_Plate,sample_Well,I7_index_ID,index,I5_Index_ID,index2,sample_Project,Description
20 BC_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplateaplidx0_0_A12_2,3,A12,A12,ACTAGATCGT,5, TTGTATCTGG, BCIVDLRM2,

21 |BC_IVD1_NTCplateaplidx1_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidxl_0_A12_a,a,A12,A12,ACTAGATCGT,3,C! \CA,BCIVDLRM?,
22 [BC_IVD1_NTCplateaplidx2_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx2_0_A12_3,3,A12,A12,ACTAGATCGT,a,Gt STGTT,BCIVDLRM2,
23 [BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_a,BC_IVD1_NTCplateaplidx3_0_A12_3,a,A12,A12,ACTAGATCGT,3,CCAACGGTAA BCIVDLRM?,

24 BC_IVD1_NTCplatebplidx0_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, 8CIVDLRM2,
26 BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx2_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b,CTACTACTTG BCIVDLRM?,
27 |BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplatebplidx3_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,ACTTGCGATA,BCIVDLRM2,
28 BC_IVD1_PCplateaplidx0_43_A01_a,BC_IVD1_PCplateaplidx0_43_AOL_2,a,A01,A0L,CT)

29 BC_IVD1_PCplateaplidx1_43_A01_a,8C_IVD1_PCplateaplidxl_43_AO1_a,a,A01,A01,CTACAGCAGT,8,CAACCAAGCA,BCIVDLRM2,
30 BC_IVD1_PCplateaplidx2_43_A01_a,BC_IVD1_PCplateaplicx2_43_AOL_3,3,A01,A01,CTACAGCAGT, 3, GGACGGTGTT,BCIVDLRM2,
31 BC_IVD1_PCplateaplidx3_43_A01_a,BC_IVD1_PCplateaplidx3_43_AOL_3,3,A01,A0L,CTACAGCAGT,8,CCAACGGTAA, BCIVDLRM2,
32 BC_IVD1_PCplatebplidx0_43_A01_b,BC_IVD1_PCplatebplidx0_43_AO1_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,CTCCACTGAA BCIVDLRMZ,
33 |BC_IVD1_PCplatebplidx1_43_A01_b,BC_IVD1_PCplatebplidxl_43_AO1_b,b,A01,A01,CTACAGCAGT,b,GTCCGGTACT,BCIVDLRM2,
34 BCIVD1_PCplatebplidx2_43_A01_b,BC_IVD1_PCplatebplidx2_43_A0L_b,b,A01,A0L,CTACAGCAGT,b, CTACTACTTG,BCIVDLRM2,
5 |BC_IVD1_PCplatebplidx3_43_AOL_b,BC_IVD1_PCplatebplidx3_43_A01_b,b,A01,A01,CTAC 7,5, ACTTGCGATA,BCIVDLRM:
6 /BC_IVD1._ ) 120_A02_a,8C_IVD1_§ )_120_A02_3,3,A02,A02, ACACTGATGC,3, TTGTATCTGG BCIVDLRM2,

CTGG,BCIVDLRM:

d. A ficha de amostras bcl2fastq (.csv) no lado esquerdo do
ecra é utilizada quando o software lllumina bcl2fastq é
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aplicado para desmultiplexagem, corte do adaptador e
geracgao de ficheiros FASTQ.

Exemplo A (bcl2fastq, uma placa):
A B C D E F G H J

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

2 |IEMFileversion,4,,,,.

3 ExperlmenlName,BCIVDbchfaS(q,,,,,,

4 |Date,2022-05-09 12:07:50.975042,,,,,,

5 |workflow,GenerateFASTQ,,, .,

6 |Application,FASTQ Only, ,»,..

7 |Assay,TruseqLT,,..,

8 |safeseq_sw,1.1.7,,m

9 |Chemistry,Default,,,.,

10 |BC_IVD1,D20000,None,, ,,,

12 |[Readslyymnm
13 |148,0, 0

15 |[Settings], ..,

16 |FilterPCRDuplicates,0,,...,

17 |ReverseComplement,0, ..,

18 |VariantFilterQualityCutof,30,,..,

19 |outputgenomevef FALSE,,, .,

20 | Adapter, AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA, ...,

22 |[Datal,.....,

23 |sample_ID,Sample_Name,Sample_Plate,Sample_Well,17_Index_ID,index,Sample_Project,Description
24 |BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_a,BC_IVD1_NTCplatea_0_C12_a,a,C12,C12, TCGCTACTAC, BCIV Dbcl2fasta,
25 |BC_IVD1_PCplatea_43_C01_a,BC_IVD1_PCplatea_43_CO1_a,a,C01,C01,CATGTGATAC,BCIVDbcl2fastq,
26 |BC_IVD1_Sample1_120_C02_a,BC_IVD1_Samplel_120_C02_a,a,C02,C02, GTCAGACTAG,BC]

27 |BC_IVD1_Sample1_120_C03_a,BC_IVD1_Samplel_120_C03_a,a,C03,003,ATAGATCGCG,BCI

23 |BC_IVD1_Sample1_120_C04_a,BC_IVD1_Samplel_120_C04_a,a,C04,004, TCGTACACAG, BCIVDbcl2fasta,
29 |BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,3,C05,C05,ATCGAGAGAG, BCIVDbcl2fasta,
30 |BC_IVD1_Sample1_120_C06_a,BC_IVD1_Samplel_120_C05_a,a,C06,C06, TACTGCAGAG,BCIVDbcl2fastq,
31BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,BC_IVD1_Sample2_450_C07_a,3,C07,C07,AGTGACTCTG, BCIVDbcl2fasta,
32 |BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,BC_IVD1_Sample2_450_C08_a,a,C08,008, CACAGTCTCA, BEIVDbcl2fastq,

Exemplo B (bcl2fastq, duas placas):

[Headerl,,....,

IEMFileversion,d,,..,

Experiment Name, BCIVDbcI2fasta2,....
Date,2022-05-09 12:16:25.131648,,,,
Workflow, GenerateFASTQ.,,..,
Application,FASTQ Only,
Assay,Truseq LT, ...
safeseq_sw,1.1.7,,.,,
Chemistry,Default, ..,
BC_IVD1,020000,020000,,,,,

[Reads],
148,

[Settings],,

FilterPCRDuplicates,0,,,,,,

ReverseComplement,0,,,,.,

VariantFilterQualityCutoff,30,,,,,,

outputgenomevcf,FALS
dapter, AGATCG

EEIEEISIEIEE

22 |[Datal,.n

23 |sample_ID,sample_Name,sample_Plate,sample_Well,17_index_ID,index,I5_Index_ID,index2,sample_Project, Description
24 [BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_5,3,A12,A12, ACTAGATCGT,3,CCAGATACAA, BCIVDbcl2fasta2,
25 |BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_3,3,A12,A12 ACTAGATCGT,3,TGCTTGGTTG,BCIVDbcl2fasta2,
26 [BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,a,A12,A1

27 |BC_IVD1_NTCplatea_0_A12_a,8C_IVD1_NTCplatea_0_A12_2,3,A12,A12 ACTAGATCGT,3, TTACCGTTGG,BCIVDbCl2fasta2,
28 [BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12 ACTAGATCGT,b,TTCAGTGGAG,BCIVDbcl2fastq2,
29 [BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12, ACTAGATCGT,b,AGTACCGGAC,BCIVDbcl2fastq2,
30 [BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT,b,CAAGTAGTAG,BCIVDbcl2fastq2,
31/BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,BC_IVD1_NTCplateb_0_A12_b,b,A12,A12,ACTAGATCGT, b, TATCGCAAGT,BCIVDbcl2fasta2,
32 [BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,,A01,A0LCT/

33 [BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,,A01,A01,CTACAGCAGT,3, TGCTTGGTTG,BCIVDbcl2fasta2,
34 [BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A01,A01,CTACAGCAGT, 3, AACACCGTCC, BCIVDbCI2fasta2,
35 [BC_IVD1_PCplatea_43_A01_a,8C_IVD1_PCplatea_43_A01_a,a,A01,A01,CTACAGCAGT,a, TTACCGTTGG, BCIVDbcl2fasta2,
36 [BC_IVD1_PCplateb_a3_A01_b,BC_IVD1_PCplateb_43_AO1_b,b,A01,A0L CTACAGCAGT,b, TTCAGTGGAG, BCIVDbal2fasta2,

Se for necessario efetuar alteracbes a entrada, retroceda
varias paginas, clicando em [Back] (Anterior) no canto
inferior direito da janela.
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6.2 Mobdulo Data Analysis (Analise de dados)

¢

| Plasma-SeqgSensei™ IVD Software sysmex

DATA ANALYSIS

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

O mddulo Data Analysis (Analise de dados) (verde) é utilizado para iniciar a
analise de sequenciagédo, com recurso a:

» Ficheiros FASTQ compactados (.fastq.gz)
m Ficha de amostras da série preparada no médulo Run Planning
(Planeamento da série).

Os ficheiros FASTQ devem ser guardados localmente na mesma unidade
do Plasma-SeqSensei™ IVD Software, numa pasta Unica por série de
sequenciagcao. Nao sdo permitidas subpastas. Se transferir dados do
BaseSpace™ da lllumina, todos os ficheiros .fastq.gz tém de ser copiados
para uma localizagéo de pasta unica.

Nota: Nao devem existir ficheiros .fastq.gz com o nome «Undetermined»
(Indeterminado) na pasta a ser analisada pelo software.

A analise sera efetuada ap6s a execugdo da série de sequenciagao e
subsequente desmultiplexagem, corte do adaptador e geragao do ficheiro
FASTQ. A desmultiplexagem e o corte do adaptador nédo fazem parte do
software de analise fornecido aqui e devem ser realizados antes da analise
de dados (consulte o » capitulo 4.7 Aquisi¢do de dados, pagina 9/57).

29/57
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Antes de iniciar analise de dados com o Plasma-SeqSensei™ IVD Software,
verifique os parametros de validade da série no software do instrumento da
lllumina:

Densidade de clusters:

NextSeq™: Média de 0 a 220 K/mm?

Pontuacao Q30: = 80 %

Filtro de passagem de clusters (PF): = 80 %

Se os parémetros de validade da série nao forem cumpridos, a série nao &
valida.

Plasma-SeqSensei™ IVD Software

Analysis Name

Enter

FASTQ Folder

lector enter FASTQ Folder patn

Sample Sheet

select

Info

—_

o M w0 DN

30/57

DATA ANALYSIS

Sequencing Device

me. Tllumina NextSeq™ soo/sgo

Sequencing Kit

o)

Mid Output Kit va.5 (1s0-cycle)

Sequencing Quality Metrics

o)

Floweell ID Enter Flowcel

sysmex

4

Clique no modulo Data Analysis (Analise de dados) (verde).

Introduza um nome para a analise.

Selecione o dispositivo de sequenciagao utilizado.

Selecione o kit de sequenciagao.

Preencha as métricas de qualidade da sequenciagao/critérios de

validade da série conforme
sequenciagao:

a. D da flowcell

b. % >Q30

c. Densidade de clusters [k/mm?]

indicado

no dispositivo de

Filtro de passagem de clusters [%]
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Ao iniciar a analise, aparece uma mensagem de erro se o ID da
flowcell ndo estiver completo ou ndo corresponder ao ID incluido nos
ficheiros a analisar, ou se os critérios de validade da série estiverem
fora dos intervalos admissiveis.

6. Selecione a pasta que contém os ficheiros FASTQ da série de
sequenciagao a analisar (.fastq.gz), clicando no botdo [Browse]
(Procurar) e navegando para a pasta pretendida.

Nota: Os ficheiros .fastq.gz ndo seréo visiveis quando selecionar a
pasta.

7. Selecione a ficha de amostras que foi criada no moédulo Run
Planning (Planeamento da série) (.csv) para esta série de
sequenciagao, clicando no botédo [Browse] (Procurar) e navegando
até ao ficheiro pretendido.

8. Preencha as informagbes relativas a experiéncia, série de
sequenciacao ou analise (opcional).

9. Clique em [Start Analysis] (Iniciar analise).

Se faltarem ficheiros, se os nomes das fichas de amostras e dos
ficheiros ndo corresponderem ou se tiver sido selecionada uma ficha
de amostras incorreta, o software apresenta uma mensagem de
erro.

10. Sera apresentada uma janela a pedir a confirmagédo da
conformidade do fluxo de trabalho IVD de acordo com as Instrugoes
de utilizagdo do Plasma-SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit.

previous steps were performed according to Sysmex Inostics’

Plasma-5eqSensei™ assay-specific IVD kit IFU. Otherwise
please click “Cancel” now. i

o #04: By starting the data analysis process you confirm that all

f OK Cancel I

a. Selecione [Ok] se seguiu as Instrugdes de utilizacao para
iniciar a analise com certificagdo IVD dos resultados de
sequenciagao.

b. Selecione [Cancel] (Cancelar) se n&do observou as
Instrugbes de utilizagdo do Plasma-SeqSensei™ Assay-
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11.

12.

32/57

Specific IVD Kit, uma vez que estes resultados de
sequenciagdo nao serdo elegiveis para analise com
certificacdo IVD.

Nota: Recomenda-se que todas as outras aplicagbes sejam
fechadas durante a analise e que o modo de espera do computador
Windows® seja desativado.

Dependendo da memdria disponivel, a analise pode demorar até 6
horas. Se a analise demorar mais tempo, consulte o » capitulo
8 Resolugéao de problemas, pagina 48/57.

E apresentada uma nova janela que mostra o processo e o
progresso da analise de dados.

el
Plasma-SegSensei™ IVD Software Fsysmex
DATA ANALYSIS

BC Test131

‘(m

2 N N
PRE-PROCESSING ALIGNMENT DATA ANALYSIS
ﬁ GATTACA S—
-— 11 11 N
= 00 AA-GTTC :

Vv, L v L J

 Algn disinc resds

A

\
|
|
\
‘ -
v
\
\
\

a. Pode parar a analise clicando no botdo vermelho [Cancel]
(Cancelar) do lado direito da janela. A analise tera de ser
iniciada de novo apds o cancelamento; ndo pode ser
colocada em pausa.

Uma vez concluida da analise dos dados, o software muda
automaticamente para o modulo Reporting (Relatérios) e abre a
pagina com os resultados da analise da série de sequenciagao.
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6.3 Moddulo Reporting (Relatérios)

Plasma-SeqSensei™ IVD Software sysmex

RUN PLANNING DATA ANALYSIS

O moddulo Reporting (Relatérios) (cor de laranja) é utilizado para guardar e
gerir todos os resultados de anadlises efetuadas com o Plasma-SeqSensei™
IVD Software. Permite ao utilizador:

= ver todas as séries analisadas no dispositivo
= ver o diretdrio de ficheiros FASTQ de cada série

= transferir relatorios (.pdf), ficheiros .vcf e .bam de cada série
= eliminar séries/dados

O mdédulo de relatérios € iniciado automaticamente apdés a conclusao de
uma analise. E possivel aceder a todas as analises anteriores no dispositivo
a qualquer momento para transferir ou eliminar dados. Os dados podem ser
transferidos em formato .pdf (relatérios), .vcf ou .bam.

33/57
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Plasma-SeqSensei™ IVD Software Foysmex |

Analysis Name Assay (No. of Samples) Info

s perPage: 10 v

1. Cliqgue no médulo Reporting (Relatérios) (cor de laranja).

2. Aqui, é apresentada uma vista geral de todas as analises efetuadas
com o Plasma-SeqSensei™ |VD Software no dispositivo.

a.

34 /57

Para avancar para uma pagina especifica nesta vista geral,
cligue no numero da pagina na parte inferior do ecra ou em
[Previous] (Anterior)/[Next] (Seguinte).

Previous 1 Next

O numero de itens por pagina pode ser alterado no canto
inferior direito da pagina.

ltemns per Page: 10 =

Para pesquisar resultados de analises especificas,
introduza o nome da série no campo de pesquisa no canto
superior direito da janela e clique no botao [Go] (Ir).

Search for Analysis Name or Info

Se estiver a espera de novos dados, clique no botédo
[Refresh Table] (Atualizar tabela) no canto inferior esquerdo
da janela para recarregar a tabela de resultados e ver os
novos resultados da analise.
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Selecione o resultado de uma analise pretendido clicando na

analise.

Os resultados da analise sdo apresentados numa nova janela, que

inclui:
|-
‘ Plasma-SeqSensei™ IVD Software "szsmex
SC testset
Samples Info
Solid Cancer R
Sample2 i) A':w (@ FASTQ Files Directory
a. Nome da série
b. Ensaio utilizado na série
c. Nome de todas as amostras dessa série
d. Informagdes da série (se incluidas no médulo Data Analysis
(Analise de dados))
e. Localizagédo do diretério de ficheiros FASTQ utilizado para
a analise de dados
f. lcones para exportar relatdrios .pdf, ficheiros .vcf e .bam
individualmente por amostra
BAM I VCF | PDF
g. Botdo para exportar todos os relatérios .pdf da série

selecionada como um ficheiro .zip

35/57
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5. Ao exportar ficheiros, clique no icone ou no botdo e selecione o

36 /57

nome e a localizagao no dispositivo/servidor para exportagao.

Para eliminar todos os resultados de analise desta série especifica,
clique no botdo vermelho [Delete] (Eliminar) no canto inferior direito
do ecra.

Uma janela verifica se pretende a eliminacdo final de todos os
dados.

Para regressar a vista geral do médulo Reporting (Relatérios), clique
no tridngulo branco no circulo cinzento  no canto inferior
esquerdo da janela do software.
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7 Relatoérios

Os relatérios estao disponiveis em formato .pdf.

Para além disso, & possivel transferir ficheiros .vcf (formato de chamada de
variantes) e .bam (mapa de alinhamento binario). Os ficheiros .vcf podem
conter, entre outras informagdes, todas as mutacbes em fragdo de alelos
mutantes (MAF) e moléculas mutantes (MM), conforme indicado no relatério
num formato padronizado. Os ficheiros .bam contém informagdes de
alinhamento das leituras de consenso UID geradas em relagdo aos
amplicdes do ensaio. Ambos os ficheiros podem ser utilizados para uma
inspecao detalhada dos resultados de analise com software de terceiros (p.
ex. o] Integrative Genomics Viewer (1Gv,
https://software.broadinstitute.org/software/igv/)). Se utilizar IGV, selecione
«Human hg19» como genoma de referéncia.

37157
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Os relatorios gerados pelo Plasma-SeqSensei™ IVD Software contém
varias secgdes:

= Informagbes da amostra
= Validade da série e da amostra
o Profundidade da sequenciagao
o Controlo positivo
o No template control
= Estado de mutagdo da amostra
o Amplicdes invalidos
= Mutacbes detetadas
o Mutacbes somaticas
o Potenciais mutacgdes da linha germinal
= Qualidade da série de sequenciagao
= Métricas da amostra
o Vista geral das leituras
o Qualidade da sequenciagao
= Informacgbes do software de analise e da base de dados

Exemplo 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.

Exemplo B:
Sample Information

Sample ID  Analysis Date  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 is 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

As Informagdes da amostra incluem um resumo da andlise da amostra
especifica, que inclui:

= |ID da amostra

s Data da andlise

= Quantidade da entrada de ADN em genomas equivalentes (GE),
calculada com o quantificador interno (Quantispike); se a
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quantidade da entrada de ADN estiver fora dos intervalos de entrada
validos ou a quantificagao do controlo positivo falhar, sera marcada
como «Not quantifiable» (N&o quantificavel).

= |D da flowcell

= |ID da analise atribuido pelo utilizador para a analise deste conjunto
de amostras.

= Numero de lote do Plasma-SeqSensei™ |VD Kit utilizado

= O numero REF especifica o numero de artigo do kit Plasma-
SeqSensei™ utilizado.

Exemplo A:

Run And Sample Validity

Run Validity Sample Validity

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

Exemplo B:

Run And Sample Validity

Positive control: V 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.

A tabela Validade da série e da amostra na primeira pagina do relatério
indica se a amostra analisada cumpre os critérios de validade. As marcas
de verificagédo verdes (V) indicam resultados validos, as cruzes
vermelhas (X) indicam resultados invalidos e uma marca de verificagao cor
de laranja (/) para a profundidade da sequenciagéo informa o utilizador da
existéncia de, pelo menos, um amplicdo invalido devido a uma baixa
cobertura de sequenciagdo. Para obter mais informacdes sobre este
amplicao invalido, consulte a secgdo Estado de mutagdo da amostra e a
seccao Profundidade da sequenciacao do relatdrio.

A quantificagdo das amostras é inicialmente efetuada utilizando a medicéo
Qubit, que representa uma estimativa aproximada do teor de ADN de
entrada para uma carga de amostra correta. A quantificagao no relatério
refere-se ao teor de ADN da amostra, conforme determinado pelo
quantificador interno (Quantispike).

39/57
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Se o valor de quantificagédo estiver fora do intervalo de entrada permitido
(visivel nas Informagbes da amostra/Quantidade da entrada de ADN), a
amostra sera invalida e ndo serdo apresentados quaisquer resultados no
relatorio.

A anadlise da amostra também é invalida se o controlo positivo, o No
Template Control ou as métricas de sequenciagdo estiverem fora dos
critérios permitidos.

Exemplo:

Sample Mutation Status

O Estado de mutagcao da amostra apresenta uma vista geral do nimero
de mutagbes detetadas por gene analisado pelo Plasma-SeqSensei™ VD
Kit. Se for detetada uma mutacdo, a caixa com o nome do gene é
apresentada a cor de laranja, com o nimero de mutagdes detetadas no gene
por baixo do nome do gene. Se nao forem detetadas mutagdes num gene,
a caixa com o nome do gene € apresentada a cinzento, com um zero por
baixo do nome do gene.

Exemplo:
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

Sera incluida uma nota (Importante) se um ou mais amplicbes nao tiverem
atingido uma profundidade da sequenciagao suficiente e forem excluidos do
relatério (consulte as secgbes Validade da série e da amostra e
Profundidade da sequenciagéo deste relatdrio). As posi¢des de codificagdo
afetadas no gene especificado sdo apresentadas numa tabela. As possiveis
mutacdes localizadas nestas regides ndo sdo apresentadas e o estado de
mutacao destas posi¢cdes do gene n&o pode ser avaliado.
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Exemplo A:

Somatic Mutations Detected

Gone B CodingDNA  Amino Acid COoSMIC ClinVar m"' Mutant
D Change Change D D Molecules
Fraction
AKT1 ENST00000554581.1  c.49G>A p.E17K COSV62571334 13983 0.129% 1
TP53 ENST00000269305.4 c¢.422dup p.C141Wfs*8 COSV53125883 844977 0.087% 7/
TP53 ENST00000269305.4 ¢.524G>A p.R175H COSV52661038 12374 0.137% 1"
TP53 ENST000002693054 ¢.639A>G p.R213= COSV52679610 43591 0.373% 31
TP53 ENST00000269305.4 ¢.659A>G Tp. Y220 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.
Exemplo B:
Somatic Mutations Detected

No valid somatic mutations were detected in this sample.

Na seccdo Mutagdes somaticas detetadas do relatério, sdo apresentadas
todas as mutagdes detetadas pelo Plasma-SeqSensei™ VD Software nas
regides genéticas abrangidas do Plasma-SeqSensei™ VD Kit utilizado,
quando os critérios de validade da série e da amostra foram cumpridos e a
profundidade da sequenciagao foi atingida para o amplicao.

Séo apresentadas as seguintes informagdes na tabela:

ID do gene
Numero de transcri¢do do gene utilizado durante a analise

Alteracao do ADN codificador detetada

Alteracdo de aminoacidos resultante da alteragdo do ADN

codificador

o se for detetada uma mutagdo na regido intrénica do gene, a
alteragao do aminoacido sera apresentada como «p.?»

o se a alteragdo do par de bases for detetada num tripleto de
nucledtidos que codifica um aminoacido, que esta apenas
parcialmente coberto pelo ensaio, a alteragao do aminoacido &
marcada com um "). Neste caso, a anotagdo de aminodacidos &
efetuada com base no pressuposto de que as bases, que nao
sdo abrangidas pelo ensaio, correspondem a sequéncia de
referéncia.

= ID COSMIC, se disponivel (numero COSV) na versao da base de
dados utilizada (consulte a ultima pagina do relatério)

= ID ClinVar, se disponivel na versdo da base de dados utilizada

(consulte a ultima pagina do relatério)
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s Fracédo de alelos mutantes

= Moléculas mutantes (MM) por mutagdo detetadas na amostra,
utilizando o teor de ADN calculado com o quantificador interno
(Quantispike).

Exemplo A:
Potential Germline Mutations Detected

Gene Transcript Coding DNA  Amino Acid dbSNP Clinvar  Mutant Allele Mutant
[1:] Change Change 1] D Fraction Molecules

TP53 ENST000002693054  c¢.215C>G p-P7ZR 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%
(homozygous) for the listed mutations.

Exemplo B:

Potential Germline Mutations Detected

No potential germiine mutations were detected in this sample.

Se forem detetadas Potenciais mutagdes da linha germinal (SNPs), estas
serdo indicadas numa tabela adicional. As mutagdes sao listadas como
potenciais mutagdes da linha germinal quando estdo presentes num
MAF > 40 % a < 60 % (heterozigdtico) ou = 90 % (homozigdético). O registo
na base de dados dbSNP é opcional. Para validar a mutagao descrita como
uma verdadeira mutacdo da linha germinal, seria necessario realizar testes
adicionais de ADN gendmico.

Séo apresentadas as seguintes informagdes na tabela:

ID do gene

Numero de transcri¢do do gene utilizado durante a analise

Alteracao do ADN codificador detetada

Alteragcdo de aminoacidos resultante da alteracdo do ADN

codificador

o se a alteragdo do par de bases for detetada num tripleto de
nucledtidos que codifica um aminoacido, que esta apenas
parcialmente coberto pelo ensaio, a alteragdao do aminoacido é
marcada com um ". Neste caso, a anotagdo de aminoacidos é
efetuada com base no pressuposto de que as bases, que nao
sdo abrangidas pelo ensaio, correspondem a sequéncia de
referéncia.
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= ID dbSNP, se disponivel na versdo da base de dados utilizada
(consulte a ultima pagina do relatério)

= ID ClinVar, se disponivel na versdo da base de dados utilizada
(consulte a ultima pagina do relatério)

s Fracdo de alelos mutantes

= Moléculas mutantes (MM) por mutagdo detetadas na amostra,
utilizando o teor de ADN calculado com o quantificador interno
(Quantispike).

Exemplo:

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%

Chister Denalty NextSeq™ 500/550: 5 220k 2070

[Clusters / mmzl

Percentage >Q30 2 80% 923%

A tabela Qualidade da corrida de sequenciamento inclui as métricas de
qualidade do sequenciamento/critérios de validade do sequenciamento
introduzidos pelo utilizador no médulo de analise do Plasma-SeqSensei™
IVD Software. Os intervalos de aceitagado (se aplicaveis) destes critérios sdo
apresentados na tabela.

Sao apresentadas as seguintes categorias:

ID do sequenciador

Kit de sequenciacao utilizado

Filtro de passagem de clusters
Densidade de clusters em clusters/mm?
Percentagem > Q30

Se algum parémetro estiver fora do intervalo, a série de sequenciacao &
invalida e tem de ser repetida.
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Exemplo:

Sample Validity
Sequencing Depth

Target region (ampli

TP53:c.783 856

' ' ' ' ' '
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Error corrected reads per target region

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

A segunda parte da secc¢éo Validade da amostra inclui mais detalhes para
determinar o motivo de uma possivel falha na analise da amostra.

Na seccao Profundidade da sequenciagao, é apresentada a cobertura de
sequenciagao de todas as regides alvo/amplicbes analisados no Plasma-
SeqSensei™ [VD Kit. As barras verdes representam os amplicbes com
cobertura alvo suficiente, as barras cor de laranja mostram os amplicées que
tém uma cobertura alvo insuficiente. Os amplicbes marcados a cor de
laranja s&o invalidos e n&o é possivel fazer qualquer avaliagao relativamente
ao estado mutacional desta regido alvo. O limite de cobertura € visualizado
na parte inferior do grafico a cor de laranja claro. A unidade utilizada para o
calculo da cobertura é em «leituras com correcao de erros por regido alvoy.
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Exemplo:

Positive Control

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

A tabela de Controlo positivo indica os limites a atingir pelo controlo
positivo do ensaio para séries Plasma-SeqSensei™ validas. As marcas de
verificagdo verdes (v) indicam resultados validos, as cruzes vermelhas
(X) indicam resultados invalidos. Aqui, os seguintes valores para o controlo
e a amostra tém de estar dentro de intervalos validos:

= A profundidade de cobertura da sequenciagdo deve ser de, pelo
menos, 1 familia UID por GE para o controlo positivo para todos os
amplicées incluidos.

= A quantificagdo (em GE) do controlo positivo tem de estar dentro
dos intervalos de aceitagdo apresentados.

= Deve ser atingido um limite de dete¢ao de, pelo menos, 10 MM por
mutacao incluida no controlo positivo.

Exemplo A:

No Template Control

NTCID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <15.0 003 v
Exemplo B:

No Template Control

NTC ID Avg. UID Threshold Avg. UID Result
NTCplatea <150 3577.34 b 4

A seccdo No Template Control indica se ocorreu uma possivel
contaminagdo do No Template Control. As marcas de verificagdo verdes (v)
indicam resultados validos, as cruzes vermelhas (X) indicam resultados
invalidos. Se o resultado médio do UID for superior a 15, as amostras podem
estar contaminadas e, por conseguinte, a série € invalida.
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Exemplo:

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

Pode encontrar mais informacgdes sobre a série de sequenciacao e a analise
na seccao Métricas da amostra.

A Vista geral das leituras fornece informacdes sobre os numeros e as
percentagens de diferentes tipos de leituras durante a analise dos dados.

Exemplo:

Sequencing Quality

6

oy _uu_uu|||||m VTR
Qb e e Ii I

d i HH\‘H ’\':_"_Tﬂﬁ il

24

-

Senuencing quality

Sequencing 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 FASTQ file of the sample fo generate

this plot.

A seccao Qualidade da sequenciagdo apresenta um grafico com uma
média de todos os valores de qualidade QPhred de um subconjunto de
leituras da amostra especifica, de acordo com o numero de ciclos de

46/ 57

PSSSWIFU.R4 | Instrucdes de utilizagao



7 Relatoérios

sequenciagao. Pontuagdes QPhred superiores a 20 (linha cor de laranja)
sdo aceitaveis.

Exemplo:

Analysis Software and Database Information

Analysed by Plasma-SeqSensei™ IVD Software (v1.3.1)
Assay configuration: BreastCancer_IVD1 v1.0.1
Sequencing result based on:

« Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRChaT)

+ COSMIC Database v92 (hitps:/fcancer sanger.ac.uk/cosmic)

« dbSNP Database Build 151 (https :/www nebinlm.nih gow/sn

« ClinVar Database 2020-12-08 (https.//www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar
« Ensembl Database (https://www.ensembl.org)

\

A Ultima secgéo do relatério apresenta as Informagoes do software de
analise e da base de dados utilizados na analise desta amostra.

Date, Signature

E incluido um campo de assinatura no fim do relatério.
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8 Resolucao de problemas

Consulte a tabela seguinte se ocorrerem problemas durante a utilizagéo do
software Plasma-SeqSensei™ ou contacte o seu representante local
autorizado da Sysmex para obter mais informacgoes.

Problema Solugao

A instalagdo do software
néao é corretamente
concluida.

Certifigue-se de que seguiu exatamente as instrugdes
apresentadas na secgdo 5.1.1 deste manual para a instalagdo
do software. Isto inclui, especialmente, a localizagédo da pasta
transferida (localmente) e a descompactagédo do ficheiro .zip
antes da instalagdo. Descompacte apenas a primeira pasta,
nao descompacte as subpastas.

Se efetuar a instalagdo uma segunda vez, certifique-se de que
elimina a pasta C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd, caso ja
exista. Se, mesmo assim, ndo conseguir instalar corretamente
o software, contacte o Apoio ao cliente da Sysmex e forneca
uma copia do ficheiro de registo da instalagdo, que pode ser
acedido aqui (caixa vermelha):

gg] Plasma-SeqSensei™ IVD Soft

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

N&o consigo ver toda a
janela do software e ndo a
consigo fechar.

As defini¢gdes do ecra do computador tém de ser definidas para
125% ou menos para que a janela do software seja
completamente apresentada.

Falta o botdo «start
analysis» (iniciar analise).

Defina a escala do ecréd para 125 % ou menos e reinicie o
software Plasma-SegSensei™.

A chave de licenga ndo é
aceite durante a instalagao
do software.

Verifique se nao existem espagos adicionais na chave de
licenca ou no nome do cliente e verifique se transferiu o
software correto (RUO ou VD) ou contacte o Apoio ao cliente
da Sysmex.
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Modulo Run Planning (Planeamento da série)

O numero de artigo ou o

Certifique-se de que utiliza o numero completo, incluindo as

selecionaveis.

nimero de lote ndo é | letras mailsculas ZR + seis nUmeros para o numero de artigo

aceite. ou D + cinco numeros para o numero de lote.
Apenas deve ser preenchido o numero de artigo do Plasma-
SeqSensei™ Assay-Specific IVD Kit. Nao inclua o numero de
artigo do Extension 1VD Kit.

N&o existem ensaios | Execute uma segunda instalacédo depois de eliminar a pasta:

C:\Users\Public\SysmexInostics\ivd. Certifique-se de que
apenas descompactou a pasta transferida, localizada na pasta
de transferéncia, e que todas as outras subpastas ainda estéo
compactadas. Nao descompacte nenhuma subpasta.

Fala uma amostra na
pagina de resumo da
placa.

Certifique-se de que introduziu o numero correto de amostras
com os nomes das amostras e a concentracdo de ADN no
maédulo Run Planning (Planeamento da série).

O nome da amostra ndo é
aceite.

O nome da amostra deve:

1. serunico

2. nao ter mais de 16 caracteres

3. conter apenas caracteres alfanuméricos.

A quantidade de ADN nao
é aceite.

A quantidade de ADN deve situar-se no intervalo de
introdugéo especifico do kit IVD e deve ser utilizado um ponto
(.) como separador decimal.

A ficha de amostras néo é
aceite pelo dispositivo de
sequenciagao NextSeq™

Onde posso encontrar as
métricas de qualidade da
sequenciagao?

Se estiver a ser utilizada uma versao mais antiga (< v2.4.0) do
Local Run Manager no dispositivo de sequenciagéo, a ficha de
amostras atual pode ndo ser compativel. Tente utilizar a
segunda versdo da ficha de amostras disponivel na pagina
File Export (Exportagéo de ficheiros) do médulo Run Planning
(Planeamento da série) ou contacte o Apoio ao cliente da
Sysmex.

Moédulo Data Analysis (Analise de dados)

As métricas serdo apresentadas no final de cada série no
dispositivo de sequenciagdo. Também estdo disponiveis ao
carregar a série de sequenciagdo para o software lllumina
Sequencing Analysis Viewer (SAV).

Porque é que existem 4
ficheiros .fastq.gz por pogo
visiveis quando utilizo o
LRM no NextSeq™?

Quando utiliza o Local Run Manager (LRM) durante o passo
de sequenciagdo no dispositivo NextSeq™, é criado um
ficheiro por faixa de cada pogo, o que resulta num total de 4
ficheiros. O Plasma-SeqSensei™ IVD Software vai concatenar
esses ficheiros automaticamente para posterior analise.

Quando utiliza o Plasma-SeqSensei™ Extension IVD Kit e

estdo a ser sequenciadas duas placas na mesma série de
sequenciagao, cada pogo vai gerar 16 ficheiros.
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Verifigue se tem o numero correto de ficheiros FASTQ
disponiveis na sua pasta de analise.

Durante a desmultiplexagem, s&o gerados ficheiros FASTQ.
Dependendo da tubulagao de desmultiplexagem, o numero de
ficheiros FASTQ por amostra pode variar. Se utilizar o
bcl2fastq para a desmultiplexagem, normalmente, tera 5
ficheiros FASTQ por amostra (um ficheiro por poco). Em
alternativa, sdo gerados 20 ficheiros FASTQ por amostra (5
pogos por amostra, 4 faixas por pogo). E este o caso se utilizar
0 modulo «GenerateFASTQ» do Local Run Manager no seu
dispositivo NextSeq™.

Quando duas placas Plasma-SeqSensei™ s&o executadas ao
mesmo tempo aplicando o LRM, séo gerados 80 ficheiros
FASTQ por amostra (5 pogos por amostra, 4 faixas por pogo,
4 indices de placa).

Em suma, deverao existir 5, 20 ou 80 ficheiros FASTQ para
uma Unica amostra na pasta de entrada FASTQ. Além disso,
os controlos positivo (PC) e No Template (NTC) recebem 1, 4
ou 16 ficheiros FASTQ, que também se encontram na pasta
de analise.

N&o consigo iniciar a
analise porque faltam
ficheiros.

N&o consigo iniciar a
andlise porque foram
encontrados ficheiros
adicionais.

Certifigue-se de que o ficheiro FASTQ denominado
«Undetermined.fastq.gz» ndo esta incluido na pasta de
analise.

A minha analise demora
imenso tempo.

Normalmente, a andlise demora menos de 6 horas. Se forem
registados tempos de analise mais longos, podem ter ocorrido
varios problemas:

. Nao existe memodria suficiente disponivel no
dispositivo.

e  Ficheiros FASTQ muito grandes devido a utilizagéo
de um kit de sequenciagdo inadequado, por
exemplo, um numero reduzido de amostras/entrada
de ADN num High Output Kit.

. O Plasma-SeqSensei™ IVD Software ndo esta
localizado no mesmo dispositivo que os dados.
Quando os ficheiros estdo localizados numa
unidade de rede, o acesso pode ser limitado/lento,
se a unidade de rede estiver muito ocupada com
outros processos.

. Leituras de baixa qualidade

Se isto acontecer, pare a série, resolva o problema (p. ex.
localizagéo do software) e recomece ou aguarde que a analise
termine. Se, mesmo assim, a analise ndo terminar, contacte o
apoio técnico.
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N&o consigo encontrar a
ficha de amostras da
minha série.

Experimente utilizar a opgdo Search (Pesquisa) do
computador ou prepare uma nova ficha de amostras utilizando
novamente o médulo Run Planning (Planeamento da série).
Certifique-se de que introduz exatamente os mesmos nomes,
concentragdes e esquema da placa.

N&o consigo selecionar
ficheiros  FASTQ ao
navegar no software 1VD.

Os ficheiros FASTQ ndo sdo apresentados na janela de
selecdo. E a pasta que contém estes ficheiros que deve ser
selecionada.

O ID da flowcell ndo é
aceite.

N&o consigo exportar os
meus relatérios clicando
nos icones ou no botéo.

Utilize o ID completo da flowcell, conforme indicado na
flowcell, no dispositivo de sequenciagdo ou no visualizador de
analises de sequenciagao.

Modulo Reporting (Relatorios)

Isso indica um problema com a andlise, que, possivelmente,
terminou prematuramente. A analise tera de ser repetida.
Certifique-se de que o seu ambiente de execugdo cumpre
todos os requisitos indicados no P capitulo 2.2 Especificacbes
do ambiente de execugdo, pagina 3/57.

Alguns amplicdes sao
invalidos, o que é que isso
significa para o meu
relatorio?

Se mais de 10 % de todas as regides alvo n&o atingirem a
profundidade da sequenciagéo alvo, toda a analise da amostra
é invalida. Se menos de 10 % de todas as regides alvo ndo
atingirem a profundidade da sequenciacao alvo, apenas esses
amplicdes séo invalidos e as restantes regides séo validas.

51/57

PSSSWIFU.R4 | Instrucdes de utilizagao



9 Glossario e terminologia

9 Glossario e terminologia

Termo Definicao

ADN Acido desoxirribonucleico

cfDNA ADN sem células

Clinvar Variagao clinica

COSMIC Catalogo de mutagbes somaticas no cancro
CPU Unidade de processamento central

ctDNA ADN tumoral circulante

GB Gigabyte

GE Genoma equivalente

ID Identificador

IDU Instrugbes de utilizagao

IVD Diagnéstico in vitro

LRM Local run manager

MAF Fracao de alelos mutantes

MM Moléculas mutantes

NGS Sequenciagao de nova geragao

NTC No template control

PC Controlo positivo

PCR Reagédo em cadeia da polimerase

PF Filtro de passagem

RUO Utilizagado apenas para efeitos de investigagao
SNP Polimorfismo de nucleétido unico

SNV Substituicdo de variante de nucleétido Gnico
uiD Identificador unico
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10 Historico de revisoes

Versao do

documento Data ‘ Descricao da alteragao Seccao
R4 Abril de | Adigao e informagdes sobre o servigo de 3.21
2024 atualizagd@o e novo botdo na janela do software 5.2
Informagdes sobre 0 novo passo no médulo de 6.2 passo 10
analise
Informagées adicionais no relatério para as 7
seccoes
. Validade da série e da amostra
. Estado de mutacao da amostra
e  Mutagdes somaticas detetadas
. Potenciais mutagées da linha germinal
Eliminacao da secgdo Mutagdes invalidas 7
detetadas no relatério
Eliminacéo das informag¢des de mutagéo para 7
amostras com entrada de ADN acima dos
intervalos permitidos
Atualizagéo da tabela de resolugédo de problemas 8
R3 Dezembro | Adigdo de uma nota sobre a necessidade de uma 3.2
de 2023 |ligacao ativa a Internet para a atualizagéo
automatica das informagdes e do processo
Atualizagdo da tabela de resolugéo de problemas
Atualizagdo da tabela de resolugéo de problemas
Atualizagao do endereco do Website para 5.1
transferéncia
Adicao de icones 5.2
Atualizagdo da interface de utilizador 5.3
Alteragéo da ordem dos primeiros passos do Run | 6.1 passo 2
Planning (Planeamento da série).
Atualizagdo de capturas de ecra e da ordem de 7
apresentagao para Mutagdes somaticas validas,
Potenciais mutac¢des da linha germinal e
Mutagdes invalidas no relatério
Atualizagdo da tabela de resolugéo de problemas 8
Adigéo da tabela de glossario e terminologia 9
Adigéo da tabela de histérico de revisdes 10
R1 Julho de A N/A
2022 Versao inicial
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Termos e condi¢ées gerais
para licengas de software da Sysmex Inostics GmbH

1. Objeto

A Sysmex Inostics GmbH, Falkenried 88, 20251 Hamburg, Alemanha (doravante denominada
«SIG») concede ao cliente uma licenga temporaria, nao exclusiva e intransmissivel, para utilizar
o seguinte software:

. Plasma-SeqSensei™ |VD Software para analise de dados NGS («Software SIG»)

A titularidade, os direitos de propriedade e os direitos de propriedade intelectual do Software
SIG nao serao transferidos para o cliente. A licenca é concedida no ambito da compra de
Plasma-SeqSensei™ [VD Kits durante o periodo de utilizagdo dos Plasma-SeqSensei™ IVD
Kits.

2. Entrega

O Software SIG sera entregue como parte da entrega dos Plasma-SeqSensei™ VD Kits. O
Software SIG sera fornecido na versao atual.

3. Produtos licenciados de fornecedores terceiros

Se forem também fornecidos produtos de software de terceiros com o Software SIG que ndo
sejam software de codigo aberto, estes apenas podem ser utilizados em conjunto com o
Software SIG. A SIG comunicara ao cliente quaisquer condigdes especiais de licenciamento de
forma adequada.

4. Proibigao de cépia

O software da SIG, bem como a documentagéo, ndo podem ser copiados pelo cliente, total ou
parcialmente, a excecgao da criagdo de uma coépia legivel por maquina do software da SIG para
efeitos copia de seguranga ou arquivo. Qualquer copia efetuada pelo cliente para estes fins
deve incluir, de forma clara e legivel, uma referéncia completa a confidencialidade, titularidade,
direitos de propriedade e direitos de propriedade intelectual da SIG.

5. Proibicao de modificagao

O cliente ndo esta autorizado a efetuar ele proprio quaisquer alteragdes ao software SIG, nem
a permitir que terceiros as efetuem.

6. Proibicao de transferéncia
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Nao é permitida a transferéncia de direitos e obrigagdes decorrentes do contrato de licenga
para terceiros, mesmo apos a rescisdo do contrato. Ndo é permitida a transmisséo da chave
de licenga.

7. Utilizagao nao autorizada

O cliente compromete-se a garantir que os seus funcionarios ou outras pessoas que atuem sob
as suas instrugdes e que tenham acesso ao Software SIG cumprem todos os deveres de
protecéo e cuidado decorrentes do presente contrato. Além disso, o cliente compromete-se a
garantir que ninguém tem acesso ao Software SIG com o objetivo de obter os cédigos fonte.
Se o cliente tiver conhecimento de que o Software SIG esta a ser utilizado por uma das pessoas
acima mencionadas em violagdo das atuais obrigacdes de protecdo e cuidado, fara
imediatamente tudo o que estiver ao seu alcance para impedir essa utilizacdo em violagdo do
contrato e notificara a SIG por escrito da utilizagdo em violagao do contrato.

8. Pedido de indenizagcao

A SIG detém os direitos de propriedade industrial e os direitos de autor do Software SIG. O
cliente pode ser responsabilizado pela SIG por qualquer infracdo a esses direitos de
propriedade pela qual seja responsavel.

9. Garantia

9.1 No que diz respeito a qualidade do Software SIG, apenas a descricdo do Software SIG
fornecida pelo licenciante antes da celebragdo do contrato ou acordada num documento
separado (por exemplo, na documentagdo) sera vinculativa. No ambito da obrigacéo de
manutencgao, o licenciante ndo é obrigado a adaptar o software a novas condi¢des de utilizagéo
e desenvolvimentos técnicos e funcionais, tais como alteragdes no ambiente de TI.

9.2 O licenciante nao concede qualquer garantia por erros no software,

e que tenham sido causados por erros de aplicagao por parte do cliente e que poderiam
ter sido evitados se a documentagéo tivesse sido consultada cuidadosamente; isto
aplica-se igualmente no caso de medidas de cdpia de seguranga inexistentes ou
insuficientes que teriam evitado a perda de dados;

e devido a ataques de virus ou outras influéncias externas pelas quais o licenciante
nao é responsavel, tais como incéndios, acidentes, falhas de energia, etc.;

e que se baseiem no facto de o Software SIG ter sido utilizado num ambiente operativo
diferente do aprovado pelo licenciante, ou que se devem a falhas no hardware, no
sistema operativo ou no software de outros fabricantes;

e que se baseiem no facto de o software ter sido modificado pelo cliente ou por
terceiros sem autorizagéo.

9.3 O cliente obriga-se a notificar o licenciante de defeitos no Software SIG imediatamente apds
serem detetados. No caso de defeitos materiais, a notificagdo deve incluir a descricdo do
momento em que os defeitos ocorreram, bem como das circunstancias mais detalhadas. Se o
licenciante realizar uma analise de falhas a pedido do cliente e verificar que nao existe qualquer
defeito que o licenciante seja obrigado a corrigir, o licenciante pode faturar ao cliente as
despesas incorridas com base no prego por hora do licenciante em vigor a data.
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Os defeitos no software devem ser corrigidos pelo licenciante num prazo razoavel
(desempenho subsequente). Tal sera feito, a critério do licenciante, eliminando o defeito através
de uma atualizagédo/patch/bugfix/melhoria, entregando software sem defeitos ou apresentando
uma solucéo alternativa, esta ultima na medida em que tal seja razoavel para o cliente, tendo
em conta os efeitos do defeito e as circunstancias da solugao alternativa apresentada.

10. Responsabilidade

10.1 O licenciante é responsavel, de acordo com as disposi¢des legais, por danos, lesdes e
ferimentos pessoais, danos previstos na Lei de Responsabilidade por Produtos, danos
causados por conduta ou intenc¢éo fraudulenta por parte do licenciante e danos causados por
negligéncia grave por parte dos representantes legais ou funcionarios executivos do
licenciante.

10.2 Nao obstante qualquer responsabilidade por danos de acordo com a secgdo 10.1, o
licenciante é responsavel por danos limitados ao montante dos danos previsiveis tipicos do
contrato no momento da celebragdo do contrato, danos resultantes de uma violagdo por
negligéncia simples de obrigagdes contratuais essenciais, bem como danos causados por
agentes indiretos do licenciante. As obrigagdes materiais sdo obriga¢des cujo cumprimento &
essencial para a boa execugdo do contrato e em cujo cumprimento o licenciado pode confiar
regularmente. Os danos contratuais tipicos e previsiveis resultantes do incumprimento de
obrigacgdes por parte do licenciante correspondem ao montante da remuneragéo paga pelo
cliente no ano contratual em que ocorreu o facto danoso, até um maximo de 50 000 euros. Se
o montante maximo de responsabilidade nado for atingido num ano contratual, o montante
maximo de responsabilidade para o ano contratual seguinte ndo sera aumentado.

10.3 Exclui-se qualquer outra responsabilidade por parte do licenciante, sob reserva de
quaisquer disposicdes expressamente divergentes nos Termos e condigbes gerais.
Nomeadamente, o licenciante ndo é responsavel por defeitos iniciais, exceto se se verificarem
as condigdes previstas nas clausulas 10.1 ou 10.2. O licenciante nédo é responsavel por danos
incorridos pelo licenciado devido a falta de cépia de seguranca dos dados.

10.4 A negligéncia contributiva por parte do cliente sera tida em conta.

10.5 As limitagdes de responsabilidade acima referidas aplicam-se também a responsabilidade
pessoal dos funcionarios, representantes e/ou 6rgaos do licenciante. Aplicam-se igualmente a
responsabilidade do licenciante no que diz respeito ao reembolso de gastos inuteis ou
obrigagdes de indemnizacgao.

11. Direitos de terceiros

Se forem apresentadas queixas contra o cliente por terceiros devido a alegada infragdo de uma
patente, direito de autor ou outro direito de propriedade industrial a que o terceiro tenha direito
relativamente ao Software SIG, a SIG indemnizara o cliente contra queixas de terceiros, desde
que o cliente informe imediatamente a SIG, por escrito, da alegada infragdo dos direitos de
propriedade industrial e apoie a SIG na condugéo de qualquer agéo judicial.

Na eventualidade de tal reclamagado contra o cliente por parte de um terceiro, a SIG tem o
direito, a seu critério, de providenciar para o cliente uma licenga correspondente do terceiro,
modificar o software SIG ou fornecer ao cliente outro software equivalente.
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A SIG nao sera responsavel por infragdes aos direitos de propriedade resultantes do facto de
o cliente modificar o software licenciado ou de o modificar de acordo com os seus proprios
requisitos, ou de o Software SIG ser utilizado ou vendido em conjunto com outro software,
hardware ou consumiveis nao fornecidos pela SIG. Em matéria de responsabilidade, esta é a
Unica responsabilidade da SIG pela violagédo de qualquer patente, marca registada, direito de
autor ou outro direito de propriedade intangivel.

12. Atualizagées de software
As atualizagdes do Software SIG seréo fornecidas ao cliente sem quaisquer custos.
13. Pagamento

A taxa de licenga é paga no ambito da compra dos Plasma-SeqSensei™ IVD Kits. Ndo sera
cobrada qualquer taxa adicional.

14. Vigéncia do contrato

A autorizagao de utilizagdo do Software SIG é valida para o periodo de vigéncia do contrato
acordado (ver clausula 1).

O contrato pode ser rescindido por escrito por qualquer uma das partes sem aviso prévio por
justa causa. Existe justa causa, nomeadamente, se o cliente infringir os direitos de utilizagdo
do licenciante ao utilizar o software para além do permitido ao abrigo dos presentes Termos e
condic¢des gerais e ndo sanar a infragdo num prazo razoavel apoés notificagédo do licenciante. O
licenciante reserva-se o direito de reivindicar outros pedidos de indemnizagéo.

15. Protecao de dados

Na medida em que os dados pessoais séo tratados, o licenciante deve cumprir as disposi¢des
legais relativas a protegéo de dados. Os pormenores seréo definidos num acordo de tratamento
de dados a celebrar separadamente.

16. Disposigoes gerais

Os presentes Termos e condi¢des gerais regem-se pelo direito aleméao. O foro exclusivo para
todos os litigios decorrentes do presente contrato € o de Hamburgo.

Se uma ou mais disposigdes do presente contrato forem ou se tornarem invalidas, tal nao
afetara a validade do resto do contrato.

Nao foi celebrado qualquer acordo verbal. Quaisquer alteragdes e aditamentos ao presente
contrato deveréao ser feitos por escrito.
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