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Verze Datum odsouhlaseni | Autor Pfehled zmén Schvalil
vl 5. ¢ervence 2017 | Krisztina Rigd Sebrana algoritmicka omezeni. Dokument | Efithymia Melista,
slouceny s dokumentem Omezeni Zoltan Simon,
specifickd pro Holotype HLA. Peter Meintjes,
Gabriella Adlovits
v2 31. ledna 2018 Krisztina Rigd Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA | Efithymia Melista,
byly aktualizovdny tak, aby odpovidaly Gergely Tolgyesi,
IMGT/HLA v3.28.0 av3.29.0.1. Gabriella Adlovits
Sekce omezeni softwaru byla rozsifena
tak, aby odpovidala nasledujicim verzim
softwaru: Twin 2.1.3, Twin 2.1.4 a
Twin 2.5.0.
v3 4. ¢ervence 2018 | Krisztina Rigd Byly pridany dalsi pripady souvisejici s Efithymia Melista,
rozdélenim. Byl pfidan strucny priivodce | Gergely Télgyesi,
pro identifikaci nespravného rozdéleni. Gabriella Adlovits
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA
byly aktualizovany tak, aby odpovidaly
IMGT/HLA v3.30.0. Sekce omezeni
softwaru byla rozsifena tak, aby
odpovidala nasledujicim verzim softwaru:
Twin 2.5.1 a Twin 3.0.0.
v4 19. fijna 2018 Krisztina Rigd | Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA | Marton Pogaény,
byly aktualizovany tak, aby odpovidaly Gergely Tolgyesi,
IMGT/HLA v3.31.0. Gabriella Adlovits

Sekce omezeni softwaru byla rozsifena
tak, aby odpovidala nasledujicim verzim
softwaru: Twin 3.1.0 a Twin 3.1.1.
Informace tykajici se softwaru a verzi
IMGT/HLA starsich nez 12+1 mésic byly
odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA
Twin 2.1.3 a2 2.1.4, IMGT/HLA 3.28.0_4.
Byly odstranény zvlastni priklady u situaci,
u kterych nebylo mozné prokazat
specificitu alely.

Byla pridana dalsi omezeni statistického
algoritmu genotypizace (Statistical
Genotyping Algorithm).
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Verze Datum odsouhlaseni | Autor Pfehled zmén Schvalil

v5 14. ledna 2019 Krisztina Rigd Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA | Efithymia Melista,
byly aktualizovany tak, aby odpovidaly Gergely Tolgyesi,
IMGT/HLA v3.32.0. Informace tykajici se | Gabriella Adlovits
verzi IMGT/HLA starSich neZ 12+1 mésicl
byly odstranény. Ovlivnéna verze:
IMGT/HLA 3.29.0.1_5.
Casti omezeni testu byly rozsiteny o
nasledujici verzi testu: Holotype HLA v3.0.
Formatovani bylo zménéno v Casti
,Nejednoznacnosti ovliviiujici expresi” a
byl pfidan novy pripad.
K éasti HLA-DPB1 ,,Cis/Trans
nejednoznacnosti“ byl pridan dalsi pfipad.
Dalsi drobné zmény a aktualizace.

Ucelem tohoto dokumentu je poskytnout komplexni seznam znamych omezeni produktu Holotype HLA a Omixon HLA
Twin. Aktualni verze (v4) tohoto dokumentu byla sestavena pomoci Holotype HLA verzi 1, 2.1 a 3.0 a Omixon HLA Twin
verzi 2.5.0 (CE&RUO), 2.5.1 (CE&RUO), 3.0.0 (RUO), 3.1.0 (RUO) a 3.1.1 (CE&RUO) s verzemi IMGT/HLA 3.30.0_5,
3.31.0_5 a 3.32.0_5. Pokud neni uvedeno jinak, maji uvedena omezeni vliv na vSechny verze testu, softwaru a databazi
v rdmci tohoto dokumentu.

3.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

3.1.1 Nejednoznacnosti specifické pro Holotype HLA

Tato ¢ast obsahuje nejednoznacnosti, které jsou zplsobeny konstrukci testu Omixon Holotype HLA a technologickymi
omezenimi NGS (tj. umisténi a sekvence primerovych mist a rozdéleni velikosti fragmentd zptsobené metodou vybéru
velikosti pouZitou v protokolu). Tyto nejednoznaénosti nelze vyresit a vyskytuji se ve vsech verzich softwaru.

Pro kazdy lokus obsahujici vSechny sekvence alel a holotypové primerové sekvence byl vytvoren vicesekvenéni
alignment. Pak byl tento alignment ofiznut do cilové oblasti (tj. byla ofiznuta mista primeru a libovolné polohy mimo
mista primer(). U vyslednych sekvenci se poté zkontrolovaly pfesné duplikaty a vztahy subsekvenci a pfi rozliseni na tfi
pole, niz§im nebo pfi libovolném rozliseni se shromazdily vSsechny nejednoznacnosti, kromé ovliviiujicich alel s
nestandardnimi Urovnémi exprese.
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3.1.2 Nejednoznacnosti prvniho, druhého a tretiho pole

Pokyny pro vykazovani: Zprava jako nejednoznacna

Nejednoznaéné alely Ma vliv na expresi | Ovlivnéna(é) Uroveii Ovlivnéna(é)
verze nejednoznacnosti | verze testu
IMGT/HLA

DPB1*13:01:01 DPB1*107:01 NE v3.30.0_5 1. pole v1,v2.1,v3.0
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DPB1*105:01:01 | DPB1*665:01 NE v3.30.0_5 1. pole v1,v2.1,v3.0
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DQB1*06:01:01 DQB1*06:01:15!  NE v3.30.0_5 3. pole vl
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DRB1*09:01:02 DRB1*09:31 NE v3.30.0_5 2. pole v1,v2.1,v3.0
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DRB1*12:01:01 DRB1*12:10 NE v3.30.0_5 2. pole v1,v2.1,v3.0
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DRB1*15:02:01 DRB1*15:140 NE v3.30.0_5 2. pole v1,v2.1,v3.0
v3.31.0_5
v3.32.0_5

DRB1*15:02:01 DRB1*15:149 NE v3.32.0_5 2. pole vl,v2.1,v3.0

! Nejednoznaénost je vyiesena, jestlize se pouZivaji primery DQB1 souboru 1

3.1.3 Nejednoznacnosti ovliviiujici expresi

Pokyny pro vykazovani: Alely s nizkou expresi se vykazuji jako vysledek druhého pole

Nejednoznacéné skupiny alel

e HLA-A*02:01:01:01/HLA-A*02:01:01:02L/HLA-A*02:01:01:16
* HLA-B*39:01:01:03/HLA-B*39:01:01:02L/HLA-B*39:01:01:05
e HLA-DQB1*03:01:01:01/03:01:01:10/03:01:01:20/03:276N*

! Nejednoznaénost je ptitomna pouze u analyz s IMGT/HLA 3.32.0_5 nebo vy33i s verzi testu Holotype HLA v1, pokud
se nepouZije sada primerd 1 nebo ma nizké zesileni.

3.1.4 Cis/Trans nejednoznacnosti

Cis/Trans nejednoznacnosti (tj. nejednoznaéné vyvolani alel, kde se rizné pary alel li$i pouze ve fazovani cis/trans) mohou
mit nékolik pficin. Vétsina téchto nejednoznacnosti je vykazovana kvali omezenim technologie a databaze IMGT/HLA.
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3.2 Seznam znamych omezeni pro Omixon HLA Twin

3.2.1 Zndmd omezeni konsensudlniho algoritmu genotypizace

Uvod

Vsechna omezeni uvedena nize byla zaloZena na pozorovanich hlasenych zédkazniky Holotype HLA nebo provedena
béhem interni validace a regresniho testovani. Je tfeba zminit, Ze pred koncem roku 2018 byla tyto pozorovani
provedena na skoro 100 000 vzorcich Holotype HLA sad prodanych po celém svété.

Vyvolana chybnd novinka

Vzacné mlze HLA Twin vykazovat koncovému uZivateli chybné novinky. Je tfeba vzit v Uvahu, Ze drtiva vétsSina téchto
falesnych novinek mlze byt eliminovana skolenym uzivatelem manualni kontrolou vysledk v Omixon HLA Twin.
Nové dlouhé INDELy byly opomenuty

Ve vyjimecnych pfipadech pristroj Omixon HLA Twin nové dlouhé INDELy nevykaze.

Dvoijité nové SNP nebylo vykazano (opravit verzi: Omixon HLA Twin 2.5.1)

Byl pozorovan jeden pfipad, kdy dvé po sobé jdouci nova SNP nebyla vykazana.

Nesprdvné rozdéleni

Ve vzacnych pfipadech jsou shodné sekvence nespravné rozdéleny.
Identifikace nespravné rozdélenych shodnych sekvenci

Muze vzniknout podezieni na nespravné rozdéleni cis/trans, pokud je pozorovana jedna nebo vice nasledujicich
charakteristik:

* Jsou vykazany dvé nové alely v ramci jediného paru s nejlepsi shodou.

* Jevykdzana jedna nova alela a jedna ¢aste¢né definovana alela.

* Jevykazanajedna nebo dvé vzacné alely.

* Existuje nékolik novych pozic.

Pokud existuje podezieni na nespravné rozdéleni, doporucuje se, aby uZivatel zkontroloval vysledky statistického
algoritmu genotypizace.

Cis/trans nejednoznacénost zplsobena neefektivnim fazovanim

V nékterych vzacnych pripadech byly v disledku neucinného rozdéleni vykazany nejednoznacnosti druhé nebo treti

urovné. V téchto pripadech se doporucuje provést opakovanou analyzu ovlivnénych lokust s vice odecty.

Vykazovani nespravného vysledku QC

Rezim selhani Opravit verzi Ovlivnéna(é)
verze softwaru

Hodnoty poméru spotového Sumu jsou nékdy prifazeny na nespravné Twin 3.0.0 Twin 2.5.0,
konsensualni pozice. Twin 2.5.1
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Zadny vysledek nebyl vykdzan navzdory Gspé$nému generovani shody (opravena verze: Omixon
HLA Twin 3.1.1)

ReZim selhani Opravit verzi Ovlivnéna(é)
verze softwaru

V nékterych vzacnych pripadech neni vykdzan zadny signal alely, i kdyz byla Twin 3.1.1 Twin 2.5.0,

Uspésné generovana shodna sekvence. Twin 2.5.1
Twin 3.0.0
Twin 3.1.0

3.2.2 Znamd omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

V analyzach zkoumajicich pouze exony byly nékteré exonové sekvence uréeny nespravné (opravit
verzi: Omixon HLA Twin 3.1.0)

Rezim selhani Opravit verzi Ovlivnéna
verze softwaru

Z dGvodu nékterych nesrovnalosti v databazi IMGT/HLA a metodé zpracovani Twin 3.1.0 Twin 3.0.0
databaze IMGT/HLA zavedené v Twin 3.1.0 byly pfi analyze zkoumajicich pouze
exony nékteré sekvence oblasti uréeny nespravné.

4.1 Omezeni specifickd pro Omixon HLA Twin

4.1.1 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

Znama chybna zjisténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych pari alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pripadech nespravné alely pro nasledujici skupiny alel:
*  A*24:02/A*24:253

5.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

5.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet ¢teni pro alelu neni pro genotypizaci dostatecny. V krajnich pfipadech
nemlze byt o alele podana zadna zprava (bude vynechéna).

Alely s nizkym zesilenim Nahrada v HLA Twin RozliSeni detekce

B*51:01:02 ANO ANO
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5.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

5.2.1 Zndmd omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

Nespravna shodna sekvence kvili neudcéinné detekci mapovani kfizeni

* V nékterych vzacnych pfipadech jsou zaznamenany nejednoznacné vysledky kvili ¢asteéné ztraté shody v misté
zacatku shody.
* Vzacné jsou hlaseny falesné novinky kvuli nespravné shodné sekvenci v blizkosti za¢atku shody.

HLA-B*15:01 nespravné pojmenovano

V nékterych vzacnych pripadech mohou byt chybné vyhodnoceny alely pattici do nasledujici skupiny alel:
* HLA-B*15:01:01:01,
* HLA-B*15:01:01:02N,
* HLA-B*15:NEW

5.2.2 Znamda omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

HLA-B*44:02:01 a HLA-B*44:03:01 se Spatné vyvolavaji v dUsledku pfitomnosti shodné exonové
sekvence v HLA-C

Statisticky vysledek genotypizace Spravny vysledek
HLA-B*40:01:02+HLA-B*44:188/HLA-B*44:46 HLA-B*40:01:02+HLA-B*44:03:01
HLA-B*45:01:01+HLA-B*44:188/HLA-B*44:46 HLA-B*45:01:01+HLA-B*44:03:01

6.1 Omezeni specifickd pro Omixon HLA Twin

6.1.1 Zndmd omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

BéZna chybna zjisténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych pari alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pripadech nespravné alely pro nasledujici skupiny alel:

e (C*04:01/C*04:09N

e (C*07:02/C*07:01/C*07:18

Copyright 2018, Omixon Biocomputing Ltd., dGvérné a chranéné 7/11



omi<onm

Holotype HLA a HLA Twin —Zndma omezeni produktu
Verze 5

7.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

7.1.1 Nizké nebo neuspésné zesileni HLA-DPB1 v DP-multiplexu

Rezim selhani

Ovlivnéna verze testu

V nékterych pripadech HLA-DPB1 zobrazuje nizké zesileni | Holotype HLA v1 — 11 konfigurace lokusu

nebo se nezesiluje.

7.1.2 Cis/Trans nejednoznacnosti

Pokyny pro vykazovani: Zalezi na jednotlivych laboratofich, jestli budou vykazovat nejednoznacnosti s vyuZitim G
skupin, nebo budou vykazovat specifické pary alel, které jsou nejednoznacné.

Nejednoznacné alely

DPB1*02:01:02+
DPB1*04:02:01
DPB1*03:01:01+
DPB1*04:02:01
DPB1*04:01:01+
DPB1*04:02:01

DPB1*04:01:01+
DPB1*13:01:01
(DPB1*107:01)
DPB1*04:01:01+
DPB1*14:01:01
DPB1*04:02:01+
DPB1*17:01:01
DPB1*04:01:01+
DPB1*463:01
DPB1*05:01+
DPB1*13:01

DPB1*105:01+
DPB1*416:01
DPB1*351:01+
DPB1*463:01
DPB1*105:01/
DPB1*665:01 +
DPB1*126:01
DPB1*133:01+
DPB1*350:01

DPB1*350:01+
DPB1*651:01
DPB1*105:01+
DPB1*460:01
DPB1*105:01+
DPB1*350:01
DPB1*135:01+
DPB1*519:01

Pf¥icina nejednoznacnosti

Nedostatek faze mezi exonem 2, intronem 2 (v pfislusnych ptripadech) a
exonem 3
Nedostatek faze mezi exony 2 a 3

Nedostatek faze mezi exony 2 a 3

Nedostatek faze mezi exony 2 a 3

Nedostatek faze mezi exony 2 a3
Nedostatek faze mezi exonem 2, intronem 2 (v pfislusnych pripadech) a
exonem 3

Nedostatek faze mezi exony 2 a3

Nedostatek faze mezi exony 2 a 4

7.2 Omezeni specifickd pro Omixon HLA Twin

7.2.1 Znadma omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

Nejednoznacénost neni vykazovana.

Vysledek vyvolany Twin

DPB1*126:01+DPB1*665:01 |
DPB1*105:01+DPB1*126:01

Spravny vysledek

DPB1*126:01+DPB1*665:01 |
DPB1*105:01+DPB1*126:01|
DPB1*04:01+DPB1*04:02
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8.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

8.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet ¢teni pro alelu neni pro genotypizaci dostatecny. V nékterych ptipadech
mUze dojit k tomu, Ze alela nebude vibec vykazana (bude vynechéana).

Alely s nizkym zesilenim Nahrada v HLA Twin Rozliseni detekce
DQB1*03 ANO ANO!

1 Ndvrh zaloZeny na nerovnovaze vazby (Linkage Disequilibrium = LD) s DQA1

8.1.2 Nizké zesileni pro primery sady 1 Holotype HLA v1

V nékterych pfipadech zobrazuje amplikon vytvoreny primery sady 1 Holotype HLA v1 nizké zesileni.

9.1 Technologickda omezeni

U alel s vyrazné del$imi sekvencemi neZ prdmeér (napf. nékteré alely HLA-DRB1*04) Ize pozorovat mirnou nerovnovahu
alel. V nékterych vzacnych pripadech Ize pozorovat vyraznou alelickou nerovnovahu. Sporadicky Ize ocekavat
vynechani alel.

9.2 Omezeni specifické pro Holotype HLA

9.2.1 Nespecifické zesileni
Rezim selhani Moiné ucinky Ovlivnéna(é)
verze testu

V nékterych vzacnych pripadech Ize pozorovat dalsi | Pokud je nespecificky amplikon ptritomen pouze vl
amplikon v druhé poloviné genu (od intronu 4 pres ' u jedné z alel, mohou se u intronu 4 vykazovat
3'UTR). falesné nesoulady.

9.2.2 Nizké zesileni

V nékterych ptipadech Ize u alel HLA-DRB1*07 pozorovat stfedné velkou aZ vyraznou alelovou nerovnovahu.
Velmi vzacné Ize ocekavat vynechani alel.

9.3 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

9.3.1 Zndma omezeni konsensudlniho algoritmu genotypizace

Nejednoznaénost HLA-DRB1*12:01 je v nékterych pripadech nezjisténa.

Vysledek vyvolany Twin Spravny vysledek
DRB1*12:10 DRB1*12:10/DRB1*12:01:01
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9.3.2 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

BéZna chybna zjisténi statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping Algorithm)

Vzhledem k podobnosti exonovych sekvenci nékterych pard alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v
nékterych pripadech nespravné alely nebo nevykazuje inherentni nejednoznacnosti pro nasledujici skupiny alel:
* DRB1*04:07:01/DRB1*04:92
* DRB1*08:01:01/DRB1*08:77
* DRB1*09:01:02/DRB1*09:31/DRB1*09:21
* DRB1*15:02:01/DRB1*15:140

10.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

10.1.1 Nespecifické zesileni
Rezim selhani Moiné ucinky Ovlivnéna(é)
verze testu

V nékterych vzacnych pripadech Ize pozorovat dalsi | Pokud je nespecificky amplikon ptritomen pouze vl
amplikon v druhé poloviné genu (od intronu 4 pfes ' u jedné z alel, mohou se u intronu 4 vykazovat
3'UTR). falesné nesoulady.

11.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

11.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet ¢teni pro alelu neni pro genotypizaci dostatecny. V krajnich pripadech
nemuze byt o alele podana Zadna zprava (bude vynechéana). Pro HLA-DRB4*01:01 byla ¢asto pozorovana nizka zesileni
a vypadky alel. Ve vzacnych pfipadech byly pro alely HLA-DRB4*01:03 vykazany vypadky alel. V obou pfipadech je
pritomnost alely navrZena na zakladé nerovnovahy vazby pfistrojem Omixon HLA Twin.

11.1.2 DalSi omezeni tykajici se testu

Falesné pozitivni méreni koncentraci HLA-DRB4

U nékterych vzork( Ize pozorovat vysoké koncentrace amplikonu, pfestoze:
* jedinec nema kopii genu HLA-DRB4, nebo
* jedinec ma jednu nebo dvé kopie genu HLA-DRB4, ale zesileni nebylo Uspésné.
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11.2 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin

11.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

Nejednoznacnost neni vykazovana.

Vysledek vyvolany Twin
DRB4*01:02N
DRB4*01:01:01:01

Spravny vysledek
DRB4*01:02N/DRB4*01:03N
DRB4*01:01:01:01/DRB4*01:03N
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