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1 Zaméfeni tohoto dokumentu

UGelem tohoto dokumentu je poskytnout komplexni seznam zndmych omezeni produktu Holotype HLA a Omixon
HLA Twin. Aktualni verze tohoto dokumentu byla sestavena pomoci nasledujiciho:

« Verzi protokolu Holotype HLA 3.0 (RUO), 3.0.1 (RUO) a
« Verze Omixon HLA Twin 4.7.0 (RUO), 4.8.0 (RUO) a 4.8.1 (RUO) s
o IMGT/HLA verze 3.50.0_9,3.51.0_9, 3.52.0_9a,3.53.0_10

Pokud neni uvedeno jinak, maji uvedena omezeni vliv na vSechny verze test(, softwaru a databazi v rdmci tohoto
dokumentu.

Pfehled predchozich verzi a zmén tohoto dokumentu naleznete v €asti ,Historie revizi a zmén“.

UGelem tohoto dokumentu je poskytnout komplexni seznam zndmych omezeni produktu Holotype HLA CE a
Omixon HLA Twin CE. Aktualni verze tohoto dokumentu byla sestavena pomoci nasledujiciho:

« Verzi protokolu Holotype HLA 3.0.1 (CE), 3.0.2 (CE) a
« Verze Omixon HLA Twin 4.8.0 (CE), 4.8.1 (CE) a4.9.0 (CE) s
o IMGT/HLA verze 3.52.0_9 a, 3.53.0_10.

Pokud neni uvedeno jinak, maji uvedena omezeni vliv na vSechny verze test(, softwaru a databazi v rdmci tohoto
dokumentu.

Pfehled predchozich verzi a zmén tohoto dokumentu naleznete v €asti ,Historie revizi a zmén“.

UGelem tohoto dokumentu je poskytnout komplexni seznam zndmych omezeni produktu OmniType a Omixon HLA
Twin. Aktualni verze tohoto dokumentu byla sestavena pomoci nasledujiciho:

« OmniType verze 1 (RUO) a
« Verze Omixon HLA Twin 4.7.0 (RUO), 4.8.0 (RUO) a 4.8.1 (RUO) s
« IMGT/HLA verze 3.50.0_9,3.51.0_9,3.52.0_9 a,3.53.0_10

Pokud neni uvedeno jinak, maji uvedena omezeni vliv na vSechny verze softwaru a databazi v ramci tohoto
dokumentu.

Pfehled predchozich verzi a zmén tohoto dokumentu naleznete v €asti ,Historie revizi a zmén“.

2 Prehled obecnych omezeni produktu

2.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA
2.1.1 FaleSné pozitivni vysledky ovliviiujici DRB3/DRB4 nebo DRB5

FaleSné pozitivni vysledky lze ve velmi vzacnych pfipadech s testem Omixon Holotype HLA pozorovat u HLA-DRB3,
HLA-DRB4 nebo HLA-DRBS.
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2.1.2 Omezeni specificka pro protokol testu Holotype HLA verze 3.0

Néktefi uzivatelé mohou pfi pouzivani protokolu Holotype HLA v3.0 po kroku ligace adaptéru zaznamenat
pfitomnost bilé srazeniny. Zjistili jsme, Ze se tato sraZenina tvofi zkfizenou reakci slouCeniny ve smési Promega
LR-PCR a slou€eniny v pufru opravy koncl. V nékterych pfipadech mliZe mit tato sraZenina drobné i€inky na
kone€nou knihovnu, ale neovlivni vysledky genotypizace. Pro ziskani informaci, jak tento jev feSit, kontaktujte
prosim support@omixon.com* nebo piimo zastupce nasi spole€nosti v terénu.

2.1.3 Nejednozna€nosti specifické pro Holotype HLA

Tato Gast obsahuje nejednoznacnosti, které jsou zplisobeny konstrukci testu Omixon Holotype HLA a
technologickymi omezenimi NGS (tj. umisténim a sekvenci primerovych mist a rozdélenim velikosti fragment(l
zplsobenym metodou vybéru velikosti pouZitou v protokolu).

Pro kazdy lokus obsahujici vSechny sekvence alel a primerové sekvence Holotype byl vytvofen vicesekvenéni
alignment. Pak byl tento alignment ofiznut do cilové oblasti (tj. byla ofiznuta mista primerl a libovolné polohy
mimo mista primerd). U vyslednych sekvenci se poté zkontrolovaly pfesné duplikaty a vztahy subsekvenci a pfi
rozliSeni na tfi pole, niz&§im nebo pfi libovolném rozliSeni se shromaZzdily vSechny nejednoznagnosti, kromé
ovliviiujicich alel s nestandardnimi Grovnémi exprese.

2.1.4 NejednoznaCnosti specifické pro OmniType

Tato Cast obsahuje nejednoznacnosti, které jsou zplsobeny konstrukci testu OmniType a technologickymi
omezenimi NGS (tj. umist&nim a sekvenci primerovych mist a rozd&lenim velikosti fragment( zplisobenym
metodou vybéru velikosti pouzitou v protokolu).

Pro kazdy lokus obsahujici vSechny sekvence alel a primerové sekvence OmniType byl vytvofen vicesekvenéni
alignment. Pak byl tento alignment ofiznut do cilové oblasti (tj. byla ofiznuta mista primer( a libovolné polohy
mimo mista primer(). U vyslednych sekvenci se poté zkontrolovaly pfesné duplikaty a vztahy subsekvenci a pfi
rozliSeni na tfi pole, nizS§im nebo pfi libovolném rozliSeni se shromaZdily vSechny nejednoznacnosti, kromé
ovlivAujicich alel s nestandardnimi Grovnémi exprese.

2.1.5 Nejednozna€nosti prvniho, druhého a tfetiho pole
Pokyny pro vykazovani: Zprava jako nejednoznacna

Ambiguous alleles Affected IMGT/HLA Level of ambiguity
version(s)

Ambiguous alleles Affected IMGT/HLA Level of ambiguity
version(s)

DPB1701:01:01 DPB1*1484:01 All 1st field

1 mailto:support@omixon.com
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Ambiguous alleles

Ambiguous alleles

DPB1*02:01:02

DPB1%04:01:01

DPB1*04:02:01

DPB1*05:01:01

DPB1%13:01:01
DPB1*15:01:01
DPB1%39:01:01

DPB1*105:01:01

DPB1*296:01
DPB1*584:01:01

DRB1*01:01:01

DRB1*03:01:01

DRB1*04:04:01

DRB1*04:06:02
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DPB1*1315:01/
DPB1*02:01:64

DPB1*1300:01/
DPB1*1321:01/
DPB1*1322:01/
DPB1*04:01:63/
DPB1*1436:01/
DPB1*1444:01Q

DPB1*1346:01

DPB1*1273:01/
DPB1*05:01:16

DPB1*107:01
DPB1*1499:01
DPB1*39:01:02

DPB1*665:01:01/
DPB1*1072:01

DPB1*1286:01
DPB1*584:01:02

DRB1*01:100/
DRB1*01:01:35/
DRB1*01:01:41/
DRV1*01:144

DRB1*03:147/
DRB1*03:01:31

DRB1*04:365

DRB1*04:354
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Affected IMGT/HLA
version(s)

Affected IMGT/HLA
version(s)

All*

All*/
All*/
All*/
All*/
All*/
All*

All*

All*

All*
v3.53.0_10
All*

All*

All*
All*

All*/
All*/
All*/
v3.53.0_10

All*

All*

All*

Level of ambiguity

Level of ambiguity

1st field/
3rd field

1stfield/
1st field/
1st field/
3rd field/
1stfield/
1st field

1st field

1st field/
3rd field

1st field
1st field
3rd field

1st field

1st field
3rd field

2nd field/
3rd field/
3rd field

2nd field/
3rd field

2nd field

2nd field
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Ambiguous alleles

Ambiguous alleles

DRB1*07:01:01

DRB1708:01:01

DRB1*09:01:02

DRB1*10:01:01

DRB1*12:01:01

DRB1*12:02:01

DRB1%13:01:01

DRB1*14:25:01

DRB1*14:54:01

DRB1*15:01:01

DRB1*15:02:01

DRB1*15:03:01

DRB1*15:07:01

DRB1*16:02:01

DRB3*01:01:02

Copyright 2024, Omixon Biocomputing Ltd. Confidential & Proprietary

DRB1*07:139/
DRB1*07:151

DRB1*08:105
DRB1*09:31:02
DRB1*10:38

DRB1*12:10

DRB1*12:101
DRB1*13:01:34
DRB1*14:25:02

DRB1*14:216/
DRB1*14:243/
DRB1*14:253

DRB1*15:204

DRB1*15:140/
DRB1*15:149

DRB1*15:185
DRB1*15:198
DRB1*16:64

DRB3*01:62:01/
DRB3*01:01:16
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Affected IMGT/HLA
version(s)

Affected IMGT/HLA
version(s)

All*/
v3.53.0_10

All*
All*
All*

All*

All*
All*
All*
All*/
All*/
All*

All*

All*

All*
All*
All*

All*/
All*

Level of ambiguity

Level of ambiguity

2nd field

2nd field
2nd field
2nd field

2nd field

2nd field
3rd field
3rd field

2nd field

2nd field

2nd field

2nd field
2nd field
2nd field

2nd field/
3rd field
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Affected IMGT/HLA

version(s)

Affected IMGT/HLA

Level of ambiguity

Level of ambiguity

version(s)
DRB3*02:02:01 DRB3*02:144/ All*/ 2nd field/
DRB3*02:167/ All*/ 2nd field/
DRB3*02:168/ All*/ 2nd field/
DRB3*02:188/ All*/ 2nd field/
DRB3*02:189/ All*/ 2nd field/
DRB3*02:193/ v3.53.0_10/ 2nd field/
DRB3*02:02:34/ All*/ 3rd field/
DRB3*02:02:35 All* 3rd field
DRB4*01:01:01 DRB4*01:01:11/ v3.53.0_10 3rd field/
DRB4*01:156/ All*/ 2nd field/
DRB4*01:168 All* 2nd field
DRB4*01:03:01 DRB4*01:134 All* 2nd field
DRB5*01:01:01 DRB5*01:126 All* 2nd field

*VSechny: Tyka se vSech verzi databaze v rozsahu tohoto dokumentu.
Nejednoznacnosti vyznaCené kurzivou by mély byt systematicky hlaSeny jako nejednoznacné od verze Omixon

vvvvvv

tyto alely v pfipadé zjisténi intronickych neshod vylouceny.

2.1.6 NejednoznaCnosti ovliviujici expresi
Pokyny pro vykazovani: Alely s nizkou expresi se vykazuiji jako vysledek druhého pole

2.1.6.1 Nejednoznané skupiny alel
B&Zné hlaSené u vSech:
o HLA-A*02:01:01:01/02:01:01:02L/
02:01:01:16/02:01:01:50/02:01:01:150/02:01:01:159/02:01:01:206/02:01:01:245
« HLA-B*39:01:01:03/39:01:01:02L/
39:01:01:05/39:01:01:09/39:01:01:15/39:01:01:16/39:01:01:17/39:01:01:23/39:01:01:26/39:01:01:27/39:01:01:2
8/39:01:01:29
+ HLA-DPA1*03:05:01:01Q/03:05:01:02Q
. HLA-DPB1*04:01:01/04:01:63/132l:O1/1322:01/1436:01/1444:01Q4
« HLA-DPB1*1373:01/1442:01N*

HlaSeno pouze s verzi Omixon HLA Twin 4.9.0 a vySSi ve vzacnych pfipadech:

« HLA-DPB1*01:01:01/01:01:07/417:01:01/1050:01:01/1151:01/1332:01N/1325:01N>/1443:01/1484:01
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« HLA-DQB1*03:01/03:01:01:21N?/03:19/03:29/03:191/03:276N/
03:297/03:309:02/03:312/03:377/03:419/03:431/03:358N"/03:454/03:45/03:483/03:497/03:508

! Nejednozna&nost je pfitomna u verzi testu IMGT/HLA 3.36.0_8 a vy38i. HLA-DQB1*03:358N obsahuje deleci v
exonu 3, kterd zplsobuje posun rdmce a pfed¢asné zastaveni v kodonu 191 (zdroj: http://hla.alleles.org/alleles/
nulls.html, datum pfistupu: 16. Cervence 2019). K 16. ervenci 2019 byla tato alela pozorovana ve dvou
biologickych vzorcich neznamého etnického plivodu jedinou laboratofi. V dobé tvorby tohoto dokumentu nebyla
pro tuto alelu vefejné dostupna Zadna informace o zdrojovych sekvencich. Na zakladé informaci dostupnych v
IMGT/HLA 3.36.0 nem(iZe byt tato alela softwarem odliSena od jinych alel uvedenych ve skupinach
nejednoznacnych alel, ale lze ji vylou€it manualnim porovnanim alelickych sekvenci v Gene Browser (prohlizeCi
genl). Vezméte na védomi, Ze ne vSechny uvedené alely jsou ve vSech pfipadech vykazany jako nejednoznacné.

2 DQB1*03:01:01:21N byla pfidana v IMGT/HLA 3.47.0. Je tfeba vzit na védomi, Ze tuto alelu lze odliit od b&Zné
exprimovanych alel DRB1*03, ale nelze ji odliSit od alely DQB1*03:358N.

3 Alela byla pfidana v IMGT/HLA 3.49.0.

4 Alela byla pfidana v IMGT/HLA 3.51.0.

2.1.7 Cis/Trans nejednoznaCnosti

Cis/Trans nejednoznaCnosti (tj. nejednoznacné vyvolani alel, kde se rlizné pary alel liSi pouze ve fazovani cis/trans)
mohou mit nékolik pfi€in. VétSina téchto nejednoznacnosti je vykazovana kvlli omezenim technologie a databaze
IMGT/HLA.

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

2.2 Seznam znamych omezeni pro Omixon HLA Twin

2.2.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
2.2.1.1 Uvod

VS8echna omezeni uvedena niZe byla zaloZena na pozorovanich hlaSenych zakazniky Omixon nebo provedena
béhem interni validace a regresniho testovani.

2.2.1.2 Vyvolana chybna novinka

Vzacné mize HLA Twin vykazovat koncovému uZivateli chybné novinky. Je tfeba vzit v ivahu, Ze drtiva vétSina
téchto faleSnych novinek mliZe byt eliminovana Skolenym uZivatelem manudlni kontrolou vysledk( v Omixon HLA
Twin.

V nékterych velmi vzacnych pfipadech je vykazana nova alela, ackoli je k dispozici alela bez nesouladu exond.

2.2.1.3 Nesoulad exonll vykazan namisto nové alely
V nékterych velmi vzacnych pfipadech je namisto nové alely vykazana nejlepSi shoda s nesouladem exondl.

2.2.1.4 Nejednoznacnost neni vykazovana pro nové alely

Na zakladé konstrukce je konsensualnim algoritmem genotypizace vykazana pouze jedina nova alela. Ve velmi
ojedinélych pfipadech lze identifikovat vice stejné pravdépodobnych novych alel, ale pouze jedna z té€chto
moZnosti je algoritmem vyhodnocena.
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2.2.1.5 Nové dlouhé INDELy byly opomenuty
V nékterych pfipadech pfistroj Omixon HLA Twin nové dlouhé INDELy nevykaZe.

2.2.1.6 Namisto nové alely je vyvolana nulova alela
V nékterych pfipadech je misto nové alely hlaSena jednozna€na nulova alela. Znamé pfipady se tykaji nasledujicich
alel (ale nemusi byt omezeny pouze na né):

« HLA-DQB1*03:276N/*03:358N/*03:338N se uvadi misto HLA-DQB1*03:01:01:XX novel.

2.2.1.7 Nulova alela hlaSena jako nejednozna€na vedle normalné exprimované alely

V nékterych pfipadech jsou nulové alely, které se li§i od normalné vyjadfenych alel v delecich, hlaSeny jako
nejednoznacné vedle normalné vyjadiené alely. VSimnéte si, Ze tyto nejednoznac€nosti lze vyfeSit runi kontrolou
vysledku v prohlize¢i gend.

2.2.1.8 Nespravné rozdéleni
Ve vzacnych pfipadech dochazi k chybnému pfifazeni konsensualnich sekvenci.

2.2.1.8.1 Identifikace nespravné rozdélenych konsensualnich sekvenci
MUZe vzniknout podezieni na nespravné rozdéleni cis/trans, pokud je pozorovana jedna nebo vice nasleduijicich
charakteristik:

« Jsou vykazany dvé nové alely v rdmci jediného paru s nejlepSi shodou.
« Jevykazanajedna nova alela a jedna Caste€né definovana alela.

« Jevykazana jedna nebo dvé vzacné alely.

« Existuje nékolik novych pozic.

Pokud existuje podezfeni na nespravné rozdéleni, doporucuje se, aby uzivatel zkontroloval vysledky statistického
algoritmu genotypizace.

2.2.1.9 Cis/trans nejednoznacnost zplisobena neefektivnim fazovanim
V nékterych vzacnych pfipadech byly v disledku nedcinného rozdéleni vykazany nejednoznacnosti druhé nebo
tfeti Grovné. V téchto pfipadech se doporucuje provést opakovanou analyzu ovlivnénych lokusUl s vice ready.

2.2.1.10 Nejednoznacnost neni hlaSena (opraveno v Omixon HLA Twin 4.9.0)

Na zakladé konstrukce algoritmus vykazuje alely s nejnizS§im po¢tem nesouladll exon( a intron(l v porovnani

s konsensualni sekvenci. U genll s Caste€nym pokrytim se miZe vzacné stat, Ze spravna alela je vykazana pouze
jako ostatni mozna alela, protoZe ma vy3Si poCet nesouladl intronli nez nejlepSi odpovidajici alela v oblasti
pokryté amplikonem.

V nékterych vzacnych pfipadech:

« Nejednozna&nosti cis/trans na Grovni G-skupiny nejsou pro HLA-DPB1 vZdy vykazany.
« Nasledujici béZné nejednoznatnosti nejsou vZdy vykazovany (vykazované alely /nevykazované alely:)
« HLA-DPB1*1072:01/DPB1*105:01
+ HLA-DRB1-DRB1*12:10/DRB1*12:01:01, DRB1*15:140/DRB1*15:149/, DRB1*15:02, DRB1*03:147/
DRB1*03:01:01, 14:216/DRB1*14:243/DRB1*14:54
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+ HLA-DQB1-DQB1*03:276N/DQB1*03:01.

2.2.1.11 Zadny vysledek nebyl vykazan navzdory Usp&Snému generovani shody (opraveno u Omixon HLA
Twin 4.8.0)

Casto dochézi k tomu, Ze s verzemi databaze IMGT/HLA 3.49.0_9 a vy33imi v kombinaci s verzemi Omixon HLA
Twin niZ8imi neZ 4.8.0 neni vykazan Zadny vysledek genotypizace. Dlrazné nedoporu€ujeme a oficialné neni
podporovano pouZzivani dot€enych verzi databaze v kombinaci s jakoukoli verzi softwaru niZsi nez 4.8.0.

2.2.2 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

Vzhledem k vysoké podobnosti exonovych sekvenci nékterych alel vykazuje statisticky algoritmus genotypizace v

nékterych pfipadech nespravné alely.

2.2.3 DalSi omezeni

Ve verzi 4.8.0 feSeni Twin Server - Client bylo zjiSténo omezeni. Pfi pokusu o otevieni 48 nebo vice vysledkd pomoci
funkce "View Result" (Zobrazit vysledek) mUze klientska aplikace zobrazit zpravu Unrecoverable Network Error
(Neodstranitelna chyba sité). (Tento problém je opraven ve verzi Omixon HLA Twin 4.8.1.)

V nékterych vzacnych pfipadech, kde maji vykazané alely v nékterych genovych oblastech vyznamné rozdily v
délce, mohou byt stopy sekvenci v prohlizeéi genll (gene browser) nespravné zarovnany a jsou zobrazeny
nepotfebné mezery. Tento problém neovlivni signal alel ani hodnoty vypoCtené pro metriky QC. Tuto vadu
vizualizace lze eliminovat zobrazenim alel samostatné.

Vykazovani nejednoznacCnosti na obrazovce vysledkl analyzy nemusi byt optimalni v pfipadech, kdy jsou alely
duplikovany na obou chromozomech v dlsledku uspofadani alel v parech.

Je tfeba vzit v Gvahu, Ze pfi pouZziti prlivodce hromadnym pfifazenim v panelu nastrojd Allele Assignment
(PFifazeni alely) a zvolenim moZnosti ,,Assign only unambiguous results* (Pfifadit pouze jednozna€né vysledky)
budou pfipady genotypll DRB3/4/5 omezeny. Na zakladé homozygotniho nebo hemizygotniho stavu téchto
genotypUl zaloZenych na haplotypu DRB1 mohou byt nejednoznacné vysledky stéle pfifazeny, coz tato funkce
nezohlednuje.

Novych alel nefunguje spravné sledovani aminokyselin ve verzich Omixon HLA Twin 4.8.0 a 4.8.1.

3 Znama omezeni produktu HLA-B
3.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA
3.2 Omezeni specifické pro OmniType

3.2.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni
Nizké zesileni znamena, Ze generovany poCet readl pro alelu neni pro genotypizaci dostate€ny. V krajnich
pfipadech nem(Ze byt o alele poddna Zadna zprava (bude vynechana).
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Alely s nizkym zesilenim Nahrada v HLA Twin RozliSeni detekce
B*51:01:02 ANO ANO

3.3 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin
3.3.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

3.3.1.1 Nespravna konsensualni sekvence kvili neic¢inné detekci mapovani kfiZzeni
« V mimofadné vzacnych pfipadech jsou zaznamenany nejednoznacné vysledky kvlli Caste€né ztraté shody v
misté zaCatku shody.
« Mimoradné vzacné jsou hlaSeny faleSné novinky kvlli nespravné shodné konsensualni sekvenci v blizkosti
zaCatku shody.

3.3.1.2 HLA-B*15:01 nespravné pojmenovano
V nékterych velmi vzacnych pfipadech mohou byt chybné vyhodnoceny alely patfici do nasledujici skupiny alel a
informace o aminokyselinach mohou byt v dlsledku nekonzistenci v databazi nespravné:

« HLA-B*15:01:01:01,
« HLA-B*15:01:01:02N,
« HLA-B*15:NEW

3.3.2 Znama omezeni statistického algoritmu genotypizace (Statistical Genotyping
Algorithm)

3.3.2.1 Neékteré alely HLA-B se Spatné vyvolavaji v dlsledku pfitomnosti shodné exonové sekvence v HLA-
C

Skupina alel HLA-B (nékolik alel HLA-B*44 a HLA-B*47:04) ma sekvenci exonu 2 identickou s HLA-C*16:85. Kv(li této
podobnosti mohou byt tyto alely statistickém algoritmem genotypizace chybné vyhodnoceny.

4 Znama omezeni produktu HLA-DQB1

4.1 Omezeni specifické pro OmniType
4.1.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

U alel ve skupiné alel HLA-DQB1*02 Ize pozorovat stfedné velkou alelickou nerovnovahu. V nékterych vzacnych
pfipadech lze pozorovat vyraznou alelickou nerovnovéahu. Velmi vzacné miZe dojit k vypadku alely.

4.2 Omezeni specifické pro Holotype HLA
4.2.1 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

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

! Navrh zaloZeny na nerovnovaze vazby (Linkage Disequilibrium = LD) s DQA1
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4.2.2 Alely, které nejsou amplifikovany
DQB1*03:276N - vzhledem k dlouhé deleci, ktera pokryva misto 5’ amplifikaCniho primeru, neni tato alela
amplifikovana.

5 Znama omezeni produktu HLA-DRB1
5.1 Technologicka omezeni

U alel s vyrazné delSimi sekvencemi neZ prlimér (jako napf. u nékterych alel HLA-DRB1*04) lze pozorovat velkou
alelickou nerovnovahu. V nékterych vzacnych pfipadech lze pozorovat vyraznou alelickou nerovnovahu. Velmi
vzacné Zfidka miZe dojit k vypadku alely.

5.2 Omezeni specifické pro OmniType
5.3 Omezeni specifické pro Holotype HLA

5.3.1 Nizké zesileni

V nékterych pfipadech lze u alel HLA-DRB1*07 pozorovat stfedné velkou aZ vyraznou alelovou nerovnovahu. Velmi
vzacné lze oCekavat vynechani alel.

6 Znama omezeni produktu HLA-DRB4
6.1 Omezeni specifické pro Holotype HLA

6.2 Omezeni specifické pro OmniType

6.2.1 Alely, které nejsou amplifikovany
DRB4*03:01N - vzhledem k dlouhé deleci, ktera pokryva misto 5’ amplifikaCniho primeru, neni tato alela
amplifikovana.

6.2.2 Alely, které mohou vykazat nizké zesileni

Nizké zesileni znamena, Ze generovany pocet readll pro alelu neni pro genotypizaci dostate¢ny. V krajnich
pfipadech nemUZe byt o alele podana Zadna zprava (bude vynechana). 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 pfitomnost alely navrZzena na zakladé nerovnovahy vazby pfistrojem Omixon HLA Twin.

6.2.3 DalSi omezeni tykajici se testu
6.2.3.1 FaleSné pozitivni méfeni koncentraci HLA-DRB4

U né&kterych vzorkdl lze pozorovat vysoké koncentrace amplikonu, pfestoZe:

« jedinec nema kopii genu HLA-DRB4, nebo
« jedinec ma jednu nebo dvé kopie genu HLA-DRB4, ale zesileni nebylo GUsp&Sné.
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6.3 Omezeni specificka pro Omixon HLA Twin
6.3.1 Znama omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace

6.3.1.1 NejednoznaCnost neni vykazovana.

Vysledek vyvolany Twin Spravny vysledek

DRB4*01:01:01:01 DRB4*01:01:01:01/DRB4*03:01N

Copyright 2024, Omixon Biocomputing Ltd. Confidential & Proprietary 12/22

WWW.OMIXON.COM | SUPPORT@OMIXON.COM



Status: CURRENT Holotype HLA & Omixon HLA Twin m
Znama omezeni produktu = 1L OoM
Version 30

7 Historie revizi a zmén

Verze Datum Piehled zmén
odsouhlaseni
vl 050ct 2020 PoCateCniverze
dokumentu
v2 12 Jan 2022 Informace tykajici

se verzi softwaru
a databaze IMGT/
HLA byly
aktualizovany
tak, aby
odpovidaly
aktualné
podporovanym
verzim softwaru a
databaze IMGT/
HLA.

Bylo pfidano
nové omezeni
algoritmu
konsensualni
genotypizace,
které ovliviuje
nové alely, kde je
nova poloha
pfitomna v deleci
v nulové alele,
ktera je podobna
této nové alele.
Byla pfidana dvé
omezeni
ovlivAujici verzi
Omixon HLA Twin
4.4.0
(automatizovana
genotypizace
neni funkéni,
gene browser
(prohlizec¢ gend)
u nékterych
novinek
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Verze Datum Piehled zmén
odsouhlaseni
zobrazuje
chybovou
hlasku).
Byly pfidany

problémy se
zesilenim pro
nékteré skupiny
alel HLA-DQA1 a
HLA-DQBL.

v3 20 Mar 2023  Informace tykajici
se softwaru
averzi IMGT/HLA
starSich nez 12+1
mésicl byly
odstranény.
Omezeni byla
aktualizovana
tak, aby
odpovidala
nasledujicim
verzim databaze
IMGT/HLA:
3.48.0_9,
3.49.0_9, 3.50.0_9
a3.51.0_9.
Sekce omezeni
softwaru byly
rozSifeny tak, aby
odpovidaly
nasledujicim
verzim softwaru:
Verze Omixon
HLA Twin 4.6.0
(RUO),4.7.0
(RUO) a4.8.0
(RUO)
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Verze Datum Piehled zmén
odsouhlaseni
v4 25 May 2023 Informace o
softwaru a

verzich IMGT/HLA
starSich nez 12+1
mésic byly
odstranény.
DotCené verze:
IMGT/HLA
3.48.0_9, Omixon
HLA Twin 4.6.0
RUO. Rozsah
dokumentu byl
rozSifen o verzi
Omixon HLA Twin
48.1.
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Verze Datum Prehled zmén
odsouhlaseni

v5 03 Aug2023 Omezeni tykajici
se databaze
IMGT/HLA byla
aktualizovana
tak, aby
odpovidala
databdzi IMGT/
HLA 3.52.0_9.
Byly provedeny
nékteré opravy v
tabulce
nejednoznac€nosti
(byla opravena
nejednoznacCnost
DRB1*12:101,
pfidana
nejednoznacnost
DRB1*04 a
provedeny dalsi
drobné opravy).
Byly provedeny
drobné zmény ve
formulacichu
nasledujicich
omezent:
Nespravné
rozfazovani,
NejednoznacCnost
nebyla nahlaSena

Verze Datum odsouhlaseni Prehled zmén

vl 05 Jul 2017 Sebrana algoritmicka omezeni. Dokument slou€eny s dokumentem
Omezeni specificka pro Holotype HLA.

v2 31Jan 2018 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA v3.28.0 av3.29.0.1.
Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala
nasledujicim verzim softwaru: Twin 2.1.3, Twin 2.1.4 a Twin 2.5.0.
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Verze Datum odsouhlaseni Piehled zmén
v3 04 Jul 2018 Byly pfidany dalSi pfipady souvisejici s rozdélenim. Byl pfidan stru€ny

prlvodce pro identifikaci nespravného rozdéleni.

Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala 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 Oct 2018 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA v3.31.0.
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
meésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 2.1.3 a
2.1.4,IMGT/HLA 3.28.0_4.
Byly odstranény zvlastni pfiklady u situaci, u kterych nebylo moZzné
prokazat specificitu alely.
Byla pfidana dal$i omezeni statistického algoritmu genotypizace
(Statistical Genotyping Algorithm).

v5 14 Jan 2019 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA v3.32.0.
Informace tykajici se verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1 mésicl byly
odstranény. Ovlivnéna verze: IMGT/HLA 3.29.0.1_5.
Césti omezeni testu byly rozsiFeny o nasledujici verzi testu: Holotype
HLA v3.0.
Formatovani bylo zménéno v €asti ,Nejednoznacnosti ovliviujici
expresi“ a byl pridan novy pfipad.
K €asti HLA-DPBL ,,Cis/Trans nejednoznacnosti“ byl pfidan dalsi
pfipad.
DalSi drobné zmény a aktualizace.
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Verze Datum odsouhlaseni Piehled zmén

v6 26 Mar 2019 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby

odpovidala IMGT/HLA 3.32.0_7,3.33.0_7 a 3.34.0_8.

Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Twin 3.1.3.

Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 2.5.0,
IMGT/HLA 3.30.0_5 a 3.31.0_5.

Verze produktl ovlivnéné nejednoznacnosti DQB1*03:276N byly
opraveny a aktualizovany.

Specifické pfiklady byly odstranény z €asti nejednozna€nosti HLA-
DPB1 Cis/Trans.

DalSi drobné zmény a aktualizace.

v7 26 Apr2019 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.35.0_8.
Byla aktualizovana omezeni statistického algoritmu genotypizace
zpUsobena identickymi oblastmi sekvenci na rliznych lokusech.
Byla aktualizovana omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
tykajici se novych INDELG.
Byla upravena struktura €asti ,Nejednoznacnosti prvniho, druhého a
tfetiho pole*.

v8 19 Jul 2019 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA 3.36.0_8.
Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
meésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 2.5.1,
IMGT/HLA 3.32.0_5,3.32.0_7.
Bylo pfidano omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
ovlivAujici HLA-DRB3.

v9 08 Aug 2019 Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Omixon HLA Twin 4.0.0
Informace tykajici se verzi softwaru starSich nez 12+1 mésicl byly
odstranény. Ovlivnéna verze: Omixon HLA Twin 3.0.0.
Bylo pfidano omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
ovliviujici HLA-DRB1.

v10 16 Oct 2019 Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Omixon HLA Twin 4.0.1.
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Verze Datum odsouhlaseni Piehled zmén

vll 19 Nov 2019 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby

odpovidaly IMGT/HLA 3.37.0_8.

Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstrané&ny. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 3.1.0,
IMGT/HLA 3.33.0_7.

Omezeni statistického algoritmu genotypizace a omezeni souvisejici s
nejednoznacnosti algoritmu konsensualni genotypizace byly
restrukturalizovany.

v12 07 Jan 2020 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA 3.38.0_8.
Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Twin 4.1.0.
Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.34.0_8.

v13 26 Mar 2020 Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA 3.38.0_9.
Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Twin 4.2.0.
Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.35.0_8.
Bylo pfidano omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
ovliviujici posledni verze IMGT/HLA. Sekce omezeni testu byla
rozSifena o sporadicky se vyskytujici specificky problém s faleSnou
pozitivitou DRB3/4/5 a jev specificky pro pracovni postup 3.0, ,,bila
sraZzenina“, a jeho navrhované feSeni.

v1l4 01 Jul 2020 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.36.0_8, verze
Omixon HLATwin 3.1.1a2 3.1.3.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA 3.39.0_9.
Sekce omezeni softwaru byla rozSifena tak, aby odpovidala nasledujici
verzi softwaru: Twin 4.2.2.
Informace tykajici se Holotype HLA v1 byly odstranény, protoZe tato
verze testu jiZz neni podporovana.

v15 07 Aug 2020 Sekce omezeni softwaru byly rozSifeny tak, aby odpovidaly nasledujici
verzi softwaru: Twin 4.3.0.
Byla pfidana néktera omezeni tykajici se Twin verzi 4.1.0,4.2.0 a 4.2.2.
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Verze Datum odsouhlaseni Piehled zmén

v16 05 Oct 2020 Informace tykajici se verzi softwaru starSich nez 12+1 mésicll byly

odstranény. Ovlivnéna verze: Omixon HLA Twin 4.0.0.

v1l7 14 Jan 2021 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéna verze: Omixon HLA Twin 4.0.1,
IMGT/HLA 3.37.0_8,3.38.0_8 2 3.38.0_9.
Sekce omezeni softwaru byly rozSifeny tak, aby odpovidaly nasledujici
verzi softwaru: Omixon HLA Twin 4.4.0 (CE&RUOQ).
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byly aktualizovany tak, aby
odpovidaly IMGT/HLA 3.40.0_9, 3.41.2_9 a 3.42.0_9, v€etné& omezené
kompatibility verzi s Omixon HLA Twin.
Bylo pfidano nové omezeni algoritmu konsensualni genotypizace,
které ovliviiuje nové alely, kde je nova poloha pfitomna v deleci v
nulové alele, ktera je podobna této nové alele.

v18 02 Mar 2021 Informace tykajici se verzi softwaru starSich nez 12+1 mésicl byly
odstranény. Ovlivnéna verze: Omixon HLA Twin 4.1.0.
Sekce omezeni softwaru byly rozSifeny tak, aby odpovidaly nasledujici
verzi softwaru: Omixon HLA Twin 4.4.1 (CE&RUO).
Byla pfidana dvé omezeni ovliviiujici verzi Omixon HLA Twin 4.4.0
(automatizovana genotypizace neni funk&ni, gene browser (prohlize¢
genl) u nékterych novinek zobrazuje chybovou hlasku).

v19 07 Jun 2021 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
meésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 4.1.0,
Omixon HLA Twin 4.2.0, IMGT/HLA 3.39.0_9 a IMGT/HLA 3.40.0_9.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.43.0_9.

v20 16 Nov 2021 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstrané&ny. Ovlivnéné verze: Omixon HLA Twin 4.2.2,
Omixon HLA Twin 4.3.0, IMGT/HLA 3.41.2_9.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.44.1_09.
Informace tykajici se protokolu verze Holotype 2.1 (RUO&CE) a 2.2
(RUO) byly z dokumentu odstranény, protoZe provoz téchto verzi
produktu byl ukoncen.
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Verze Datum odsouhlaseni Piehled zmén

v21 12 Jan 2022 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1

mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.42.0_9.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.45.1_9.

v22 07 Mar 2022 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.43.0_9 a
Omixon HLA Twin 4.4.0 (CE&RUO).
Sekce omezeni softwaru byly rozSifeny tak, aby odpovidaly nasledujici
verzi softwaru: Omixon HLA Twin 4.6.0 (CE&RUO).

v23 30 Jun 2022 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstranény. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA3.44.1_ 9 a
Omixon HLA Twin 4.4.1 (CE&RUO).
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.46.0_9 a 3.47.0_9.
Zaméfeni tohoto dokumentu bylo rozSifeno o verzi protokolu
Holotype HLA 3.0.2 (CE&RUO).

v24 14 Oct 2022 Zameéfeni tohoto dokumentu bylo rozSifeno o software Omixon HLA
Twin 4.7.0 (RUO).

v25 06 Dec 2022 Drobné aktualizace souvisejici se zaméFenim dokumentu (jasnéjsi
odliSeni produktd CE a RUO).
Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstran&ny. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.45.1_9, IMGT/
HLA 3.46.0_9.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.48.0_09.

v26 17 Mar 2023 Informace tykajici se softwaru a verzi IMGT/HLA starSich nez 12+1
mésicl byly odstrané&ny. Ovlivnéné verze: IMGT/HLA 3.47.0_9.
Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala IMGT/HLA 3.49.0_9, IMGT/HLA 3.50.0_9 a IMGT/HLA
3.51.0_9.
Zameéfeni tohoto dokumentu bylo rozSifeno o software Omixon HLA
Twin 4.8.0.
Byla pfidana drobna omezeni konsensualniho algoritmu genotypizace
a uzivatelského rozhrani.
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Status: CURRENT

Verze Datum odsouhlaseni

v27 25 May 2023

v28 03 Aug 2023

v29 22 Nov 2023

v30 28 Mar 2024

Holotype HLA & Omixon HLA Twin m
Znama omezeni produktu = 1L OoM

Version 30
Prehled zmén

Informace o softwaru a verzich IMGT/HLA starSich nez 12+1 mésic byly
odstranény. Dot€ené verze: IMGT/HLA 3.48.0_9, Omixon HLA Twin
4.6.0 CE.

Byly odstranény informace o softwaru a verzich IMGT/HLA starSich nez
12+1 mésicl. Dotéené verze: IMGT/HLA 3.48.0_9, Omixon HLA Twin
4.6.0 RUO.

Rozsah dokumentu byl rozSifen o verzi Omixon HLA Twin 4.8.1.

Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala databazi IMGT/HLA 3.52.0_9.

Byly provedeny nékteré opravy v tabulce nejednoznacnosti (byla
opravena nejednozna€nost DRB1*12:101, pfidana nejednoznacnost
DRB1*04 a provedeny dalSi drobné opravy).

Byly provedeny drobné zmény ve formulacich u nasledujicich
omezeni: Nespravné rozfazovani, Nejednozna€nost nebyla nahlaSena

Omezeni tykajici se databaze IMGT/HLA byla aktualizovana tak, aby
odpovidala databazi IMGT/HLA 3.53.0_10.

Byly odstranény informace o softwaru a verzich IMGT/HLA starSich nez
12+1 mésic. DotCené verze: IMGT/HLA 3.49.0_9

Bylo pfidano omezeni algoritmu konsenzualni genotypizace (hlaseni
nejednoznacnosti nevlastnich nulovych alel).

Bylo pfidano omezeni aminokyselinové stopy ovliviiujici nové alely.

Byly odstranény informace o verzich softwaru a IMGT/HLA starSich nez
12+1 mésicl. DotCené verze: IMGT/HLA 3.50.0_9, IMGT/HLA 3.51.0_9 a
Omixon HLA Twin 4.7.0 RUO.

Byly odstranény informace o verzich softwaru a IMGT/HLA starSich nez
12+1 mésicl. Dotené verze: IMGT/HLA 3.50.0_9, IMGT/HLA 3.51.0_9.
Rozsah dokumentu byl rozSifen o verzi Omixon HLA Twin 4.9.0.
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