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Parametry rownowazne dla przedmiotu zaméwienia

W zwigzku z pytaniami otrzymanymi od potencjalnych Wykonawcow w ramach postepowania o
udzielenie zamowienia nr BK/2026/261013/2/SWIFT, dotyczacymi dopuszczenia rozwigzan
rownowaznych w zakresie ustug sekwencjonowania WGS, WES oraz RNA-seq, po przeprowadzeniu
konsultacji z zespotem naukowym okreslono parametry rGwnowazne, ktére muszg zostaé spetnione
przez oferowane rozwigzania alternatywne.

Ponizsze zestawienie okresla wymagania techniczne i jakoSciowe, ktérych spetnienie pozwoli uznaé
oferowane rozwigzanie za rGwnowazne wzgledem wymagan okreslonych w zapytaniu ofertowym.

I Wymagane parametry techniczne:

A. Sekwencjonowanie catogenomowe — Whole Genome Sequencing (WGS)

‘ Parametr HWGS —wariant 1 HWGS — wariant 2 ‘
‘Kontrola jakosci DNA HTak HTak ‘
‘Przygotowanie bibliotek Hlllumina TruSeq PCR-free Hlllumina TruSeq PCR-free ‘
‘Kontrola jakosci bibliotek HTak HTak ‘
‘Platforma Hlllumina NovaSeq Hlllumina NovaSeq ‘
‘Tryb sekwencjonowania HPaired-end 2 x 150 nt HPaired-end 2 x 150 nt ‘
‘Ilos',c' danych na prébke HZ 120 Gbp HZ 360 Gbp ‘
‘Kontrola jakosci sekwencjonowania HTak HTak ‘
‘Format danych wynikowych HFASTQ HFASTQ ‘

B. Sekwencjonowanie catoeksomowe — Whole Exome Sequencing (WES)

‘ Parametr HWariant 1 HWariant 2 ‘
‘Kontrola jakosci DNA HTak HTak ‘
‘Przygotowanie bibliotek HAgiIent SureSelect All Exon V6 r2 HAgiIent SureSelect All Exon V6 r2 ‘
‘Kontrola jakosci bibliotek HTak HTak ‘
‘Platforma Hlllumina NovaSeq Hlllumina NovaSeq ‘
‘Tryb sekwencjonowania HPaired-end 2 x 150 nt HPaired-end 2 x 150 nt ‘
‘Ilos',c' danych na prébke HZ 18 Gbp HZ 40 Gbp ‘
‘Format danych wynikowych HFASTQ HFASTQ ‘
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C. Sekwencjonowanie RNA — RNA-seq

‘ Parametr H Wymaganie ‘
ac;?gzic:alfgkgéci materiatu RNA

‘Przygotowanie bibliotek Hlllumina TruSeq RNA Exome ‘
‘Kontrola jakosci bibliotek HTak ‘
‘Platforma sekwencjonowania Hlllumina NovaSeq ‘
‘Tryb sekwencjonowania HPaired-end 2 x 150 nt ‘

60 min odczytéw catkowitych na prébke (inaczej 2 x 30 min

Liczba odczytéw odczytow)

‘Kontrola jakosci sekwencjonowania HTak ‘

‘Format danych wynikowych HFASTQ ‘

‘Oczyszczanie probek HDIa probek, ktére nie przeszty wstepnej kontroli jakosci ‘

Il. Zakresy réwnowaznosci ustug sekwencjonowania
A. Sekwencjonowanie catogenomowe — Whole Genome Sequencing (WGS)

Przedmiotem zamdwienia jest wykonanie ustugi sekwencjonowania catogenomowego DNA (WGS),
obejmujacej kontrole jakosci materiatu wejsciowego, przygotowanie bibliotek, sekwencjonowanie,
kontrole jakosci uzyskanych danych oraz przekazanie wynikdw w formacie FASTQ.

Wymagane parametry techniczne:
1. Kontrola jakosci probek wyizolowanego DNA.

2. Przygotowanie bibliotek z wykorzystaniem zestawu lllumina TruSeq PCR-free lub rozwigzania
rownowaznego, zapewniajgcego przygotowanie bibliotek bez amplifikacji PCR.

3. Kontrola jakosSci przygotowanych bibliotek.

4. Sekwencjonowanie na platformie Illlumina NovaSeq lub platformie réwnowazinej, w trybie
paired-end, z dtugoscig odczytow 2 x 150 nt.

5. Uzyskanie wymaganej ilosci danych sekwencyjnych na prébke:
o Wariant 1: co najmniej 120 Gbp na probke;
o Wariant 2: co najmniej 360 Gbp na probke.
6. Kontrola jakosci danych sekwencyjnych.
7. Przekazanie wynikowych plikow w formacie FASTQ.
Kryteria rownowaznosci:

Za rozwigzanie réwnowazne uznaje sie ustuge zapewniajgcg sekwencjonowanie catego genomu z
zachowaniem wymaganego trybu i dtugosci odczytéw, wymaganej ilosci danych na prdbke,
porownywalnej jakosci bibliotek i danych wynikowych oraz dostarczeniem plikdw FASTQ. W przypadku
zastosowania innego zestawu do przygotowania bibliotek wykonawca powinien wykazaé, ze
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rozwigzanie zapewnia poréwnywalng charakterystyke bibliotek i nie wprowadza nieakceptowalnych
odchylen wynikajgcych z zastosowanej metody.

Wykonawca w szczegdlnosci powinien wykazac, ze:

- chemiczny mechanizm sekwencjonowania danej technologii jest taki sam jak w przypadku lllumina
NovaSeq, tj. sequencing-by-synthesis with bridge amplification on patterned flow cells;

- w przypadku koniecznos$ci uzycia zestawu do tworzenia bibliotek dedykowanego dla danego
rozwigzania technologicznego, ze jest on oparty o rownowazny chemiczny mechanizm, co wskazany w
ogtoszeniu zestaw lllumina TruSeq DNA PCR-free, tj. mechaniczng fragmentacja DNA z ligacjg
adapterdw, bez reakcji PCR i bez zelow;

- Wykonawca powinien przedstawi¢ dokumentacje walidacyjng, obejmujgcg poréwnanie danych
uzyskanych dla tych samych préb referencyjnych przy wykorzystaniu obu technologii wedtug czesci D
pkt. 4.

B. Sekwencjonowanie catoeksomowe — Whole Exome Sequencing (WES)

Przedmiotem zamodwienia jest wykonanie ustugi sekwencjonowania catoeksomowego DNA (WES),
obejmujacej kontrole jakosci materiatu wejSciowego, przygotowanie bibliotek z wzbogaceniem
regiondw docelowych, sekwencjonowanie, kontrole jakoSci uzyskanych danych oraz przekazanie
wynikéw w formacie FASTQ.

Wymagane parametry techniczne:
1. Kontrola jakosci probek wyizolowanego DNA.

2. Przygotowanie bibliotek z wykorzystaniem zestawu Agilent SureSelect All Exon V6 r2 lub
rozwigzania rownowaznego, umozliwiajgcego wzbogacenie regionéw kodujgcych genomu.

3. Kontrola jakosSci przygotowanych bibliotek.

4. Sekwencjonowanie na platformie Illlumina NovaSeq lub platformie réwnowazinej, w trybie
paired-end, z dtugoscig odczytow 2 x 150 nt.

5. Uzyskanie wymaganej ilosci danych sekwencyjnych na prébke:
o Wariant 1: co najmniej 18 Gbp na prébke;
o Wariant 2: co najmniej 40 Gbp na prébke.
6. Kontrola jakosci danych sekwencyjnych.
7. Przekazanie wynikowych plikow w formacie FASTQ.
Kryteria rownowaznosci:

Za rozwigzanie réwnowazne uznaje sie ustuge zapewniajgcg sekwencjonowanie eksomu z
wykorzystaniem metody wzbogacania regiondw docelowych o porownywalnym zakresie,
zachowaniem wymaganego trybu i dtugosci odczytéow, wymaganej ilosci danych na prébke oraz
porownywalnej jakosci danych wynikowych. Wykonawca stosujacy inny zestaw do wzbogacania
eksomu powinien wykaza¢ poréwnywalnosé zakresu regionéw docelowych i przydatnosci uzyskanych
danych do analiz eksomowych.

Wykonawca w szczegdlnosci powinien wykazac, ze:
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- chemiczny mechanizm sekwencjonowania danej technologii jest taki sam jak w przypadku lllumina
NovaSeq, tj. sequencing-by-synthesis, patterned flow cells;

- w przypadku koniecznosci uzycia zestawu do tworzenia bibliotek dedykowanego dla danego
rozwigzania technologicznego, ze jest on oparty o réwnowazny chemiczny mechanizm - tj.
mechaniczna fragmentacja DNA, ligacja adapteréw, wychwyt pulg biotynylowanych
oligonukleotydowych , baitow” komplementarnych do egzondw i wybranych regionéw flankujgcych,
reakcja PCR - oraz, ze pokrywa on ten podobny obszar gDNA, co wskazany w ogtoszeniu zestaw Agilent
SureSelect All Exon V6 r2;

- Wykonawca powinien przedstawi¢ dokumentacje walidacyjng, obejmujgcg poréwnanie danych
uzyskanych dla tych samych préb referencyjnych przy wykorzystaniu obu technologii wedtug czesci D
pkt. 4.

C. Sekwencjonowanie RNA — RNA-seq

Przedmiotem zamdwienia jest wykonanie ustugi sekwencjonowania RNA (RNA-seq), obejmujacej
kontrole jakosci materiatu wejsciowego, przygotowanie bibliotek, sekwencjonowanie, kontrole jakosci
uzyskanych danych oraz przekazanie wynikdw w formacie FASTQ.

Wymagane parametry techniczne:
1. Kontrola jakosci probek wyizolowanego RNA.

2. Przygotowanie bibliotek z wykorzystaniem zestawu Illumina TruSeq RNA Exome lub
rozwigzania rownowaznego, zapewniajgcego porownywalny zakres analizy RNA.

3. Kontrola jakosSci przygotowanych bibliotek.

4. Sekwencjonowanie na platformie lllumina NovaSeq lub platformie réwnowazinej, w trybie
paired-end, z dtugoscig odczytow 2 x 150 nt.

5. Uzyskanie co najmniej 60 min odczytow tgcznie na probke, tj. 30 min par odczytéw (read pairs),
co odpowiada okoto 9 Gbp danych sekwencyjnych na prébke.

6. Kontrola jakosci danych sekwencyjnych.
7. Przekazanie wynikowych plikdw w formacie FASTQ.

8. Oczyszczenie probek, ktére nie przejdg wstepnej kontroli jakosci, zgodnie z wymaganiem
Zamawiajgcego.

Kryteria rownowaznosci:

Za rozwigzanie rownowazne uznaje sie ustuge zapewniajacg sekwencjonowanie RNA z zachowaniem
wymaganego trybu i dtugosci odczytow, minimalnej liczby odczytow na probke oraz poréwnywalnego
zakresu analizy RNA. Dopuszcza sie zastosowanie innej metody przygotowania bibliotek, pod
warunkiem wykazania jej przydatnosci do realizacji wymaganego zakresu analizy. Ustuga musi
obejmowac kontrole jakosci materiatu wejsciowego, bibliotek i danych koncowych, przekazanie plikéw
FASTQ oraz oczyszczanie prébek niespetniajgcych wstepnych kryteriow jakosci.

Wykonawca w szczegdlnosci powinien wykazac, ze:

- chemiczny mechanizm sekwencjonowania danej technologii jest taki sam jak w przypadku lllumina
NovaSeq, tj. sequencing-by-synthesis, patterned flow cells;
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- w przypadku koniecznos$ci uzycia zestawu do tworzenia bibliotek dedykowanego dla danego
rozwigzania technologicznego, ze jest on oparty o rGwnowazny chemiczny mechanizm, co wskazany w
ogtoszeniu zestaw lllumina TruSeq RNA Exome oraz, ze zestaw ten moze by¢ uzyty do prdb o niskiej
zawartosci total RNA (od 0,1 ug) i wysokim zdegradowaniu (DV200 > 50%). Nie jest on oparty o
wytapywanie ogondéw polyA RNA (ang. oligo-dT beads capture polyA tails), jak wiekszos¢ zestawow do
RNA-seq, a o biotynylowane sondy wychwytujgce kodujgce RNA (ang. biotinylated capture probes
targetting coding RNA). Wptywa to na istotne rdinice w strukturze biblioteki, ktéra podlega
sekwencjonowaniu.

- Wykonawca powinien przedstawi¢ dokumentacje walidacyjng, obejmujgcg poréwnanie danych
uzyskanych dla tych samych préb referencyjnych przy wykorzystaniu obu technologii wedtug czesci D
pkt. 4.

D. Wspodlne zasady oceny réwnowaznosci
Dla wszystkich trzech ustug przyjmuje sie nastepujace zasady:

1. Rozwigzanie réwnowazne musi zapewniac realizacje tego samego celu badawczego i zakresu
analizy co rozwigzanie opisane w wymaganiach.

2. Dopuszcza sie zastosowanie platform, zestawdw odczynnikowych i metod przygotowania
bibliotek innych producentéw, pod warunkiem spetnienia wszystkich wymaganych
parametrow technicznych.

3. Nie dopuszcza sie obnizenia wymaganej ilosci danych sekwencyjnych ani zmiany wymaganego
trybu i dtugosci odczytéw.

4. Wykonawca powinien przedstawi¢ informacje techniczne umozliwiajgce weryfikacje
réwnowaznosci oferowanego rozwigzania; tj. Wykonawca powinien przedstawi¢ dokumentacje
walidacyjng, obejmujgcg porownanie danych uzyskanych dla tych samych préb referencyjnych
przy wykorzystaniu obu technologii w trybie 2 x 150 nt i tej samej iloSci odczytéw, w tym co
najmnie;j:

e analize zgodnosci Sredniego pokrycia, przeprowadzone tym samym algorytmem;

e zgodnos¢ rozktadu jakosSci zasad w sekwencji — ang. per base sequence quality;

e zgodnos¢ rozktadu jakosSci sekwencji — ang. per sequence quality scores;

e zgodnos¢ zawartosci zasad w sekwencji — ang. per base sequence content;

e zgodnos¢ zawartosci GC w sekwencji — ang. per sequence GC content;

e zgodnos¢, zmniejszenie lub brak zawartosci N wobec zasad — ang. per base N content;

e zgodnos¢ rozktadu dtugosci sekwencji — ang. sequence length distribution;

e zgodnos¢ poziomow duplikacji sekwencji — ang. sequence duplication levels;

e zgodno$¢, zmniejszenie zawartosci lub brak sekwencji wzbogaconych - ang.
overrepresented sequences;

e zgodnos¢ lub zmniejszenie zawartosci adapterow w sekwencji;

e w przypadku sekwencjonowania WGS i WES - poréwnywalne wykrywanie wariantow SNP,
CNV oraz strukturalnych - przeprowadzone tym samym algorytmem;

e w przypadku RNA-seq - poréwnywalne wykrywanie wariantéw SNP, a takze zgodnosci
ilosSciowej wynikdw ekspresji gendw - przeprowadzone tym samym algorytmem.

5. Wszystkie ustugi muszg obejmowac kontrole jakosci materiatu wejsciowego, kontrole jakosci
bibliotek, kontrole jakosci danych sekwencyjnych oraz przekazanie wynikéw w formacie FASTQ.



