MiSeq™ Dx-instrument illumina

Indlaegsseddel til instrumenter med MOS v4

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Tilsigtet brug

MiSeqgDx-instrumentet er beregnet til targeteret sekventering af DNA-biblioteker fra humant genomisk DNA,
der er ekstraheret fra perifert fuldblod eller formalinfikseret, paraffinindstebt (FFPE) veev ved brug i forbindelse
med udfarelse af in vitro-diagnostiske (IVD) analyser pa instrumentet. MiSeqDx-instrumentet er ikke beregnet
til helgenom- eller de novo-sekventering. MiSegDx-instrumentet skal anvendes med registrerede og listede,
accepterede eller godkendte IVD-reagenser og analysesoftwareprogrammer.

Procedureprincipper

[llumina MiSeqgDx er beregnet til targeteret resekventering af humant DNA ved brug af lllumina-
sekventeringsmaterialer og biblioteker, der er klargjort ved brug af humant genomisk DNA, der er ekstraheret
fra perifert fuldblod elle FFPE -vaayv, og registrerede og listede, accepterede eller godkendte IVD-reagenser.
Bibliotekerne klargeres ved at amplificere méalene og tilfaje preveindekserne og optage sekvenserne.
Prevebibliotekerne optages pa en flowcelle og sekventeres pa instrumentet ved brug af SBS-kemi
(Sequencing By Synthesis). SBS-kemien anvender en reversibel terminator-metode til at pavise
enkeltnukleotidbaser, nar de inkorporeres i voksende DNA-strenge. Real-Time Analysis (RTA)-softwaren
udfaerer billedanalyse og basebestemmelse og tildeler en kvalitetsscore til hver base for hver
sekventeringscyklus. Nar den primzaere analyse er feerdig, udfares den sekundaere analyse pa MiSeqDx-
instrumentet, hvor basebestemmelserne bliver behandlet.

Behandlingen inkluderer typisk demultipleksering, generering af FASTQ-filer, justering, variationsbestemmelse
og generering af VCF-filer (Variant Call Format), der indeholder oplysninger om variationer, der er fundet pa
specifikke positioner i et referencegenom. MiSegDx anvender forskellige sekundaere analysemoduler
afhaengigt af arbejdsgangen.

Dual boot-konfiguration

Dual boot-konfigurationen omfatter hardwaren, softwaren og installationsprocedurerne og ger det muligt at
MiSeqgDx-instrumentet kerer bade in vitro-diagnostiske (1VD) sekventeringsanalyser og sekventeringsanalyser
til forskningsbrug (RUO). Dual boot-konfigurationen ger det muligt for brugeren at skifte mellem instrumentets
diagnostiske tilstand og forskningstilstand. Radiofrekvens-identifikationen (RFID-maerkerne) pa
sekventeringsmaterialerne forhindrer brug af RUO-sekventeringsreagenser i forbindelse med diagnostiske
sekventeringskersler.
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Procedurens begraensninger

* Tilin vitro-diagnostisk brug.

* Deresultater, der er angivet i meerkningen, er indhentet med repraesentative analysepaneler ved hjaelp af
perifert fuldblod eller cellelinjer for kimcelleydelse og FFPE-vaev eller FFPE-cellelinjer for somatisk ydelse
med de beskrevne reagenser og softwaremoduler. Modulerne Germline Variant og Somatic Variant er
udviklet med henblik pd evaluering af ydelsen med repraesentative analyser. Karakteristika for ydeevne er
udelukkende til information. Validationstestningen er kun angivet som eksempel pa instrumentets
generelle egenskaber og fastleegger ikke instrumentets egenskaber eller velegnethed med hensyn til
specifikke krav. Alle diagnostiske tests, der bliver udviklet til brug p& dette instrument, skal valideres fuldt
ud med hensyn til alle ydelsesaspekter.

* Dette produkt er begraenset til at levere fglgende:
— Sekventeringsoutput = 5 Gb ved en laesningslaengde pa 2 x 150 bp
— Laesninger, der passerer filter, = 15 millioner ved en leesningslaengde pa 2 x 150 bp
— Baser pa mere end Q30 =80 % og laesningslaengde pa 2 x 150 bp

Mindst 80 % af basebestemmelserne har kvalitetsscorer pa over 30 pa Phred-skalaen, hvilket viser, at
ngjagtigheden for basebestemmelse er over 99,9 %.

* MiSegDx-instrumentet er kun valideret til sekventering af humane DNA-biblioteker, der er ekstraheret fra
perifert fuldblod eller FFPE-vaev. Biblioteker, der er genereret ved hjeelp af andre pravetyper, ma ikke
anvendes til in vitro-diagnostik pa dette instrument. Instrumentets ydelse med hensyn til sekventering af
mikrobielle eller virale nukleinsyrer fra kliniske prever er ikke klarlagt.

* MiSeqgDx er beregnet til in vitro-diagnostisk brug med registrerede og listede, accepterede eller godkendte
IVD-reagenser eller -analyser. De reagensbegraensninger og ydelsesegenskaber, der er beskrevet i denne
indleegsseddel, er baseret pa repraesentative analyser og softwaremoduler. Med hensyn til IVD -analyser
henvises der til den analyse-specifikke indleegsseddel vedrerende tilsigtet brug, detekterede variationer og
prevetype.

* Indels (indseettelser, sletninger eller kombinationer deraf) med en indholdslaengde over 25 bp bliver ikke
alignet af analysesoftwaren. Som felge heraf kan analysesoftwaren ikke pavise indels med en laengde over
25 bp.

* Systemet er blevet valideret til at detektere enkeltnukleotidvariationer (SNV'er) og sletning af op til 25 bp
og indsaettelse af op til 24 bp, nar de anvendes sammen med modulsoftwaren Germline og Somatic
Variant. Til bestemmelse af somatiske variationer med en variationsfrekvens pa 0,05 blev der registreret
sletning af 25 bp og indseettelse af 18 bp.

* Amplikonlaesninger med ekstremt variationsindhold vil ikke n@dvendigvis blive alignet af analysesoftwaren,
hvilket resulterer i, at omradet bliver rapporteret som vildtype. Sddant ekstremt indhold omfatter:

— Leesninger, der indeholder mere end tre indels.
— Leesninger med en laengde pa mindst 30 bp med et SNV-indhold pa over 4 % af den samlede
amplikonmaéllzengde (eksklusive probeomrader).
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— Leesninger med en laengde pa under 30 bp med et SNV-indhold pa over 10 % af den samlede
amplikonleengde (inklusive probeomrader).

* Store variationer, inklusive multinukleotid-variationer (MNV'er) og store indels, kan blive rapporteret som
separate mindre variationer i VCF-outputfilen.

* Sletningsvariationer kan blive frasorteret eller overset, hvis de spaender over to sideliggende amplikoner,
og sletningsleengden er over eller lig med overlapningen mellem de to amplikoner.

* Systemet kan ikke pavise indels, hvis de stader direkte op til en primer, og der ikke er noget overlappende
amplikon. For omrader med overlappende amplikoner kan analysen ikke pavise sletninger, hvis omradet
med overlapning er mindre end starrelsen pa den pagaeldende sletning. Eksempel: Hvis omradet med
overlapning mellem to sideliggende amplikoner er to (2) baser, kan analysen ikke pavise sletninger,
inklusive begge disse baser. En enkelt basesletning pa en af disse baser kan pavises.

* Ligesom det gaelder for enhver anden hybridiseringsbaseret arbejdsgang til biblioteksklargering, kan
underliggende polymorfismer, mutationer, indsaettelser eller sletninger i oligonukleotidbindende omrader
pavirke de alleler, der undersgges. Dermed pavirkes de bestemmelser, der frembringes under
sekventeringen, ogsa. Eksempel:

— Envariation i fase med en variation i primer-omradet vil eventuelt ikke blive amplificeret, hvilket
resultererien falsk negativ.

— Variationer i primer-omradet kan forhindre amplificering af referenceallelen og en deraf fglgende
ukorrekt bestemmelse af homozygot-variation.

— Indel-variationer i primeromradet kan forarsage et falsk positivt resultat ved enden af laesningen, der
stgder op til primeren.

* Indels kan blive frasorteret pa grund af streng-bias, hvis de forekommer naer enden af en leesning og er
blevet bladt afklippet i forbindelse med alignment.
*  Sma MNV'er er ikke blevet valideret.

* Kopiantalvariationer og strukturelle variationer, sasom fusioner og translokationer, er ikke blevet valideret.

* Kimcellespecifikke begreensninger:

— MiSeqDx-systemet er designet til at levere kvalitative resultater i forbindelse med bestemmelse af
kimcellevariationer (f.eks. homozygot, heterozygot, vildtype) ved hjaelp af Germline Variant Module.

— Brug af Germline Variant Module kraever en minimal daekning pr. amplikon pa 150x for at opna nejagtig
variationsbestemmelse. Antallet af praver og det samlede antal malbaser pavirker deekningen. CG-
indholdet og andet genomindhold kan pavirke daekningen.

— Variation i kopiantal kan pavirke, hvorvidt en variant bliver identificeret som homozygot eller
heterozygot.

— Variationer i bestemt repetitiv kontekst filtreres fra i VCF-filerne. RMxN-gentagelsesfilteret anvendes
til at frasortere variationer, hvis hele eller dele af variationssekvensen er til stede gentagne gangei
referencegenomet, der stader op til variationens position. Hvad angar bestemmelsen af
kimcellevariationer, skal der vaere mindst 9 gentagelser ireferencen, fer en variation bliver filtreret, og
kun gentagelser med en leengde op til 5 bp tages i betragtning (R5x9).

Dokumentnr. 200006218 v02 3af 68

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlzegsseddel til MiSeqDx-instrumenter med MOS v4 illumina

* Specifikke somatiske begreensninger:

MiSegDx-systemet er designet til at levere kvalitative resultater vedrerende bestemmelse af somatiske
variationer (dvs. forekomst af en somatisk variation med en variationsfrekvens over eller lig med 0,026
med en detektionsgraense pa 0,05) ved hjaelp af Somatic Variant Module.

Brug af Somatic Variant Module kraever en minimal deekning pr. amplikon pa 450x pr.
oligonukleotidpulje for at opna nejagtig variationsbestemmelse. Antallet af prever og det samlede antal
malbaser pavirker deekningen. CG-indholdet og andet genomindhold kan pavirke daekningen.

Variationer i bestemt repetitiv kontekst filtreres fra i VCF-filerne. RMxN-gentagelsesfilteret anvendes
til at frasortere variationer, hvis hele eller dele af variationssekvensen er til stede gentagne gangei
referencegenomet, der steder op til variationens position. Hvad angar bestemmelsen af somatiske
variationer, skal der vaere mindst 6 gentagelser i referencen, fer variationen bliver filtreret, og kun
gentagelser med en leengde op til 3 bp tages i betragtning (R3x6).

Somatic Variant-modulet kan ikke skelne mellem kimcellevariationer og somatiske variationer. Modulet
er designet til at pavise variationer pa tvaers af en reekke variationsfrekvenser, men
variationsfrekvenser kan ikke anvendes til at skelne mellem somatiske variationer og
kimcellevariationer.

Normalt vaev i preven pavirker pavisningen af varianter. Den rapporterede pavisningsgraense er baseret
pa en variantfrekvens i forhold til det samlede DNA, der er ekstraheret fra bade tumorvaev og normalt
veev.

Produktets komponenter

lllumina MiSeqDx bestar af falgende:
MiSeqgDx instrument (Katalognr. DX-410-1001)

Felgende softwarekomponenter er ngdvendige for MiSeqDx-instrumentets drift og dataanalyse:

Softwareprogram Funktion Beskrivelse
MiSeq Operating  Styrer MOS-softwareprogrammet styrer driften af instrumentet under
Software (MOS)  driften af sekventeringen og genererer billeder til Real-Time Analysis (RTA)-

instrumentet softwaren. Se MiSeqDx Instrument Reference Guide for MOS v4
(Oversigtsvejledning til MiSeqDx-instrument til MOS v4) (dokumentnr.
200010452) for yderligere oplysninger.

Real-Time Udfarer RTA-softwareprogrammet konverterer de billeder, som MOS genererer
Analysis (RTA) primaer af hver flise pr. cyklus i sekventeringskerslen, til filer til
analyse basebestemmelse, der fungerer som input til analysemodulerne i Local

Run Manager. Softwareprogrammet RTA har ingen brugergreenseflade.
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Softwareprogram Funktion Beskrivelse
Local Run Greenseflade Local Run Manager-softwaren erintegreretiinstrumentet og anvendes
Manager til valg af til brugeradministration, udferelse af sekundaere analyser og

modul statusovervagning. Se Local Run Manager v4 Software Guide for

MiSeqgDx (Vejledning til Local Run Manager v4-softwaren til MiSeqDx)
(dokumentnr. 200046657) for yderligere oplysninger.

Opbevaring og handtering

Element Specifikation

Temperatur Transport og opbevaring: -10 °C til 40 °C (14 °F til 104 °F)
Driftsbetingelser: 19 °C til 25 °C (66 °F til 77 °F)

Luftfugtighed Transport og opbevaring: Ikke-kondenserende fugtighed
Driftsbetingelser: 30-75 % relativ fugtighed (ikke-kondenserende)

Nadvendigt udstyr og ngdvendige materialer,

medfeglger ikke

Sekvensering Forbrugsstoffer

MiSegDx Reagent Kit v3 (katalognr. 20037124)

MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (katalognr. 20063860)

Brugerleverede materialer

Kontrollér, at du har felgende brugerleverede materialer, for du starter en kersel.

Materiale

Spritservietter, 70 % isopropyl
eller
70 % ethanol

Laboratorieserviet, fnugfri
Linsepapir, 4 x 6 in.

Tween 20
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Formal

Rengering af flowcellens glas og holder

Rengering af flowcelleholderen
Rengering af flowcellen

Afvaskning af instrumentet
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Materiale Formal

Pincet med flad ende, plastik (valgfrit) Udtagning af flowcellen fra

transportbeholderen

Vand ilaboratoriekvalitet Afvaskning af instrumentet

Retningslinjer for laboratorievand

Der skal altid anvendes vand af laboratoriekvalitet eller deioniseret vand til udferelse af procedurer pa
instrumentet. Brug aldrig postevand.

Anvend kun vand af felgende kvalitet eller tilsvarende:

Deioniseret vand
[llumina PW1

18 megohms (MQ) vand
Milli-Q-vand
Super-Q-vand

Vand af molekyleerbiologisk kvalitet

Advarsler og forholdsregler

A ADVARSEL

Dette reagenssat indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse, hudkontakt og
ojenkontakt kan resultere i personskader. Ventilation skal vzere egnet til handtering af farlige
materialer i reagenser. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller, handsker og
laboratoriekittel, der giver tilstraekkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte reagenser
skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gzeldende regionale,
nationale og lokale love og forordninger. Du kan finde yderligere miljg-, sundheds- og
sikkerhedsrelaterede oplysninger i sikkerhedsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

Alle blodprever skal handteres som vaerende smitsomme med human immundefekt-virus (HIV), human
hepatitis B-virus (HBV) eller andre blodbarne patogener (universelle forsigtighedsregler).

Manglende overholdelse af de beskrevne fremgangsmader kan resultere i fejlagtige resultater eller
betydeligt nedsat prgvekvalitet.

Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der mé ikke
indtages mad og drikke eller ryges i arbejdsomraderne. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel i
forbindelse med handtering af prever og reagenser. Vask haenderne grundigt efter handtering af prever og
reagenser.
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* Der skal anvendes korrekt laboratoriepraksis og god laboratoriehygiejne for at forhindre, at PCR-
produkterne kontaminerer reagenser, instrumenter og genomiske DNA-prgver. PCR-kontaminering kan
forarsage ungjagtige og upalidelige resultater.

* For at forhindre kontaminering skal det sikres, at de omrader, der anvendes fer og efter opformeringen, har
udstyr og materialer, der er dedikeret til formalet (f.eks. pipetter, pipettespidser, varmeblokke, vortex-
blandere og centrifuger).

* Hvordet errelevant, skal indekspr@veparringen svare ngjagtigt til det udskrevne pladelayout. Local Run
Manager udfylder automatisk de indeksprimere, der er knyttet til prevenavnene, nar de indtastes i modulet.
Brugeren bar kontrollere de indeksprimere, der er knyttet til prgverne, inden sekvenseringskarslen startes.
Uoverensstemmelser mellem preven og pladelayoutet resulterer i manglende positiv preveidentifikation og
ukorrekt resultatrapportering.

* Dettilrddes pa det kraftigste at installere brugerleveret antivirus-software for at beskytte computeren mod
vira. Se installationsvejledningen i brugermanualen.

* MiSegDx ma ikke betjenes, hvis et eller flere af panelerne er blevet fjernet. Betjening af instrumentet uden
et eller flere af panelerne kan medfere eksponering for netspaending og DC-spanding.

* Rorikke ved flowcelleholderen i flowcellekammeret. Varmelegemet i kammeret har en driftstemperatur pa
22 °C til 95 °C og kan forarsage forbraendinger.

* Instrumentet vejer ca. 57,2 kg (126 Ibs) og kan forérsage alvorlig skade, hvis det tabes eller handteres
forkert.

* Alle alvorlige haendelser, der er relateret til dette produkt, skal omgédende indberettes til llumina og de
kompetente myndigheder i det medlemsland, hvori brugeren og/eller patienten er bosat.

Brugsvejledning

Denne brugervejledning til MiSegDx-instrumentet foreskriver brug af de reagenser, der leveres i MiSegDx
Reagent Kit v3.

Opret karsel med Local Run Manager

For detaljerede instruktioner i oprettelse af en karsel henvises til Local Run Manager v4 Software Guide for
MiSeqDx (Vejledning til Local Run Manager v4-softwaren til MiSeqDx) (dokumentnr. 200046657) og Local Run
Manager modulvejledningen til det analysemodul, du bruger.

Klargering af reagenskassetten

Instruktionerne nedenfor beskriver, hvordan man optaer reagenserne i vandbad ved stuetemperatur.

1. Tagreagenskassetten ud af fryseren (-15 °C til -25 °C).
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2. Anbring reagenskassetten i et vandbad, der indeholder tilstraekkeligt deioniseret vand med stuetemperatur
til at deekke bunden af reagenskassetten op til den vandlinje, der er trykt pa reagenskassetten. Vandet ma
ikke overstige linjen for maksimalt vandindhold.

Figur 1 Linje for maksimalt vandindhold
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3. Ladreagenskassetten optg i vandbadet med stuetemperatur i cirka 60-90 minutter, eller indtil den er helt
opteet.

4. Tagkassetten op af vandbadet, og bank den forsigtigt mod laboratoriebaenken for at fjerne vandet fra
bunden af kassetten. Tor kassettens bund. Kontrollér, at der ikke er sprgjtet vand op pa toppen af
reagenskassetten.

Kontrol af reagenskassetten

1. Vend op og ned péa reagenskassetten ti gange for at blande de optaede reagenser, og kontrollér, at alle
positioner er optget.

2. Kontrollér reagenser iposition 1, 2 og 4 for at sikre, at de er helt blandede og ikke indeholder bundfald.
BEMAERK Determeget vigtigt, at reagenserne i kassetten er helt optgede og blandede for at sikre
korrekt sekventering.
3. Bankforsigtigt kassetten mod laboratoriebaenken for at fjerne luftbobler i reagenserne.
BEM/ZERK MiSegDx-sugerarene gar ned til bunden af hvert reservoir for at suge reagenserne op, sa
det er vigtigt, at der ikke er luftbobler i reservoirerne.

4. Leegreagenskassetten pa is, eller saet den til side ved 2 °C til 8 °C (op til seks timer), indtil du er Klar til at
konfigurere karslen. Fortsaet direkte til overfersel af preven og konfiguration af kerslen for at opna de
bedste resultater.

Klargering af praver til sekventering

For anvisninger i klargering af prevebiblioteker til sekventering, herunder biblioteksfortynding og
puljeoprettelse, se brugervejledningsafsnittet i indleegssedlen i biblioteksklargaringspakken.

Fortyndingen af prevebiblioteker afhanger af kompleksiteten af oligonukleotidpuljerne. MiSeqDx kreever
optimering af clusterdensiteten. Den optimale clusterdensitet varierer, afhaengigt af den specifikke
biblioteksklargaringsanalyse.
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Overfarsel af pravebiblioteker til kassetten

Nar reagenskassetten er helt opteet og klar til brug, kan du overfare praverne til kassetten.

1. Prik hul pa folieforseglingen over reservoiret pd den reagenskassette, der er maerket Load Samples
(Overfar prover) med en separat, ren og tom 1 ml pipettespids.

BEM/ZERK Du skal ikke prikke hul pd andre reagenspositioner. Der bliver automatisk prikket hul pa de
andre reagenspositioner under kgrslen.

2. Pipettér prevebibliotekerne indeholdende 600 pl klargjort fortyndet amplikonbibliotek (DAL) over i
reservoiret Load Samples (Overfor prever). Undga kontakt med folieforseglingen.

3. Kontrollér reservoiret for luftbobler efter overfarsel af praven. Hvis der er luftbobler, skal du forsigtigt
banke kassetten mod laboratoriebaenken for at fjerne boblerne.

Figur 2 Overfarsel af biblioteker

4. Ga direkte til trinnene med kerselskonfiguration via brugergraensefladen i MiSeq Operating Software
(MOS).

Karselskonfiguration

Se MiSeqDx Instrument Reference Guide for MOS v4 (Oversigtsvejledning til MiSeqDx-instrument til MOS v4)
(dokumentnr. 200010452) for fuldstaendige instruktioner om kerselsopsaetning.

1. Log pé MiSegDx med din adgangskode til Local Run Manager-softwaren.
2. Pa startskeermen i MOS -softwaren, vaelg Sequence (Sekventering).

3. Veelg en kersel pa listen, og vaelg sa Next (Naeste).
En raekke skaermbilleder til kerselsopsaetning abnes i felgende raekkefolge: Overfarsel af flowcelle,
overfgrsel af reagenser, gennemse og praekarselskontrol.

4. Nar skaermen Load Flow Cell (Overforsel af flowcelle) kommer frem, skal du rengaere og overfare flowcellen.
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5. Luk flowcelleldsen og deren til flowcellekammeret.
Bade lasen og deren til kammeret skal lukkes, far karslen starter. Nar flowcellen er blevet overfert, laeser og
registrerer softwaren RFID-maerket. Der bliver vist en bekrzeftelse pa, at RFID'en er blevet laest, i nederste
hajre hjgrne af skaermen.

6. Overfar flasken med MiSegDx SBS Solution (PR2) i henhold til softwarens instruktioner, kontrollér, at
affaldsflasken er tom, og overfgr reagenskassetten.
Nar flasken med MiSegDx SBS Solution (PR2) og reagenskassetten er blevet overfert, laeser og registrerer
softwaren RFID'en. Der bliver vist en bekraeftelse pa, at RFID'en er blevet laest, i nederste hajre hjerne af
skaermen.

7. Skaermen Sequencing (Sekvensering) dbner, nar kerslen begynder. Skaermen giver et overblik over den
igangveerende karsel, herunder intensiteter og kvalitetsscorer (Q-scorer).

Resultater

Real-Time Analysis (RTA) er en integreret software, der udfgrer billedanalyse og basebestemmelse og tildeler
en kvalitetsscore til hver base for hver sekventeringscyklus. Nar den primaere analyse er feerdig, begynder det
modul pad MiSegDx-instrumentet, der blev valgt under Opret karsel med Local Run Manager pa side 7, den
sekundzere analyse. Se den analysespecifikke dokumentation vedrgrende andre arbejdsgange.

Kvalitetskontrolprocedurer

MiSeqDx-softwaren vurderer hver karsel, preve og basebestemmelse i forhold til kvalitetskontrolmalinger. Om
nedvendigt skal de positive og negative kontroller i biblioteksklargeringen ogsa vurderes i forhold til forventede
resultater.

Karakteristika for ydeevne

Alle studier blev udfert pa MiSeqDx.

| kimcellestudierne blev der anvendt reagenser fra enten MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay eller
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx til biblioteksklargeringen. De to kit indeholder de samme
biblioteksklargeringsreagenser og adskiller sig kun pa ét punkt i arbejdsgangen: antallet af
polymerasekasdereaktionscyklusser (PCR-cyklusser) (henholdsvis 25 og 28). Det ekstra antal PCR-cyklusser
muligger et lavere DNA-input med TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (50 ng) i forhold til MiSeqDx Cystic Fibrosis
139-Variant Assay (250 ng), som pavist i DNA-input-studiet med TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. De
biblioteker, der blev klargjort med MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay, blev sekventeret med de
medfelgende sekventeringsreagenser i kittet. De biblioteker, der blev klargjort med TruSeq Custom Amplicon
Kit Dx, blev sekventeret med MiSeqDx Reagent Kit v3. Sidstnaevnte sekventeringsreagenser har hgjere output
end sekventeringsreagenserne i MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay.
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Testen omfatter prevegennemlgbsomrader, der understattes af MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro. MiSegDx kan
understette 1-96 praver/karsel, afhaengigt af analysen. MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro er designet til at
understatte lavere prevegennemlgb inden for dette omrade for udvalgte analyser.

| de somatiske studier blev der anvendt TruSeq Custom Amplicon Kit Dx sammen med MiSegDx Reagent Kit
v3.

De beskrevne kimcelle-relaterede og somatiske arbejdsgange for TruSeq Custom Amplicon Kit Dx til klargering
af biblioteker til sekventering blev fulgt, herunder analyser i henholdsvis Germline Variant Module og Somatic
Variant Module, med to undtagelser. | de studier, hvor det ene gen (kimcelle-relaterede ydelsesegenskaber;
MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay) eller de to gener (somatiske ydelsesegenskaber) blev anvendt som
repraesentative mutationspaneler, blev der anvendt analyse-specifikke arbejdsgange og analysemoduler.

BEMAERK Amplikonets genomiske indhold angives i forhold til den sekventerede genomiske streng. For
amplikoner, der er designet mod minus-strengen, er referencegenomindholdet det omvendte
komplement (eksempel: PolyA-omréader pa minus-streng-amplikoner svarer til PolyT-omrader
pa referencegenomet).

Definition af anvendte beregninger vedrgrende
ydelsesegenskaber

* Den positive procentvise overensstemmelse (PPA) er beregnet som den af analysen korrekt rapporterede
andel af de loci, der er blevet klassificeret som varianter med en referencemetode.

— (antal variantloci, som analysen rapporterer korrekt) / (samlet antal variantloci)
Variantsloci, som analysen rapporterer i overensstemmelse med referencemetoden, er sandt positive
(TP). Variationsloci, som analysen rapporterer som referencebestemmelser eller som andre
variationsbestemmelser, er falsk negative (FN)

* Den negative procentvise overensstemmelse (NPA) er beregnet som den af analysen korrekt rapporterede
andel af de loci, der er blevet klassificeret som vildtype med en referencemetode.
— (antal vildtypeloci, som analysen rapporterer korrekt) / (samlet antal vildtypeloci)
Vildtypeloci, som analysen rapporterer i overensstemmelse med referencemetoden, er sandt negative
(TN). Vildtypeloci, som analysen rapporterer som variationer, er falsk positive (FP).
* Den samlede procentvise overensstemmelse (OPA) er beregnet som den af analysen korrekt rapporterede
andel af lociiforhold til en referencemetode.
— ((antal variationsloci, som analysen rapporterer korrekt) + (antal vildtypeloci, som analysen rapporterer
korrekt)) / ((samlet antal variationsloci) + (samlet antal vildtypeloci))

* Hvad angar variationsbestemmelsesprogrammerne, inkluderer beregningerne af PPA, NPA og OPA ikke
manglende bestemmelser (variations- eller referenceloci, der ikke opfylder et eller flere kvalitetsfiltre). | to
studier er manglende bestemmelser specifikt inkluderet i malingen "% korrekte bestemmelser", og denne
inkludering af manglende bestemmelser er noteret i de relevante tabeller.
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* Bestemmelsesraten er beregnet som det samlede antal loci, der passerer filtrene, divideret med det
samlede antal positioner, der er sekventeret for kromosom 1-22. X- og Y-kromosomer medtages ikke.
Denne maling tager ikke hensyn til bestemmelsernes overensstemmelse med referencemetoden.

Hvad angéar ydelsesegenskaber relateret til preeanalytiske faktorer (f.eks. ekstraktionsmetoder eller DNA-
input), henvises der til indlaegssedlen for den relevante biblioteksklargeringsmetode.

Proveindeksering

Prgveindekseringsprimerne, som bliver tilfgjet i labet af biblioteksklargaringen, tildeler en unik sekvens til hvert
preve-DNA, hvilket ger det muligt at samle flere prever i en enkelt sekventeringskersel. Prgveindekseringen er
bade blevet afprevet for den kimcellerelaterede og den somatiske arbejdsgang.

| alt 96 praveindekser blev testet med en repraesentativ analyse, der var designet til at undersege en reekke
gener, der daekkede 12.588 baser pr. streng pé tveers af alle 23 humane kromosomer, for at verificere
analysens evne til konsekvent at give en genotypebestemmelse for en given prave pa tveers af forskellige
indekseringsprimerkombinationer. Y-kromosomet indeholder ikke palidelige omrader og blev ikke vurderet.
Otte unikke prever blev testet med 12 forskellige indekseringsprimerkombinationer pr. prave. Prgveresultaterne
fra Germline Analysis Module blev sammenlignet med Platinum Genome-version 2016-01. PPA (SNV'er og
indels) oversteg 97 % (sandt positive bestemmelser var mindst 70 for SNV'er, 38 for indsaettelser, 36 for
sletninger), og NPA var 100 % (mindst 23.440 referencepositioner pr. indekskombination) for hver af de 96
indekskombinationer. P4 uafhaengig vis blev et enkelt-indeks testet for at verificere, at MiSeqDx Reagent Kit
v3-sekventeringskemien kan understgtte mindre end otte prover (den tidligere kemii MiSeqDx Universal Kit 1.0
var begraenset til minimum otte prever). Enkelt-indekset havde en PPA-vaerdi pa 98,9 % (180/182) for SNV'er,
100 % (38/38) for indsaettelser og 100 % (46/46) for sletninger. NPA var 100 % (23,856/23,856).

Tolv replikater (24 biblioteker) af en prave blev testet for at male indeks-ngjagtigheden med somatiske
variationer ved hyppigheder fra 0,05-0,10 ved brug af Somatic Variant Module (der anvendes to
indekskombinationer pr. replikat til somatiske bestemmelser). PPA var 100 % for SNV'er (64/64), indsaettelser
(11/11) og sletninger (19/19). NPA var 100 % (mindst 11.590 referencepositioner pr. indekskombination) for alle
indekskombinationer.

Proveoverforsel

MiSeqgDx-instrumentets arbejdsgang omfatter biblioteksklargering og sekventering af flere prever og
kontroller, der alle bliver behandlet pd en gang. Der er udfert et preveoverferselsstudie for at vurdere, om falsk
positive resultater pa grund af kontamineringsoverfersel fra brend til brend i forbindelse med klargaering af
prevebibliotek samt kontaminering fra kersel til kersel mellem fortlebende sekventeringskersler har indvirkning
pa testresultaterne. Der blev anvendt somatiske variationer, eftersom de kan pavises ved haendelser med
lavere allelfrekvens end kimcellevariationer.

Preverne bestod af fire genomiske DNA-prgver fra cellelinjer, som hver indeholdt forskellige panelmutationeri
en repraesentativ analyse af to gener. Preverne var af en sddan karakter, at en mutation pa en position i én
preve ville have en referencesekvens (vildtype) i de andre prover.
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Overfersel fra brend til brend er defineret som en fejltilstand, der kan opsté i forbindelse med den manuelle
handtering (pipettering, preveforveksling osv.). Der blev udfert to testkersler til vurdering af overfersel fra en
pravebrgnd til en anden:

* Etskakbraetmegnster med skiftevist en genomisk DNA-preve (JDNA) med hgjt input, der indeholdt en
mutationigen 1, og en prave med gDNA med lavt input, der indeholdt en mutation i gen 2.

* Etskakbreetmgnster med skiftevist en gDNA-preve med hgjt input, der indeholdt en mutationigen 2, ogen
preve med gDNA med lavt input, der indeholdt en mutationigen 1.

I hver karsel blevialt 12 replikater vurderet for falsk positive bestemmelser (f.eks. rapportering af en mutation i
gen 1ien brend, der indeholdt en preve med en mutation i gen 2, eller omvendt).

Overfarsel fra kersel til karsel er defineret som en fejltilstand, der kan opsta pa grund af resterende materiale
fra en tidligere sekventeringskegrsel. For at klarlaegge, om der sker overfersel mellem sekventeringskersler, blev
der klargjort og sekventeret to plader, som hver indeholdt 11 replikater af en enkelt unik preve med gDNA med
hejt input og en blindpreve, umiddelbart efter hinanden pa ét MiSeqDx-instrument og vurderet for falsk positive
bestemmelser. Den forste kersel indeholdt 11 replikater af en preve med en mutation i gen 2 og en blindprgve.
Den anden karsel indeholdt 11 replikater af en preve med en mutation i gen 10g en blindprgve. Biblioteket med
preven med en mutation i gen 2 blev sekventeret forst, efterfulgt af en sekventeringskarsel med biblioteket
med prgven med en mutation i gen 1, efterfulgt af endnu en sekventeringskarsel med biblioteket med preven
med en mutation i gen 2. Hvis der blev observeret mutationigen 2 i en kgrsel med et bibliotek med mutation i
gen 1alene, var det et udtryk for overforsel.

Der blev rapporteret nul falsk positive bestemmelser (0/24, 0 %) som felge af overfarsel fra brend til brond. Alle
forventede mutationer blev detekteret. Der blev rapporteret nul falsk positive bestemmelser (0/24, 0 %) som

felge af overforsel fra karsel til kersel. Alle forventede mutationer blev detekteret. Der blev rapporteret nul falsk
positive bestemmelser (0/48, 0 %) som faelge af total overfersel (bdde fra brend til brend og fra karsel til kersel).
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Kimcellerelaterede ydelsesegenskaber

| de nedenfor beskrevne studier blev der anvendt Germline Variant Module til analysering af sekventeringsdataene, med undtagelse af
studierne med panelet med ét gen, hvor der blev anvendt et analysespecifikt modul.

Nojagtighed

Der er udfert felgende studie for at vurdere ngjagtigheden af MiSeqDx-instrumentet ved brug af MiSeqDx Reagent Kit v3 og DNA af hgj
kvalitet. | dette studie blev der anvendt en repraesentativ analyse, der var designet til at undersage en raekke gener, der deekkede
12.588 baser pa tveers af 23 forskellige kromosomer ved brug af 150 amplikoner. Y-kromosomet indeholder ikke palidelige omrader og
blev ikke vurderet. De 12 unikke prever, der blev anvendt i studiet, stammer fra en enkelt familie — to foraeldre (overordnede) og 10 barn
(underordnede) - ofte sekventeret af flere laboratorier og med forskellige sekventeringsmetoder. Der er fem kvindelige prever og syv
mandlige praver. Hver prgve blev testet i duplikat. Ngjagtigheden for SNV'er, indsaettelser og sletninger blev bestemt ved at
sammenligne studiedataene med en velkarakteriseret referencedatabase. Sekvensen fra referencedatabasen (Platinum Genomes
version 2016-01) var afledt fra en kombination af flere forskellige sekventeringsmetoder, offentligt tilgaengelige data og arvelige
oplysninger. Palidelige genomiske omrader blev defineret pa baggrund af denne referencemetode, medmindre andet er angivet. | alt
blev preverne kert otte gange. Ngjagtighedstabellerne er baseret pa dataene fra den farste karsel.

Tabel 1 viser studiedataene med positiv og negativ procentvis overensstemmelse pr. prgve, hvor variationsresultaterne bliver
sammenlignet med den velkarakteriserede sammensatte referencemetode med henblik p& PPA-beregninger. De tre varianttyper
(SNV'er, insertioner og deletioner) er samlet. Fordi referencemetoden kun giver resultater vedrarende enkeltnukleotidvarianter og -
indsaettelser/-sletninger, bliver baseresultater uden varianter sammenlignet med det humane referencegenom hg19 med henblik pa
NPA-beregninger.

Tabel1 Overensstemmelse for MiSeqDx-instrumentets basebestemmelsesresultater pr. prove

. Samlet Samlet Samlet Samlet antal Samlet antal
Gennemsnitlig
Prave antal antal TP- antalFN- manglende TN- PPA NPA OPA
bestemmelsesrate L. L. L.
variationer variationer variationer bestemmelser bestemmelser

NA12877 >99,9 152 152 0 4 24.024 100 100 100
NA12878 > 99,9 270 266 0 4 23.856 100 100 100
NA12879 > 99,9 192 190 1 1 24.054 99,5 100 >099,9
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. Samlet Samlet Samlet Samlet antal Samlet antal

Gennemsnitlig
Prove antal antal TP- antalFN- manglende TN- PPA NPA OPA

bestemmelsesrate .. .. ..

variationer variationer variationer bestemmelser bestemmelser

NA12880 > 99,9 222 220 0 6 24052 100 1700 100
NA12881 > 99,9 250 247 1 2 23862 99,6 100 >99,9
NA12882 > 99,9 200 196 2 2 23962 99,0 100 >99,9
NA12883 > 99,9 226 224 0 6 23870 100 100 100
NA12884 > 99,9 228 226 1 1 23942 99,6 100 >99,9
NA12885 > 99,9 244 240 2 2 23942 99,2 100 >99,9
NA12886 > 99,9 230 228 1 1 23888 99,6 100 >99,9
NA12888 > 99,9 216 216 0 4 24002 100 100 100
NA12893 > 99,9 236 234 0 2 23810 100 1700 100

Den repraesentative analyse bestod af 150 amplikoner, der var designet til at daekke et bredt genomindhold. CG-indholdet i
amplikonerne varierede fra 26 % til 87 %. Amplikonerne havde ogséa en raekke enkeltnukleotid- (f.eks. PolyA, PolyT), dinukleotid- og
trinukleotidgentagelser. Dataene blev kompileret pr. amplikon (Tabel 2) for at klarlaagge genomindholdets indvirkning pa procentdelen
af korrekte bestemmelser. Procentdelen af korrekte bestemmelser bestar af variations- og referencebestemmelser og er under 100 %,
hvis der er ukorrekte eller manglende bestemmelser. Manglende bestemmelse forekommer, hvis et eller flere filtre for
variationsbestemmelse ikke bliver bestaet (f.eks. utilstraekkelig deekning).

Syv ud af de otte FN-variationer i Tabel 2 forekom med en indsaettelse af 1 bp pa amplikon 111, som ogsa indeholder PolyA-
homopolymer og et GC-indhold pé 0,29. Den resterende FN (ukorrekt bestemmelse) skyldtes en forventet heterozygot SNV pa
amplikon 125 med et GC-indhold pa 0,68, der blev bestemt som en homozygot variation. SNV-variationsfrekvensen var 0,71, altsa over
teersklen pa 0,70 for klassificering som homozygot variation. Amplikonet med den laveste procentdel af korrekte bestemmelser

(98,2 %) var amplikon 17 med 40 manglende bestemmelser og indeholdende AT-gentagelser og et GC-indhold pa 27 %.
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. . . Feleae FIase.ri Pl ce- Samlet antal Samlet antal Samlet antal % korrekte
Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut T palldfllge S T indhold korrekte ukorrekte manglende bestemmelser
omrader bestemmelser bestemmelser bestemmelser
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 2232 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1896 0 0 100
indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 2184 0 0 100
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 2208 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1944 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), indel 0,39 1680 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), 0,27 2112 0 0 100
TAA(3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 2160 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 1920 0 0 100
10 2 177016721 177016805 85 81 T 0,65 1944 0 0 100
M 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 1800 0 0 100
12 2 190323504 190323591 88 88 PolyT (5) 0,42 2112 0 0 100
13 2 200796740 200796826 87 87 PolyT (5), indel 0,31 2088 0 0 100
14 2 212245049 212245139 91 91 PolyT (5), PolyA (6), 0,3 2184 0 0 100
indel
15 2 228147052 228147144 93 93 1T 0,43 2232 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 PolyT (5), indel 0,42 1752 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 2192 0 40 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 I/T 0,43 1992 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 1680 0 0 100
20 3 189713161 189713248 88 88 PolyA (5), PolyT (5), 0,41 2112 0 0 100
PolyA (9), TG(3)
21 3 190106030 190106104 75 74 Indel 0,57 1774 0 2 99,9
22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1872 0 0 100
23 4 7780541 7780637 97 97 PolyG (6), PolyT (5), 0,42 2328 0 0 100
PolyA (5)
24 4 15688604 15688681 78 78 /T 0,29 1872 0 0 100
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Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51

o o o o g g g a ua a b b b

N N NN NN o oo o

0o

56236521
102839244
164446743

1882081
14769061
41069808
7407714
147475343

149323731
155662213

6318713

24949983

31084900

32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312

56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394

Analyseret
fragmentstorrelse
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
10
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83

Baseri
palidelige
omrader

62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
10
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83

Amplikonets
genomindhold
PolyA (5), indel

PolyA (5)
PolyA (7), indel
/T
GT(3), CCA(3)
/T
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

PolyT (5), TCT(3),
CTT(3)

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)

/T
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC
(6), indel

1T
Indel

I/T

GC-
indhold
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62
0,71

0,31
0,35
0,42

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1488
1656
1488
1800
2016
1536
1992
1608
2184
1800
2448
2208
2244
2352

2280
2064
2256
2184
1752

212

2088
2040
2160
2184

1584
2232
1992

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O O o oo o o o o o o o o

O o o o/lo o o o o o

o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

O O o o o o o o/ o o o o

[N

O o o/lo o o o o o o

o

% korrekte
bestemmelser
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
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Baseri ) Samlet antal Samlet antal Samlet antal
Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut Analyseret palidelige Amplllfonets . cC- korrekte ukorrekte manglende % korrekte
fragmentsterrelse omrader genomindhold indhold bestemmelser bestemmelser bestemmelser bestemmelser
52 8 24811020 24811109 90 89 PolyG (7),CTC(4), 0,61 2113 0 23 98,9
indel
53 8 76518625 76518691 67 67 Indel 0,3 1608 0 0 100
54 9 103054909 103055006 98 98 PolyG (6) 0,67 2352 0 0 100
55 9 105586150 105586214 65 65 Indel 0,32 1560 0 0 100
56 9 107620823 107620918 96 96 T 0,49 2304 0 0 100
57 9 123769149 123769231 83 83 AT(3) 0,37 1992 0 0 100
58 9 138995345 138995441 97 97 PolyC (6), indel 0,68 2328 0 0 100
59 10 5987120 5987198 79 78 PolyG (5), indel 0,47 1872 0 0 100
60 10 11784629 11784726 98 91 GC(3) 0,87 2184 0 0 100
61 10 27317777 27317855 79 79 PolyT (5) 0,3 1896 0 0 100
62 10 33018351 33018440 90 90 PolyA (5), PolyT (5) 0,2 2160 0 0 100
63 10 45084159 45084253 95 95 Indel 0,35 2280 0 0 100
64 10 55892599 55892687 89 88 AC(11), indel 0,42 2102 0 10 99,5
65 10 101611250 101611329 80 80 I/T 0,49 1920 0 0 100
66 10 118351373 118351453 81 81 T 0,51 1944 0 0 100
67 " 8159816 8159912 97 96 I/T 0,45 2304 0 0 100
68 " 30177648 30177717 70 70 Indel 0,46 1680 0 0 100
69 " 47470345 47470444 100 100 I/T 0,65 2400 0 0 100
70 " 59837679 59837740 62 62 Indel 0,37 1488 0 0 100
7 " 64418856 64418957 102 102 I/T 0,59 2448 0 0 100
72 " 93529612 93529684 73 73 PolyA (5) 0,4 1752 0 0 100
73 " 101347052 101347136 85 85 I/T 0,42 2040 0 0 100
74 " 102477336 102477426 91 91 PolyG (6) 0,55 2184 0 0 100
75 " 118406285 118406369 85 85 Indel 0,53 2040 0 0 100
76 " 120357801 120357885 85 85 PolyA (5), CA(3), 0,34 2040 0 0 100
indel
77 M 125769313 125769397 85 85 GA(3) 0,52 2040 0 0 100
78 12 2834770 2834853 84 84 PolyC (5), indel 0,52 2016 0 0 100
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Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut

79
80
81
82
83
84

85

86
87
88

89
90
91

92

93
94
95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106

12
12
12
12
13
13

13
13
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008

Analyseret
fragmentstorrelse
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89

Baseri
palidelige
omrader

93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89

Amplikonets
genomindhold
PolyA (7), AC(4)
/T
PolyA (6)
PolyG (5)
T

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7), indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
I/T
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
/T
Indel
/T
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)

GC-
indhold
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

2232
1944
1704
2280
1752
212

2136
1848
1608
1992
1727
1944
2184
1584
2256
2304
1632
2232
2280
1704
2184
1680
1512

2280
2088
2496
2184
2136

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

0

o o o ol o

O O O O/l o0o 0o O O 0O 0o 0o o 0o o o o o o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

0

0
0
0
0
0

o o o o

-

O O 0Oojlo O O o o o o/ olo o o o o o

% korrekte
bestemmelser
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Baseri ) Samlet antal Samlet antal Samlet antal
Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut Analyseret palidelige Amplllfonets . cC- korrekte ukorrekte manglende % korrekte
fragmentsterrelse omrader genomindhold indhold bestemmelser bestemmelser bestemmelser bestemmelser
107 17 3594191 3594277 87 87 PolyC (5), indel 0,67 2088 0 0 100
108 17 3970090 3970180 91 91 Indel 0,46 2184 0 0 100
109 17 16084945 16085037 93 93 Indel 0,26 2232 0 0 100
10 17 33998759 33998849 91 89 PolyT (5) 0,54 2136 0 0 100
m 17 39589691 39589774 84 82 PolyA (13), indel (x2) 0,29 1944 7 17 98,8
112 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 2184 0 0 100
13 17 45438866 45438957 92 92 PolyA (7), AT(3), AT 0,26 2208 0 0 100
(4), AT(4), indel
14 17 61502432 61502510 79 79 Indel 0,41 1887 0 9 99,5
115 17 64023582 64023667 86 86 PolyT (7) 0,22 2064 0 0 100
16 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 2016 0 0 100
17 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 1608 0 0 100
18 18 6980478 6980568 91 91 I/T 0,37 2184 0 0 100
19 18 9888026 9888094 69 69 PolyA (6), TG(3) 0,43 1656 0 0 100
120 18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), indel 0,37 1800 0 0 100
121 18 47405382 47405462 81 81 CTC(3), indel 0,47 1944 0 0 100
122 18 54815665 54815749 85 85 CT(3), indel 0,45 2040 0 0 100
123 18 59773996 59774060 65 65 T 0,48 1560 0 0 100
124 19 625143 625241 99 99 I/T 0,59 2376 0 0 100
125 19 18121418 18121491 74 74 T 0,68 1775 1 0 99,9
126 19 18186574 18186643 70 70 I/T 0,64 1680 0 0 100
127 20 746056 746149 94 94 T 0,61 2256 0 0 100
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 1968 0 0 100
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 1824 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3),TG(4), indel 0,46 1680 0 0 100
131 20 25278421 25278521 101 101 Indel 0,63 2424 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 Indel 0,36 1608 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 PolyG (6) 0,73 2112 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 Indel 0,57 2088 0 0 100
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Baseri Samlet antal Samlet antal Samlet antal

Amplikon Kromosom Amplikon, Start Amplikon, Slut fragAr:::/tzttE;er:else pélid(;}lige gi::x:;ﬁ;d in::o_ld korrekte ukorrekte manglende bitz(:nr:ZT:er
omrader bestemmelser bestemmelser bestemmelser
135 21 30300823 30300888 66 66 Indel 0,35 1584 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 PolyT (6), CA(3) 0,54 2352 0 0 100
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indel 0,39 2088 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), 0,32 1656 0 0 100
indel
139 21 46705575 46705664 90 90 PolyT (5), PolyA(6) 0,5 2160 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 Indel 0,63 2400 0 0 100
141 22 32439233 32439329 97 97 T 0,68 2328 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indel 0,46 2328 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 T 0,6 2376 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indel 0,66 2208 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1656 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1656 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 T 0,52 1704 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 I/T 0,55 0 0 0 1T
149 Y 2655519 2655609 91 0 1T 0,48 0 0 0 I/T
150 Y 2655609 2655679 7 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 1T

Variationer med manglende bestemmelse er opsummereti Tabel 3. De specifikke filtre, der resulterede i den manglende bestemmelse,
er angivet i tabellen. Indsaettelsen pa amplikon 111 blev filtreret fra i ni ud af 16 tilfeelde, og de resterende syv tilfeelde blev bestemt som
reference og er derfor FN.

Tabel 3 Oversigt over variationer med manglende bestemmelse

Tilsvarende Manglende Forventede FN
Amplikonnr. Krom:Pos Variation amplikon-  Filter ) g' )
. variationer varianter bestemmelser
indhold
64 10:55892600 TAC>T AC(11), R5x9' 10 10 0
42 % GC
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), R5x9 9 16 7
29 % GC
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T R5x9: Gentag filter. En variation bliver frafiltreret, hvis hele eller dele af variationen er til stede gentagne gange i referencegenomet, der stader op til
variationens position. Der skal veere mindst ni gentagelser i referencen, og kun gentagelser med en laangde op til 5 bp tages i betragtning.

Sekventeringsresultaterne af preve NA12878 blev sammenlignet med en meget palidelig genotype for NA12878, som er udviklet af
National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19). 92 ud af de 150 amplikoner var helt inden for genomomraderne med
hgj sikkerhed, 41 amplikoner havde delvis overlapning, og 17 amplikoner havde ingen overlapning i NIST-sekvensen. Dette resulterede i
10.000 koordinater pr. replikat til sammenligning. Basebestemmelser uden variationer blev sammenlignet med det humane
referencegenom hg19. Resultaterne vedrgrende ngjagtighed er visti Tabel 4.

Tabel 4 Overensstemmelse mellem MiSeqDx-instrumentets basebestemmelsesresultater af preave NA12878 og NIST-
databasen

Antal Gennemsnitli Samlet Samlet Samlet antal Samlet antal
Preve . 9 antal TP- antal FN- TN- FP- PPA NPA OPA
amplikoner bestemmelsesrate L. L.
variationer variationer bestemmelser bestemmelser
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

Prgverne blev desuden analyseret med henblik pd bestemmelse af sma indsaettelser og sletninger (indels) (Tabel 5). | nogle tilfaelde var
indellen faelles mellem to eller flere prover, som vist i kolonnen Samlet antal pr@vereplikater med indel. Resultaterne for begge replikater
af de 12 gyldige prover er inkluderet i Tabel 5. Der varialt 71indels, der varierede i sterrelsen fra 1-24 bp for indsasttelser og 1-25 bp for
sletninger. 69 indels blev hver iszer detekteret med en positiv procentvis overensstemmelse pa 100 %. En sletning (amplicon 64; sletning
af 2 bp (chr10 55892600 TAC>T) havde ingen korrekte bestemmelser, fordi hver af disse varianter var en manglende bestemmelse pa
grund af R5x9-filteret. Derfor kunne PPA, som ikke udelukker nogen bestemmelser, ikke beregnes. En anden indel, indsaettelse af 1 bp
(chr17 39589692 C>CA pé amplikon 111), havde heller ingen korrekte opkald, fordi ni varianter var en manglende bestemmelse pa grund
af R5x9-filteret og syv var FN-bestemmelser.

Tabel 5 Oversigt over indel-detektion med MiSeqgDx-instrumentet

Analvseret Amplikon-indel Samlet antal Antal Samlet antal Samlet antal
Amplikon Kromosom  Position v . ' Indel prevereplikater manglende ukorrekte indel- korrekteindel-  PPA
fragmentsterrelse type ogleengde .
med indel bestemmelser bestemmelser bestemmelser
1 1 36450544 93 Sletning, 25 bp  GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
2 1 109465165 79 Sletning, 3 bp ACTT>A 12 0 0 12 100
3 1 218353908 91 Indsaettelse, 23 T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
bp
4 1 223906701 92 Sletning, 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
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Amplikon Kromosom  Position

13

14

16

17
19

21
25
27

31
34

36
37
39
41
44

46
47

[}

N o o o o

236372081

247812083

55862804

87003972
200796749

212245090

235016388

4466274
49851375

190106071
56236567
164446785

74077155
155662255

24950035
31084942
32986905
41647442
66276142

110939983
128533514

Analyseret

fragmentstarrelse type ogleengde

70

88

90

80
87

91

73

93
70

75
66
62

83
75

92
100
95
95
88

85
90

Amplikon-indel,

Indseettelse, 5
bp

Indseettelse, 3
bp

Indsaettelse, 7
bp
Sletning, 6 bp

Indseettelse, 5
bp

Indseettelse, 12
bp
Indsaettelse, 2
bp
Sletning, 23 bp

Indseettelse, 9
bp
Sletning, 1bp
Sletning, 8 bp

Indsaettelse, 11
bp
Sletning, 4 bp

Indseettelse, 8
bp
Sletning, 21bp
Sletning, 3 bp

Sletning, 25bp CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

Sletning, 23 bp

Indsaettelse, 1
bp
Sletning, 4 bp

Indsaettelse, 1
bp

Indel

C>CTTAAG

C>CATG

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T
T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT

A>ATG

TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT

AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA

TAGTA>T
G>GCCTACTGA

CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT

CAAGT>C
T>TC

Samlet antal
prevereplikater
med indel
10
10

14

24

14

12

20
12
12

10
20

10
14

16

12
24

Antal
manglende
bestemmelser

0

o o o o o o

o

Samlet antal
ukorrekte indel-
bestemmelser

0

o o o o o o

o

Samlet antal
korrekte indel-
bestemmelser

10
10

14

24

14

12

20
12
12

10
20

10
14
12

16

12
24

PPA

100

100

100

100
100

100

100

100
100

100
100
100

100
100

100
100
100
100
100

100
100
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Amplikon Kromosom  Position

48
50
52
53

55

58
59
63
64
68

70

75
76
78

84

85

86
89
90

91
93
95
96

0 0 NN

10
10
10
1

n

n
1
12

13

13

13
14
14

149503916

156476548
24811064
76518677

105586193

138995370
5987158
45084202
55892600
30177690

59837721

118406328
120357842
2834814

25817002

44880152

77665265
46958967
58050081

82390602
102808554
63446199
77879862

Analyseret

fragmentstarrelse type ogleengde

91
93
90
67

65

97
79
95
89
70

62

85
85
84

89

89

77
73
81

91
94
68
95

Amplikon-indel,

Sletning, 4 bp
Sletning, 11 bp
Sletning, 1bp
Indsaettelse, 4
bp
Indsaettelse, 4
bp
Sletning, 21bp
Sletning, 3 bp
Sletning, 16 bp
Sletning, 2 bp

Indsaettelse, 2
bp

Indseettelse, 8
bp

Sletning, 8 bp
Sletning, 2 bp

Indseettelse, 21
bp
Indsaettelse, 19
bp
Indseettelse, 4
bp
Sletning, 20 bp
Sletning, 22 bp

Indseettelse, 4
bp

Sletning, 16 bp
Sletning, 5 bp
Sletning, 6 bp
Sletning, 25 bp

Indel

GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A
T>TACTG

C>CAATT

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T
C>CTG

T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C
GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

Samlet antal
prevereplikater
med indel

8
12
24
14

10
12
10
10

12

10
10
24

24

12

14
24
20

10
10
12
14

Antal
manglende
bestemmelser

0

0
0
0

o

o o o o

Samlet antal
ukorrekte indel-
bestemmelser

0

0
0
0

o

o o oo o

o

o o o o

Samlet antal
korrekte indel-
bestemmelser

8
12
24
14

14
10
12

10

12

10
10
24

24

12

14
24
20

10
10
12
14

PPA

100
100
100
100

100

100
100
100

T
100

100

100
100
100

100

100

100
100
100

100
100
100
100
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Amplikon Kromosom  Position

98

100

105
107
108

109

m

12

13
14
120

121

122
130
131

132

134
135

137
138

15

15

16
17
17

17

17

17

17
17
18

18

18
20
20

20

20
21

21
21

8543831

89864316

85706416
3594276
3970133

16084985

39589692

39589739

45438886
61502459
38837054

47405425

54815706
21766863
25278464

50897361

62690925
30300873

36710749
46644985

Analyseret

fragmentstarrelse type ogleengde

72

70

91
87
91

93

84

84

92
79
75

81

85
70
101

67

87
66

87
69

Amplikon-indel,

Indseettelse, 3
bp

Indseettelse, 4
bp

Sletning, 7 bp
Sletning, 1bp

Indseettelse, 18
bp
Indsaettelse, 4
bp
Indseettelse, 1
bp

Indseettelse, 24
bp

Sletning, 4 bp
Sletning, 12 bp

Indseettelse, 22
bp
Indsaettelse, 3
bp
Sletning, 2 bp
Sletning, 15 bp

Indseettelse, 5
bp

Indseettelse, 11
bp

Sletning, 16 bp

Indseettelse, 11
bp
Sletning, 21bp
Sletning, 5 bp

Indel

C>CTTG

G>GCTAC

ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT

A>AACAC

C>CA

T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA

CAGTG>C
TTTGTATCTGCTG>T
T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA

T>TGAG

ACT>A
TACTTGAGAACTGAGG>T
A>AGTGGG

G>GGAATGTCAGCC

TCCTGGCTGGCCTGTGG>T
G>GATAAAACTTTA

ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A
GTTGTT>G

Samlet antal
prevereplikater
med indel

8

16

10

10

16

24

12
20
24

20

20

20

24

10
10

16

Antal
manglende
bestemmelser

0

Samlet antal
ukorrekte indel-
bestemmelser

0

Samlet antal
korrekte indel-
bestemmelser

8

16

10

10

24

12
20
24

20

20

20

24

10
10

16

PPA

100

100

100
100
100

100

100

100
100
100

100

100
100
100

100

100
100

100
100
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) Analyseret Amplikon-indel
) Amplikon K Positi '
g e E osttion fragmentstarrelse type ogleengde
[0}

g’ 140 22 25750814 100 Indseettelse, 6
i bp

N

8 142 22 37409885 97 Indszaettelse, 5
8 b

8 p

N 144 22 47081407 92 Sletning, 10 bp
o

S

N Reproducerbarhed

Samlet antal Antal Samlet antal Samlet antal
Indel prevereplikater manglende ukorrekte indel- korrekteindel-  PPA
med indel bestemmelser bestemmelser bestemmelser
C>CAGGGCA 20 0 0 20 100
C>CTGTTT 2 0 0 2 100
GGGCACAGGCA>G 12 0 0 12 100

Der er udfert to studier til vurdering af reproducerbarheden med MiSeqDx-instrumentet med cellelinjer (studie 1 0g 2) eller leukocyt-
depleteret blod tilsat cellelinjer (studie 2). Studie 1 blev udfert ved hjeelp af flere forskellige instrumenter. Studie 2 blev udfert pa flere

forskellige laboratorier.

Studie 1

Reproducerbarheden for MiSegDx-instrumentet blev bestemt ved brug af to instrumenter, to operaterer og to reagenspartier, hvilket
gav otte karslerialt. Den repraesentative analyse, praverne og referencemetoden er de samme som dem, der er beskrevet for

ngjagtighedsstudiet.

Resultaterne er anfert pr. amplikon for hvert instrument Tabel 6 for at vise reproducerbarheden af bestemmelser pa tveers af
instrumenter. % korrekte bestemmelser omfattede bédde ukorrekte og manglende bestemmelser (manglende bestaelse af et eller flere
filtre for variationsbestemmelse). Instrumenterne generede stort set samme antal manglende bestemmelser og ukorrekte

bestemmelser, afhangigt af det pdgeeldende amplikon.

Tabel 6 Resultater vedrgrende reproducerbarhed fra MiSegDx-instrument til MiSegDx-instrument (amplikonniveau)

Baseri

Amplikon, . Analyseret o

Amplikon Kromosom P Amplikon, Slut ‘ palidelige
Start fragmentsterrelse o

omrader
1 1 36450499 36450591 93 93
2 1 109465122 109465200 79 79
3 1 218353867 218353957 91 91

9¢

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte ~ Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
enomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt ialt bestemmelser ialt ialt bestemmelser
Indel 0,22 8928 0 0 8928 0 0
PolyA (5), 0,38 7584 0 0 7584 0 0
PolyC (5),
indel
Indel 0,4 8736 0 0 8736 0 0
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Amplikon Kromosom

10
n
12
13

14

15
16

17
18
19
20

21
22

N N NN NN

W W W w

Amplikon,
Start

223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052
235016350

4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667

Amplikon, Slut

223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826

212245139

228147144
235016422

4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744

Analyseret

92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

93

73

93
83
70
88

75

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
92 Indel 0,49 8832 0 0 8832 0 0
81 PolyG (5) 0,69 7776 0 0 7776 0 0
70 PolyT (10), 0,39 6720 0 0 6720 0 0
indel
88 PolyA(5),CT 0,27 8448 0 0 8448 0 0
(3), TAA(3),
indel
90 Indel 0,28 8640 0 0 8640 0 0
80 Indel 0,38 7680 0 0 7680 0 0
81 T 0,65 7775 1 0 7775 1 0
75 PolyA (8) 0,35 7200 0 0 7200 0 0
88 PolyT (5) 0,42 8448 0 0 8448 0 0
87 PolyT (5), 0,31 8352 0 0 8352 0 0
indel
91 PolyT (5), 0,3 8736 0 0 8736 0 0
PolyA (6),
indel
93 T 0,43 8928 0 0 8928 0 0
73 PolyT (5), 0,42 7008 0 0 7008 0 0
indel
93 AT(3), indel 0,27 8761 0 167 8760 0 168
83 T 0,43 7968 0 0 7968 0 0
70 CT(3), indel 0,49 6720 0 0 6720 0 0
88 PolyA (5), 0,41 8448 0 0 8448 0 0
PolyT (5),
PolyA (9), TG
(3),
74 Indel 0,57 7096 0 8 7096 0 8
78 PolyA (6) 0,26 7488 0 0 7488 0 0
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Amplikon Kromosom

23

24
25

26
27

28
29

30
31

32
33
34
35
36
37
38

39
40
41

42
43
44

R

o o o o g g’

Amplikon,
Start

7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

41069808
7407714

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100

Amplikon, Slut

7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187

Analyseret

97

78
66

71
62

78
84

64
83

67
91

75
102
92
100
98

95
86
95

91
73

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
97 PolyG (6), 0,42 9312 0 0 9312 0 0
PolyT (5)
PolyA (5)

78 T 0,29 7488 0 0 7488 0 0
62 PolyA (5), 0,36 5952 0 0 5952 0 0

indel
69 PolyA (5) 0,46 6624 0 0 6624 0 0
62 PolyA (7), 0,27 5952 0 0 5952 0 0

indel
75 T 0,78 7200 0 0 7200 0 0
84 GT(3),CCA 0,62 8064 0 0 8064 0 0

(3)

64 T 0,39 6144 0 0 6144 0 0
83 PolyA (6), 0,3 7968 0 0 7968 0 0

indel
67 PolyT (5) 0,37 6432 0 0 6432 0 0
91 CT(4), AG(3) 0,55 8736 0 0 8736 0 0
75 Indel 0,43 7200 0 0 7200 0 0
102 PolyG (6) 0,68 9792 0 0 9792 0 0
92 Indel 0,63 8832 0 0 8832 0 0
94 GCT(5), indel 0,61 8979 0 45 8979 0 45
98 PolyT (5), 0,55 9408 0 0 9408 0 0

TCT(3),CTT
(3)

95 Indel 0,53 9120 0 0 9120 0 0
86 PolyC (6) 0,7 8256 0 0 8256 0 0
94 PolyG (5), 0,61 9024 0 0 9024 0 0

indel
91 PolyA (5) 0,44 8736 0 0 8736 0 0
73 T 0,44 7008 0 0 7008 0 0
88 Indel 0,35 8448 0 0 8448 0 0
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Amplikon Kromosom

45

46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64
65
66

| 00 N N

© © ©o © © o

10
10
10

10
10
10
10

Amplikon,
Start

77365735

110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250
118351373

Amplikon, Slut

77365821

110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329
118351453

Analyseret

87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89
80

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
87 PolyA (7), AG 0,26 8352 0 0 8352 0 0
(4)
85 Indel 0,38 8160 0 0 8160 0 0
90 PolyG (5), 0,62 8550 0 90 8550 0 90
indel
91 PolyG (6), 0,71 8736 0 0 8736 0 0
PolyC (),
indel
66 T 0,31 6336 0 0 6336 0 0
93 Indel 0,35 8928 0 0 8928 0 0
83 T 0,42 7968 0 0 7968 0 0
89 PolyG (7), 0,61 8452 0 92 8449 0 95
CTC(4), indel
67 Indel 0,3 6432 0 0 6432 0 0
98 PolyG (6) 0,67 9408 0 0 9408 0 0
65 Indel 0,32 6240 0 0 6240 0 0
96 T 0,49 9216 0 0 9216 0 0
83 AT(3) 0,37 7968 0 0 7968 0 0
97 PolyC (6), 0,68 9312 0 0 9312 0 0
indel
78 PolyG (5), 0,47 7488 0 0 7488 0 0
indel
91 GC(3) 0,87 8644 1 91 8644 1 91
79 PolyT (5) 0,3 7584 0 0 7584 0 0
90 PolyA (5), 0,2 8640 0 0 8640 0 0
PolyT (5)
95 Indel 0,35 9120 0 0 9120 0 0
88 AC(11), indel 0,42 8408 0 40 8407 0 41
80 T 0,49 7680 0 0 7680 0 0
81 T 0,51 7776 0 0 7776 0 0

81
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Amplikon Kromosom

67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87
88

n
1
n
1
n
1
n
1
n
1

n
12

12

13
13
14
14

Amplikon,
Start

8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612

101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884

Amplikon, Slut

8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966

Analyseret

97
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67
83

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser

96 T 0,45 9216 0 0 9216 0 0
70 Indel 0,46 6720 0 0 6720 0 0
100 T 0,65 9600 0 0 9600 0 0
62 Indel 0,37 5952 0 0 5952 0 0
102 T 0,59 9792 0 0 9792 0 0
73 PolyA (5) 0,4 7008 0 0 7008 0 0
85 T 0,42 8160 0 0 8160 0 0
91 PolyG (6) 0,55 8736 0 0 8736 0 0
85 Indel 0,53 8160 0 0 8160 0 0
85 PolyA(5),CA 0,34 8160 0 0 8160 0 0

(3), indel
85 GA(3) 0,52 8160 0 0 8160 0 0
84 PolyC (5), 0,52 8064 0 0 8064 0 0

indel
93 PolyA (7), AC 0,33 8928 0 0 8928 0 0
(4)

81 T 0,49 7776 0 0 7776 0 0
71 PolyA (6) 0,35 6816 0 0 6816 0 0
95 PolyG (5) 0,68 9117 3 0 9119 1 0
73 T 0,52 7008 0 0 7008 0 0
88 PolyA (5), 0,22 8448 0 0 8448 0 0

PolyT (7),

PolyA (7),

indel

89 Indel 0,49 8544 0 0 8544 0 0
77 Indel 0,39 7392 0 0 7392 0 0
67 GA(3),TA(3) 0,39 6432 0 0 6432 0 0
83 T 0,25 7968 0 0 7968 0 0
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Amplikon Kromosom

89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109
110
m

112

14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

17
17

17
17
17
17

17

Amplikon,
Start

46958962

58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394

Amplikon, Slut

46959034

58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484

Analyseret

73

81
91
66
94
98
68
95

95

72

91

70

63
95

87
104
91

89
87

91
93
91
84

91

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baser Amplikonets GC
pélidelige - Korrekte Ukorrekte ~ Samlet antal Korrekte Ukorrekte Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
72 PolyT (5), 0,19 6830 0 82 6835 0 77
indel
81 Indel 0,38 7776 0 0 7776 0 0
91 Indel 0,35 8736 0 0 8736 0 0
66 PolyA (5) 0,41 6336 0 0 6336 0 0
94 Indel 0,62 9024 0 0 9024 0 0
96 PolyC (5) 0,45 9216 0 0 9216 0 0
68 Indel 0,25 6528 0 0 6528 0 0
93 PolyG (5), 0,68 8928 0 0 8926 2 0
indel
95 PolyT (6) 0,43 9120 0 0 9120 0 0
71 Indel 0,65 6816 0 0 6816 0 0
91 T 0,36 8736 0 0 8736 0 0
70 Indel 0,56 6720 0 0 6720 0 0
63 T 0,27 6048 0 0 6048 0 0
95 PolyC (5) 0,67 9120 0 0 9120 0 0
87 TA(3) 0,41 8352 0 0 8352 0 0
104 PolyC (5) 0,67 9984 0 0 9984 0 0
91 PolyT (5), 0,37 8736 0 0 8736 0 0
indel
89 GC(3) 0,64 8544 0 0 8544 0 0
87 PolyC (5), 0,67 8347 0 5 8347 0 5
indel
91 Indel 0,46 8736 0 0 8736 0 0
93 Indel 0,26 8928 0 0 8928 0 0
89 PolyT (5) 0,54 8544 0 0 8544 0 0
82 PolyA (13), 0,29 7776 7 89 7777 12 83
indel (x2)
91 PolyA (5) 0,34 8736 0 0 8736 0 0
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Amplikon Kromosom

13

14
115
16
7z
118
119

120

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135

17

17
17
17
18
18
18

18

18
18
18
19
19
19
20
20
20
20

20
20
20
20
21

Amplikon,
Start

45438866

61502432

64023582

72308237
2616456
6980478
9888026

38836999

47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823

Amplikon, Slut

45438957

61502510

64023667

72308320
2616522
6980568
9888094

38837073

47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888

Analyseret

92

79
86
84
67
91
69

75

81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
92 PolyA (7), AT 0,26 8832 0 0 8832 0 0
(3), AT(4), AT
(4), indel
79 Indel 0,41 7546 0 38 7547 0 37
86 PolyT (7) 0,22 8256 0 0 8256 0 0
84 GAG(3) 0,62 8064 0 0 8064 0 0
67 GA(3) 0,31 6432 0 0 6432 0 0
91 T 0,37 8736 0 0 8736 0 0
69 PolyA (6), TG 0,43 6624 0 0 6624 0 0
(3)
75 PolyA (5), 0,37 7200 0 0 7200 0 0
indel
81 CTC(3), indel 0,47 7776 0 0 7776 0 0
85 CT(3), indel 0,45 8160 0 0 8160 0 0
65 T 0,48 6240 0 0 6240 0 0
99 T 0,59 9504 0 0 9504 0 0
74 T 0,68 7102 2 0 7104 0 0
70 T 0,64 6718 2 0 6718 2 0
94 T 0,61 9024 0 0 9024 0 0
82 AC(3) 0,59 7872 0 0 7872 0 0
76 CT(3) 0,58 7296 0 0 7296 0 0
70 GT(3),TG(4), 0,46 6720 0 0 6720 0 0
indel
101 Indel 0,63 9696 0 0 9696 0 0
67 Indel 0,36 6432 0 0 6432 0 0
88 PolyG (6) 0,73 8360 0 88 8360 0 88
87 Indel 0,57 8352 0 0 8352 0 0
66 Indel 0,35 6336 0 0 6336 0 0

66
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Amplikon Kromosom

136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

21

21
21

21

< <X | <| X X X

Amplikon,
Start

33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikon, Slut

33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
13528861
135290847
2655461
2655609
2655679

Analyseret

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65
91

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Baseri .
palidelige Amplikonets GC- Korrekte Ukorrekte  Samletantal  Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
fragmentstorrelse ' .~ genomindhold indhold pestemmelser bestemmelser manglende bestemmelser bestemmelser manglende
ialt jalt bestemmelser ialt jalt bestemmelser
98 PolyT (6), CA 0,54 9408 0 0 9408 0 0
(3)
87 GT(3), indel 0,39 8352 0 0 8352 0 0
69 PolyA (6), AG 0,32 6603 0 21 6601 0 23
(3), indel
90 PolyT (5), 0,5 8640 0 0 8640 0 0
PolyA (6)
100 Indel 0,63 9600 0 0 9600 0 0
97 T 0,68 9312 0 0 9312 0 0
97 Indel 0,46 9312 0 0 9312 0 0
99 T 0,6 9504 0 0 9504 0 0
92 Indel 0,66 8832 0 0 8832 0 0
69 PolyT (5) 0,26 6624 0 0 6624 0 0
69 PolyC (5) 0,62 6624 0 0 6624 0 0
71 T 0,52 6816 0 0 6816 0 0
0 T 0,55 0 0 0 0 0 0
0 T 0,48 0 0 0 0 0 0
0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0

71

Resultaterne af reproducerbarhedsstudiet blev analyseret pr. operater ved hjaelp af variationsfrekvensen Tabel 7. Analysen viste, at
variationsfrekvenserne var konsistente pa tveers af operatarerne. De gennemsnitlige variationsfrekvenser +/- 1 standardafvigelse er

anfort.
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Tabel 7 Resultater fra operatar til operater med MiSegDx-instrumentet

Antal Samlet antal Samlet antal Gennemsnitlig (SD) Gennemsnitlig (SD)
iati iati rteret teret
Variationsfrekvensinterval unikke variationer variationer rap!oo. ere rap!)o.r ere
variationer analyseret af analyseret af variationsfrekvens, variationsfrekvens,
operator 1 operator 2 operator 1 operator 2
Homozygot (0,70-1,00) 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05
Heterozygot (0,20-0,70) 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04

Reproducerbarhedsstudiets resultater for hver prave er vist samlet for alle otte kersler Tabel 8. Pavisningen er evalueret for hver
variationstype — SNV'er, Indsaettelser og sletninger — separat. Referenceplaceringer er ikke medtaget. Denne analyse viste, at
resultaterne for variationerne var reproducerbare pa tveers af preverne.

Tabel 8 Overensstemmelse for MiSegDx-instrumentets basebestemmelsesresultater pr. prove
SNV'er Insersationer Deletioner

Prove  Samletantal Samletantal TP Samletantal FP Samlet antal FN Samlet antal Samletantal TP Samletantal FP Samlet antal FN Samlet antal Samletantal TP Samletantal FP Samlet antal FN

NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1456 1456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1072 1071 0 1 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1248 1247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1088 1087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 1
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0

De data, der blev frembragt ved de otte karsler i dette reproducerbarhedsstudie, understatter erklaeringen om, at MiSeqDx-
instrumentet eristand til konsekvent sekventering af:
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* GC-indhold = 19 % (alle bestemte baseri192 ud af 192 sekventerede amplikoner med et CG-indhold pa 19 % blev korrekt bestemt
med en rate for manglende bestemmelse pa 1,1 %)

* GC-indhold = 78 % (alle bestemte baser i 192 ud af 192 sekventerede amplikoner et CG-indhold pa 78 % blev korrekt bestemt med
nul manglende bestemmelser)

* PolyA-laengder = 8 (PolyA-gentagelse af 8 nukleotider blev korrekt bestemt i 192 ud af 192 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyA = 8)

* PolyT-leengder = 10 (PolyT-gentagelse af 10 nukleotider blev korrekt bestemt i 192 ud af 192 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyT =10)

* PolyG-laengder = 7 (PolyG-gentagelse af 7 nukleotider blev korrekt bestemt i 192 ud af 192 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyG =7)

* PolyC-laengder = 6 (PolyC-gentagelse af 6 nukleotider blev korrekt bestemt i 576 ud af 576 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyC = 6)

* Dinukleotidgentagelseslangder = 11x (alle bestemte baseri192 ud af 192 sekventerede amplikoner med 11x dinukleotidgentagelse

blev korrekt bestemt med en rate for manglende bestemmelse pa 0,5 %)

* Trinukleotidgentagelseslaengder = 5x (alle bestemte baseri 192 ud af 192 sekventerede amplikoner med 5x trinukleotidgentagelse
blev korrekt bestemt med en rate for manglende bestemmelse pa 0,5 %)

* 24 eller feerre baseindsaettelser og 25 eller feerre basesletninger
— 24-basersindsaettelser blev korrekt bestemt i 192 ud af 192 praver

— 25-basers sletninger blev korrekt bestemt i 223 prover og fejlbestemt i 1 preve ud af 224 prgver

Studie 2

Der er udfert et studie af reproducerbarheden fra laboratorium til laboratorium med en repraesentativ analyse, lllumina MiSeqDx Cystic
Fibrosis 139 Variant Assay, der inkluderede et undersaet af klinisk signifikante genetiske variationer i CFTR, der blev analyseret med
MiSeq Reporter-softwaren ved brug af arbejdsgangen for targeteret DNA-sekventering pd MiSeqDx Platform. Studiet var blindet og
blev udfert pa 3 forsegscentre med 2 operatearer pa hvert center. To velkarakteriserede paneler med hver 46 praver blev testet af hver
operater pa hvert center, hvilket gavialt 810 bestemmelser pr. center. Panelerne indeholdt en blanding af genomisk DNA fra cellelinjer
med kendte variationer i CFTR-genet og leukocyt-depleteret blod, der var tilsat cellelinjer med kendte variationer i CFTR-genet.

A SOW paw Jajuawnnsul-xgbasIn 11 [9ppassbze|pu|



"140dSH3 TIL NNXY "ONYd MSILSONOVIA OYLIA NI TIL

¢0A 81290000¢ “lupuswiniod

o€

Blodprgverne blev leveret saledes, at det var muligt at inkorporere ekstraktionstrinnene til klargering af gDNA, der udger det primaere
input i arbejdsgangen for analysen. Prgvebestdelsesraten, defineret som antallet af prever, der bestod QC-malingerne ferste gang, var

99,88 %. Alle testresultater er baseret pa initial testning.

Tabel 9 Oversigt over resultaterne af reproducerbarhedsstudiet udfert med den repraesentative analyse MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-

Variant Assay

Overensstemmende Overensstemmende

positive negative
Samletantal  postemmelser bestemmelser
Panel Prgvenr. Prgvens genotype Variationerbestemmelser (variationer) (vildtype)
pr. center

Center Center Center Center Center Center
1 2 3 1 2 3

A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804

A 2 1812-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804

A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798

A 4 F508del/2184delA (HET) 810 12 12 12 797 798 798

A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798

A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798
(HET)

A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804

A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798

A 98 F508del/W1282X (HET) 810 12 n 12 798 797 798

A 108 F508del/3272-26A>G 810 12 n 12 798 797 798
(HET)

A n F508del/3849+10kbC> 810 12 12 12 798 798 798
T (HET)

A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798
(HET)

A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798

A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804

Antal

r

23

23

Antal Positiv Negativ Samlet
fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
bestemmelser e (%) e (%) e (%)
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
1 100 100 100
1352 94,44 94,44 94,44
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 97,22 99,96 99,92
0 97,22 99,96 99,92
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
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Overensstemmende Overensstemmende

positive negative
Samlet antal bestemmelser bestemmelser Antal Antal Positiv Negativ Samlet
Panel Prgvenr. Pravens genotype Variationerbestemmelser (variationer) (vildtype) fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
pr. center r bestemmelser e (%) e (%) e (%)
Center Center Center Center Center Center
1 2 3 1 2 3
A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 16 F508del (HOM) 1506V, 828 6 6 6 822 822 822 0 0 100 100 100
1507V,
F508C
ikke til
stede
A 17 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 18 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(m)9/
(TG)12
(ms
A 19 621+1G>T/711+1G>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 20 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 21 AA55E/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 22 F508del/R560T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 23 F508del/Y1092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 24 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 25 G542X (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 26 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 27 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 28 3849+10kbC>T (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 29 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 T 100 100
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Overensstemmende Overensstemmende

positive negative
Samlet antal bestemmelser bestemmelser Antal Antal Positiv Negativ Samlet
Panel Prgvenr. Pravens genotype Variationerbestemmelser (variationer) (vildtype) fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
pr. center r bestemmelser e (%) e (%) e (%)
Center Center Center Center Center Center
1 2 3 1 2 3

A 30 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 32 R1162X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 33 R347P/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 34 R334W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 35 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 T 100 100
A 36 G85E (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 37 1336K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 38 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 T 100 100
A 39 F508del/3849+10kbC> 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100

T (HET)
A 40 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100

(HET)
A 41 F508del/3659delC 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100

(HET)
A 42 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100

(T)9o/
(TG)12
(ms

A 43 G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 44 A455E/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 45 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 46 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
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Panel Prgvenr.

B 47
B 48
B 49
B 50
B 51
B 52
B 53
B 54
B 55
B 56
B 57
B 58
B 59
B 60
B 61
B 62
B 63
B 64
B 65

Prgvens genotype

2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del

(HET)

F508del/1898+1G>A

(HET)
WT

F508del/2143delT (HET)

3876delA (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)
WT
WT
F508del (HET)
WT
L206W (HET)
WT
G330X (HET)
WT
R347H (HET)

1078delT (HET)

Overensstemmende Overensstemmende

positive negative
Samletantal  pestemmelser bestemmelser
Variationerbestemmelser (variationer) (vildtype)
pr. center

Center Center Center Center Center Center
1 2 3 1 2 3

810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 798 798
810 12 12 12 798 798 798
810 0 0 0 810 810 810
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804

Antal

r

Antal Positiv Negativ Samlet
fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
bestemmelser e(%) e (%) e(%)
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 a) 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
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Panel Prgvenr.

B 66
B 67
B 68
B 69
B 70
B 7

B 72*
B 73
B 74
B 752
B 76
B 77
B 78
B 79
B 80
B 81

B 82

Prgvens genotype

G178R/F508del (HET)

S549R (c.1647T>G)
(HET)

S549N (HET)
W846X (HET)
WT
E92X/F508del (HET)

621+1G>T/1154insTC
(HET)

G542X (HET)
F508del (HET)
F508del (HET)
F508del (HET)
621+1G>T/A455E (HET)
1812-1G>A (HET)
wWT
F508del/R553X (HET)
F508del/G551D (HET)

R347P/F508del (HET)

Samlet antal
Variationerbestemmelser
pr. center

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

Overensstemmende Overensstemmende

positive

bestemmelser

Center Center Center Center Center Center

1
12

12

12

12

12

12

(variationer)

2
12

12

12

12
12

12

3
12

negative

bestemmelser

1
798

804

804

804

810

798

798

804

804

804

804

798

804

810

798

798

798

(vildtype)
2
798

804

804
804
810
798

798

804
804
670
804
798
804
810
798
798

798

3
798

804

804

804

810

798

797

804

804

804

804

798

804

810

798

798

798

Antal

r

Antal Positiv Negativ Samlet
fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
bestemmelser e (%) e (%) e (%)
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 T 100 100
0 100 100 100
17 100 99,96 99,96
0 100 100 100
0 100 100 100
1352 94,44 94,44 94,44
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 a) 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
0 100 100 100
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g Overensstemmende Overensstemmende
§ positive negative » )
3 Samlet antal bestemmelser bestemmelser Antal Antal Positiv Negativ Samlet
g Panel Prgvenr. Pravens genotype Variationerbestemmelser (variationer) (vildtype) fejlbestemmelse manglende overensstemmels overensstemmels overensstemmels
=1 pr. center r bestemmelser e (%) e (%) e (%)
= Center Center Center Center Center Center
§ 1 2 3 1 2 3
8 B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
R M9/
© (TG)12
<
S (ms
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 864 CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 14 100 99,96 99,96
(HET)
B 87 F508del/1898+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
B 88 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 T 100 100
B 89 F508del/2143delT (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 91 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 92 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
lalt 74556 2209 22182 4 273 99,77 99,88 99,88

' Vildtypelokationen svarende til variation N1303K for ét replikat resulterede i en manglende bestemmelse pa grund af utilstreekkelig deekning.

2 Et replikat af preve 5 og 75 havde en bestemmelsesrate pd 0 %. Yderligere undersegelse tyder p, at praverne ikke var blevet tilfgjet til provepladen
for biblioteksklargeringen, eftersom de prevevoluminer, der var tilbage i rerene, stemte overens med, at der ikke var fijernet nogen volumen.

3 Dokumentationen tyder pé, at operatgren sandsynligvis byttede om pé preve 9 og 10 inden biblioteksklargeringen.

4 Vildtypelokationen svarende til variation M1V for ét replikat af hver af to prever resulterede i en manglende bestemmelse pa grund af utilstraekkelig
daekning.

Somatiske ydelsesegenskaber

| de nedenfor beskrevne studier blev der anvendt Somatic Variant Module til analysering af sekventeringsdataene, med undtagelse af

N studierne med panelet med to gener, hvor der blev anvendt et analysespecifikt modul.
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Nojagtighed
Der er udfert tre studier til vurdering af ngjagtigheden af MiSegDx-instrumentet med DNA, der er ekstraheret fra FFPE-prover.

Studie 1

| dette studie blev der anvendt en repraesentativ analyse, der var designet til at undersgge en raekke gener, der daekkede 12.588 baser
pa tveers af 23 forskellige kromosomer ved brug af 150 amplikoner. Y-kromosomet indeholder ikke pélidelige omrader og blev ikke
vurderet. De fem unikke praver, der blev anvendt i studiet, stammer fra en enkelt familie — to foraeldre (overordnede) og tre barn
(underordnede) — ofte sekventeret af flere laboratorier og med forskellige sekventeringsmetoder. Der er tre kvindelige prever og to
mandlige praver. Alle prgverne blev formalinfikseret og indstebt i paraffin for ekstraktion af DNA til studiet. Prave GM12877 blev
fortyndet pa DNA-niveau med preve GM12878 for at skabe GM12877-D med henblik pa at frembringe et szt variationer med
hyppigheder teet pa 5 % og 10 %. Hver prave blev testet i duplikat, undtagen GM12877-D, som blev testet i fem replikater.
Ngjagtigheden for SNV'er, indsaettelser og sletninger blev bestemt ved at sammenligne studiedataene med en velkarakteriseret
referencedatabase. Sekvensen fra referencedatabasen (Platinum Genomes version 2016-01) var afledt fra en kombination af flere
forskellige sekventeringsmetoder, offentligt tilgaengelige data og arvelige oplysninger. Palidelige genomiske omrader blev defineret pa
baggrund af denne referencemetode, medmindre andet er angivet. | alt blev preverne kart otte gange. Ngjagtighedstabellerne er
baseret pa dataene fra den ferste karsel.

Tabel 10 viser studiedataene med positiv og negativ procentvis overensstemmelse pr. prgve, hvor variationsresultaterne bliver
sammenlignet med den velkarakteriserede sammensatte referencemetode med henblik pad PPA-beregninger. De tre varianttyper
(SNV'er, insertioner og deletioner) er samlet. Fordi referencemetoden kun giver resultater vedrgrende enkeltnukleotidvarianter og -
indsaettelser/-sletninger, bliver baseresultater uden varianter sammenlignet med det humane referencegenom hg19 med henblik pa
NPA-beregninger.

Tabel 10 Overensstemmelse mellem MiSegDx-instrumentets basebestemmelsesresultater og referencedataene for 6
velkarakteriserede praver

Prove Gennemsnitlig bestemmelsesrate Samlet antal variationer Samlet antal TP-variationer Samlet antal FN-variationer Samlet antal TN-bestemmelser PPA NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100 100

A SOW paw Jajuawnnsul-xgbasIn 11 [9ppassbze|pu|



"140dSH3 TIL NNXY "ONYd MSILSONOVIA OYLIA NI TIL

¢0A 81290000¢ “lupuswiniod

19474

Prove Gennemshnitlig bestemmelsesrate Samlet antal variationer Samlet antal TP-variationer Samlet antal FN-variationer Samlet antal TN-bestemmelser PPA NPA OPA
GM12877-D’ 675 650 0 100 100 100
98,4 57608
GM12877-D? 155 155 0 100 100 100

! Variationer med en frekvens over 20 %.

2 Variation med en frekvens under 20 %.
De 150 amplikoner var designet til at daekke et bredt genomindhold. CG-indholdet i amplikonerne varierede fra 26 % til 87 %.
Amplikonerne havde ogsé en raekke enkeltnukleotid- (f.eks. PolyA, PolyT), dinukleotid- og trinukleotidgentagelser. Der blev anvendt 6
unikke prever i analysen. Dataene blev kompileret pr. amplikon (Tabel 11) for at klarleegge genomindholdets indvirkning pa procentdelen
af korrekte bestemmelser. Procentdelen af korrekte bestemmelser bestér af variations- og referencebestemmelser og er under 100 %,
hvis der er ukorrekte eller manglende bestemmelser. Manglende bestemmelse forekommer, hvis et eller flere filtre for
variationsbestemmelse ikke bliver bestaet (f.eks. utilstraekkelig deekning). Der var ingen ukorrekte bestemmelser. Antallet af
manglende bestemmelser varierede betydeligt mellem amplikonerne. GC-indhold og diverse interaktioner med GC-indhold var de mest
signifikante praediktorer for manglende bestemmelse. 2040/2580 (79 %) af de manglende bestemmelser skyldtes manglende
opfyldelse af deekningsspecifikationerne. Amplikoner med GC-indhold over 78 % resulterede i de fleste manglende bestemmelser. Et
repraesentativt amplikon med et CG-indhold pa 78 % havde i alt 675 manglende bestemmelser. Et repraesentativt amplikon med et CG-
indhold pé& 87 % havde i alt 1365 manglende bestemmelser. Daekningen kan @ges ved at reducere antallet af praver, der overfares til
flowcellen, hvilket kan muliggere pavisning af amplikoner med hejt GC-indhold.

Tabel 11 Data vedrgrende ngjagtighed pa amplikonniveau

i e Samlet antal Samlet antal Samlet antal
. Amplikon, . Analyseret Baseripalidelige . . = % korrekte
Amplikon Kromosom Amplikon, Slut o Amplikonets genomindhold . korrekte ukorrekte manglende
Start fragmentstorrelse omrader indhold bestemmelser
bestemmelser bestemmelser bestemmelser

1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 1395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), indel 0,38 1185 0 0 100
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 1364 0 1 99,9
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 1380 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1215 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), indel 0,39 1050 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), TAA(3), indel 0,27 1320 0 0 100
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 1350 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 1200 0 0 100
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Amplikon Kromosom

10
n
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

W W W wNNNNNDDNNDDNDDNDDN

o o o g ala alalaolaols MMM DM DM W

Amplikon,
Start
177016721
186625727
190323504
200796740
212245049
228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244

164446743
1882081

14769061
41069808
7407714

147475343

149323731

155662213
6318713

24949983

31084900

Amplikon, Slut

177016805
186625801
190323591
200796826
212245139
228147144
235016422
4466321

46620643

49851400
189713248

190106104
2233744
7780637
15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999

Analyseret
fragmentstarrelse

85
75
88
87
91
93
73
93
83
70
88

75
78
97
78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100

Baseripalidelige
omrader

81
75
88
87
91
93
73
93
83
70
88

74
78
97
78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94

Amplikonets genomindhold

T
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5), indel
PolyT (5), PolyA (6), indel
T
PolyT (5), indel
AT(3), indel
T
CT(3), indel

PolyA (5), PolyT (5), PolyA
(9), TG(3)

Indel
PolyA (6)
PolyG (6), PolyT (5), PolyA (5)
T
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
T
GT(3), CCA(3)
T
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel

GCT(5), indel

GC-
indhold
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3
0,43
0,42
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42
0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1215
mz
1320
1302
1365
1395
1095
1349
1245
1050
1305

108
1170
1455
1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365
125
1530
1380
1383

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O o olo o o o o o o

O O oOojlo O o o o o o/ olo o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

0
10

O O o] o o

10
675

O o o o o o o o

N
~N

% Korrekte
bestemmelser
100
99,1
100
99,4
100
100
100
96,7
100
100
97,8

99,8
100
100

99,9
100
100

98,9

40,0
100
100
100
100
100
100
100
100
98,1
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Amplikon Kromosom

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

© © ©| O © 0 00 0 N N N N N N N N oo o o o

a2l ala oo 2o o
o o o o o o o

Amplikon,
Start
32147987
32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875
154404519
156476507
1817312
24811020
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250

Amplikon, Slut

32148084
32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965
154404599
156476599
1817394
24811109
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329

Analyseret
fragmentsterrelse
98
95
86
95
91
73
88
87
85
90
91
81
93
83
90
67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80

Baser i palidelige
omrader
98
95
86
94
91
73
88
87
85
90
91
66
93
83
89
67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80

Amplikonets genomindhold

PolyT (5), TCT(3), CTT(3)
Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
T
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel
PolyG (6), PolyC (6), indel
T
Indel
T
PolyG (7), CTC(4), indel
Indel
PolyG (6)
Indel
T
AT(3)

PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)

PolyT (5)

PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
T

GC-
indhold
0,55
0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62
0,71
0,31
0,35
0,42
0,61
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1455
1425
1290
1410
1365
1095
1320
1299
1275
1350
1365
990
1395
1245
1305
1005
1470
973
1440
1242
1455
1170

1185
1350
1425
1290
1200

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O 0O O O O O O 0ojlo OO o oo o oo o o o olo o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

OOOOOO@OOOOOOG

w
o

Ol w O N O o

1365

% korrekte
bestemmelser
99,0
100
100
100
100
100
100
99,5
100
100
100
100
100
100
97,8
100
100
99,8
100
99,8
100
100
0
100
100
100
94,9
100
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Amplikon Kromosom

66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93

10
n
n
n
n
n
n
n
1
"
1
"

12

12

12

12

12

12

13

13
13
14
14
14
14
14
14
14

Amplikon,
Start
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496

Amplikon, Slut

118351453
8159912
30177717

47470444

59837740

64418957

93529684

101347136

102477426

118406369

120357885

125769397
2834853

26811096

30881846

88474175
120966966

24167576

25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589

Analyseret
fragmentstorrelse
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94

Baseripalidelige
omrader
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94

Amplikonets genomindhold

T
T
Indel
T
Indel
T
PolyA (5)
T
PolyG (6)
Indel
PolyA (5), CA(3), indel
GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)
T
PolyA (6)
PolyG (5)
T

PolyA (5), PolyT (7), PolyA (7),
indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
T
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)

Indel

indhold

0,57
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34
0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1215
1440
1050
1500
930
1530
1095
1275
1365
1275
1275
1275
1260
1395
1215
1065
1425
1095
1305

1335
155
1005
1245
1038
1215
1365
975
1410

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O O Oo/lo O O o o o o o o o o o oo o

O o o/lo o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

o

O O 0o o o o o o/ o o o

% korrekte
bestemmelser
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
98,9
100
100
100
100
100
98,9

100
100
100
100
96,1
100
100
94,2
100
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Amplikon Kromosom

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m

112
13

M4
115
16
n7z
18
19
120
121

15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
17
17

17
17
17
18
18
18
18
18

Amplikon,
Start
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382

Amplikon, Slut

43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462

Analyseret
fragmentsterrelse
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81

Baser i palidelige
omrader
96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81

Amplikonets genomindhold

PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
T
Indel
T
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel
PolyT (5)
PolyA (13), indel (x2)
PolyA (5)

PolyA (7), AT(3), AT(4), AT(4),

indel
Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
T
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel

GC-
indhold
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1440
1020
1395
1425
1065
1365
1050
945
1425
1305
1560
1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215
1365
1365

175
1289
1260
1005
1365
1035
121
1215

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O O O O O O oo o o o o o o ol o|lo o o

O o o/lo o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

O O O/ N O W O O O ololo o o o o o

= N
o © ®

% korrekte
bestemmelser
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,8
100
99,8
100
100
100
94,0
100
98,9

99,2
99,9
100
100
100
100
98,3
100
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Amplikon Kromosom

122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

18
18
19
19
19
20
20
20
20
20
20
20
20
21
21
21
21
21
22
22
22

Amplikon,
Start
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924
46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikon, Slut

54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992
46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Analyseret
fragmentsterrelse
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71
65
91

Baser i palidelige
omrader
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikonets genomindhold

CT(3), indel
T
T
T
T
T
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4), indel
Indel
Indel
Poly G (6)
Indel
Indel
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indel
PolyA (6), AG(3), indel
PolyT (5), PolyA (6)
Indel
T
Indel
T
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
T
T
T
PolyA (5)

GC-
indhold
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32
0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Samlet antal
korrekte
bestemmelser

1275
975
1478
1m0
1050
1410
1230
140
1050
1515
1005
1320
1305
990
1470
1305
1029
1350
1500
1455
1455
1485
1380
1035
1035
1065

Samlet antal
ukorrekte
bestemmelser

o

O O O/lo0o O O O o 0o oo oo oo ojlo o oo o o o o o|lo o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

O N O O O O oo o o/l o o o o o|N o o

-

O o olo o o o o o o

% korrekte
bestemmelser
100
100
99,5
100
100
100
100
100
100
100
99,4
100
100
100
100
100
99,3
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
T
T
T
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Variationer med manglende bestemmelse er opsummeret i Tabel 12. De specifikke filtre, der resulterede i den manglende
bestemmelse, er angivetitabellen.

Tabel 12 Oversigt over variationer med manglende bestemmelse

Amplikonnr. Krom:Pos Variation Tilsvarende amplikon-indhold Filter Manglende variationer Forventede varianter
28 5:1882129 T>G 78 % GC LowDP' 8 13
52 8:24811064 AG>A PolyG (7), CTC(4), 61% GC R3x6° 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87 % GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42 % GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13),29 % GC R3x6 13 13

" LowDP: Lav daekning. En variation bliver frafiltreret, hvis dybden i mindst én af puljerne pa denne specifikke position er under 900.

2 R3x6: Gentag filter. En variation bliver frafiltreret, hvis hele eller dele af variationen er til stede gentagne gange i referencegenomet, der stader op til

variationens position. Der skal veere mindst seks gentagelser i referencen, og kun gentagelser med en laengde op til 3 bp tages i betragtning.
Sekventeringsresultaterne af preven blev sammenlignet med en meget palidelig genotype for NA12878, som er udviklet af National
Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19). 92 ud af de 150 amplikoner var helt inden for genomomraderne med hg;j
sikkerhed, 41 amplikoner havde delvis overlapning, og 17 amplikoner havde ingen overlapning i NIST-sekvensen. Dette resulterede i
10.000 koordinater pr. replikat til sammenligning. Basebestemmelser uden varianter blev sammenlignet med det humane
referencegenom hg19. Resultaterne vedrgrende ngjagtighed er visti Tabel 13.

Tabel 13 Overensstemmelse mellem MiSeqDx-instrumentets basebestemmelsesresultater og NIST-databasen for preve GM12878

Prove Antal Gennemsnitlig Samlet antal TP- Samlet antal FN- Samlet antal TN- Samlet antal FP- PPA NPA OPA
amplikoner bestemmelsesrate variationsbestemmelser variationsbestemmelser bestemmelser bestemmelser
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

De fem ufortyndede prover blev desuden analyseret med henblik pd bestemmelse af smé indsaettelser og sletninger (indels) (Tabel 14).

I nogle tilfeelde var indellen faelles mellem to eller flere praver, som vist i kolonnen Samlet antal prevereplikater med indel. Resultaterne
for begge replikater af de fem prover erinkludereti Tabel 14. Der varialt 71indels, der varierede i starrelsen fra 1-24 bp for
indseettelser og 1-25 bp for sletninger. 68 indels blev hver iseer detekteret med en positiv procentvis overensstemmelse pa 1. Tre
indsaettelser og sletninger havde ingen korrekte bestemmelser, fordi hver af disse varianter var en manglende bestemmelse pé grund
af R3x6-filteret. Derfor kunne PPA, som udelukker manglende bestemmelser, ikke beregnes. De tre variationer var sletning af 1 bp
(krom8 24811064 AG>A), sletning af 2 bp (krom10 55892600 TAC>T) og sletning af 1 bp (krom17 39589692 C>CA).
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Tabel 14 Oversigt over indel-detektion med MiSegDx-instrumentet

Samlet antal Samlet antal
Frslen Garasen  Reshion Analyseret Amplikon-indel, Indel v e e Antal manglende Samlet antal ukorrekte k?rrekte PPA
fragmentstarrelse type og leengde indel bestemmelser indel-bestemmelser indel-
bestemmelser
1 1 36450544 93 Sletning, 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 7 0 0 7 100
2 1 109465165 79 Sletning, 3 bp ACTT>A 9 0 0 9 100
3 1 218353908 91 Indsaettelse, 23 T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 15 0 0 15 100
bp
4 1 223906701 92 Sletning, 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G i 0 0 1 100
6 1 236372081 70 Indsaettelse, 5 bp C>CTTAAG 9 0 0 9 100
7 1 247812083 88 Indseettelse, 3 bp C>CATG 9 0 0 9 100
8 2 55862804 90 Indsaettelse, 7 bp T>TTTGGTAA 13 0 0 13 100
9 2 87003972 80 Sletning, 6 bp TTATCTC>T i 0 0 1 100
13 2 200796749 87 Indsaettelse, 5 bp T>TTAAAA 15 0 0 15 100
14 2 212245090 91 Indsaettelse, 12 C>CTGAAAATAGGAT il 0 0 " 100
bp

16 2 235016388 73 Indseettelse, 2 bp A>ATG 9 0 0 9 100
17 3 4466274 93 Sletning, 23 bp TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T 13 0 0 13 100
19 3 49851375 70 Indseettelse, 9 bp C>CCTGGCTCCT 7 0 0 7 100
21 3 190106071 75 Sletning, 1bp AG>A 13 0 0 13 100
25 4 56236567 66 Sletning, 8 bp TAACCGAAA>T 9 0 0 9 100
27 4 164446785 62 Indsaettelse, 11 bp T>TTATGGTATTGA 9 0 0 9 100
31 5 74077155 83 Sletning, 4 bp TAGTA>T 7 0 0 7 100
34 5 155662255 75 Indsaettelse, 8 bp G>GCCTACTGA 13 0 0 13 100
36 6 24950035 92 Sletning, 21bp CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C il 0 0 1 100
37 6 31084942 100 Sletning, 3 bp GCTT>G 15 0 0 15 100
39 6 32986905 95 Sletning, 25bp  CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C 7 0 0 7 100
41 6 41647442 95 Sletning, 23 bp GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G 1 0 0 n 100
44 7 66276142 88 Indseettelse, 1bp C>CT 13 0 0 13 100
46 7 110939983 85 Sletning, 4 bp CAAGT>C 13 0 0 13 100
47 7 128533514 90 Indseettelse, 1bp T>TC 15 0 0 15 100
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Amplikon Kromosom

48
50
52
53
55
58
59
63
64
68
70
75
76
78

84

85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105

© | © 0 0 N Y

10
10
n
n
n
n
12

13

13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16

Position

149503916
156476548
24811064
76518677
105586193
138995370
5987158
45084202
55892600
30177690
59837721
118406328
120357842
2834814

25817002

44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
8543831
89864316
85706416

Analyseret

Amplikon-indel,

fragmentstarrelse typeog leengde

91
93
90
67
65
97
79
95
89
70
62
85
85
84

89

89
77
73
81
91
94
68
95
72
70
91

Sletning, 4 bp
Sletning, 11 bp
Sletning, 1bp
Indsaettelse, 4 bp
Indseettelse, 4 bp
Sletning, 21bp
Sletning, 3 bp
Sletning, 16 bp
Sletning, 2 bp
Indsaettelse, 2 bp
Indseettelse, 8 bp
Sletning, 8 bp
Sletning, 2 bp

Indseettelse, 21
bp

Indseettelse, 19
bp
Indseettelse, 4 bp
Sletning, 20 bp
Sletning, 22 bp
Indsaettelse, 4 bp
Sletning, 16 bp
Sletning, 5 bp
Sletning, 6 bp
Sletning, 25 bp
Indseettelse, 3 bp
Indsaettelse, 4 bp

Sletning, 7 bp

Indel

GGATA>G

GAATCTGCACTT>G

AG>A
T>TACTG
C>CAATT

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T

TAAC>T

AGCGTCTATAACCAAAT>A

TAC>T
C>CTG
T>TTATGAAAA
CAGTGTGGA>C
CTT>C

T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAAST

C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C
CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

C>CTTG
G>GCTAC
ATTATTTC>A

Samlet antal
provereplikater med
indel

13
15

13

n

n

n

n
15

15

n

15

13

n

n

n

Antal manglende Samlet antal ukorrekte

bestemmelser

OOOOOQOOOOOOGOO

o

O/ 0o o o o o o o o o o

indel-bestemmelser

o O O Oo/lo o o o o/ o/ o o o o o

O 0O o o o o o/ o o o o

Samlet antal
korrekte
indel-
bestemmelser

7
13

PPA

100
100
T
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

A SOW paw Jajuawnnsul-xgbasIn 11 [9ppassbze|pu|



¢0A 81290000¢ “lupuswiniod

"140dSH3 TIL NNXY "ONYd MSILSONOVIA OYLIA NI TIL

¢S

Samlet antal
) . Samlet antal
. L Analyseret Amplikon-indel, . Antal manglende Samlet antal ukorrekte  korrekte
Amplikon Kromosom  Position Indel prevereplikater med R . PPA
fragmentsterrelse typeoglaengde indel bestemmelser indel-bestemmelser indel-
bestemmelser

107 17 3594276 87 Sletning, 1bp TG>T 13 0 0 13 100

108 17 3970133 91 Indsaettelse, 18 A>ATCCTATTCTACTCTGAAT n 0 0 n 100
bp

109 17 16084985 93 Indsaettelse, 4 bp A>AACAC 7 0 0 7 100

m 17 39589692 84 Indseettelse, 1bp C>CA 13 13 0 0 100

112 17 39589739 84 Indsaettelse, 24 T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 15 0 0 15 100
bp

113 17 45438886 92 Sletning, 4 bp CAGTG>C 7 0 0 7 100

14 17 61502459 79 Sletning, 12 bp TTTGTATCTGCTG>T 13 0 0 13 100

120 18 38837054 75 Indsaettelse, 22 T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 0 15 100
bp

121 18 47405425 81 Indseettelse, 3 bp T>TGAG il 0 0 " 100

122 18 54815706 85 Sletning, 2 bp ACT>A 13 0 0 13 100

130 20 21766863 70 Sletning, 15 bp TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 0 9 100

131 20 25278464 101 Indsaettelse, 5 bp A>AGTGGG 13 0 0 13 100

132 20 50897361 67 Indsaettelse, 11 bp G>GGAATGTCAGCC 15 0 0 15 100

134 20 62690925 87 Sletning, 16 bp TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 0 9 100

135 21 30300873 66 Indsaettelse, 11 bp G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9 100

137 21 36710749 87 Sletning, 21bp ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9 100

138 21 46644985 69 Sletning, 5 bp GTTGTT>G 13 0 0 13 100

140 22 25750814 100 Indsaettelse, 6 bp C>CAGGGCA 13 0 0 13 100

142 22 37409885 97 Indseettelse, 5 bp C>CTGTTT 13 0 0 13 100

144 22 47081407 92 Sletning, 10 bp GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7 100

Studie 2

| dette studie blev der anvendt deponerede FFPE-vaevsprgver med colorektal cancer og en repraesentativ to-geners analyse, som blev
sammenlignet med referencemetoden, bidirektionel Sanger-sekventering (Sanger). 441 ud af de i alt 1.183 fors@gsdeltagere havde
gyldige resultater af Sanger og den repraesentative analyse. Ved vurdering pa forsegsdeltagerniveau (Tabel 15) var 230 ud af de 441
forsegsdeltagere positive ved Sanger (mutation pavist ved Sanger). Blandt disse var 227 positive ved den repraesentative analyse. De
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resterende 211 ud af de 441 forsggsdeltagere var negative ved Sanger (ingen mutation pavist ved Sanger). Blandt disse var 206
negative ved den repraesentative analyse. Det resulterede i en positiv procentvis overensstemmelse (PPA) pé 98,7 % og en negativ
procentvis overensstemmelse (NPA) pa 97,6 % (Tabel 15).

Tabel 15 Positiv og negativ procentvis overensstemmelse for resultater pa forsegsdeltagerniveau

Sanger I alt
Repraesentativ analyse
Positive Negative
Positive 227" 5 232
Negative 32 206 209
lalt 230 21 441
Ydeevne Resumé

Overensstemmelse Statistik Punktestimat Preecis 95 % CI

PPA 227/230=98,7 % [96,2 %, 99,7 %]

NPA 206/211=97,6 % [94,6 %, 99,2 %]

'Der var 224 eksakte match for resultaterne p3 intraindividuelt niveau for alle mutationer. Hos to forsegsdeltagere paviste MiSeqDx den mutation, der
blev pavist ved Sanger, og en yderligere mutation. Hos én forsggsdeltager pviste MiSegDx og Sanger forskellige mutationer.
2En forsegsdeltager fik p&vist to mutationer ved Sanger. To forsegsdeltagere fik pavist én mutation ved Sanger.

Studie 3

| dette studie blev der foretaget en vurdering af DNA-biblioteker, der blev klargjort ved hjeelp af FFPE-praver fra flere forskellige
vaevstyper. | alt 109 FFPE -prover fra otte forskellige typer veev (tyktarm, aeggestok, bugspytkirtel, binyre, bleere, lever, skjoldbruskkirtel
og bryst) med mindst 11 FFPE -pregver fra hver vaevstype). Binyrevaev omfattede metastaser fra tumorer i gsofagus, lunger og colon. Det
gvrige veev havde primeere tumorer. | dette studie blev der anvendt et repraasentativt analysedesign til at undersgge 26 gener, der
daekkede 21.577 baser pa tveers af 17 forskellige kromosomer. | alt seks forskellige gener (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR og BRAF)
blev Sanger-sekventeret. Der blev Sanger-sekventeret 1-3 gener for hver tumor, afhaengigt af den forventede praevalens af somatiske
mutationer for den padgeeldende tumor. Sanger-sekventeringen resulterede i identifikation af 39 somatiske SNV-mutationeri 33 ud af
109 FFPE -prever. MiSegDx identificerede 36 somatiske SNV-mutationer i 32 ud af 109 FFPE -prever og havde én falsk-negativ og to
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manglende bestemmelser af variationsposition. PPA var 97,3 %. MiSeqgDx identificerede 78.975 referencebaser pa tveers af de 109
FFPE-pr@ver og havde 29 falsk positive i forhold til Sanger-sekventeringen og 3.416 manglende bestemmelser. NPA var 99,9 %. Der var
konkordans mellem de to metoder, hvad angik en sletning af 2 baser. Resultaterne er opsummeret efter vaevstype i Tabel 16.

Tabel 16 Positiv og hegativ procentvis overensstemmelse efter vaevstype

Antal Samlet antal Samlet antal TP- Samlet antal FN- Samlet antal TN- Samlet antal FP- Samlet antal manglende

Vaevstype prever variationer variationer variationer bestemmelser bestemmelser bestemmelser PPA NPA
Binyre 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Bleere 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
Bryst 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Colon 1 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Lever 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Ovarie 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99

Pancreas 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9

Thyreoidea il 0 7429 1 652 100 >99,9

lalt 109 39 36 1 78975 29 3416 97,3 >99,9

Reproducerbarhed

Der er udfert to studier til vurdering af reproducerbarheden med MiSegDx-instrumentet med DNA, der er ekstraheret fra FFPE -praver.
Studie 1 blev udfert ved hjzelp af flere forskellige instrumenter. Studie 2 blev udfaert pa flere forskellige laboratorier.

Studie 1

Reproducerbarheden for MiSegDx-instrumentet blev bestemt ved brug af to instrumenter og to uddannede operatarer, der udferte
otte kerslerialt. Den repraesentative analyse, amplikonets genomindhold, preverne og referencemetoden er de samme som dem, der
er beskrevet for ngjagtighedsstudie 1 ovenfor. Resultaterne er anfart pr. amplikon for hvert instrument Tabel 17 for at vise
reproducerbarheden af bestemmelser pa tveers af instrumenter. % korrekte bestemmelser omfattede bade ukorrekte og manglende
bestemmelser (manglende bestaelse af et eller flere filtre for variationsbestemmelse). Instrumenterne generede stort set samme antal
manglende bestemmelser, afhangigt af det pagaeldende amplikon. Der blev observeret en enkelt forkert bestemmelse inden for et
sikkert omrade som defineret af referencestandarden for Platinum Genomes for MiSegDx 1. Den ukorrekte bestemmelse bestod af en
falsk positiv bestemmelse af en indsaettelse i amplikon 64 ved undersggelse af kromosom 10 pa position 55892599 til 55892687.
Amplikonet havde en dinukleotidgentagelse pa 11.
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Tabel 17 Resultater vedrerende reproducerbarhed fra MiSegDx-instrument til MiSegDx-instrument (amplikonniveau)

Amplikon

o g b~ W

10

12
13

14

15

16

17
18

Kromosom

N N NN NN

Analyseret
fragmentstorrelse

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

93

73

93
83

Baseri

pélidelige

mréd

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87

91

93

73

93
83

Amplikonets
genomindhold
er

Indel

PolyA (5),
PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10)
indel

PolyA (5), CT
(3), TAA(R),
indel

Indel
Indel
It
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
indel

PolyT (5),
PolyA (6),
indel

T

PolyT (5),
indel

AT(3), indel
T

GC-indhold

0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39

0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31

0,3

0,43

0,42

0,27
0,43

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte ~ Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
5580 0 0
4740 0 0
5448 0 12
5518 0 2
4858 0 2
4200 0 0
5279 0 1
5400 0 0
4800 0 0
4859 0 1
4468 0 40
5280 0 0
521 0 43
5453 0 7
5579 0 1
4378 0 2
5396 0 184
4980 0 0

Korrekte
bestemmelseri
alt

5580
4740

5453
5518
4860
4200

5279

5400
4800
4859
4468
5280
5214

5449

5579

4379

5396
4980

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelserialt

o o o o

o o/ oo o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

0
0

o O N |

-

40

40

184
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Amplikon

19
20

21
22
23

24
25

26
27

28
29

30
31

32
33
34
35
36
37

Kromosom

o o o o g a

Analyseret
fragmentstarrelse

70
88

75
78
97

78
66

71
62

78
84

64
83

67
91

75
102
92
100

Baseri
pélidelige
mrader

70
88

74
78
97

78
62

69
62

75
84

64
83

67
91

75
102
92
94

Amplikonets

genomindhold

CT(3), indel

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9), TG
(3)

Indel
PolyA (6)

PolyG (6),
PolyT (5),
PolyA (5)

It

PolyA (5),
indel

PolyA (5)

PolyA (7),
indel

T

GT(3),CCA
(3)

T

PolyA (6),
indel

PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel

GCT(5), indel

GC-indhold

0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78
0,62

0,39
0,3

0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte ~ Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
4193 0 7
5220 0 120
4432 0 8
4676 0 4
5820 0 0
4679 0 1
3720 0 0
4140 0 0
3676 0 45
3368 0 132
5040 0 0
3840 0 0
4979 0 1
4020 0 0
5460 0 0
4498 0 6
6120 0 0
5520 0 0
5532 0 108

Korrekte
bestemmelseri
alt

4194
5220

4432
4676
5820

4677
3720

4140
3671

3485
5040

3840
4980

4020
5460
4500
6120
5520
5532

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

o

o o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

6
120

51

1015

108
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Amplikon

38

39
40
a1

42
43
44
45

46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57

Kromosom

o

N NN O

| 00 NN

© | © | © © o

Analyseret
fragmentstarrelse

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83

Baseri
pélidelige
mrader

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83

Amplikonets

genomindhold

Poly T (5),
TCT(3),CTT
(3)

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
T
Indel

PolyA (7), AG
(4)

Indel

PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

T
Indel
T

PolyG (7),
CTC(4), indel

Indel
PolyG (6)
Indel
T
AT(3)

GC-indhold

0,61

0,44
0,44
0,35
0,26

0,38
0,62

0,71

0,31
0,35
0,42
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte ~ Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
5820 0 60
5697 0 3
5159 0 1
5638 0 2
5460 0 0
4380 0 0
5279 0 1
5184 0 36
5100 0 0
5398 0 2
5460 0 0
3960 0 0
5580 0 0
4980 0 0
5219 0 121
4020 0 0
5879 0 1
3894 0 6
5760 0 0
4973 0 7

Korrekte
bestemmelseri
alt

5820

5698
5160
5638

5460
4380
5276
5181

5100
5399

5459

3960
5579
4980
5220

4020
5880
3895
5760
4978

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

o o o o o o o o o o

o o o o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

60

120

N O o O] O
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Amplikon

58

59

60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77
78

Kromosom

10

10
10
10

10
10
10
10
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n

n
12

Analyseret
fragmentstarrelse

97

79

98
79
90

95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

Baseri
pélidelige
mrader

97

78

91
79
90

95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

Amplikonets

genomindhold

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(11), indel
T
It
T
Indel
T
Indel
T
PolyA (5)
T
PolyG (6)
Indel

Poly A (5), CA
(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

GC-indhold

0,68

0,47

0,87
0,3
0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
5817 0 3
4679 0 1
450 0 5010
4740 0 0
5400 0 0
5699 0 1
5157 0 276
4800 0 0
4860 0 0
5760 0 0
4199 0 2
5999 0 1
3720 0 0
6120 0 0
4380 0 0
5100 0 0
5437 0 23
5100 0 0
5100 0 0
5100 0 0
5040 0 60

Korrekte
bestemmelseri
alt

5818

4680

632
4740
5400

5699
5153
4800
4860
5760
4200
5998
3720
6118
4380
5100
5441
5100
5100

5100
5038

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

O O O/l o0o O O o o/ o/ o o o N o o

o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

2

4828

273

- O o | o

o O N O DN

63
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Amplikon

79

80
81
82
83
84

85
86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99

Kromosom

12

12
12

13
13

13
13
14
14
14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15

Analyseret
fragmentstarrelse

93

81
7
95
73
89

89
77
67
83
73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91

Baseri
pélidelige
mrader

93

81
71
95
73
88

89
77
67
83
72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91

Amplikonets

genomindhold

PolyA (7), AC
(4)

It
PolyA (6)
PolyG (5)

T

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
T

PolyT (5),
indel

Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indel

T

GC-indhold

0,33

0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19

0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

0,43
0,65
0,36

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
5577 0 3
4860 0 0
4260 0 0
5605 0 95
4380 0 0
5220 0 60
5340 0 0
4620 0 0
4020 0 0
4980 0 0
4173 0 147
4860 0 2
5459 0 1
3900 0 240
5637 0 3
5760 0 0
4079 0 1
5475 0 105
5699 0 1
4260 0 0
5460 0 0

Korrekte
bestemmelseri
alt

5573

4860
4260
5605
4379
5220

5340
4620
4020
4980
4173

4860
5460
3900
5637
5760
4078
5487

5700
4260
5460

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

o o oo o o o oo o

o o ojlo o o o

o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

7

95

60

o o o o
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Amplikon

100
101
102
103
104
105

106
107

108
109
10
m

12
13

M4
115
16
n7z
18
19

Kromosom

15
16
16
16
16
16

17
17

17
17
17
17

17
17

17
17
17
18
18
18

Analyseret

fragmentstarrelse

70
63
95
87

104
91

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

Baseri

pélidelige
mrader

70

63

95

87
104
91

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69

Amplikonets

genomindhold

Indel
T
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

Poly A (13),
indel (x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT
(3), AT(4), AT
(4), indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
T

PolyA (6), TG
(3)

GC-indhold

0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
4200 0 0
3780 0 0
5700 0 0
5220 0 0
6238 0 3
5443 0 17
5251 0 89
5212 0 8
5459 0 1
5580 0 0
5340 0 0
4860 0 308
5459 0 1
5460 0 60
4699 0 Al
5153 0 7
5039 0 1
4020 0 0
5460 0 0
4132 0 8

Korrekte
bestemmelseri
alt

4200
780
5700
5220
6238
5444

5339
5212

5459
5580
5340
4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020
5460
4131

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

o o o o o o

o o

o o o o

o

o o/ oo o o

Samlet antal
manglende
bestemmelser

0
0
0
0
3

16

07

60

40

© o o
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Amplikon

120

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141

Kromosom

18

18
18
18
19
19
19
20
20
20
20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

22
22

Analyseret
fragmentstarrelse

75

81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100
97

Baseri
pélidelige
mrader

75

81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97

Amplikonets

genomindhold

PolyA (5),
indel

CTC(3), indel
CT(3), indel
It
T
It
T
It
AC(3)
CT(3)

GT(3),TG(4),
indel

Indel
Indel
PolyG (6)
Indel
Indel

PolyT (6), CA
(3)

GT(3), indel

PolyA (6), AG
(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel

It

GC-indhold

0,37

0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54

0,39
0,32

0,5

0,63
0,68

MiSeqDx 1
Korrekte Ukorrekte  Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende
alt ialt bestemmelser
4475 0 85
4860 0 0
5098 0 2
3900 0 0
5926 0 14
4440 0 0
4199 0 1
5640 0 1
4920 0 0
4559 0 1
4200 0 0
6060 0 0
4020 0 31
5277 0 3
5218 0 2
3959 0 1
5880 0 0
5220 0 0
419 0 31
5399 0 1
5998 0 7
5819 0 1

Korrekte
bestemmelseri
alt

4480

4860
5098
3900
5924
4438
4200
5638
4920
4558
4200

6060
4020
5274
5218
3957
5880

5220
413

5399

5997
5819

MiSeqDx 2

Ukorrekte
bestemmelseri alt

O O o o o o o o o o

o o o o o o

o

Samlet antal
manglende
bestemmelser
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. MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Analyseret Baseri Amplikonets
Amplikon Kromosom pélidelige X GC-indhold
fragmentstarrelse o genomindhold
omrader Korrekte Ukorrekte  Samlet antal Korrekte Ukorrekte Samlet antal
bestemmelseri bestemmelser manglende  bestemmelseri . manglende
X bestemmelseri alt
alt ialt bestemmelser alt bestemmelser

142 22 97 97 Indel 0,46 5818 0 2 5816 0 4
143 22 99 99 T 0,6 5940 0 0 5940 0 0
144 22 92 92 Indel 0,66 5519 0 1 5519 0 1
145 X 69 69 PolyT (5) 0,26 4139 0 1 4140 0 0
146 X 69 69 PolyC (5) 0,62 4136 0 4 4137 0 3
147 X 71 71 T 0,52 4260 0 0 4260 0 0
148 Y 65 0 T 0,55 0 0 0 0 0 0
149 Y 91 0 T 0,48 0 0 0 0 0 0
150 Y 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0

Resultaterne af reproducerbarhedsstudiet blev analyseret pr. operater ved hjeelp af variationsfrekvensen Tabel 18. Analysen viste, at
variationsfrekvenserne var konsistente pa tvaers af operatarerne. De gennemsnitlige variationsfrekvenser +/- 1 standardafvigelse er
anfort.

Tabel 18 Resultater fra operater til operater med MiSegDx-instrumentet

Antal Samlet antal Samlet antal Gennemshnitlig (SD) Gennemshnitlig (SD)
Variationsfrekvensinterval unikke variationer variationer rap!oorteret rap!oo!‘teret
variationer analyseret af analyseret af variationsfrekvens, variationsfrekvens,
operator 1 operator 2 operator 1 operatar 2
Hoj frekvens (~100 %) 1112 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
Middel frekvens (~50 %) 3240 3151 3161 0,49 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
Lav frekvens (3-7 %) 620 618 612 0,05 +/- 0,01 0,05 +/- 0,01

Reproducerbarhedsstudiets resultater for hver preve er vist samlet for alle otte kersler Tabel 19. Pavisningen er evalueret separat for
hver variationstype — SNV'er, indsasttelser og sletninger separat. Referencepositioner er ikke medtaget. Denne analyse viste, at
resultaterne for variationerne var reproducerbare pa tveers af preverne.
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Tabel 19 Overensstemmelse for MiSeqDx-instrumentets basebestemmelsesresultater pr. prove

SNV'er Insersationer Deletioner
Samlet Samlet Samlet Samlet Samlet Samlet Samlet Samlet
Samlet Samlet Samlet Samlet
Prave antal antal antal antal antal antal antal EP antal - antal antal antal
TP FP FN TP FN TP FP FN
GM12877 592 574 2 0 336 336 0 0 228 272 0 0
GM12878 1456 1432 0 0 320 304 0 0 384 352 0 0
GM12879 912 896 0 0 336 320 0 0 288 272 0 0
GM12885 1200 1192 0 0 400 384 0 0 352 320 0 0
GM12886 1104 1104 0 0 368 352 0 0 368 352 0 0
GM12877- 3640 3582 0 0 800 760 0 0 960 880 0 0
D1
GM12877- 400 398 0 0 520 516 0 0 560 556 0 0
D2?

Variationer med en frekvens over 20 %.
2Variation med en frekvens under 20 %.

De data, der blev frembragt ved de 8 karsler i dette reproducerbarhedsstudie, understatter erklaeringen om, at MiSeqgDx-instrumentet
er i stand til konsistent sekventering af:

* GC-indhold = 19 % (alle bestemte baseri120 ud af 120 sekventerede amplikoner med et CG-indhold pa 19 % blev korrekt bestemt
med en rate for manglende bestemmelse pa 3,4 %)

* GC-indhold = 73 % (alle bestemte baser i 120 ud af 120 sekventerede amplikoner med et CG-indhold pa 73 % blev korrekt bestemt
med en rate for manglende bestemmelse pa 0,1 %)

* PolyA-laengder = 8 (PolyA-gentagelse af 8 nukleotider blev korrekt bestemt i 120 ud af 120 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyA = 8)

* PolyT-leengder < 10 (PolyT-gentagelse af 10 nukleotider blev korrekt bestemt i 120 ud af 120 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyT =10)
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* PolyG-laengder = 6 (PolyG-gentagelse af 6 nukleotider blev korrekt bestemt i 720 ud af 720 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyG =6)

* PolyC-laengder = 6 (PolyC-gentagelse af 6 nukleotider blev korrekt bestemt i 359 ud af 360 sekventerede amplikoner indeholdende
PolyC = 6, og der var 1 manglende bestemmelse)

* Dinukleotidgentagelseslangder =< 4x (alle bestemte baser i 600 ud af 600 sekventerede amplikoner med 4x dinukleotidgentagelse
blev korrekt bestemt med en rate for manglende bestemmelse pa 0,4 %)

* Trinukleotidgentagelseslangder = 5x (alle bestemte baseri120 ud af 120 sekventerede amplikoner med 5x trinukleotidgentagelse
blev korrekt bestemt med en rate for manglende bestemmelse pa 1,9 %)

* 24 eller feerre baseindsaettelser og 25 eller feerre basesletninger
— 24-basersindsaettelser blev korrekt bestemt i 120 ud af 120 praver

— 25-basers sletninger blev korrekt bestemt i 182 pra@ver og rapporteret som manglende bestemmelse i 2 prover ud af 184 prover

Studie 2

Der blev udfert et eksternt studie til vurdering af reproducerbarheden af den repraesentative analyse af to gener, der er beskrevet
under ngjagtighedsstudie 2, pa tveers af tre eksterne testcentre (to operaterer pr. center), et reagensparti og tre ikke-
sammenhangende testdage. Testningen blev udfert med seks velkarakteriserede prgvepaneler med genomiske DNA-prgver fra
kliniske FFPE-praver eller -cellelinjer. Hvert panel bestod af 10 elementer, dvs. 60 elementeri alt.

De 60 panelelementer bestod af duplikater af fire unikke vildtypeprever (for panelmutationer), 12 unikke mutationsprever (med en
enkelt mutation), der var klargjort ved bade haje og lave mutationsfrekvensniveauer, og to unikke mutationspraver (med en enkelt
mutation), der kun var klargjort ved en lav mutationsfrekvens. Hver unikke preve/mutationsfrekvensniveauprgve (testet i duplikat i hver
karsel) havde 36 mulige resultater (2 replikater x 2 operaterer x 3 dage x 3 centre), hvis alle resultater var gyldige.

Procentdelen af forventede bestemmelser (PEC) pa tvaers af alle positive og negative variationer blev vurderet ved at sammenligne den
repreesentative analyses resultat med det forventede mutationsresultat (forventet mutation detekteret eller ikke detekteret) for hver
prove. PEC er beregnet som 100 % gange antallet af forventede bestemmelser divideret med antallet af forsegte bestemmelser. Det
to-sidede 95 % konfidensinterval er beregnet med Wilson Score-metoden.

Prevebestdelsesraten for centrene samlet set var = 94,7 % for den forste kersel af praven eller i prever, der blev testet i karsler, der var
gyldige farste gang. PEC pa mutationsniveau pa tveers af alle mutationsprever var 99,6 % (905/909) (95 % ClI; 98,9, 99,8). Antallet af
forsegte bestemmelser pa tvaers af alle 56 panelmutationer (uanset om en detekteret mutation var forventet eller ej) for alle gyldige
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prover var 58.856 (56 x 1051). Ud af disse 58.856 observationer pd mutationsniveau var der kun seks tilfeelde, hvor det observerede og
det forventede resultat ikke stemte overens. PEC pd mutationsniveau pa tveers af alle positive og negative variationer fra alle
mutations- og vildtype-panelelementer samlet set var 99,99 % (58.850/58.856).

Analysefaglsomhed (blindgraense [LoB] og detektionsgranse [LoD])

| dette studie blev analysens skaeringsveerdi kontrolleret, og detektionsgraensen (LoD) for MiSeqDx blev fastlagt ved hjzelp af et
repraesentativt panel. De velkarakteriserede Platinum Genome-cellelinjer GM12878 og GM12877 blev formalinfikseret og indstabt i
paraffin, hvorefter der blev ekstraheret DNA. GM12878 blev fortyndet med GM12877 séledes, at variationsfrekvenserne for 70
variationer (52 SNV'er, 9 indseettelser og 9 sletninger) var neer 0,05. De to DNA-prever blev testet af to operaterer ved brug af to
instrumenter og to reagenspartier; i alt 10 sekventeringskersler pa MiSeqDx. Dette resulterede i 40 replikater for hver variation i
GM12878 og 60 replikater for hvert tilsvarende vildtype-koordinat i GM12877 for hvert reagensparti. LoB og LoD blev beregnet ved brug
af den klassiske, ikke-parametriske metode i CLSI EP17-A2. LoB og LoD blev beregnet for SNV'er, indseettelser og sletninger separat
ved at samle variationshyppighederne for en given variationstype. Type |-fejl var defineret som 0,01, og type |I-fejl var defineret som
0,05.

For LoB blev de samlede variationsfrekvenser sorteret fra lavest til hgjest, og den 99. position for hvert reagensparti for hver
variationstype blev beregnet (Tabel 20). MiSegDx-softwaren anvender en skaeringsveerdi (effektiv LoB) pa 0,026 variationsfrekvens til
at bestemme den kvalitative pavisning af variationer. Den beregnede blindgraense bekraeftede, at denne skaeringsvaerdi resultererien
type I-fejl pa hejst 0,01.

Tabel 20 Blindgraense

Variationstype Samlet antal variationsfrekvenser LoB reagensbatch 1 (%) LoB reagensbatch 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Insertion 540 0,79 0,60
Deletion 540 0,96 0,84

For LoD blev procentdelen af individuel mutationsfrekvens for hvert reagensparti for hver variationstype under skeeringsveerdien pa
0,026 beregnet (Tabel 21). Eftersom procentdelene var lavere end type lI-fejlen pd 5 % (0,05), blev medianen af de samlede
variationsfrekvenser beregnet som LoD (Tabel 21). LoD for hver variationstype blev bestemt pa baggrund af den hgjeste af de to
beregnede veerdier for de to reagenspartier: 5,45 % for SNV'er, 4,88 % for indsaettelser og 5,44 % for sletninger.
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Tabel 21 Detektionsgraense

SeEEETE e T, Sarf'nle't antal Antal VF-malinger  Antal VF-malinger Detektionsgreense
variationsfrekvenser <26 % <26 % (%)
1 SNV 2080 4 0,20 5,45
Insertion 360 0 0,00 4,86
Deletion 360 2 0,60 5,44
2 SNV 2080 26 1,30 5,44
Insertion 360 0 0,00 4,88
Deletion 360 0 0,00 5,24

Felgende studier viser MiSegDx-instrumentets ydelsesegenskaber med en anden repraesentativ analyse, der er malrettet mod 56
mutationer i to klinisk relevante cancergener (mutationspanel). Mutationspanelet er specifikt designet til detektion af 56 mutationerito
kliniske relevante cancergener (gen 10g gen 2). Analysen bestemmer samtidig, om hver af de 56 mutationer er til stede eller
fravaerende i hver sekventeret prgve. Referencemetoden i disse studier var bidirektionel Sanger-sekventering.

Praecision fra parti til parti

Der er udfert et studie af praecisionen fra partitil parti for at vurdere MiSegDx-instrumentets ydeevne pa tveers af fremstillede partier af
reagenskit (bestdende af prevekvalificerings-, biblioteksklargering- og sekventeringsreagenser) ved brug af den repraesentative
analyse af to gener og et panel med fem blandede FFPE-praver, der opfyldte kravene til prevekvalificering. Hver FFPE-preave indeholdt
to unikke mutationer: en pa et lavt (cirka 8 %) mutationsfrekvensniveau og en pa et hejt (cirka 14 %) mutationsfrekvensniveau. Der blev
indhentet tolv (12) observationer af hver af de fem prgveblandinger over tre ikke-sammenhangende dage med tre partier reagenskit.
Det samlede antal observationer i studiet pa tvaers af alle reagenspartier var 180 observationer pa tvaers af alle praveblandinger og 360
observationer pa tvaers af alle mutationsfrekvensniveauer. Pa tvaers af alle partier og dage viste 99,7 % (359/360) af observationerne
det forventede mutationsresultat. En lavfrekvensmutation blev ukorrekt bestemt som vildtype. Der blev gennemfgrt en
varianskomponentanalyse for hver mutation/mutationsfrekvensniveau for at vurdere systemets variabilitet. Den totale
standardafvigelse varierede fra 0,011 til 0,029. Reagensparti-komponenten af den totale standardafvigelse varierede fra 0 til 0,015.
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