MiSeq™ Dx-Gerat illumina

Packungsbeilage fur Gerate mit MOS v4

FUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK. NUR FUR DEN EXPORT.

Verwendungszweck

Das MiSeqDx-Gerat ist fur die zielgerichtete Sequenzierung von DNA-Bibliotheken aus humangenomischer
DNA bestimmt, wenn sie in Kombination mit auf dem Gerat durchgefiihrten In-vitro-Diagnostik(IVD)-Assays
verwendet werden. Die humangenomische DNA wird aus peripherem Vollblut oder aus formalinfixiertem, in
Paraffin eingebettetem (FFPE, Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded) Gewebe extrahiert. Das MiSeqDx-Gerat
ist nicht flr die Gesamtgenom- oder De-novo-Sequenzierung vorgesehen. Auf dem MiSeqDx-Gerat dirfen nur
registrierte und gelistete, freigegebene oder zugelassene IVD-Reagenzien und Analysesoftware verwendet
werden.

Verfahrensprinzipien

Das lllumina-Gerat von MiSeqDx ist fiir die gezielte Resequenzierung menschlicher DNA mit
Sequenzierungsverbrauchsmaterialien und -bibliotheken von lllumina vorgesehen. Die Bibliotheken werden
aus humangenomischer DNA vorbereitet, die unter Verwendung von registrierten und gelisteten,
freigegebenen oder zugelassenen IVD-Reagenzien aus peripherem Vollblut oder FFPE-Gewebe extrahiert
wird. Die Bibliotheksvorbereitung besteht aus dem Amplifizieren von Targets, dem Hinzufligen von
Probenindizes und dem Erfassen von Sequenzen. Die Probenbibliotheken werden auf einer FlieBzelle erfasst
und auf dem Gerat unter Verwendung von SBS-Chemie (Sequenzierung durch Synthese) sequenziert. Die
SBS-Chemie verwendet eine Methode mit reversiblen Terminatoren, um einzelne Nukleotidbasen zu
erkennen, die in wachsende DNA-Strange eingebaut sind. Die Software Real-Time Analysis (RTA) fihrt die
Bildanalyse sowie das Base-Calling durch und weist jeder Base flr jeden Sequenzierungszyklus einen
Qualitdts-Score zu. Nach Abschluss der Primaranalyse werden Base-Calls bei der Sekundaranalyse im
MiSeqDx-Gerat verarbeitet.

Zu den Ublichen Verarbeitungsschritten gehéren das Demultiplexing, die FASTQ-Dateigenerierung und das
Alignment sowie das Varianten-Calling und das Generieren von Dateien im Varianten-Call-Format (VCF) mit
Informationen zu Varianten, die an speziellen Positionen in einem Referenzgenom gefunden wurden. Das
MiSeqDx verwendet je nach Workflow verschiedene Module fiir die Sekundaranalyse.

Dual-Boot-Konfiguration

Die Dual-Boot-Konfiguration umfasst Verfahren fir Hardware, Software und Installation, die Ihnen
ermoglichen, sowohl IVD-Sequenzierungsassays (In-vitro-Diagnostik) als auch RUO-Sequenzierungsassays
(Research Use Only, nur fur Forschungszwecke) auf dem MiSeqDx-Gerat durchzufiihren. Mit der Dual-Boot-
Konfiguration kdnnen Sie zwischen dem Diagnosemodus und dem Forschungsmodus des Gerats umschalten.

Dokument-Nr. 200006218 Version 02 Tvon70

FUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK. NUR FUR DEN EXPORT.



MiSeqDx-Gerit Packungsbeilage fiir Gerdte mit MOS v4 illumina

RFIDs (Radio-Frequency ldentifications, Identifizierung mithilfe elektromagnetischer Wellen) auf den
Sequenzierungsverbrauchsmaterialien verhindern, dass RUO-Sequenzierungsreagenzien in Diagnostik-
Sequenzierungslaufen verwendet werden.

Einschrankungen des Verfahrens

* Furdie In-vitro-Diagnostik.

* Dieinder Produktkennzeichnung dargestellten Ergebnisse wurden mit reprasentativen Assay-Panels mit
peripheren Vollblutproben oder Zelllinien (Keimbahn-Leistung) bzw. FFPE-Gewebe oder FFPE-Zelllinien
(somatische Leistung) zusammen mit den beschriebenen Reagenzien und Software-Modulen erzielt. Die
Module fir Keimbahn- und somatische Varianten wurden fiir die Auswertung der Leistung mit
reprasentativen Assays entwickelt. Die Leistungsmerkmale werden ausschlieBlich zu Informationszwecken
zur Verfligung gestellt. Die beschriebenen Validierungstests dienen lediglich der Veranschaulichung der
allgemeinen Fahigkeiten des Gerats und stellen nicht die Fahigkeiten oder die Eignung des Gerats in Bezug
auf spezifische Anforderungen dar. Jeder fiir die Verwendung auf diesem Gerat entwickelte Diagnosetest
erfordert eine vollstandige Validierung aller Leistungsmerkmale.

* Dieses Produkt ist auf die Bereitstellung von Folgendem beschrankt:
— Sequenzierungsausgabe = 5 Gb bei einer Read-Lange von 2 x 150 bp
— Reads nach Filterung = 15 Millionen bei einer Read-Lange von 2 x 150 bp
— Basen hoher als Q30 = 80 % bei einer Read-Lange von 2 x 150 bp

Gleich oder mehr als 80 % der Basen haben Qualitdts-Scores auf der Phred-Skala von mehr als 30, was
auf eine Base-Call-Genauigkeit von mehr als 99,9 % hinweist.

* Das MiSeqDx-Gerat wurde nur fur die Sequenzierung von Bibliotheken menschlicher DNA validiert, die aus
peripherem Vollblut oder FFPE-Gewebe extrahiert wurde. Bibliotheken, die aus anderen Probentypen
erstellt wurden, sind fiir die In-vitro-Diagnostik auf diesem Gerat nicht geeignet. Die Leistung dieses Gerats
hinsichtlich der Sequenzierung mikrobieller oder viraler Nukleinsauren aus klinischen Proben wurde noch
nicht bestimmt.

* Das MiSeqDx-Gerat ist zur In-vitro-Diagnostik mit registrierten und gelisteten, freigegebenen oder
zugelassenen IVD-Reagenzien oder Assays vorgesehen. Die in dieser Packungsbeilage beschriebenen
Reagenzbeschrankungen und Leistungsmerkmale basieren auf reprasentativen Assays und
Softwaremodulen. Lesen Sie bei Verwendung von IVD-Assays die Packungsbeilage des entsprechenden
Assays, in der Sie Informationen zur bestimmungsgemaBen Verwendung, zu den nachgewiesenen
Varianten und zum Probentyp finden.

* Indel-Inhalt (Insertionen, Deletionen und Kombinationen daraus), der langer als 25 bp ist, wird von der
Assay-Software nicht aligniert. Folglich kdnnen Indels mit einer Lange von Uber 25 bp von der Assay-
Software nicht erkannt werden.
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* BeiVerwendung der Softwaremodule fir Keimbahn- und somatische Varianten wurde das System fir die
Erkennung von Einzelnukleotidvarianten (SNVs, Single Nucleotide Variants) sowie fiir Deletionen bis zu
einer Lange von 25 bp und Insertionen bis zu einer Lange von 24 bp validiert. Beim Calling somatischer
Varianten wurden bei einer Variantenhaufigkeit von 0,05 Deletionen mit einer Ldnge von 25 bp und
Insertionen mit einer Lange von 18 bp gefunden.

* Amplikon-Reads mit extremen Varianteninhalten werden méglicherweise von der Assay-Software nicht
aligniert, was dazu fuhrt, dass die Region als Wildtyp gemeldet wird. Zu extremen Inhalten gehéren:

— Reads mit mehr als drei Indels.

— Reads mit einer Ldnge von mindestens 30 bp und einem SNV-Inhalt von mehr als 4 % der Gesamtléange
des Amplikon-Targets (ohne Sondenregionen).

— Reads mit einer Lange von weniger als 30 bp und einem SNV-Inhalt von mehr als 10 % der Gesamtlange
des Amplikons (einschlieBlich Sondenregionen).

* GroBe Varianten, wie Mehrfachnukleotidvarianten (MNVs) und groBe Indels, werden in der Ausgabe-VCF-
Datei moglicherweise als separate kleinere Varianten aufgefihrt.

* Deletions-Varianten werden ggf. herausgefiltert oder verpasst, wenn sie zwei Amplikons auf der Platte
umfassen und die Ldnge der Deletion der Uberlappung der beiden Amplikons entspricht oder diese
Ubertrifft.

* Das System kann keine Indels erkennen, wenn diese unmittelbar an einen Primer angrenzend auftreten
und es kein Uberlappendes Amplikon gibt. Der Assay kann in Regionen mit Gberlappenden Amplikons keine
Deletionen erkennen, wenn die Gberlappende Region kleiner als die zu erkennende Deletion ist. Wenn es
sich bei der tUiberlappenden Region zwischen zwei (2) angrenzenden Amplikons beispielsweise um zwei
Basen handelt, kann der Assay keine Deletionen erkennen, die beide Basen umfassen. Die Deletion einer
einzelnen Base bei einer dieser Basen kann erkannt werden.

* Wie beijedem auf Hybridisierung basierenden Workflow zur Bibliotheksvorbereitung kdnnen zugrunde
liegende Polymorphismen, Mutationen, Insertionen oder Deletionen in Oligonukleotid-bindenden Regionen
die untersuchten Allele beeintrachtigen. Hieraus folgt ebenso eine Beeintrachtigung der wahrend der
Sequenzierung erfolgten Calls. Beispiele:

— Eine Variante in der Phase mit einer Variante in der Primer-Region wird mdglicherweise nicht
amplifiziert, was zu einem falsch negativen Ergebnis fuhrt.

— Varianten in der Primer-Region kénnten die Amplifikation des Referenz-Allels verhindern, was zu einem
fehlerhaften homozygoten Varianten-Call flhrt.

— Indel-Varianten in der Primer-Region kénnen an dem an den Primer angrenzenden Read-Ende zu
einem falsch positiven Call flhren.

* Indels kdnnen aufgrund von Strangverzerrungen herausgefiltert werden, wenn sie in der Nahe eines Read-
Endes auftreten und wahrend des Alignments einem Soft-Clipping unterzogen werden.

* Kleine MNVs wurden nicht validiert.

* Kopienzahlvarianten oder strukturelle Varianten, z. B. Fusionen oder Translokationen, wurden nicht
validiert.
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* Keimbahn-spezifische Einschrankungen:

Unter Verwendung des Germline Variant Module ist das MiSeqDx-System darauf ausgelegt, qualitative
Ergebnisse flir das Keimbahn-Varianten-Calling (d. h. homozygote, heterozygote oder Wildtyp-
Ergebnisse) zu liefern.

Bei Verwendung in Kombination mit dem Germline Variant Module betragt die fiir ein genaues
Varianten-Calling bendtigte Mindest-Coverage pro Amplikon das 150-Fache. Die Anzahl der Proben
und die Gesamtzahl der Zielbasen beeinflussen die Coverage. GC-Inhalt und andere genomische
Inhalte kdnnen die Coverage beeintrachtigen.

Kopienzahlvarianten haben einen Einfluss darauf, ob eine Variante als homozygot oder heterozygot
identifiziert wird.

Varianten in bestimmten repetitiven Kontexten werden in den VCF-Dateien herausgefiltert. Der RMxN-
Repeat-Filter wird verwendet, um Varianten zu filtern, wenn die gesamte oder ein Teil der
Variantensequenz im Referenzgenom angrenzend an die Variantenposition wiederholt vorkommt.
Beim Keimbahn-Varianten-Calling werden Varianten nur dann gefiltert, wenn mindestens neun
Wiederholungen in der Referenz vorhanden sind. Dabei werden nur Wiederholungen mit Langen von bis
zu 5 bp (R5 x 9) beriicksichtigt.

* Spezifische Einschrankungen fir somatische Varianten:

Bei Verwendung des Somatic Variant Module ist das MiSeqDx-System darauf ausgelegt, qualitative
Ergebnisse fiir das Calling von somatischen Varianten (d. h. das Vorhandensein einer somatischen
Variante mit einer Variantenhaufigkeit von groBer oder gleich 0,026 mit einer Nachweisgrenze

von 0,05) zu liefern.

Bei der Verwendung in Kombination mit dem Somatic Variant Module betragt die fir ein genaues
Varianten-Calling benotigte Mindest-Coverage pro Amplikon das 450-Fache pro Oligonukleotid-Pool.
Die Anzahl der Proben und die Gesamtzahl der Zielbasen beeinflussen die Coverage. GC-Inhalt und
andere genomische Inhalte kdnnen die Coverage beeintrachtigen.

Varianten in bestimmten repetitiven Kontexten werden in den VCF-Dateien herausgefiltert. Der RMxN-
Wiederholungsfilter wird verwendet, um Varianten zu filtern, wenn die gesamte oder ein Teil der
Variantensequenz im Referenzgenom angrenzend an die Variantenposition wiederholt vorkommt.
Beim Calling somatischer Varianten werden Varianten nur dann gefiltert, wenn mindestens sechs
Wiederholungen in der Referenz vorhanden sind. Dabei werden nur Wiederholungen mit Langen von bis
zu 3 bp (R3 x 6) beriicksichtigt.

Das Somatic Variant Module kann nicht zwischen Keimbahn- und somatischen Varianten
unterscheiden. Das Modul ist darauf ausgelegt, Varianten Gber einen Bereich von
Variantenhaufigkeiten hinweg zu erkennen. Jedoch kann die Variantenhaufigkeit nicht dazu verwendet
werden, um somatische Varianten von Keimbahn-Varianten zu unterscheiden.

Normales Gewebe in der Probe beeintrachtigt den Nachweis von Varianten. Die gemeldete

Nachweisgrenze basiert auf einer Variantenhaufigkeit bezogen auf die Gesamt-DNA, die aus dem
Tumor und normalem Gewebe extrahiert wurde.
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Produktkomponenten

Der lllumina MiSeqDx besteht aus:
MiSeqDx Gerat (Katalog-Nr. DX-410-1001)

Folgende Software-Komponenten sind flir den Betrieb des MiSeqDx-Gerats und die Datenanalyse
erforderlich:

Softwareanwendung Funktion Beschreibung
MiSeq Operating Steuert den Betrieb  Die Softwareanwendung MOS steuert den Betrieb des Gerats
Software (MOS) des Gerats wahrend der Sequenzierung und generiert Bilder, die

anschlieBend von der Software Real-Time Analysis (RTA)
verwendet werden. Weitere Informationen finden Sie unter
MiSeqDx-Geréat Referenzhandbuch fiir MOS v4 (Dokument-
Nr. 200010452).

Real-Time Analysis Flhrt die Die Softwareanwendung RTA konvertiert die von der MOS flr
(RTA) Primaranalyse jede Platte pro Zyklus des Sequenzierungslaufs erzeugten
durch Bilder in Base-Call-Dateien. Diese werden anschlieBend von

den Local Run Manager-Analysemodulen verarbeitet. Die
RTA-Softwareanwendung verfligt nicht tGber eine
Benutzeroberflache.

Local Run Manager Benutzeroberflache Die Software Local Run Manager ist eine im Gerat integrierte
fur die Losung flr die Benutzerverwaltung, die Durchfiihrung der
Modulauswahl Sekunddranalyse und die Statusliberwachung. Weitere
Informationen finden Sie unter Local Run Manager Version 4
Software-Handbuch fiir MiSeqDx (Dokument-
Nr. 200046657).

Lagerung und Handhabung

Umgebungsfaktor Spezifikation

Temperatur Transport und Lagerung: -10 °C bis 40 °C
Betriebsbedingungen: 19 °C bis 25 °C

Luftfeuchtigkeit Transport und Lagerung: Nicht kondensierende Luftfeuchtigkeit
Betriebsbedingungen: 30 bis 75 % relative Feuchtigkeit (nicht
kondensierend)
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Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Gerate
und Materialien

Sequenzierungs-Verbrauchsmaterialien

MiSeqDx Reagent Kit v3 (Katalog-Nr. 20037124)
MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (Katalog-Nr. 20063860)

Vom Benutzer bereitzustellende Verbrauchsmaterialien

Stellen Sie sicher, dass die folgenden vom Benutzer bereitzustellenden Verbrauchsmaterialien verfligbar sind,
bevor Sie mit einem Lauf beginnen.

Verbrauchsmaterial Zweck
Alkoholtupfer, 70 % Isopropyl Reinigen des FlieBzellenglases und des
oder FlieBzellentisches

Ethanol, 70 %

Labortlcher, fusselfrei Reinigen des FlieBzellentisches
Linsenpapier, 10,2 x 15,2 cm Reinigen der FlieBzelle

Tween 20 Geratewaschlauf

Pinzette, viereckige Spitze, Kunststoff Entfernen der FlieBzelle aus dem
(optional) Versandbehalter

Wasser, Laborqualitat Geratewaschlauf

Richtlinien flir Wasser in Laborqualitat

Bei Gerateverfahren sollte immer deionisiertes Wasser bzw. Wasser in Laborqualitat verwendet werden.
Verwenden Sie niemals Leitungswasser.

Verwenden Sie nur die folgenden Wasserarten oder Aquivalente:

* Deionisiertes Wasser

* lllumina PW1

* 18-Megohm(MQ)-Wasser

*  Milli-Q-Wasser

* Super-Q-Wasser

* Wasserin Molekularbiologie-Qualitat
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Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

A WARNUNG

Diese Reagenzien enthalten potenziell gesundheitsschadliche Chemikalien. Personen kénnen
sich durch Einatmen, orale Aufnahme oder durch den Kontakt mit der Haut oder den Augen
verletzen. Die Beliiftung sollte fiir den Umgang mit gefahrlichen Materialien in Reagenzien
geeignet sein. Tragen Sie eine dem Expositionsrisiko entsprechende Schutzausriistung,
insbesondere Schutzbrille, Handschuhe und Laborkittel. Benutzte Reagenzien sind als
chemische Abfélle zu behandeln. Entsorgen Sie sie daher gemaB den geltenden regionalen,
nationalen und lokalen Gesetzen und Vorschriften. Zusatzliche umwelt-, gesundheits- und
sicherheitsbezogene Informationen finden Sie in den SDS unter support.illumina.com/sds.html.

* Handhaben Sie alle Blutproben so, als waren sie mit HIV (Humanes Immundefiziensvirus), HBV (Humanes
Hepatitis-B-Virus) oder anderen iber das Blut libertragbaren Erregern infiziert (allgemein gliltige
VorsichtsmaBnahmen).

* Wenn die beschriebenen Verfahren nicht eingehalten werden, kann dies zu fehlerhaften Ergebnissen oder
einer wesentlichen Abnahme der Probenqualitat fihren.

* Wenden Sie die routinemaBigen VorsichtsmaBnahmen fir das Labor an. Benutzen Sie zum Pipettieren
nicht den Mund. Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in ausgewiesenen Arbeitsbereichen. Tragen Sie
beim Umgang mit Proben und Kit-Reagenzien Einweg-Handschuhe und einen Laborkittel. Waschen Sie
sich nach dem Umgang mit Proben und Kit-Reagenzien griindlich die Hande.

* OrdnungsgemanBe Laborpraktiken und eine gute Laborhygiene sind unerlasslich, um eine Kontamination
von Reagenzien, Geraten und Proben genomischer DNA durch PCR-Produkte zu verhindern. Eine
Kontamination durch PCR-Produkte kann zu falschen und unzuverlassigen Ergebnissen fihren.

* Stellen Sie zur Verhinderung einer Kontamination sicher, dass die Voramplifikations- und
Nachamplifikationsbereiche tber dafiir vorgesehene Geratschaften und Verbrauchsmaterialien (z. B.
Pipetten, Pipettenspitzen, Hitzeblocke, Vortexer und Zentrifugen) verfligen.

* Gegebenenfalls muss die Index-zu-Proben-Paarung genau dem ausgedruckten Platten-Layout
entsprechen. Local Run Manager fillt die Index-Primer automatisch mit den zugehdrigen Probennamen
aus, wenn diese in das Modul eingegeben werden. Dem Benutzer wird empfohlen, vor dem Start des
Sequenzierungslaufs die mit Proben verbundenen Index-Primer zu tberprifen. Abweichungen zwischen
dem Probenblatt und dem Plattenlayout fihren zu einem Verlust der positiven Probenidentifikation und
fehlerhaften Ergebnisberichten.

* Eswirddringend empfohlen, eine (vom Benutzer bereitzustellende) Virenschutz-Software zu installieren,
um den Computer vor Viren zu schiitzen. Installationsanweisungen finden Sie im Benutzerhandbuch.

* Betreiben Sie das MiSegDx nicht, wenn irgendein Gehauseteil entfernt wurde. Wenn Sie das Gerat
betreiben, wahrend eines oder mehrere Gehauseteile entfernt sind, sind Sie moglicherweise Netz- und
Gleichstromspannungen ausgesetzt.
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Beruhren Sie nicht den FlieBzellentisch in der FlieBzellenkammer. Das Heizelement in der Kammer arbeitet
bei 22 °C bis 95 °C, sodass es zu Verbrennungen kommen kann.

Das Gerat wiegt etwa 57 kg und kann schwere Verletzungen verursachen, wenn es fallen gelassen oder
falsch gehandhabt wird.

Melden Sie schwerwiegende Vorkommnisse in Zusammenhang mit diesem Produkt unmittelbar an lllumina
und die zustandigen Behorden des Mitgliedslandes, in dem sich Anwender und/oder Patient befinden.

Gebrauchsanweisung

Die folgende Gebrauchsanweisung flir das MiSeqDx-Gerat erfordert die Reagenzien, die im MiSegDx Reagent
Kit v3 enthalten sind.

Erstellen eines Laufs mit Local Run Manager

Ausfihrliche Anweisungen zum Erstellen eines Laufs finden Sie im Local Run Manager Version 4 Software-
Handbuch fiir MiSeqDx (Dokument-Nr. 200046657) und im Local Run Manager-Modulhandbuch fiir das
verwendete Analysemodul.

Vorbereiten der Reagenzienkartusche

In den folgenden Anweisungen wird beschrieben, wie Reagenzien in einem Wasserbad mit Raumtemperatur
aufgetaut werden.

1.
2.

Nehmen Sie die Reagenzienkartusche aus dem -15 ° bis -25 °C kalten Lagerort heraus.

Legen Sie die Reagenzienkartusche in ein Wasserbad, das ausreichend deionisiertes Wasser mit
Raumtemperatur enthalt, um die Basis der Reagenzienkartusche bis zur auf der Reagenzienkartusche
aufgedruckten Wasserlinie einzutauchen. Das Wasser darf die Linie fir den maximalen Wasserstand nicht
Ubersteigen.

Abbildung 1 Linie fir maximalen Wasserstand

—_— o — —
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Lassen Sie die Reagenzienkartusche im raumtemperierten Wasserbad etwa 60-90 Minuten bzw. so lange
auftauen, bis sie vollstandig aufgetaut ist.

Nehmen Sie die Kartusche aus dem Wasserbad und klopfen Sie sie vorsichtig auf der Arbeitsflache ab, um
das Wasser von der Basis der Kartusche zu entfernen. Trocknen Sie die Basis der Kartusche ab. Stellen Sie
sicher, dass kein Wasser auf die Oberseite der Reagenzienkartusche gespritzt ist.
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Uberpriifen der Reagenzienkartusche

1. Invertieren Sie die Reagenzienkartusche 10-mal, um die aufgetauten Reagenzien zu mischen, und
Uberprifen Sie anschlieBend, ob alle Positionen aufgetaut sind.

2. Fuhren Sie eine Priufung der Reagenzien an den Positionen 1, 2 und 4 durch, um sicherzugehen, dass sie
vollstandig vermischt und frei von Ausfallungen sind.

HINWEIS Esist duBerst wichtig, dass die Reagenzien in der Kartusche vollstandig aufgetaut und
gemischt sind, damit eine ordnungsgemaBe Sequenzierung sichergestellt werden kann.

3. Klopfen Sie mit der Kartusche vorsichtig auf die Arbeitsflache, um Luftblasen in den Reagenzien zu
entfernen.

HINWEIS Die MiSeqgDx-Sipper-Rdhrchen reichen bis zum Boden der einzelnen Behalter, um die
Reagenzien zu aspirieren. Deshalb ist es wichtig, dass sich keine Luftblasen in den Behaltern
befinden.

4. Lagern Sie die Reagenzienkartusche auf Eis bzw. lagern Sie sie bei 2 °C bis 8 °C (bis zu 6 Stunden), bis Sie
den Lauf konfigurieren kdnnen. Die besten Ergebnisse erzielen Sie, wenn Sie direkt mit dem Laden der
Probe und dem Konfigurieren des Laufs fortfahren.

Vorbereiten von Proben fiur die Sequenzierung

Eine Anleitung zur Vorbereitung von Probenbibliotheken flir die Sequenzierung, einschlieBlich der Verdiinnung
und des Poolings von Bibliotheken, finden Sie im Abschnitt ,Gebrauchsanweisung” der Packungsbeilage.

Die Verdlinnung von Probenbibliotheken hdangt von der Komplexitat der Oligonukleotid-Pools ab. Es ist
erforderlich, die Clusterdichte auf dem MiSeqDx zu optimieren. Die optimale Clusterdichte variiert in
Abhangigkeit von dem jeweils eingesetzten Assay flr die Bibliotheksvorbereitung.

Laden der Probenbibliotheken in eine Kartusche

Wenn die Reagenzienkartusche vollstdndig aufgetaut und gebrauchsfertig ist, kdnnen Sie die Proben in die
Kartusche laden.

1. Verwenden Sie eine separate, saubere und leere 1-ml-Pipettenspitze, um die Verschlussfolie iber dem mit
Load Samples (Proben laden) bezeichneten Behalter auf der Reagenzienkartusche zu durchstechen.

HINWEIS Durchstechen Sie keine anderen Reagenzienpositionen. Die anderen Reagenzienpositionen
werden automatisch wahrend des Laufs durchstochen.
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2.

Geben Sie mit der Pipette 600 pl der vorbereiteten DAL-Probenbibliotheken (Diluted Amplicon Library,
verdliinnte Amplikonbibliothek) in den Behalter Load Samples (Proben laden). Achten Sie darauf, die
Verschlussfolie nicht zu berihren.

Uberpriifen Sie nach dem Laden der Probe, ob sich Luftblasen im Behélter befinden. Falls Luftblasen
vorhanden sind, klopfen Sie mit der Kartusche vorsichtig auf die Arbeitsflache, damit die Blasen
entweichen.

Abbildung 2 Laden der Bibliotheken

4. Fahren Sie mit den Schritten zum Konfigurieren des Laufs lber die Benutzeroberflache der MiSeq
Operating Software (MOS) fort.
Laufkonfiguration

Vollstandige Anweisungen zur Einrichtung des Laufs finden Sie im MiSeqDx-Geréat Referenzhandbuch fiir MOS
v4 (Dokument-Nr. 200010452).

1.
2.
3.

Melden Sie sich mit Ihrem Kennwort flr Local Run Manager beim MiSeqgDx-Gerat an.

Wahlen Sie im Startbildschirm der MOS-Software die Option Sequence (Sequenzieren).

Wahlen Sie einen Lauf aus der Liste aus und wahlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

Es 6ffnen sich Bildschirme fur die Laufeinrichtung in der folgenden Reihenfolge: ,Load Flow Cell” (FlieBzelle
laden), ,Load Reagents” (Reagenzien laden), ,Review" (Uberprifen) und,Pre-Run check” (Selbsttest).
Wenn der Bildschirm ,Load Flow Cell” (FlieBzelle laden) angezeigt wird, reinigen und laden Sie die FlieBzelle.
SchlieBen Sie den FlieBzellenriegel und die Klappe der FlieBzellenkammer.

Sowohl der Riegel als auch die Klappe der Kammer miissen geschlossen sein, bevor der Lauf gestartet

werden kann. Nachdem die FlieBzelle geladen wurde, liest die Software die RFID ein. In der rechten
unteren Ecke des Bildschirms wird eine Bestatigung angezeigt, dass die RFID erfolgreich gelesen wurde.

Folgen Sie den Software-Anweisungen zum Laden der Flasche mit MiSeqDx SBS Solution (PR2), stellen Sie
sicher, dass die Abfallflasche leerist, und setzen Sie die Reagenzienkartusche ein.
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Wenn die Flasche mit MiSegDx SBS Solution (PR2) und die Reagenzienkartusche geladen werden, liest die
Software die RFID ein. In der rechten unteren Ecke des Bildschirms wird eine Bestatigung angezeigt, dass
die RFID erfolgreich gelesen wurde.

7. Wenn der Lauf beginnt, wird der Sequenzierungsbildschirm ge6ffnet. Dieser Bildschirm bietet eine visuelle
Darstellung des aktuellen Laufs, einschlieBlich Intensitaten und Qualitats-Scores (Q-Scores).

Ergebnisse

Real-Time Analysis (RTA) ist eine integrierte Software, die die Bildanalyse sowie das Base-Calling durchfiihrt
und jeder Base flr jeden Sequenzierungszyklus einen Qualitats-Score zuweist. Wenn die Primaranalyse
abgeschlossen ist, beginnt das gemaR Erstellen eines Laufs mit Local Run Manager auf Seite 8 ausgewahlte
Modul auf dem MiSeqDx-Gerat die Sekundaranalyse. Informationen zu anderen Workflows finden Sie in der
assayspezifischen Dokumentation.

Verfahren zur Qualitatskontrolle

Die Software MiSegDx beurteilt jeden Lauf, jede Probe und jeden Base-Call anhand von
Qualitatskontrolimetriken. Falls erforderlich, missen die in die Bibliotheksvorbereitung einbezogenen positiven
und negativen Kontrollproben ebenfalls hinsichtlich der erwarteten Ergebnisse evaluiert werden.

Leistungsmerkmale

Alle Studien wurden mit dem MiSeqDx-System durchgefihrt.

In Keimbahn-Studien wurden entweder der MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay oder die Reagenzien
des TruSeq Custom Amplicon Kit Dx zur Bibliotheksvorbereitung verwendet. Beide Kits verwenden die gleichen
Reagenzien zur Bibliotheksvorbereitung und weisen nur einen Workflow-Unterschied auf: die Anzahl der PCR-
Zyklen (25 bzw. 28). Die zusatzlichen PCR-Zyklen ermdglichen eine geringere DNA-Zugabe beim TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx (50 ng) im Vergleich zum MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay (250 ng), wie in
der DNA-Zugabe-Studie unter Verwendung des TruSeq Custom Amplicon Kit Dx gezeigt wurde. Die mit dem
MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay vorbereiteten Bibliotheken wurden mit den dem Kit beigefligten
Sequenzierungsreagenzien sequenziert. Die Sequenzierung der Bibliotheken, die mit dem TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx vorbereitet wurden, erfolgte mit dem MiSeqDx Reagent Kit v3. Die Sequenzierungsreagenzien
aus diesem Kit erbrachten im Vergleich zu den Reagenzien des MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay eine
hohere Ausgabe.

Die Tests umfassen die vom MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro unterstitzten Probendurchsatzbereiche. Das
MiSeqgDx unterstitzt je nach Assay 1-96 Proben/Lauf. Das MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro ist flir einen
geringeren Probendurchsatz in diesem Bereich bei bestimmten Assays vorgesehen.

Bei den somatischen Studien wurde das TruSeq Custom Amplicon Kit Dx mit dem MiSegDx Reagent Kit v3
verwendet.
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Nach den Keimbahn- oder somatischen Workflows, die fiir die Vorbereitung von Bibliotheken mit dem TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx fur die Sequenzierung beschrieben sind, wurden bis auf zwei Ausnahmen Analysen
mit dem Germline Variant Module bzw. dem Somatic Variant Module durchgefiihrt. Studien, die das Ein-Gen-
Panel (Keimbahn-Leistung, MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay) oder das Zwei-Gen-Panel (somatische
Leistung) als reprasentatives Mutationspanel einsetzten, verwendeten Assay-spezifische Workflows und
Analysemodule.

HINWEIS Der Amplikon-Genominhalt wird relativ zum sequenzierten genomischen Strang
zusammengefasst. Bei Amplikons, die anhand des Minusstrangs entworfen wurden, ist der
Referenzgenominhalt das umgekehrte Komplement (z. B. PolyA-Regionen auf Minusstrang-
Amplikons entsprechen PolyT-Regionen auf dem Referenzgenom).

Definitionen von Berechnungen, die bei
Leistungsmerkmalen verwendet wurden

* Die positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA, Positive Percent Agreement) wird als der Anteil der von
einer Referenzmethode als Varianten klassifizierten Loci berechnet, die vom Assay korrekt gemeldet
werden.

— (Anzahl der Varianten-Loci, die vom Assay korrekt gemeldet werden) / (Gesamtzahl der Varianten-Loci)
Vom Assay gemeldete Varianten-Loci, die konkordant mit der Referenzmethode sind, sind richtig
positive Werte (TP). Als Referenz-Calls oder unterschiedliche Varianten-Calls vom Assay gemeldete
Varianten-Loci sind falsch negative Werte (FN)

* Die negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA, Negative Percent Agreement) wird als der Anteil der von
einer Referenzmethode als Wildtyp klassifizierten Loci berechnet, die vom Assay korrekt gemeldet werden.
— (Anzahl der Wildtyp-Loci, die vom Assay korrekt gemeldet werden) / (Gesamtzahl der Wildtyp-Loci)

Vom Assay gemeldete Wildtyp-Loci, die konkordant mit der Referenzmethode sind, sind richtig
negative Werte (TN). Wildtyp-Loci, die vom Assay als Varianten gemeldet werden, sind falsch positive
Werte (FP).

* Die prozentuale Gesamtubereinstimmung (OPA) wird als der Anteil der Loci berechnet, die vom Assay in
Bezug auf eine Referenzmethode korrekt gemeldet werden.

— ((Anzahl der vom Assay korrekt gemeldeten Varianten-Loci) + (Anzahl der vom Assay korrekt
gemeldeten Wildtyp-Loci)) / ((Gesamtzahl der Varianten-Loci) + (Gesamtzahl der Wildtyp-Loci))

* Bei Anwendungen fiir das Varianten-Calling umfassen die Berechnungen von PPA, NPA und OPA keine ,No
Calls" (Varianten- oder Referenz-Loci, die einen oder mehrere Qualitatsfilter nicht passieren). Zwei Studien
umfassen explizit ,No Calls” in der Metrik ,% korrekte Calls”. Diese Einbeziehung von No Calls ist in den
entsprechenden Tabellen angegeben.

Dokument-Nr. 200006218 Version 02 12 von 70

FUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK. NUR FUR DEN EXPORT.



MiSeqDx-Gerit Packungsbeilage fiir Gerdte mit MOS v4 illumina

* Die Call-Rate wird als Gesamtzahl der Loci nach Filterung geteilt durch die Gesamtzahl der sequenzierten
Positionen der Chromosomen 1-22 berechnet. Die Chromosomen X und Y werden nicht bertcksichtigt.
Diese Metrik beriicksichtigt nicht die Ubereinstimmung der Calls mit der Referenzmethode.

Die Leistungsmerkmale beziiglich voranalytischer Faktoren (z. B. Extraktionsmethoden oder DNA-Zugabe)
finden Sie in der Packungsbeilage der entsprechenden Bibliotheksvorbereitungsmethode.

Probenindizierung

Proben-Index-Primer, die wahrend der Bibliotheksvorbereitung hinzugefligt werden, weisen jeder Proben-DNA
eine eindeutige Sequenz zu, wodurch es moglich ist, mehrere Proben in einem einzigen Sequenzierungslauf
zusammenzufassen. Die Probenindizierung wurde sowohl beim Workflow flir Keimbahn-Varianten als auch
beim Workflow flr somatische Varianten getestet.

Mit einem reprasentativen Assay, der fur die Abfrage zahlreicher Gene, die 12.588 Basen pro Strang Uber alle
23 menschlichen Chromosomen hinweg abdecken, ausgelegt ist, wurden insgesamt 96 Probenindizes
getestet. Es sollte die Fahigkeit des Assays Uberprift werden, flir eine bestimmte Probe einen
gleichbleibenden Genotypisierungsaufruf Uber verschiedene Index-Primer-Kombinationen hinweg vornehmen
zu kdnnen. Das Y-Chromosom enthalt keine zuverldssigen Regionen und wurde nicht ausgewertet. Acht
eindeutige Proben wurden mit 12 unterschiedlichen Kombinationen von Index-Primern je Probe getestet. Die
Probenergebnisse des Germline Analysis Module wurden mit der Platinum Genomes Version 2016-01
verglichen. Die PPA (SNVs und Indels) Uberschritt 97 % (Richtig-Positiv-Calls lagen bei mindestens 70 fiir SNVs,
38 fur Insertionen, 36 flir Deletionen) und die NPA lag fir jede der 96 Indexkombinationen bei 100 %
(mindestens 23.440 Referenzpositionen pro Indexkombination). Unabhangig davon wurde ein einzelner Index
getestet, um zu Uberprifen, ob die Sequenzierungschemie des MiSegDx Reagent Kit v3 weniger als acht
Proben unterstltzen kann (flr die Vorlaufer-Chemie im MiSeqDx Universal Kit 1.0 war ein Minimum von acht
Proben erforderlich). Dieser Index wies PPA-Werte von 98,9 % (180/182) fiir SNVs, 100 % (38/38) fiir
Insertionen und 100 % (46/46) fur Deletionen auf. Die NPA betrug 100 % (23.856/23.856).

Zwolf Replikate (24 Bibliotheken) einer Probe wurden mit dem Somatic Variant Module getestet, um die
Indexgenauigkeit somatischer Varianten bei Haufigkeiten zwischen 0,05 und 0,10 zu messen (pro Replikat
wurden zwei Indexkombinationen flr somatische Calls verwendet). Die PPA lag bei 100 %, sowohl fir SNVs
(64/64) als auch fur Insertionen (11/11) und Deletionen (19/19). Die NPA betrug flr alle Indexkombinationen
100 % (mindestens 11.590 Referenzpositionen pro Indexkombination).

Probenverschleppung

Der Workflow fur das MiSeqDx-Gerat beinhaltet die Bibliotheksvorbereitung und die Sequenzierung mehrerer
Proben und Kontrollproben, die alle gleichzeitig verarbeitet werden. Die Probenverschleppungsstudie wurde
durchgefiuhrt, um festzustellen, ob die Testergebnisse durch falsch positive Ergebnisse aufgrund einer
Verschleppung durch eine Well-zu-Well-Kontamination wahrend der Vorbereitung der Probenbibliothek oder
durch eine Lauf-zu-Lauf-Kontamination zwischen aufeinander folgenden Sequenzierungslaufen beeinflusst
werden. Es wurden somatische Varianten verwendet, da diese bei Ereignissen mit geringeren Allelhdufigkeiten
erkannt werden kénnen als Keimbahnvarianten.
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Die Proben bestanden aus vier Proben genomischer DNA aus Zelllinien, die jeweils unterschiedliche Panel-
Mutationen in einem reprasentativen Assay mit zwei Genen enthielten. Die Proben waren so beschaffen, dass
eine Mutation an einer Position in der einen Probe eine Referenzsequenz (Wildtyp) in den anderen Proben
hatte.

Eine Verschleppung von Well zu Well ist als ein Fehlermodus definiert, der potenziell durch manuelle
Verarbeitungsschritte (Pipettieren, Mischen von Proben usw.) erzeugt wird. Um die Verschleppung von einem
Proben-Well zu einem anderen zu untersuchen, wurden zwei Testlaufe durchgefihrt:

* Ein Schachbrettlayout von einer Probe genomischer DNA (gDNA) mit hoher Zugabemenge, die eine
Mutation in Gen 1 enthalt, im Wechsel mit einer gDNA-Probe mit geringer Zugabemenge, die eine Mutation
in Gen 2 enthalt.

* Ein Schachbrettlayout von einer gDNA-Probe mit hoher Zugabemenge, die eine Mutation in Gen 2 enthalt,
im Wechsel mit einer gDNA-Probe mit geringer Zugabemenge, die eine Mutation in Gen 1 enthalt.

In jedem Lauf wurden insgesamt 12 Replikate auf falsch positive Werte hin untersucht (z. B. wurde eine Gen-1-
Mutation in einem Well gemeldet, die als eine Gen-2-Mutationsprobe vorgesehen war, oder umgekehrt).

Eine Verschleppung von Lauf zu Lauf ist als ein Fehlermodus definiert, der potenziell durch Rickstande aus
einem vorherigen Sequenzierungslauf erzeugt wird. Um festzustellen, ob es eine Verschleppung zwischen
Sequenzierungslaufen gibt, wurden zwei Platten mit jeweils 11 Replikaten einer einzigen eindeutigen Probe
genomischer DNA mit hoher Zugabemenge plus eine Leerprobe vorbereitet und nacheinander auf einem
MiSegDx-Gerat sequenziert und auf falsch positive Werte hin untersucht. Der erste Lauf enthielt 11 Replikate
einer Gen-2-Mutationsprobe plus eine Leerprobe. Der zweite Lauf enthielt 11 Replikate einer Gen-1-
Mutationsprobe plus eine Leerprobe. Die Gen-2-Mutationsprobenbibliothek wurde zuerst sequenziert, dann
folgte ein Sequenzierungslauf mit der Gen-1-Mutationsprobenbibliothek, gefolgt von einem erneuten
Sequenzierungslauf der Gen-2-Mutationsprobenbibliothek. Wenn Gen-2-Mutationen in einem reinen Gen-1-
Mutationslauf festgestellt werden und umgekehrt, deutet dies auf eine Verschleppung hin.

Es wurden keine falsch positiven Werte (0/24, 0 %) aufgrund einer Verschleppung von Well zu Well gemeldet.
Alle erwarteten Mutationen wurden erkannt. Es wurden keine falsch positiven Werte (0/24, 0 %) aufgrund einer
Verschleppung von Lauf zu Lauf gemeldet. Alle erwarteten Mutationen wurden erkannt. Es wurden keine
falsch positiven Werte (0/48, 0 %) aufgrund einer Gesamt-Verschleppung (Well-zu-Well- und Lauf-zu-Lauf-
Verschleppung zusammen) gemeldet.
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Keimbahn-Leistungsmerkmale

Die hier beschriebenen Studien verwendeten zur Analyse von Sequenzierungsdaten das Germline Variant Module, mit Ausnahme jener
Studien, die das Ein-Gen-Panel verwendeten, bei denen ein Assay-spezifisches Modul eingesetzt wurde.

Genauigkeit

Die folgende Studie wurde durchgefuhrt, um die Genauigkeit des MiSeqDx-Gerats unter Einsatz des MiSeqDx Reagent Kit v3 und
hochwertiger DNA zu beurteilen. Die Studie verwendete einen reprasentativen Assay, der darauf ausgelegt ist, mithilfe von 150
Amplikons verschiedenste Gene abzufragen, die 12.588 Basen Uber 23 unterschiedliche Chromosomen hinweg abdecken. Das Y-
Chromosom enthalt keine zuverldssigen Regionen und wurde nicht ausgewertet. Die 12 eindeutigen in dieser Studie verwendeten
Proben stammen aus einer Familie — von zwei Elternteilen und 10 Kindern —, deren Proben bereits mehrmals von verschiedenen Laboren
und anhand verschiedener Sequenzierungsmethoden sequenziert wurden. Es gibt finf weibliche und sieben mannliche Proben. Jede
der Proben wurde zweifach getestet. Die Genauigkeit der SNVs, Insertionen und Deletionen wurde ermittelt, indem die Daten der
Studie mit denen einer gut charakterisierten Referenzdatenbank verglichen wurden. Die Sequenz der Referenzdatenbank (Platinum
Genomes Version 2016-01) wurde aus der Kombination mehrerer Sequenzierungsmethoden, 6ffentlich zuganglicher Daten und
Erbinformationen abgeleitet. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die Definition der genomischen Regionen anhand dieser
Referenzmethode. Insgesamt wurden acht Laufe je Probe durchgeflihrt. Die Tabellen zum Nachweis der Genauigkeit basieren auf
Daten aus dem ersten Lauf.

Tabelle 1 enthalt die Studiendaten mit positiver und negativer prozentualer Ubereinstimmung je Probe, wobei die Variantenergebnisse
mit der gut charakterisierten zusammengesetzten Referenzmethode fiir PPA-Berechnungen verglichen werden. Die drei
Variantentypen (SNV, Insertionen und Deletionen) werden kombiniert. Da die Referenzmethode nur Ergebnisse fir die
Einzelnukleotidvarianten und Insertionen/Deletionen liefert, werden Ergebnisse von Basen ohne Varianten fiir NPA-Berechnungen mit
der Referenzsequenz des Humangenoms hg19 verglichen.

Tabelle 1 Ubereinstimmung der Base-Call-Ergebnisse des MiSeqDx-Geréts je Probe

. Gesamtzahl Gesamtzahl
Mittlere Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
Probe . RP- FN- Y PPA NPA OPA
Call-Rate Varianten ) . .No Calls RN-Calls
Varianten Varianten

NA12877  >99,9 152 152 0 4 24.024 100 100 100
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Gesamtzahl Gesamtzahl

Mittlere Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl

Probe Call-Rate Varianten sz;ianten l\:ll;l;ianten .No Calls“ RN-Calls PPA NPA — OPA
NA12878 >99,9 270 266 0 4 23.856 100 100 100
NA12879  >99,9 192 190 1 1 24.054 99,5 100 > 99,9
NA12880 >99,9 222 220 0 6 24.052 100 100 100
NA12881 >99,9 250 247 1 2 23.862 99,6 100 > 99,9
NA12882  >99,9 200 196 2 2 23.962 99,0 100 > 99,9
NA12883  >99,9 226 224 0 6 23.870 100 100 100
NA12884  >99,9 228 226 1 1 23.942 99,6 100 >99,9
NA12885 >99,9 244 240 2 2 23.942 99,2 100 > 99,9
NA12886  >99,9 230 228 1 1 23.888 99,6 100 > 99,9
NA12888 >99,9 216 216 0 4 24.002 100 100 100
NA12893  >99,9 236 234 0 2 23.810 100 100 100

Der reprasentative Assay umfasste 150 Amplikons, die zahlreiche genomische Inhalte abdeckten. Der GC-Inhalt der Amplikons lagim
Bereich von 26-87 %. Die Amplikons wiesen auch eine Reihe von Einzelnukleotid- (z. B. PolyA, PolyT), Dinukleotid- und Trinukleotid-
Repeats auf. Die Daten wurden pro Amplikon zusammengestellt (Tabelle 2), um die Auswirkungen der genomischen Inhalte auf den
Prozentsatz an korrekten Calls zu ermitteln. Der Prozentsatz an korrekten Calls beinhaltet Varianten- und Referenz-Calls und liegt
unter 100 %, wenn falsche Calls oder ,No Calls” erfolgt sind. ,No Calls” treten auf, wenn ein oder mehrere Filter flir das Varianten-
Calling nicht passiert werden (z. B. unzureichende Coverage).

Sieben der acht FN-Varianten in Tabelle 2 traten mit einer 1-bp-Insertion auf Amplikon 111 auf, das auBerdem PolyA-Homopolymer-
und GC-Inhalt von 0,29 enthalt. Das verbleibende 1-FN-Ergebnis (falscher Call) wurde auf Amplikon 125 mit einem GC-Inhalt von 0,68
beobachtet, wo anstelle des erwarteten Calls einer heterozygoten SNV ein homozygoter Varianten-Call erfolgte. Die SNV-
Variantenhaufigkeit betrug 0,71 und lag somit Gber dem Schwellenwert fir die Klassifizierung homozygoter Varianten von 0,70.
Amplikon 17 hatte den niedrigsten Prozentsatz an korrekten Calls (98,2 %). Es wies 40 ,No Calls” auf und enthielt AT-Wiederholungen
sowie GC-Inhalt von 27 %.
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Tabelle 2 Genauigkeitsdaten auf Amplikon-Level fiir das MiSeqDx-Gerat

Amplikon Chromosom

N o g b~ W

10
n
12
13
14

15
16

18
19
20

21
22
23

24

NN N N N NN

W W W W NN

w

Amplikon-
Beginn
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039
247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604

Amplikon-
Ende
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681

GréBedes
analysierten
Fragments

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78

Basenin
zuverlassigen
Regionen

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78

Amplikon-Genominhalt

Indel

PolyA (5), PolyC (5),
Indel

Indel
Indel
PolyG (5)
PolyT (10), Indel

PolyA (5), CT(3), TAA
(3), Indel

Indel
Indel
N. z.
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), Indel

PolyT (5), PolyA (6),
Indel

N. z.
PolyT (5), Indel
AT (3), Indel
N. z.
CT(3), Indel

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

Indel
PolyA (6)

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

N. z.

C
Inhalt

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
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,29

Gesamtzahl
korrekter Calls
2.232
1.896

2.184
2.208
1.944
1.680
2.12

2.160
1.920
1.944
1.800
2.12
2.088
2.184

2.232
1.752
2.192
1.992
1.680
2.12

1.774
1.872
2.328

1.872

Gesamtzahl
falscher Calls

o

o o o o o o o o o o o o

o o o o o o

o

Gesamtzahl
,No Calls”

0

o o o o o o o o o oo o o

o

40

%
korrekte
Calls

100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

100
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Amplikon Chromosom

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 ua ua a b b b

N N NN NN o oo o

0o

Amplikon-
Beginn
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

Amplikon-
Ende
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

GroBedes
analysierten
Fragments

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

Basenin
zuverlassigen
Regionen

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

Amplikon-Genominhalt

PolyA (5), Indel
PolyA (5)
PolyA (7), Indel
N. z.
GT(3), CCA(3)
N. z.
PolyA (6), Indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), Indel

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

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

N. z.

Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), Indel

PolyG (6), PolyC (6),
Indel

N. z.
Indel

N. z.

GC
Inhalt
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

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.488
1.656
1.488
1.800
2.016
1.536
1.992
1.608
2.184
1.800
2.448
2.208
2.244
2.352

2.280
2.064
2.256
2.184
1.752

2.12

2.088
2.040
2.160
2.184

1.584
2.232
1.992

Gesamtzahl
falscher Calls

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

O o o o/lo o o o o o

o

Gesamtzahl
,No Calls”

O o 0o o o o o o o o o o

SN

O o o/lo o o o o o o

o

%
korrekte
Calls

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

A SO 1w 81ela9 In) abejiegsbunyoed 1189 -xabasSIN



"140dX3 NI d4N4 4NN MILSONOVIA-OHLIA-NI dN4

C0 UOISIBA 81290000¢ IN-uswnxoqd

6l

Amplikon Chromosom

52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

© © © © © o

10
10
10
10
10
10
10
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
12

Amplikon-
Beginn

24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629

27317777

33018351

45084159
55892599

101611250
118351373

8159816

30177648

47470345

59837679

64418856

93529612
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313

2834770

26811004

Amplikon-
Ende

24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885
125769397
2834853
26811096

GroBedes
analysierten
Fragments

90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84

Basenin
zuverlassigen
Regionen

89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93

Amplikon-Genominhalt

PolyG (7), CTC(4),
Indel

Indel
PolyG (6)
Indel
N. z.
AT(3)
PolyC (6), Indel
PolyG (5), Indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), Indel
N. z.

N. z.

N. z.

Indel
N. z.

Indel
N. z.
PolyA (5)

N. z.
PolyG (6)
Indel
PolyA (5), CA(3), Indel
GA(3)
PolyC (5), Indel
PolyA (7), AC(4)

GC
Inhalt
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
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
0,33

Gesamtzahl
korrekter Calls

2.113

1.608
2.352
1.560
2.304
1.992
2.328
1.872
2.184
1.896
2.160
2.280
2.102
1.920
1.944
2.304
1.680
2.400
1.488
2.448
1.752
2.040
2.184
2.040
2.040
2.040
2.016
2.232

Gesamtzahl
falscher Calls

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

Gesamtzahl
,No Calls”

23

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

=
o

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

%
korrekte
Calls

98,9

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
100
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Amplikon Chromosom

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
107

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

Amplikon-
Beginn
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
3594191

Amplikon-
Ende
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
3594277

GroBedes
analysierten
Fragments

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
87

Basenin
zuverlassigen
Regionen

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
87

Amplikon-Genominhalt

N. z.
PolyA (6)
PolyG (5)

N. z.

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7), Indel

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
N. z.
PolyT (5), Indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), Indel
PolyT (6)
Indel
N. z.
Indel
N. z.
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), Indel
GC(3)
PolyC (5), Indel

GC

Inhalt
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
0,67

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.944
1.704
2.280
1.752
2.12

2.136
1.848
1.608
1.992
1.727
1.944
2.184
1.584
2.256
2.304
1.632
2.232
2.280
1.704
2.184
1.680
1.512

2.280
2.088
2.496
2.184
2.136
2.088

Gesamtzahl
falscher Calls

o o o o o

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

Gesamtzahl
,No Calls”

o o oo o

o o o o

=y

O O 0O/lo0o O O O o o oo o o o o o o o

%
korrekte
Calls

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
100
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Amplikon Chromosom

108
109
110
m
112
13

14
15
16
7z
18
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

17
17
17
17
17
17

17
17
17
18
18
18
18
18
18
18
19
19
19
20
20
20
20
20
20
20
20
21

Amplikon-
Beginn
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823

Amplikon-
Ende
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888

GroBedes
analysierten
Fragments

91
93
91
84
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66

Basenin
zuverlassigen
Regionen

91
93
89
82
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66

Amplikon-Genominhalt

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)

N. z.

PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), Indel
CTC(3), Indel
CT(3), Indel
z.

Z.

z z z z|z
N

GT(3),TG(4), Indel
Indel
Indel
PolyG (6)
Indel

Indel

GC

Inhalt
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
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

Gesamtzahl
korrekter Calls
2.184
2.232
2.136
1.944
2.184
2.208

1.887
2.064
2.016
1.608
2.184
1.656
1.800
1.944
2.040
1.560
2.376
1.775

1.680
2.256
1.968
1.824
1.680
2.424
1.608
2.12

2.088
1.584

Gesamtzahl
falscher Calls

O O N o o o

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

O o o o/lo o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

0
0

17

o

O O Ojlo0o O O O O 0o o o 0o o o o o o/lo o o o ©

%
korrekte
Calls

100
100
100
98,8
100
100

99,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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o Amplikon-

§ Amplikon Chromosom mp I_ on

Beginn

3

[0]

= 136 21 33694176

= 137 21 36710706

N

= 138 21 46644924

o

S 139 21 46705575

N

> 140 22 25750774

S 141 22 32439233

L 142 22 37409844

=)

o 143 22 37637596

N
144 22 47081347
145 X 15870424
146 X 135288543
147 X 135290777
148 % 2655397
149 Y 2655519
150 Y 2655609

Amplikon-
Ende
33694273
36710792
46644992
46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

GroBedes
analysierten
Fragments

98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71
65
91
71

Basenin
zuverlassigen
Regionen

98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikon-Genominhalt

PolyT (6), CA(3)
GT(3), Indel
PolyA (6), AG(3), Indel
PolyT (5), PolyA (6)
Indel
N. z.

Indel
N. z.

Indel
PolyT (5)
PolyC (5)

N. z.

N. z.

N. z.

PolyA (5)

GC
Inhalt
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

Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
korrekter Calls falscher Calls ,No Calls”

2.352
2.088
1.656
2.160
2.400
2.328
2.328
2.376
2.208
1.656
1.656
1.704

0

0

0

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

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

Tabelle 3 enthalt eine Liste der Varianten, die das Ergebnis ,No Call“ hatten. In der Tabelle sind auch die entsprechenden Filter

aufgeflhrt, die zu den ,No Call“-Ergebnissen fiihrten. Die Insertion auf Amplikon 111 wurde bei 9 von 16 Vorkommen gefiltert. Die

restlichen sieben Vorkommen waren Referenz-Calls und daher Falsch-Negativ-Ergebnisse.

Tabelle 3 Zusammenfassung der Varianten mit ,No Calls”

Amplikon-
Nr.

64
m

Chr.-Pos.

10:55892600
17:39589692

Variante

TAC>T
C>CA

Entsprechender
Amplikon-Inhalt

AC(11),42% GC

PolyA (13), 29 %
GC

Filter

R5x 9'
R5x9

Verpasste
Varianten

10
9

Erwartete
Varianten

10
16

TR5 x 9: Wiederholungsfilter. Eine Variante wird gefiltert, wenn die gesamte oder ein Teil der Variante im Referenzgenom angrenzend an die
Variantenposition wiederholt vorkommt. Es miissen mindestens neun Wiederholungen in der Referenz vorhanden sein und es werden nur
Wiederholungen mit Ladngen von bis zu 5 bp beriicksichtigt.

(44

%
korrekte
Calls

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
N. z.
N. z.
N. z.

FN-
Calls
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Die Sequenzierungsergebnisse der Probe NA12878 wurden mit einem auBerst zuverlassigen Genotyp fir NA12878 verglichen, der vom
National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v2.19) festgelegt wurde. Von den 150 Amplikons befanden sich 92 Amplikons
vollstandig innerhalb der duBerst zuverlassigen genomischen Regionen, 41 Amplikons wiesen eine Teiliberlappung und 17 Amplikons
keine Uberlappung in der NIST-Sequenz auf. Daraus ergaben sich 10.000 Koordinaten pro Replikat fiir den Vergleich. Base-Calls ohne
Varianten wurden mit der Referenzsequenz des Humangenoms 19 verglichen. Die Genauigkeitsergebnisse sind in Tabelle 4
dargestellt.

Tabelle 4 Ubereinstimmung der Base-Call-Ergebnisse des MiSeqDx-Geréts mit der NIST-Datenbank fiir Probe NA12878

A i - -

Probe nza.hl Mittlere Ges.amtzahIRP Ges.amtzahIFN Gesamtzahl Gesamtzahl PPA NPA OPA
Amplikons Call-Rate Varianten Varianten TN-Calls FP-Calls

NA12878 133 99,98 208 0 19.380 0 100 100 100

Die Proben wurden auf das Calling kleiner Insertionen und Deletionen (Indels) hin weiter analysiert (Tabelle 5). In einigen Fallen kam
das Indel in zwei oder mehreren Proben haufig vor, wie in der Spalte ,,Gesamtzahl der Probenreplikate mit Indel” dargestellt. Die
Ergebnisse beider Replikate der 12 gliltigen Proben sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Es gabinsgesamt 71 Indels mit 1-24 bp groBen
Insertionen und 1-25 bp groBen Deletionen. Jeweils 69 Indels wurden mit einer positiven prozentualen Ubereinstimmung von 100 %
erkannt. Eine Deletion (Amplikon 64; 2-bp-Deletion (chr10 55892600 TAC>T) wies keine korrekten Calls auf, da jede Variante aufgrund
des R5 x 9-Filters zu einem ,No Call” fihrte. Daher konnte die PPA (Positive Percent Agreement, positive prozentuale
Ubereinstimmung), die ,No Calls“ ausschlieBt, nicht berechnet werden. Ein anderes Indel, 1-bp-Insertion (chr17 39589692 C>CA auf
Amplikon 111) hatte ebenfalls keine korrekten Calls, da neun Varianten aufgrund des R5 x 9-Filters zu einem ,No Call“ und sieben
Varianten zu einem FN-Call fUhrten.

Tabelle 5 Zusammenfassung der Indel-Erkennung mit dem MiSeqDx-Gerat

. N GréBtT:des Pl Gesamtz:f)hl derv Anz.der  Gesamtzahl Gesamtzahl
Amplikon Chromosom  Position analysierten Ty AL o Indel Probenreplikate mit .No falscherindel-  korrekterIndel- PPA
Fragments Indel Calls” Calls Calls
1 1 36450544 93 25-bp-Deletion  GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
2 1 109465165 79 3-bp-Deletion ACTT>A 12 0 0 12 100
3 1 218353908 91 23-bp-Insertion T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
4 1 223906701 92 17-bp-Deletion GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
6 1 236372081 70 5-bp-Insertion C>CTTAAG 10 0 0 10 100
7 1 247812083 88 3-bp-Insertion C>CATG 10 0 0 10 100
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Amplikon Chromosom

13
14
16
17
19
21
25
27
31
34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52
53
55
58
59
63
64

Position

55862804
87003972
200796749
212245090
235016388
4466274
49851375
190106071
56236567
164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514
149503916
156476548
24811064
76518677
105586193
138995370
5987158
45084202
55892600

GroBedes
analysierten
Fragments

90
80
87
91
73
93
70
75
66
62
83
75
92
100
95
95
88
85
90
91
93
90
67
65
97
79
95
89

Amplikon-Indel-
Typ und -Lange
7-bp-Insertion
6-bp-Deletion
5-bp-Insertion
12-bp-Insertion
2-bp-Insertion
23-bp-Deletion
9-bp-Insertion
1-bp-Deletion
8-bp-Deletion
11-bp-Insertion
4-bp-Deletion
8-bp-Insertion
21-bp-Deletion
3-bp-Deletion
25-bp-Deletion
23-bp-Deletion
1-bp-Insertion
4-bp-Deletion
1-bp-Insertion
4-bp-Deletion
11-bp-Deletion
1-bp-Deletion
4-bp-Insertion
4-bp-Insertion
21-bp-Deletion
3-bp-Deletion
16-bp-Deletion

2-bp-Deletion

Indel

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

CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G

C>CT

CAAGT>C
T>TC

GGATA>G

GAATCTGCACTT>G

AG>A

T>TACTG

C>CAATT

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T

Gesamtzahl der

Probenreplikate mit

Indel
14
6
24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12
8
16
12
24
8
12
24
14
2
14
10
12
10

Anz. der
.No
Calls”

O O O/lo0o O O 0O 0Ojlo/o O 0o o oooolo o o o oo o o o o

Y
o

Gesamtzahl
falscher Indel-
Calls

o

O O O O O 0O 0O 0ojl0o O 0O O oo o oo o o o oo o o o o o

Gesamtzahl
korrekter Indel-
Calls

14
6
24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12
8
16
12
24
8
12
24
14
2
14
10
12
0

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
N. z.
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Amplikon Chromosom

68
70
75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
m
12
113
14
120
121
122
130

n
n
n
n
12
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16

Position

30177690
59837721
118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
8543831
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425
54815706
21766863

GroBedes
analysierten
Fragments

70
62
85
85
84
89
89
77
73
81
91
94
68
95
72
70
91
87
91
93
84
84
92
79
75
81
85
70

Amplikon-Indel-
Typ und -Lange
2-bp-Insertion
8-bp-Insertion
8-bp-Deletion
2-bp-Deletion
21-bp-Insertion
19-bp-Insertion
4-bp-Insertion
20-bp-Deletion
22-bp-Deletion
4-bp-Insertion
16-bp-Deletion
5-bp-Deletion
6-bp-Deletion
25-bp-Deletion
3-bp-Insertion
4-bp-Insertion
7-bp-Deletion
1-bp-Deletion
18-bp-Insertion
4-bp-Insertion
1-bp-Insertion
24-bp-Insertion
4-bp-Deletion
12-bp-Deletion
22-bp-Insertion
3-bp-Insertion
2-bp-Deletion

15-bp-Deletion

Indel

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

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

Gesamtzahl der

Probenreplikate mit

Indel
10
12
10
10
24
24
12
14
24
20
10
10
12
14

8
8
16

10
10
16
24
12
20
24
20
20

Anz. der
.No
Calls”

o

O O O O O 0O 0Ol vWw O O 0O 0O oo o oo o o o oo o o o o o

Gesamtzahl
falscher Indel-
Calls

o

O O O O O O O/ N]O O 0O o oo o oo o o o o/ olo o o o o

Gesamtzahl
korrekter Indel-
Calls

10
12
10
10
24
24
12
14
24
20
10
10
12
14
8
8
16

10
10

24
12
20
24
20
20

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
0
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromosom  Position
131 20 25278464
132 20 50897361
134 20 62690925
135 21 30300873
137 21 36710749
138 21 46644985
140 22 25750814
142 22 37409885
144 22 47081407

Reproduzierbarkeit

GroBedes
analysierten
Fragments

101
67
87
66
87
69
100
97
92

Amplikon-Indel-
Typ und -Lange
5-bp-Insertion
11-bp-Insertion
16-bp-Deletion
11-bp-Insertion
21-bp-Deletion
5-bp-Deletion
6-bp-Insertion
5-bp-Insertion

10-bp-Deletion

Indel

A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC
TCCTGGCTGGCCTGTGG>T
G>GATAAAACTTTA
ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A
GTTGTT>G
C>CAGGGCA
C>CTGTTT
GGGCACAGGCA>G

Gesamtzahl der

Probenreplikate mit

Indel
20
24
10
10
16

8
20
2
12

Anz. der
~No
Calls”

o

O o o/lo o o o o

Gesamtzahl
falscher Indel-
Calls

o

O o o/lo o o o o

Gesamtzahl
korrekter Indel-
Calls

20
24
10
10
16
8
20
2
12

Es wurden zwei Studien durchgefuhrt, um die Reproduzierbarkeit des MiSeqDx-Gerats mit Zelllinien (Studie 1und 2) bzw.
leukozytenbereinigten Blutproben, die mit Zelllinien versetzt wurden (Studie 2), zu untersuchen. Studie 1 wurde mit mehreren Geraten
durchgefihrt. Studie 2 erfolgte an mehreren Standorten.

Studie 1

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des MiSeqDx-Gerats fihrten zwei Bediener auf zwei Geraten und mit zwei
Reagenzienchargen insgesamt acht Laufe durch. Der reprasentative Assay, die Proben und die Referenzmethode waren die gleichen
wie bei der Genauigkeitsstudie.

Die Ergebnisse werden fur jedes Gerat pro Amplikon dargestellt Tabelle 6, um die Calling-Reproduzierbarkeit auf den Geraten

nachzuweisen. ,% korrekte Calls” berlicksichtigte falsche und,No Calls” (ein oder mehrere Filter fir das Varianten-Calling wurden nicht

passiert). Die Gerate erzeugten fir ein bestimmtes Amplikon dieselbe Anzahl von ,No Calls” und falschen Calls.

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Tabelle 6 Ergebnisse der Studie zur gerateabhangigen Reproduzierbarkeit flir das MiSeqDx-Gerat (Amplikon-Level)

MiSegDx 1 MiSegDx 2
Amplikon- GroBedes Basenin Amplikon-
Amplikon Chromosom BZginn Amplikon-Ende  analysierten zuverldssigen Gen:minhalt GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
Fragments Regionen korrekter falscher No Calls” korrekter falscher No Calls”
Calls Calls Calls Calls
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 8.928 0 0 8.928 0 0
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), 0,38 7.584 0 0 7.584 0 0
PolyC (5),
Indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 8.736 0 0 8.736 0 0
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 8.832 0 0 8.832 0 0
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 7.776 0 0 7.776 0 0
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), 0,39 6.720 0 0 6.720 0 0
Indel
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), 0,27 8.448 0 0 8.448 0 0
CT(3), TAA
(3), Indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 8.640 0 0 8.640 0 0
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 7.680 0 0 7.680 0 0
10 2 177016721 177016805 85 81 N. z. 0,65 7.775 1 0 7.775 1 0
n 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 7.200 0 0 7.200 0 0
12 2 190323504 190323591 88 88 PolyT (5) 0,42 8.448 0 0 8.448 0 0
13 2 200796740 200796826 87 87 PolyT (5), 0,31 8.352 0 0 8.352 0 0
Indel
14 2 212245049 212245139 91 91 PolyT (5), 0,3 8.736 0 0 8.736 0 0
PolyA (6),
Indel
15 2 228147052 228147144 93 93 N. z. 0,43 8.928 0 0 8.928 0 0
16 2 235016350 235016422 73 73 PolyT (5), 0,42 7.008 0 0 7.008 0 0
Indel
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), Indel 0,27 8.761 0 167 8.760 0 168
18 3 46620561 46620643 83 83 N. z. 0,43 7.968 0 0 7.968 0 0
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), Indel 0,49 6.720 0 0 6.720 0 0
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Amplikon Chromosom

20

21
22
23

24
25

26
27

28
29

30
31

32
33

34
35
36
37

o o o »u

Amplikon-
Beginn

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

41069808
7407714

147475343
149323731

155662213
6318713
24949983
31084900

Amplikon-Ende

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409
149323821

155662287
6318814
24950074
31084999

GroBe des
analysierten
Fragments

88

75
78
97

78
66

71
62

78
84

64
83

67
91

75
102
92
100

Basenin
zuverlassigen
Regionen

88

74
78
97

78
62

69
62

75
84

64
83

67
91

75
102
92
94

Amplikon-
Genominhalt

PolyA (5),

PolyT (5),

PolyA (9),
TG(3),

Indel
PolyA (6)

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

N. z.

PolyA (5),
Indel

PolyA (5)

PolyA (7),
Indel

N. z.

GT(3),CCA
(3)

N. z.

PolyA (6),
Indel

PolyT (5)

CT(4), AG
(3)

Indel
PolyG (6)
Indel

GCT(5),
Indel

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

korrekter
Calls

8.448

7.096
7.488
9.312

7.488
5.952

6.624
5.952

7.200
8.064

6.144
7.968

6.432
8.736

7.200
9.792
8.832
8.979

MiSegDx 1

GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

0

45

korrekter
Calls

8.448

7.096
7.488
9.312

7.488
5.952

6.624
5.952

7.200
8.064

6.144
7.968

6.432
8.736

7.200
9.792
8.832
8.979

MiSeqDx 2

Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

0

45
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Amplikon Chromosom

38

39
40
41

42
43
44
45

46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57

o

NI NN O

0 00 NN

© © © ©o o

Amplikon-
Beginn

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149

Amplikon-Ende

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231

GroBe des
analysierten
Fragments

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83

Basenin
zuverlassigen
Regionen

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83

Amplikon-
Genominhalt

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

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
Indel

PolyA (5)
N. z.
Indel

PolyA (7),
AG(4)

Indel

PolyG (5),
Indel

PolyG (6),
PolyC (6),
Indel

N. z.
Indel
N. z.

PolyG (7),
CTC(4),
Indel

Indel
PolyG (6)
Indel
N. z.
AT(3)

GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl

0,55

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

korrekter
Calls

9.408

9.120
8.256
9.024

8.736
7.008
8.448
8.352

8.160
8.550

8.736

6.336
8.928
7.968
8452

6.432
9.408
6.240
9.216
7.968

MiSegDx 1

falscher
Calls

0

o o o o o

o o o o o

o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

0

o

o o o o

90

92

o o o o o

Gesamtzahl Gesamtzahl

korrekter
Calls

9.408

9.120
8.256
9.024

8.736
7.008
8.448
8.352

8.160
8.550

8.736

6.336
8.928
7.968
8.449

6.432
9.408
6.240
9.216
7.968

MiSeqDx 2

falscher
Calls

0

o o o o o

o o o o o

o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

0

o

o o o o

90

95

o o o o o

A SO 1w 81ela9 In) abejiegsbunyoed 1189 -xabasSIN



"140dX3 NI d4N4 4NN MILSONOVIA-OHLIA-NI dN4

C0 UOISIBA 81290000¢ IN-uswnxoqd

0€

Amplikon Chromosom

58

59

60
61
62

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

77
78

79

80

9

10
10
10

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

n
12

12

12

Amplikon-
Beginn

138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766

Amplikon-Ende

138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846

GroBe des
analysierten
Fragments

97

79

98
79
90

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

85
84

93

81

Basenin
zuverlassigen
Regionen

97

78

91
79
90

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

85
84

93

81

Amplikon-
Genominhalt

PolyC (6),
Indel

PolyG (5),
Indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(1), Indel
N. z.
N. z.
N. z.
Indel
N. z.
Indel
N. z.
PolyA (5)
N. z.
PolyG (6)
Indel

PolyA (5),
CA(3), Indel

GA(3)

PolyC (5),
Indel

PolyA (7),
AC(4)

N. z.

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

0,33

0,49

korrekter
Calls

9.312

7.488

8.644
7.584
8.640

9.120
8.408
7.680
7.776
9.216
6.720
9.600
5.952
9.792
7.008
8.160
8.736
8.160
8.160

8.160
8.064

8.928

7.776

MiSegDx 1

GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

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

o

Gesamtzahl
,No Calls"

0

91

IN
o ©

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

o

korrekter
Calls

9.312

7.488

8.644
7.584
8.640

9.120
8.407
7.680
7.776
9.216
6.720
9.600
5.952
9.792
7.008
8.160
8.736
8.160
8.160

8.160
8.064

8.928

7.776

MiSeqDx 2

Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

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

o

Gesamtzahl
,No Calls”

0

91

Al o

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

o
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MiSegDx 1 MiSeqDx 2
Amplikon- GroBedes Basenin Amplikon-
Amplikon Chromosom BZginn Amplikon-Ende  analysierten zuverlassigen Gen:minhalt GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
Fragments Regionen korrekter falscher No Calls" korrekter falscher No Calls"
Calls Calls Calls Calls
81 12 88474105 88474175 71 7 PolyA (6) 0,35 6.816 0 0 6.816 0 0
82 12 120966872 120966966 95 95 PolyG (5) 0,68 9.17 3 0 9.119 1 0
83 13 24167504 24167576 73 73 N. z. 0,52 7.008 0 0 7.008 0 0
84 13 25816961 25817049 89 88 PolyA (5), 0,22 8.448 0 0 8.448 0 0
PolyT (7),
PolyA (7),
Indel
85 13 44880112 44880200 89 89 Indel 0,49 8.544 0 0 8.544 0 0
86 13 77665218 77665294 77 77 Indel 0,39 7.392 0 0 7.392 0 0
87 14 31619327 31619393 67 67 GA(3),TA(3) 0,39 6.432 0 0 6.432 0 0
88 14 39517884 39517966 83 83 N. z. 0,25 7.968 0 0 7.968 0 0
89 14 46958962 46959034 73 72 PolyT (5), 0,19 6.830 0 82 6.835 0 77
Indel
90 14 58050030 58050110 81 81 Indel 0,38 7.776 0 0 7.776 0 0
91 14 82390559 82390649 91 91 Indel 0,35 8.736 0 0 8.736 0 0
92 14 92549544 92549609 66 66 PolyA (5) 0,41 6.336 0 0 6.336 0 0
93 14 102808496 102808589 94 94 Indel 0,62 9.024 0 0 9.024 0 0
94 15 43170751 43170848 98 96 PolyC (5) 0,45 9.216 0 0 9.216 0 0
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 6.528 0 0 6.528 0 0
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), 0,68 8.928 0 0 8.926 2 0
Indel
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 9.120 0 0 9.120 0 0
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 6.816 0 0 6.816 0 0
99 15 89817413 89817503 91 91 N. z. 0,36 8.736 0 0 8.736 0 0
100 15 89864274 89864343 70 70 Indel 0,56 6.720 0 0 6.720 0 0
101 16 1894910 1894972 63 63 N. z. 0,27 6.048 0 0 6.048 0 0
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 9.120 0 0 9.120 0 0
103 16 53682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 8.352 0 0 8.352 0 0
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 9.984 0 0 9.984 0 0
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Amplikon Chromosom

105

106
107

108
109
10
m

112
13

14
115
16
17
18
119

120

121

122
123
124
125
126

16

18

18

18
18
19
19
19

Amplikon-
Beginn

85706375

3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432

64023582

72308237
2616456
6980478
9888026

38836999

47405382

54815665
59773996
625143
18121418
18186574

Amplikon-Ende

85706465

3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510

64023667

72308320
2616522
6980568
9888094

38837073

47405462

54815749
59774060
625241
18121491
18186643

GroBe des
analysierten
Fragments

91

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70

Basenin
zuverlassigen
Regionen

91

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70

Amplikon-
Genominhalt

PolyT (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)
N. z.

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
Indel

CTC(3),
Indel

CT(3), Indel
N. z.
N. z.
N. z.
N. z.

GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl

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

0,45
0,48
0,59
0,68
0,64

korrekter
Calls

8.736

8.544
8.347

8.736
8.928
8.544
7.776

8.736
8.832

7.546
8.256
8.064
6.432
8.736
6.624

7.200

7.776

8.160
6.240
9.504
7.102
6.718

MiSegDx 1

falscher
Calls

0

N O o o o

o

o o oo o o

NN O O O

Gesamtzahl
,No Calls"

0

o o oo o

o o o o o

Gesamtzahl Gesamtzahl

korrekter
Calls

8.736

8.544
8.347

8.736
8.928
8.544
7.777

8.736
8.832

7.547
8.256
8.064
6.432
8.736
6.624

7.200

7.776

8.160
6.240
9.504
7.104
6.718

MiSeqDx 2

falscher
Calls

0

o o oo o o

N O O o o

Gesamtzahl
,No Calls”

0

o o oo o

o o o o o
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Amplikon Chromosom

127
128
129
130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

20
20
20
20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

Amplikon-
Beginn

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-Ende

746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

GroBe des
analysierten
Fragments

94
82
76
70

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65
91

Basenin
zuverlassigen
Regionen

94
82
76
70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikon-
Genominhalt

N. z.
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
N. z.
Indel
N. z.
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
N. z.
N. z.
N. z.
PolyA (5)

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

korrekter
Calls

9.024
7.872
7.296
6.720

9.696
6.432
8.360
8.352
6.336
9.408

8.352
6.603

8.640

9.600
9.312
9.312
9.504
8.832
6.624
6.624
6.816

MiSegDx 1

GC-Inhalt Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

0
0
0

o o o o o o

o

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

Gesamtzahl
,No Calls"

0
0
0
0

o

88

21

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

korrekter
Calls

9.024
7.872
7.296
6.720

9.696
6.432
8.360
8.352
6.336
9.408

8.352
6.601

8.640

9.600
9.312
9.312
9.504
8.832
6.624
6.624
6.816

MiSeqDx 2

Gesamtzahl Gesamtzahl

falscher
Calls

0

0
0
0

o o o o o o

o

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

Gesamtzahl
,No Calls”

0
0
0
0

o

88

23

O o o/lo o o o o o o o
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Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie wurden pro Bediener unter Verwendung der Variantenhaufigkeit analysiert (Tabelle 7).
Diese Analyse zeigte, dass die Variantenhaufigkeiten bedienertibergreifend konsistent waren. Dargestellt sind die mittleren
Variantenhaufigkeiten und die Standardabweichung von +/- 1.

Tabelle 7 Bedienerabhangige Ergebnisse fur das MiSeqDx-Gerat

Gesamtzahl Gesamtzahl . . . .
. Anzahl . . Mittlere (SD) berichtete Mittlere (SD) berichtete
Bereich der ) ) analysierter analysierter . e . . v ee s
. . ... . eindeutiger . . . . Variantenhaufigkeit Variantenhaufigkeit
Variantenhaufigkeit . Varianten Bediener Varianten Bediener . .
Varianten 1 2 Bediener 1 Bediener 2
Homozygot (0,70~ 2.424 2.424 2.422 0,94 +/-0,07 0,96 +/- 0,05
1,00)
Heterozygot (0,20- 8.240 8.132 8.128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
0,70)

Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie fiir jede Probe werden fir alle acht Laufe zusammengefasst aufgefihrt (Tabelle 8). Die
Erkennung wird flr jeden Variantentyp — SNVs, Insertionen und Deletionen — separat evaluiert. Referenzpositionen sind
ausgeschlossen. Diese Analyse zeigte, dass die Ergebnisse fir die Varianten lber die Proben hinweg reproduziert werden konnten.

Tabelle 8 Ubereinstimmung der Base-Call-Ergebnisse des MiSeqDx-Geréts je Probe

SNVs Insertionen Deletionen
Probe  Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl

RP FP FN RP FP FN RP FP FN
NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1.456 1.456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1.072 1.071 0 1 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1.248 1.247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1.088 1.087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 1
NA12884 1.088 1.088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
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SNVs Insertionen Deletionen
Probe  Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
RP FP FN RP FP FN RP FP FN
NA12885 1.200 1.189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1.104 1.102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1.056 1.054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1.168 1.168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0

Die von den acht Laufen der Reproduzierbarkeitsstudie gelieferten Daten unterstiitzen die Aussage, dass das MiSegDx-Gerat
Folgendes konsistent sequenzieren kann:

GC-Inhalt = 19 % (alle Base-Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons mit 19 % GC-Inhalt erfolgten korrekt, mit einer No-Call-
Rate von 1,1 %)

GC-Inhalt = 78 % (alle Base-Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons mit 78 % GC-Inhalt erfolgten korrekt, ohne ,No-Calls")

PolyA-Langen = 8 (PolyA-Wiederholung von acht Nukleotiden mit korrekten Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons, die
PolyA = 8 enthalten)

PolyT-Langen = 10 (PolyT-Wiederholung von 10 Nukleotiden mit korrekten Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons, die
PolyT = 10 enthalten)

PolyG-Léngen = 7 (PolyG-Wiederholung von sieben Nukleotiden mit korrekten Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons, die
PolyG = 7 enthalten)

PolyC-Langen = 6 (PolyC-Wiederholung von sechs Nukleotiden mit korrekten Calls in 576 von 576 sequenzierten Amplikons, die
PolyC = 6 enthalten)

Langen von Dinukleotid-Wiederholungen = 11-fach (alle Base-Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons mit 11-facher
Dinukleotid-Wiederholung erfolgten korrekt, mit einer No-Call-Rate von 0,5 %)

Langen von Trinukleotid-Wiederholungen = 5-fach (alle Base-Calls in 192 von 192 sequenzierten Amplikons mit 5-facher
Trinukleotid-Wiederholung erfolgten korrekt, mit einer No-Call-Rate von 0,5 %)

24-Basen-Insertionen oder geringer und 25-Basen-Deletionen oder geringer
— 24-Basen-Insertionen hatten in 192 von 192 Proben korrekte Calls

— 25-Basen-Deletionen hatten in 223 Proben korrekte Calls und in einer von 224 Proben einen nicht korrekten Call
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Studie 2

Eine Studie zur Reproduzierbarkeit von Standort zu Standort, die mit einem reprasentativen Assay, dem Illumina MiSeqDx Cystic
Fibrosis 139 Variant Assay, durchgefiihrt wurde, enthielt eine Teilmenge von klinisch signifikanten genetischen Variationen von CFTR,
die mit der Software MiSeq Reporter unter Verwendung des Workflows der MiSeqDx-Plattform fiir die gezielte DNA-Sequenzierung
analysiert wurden. Die Blindstudie wurde an drei Priifstandorten von je zwei Bedienern pro Standort durchgefiihrt. Zwei gut
charakterisierte Panels mit jeweils 46 Proben wurden an jedem Standort von beiden Bedienern getestet. Daraus ergaben sich 810 Calls
pro Standort. Die Panels enthielten eine Mischung aus genomischer DNA aus Zelllinien mit bekannten Varianten im CFTR-Gen sowie
einige leukozytenbereinigte Blutproben, die mit Zelllinien bekannter Varianten im CFTR-Gen versetzt wurden. Die Blutproben wurden
bereitgestellt, um die Inkorporation der Extraktionsschritte zum Vorbereiten der gDNA zu erméglichen, die als primare Zugabe flir den
Assay-Workflow dient. Die Proben-First-Pass-Rate, definiert als die Anzahl der Proben, die beim ersten Versuch den QC-Kennzahlen
entsprechen, betrug 99,88 %. Alle Testergebnisse basieren auf Ersttests.

Tabelle 9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie zur Reproduzierbarkeit mit einem reprasentativen MiSeqgDx Cystic Fibrosis
139-Variant Assay

Calls Positiv Ubereinstimmende  Negativ Gibereinstimmende anzanl Anzah bositive Nedative
Pane Probe ) insgesam Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) der Ider . o . g : Gesamtiibereinstimmun
Proben-Genotyp Varianten ) Ubereinstimmun Ubereinstimmun o
| n-Nr.. tpro  standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall ,No 0 o g (%)
z g (%) g (%)
Standort t1 t2 t3 t1 t2 t3 S] Calls
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 4 F508del/2184delA 810 12 12 12 797 798 798 0 1 100 100 100
(HET)
A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1352 94,44 94,44 94,44
A 6 F508del/218 3AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 93 F508del/W1282X (HET) 810 12 1 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
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Calls Positiv Ubereinstimmende  Negativ Ubereinstimmende Anzanl Anzah

Pane Probe ) insgesam Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) A lder . PQSItIYe ) Ne.gat{ve N
Proben-Genotyp Varianten . Ubereinstimmun Ubereinstimmun o
' n-Nr.. tpro  Standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall ,No g (%) g (%) g (%)
Standort t1 t2 t3 t1 t2 t3 S Calls"
A 108 F508del/3272-26A>G 810 12 1" 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
A 1 F508del/3849+10kbC> 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
T (HET)
A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
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
nicht
vorhande
n
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
(m9/
(TG)12
(M5
A 19 621+1G>T/71M+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 A455E/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
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Pane Probe
| n-Nr..
A 25
A 26
A 27
A 28
A 29
A 30
A 31
A 32
A 33
A 34
A 35
A 36
A 37
A 38
A 39
A 40
A 41
A 42

Proben-Genotyp

G542X (HOM)
G542X (HET)
G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)
wT
F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
wT
G85E (HET)
1336K (HET)
wT

F508del/3849+10kbC>
T (HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

Varianten

(Te)10
Mo/
(Ten2
(M5

Calls
insgesam
tpro
Standort

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

810

810

816

Positiv Ubereinstimmende  Negativ Ubereinstimmende Anzanl Anzah

Standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall

t1
6

6

Calls (Varianten)

t2
6

6

12

12

12

12

18

t3
6

t1
804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

810

798

798

798

798

Calls (Wildtyp)
t2 t3
804 804
804 804
798 798
804 804
810 810
804 804
804 804
804 804
798 798
804 804
810 810
804 804
804 804
810 810
798 798
798 798
798 798
798 798

der

S

0

Ider
»No
Calls”

0

0

) Positive ) Negative
Ubereinstimmun Ubereinstimmun
g (%) g (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
N. z. 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
N. z 100
100 100
100 100
N.z 100
100 100
100 100
100 100
100 100

Gesamtibereinstimmun
g (%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100
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Pane Probe
| n-Nr..
A 43
A 44
A 45
A 46
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

Proben-Genotyp

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
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

Varianten

Calls
insgesam
tpro
Standort

810
810
810
810
810

810

810

810

810

810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

Positiv Ubereinstimmende  Negativ Ubereinstimmende Anzanl Anzah

Standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall

t1
12

12

Calls (Varianten)

t2

12

12

6

12

6

12

12

12

t3
12

12

t1
798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

804

810

810

804

810

804

810

Calls (Wildtyp)
t2 t3
798 798
798 798
804 804
798 798
804 804
798 798
798 798
810 810
798 798
804 804
804 804
804 804
804 804
810 810
810 810
804 804
810 810
804 804
810 810

der

S

0

Ider
»No
Calls”

0

0

) Positive ) Negative
Ubereinstimmun Ubereinstimmun
g (%) g (%)
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
N. z. 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
N.z 100
N. z 100
100 100
N.z 100
100 100
N. z 100

Gesamtubereinstimmun
g (%)
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
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Pane Probe
| n-Nr..
B 62
B 63
B 64
B 65
B 66
B 67
B 68
B 69
B 70
B 71
B 724
B 73
B 74
B 752
B 76
B 77
B 78
B 79
B 80

Proben-Genotyp

G330X (HET)
wT
R347H (HET)
1078delT (HET)
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)
WT

F508del/R553X (HET)

Varianten

Calls
insgesam
tpro
Standort

810
810
810
810
810

810

810
810
810
810

810

810
810
810
810

810

810
810

810

Positiv Ubereinstimmende  Negativ Ubereinstimmende Anzanl Anzah

Standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall

t1
6

0

Calls (Varianten)

t2
6

0

12

12

12

t3
6

t1
804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

798

804

804

804

804

798

804

810

798

Calls (Wildtyp)
t2 t3
804 804
810 810
804 804
804 804
798 798
804 804
804 804
804 804
810 810
798 798
798 797
804 804
804 804
670 804
804 804
798 798
804 804
810 810
798 798

der

S

0

Ider
»No
Calls”

0

0

0
0
1352
o

0

) Positive ) Negative
Ubereinstimmun Ubereinstimmun
g (%) g (%)
100 100
N. z. 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
N. z. 100
100 100
100 99,96
100 100
100 100
94,44 94,44
100 100
100 100
100 100
N. z. 100
100 100

Gesamtubereinstimmun
g (%)
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100

99,96

100
100
94,44
100

100

100
100

100
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Calls Positiv Ubereinstimmende  Negativ Ubereinstimmende Anzanl Anzah

Pane Probe ) insgesam Calls (Varianten) Calls (Wildtyp) A lder . PQSItIYe ) Ne.gat{ve N
Proben-Genotyp Varianten . Ubereinstimmun Ubereinstimmun o
' n-Nr.. tpro  Standor Standor Standor Standor Standor Standor Miscall ,No g (%) g (%) g (%)
Standort t1 t2 t3 t1 t2 t3 S Calls"
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
(T)9/
(TG)12
(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 86* CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 1 100 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 N. z. 100 100
B 89 F508del/2143delT 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
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
Summe 74.556 2.209 221.182 4 273 99,77 99,88 99,88

" Die Position des Wildtyps, die der N1303K-Variante fir ein Replikat entspricht, flihrte aufgrund unzureichender Coverage zu einem ,,No Call“.

2 Ein Replikat der Proben 5 und 75 hatte eine Call-Rate von 0 %. Die weitere Untersuchung deutet darauf hin, dass vor der Bibliotheksvorbereitung
maoglicherweise keine Proben zur Probenplatte hinzugefligt wurden, da die in den Réhrchen verbleibenden Probenvolumina konsistent waren und
nichts von der Flllmenge entfernt wurde.

3 Es gibt Hinweise darauf, dass die Proben 9 und 10 vor der Bibliotheksvorbereitung wahrscheinlich vom Bediener vertauscht wurden.

4 Die Position des Wildtyps, die der M1V-Variante fiir ein Replikat entspricht, fiihrte aufgrund unzureichender Coverage zu einem ,No Call“.
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Somatische Leistungsmerkmale

Die hier beschriebenen Studien verwendeten zur Analyse von Sequenzierungsdaten das Somatic Variant Module, mit Ausnahme jener
Studien, die das Zwei-Gen-Panel verwendeten, bei denen ein Assay-spezifisches Modul eingesetzt wurde.

Genauigkeit

Zur Untersuchung der Genauigkeit des MiSeqDx-Gerats wurden drei Studien mit aus FFPE-Proben extrahierter DNA durchgefiihrt.

Studie 1

Die Studie verwendete einen reprasentativen Assay, der darauf ausgelegt ist, mithilfe von 150 Amplikons verschiedenste Gene
abzufragen, die 12.588 Basen Uiber 23 unterschiedliche Chromosomen hinweg abdecken. Das Y-Chromosom enthalt keine
zuverlassigen Regionen und wurde nicht ausgewertet. Die flinf eindeutigen, in dieser Studie verwendeten Proben stammen aus einer
Familie — von zwei Elternteilen und drei Kindern —, deren Proben bereits mehrmals von verschiedenen Laboren und anhand
verschiedener Sequenzierungsmethoden sequenziert wurden. Es gibt drei weibliche und zwei mannliche Proben. Alle Proben wurden
formalinfixiert und in Paraffin eingebettet, bevor die DNA fiir die Studie extrahiert wurde. Probe GM12877 wurde auf DNA-Ebene mit
Probe GM12878 zu GM12877-D verdiinnt, um eine Reihe von Varianten mit Haufigkeiten im Bereich von 5 % und 10 % zu erhalten. Jede
der Proben wurde zweifach getestet, mit Ausnahme von GM12877-D, die mit flinf Replikaten getestet wurde. Die Genauigkeit der
SNVs, Insertionen und Deletionen wurde ermittelt, indem die Daten der Studie mit denen einer gut charakterisierten
Referenzdatenbank verglichen wurden. Die Sequenz der Referenzdatenbank (Platinum Genomes Version 2016-01) wurde aus der
Kombination mehrerer Sequenzierungsmethoden, 6ffentlich zuganglicher Daten und Erbinformationen abgeleitet. Soweit nicht anders
angegeben, erfolgte die Definition der genomischen Regionen anhand dieser Referenzmethode. Insgesamt wurden acht Laufe je
Probe durchgefiihrt. Die Tabellen zum Nachweis der Genauigkeit basieren auf Daten aus dem ersten Lauf.

Tabelle 10 enthélt die Studiendaten mit positiver und negativer prozentualer Ubereinstimmung je Probe, wobei die Variantenergebnisse
mit der gut charakterisierten zusammengesetzten Referenzmethode flir PPA-Berechnungen verglichen werden. Die drei
Variantentypen (SNVs, Insertionen und Deletionen) werden kombiniert. Da die Referenzmethode nur Ergebnisse fir die
Einzelnukleotidvarianten und Insertionen/Deletionen liefert, werden Ergebnisse von Basen ohne Varianten fiir NPA-Berechnungen mit
der Referenzsequenz des Humangenoms hg19 verglichen.
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Tabelle 10 Ubereinstimmung der Ergebnisse von Base-Calls des MiSeqDx-Geréts mit Referenzdaten fiir sechs gut charakterisierte
Proben

Probe Mittlere Call-Rate Gesamtzahl Varianten Gesamtzahl RP-Varianten Gesamtzahl FN-Varianten Gesamtzahl RN-Calls PPA NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23.719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23.482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23.744 100 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23.713 100 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23.652 100 100 100

GM12877-D’ 675 650 0 100 100 100
GM12877-D? o84 155 155 0 57,008 100 100 100

" Varianten mit einer Haufigkeit von mehr als 20 %.

2 Varianten mit einer Haufigkeit von weniger als 20 %.
Die 150 Amplikons sind fiir die Coverage zahlreicher genomischer Inhalte ausgelegt. Der GC-Inhalt der Amplikons lag im Bereich von
26-87 %. Die Amplikons wiesen auch eine Reihe von Einzelnukleotid- (z. B. PolyA, PolyT), Dinukleotid- und Trinukleotid-Replikaten auf.
Im Assay wurden sechs eindeutige Proben verwendet. Die Daten wurden pro Amplikon zusammengestellt (Tabelle 11), um die
Auswirkungen der genomischen Inhalte auf den Prozentsatz an korrekten Calls zu ermitteln. Der Prozentsatz an korrekten Calls
beinhaltet Varianten- und Referenz-Calls und liegt unter 100 %, wenn falsche Calls oder ,No Calls” erfolgt sind. ,No Calls” treten auf,
wenn ein oder mehrere Filter fir das Varianten-Calling nicht passiert werden (z. B. unzureichende Coverage). Es gab keine falschen
Calls. Die Anzahl der ,No Calls" variierte stark von Amplikon zu Amplikon. GC-Inhalte und verschiedene Interaktionen mit GC-Inhalten
waren die wichtigsten Pradiktoren fiir ,,No Calls“. Ursache flir 79 % (2.040/2.580) der,No Calls” war die Nichterfiillung der Coverage-
Spezifikation. Amplikons mit einem GC-Inhalt von mehr als 78 % fiihrten zu den meisten ,No Calls”. Ein reprasentatives Amplikon mit
einem GC-Inhalt von 78 % wies insgesamt 675, No Calls” auf. Ein reprasentatives Amplikon mit einem GC-Inhalt von 87 % wies
insgesamt 1.365 ,No Calls” auf. Mit der Reduzierung der Anzahl der auf die FlieBzelle geladenen Proben kann eine héhere Coverage
erzielt werden. Dies kann die Erkennung von Amplikons mit hohem GC-Inhalt ermoglichen.

Tabelle 11 Genauigkeitsdaten auf Amplikon-Level

GroBedes Basenin %
. Amplikon- Amplikon- K B I . . GC- Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl 0
Amplikon Chromosom . analysierten zuverldssigen Amplikon-Genominhalt korrekte
Beginn Ende . Inhalt  Kkorrekter Calls  falscher Calls »,No Calls”
Fragments Regionen Calls
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 1.395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), Indel 0,38 1.185 0 0 100
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Amplikon

© 0o N o 0 M W

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Chromosom

W W W W NN NN N DN DN NN

a g a M~ MDA D b bW

Amplikon-
Beginn
218353867
223906657
228526602
236372039
247812041
55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740
212245049
228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541
15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808

Amplikon-
Ende
218353957
223906748
228526682
236372108
247812128
55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826
212245139
228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637
15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871

GroBedes
analysierten
Fragments

91
92
81
70
88
90
80
85
75
88
87
91
93
73
93
83
70
88

75
78
97
78
66
7
62
78
84
64

Basenin
zuverldssigen
Regionen

91
92
81
70
88
90
80
81
75
88
87
91
93
73
93
83
70
88

74
78
97
78
62
69
62
75
84
64

Amplikon-Genominhalt

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10), Indel
PolyA (5), CT(3), TAA(3), Indel
Indel
Indel
N. z.

PolyA (8)

PolyT (5)

PolyT (5), Indel
PolyT (5), PolyA (6), Indel
N. z.

PolyT (5), Indel
AT(3), Indel
N. z.

CT(3), Indel

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

Indel
PolyA (6)
PolyG (6), PolyT (5), PolyA (5)
N. z.
PolyA (5), Indel
PolyA (5)
PolyA (7), Indel
N. z.
GT(3), CCA(3)
N. z.

GC-
Inhalt
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
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42
0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39

Gesamtzahl
korrekter Calls

1.364
1.380
1.215
1.050
1.320
1.350
1.200
1.215
1.117
1.320
1.302
1.365
1.395
1.095
1.349
1.245
1.050
1.305

1.108
1.170
1.455
1.169
930
1.035
920
450
1.260
960

Gesamtzahl
falscher Calls

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

O O Oo/lo o o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

o/lo olo o o|lo o

O O O | o

10
675

%
korrekte
Calls

99,9
100
100
100
100
100
100
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
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Amplikon

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
|
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

Chromosom

N oo o o o o o o a o oa au

~N ~N

© © © ©|© 00 0 o

Amplikon-
Beginn
74077114
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987
32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875
154404519
156476507
1817312
24811020
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

Amplikon-
Ende
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084
32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965
154404599
156476599
1817394
24811109
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

GroBedes
analysierten
Fragments

83
67
91
75
102
92
100
98
95
86
95
91
73
88
87
85
90
91
81
93
83
90
67
98
65
96
83
97

Basenin
zuverldssigen
Regionen

83
67
91
75
102
92
94
98
95
86
94
91
73
88
87
85
90
91
66
93
83
89
67
98
65
96
83
97

Amplikon-Genominhalt

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)
N. z.
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), Indel
PolyG (6), PolyC (6), Indel
N. z.
Indel
N. z.
PolyG (7), CTC(4), Indel
Indel
PolyG (6)
Indel
N. z.
AT(3)
PolyC (6), Indel

GC-
Inhalt
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
0,61
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.245
1.005
1.365
1.125
1.530
1.380
1.383
1.455
1.425
1.290
1.410
1.365
1.095
1.320
1.299
1.275
1.350
1.365
990
1.395
1.245
1.305
1.005
1.470
973
1.440
1.242

1.455

Gesamtzahl
falscher Calls

O O 0O O 0O 0O OO0 O 0O OO0 oo o o o o o olo o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

o o o o o o

=N
a N

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

w
o

O w o N O o

%
korrekte
Calls

100
100
100
100
100
100
98,1
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
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Amplikon

59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85
86

Chromosom

10
10
10
10
10
10
10
10
"
n
"
n
"
n
"
n
"
n
"
12
12
12
12
12
12
13

13
13

Amplikon-
Beginn
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218

Amplikon-
Ende
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885
125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294

GroBedes
analysierten
Fragments

79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81
7
95
73
89

89
77

Basenin
zuverldssigen
Regionen

78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81
71
95
73
88

89
77

Amplikon-Genominhalt

PolyG (5), Indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), Indel
N. z.

N. z.

N. z.

Indel
N. z.

Indel
N. z.
PolyA (5)

N. z.
PolyG (6)
Indel
PolyA (5), CA(3), Indel
GA(3)
PolyC (5), Indel
PolyA (7), AC(4)
N. z.
PolyA (6)
PolyG (5)

N. z.

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

Indel
Indel

Indel

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

0,49
0,39

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.170
0
1.185
1.350
1.425
1.290
1.200
1.215
1.440
1.050
1.500
930
1.530
1.095
1.275
1.365
1.275
1.275
1.275
1.260
1.395
1.215
1.065
1.425
1.095
1.305

1.335
1.155

Gesamtzahl
falscher Calls

O O 0O O O 0O O 0olo0o 0O 0O 0o oo oolo o o o o/ oo o o o

o

Gesamtzahl
,No Calls”

0
1.365

(o2}
©o  ©

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

%
korrekte
Calls

100
0
100
100
100
94,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
98,9
100
100
100
100
100
98,9

100
100
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LY

Amplikon

87

88

89

90

91

92

93

94
95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
10
m

12
13

14

Chromosom

Amplikon-
Beginn
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432

Amplikon-
Ende
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510

GroBedes
analysierten
Fragments

67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79

Basenin
zuverldssigen
Regionen

67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
7
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82
91
92

79

Amplikon-Genominhalt

GA(3),TA(3)
N. z.
PolyT (5), Indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), Indel
PolyT (6)
Indel
N. z.

Indel
N. z.
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), Indel
GC(3)
PolyC (5), Inde
Indel
Indel
PolyT (5)
PolyA (13), Indel (x2)
PolyA (5)

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

Indel

Indel

GC-

Inhalt
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
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.005
1.245
1.038
1.215
1.365
975
1.410
1.440
1.020
1.395
1.425
1.065
1.365
1.050
945
1.425
1.305
1.560
1.362
1.335
1.303
1.365
1.395
1.335
1.215
1.365
1.365

1.175

Gesamtzahl
falscher Calls

O O O/lo0o O O 0O Ol 0o 0O O o oo oolo o o o o o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

0
0

O O O N O W O/ 0O 0o olo o o o oo o o

N ~
o |9 o

10

%
korrekte
Calls

100
100
96,1
100
100
94,2
100
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
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8V

Amplikon

115
16
17
18
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

Chromosom

Amplikon-
Beginn
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924
46705575
25750774
32439233
37409844

Amplikon-
Ende
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992
46705664
25750873
32439329
37409940

GroBedes
analysierten
Fragments

86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69
90
100
97
97

Basenin
zuverldssigen
Regionen

86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69
90
100
97
97

Amplikon-Genominhalt

PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)

N. z.
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), Indel
CTC(3), Indel
CT(3), Indel
N. z.
N. z.
N. z.
N. z.
N. z.

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
N. z.

Indel

GC-
Inhalt
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
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
0,46

Gesamtzahl
korrekter Calls
1.289
1.260
1.005
1.365
1.035
1121
1.215
1.275
975
1.478
1.10
1.050
1.410
1.230
1.140
1.050
1.515
1.005
1.320
1.305
990
1.470
1.305
1.029
1.350
1.500
1.455
1.455

Gesamtzahl
falscher Calls

O O 0O O 0O 0O OO0 O 0O OO0 oo o o o o o olo o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls”

o o oo -

-
©

O N O/ o o o o o o o o o o o o N o o o

%
korrekte
Calls

99,9
100
100
100
100
98,3
100
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
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) ) GréBedes Basenin %
Amplikon Chromosom Ampll%(on— Amplikon- analysierten zuverldssigen Amplikon-Genominhalt cec- Gesamtzan| Gesamtzah| Gesamtzat:l korrekte
Beginn Ende T SEleiey Inhalt korrekter Calls  falscher Calls ,No Calls Calls
143 22 37637596 37637694 99 99 N. z. 0,6 1.485 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indel 0,66 1.380 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1.035 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1.035 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 N. z. 0,52 1.065 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 N. z. 0,55 0 0 0 N. z.
149 Y 2655519 2655609 91 0 N. z. 0,48 0 0 0 N. z.
150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 N. z.
Tabelle 12 enthalt eine Liste der Varianten, die das Ergebnis ,,No Call“ hatten. In der Tabelle sind auch die entsprechenden Filter
aufgeflhrt, die zu den ,No Call“-Ergebnissen fliihrten.
Tabelle 12 Zusammenfassung der Varianten mit,No Calls”
Amplikon-Nr. Chr.-Pos. Variante Entsprechender Amplikon-Inhalt Filter Verpasste Varianten Erwartete Varianten
28 5:1882129 T>G 78 % GC LowDP' 8 13
52 8:24811064 AG>A PolyG (7), CTC(4), 61% GC R3 x 62 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87 % GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(1), 42 % GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29 % GC R3x6 13 13

TLowDP: Geringe Coverage. Eine Variante wird gefiltert, wenn die Tiefe in mindestens einem der Pools an dieser Position unter 900 liegt.
2R3 x 6: Wiederholungsfilter. Eine Variante wird gefiltert, wenn die gesamte oder ein Teil der Variante im Referenzgenom angrenzend an die
Variantenposition wiederholt vorkommt. Es missen mindestens sechs Wiederholungen in der Referenz vorhanden sein und es werden nur
Wiederholungen mit L&ngen von bis zu 3 bp bertcksichtigt.

Die Sequenzierungsergebnisse der Probe wurden mit einem auBerst zuverlassigen Genotyp fir NA12878 verglichen, der vom National

Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) festgelegt wurde. Von den 150 Amplikons befanden sich 92 Amplikons

vollstandig innerhalb der duBerst zuverlassigen genomischen Regionen, 41 Amplikons wiesen eine Teiliberlappung und 17 Amplikons
keine Uberlappung in der NIST-Sequenz auf. Daraus ergaben sich 10.000 Koordinaten pro Replikat fiir den Vergleich. Base-Calls ohne

Varianten wurden mit der Referenzsequenz des Humangenoms hg19 verglichen. Die Genauigkeitsergebnisse sind in Tabelle 13
dargestellt.
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Tabelle 13 Ubereinstimmung der Base-Call-Ergebnisse des MiSeqDx-Gerats mit der NIST-Referenz fiir Probe GM12878

Probe

GM12878

Anzahl
Amplikons

Mittlere Call-

Gesamtzahl RP-Varianten-
Calls Calls

206 0

Gesamtzah| FN-Varianten-

Calls

19.231

Gesamtzahl RN-

Gesamtzahl FP-

Calls
0

PPA NPA OPA

100 100

100

Die finf unverdlinnten Proben wurden auf das Calling kleiner Insertionen und Deletionen (Indels) hin weiter analysiert (Tabelle 14). In
einigen Fallen kam das Indel in zwei oder mehreren Proben haufig vor, wie in der Spalte ,Gesamtzahl der Probenreplikate mit Indel”
dargestellt. Die Ergebnisse beider Replikate der finf Proben sind in Tabelle 14 aufgeflhrt. Es gab insgesamt 71 Indels mit 1-24 bp
groBen Insertionen und 1-25 bp groBen Deletionen. Jeweils 68 Indels wurden mit einer positiven prozentualen Ubereinstimmung von 1
erkannt. Drei Insertionen und Deletionen wiesen keine korrekten Calls auf, da jede Variante aufgrund des R3 x 6-Filters zu einem ,No

Call“fiihrte. Daher konnte die PPA (Positive Percent Agreement, positive prozentuale Ubereinstimmung), die ,No Calls“ ausschlieBt,

nicht berechnet werden. Die drei Varianten waren folgende: eine 1-bp-Deletion (chr8 24811064 AG>A), eine 2-bp-Deletion (chr10
55892600 TAC>T) und eine 1-bp-Insertion (chr17 39589692 C>CA).

Tabelle 14 Zusammenfassung der Indel-Erkennung mit dem MiSeqDx-Gerat

Amplikon Chromosom

© 0 NI~ W N

14
16
17
19
21
25

AW W WININN NN

Position

36450544
109465165
218353908
223906701
236372081
247812083

55862804

87003972
200796749
212245090
235016388

4466274

49851375

190106071

56236567

GroBedes
analysierten
Fragments

93
79
91
92
70
88
90
80
87
91
73
93
70
75
66

Amplikon-Indel-
Typ und -Lénge
25-bp-Deletion
3-bp-Deletion
23-bp-Insertion
17-bp-Deletion
5-bp-Insertion
3-bp-Insertion
7-bp-Insertion
6-bp-Deletion
5-bp-Insertion
12-bp-Insertion
2-bp-Insertion
23-bp-Deletion
9-bp-Insertion
1-bp-Deletion
8-bp-Deletion

Indel

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G
ACTT>A
T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA
GACAGACTGTGAGGAAGA>G
C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T

Gesamtzahl der

Probenreplikate mit

Indel
7
9

15

Anz. der
.No
Calls”

0

O O oOo/lo o o o o/ o/ o o o o o

Gesamtzahl
falscher Indel-
Calls

0

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

Gesamtzahl
korrekter
Indel-Calls

7
9
15
n
9
9
13
n
15
n
9
13
7
13
9

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromosom

27
31
34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52
53
55
58
59
63
64
68
70
75
76
78
84
85
86
89

S © © ®| ®W|IN N N N N|lo|lo o o o als

=
o o

n
n
n
n
12
13
13
13
14

Position

164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514
149503916
156476548
24811064
76518677
105586193
138995370
5987158
45084202
55892600
30177690
59837721
118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967

GroBedes
analysierten
Fragments

62
83
75
92
100
95
95
88
85
90
91
93
90
67
65
97
79
95
89
70
62
85
85
84
89
89
77
73

Amplikon-Indel-
Typ und -Lange
11-bp-Insertion
4-bp-Deletion
8-bp-Insertion
21-bp-Deletion
3-bp-Deletion
25-bp-Deletion
23-bp-Deletion
1-bp-Insertion
4-bp-Deletion
1-bp-Insertion
4-bp-Deletion
11-bp-Deletion
1-bp-Deletion
4-bp-Insertion
4-bp-Insertion
21-bp-Deletion
3-bp-Deletion
16-bp-Deletion
2-bp-Deletion
2-bp-Insertion
8-bp-Insertion
8-bp-Deletion
2-bp-Deletion
21-bp-Insertion
19-bp-Insertion
4-bp-Insertion
20-bp-Deletion

22-bp-Deletion

Indel

T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT
CAAGT>C
T>TC
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

Gesamtzahl der

Probenreplikate mit

Indel
9
7

13

15

13

13

15

13
15

13

15
15

15

Anz. der
.No
Calls”

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

-
(53]

O O O O o o o o/lo © o o oo o

Gesamtzahl
falscherIndel-
Calls

o

O O O O O 0O O 0ojlo0o O 0O o oo o oo o o o olo o o o o o

Gesamtzahl
korrekter
Indel-Calls

9
7
13
n
15
7
n
13
13
15
7
13

13

n

n

n

n

15

15

n

15

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
N. z.
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromosom

90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
m
112
13
14
120
121
122
130
131
132
134
135
137
138
140
142
144

14
14
14
15
15
15
15
16

Position

58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
85438311
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425
54815706
21766863
25278464
50897361
62690925
30300873
36710749
46644985
25750814
37409885
47081407

GroBedes
analysierten
Fragments

81
91
94
68
95
72
70
91
87
91
93
84
84
92
79
75
81
85
70
101
67
87
66
87
69
100
97
92

Amplikon-Indel-
Typ und -Lange
4-bp-Insertion
16-bp-Deletion
5-bp-Deletion
6-bp-Deletion
25-bp-Deletion
3-bp-Insertion
4-bp-Insertion
7-bp-Deletion
1-bp-Deletion
18-bp-Insertion
4-bp-Insertion
1-bp-Insertion
24-bp-Insertion
4-bp-Deletion
12-bp-Deletion
22-bp-Insertion
3-bp-Insertion
2-bp-Deletion
15-bp-Deletion
5-bp-Insertion
11-bp-Insertion
16-bp-Deletion
11-bp-Insertion
21-bp-Deletion
5-bp-Deletion
6-bp-Insertion
5-bp-Insertion

10-bp-Deletion

Indel

C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

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
C>CAGGGCA
C>CTGTTT
GGGCACAGGCA>G

Gesamtzahl der
Probenreplikate mit
Indel

13

13
13
13

Anz. der
.No
Calls”

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

-
w

O O O O O o ololo o o o o o o o

Gesamtzahl
falscherIndel-
Calls

o

O O O O O 0O O 0ojlo0o O 0O o oo o oo o o o olo o o o o o

Gesamtzahl
korrekter
Indel-Calls

13
n
9
n

n
13
n

15

13
15
n
13

13
15

13
13
13

PPA

100
100
100
100
100
100
100
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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Studie 2

In dieser Studie wurden eingelagerte formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Darmkrebs-Gewebeproben und ein reprasentativer
Zwei-Gen-Assay verwendet und mit der bidirektionalen Sequenzierung nach Sanger (Referenzmethode) verglichen. Von den
insgesamt 1.183 getesteten Studienproben erzielten 441 sowohl mit der Sequenzierung nach Sanger als auch mit dem reprasentativen
Assay glltige Ergebnisse. Bei der Beurteilung auf Ebene der Studienproben (Tabelle 15) wurden mit der Sanger-Sequenzierung 230 der
441 Studienproben als positiv ausgewiesen (Mutation von Sanger erkannt). Der reprasentative Assay wies 227 positive Proben aus.
Die restlichen 211 der 441 Studienproben waren gemaR Sanger negativ (keine Mutation von Sanger erkannt). Der reprasentative Assay
wies 206 negative Proben aus. Dies ergab eine positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) von 98,7 % und eine negative prozentuale
Ubereinstimmung (NPA) von 97,6 % (Tabelle 15).

Tabelle 15 Positive und negative prozentuale Ubereinstimmung aus den Ergebnissen auf Ebene der Studienproben

) . Sanger Summe
Reprasentativer Assay
Positiv Negativ
Positiv 227" 5 232
Negativ 32 206 209
Summe 230 211 441

Performance (Leistung) Zusammenfassung

Ubereinstimmung Statistik Punktschatzung Genau 95 % Kl
PPA 227/230=98,7 % [96,2 %, 99,7 %]
NPA 206/211=97,6 % [94,6 %, 99,2 %]

1 Es gab 224 genaue Ubereinstimmungen fiir Ergebnisse auf allen Mutationsebenen innerhalb der Proben. Bei zwei Proben erkannte MiSeqDx die von
Sanger erkannte Mutation und eine zusatzliche Mutation. Bei einer Probe erkannten MiSegDx und Sanger unterschiedliche Mutationen.
2 Bei einer Probe erkannte Sanger zwei Mutationen. Bei zwei Proben erkannte Sanger eine Mutation.
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Studie 3

Diese Studie untersuchte DNA-Bibliotheken, die aus FFPE-Proben verschiedener Gewebetypen vorbereitet wurden. Insgesamt
handelte es sich um 109 FFPE-Proben aus acht verschiedenen Gewebetypen (Dickdarm, Eierstock, Bauchspeicheldriise, Nebenniere,
Blase, Leber, Schilddriise und Brust) mit mindestens 11 FFPE-Proben fiir jeden Gewebetyp. Das Nebennierengewebe enthielt
Metastasen aus Osophagus-, Lungen- und Dickdarm-Tumoren. Die anderen Gewebe wiesen Primdrtumore auf. Die Studie
verwendete einen reprasentativen Assay, der daflir ausgelegt ist, 26 Gene abzufragen, die 21.577 Basen liber 17 verschiedene
Chromosomen hinweg abdecken. Es wurden insgesamt sechs unterschiedliche Gene (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR und BRAF)
nach der Sanger-Methode sequenziert, wobei flr jeden Tumor 1-3 Gene sequenziert wurden, basierend auf der erwarteten Pravalenz
somatischer Mutationen flir diesen Tumor. Die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung identifizierten 39 somatische SNV-Mutationen
in 33 von 109 FFPE-Proben. Das MiSeqDx-System identifizierte 36 somatische SNV-Mutationen in 32 von 109 FFPE-Proben mit einem
falsch negativen Call sowie zwei Variantenpositionen mit No-Call-Ergebnissen. Die PPA betrug 97,3 %. Das MiSeqDx-System
identifizierte 78.975 Referenzbasen liber die 109 FFPE-Proben hinweg mit 29 falsch positiven Ergebnissen im Vergleich zur Sanger-
Sequenzierung und 3.416 ,No Calls”. Die NPA betrug 99,9 %. Eine Zwei-Basen-Deletion war bei beiden Methoden Ubereinstimmend.
Tabelle 16 fasst die Ergebnisse nach Gewebetyp zusammen.

Tabelle 16 Positive und negative prozentuale Ubereinstimmung nach Gewebetyp

Gewebetyp Anzahl Proben Gesamtzahl Varianten Gesamtzahl RP-Varianten Gesamtzahl FN-Varianten Gesamtzahl RN-Calls Gesamtzahl FP-Calls Gesamtzahl,No Calls* PPA  NPA
Nebenniere 16 6 4 1 11.823 2 607 80 >99,9
Blase 12 4 0 7.070 3 273 100 >99,9

Brust 16 3 3 0 13.439 7 479 100 99,9
Dickdarm n 6 5 0 8.720 2 133 100 >99,9
Leber 13 3 3 0 7.984 1 59 100 >99,9
Eierstock 13 7 7 0 10.581 1 724 100 >99,99

Bauchspeicheldriise 17 7 7 0 11.929 12 489 100 99,9
Schilddrise M 3 0 7.429 1 652 100 >99,9
Summe 109 39 36 1 78.975 29 3.416 97,3 >99,9

Reproduzierbarkeit

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit des MiSeqDx-Gerats wurden zwei Studien mit aus FFPE-Proben extrahierter DNA durchgefiihrt.
Studie 1 wurde mit mehreren Geraten durchgefihrt. Studie 2 erfolgte an mehreren Standorten.

A SO 1w 81ela9 In) abejiegsbunyoed 1189 -xabasSIN



"140dX3 NI d4N4 4NN MILSONOVIA-OHLIA-NI dN4

C0 UOISIBA 81290000¢ IN-uswnxoqd

SS

Studie 1

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des MiSeqDx-Gerats flihrten zwei ausgebildete Bediener auf zwei Geraten
insgesamt acht Laufe durch. Der reprasentative Assay, der Amplikon-Genominhalt, die Proben und die Referenzmethode waren die
gleichen wie bei der oben beschriebenen Studie 1. Die Ergebnisse werden flr jedes Gerat pro Amplikon dargestellt (Tabelle 17), um die
Calling-Reproduzierbarkeit auf den Geraten nachzuweisen. ,% korrekte Calls” berlicksichtigte falsche und,No Calls” (ein oder mehrere
Filter flr das Varianten-Calling wurden nicht passiert). Die Gerate erzeugten fir ein bestimmtes Amplikon eine dhnliche Anzahl von ,No
Calls”. Auf MiSeqDx 1 wurde innerhalb eines gemaB dem Referenzstandard ,Platinum Genomes" als zuverlassig definierten Bereichs
ein einziger falscher Call beobachtet. Bei dem falschen Call handelte es sich um einen falsch positiven Call einer Insertionsvariante in
Amplikon 64, bei der Abfrage von Chromosom 10 an den Positionen 55892599 bis 55892687. Das Amplikon wies eine Dinukleotid-
Wiederholung von 11 auf.

Tabelle 17 Ergebnisse der Studie zur gerateabhangigen Reproduzierbarkeit fir das MiSeqDx-Gerat (Amplikon-Level)

MiSegDx 1 MiSeqDx 2
GroBedes Basenin Amplikon- e B
Amplikon Chromosom analysierten zuverlassigen P . GC-Inhalt
. Genominhalt
Fragments Regionen Gesamtzahl
Gesamtzahl falscher Gesamtzahl  Gesamtzahl Gesamtzahl Gesamtzahl
korrekter Calls Calls ,No Calls”  korrekter Calls falscher Calls ,No Calls”
1 1 93 93 Indel 0,22 5.580 0 0 5.580 0 0
2 1 79 79 PolyA (5), 0,38 4.740 0 0 4.740 0 0
PolyC (5),
Indel
3 1 91 91 Indel 0,4 5.448 0 12 5.453 0 8
4 1 92 92 Indel 0,49 5.518 0 2 5.4193518 0 2
5 1 81 81 PolyG (5) 0,69 4.858 0 2 4.860 0 0
6 1 70 70 PolyT (10) 0,39 4.200 0 0 4.200 0 0
indel
7 1 88 88 PolyA (5), 0,27 5.279 0 1 5.279 0 1
CT(3), TAA
(3), Indel
8 2 90 90 Indel 0,28 5.400 0 0 5.400 0 0
9 2 80 80 Indel 0,38 4.800 0 0 4.800 0 0
10 2 85 81 N. z. 0,65 4.859 0 1 4.859 0 1

A SO 1w 81ela9 In) abejiegsbunyoed 1189 -xabasSIN



"140dX3 NI d4N4 4NN MILSONOVIA-OHLIA-NI dN4

C0 UOISIBA 81290000¢ IN-uswnxoqd

9s

Amplikon

21
22
23

24

25

26
27

Chromosom

N

W W W w

GroBedes
analysierten
Fragments

75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

75
78
97

78

66

71
62

Basenin
zuverlassigen
Regionen

75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

74
78
97

78

62

69
62

Amplikon-
Genominhalt

PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
Indel

PolyT (5),
PolyA (6),
Indel

N. z.

PolyT (5),
Indel

AT(3), Indel
N. z.
CT(3), Indel

PolyA (5),

PolyT (5),

PolyA (9),
TG(3)

Indel
PolyA (6)

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

N. z.

PolyA (5),
Indel

PolyA (5)

PolyA (7),
Indel

GC-Inhalt

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

Gesamtzahl
korrekter Calls
4.468
5.280
5.21

5.453

5.579
4.378

5.396
4.980
4.193
5.220

4.432
4.676
5.820

4.679

3.720

4.140
3.676

MiSeqDx 1

Gesamtzahl

falscher
Calls

0
0
0

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

40
0
43

45

Gesamtzahl
korrekter Calls
4.468
5.280
5.214

5.449

5.579
4.379

5.396
4.980
4.194
5.220

4.432
4.676
5.820

4.677

3.720

4.140
3.671

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

40
0
40

n

51
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Amplikon

28
29

30
31

32
33

34
35
36
37

38

39
40
a1

42
43
44
45

46

Chromosom

o o o u

o

N NN O

GroBedes
analysierten
Fragments

78
84

64
83

67
91

75
102
92
100

98

95
86
95

91
73
88
87

85

Basenin
zuverlassigen
Regionen

75
84

64
83

67
91

75
102
92
94

98

95
86
94

91
73
88
87

85

Amplikon-
Genominhalt

N. z.

GT(3),CCA
(3)

N. z.

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)
N. z.
Indel

PolyA (7),
AG(4)

Indel

GC-Inhalt

0,78
0,62

0,39
0,3

0,37
0,55

0,43
0,68
0,63
0,61

0,53
0,7
0,61

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

0,38

Gesamtzahl
korrekter Calls
3.368
5.040

3.840
4.979

4.020
5.460

4.498
6.120
5.520
5.532

5.820

5.697
5.159
5.638

5.460
4.380
5.279
5.184

5.100

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0
0

o

o o o o

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

1.132
0

108

60

Gesamtzahl
korrekter Calls
3.485
5.040

3.840
4.980

4.020
5.460

4.500
6.120
5.520
5.532

5.820

5.698
5.160
5.638

5.460
4.380
5.276
5.181

5.100

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o

o o o o

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

1.015
0

108

60
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Amplikon

47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64
65
66

Chromosom

0 0 NN

© ©|  ©|© © ©

10
10
10

10
10
10
10

GroBedes
analysierten
Fragments

90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89
80
81

Basenin
zuverlassigen
Regionen

90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88
80
81

Amplikon-
Genominhalt

PolyG (5),
Indel

PolyG (6),
PolyC (6),
Indel

N. z.
Indel
N. z.

PolyG (7),
CTC(4),
Indel

Indel
PolyG (6)
Indel
N. z.
AT(3)

PolyC (6),
Indel

PolyG (5),
Indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(11), Indel
N. z.

N. z.

GC-Inhalt

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
0,51

Gesamtzahl
korrekter Calls

5.398

5.460

3.960
5.580
4.980
5.219

4.020
5879
3.894
5.760
4.973
5.817

4.679

450
4.740
5.400

5.699
5.157
4.800
4.860

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0

o o/ oo o o o o o o

o

o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

w N o o

5.010

Gesamtzahl
korrekter Calls

5.399

5.459

3.960
5.579
4.980
5.220

4.020
5.880
3.895
5.760
4.978
5.818

4.680

632
4.740
5.400

5.699
5.153
4.800
4.860

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o o/ oo o o o o o o

o

o o N | O

Gesamtzahl
,No Calls"

120

NN O o1 O O

4.828
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Amplikon

67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87

Chromosom

1
n
1
n
1
n
n
n
n
n

1
12

12

12
12

13
13

13
13
14

GroBedes
analysierten
Fragments

97
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67

Basenin
zuverlassigen
Regionen

96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
88

89
77
67

Amplikon-
Genominhalt

N. z.
Indel
N. z.
Indel
N. z.
PolyA (5)
N. z.
PolyG (6)
Indel

PolyA (5),
CA(3), Indel

GA(3)

PolyC (5),
Indel

PolyA (7),
AC(4)

N. z.
PolyA (6)
PolyG (5)

N. z.

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
Indel

Indel
Indel

GA(3),TA(3)

GC-Inhalt

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

Gesamtzahl
korrekter Calls
5.760
4.199
5.999
3.720
6.120
4.380
5.100
5.437
5.100
5.100

5.100
5.040

5.577

4.860
4.260
5.605
4.380
5.220

5.340
4.620
4.020

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

o

o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

0
2

o o o o

60

95

60

Gesamtzahl
korrekter Calls
5.760
4.200
5.998
3.720
6.118
4.380
5.100
5.441
5.100
5.100

5.100
5.038

5.573

4.860
4.260
5.605
4.379
5.220

5.340
4.620
4.020

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o O O o o o o ol o o o

o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

63

95

60
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Amplikon

88
89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109

Chromosom

14
14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

GroBedes
analysierten
Fragments

83
73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93

Basenin
zuverlassigen
Regionen

83
72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93

Amplikon-
Genominhalt

N. z.

PolyT (5),
Indel

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

PolyG (5),
Indel

PolyT (6)
Indel
N. z.
Indel
N. z.

PolyC (5)
TA(3)

PolyC (5)

PolyT (5),
Indel

GC(3)

PolyC (5),
Indel

Indel

Indel

GC-Inhalt

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
0,67

0,46
0,26

Gesamtzahl
korrekter Calls
4.980
4.173

4.860
5.459
3.900
5.637
5.760
4.079
5.475

5.699
4.260
5.460
4.200
3.780
5.700
5.220
6.238
5.443

5.251
5.212

5.459
5.580

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0
0

O o/l o o o o o

O o olo o o o o o

o

Gesamtzahl
,No Calls"

0
147

105

w o o o o o o

89

Gesamtzahl
korrekter Calls
4.980
4.173

4.860
5.460
3.900
5.637
5.760
4.078
5.487

5.700
4.260
5.460
4.200
780
5.700
5.220
6.238
5.444

5.339
5.212

5.459
5.580

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o

O o/l o o o o o

O o o/lo o o o o o

o

Gesamtzahl
,No Calls"

0
147

w o o o o o o o

-
o
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Amplikon

110
m

12
13

14
115
116
7z
118
19

120

121

122
123
124
125
126
127
128
129

Chromosom

18

18

18
18
19
19
19
20
20
20

GroBedes
analysierten
Fragments

91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76

Basenin
zuverlassigen
Regionen

89
82

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76

Amplikon-
Genominhalt

PolyT (5)

PolyA (13),
Indel (x2)

PolyA (5)

PolyA (7),

AT(3), AT

(4), AT(4),
Indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
N. z.

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
Indel

CTC(3),
Indel

CT(3), Indel
N. z.
N. z.
N. z.
N. z.
N. z.
AC(3)
CT(3)

GC-Inhalt

0,54
0,29

0,34
0,26

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

0,37

0,47

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

Gesamtzahl
korrekter Calls
5.340
4.860

5.459
5.460

4.699
5.153
5.039
4.020
5.460
4.132

4.475

4.860

5.098
3.900
5.926
4.440
4.199
5.640
4.920
4.559

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0
0

o o o o o o

O o o o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

0
308

60

Gesamtzahl
korrekter Calls
5.340
4.860

5.459
5.460

4.700
5156
5.039
4.020
5.460
4.131

4.480

4.860

5.098
3.900
5.924
4.438
4.200
5.638
4.920
4.558

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o o/ o o o o

O o o o o o o o

Gesamtzahl
,No Calls"

0
07

60
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Amplikon

130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Chromosom

20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

GroBedes
analysierten
Fragments

70

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65
91
71

Basenin
zuverlassigen
Regionen

70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

o

Amplikon-
Genominhalt

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
N. z.
Indel
N. z.
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
N. z.
N. z.
N. z.
PolyA (5)

GC-Inhalt

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

Gesamtzahl
korrekter Calls

4.200

6.060
4.020
5.277
5.218
3.959
5.880

5.220
4.119

5.399

5.998
5.819
5.818
5.940
5.519
4.139
4.136
4.260

MiSeqDx 1

Gesamtzahl
falscher
Calls

0

o o o o o o

o

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

Gesamtzahl
,No Calls"

0

31

31

O o oo »

Gesamtzahl
korrekter Calls

4.200

6.060
4.020
5.274
5.218
3.957
5.880

5.220
4.113

5.399

5.997
5.819
5.816
5.940
5.519
4.140
4.137
4.260

MiSeqDx 2

Gesamtzahl
falscher Calls

o o/ o o o o

o

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

Gesamtzahl
,No Calls"

0

o b

O o oo w o
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Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie wurden pro Bediener unter Verwendung der Variantenhaufigkeit analysiert (Tabelle 18).
Diese Analyse zeigte, dass die Variantenhaufigkeiten bedienertibergreifend konsistent waren. Dargestellt sind die mittleren
Variantenhaufigkeiten und die Standardabweichung von +/- 1.

Tabelle 18 Bedienerabhangige Ergebnisse fiir das MiSeqDx-Gerat

Gesamtzahl Gesamtzahl

. Anzahl . . Mittlere (SD) berichtete Mittlere (SD) berichtete

Bereich der ) ) analysierter analysierter . e . . v e

. . ... . eindeutiger . . . . Variantenhaufigkeit Variantenhaufigkeit
Variantenhaufigkeit . Varianten Bediener Varianten Bediener . .

Varianten 1 2 Bediener 1 Bediener 2

Hohe Haufigkeit 1.112 1.072 1.072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
(ca.100 %)
Mittlere Haufigkeit 3.240 3.151 3.161 0,49 +/-0,04 0,49 +/-0,04
(ca.50 %)
Geringe Haufigkeit 620 618 612 0,05 +/-0,01 0,05 +/-0,01
(3-7 %)

Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsstudie fiir jede Probe werden fir alle acht Laufe zusammengefasst aufgefihrt (Tabelle 19). Die
Erkennung wird flr jeden Variantentyp — SNVs, Insertionen und Deletionen — separat evaluiert. Referenzierte Positionen sind
ausgeschlossen. Diese Analyse zeigte, dass die Ergebnisse fir die Varianten tber die Proben hinweg reproduziert werden konnten.
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Tabelle 19 Ubereinstimmung der Base-Call-Ergebnisse des MiSeqDx-Geréts je Probe

SNVs
G
Probe esam
tzahl
GM12 592
877
GM12 1.456
878
GM12 912
879
GM12 1.200
885
GM12 1.104
886
GM12  3.640
877-
D1
GM12 400
877-
D2?

Gesam

tzahl

RP

574

1.432

896

1.192

1.104

3.582

398

Gesam
tzahl
FP

2

Gesam
tzahl
FN

0

" Varianten mit einer Haufigkeit von mehr als 20 %.
2 Varianten mit einer Haufigkeit von weniger als 20 %.

Insertionen

G
Gesam esam

tzahl
tzahl

RP
336 336
320 304
336 320
400 384
368 352
800 760
520 516

Gesamt
zahl FP

0

Gesam
tzahl
FN

Deletionen

G
Gesam esam

tzahl
tzahl

RP
228 272
384 352
288 272
352 320
368 352
960 880
560 556

Gesam
tzahl
FP

0

Gesam
tzahl
FN

Die von den acht Laufen der Reproduzierbarkeitsstudie gelieferten Daten unterstitzen die Aussage, dass das MiSegDx-Gerat

Folgendes konsistent sequenzieren kann:

GC-Inhalt = 19 % (alle Base-Calls in 120 von 120 sequenzierten Amplikons mit 19 % GC-Inhalt erfolgten korrekt, mit einer No-Call-

Rate von 3,4 %)
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* GC-Inhalt =73 % (alle Base-Calls in 120 von 120 sequenzierten Amplikons mit 73 % GC-Inhalt erfolgten korrekt, mit einer No-Call-

Rate von 0,1 %)

* PolyA-Langen = 8 (PolyA-Wiederholung von acht Nukleotiden mit korrekten Calls in 120 von 120 sequenzierten Amplikons, die
PolyA = 8 enthalten)

* PolyT-Langen = 10 (PolyT-Wiederholung von 10 Nukleotiden mit korrekten Calls in 120 von 120 sequenzierten Amplikons, die
PolyT = 10 enthalten)

* PolyG-Langen = 6 (PolyG-Wiederholung von sechs Nukleotiden mit korrekten Calls in 720 von 720 sequenzierten Amplikons, die
PolyG = 6 enthalten)

* PolyC-Langen = 6 (PolyC-Wiederholung von sechs Nukleotiden mit korrekten Calls in 359 von 360 sequenzierten Amplikons, die
PolyC = 6 enthalten, mit einem ,No Call”)

* Langen von Dinukleotid-Wiederholungen = 4-fach (alle Base-Calls in 600 von 600 sequenzierten Amplikons mit 4-facher
Dinukleotid-Wiederholung erfolgten korrekt, mit einer No-Call-Rate von 0,4 %)

* Langen von Trinukleotid-Wiederholungen = 5-fach (alle Base-Calls in 120 von 120 sequenzierten Amplikons mit 5-facher
Trinukleotid-Wiederholung erfolgten korrekt, mit einer No-Call-Rate von 1,9 %)

* 24-Basen-Insertionen oder geringer und 25-Basen-Deletionen oder geringer
— 24-Basen-Insertionen hatten in 120 von 120 Proben korrekte Calls

— 25-Basen-Deletionen hatten in 182 Proben korrekte Calls und in zwei von 184 Proben gemeldete ,No Calls”

Studie 2

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit des in der Genauigkeitsstudie 2 beschriebenen reprasentativen Zwei-Gen-Assays wurde
eine externe Studie mit einer Reagenzien-Charge an drei externen Priifstandorten (zwei Bediener pro Standort) und an drei nicht
aufeinander folgenden Priiftagen durchgefiihrt. Bei den Tests wurden sechs gut charakterisierte Probenpanels mit Proben
genomischer DNA aus klinischen FFPE-Proben oder Zelllinien verwendet. Jedes Panel enthielt 10 Bestandteile, d. h., es wurden
insgesamt 60 Bestandteile einbezogen.

Die 60 Bestandteile der Panels umfassten Duplikate von vier eindeutigen Wildtypproben (flir Panel-Mutationen) und 12 eindeutige
Mutationsproben (mit einer einzelnen Mutation), die mit niedrigen und hohen Mutationshaufigkeits-Levels vorbereitet wurden, sowie
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zwei eindeutige Mutationsproben (mit einer einzelnen Mutation) mit ausschlieBlich niedrigem Mutationshaufigkeits-Level. Jede
eindeutige Probe bzw. Probe mit Mutationshaufigkeits-Level (in jedem Lauf doppelt getestet) flihrte zu 36 moglichen Ergebnissen (2
Replikate x 2 Bediener x 3 Tage x 3 Standorte), sofern alle Ergebnisse gultig waren.

Der Prozentsatz erwarteter Calls (Percent Expected Call, PEC) Uber alle positiven und negativen Varianten hinweg wurde durch
Vergleich des Ergebnisses des reprasentativen Assays mit dem erwarteten Mutationsergebnis (erwartete Mutation erkannt oder nicht
erkannt) jeder Probe berechnet. Der PEC wird berechnet als 100 % multipliziert mit der Anzahl der erwarteten Calls geteilt durch die
Anzahl der versuchten Calls. Das zweiseitige 95-%-Konfidenzintervall wird nach der Wilson-Methode berechnet.

Bei der Zusammenfassung der Standorte waren die Proben-Pass-Raten beim ersten Lauf der Probe bzw. bei getesteten Proben in
Laufen, die im ersten Durchgang glltig waren, = 94,7 %. Der PEC auf Mutationsebene lber alle Mutationsproben hinweg betrug 99,6 %
(905/909) (95-%-KI, 98,9, 99,8). Die Anzahl der versuchten Calls iber alle 56 Panel-Mutationen hinweg (unabhangig davon, ob eine
erkannte Mutation erwartet wurde oder nicht) betrug fur alle gliltigen Proben 58.856 (56 x 1.051). Bei den 58.856 Beobachtungen auf
Mutationsebene gab es nur sechs Falle mit einer Diskordanz zwischen dem erwarteten und dem tatsachlichen Ergebnis. Der PEC auf
Mutationsebene Uber alle positiven und negativen Varianten der Mutations- und Wildtyp-Bestandteile aller Panels hinweg betrug
99,99 % (58.850/58.856).

Analytische Sensitivitat (Leerwertgrenze (Limit of Blank, LoB) und Nachweisgrenze (Limit of
Detection, LoD))

Diese Studie verifizierte den Assay-Cutoff und bestimmte die LoD flir das MiSeqDx-Gerat mit einem reprasentativen Panel. Dazu
wurden die gut charakterisierten Platinum-Genome-Zelllinien GM12878 und GM12877 formalinfixiert und in Paraffin eingebettet.
AnschlieBend wurde die DNA extrahiert. GM12878 wurde mit GM12877 verdiinnt, sodass die Variantenhaufigkeiten von 70 Varianten
(52 SNVs, neun Insertionen und neun Deletionen) bei annahernd 0,05 lagen. Die beiden DNA-Proben wurden von zwei Bedienern mit
zwei Geraten und zwei Reagenzien-Chargen in insgesamt 10 MiSegDx-Sequenzierungslaufen getestet. Dies resultierte in 40
Replikaten pro Variante in GM12878 und 60 Replikaten pro entsprechender Wildtyp-Koordinate in GM12877 fir jede Reagenzien-
Charge. Die LoB- und LoD-Werte wurden nach dem im CLSI-Standard EP17-A2 dargelegten klassischen Ansatz unter Verwendung der
nichtparametrischen Option berechnet. LoB und LoD wurden fur SNVs, Insertionen und Deletionen separat berechnet, indem die
Variantenhaufigkeiten flir einen gegebenen Variantentyp gepoolt wurden. Der Typ-I-Fehler wurde mit 0,01 und der Typ-lI-Fehler mit
0,05 definiert.

A SO 1w 81ela9 In) abejiegsbunyoed 1189 -xabasSIN



"140dX3 NI d4N4 4NN MILSONOVIA-OHLIA-NI dN4

C0 UOISIBA 81290000¢ IN-uswnxoqd

L9

Fir die LoB wurden die gepoolten Variantenfrequenzen aufsteigend sortiert und es wurde die 99. Rangposition fur jede
Reagenziencharge und fir jeden Variantentyp berechnet (Tabelle 20). Die MiSeqDx-Software verwendet einen Cutoff (die effektive
Leerwertgrenze) von einer 0,026-Variantenhaufigkeit zur Festlegung der qualitativen Erkennung von Varianten. Die berechneten LoB-
Werte belegten, dass dieser Cutoff zu einem Typ-I-Fehler von nicht mehr als 0,01 fuhrt.

Tabelle 20 Leerwertgrenze

Variantentyp Gesamtzahl der Variantenhaufigkeiten LoB Reagenziencharge 1 (%) LoB Reagenziencharge 2 (%)
SNV 3.120 0,87 0,75
Insertion 540 0,79 0,60
Deletion 540 0,96 0,84

Zur Berechnung des LoD-Werts wurde flir jede Reagenziencharge und fir jeden Variantentyp, der unter den Schwellenwert von 0,026
fallt, der Prozentsatz der individuellen Mutationsfrequenz berechnet (Tabelle 21). Da die Prozentsatze geringer waren als der Typ-II-
Fehler von 5 % (0,05), wurde der Median der kombinierten Variantenfrequenzen als LoD berechnet (Tabelle 21). Als LoD fir jeden
Variantentyp wurde der groBere der beiden fir die zwei Reagenzienchargen berechneten Werte genommen: 5,45 % flir SNVs, 4,88 %
fur Insertionen und 5,44 % flr Deletionen.

Tabelle 21 Nachweisgrenze

TS Ve Ges'amtzah.l.de'r ' Anzahl der VF- :\/:I:I:;u\:ll;:an < Nachweisgrenze
Variantenhaufigkeiten Messungen < 2,6 % 2.6 % (%)
1 SNV 2.080 4 0,20 5,45
Insertion 360 0 0,00 4,86
Deletion 360 2 0,60 5,44
2 SNV 2.080 26 1,30 544
Insertion 360 0 0,00 4,88
Deletion 360 0 0,00 5,24
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Die folgenden Studien zeigen die Leistungsmerkmale des MiSeqDx mit einem weiteren reprasentativen Assay, der auf 56 Mutationen
in zwei klinisch relevanten Krebsgenen (Mutationspanel) abzielt. Das Mutationspanel ist darauf ausgelegt, 56 Mutationen in zwei
klinisch relevanten Krebsgenen (Gen 1 und Gen 2) spezifisch nachzuweisen. Der Assay ermittelt gleichzeitig die Anwesenheit und
Abwesenheit jeder der 56 Mutationen in jeder sequenzierten Probe. Die Referenzmethode fiir diese Studien war die bidirektionale
Sanger-Sequenzierung.

Charge-zu-Charge-Prazision

Es wurde eine Studie zur Charge-zu-Charge-Prazision durchgefihrt, um die Leistung des MiSeqDx-Gerats lUber hergestellte
Reagenzien-Kit-Chargen hinweg (darunter Probenqualifizierungs-, Bibliotheksvorbereitungs- und Sequenzierungsreagenzien) zu
bewerten. Dazu wurde ein reprasentativer Zwei-Gen-Assay mit einem Panel von flinf gemischten FFPE-Proben verwendet, die die
Probenqualifikationsanforderungen erfiillen. Jede FFPE-Probe enthielt zwei eindeutige Mutationen: eine auf einem niedrigeren
Mutationshaufigkeits-Level (etwa 8 %) und eine auf einem hohen Mutationshaufigkeits-Level (ungefahr 14 %). An drei nicht
aufeinander folgenden Tagen wurden 12 Beobachtungen von jeder der flinf Probenmischungen mit drei Reagenzien-Kit-Chargen
erfasst. Die Gesamtzahl der Beobachtungen fur die Studie Uber alle Reagenzienchargen hinweg lag bei 180 Beobachtungen Uber alle
Probenmischungen und bei 360 Beobachtungen iiber alle Mutationshiufigkeits-Levels hinweg. Uber alle Chargen und Tage hinweg
zeigten 99,7 % (359/360) der Beobachtungen das erwartete Mutationsergebnis. Eine Mutation mit geringer Haufigkeit ergab einen
falschen Call als Wildtyp. Fir jede der Mutationen/Mutationshaufigkeits-Levels wurde eine Varianzkomponentenanalyse durchgefiihrt,
um die Variabilitat des Systems zu schatzen. Die Gesamtstandardabweichung lag zwischen 0,011 und 0,029. Die
Reagenzienchargenkomponente der Gesamtstandardabweichung lag zwischen 0 und 0,015.
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