MiSeqDx™-laite illumina

Pakkausseloste laitteille, joissa on MOS v4

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON. VAIN VIENTIIN.

Suunniteltu kayttotarkoitus

Kun MiSeqDx-laitetta kaytetaan in vitro -diagnostisiin (IVD) maarityksiin, se on tarkoitettu sellaisten DNA-
kirjastojen kohdistettuun sekvensointiin, jotka on saatu aareiskokoveresta tai formaliinifiksoidusta
parafiinivaletusta (FFPE) kudoksesta eristetysta ihmisen genomisesta DNA:sta. MiSeqDx-laitetta ei ole
tarkoitettu koko genomin sekvensointiin tai de novo -sekvensointiin. MiSeqDx-laitetta tulee kayttaa
rekisteroityjen ja lueteltujen, myyntiluvan saaneiden tai hyvaksyttyjen IVD-reagenssien ja analyyttisen
ohjelmiston kanssa.

Menetelman periaatteet

[llumina MiSeqgDx on tarkoitettu kohdistettuun inmisen DNA:n uudelleensekvensointiin lllumina-yhtion
sekvensointitarvikkeiden ja dareiskokoveresta tai FFPE-kudoksesta peraisin olevasta ihmisen genomisesta
DNA:sta valmistettujen kirjastojen seka rekisteroityjen ja lueteltujen, myyntiluvan saaneiden tai hyvaksyttyjen
IVD-reagenssien avulla. Kirjastot valmistellaan monistamalla kohteita ja lisddmalla nayteindekseja ja
kaappaussekvensseja. Naytekirjastot kaapataan virtauskyvettiin ja sekvensoidaan instrumenttiin synteesin
(SBS-kemian) avulla. SBS-kemiassa kdytetdaan palautuvan terminaattorin menetelmaa yksittaisten
nukleotidiemasten toteamiseen, kun ne sisallytetaan kasvaviin DNA-juosteisiin. Real-Time Analysis (RTA) on
ohjelmisto, joka suorittaa kuva-analyysin ja emaksen tunnistamisen ja antaa laatupisteytyksen kullekin
emakselle kussakin sekvensointijaksossa. Kun ensisijainen analyysi paattyy, MiSegDx-laitteen toissijainen
analyysi kasittelee emasten tunnistukset.

Kasittely sisaltaa yleensa demultipleksoinnin, FASTQ-tiedoston luonnin, kohdistuksen, variantin tunnistuksen
ja varianttitunnistusmuotoisten (VCF) tiedostojen luomisen, jotka sisaltavat tietoja viitegenomin tietyissa
paikoissa ldydetyista varianteista. MiSeqDx kayttaa erilaisia moduuleja toissijaista analyysia varten tydnkulun
perusteella.

Kaksoiskaynnistyksen maaritys

Kaksoiskaynnistys sisaltaa laitteiston, ohjelmiston ja asennustoimenpiteet, joiden avulla MiSeqDx-laite voi
suorittaa seka in vitro -diagnostisia (VD) etta vain tutkimuskayttéon tarkoitettuja (RUO)
sekvensointimaarityksia. Kaksoiskaynnistyksen avulla voidaan vaihtaa laitteen diagnostisesta tilasta laitteen
tutkimustilaan. Sekvensointitarvikkeiden RFID (radio-frequency identifications) -tunnisteet estavat RUO-tilan
sekvensointireagenssien kayttamisen diagnostisissa sekvensointiajoissa.
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Menetelman rajoitukset

* Invitro -diagnostiseen kayttoon.

* Tuotetiedoissa esitetyt tulokset saatiin edustavilla maarityspaneeleilla kdyttamalla perifeerista kokoverta
tai sukusolulinjoja ja FFPE-kudosta tai FFPE-solulinjoja somaattiseen toimintaan kuvattujen reagenssien ja
ohjelmistomoduulien kanssa. lturatavarianttien ja somaattisten varianttien analyysimoduulit kehitettiin
suorituskyvyn arvioimiseksi edustavilla maarityksilla. Suorituskykyominaisuudet on tarkoitettu vain
taustatiedoksi. Esitetty validointitestaus vain esittelee laitteen yleisia ominaisuuksia eikd maarita laitteen
kykyja tai sopivuutta minkaan tarkan vaitteen suhteen. Kaikki tassa laitteessa kaytetyiksi kehitetyt
diagnostiset testit edellyttavat taydellista validointia kaikilta suorituskykynakdkohdilta.

* Tama tuote onrajattu tuottamaan seuraavat:
— sekvensoinnin tulos = 5 Gt read-pituudella 2 x 150 emasparia (bp)
— suodattimen lapaisevat readit = 15 miljoonaa read-pituudella 2 x 150 bp
— YIiQ30 = 80 %:n emakset readpituudella 2 x 150 bp

Vahintaan 80 %:lla emaksia on Phred-asteikon laatupisteet > 30, mika osoittaa yli 99,9 %:n
emastunnistustarkkuutta.

* MiSeqgDx-laite on validoitu vain sekvensoimaan ihmisen DNA-kirjastoja, jotka on eristetty perifeerisesta
kokoveresta tai FFPE-kudoksesta. Muista ndytetyypeistd luotuja kirjastoja ei saa kayttaa taman laitteen
kanssa in vitro -diagnostiseen kayttéon. Taman laitteen suorituskykya mikrobien tai virusten
nukleiinihappojen sekvensoinnissa kliinisistd naytteista ei ole varmistettu.

* MiSeqDx on tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttdon yhdessa rekisterdityjen ja lueteltujen, myyntiluvan
saaneiden tai hyvaksyttyjen IVD-reagenssien tai maaritysten kanssa. Tassa pakkausselosteessa kuvatut
reagenssien rajoitukset ja suorituskykyominaisuudet perustuvat edustaviin maarityksiin ja
ohjelmistomoduuleihin. IVD-maaritysten osalta katso maarityskohtaisesta pakkausselosteesta
kayttotarkoitus, tunnistetut variantit seka naytetyyppi.

* YIi 25 emasparin pituisia indeleita (insertiot, deleetiot ja niiden yhdistelmat) ei kohdisteta
maaritysohjelmistossa. Tdman vuoksi indelit, joiden pituus on > 25 bp, eivat ole tunnistettavissa
maaritysohjelmistolla.

* Jarjestelma on validoitu yksittaisen nukleotidin varianttien (SNV:t) ja pituudeltaan korkeintaan
25 emasparin deleetioiden ja 24 emasparin insertioiden tunnistamiseen ituraja- ja somaattisen
varianttimoduulin ohjelmiston kanssa kaytettaessa. Somaattista tunnistusta varten tunnistettiin
25 emasparia deleetioita ja 18 emasparia insertioita varianttitaajuudella 0,05.

* Amplikonireadeja, joissa on aarimmaista varianttisisaltoa, ei ehka kohdisteta maaritysohjelmistossa, jolloin
alue iimoitetaan villityyppiseksi. Tallainen aarimmainen sisdltd on muun muassa seuraavanlaista:

— enemman kuin kolme indelia sisaltavat readit
— read-pituudet, jotka ovat vahintaan 30 bp ja joiden yksittaisen nukleotidivariantin (SNV) pitoisuus on
> 4 % amplikonin kokonaiskohdepituudesta (koetinalueet pois lukien)
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— Readit, joiden pituus on < 30 bp ja joiden SNV-sisaltd on > 10 % kokonaisamplikonipituudesta
(koetinalueet mukaan lukien)

*  Suuret variantit, muun muassa moninukleotidivariantit (MNV:t) ja suuret indelit, voidaan ilmoittaa erillisina
pienempina variantteina VCF-tuotostiedostossa.

* Deleetiovariantit voidaan suodattaa taijattaa huomiotta, kun alueena on kaksi vierekkaista amplikonia,
mikali deleetiopituus on suurempi tai yhta suuri kuin vierekkaisten amplikonien valinen paallekkaisyys.

* Jarjestelma ei pysty toteamaan indeleita, mikali ne iimenevat valittomasti alukkeen vieressa ja mikali
paallekkdista amplikonia ei ole. Alueilla, joilla on paallekkaisia amplikoneja, maarityksella ei voida todeta
deleetioita, kun paallekkaisyysalue on pienempi kuin todettavan deleetion koko. Mikali kahden vierekkaisen
amplikonin valinen paallekkaisyysalue on esimerkiksi kaksi (2) emasta, maaritykselld ei voida todeta
deleetioita, joihin molemmat eméakset sisaltyvat. Yksittdisen emaksen poisto jommankumman emaksen
kohdalla voidaan todeta.

* Kuten minka tahansa hybridisaatiopohjaisen kirjaston valmistelutydnkulun yhteydessa, piilevat
polymorfismit, mutaatiot, insertiot tai deleetiot oligonukleotideja sitovilla alueilla saattavat vaikuttaa
tutkittaviin alleeleihin. Tama vaikuttaa vastaavasti myos sekvensoinnin aikana tehtyihin tunnistuksiin.
Esimerkkeja:

— Varianttia faasissa, jossa on variantti alukealueella, ei ehkd amplifioida, jolloin tuloksena saadaan vaara
negatiivinen tulos.

— Alukealueella olevat variantit saattavat estaa viitealleelin amplifikaation, mika johtaa virheelliseen
homotsygoottisen variantin tunnistamiseen.

— Alukealueella olevat indelvariantit saattavat aiheuttaa vaaran positiivisen tunnistuksen alukkeen
vieressa olevan readin paassa.

* Indelit voidaan suodattaa juosteen vaaristyman vuoksi, jos ne iimenevat yhden readin paan lahella ja jos ne
leikataan pehmeasti kohdistuksen aikana.

* Pienia MNV:ita ei ole validoitu.

* Kopionumerovariantteja tai rakennevariantteja, kuten fuusioita tai translokaatioita, ei ole validoitu.

* [turatakohtaiset rajoitukset:
— MiSeqgDx-laite, jossa kaytetaan ituratavarianttien moduulia, on suunniteltu tuottamaan kvalitatiivisia
tuloksia ituratavariantin tunnistamiseksi (esim. homotsygoottinen, heterotsygoottinen, villityyppi).

— Sukusolulinjavarianttimoduulin kanssa kdytettynd oikeelliseen variantin tunnistamiseen tarvitaan
vahintaan 150x:n kattavuus amplikonia kohti. Naytteiden maara ja kohdennettujen emasten
kokonaismaara vaikuttavat kattavuuteen. GC-pitoisuus ja muu genomipitoisuus saattavat vaikuttaa
kattavuuteen.

— Jaljennésmaarien variaatio saattaa vaikuttaa siihen, tunnistetaanko variantti homotsygoottiseksi vai
heterotsygoottiseksi.
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— Tietyssa toistuvassa kontekstissa variantit suodatetaan pois VCF-tiedostoissa. RMxN-toistosuodatinta
kaytetdaan suodattamaan variantteja, mikali varianttisekvenssi on osittain tai kokonaan toistuvasti
lasna varianttiaseman viereisessa viitegenomissa. Sukusolulinjan variantin tunnistamisessa tarvitaan
vahintaan yhdeksan toistoa viitteessa, jotta variantti voidaan suodattaa, ja huomioon otetaan vain
toistot, joiden pituus on enintaan 5 bp (R5x9).

* Somaattis-spesifiset rajoitukset:

— MiSeqDx-laite, jossa kdytetdaan somaattisten varianttiem moduulia, on suunniteltu antamaan
kvalitatiivisia tuloksia somaattisen variantin tunnistamiseen (esim. sellaisen somaattisen variantin
lasnaolo, jonka varianttitaajuus = 0,026 ja toteamisraja 0,05).

— Somaattisen varianttimoduulin kanssa kaytettyna oikeelliseen variantin tunnistamiseen tarvitaan
vahintdan 450x:n kattavuus oligonukleotidipoolia kohti. Naytteiden maara ja kohdennettujen emdasten
kokonaismaara vaikuttavat kattavuuteen. GC-pitoisuus ja muu genomipitoisuus saattavat vaikuttaa
kattavuuteen.

— Tietyssa toistuvassa kontekstissa variantit suodatetaan pois VCF-tiedostoissa. RMxN-toistosuodatinta
kaytetaan suodattamaan variantteja, mikali varianttisekvenssi on osittain tai kokonaan toistuvasti
lasna varianttiaseman viereisessa viitegenomissa. Somaattisen variantin tunnistamisessa tarvitaan
vahintaan kuusi toistoa viitteessa, jotta variantti voidaan suodattaa, ja huomioon otetaan vain toistot,
joiden pituus on enintdan 3 bp (R3x6).

— Somaattinen varianttimoduuli ei voi tehda eroa ituradan ja somaattisten varianttien valilla. Moduuli on
suunniteltu toteamaan variantteja varianttien taajuusalueiden poikki, mutta varianttien taajuutta ei
voida kayttaa erottamaan somaattisia variantteja ituratavarianteista.

— Naytteessa oleva normaali kudos vaikuttaa varianttien toteamiseen. limoitettu toteamisraja perustuu
varianttitaajuuteen suhteessa seka tuumorista etta normaalista kudoksesta poimittuun kokonais-
DNA:han.

Tuotteen osat

[lumina MiSeqDx koostuu seuraavista:
MiSegDx-laite (Luettelonro DX-410-1001)

Seuraavat ohjelmistokomponentit tarvitaan MiSegDx-laitteen toimintaa ja tietoanalyysia varten:

Ohjelmistosovellus Toiminto Kuvaus

MiSeq- Ohjaa laitteen  MOS-ohjelmistosovellus hallinnoi laitteen kayttéa sekvensoinnin aikana ja tuottaa kuvia
kayttoohjelmisto toimintaa Real-Time Analysis (RTA) -ohjelmiston kdyttoon. Ks. lisatietoja MiSeqDx-laitteen viiteopas
(MOS) MQOS v4:lle (asiakirjanro 200010452) -oppaasta.

Real-Time Analysis Tuottaa RTA-ohjelmisto muuntaa MOS:in luomat kuvat sekvensointiajon jakson kullekin ruudulle
(RTA) ensisijaista emasten tunnistamistiedostoiksi, jotka ovat syoétteita Local Run Manager -

analyysia analyysimoduuleille. RTA-ohjelmistosovellus ei sisalla kayttoliittymaa.
Asiakirja nro 200006218 v02 4/70

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON. VAIN VIENTIIN.



MiSeqDx-laitteen pakkausseloste laitteille, jossa on MOS v4

illumina

Ohjelmistosovellus Toiminto Kuvaus
Local Run Manager Moduulin Local Run Manager -ohjelmisto on laitteessa suoritettava integroitu ratkaisu
valinnan kayttajahallintaan, toissijaisen analyysin suorittamiseen ja tilan valvontaan. Ks. lisatietoja

kayttoliittyma  oppaasta Local Run Manager v4 Software Reference Guide for MiSeqDx (Local Run Manager
v4 -ohjelmiston ohje MiSeqDx-laitteelle) (asiakirja nro 200046657).

Sailytys ja kasittely

Elementti Tekniset tiedot

Lampdtila Kuljetus ja varastointi: -10-40 °C (14-104 °F)

Kayttéolosuhteet: 19-25 °C (66-77 °F)

Kosteus Kuljetus ja varastointi: Tiivistymaton kosteus
Kayttdolosuhteet: 30-75 %:n suhteellinen kosteus (tiivistymaton)

Tarvittavat valineet ja materiaalit, jotka eivat kuulu

toimitukseen

Sekvensointitarvikkeet

MiSeqgDx-reagenssisarja v3 (luettelonro 20037124)

MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (luettelonro 20063860)

Kayttajan hankittaviksi jaavat tarvikkeet

Varmista ennen ajon alkua, etta seuraavat kayttaja

Tarvike

Alkoholiliinat, 70-prosenttinen isopropanoli
tai

etanoli, 70-prosenttinen

Laboratorioliina, vahan nukkaava
Linssipaperi, 4 x 6 tuumaa

Tween 20

Pinsetit, neliokarki, muovia (valinnainen)

Vesi, laboratoriokdyttdon tarkoitettu
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n hankkimat tarvikkeet ovat kaytettavissa.

Tarkoitus

Virtauskyvetin lasin tason puhdistaminen

Virtauskyvetin tason puhdistaminen
Virtauskyvetin puhdistaminen

Laitteen pesu

Virtauskyvetin poistaminen toimituspakkauksesta

Laitteen pesu
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Laboratoriokayttoon tarkoitettua vetta koskevat ohjeet

Kayta laitteen toimenpiteissa aina laboratoriokdyttddn tarkoitettua vetts. Ali koskaan kayta vesijohtovetta.
Kayta vain seuraavan laatuista vetta tai vastaavia:

* deionisoitu vesi

* [llumina PW1 -vesi

* 18 megaohmin (MQ) vesi

*  Milli-Q-vesi

* Super-Q-vesi

* molekyylibiologiaan tarkoitettu vesi.
Varoitukset ja varotoimet

A VAROITUS

Tama reagenssisarja sisaltda mahdollisesti vaarallisia kemikaaleja. Henkildvahinkoja voi
aiheutua hengittamisesta, nielemisesta seka iho- ja silmakosketuksesta. limanvaihdon on oltava
asianmukaista reagensseissa olevien vaarallisten aineiden kasittelyssa. Kayta altistumisriskia
vastaavia henkilonsuojaimia, kuten silmiensuojaimia, suojakasineita ja laboratoriotakkia.
Kasittele kaytettyja reagensseja kemiallisena jatteena ja havita ne sovellettavien alueellisten,
kansallisten ja paikallisten lakien ja saadosten mukaisesti. Katso ymparist6a, terveytta ja
turvallisuutta koskevia lisatietoja kayttoturvallisuustiedotteesta osoitteessa
support.illumina.com/sds.html.

* Kasittele kaikkia verinaytteita aivan kuten niissa olisi tarttuvaa ihmisen immuunikatovirusta (HIV), ihmisen
hepatiitti B -virusta (HBV) ja muita veren valityksella tarttuvia taudinaiheuttajia (yleiset varotoimet).

* Jos annettuja ohjeita ei noudateta, tuloksena voi olla virheellisia tuloksia tai naytteiden laadun merkittava
heikentyminen.

* Noudata normaaleja laboratoriotydn varotoimia. Al pipetoi suun avulla. Ald syd, juo tai tupakoi tyéhén
varatuilla alueilla. K&yta kertakayttoisia hansikkaita ja laboratoriotakkeja, kun kasittelet naytteita tai
sarjareagensseja. Pese kddet huolellisesti naytteiden ja sarjareagenssien kasittelyn jalkeen.

* Asianmukaisten laboratoriokdytantdjen ja hyvan laboratoriohygienian noudattaminen on valttamatonta,
jotta PCR-tuotteet eivat kontaminoi reagensseja, instrumentteja ja genomisen DNA:n naytteita. PCR-
kontaminaatio voi aiheuttaa epatarkkoja ja epaluotettavia tuloksia.

* Jotta kontaminoituminen voidaan valttaa, varmista, etta vahvistusta edeltavan ja sen jalkeisen tydn alueilla
on tyovaiheisiin tarkoitetut laitteet ja tarvikkeet (esimerkiksi pipetit, pipettikarjet, koeputkiravistelijat ja
sentrifugit).
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Tarvittaessa indeksin ja naytteen parinmuodostuksen tulee vastata levyn tulostettua asettelua tasmalleen.
Local Run Manager tayttaa naytteiden nimiin liittyvat indeksialukkeet automaattisesti moduuliin
lisattaessa. Kayttajaa kehotetaan tarkistamaan naytteisiin liitetyt indeksialukkeet ennen sekvensointiajon
aloittamista. Naytteen ja alustan asettelun valiset yhteensopimattomuudet johtavat positiivisen ndytteen
tunnistuksen menetykseen ja virheellisen tuloksen raportointiin.

Kayttajan hankkiman virustorjuntaohjelman asennusta suositellaan vahvasti, jotta tietokone olisi turvassa
viruksilta. Katso asennusohjeet kayttéoppaasta.

Al3 kayta MiSeqDx -laitetta, jos jokin sen paneeli on irrotettu. Jos laitetta kdytetaan jokin paneeli
irrotettuna, vaarana on altistuminen verkko- ja tasavirtajannitteille.

Al koske virtauskyvetin virtauskyvettiasemaan. Siina olevan lammittimen ldmpétila on 22-95 °C ja voi
johtaa palovammoihin.

Laite painaa noin 57 kg (126 paunaa), joten sen pudottaminen tai kasitteleminen vaarin voi aiheuttaa
vakavan vamman.

Kaikista tdhan tuotteeseen liittyvista vakavista tapahtumista on valittdmasti ilmoitettava llluminalle ja
toimivaltaiselle viranomaiselle siina jasenvaltiossa, jossa kayttaja ja/tai potilas on.

Kayttoohjeet

Seuraavat MiSeqgDx-laitteen kayttoohjeet edellyttdvat MiSegDx-reagenssisarja v3 -sarjassa toimitettavien
reagenssien kayttoa.

Ajon luominen Local Run Manager -ohjelmistolla

Katso ajon luomisen yksityiskohtaiset ohjeet kayttamallesi analyysimoduulille oppaasta Local Run Manager v4
Software Reference Guide for MiSeqDx (Local Run Manager v4 -ohjelmiston ohje MiSeqDx-laitteelle) (asiakirja
nro 200046657) ja Local Run Manager-moduulin oppaasta.

Reagenssikasetin valmistelu

Seuraavissa ohjeissa kuvataan, miten reagenssit sulatetaan huoneenlampdisessa vesihauteessa.

1.

Ota reagenssikasetti—25 - =15 °C:n sailytyslampdtilasta.

2. Asetareagenssikasetti vesihauteeseen, jossa on riittavasti huoneenlampoista deionisoitua vetta, jotta
reagenssikasetin pohja uppoaa veteen reagenssikasettiin painettuun vesirajaan saakka. Ald anna veden
ylittaa enimmaisvesirajaa.
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Kuva1 Enimmaisvesiraja

litaininin AN

| |

3. Annareagenssikasetin sulaa huoneenlammossa noin 60-90 minuuttia tai kunnes se on sulanut kokonaan.

4. Poista kasetti vesihauteesta ja haputa sita kevyesti tyotasolla veden poistamiseksi kasetin pohjasta.
Kuivaa kasetin pohja. Varmista, etta vetta ei ole roiskunut reagenssikasetin yldosaan.

Reagenssikasetin tarkistaminen

1. Kaantele reagenssikasettia kymmenen kertaa sulaneiden reagenssien sekoittamiseksi ja tarkista sitten,
ettad kaikki asemat ovat sulaneet.

2. Tarkista reagenssit asemissa 1, 2 ja 4 varmistaaksesi, ettd ne ovat kokonaan sekoittuneet ja ettd niissa ei
ole sakkaa.

HUOMAUTUS Onratkaisevan tarkeaa, etta kasetin reagenssit ovat taysin sulaneet ja sekoittuneet,
jotta voidaan varmistaa asianmukainen sekvensointi.
3. Napauta kasettia varovasti tydtason paalla reagenssien ilmakuplien vahentamiseksi.
HUOMAUTUS MiSegDx-annostelijaputket siirtyvat kunkin sailion pohjaan reagenssien aspirointia
varten, joten on tarkeaa, etta sailidissa ei ole ilmakuplia.

4. Asetareagenssikasettijaalle taisiirra se syrjaan 2-8 °C:n lampaétilaan (enintdan kuudeksi tunniksi), kunnes
olet valmis maarittdmaan ajon. Parhaan tulokset saat siirtymalld suoraan naytteen lataamiseen ja ajon
maarittamiseen.

Naytteiden valmistelu sekvensointia varten

Jos tarvitset ohjeita naytekirjastojen valmistelusta sekvensointia varten, mukaan lukien kirjaston laimennus ja
poolaus, lue kayttdohjeiden osio kirjaston valmistelusarjasta.

Naytekirjastojen laimennus riippuu oligonukleotidipoolien monimutkaisuudesta. Klusteritiheyden optimointi
MiSeqDx-laitteessa on tarpeen, ja optimaalinen klusteritineys vaihtelee tietyn kirjaston valmistelumaarityksen
mukaan.

Naytekirjastojen lataaminen kasettiin

Kun reagenssikasetti on taysin sulanut ja kayttovalmis, olet valmis lataamaan naytteet kasettiin.
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1.

4.

Kayta erillista, puhdasta ja tyhjaa 1 ml:n pipettikarkea kalvosulun puhkaisemiseen Load Samples
(Latausnaytteet) -merkinnalla varustetun reagenssikasetin sailion kohdalla.

HUOMAUTUS Al4 puhkaise muita reagenssiasemia. Muut reagenssiasemat puhkaistaan
automaattisesti ajon aikana.

Pipetoi 600 ul DAL-naytekirjastoja Load Samples (Latausnaytteet) -sailioon. Valta koskemasta
kalvosulkuun.

Tarkista sailio ilmakuplien varalta naytteen latauksen jalkeen. Mikali mukana on kuplia, vapauta ne
taputtamalla kasettia varoen tyotasoon.

Kuva 2 Kirjastojen lataaminen

Jatka suoraan ajon asetusvaiheisiin MiSeqg-kayttéohjelmisto (MOS) -kayttoliittyman avulla.

Ajon valmistelu

Lue taydelliset ajon asennusohjeet asiakirjasta MiSeqgDx-laitteen viiteopas MOS v4:lle (asiakirjanro
200010452).

1.

Kirjaudu sisdan MiSgDx-laitteeseen omalla Local Run Manager -ohjelmiston salasanallasi.

2. Valitse MOS-ohjelmiston aloitusnaytosta Sequence (Sekvenssi).

3. Valitse ajo luettelosta ja valitse sitten Next (Seuraava).
Nakyviin tulee lukuisia ajon kayttoonottonayttdja seuraavassa jarjestyksessa: Load Flow Cell (Lataa
virtauskyvetti), Load Reagents (lataa reagenssit), Review (Tarkista) ja Pre-Run Checks (Ajoa edeltavat
tarkistukset).

4. Kun nakyviin tulee Load Flow Cell (Virtauskyvetin lataaminen) -naytto, puhdista virtauskyvettija lataa se
sitten.

5. Sulje virtauskyvetin salpa ja virtauskyvettilokeron luukku.

Asiakirja nro 200006218 v02 9/70
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Seka salpa ettd lokeron luukku on suljettava ennen ajon aloittamista. Kun virtauskyvetti on ladattu,
ohjelmisto lukee ja kirjaa RFID-tunnisteen. Vahvistus RFID-tunnisteen onnistuneesta luennasta nakyy
ndyton oikeassa alakulmassa.

6. Noudata ohjelmistokehotuksia MiSegDx SBS -liuospullon (PR2) lataamiseksi ja varmista, etta jatepullo on
tyhja, seka lataa reagenssikasetti.
Kun MiSeqDx SBS -liuospullo (PR2) ja reagenssikasetti on ladattu, ohjelmisto lukee ja tallentaa RFID:n.
Vahvistus RFID-tunnisteen onnistuneesta luennasta nakyy nayton oikeassa alakulmassa.

7. Kun ajo alkaa, sekvensointinayttd avautuu. Tama naytto tarjoaa visuaalisen nayton meneillaan olevasta
ajosta, mukaan lukien voimakkuudet ja laatupisteytykset (Q-pisteet).

Tulokset

Real-Time Analysis (RTA) on integroitu ohjelmisto, joka suorittaa kuva-analyysin ja emaksen tunnistamisen ja
antaa laatupisteytyksen kullekin emakselle kussakin sekvensointijaksossa. Kun ensisijainen analyysi valmistuu,
MiSeqgDx-laitteen kohdassa Ajon luominen Local Run Manager -ohjelmistolla sivulla 7 valittu moduuli aloittaa
toissijaisen analyysin. Katso maarityskohtaisesta dokumentaatiosta muita tyonkulkuja.

Laadunvarmistusmenetelmat

MiSeqgDx -ohjelmisto arvioi kunkin ajon, naytteen ja emaksen tunnistuksen laadunvarmistusmittareita vastaan.
Tarvittaessa positiivisia ja negatiivisia kontrolleja sisaltyy kirjaston valmistukseen, ja ne tulee arvioida odotetun
tuloksen suhteen.

Suorituskykyominaisuudet

Kaikki tutkimukset tehtiin MiSegDx-laitteella.

Sukusolulinjatutkimuksissa kaytettiin joko kystisen fibroosin 139-variantin MiSeqDx-maaritysta tai TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx -sarjan Dx -reagensseja kirjaston valmisteluun. Naissa kahdessa pakkauksessa
kaytetaan identtisia kirjastonvalmistelureagensseja, ja niilla on vain yksi tydnkulkuero:
polymeraasiketjureaktioiden (PCR-reaktioiden) maara (25 vs. 28). Ylimaaraiset PCR-jaksot mahdollistavat
pienemman lahto-DNA-maaran TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (50 ng) -sarjan kanssa suhteessa kystisen
fibroosin 139-variantin MiSegDx-maaritykseen (250 ng), kuten osoitettiin Iaht6-DNA:n tutkimuksessa, jossa
kaytettiin TruSeq Custom Amplicon Kit Dx -sarjaa. Kystisen fibroosin 139-variantin MiSeqDx-maarityksella
valmistellut kirjastot sekvensoitiin pakkaukseen sisaltyvilla sekvensointireagensseilla. TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx -sarjan avulla valmistellut kirjastot sekvensoitiin MiSeqDx-reagenssisarja v3 -reagenssisarjalla.
Myohemmat sekvensointireagenssit ovat lisanneet tuotosta suhteessa kystisen fibroosin 139-variantin
MiSegDx-maarityksessa kaytettyihin.
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Testaus kattaa MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro -reagenssisarjan tukeman naytteidenkasittelynopeuksien
vaihteluvalin. MiSeqDx voi tukea maarityksesta riippuen 1-96 naytteen naytteidenkasittelynopeutta ajoa kohti.
MiSegDx Reagent Kit v3 Micro on suunniteltu tukemaan valittujen maaritysten pienempia
naytteidenkasittelynopeuksia taman vaihteluvalin puitteissa.

Somaattisissa tutkimuksissa kaytettiin mukautetun amplikonin TruSeq Custom Amplicon Kit Dx -sarjaa ja
MiSeqgDx-reagenssisarja v3-reagenssisarjaa.

Sukusolulinjan tai somaattista tyonkulkua seurasi analyysi sukusolulinjan varianttimoduulilla tai somaattisella
varianttimoduulilla, kahta poikkeusta lukuun ottamatta. Molemmissa tyonkuluissa kaytettiin TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx -sarjaa valmistelemaan kirjastot sekvensointia varten. Tutkimuksissa, jossa kaytettiin yhta
geenia (sukusolulinjan suorituskyky; kystisen fibroosin 139-variantin MiSeqDx-maaritys) tai kahta geenia
(somaattinen suorituskyky) edustavina mutaatiopaneeleina, kdytettiin maarityskohtaisia tyonkulkuja ja
analyysimoduuleja.

HUOMAUTUS Amplikonin genomisisalto on esitetty yhteenvetona suhteessa sekvensoituun
genomijuosteeseen. Miinusjuosteen perusteella suunnitelluissa amplikoneissa
vertailugenomisisaltd on kaanteinen osa (esimerkiksi PolyA-alueet miinusjuosteen
amplikoneissa vastaavat vertailugenomin PolyT-alueita).

Suorituskykyominaisuuksissa kaytettyjen laskelmien
maaritelmat

* Positiivinen yhtapitavyysprosentti (PPA) lasketaan osuutena sijainneista, jotka on luokiteltu varianteiksi
viitemenetelmalld ja jotka maaritys oikeaoppisesti ilmoittaa.

— (maarityksen oikeaoppisesti ilmoittamien varianttilokusten maara) / (varianttilokusten kokonaismaara)
Varianttisijainnit, jotka maaritys ilmoittaa ja jotka ovat yhtenevia vitemenetelman kanssa, ovat oikeita
positiivisia (TP). Varianttisijainnit, jotka maaritys ilmoittaa viitetunnistuksiksi tai erilaisiksi
varianttitunnistuksiksi, ovat vaaria negatiivisia (FN).

* Negatiivinen yhtapitavyysprosentti (NPA) lasketaan osuutena sijainneista, jotka on luokiteltu wild-
tyyppisiksi vitemenetelmalla ja jotka maaritys oikeaoppisestiilmoittaa.

— (maarityksen oikeaoppisestiilmoittamien villityyppisten sijaintien luku) / (villityyppisten sijaintien
kokonaisluku)

Villityyppiset sijainnit, jotka maaritys ilmoittaa ja jotka ovat yhtenevia vitemenetelman kanssa, ovat
oikeita negatiivisia (TN). Villityyppilokukset, jotka maaritys ilmoittaa variantteina, ovat vaaria positiivisia
(FP).
* Yleinen yhtapitavyysprosentti (OPA) lasketaan osuutena sijainneista, jotka maaritys on oikeaoppisesti
ilmoittanut suhteessa viitemenetelmaan.
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— ([maarityksen oikeaoppisesti ilmoittama varianttien sijaintien luku] + [ma&arityksen oikeaoppisesti
iimoittama wild-tyyppisten sijaintien luku]) / ([varianttien sijaintien luku yhteensa] + [wild-tyyppisten
sijaintien luku yhteensa])

* Variantin tunnistussovelluksia varten PPA:n, NPA:n ja OPA:n laskelmat eivat sisalla ei-tunnistuksia
(variantin tai viitteen sijainteja, jotka eivat tayta yhta tai useampaa laatusuodatinta). Kaksi tutkimusta ei
sisdlla ei-tunnistettuja oikeiden tunnistusten prosenttiosuudessa ja tama ei-tunnistusten pois jaantion
ilmoitettu asianomaisissa taulukoissa.

* Tunnistusaste lasketaan suodattimet lapaisevien sijaintien kokonaislukuna, joka jaetaan kromosomeille 1-
22 sekvensoitujen paikkojen yhteismaaralla. X-ja Y-kromosomit jatetaan pois. Tama mittari ei ota
huomioon tunnistusten yhtenevaisyytta viitemenetelman kanssa.

Analyysia edeltaviin tekijoihin (esim. eristysmenetelmiin tailahto-DNA:han) liittyvat suorituskykyominaisuudet
on kuvattu sovellettavan kirjastonvalmistelumenetelman pakkausselosteessa.

Naytteen indeksointi

Kirjaston valmistelun aikana lisatyt ndytteen indeksialukkeet maarittavat yksildllisen sekvenssin kullekin ndyte-
DNA:lle, minka avulla on mahdollista yhdistaa useita naytteita yhdeksi sekvensointiajoksi. Naytteen
indeksoiminen on testattu seka iturata- ettd somaattisten tydnkulkujen osalta.

Yhteensa 96 nayteindeksia testattiin edustavalla maarityksella, joka on suunniteltu suorittamaan haku eri
geeneille kattaen 12 588 emasta juostetta kohti kaikissa 23 ihmiskromosomissa sen varmistamiseksi, voiko
maaritys tehda genotyyppisen tunnistuksen yndenmukaisesti annetun naytteen kohdalla eri
indeksialukeyhdistelmissa. Y-kromosomi ei sisalla luottamusalueita, ja sita ei arvioitu. Kahdeksaa yksilollista
naytetta testattiin 12 eriindeksialukeyhdistelmallad naytetta kohti. Sukusolulinjan analyysimoduulilla saatuja
naytetuloksia vertailtiin Platinum Geomesin versioon 2016-01. PPA (SNV:t ja indelit) ylitti 97 % (todelliset
positiiviset tunnistukset olivat ainakin 70 SNV:iden osalta, 38 insertioiden osalta, 36 deleetioiden osalta) ja NPA
oli 100 % (vahintaan 23 440 viiteasemaa indeksiyhdistelmaa kohden) kunkin 96 indeksiyhdistelman osalta.
Yksittainen indeksi testattiin erikseen sen tarkistamiseksi, etta MiSeqDx-reagenssisarja v3 -sarjan v3
sekvensointikemia pystyy tukemaan alle kahdeksaa naytetta (MiSegDx Universal Kit 1.0 -sarjan edeltava kemia
olirajattu vahintdan kahdeksaan naytteeseen). Yksittdisen indeksin PPA-arvot olivat 98,9 % (180/182)
SNV:iden osalta, 100 % (38/38) insertioiden osalta ja 100 % (46/46) deleetioiden osalta. NPA oli 100 %

(23 856/23 856).

Naytteen 12 replikaattia (24 kirjastoa) testattiin indeksin tarkkuuden mittaamiseksi somaattisten varianttien
avulla tiheyksilla 0,05-0,10 kayttamalla somaattista varianttimoduulia (kaksi indeksiyhdistelmaa per replikaatti
kaytettiin somaattisten tunnistusten tekemiseen). PPA 0li 100 % SNV:iden (64/64), insertioiden (11/11) ja
deleetioiden (19/19) osalta. NPA oli 100 % (vahintaan 11 590 viiteasemaa indeksiyhdistelmaa kohden) kaikkien
indeksiyhdistelmien osalta.
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Naytteen siirto

MiSeqgDx-laitteen tydnkulku sisaltda kirjaston valmistelun ja useiden ndytteiden plus kontrollien sekvensoinnin,
kaikki kasiteltyina yhdella kerralla. Naytteensiirtymistutkimuksella arvioitiin, vaikuttavatko testituloksiin
virheelliset positiiviset tulokset, jotka johtuivat kuoppien vélisen kontaminaation aiheuttamasta siirtymisesta
naytekirjaston valmistelun aikana seka ajojen valisesta kontaminaatiosta perakkaisten sekvensointiajojen
aikana. Somaattisia variantteja kdytettiin, koska ne voidaan havaita pienemmilld alleelitiheystasoilla kuin
sukusolulinjavariantit.

Naytteet koostuivat solulinjoista saaduista neljasta genomisesta DNA-naytteesta, ja niissa kussakin oli eri
paneelimutaatiot kahden geenin edustavassa maarityksessa. Naytteet olivat sellaisia, ettd yhden aseman
mutaatiolla on muissa vertailusekvenssi (villityyppi).

Kuoppien valinen siirtyminen on maaritetty virhetilaksi, jonka mahdollisesti aiheuttavat manuaaliset
kasittelyvaiheet (pipetointi, ndytteiden sekoittuminen jne.). Jotta voitiin arvioida siirtyminen yhdesta
naytekuopasta toiseen, tehtiin kaksi testiajoa:

* shakkilauta-asettelu korkean genomisen I8ht6-DNA:n (gDNA) naytteesta, jossa oli mutaatio geenissa 1
vuorotellen geenin 2 mutaation sisaltavan matalan [ahto-gDNA:n kanssa.

* shakkilauta-asettelu korkean genomisen laht6-DNA:n (gDNA) ndytteesta, jossa oli mutaatio geenissa 2
vuorotellen geenin 1 mutaation sisaltdvan matalan 1aht6-gDNA:n kanssa.

Kussakin ajossa yhteensa 12 replikaattia arvioitiin virheellisten positiivisten tunnistusten varalta (esim. geenin
1 mutaatio raportoituna kuopassa, joka oli maaritetty geenin 2 mutaationaytteeksi, tai toisin pain).

Ajojen valiseksi siirtymaksi maaritetdan vikatila, jonka mahdollisesti synnyttda jadma aiemmasta
sekvensointiajosta. Jotta voitiin maarittaa, onko sekvensointiajojen valilla siirtymaa, valmisteltiin kaksilevya,
jossa kussakin oli 11 rinnakkaisndytetta yksittdisesta korkean 18ht6-gDNA:n ndytteesta ja tyhja nayte, ja ne
sekvensoitiin perakkain yhdella MiSegDx-laitteella ja arvioitiin virheellisten positiivisten tunnistusten varalta.
Ensimmainen ajo sisalsi 11 replikaattia geenin 2 mutaationdytteesta plus yhden tyhjan. Toinen ajo sisalsi

11 replikaattia geenin 1 mutaationaytteesta plus yhden tyhjan. Geenin 2 mutaationaytekirjasto sekvensoitiin
ensin ja sen jalkeen tehtiin sekvensointiajo geenin 1 mutaationaytekirjastolla, minka jalkeen tehtiin toinen
toistettu geenin 2 mutaationaytekirjaston sekvensointiajo. Jos geenin 2 mutaatioita havaitaan vain geenin 1
mutaatioita sisdltdvassa ajossa tai painvastoin, se olisi merkki siirtymasta.

Kuoppien vilisen siirtyman aiheuttamia virheellisia positiivisia tunnistuksia raportoitiin nolla (0/24, 0 %). Kaikki
odotetut mutaatiot tunnistettiin. Ajojen vélisen siirtyman aiheuttamia virheellisia positiivisia tunnistuksia
raportoitiin nolla (0/24, 0 %). Kaikki odotetut mutaatiot tunnistettiin. Kokonaissiirtyman aiheuttamia virheellisia
positiivisia tunnistuksia raportoitiin nolla (0/48, 0 %).
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Sukusolulinjan suorituskykyominaisuudet

Tassa kuvatuissa tutkimuksissa kaytettiin sukusolulinjan varianttimoduulia analysoimaan sekvensointitiedot, lukuun ottamatta
tutkimuksia, joissa yhden geenin paneelissa kaytettiin maarityskohtaista moduulia.

Tarkkuus

Seuraava tutkimus toteutettiin MiSeqDx-laitteen tarkkuuden arvioimiseksi MiSeqDx-reagenssisarja v3 -reagenssisarjalla ja
korkealaatuisella DNA:lla. Tutkimuksessa kaytettiin edustavaa maaritysta, joka on suunniteltu suorittamaan haku eri geeneista ja

12 588 emaksesta 23 eri kromosomissa 150 amplikonin avulla. Y-kromosomi ei sisalla luottamusalueita, ja sita ei arvioitu. Tassa
tutkimuksessa kaytetyt 12 yksildllistad naytetta ovat yksittdisestad perheestd — kahdelta vanhemmalta ja 10 lapselta - ja ne on usein
sekvensoitu useissa laboratorioissa ja useilla sekvensointimenetelmilla. Naytteista viisi on naisilta ja seitseman miehilta. Jokainen nayte
testattiin duplikaattina. Tarkkuus maaritettiin SNV:iden, insertioiden ja deleetioiden osalta vertaamalla tutkimustietoja hyvin
luokiteltuun vertailutietokantaan. Vertailutietokannan sekvenssi (Platinum Genomes -versio 2016-01) oli peraisin useiden
sekvensointimenetelmien, julkisesti saatavilla olevien tietojen ja perinndllisten tietojen yhdistelmésta. Luottamukselliset genomialueet
maaritettiin taman viitemenetelman mukaisesti, ellei toisin maaritetty. Naytteet ajettiin yhteensa kahdeksan kertaa. Esitetyt taulukot
osoittavat tarkkuuden perustuvan ensimmaisen ajon tietoihin.

Taulukko 1 sisaltaa tutkimustiedot, joissa on positiivinen ja negatiivinen prosenttiyhtenevaisyys naytekohtaisesti ja joissa
varianttituloksia verrataan hyvin karakterisoituun yhdistelmaviitemenetelmaan PPA:n laskelmia varten. Kolme varianttityyppia (SNV:t,
insertiot ja deleetiot) yhdistetaan. Koska viitemenetelma tarjoaa tulokset vain yhden nukleotidin varianteille ja insertioille/deleetioille,
ei-varianttien emaksen tuloksia verrataan ihmisgenomin viitesekvenssiin hg19 NPA:n laskelmia varten.

Taulukko 1 MiSeqgDx-laitteen emaksen tunnistustulosten yhtapitavyys naytteittain

TP- FN- TN-
. Keskimaarainen Variantteja . ) . . Tunnistamatta .
Nayte ] ,_J variantteja variantteja . tunnistukset PPA NPA OPA
tunnistusaste yhteensa . . Jaaneet .

yhteensa yhteensa yhteensa
NA12877  >99,9 152 152 0 4 24 024 100 100 100
NA12878  >99,9 270 266 0 4 23 856 100 100 100
NA12879  >99,9 192 190 1 1 24 054 99,5 100 >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
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NP . . TP- FN- . TN-
Nayte Kesk.lmaaralnen Varlantt?ja variantteja variantteja jl:t.l.nnlstamatta tunnistukset PPA NPA OPA
tunnistusaste yhteensa .. . jaaneet .
yhteensa yhteensa yhteensa
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

Edustava maaritys koostui 150 amplikonista, jotka kattoivat erilaista genomisisaltod. Amplikonien GC-sisalto vaihteli valilld 26-87 %.
Amplikoneilla oli lisaksi joukko yksittdisen nukleotidin (esim. PolyA, PolyT), dinukleotiden ja trinukleotidin toistoja. Tiedot koottiin
amplikonikohtaisesti (Taulukko 2), jotta voitiin maarittda genomisen sisallon vaikutus oikeiden tunnistusten prosenttiosuuteen.
Oikeiden tunnistusten prosenttiosuus koostuu variantti- ja vertailutunnistuksista ja on alle 100 %, jos tunnistukset ovat virheellisia tai
tunnistuksia ei ole. Tunnistuksia ei ole, kun yksi tai useampi suodatin ei tayttynyt variantin tunnistuksen osalta (esim. riittamaton
kattavuus).

Taulukko 2 kahdeksasta FN-variantista seitseman ilmeni yhden emasparin insertion yhteydessa amplikonissa 111, joka sisaltaa myos
PolyA-homopolymeerin ja GC-sisaltda 0,29. Jaljelle jaanyt 1 FN (virheellinen tunnistus) johtui odotetusta heterotsygoottisesta SNV:sta
amplikonissa 125, jossa GC-sisalto oli 0,68, mita kutsuttiin homotsygoottiseksi variantiksi. SNV-variantin esiintymistiheys oli 0,71, mika
on homotsygoottisen variantin luokittelukynnyksen 0,70 ylapuolella. Amplikoni, jossa oli pienin prosenttiosuus oikeita tunnistuksia
(98,2 %), oliamplikoni 17, jossa oli 40 puuttuvaa tunnistusta ja AT-toistoja ja GC-sisaltoa 27 %.

Taulukko 2 MiSeqgDx-laitteen amplikonitason tarkkuus

Emakset

. i i i Amplikonin Analysoidun . Amplikonin GC- Oikeat Virheelliset Tunnistamatta Oikeiden tunnistusten

Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku . luottamuksellisilla - - X . .
loppu fragmentin koko alusilla genomisisaltd siséltd tunnistukset tunnistukset jaaneet prosenttiosuus
1 1 36450499 36450591 93 93 Indeli 0,22 2232 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1896 0 0 100
indeli
3 1 218353867 218353957 91 91 Indeli 0,4 2184 0 0 100
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku
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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

Amplikonin
loppu
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

Analysoidun
fragmentin koko
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78
66
71
62
78
84

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

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

Amplikonin
genomisisaltd
Indeli
PolyG (5)
PolyT (10), indeli

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

Indeli
Indeli
Eisovelleta
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indeli
PolyT (5), PolyA (6),
indeli
Eisovelleta
PolyT (5), indeli
AT(3), indeli
Eisovelleta
CT(3), indeli

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

Indeli
PolyA (6)

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

Eisovelleta
PolyA (5), indeli
PolyA (5)
PolyA (7), indeli
Eisovelleta

GT(3), CCA(3)

GC-

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

Oikeat
sisaltd tunnistukset

2208
1944
1680
212

2160
1920
1944
1800
2112
2088
2184

2232
1752
2192
1992
1680
212

1774
1872
2328

1872
1488
1656
1488
1800
2016

Virheelliset
tunnistukset

O o/l o o o o o o o o o

o o o o o o

o

o

o o o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

0
0
0
0

O o/lo o o o o

o

40

o

o o/ o o o o

Oikeiden tunnistusten
prosenttiosuus

100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

100
100
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku

30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55

o o o olu o g g u

N N NN NN o oo o

41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150

Amplikonin
loppu
41069871
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

Analysoidun
fragmentin koko
64
83
67
91
75
10
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83
90

67
98
65

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

64
83
67
91
75
10
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65

Amplikonin
genomisisaltd
Eisovelleta
PolyA (6), indeli
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indeli
PolyG (6)
Indeli
GCT(5), indeli

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

Indeli
PolyC (6)
PolyG (5), indeli
PolyA (5)
Eisovelleta
Indeli
PolyA (7), AG(4)
Indeli
PolyG (5), indeli
PolyG (6), PolyC (6),
indeli
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
PolyG (7), CTC(4),
indeli
Indeli
PolyG (6)

Indeli

GC-

sisaltd tunnistukset

0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,67
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
0,67

0,3
0,67
0,32

Oikeat

1536
1992
1608
2184
1800
2448
2208
2244
2352

2280
2064
2256
2184
1752

212

2088
2040
2160
2184

1584
2232
1992
213

1608
2352
1560

Virheelliset
tunnistukset

O o o/lo o o o o o

O O o o o o o o o o

o o o o

o

Tunnistamatta
jaéneet

o o ojlo o o o

O O o o o o ol o o o

o

Oikeiden tunnistusten
prosenttiosuus
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
98,9

100
100
100
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
7
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

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

107620823
123769149
138995345
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

Amplikonin
loppu
107620918
123769231
138995441
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

Analysoidun
fragmentin koko
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81
71
95
73

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

96
83
97
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

Amplikonin
genomisisaltd
Eisovelleta
AT(3)
PolyC (6), indeli
PolyG (5), indeli
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indeli
AC(11), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
PolyA (5)
Eisovelleta
PolyG (6)
Indeli
PolyA (5), CA(3), indeli
GA(3)
PolyC (5), indeli
PolyA (7), AC(4)
Eisovelleta
PolyA (6)
PolyG (5)

Eisovelleta

GC- Oikeat
sisaltd tunnistukset

0,49 2304
0,37 1992
0,68 2328
0,47 1872
0,87 2184
0,3 1896
0,2 2160
0,35 2280
0,42 2102
0,49 1920
0,57 1944
0,45 2304
0,46 1680
0,65 2400
0,37 1488
0,59 2448
0,4 1752
0,42 2040
0,55 2184
0,53 2040
0,34 2040
0,52 2040
0,52 2016
0,33 2232
0,49 1944
0,35 1704
0,68 2280
0,52 1752

Virheelliset
tunnistukset

O O O O O 0O 0O/ 0ol0o O 0O O oo oo 0o 0o o o o olo o o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

O o o o o o o o

-
o

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

Oikeiden tunnistusten
prosenttiosuus
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
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku

84

85
86
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

13

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

25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

Amplikonin
loppu

25817049

44880200
77665294
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

Analysoidun
fragmentin koko

89

89
77
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

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

88

89
77
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

Amplikonin
genomisisaltd

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7), indeli
Indeli
Indeli
GA(3),TA(3)
Eisovelleta
PolyT (5), indeli
Indeli
Indeli
PolyA (5)
Indeli
PolyC (5)
Indeli
PolyG (5), indeli
PolyT (6)
Indeli
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indeli
GC(3)
PolyC (5), indeli
Indeli
Indeli
PolyT (5)
PolyA (13), indeli (x2)

GC- Oikeat
sisaltd tunnistukset

0,22 212
0,49 2136
0,39 1848
0,39 1608
0,25 1992
0,19 1727
0,38 1944
0,35 2184
0,41 1584
0,62 2256
0,45 2304
0,25 1632
0,68 2232
0,43 2280
0,65 1704
0,36 2184
0,56 1680
0,27 1512
0,67 2280
0,41 2088
0,67 2496
0,37 2184
0,64 2136
0,67 2088
0,46 2184
0,26 2232
0,54 2136
0,29 1944

Virheelliset
tunnistukset

N O O/l o0o O O O 0ol 0o 0O 0O 0O 0o ooolo o o o oo o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

0

o o o o

O O 0O O O O Ol 0O 0O 0o o o o oo o o o o o -

Y
~N

Oikeiden tunnistusten
prosenttiosuus

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
100
100
100
98,8
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin alku

112
13

14
115
16
n7z
18
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139

17

41244394
45438866

61502432
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

Amplikonin
loppu
41244484
45438957

61502510
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

Analysoidun
fragmentin koko
91
92

79
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

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

91
92

79
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

Amplikonin
genomisisaltd

PolyA (5)

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

AT(4), indeli
Indeli
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Eisovelleta
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indeli
CTC(3), indeli
CT(3), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
AC(3)

CT(3)
GT(3),TG(4), indeli
Indeli
Indeli
PolyG (6)
Indeli
Indeli
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indeli
PolyA (6), AG(3), indeli
PolyT (5), PolyA (6)

GC-

sisaltd tunnistukset

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
0,54
0,39
0,32
0,5

Oikeat

2184
2208

1887
2064
2016
1608
2184
1656
1800
1944
2040
1560
2376
1775

1680
2256
1968
1824
1680
2424
1608
212

2088
1584
2352
2088
1656
2160

Virheelliset
tunnistukset

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

-

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

Tunnistamatta
jaéneet

0

o

O O 0O/ 0o O 0O 0O Ol 0o 0O 0o o ooojolo o o o o/o o o6 o©

Oikeiden tunnistusten
prosenttiosuus
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
100
100
100
100
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5. . . i . Amplikonin Analysoidun Emékset. . Amplikonin GC- Oikeat Virheelliset Tunnistamatta Oikeiden tunnistusten
%"_ Amplikoni Kromosomi - Amplikonin alku loppu fragmentin koko Iuotta;r;;;;iglllsnla genomisisaltd sisdltd tunnistukset tunnistukset jaéneet prosenttiosuus
; 140 22 25750774 25750873 100 100 Indeli 0,63 2400 0 0 100
% 141 22 32439233 32439329 97 97 Eisovelleta 0,68 2328 0 0 100
§ 142 22 37409844 37409940 97 97 Indeli 0,46 2328 0 0 100
§ 143 22 37637596 37637694 99 99 Eisovelleta 0,6 2376 0 0 100
20 144 22 47081347 47081438 92 92 Indeli 0,66 2208 0 0 100
8 145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1656 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1656 0 0 100
147 X 135290777 135290847 vl 71 Eisovelleta 0,52 1704 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 Eisovelleta 0,55 0 0 0 Eisovelleta
149 Y 2655519 2655609 91 0 Eisovelleta 0,48 0 0 0 Eisovelleta
150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 Eisovelleta

Ei-tunnistetuista varianteista on yhteenveto Taulukko 3. Ne suodattimet, jotka aiheuttivat tunnistusten puuttumisen, on lueteltu
taulukossa. Insertio amplikoniin 111 suodatettiin 9/16 tapauksessa, ja jaljelle jadneet seitseman tapausta tunnistettiin vertailuiksi ja siten
FN:iksi.

Taulukko 3 Ei-tunnistettujen varianttien yhteenveto

. . Huomaamatta
Amplikonin X . Vastaava . e Odotetut FN-
Chr:Pos Variantti o .. ... Suodatin jaaneet L )
nro amplikonisisalto L variantit tunnistukset
variantit
64 10:55892600 TAC > T AC(11), 42 % GC R5x9' 10 10 0
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29 % R5x9 9 16 7
GC

T R5x9: Toistosuodatin. Variantti on suodatettu, mikéli variantti on osittain tai kokonaan toistuvasti Idsna varianttiaseman viereisessa viitegenomissa.
Vahintaan yhdeksan toistoa viitteessa tarvitaan ja vain enintdan viiden emasparin toistot otetaan mukaan.

NA12878-naytteen sekvensointituloksia verrattiin NA12878:n erittdin luotettavaan genotyyppiin, jonka yhdysvaltalainen
kauppaministerion alainen virasto kansallinen standardointi- ja teknologiainstituutti (NIST) on maarittanyt (v.2.19). 150 amplikonista

Lc
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92 amplikonia sisaltyi kokonaan erittain luotettaville genomialueille. 41 amplikonia oli osittain paallekkaisia ja 17 amplikonilla ei ollut
paallekkaisyyksia NIST-sekvenssilld. Tama tuotti 10 000 koordinaattia per vertailureplikaatti. Ei-varianttien emaksen tunnistuksia
verrattiin ihmisgenomin viitesekvenssiin v. 19. Tarkkuustulokset annetaan Taulukko 4.

Taulukko 4 MiSeqgDx-laitteen emasten tunnistustulosten yhtapitavyys NA12878-naytteen NIST-tietokannan kanssa

— P TP- FN- TN- FP-
. Amplikonien Keskimaarainen ) ) X ) ) X
Nayte . variantteja variantteja tunnistukset tunnistukset PPA NPA OPA
lukema tunnistusaste I I B v
yhteensa yhteensa yhteensa yhteensa
NA12878 133 99,98 208 0 19 380 0 100 100 100

Naytteita analysoitiin lisda pienten insertioiden ja deleetioiden (indelien) tunnistamiseksi (Taulukko 5). Joissakin tapauksissa indeli ol
yleinen kahdessa tai useammassa naytteessa, kuten Indelin sisdltavat naytereplikaatit yhteensa -sarakkeessa on mainittu. Tulokset
12 kelvollisen naytteen molemmista rinnakkaisnaytteista on esitetty Taulukko 5. Indeleita oli yhteensa 71, ja niiden koko vaihteli valilla 1-
24 emasparia insertioissa ja 1-25 emasparia deleetioissa. 69 indelia havaittiin ja positiivinen yhtapitavyysprosentti oli 100 %. Yhdella
deleetiolla (amplikoni 64, 2 bp:n deleetio (chr10 55892600 TAC>T)) ei ollut oikeita tunnistuksia, koska kukin naista varianteista oli ei-
tunnistettavissa R5x9-suodattimen vuoksi. Nain ollen PPA:ta, joka sulkee ei-tunnistetut pois, ei voitu laskea. Toisella indelilla, 1 bp:n
insertio (chr17 39589692 C>CA amplikonissa 111), ei mydskaan ollut oikeita tunnistuksia, koska yhdeksan varianttia oli ei-
tunnistettavissa R5x9-suodattimen vuoksija seitseman oli virheellisia negatiivisia (FN) tunnistuksia.

Taulukko 5 Yhteenveto indelin tunnistuksesta MiSegDx-laitteella

. Amplikonin Indelin sisaltavia Ei . . X
Amplikoni Kromosomi  Sijainti Analysoidun indelint ija Indeli naytereplikaatteja  tunnistuksia Virheelliset Olkeat PPA
P L fragmentin koko . YRl ylerep N ! o indelitunnistukset indelitunnistukset
pituus yhteensa maara

1 1 36450544 93 25 emasparin GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
deleetio

2 1 109465165 79 3 emdsparin ACTT>A 12 0 0 12 100
deleetio

3 1 218353908 91 23 emasparin T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
insertio

4 1 223906701 92 17 emésparin GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
deleetio

6 1 236372081 70 5 emasparin C>CTTAAG 10 0 0 10 100
insertio
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Amplikoni Kromosomi

7 1
8 2
9 2
13 2
14 2
16 2
17 3
19 3
21 3
25 4
27 4
31 5
34 5
36 6
37 6
39 6

Sijainti

247812083

55862804

87003972

200796749

212245090

235016388

4466274

49851375

190106071

56236567

164446785

74077155

155662255

24950035

31084942

32986905

Analysoidun
fragmentin koko

88

90

80

87

91

73

93

70

75

66

62

83

75

92

100

95

Amplikonin
indelin tyyppija
pituus

3 emdsparin
insertio

7 emasparin
insertio

6 emasparin
deleetio

5 emasparin
insertio

12 emasparin
insertio

2 emasparin
insertio

23 emasparin
deleetio

9 eméasparin
insertio

1emdasparin

deleetio

8 emasparin
deleetio

11 eméasparin
insertio

4 emasparin
deleetio

8 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

3 emasparin
deleetio

25 emasparin
deleetio

Indeli

C>CATG

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T

T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT

A>ATG

TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T

C>CCTGGCTCCT

AG>A

TAACCGAAA>T

T>TTATGGTATTGA

TAGTA>T

G>GCCTACTGA

CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C

GCTT>G

CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

Indelin sisaltavia
naytereplikaatteja
yhteensa
10

14

24

14

12

20

12

12

10

20

10

14

Ei
tunnistuksia,
maara

0

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

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

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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144

Amplikoni Kromosomi

41

44

46

47

48

50

52

53

55

58

59

63

64

68

70

75

10

10

10

n

n

n

Sijainti

41647442

66276142

110939983

128533514

149503916

156476548

24811064

76518677

105586193

138995370

5987158

45084202

55892600

30177690

59837721

118406328

Analysoidun
fragmentin koko

95

88

85

90

91

93

90

67

65

97

79

95

89

70

62

85

Amplikonin
indelin tyyppija
pituus

23 emasparin
deleetio

1emasparin
insertio

4 emasparin
deleetio

1emasparin
insertio

4 emasparin

deleetio

11 emasparin
deleetio

1emasparin
deleetio

4 emasparin
insertio

4 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

3 emasparin
deleetio

16 emasparin
deleetio

2 emasparin
deleetio

2 emasparin
insertio

8 eméasparin
insertio

8 emasparin
deleetio

Indeli

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

Indelin sisaltavia
naytereplikaatteja
yhteensa
8
16

12

24

12

24

14

14

10

12

10

10

12

10

Ei
tunnistuksia,
maara

0

10

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

0 8
0 16
0 12
0 24
0 8
0 12
0 24
0 14
0 2
0 14
0 10
0 12
0 0
0 10
0 12
0 10

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Ei

sovelleta

100

100

100
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14

Amplikoni Kromosomi

76

78

84

85

86

89

90

91

93

95

96

98

100

105

107

108

"

12

13

13

13

14

14

14

14

15

15

15

15

16

17

17

Sijainti

120357842

2834814

25817002

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602

102808554

63446199

77879862

8543831

89864316

85706416

3594276

3970133

Analysoidun

fragmentin koko

85

84

89

89

77

73

81

91

94

68

95

72

70

91

87

91

Amplikonin
indelin tyyppija
pituus

2 emasparin
deleetio

21 emasparin
insertio

19 emasparin
insertio

4 eméasparin
insertio

20 emasparin

deleetio

22 emasparin
deleetio

4 emasparin
insertio

16 emasparin
deleetio

5 eméasparin
deleetio

6 emasparin
deleetio

25 emasparin
deleetio

3 emasparin
insertio

4 emasparin
insertio

7 emasparin
deleetio

1emasparin
deleetio

18 emasparin
insertio

Indeli

CTT>C

T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A

TTTAAAATTTGAATGTGATAAAAST

C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C

CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

C>CTTG

G>GCTAC

ATTATTTC>A

TG>T

A>ATCCTATTCTACTCTGAAT

Indelin siséltavia

naytereplikaatteja

yhteensa

10

24

24

12

14

24

20

10

10

12

16

10

Ei
tunnistuksia,
maara

0

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

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

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Amplikoni Kromosomi

109

m

12

113

14

120

121

122

130

131

132

134

135

137

138

140

17

17

17

17

17

18

18

18

20

20

20

20

21

21

21

22

Sijainti

16084985

39589692

39589739

45438886

61502459

38837054

47405425

54815706

21766863

25278464

50897361

62690925

30300873

36710749

46644985

25750814

Analysoidun
fragmentin koko

93

84

84

92

79

75

81

85

70

101

67

87

66

87

69

100

Amplikonin
indelin tyyppija
pituus

4 emasparin
insertio
1emasparin
insertio
24 emasparin
insertio
4 eméasparin

deleetio

12 emasparin
deleetio

22 emasparin
insertio

3 emasparin
insertio

2 emasparin

deleetio

15 emasparin
deleetio

5 emasparin
insertio

11 eméasparin
insertio

16 emasparin
deleetio

11 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

5 emasparin
deleetio

6 eméasparin
insertio

Indeli

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

Indelin siséltavia

naytereplikaatteja

yhteensa

10

16

24

12

20

24

20

20

20

24

10

10

16

20

Ei
tunnistuksia,
maara

0

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

0 10
7 0
0 24
0 12
0 20
0 24
0 20
0 20
0 4
0 20
0 24
0 10
0 10
0 16
0 8
0 20

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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) Amplikonin Indelin sisaltavia Ei . . .
o . o Analysoidun . X .. . . . X . . Virheelliset Oikeat
Amplikoni Kromosomi Sijainti R indelintyyppija Indeli naytereplikaatteja  tunnistuksia, . i X . . .
fragmentin koko . . e indelitunnistukset indelitunnistukset

pituus yhteensa maara

142 22 37409885 97 5 eméasparin C>CTGTTT 2 0 0 2 100
insertio

144 22 47081407 92 10 emésparin GGGCACAGGCA>G 12 0 0 12 100
deleetio

Toistettavuus

Kahdessa tutkimuksessa arvioitiin MiSeqDx-laitteen toistettavuutta solulinjoissa (tutkimus 1ja 2) tai leukosyytittomassa veressa, johon
oli lisatty naita solulinjoja (tutkimus 2). Tutkimuksessa 1 kaytettiin useita laitteita. Tutkimuksessa 2 oli useita tutkimuspaikkoja.

Tutkimus 1

MiSeqgDx-laitteen toistettavuus maaritettiin kayttamalla kahta laitetta, kahta kayttajaa ja kahta reagenssierad, yhteensa kahdeksalle
ajolle. Edustava maaritys, naytteet ja vitemenetelma ovat samat kuin mita tarkkuustutkimuksessa kuvaillaan.

Tulokset on esitetty amplikonikohtaisesti kunkin laitteen osalta (Taulukko 6), jotta voidaan osoittaa tunnistusten toistettavuus eri
laitteilla. Oikeiden tunnistusten prosenttiosuus sisalsi seka virheelliset tunnistukset etta ei-tunnistetut (yksi tai useampi suodatin ei
tayttynyt variantin tunnistuksessa). Laitteet tuottivat samanlaiset maarat ei-tunnistuksia ja virheellisia tunnistuksia kunkin amplikonin
mukaan.

Taulukko 6 Tutkimuksen laitteiden valiset toistettavuustulokset MiSeqgDx-laitteelle (amplikonin tasolla)

. Analysoidun Emékset o MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
o . Amplikonin . . - Amplikonin o
Amplikoni Kromosomi alku Amplikoninloppu  fragmentin luottamuksellisilla e GC-siséltd  (Qjkeat  Virheelliset Tunnistamatta  Oikeat  Virheelliset Tunnistamatta
koko alueilla tunnistukset tunnistukset  jadneet tunnistukset tunnistukset  jadneet
1 1 36450499 36450591 93 93 Indeli 0,22 8928 0 0 8928 0 0
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), 0,38 7584 0 0 7584 0 0
PolyC (5),

indeli

3 1 218353867 218353957 91 91 Indeli 0,4 8736 0 0 8736 0 0

4 1 223906657 223906748 92 92 Indeli 0,49 8832 0 0 8832 0 0

5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 7776 0 0 7776 0 0

6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), 0,39 6720 0 0 6720 0 0
indeli
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8¢

Amplikoni Kromosomi

10
n
12
13

14

15
16

17
18
19
20

21
22
23

24
25

26

N N NN NN

W W W w

Amplikonin
alku

247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052
235016350

4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244

Amplikoninloppu

247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826

212245139

228147144
235016422

4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314

Analysoidun

fragmentin luottamuksellisilla

koko

88

90
80
85
75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

75
78
97

78
66

71

Emakset

alueilla

88

90
80
81
75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

74
78
97

78
62

69

Amplikonin
genomisisaltd

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

Indeli
Indeli
Eisovelleta
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5),
indeli
PolyT (5),
PolyA (6),
indeli
Eisovelleta
PolyT (5),
indeli
AT(3), indeli
Eisovelleta
CT(3), indeli
PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)
Indeli
PolyA (6)

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

Eisovelleta
PolyA (5),
indeli

PolyA (5)

GC-siséltd

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

Oikeat

MiSegDx 1

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8448

8640
7680
7775
7200
8448
8352

8736

8928
7008

8761
7968
6720
8448

7096
7488
9312

7488
5952

6624

0

o

o o o o

jaaneet

0

o o/ oo o o

Oikeat

MiSegDx 2

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8448

8640
7680
7775
7200
8448
8352

8736

8928
7008

8760
7968
6720
8448

7096
7488
9312

7488
5952

6624

0

o

o o o o

jaaneet

0

o o/ oo o o
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6¢

Amplikoni Kromosomi

27

28
29

30
31

32
33
34
35
36
37

38

39
40
41

42
43
44
45

46
47

o oo o o g um

Amplikonin
alku

164446743

1882081
14769061

41069808
7407714

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

Amplikoninloppu

164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

Analysoidun

fragmentin luottamuksellisilla

koko

62

78
84

64
83

67
91

75
102
92
100

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

Emakset

alueilla

62

75
84

64
83

67
91

75
102
92

94

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

Amplikonin
genomisisaltd

PolyA (7),
indeli
Eisovelleta

GT(3), CCA
3)

Eisovelleta
PolyA (6),
indeli
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indeli
PolyG (6)
Indeli
GCT(5),
indeli
PolyT (5),

TCT(3), CTT
(3)

Indeli
PolyC (6)
PolyG (5),

indeli
PolyA (5)

Eisovelleta
Indeli

PolyA (7), AG
(4)

Indeli

PolyG (5),
indeli

GC-siséltd

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

Oikeat

MiSegDx 1

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

5952

7200
8064

6144
7968

6432
8736
7200
9792
8832
8979

9408

9120
8256
9024

8736
7008
8448
8352

8160
8550

0

o

O o oo o o

o o o o o

o

jaaneet

0

o

o o o o o

45

o

o o o o

90

Oikeat

MiSegDx 2

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

5952

7200
8064

6144
7968

6432
8736
7200
9792
8832
8979

9408

9120
8256
9024

8736
7008
8448
8352

8160
8550

0

o

o o oo o o

o o o o o

o

jaaneet

0

o

o o o o o

45

o

o o o o

90
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0€

Amplikoni Kromosomi

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70

0o | 00 NN

© © © © © o

10
10
10

10
10
10
10
n
"
n
"

Amplikonin
alku

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679

Amplikoninloppu

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740

Analysoidun

fragmentin luottamuksellisilla

koko

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95

89
80
81

97
70
100
62

Emakset

alueilla

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88
80
81
96
70
100
62

Amplikonin
genomisisaltd

PolyG (6),
PolyC (6),
indeli
Eisovelleta
Indeli

Eisovelleta
PolyG (7),
CTC(4),
indeli
Indeli
PolyG (6)
Indeli
Eisovelleta
AT(3)
PolyC (6),
indeli
PolyG (5),
indeli
GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indeli
AC(1), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta

Indeli

GC-siséltd

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
0,45
0,46
0,65
0,37

Oikeat

MiSegDx 1

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8736

6336
8928
7968
8452

6432
9408
6240
9216
7968
9312

7488

8644
7584
8640

9120
8408
7680
7776
9216
6720
9600
5952

0

o o o o

o o/ o o o o

o

O o o/lo o o o o

jaaneet

0

92

o o o o o o

91

40

o o oo o o

Oikeat

MiSegDx 2

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8736

6336
8928
7968
8449

6432
9408
6240
9216
7968
9312

7488

8644
7584
8640

9120
8407
7680
7776
9216
6720
9600
5952

0

o o o | o

o o o o o o

o

O o olo o o o o

jaaneet

0

95

o o o o o o

91

o o oo o o
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Le

Amplikoni Kromosomi

71
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87
88
89

90
91
92
93

n
n
n
n
n
n

n
12

12

12
12

13
13

13
13
14
14
14

14
14
14
14

Amplikonin
alku
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962

58050030
82390559
92549544
102808496

Amplikoninloppu

64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034

58050110
82390649
92549609

102808589

Analysoidun

fragmentin luottamuksellisilla

koko

102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67
83
73

81
91
66
94

Emakset

alueilla

102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
88

89
77
67
83
72

81
91
66
94

Amplikonin
genomisisaltd

Eisovelleta
PolyA (5)
Eisovelleta
PolyG (6)
Indeli

PolyA (5),
CA(3), indeli

GA(3)
PolyC (5),
indeli
PolyA (7), AC
(4)
Eisovelleta
PolyA (6)
PolyG (5)
Eisovelleta
PolyA (5),
PolyT (7),
PolyA (7),
indeli
Indeli
Indeli
GA(3),TA(3)
Eisovelleta
PolyT (5),
indeli
Indeli
Indeli
PolyA (5)

Indeli

GC-siséltd

0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

0,33

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

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

0,38
0,35
0,41
0,62

Oikeat

MiSegDx 1

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

9792
7008
8160
8736
8160
8160

8160
8064

8928

7776
6816
9117
7008
8448

8544
7392
6432
7968
6830

7776
8736
6336
9024

0

0
0
0
0
0

o ol w o o o

o o oo o

o o o o

jaaneet

0

0
0
0
0
0

o o o o o o o o o o

o o o o

Oikeat

MiSegDx 2

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

9792
7008
8160
8736
8160
8160

8160
8064

8928

7776
6816
9119
7008
8448

8544
7392
6432
7968
6835

7776
8736
6336
9024

0

0
0
0
0
0

o

o o oo o

o o o o

jaaneet

0

0
0
0
0
0

o o o o o o o o o o

o o o o

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



‘NIILNIIA NIVA 'NOQLLAYM NI3SILSONOVIA- OYLIA NI

Z0A 812900002 0Ju elipelsy

ce

o Analysoidun Emékset . MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
— . Amplikonin . . . Amplikonin N
Amplikoni Kromosomi alku Amplikoninloppu  fragmentin luottamuksellisilla T GC-sisdltd  pjkeat  Virheelliset Tunnistamatta  Oikeat  Virheelliset Tunnistamatta
koko alueilla tunnistukset tunnistukset  jaéneet tunnistukset tunnistukset  jadneet
94 15 43170751 43170848 98 96 PolyC (5) 0,45 9216 0 0 9216 0 0
95 15 63446149 63446216 68 68 Indeli 0,25 6528 0 0 6528 0 0
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), 0,68 8928 0 0 8926 2
indeli
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 9120 0 0 9120 0 0
98 15 85438263 85438334 72 71 Indeli 0,65 6816 0 0 6816 0 0
99 15 89817413 89817503 91 91 Eisovelleta 0,36 8736 0 0 8736 0 0
100 15 89864274 89864343 70 70 Indeli 0,56 6720 0 0 6720 0 0
101 16 1894910 1894972 63 63 Eisovelleta 0,27 6048 0 0 6048 0 0
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 9120 0 0 9120 0 0
103 16 53682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 8352 0 0 8352 0 0
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 9984 0 0 9984 0 0
105 16 85706375 85706465 91 91 PolyT (5), 0,37 8736 0 0 8736 0 0
indeli
106 17 3563920 3564008 89 89 GC(3) 0,64 8544 0 0 8544 0 0
107 17 3594191 3594277 87 87 PolyC (5), 0,67 8347 0 5 8347 0 5
indeli
108 17 3970090 3970180 91 91 Indeli 0,46 8736 0 0 8736 0 0
109 17 16084945 16085037 93 93 Indeli 0,26 8928 0 0 8928 0 0
10 17 33998759 33998849 91 89 PolyT (5) 0,54 8544 0 0 8544 0 0
m 17 39589691 39589774 84 82 PolyA (13), 0,29 7776 7 89 7777 12 83
indeli (x2)

12 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 8736 0 0 8736 0 0
13 17 45438866 45438957 92 92 PolyA (7), AT 0,26 8832 0 0 8832 0 0
(3), AT(4),

AT (4), indeli
M4 17 61502432 61502510 79 79 Indeli 0,41 7546 0 38 7547 0 37
115 17 64023582 64023667 86 86 PolyT (7) 0,22 8256 0 0 8256 0 0
16 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 8064 0 0 8064 0 0
17 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 6432 0 0 6432 0 0
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Amplikoni Kromosomi

18
19

120

121

122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140

18
18

18

18

18
18
19
19
19
20
20
20
20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

22

Amplikonin
alku
6980478
9888026

38836999

47405382

54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

36710706
46644924

46705575

25750774

Amplikoninloppu

6980568
9888094

38837073

47405462

54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

36710792
46644992

46705664

25750873

Analysoidun

fragmentin luottamuksellisilla

koko

91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100

Emakset

alueilla

91
69

75

81

85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100

Amplikonin
genomisisaltd

Eisovelleta

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
indeli
CTC(3),
indeli
CT(3), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4),
indeli
Indeli
Indeli
PolyG (6)
Indeli
Indeli

PolyT (6),
CA(3)

GT(3), indeli

PolyA (6),
AG(3), indeli

PolyT (5),
PolyA (6)

Indeli

GC-siséltd

0,37
0,43

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

Oikeat

MiSegDx 1

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8736
6624

7200

7776

8160
6240
9504
7102
6718
9024
7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6603

8640

9600

0
0

O O o o/ NI NN O o o

o o/ o o o o

o

jaaneet
0
0

O o o/lo o o o o o

o

88

21

Oikeat

MiSegDx 2

Virheelliset Tunnistamatta

tunnistukset tunnistukset

8736
6624

7200

7776

8160
6240
9504
7104
6718
9024
7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6601

8640

9600

0
0

O o o/lo N O O o o

o o o o o o

o

jaaneet
0
0

O o ojlo o o o o o

o

88

23
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- Analysoidun Emékset . MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplikoni Kromosomi Amzl;:snln Amplikoninloppu  fragmentin luottamuksellisilla gir?lpr:l:;?:;Tté GC-sisdlté  QOjkeat  Virheelliset Tunnistamatta ~ Oikeat  Virheelliset Tunnistamatta
koko alueilla tunnistukset tunnistukset  jaéneet tunnistukset tunnistukset  jadneet
141 22 32439233 32439329 97 97 Eisovelleta 0,68 9312 0 0 9312 0 0
142 22 37409844 37409940 97 97 Indeli 0,46 9312 0 0 9312 0 0
143 22 37637596 37637694 99 99 Eisovelleta 0,6 9504 0 0 9504 0 0
144 22 47081347 47081438 92 92 Indeli 0,66 8832 0 0 8832 0 0
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 6624 0 0 6624 0 0
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 6624 0 0 6624 0 0
147 X 135290777 135290847 71 71 Eisovelleta 0,52 6816 0 0 6816 0 0
148 Y 2655397 2655461 65 0 Eisoveleta 0,55 0 0 0 0 0 0
149 Y 2655519 2655609 91 0 Eisovelleta 0,48 0 0 0 0 0 0
150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0
Toistettavuustutkimukset analysoitiin kdyttajakohtaisesti kayttamalla variantin taajuutta (Taulukko 7). Tama analyysi osoitti, etta
varianttitiheydet olivat yndenmukaisia eri kayttajien valilla. Keskimaaraiset varianttitiheydet +/- 1 keskihajonta on esitetty.
Taulukko 7 Kayttajien valiset tulokset MiSegDx-laitteelle
Yksilslli Kayttajan 1 Kayttajan 2 Kayttdjan 1raportoima Kayttdjan 2 raportoima
Varianttitiheysalue va:Ia(;tIi:et analysoimat analysoimat keskimaarainen (SD) keskimaarainen (SD)
variantit yhteensa variantit yhteensa varianttitiheys varianttitiheys
Homotsygoottinen 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05
(0,70-1,00)
Heterotsygootti (0,20- 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
0,70)

Kunkin naytteen toistettavuustutkimuksen tulokset on esitetty koottuna kaikista kahdeksasta ajosta (Taulukko 8). Kunkin
varianttityypin — SNV:t, insertiot ja deleetiot — tunnistus arvioidaan erikseen. Viitesijainnit on poissuljettu. Téma analyysi osoitti, etta
varianttien tulokset olivat toistettavissa naytteesta toiseen.
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Taulukko 8 MiSeqDx-laitteen emaksen tunnistustulosten yhtapitavyys naytteittain

Nayte
NA12877
NA12878

NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12888
NA12893

Yhteensa
592
1456

912
1072
1248
944
1088
1088
1200
1104
1056
1168

TP yhteensa
592
1456

912
1071
1247
943
1087
1088
1189
1102
1054
1168

SNV:t

FP yhteensa
0

O o o/lojlo o o o o o

FN yhteensa
0
0

O N NI N O

Yhteensa
336
320

336
384
384
352
368
400
400
368
368
352

TP yhteensa
336
304

320
384
368
336
368
384
382
352
368
336

Insertiot
FP yhteensa
0

O o o/lojlo o o o o o

FN yhteensa
0

O W b~ O b O O DN

-

Yhteensa
288
384

288
320
368
304
352
336
352
368
304
368

TP yhteensa
288
368

288
304
368
288
335
336
336
368
304
368

Deleetiot

FP yhteensa
0

O O o o/lo o o o o o

FN yhteensa
0

o o o o

o o oo o

Taman toistettavuustutkimuksen kahdeksan ajon tuottamat tiedot tukevat vaitetta, etta MiSeqDx-laite kykenee sekvensoimaan

yhdenmukaisesti:

* GC-sisallon, jota on = 19 % (kaikki tunnistetut emakset 192/192 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 19 %:n GC-sisalto,

tunnistettiin oikein ei-tunnistusarvolla 1,1 %)

* GC-sisallon, jota on = 78 % (kaikki tunnistetut emakset 192/192 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 78 %:n GC-sisalto,

tunnistettiin oikein ilman ei-tunnistuksia)

* PolyA-pituudet = 8 (PolyA:n 8 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 192/192 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyA = 8)

* PolyT-pituudet = 10 (PolyT:n 10 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 192/192 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyT = 10)

* PolyG-pituudet = 7 (PolyG:n 7 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 192/192 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyG = 7)

* PolyC-pituudet = 6 (PolyC:n 6 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 576/576 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyC = 6)

* Dinukleotidin toistopituudet, jotka ovat = 11x (kaikki tunnistetut emakset 192/192 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 11x
dinukleotidin toisto, tunnistettiin oikein 0,5 %:n ei-tunnistusten arvolla)

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



‘NIILNIIA NIVA 'NOQLLAYM NI3SILSONOVIA- OYLIA NI

Z0A 812900002 0Ju elipelsy

o€

* Trinukleotidin toistopituudet, jotka ovat = 5x (kaikki tunnistetut emakset 192/192 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 5x
trinukleotidin toisto, tunnistettiin oikein ei-tunnistusarvolla 0,5 %)

* enintddn 24 emasinsertiota ja enintdan 25 emasdeleetiota
— 24 emaksen insertiot tunnistettu oikein 192/192 naytteessa

— 25 emaksen deleetiot tunnistettu oikein 223 naytteessa ja tunnistettu vaarin yhdessa naytteessa 224:sta

Tutkimus 2

Tutkimuspaikkojen valinen toistettavuustutkimus, jossa kaytettiin edustavaa maaritysta, lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis 139 Variant -
maaritystd, sisalsi CFTR:n Kkliinisesti merkittdvien geneettisten variaatioiden alajoukon MiSeq Reporter -ohjelmistolla analysoituna.
Tutkimuksessa kaytettiin MiSegDx-alustan DNA:n kohdistetun sekvensoinnin tyonkulkua. Sokkoutetussa tutkimuksessa kaytettiin
kolmea tutkimuspaikkaa ja kahta kayttajaa kullakin tutkimuspaikalla. Kukin toimija testasi kussakin kohdassa kaksi hyvin maaritettya
paneelia, joissa kussakin oli 46 nadytetta, yhteensa 810 tunnistusta testipaikkaa kohti. Paneelit sisalsivat genomi-DNA:n sekoituksen
solulinjoista, joissa oli tunnettuja variantteja CFTR-geenissa, seka leukosyytitdonta verta, jossa oli lisattyna solulinjoja, joilla oli tunnettuja
variantteja CFTR-geenissa. Verindytteet toimitettiin, jotta voitiin sisallyttdd maarityksen tydnkulun ensisijaisena sydtteena kaytettavan
gDNA:n valmistelussa kaytetyt eristamisvaiheet. Naytteen lapaisyaste, joka maariteltiin laadunvarmistusmittareiden lapaisevien
naytteiden maarana ensimmaisella yrityksella, oli 99,88 %. Kaikki testitulokset perustuvat alkutestaukseen.

Taulukko 9 Yhteenveto edustavalla MiSeqDx Cystic Fibrosis 139 Variant -maarityksella tehdyn toistettavuustutkimuksen tuloksista

Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
. ) Tunnistuksia tunnistukset tunnistukset Vé&érien Ei o Negatiivinen Kokonais-
. Nayte- . . Vari- . (variantit) (villit i) . . . Positiivinen e i
Paneeli umero Naytteen genotyyppi antit yhteensa/ YYPP tunnistusten tunnistuksia, e ) yhtépitavyys yhtapitéavyys
tutkimuspaikka Testi- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi- ~Maara maara ) (%)
paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3
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 (HET) 810 12 12 12 797 798 798 0 1 100 100 100
A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1352 94,44 94,44 94,44
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 Néayte-
Paneeli
numero

> >» > >

> >» > >

[ee]

93

108

17

20
21

22

Naytteen genot i Vari-
Y’ g yypp antit
F508del/2183AA>G
(HET)
R75X (HET)

1507del/F508del (HET)
F508del/W1282X (HET)

F508del/3272-26A>C
(HET)

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

E60X/F508del (HET)
M1101K (HET)
M1101K (HOM)

F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)
R17H/F508del (HET) (TG)10(T)9/ (TG)12
(M5
621+1G>T/711+1G>T
(HET)

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

F508del/R560T (HET)

1506V, 1507V, F508C
ei esiinny

Tunnistuksia
yhteensa/

Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
tunnistukset tunnistukset

(variantit) (villityyppi)

tutkimuspaikka Tegti- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi-

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

828

810

816

810

810

810

810

paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3

12 12 12 798 798 798

6 6 6 804 804 804
12 12 12 798 798 798
12 n 12 798 797 798

12 n 12 798 797 798

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798
6 6 6 804 804 804
6 6 6 804 804 804

6 6 6 822 822 822

12 12 12 798 798 798

18 18 18 798 798 798

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798
12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798

Vaarien Ei
tunnistusten tunnistuksia,
maara maara
0 0
0 0
0 0
28 0
28 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Positiivinen
yhtapitavyys (%)

100

100
100
97,22

97,22

100

100

100
100
100

100

100

100

100

100
100

100

Negatiivinen ~ Kokonais-
yhtapitavyys yhtapitavyys
(%) (%)
100 100
100 100
100 100
99,96 99,92
99,96 99,92
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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 Néayte-
Paneeli
numero

> > >» > | >|>» > > | >|> > > >|> > >

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Vari-

Navtt t i
aytteen genotyyppi antit

F508del/Y1092X (C>A)
(HET)

N1303K (HET)
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)
wWT
G85E (HET)
1336K (HET)
WT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

R17H/F508del (HET)
(M5

(TG)10(T)9/ (TG)12

Tunnistuksia
yhteensa/

Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
tunnistukset tunnistukset

(variantit) (villityyppi)

tutkimuspaikka Tegti- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi-

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

816

paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3

12 12 12 798 798 798

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

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798

18 18 18 798 798 798

Vadrien Ei
tunnistusten tunnistuksia,
maara maara
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Positiivinen
yhtapitavyys (%)

100

100
100
100
100
100
Eisovelleta
100
100
100
100
100
Eisovelleta
100
100
Eisovelleta

100

100

100

100

Negatiivinen

yhtapitavyys yhtapitavyys

(%)

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

Kokonais-

(%)

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100
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 Néayte-
Paneeli
numero

> > > >

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

Vari-

Navtt t i
aytteen genotyyppi antit

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
G330X (HET)

WT

Tunnistuksia
yhteensa/

Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
tunnistukset tunnistukset

(variantit) (villityyppi)

tutkimuspaikka Tegti- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi-

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3

12 12 12 798 798 798
12 12 12 798 798 798
6 6 6 804 804 804
12 12 12 798 798 798
6 6 6 804 804 804

12 12 12 798 798 798

12 12 12 798 798 798

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

0 0 0 810 810 810

Vadrien Ei
tunnistusten tunnistuksia,
maara maara
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Positiivinen
yhtapitavyys (%)

100
100
100
100
100

100

100

Eisovelleta
100
100
100
100
100

Eisovelleta

Eisovelleta
100

Eisovelleta
100

Eisovelleta
100

Eisovelleta

Negatiivinen ~ Kokonais-
yhtapitavyys yhtapitavyys
(%) (%)
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
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
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 Néayte-
Paneeli
numero

64
65
66

67

68
69
70
71

72%

73
74
752
76
77
78
79
80
81
82

83

84

Vari-

Navtt t i
aytteen genotyyppi antit

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)
F508del/G551D (HET)
R347P/F508del (HET)

R17H/F508del (HET)
(M5

1507del (HET)

(TG)10(T)9/ (TG)12

Tunnistuksia
yhteensa/

Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
tunnistukset tunnistukset

(variantit) (villityyppi)

tutkimuspaikka Tegti- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi-

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

816

810

paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3

6 6 6 804 804 804
6 6 6 804 804 804
12 12 12 798 798 798

6 6 6 804 804 804

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

12 12 12 798 798 797

6 6 6 804 804 804
6 6 6 804 804 804
6 5 6 804 670 804
6 6 6 804 804 804
12 12 12 798 798 798
6 6 6 804 804 804
0 0 0 810 810 810
12 12 12 798 798 798
12 12 12 798 798 798
12 12 12 798 798 798

18 18 18 798 798 798

6 6 6 804 804 804

Vadrien Ei
tunnistusten tunnistuksia,
maara maara
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 14
0 0
0 0
0 1352

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Positiivinen
yhtapitavyys (%)

100
100
100

100

100
100
Eisovelleta
100

100

100
100
94,44
100
100
100
Eisovelleta
100
100
100

100

100

Negatiivinen
yhtapitavyys yhtapitavyys

(%)

100
100
100

100

100
100
100

100

99,96

100

100

94,44

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Kokonais-

(%)

100
100
100

100

100
100
100

100

99,96

100

100

94,44

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Positiiviset Negatiiviset
yhtapitavat yhtapitavat
. ) Tunnistuksia tunnistukset tunnistukset Vadarien Ei o Negatiivinen  Kokonais-
. Nayte- . . Vari- . (variantit) (villit i) . . . Positiivinen e -
Paneeli umero Naytteen genotyyppi T yhteensa/ variant villityyppi tunnistusten tunnistuksia, yhtspitivyys (%) yhtapitivyys yhtapitavyys
tutkimuspaikka Testi- Testi- Testi- Testi- Testi- Testi- ~Maard maaré %) %)
paikka paikka paikka paikka paikka paikka
1 2 3 1 2 3
B 85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 86* CFTRdele2, 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 Eisovelleta 100 100
B 89 F508del/2143delT (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 91 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 92 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
Yhteensa 74 556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

T Yhdessa replikaatissa N1303K-varianttia vastaava villityypin sijainti tuotti ei-tunnistuksen riittamattéman kattavuuden vuoksi.

2 Yhdells replikaatilla ndytteista 5 ja 75 oli 0 %:n tunnistusaste. Lisatutkimukset osoittavat, ettd naytteits ei ehké ole lisatty naytelevyyn ennen kirjaston
valmistelua, koska putkiin jddneet ndytemaarat olivat yhdenmukaisia sen oletuksen kanssa, ettd mitdan maaraa ei ollut poistettu.

3 Todisteet osoittavat, et toimija vaihtoi todennikdisesti ndytteet 9 ja 10 ennen kirjaston valmistelua.

4 Kahden naytteen yhden replikaatin M1V-varianttia vastaava villityypin sijainti aiheutti tunnistuksen epaonnistumisen riittamattéman kattavuuden
VUOKSi.

Somaattisen suorituskyvyn ominaisuudet

Tassa kuvatuissa tutkimuksissa kaytettiin somaattista varianttimoduulia analysoimaan sekvensointitiedot, lukuun ottamatta
tutkimuksia, joissa kahden geenin paneelissa kdytettiin maarityskohtaista moduulia.

Tarkkuus

MiSegDx-laitteen tarkkuutta arvioitiin FFPE-naytteista eristetylla DNA:lla kolmessa tutkimuksessa.

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



‘NIILNIIA NIVA 'NOQLLAYM NI3SILSONOVIA- OYLIA NI

Z0A 812900002 0Ju elipelsy

A%

Tutkimus 1

Tutkimuksessa kaytettiin edustavaa maaritysta, joka on suunniteltu suorittamaan haku eri geeneista ja 12 588 emaksesta 23 eri
kromosomissa 150 amplikonin avulla. Y-kromosomi ei sisdlla luottamusalueita, ja sita ei arvioitu. Tassa tutkimuksessa kaytetyt viisi
yksildllista naytettd ovat yksittaisestd perheestad — kahdelta vanhemmalta ja kolmelta lapselta — ja ne on usein sekvensoitu useissa
laboratorioissa ja useilla sekvensointimenetelmilla. Naytteista kolme on naisilta ja kaksi miehilta. Kaikki naytteet olivat formaliiniin
Kiinnitettyja ja parafiiniin upotettuja, ennen kuin DNA eristettiin tutkimusta varten. Nayte GM12877 laimennettiin DNA:n tasolla
naytteella GM12878, jotta saatiin GM12877-D ja voitiin muodostaa varianttijoukko, jonka tiheydet olivat Iahelld 5 %:a ja 10 %:a. Jokainen
nayte testattiin duplikaattina, lukuun ottamatta naytetta GM12877-D, joka testattiin viitena replikaattina. Tarkkuus maaritettiin
SNV:iden, insertioiden ja deleetioiden osalta vertaamalla tutkimustietoja hyvin luokiteltuun vertailutietokantaan. Vertailutietokannan
sekvenssi (Platinum Genomes -versio 2016-01) oli peraisin useiden sekvensointimenetelmien, julkisesti saatavilla olevien tietojen ja
perinndllisten tietojen yhdistelmasta. Luottamukselliset genomialueet maaritettiin taman viitemenetelman mukaisesti, ellei toisin
maaritetty. Naytteet ajettiin yhteensa kahdeksan kertaa. Esitetyt taulukot osoittavat tarkkuuden perustuvan ensimmaisen ajon
tietoihin.

Taulukko 10 sisaltaa tutkimustiedot, joissa on positiivinen ja negatiivinen prosenttiyhtenevaisyys ndytekohtaisestija joissa
varianttituloksia verrataan hyvin karakterisoituun yhdistelmaviitemenetelmaan PPA:n laskelmia varten. Kolme varianttityyppia (SNV:t,
insertiot ja deleetiot) yhdistetaan. Koska viitemenetelma tarjoaa tulokset vain yhden nukleotidin varianteille ja insertioille/deleetioille,
ei-varianttien emaksen tuloksia verrataan ihmisgenomin viitesekvenssiin hg19 NPA:n laskelmia varten.

Taulukko 10 MiSeqgDx-laitteen eméaksen tunnistustulosten yhtapitavyys kuuden hyvin luokitellun naytteen vertailutietojen kanssa

Nayte Keskimaarainen tunnistusaste Variantteja yhteensa TP-variantteja yhteensa FN-variantteja yhteensa TN-tunnistukset yhteensa PPA NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100 100

GM12877-D' 675 650 0 100 100 100
GM12877-D? 98,4 155 155 0 57608 100 100 100

T Variantit, joiden esiintymistiheys on yli 20 %.
2 Variantti, jonka esiintymistiheys on alle 20 %.
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Suunniteltiin 150 amplikonia eri genomisisaltdjen kattamiseksi. Amplikonien GC-sisaltd vaihteli valilla 26-87 %. Amplikoneilla oli lisaksi
joukko yksittaisen nukleotidin (esim. PolyA, PolyT), dinukleotidin ja trinukleotidin toistoja. Maarityksessa kaytettiin kuutta uniikkia

naytetta. Tiedot koottiin amplikonikohtaisesti (Taulukko 11), jotta voitiin maarittaa genomisen sisallén vaikutus oikeiden tunnistusten
prosenttiosuuteen. Oikeiden tunnistusten prosenttiosuus koostuu variantti- ja vertailutunnistuksista ja on alle 100 %, jos tunnistukset

ovat virheellisia tai tunnistuksia ei ole. Tunnistuksia ei ole, kun yksi tai useampi suodatin ei tayttynyt variantin tunnistuksen osalta (esim.

riittdmaton kattavuus). Virheellisid tunnistuksia ei ollut. Ei-tunnistettujen lukumaara vaihteli merkittavasti amplikonista toiseen. GC-
sisalto ja useat vuorovaikutukset GC-sisallon kanssa olivat merkittavimmat ei-tunnistusten ennustajat. 2040/2580 (79 %) ei-
tunnistetuista johtui kattavuusmaarityksen tayttymatta jddmisesta. Amplikonit, joissa oli GC-sisaltdd enemman kuin 78 %, aiheuttivat
eniten ei-tunnistuksia. Edustavassa amplikonissa, jossa oli 78 % GC-sisaltoa, oli yhteensa 675 tunnistamatonta. Edustavassa
amplikonissa, jossa oli 87 %, oli yhteensa 1365 tunnistamatonta. Kattavuutta voidaan lisdta pienentamalla virtauskyvettiin lisdttyjen
naytteiden maaraa, mika voi mahdollistaa suuremman GC-sisallon amplikonien tunnistuksen.

Taulukko 11 Amplikonitason tarkkuustiedot

Amplikoni Kromosomi Amp;lli:::)nin
1 1 36450499
2 1 109465122
3 1 218353867
4 1 223906657
5 1 228526602
6 1 236372039
7 1 247812041
8 2 55862774
9 2 87003930
10 2 177016721
" 2 186625727
12 2 190323504
13 2 200796740
14 2 212245049
15 2 228147052
16 2 235016350

Amplikonin
loppu
36450591
109465200
218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139
228147144

235016422

Analysoidun
fragmentin
koko

93
79
91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91
93
73

Emakset
luottamuksellisilla
alueilla

93
79
91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91
93
73

Amplikonin genomisisaltd

Indeli
PolyA (5), PolyC (5), indeli
Indeli
Indeli
PolyG (5)

PolyT (10), indeli
PolyA (5), CT(3), TAA(3),
indeli
Indeli
Indeli
Eisovelleta
PolyA (8)

PolyT (5)

PolyT (5), indeli
PolyT (5), PolyA (6), indeli
Eisovelleta

PolyT (5), indeli

GC-

sisaltd

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

Oikeat
tunnistukset

1395
1185
1364
1380
1215
1050
1320

1350
1200
1215
mz
1320
1302
1365
1395
1095

Virheelliset
tunnistukset

o/ o o o o o o

O o o o o o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

0
0

o o o o

o

Oikeiden
tunnistusten
prosenttiosuus

100
100
99,9
100
100
100
100

100
100
100
99,1
100
99,4
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

W W w w

Amplikonin
alku
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541
15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987
32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100

Amplikonin
loppu
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637
15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084
32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187

Analysoidun
fragmentin
koko

93
83
70
88

75
78
97
78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98
95
86
95
91
73
88

Eméakset
luottamuksellisilla
alueilla

93
83
70
88

74
78
97
78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98
95
86
94
91
73
88

Amplikonin genomisisaltd

AT(3), indeli
Eisovelleta
CT(3), indeli

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

Indeli
PolyA (6)
PolyG (6), PolyT (5), PolyA (5)
Eisovelleta
PolyA (5), indeli
PolyA (5)
PolyA (7), indeli
Eisovelleta
GT(3), CCA(3)
Eisovelleta
PolyA (6), indeli
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indeli
PolyG (6)
Indeli
GCT(5), indeli
PolyT (5), TCT(3), CTT(3)
Indeli
PolyC (6)
PolyG (5), indeli
PolyA (5)
Eisovelleta

Indeli

GC-
sisaltd
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42
0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55
0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35

Oikeat
tunnistukset
1349
1245
1050
1305

1108
170
1455
1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365
1125
1530
1380
1383
1455
1425
1290
1410
1365
1095
1320

Virheelliset
tunnistukset

o o o o

O O 0O/l 0 O O O O/ o 0O 0O 0o 0o o o olo/lo o o o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

46

Oikeiden
tunnistusten
prosenttiosuus

96,7
100
100

97,8

99,8
100
100

99,9
100
100

98,9

40,0
100
100
100
100
100
100
100
100
98,1

99,0
100
100
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

© © © ©  © 00 00 00 N N N N NV

T e IS N
O o o o o o o o

n
n
n
n
n
n

Amplikonin
alku
77365735
110939946
128533468
149503875
154404519
156476507
1817312
24811020
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612

Amplikonin
loppu
77365821
110940030
128533557
149503965
154404599
156476599
1817394
24811109
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684

Analysoidun
fragmentin
koko

87
85
90
91
81
93
83
90
67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73

Eméakset
luottamuksellisilla
alueilla

87
85
90
91
66
93
83
89
67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73

Amplikonin genomisisaltd

PolyA (7), AG(4)
Indeli
PolyG (5), indeli
PolyG (6), PolyC (6), indeli
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
PolyG (7), CTC(4), indeli
Indeli
PolyG (6)
Indeli
Eisovelleta
AT(3)
PolyC (6), indeli
PolyG (5), indeli
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indeli
AC(11), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta
Indeli
Eisovelleta

PolyA (5)

GC-
siséltd
0,26
0,38
0,62
0,71
0,31
0,35
0,42
0,61
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4

Oikeat
tunnistukset
1299
1275
1350
1365
990
1395
1245
1305
1005
1470
973
1440
1242
1455
1170
0
185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500
930
1530
1095

Virheelliset
tunnistukset

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

Tunnistamatta
jaéneet

O o o/lo o o o

(o2}
[¢e]

O o o o o o o o

Oikeiden
tunnistusten
prosenttiosuus

99,5
100
100
100
100
100
100

97,8
100
100

99,8
100

99,8
100
100

0
100
100
100

94,9
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi

73 n
74 n
75 n
76 n
77 n
78 12
79 12
80 12
81 12
82 12
83 12
84 13
85 13
86 13
87 14
88 14
89 14
90 14
91 14
92 14
93 14
94 15
95 15
96 15
97 15
98 15
99 15
100 15

Amplikonin
alku
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274

Amplikonin
loppu
101347136
102477426
118406369
120357885
125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343

Analysoidun
fragmentin
koko

85
91
85
85
85
84
93
81
7
95
73
89

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

Eméakset
luottamuksellisilla
alueilla

85
91
85
85
85
84
93
81
71
95
73
88

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

Amplikonin genomisisaltd

Eisovelleta
PolyG (6)
Indeli
PolyA (5), CA(3), indeli
GA(3)
PolyC (5), indeli
PolyA (7), AC(4)
Eisovelleta
PolyA (6)
PolyG (5)
Eisovelleta
PolyA (5), PolyT (7), PolyA (7),
indeli
Indeli
Indeli
GA(3), TA(3)
Eisovelleta
PolyT (5), indeli
Indeli
Indeli
PolyA (5)
Indeli
PolyC (5)
Indeli
PolyG (5), indeli
PolyT (6)
Indeli
Eisovelleta

Indeli

GC-
siséltd
0,42
0,55
0,53
0,34
0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52
0,22

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

Oikeat
tunnistukset
1275
1365
1275
1275
1275
1260
1395
1215
1065
1425
1095
1305

1335
1155
1005
1245
1038
1215
1365
975
1410
1440
1020
1395
1425
1065
1365
1050

Virheelliset
tunnistukset

O o o o o o o o o o o o

O O OoOo/lo O O o olo/lo o o o o o o

Tunnistamatta
jaéneet

o o oo o

O o ojlo o o o o

Oikeiden
tunnistusten
prosenttiosuus

100
100
100
100
100
98,9
100
100
100
100
100
98,9

100
100
100
100
96,1
100
100
94,2
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi

101 16
102 16
103 16
104 16
105 16
106 17
107 17
108 17
109 17
10 17
m 17
112 17
113 17
14 17
115 17
116 17
7 18
18 18
119 18
120 18
121 18
122 18
123 18
124 19
125 19
126 19
127 20
128 20

Amplikonin
alku
1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195

Amplikonin
loppu
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276

Analysoidun
fragmentin
koko

63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82

Eméakset
luottamuksellisilla
alueilla

63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82

Amplikonin genomisisaltd

Eisovelleta
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indeli
GC(3)
PolyC (5), indeli
Indeli
Indeli
PolyT (5)
PolyA (13), indeli (x2)
PolyA (5)
PolyA (7), AT(3), AT(4), AT(4),
indeli
Indeli
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Eisovelleta
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indeli
CTC(3), indeli
CT(3), indeli
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta
Eisovelleta

AC(3)

GC-
siséltd
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
00,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59

Oikeat
tunnistukset
945
1425
1305
1560
1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215
1365
1365

175
1289
1260
1005
1365
1035
121
1215
1275
975
1478
1110
1050
1410
1230

Virheelliset
tunnistukset

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

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

Tunnistamatta
jaéneet

O O O N O w ol o o o

— ~
o 9 ®

=
- o

o o o o

=y
[}

O O o/lo N O o o

Oikeiden
tunnistusten
prosenttiosuus

100
100
100
100
99,8
100
99,8
100
100
100
94,0
100
98,9

99,2
99,9
100
100
100
100
98,3
100
100
100
99,5
100
100
100
100
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Amplikoni Kromosomi Amplikonin Amplikonin Af::gljyrzzlri:\n Iuottirr:lilt::[ﬁsilla Amplikonin genomisisaltd GC_ O?keat Virh.eelliset Tun.rli?tamatta tu(r?:?setlﬁsetr;n
alku loppu koko alueilla sisdltd tunnistukset  tunnistukset jaéneet eSS

129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 140 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3),TG(4), indeli 0,46 1050 0 0 100
131 20 25278421 25278521 101 101 Indeli 0,63 1515 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 Indeli 0,36 1005 0 6 99,4
133 20 62331904 62331994 91 88 Poly G (6) 0,73 1320 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 Indeli 0,57 1305 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 Indeli 0,35 990 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 PolyT (6), CA(3) 0,54 1470 0 0 100
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indeli 0,39 1305 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), indeli 0,32 1029 0 7 99,3
139 21 46705575 46705664 90 90 PolyT (5), PolyA (6) 0,5 1350 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 Indeli 0,63 1500 0 1 99,9
141 22 32439233 32439329 97 97 Eisovelleta 0,68 1455 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indeli 0,46 1455 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 Eisovelleta 0,6 1485 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indeli 0,66 1380 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1035 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1035 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 7 Eisovelleta 0,52 1065 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 Eisovelleta 0,55 0 0 0 Eisovelleta
149 Y 2655519 2655609 91 0 Eisovelleta 0,48 0 0 0 Eisovelleta
150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 Eisovelleta

Ei-tunnistetuista varianteista on yhteenveto Taulukko 12. Ne suodattimet, jotka aiheuttivat tunnistusten puuttumisen, on lueteltu
taulukossa.

Taulukko 12 Ei-tunnistettujen varianttien yhteenveto
Amplikonin nro Chr:Pos Variantti Vastaava amplikonisisaltd Suodatin Huomaamatta jadneet variantit Odotetut variantit

28 5:1882129 T>G 78 % GC LowDP' 8 13
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Amplikonin nro Chr:Pos Variantti Vastaava amplikonisisaltd Suodatin Huomaamatta jadneet variantit Odotetut variantit
52 8:24811064 AG > A PolyG (7), CTC(4),61% GC R3x62 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87 % GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42 % GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29 % GC R3x6 13 13

" LowDP: Vahainen kattavuus. Variantti on suodatettu, jos syvyys ainakin yhdessa poolissa tassa tietyssa asemassa on alle 900.
2 R3x6: Toistosuodatin. Variantti on suodatettu, mikali variantti on osittain tai kokonaan toistuvasti Iasna varianttiaseman viereisessa viitegenomissa.
Vahintaan 6 toistoa viitteessa tarvitaan ja vain enintddn 3 emasparin toistot otetaan mukaan.
Naytteen sekvensointituloksia verrattiin erittdin luotettavaan NA12878-genotyyppiin, jonka oli maarittanyt National Institutes of
Standards and Technology (NIST) (v.2.19). 150 amplikonista 92 amplikonia sisaltyi kokonaan erittain luotettaville genomialueille.
41 amplikonia oli osittain paallekkaisia ja 17 amplikonilla ei ollut paallekkaisyyksia NIST-sekvenssilld. Tama tuotti 10 000 koordinaattia
per vertailureplikaatti. Ei-varianttien emaksen tunnistuksia verrattiin luotuun ihmisgenomin viitesekvenssiin hg19. Tarkkuustulokset
annetaan Taulukko 13.

Taulukko 13 MiSeqgDx-laitteen emaksen tunnistustulosten yhtapitavyys GM12878-naytteen NIST-viitteen kanssa

. Amplikonien Keskimaarainen TP-varianttien tunnistuksia FN-varianttien tunnistuksia TN-tunnistukset FP-tunnistukset
Nayte . . . . . PPA  NPA OPA
lukema tunnistusaste yhteensa yhteensa yhteensa yhteensa
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

Viittad laimentamatonta naytetta analysoitiin lisda pienten insertioiden ja deleetioiden (indelien) tunnistamiseksi (Taulukko 14). Joissakin

tapauksissa indeli oli yleinen kahdessa tai useammassa naytteessa, kuten Indelin sisaltavat naytereplikaatit ynteensa -sarakkeessa on
mainittu. Tulokset viiden ndytteen molemmista rinnakkaisndytteistd on esitetty Taulukko 14. Indeleita oli yhteensd 71, ja niiden koko
vaihteli valilla 1-24 emasparia insertioissa ja 1-25 emasparia deleetioissa. 68 indelia havaittiin ja positiivinen yhtapitavyys oli 1. Kolmella
insertiolla ja deleetiolla ei ollut oikeita tunnistuksia, koska kukin ndista varianteista oli ei-tunnistettavissa R3x6-suodattimen vuoksi.
Siksi PPA:ta, joka sulkee pois ei-tunnistetut, ei voitu laskea. Nama kolme varianttia olivat 1 emasparin deleetio (chr8 24811064 AG>A);
kahden emasparin deleetio (chr10 55892600 TAC>T) ja 1 emasparin insertio (chr17 39589692 C>CA).

Taulukko 14 Yhteenveto indelin tunnistuksesta MiSegDx-laitteella

Indelin sisaltavia Ei

L . o Analysoidun  Amplikoninindelin . . . . X ) Virheelliset Oikeat
Amplikoni Kromosomi Sijainti ] L Indeli naytereplikaatteja  tunnistuksia, . ) . . § .
fragmentinkoko  tyyppija pituus N ...  indelitunnistuksetindelitunnistukset
yhteensa maara
1 1 36450544 93 25 emadsparin GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 7 0 0 7 100

deleetio
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. L . Indelin sisaltavia Ei ) . X
L . o Analysoidun  Amplikonin indelin . . X . . . Virheelliset Oikeat
Amplikoni Kromosomi Sijainti R S Indeli naytereplikaatteja  tunnistuksia, . . X . . . PPA
fragmentinkoko tyyppija pituus N ...... indelitunnistukset indelitunnistukset
yhteensa maara

2 1 109465165 79 3 emasparin ACTT>A 9 0 9 100
deleetio

3 1 218353908 91 23 emadsparin T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 15 0 15 100
insertio

4 1 223906701 92 17 emésparin GACAGACTGTGAGGAAGA>G 1 0 i 100
deleetio

6 1 236372081 70 5 eméasparin C>CTTAAG 9 0 9 100
insertio

7 1 247812083 88 3 emasparin C>CATG 9 0 9 100
insertio

8 2 55862804 90 7 emasparin T>TTTGGTAA 13 0 13 100
insertio

9 2 87003972 80 6 emasparin TTATCTC>T il 0 1 100
deleetio

13 2 200796749 87 5 eméasparin T>TTAAAA 15 0 15 100
insertio

14 2 212245090 91 12 emasparin C>CTGAAAATAGGAT 1 0 " 100
insertio

16 2 235016388 73 2 emadsparin A>ATG 9 0 9 100
insertio

17 3 4466274 93 23 emadsparin TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T 13 0 13 100
deleetio

19 3 49851375 70 9 emasparin C>CCTGGCTCCT 7 0 7 100
insertio

21 3 190106071 75 1emasparin AG>A 13 0 13 100
deleetio

25 4 56236567 66 8 emadsparin TAACCGAAA>T 9 0 9 100
deleetio

27 4 164446785 62 11 emésparin T>TTATGGTATTGA 9 0 9 100
insertio

31 5 74077155 83 4 emasparin TAGTA>T 7 0 7 100
deleetio

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



‘NIILNIIA NIVA 'NOQLLAYM NI3SILSONOVIA- OYLIA NI

Z0A 812900002 0Ju elipelsy

LS

Amplikoni Kromosomi

34

36

37

39

41

44

46

47

48

50

52

53

55

58

59

63

10

10

Sijainti

155662255

24950035

31084942

32986905

41647442

66276142

110939983

128533514

149503916

156476548

24811064

76518677

105586193

138995370

5987158

45084202

Analysoidun
fragmentin koko

75

92

100

95

95

88

85

90

91

93

90

67

65

97

79

95

Amplikoninindelin
tyyppija pituus
8 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

3 emasparin
deleetio

25 emasparin
deleetio

23 emasparin
deleetio

1emasparin
insertio

4 emasparin
deleetio

1emasparin
insertio

4 emasparin

deleetio

11 eméasparin
deleetio

1emasparin
deleetio

4 emasparin
insertio

4 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

3 emasparin
deleetio

16 emasparin
deleetio

Indeli

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

Indelin sisaltavia
naytereplikaatteja
yhteensa
13
1

15

1

13

13

15

13

15

13

1

n

Ei
tunnistuksia,
maara

0

15

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

0 13
0 n
0 15
0 7
0 n
0 13
0 13
0 15
0 7
0 13
0 0
0 9
0 13
0 9
0 n
0 n

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Ei

sovelleta

100

100

100

100

100

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



‘NIILNIIA NIVA 'NOQLLAYM NI3SILSONOVIA- OYLIA NI

Z0A 812900002 0Ju elipelsy

¢S

Amplikoni Kromosomi

64

68

70

75

76

78

84

85

86

89

90

91

93

95

96

98

10

n

n

n

"

12

13

13

13

14

14

14

14

15

15

15

Sijainti

55892600

30177690

59837721

118406328

120357842

2834814

25817002

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602

102808554

63446199

77879862

8543831

Analysoidun
fragmentin koko

89

70

62

85

85

84

89

89

77

73

81

91

94

68

95

72

Amplikoninindelin
tyyppija pituus

2 emasparin
deleetio

2 emasparin
insertio

8 emasparin
insertio

8 emasparin

deleetio

2 emasparin
deleetio

21emasparin
insertio

19 eméasparin
insertio

4 emasparin
insertio

20 emasparin

deleetio

22 emasparin
deleetio

4 emasparin
insertio

16 emasparin
deleetio

5 eméasparin
deleetio

6 emasparin
deleetio

25 emasparin
deleetio

3 emasparin
insertio

Indeli

TAC>T

C>CTG

T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C

CTT>C

T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A

TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T

C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C

CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

C>CTTG

Indelin sisaltavia
naytereplikaatteja
yhteensa

9

1

1

15

15

n

15

13

n

1

Ei
tunnistuksia,
maara

9

Virheelliset Oikeat
indelitunnistukset indelitunnistukset

0 0
0 7
0 n
0 9
0 n
0 15
0 15
0 n
0 9
0 15
0 13
0 n
0 9
0 n
0 9
0 9

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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. I . Indelin siséltavia Ei . . .
L . o Analysoidun  Amplikonin indelin . . X . . . Virheelliset Oikeat
Amplikoni Kromosomi Sijainti R S Indeli naytereplikaatteja  tunnistuksia, . . X . . . PPA
fragmentinkoko tyyppija pituus N ...... indelitunnistukset indelitunnistukset
yhteensa maara

100 15 89864316 70 4 emasparin G>GCTAC 9 0 9 100
insertio

105 16 85706416 91 7 emasparin ATTATTTC>A 1 0 " 100
deleetio

107 17 3594276 87 1emasparin TG>T 13 0 13 100
deleetio

108 17 3970133 91 18 emasparin A>ATCCTATTCTACTCTGAAT 1 0 il 100
insertio

109 17 16084985 93 4 emasparin A>AACAC 7 0 7 100
insertio

m 17 39589692 84 1Temasparin C>CA 13 13 0 100
insertio

112 17 39589739 84 24 emasparin T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 15 0 15 100
insertio

113 17 45438886 92 4 emasparin CAGTG>C 7 0 7 100
deleetio

14 17 61502459 79 12 emasparin TTTGTATCTGCTG>T 13 0 13 100
deleetio

120 18 38837054 75 22 emadsparin T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 15 100
insertio

121 18 47405425 81 3 emasparin T>TGAG il 0 1 100
insertio

122 18 54815706 85 2 emasparin ACT>A 13 0 13 100
deleetio

130 20 21766863 70 15 emasparin TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 9 100
deleetio

131 20 25278464 101 5 emésparin A>AGTGGG 13 0 13 100
insertio

132 20 50897361 67 11 emésparin G>GGAATGTCAGCC 15 0 15 100
insertio

134 20 62690925 87 16 emasparin TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 9 100

deleetio
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Analysoidun

Amplikoni Kromosomi  Sijainti

135

137

138

140

142

144

fragmentin koko

21 30300873 66
21 36710749 87
21 46644985 69
22 25750814 100
22 37409885 97
22 47081407 92

Tutkimus 2

Amplikoninindelin
tyyppija pituus
11 emasparin
insertio

21 emasparin
deleetio

5 emasparin
deleetio

6 emasparin
insertio

5 eméasparin
insertio

10 emasparin
deleetio

Indeli

G>GATAAAACTTTA

ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A

GTTGTT>G

C>CAGGGCA

C>CTGTTT

GGGCACAGGCA>G

Indelin sisaltavia
naytereplikaatteja
yhteensa

9

13

13

13

Ei ] . .
) X Virheelliset Oikeat
tunnistuksia, . . . . 5 .
e indelitunnistukset indelitunnistukset
maara

0 0 9
0 0 9
0 0 13
0 0 13
0 0 13
0 0 7

PPA

100

100

100

100

100

100

Tassa tutkimuksessa kaytettiin kolorektaalisydvan FFPE-kudosnaytteitd kudospankista ja edustavaa kahden geenin maaritysta, jota
verrattiin vertailumenetelmaan, kaksisuuntaiseen Sangerin sekvensointiin (Sanger). Yhteensa 1183 tutkittavasta 441 tutkittavalla ol
validi Sangerin tulos ja edustavat maaritystulokset. Tutkittavan tasolla arvioituna (Taulukko 15) 230 tutkittavaa 441:sta oli positiivisia
Sangerin sekvensoinnilla (Sangerin menetelmalld havaittu mutaatio). Naista 227 oli positiivisia edustavan maarityksen mukaan. Loput
211 tutkittavaa 441:sta olivat Sangerin sekvensoinnin mukaan negatiivisia (Sangerin menetelmalla ei havaittu mutaatiota). Naista 206
oli negatiivista edustavan maarityksen mukaan. Tdma tuotti positiiviseksi yhtapitavyysprosentiksi (PPA) 98,7 % ja negatiiviseksi

yhtapitavyysprosentiksi (NPA) 97,6 % (Taulukko 15).

Taulukko 15 Tutkittavan tasoisten tulosten positiivinen ja negatiivinen yhtapitavyysprosentti

Edustava maaritys

Positiivinen

Negatiivinen

Yhtapitavyys Tilasto

Sanger

Positiivinen
2271
32

Yhteensa
Negatiivinen
5 232
206 209

Performance (Suorituskyky) Yhteenveto

Piste-estimaatti

Tarkka 95 %:n ClI
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Sanger Yhteensa

Positiivinen Negatiivinen

Yhteensa 230 21 441

Edustava maaritys

Performance (Suorituskyky) Yhteenveto

Yhtapitavyys Tilasto Piste-estimaatti Tarkka 95 %:n ClI
PPA 227/230=98,7 % [96,2 %; 99,7 %]
NPA 206/211=97,6 % [94,6 %; 99,2 %]

Tarkkoja vastaavuuksia oli 224 kohteen sisélld, kaikki mutaatiotason tuloksissa. MiSeqDx havaitsi 2 tutkittavalla henkildlld Sangerin havaitseman
mutaation ja 1 lisdmutaation. Yhdella tutkittavalla henkildlld MiSeqDx ja Sanger havaitsivat eri mutaatioita.
2Yhdell4 tutkittavalla oli kaksi Sangerin menetelmalld havaittua mutaatiota. Kahdella tutkittavalla oli yksi Sangerin menetelmélld havaittu mutaatio.

Tutkimus 3

Tassa tutkimuksessa arvioitiin DNA-kirjastoja, jotka oli valmisteltu FFPE-naytteista monista eri kudostyypeista. Yhteensa 109 FFPE-
naytetta kahdesta eri kudoksesta (koolon, munasarja, haima, lisamunuainen, virtsarakko, maksa, kilpirauhanen ja rinta), joista ainakin
11 FFPE-naytetta edusti kutakin kudostyyppia). Lisamunuaiskudos sisalsi metastaaseja ruokatorven, keuhkojen ja koolonin kasvaimista.
Muussa kudoksessa oli primaareja kasvaimia. Tutkimuksessa kaytettiin edustavaa maaritystd, joka on suunniteltu suorittamaan haku
26 geenista ja 21577 emaksesta 17 eri kromosomissa. Yhteensa kuusi eri geenia (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR ja BRAF) Sanger-
sekvensoitiin niin, ettd kustakin kasvaimesta Sanger-sekvensoitiin 1-3 geenia kyseisen kasvaimen odotetun somaattisten
mutaatioiden prevalenssin perusteella. Sanger-sekvensoinnin tuloksissa tunnistettiin 39 somaattista SNV-mutaatiota 33:ssa

109 FFPE-nadytteesta. MiSegDx tunnisti 36 somaattista SNV-mutaatiota 32:ssa 109 FFPE-ndytteestd, ja tuotti yhden virheellisen
negatiivisen tuloksen seka kaksi varianttiaseman ei-tunnistusta. PPA oli 97,3 %. MiSegDx tunnisti 78 975 viite-emasta 109 FFPE-
naytteessa ja tuotti 29 virheellista positiivista verrattuna Sangerin sekvensointiin ja 3416 ei-tunnistusta. NPA oli 99,9 %. Kahden
emaksen deleetio oli samanlaista naiden kahden menetelman valilla. Taulukko 16 annetaan yhteenveto tuloksista kudostyypin
perusteella.
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Taulukko 16 Positiivinen ja negatiivinen yhtapitavyysprosentti kudostyypeittain

Kudostyyppi Naytteitd Variantteja yhteensa TP-variantteja yhteensa FN-variantteja yhteensa TN-tunnistukset yhteensa FP-tunnistukset yhteensa Tunnistamatta jadneet PPA  NPA

Lisdmunuainen 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Virtsarakko 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
Rinta 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Koolon " 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Maksa 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Munasarja 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99
Haima 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
Kilpirauhanen " 3 3 0 7429 1 652 100 >099,9
Yhteensa 109 39 36 1 78 975 29 3416 97,3 >99,9
Toistettavuus

MiSeqgDx-laitteen toistettavuutta arvioitiin kahdessa tutkimuksessa FFPE-naytteista eristetylla DNA:lla. Tutkimuksessa 1kaytettiin
useita laitteita. Tutkimuksessa 2 oli useita tutkimuspaikkoja.

Tutkimus 1

MiSeqgDx-laitteen toistettavuus maaritettiin kayttamalla kahta laitetta ja kahta koulutettua kayttajaa, joilla tehtiin yhteensa kahdeksan
ajoa. Edustava maaritys, amplikonin genomisisaltd, naytteet ja vitemenetelma ovat samat kuin mita tarkkuustutkimuksessa 1
kuvaillaan. Tulokset on esitetty amplikonikohtaisesti kunkin laitteen osalta (Taulukko 17), jotta voidaan osoittaa tunnistusten
toistettavuus eri laitteilla. Oikeiden tunnistusten prosenttiosuus sisalsi seka virheelliset tunnistukset etta ei-tunnistetut (yksi tai
useampi suodatin ei tayttynyt variantin tunnistuksessa). Laitteet tuottivat samanlaiset maarat ei-tunnistuksia kunkin amplikonin
mukaan. MiSeqgDx 1-laitteen osalta havaittiin yksittainen virheellinen tunnistus Platinum Genomes -vertailustandardin maarittamalla
luottamusalueella. Virheellinen tunnistus oli virheellinen positiivinen tunnistus insertiovariantista amplikonissa 64, jolla haettiin
kromosomia 10 asemissa 55892599-55892687. Amplikonilla oli dinukleotidin toistona 11.
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Taulukko 17 Tutkimuksen laitteiden valiset toistettavuustulokset MiSegDx-laitteelle (amplikonin tasolla)
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Amplikoni
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Analvsoidun Emakset Amblikonin MiSeqDx 1 MiSegDx 2
Amplikoni Kromosomi v . luottamuksellisilla o ... GC-sisaltd
fragmentin koko alueilla genomisisaltd
Oikeat Virheelliset Tunnistamatta Oikeat Virheelliset Tunnistamatta
tunnistukset tunnistukset  jaaneet tunnistukset tunnistukset jaaneet
148 Y 65 0 Eisovelleta 0,55 0 0 0 0 0 0
149 Y 91 0 Eisovelleta 0,48 0 0 0 0 0 0
150 Y 7 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0

Toistettavuustutkimukset analysoitiin kdyttajakohtaisesti kayttamalld variantin taajuutta (Taulukko 18). Tama analyysi osoitti, etta
varianttitiheydet olivat yndenmukaisia eri kayttajien valilla. Keskimaaraiset varianttitiheydet +/- 1 keskihajonta on esitetty.

Taulukko 18 Kayttajien valiset tulokset MiSegDx-laitteesta

Yksilslliset Kayttajan 1 Kayttdjan 2 Kayttdjan 1raportoima Kayttdjan 2 raportoima
Varianttitiheysalue variantit analysoimat analysoimat keskimaarainen (SD) keskimaarainen (SD)
variantit yhteensa variantit yhteensa varianttitiheys varianttitiheys
Korkea tiheys 1112 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
(~100 %)
Keskitiheys (~50 %) 3240 3151 3161 0,49 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
Matala tiheys (3-7 %) 620 618 612 0,05 +/- 0,01 0,05 +/- 0,01

Kunkin naytteen toistettavuustutkimuksen tulokset on esitetty koottuna kaikista kahdeksasta ajosta (Taulukko 19). Kunkin
varianttityypin — SNV:t, insertiot ja deleetiot — tunnistus arvioidaan erikseen. Viitesijainnit on poissuljettu. Tama analyysi osoitti, etta
varianttien tulokset olivat toistettavissa naytteesta toiseen.
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Taulukko 19 MiSeqgDx-laitteen emaksen tunnistustulosten yhtapitavyys naytteittain

SNV:t Insertiot Deleetiot
. . TP FP FN . TP FP FN . TP FP FN

Nayte Yhteensa . . . Yhteensa . . . Yhteensa . .. «

yhteensd  yhteensd yhteensa yhteensd yhteensd yhteensa yhteensd yhteensd yhteensa
GM12877 592 574 2 0 336 336 0 0 228 272 0 0
GM12878 1456 1432 0 0 320 304 0 0 384 352 0 0
GM12879 912 896 0 0 336 320 0 0 288 272 0 0
GM12885 1200 1192 0 0 400 384 0 0 352 320 0 0
GM12886 1104 1104 0 0 368 352 0 0 368 352 0 0
GM12877- 3640 3582 0 0 800 760 0 0 960 880 0 0
D1'
GM12877- 400 398 0 0 520 516 0 0 560 556 0 0
D22

Wariantit, joiden esiintymistiheys on yli 20 %.
2Variantti, jonka esiintymistiheys on alle 20 %.

Taman toistettavuustutkimuksen 8 ajon tuottamat tiedot tukevat vaitetta, etta MiSeqDx-laite kykenee sekvensoimaan
yhdenmukaisesti

* GC-sisallon, jota on = 19 % (kaikki tunnistetut emakset 120/120 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 19 %:n GC-sisalto,
tunnistettiin oikein ei-tunnistusarvolla 3,4 %)

* GC-sisallon, jota on = 73 % (kaikki tunnistetut emakset 120/120 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 73 %:n GC-sisalto,
tunnistettiin oikein ei-tunnistusarvolla 0,1 %)

* PolyA-pituudet = 8 (PolyA:n 8 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 120/120 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyA = 8)
* PolyT-pituudet = 10 (PolyA:n 10 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 120/120 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyT = 10)
* PolyG-pituudet = 6 (PolyG:n 6 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 720/720 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyG = 6)

* PolyC-pituudet = 6 (PolyC:n 6 nukleotidin toisto tunnistettiin oikein 359/360 sekvensoidusta amplikonista, jossa oli PolyC = 6, ja yksi
tunnistamaton)

* Dinukleotidin toistopituudet, jotka ovat =< 4x (kaikki tunnistetut emakset 600/600 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 4x
dinukleotidin toisto, tunnistettiin oikein 0,4 %:n ei-tunnistusten arvolla)
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* Trinukleotidin toistopituudet, jotka ovat = 5x (kaikki tunnistetut emakset 120/120 sekvensoidusta amplikonista, joissa on 5x
trinukleotidin toisto, tunnistettiin oikein ei-tunnistusarvolla 1,9 %)

* enintddn 24 emasinsertiota ja enintdan 25 emasdeleetiota
— 24 emaksen insertiot tunnistettu oikein 120/120 naytteessa

— 25 emaksen deleetiot tunnistettu oikein 182 naytteessa ja raportoitu ei-tunnistettuina kahdessa naytteessa 184:sta

Tutkimus 2

Ulkoisella tutkimuksella arvioitiin tarkkuustutkimuksessa 2 kuvatun, edustavan kahden geenin maarityksen toistettavuutta kolmella
ulkoisella testauspaikalla (kaksi kayttajaa testauspaikkaa kohti), yhdelld reagenssieralla ja kolmena ei-perédkkadisena testauspaivana.
Testaus toteutettiin kuudella hyvin luokitellulla naytepaneelilla, jotka koostuivat kliinisista FFPE-naytteista tai solulinjoista peraisin
olevasta genomisesta DNA:sta. Kukin paneeli sisalsi 10 osaa eli yhteensa 60 osaa kaikista paneeleista.

60 paneelin osaa sisalsi duplikaatteja neljasta uniikista villityypin (paneelimutaatioiden osalta) naytteesta, 12 uniikista
mutanttindytteesta (joissa oli yksittdinen mutaatio) valmisteltuna seka korkealla ettd matalalla mutaatiotiheystasolla seka kaksi
uniikkia mutanttinaytetta (joissa oli yksittainen mutaatio) valmisteltuna matalalla mutaatiotiheystasolla. Jokaisella uniikilla
naytteen/mutaation tiheystasonaytteella (testattuna duplikaattina kussakin ajossa) oli 36 mahdollista tulosta (2 replikaattia x

2 testaajaa x 3 paivaa x 3 testauspaikkaa), jos kaikki tulokset olivat valideja.

Odotettujen tulosten prosenttiosuus (PEC) kaikista positiivisista ja negatiivisista varianteista arvioitiin vertaamalla edustavaa
maaritystulosta kunkin ndytteen odotettuun mutaatiotulokseen (odotettu mutaatio havaittu tai ei havaittu). PEC lasketaan kaavalla
100 % kertaa odotettujen tunnistusten maara jaettuna yritettyjen tunnistusten maaralla. Kaksipuolinen 95 %:n luottamusvali lasketaan
Wilsonin pisteytysmenetelmalla.

Yhdistettdessa testauspaikat naytteen hyvaksyntaasteet olivat = 94,7 % ndytteen ensimmaisessa ajossa tai ndytteissa, jotka testattiin
ensimmaisella kerralla valideissa ajoissa. Mutaatiotason PEC kaikissa mutanttinaytteissa oli 99,6 % (905/909) (95 %:n Cl; 98,9; 99,8).
Yritettyjen tunnistusten maara kaikissa 56 paneelimutaatiossa (huolimatta siitd, oliko havaittu mutaatio odotettu tai ei) kaikista
valideista naytteista oli 58 856 (56 x 1051). Naista 58 856 mutaatiotason havainnosta vain kuudessa tapauksessa havaittu ja odotettu
tulos oli eri. Mutaatiotason PEC kaikista positiivisista ja negatiivisista varianteista kaikista mutantti- ja villityyppipaneeliosista ol
yhteensa 99,99 % (58 850/58 856).
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Analyyttinen herkkyys (tyhjan raja [LoB] ja maarityksen tunnistusraja [LoD])

Tassa tutkimuksessa vahvistettiin MiSeqDx-laitteen maarityksen raja ja maaritettiin maarityksen tunnistusraja (LoD) edustavalla
paneelilla. Lyhyesti sanottuna, hyvin luonnehditut Platinum Genomen solulinjat GM12878 ja GM12877 fiksoitiin formaliiniin ja peitettiin
parafiinilla ennen DNA:n eristamista. GM12878:aa laimennettiin GM12877:11a siten, ettad 70 variantin esiintymistiheydet (52 SNV, 9
insertiota ja 9 deleetiota) olivat Iahella 0,05:t4. Kaksi testaajaa testasi kaksi DNA-naytetta kayttamalla kahta laitetta ja kahta
reagenssieraa, joten MiSeqgDx-sekvensointiajoja tehtiin yhteensa 10. Tama tuotti 40 replikaattia kullekin variantille GM12878 ja 60
replikaattia kullekin vastaavalle villityypin koordinaatille GM12877:ssa kunkin reagenssieran osalta. LoB ja LoD laskettiin kdyttamalla
perinteista lahestymistapaa, CLSI EP17-A2, ei-parametrisella menetelmalla. LoB ja LoD laskettiin SNV:iden, insertioiden ja deleetioiden
osalta erikseen yhdistamalla eri taajuudet tietyn varianttityypin osalta. Tyypin | virheeksi maaritettiin 0,01, ja tyypin Il virheeksi
maaritettiin 0,05.

LoB:n osalta yhdistetyt varianttitaajuudet jarjestettiin alimmasta ylimpaan, ja 99. sija kullekin reagenssieralle kussakin varianttityypissa
laskettiin (Taulukko 20). MiSegDx-laitteen ohjelmisto kayttaa raja-arvoa (todellinen LoB) 0,026 varianttitineys varianttien laadullisen
havaitsemisen maarittamiseksi. Laskettu tyhjan raja vahvisti, etta tama raja-arvo saa aikaan tyypin | virheen, joka on enintaan 0,01.

Taulukko 20 Tyhjanraja

Varianttityyppi Varianttitiheyksien kokonaismaara LoB:n reagenssiera 1 (%) LoB:n reagenssiera 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Insertio 540 0,79 0,60
Deleetio 540 0,96 0,84

LoD:n osalta laskettiin yksittdisen mutaatiotaajuuden prosenttimaara kullekin reagenssieralle kussakin varianttityypissa, joka on alle
raja-arvon 0,026 (Taulukko 21). Koska prosenttimaarat olivat pienemmat kuin tyypin Il virhe 5 % (0,05), yhdistettyjen
varianttitaajuuksien mediaanilaskettiin LoD-arvona (Taulukko 21). Kunkin varianttityypin LoD otettiin suurempana kahdesta arvosta,
jotka laskettiin kahden reagenssin eralle: =5,45 % SNV:ille; 4,88 % insertioille ja 5,44 % deleetioille.
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Taulukko 21 Maarityksen tunnistusraja

Reagenssiera Varianttityyppi

1 SNV
Insertio
Deleetio

2 SNV
Insertio

Deleetio

Varianttitiheyksien
kokonaismaara
2080

360

360

2080

360

360

Maara, VF-
mittaukset < 2,6 %
4

0

2

26

%-osuus, VF-
mittaukset < 2,6 %
0,20

0,00

0,60

1,30

0,00

0,00

Maarityksen
tunnistusraja (%)
5,45

4,86

5,44

5,44

4,88

5,24

Seuraavat tutkimukset osoittavat MiSegDx-laitteen suorituskykyominaisuudet toisella edustavalla maaritykselld, joka kohdistuu

56 mutaatioon kahdessa kliinisesti relevantissa syopageenissa (mutaatiopaneeli). Mutaatiopaneeli on suunniteltu nimenomaan
havaitsemaan 56 mutaatiota kahdessa kliinisesti relevantissa syopageenissa (geeni1ja geeni 2). Maaritys maarittdd samanaikaisesti
kunkin 56 mutaation lasnaolon tai puuttumisen jokaisessa sekvensoidussa naytteessa. Naiden tutkimusten vertailumenetelma oli
kaksisuuntainen Sangerin sekvensointi.

Erien valinen tarkkuus

Erien valisella tarkkuustutkimuksella arvioitiin MiSegDx-laitteen suorituskykya eri reagenssierien kanssa (koostuu naytteen
kvalifioinnista, kirjaston valmistelusta ja reagenssien sekvensoinnista) mainittujen kahden geenin edustavalla maarityksella kayttamalla
viiden sekoitetun FFPE-naytteen paneelia, joka taytti ndaytteen kvalifiointivaatimukset. Jokainen FFPE-nayte sisalsi kaksi uniikkia
mutaatiota: toinen matalammalla (noin 8 %:n) mutaatiotiheystasolla ja toinen korkealla (noin 14 %:n) mutaatiotiheystasolla.

12 havaintoa kustakin viidestd nayteseoksesta saatiin kolmena ei-perakkaisena paivana kolmella reagenssipakkauseralla. Tutkimuksen
havaintojen kokonaismaara kaikissa reagenssierissa oli 180 havaintoa kaikissa nayteseoksissa ja 360 havaintoa kaikilla
mutaatiotiheystasoilla. Kaikkien erien ja paivien osalta 99,7 %:ssa (359/360) havainnoista ilmeni odotettu mutaatiotulos. Yksi matalan
tiheystason mutaatio tunnistettiin virheellisesti villityypiksi. Kullekin mutaatiolle / mutaatiotaajuuden tasolle tehtiin
varianssikomponenttien analyysijarjestelman vaihtelevuuden arvioimiseksi. Kokonaiskeskihajonta vaihteli valillda 0,011-0,029.
Kokonaiskeskihajonnan reagenssierakomponentti vaihteli valilla 0-0,015.

A SOW uo essol ‘s|lenie| aysojassnexped ussnie|-xgbasiy



MiSeqDx-laitteen pakkausseloste laitteille, jossa on MOS v4

Versiohistoria

Asiakirjan nro Paivamaara
Asiakirjanumero Lokakuu
200006218 v02 2023
Asiakirjanumero Toukokuu
200006218 vO1 2022
Asiakirjanumero Marraskuu
200006218 v0O 2021

Patentit ja tavaramerkit

Muutoksen kuvaus

Paivitetty viittaukset Local Run Manageriin versiota 4 varten.

Merkintdja on paivitetty Australian toimeksiantajan tietojen lisadmiseksi.
Korjattu poikkeamat kohdissa, joissa pakkausseloste poikkeaa
MiSegDx-laitteen tarkistustutkimuksen raportista.

MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro -sarjan pakkausselosteen luettelonro
lisatty kohtaan “Tarvittavat valineet ja materiaalit, jotka eivat kuulu
toimitukseen”.

MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro -sarjan testaustiedot lisatty kohtaan
"Suorituskykyominaisuudet”.

Vain Yhdysvaltoja koskeva varoitushuomautus poistettu kohdasta
"Varoitukset ja varotoimet”.

Ensimmainen julkaisu MOS-ohjelmiston version 4.0 ja Local Run Manager
-ohjelmiston version 3.0 tueksi.

Tama asiakirja ja sen sisaltd ovat lllumina, Inc:n ja sen tytaryhtididen (“lllumina”) omaisuutta, ja ne on tarkoitettu ainoastaan
Illumina-yhtion asiakkaiden sopimuskayttoon tdssa kuvattujen tuotteiden kayttoon liittyen eikd mihinkdan muuhun
tarkoitukseen. Tata asiakirjaa ja sen sisaltoa ei saa kayttaa tai jakaa missdan muussa tarkoituksessa ja/tai valittaa, paljastaa
tai jaljentad milladn muulla tavoin ilman Illumina-yhtidltd ennakkoon saatua kirjallista lupaa. lllumina ei talla asiakirjalla luovuta
mitaan kayttéoikeuksia sen patentti-, tavaramerkki-, tekijanoikeus- tai tapaocikeuksien nojalla eika vastaavien kolmansien

osapuolten oikeuksien nojalla.

T&ssa kuvattuja tuotteita saa kayttaa vain pateva ja asianmukaisesti koulutettu henkildkunta noudattamalla tdsmallisesti tassa
asiakirjassa annettuja ohjeita, jotta tuotteiden asianmukainen ja turvallinen kdytto voidaan taata. Asiakirjan sisalto on luettava
ja ymmarrettava kokonaisuudessaan ennen naiden tuotteiden kayttoa.

MIKALI KAIKKIA TASSA ANNETTUJA OHJEITA El LUETA JA TASMALLISESTI NOUDATETA, SEURAUKSENA VOI OLLA
TUOTTEIDEN VAURIOITUMINEN, HENKILOVAHINKOJA JOKO KAYTTAJILLE TAI MUILLE JA MUITA OMAISUUSVAHINKOJA,
MINKA LISAKSI TUOTTEITA MAHDOLLISESTI KOSKEVAT TAKUUT MITATOITYVAT.

ILLUMINA EI OLE VASTUUSSA TASSA KUVATTUJEN TUOTTEIDEN VAARINKAYTOSTA (MUKAAN LUKIEN TUOTTEEN OSAT JA

OHJELMISTO).
© 2023 lllumina, Inc. Kaikki oikeudet pidatetaan.

Kaikki tavaramerkit ovat Illumina, Inc:n tai niiden vastaavien omistajien omaisuutta. Tarkemmat tavaramerkkitiedot ovat
verkkosivustolla www.illumina.com/company/legal.html.

Asiakirja nro 200006218 v02

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON. VAIN VIENTIIN.

69


http://www.illumina.com/company/legal.html

MiSeqDx-laitteen pakkausseloste laitteille, jossa on MOS v4

Yhteystiedot

wl e

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way
San Diego, California 92122 U.S.A. IVD

+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (Pohjois-Amerikan Hurmin Netheriands BV
ulkopuolella Steenoven 19
° ) 5626 DK Eindhoven

techsupport@illumina.com The Netherlands

www.illumina.com

Tuotteiden merkinnat

Rahoittaja Australiassa
lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Australia

Katso kaikkien tuotteen pakkauksessa ja merkinndissa kaytettyjen symbolien selitykset verkko-
osoitteesta support.illumina.com kayttamasi pakkauksen valilehdeltda Documentation

(Dokumentaatio).

Asiakirja nro 200006218 v02

IN VITRO -DIAGNOSTISEEN KAYTTOON. VAIN VIENTIIN.

70



	Suunniteltu käyttötarkoitus
	Menetelmän periaatteet
	Kaksoiskäynnistyksen määritys

	Menetelmän rajoitukset
	Tuotteen osat
	Säilytys ja käsittely
	Tarvittavat välineet ja materiaalit, jotka eivät kuulu toimitukseen
	Sekvensointitarvikkeet
	Käyttäjän hankittaviksi jäävät tarvikkeet

	Varoitukset ja varotoimet
	Käyttöohjeet
	Ajon luominen Local Run Manager -ohjelmistolla
	Reagenssikasetin valmistelu
	Reagenssikasetin tarkistaminen
	Näytteiden valmistelu sekvensointia varten
	Näytekirjastojen lataaminen kasettiin
	Ajon valmistelu

	Tulokset
	Laadunvarmistusmenetelmät
	Suorituskykyominaisuudet
	Suorituskykyominaisuuksissa käytettyjen laskelmien määritelmät
	Näytteen indeksointi
	Näytteen siirto
	Sukusolulinjan suorituskykyominaisuudet
	Somaattisen suorituskyvyn ominaisuudet

	Versiohistoria

