MiSeq™Dx iekarta illumina

lepakojuma ieliktnis instrumentiem ar MOS v4

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Paredzetais lietojums

MiSeqDx iekarta ir paredzéta DNS biblioteku mérkétai sekvencésanai, izmantojot cilveka genoma DNS, kas
ieguta no periférajam pilnasinim vai formalina fiksétiem parafina iegultiem (FFPE) audiem, ja to lieto in vitro
diagnostikas (VD) testiem, ko veic ar iekartu. MiSeqDx iekarta nav paredzéta visa genoma vai de novo
sekvencésanai. MiSeqDx iekarta ir jaizmanto kopa ar registrétiem un uzskaititiem, akceptétiem vai
apstiprinatiem VD reagentiem un anafitisko programmatdru.

Proceduras principi

lllumina MiSeqDx ir paredzéta cilveka DNS mérkétai atkartotai sekvencésanai, izmantojot lllumina
sekvencésSanas paligmaterialus un bibliotékas, kuras sagatavotas no cilveéka genoma DNS, kas ieguta no
periférajam pilnasinim vai FFPE audiem, izmantojot registrétus un uzskaititus, akceptétus vai apstiprinatus

IVD reagentus. Bibliotékas tiek sagatavotas, amplificéjot mérkus un pievienojot paraugu indeksus un uztvertas
sekvences. Paraugu bibliotékas tiek uztvertas plismas elementa un sekvencétas instrumenta, izmantojot
sekvencésanu ar sintézes (SBS) kimiju. SBS kKimija tiek izmantota atgriezeniska terminatora metode, lai
noteiktu atseviSkas nukleotidu bazes, jo tas ir ieklautas augo8as DNS virknés. Real-Time Analysis (RTA)
programmatira veic attélu analizéSanu un bazu noteik8anu, ka ari pieskir kvalitates novértéjumu katrai bazei
katra sekvencéSanas cikla. Kad primara analize ir pabeigta, sekundara analize MiSeqDx iekarta veic bazu
noteikSanu.

Apstradé parastiietilpst demultipleksésana, FASTQ failu generésana, savietosana, variantu noteik§ana un
variantu noteikSanas formata (VCF) failu generésana ar informaciju par noteiktas atsauces genoma pozicijas
atrastajiem variantiem. Atkariba no darbplusmas MiSeqDx izmanto daZzadas sekundaras analizes modulus.

Dualas saknéesanas konfiguracija

Dualas saknésanas konfiguracija ietilpst aparatura, programmatura un instaléSanas proceduras, lai MiSeqDx
iekarta izpilditu gan in vitro diagnostiku (1VD), gan sekvencéSanas testus tikai pétniecibas vajadzibam (RUO).
Dualas saknéSanas konfiguracija Jauj lietotajam parslégties starp instrumenta diagnostikas reZimu un
instrumenta pétniecibas rezimu. Radiofrekvencu identifikacijas (RFID) uz sekvencésanas paligmaterialiem
novérs RUO sekvencésanas reagentu izmanto$anu, izpildot diagnosticéjoSo sekvencésanu.
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Proceduras ierobezojumi

* Tikaiin vitro diagnostikas nolukiem.

* Markéjuma noraditie rezultati tika ieguti ar reprezentativo analizu paneliem, izmantojot pilna sastava
periféras asinis vai Sunu linijas dzimumsunu veiktspéjas noteikSanai vai FFPE audus vai FFPE Sunu linijas
somatiskas veiktspéjas noteikSanai, ka art aprakstitos reagentus un programmatdras modujus. Germline
Variant un Somatic Variant moduli tika izstradati, lai novertétu veiktspéju ar reprezentativajiem testiem.
Veiktspéjas raksturlielumi tiek sniegti tikai informativos nollikos. Noradita validacijas testéSana kalpo tikai
instrumenta visparejo iespéju demonstréSanai un nenosaka instrumenta iespéjas vai piemeérotibu attieciba
uz jebkadiem Tpasiem apgalvojumiem. Visiem diagnostikas testiem, kas izstradati lietoSanai Saja
instrumenta, nepiecieSama pilniga visu veiktspéjas aspektu validacija.

d éTizstrédéjuma veiktspéjas raksturlielumu ierobezojumiir noraditi talak:

— SekvencésSanasizvade = 5 Gb, ja lasijuma garums ir 2 x 150 bp

— Lasijumu caurlaides filtrs = 15 miljoni, ja lasijuma garums ir 2 x 150 bp

— Bazes, kas augstakas par Q30 = 80 %, lasjjuma garuma 2 x 150 bp
Vismaz 80 % no bazém Phred skalas kvalitates novértéjums ir lielaks par 30, noradot, ka bazu
noteikSanas precizitate ir lielaka par 99,9 %.

* MiSeqgDx iekarta ir validéta tikai tadu cilvéka DNS bibliotéku sekvencésanai, kas ekstrahétas no periférajam
pilnasinim vai FFPE audiem. Bibliotékas, kas generétas no cita tipa paraugiem, $aja instrumenta nevar
izmantot in vitro diagnostikas nolikiem. STinstrumenta veiktsp&ja mikrobu vai virusu nukleinskabju
sekvencésana no kliniskajiem paraugiem nav noteikta.

* MiSeqgDx iekarta ir paredzéta in vitro diagnostikas lietoSanai kopa ar registrétiem un uzskaititiem,
akceptétiem vai apstiprinatiem IVD reagentiem vai testiem. Saja lietosanas pamaciba aprakstitie reagentu
ierobezojumi un veiktspéjas raksturlielumi ir balstiti uz reprezentativajiem testiem un programmatdras
moduliem. Par IVD testu paredzéto lietojumu, noteiktajiem variantiem un paraugu tipu skatiet attieciga
testa lietoSanas pamacibu.

* Analizu programmatura nesaskano indelu (ievietojumi, dzésumi un to kombinacijas) saturu, kura garums
parsniedz 25 bp. Lidz ar to indeli, kuru garums ir lielaks par 25 bp, ar So analizes programmaturu nav
konstat&jami.

* Sistéma ir apstiprinata atsevisSku nukleotidu variantu (SNV) konstatésanai un lidz 25 bp dzésumu un 24 bp
ievietojumu konstatésanai, ja to izmanto kopa ar moduju Germline Variant Module un Somatic Variant
Module programmatiru. Somatiskas noteikSanas laika ar variantu biezumu 0,05 tika konstatéti 25 bp
dzésumiun 18 bp ievietojumi.

* Amplikonu lasfjlumus ar galéju variantu saturu analizes programmatdra var nesalagot, tadéjadi regions var
tikt zinots ka savvalas tipa. S3da galéja satura ietilpst:

— lasijumi, kas satur vairak neka tris indelus.
— lasijumi, kuru garums ir vismaz 30 bp, ar SNV saturu, kas lielaks par 4 % no kopéja amplikona mérka
garuma (iznemot zondes regionus).
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— lasijumi, kuru garums ir mazaks par 30 bp un kuros SNV saturs ir lielaks par 10 % no kopéja amplikona
garuma (ieskaitot zondes regionus).

* Lielivarianti, ieskaitot multinukleotidu variantus (MNV) un lielus indelus, izvades VCF faila var tikt zinoti ka
atseviski mazaki varianti.

* Gadijumos, kad ir aptverti divi parklajusies amplikoni, dzésumu varianti var tikt izfiltréti vai izlaisti, ja
dzésuma garums ir lielaks par vai vienads ar parklajumu starp parklatajiem amplikoniem.

* Sistéma nevar konstatét indelus, ja tie notiek tieSi blakus praimerim un ja nav parklajosa amplikona.
Regioniem, kuros amplikoni parklajas, analize nevar konstatét delécijas, ja parklasanas regions ir mazaks
par konstatéjamas delécijas lielumu. Pieméram, ja parklasanas redions starp diviem blakus esosiem
amplikoniem ir divas (2) bazes, analize nevar konstatét dzésumus, kas ietver §is abas bazes. Ir iesp&jams
konstatét vienu bazes deléciju jebkurai no Sim bazem.

* Tapatka jebkurai uz hibridizaciju balstita bibliotékas sagatavoSanas darbplusma, pamata eosie
polimorfismi, insercijas vai dzésumi oligonukleotidu saistiS8anas regionos var ietekmét aléJu zondésanu. Lidz
ar to tiek ietekméti arT sekvencésanas laika veiktie noteik§anas méginajumi. Turpmak sniegti pieméri:

— Variants fazé ar variantu praimera regiona var netikt amplificéts, tadéjadi tiek iegiits k|tdaini negativs
rezultats.

— Varianti praimera regiona var traucét atsauces aléles amplifikaciju, tadéjadiizraisot nepareizu
homozigotiska varianta noteikSanu.

— Deléciju varianti praimera regiona var izraisit nepatiesi pozitivu noteik§anu nolasijuma beigas blakus
praimerim.

* Indelivar tikt filtréti virknu novirzes de|, ja tie rodas tuvu viena lasijuma beigam un ja tiem veikta dal€ja
salagosana, nedzeésot nesalagoto daju.

* NelieliMNV nav valideti.

* Kopiju skaita varianti vai strukturalie varianti, pieméram, sapliS$ana vai translokacija, nav validéti.

* Dzimums$dnas linijas ierobezojumi:

— MiSeqgDx sistéma, izmantojot Germline Variant moduli, ir paredzéta, lai nodrosinatu kvalitativus
rezultatuts dzimumsinas liniju variantu noteikS8anai (piemé&ram, homozigotisku, heterozigotiskus,
savvalas tipa).

— Lietojot kopa ar moduli Germline Variant Module, minimalais segums uz amplikonu, kas ir nepiecieSams

akuratai variantu noteikSanai, ir 150x. Paraugu skaits un kopé€jais mérka bazu skaits ietekmé segumu.
GC saturs un cits genomiskais saturs var ietekmét segumu.

— Kopiju skaita variacijas var ietekmeét to, vai variants tiek identificéts ka homozigotisks vai
heterozigotisks.

— Varianti noteikta atkartota konteksta tiek izfiltréti no VCF failiem. Tiek izmantots RMxN atkartojumu
filtrs, lai filtrétu variantus, ja visa varianta vai ta dalas sekvence atkartoti paradas atsauces genoma
blakus varianta pozicijai. Dzimumsinas [inijas variantu noteik§ana atsaucé ir nepiecieSamivismaz
9 atkartojumi, lai variants tiktu izfiltréts, un tiek nemti vera tikai tie atkartojumi, kuru garums
neparsniedz 5 bp (R5x9).
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* Somatiskie ierobezojumi:

MiSeqDx sistéma, izmantojot Somatic Variant moduli, ir paredzéta, lai nodroSinatu kvalitativus
rezultatus somatisko variantu noteikSanai (pieméram, somatisko variantu klatbutne, kur varianta
biezums ir vienads vai lielaks par 0,026, ja noteikSanas robezvertiba ir 0,05).

Lietojot kopa ar moduli Somatic Variant Module, minimalais segums uz amplikonu, kas ir nepiecieSams
akuratai variantu noteikSanai, ir 450x uz oligonukleotidu fondu. Paraugu skaits un kopéjais mérka bazu
skaits ietekmé segumu. GC saturs un cits genomiskais saturs var ietekmét segumu.

Varianti noteikta atkartota konteksta tiek izfiltreti no VCF failiem. Tiek izmantots RMxN atkartojumu
filtrs, lai filtrétu variantus, ja visa varianta vai ta dalas sekvence atkartoti atrodas atsauces genoma
blakus varianta pozicijai. Somatisko variantu noteikSanas gadijuma atsauce ir jabut vismaz

6 atkartojumiem, lai variants tiktu izfiltréts, un tiek nemti véra tikai tie atkartojumi, kuru garums
neparsniedz 3 bp (R3x6).

Modulis Somatic Variant Module nevar noteikt at8kiribu starp dzimumsunas linijas un somatiskajiem
variantiem. Modulis ir paredzéts, lai konstatétu variantus dazada variantu biezuma diapazona, bet
variantu biezumu nevar izmantot, lai noteiktu atskiribu starp dzimumsunas linijas un somatiskajiem
variantiem.

Normali audi parauga ietekmé variantu konstatédanu. Zinota noteik8anas robeza balstas uz variantu
biezumu attieciba pret kop€jo DNS, kas ekstrahéta gan no audzéja, gan no normaliem audiem.

|zstradajuma komponenti

[llumina

MiSeqgDx sastav no talak noraditajiem komponentiem:

MiSeqDx iekarta (Kataloga Nr. DX-410-1001)

MiSeqDx iekartas darbibai un datu analizei nepiecieSami talak uzskaititie programmatiras komponenti:

Programmaturas .
.. Funkcija Apraksts
lietojumprogramma
MiSeq Kontrole MOS programmaturas lietojumprogramma parvalda iekartas darbibu
operétajsistema instrumenta sekvencés$anas laika un generé attélus, ko izmantot Real-Time
(MOS) darbibu Analysis (RTA) programmatdrai. Papildinformacija pieejama sadala
MiSeqDx instrumenta atsauces rokasgramata programmatdrai MOS
v4 (dokumenta Nr. 200010452).
Real-Time Analysis  Veic RTA programmatiras lietojumprogramma konverté MOS generétos
(RTA) primaro attélus katram elementam sekvencés$anas izpildes cikla par bazu
analizi noteikSanas failiem, kuri ir ievaddati Local Run Manager analizes
moduliem. RTA programmaturas lietojumprogrammai nav lietotaja
saskarnes.
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Programmaturas

) g Funkcija Apraksts

lietojumprogramma

Local Run Manager Saskarne Local Run Manager programmatura ir iekarta iebuvéts lietotaju
modula parvaldibas risinajums sekundaras analizes izpildiSanai un statusa

atlasiSanai parraudziSanai. Papildinformaciju skatiet sadala Local Run Manager v4
Programmatdras atsauces rokasgramata iekartai MiSeqDx
(dokumenta Nr. 200046657).

Uzglabasana un izmantosana

Elements Specifikacija

Temperatlra TransportéSana un uzglabasana: no-10 °C lidz 40 °C (no 14 °F lidz 104 °F).
LietoSanas apstakli: no 19 °C lidz 25 °C (no 66 °F lidz 77 °F)

Mitrums TransportéSana un uzglabasana: Mitrums bez kondensacijas
LietoSanas apstakli: 30-75 % relativais mitrums (nekondensgjoss)

NepiecieSamais aprikojums un materiali, netiek
nodrosSinati

Sekvencésanas paligmateriali

MiSegDx reagentu komplekts v3 (Kataloga Nr. 20037124)
MiSeqDx reagentu komplekts v3 Micro (Kataloga Nr. 20063860)

Lietotaja nodroSinamie paligmateriali

Pirms izpildes saksanas ir japarliecinas, ka ir pieejami talak noraditie lietotaja nodroSinatie paligmateriali.

Paligmaterials Noluks
Spirta salvetes, 70 % izopropanols Plismas Sunas stikla un platformas tirisana
vai

etanols, 70 %

Laboratorijas mazpluksnu salvetes Plismas Sunas platformas tiriSana

Lecu tinsanai paredzets papirs, 4 x 6 collas Plismas elementa tiriSana

Tween 20 Instrumenta mazgasana
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Paligmaterials Noluks

Pincete, plastmasas, ar kvadrata formas galu Plusmas Sunas iznem3ana no plusmas Sunas
(neobligati) parvadasanas konteinera

Udens, laboratorijas kvalitate Instrumenta mazgasana

Vadlinijas par laboratorijas klases udeni

Vienmeér izmantojiet laboratorijas klases tdeni vai dejonizeétu tdeni, lai veiktu proceduras ar instrumentu.
Nekad neizmantojiet krana udeni.

Izmantojiet tikai talak noradito vai lidzvertigas klases udeni:

Dejonizéts Gdens
[llumina PW1

18 megaomu (MQ) udens
Milli-Q tdens

Super-Q ddens

molekularas biologdijas pakapes tdens

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

A BRIDINAJUMS

Saja reagentu komplekta ir potenciali bistamas kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties ar
adu un saskaroties ar acim, iespéjams gut traumas. Ventilacijai jabut piemérotai darbam ar
bistamiem materialiem reagentos. Valkajiet aizsardzibas Iidzek]us, tostarp acu aizsargus,
cimdus un laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Apejieties ar lietotiem reagentiem
ka ar kimiskiem atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem regionalajiem,
valsts un vietéjiem likumiem un noteikumiem. Papildinformacija par vidi, veselibu un droSumu
pieejama droSibas datu lapa vietné support.illumina.com/sds.html.

Rikojieties ar visiem asins paraugiem ta, it ka butu zinams, ka tie inficéti ar cilvéka imundeficita virusu (HIV),
cilvéka B hepatita virusu (HBV) un citiem ar asinim parnésajamu patogéenu ierosinatajiem (visparigi
piesardzibas pasakumi).

Neievérojot aprakstitas proceduras, rezultati var bat k|tdaini vai var ievérojami pasliktinaties parauga
kvalitate.

leverojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti. Neédiet,
nedzeriet un nesmékéjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un komplekta reagentiem,

valkajiet vienreizlietojamos cimdus un laboratorijas uzsvarcus. Péc paraugu un komplekta reagentu
izmantoSanas ir ripigi janomazga rokas.
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* IrnepiecieS8ama pienaciga laboratorijas prakse un laba laboratorijas higiéna, lai PKR produkti nepiesarnotu
reagentus, instrumentus un genoma DNS paraugus. PKR piesarnojums var izraisit k|udainus un
neuzticamus rezultatus.

* Lainepielautu piesarnojumu, parliecinieties, ka pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas zonas ir
nepiecieSamais aprikojums un paligmateriali (pieméram, pipetes, pipesu uzgali, sildiSanas bloki, maisitaji un
centrifigas).

* JanepiecieSams, raditaju-paraugu savienoSanai precizi jaatbilst drukatajam plates izkartojumam. Local
Run Manager automatiski aizpilda raditaju praimerus, kas saistiti ar paraugu nosaukumiem, kad tie ievaditi
modull. Pirms sekvencé8anas izpildes lietotajam ir ieteicams parbaudit indeksu praimeru saistibu ar
paraugiem. Nesakritibas starp paraugu un plates izkartojumu rezultéjas pozitivas parauga identifikacijas
zuduma un nepareiza rezultatu zinosana.

* Laiaizsargatu datoru pret virusiem, ir Joti ieteicams instalét lietotaja piegadatu pretvirusu programmaturu.
InstaléSanas instrukcijas skatiet lietotaja rokasgramata.

* Nelietojiet MiSeqgDx, ja kads no paneliem ir nonemts. Ja instruments tiek darbinats, kamér kads no
paneliem ir nonemts, pastav risks saskarties ar linijas spriegumu un lidzstravas spriegumu.

* Nepieskarieties plusmas elementa stavoklim pliismas elementa nodaljuma. Silditajs §aja nodaljuma
darbojas 22-95 °C diapazona un var izraisit apdegumus.

* Instruments sver aptuveni 57 kg (126 marcinas) un var radit nopietnus ievainojumus, ja to nepareizilieto un
ja tas nokrit.

* Parjebkadu nopietnu negadijumu saistiba ar So izstradajumu nekavéjoties zinojiet lllumina un tas
dalibvalsts kompetentajaiiestadei, kura atrodas lietotajs un/vai pacients.

LietoSanas instrukcija

Saja MiSeqDx iekartas lieto$anas pamaciba ir nepiecie$ami reagenti, kas ieklauti MiSeqDx reagentu
komplekts v3.

Izpildes izveidoSana ar Local Run Manager

Detalizétus noradijumus par izpildes izveidoSanu skatiet izmantota analizes modula Local Run Manager v4
Programmatdras atsauces rokasgramata iekartai MiSeqDx (dokumenta Nr. 200046657) un Local Run
Manager modula rokasgramata.

Reagentu kasetnes sagatavosana

Tala sniegtos noradijumos aprakstits, ka atkausét reagentus, izmantojot istabas temperatiras Gdens peldi.

1. lznemiet reagentu kasetni no uzglabasanas vietas, kuras temperatdra ir no -15 °C idz -25 °C.
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levietojiet reagentu kasetni Gdens vanna, kur ir pietiekami daudz dejonizéta tdens istabas temperatdra, lai
reagentu kasetnes pamatniiegremdétu lidz Gdens [inijai, kura ir drukata uz $is reagentu kasetnes. Nelaujiet
udenim parsniegt maksimalo tdens liniju.

Attéls 1 Maksimala udens linija

litaininin ImANIA

| |

Laujiet reagentu kasetnei kust istabas temperatiiras Gdens peldé apméram 60-90 mindtes, ldz ta ir
atkususi pilniba.

Iznemiet kasetni no udens vannas un viegli piesitiet to pret galdu, lai izvaditu tdeni no kasetnes pamatnes.
Nosusiniet kasetnes pamatni. Nodrosiniet, lai uz reagentu kasetnes augspuses neuzs|akstitos tdens.

Reagentu kasetnes parbaudisana

1.

Apgrieziet reagentu kasetni desmit reizes, lai sajauktu atkausétos reagentus, un péc tam parbaudiet, vai
visas pozicijas ir atkususas.

Parbaudiet reagentus 1., 2. un 4. poZicija, lai parliecinatos, ka tie ir pilntba samaisiti un ka tajos nav
nogulnu.

PIEZIME Lainodroginatu pareizu sekvencésanu, ir Joti svarigi, lai kasetné esosie reagenti biitu pilnigi
atkusus$i un samaistti.

Lai samazinatu reagentos eso$o gaisa burbulu skaitu, viegli piesitiet ar kasetni pret galdu.

PIEZIME MiSeqDx iesiicéjcaurulites sniedzas lidz katra rezervuara apaksai, lai iesiiktu reagentus, tadél
ir svarigi, lai rezervuaros nebutu gaisa burbulu.

Novietojiet reagentu kasetni uz ledus vai atlieciet to vieta, kur temperatira irno 2 °C lidz 8 °C (ldz se§am
stundam), ldz esat gatavs iestatit izpildi. Lai iegltu labakos rezultatus, uzreiz ievietojiet paraugu un
iestatiet izpildi.

Paraugu sagatavoSana sekvencésanai

Noradijumus par to, ka sagatavot paraugu bibliotékas sekvencésanai, tostarp par bibliotéku atSkaidiSanu un
apkopoSanu, skatiet bibliotéku sagatavoSanas komplekta ieliktna sadalu LietoSanas pamaciba.

Paraugu bibliotéku atSkaidiSana ir atkariga no oligonukleotidu kopumu sareZzgitibas. NepiecieSams optimizét
klasteru blivumu iekarta MiSeqDx, un optimalais klastera blivums mainas atkariba no konkrétas bibliotékas
sagatavoSanas testa.
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Paraugu biblioteku ievietoSana kasetne

Kad reagentu kasetne ir pilnigi atkauséta un gatava lietoSanai, jls esat gatavs ievietot paraugus kasetneé.

1. lzmantojiet atsevisku, tiru un tuk$u 1 ml pipetes galu, lai caurdurtu folijas plombu par rezervuaru reagentu
kasetnei, kas ir markéta ka Load Samples (levietot paraugus).

PIEZIME Nedrikst caurdurt nevienu citu reagentu poziciju. Citas reagentu pozicijas izpildes laika tiek
caurdurtas automatiski.

2. Ar pipeti parceliet 600 pl at8kaiditas amplikonu bibliotékas (diluted amplicon library — DAL) paraugu
bibliotekas rezervuara Load Samples (levietot paraugus). Centieties nepieskarties folijas plombai.

3. Pécparauga ievietoSanas parbaudiet, vairezervuara nav gaisa burbulu. Ja ir gaisa burbuli, viegli piesitiet ar
kasetni pret galdu, lai Sos burbulus izvaditu.

Attels 2 Biblioteku ievietoSana

4. Parejiet tiesi pie izpildes iestatiSanas darbibam, izmantojot MiSeq operétajsistema (MOS) saskarni.

Izpildes iestatiSana

Pilnas izpildes iestatiSanas noradijumus skatiet MiSeqDx instrumenta atsauces rokasgramata programmatdrai
MOS v4 (dokumenta Nr. 200010452).

1. Autoriz€jieties MiSegDx, izmantojot savu Local Run Manager programmattras paroli.
2. MOS programmatiras Home (Sakuma) ekrana atlasiet Sequence(Sekvence).

3. Saraksta atlasiet kadu izpildi un péc tam atlasiet Next (Talak).
Tiek paradita izpildes iestatiSanas ekranu sérija Sada seciba: levietojiet plusmas elementu, ievietojiet
reagentus, parskatiet un veiciet pirmsizpildes parbaudi.

4. Kad tiek paradits ekrans “ievietot plusmas elementu”, notiriet un péc tam ievietojiet plusmas elementu.

Aizveriet plusmas elementa aizbidni un plusmas elementa nodaljuma durvis.
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Pirms izpildes uzsakSanas gan aizbidnim, gan nodaljuma durvim jabdt aizvertiem. Kad plismas elements ir
ievietots, programmatira nolasa un registré RFID. Ekrana apak$éja labaja stlri paradas apstiprinajums, ka
RFID ir veiksmigi nolasits.

6. lIzpildiet programmatiras noradijumus, laiievietotu MiSeqDx SBS skiduma (PR2) pudeli, parliecinieties, ka
atkritumu pudele ir tuk$a, un ievietojiet reagentu kasetni.
Kad ievietota MiSeqDx SBS $kiduma (PR2) pudele un reagentu kasetne, programmatdra nolasa un registré
RFID. Ekrana apakséja labaja sturi paradas apstiprinajums, ka RFID ir veiksmigi nolasits.

7. Kad tiek uzsakta izpilde, tiek atvérts sekvencésanas ekrans. Saja ekrana ir redzama notieko$a izpilde,
tostarp intensitates un kvalitates novertejumi (Q-scores).

Rezultati

Real-Time Analysis (RTA) irintegréta programmatdra, kas veic attélu analizéSanu un bazu noteikSanu, ka art
pieskir kvalitates novértéjumu katrai bazei katra sekvencésanas cikla. Kad primara analize ir pabeigta,
MiSeqgDx iekartas modulis, kas atlasits darbiba Izpildes izveidoSana ar Local Run Manager, 7. Ipp sak
sekundaro analizi. Informaciju par citam darbplismam skatiet analizém specifiska dokumentacija.

Kvalitates kontroles proceduras

MiSegDx programmatura novéerté katru izpildi, paraugu un bazu nosauksanu, salidzinot to ar kvalitates
kontroles metriku. Kad tas ir nepiecieS8ams, gaiditajiem rezultatiem ir janovérté ari pozitivas un negativas
kontroles, kas ietvertas bibliotékas sagatavoSana.

Veiktspejas raksturlielumi

Visi pétijumi tika veikti ar MiSegDx.

Dzimumsunas [inijas pétijumos bibliotékas sagatavoSanaiizmantoja MiSeqDx cistiskas fibrozes 139 variantu
pétljumu vai TruSeq pielagoto amplikonu komplekta Dx reagentus. Divos komplektos tiek izmantoti identiski
bibliotékas sagatavo$anas reagenti, un tiem ir tikai viena darbplismas atskiriba: polimerazes kédes reakcijas
(PCR) ciklu skaits (attiecigi 25 un 28). Papildu PCR cikli Jauj zemaku DNS ievadi ar TruSeq pielagoto amplikonu
komplektu Dx (50 ng) attieciba pret MiSeqDx cistiskas fibrozes 139 variantu pétijjumu (250 ng), ka paradits DNS
ievades pétijuma, izmantojot TruSeq ielagoto amplikonu komplektu Dx. Bibliotékas, kas sagatavotas ar
MiSeqDx cistiskas fibrozes 139 variantu pétijumu, tika sekvencétas ar komplekta esoSajiem sekvences
reagentiem. Bibliotékas, kas sagatavotas ar TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (TruSeq pielagoto amplikonu
komplektu Dx), tika sekvencétas ar MiSeqDx reagentu komplekts v3. Pédgjie sekvencésanas readentiir
palielinajusiizlaidi salidzinajuma ar MiSeqDx cistiskas fibrozes 139 variantu pétijjuma izmantotajiem.

Testésana aptver paraugu caurlaidspéjas diapazonus, ko atbalsta MiSegDx reagentu komplekts v3 Micro.
Atkariba no testa MiSeqDx var atbalstit 1-96 paraugus viena izpildé. MiSeqDx reagentu komplekts v3 Micro ir
izstradats, lai atbalstitu zemaku paraugu caurlaidspéju Saja diapazona atlasito testu ietvaros.
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Somatiskajos pétijumos tika izmantots TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ar MiSegDx reagentu komplekts v3.

Dzimums3unas [inijas vai somatiskajai darbplismai, kas aprakstita TruSeq pielagoto amplikonu komplekta Dx,
lai sagatavotu bibliotékas sekvencésanai, sekoja analize, izmantojot attiecigi moduli Germline Variant Module
vai Somatic Variant Module, ar diviem iznémumiem. Pétijjumos, izmantojot reprezentativas mutacijas panelus,
izmantojot vienu génu (dzimumsunas nijas veiktspéja; MiSeqDx cistiskas fibrozes 139 variantu pétijums) vai
divus génus (somatiska veiktspéja), izmantoja testéSanai specifiskas darbplismas un analizes modulus.

PIEZIME Amplikona genomiskais saturs tiek apkopots, salidzinot ar sekvencéto genoma virkni.
Amplikoniem, kas izveidoti pret minus virkni, atsauces genoma saturs ir apgriezts komplements
(pieméram, PolyA regioni uz minus virknes amplikoniem atbilst PolyT regioniem atsauces
genoma).

Veiktspéjas raksturlielumiem izmantoto apréekinu definicijas

* Pozitiva procentuala sakritiba (PPA) tiek aprékinata ka proporcija ar analizes pareizi zinotajiem lokusiem,
kurus standartmetode ir klasificéjusi ka variantus.
— (testos pareizi zinoto variantu lokaciju skaits) / (kopéjais variantu lokaciju skaits)
Analizes zinotie variantu lokusi, kuri saskan ar standartmetodi, ir patiesi pozitivi (TP). Variantu lokusi,
kurus analize zino ka atsauces noteikSanas gadijumus vai ka atskirigus variantu noteik8anas gadijumus,
ir aplami negativi (FN)
* Negativa procentuala sakritiba (NPA) tiek aprékinata ka proporcija ar analizes pareizi zinotajiem lokusiem,
kurus standartmetode ir klasificéjusi ka savvalas tipus.
— (analizes pareizi zinoto savvalas tipu lokusu skaits) / (kopéjais savvalas tipu lokusu skaits)
Analizes zinotie savvalas tipu lokusi, kuri saskan ar standartmetodi, ir patiesi negativi (TN). Savvalas
tipu lokacijas, kuras tests ir zinojis ka variantus, ir nepatiesi pozitivi (FP).
* Visparéja procentuala sakritiba (OPA) tiek aprékinata ka proporcija no analizes pareizi zinotajiem lokusiem
pret standartmetodi.

— ((anahzes pareizi zinoto variantu lokusu skaits) + (analizes pareizi zinoto savvalas tipu lokusu skaits)) /
((kopéjais variantu lokusu skaits) + (kopé&jais savvalas tipu lokusu skaits))

* Variantu nosauk8anas lietojumiem PPA, NPA un OPA aprékinos nav ieklauti nenoteikSanas gadijumi (kad
varianta vai atsauces lokuss neatbilst vienam vai vairakiem kvalitates filtriem). Divu pétijumu pareizu
noteik8anas gadijumu procentuala apjoma metrika ir ipasi ieklauti nenoteik8anas gadijumi, un &1
nenoteikS8anas gadijumu ieklauSana ir atziméta piemérojamajas tabulas.

* Noteik3anas koeficients tiek aprékinats ka filtrus izturéjuso lokusu kop€jais skaits, dalits ar kopéjo skaitu
poZziciju, kuras ir sekvencétas 1-22. hromosomai. Hromosomas X un Y tiek izslégtas. Saja metrika nav
nemta véra noteikSanas atbilstiba atsauces metodei.

Par veiktspéjas raksturlielumiem, kas saistiti ar pirmsanalitiskajiem faktoriem (piemeram, ekstrakcijas
metodém vai DNS ievadém), skatiet lietoSanas pamacibu atbilstoSi piemérojamajai bibliotékas sagatavoSanas
metodei.
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Paraugu indeksésana

Paraugu indeksé8anas praimeri, kas ir pievienoti bibliotékas sagatavoSanas laika, katrai parauga DNS pie&kir
unikalu sekvenci, Jaujot vairakus paraugus apvienot viena sekvencésanas izpilde. Paraugu indeksés8ana tika
testéta gan Germline, gan Somatic darbplusmam.

Kopa 96 paraugu indeksi tika testéti ar reprezentativu analizi, kura bija paredzéta dazadu génu mekléSanai,
aptverot 12 588 bazes katrai virknei visas 23 cilveka hromosomas, lai verificétu, ka analize konsekventi spégj
veikt genotipa noteik§anu dotajam paraugam dazadas indekséSanas praimeru kombinacijas. Y hromosoma
nav uzticamu regionu, un ta netika izvértéta. Astoni unikali paraugi tika testéti ar 12 dazadam indeksésanas
praimeru kombinacijam katram paraugam. Paraugu rezultati no Germline analizes modula tika salidzinati ar
Platinum Genomes versiju 2016-01. PPA (SNV un indeli) parsniedza 97 % (patiesi pozitivo noteikS8anas gadijumu
skaits bija vismaz 70 SNV, 38 ievietojumiem, 36 dzésumiem), un NPA bija 100 % (vismaz 23 440 atsauces
pozicijas katrai indekséSanas kombinacijai) katrai no 96 indekséSanas kombinacijam. Neatkarigi tika testéts
atsevisks raditajs, lai parbauditu, vai MiSegDx reagentu komplekts v3 sekvencésanas Kimiskas vielas var
atbalstit mazak par astoniem paraugiem (iepriek8éjas kimiskas vielas MiSegDx Universal Kit 1.0 ierobeZojums
bija ne mazak ka astoni paraugi). AtseviSkajam indeksam PPA vértibas bija 98,9 % (180/182) SNV, 100 % (38/38)
insercijam un 100 % (46/46) delécijam. NPA bija 100 % (23 856/23 856).

Tika testéti divpadsmit parauga replikati (24 bibliotékas), laiizméritu indeksa precizitati ar somatiskajiem
variantiem frekvencés no 0,05 idz 0,10, izmantojot moduli Somatic Variant Module (somatiskajai noteikSanai
tiekizmantotas divas indekséSanas kombinacijas katram replikatam). PPA bija 100 % SNV (64/64),
ievietojumiem (11/11) un dzésumiem (19/19). NPA bija 100 % (vismaz 11 590 atsauces pozicijas katrai
indekséSanas kombinacijai) visam indekséSanas kombinacijam.

Paraugu parnesana

lekartas MiSegDx darbpllsma ietver bibliotékas sagatavoSanu un vienlaicigu vairaku paraugu sekvencésanu
un kontrolu apstradi. Paraugu parne8anas pétijums tika veikts, lai novértétu, vai testa rezultatus ietekme
nepatiesi pozitivi rezultati, kas saistiti ar piesarno8anu parnesanas laika starp iedobém, sagatavojot paraugu
bibliotéku, ka arT piesarnosSanu starp izpildes reizém, veicot secigas sekvencésanas izpildes. Tika izmantoti
somatiski varianti, jo tos var noteikt zemakos aléles biezuma notikumos neka dzimumsunu variantus.

Paraugi sastavéja no Cetriem genomu DNS paraugiem no Sunu linijam, katrs saturéja dazadas panela mutacijas
divu génu reprezentativajos testos. Paraugi bija tadi, ka mutacijai viena pozicija citas bus atsauces (savvalas
tips) sekvence citas.

Parne8ana starp nodaljumiem tiek definéta ka klimes reZims, kuru, iespéjams, rada manualas apstrades
darbibas (pipetésana, paraugu sajaukSana utt.). Lai novertétu parnesanu no viena parauga nodalijuma uz citu,
tika veiktas divas testa izpildes:

* Augstasievades genoma DNS (gDNS) parauga, kas satur mutaciju 1. géna, Saha delsa izkartojums
pamisus ar zemas ievades gDNS paraugu, kas satur mutaciju 2. géna.

* Augstasievades genoma gDNS parauga, kas satur mutaciju 2. géna, Saha déhsa izkartojums pamiSus ar
zemas ievades gDNS paraugu, kas satur mutaciju 1. géna.

Dokuments Nr. 200006218 v02 12 no 71

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.



MiSeqgDx instrumenta iepakojuma ieliktnis instrumentiem ar MOS v4 illumina

Katra izpildé uz viltus pozitivu rezultatu tika izvértéti kopa 12 replikati (pieméram, par 1. géna mutacija, kas
zinota nodalijuma, kas paredzéts 2. géna mutacijas paraugam, vai otradi).

ParneSana starp vairakam izpildém tiek definéta ka kjumes reZims, kuru, iespéjams, rada atlikumino
iepriekS€jas sekvencésanas izpildes. Lai noteiktu, vai starp sekvencésanas reizém notiek parnesana, tika
sagatavotas divas plates, kuras katra bija 11 replikati no viena unikala augstas ievades gDNS parauga un tukss
paraugs; tie tika secigi sekvenceti viena MiSeqDx iekarta, un tika novertéti nepatiesi pozitivi rezultati. Pirmaja
izpildé bija 2. géna mutacijas parauga 11 replikati un viens tukss paraugs. Otraja izpildé bija 1. géna mutacijas
parauga 11 replikati un 1tuk$s paraugs. Vispirms tika sekvencéta 2. géna mutacijas parauga bibliotéka, ar
sekojosu sekvenceésanas izpildi, izmantojot 1. géna mutacijas parauga bibliotéku, kam sekoja vél viena 2. géna
mutacijas parauga bibliotékas sekvencéSanas izpilde. Ja tiktu novérotas jebkadas 2. géna mutacijas izpilde,
kura bija tikai 1. géna mutacija, un otradi, tas noraditu uz parnesanu.

Tika zinots nulle viltus pozitivu rezultatu (0/24, 0 %), kas radusies parnesot starp nodalljumiem. Tika atklatas
visas paredzétas mutacijas. Tika zinots nulle viltus pozitivu rezultatu (0/24, 0 %), kas raduSies parnesot starp
izpildém. Tika atklatas visas paredzétas mutacijas. Tika zinots nulle viltus pozitivu rezultatu (0/48, 0 %), kas
kopa radusies parnesot (starp nodaljumiem un starp izpildém kopa).
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Dzimumsiinas veiktspéjas raksturlielumi

Seit aprakstitie pétijumi sekvencé3anas datu analizé$anaiizmantoja moduli Germline Variant Module, iznemot tos pétjumus, kuros tika
izmantots viena géna panelis — tajos tika izmantots analizém specifisks modulis.

Precizitate

kvalitates DNS. Pétijuma tika izmantotas reprezentativas analizes, kas izstradatas, lai apSaubitu dazadus génus, kas aptver 12 588
bazes 23 dazadas hromosomas, izmantojot 150 amplikonus. Y hromosoma nav uzticamu redionu, un ta netika izvértéta. Saja pétjuma
izmantotie 12 unikalie paraugi nak no vienas gimenes — diviem vecakiem un 10 bérniem —-, kurus sekvencésana bieziizmanto vairakas
laboratorijas un sekvencésanas metodologijas. Pieci paraugiir no sievietém un septini no virieSiem. Katrs no paraugiem tika testéts
divos eksemplaros. Precizitate tika noteikta atsevisku nukleotidu variantiem (SNV), ievietojumiem un dzésumiem, salidzinot pétijuma
datus ar nodalijumam raksturigu atsauces datu bazi. Atsauces datu bazes sekvence (Platinum Genomes versija 2016-01) tika ieglta no
vairaku sekvencésanas metodologiju kombinacijas, publiski pieejamiem datiem un informacijas par iedzimtibu. Uzticami genoma regioni
tika definéti, pamatojoties uz 8o atsauces metodi, ja vien nav noradits citadi. Kopuma tika veiktas astonas paraugu izpildes; tabulas,
kuras attéeloti akuratuma raditaji, ir balstitas uz pirmas izpildes datiem.

Tabula 1 satur pétijjuma datus, kas paraditi ar pozitivu un negativu procentualo atbilstibu attieciba uz katru paraugu, kur varianta
rezultati tiek salidzinati ar nodaljumam raksturigu jauktu atsauces metodi PPA aprékiniem. Tris variantu tipi (SNV, insercijas un
delécijas) ir jaukti. Ta ka standartmetode nodroSina rezultatus tikai atseviSkiem nukleotidu variantiem un insercijam/delécijam,
nevarianta bazu rezultati tiek salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences uzbuvi hg19 NPA aprékiniem.

Tabula1 MiSeqgDx iekartas bazu noteikSanas rezultatu atbilstiba katra parauga

Kopéjais Kopejais

Videjais Kopeéjais TP EN Kopeéjais Kopéjais TN

Paraugs noteikSanas variantu . . beznoteikSanas noteikSanu PPA NPA OPA
R . variantu variantu ) .
raditajs skaits ) ) gadijumu skaits  skaits
skaits skaits

NA12877 >99,9 152 152 0 4 24 024 100 100 100
NA12878  >99,9 270 266 0 4 23856 100 100 100
NA12879  >99,9 192 190 1 1 24 054 99,5 100 >99,9
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Paraugs

NA12880
NA12881

NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12888
NA12893

Videjais
noteikSanas
raditajs
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9

Kopéjais
variantu
skaits

222
250
200
226
228
244
230
216
236

Kopejais Kopé€jais

TP
variantu
skaits

220
247
196
224
226
240
228
216
234

FN
variantu
skaits

0
1

= O N

0
0

Kopeéjais
beznoteikSanas
gadijumu skaits

6
2
2
6

Kopéjais TN
noteikSanu
skaits

24 052
23862
23962
23870
23942
23942
23888
24 002
23810

PPA

100
99,6
99,0
100
99,6
99,2
99,6
100
100

NPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100

OPA

100
>99,9
>99,9
100
>99,9
>99,9
>99,9
100
100

Reprezentativais tests sastavéja no 150 amplikoniem, kas bija paredzeti, lai aptvertu daudzveidigu genoma saturu. Amplikonu GC

saturs svarstijas no 26 lidz 87 %. Amplikoniem bija ari virkne atsevidku nukleotidu (pieméram, PolyA, PolyT), dinukleotidi un trinukleotidu
atkartojumi. Dati tika apkopoti, par pamatu izmantojot amplikonus (Tabula 2), lai noteiktu genoma satura ietekmi uz pareizo

noteikSanas gadijumu procentualo daudzumu. Pareizo noteik§8anas gadijumu procentualo daudzumu veido variantu un atsauces

noteikS8anas gadijumi, un, ja pastav nepareizas noteikS§8anas vai nenoteikSanas gadijumi, tas ir mazaks par 100 %. Noteik§ana nenotiek,

ja variantu noteikSanai nav izpildits viens vai vairaki filtri (pieméram, nepietiekams parklajums).

No astoniem FN variantiem, kas redzami Tabula 2, septiniem notika 1 bp ievietojums 111. amplikona, kas satur ari PolyA homopoliméru
un GC saturu 0,29 apmeéra. Atlikusais 1 FN (nepareizais noteik§anas gadijums) notika gaidama heterozigota SNV dé| 125. amplikona ar

GC saturu 0,68, ko sauc par homozigotu variantu. SNV varianta frekvence bija 0,71, kas parsniedz 0,70 slieksni, lai klasificetu ka

homozigotu variantu. Amplikons ar vismazako pareizo noteikSanas gadijumu procentualo daudzumu (98,2 %) bija 17. amplikons ar 40

noteikSanas gadijumiem un saturéja AT atkartojumus un GC saturu 27 %.
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Tabula 2 MiSeqDx iekartas precizitate amplikonu iment

Amplikons Hromosoma

N o g b~ W

0o

10
n
12
13
14

15
16

18
19
20

21
22
23

NN N N N NN

W W W W NN

IN

Amplikona
sakums
36 450499
109 465122

218 353 867
223906 657
228526602
236372039
247812 041

55862774

87003930
177 016 721

186 625727
190323 504
200796740
212245049

228147052
235016 350
4466 229
46620561
49851331
189 713161

190106 030
2233667
7780541

Amplikona
beigas
36 450591
109 465 200

218 353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863
87004 009
177 016 805
186 625 801
190 323 591
200796 826
212245139

228147144
235016 422
4466 321
46620643
49851400
189713 248

190106 104
2233744
7780637

Analizéta
fragmenta
lielums

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

Bazes
parliecino$os
regionos

93
79

91
92
81

88

90
80
81
75
88
87
91

93

93
83

88

74
78

Amplikona
genoma saturs
Indels

PolyA (5), PolyC
(5), indel

Indels
Indels
PolyG (5)
PolyT (10), indel

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

Indels
Indels
Nav
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA
(6), indel

Nav
PolyT (5), indel
AT(3), indels
Nav
CT(3), indels

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

Indels
PolyA (6)

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

GC
saturs
0,22
0,38

0,4
0,49
0,69
0,39
0,27

0,28
0,38
0,65
0,35
0,42
0,31
0,3

0,43
0,42
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

Kopéjais pareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

2232
1896

2184
2208
1944
1680
212

2160
1920
1944
1800
212
2088
2184

2232
1752
2192
1992
1680
212

1774
1872
2328

Kopéjais nepareizo
noteik§anas gadijumu
skaits

0
0

o o o o o o o o o oo o

o o/ oo o o

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0
0

o o oo o

o o o o o o o

o

40

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50

N N NN NN oo o o

Amplikona
sakums
15 688 604
56 236 521
102 839 244
164 446743
1882081
14769 061
41069 808
74 477 14
147 475 343
149323731
155662 213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986 864
33408 498
41647401
112 435 865
22202076
66 276 100
77 365735
110 939 946
128533 468
149503 875

154 404 519
156 476 507

Amplikona
beigas

15 688 681
56 236 586
102 839 314
164 446 804

1882158
14769 144
41069 871
74 077196
147 475 409
149 323 821
155662 287

6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408 583
41647 495
112 435 955
22202148
66 276 187
77 365 821
110940030
128 533557
149 503 965

154 404 599
156 476 599

Analizéta
fragmenta
lielums

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

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93

Bazes
parliecinoSos
regionos

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
10
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93

Amplikona
genoma saturs
Nav
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
Nav
GT(3), CCA(3)
Nav
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indels
PolyG (6)
Indels
GCT(5), indels

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

Indels
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
Nav
Indels
PolyA (7), AG(4)
Indels
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC
(6), indel

Nav

Indels

GC
saturs
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
0,26
0,38
0,62
0,71

0,31
0,35

Kopéjais pareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

1872
1488
1656
1488
1800
2016
1536
1992
1608
2184
1800
2448
2208
2244
2352

2280
2064
2256
2184
1752
212
2088
2040
2160
2184

1584
2232

Kopé&jais nepareizo
noteik§anas gadijumu
skaits

o

O o ol o o o o o olo o o o o

O O o o o o o o o o

o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

0

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

[SHIN]

O O o o o o o o o o

o

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,5
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma

51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

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

©

© © | ©|© © ©

10
10
10

10
10
10
10
"
1
"
1
"
1
"
1
"
1

Amplikona
sakums
1817 312

24811020

76 518 625
103 054 909
105 586 150
107620823
123769149
138 995 345
5987120
11784629
27317777
33018 351

45084159
55892599
101611250
118 351373
8159 816
30177648
47470 345
59837679
64 418 856
93529612
101347052
102 477 336
118 406 285
120 357801

Amplikona
beigas
1817394
24 811109

76 518 691
103 055006
105 586 214
107620918
123769 231
138 995 441
5987198
11784726
27317 855
33018 440

45084 253
55892687
101611329
118 351453
8159912
30177717
47470 444
59837740
64 418 957
93529684
101347136
102 477 426
118 406 369
120357885

Analizéta
fragmenta
lielums

83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90

95

89

80
81

97
70
100
62
102
73

85

91

85

85

Bazes
parliecinoSos
regionos

83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90

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

Amplikona
genoma saturs
Nav

PolyG (7), CTC
(4), indel

Indels
PolyG (6)
Indels
Nav
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5), PolyT
(5)

Indels
AC(11), indels
Nav
Nav
Nav
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyA (5)
Nav
PolyG (6)
Indels

PolyA (5), CA(3),
indel

GC
saturs
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
0,42
0,55
0,53
0,34

Kopéjais pareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

1992
2113

1608
2352
1560
2304
1992
2328
1872
2184
1896
2160

2280
2102
1920
1944
2304
1680
2400
1488
2448
1752
2040
2184
2040
2040

Kopé&jais nepareizo
noteik§anas gadijumu
skaits

0

O o o/lo o o o o o o

O o ol o o o o o olo o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

0
23

O O Oo/lo o o o o o o

S o

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

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
98,9

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
99,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

1
12
12
12
12
12
13
13

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

Amplikona
sakums
125769 313
2834770
26 811004
30881766
88 474105
120 966 872
24167504
25816 961

44880112
77 665 218
31619 327
39517884
46 958 962
58050030
82390559
92549544
102 808 496
43170751
63446149
77 879 807
81625334
85438263
89817413
89864 274
1894910
28997904
53682908

Amplikona
beigas
125769 397
2834853
26811096
30881846
88 474175
120 966 966
24167 576
25817049

44880200
77 665 294
31619 393
39517966
46959034
58 050110
82390649
92 549609
102 808 589
43170 848
63446 216
77 879 901
81625428
85438 334
89817503
89864 343
1894972
28 997998
53682994

Analizéta
fragmenta
lielums

85
84
93
81
71
95
73
89

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

Bazes
parliecinoSos
regionos

85
84
93
81
71
95
73
88

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

Amplikona
genoma saturs
GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)
Nav
PolyA (6)
PolyG (5)
Nav

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

Indels
Indels
GA(3), TA(3)
Nav
PolyT (5), indel
Indels
Indels
PolyA (5)
Indels
PolyC (5)
Indels
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyC (5)
TA(3)

GC
saturs
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
0,27
0,67
0,41

Kopéjais pareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

2040
2016
2232
1944
1704
2280
1752
2112

2136
1848
1608
1992
1727
1944
2184
1584
2256
2304
1632
2232
2280
1704
2184
1680
1512
2280
2088

Kopé&jais nepareizo
noteik§anas gadijumu
skaits

0

o o o o o o o

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

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

O o o o o o o o

o o o o

-

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

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
100
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

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma

104
105
106
107
108
109
110
m

12
13

14
115
16
17z
18
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

16
16

Amplikona
sakums
57954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998759
39589691

41244 394
45438 866

61502 432
64023582
72308 237
2616 456
6980478
9888026
38836999
47 405 382
54 815665
59773996
625143
18121418
18186 574
746 056
10633195
17705633

Amplikona
beigas
57954509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085 037
33998849
39589774

41244 484
45 438 957

61502 510
64023667
72 308 320
2616522
6980568
9888094
38837073
47 405 462
54 815749
59774060
625241
18121491
18186 643
746149
10633 276
17705708

Analizéta
fragmenta
lielums

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
76

Bazes
parliecinoSos
regionos

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
76

Amplikona
genoma saturs
PolyC (5)
Poly T (5), indels
GC(3)
PolyC (5), indel
Indels
Indels
PolyT (5)

PolyA (13), indel
(x2)

PolyA (5)

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

Indels
PolyT (7)
GAG(3)

GA(3)

Nav
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indels

CT(3), indels

Nav

Nav

Nav

Nav

Nav

AC(3)

CT(3)

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

Kopéjais pareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

2496
2184
2136
2088
2184
2232
2136
1944

2184
2208

1887
2064
2016
1608
2184
1656
1800
1944
2040
1560
2376
1775
1680
2256
1968
1824

Kopé&jais nepareizo
noteik§anas gadijumu
skaits

0

0
0
0
0
0
0
7

o

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

-

o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

0
0
0
0
0
0
0

17

O O O O O o ool o o o o o o o o©

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
100
100
100
100
100
100
98,8

100
100

99,5
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

99,9
100
100
100
100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma Am_plikona Amp!ikona fgn;:eer:taa pérlliaeacfrfjéos Amplikona cC Konpo?:;:fézzzzo ngfe?k‘zzlr?ar;e::dr%f:"nu bezizfeeigznas njtgg‘:lrf:s
sakums beigas lielums regionos genomasaturs - saturs gadijumu skaits skaits gadijumu skaits gadijumu
130 20 21766 821 21766 890 70 70 GT(3), TG(4), 0,46 1680 0 0 100
indels
131 20 25278 421 25278521 101 101 Indels 0,63 2424 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 Indels 0,36 1608 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 PolyG (6) 0,73 2112 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 Indels 0,57 2088 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 Indels 0,35 1584 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 PolyT (6), CA(3) 0,54 2352 0 0 100
137 21 36710 706 36710792 87 87 GT(3),indels 0,39 2088 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), 0,32 1656 0 0 100
indel
139 21 46705575 46705 664 90 90 PolyT (5), PolyA 0,5 2160 0 0 100
(6)
140 22 25750774 25750873 100 100 Indels 0,63 2400 0 0 100
141 22 32439233 32439329 97 97 Nav 0,68 2328 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indels 0,46 2328 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 Nav 0,6 2376 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indels 0,66 2208 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1656 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1656 0 0 100
147 X 135290777 135290 847 71 71 Nav 0,52 1704 0 0 100
148 Y 2655397 2655 461 65 0 Nav 0,55 0 0 0 Nav
149 Y 2655519 2655609 91 0 Nav 0,48 0 0 0 Nav
150 Y 2655609 2655679 7 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 Nav

Varianti, kas bija nenoteikS§anas gadijumi, ir apkopoti Tabula 3. Konkrétie filtri, kas izraisija beznoteikS§anas gadijumus, ir uzskaitti

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi

Lc

tabula. levietoSana amplikona 111 tika filtréta devinos no 16 gadijumos, atlikusos septinus gadijumus nosakot ka atsauci un tapéc viltus
negativus (FN).
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Tabula 3 NenoteikSanas gadijumu variantu kopsavilkums

. Atbilstosais L. .
Amplikons ) i ) Izlaistie = Paredzamie FN
Rakst.: Poz Variants amplikona Filtrs L. L. .

Nr. varianti  varianti noteikSana
saturs

64 10:55 892 600 TAC>T AC((11),42% R5x9' 10 10 0
GC

M 17:39 589 692 C>CA PolyA (13), R5x9 9 16 7
29 % GC

TR5x9: atkartot filtru. Variants ir filtréts, ja viss variants vai ta dala atkartoti paradas atsauces genoma blakus varianta pozicijai. NepiecieSami vismaz
devini atkartojumi atsaucé, un tiek nemti vera tikai tie atkartojumi, kuru garums neparsniedz 5 bp.
Parauga NA12878 Sunu linijai sekvencésanas rezultati tika salidzinati ar |oti parliecinoSu genotipu NA12878 genomam, ko noteica
Nacionalais standartu un tehnologijas institlts (NIST) (v.2.19). No 150 amplikoniem 92 amplikoni bija pilniba ieklauti Joti uzticamajos
genoma regionos, 41 amplikonam bija daJéja parklasanas un 17 amplikoniem NIST sekvencé nebija parklasanas. Rezultata tika iegti
10 000 koordinatu viena replikata salidzinasanai. Nevariantu bazes noteikS8anas gadijumi tika salidzinati ar cilveka genoma atsauces
sekvences uzbuvi 19. Precizitates rezultatiir paraditi Tabula 4.

Tabula 4 iekartas bazu noteikS8anas rezultatu atbilstiba NIST datu bazei attieciba uz NA12878 paraugu

Amolikonu Videjais Kopéjais TP  KopéjaisFN  Kopejais TN Kopéjais FP
Paraugs ska:)ts noteikSanas variantu variantu noteikSanu noteikSanu PPA NPA OPA
raditajs skaits skaits skaits skaits
NA12878 133 99,98 208 0 19 380 0 100 100 100

Paraugi tika talak analizeti, lai noteiktu nelielus ievietojumus un delécijas (indelus) (Tabula 5). Dazos gadijumos indels bija izplatits starp
diviem vai vairakiem paraugiem, ka tas atspogulots sleja Kop€jais parauga replikatu skaits ar indelu. Rezultati abiem 12 derigo paraugu
replikatiem ir ieklauti Tabula 5. Pavisam bija 71indels, un $o indelu lielums bija diapazona 1-24 bp ievietojumiem un 1-25 bp dzésumiem.
69 indelos katra tika konstatéta 100 % pozitiva procentuala sakritiba. Vienai delécijai (64. amplikons; 2 bp delécijai

(chr10 55 892 600 TAC>T) nebija pareizu noteikSanas gadijumu, jo katrs no Siem variantiem R5x9 filtra dé| nebija noteik8anas gadijums.
Tapéec PPA, kas izslédz gadijumus bez noteikSanas, nevaréja aprékinat. Vél vienai delécijai, 1 bp insercijai (chr17 39 589 692 C>CA

111. amplikona) ari nebija pareizu noteik8anas gadijumu, jo devini varianti nebija noteik8anas gadijumi R5x9 filtra d&€| un septini bija FN
noteikSanas gadijumi.

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Tabula 5 Kopsavilkums par deléciju noteikSanu ar iekartu MiSeqDx

Amplikons Hromosoma

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

Pozicija

36450544

109 465 165
218 353908

223906701

236 372 081

247812083

55862804

87003972
200796749

212245090

235016 388

4466274

49 851375

190106 071
56 236 567
164 446785

74077155

Analizeta
fragmenta
lielums

93

79
91

92

70

88

90

80
87

91

73

93

70

75
66
62

83

Amplikona
indela tips un
garums

25 bp
dzésums

3 bp dzésums

23 bp
ievietojums

17 bp
dzésums

5bp
ievietojums

3bp
ievietojums

7 bp
ievietojums

6 bp dzésums

5bp
ievietojums

12 bp
ievietojums

2 bp
ievietojums

23 bp
dzésums

9 bp
ievietojums

1bp dzésums
8 bp dzésums

1 bp
ievietojums

4 bp dzésums

Indels

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G

ACTT>A
T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA

GACAGACTGTGAGGAAGA>G

C>CTTAAG

C>CATG

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T
T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT

A>ATG

TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T

C>CCTGGCTCCT

AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA

TAGTA>T

Kopéjais
parauga
replikatu skaits
arindelu

2

12
24

Neesosu
noteik§anas
gadijumu
skaits

0

Kopéjais nepareizu
indelu noteik§anas
gadiumu skaits

0

Kopéjais pareizu

indelu noteik§anas PPA

gadijumu skaits

2

12
24

10

10

10

14

24

14

12

20
12
12

10

100

100
100

100

100

100

100

100
100

100

100

100

100

100
100
100

100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi
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Amplikons Hromosoma

34

36

37
39

41

44

46
47

48
50
52
53

55

58

59
63

64
68

70

~N

0 00 NN

10
10

10
1

n

Pozicija

155662 255

24950035

31084942
32986905

41647 442

66276142

110 939 983
128 533514

149 503 916
156 476 548
24811064
76 518 677

105 586193

138 995 370

5987158
45084202

55892600
30177690

59837721

Analizeta
fragmenta
lielums

75

92

100
95

95

88

85
90

91
93
90
67

65

97

79
95

89
70

62

Amplikona
indela tips un
garums

8 bp
ievietojums

21bp
dzésums

3 bp dzésums

25 bp
dzésums

23 bp
dzésums

1bp
ievietojums

4 bp dzésums

1bp
ievietojums

4 bp dzésums

11 bp dzésums

1bp dzésums

4 bp
ievietojums

4bp
ievietojums

21bp
dzésums

3 bp dzésums

16 bp
dzésums

2 bp dzésums

2 bp
ievietojums

8 bp
ievietojums

Indels

G>GCCTACTGA

CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C

GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G

C>CT

CAAGT>C
T>TC

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

C>CAATT

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T

TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A

TAC>T
C>CTG

T>TTATGAAAA

Kopé&jais
parauga
replikatu skaits
arindelu

20

10

14
12

Neesosu
noteik§anas
gadijumu
skaits

0

o

o o o o

Kopéjais nepareizu
indelu noteikSanas
gadijumu skaits

o o o o

Kopéjais pareizu

indelu noteik§anas PPA

gadijumu skaits

20

10

14
12

16

12
24

12
24
14

14

10
12

10

12

100

100

100
100

100

100

100
100

100
100
100
100

100

100

100
100

Nav

100

100
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Amplikons Hromosoma

75
76
78

84

85

86

89

90

91

93
95
96

98

100

105
107
108

109

m

n
n
12

13

13

13

14

14

14

14
15
15

15

15

16
17
17

17

17

Pozicija

118 406 328
120357842
2834814

25817002

44880152

77 665 265

46 958 967

58 050081

82390602

102 808 554
63446199
77879 862

85438 31

89 864 316

85706 416
3594276
3970133

16 084 985

39589692

Analizeta
fragmenta
lielums

85
85
84

89

89

77

73

81

91

94
68
95

72

70

91
87
91

93

84

Amplikona
indela tips un Indels
garums
8 bp dzésums CAGTGTGGA>C
2 bp dzésums CTT>C
21bp T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
ievietojums
19 bp C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
ievietojums
4bp C>CCTGT
ievietojums
20 bp ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
dzésums
22 bp TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
dzésums
4bp C>CTGAT
ievietojums
16 bp CTTGCTCTATAAACCGT>C
dzésums
5 bp dzésums CGTGGA>C
6 bp dzésums CAAAATT>C

25 bp GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

dzésums
3bp C>CTTG
ievietojums
4bp G>GCTAC
ievietojums
7 bp dzésums ATTATTTC>A
1bp dzésums TG>T
18 bp A>ATCCTATTCTACTCTGAAT
ievietojums
4bp A>AACAC
ievietojums
1bp C>CA
ievietojums

Kopé&jais
parauga
replikatu skaits
arindelu

24

24

20

Neesosu
noteik§anas
gadijumu
skaits

0
0

Kopéjais nepareizu
indelu noteikSanas
gadijumu skaits

Kopéjais pareizu

indelu noteik§anas PPA

gadijumu skaits

10
10
24

24

12

14

24

20

10

10
12
14

16

10

10

100
100
100

100

100

100

100

100

100

100
100
100

100

100

100
100
100

100
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Kopéjai N $
Analizéta Amplikona Opejals e?sv““ Kopéjais nepareizu Kopéjais pareizu
. _ . X parauga noteik§anas X . . L
Amplikons Hromosoma Pozicija fragmenta indela tips un Indels . X _ indelu noteik§anas  indelu noteikSanas PPA
; replikatu skaits gadijumu _ . _ .
lielums garums . R gadijumu skaits gadijumu skaits
arindelu skaits
112 17 39589739 84 24 bp T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 24 0 0 24 100
ievietojums
113 17 45 438 886 92 4 bp dzésums CAGTG>C 12 0 0 12 100
114 17 61502 459 79 12 bp TTTGTATCTGCTG>T 20 0 0 20 100
dzésums
120 18 38837054 75 22 bp T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 24 0 0 24 100
ievietojums
121 18 47 405 425 81 3bp T>TGAG 20 0 0 20 100
ievietojums
122 18 54815706 85 2 bp dzésums ACT>A 20 0 0 20 100
130 20 21766 863 70 15 bp TACTTGAGAACTGAGG>T 4 0 0 4 100
dzésums
131 20 25278 464 101 5 bp A>AGTGGG 20 0 0 20 100
ievietojums
132 20 50897 361 67 1bp G>GGAATGTCAGCC 24 0 0 24 100
ievietojums
134 20 62 690925 87 16 bp TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 10 0 0 10 100
dzésums
135 21 30300873 66 1bp G>GATAAAACTTTA 10 0 0 10 100
ievietojums
137 21 36710749 87 21bp ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 16 0 0 16 100
dzésums
138 21 46 644 985 69 5 bp dzésums GTTGTT>G 8 0 0 8 100
140 22 25750814 100 6 bp C>CAGGGCA 20 0 0 20 100
ievietojums
142 22 37409885 97 5 bp C>CTGTTT 2 0 0 2 100
ievietojums
144 22 47081407 92 10 bp GGGCACAGGCA>G 12 0 0 12 100
dzésums
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Reproducéjamiba

Tika veikti divi pétijumi, lai novértétu MiSegDx iekartas reproducé&jamibu ar Stnu linijam (1. un 2. pétijjums) vai asinim, kuras samazinats
lekocitu skaits un kas papildinatas ar Stinu linijam (2. petijjums). 1. pétijuma izmantoti vairaki instrumenti. 2. pétijjums notika vairakas
vietas.

1. pétijums
lekartas MiSeqDx reproducéjamiba tika noteikta, izmantojot divus iekartas, divus operatorus un divas reagentu partijas kopuma

astonas izpildés. Reprezentativas analizes, paraugi un atsauces metode ir tie pasi, kas aprakstiti precizitates pétijuma.

Rezultati paraditi katrai iekartai uz amplikona bazes Tabula 6, lai demonstrétu noteik§anas reproducéjamibu starp iekartam. Pareizo
noteikSanas gadijumu procentualais daudzums ietvéra gan nepareizas noteik§anas, gan nenoteik§8anas gadijumus (variantu
noteik§anai nav sasniegti viena vai vairaku filtru izpildes nosacijumi). Instrumenti generéja lidzigu beznoteik$anas gadijumu un kltdainu
noteikSanu atkariba no konkréta amplikona.

Tabula 6 Reproducéjamibas pétijuma starp iekartam rezultati MiSeqDx iekartai (amplikonu imenis)

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
; Analizeta Bazes Amplikona Pareizas  Nepareizas Pareizas  Neparei
Amplik GC P .. pareizas .
Amplikons Hromosoma ' C"®  Amplikonabeigas fragmenta parliecinosos  genoma noteikéanas noteikéanas PSS kanas noteikganas  <CPEials
sakums liel o t saturs o 7 beznoteik3anas o " beznoteik3anas
lelums regionos saturs gadijumi gadijumi _ ) gadijumi gadijumi _ )
- _ gadijumu skaits _ _ gadijumu skaits
kopa kopa kopa kopa
1 1 36 450499 36 450 591 93 93 Indels 0,22 8928 0 0 8928 0 0
2 1 109 465122 109 465 200 79 79 PolyA (5), 0,38 7584 0 0 7584 0 0
PolyC (5),
indel
3 1 218 353867 218 353957 91 91 Indels 0,4 8736 0 0 8736 0 0
4 1 223906 657 223906748 92 92 Indels 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 1 236 372039 236 372108 70 70 PolyT 0,39 6720 0 0 6720 0 0
(10), indel
7 1 247812 041 247812128 88 88 PolyA (5), 0,27 8448 0 0 8448 0 0
CT(3),
TAA(3),
indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indels 0,28 8640 0 0 8640 0 0
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Amplikons Hromosoma

10
n
12
13

14

15
16

18
19

20

21
22
23

24
25

26

N INNNDN

Amplikona
sakums

87003930
177016 721
186625727
190 323504
200796 740

212245049

228147052

235016 350

4466229

46620 561
49851331

189 713161

190106 030
2233667
7780541

15688 604
56 236 521

102839244

Analizeta Bazes
Amplikona beigas fragmenta parliecinoSos
lielums regionos

87004 009 80 80
177 016 805 85 81
186 625 801 75 75
190 323 591 88 88
200796 826 87 87
212245139 91 91
228147144 93 93
235016 422 73 73

4466 321 93 93
46620643 83 83
49851400 70 70
189713248 88 88
190 106 104 75 74

2233744 78 78

7780637 97 97
15688 681 78 78
56 236 586 66 62
102839 314 71 69

Amplikona
genoma
saturs

Indels
Nav
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
indel

PolyT (5),
PolyA (6),
indel

Nav

PolyT (5),
indel

AT(3),
indels

Nav

CT(3),
indels

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)
Indels
PolyA (6)

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

Nav

PolyA (5),
indel

PolyA (5)

GC
saturs

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

MiSeqDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik§anas noteik§anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
7680 0
7775 1
7200 0
8448 0
8352 0
8736 0
8928 0
7008 0
8761 0
7968 0
6720 0
8448 0
7096 0
7488 0
9312 0
7488 0
5952 0
6624 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0
0
0
0
0

MiSeqDx 2
Pareizas Nepareizas
noteik§anas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
7680 0
7775 1
7200 0
8448 0
8352 0
8736 0
8928 0
7008 0
8760 0
7968 0
6720 0
8448 0
7096 0
7488 0
9312 0
7488 0
5952 0
6624 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0
0
0
0
0
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Amplikons Hromosoma

27

28
29

30
31

32
33

34
35
36
37

38

39
40
41

42
43
44
45

46

o oo o »

o

NI NN O

Amplikona
sakums

164 446743

1882081
14769 061

41069 808
74 47714

147 475 343
149 323731

155662 213
6318713
24949983
31084900

32147987

32986 864
33408 498
41647 401

112 435 865
22202076
66 276 100
77 365735

110 939 946

Analizeta Bazes
Amplikona beigas fragmenta parliecino$os
lielums regionos
164 446 804 62 62
1882158 78 75
14769144 84 84
41069 871 64 64
74 077196 83 83
147 475 409 67 67
149 323821 91 91
155662 287 75 75
6318 814 102 102
24950074 92 92
31084999 100 94
32148 084 98 98
32986958 95 95
33408583 86 86
41647 495 95 94
112 435 955 91 91
22202148 73 73
66 276187 88 88
77 365 821 87 87
110 940 030 85 85

Amplikona

genoma
saturs

PolyA (7),
indel

Nav

GT(3),
CCA(3)

Nav

PolyA (6),
indel

PolyT (5)

CT(4), AG
@)

Indels
PolyG (6)
Indels

GCT(5),
indels

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

Indels
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
Nav
Indels

PolyA (7),
AG(4)

Indels

GC
saturs

0,27

0,78
0,62

0,39
0,3

0,37
0,55

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

0,53
0,7
0,61

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

0,38

MiSegDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik3anas noteik$anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
5952 0
7200 0
8064 0
6144 0
7968 0
6432 0
8736 0
7200 0
9792 0
8832 0
8979 0
9408 0
9120 0
8256 0
9024 0
8736 0
7008 0
8448 0
8352 0
8160 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0

o

o o o o

MiSegDx 2
Pareizas  Nepareizas
noteikdanas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
5952 0
7200 0
8064 0
6144 0
7968 0
6432 0
8736 0
7200 0
9792 0
8832 0
8979 0
9408 0
9120 0
8256 0
9024 0
8736 0
7008 0
8448 0
8352 0
8160 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0

o

o o o | o
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Amplikons Hromosoma

47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64

65
66

0 | 00 NN

© © © © © o

10
10
10

10
10

10
10

Amplikona
sakums

128 533 468

149503 875

154 404 519
156 476 507
1817312
24811020

76518625
103054 909
105 586 150
107620823
123769149
138 995 345

5987120

11784629
27317777
33018 351

45084159
55892599

101611250
118 351373

Amplikona beigas fragmenta parliecino$os

128 533 557

149503 965

154 404 599
156 476 599
1817394
24811109

76518 691
103 055006
105586 214
107620918
123769 231
138 995 441

5987198

11784726
27317 855
33018 440

45084 253
55892687

101611329
118 351453

Analizeta Bazes
lielums regionos
90 90
91 91
81 66
93 93
83 83
90 89
67 67
98 98
65 65
96 96
83 83
97 97
79 78
98 91
79 79
90 90
95 95
89 88
80 80
81 81

Amplikona
genoma
saturs

PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

Nav
Indels
Nav

PolyG (7),
CTC(4),
indel

Indels
PolyG (6)
Indels
Nav
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indels

AC(11),
indels

Nav

Nav

GC
saturs

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

MiSegDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik§anas noteik§anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
8550 0
8736 0
6336 0
8928 0
7968 0
8452 0
6432 0
9408 0
6240 0
9216 0
7968 0
9312 0
7488 0
8644 1
7584 0
8640 0
9120 0
8408 0
7680 0
7776 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

90

92

o o/ o o o o

91

MiSegDx 2
Pareizas Nepareizas
noteik§anas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
8550 0
8736 0
6336 0
8928 0
7968 0
8449 0
6432 0
9408 0
6240 0
9216 0
7968 0
9312 0
7488 0
8644 1
7584 0
8640 0
9120 0
8407 0
7680 0
7776 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

90

95

o o o o o o

91
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Amplikons Hromosoma

67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87

88

n
1
n
1
n
1
n
1
n
1

n

12

12

13
13
14

14

Amplikona
sakums

8159 816
30177648
47 470 345
59837679
64 418 856
93529612
101347052
102 477 336
118 406 285
120 357801

125769 313
2834770

26 811004

30881766
88 474105
120966 872
24167504
25816 961

44880112
77 665 218
31619 327

39517884

Amplikona beigas fragmenta parliecino$os

8159912

30177717

47470 444
59837740
64 418 957
93529684
101347136
102 477 426
118 406 369
120 357885

125769 397
2834853

26 811096

30881846
88 474175
120 966 966
24167576
25817049

44880200
77 665 294
31619 393

39517966

Analizeta Bazes
lielums regionos
97 96
70 70
100 100
62 62
102 102
73 73
85 85
91 91
85 85
85 85
85 85
84 84
93 93
81 81
71 71
95 95
73 73
89 88
89 89
77 77
67 67
83 83

Amplikona
genoma
saturs

Nav
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyA (5)
Nav
PolyG (6)
Indels

PolyA (5),
CA(3),
indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7),
AC(4)

Nav
PolyA (6)
PolyG (5)

Nav

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
indel

Indels
Indels

GA(3), TA
@)

Nav

GC
saturs

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

0,52
0,52

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

0,49
0,39
0,39

MiSegDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik3anas noteik$anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
9216 0
6720 0
9600 0
5952 0
9792 0
7008 0
8160 0
8736 0
8160 0
8160 0
8160 0
8064 0
8928 0
7776 0
6816 0
9NM7 3
7008 0
8448 0
8544 0
7392 0
6432 0
7968 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

O O o o o o o o o o

o o o o o

MiSegDx 2
Pareizas  Nepareizas
noteikdanas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
9216 0
6720 0
9600 0
5952 0
9792 0
7008 0
8160 0
8736 0
8160 0
8160 0
8160 0
8064 0
8928 0
7776 0
6816 0
9119 1
7008 0
8448 0
8544 0
7392 0
6432 0
7968 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

O O o o o o o o o o

o o o o o
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Amplikons Hromosoma

89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109
110

14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

17
17

17
17
17

Amplikona
sakums

46 958 962

58050030
82390559
92549544
102 808 496
43170751
63 446149
77 879 807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894 910
28997904
53682908
57954 406
85706 375

3563920
3594191

3970090
16 084 945
33998759

Amplikona beigas fragmenta parliecino$os

46959034

58 050110
82390649
92 549609
102808 589
43170 848
63 446 216
77 879 901

81625428
85438334
89817503
89864 343
1894972
28 997998
53682994
57954509
85706 465

3564008
3594277

3970180
16 085037
33998 849

Analizeta Bazes
lielums regionos
73 72
81 81
91 91
66 66
94 94
98 96
68 68
95 93
95 95
72 71
91 91
70 70
63 63
95 95
87 87
104 104
91 91
89 89
87 87
91 91
93 93
91 89

Amplikona
genoma
saturs

PolyT (5),
indel

Indels
Indels
PolyA (5)
Indels
PolyC (5)
Indels

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indels
Indels

PolyT (5)

GC
saturs

0,19

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

0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

0,46
0,26
0,54

MiSegDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik$anas noteik$anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
6830 0
7776 0
8736 0
6336 0
9024 0
9216 0
6528 0
8928 0
9120 0
6816 0
8736 0
6720 0
6048 0
9120 0
8352 0
9984 0
8736 0
8544 0
8347 0
8736 0
8928 0
8544 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits
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MiSegDx 2
Pareizas  Nepareizas
noteik$anas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
6835 0
7776 0
8736 0
6336 0
9024 0
9216 0
6528 0
8926 2
9120 0
6816 0
8736 0
6720 0
6048 0
9120 0
8352 0
9984 0
8736 0
8544 0
8347 0
8736 0
8928 0
8544 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

77

o o o o o o o

O o o o o o o o o

o
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Amplikons Hromosoma

m

12
13

14
115
16
7
18
119

120

121

122

123
124
125
126
127
128
129
130

17

17
17

17
17
17
18
18
18

18

18

18

18
19
19
19
20
20
20
20

Amplikona
sakums

39589691

41244 394
45438 866

61502 432
64023582
72 308 237
2616 456
6980478
9888026

38836999

47 405 382

54 815665

59773996
625143
18121418
18186 574
746 056
10633195
17705633
21766 821

Analizeta Bazes
Amplikona beigas fragmenta parliecino$os
lielums regionos

39589774 84 82
41244 484 91 91
45 438 957 92 92
61502 510 79 79
64023667 86 86
72 308 320 84 84
2616522 67 67
6980568 91 91
9888094 69 69
38837073 75 75
47 405 462 81 81
54 815749 85 85
59774060 65 65

625241 99 99
18121491 74 74
18186 643 70 70

746149 94 94
10633276 82 82
17705708 76 76
21766 890 70 70

Amplikona
genoma
saturs

PolyA
(13), indel
(x2)

PolyA (5)

PolyA (7),

AT(3), AT

(4), AT(4),
indel

Indels
PolyT (7)
GAG(3)

GA(3)

Nav

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
indel

CTC(3),
indels

CT(3),
indels

Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG
(4), indels

GC
saturs

0,29

0,34
0,26

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

0,37

0,47

0,45

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

MiSegDx 1
Pareizas  Nepareizas
noteik3anas noteik$anas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
7776 7
8736 0
8832 0
7546 0
8256 0
8064 0
6432 0
8736 0
6624 0
7200 0
7776 0
8160 0
6240 0
9504 0
7102 2
6718 2
9024 0
7872 0
7296 0
6720 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits
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MiSeqDx 2
Pareizas Nepareizas
noteik§anas noteikSanas
gadijumi gadijumi
kopa kopa
7777 12
8736 0
8832 0
7547 0
8256 0
8064 0
6432 0
8736 0
6624 0
7200 0
7776 0
8160 0
6240 0
9504 0
7104 0
6718 2
9024 0
7872 0
7296 0
6720 0

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

83

o o oo o
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Amplikons Hromosoma

131
132
133
134
135
136

137

138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

20
20
20
20
21
21

21

21

21

< < | <| X X X

Amplikona
sakums

25278 421
50897302
62 331904
62690860
30300823
33694176

36710706

46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288 543
135290777
2655397
2655519
2655609

Analizeta Bazes
Amplikona beigas fragmenta parliecinoSos
lielums regionos

25278521 101 101
50897368 67 67
62 331994 91 88
62 690946 87 87
30300888 66 66
33694273 98 98
36710792 87 87
46 644992 69 69
46705 664 90 90
25750873 100 100
32439329 97 97
37409940 97 97
37637694 99 99
47081438 92 92
15870 492 69 69
135288 6M 69 69
135290 847 71 71
2655461 65 0
2655609 91 0
2655679 71 0

Amplikona
genoma
saturs

Indels
Indels
PolyG (6)
Indels
Indels

PolyT (6),
CA(3)

GT(3),
indels

PolyA (6),
AG(3),
indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indels
Nav
Indels
Nav
Indels
PolyT (5)
PolyC (5)
Nav
Nav
Nav

PolyA (5)

GC
saturs

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

0,5

0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Pareizas
gadijumi
kopa
9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352

6603

8640

9600
9312
9312
9504
8832
6624
6624
6816

MiSegDx 1

Nepareizas
noteik§anas noteik§anas
gadijumi

kopa

0
0
0
0
0
0

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

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0
0

88
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Pareizas

MiSegDx 2

Nepareizas

noteik§anas noteikSanas

gadijumi
kopa

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352

6601

8640

9600
9312
9312
9504
8832
6624
6624
6816

gadijumi
kopa

0

o o o o o

O o o o o o o o o o o

Kopéjais
beznoteik§anas
gadijumu skaits

0
0

88

23

O o o o o o o o o o o

Reproducéjamibas pétijuma rezultati tika analizéti par katru operatoru, izmantojot variantu biezumu (Tabula 7). Sts analizes paradija,

ka at8kirigs biezums starp operatoriem bija pastavigs. Tiek paradits vidéjais at3kiribu biezums +/- 1 standartnovirze.
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Tabula 7 lekartas MiSeqDx rezultati starp operatoriem

Atskirigs
biezuma
diapazons

Homozigots
(0,70-1,00)

Heterozigots
(0,20-0,70)

Unikalo
variantu
skaits

2424

8240

1. operatora

analizeto variantu

skaits

2424

8132

2. operatora

analizeto variantu

skaits

2422

8128

1. operatora vidéejais (SD)
zinotais atskirigais biezums

0,94 +/- 0,07

0,48 +/-0,04

2. operatora vidéjais (SD)
zinotais atskirigais biezums

0,96 +/- 0,05

0,49 +/-0,04

Katra parauga reproducéjamibas pétijumu rezultatiir paraditi, apvienojot tos no visam astonam izpildém (Tabula 8). Noteikdana tiek
vértéta katram variantu tipam — SNV, insercijam un delécijam - atseviski. Atsauces pozicijas nav ieklautas. STanalize paradia, ka
variantu rezultati bija reproducéjami paraugos.

Tabula 8 lekartas MiSeqDx bazu noteikSanas rezultatu atbilstiba katra parauga

Paraugs

NA12877
NA12878

NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12888
NA12893

Kopéjais
skaits

592
1456

912
1072
1248
944
1088
1088
1200
1104
1056
1168

Kopéjais TP
skaits

592
1456

912
1071
1247
943
1087
1088
1189
1102
1054
1168

SNV

Kopéjais FP
skaits

0

O o o o/lo o o o o o

Kopéjais FN
skaits

0
0

O N N N | O

Kopé&jais
skaits

336
320

336
384
384
352
368
400
400
368
368
352

Insercijas

Kopé&jais TP Kopé&jais FP Kopéjais FN Kopé&jais
skaits skaits skaits skaits
336 0 0 288
304 0 0 384
320 0 2 288
384 0 0 320
368 0 0 368
336 0 4 304
368 0 0 352
384 0 5 336
382 0 4 352
352 0 3 368
368 0 0 304
336 0 1 368

Delécijas

Kopéjais TP
skaits

288
368

288
304
368
288
335
336
336
368
304
368

Kopé&jais FP
skaits

0

O O Oo/lo o o o o o o

Kopéjais FN
skaits

0
0

- O o o o

o o oo o
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Saja reproducéjamibas pétjjuma sniegto astonu izméginajumu dati apstiprina apgalvojumu, ka iekarta MiSeqDx spé&j konsekventi
sekvenceét:

2.

GC saturs = 19 % (visas noteiktas bazes 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem ar 19 % pareizi noteiktu GC saturu un nenoteik8anas
gadijumu biezumu 1,1 %)

GC saturs = 78 % (visas noteiktas bazes 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem ar 78 % GC saturu, pareizi noteiktiem un bez
noteiktiem)

PolyA garums = 8 (8 nukleotidu PolyA atkartojums tika pareizi noteikts 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyA = 8)

PolyT garums = 10 (10 nukleotidu PolyT atkartojums tika pareizi noteikts 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyT =
10)

PolyG garums = 7 (7 nukleotidu PolyG atkartojums tika pareizi noteikts 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyG = 7)
PolyC garums = 6 (PolyC atkartojums no 6 nukleotidiem tika pareizi noteikts 576 no 576 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyC
= 6)

Dinukleotidu atkartoSanas garums ir < 11x (visas noteiktas bazes 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem ar 11x dinukleotidu
atkartojumiem tika noteiktas pareizi ar beznoteikSanas biezumu 0,5 %)

Trinukleotidu atkartoSanas garums ir = 5x (visas noteiktas bazes 192 no 192 sekvencétiem amplikoniem ar 5x trinukleotidu
atkartojumu pareizi noteiktas ar 0,5 % beznoteik§anas biezumu)

24 vai mazak bazes ievietojumu un 25 vai mazak bazes dzésumu
— 24 bazes ievietojumi tika pareizi noteikti 192 no 192 paraugiem

— 25 bazes dzésumus pareizi noteica 223 paraugos un nepareizi noteica 1 parauga no 224 paraugiem

pétijums

Reproducéjamibas starp dazadam laboratorijam pétijjums tika veikts, izmantojot reprezentativu testu, lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis
139 Variant Assay (cistiskas fibrozes 139 variantu tests), ietverot CFTR kliniski nozZimigu genétisko variaciju apakskopu, kas analizéta ar
MiSeq Reporter programmaturu, izmantojot uz MiSeqDx platformu orientéta DNS sekvencé8anas darbplusmu. Aklaja pétijuma tika
izmantotas 3 izméginajumu vietas un 2 operatori katra vieta. Katra vieta katrs operators testéja nodaljumam raksturigus 46 paraugu
panelus, kopa 810 noteikSanas viena vieta. Paneli saturéja sajaukumu no genoma DNS no Sunu linijam ar zinamajiem variantiem CFTR
géna, ka ar1no leikocitiem atbrivotas asinis, kam pievienotas Sunu linijas ar zinamiem CFTR géna variantiem. Asins paraugi tika
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piegadati, lai Jautu ietvert ekstrakcijas solus, ko izmanto, lai sagatavotu gDNS, kas kalpo par galveno ievadi analiZzu darbplusma.
Paraugu atbilstibas koeficients, kas definéts ka paraugu skaits, kas atbilst QC metrikai pirmaja méginajuma, bija 99,88 %. Visu testa
rezultatu pamata ir sakotngja testésana.

Tabula 9 Rezultatu kopsavilkums attieciba uz reproducéjamibas péetijumu, kas veikts, izmantojot reprezentativo MiSeqDx cistiskas
fibrozes 139-variantu testu

"NV LHO0dSHI IVYIL "NIINNTON SYAILSONOVIA OHLIA NI IVMIL

LE

Pozitiva Negativa
Kopé&jais atbilstosa atbilstosa
& I KlUdai N 0\ Kopé€ja
Panelis Parauga Genotipa paraugs Varianti noteikSanu notelksana notelksana no;?k?;:u Beznoteksanas - Pozifiva atbilstiba atzi:g: atk;)iIZfT]t?a
paparaug skaits viena (varianti) (savvalas tips) ; gadijumu skaits (%)
o skaits (%) (%)
vieta 1. 2. 3 1. 2. 3
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 93 F508del/W1282X (HET) 810 12 1 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
A 108 F508del/3272-26A>G 810 12 n 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
A 1 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
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Panelis

Parauga

15

16

17

18
19
20
21
22

23

24
25
26
27
28
29
30
31

32

Genotipa paraugs

M1101K (HOM)

F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

621+1G>T/711+1G>T
(HET)

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
F508del/R560T (HET)

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)

Varianti

1506V, 1507V, F508C
neparadas

(TG)10(T)9/(TG)12(T)5

Kopé€jais
noteik§anu
skaits viena

vieta

810

828

810

816

810

810

810

810

810

810
810
810
810
810
810
810
810

810

Pozitiva Negativa
atbilstoSa atbilstoSa
noteik§ana noteik§ana
(varianti) (savvalas tips)
1. 2. 3. 1. 2. 3.
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
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

Kltdainu
noteik§anu
skaits

Beznoteik$anas
gadijumu skaits

Pozitiva atbilstiba
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Nav

100

100

100

Negativa

atbilstiba atbilstiba

(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Kopéja

(%)

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
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Panelis Parauga
A 33
A 34
A 35
A 36
A 37
A 38
A 39
A 40
A 41

42

43
A 44
A 45
A 46
B 47
B 48
B 49
B 50

Genotipa paraugs Varianti

R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
WT
G85E (HET)
I336K (HET)
WT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)
G85E/621+1G>T (HET)

(TGNO(T)9/(TG)12(T)5

A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT

Kopé€jais
noteik§anu
skaits viena

vieta
810
810
810
810
810

810

810

810

810

816
810
810
810
810
810

810

810

810

Pozitiva Negativa
atbilstoSa atbilstoSa
noteik§ana noteik§ana
(varianti) (savvalas tips)
1. 2. 3. 1. 2. 3.
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
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

Kltdainu
noteik§anu
skaits

Beznoteik$anas
gadijumu skaits

Pozitiva atbilstiba
(%)

100

100

Nav

100

100

Nav

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

Nav

Negativa

atbilstiba atbilstiba

(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

100

Kopéja

(%)

100
100
100
100
100
100

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

100
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Panelis

Parauga

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

67

68

69

Genotipa paraugs

F508del/2143delT (HET)
3876delA (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)

F508del (HET)
WT
WT
F508del (HET)
WT
L206W (HET)
WT
G330X (HET)
WT
R347H (HET)
1078delT (HET)
G178R/F508del (HET)

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

S549N (HET)

W846X (HET)

Varianti

Kopé€jais
noteik§anu
skaits viena

vieta
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

810

810

810

Pozitiva Negativa
atbilstosa atbilstoSa
noteik$ana noteikS§ana
(varianti) (savvalas tips)
1. 2. 3. 1 2. 3.
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
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

Kltdainu
noteik§anu
skaits

Beznoteik$anas
gadijumu skaits

Pozitiva atbilstiba
(%)

100

100

100

100

100

Nav

Nav

100

Nav

100

Nav

100

Nav

100

100

100

100

100

100

Negativa

atbilstiba atbilstiba

(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Kopéja

(%)

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

100

100

100
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Panelis

Parauga

70
71

724

73
74
752
76
77
78
79
80
81
82

83
84

85

86*

87

88

Genotipa paraugs

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)

R117H/F508del (HET)
1507del (HET)

2789+5G>A (HOM)
CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT

Varianti

(TGNO(T)9/(TG)12(T)5

Kopé€jais
noteik§anu
skaits viena

vieta
810
810

810

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

816
810

810

810

810

810

Pozitiva Negativa
atbilstoSa atbilstoSa
noteik§ana noteik§ana
(varianti) (savvalas tips)
1. 2. 3. 1. 2. 3.
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
6 6 6 804 804 804
12 12 12 798 797 798
12 12 12 798 798 798
0 0 0 810 810 810

Kltdainu
noteik§anu
skaits

Beznoteik$anas
gadijumu skaits

14

Pozitiva atbilstiba
(%)

Nav
100

100

100
100
94,44
100
100
100
Nav
100
100
100

100
100

100

100

100

Nav

Negativa

atbilstiba atbilstiba

(%)

100
100

99,96

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

100
100

100

99,96

100

100

Kopéja

(%)

100
100

99,96

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

100
100

100

99,96

100

100
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Pozitiva Negativa
Kopé&jais atbilsto$a atbilstosa
Ly Ly KlGdai Negatl Kopéja
Panelis Parauga Genotipa paraugs Varianti noteikSanu notelksana notelksana no:cueikaélz:u Beznotelksanas - Pozifiva atbilstiba atz?lztg: atk;IZfT]Za
paparaug skaits viena (varianti) (savvalas tips) ; gadijumu skaits (%)
- skaits (%) (%)
vieta . 2. 3 1 2. 3.
vieta vieta vieta vieta vieta vieta
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
Kopa 74 556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

L Savvalas tipa atraSanas vieta, kas atbilst N1303K variantam viena replikata, izraisija beznoteik3anas gadijumu nepietiekama parklajuma dé|.
2Vienam 5. un 75. parauga replikatam noteik$anas koeficients bija 0 %. Turpmaka izmekl&$ana norada, ka paraugi, iesp&jams, nav pievienoti paraugu
platei pirms bibliotékas sagatavosanas, jo mégenés atlikusie paraugu tilpumi atbilda tam, ka no tam nekas netika panemts.

3 Pieradijumi liecina, ka operators visticamak samainja 9. un 10. paraugu pirms bibliotékas sagatavosanas.

4 Savvalas tipa atrasanas vieta, kas atbilst M1V variantam viena replikdta katra no diviem paraugiem, izraisija beznoteik$anas gadijumu nepietieckama
parklajuma dé|.

Somatiskas veiktspejas raksturlielumi

Seit aprakstitie pétjumi sekvencé$anas datu analizé$anaiizmantoja moduli Somatic Variant Module, iznemot tos pétijumus, kuros tika
izmantots divu génu panelis —tajos tika izmantots analizém specifisks modulis.

Precizitate
Tika veikti tris petijumi, lai novértétu MiSeqDx iekartas precizitati, izmantojot DNS, kas ieguta no FFPE paraugiem.
1. pétijums

Petijuma tika izmantotas reprezentativas analizes, kas izstradatas, lai apSaubitu dazadus génus, kas aptver 12 588 bazes 23 dazadas
hromosomas, izmantojot 150 amplikonus. Y hromosoma nav uzticamu regionu, un ta netika izvértéta. Saja pétjuma izmantotie pieci
unikalie paraugi nak no vienas gimenes — diviem vecakiem un tris bérniem —-, kurus sekvencésana bieZi izmanto vairakas laboratorijas
un sekvencésanas metodologijas. Tris paraugiir no sievietém un divi no virieSiem. Pirms DNS ekstrah&Sanas pétijumam visi paraugi tika
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fikséti formalina un iegulti parafina. Paraugs GM12877 DNS imeni tika at8kaidits ar paraugu GM12878, lai izveidotu GM12877-D un
izstradatu variantu kopu ar frekvencém tuvu 5 % un 10 %. Katrs no paraugiem tika testéts divos eksemplaros, iznemot GM12877-D, kas
tika testéts ar pieciem replikatiem. Precizitate tika noteikta atseviSku nukleotidu variantiem (SNV), ievietojumiem un dzésumiem,
salidzinot pétijjuma datus ar nodaljumam raksturigu atsauces datu bazi. Atsauces datu bazes sekvence (Platinum Genomes versija
2016-01) tika ieglta no vairaku sekvencés$anas metodologiju kombinacijas, publiski pieejamiem datiem un informacijas par iedzimtibu.
Uzticami genoma regioni tika definéti, pamatojoties uz $o atsauces metodi, ja vien nav noradits citadi. Kopuma paraugi tika analizéti
astonas reizes. Tabulas, kas paraditas, lai demonstrétu precizitati, ir balstitas uz pirma piegajiena datiem.

Tabula 10 satur pétijjuma datus, kas paraditi ar pozitivu un negativu procentualo atbilstibu attieciba uz katru paraugu, kur varianta
rezultati tiek salidzinati ar nodaljumam raksturigu jauktu atsauces metodi PPA aprékiniem. Tris variantu tipi (SNV, insercijas un
delécijas) ir jaukti. Ta ka standartmetode nodroS$ina rezultatus tikai atseviSkiem nukleotidu variantiem un insercijam/delécijam,
nevarianta bazu rezultati tiek salidzinati ar cilveka genoma atsauces sekvences uzbuvi hg19 NPA aprékiniem.

Tabula 10 MiSeqgDx iekartas bazu noteikSanas rezultatu atbilstiba atsauces datiem attieciba uz 6 labi raksturotiem paraugiem

Paraugs Vidéjais noteik§anas raditajs Kopéjais variantu skaits Kopéjais TP variantu skaits Kopéjais FN variantu skaits Kopéjais TN noteik§anu skaits 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? %84 155 155 0 57608 100 100 100

" Varianti ar frekvenci, kas lielaka par 20 %.

2 Variants ar frekvenci, kas mazaka par 20 %.
Tika izstradati 150 amplikoni, lai aptvertu dazadu genoma saturu. Amplikonu GC saturs svarstijas no 26 lidz 87 %. Amplikoniem bija ar
virkne atsevisku nukleotidu (pieméram, PolyA, PolyT), dinukleotidu un trinukleotidu atkartojumu. Testa tika izmantoti 6 unikali paraugi.
Dati tika apkopoti, par pamatu izmantojot amplikonus (Tabula 11), lai noteiktu genoma satura ietekmi uz pareizo noteikSanas gadijumu
procentualo daudzumu. Pareizo noteik§anas gadijumu procentualo daudzumu veido variantu un atsauces noteik§anas gadijumi, un, ja
pastav nepareizas noteikSanas vai nenoteikS8anas gadijumi, tas ir mazaks par 100 %. Noteik§ana nenotiek, ja variantu noteik§8anai nav
izpildits viens vai vairaki filtri (pieméram, nepietiekams parklajums). Nebija nepareizu noteikS8anu. BeznoteikSanas gadijumu skaits
amplittdas ievérojami atskiras. GC saturs un vairakas mijiedarbibas ar GC saturu bija visnozimigakie beznoteik8anas gadijumu
prognozétaji. 2040/2580 (79 %) no beznoteikSanas gadijumiem bija saistiti ar parklajuma specifikacijas neatbilstibu. Amplikoni, kuru GC
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saturs parsniedz 78 %, izsauca visvairak beznoteikSanas gadijumu. Reprezentativaja amplikona ar 78 % GC saturu kopuma 675
noteik8anas gadijumu nenotika. Reprezentativa amplikona ar 87 % bija 1365 beznoteikSanas gadijumu. Parklajumu var palielinat,
samazinot paraugu skaitu, kas ieladéti plismas 8una, un tas var Jaut noteikt amplikonus ar augstu GC saturu.

Tabula 11 Amplikonu Tmena precizitates dati

) ) Analizéta
Amplikons Hromosoma Am_pllkona Amp!lkona fragmenta
sakums beigas lielums
1 1 36450499 36 450591 93
2 1 109465122 109 465 200 79
3 1 218 353867 218 353957 91
4 1 223906657 223906748 92
5 1 228526602 228526682 81
6 1 236372039 236372108 70
7 1 247812 041 247812128 88
8 2 55862774 55862863 90
9 2 87003930 87004 009 80
10 2 177 016 721 177 016 805 85
1" 2 186625727 186625 801 75
12 2 190323504 190323591 88
13 2 200796740 200796 826 87
14 2 212245049 212245139 91
15 2 228147052 228147144 93
16 2 235016 350 235016 422 73
17 3 4466 229 4466 321 93
18 3 46 620 561 46 620 643 83
19 3 49851331 49 851400 70
20 3 189 713161 189713248 88
21 3 190106 030 190106 104 75
22 4 2233667 2233744 78

Bazes
parliecino$os
regionos

93
79
91
92
81
70
88
90
80
81
75
88
87
91
93
73
93
83
70
88

74
78

Kopéjais -
. Kopéjais . }
pareizo Kopéjais % pareizu

. nepareizo s L
noteik§anas P beznoteik§anas noteikSanas

Amplikona genoma saturs o«
saturs noteikSanas

gadTJl.Jmu RIS gadijumu skaits  gadijumu
skaits
Indels 0,22 1395 0 0 100
PolyA (5), PolyC (5), indel 0,38 1185 0 0 100
Indels 0,4 1364 0 1 99,9
Indels 0,49 1380 0 0 100
PolyG (5) 0,69 1215 0 0 100
PolyT (10), indel 0,39 1050 0 0 100
PolyA (5), CT(3), TAA(3), indel 0,27 1320 0 0 100
Indels 0,28 1350 0 0 100
Indels 0,38 1200 0 0 100
Nav 0,65 1215 0 0 100
PolyA (8) 0,35 mz 0 10 99,1
PolyT (5) 0,42 1320 0 0 100
PolyT (5), indel 0,31 1302 0 8 99,4
PolyT (5), PolyA (6), indel 0,3 1365 0 0 100
Nav 0,43 1395 0 0 100
PolyT (5), indel 0,42 1095 0 0 100
AT(3), indels 0,27 1349 0 46 96,7
Nav 0,43 1245 0 0 100
CT(3), indels 0,49 1050 0 0 100
PolyA (5), PolyT (5), PolyA 0,41 1305 0 30 97,8
(9), TG(3)
Indels 0,57 1108 0 2 99,8
PolyA (6) 0,26 170 0 0 100
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Amplikons Hromosoma

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

N N/ o o o o o o o o g o a o uaoa ga a a;’ b~ b bbb

~N

Amplikona
sakums

7780541
15688 604
56 236 521
102 839 244
164 446743

1882081
14769 061
41069 808
74 477 14
147 475 343
149 323731
155662 213

6318 713
24949983
31084900
32147987
32986 864
33408 498
41647 401
112 435 865
22202076
66 276 100
77 365735
110 939 946
128 533 468
149503 875
154 404 519

Amplikona
beigas

7780637

15688 681
56 236 586
102 839 314
164 446 804
1882158

14769144
41069 871

74077196
147 475 409
149 323 821
155662 287
6318 814

24950074
31084 999
32148 084
32986958
33408583
41647 495
112 435 955
22202148
66276187
77 365 821
110 940 030
128 533 557
149503 965
154 404 599

Analizéta
fragmenta
lielums

97
78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98
95
86
95
91
73
88
87
85
90
91
81

Bazes
parliecinoSos
regionos

97
78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98
95
86
94
91
73
88
87
85
90
91
66

Amplikona genoma saturs

PolyG (6), PolyT (5), PolyA (5)
Nav
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
Nav
GT(3), CCA(3)
Nav
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indels
PolyG (6)
Indels
GCT(5), indels
PolyT (5), TCT(3), CTT(3)
Indels
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
Nav
Indels
PolyA (7), AG(4)
Indels
PolyG (5), indel
PolyG (6), PolyC (6), indel

Nav

saturs

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
0,26
0,38
0,62
0,71
0,31

Kopé&jais
pareizo
noteik§anas
gadijumu
skaits

1455
1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365
1125
1530
1380
1383
1455
1425
1290
1410
1365
1095
1320
1299
1275
1350
1365
990

Kopé&jais
nepareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

O O O O O 0O 0O 0ol0o O 0O 0O oo o oo o o o o oo o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

10
675

O o o o/ o o o o

=N
o

O o o oo o o o o o o

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

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
99,5
100
100
100
100
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Amplikons Hromosoma

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

© © © ©|© 00 0 ©

[ N I U B G . G I S O I S i S s S e e e e =
|3 3 2|33 3 3|33 o o|lo|oc o o|lo|o

Amplikona
sakums

156 476 507
1817 312
24811020
76 518 625
103054 909
105 586 150
107620823
123769149
138 995 345
5987120
11784629
27317777
33018 351
45084159
55892599
101611250
18 351373
8159 816
30177648
47 470 345
59837679
64 418 856
93529612
101347052
102 477 336
118 406 285
120 357 801

Amplikona
beigas

156 476 599
1817 394
24 811109
76 518 691

103 055006

105586 214

107620918

123769 231

138 995 441
5987198
11784726
27317855
33018 440
45084 253
55892687
101611329
118 351453
8159912
30177717
47 470 444
59837740
64 418 957
93529684
101347136

102 477 426

118 406 369

120 357 885

Analizéta
fragmenta
lielums

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

Bazes
parliecinoSos
regionos

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

Amplikona genoma saturs

Indels
Nav
PolyG (7), CTC(4), indel
Indels
PolyG (6)
Indels
Nav
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indels
AC(11), indels
Nav
Nav
Nav
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyA (5)
Nav
PolyG (6)
Indels

PolyA (5), CA(3), indel

saturs

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

0,42
0,55
0,53
0,34

Kopé&jais
pareizo
noteik§anas
gadijumu

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

Kopé&jais
nepareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

O O O O O 0O 0O 0ol0o O 0O 0O oo o oo o o o o oo o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

O w o N O o

1365

(o]
© ©

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

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

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
100
100
100
100
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Amplikons Hromosoma

77
78
79
80
81
82
83
84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94
95

96

97

98

99
100
101
102

n
12
12
12
12
12
12
13

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

Amplikona
sakums

125769 313
2834770
26 811004
30881766
88 474105
120966 872
24167504
25816 961

4488012
77 665 218
31619 327
39517884
46 958 962
58050030
82390559
92549544
102 808 496
43170751
63446149
77879 807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904

Amplikona
beigas

125769 397
2834853
26 811096
30881846
88 474175
120 966 966
24167576
25817049

44880200
77 665 294
31619 393
39517966
46959034
58050110
82390649
92 549609
102 808 589
43170 848
63446 216
77879 901
81625428
85438334
89817503
89864 343
1894972
28997998

Analizéta
fragmenta
lielums

85
84
93
81
7
95
73
89

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

Bazes
parliecinoSos
regionos

85
84
93
81
71
95
73
88

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

Amplikona genoma saturs

GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)

Nav
PolyA (6)
PolyG (5)

Nav

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

Indels
Indels
GA(3), TA(3)
Nav
PolyT (5), indel
Indels
Indels
PolyA (5)
Indels
PolyC (5)
Indels
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indels
Nav
Indels
Nav

PolyC (5)

saturs

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
0,27
0,67

Kopé&jais
pareizo
noteik§anas
gadijumu
skaits

1275
1260
1395
1215
1065
1425
1095
1305

1335
1155
1005
1245
1038
1215
1365
975
1410
1440
1020
1395
1425
1065
1365
1050
945
1425

Kopé&jais
nepareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

O o ojlo o o o o

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

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

O O o o/lo o o o o o

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

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
100
100
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Amplikons Hromosoma

103
104
105
106
107
108
109
110
m
112
13

14
15
116
7
118
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128

Amplikona
sakums

3682908
57954 406
85706 375
3563920
3594191
3970090
16 084 945
33998 759
39589 691
41244394
45 438 866

61502 432
64023582
72 308 237
2616 456
6980478
9888026
38836999
47405 382
54 815665
59773996
625143
18121418
18186 574
746 056
10633195

Amplikona
beigas

53682994
57954509
85706 465
3564008
3594277
3970180
16 085037
33998 849
39589774
41244 484
45438 957

61502510
64023667
72 308 320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405 462
54815749
59774060
625241
18121491
18186 643
746149
10633 276

Analizéta
fragmenta
lielums

87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79

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

Bazes
parliecinoSos
regionos

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

Amplikona genoma saturs

TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indels
GC(3)
PolyC (5), indel
Indels
Indels
PolyT (5)
PolyA (13), indel (x2)
PolyA (5)

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

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

Nav
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indels
CT(3), indels
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav

AC(3)

GC
saturs

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

Kopé&jais
pareizo
noteik§anas
gadijumu
skaits

1305
1560
1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215
1365
1365

175
1289
1260
1005
1365
1035
1121
1215
1275
975
1478
1110
1050
1410
1230

Kopé&jais
nepareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

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

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

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

O O O N/ O w o o

N N
o © ®

10

o o o o

-
©

O O O o/ N o o o

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

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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Amplikons Hromosoma

129 20
130 20
131 20
132 20
133 20
134 20
135 21
136 21
137 21
138 21
139 21
140 22
141 22
142 22
143 22
144 22
145 X
146 X
147 X
148 Y
149 Y
150 Y

Amplikona
sakums

17705633
21766 821
25278 421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710 706
46 644924
46705 575
25750774
32439233
37409 844
37637596
47081347
15870424
135288 543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikona
beigas

17705708

21766 890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792

46 644992
46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870 492

135288611
135290 847
2655461

2655609

2655679

Analizéta
fragmenta
lielums

76
70
101
67
91
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
7
65
91
71

Bazes
parliecinoSos
regionos

76
70
101
67
88
87
66
98
87
69
90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikona genoma saturs

CT(3)
GT(3), TG(4), indels
Indels
Indels
Poly G (6)
Indels
Indels
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indels
PolyA (6), AG(3), indel
PolyT (5), PolyA (6)
Indels
Nav
Indels
Nav
Indels
PolyT (5)
PolyC (5)

Nav
Nav
Nav

PolyA (5)

saturs

0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32
0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Kopé&jais
pareizo
noteik§anas
gadijumu
skaits

1140
1050
1515
1005
1320
1305
990
1470
1305
1029
1350
1500
1455
1455
1485
1380
1035
1035
1065
0
0
0

Kopé&jais
nepareizo
noteik§anas
gadijumu skaits

O O O/l o0o O O 0O oo o o o o o o o o/lo o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

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

O o o o/lo o o o o o

% pareizu
noteik§anas
gadijumu

100
100
100
99,4
100
100
100
100
100
99,3
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
Nav
Nav

Nav

Varianti, kas bija nenoteikSanas gadijumi, ir apkopoti Tabula 12. Konkreétie filtri, kas izraisija beznoteik§anas gadijumus, ir uzskaititi

tabula.

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi



"NV LHO0dSHI IVYIL "NIINNTON SYAILSONOVIA OHLIA NI IVMIL

¢0A 8LZ90000¢ *IN swuswn3og

0S

Tabula 12 NenoteikS8anas gadijumu variantu kopsavilkums

Amplikons Nr. Rakst.: Poz Variants AtbilstoSais amplikona saturs Filtrs Izlaistie varianti Paredzamie varianti
28 5:1882129 T>G 78 % GC ZemsDP' 8 13
52 8:24 811064 AG>A PolyG (7), CTC (4), 61% GC R3x62 15 15
60 10:11784 633 C>T PolyGC (3), 87 % GC ZemsDP 13 13
64 10:55 892 600 TAC>T AC (11), 42 % GC R3x6 9 9
m 17:39 589 692 C>CA PolyA (13),29 % GC R3x6 13 13

T LowDP: zems parklajums. Variants tiek filtréts, ja dzilJums vismaz viena no kopam 8aja konkrétaja pozicija ir zem 900.

2 R3x6: atkartot filtru. Variants ir filtréts, ja viss variants vai ta dala atkartoti paradas atsauces genoma blakus varianta pozicijai. NepiecieSami vismaz

sesi atkartojumi atsaucég, un tiek nemti véra tikai tie atkartojumi, kuru garums neparsniedz 3 bp.
Parauga Sunu linijai sekvencésanas rezultati tika salidzinati ar |oti parliecinoSu genotipu NA12878 genomam, ko noteica Nacionalais
standartu un tehnologijas instittts (NIST) (v.2.19). No 150 amplikoniem 92 amplikoni bija pilniba iek|auti loti uzticamajos genoma
regionos, 41 amplikonam bija da|éja parklasanas un 17 amplikoniem NIST sekvencé nebija parklasanas. Rezultata tika iegati 10 000
koordinatu viena replikata salildzinasanai. Nevariantu bazu noteik§8anas gadijumi tika salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences
uzbuvi hg19. Precizitates rezultatiir paraditi Tabula 13.

Tabula 13 MiSeqgDx iekartas bazu noteikSanas rezultatu atbilstiba NIST atsaucei GM12878 paraugam

R Amplilfonu Vidéjais_nc_)tfikéanas Kopéjéif TP vari:?mtu Kopéjfai% FN vari:.mtu Kt?pVéjais TN‘ Kc.)pvéjais FP. PPA  NPA OPA
skaits raditajs noteikSanu skaits noteik8anu skaits noteik8anu skaits noteik8anu skaits
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

Pieci neatskaiditie paraugi tika talak analizéti, lai noteiktu mazos ievietojumus un delécijas (indelus) (Tabula 14). Dazos gadijumos indels
bija izplatits starp diviem vai vairakiem paraugiem, ka tas atspogulots sleja Kopéjais parauga replikatu skaits ar indelu. Rezultati abiem
piecu paraugu replikatiem ir ieklauti Tabula 14. Pavisam bija 71 delécija, un So deléciju lielums bija diapazona 1-24 bp ievietojumiem un
1-25 bp delécijam. 68 delécijas katra tika konstatéta pozitiva procentuala atbilstiba — 1. Trijiem ievietojumiem un delécijam nebija
pareizu noteik8anas gadijumu, jo katram no Siem variantiem R3x6 filtra dé] nebija noteikSanas gadijuma. Tapéc nevaréja aprékinat PPA,
kas izsleédz noteik§8anas gadijumus. Tris variantos bija 1 bp delécija (chr8 24 811 064 AG>A); 2 bp delécija (chr10 55892 600 TAC>T) un

1 bp ievietojums (chr17 39 589 692 C>CA).

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi



"NV LHO0dSHI IVYIL "NIINNTON SYAILSONOVIA OHLIA NI IVMIL

¢0A 8LZ90000¢ *IN swuswn3og

LS

Tabula 14 Kopsavilkums parindela noteikSanu ar instrumentu MiSegDx

Amplikons Hromosoma

2 1
3 1
4 1
6 1
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

Pozicija

36450544
109 465165
218 353908

223906701
236 372 081

247812083

55862804

87003972
200796749

212245090

235016 388

4466 274
49851375

190106 071
56 236 567
164 446 785

74077155
155662 255

Analizeta
fragmenta
lielums

93
79
91

92
70

88

90

80
87

91

73

93
70

75
66
62

83
75

Amplikona
indela tips un
garums

25 bp dzésums
3 bp dzésums

23 bp
ievietojums

17 bp dzésums
Sbp
ievietojums

3bp
ievietojums

7 bp
ievietojums

6 bp dzésums

S5bp
ievietojums

12 bp
ievietojums

2 bp
ievietojums

23 bp dzésums

9bp
ievietojums

1bp dzésums
8 bp dzésums

Mbp
ievietojums

4 bp dzésums

8 bp
ievietojums

Indels

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G
ACTT>A
T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA

GACAGACTGTGAGGAAGA>G
C>CTTAAG

C>CATG

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T
T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT

A>ATG

TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT

AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA

TAGTA>T
G>GCCTACTGA

Kopéjais parauga
replikatu skaits ar
indelu

15

n

13

n
15

n

13

13

13

Neesosu
noteik§anas
gadijumu skaits

Kopéjais nepareizu
indelu noteikSanas

gadijumu skaits

Kopéjais
pareizu
indelu
noteik§anas
gadijumu
skaits

7
9
15

n

13

n
15

n

13

13

13

PPA

100
100
100

100
100

100

100

100
100

100

100

100
100

100
100
100

100
100
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Amplikons Hromosoma

36
37
39
41
44

46
47

48
50
52
53

55

58
59
63
64
68

70

75
76
78

N o o o o

~

0 0 NN

Pozicija

24950035
31084942
32986 905
41647442
66276142

110 939 983
128533514

149503 916
156 476 548
24811064
76 518 677

105586193

138 995 370
5987158
45084202
55892600
30177690

59837721

118 406 328
120357842
2834814

Analizeta
fragmenta
lielums

92
100
95
95
88

85
90

91
93
90
67

65

97
79
95
89
70

62

85
85
84

Amplikona
indela tips un
garums

21bp dzésums
3 bp dzésums
25 bp dzésums
23 bp dzésums

Tbp
ievietojums

4 bp dzésums

Tbp
ievietojums

4 bp dzésums
11 bp dzésums
1bp dzésums

4 bp
ievietojums

4bp
ievietojums

21bp dzésums
3 bp dzésums
16 bp dzésums
2 bp dzésums

2 bp
ievietojums

8 bp
ievietojums

8 bp dzésums
2 bp dzésums

21bp
ievietojums

Indels

CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT

CAAGT>C
T>TC

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

C>CAATT

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

T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

Kopéjais parauga
replikatu skaits ar
indelu

n
15

n
13

13

15

13
15

13

n
n

"

n
15

NeesoSu
noteik§anas
gadijumu skaits

o o oo o

o

o © oo o

Kopéjais nepareizu
indelu noteikSanas

gadijumu skaits

o o oo o

(o)

o o o o o

o o oo o

Kopé&jais
pareizu
indelu
noteik§anas
gadijumu
skaits

n
15
7
n
13

13

15

13

13

n
n

n

n
15

PPA

100
100
100
100
100

100
100

100
100
Nav

100

100

100
100
100
100
100

100

100
100
100

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi



"NV LHO0dSHI IVYIL "NIINNTON SYAILSONOVIA OHLIA NI IVMIL

¢0A 8LZ90000¢ *IN swuswn3og

€S

Amplikons Hromosoma

84

85

86
89
90

91
93
95
96
98

100

105
107
108

109

m

12

13
14

13

13

13
14
14

14
14
15
15
15

15

16
17
17

17

17

17

17
17

Pozicija

25817002

44880152

77 665 265
46 958 967
58 050081

82390602
102 808 554
63446199
77879 862
85438 311

89 864 316

85706 416
3594276
3970133

16 084 985

39589692

39589739

45438 886
61502 459

Analizeta
fragmenta
lielums

89

89

77
73
81

91
94
68
95
72

70

91
87
91

93

84

84

92
79

Amplikona
indela tips un Indels
garums

19 bp C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
ievietojums

4 bp C>CCTGT

ievietojums
20 bp dzésums ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A

22 bp dzésums TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T

4 bp C>CTGAT
ievietojums
16 bp dzésums CTTGCTCTATAAACCGT>C
5 bp dzésums CGTGGA>C
6 bp dzésums CAAAATT>C

25 bp dzésums GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

3bp C>CTTG
ievietojums
4bp G>GCTAC
ievietojums
7 bp dzésums ATTATTTC>A
1bp dzésums TG>T
18 bp A>ATCCTATTCTACTCTGAAT
ievietojums
4 bp A>AACAC
ievietojums
1bp C>CA
ievietojums
24 bp T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA
ievietojums
4 bp dzésums CAGTG>C
12 bp dzésums TTTGTATCTGCTG>T

Kopéjais parauga
replikatu skaits ar
indelu

15

"

15
13

1

1

"
13
"

13

15

13

NeesoSu
noteik§anas
gadijumu skaits

o

o o oo o

Kopéjais nepareizu
indelu noteikSanas
gadijumu skaits

o

o o oo o

Kopé&jais
pareizu
indelu
noteik§anas
gadijumu
skaits

15

n

15
13

n

n

n
13
n

15

13

PPA

100

100

100
100
100

100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100

100

100
100
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Kopé&jais
R . . « . . pareizu
Analizéta Amplikona Kopé€jais parauga Neesosu Kopéjais nepareizu indelu
Amplikons Hromosoma Pozicija fragmenta indela tips un Indels replikatu skaits ar  noteik§anas indelu noteikSanas noteik&anas PPA
lielums garums indelu gadijumu skaits gadijumu skaits _
gadijumu
skaits
120 18 38837054 75 22 bp T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 0 15 100
ievietojums
121 18 47 405 425 81 3bp T>TGAG 1 0 0 n 100
ievietojums
122 18 54815706 85 2 bp dzésums ACT>A 13 0 0 13 100
130 20 21766 863 70 15 bp dzésums TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 0 9 100
131 20 25278 464 101 5bp A>AGTGGG 13 0 0 13 100
ievietojums
132 20 50897 361 67 Mbp G>GGAATGTCAGCC 15 0 0 15 100
ievietojums
134 20 62690925 87 16 bp dzésums TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 0 9 100
135 21 30300873 66 Mbp G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9 100
ievietojums
137 21 36710749 87 21bp dzésums ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9 100
138 21 46 644 985 69 5 bp dzésums GTTGTT>G 13 0 0 13 100
140 22 25750814 100 6 bp C>CAGGGCA 13 0 0 13 100
ievietojums
142 22 37409885 97 5bp C>CTGTTT 13 0 0 13 100
ievietojums
144 22 47081407 92 10 bp dzésums GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7 100

2. pétijums

Saja pétjjuma tika izmantoti audu bankas FFPE kolorektald véZa audu paraugi un reprezentativais divu génu tests, kas tika salidzinati ar
atsauces metodi, divvirzienu Sanger sekvencésanu (Sanger). No pavisam 1183 subjektiem 441 subjektam bija derigi Sangera un

reprezentativo analizu rezultati. Izvertéti pétamas personas liment (Tabula 15), 230 no 441 pétamajam personam bija pozitivs rezultats,

izmantojot Sanger (Sanger noteikta mutacija). No tiem 227 bija pozitivi, izmantojot reprezentativas analizes. Atlikusais 211 no
441 subjekta bija negativs, izmantojot Sangeru (Sangers nenoteica mutaciju). No tiem 206 bija negativi, izmantojot reprezentativas

analizes. Ta rezultata tika panakta pozitiva procentuala atbilstiba (PPA) — 98,7 % un negativa procentuala atbilstiba (NPA) — 97,6 %
(Tabula 15).
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Tabula 15 Rezultatu pozitiva un negativa procentuala atbilstiba petamas personas limeni

_ Sangers Kopa
Reprezentativas analizes
Pozitivs Negativs
Pozitivs 227" 5 232
Negativs 32 206 209
Kopa 230 21 441
Veiktspéja Kopsavilkums
Atbilstiba Statistika Briza novertésana Preciza 95 % CI
PPA 227/230=98,7 % [96,2 %, 99,7 %]
NPA 206/211=97,6% [94,6 %, 99,2 %]

Tika novérotas 224 tiedas atbilstibas subjekta ieksienei, visu mutaciju lTmena rezultatiem. Diviem subjektiem MiSegDx noteica Sangera noteikto
mutaciju un vienu papildu mutaciju. Vienam subjektam MiSegDx un Sangers noteica dazadas mutacijas.
2\/ienam subjektam Sangers noteica divas mutacijas. Diviem subjektiem Sangers noteica vienu mutaciju.

3. pétijums

Saja pétjjuma tika vértétas DNS bibliotékas, kas sagatavotas ar FFPE eksemplariem vairdkos audu tipos. Kopa 109 FFPE paraugi no
astoniem dazadiem audiem (resnas zarnas, olnicu, aizkunga dziedzera, virsnieru, urinpls|a, aknu, vairogdziedzera un kriiSu) ar vismaz
11 FFPE paraugiem (kas parstav katru audu tipu). Virsnieru audos bija metastazes no baribas vada, plausu, resnas zarnas audzéjiem.
Paréjiem audiem bija primarie audzéji. Saja pétijuma tika izmantota reprezentativa analize, lai meklétu 26 génus, kas aptver 21577
bazes 17 dazadas hromosomas. Kopa sesi dazadi géni (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR un BRAF) tika Sangera sekvenceéti ar katru
audzéju, 1-3 Sangera sekvencéti géni, pamatojoties uz paredzamo somatisko mutaciju izplatibu Saja audzéja. Sangera sekvencésanas
rezultati identificeja 39 SNV somatiskas mutacijas 33 no 109 FFPE paraugiem. lekarta MiSeqDx identificéja 36 SNV somatiskas
mutacijas 32 no 109 FFPE paraugiem ar vienu nepatiesi negativu un diviem variantu pozicijas nenoteik§8anas gadijumiem. PPA bija

97,3 %. MiSeqgDx identificéja 78 975 atsauces bazes 109 FFPE paraugos ar 29 nepatiesi pozitiviem rezultatiem attieciba uz Sangera
sekvencésSanu un 3416 nenoteikSanas gadijumiem. NPA bija 99,9 %. Divu bazu dz&sumi bija saskanoti starp abam metodém. Tabula 16
apkopo rezultatus péc audu veidiem.
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Tabula 16 Pozitiva un negativa procentuala atbilstiba péc audu veida

P Paral.Jgu Kopé&jais .variantu Kopéjais T!? variantu  Kopé§jais FN variantu  Kopéjais TN.noteikéanu Kopéjais FP hoteikéanu Kopéjais_beznotei@anas PPA  NPA
skaits skaits skaits skaits skaits skaits gadijumu skaits
Virsnieres 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Urinpaslis 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
Kratis 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Resna zarna 1 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Aknas 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Olnicas 13 7 7 0 10 581 1 724 100 >99,99
Aizkunga 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
dziedzeris
Vairogdziedzeris n 3 3 0 7429 1 652 100 >99,9
Kopa 109 39 36 1 78 975 29 3416 97,3 >99,9
Reproducéjamiba

Tika veikti divi pétijumi, lai novertétu MiSeqDx iekartas reproducéjamibu, izmantojot DNS, kas ieguta no FFPE paraugiem. 1. pétijuma
izmantoti vairaki instrumenti. 2. pétijjums notika vairakas vietas.

1. pétijums

lekartas MiSegDx reproducéjamiba tika noteikta, izmantojot divus iekartas un divus apmacitus operatorus kopuma astonas izpildés.
Reprezentativas analizes, amplikona genoma konteksts, paraugi un atsauces metode ir tie pasi, kas ieprieks aprakstiti par 1. pétijjuma
precizitati. Rezultati paraditi katrai iekartai uz amplikona bazes (Tabula 17), lai demonstrétu noteikSanas reproducéjamibu starp
iekartam. Pareizo noteik8anas gadijumu procentualais daudzums ietvéra gan nepareizas noteikSanas, gan nenoteikSanas gadijumus
(variantu noteik$anai nav sasniegti viena vai vairaku filtru izpildes nosacijumi). Instrumenti generéja lldzigu beznoteik$anas gadijumu
skaitu atkariba no konkréta amplikona. MiSeqDx 1 tika novérots viens kllidainas noteik§anas gadijums uzticama regiona ietvaros, ka
noteikts atsauces standarta Platinum Genomes. K|udainas noteik8anas gadijums bija hepatiesi pozitiva ievietojuma varianta
noteik8ana 64. amplikona, mekléjot 10. hromosomu pozicijas no 55 892 599 lidz 55 892 687. Amplikonam bija dinukleotidu atkarto$anas
no 11.
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Tabula 17 Reproducéjamibas péetijuma starp iekartam rezultati MiSeqDx iekartai (amplikonu imen)

MiSeqDx 1 MiSegDx 2
Analizéta Bazes Amplikona
Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
. .. N i
lielums [EJIONOS saturs Pareizas noiZi?:;Zr:s Kopéjais Pareizas Nepareizas Kopéjais
noteik3anas adTumi beznoteik§anas  noteik3anas noteikdanas  beznoteikSanas
gadijumikopa 9 koné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadiumu skaits
1 1 93 93 Indels 0,22 5580 0 0 5580 0 0
2 1 79 79 PolyA (5), 0,38 4740 0 0 4740 0 0
PolyC (5),
indel
3 1 91 91 Indels 0,4 5448 0 12 5453 0 8
4 1 92 92 Indels 0,49 5518 0 2 5518 0 2
5 1 81 81 PolyG (5) 0,69 4858 0 2 4860 0 0
6 1 70 70 PolyT (10) 0,39 4200 0 0 4200 0 0
indel
7 1 88 88 PolyA (5), 0,27 5279 0 1 5279 0 1
CT(3),
TAA(3),
indel
8 2 90 90 Indels 0,28 5400 0 0 5400 0 0
9 2 80 80 Indels 0,38 4800 0 0 4800 0 0
10 2 85 81 Nav 0,65 4859 0 1 4859 0 1
1" 2 75 75 PolyA (8) 0,35 4468 0 40 4468 0 40
12 2 88 88 PolyT (5) 0,42 5280 0 0 5280 0 0
13 2 87 87 PolyT (5), 0,31 521 0 43 5214 0 40
indel
14 2 91 91 PolyT (5), 0,3 5453 0 7 5449 0 1
PolyA (6),
indel
15 2 93 93 Nav 0,43 5579 0 1 5579 0 1
16 2 73 73 PolyT (5), 0,42 4378 0 2 4379 0 1
indel

A SO Je wanuawnisul siupjlial ewnloyeda) eyuswnisul xgbasi



¢0A 8LZ90000¢ *IN swuswn3og

"NV LHO0dSHI IVYIL "NIINNTON SYAILSONOVIA OHLIA NI IVMIL

8S

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Analizéta Bazes Amplikona
Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
" ‘. N i
lielums [EJIONOS saturs Pareizas noiziir;;zss Kopé&jais Pareizas Nepareizas Kopé&jais
noteik§anas adiumi beznoteik§anas  noteikSanas noteik§anas beznoteik$anas
gadijumi kopa = koné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadijumu skaits
17 3 93 93 AT(3), 0,27 5396 0 184 5396 0 184
indels
18 3 83 83 Nav 0,43 4980 0 0 4980 0 0
19 3 70 70 CT(3), 0,49 4193 0 7 4194 0 6
indels
20 3 88 88 PolyA (5), 0,41 5220 0 120 5220 0 120
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)
21 3 75 74 Indels 0,57 4432 0 8 4432 0 8
22 4 78 78 PolyA (6) 0,26 4676 0 4 4676 0 4
23 4 97 97 PolyG (6), 0,42 5820 0 0 5820 0 0
PolyT (5),
PolyA (5)
24 4 78 78 Nav 0,29 4679 0 1 4677 0 3
25 4 66 62 PolyA (5), 0,36 3720 0 0 3720 0 0
indel
26 4 71 69 PolyA (5) 0,46 4140 0 0 4140 0 0
27 4 62 62 PolyA (7), 0,27 3676 0 45 3671 0 51
indel
28 5 78 75 Nav 0,78 3368 0 1132 3485 0 1015
29 5 84 84 GT(3), 0,62 5040 0 0 5040 0 0
CCA(3)
30 5 64 64 Nav 0,39 3840 0 0 3840 0 0
31 5 83 83 PolyA (6), 0,3 4979 0 1 4980 0 0
indel
32 5 67 67 PolyT (5) 0,37 4020 0 0 4020 0 0
33 5 91 91 CT(4), AG 0,55 5460 0 0 5460 0 0
(3)
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Analizeta Bazes Amplikona
Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
" .. N i
lielums [EJIONOS saturs Pareizas noiziir;;zss Kopé&jais Pareizas Nepareizas Kopé&jais
noteik§anas adiumi beznoteik§anas  noteikSanas noteik§anas beznoteik$anas
gadijumi kopa = koné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadijumu skaits
34 5 75 75 Indels 0,43 4498 0 6 4500 0 1
35 6 102 102 PolyG (6) 0,68 6120 0 0 6120 0 0
36 6 92 92 Indels 0,63 5520 0 0 5520 0 0
37 6 100 94 GCT(5), 0,61 5532 0 108 5532 0 108
indels
38 6 98 98 Poly T (5), 0,55 5820 0 60 5820 0 60
TCT(3),
CTT(3)
39 6 95 95 Indels 0,53 5697 0 3 5698 0 2
40 6 86 86 PolyC (6) 0,7 5159 0 1 5160 0 0
41 6 95 94 PolyG (5), 0,61 5638 0 2 5638 0 2
indel
42 6 91 91 PolyA (5) 0,44 5460 0 0 5460 0 0
43 7 73 73 Nav 0,44 4380 0 0 4380 0 0
44 7 88 88 Indels 0,35 5279 0 1 5276 0 4
45 7 87 87 PolyA (7), 0,26 5184 0 36 5181 0 39
AG(4)
46 7 85 85 Indels 0,38 5100 0 0 5100 0 0
a7 7 90 90 PolyG (5), 0,62 5398 0 2 5399 0 1
indel
48 7 91 91 PolyG (6), 0,71 5460 0 0 5459 0 1
PolyC (6),
indel
49 7 81 66 Nav 0,31 3960 0 0 3960 0 0
50 7 93 93 Indels 0,35 5580 0 0 5579 0 1
51 8 83 83 Nav 0,42 4980 0 0 4980 0 0
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Amplikons

52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64

65
66
67
68
69
70
71

Hromosoma

© © | ©|© © o

Analizeta
fragmenta
lielums

90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89

80
81

97
70
100
62
102

Bazes
parliecinoSos
regionos

89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88

80
81
96
70
100
62
102

MiSeqDx 1
Amplikona
genoma  GC saturs
saturs Pareizas Nep?rfelzas
e noteikSanas
noteik§anas ST
diumi kop3
gadijumi kopa o
PolyG (7), 0,61 5219 0
CTC(4),
indel
Indels 0,3 4020 0
PolyG (6) 0,67 5879 0
Indels 0,32 3894 0
Nav 0,49 5760 0
AT(3) 0,37 4973 0
PolyC (6), 0,68 5817 0
indel
PolyG (5), 0,47 4679 0
indel
GC(3) 0,87 450 0
PolyT (5) 0,3 4740 0
PolyA (5), 0,2 5400 0
PolyT (5)
Indels 0,35 5699 0
AC(11), 0,42 5157 0
indels
Nav 0,49 4800 0
Nav 0,51 4860 0
Nav 0,45 5760 0
Indels 0,46 4199 0
Nav 0,65 5999 0
Indels 0,37 3720 0
Nav 0,59 6120 0

Kopé&jais
beznoteik$anas

gadijumu skaits gadijumi kopa

121

W N o o

5010

276

N O O ©o

Pareizas
noteik§anas

5220

4020
5880
3895
5760
4978
5818

4680

632
4740
5400

5699
5153

4800
4860
5760
4200
5998
3720
6118

MiSeqDx 2

Nepareizas
noteik§anas

gadijumikopa

0

o o/  o|lo o o

N

OO o/l o o o o o

Kopé&jais
beznoteik$anas

gadijumu skaits

120

NN O o1 O O

4828

273

o o o

N O N
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Analizeta Bazes Amplikona
Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
" .. N i
lielums [EJIONOS saturs Pareizas noiziir;;zss Kopé&jais Pareizas Nepareizas Kopé&jais
noteik§anas adiumi beznoteik§anas  noteikSanas noteik§anas beznoteik$anas
gadijumi kopa = koné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadijumu skaits
72 1 73 73 PolyA (5) 0,4 4380 0 0 4380 0 0
73 1 85 85 Nav 0,42 5100 0 0 5100 0 0
74 1 91 91 PolyG (6) 0,55 5437 0 23 5441 0 19
75 1 85 85 Indels 0,53 5100 0 0 5100 0 0
76 1 85 85 PolyA (5), 0,34 5100 0 0 5100 0 0
CA(3),
indels
77 1 85 85 GA(3) 0,52 5100 0 0 5100 0 0
78 12 84 84 PolyC (5), 0,52 5040 0 60 5038 0 63
indel
79 12 93 93 PolyA (7), 0,33 5577 0 3 5573 0 7
AC(4)
80 12 81 81 Nav 0,49 4860 0 0 4860 0 0
81 12 71 71 PolyA (6) 0,35 4260 0 0 4260 0 0
82 2 95 95 PolyG (5) 0,68 5605 0 95 5605 0 95
83 13 73 73 Nav 0,52 4380 0 0 4379 0 1
84 13 89 88 PolyA (5), 0,22 5220 0 60 5220 0 60
PolyT (7),
PolyA (7),
indel
85 13 89 89 Indels 0,49 5340 0 0 5340 0 0
86 13 77 77 Indels 0,39 4620 0 0 4620 0 0
87 14 67 67 GA(3), TA 0,39 4020 0 0 4020 0 0
(3)
88 14 83 83 Nav 0,25 4980 0 0 4980 0 0
89 14 73 72 PolyT (5), 0,19 4173 0 147 4173 0 147
indel
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Amplikons

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109
110

Hromosoma

17
17

17
17
17

Analizeta
fragmenta
lielums

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93
91

Bazes
parliecinoSos
regionos

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93
89

Amplikona
genoma
saturs

Indels
Indels
PolyA (5)
Indels
PolyC (5)
Indels

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indels
Nav
Indels
Nav
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indels
Indels

PolyT (5)

GC saturs

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

0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

0,46
0,26
0,54

Pareizas
noteik§anas
gadijumi kopa
4860
5459
3900
5637
5760
4079
5475

5699
4260
5460
4200
3780
5700
5220
6238
5443

5251
5212

5459
5580
5340

MiSeqDx 1

Nepareizas
noteik§anas
gadijumi
kopa

O o/l o o o o o

O o o/lo o o o o o

o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

105

w o/ o o o o o

89

Pareizas
noteik§anas
gadijumi kopa
4860
5460
3900
5637
5760
4078
5487

5700
4260
5460
4200
780
5700
5220
6238
5444

5339
5212

5459
5580
5340

MiSeqDx 2

Nepareizas
noteik§anas
gadijumikopa

O o/ o o o o o

O o o/lo o o o o o

o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

w o o o o o o o

-
o
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Amplikons

m

112
13

14
115
116
7z
118
19

120

121

122

123
124
125
126
127
128

Hromosoma

17

17
17

Analizeta
fragmenta
lielums

84

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85

65
99
74
70
94
82

Bazes
parliecinoSos
regionos

82

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85

65
99
74
70
94
82

Amplikona
genoma
saturs

PolyA
(13),
indels (x2)

PolyA (5)

PolyA (7),

AT(3), AT

(4), AT(4),
indel

Indels
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Nav

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
indel

CTC(3),
indels

CT(3),
indels

Nav
Nav
Nav
Nav
Nav

AC(3)

GC saturs

0,29

0,34
0,26

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

0,37

0,47

0,45

0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59

Pareizas
noteik§anas
gadijumi kopa

4860

5459
5460

4699
5153
5039
4020
5460
4132

4475

4860

5098

3900
5926
4440
4199
5640
4920

MiSeqDx 1

Nepareizas
noteik§anas
gadijumi

kopa

o o o o o o

o o oo o o

Kopé&jais
beznoteik$anas

gadijumu skaits gadijumi kopa

308

60

41

Pareizas
noteik§anas

4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020
5460
4131

4480

4860

5098

3900
5924
4438
4200
5638
4920

MiSeqDx 2

Nepareizas
noteik§anas
gadijumikopa

0

o o/ o o o o

o o oo o o

Kopé&jais
beznoteik$anas
gadijumu skaits

07

60

40

ol w o N
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MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Analizéta Bazes Amplikona
Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
" .. N i
lielums [EJIONOS saturs Pareizas noiziir;;zss Kopé&jais Pareizas Nepareizas Kopé&jais
noteik§anas adiumi beznoteik§anas  noteikSanas noteik§anas beznoteik$anas
gadijumi kopa = koné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadijumu skaits
129 20 76 76 CT(3) 0,58 4559 0 1 4558 0 2
130 20 70 70 GT(3), TG 0,46 4200 0 0 4200 0 0
(4), indels
131 20 101 101 Indels 0,63 6060 0 0 6060 0 0
132 20 67 67 Indels 0,36 4020 0 31 4020 0 25
133 20 91 88 PolyG (6) 0,73 5277 0 3 5274 0 6
134 20 87 87 Indels 0,57 5218 0 2 5218 0 2
135 21 66 66 Indels 0,35 3959 0 1 3957 0 3
136 21 98 98 PolyT (6), 0,54 5880 0 0 5880 0 0
CA(3)
137 21 87 87 GT(3), 0,39 5220 0 0 5220 0 0
indels
138 21 69 69 PolyA (6), 0,32 4119 0 31 4113 0 37
AG(3),
indel
139 21 90 90 PolyT (5), 0,5 5399 0 1 5399 0 1
PolyA (6)
140 22 100 100 Indels 0,63 5998 0 7 5997 0 5
141 22 97 97 Nav 0,68 5819 0 1 5819 0 1
142 22 97 97 Indels 0,46 5818 0 2 5816 0 4
143 22 99 99 Nav 0,6 5940 0 0 5940 0 0
144 22 92 92 Indels 0,66 5519 0 1 5519 0 1
145 X 69 69 PolyT (5) 0,26 4139 0 1 4140 0 0
146 X 69 69 PolyC (5) 0,62 4136 0 4 4137 0 3
147 X 71 71 Nav 0,52 4260 0 0 4260 0 0
148 Y 65 0 Nav 0,55 0 0 0 0 0 0
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3 MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
o Analizéta Bazes Amplikona
7] Amplikons Hromosoma fragmenta parliecinoSos genoma  GC saturs
i 4i Nepareizas
,—Zf lielums [EJIONOS saturs Pareizas notZikéanas Kopé&jais Pareizas Nepareizas Kopé&jais
B noteik§anas adiumi beznoteik§anas  noteikSanas noteik§anas beznoteik$anas
8 gadijumi kopa gkoné gadijumu skaits gadijumikopa gadijumikopa gadijumu skaits
o
o))
N 149 Y 91 0 Nav 0,48 0 0 0 0 0 0
(o]
é 150 Y 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0
N

Reproducéjamibas pétjjuma rezultati tika analizéti par katru operatoru, izmantojot variantu biezumu (Tabula 18). Sis analizes paradia,
ka atskirigs biezums starp operatoriem bija pastavigs. Tiek paradits vidéjais atskiribu biezums +/- 1 standartnovirze.

Tabula 18 MiSeqgDx instrumenta rezultati starp operatoriem

Atskirngs Unikalo 1. operatora 2. operatora . ..
.. . L . . ) 1. operatora videéjais (SD) 2. operatora vidéejais (SD)
biezuma variantu analizeto variantu  analizeto variantu . o . e i s
. . . . zinotais atskirigais biezums  zinotais atskirigais biezums
diapazons skaits skaits skaits
Augsts 1M12 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
biezums (~
100 %)
Vidéjs 3240 3151 3161 0,49 +/-0,04 0,49 +/- 0,04
biezums (~
50 %)
Mazs biezums 620 618 612 0,05 +/- 0,01 0,05 +/- 0,01
(3-7 %)

Katra parauga reproducéjamibas pétijumu rezultati ir paraditi, apvienojot tos no visam astonam izpildem (Tabula 19). Atklasana tiek
vértéta atseviski katram variantu tipam — SNV, ievietojumi un dzésumi atseviski. Atsauces pozicijas nav ieklautas. STanalize paradia,
ka variantu rezultati bija reproducéjami paraugos.

S9
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Tabula 19 MiSegDx iekartas bazu noteikSanas rezultatu atbilstiba katra parauga

Paraugs

GM1287
7

GM1287
8

GM1287
9

GM1288
5

GM1288
6

GM1287
7-D1

GM1287
7-D22

SNV
Kopé€jai

s skaits

592

1456

912

1200

1104

3640

400

Kopé€jai
sTP
skaits
574
1432
896
1192
1104

3582

398

Kopéjai
sFP
skaits

2

Warianti ar frekvenci, kas lielaka par 20 %.
2Variants ar frekvenci, kas mazaka par 20 %.

Kopéjai
sFN
skaits

0

Insercijas
Kopégjai

s skaits

336

320

336

400

368

800

520

Kopéjai
sTP
skaits

336

304

320

384

352

760

516

Kopé€jai
sFP
skaits

0

Kopé€jai
sFN
skaits

0

Delécijas

Kopé€jai

s skaits

228

384

288

352

368

960

560

Kopé€jai
sTP
skaits
272
352
272
320
352

880

556

Kopé€jai
sFP
skaits

0

Kopé€jai
sFN
skaits

0

Saja reproducéjamibas pétjuma sniegto 8 izméginajumu dati apstiprina apgalvojumu, ka MiSegDx instruments var konsekventi

sekvenceét:

GC saturs = 19 % (visas noteiktas bazes 120 no 120 sekvencétiem amplikoniem ar 19 % GC saturu, ar pareizu noteikSanas gadijumu
un bez noteik§anas gadijumu biezumu 3,4 %)

GC saturs = 73 % (visas noteiktas bazes 120 no 120 sekvencetiem amplikoniem ar 73 % GC saturu, ar pareizu noteikSanas gadijumu
un bez noteik8anas gadijumu biezumu 0,1 %)

PolyA garums = 8 (8 nukleotidu PolyA atkartojums tika pareizi noteikts 120 no 120 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyA = 8)
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* PolyT garums = 10 (10 nukleotidu PolyT atkartojums tika pareizi noteikts 120 no 120 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyT =
10)

* PolyG garums = 6 (6 nukleotidu PolyG atkartojums tika pareizi noteikts 720 no 720 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyG = 6)

* PolyC garums = 6 (PolyC atkartojums no 6 nukleotidiem tika pareizi noteikts 359 no 360 sekvencétiem amplikoniem, kas satur PolyC
= 6, un 1bez noteikSanas)

* Dinukleotidu atkartoSanas garums ir = 4x (visas noteiktas bazes 600 no 600 sekvencétiem amplikoniem ar 4x dinukleotidu
atkartojumiem tika noteiktas pareizi ar beznoteikSanas biezumu 0,4 %)

* Trinukleotidu atkartoSanas garums ir = 5x (visas noteiktas bazes 120 no 120 sekvencétiem amplikoniem ar 5x trinukleotidu
atkartojumu pareizi noteiktas ar 1,9 % beznoteikSanas biezumu)

* 24 vaimazak bazesievietojumu un 25 vai mazak bazes dzésumu
— 24 bazes ievietojumi tika pareizi noteikti 120 no 120 paraugiem

— 25bazes dzesumus pareizi noteica 182 paraugos un zinoja par neesosiem noteikSanas gadijumiem 2 paraugos no 184
paraugiem

2. péetijums

Tika veikts aréjs pétijums, lai novertétu reprezentativas divu génu analizes reproducéjamibu, kas aprakstits 2. precizitates petijuma, tris
aréjas testésanas vietas (divi operatori katra vieta), viena reagentu partija un tris secigas testésanas dienas. Parbaude tika veikta ar
seSiem labi raksturotiem genomu DNS paraugu paneliem no FFPE kliniskajiem eksemplariem vai Sunu inijam. Katrs panelis sastav no
10 elementiem, 60 elementu visos panelos kopa.

60 panela elementi sastav no ¢etriem unikalu savvalas tipa (paredzéti panela mutacijam) eksemplaru dublikatiem, 12 unikaliem
mutaciju eksemplariem (ar vienu mutaciju), kas sagatavoti gan augsta, gan zema mutaciju biezuma limen, un divi unikali mutaciju
eksemplari (ar vienu mutaciju), kas sagatavoti tikai zema mutaciju biezuma limeni. Katram unikalajam eksemplara / parauga biezuma
fmena paraugam (testéts divos eksemplaros katra piegajiena) bija 36 iespejamie rezultati (2 replikati x 2 operatori x 3 dienas x 3
vietas), ja visi rezultati bija derigi.

Paredzama procentuala noteikSana (PEC) visos pozitivajos un negativajos variantos tika izvertéta, salidzinot katra parauga
reprezentativas analizes rezultatu ar sagaidamo mutacijas rezultatu (konstatéta vai nav konstatéta paredzeta mutacija). PEC tiek
aprékinata ka 100 % reizinats ar paredzamo noteik$anas reizu skaitu un dalits ar noteik§anas méginajumu skaitu. Divpusé&jo 95 %
ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.
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Kombinegjot vietas, paraugu atbilstibas koeficients bija = 94,7 % pirmaja parauga testéSanas piegajiena vai, testéjot paraugos
piegajienos, kas bija derigi pirmaja caurlaides reizé. Mutacijas lmenis PEC visos mutaciju paraugos bija 99,6 % (905/909) (95 % ClI; 98,9,
99,8). Noteiksanas méginajumu skaits visas 56 panela mutacijas (neatkarigi no ta, vai konstatéta mutacija bija paredzama vai né)
visiem derigajiem paraugiem bija 58 856 (56 x 1051). No Siem 58 856 mutaciju imena novérojumiem tikai seSos gadijumos novérotie un
sagaidamie rezultati bija nesaskanigi. Mutacijas imena PEC visos pozitivajos un negativajos variantos no visiem mutaciju un savvalas
tipa panela dalibniekiem kopa bija 99,99 % (58 850/58 856).

Analitiska jutiba (tuksa robeza (LoB) un noteikSanas robeza (LoD))

Sis pétijums parbaudija parbaudes robezvértibu un ar reprezentativu paneli noteica MiSeqDx noteik§anas robezu (LoD). Isuma — labi
raksturotas platina genoma $iinu linijas GM12878 un GM12877 tika formalina fiksétas un iestradatas parafina, un péc tam DNS tika
ekstrahéts. Stinu linija GM12878 tika at$kaidita ar GM12877 3, lai septindesmit variantu (52 SNV, devinu ievietojumu un devinu
dzesumu) variantu frekvences butu tuvu 0,05. Divus DNS paraugus parbaudija divi operatori, izmantojot divus instrumentus un divas
reagentu partijas, kopuma 10 MiSeqDx sekvencés$anas izpildés. Rezultata tika iegti 40 replikati katram variantam GM12878 un 60
replikati katrai atbilsto$ajai savvalas tipa koordinatai GM12877 katra reagentu partija. LoB un LoD tika aprékinati, izmantojot klasisko
pieeju, kas noradita CLSI EP17-A2, izmantojot neparametrisko iespé&ju. LoB un LoD tika aprekinati SNV, insercijam un delécijam
atseviski, apvienojot variantu frekvences dotajam varianta tipam. | tipa klida tika definéta ka 0,01, bet Il tipa klida tika definéta ka 0,05.

LoB gadijuma apvienoto variantu frekvences tika sakartotas no zemakas lidz augstakajai, un tika aprékinata 99. pozicija katrai reagenta
partijai katram variantu tipam Tabula 20. MiSeqDx programmatura izmanto robeZvértibu (efektivo LoB) 0,026 varianta frekvencg, lai
noteiktu variantu kvalitativu noteikSanu. Aprékinatas tuksas robezas apliecinaja, ka Sirobezvértiba rada | tipa kludu ne vairak ka 0,01.

Tabula 20 Tuksa robeza

Varianta tips Kopé€jais variantu frekvencu skaits LoB reagenta 1. partija (%) LoB reagenta 2. partija (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Insercija 540 0,79 0,60
Delécija 540 0,96 0,84

Attieciba uz noteikS§anas limeni tika aprékinats katras reagenta partijas individualas mutacijas biezums procentos katram variantu
tipam, kas ir zemaks par robezvértibu 0,026 (Tabula 21). Ta ka procenti bija mazaki par Il tipa kludu 5 % (0,05), kombinéto variantu
frekvencu vidéjo vertibu aprékinaja ka noteikSanas imeni (Tabula 21). Katra varianta veida noteikS8anas limenis tika pienemts ka
lielakais no abam vértibam, kas aprékinatas abam reagentu partijam — 5,45 % SNV, 4,88 % ievietojumiem un 5,44 % delécijam.
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Tabula 21 NoteikSanas robeza

Reagentu Varianta Kopé€jais variantu VF meénjumu skaits  VF mérijumu procentuala NoteikSanas

partija tips frekvencdu skaits <26% dala<2,6 % robeza (%)

1 SNV 2080 4 0,20 5,45
Insercija 360 0 0,00 4,86
Delécija 360 2 0,60 5,44

2 SNV 2080 26 1,30 5,44
Insercija 360 0 0,00 4,88
Delécija 360 0 0,00 5,24

Talakie petijumi parada MiSeqDx veiktspéjas raksturlielumus, izmantojot citu reprezentativu testu, kura meérkis ir 56 mutacijas divos
kliniski nozimigos véza genos (mutaciju panelis). Mutaciju panelis ir paredzets, laipasi noteiktu 56 mutacijas divos kiiniski nozimigos
véZa génos (1. géns un 2. géns). Parbaude vienlaikus nosaka katras no 56 mutacijam esamibu vai neesamibu katra sekvenceétaja
parauga. Atsauces metode Siem pétijumiem bija divvirzienu Sangera sekvencésana.

Precizitate no partijas lidz partijai

Tika veikts partijas lldz partijai precizitates pétjjums, lai novertetu MiSegDx instrumenta veiktspéju raZoto reagentu komplektu partijas
(kas sastav no paraugu kvalifikacijas, bibliotékas sagatavosanas un reagentu secibas noteik$anas), izmantojot divu génu
reprezentativo analizi, izmantojot piecu sajauktu FFPE eksemplaru savienoSanas panela paraugu kvalifikacijas prasibas. Katra FFPE
eksemplara bija divas unikalas mutacijas: viena ar zemaku (aptuveni 8 %) mutaciju biezuma limeni, un otra ar augstu (aptuveni 14 %)
mutaciju biezuma limeni. Katram no piecu eksemplaru maisijumiem divpadsmit (12) novérojumi tika savakti tris dienu laika péc kartas ar
tris reagentu komplekta partijam. Kopgjais pétijuma novérojumu skaits visas reagentu partijas bija 180 novérojumi visos eksemplaru
maisijumos un 360 noveérojumi visos mutaciju biezuma imenos. Visas partijas un dienas 99,7 % (359/360) noverojumu tika paradits
gaidamais mutacijas rezultats. Vienu zemas frekvences mutaciju nepareizi nosauca par savvalas tipu. Katrai mutacijai / mutacijas
biezuma limenim tika veikta dispersijas komponenta analize, lai novértétu sistémas mainigumu. Kopé&ja standartnovirze bija no 0,011
idz 0,029. Reagentu partijas sastavdala no kopéjas standartnovirzes svarstijas no 0 lidz 0,015.
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Parskatijumu vesture

Dokuments Nr. Datums Izmainu apraksts

Dokuments nr. 2023. gada Atjauninatas atsauces uz Local Run Manager 4. versijai.

200006218 v02 oktobris Atjauninats markéjums, lai pievienotu Australijas sponsora
informaciju.

Novérstas lietoSanas pamacibas neatbilstibas MiSeqDx
iekartas verifikacijas pétjjuma zinojumam.

Dokuments nr. 2022.gada | Pievienota MiSegDx Reagent Kit v3 Micro lietoSanas
200006218 v0O1 maijs pamaciba CN par nodrosinato aprikojumu un materialiem,
kas nav nepiecieSami.
Veiktspé€jas raksturlielumiem pievienota testéSanas
informacija par MiSegDx reagentu komplektu v3 Micro.
Bridinajumu un piesardzibas pasakumu sadala ir nonemta
ASV specifiska piesardzibas piezime.

Dokuments nr. 2021. gada Sakotnéjais laidiens, lai atbalstitu MOS v4.0 un Local Run
200006218 vOO novembris Manager v3.0.

Patenti un precu zimes

Tpagumtiesibas uz $o dokumentu un t3 saturu pieder uznémumam lllumina, Inc. un ta saistitajiem uznémumiem (,/llumina”), un
klients to drikst izmantot tikai llguma noteiktaja veida saistiba ar Saja dokumenta raksturota produkta(-u) lietoSanu, un ne
citiem nolkiem. So dokumentu un ta saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem noliikiem un/vai citadi publiskot,
atklat vai reproducét jebkada veida bez iepriek$éjas rakstiskas lllumina piekriSanas. Ar §o dokumentu Illumina nenodod
nekadas licences, ko paredz ta patents, preCu zimes, autortiesibas vai anglosaksu tiesibas, nedz ari lidzigas jebkuras tresas
personas tiesibas.

Saja dokumenta sniegtie noradijumi ir stingri un precizi jaievéro kvalific&tiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai
nodroSinatu Seit raksturota(-o) produkta(-u) pareizu un drosu lietoSanu. Pirms §a produkta(-u) lieto$anas ir pilniba jaizlasa un
jaizprot viss $a dokumenta saturs.

PILNIBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS SAJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES
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(TOSTARP TA DALU VAl PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.
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Visas precu zimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo 1pasnieku Ipasums. Deatlizétu precu zimju informaciju skatiet vietné
www.illumina.com/company/legal.html.
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Produktu markésana

Pilnigu atsauci uz simboliem, kas paradas uz produkta iepakojuma un markéjuma, savam komplektam
skatiet simbolu atslega vietnes support.illumina.com cilné Dokumentacija.
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