Thiét bi MiSeq™ Dx illumina

T3 hudng dan st dung danh cho thiét bi chay MOS v4

DUNG CHO CHAN BOAN TRONG ONG NGHIEM. CHi DUNG CHO MUC BICH XUAT KHAU.

Muc dich su dung

Thiét bi MiSeqDx dudc thiét k& dé giai trinh tu ¢ nham muc tiéu déi vai thu vién ADN ti ADN hé gen ngudi tach chiét tu
mau toan phan ngoai vi hoac mé ¢6 dinh bang formalin, nhing parafin (FFPE) - khi st dung két hdp véi cac xét nghiém
chan doan trong 6ng nghiém (IVD) thuc hién trén thiét bi. Thiét bi MiSeqDx khéng dung dé giai trinh tu toan b6 hé gen
hay giai trinh tu de novo (b6 gen mdi). Phai st dung thiét bi MiSegDx vdi phdn mém phan tich va thubc thd IVD da dang
ky va c6 trong danh muc, da théng qua hoac dugc phé duyét.

Nguyén tac cua quy trinh

lllumina MiSegDx dudc thiét k& dé tai giai trinh tu c6 nham muc tiéu déi véi ADN ngudi, st dunglllumina vét tu tiéu hao
dung cho giai trinh tu cda lllumina va thu vién chuén bi ti ADN hé gen ngudi dugc tach chiét ti mau toan phan ngoai vi
hodc moé FFPE, va bang thudc thd IVD da dang ky va cé trong danh muc, da thdong qua hodc dudc phé duyét. Thu vién
dudc chudn bi bang cach khuéch dai cac muc tiéu va thém cac chi thi mau va trinh td thu thap. Thu vién mau dudc thu
thap trén té bao dong chay va giai trinh tu trén thiét bi nhG cong nghé héa hoc giai trinh tu theo nguyén ly tdng hdp
(SBS). Cong nghé hoa hoc SBS sl dung phuong phap vung két thuc thuan nghich dé phat hién cac base nucleotide
don lé khi cac base nay dudc két hdp vao cac sgi ADN dang phat trién. Phan mém Real-Time Analysis (RTA) thuc hién
phan tich hinh anh va phat hién base, déng thai chi dinh diém chét lugng cho tting base cho méi chu ky giai trinh ty. Khi
qua trinh phan tich chinh két thuc, qua trinh phan tich phu trén thiét bi MiSeqDx sé xti ly cac phat hién base.

Qua trinh xU ly thudng bao gom viéc tach doan, tao tép FASTQ, so khdp, phat hién bién thé va tao tép dinh dang phat
hién bién thé (VCF) chia thdng tin vé cac bién thé phat hién dudc § cac vi tri cu thé trong hé gen tham chiéu. MiSegDx
st dung cac mo-dun phan tich phu khac nhau tuy theo quy trinh céng viéc.

Cau hinh khdi dong kép

Cau hinh khéi dong kép bao gom phan cting, phan mém va quy trinh cai dat dé thiét bi MiSegDx co thé chay ca xét
nghiém giai trinh td chan doan trong 6ng nghiém (IVD) va chi danh cho muc dich nghién ctiu (RUO). C&u hinh khdi dong
kép cho phép ngudi dung chuyén déi gitia ché dd chan doan va ché do nghién cliu cua thiét bi. Cong nghé nhan dang

qua tan s6 vb tuyén (RFID) trén vat tu tiéu hao dung cho giai trinh tu sé ngan viéc thudc thu giai trinh ti RUO dudc su
dung trong cac lan chay giai trinh tu chan doan.

Gidi han cua quy trinh
* Dung cho chan doan trong éng nghiém.
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* Ké&t qua dudc trinh bay trong théng tin trén nhan Ia két qua thu dudc vdéi cac bang xét nghiém dai dién st dung dong
t€ bao hoac mau toan phan ngoai vi cho hiéu suat dong méam va mé FFPE hoac dong té bao FFPE cho hiéu suat
sinh dudng, véi thudc thi va mo-dun phan mém theo mo ta. Cac M6 dun Bién thé Germline va Bién thé Soma dudc
phat trién nham muc dich danh gia hiéu suat vai cac xét nghiém dai dién. Cac dac diém hiéu suét chi nham muc
dich cung cép thong tin. Xét nghiém kiém nhan dudc trinh bay chi nhdm muc dich chting minh cac kha nang chung
cua thiét bi va khong xac minh kha nang hoac tinh phu hgp cua thiét bi doi véi bat ky yéu cau cu thé nao. Tt ca cac
xét nghiém chan doan dudc phat trién dé sui dung trén thiét bi nay yéu cau ki€ém nhan day du cho tat ca cac khia
canh vé hiéu suét.

*  San pham nay chicung cap:

- BPauragiditrinh tu > 5 Gb & do dai doan doc 2 x 150 bp

- 86 doan doc di qua bd loc = 15 triéu 6 d6 dai doan doc 2 x 150 bp

- Cacbase cao hon Q30 = 80% & d6 dai doan doc 2 x 150 bp
TUu 80% base trd Ién co diém chét lugng theo thang do Phred I6n hon 30, cho biét dd chinh xac khi phat hién
base cao han 99,9%.

*  Thiét bi MiSeqDx chi dudc ki€m nhan vé kha nang giai trinh tu thu vién ADN & ngugi tach chiét ti mau toan phan
ngoai vi hoac mé FFPE. Khong nén dung thu vién tao ti cac loai mau xét nghiém khac vdi thiét bi nay dé phuc vu
chan doan trong 6ng nghiém. Hiéu suét cla thiét bi nay trong kha nang giai trinh tu axit nucleic cta vi-rat hoac vi
khu&n ti cac mau xét nghiém Iam sang chua dudc xac minh.

*  MiSeqDx dudc thiét ké dé st dung cho chén doan trong 6ng nghiém véi cac xét nghiém hoac thudc thii IVD da dang
ky va cé trong danh muc, da dudc thong qua hoadc phé duyét. Cac gidi han cua thudc thi va cac dac diém hiéu suét
dudc mé ta trong t6 hudng dan nay dudc dua trén cac xét nghiém dai dién va mé-dun phan mém. Déi véi xét
nghiém IVD, hay tham khao t& hudng dan cho tling xét nghiém cu thé dé biét muc dich st dung, cac bién thé dugc
phat hién va loai mau.

* Thanh phan indel (vung x6a, chén va két hdp) c6 d6 dai I6n hon 25 bp khéng dudc phan mém xét nghiém so khdp.
Do do, phan mém xét nghiém khéng phat hién dudc cac indel c6 dd dai I6n han 25 bp.

*  Theo két qua ki€ém nhan, hé thdng c6 kha nang phat hién cac bién thé nucleotide dan (SNV), viing x6a cd kich thudc
tGi da 25 bp va vung chén cé kich thudc t6i da 24 bp khi dudc st dung két hdp véi phan mém mo-dun Bién thé dong
mam va Bién thé sinh dudng. D6i véi phat hién sinh dudng, 6 tan sé bién thé 0,05, vliing x6a 25 bp va ving chén 18
bp da dudc phat hién.

*  Poan doc amplicon c6 thanh phan bién thé cuc han c6 thé khdng dudc phan mém xét nghiém so khép, dan dén viéc
vliing dé dudc bao céo la thé dai. Cac thanh phan cuc han nay bao gom:

- BPoan doc chia nhiéu hon ba indel.

- Doan doc c6 do dai t6i thi€u 30 bp véi ham lugng SNV 16n hon 4% tdng do dai muc tiéu amplicon (khéng bao
gbm cac vung tham do).

- Doan doc c6 doé dai dudi 30 bp véi ham lugng SNV I16n hon 10% téng do dai amplicon (bao gém cac ving tham
do).

* Bién thé I6n, bao gbm céac bién thé da nucleotide (MNV) va cac indel I6n, co thé dudc bao cao la cac bién thé nho
han riéng biét trong tép VCF dau ra.
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* Cac bién thé x6a cd thé bi loc hodc bo sot khi md réng hai amplicon dang 6 néu dé dai viing xo6a I18n han hoac bang
vung chdng lan gilia cac amplicon dang 6.

* Hé théng khong thé phat hién indel néu cac bién thé nay xay ra ngay lién ké moi va khong cé amplicon chdng I&n.
Dai véi cac vung cé amplicon chéng l1an, xét nghiém khong thé phat hién viing xéa khi viing chdng 1&n nhé han kich
thudc vung x6a can phat hién. Vi du: néu vung chéng Ian gitia hai amplicon lién ké 1a hai (2) base, xét nghiém khdng
thé phat hién vliing x6a nao bao gém ca hai base do. Co thé phat hién mot viing xéa base duy nhét tai mot trong hai
base dé.

* Nhu vdi bat ky quy trinh cdng viéc chuan bi thu vién dua trén qua trinh tao thé lai nao, cac da hinh cd ban, dot bién,
vling chén hodc vung xo6a trong cac vling gan két oligonucleotide c6 thé anh hudng dén céac alen dudc tham do. Do
do, két qua phat hién trong khi giai trinh ty cling bi anh hudng. Vi du:

- M@t bién thé cung pha v4i mét bién thé trong viing mdi cé thé khéng dudc khuéch dai, dan dén trudng hdp am
tinh gia.

- Cac bién thé trong viing mdi co thé ngan can su khuéch dai cua alen tham chiéu, dan dén phat hién bién thé
déng hgp tid khdng chinh xac.

- Céc bién thé indel trong viing mdi co thé dan dén phat hién dudng tinh gia & cudi doan doc lién ké véi moi.

* Cothéloc cacindel do sai léch sgi néu chuing xay ra gan cudi doan doc va bi cdt mém trong qua trinh cén chinh.

®* Cac MNV nho chua dudc xac thuc.

* Bién thé sé ludng ban sao hoac bién thé c4u tric, chdng han nhu hdp nhat hoac chuyén vi, chua dudc xac thuc.

* Cac gidi han danh riéng cho dong mam:

- Hé thdng MiSegDx st dung M6-dun bién thé dong mam dudc thiét ké dé cung cép két qua dinh tinh cho phat
hién bién thé dong mam (ttic la: dong hdp tu, di hgp tU, thé dai).

- Khi dugc st dung véi Mé-dun bién thé dong mam, pham vi ti thiéu trén mbi amplicon can thiét dé phat hién
bién thé chinh xac la 150x. S6 lugng mau va téng s6 base nhdm muc tiéu sé anh hudng dén pham vi. Ham
lugng GC va ham lugng hé gen khac co thé anh hudng dén pham vi.

- Sudthay déi s6 lugng ban sao co thé anh hudng dén viéc xac dinh mét bién thé la déng hgp ti hay di hdp tu.

- Céc bién thé trong trudng hdp lap lai nhat dinh dudc loc ra khéi cac tép VCF. B6 loc 1ap lai RMxN dugc st dung
dé loc bién thé néu tat ca hodc mot phan trinh tu bién thé xuét hién 13p di 1ap lai trong hé gen tham chiéu lién ké
V@i vi tri bi€n thé. Da&i vai phat hién bién thé dong mam, can it nhat 9 1an Iap lai trong tham chiéu dé loc bién thé
va chi xét nhiing lan lap lai c6 d6 dai téi da 5 bp (R5x9).

* Céc gidi han danh riéng cho sinh dudng:

- Hé thdng MiSeqDx su dung M6-dun bién thé sinh dudng dudc thiét ké dé cung cép két qua dinh tinh cho phat
hién bién thé& sinh dudng (tdc la: su hién dién cia mét bién thé sinh dudng co tan so bién thé 16n hon hoac bang
0,026 vdi gidi han phat hién 1a 0,05).

- Khi dudc st dung véi Mé-dun bién thé sinh dudng, pham vi t6i thi€u trén mdi amplicon can thiét dé phat hién
bién thé chinh xac la 450x trén mdi nhom gop oligonucleotide. S6 lugng mau va téng s& base nham muc tiéu sé
anh hudéng dén pham vi. Ham lugng GC va ham Iugng hé gen khac cé thé anh hudng dén pham vi.
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- Céc bién thé trong trudng hdp lap lai nhat dinh dudc loc ra khai cac tép VCF. B6 loc 1ap lai RMxN dugc st dung
dé loc bién thé & tat ca hodc mot phan trinh tu bién thé xuat hién Iap di 1ap lai trong hé gen tham chiéu lién ké véi
vi tri bién thé. Dai vai phat hién bién thé sinh dudng, can it nhat 6 Ian 13p lai trong tham chiéu dé loc bién thé va
chixét nhiing lan Iap lai cé dé dai t6i da 3 bp (R3x6).

- Somatic Variant Module thé sinh dudng khdng thé phan biét gitia bién thé dong mam va sinh dudng. M6-dun
nay dudc thiét ké dé phat hién cac bién thé trén mét loat cac tan sé bién thé, nhung khéng thé st dung tan s6
bién thé dé phan biét cac bién thé sinh dudng véi cac bién thé dong mam.

- M® binh thudng trong mau xét nghiém anh hudng dén viéc phat hién cac bién thé. Gidi han phat hién dudc bao
cdo dua trén tan sé bién thé lién quan dén tong s6 ADN tach chiét tii ca mo khai u va mé binh thudng.

Thanh phan san pham

lllumina MiSegDx gém co:
MiSeqgDx Thiét bi (Danh muc sé DX-410-1001)

Cac thanh phan phan mém sau la yéu cau bat budc dé van hanh thiét bi MiSeqDx va phan tich dii liéu:

Ungdungphan 0 Hang Mb ta

mém

MiSeq Operating Diéu khién hoat Ung dung phan mém MOS quan ly hoat ddng cua thiét bi trong qua trinh

Software (MOS) dodng cua thiét bi gidi trinh ty va tao hinh anh cho phan mém Real-Time Analysis (RTA) su
dung. D& biét thém théng tin, hay tham khao Hudng dan tham khao vé
thiét bi MiSeqDx danh cho MOS v4 (tai liéu s6 200010452).

Real-Time Thuc hién qua Ung dung phan mém RTA chuyén déi cac hinh anh do MOS tao cho méi 6
Analysis (RTA) trinh phén tich trong mdi chu ky chay giai trinh td thanh cac tép phat hién base, la dau
chinh vao cho cac mo-dun phan tich ciia Local Run Manager. Ung dung phan

mém RTA khdng c6 giao dién ngudi dung.

Local Run Giao dién cho Phan mém Local Run Manager la mot giai phap tich hgp trén thiét bi dé
Manager phép lia chon m4- quén ly ngudi dung, thuc hién qua trinh phan tich phu va gidm sat trang
dun thai. D& biét thém thdng tin, hay tham khao Hudng dan vé phan mém

Local Run Manager v4 danh cho MiSeqDx (tai liéu s6 200046657).
Bao quan va xu ly
Yéu td Théng s6 ky thuat

Nhiét do Van chuyén va bao quan: -10°C dén 40°C (14°F dén 104°F)
Diéu kién van hanh: 19°C dén 25°C (66°F dén 77°F)
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Yéu td Théng s6 ky thuat

Do am Van chuyén va bao quan: D6 4m khong ngung tu
Diéu kién van hanh: Do am tudng déi 30-75% (khong ngung tu)

Cac thiét bi va vat liéu can tu chuan bi chd khéng dudc

cung cap

Vat tu tiéu hao dung trong g

idi trinh tu

MiSeqDx Reagent Kit v3 (Danh muc s6 # 20037124)

MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (Danh muc sé # 20063860)

Vat tu tiéu hao do ngudi dung tu chuan bi

Can chuan bi san cac vat tu tiéu hao do ngudi dung cung cap sau day trudc khi bat dau mét Ian chay.

Vat tu tiéu hao

Khan lau tdm con, isopropyl 70%
hoac
Ethanol, 70%

Gidy lua dung cho phong thi nghiém, it bui
Gidy lau thau kinh, 4 x 6 inch.
Tween 20

Kep, nhua dau vuong (khéng bat budc)

Nudc, cdp do dung trong phong thi nghiém

Tai liéu s6 200006218 v02

Muc dich

Lam sach kinh va bé té bao dong chay

Lam sach bé t€ bao dong chay
Lam sach té bao dong chay
Rua thiét bi

Lay t& bao dong chay khoi hop van chuyén té bao
dong chay

Rua thiét bi
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Hudéng dan vé nudc & cdp dod dung trong phong thi nghiém

Ludn st dung nudc & cép do dung trong phong thi nghiém hoac nudc khti ion dé thuc hién cac quy trinh cla thiét bi.
Tuyét déi khdng dung nuSc may.

Chi st dung céc cdp ddé nudc hoac céac loai tudng dudng sau:

* Nudc khtion

*  [llumina PW1

* Nudc 18 Megaohm (MQ)

* Nudc Milli-Q

* Nudc Super-Q

* Nudc cap dé sinh hoc phan tu

Canh bao va bién phap phong ngua

/N CANHBAO

B6 thudc thi nay chla cac hoa chat doc hai tiem an. Co thé xay ra thudng tich ca nhan néu hit phai, nuét
phai, ti8p xtc véi da va mét. Thdng gié phai phu hgp dé xti ly cac vat liéu nguy hiém trong thudc thd.
Mang thiét bi bao hd, bao gom bao vé mat, gang tay va 4o choang phong thi nghiém tudng tng véi cac
nguy cd phdi nhiém. Xu ly thudc thi da st dung nhu chét thai h6a hoc va thai bo theo cac luat va quy
dinh hién hanh cta dia phudng, quéc gia va khu vuc. Dé biét thém thdng tin vé méi trudng, stic khoe va an
toan, hay tham khao SDS tai support.illumina.com/sds.html.

* XUy tat ca cac mau xét nghiém mau nhu thé cac mau doé dudc biét 1a co kha nang 18y nhiém vi-rit suy giam mién
dich & ngudi (HIV), vi-rat viém gan B & ngudi (HBV) va cac tac nhan gay bénh lay qua dudng mau khac (cac bién
phap phong ngtia chung).

*  Viéc khdng tuan thu cac quy trinh da néu cé thé dan dén két qua sai hoac chét lugng mau giam sut dang ké.

*  SUdung cac bién phap phong ngtia thudng quy cta phong thi nghiém. Khong diing pipet bang miéng. Khdng &n
udng hoac hut thuéc trong khu vuc lam viéc dugc chi dinh. BDeo gang tay va mac ao khoac phong thi nghiém dung
mot [an khi xu ly cac mau xét nghiém va thudc thi trong bo kit. Ria tay ki cang sau khi xt ly cac mau xét nghiém va
thudc thd trong bo kit.

* Yéu cau ap dung phuong phap thuc hanh trong phong thi nghiém thich hgp va vé sinh trong phong thi nghiém sach
s& dé ngan chan cac san phdm phan (ing chudi polymerase (PCR) lam nhiém ban thudc thd, thiét bi do va mau
ADN hé gen. Tinh trang nhiém b&n PCR c6 thé khién cho két qua khéng chinh xac va khdong dang tin cay.

*  Pétranh tinh trang nhiém ban, hay dam bao réng khu vuc tién khuéch dai va hau khuéch dai cé thiét bi va vat tu tiéu
hao chuyén dung (vi du: pipet, dau pipet, khai i nhiét, may tron mau va may ly tam).
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Khi thich hgp, ghép cép mau chi s phai khdp chinh xac véi bé cuc ban in. Local Run Manager tu dong dién mdi chi
thi lién quan dén tén mau, khi dudc nhap vao md-dun. Ngudi dung nén xac minh mai chi thi lién két véi mau trudc khi
bat dau chay giai trinh tu. M&u khéng khdp véi cach b6 tri khay sé dan dén viéc mét kha nang nhan dang mau dudng
tinh va bao cao két qua khong chinh xac.

Pac biét, ngudi dung nén tu cai dat phan mém chéng vi-rat dé bao vé may tinh khoi vi-rat. Tham khao hudng dan su
dung dé biét hudng dan cai dat.

Khéng van hanh MiSeqDx khi da thao bat ky tdm vd ndo. Viéc van hanh thiét bi khi da thao bat ky tdm vd ndo déu
dan dén nguy cd tiép xuc véi dién ap dusng day va dién ap DC.

Khdng cham vao bé té bao dong chay trong khoang chua té bao dong chay. May sudi trong khoang chia nay van
hanh trong khoang tti 22°C dén 95°C va cé thé gay bong.

Thiét bi nang khoang 126 Ib va cé thé gay thudng tich nghiém trong néu bi rci hoac thao tac sai cach.

B4ao cdo ngay moi su c6 nghiém trong lién quan dén san pham nay cho lllumina va Cd quan co6 thdm quyén cla
Quéc gia thanh vién ndi ngudi dung va/hoac bénh nhan cu tru.

Hudng dan st dung

Hudng dan st dung thiét bi MiSeqDx sau day yéu cau thudc thi dudc cung cép trong MiSeqDx Reagent Kit v3.

Tao Lan chay véi Local Run Manager

Pé biét hudng dan chi tiét vé cach tao mét Ian chay, tham khao HuUdng dan vé phan mém Local Run Manager v4 danh
cho MiSeqDx (tai liéu s6 200046657) va hudng dan mé-dun Local Run Manager cho mé-dun phan tich ban st dung.

Chuén bi hép thuéc thu

Hudéng dan sau day md ta cach ra dong thudc thi badng bdn nudc 6 nhiét dé phong.

1.
2.

L&y hop thudc thd ra khoi ndi bao quan co nhiét do ti -15° dén -25°C.
Dat hop thude thui vao bdn nudc cé chlda du nudc khi ion & nhiét dé phong dé phan dé cua hop thudce thd chim
xudng dén vach nudc in trén hop thudc thd. Khéng dé nudc vugt qua vach nudc t6i da.

Hinh 1 Vach nudc t6i da

[? T T T <

PO ]
! ,_L

Dé hop thudbe thl ra dong trong bdn nudc & nhiét do phong trong khoang 60-90 phut hoac cho dén khi ra déong hoan

toan.
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4. L&y hop ra khoi bon nude va go nhe vao hdp trén ban thi nghiém dé nudc troi khoi dé hdp. Lau kho dé hdp. Dam bao
khong c6 nudc ban 1én mét trén hop thudc thu.

Kiém tra hop thudc thu

1. Up ngtia hop thudc thi mudi Ian dé tron thudc thi da ra déng, sau do kiém tra xem t4t ca cac vi tri da dudc ra dong
chua.

2. Kiém tra thudc thi & cac vi tri 1, 2 va 4 d€ dam bao thudc thi dudc tron déu va khong cé két tha.
LUUY Thudc thi trong hdp phai dudc ra dong hoan toan va tron ky nhdm dam bao giai trinh tu ding cach.
3. GO nhe hop trén ban thi nghiém dé giam bot khi trong thudc thu.
LUUY Cacéng sipper MiSeqDx di dén day cua tling ngan chiia dé hut thudc thii nén cac ngan chiia khdng dudc
co bot khi.

4. Pathdp thudc thii trén da lanh ho&c 6 nhiét do tii 2°C dén 8°C (t6i da 6 gid) cho dén khi sén sang thiét |ap Ian chay.
Dé co két qua tét nhat, hay chuyén ngay sang qua trinh nap mau va thiét 1ap Ian chay.

Chu&n bi m&u dé giai trinh tu

Né&u ban mudn biét huéng dan vé cach chudn bi thu vién mau dé giai trinh tu, bao gém ca cach pha lodng va gdp nhom
thu vién, hay tham khao phan Hudng dan St dung trong t& théng tin chuén bi thu vién.

Viéc pha loang thu vién mau phu thudc vao do phc tap ctia cac nhom gép oligonucleotide. Can phai t6i uu hdéa mat dé
cum trén MiSeqDx va mat do cum tdi uu sé khac nhau tly thudc vao xét nghiém chuan bi thu vién cu thé.

Nap thu vién mau vao hdp

Khi hép thudc thi da dudc ra déng hoan toan va sdn sang cho viéc st dung, ban hay nap méau vao hop.
1. Su dung dau pipet 1 ml riéng biét, sach va réng dé choc thing I6p mang nhdm bit ngén chia trén hdp thuéc thi cd
nhan Load Samples (Nap mau).

LUUY Khdng choc vao bt ky vi tri nao khac ctia thudc thii. Cac vi tri khac cuia thude thil dudc tu dong choc
thung trong qua trinh chay.

2. Dung pipet I1&y 600 pl thu vién mau DAL (thu vién amplicon pha loang) da chuén bi cho vao ngén chua Load
Samples (Nap mau). Tranh cham vao I6p mang nhom.

3. Kiém tra xem ngan chda co bot khi hay khéng sau khi nap mau. Néu co bot khi, hdy gé nhe hép trén ban thi nghiém
dé bot khi tan di.
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4.

Hinh 2 Nap thu vién

Chuyén ngay sang cac budc thiét Iap I1an chay bang giao dién MiSeq Operating Software (MOS).

Thiét lap lan chay

Tham khao Hudng dan tham khao vé thiét bi MiSeqDx danh cho MOS v4 (tai liéu sé 200010452) dé biét hudng dan thiét
I&p Ian chay hoan chinh.

1.
2.
3.

Dang nhap vao MiSegDx bang mat khdu phan mém Local Run Manager.

Tud man hinh Home (Chinh) caa phan mém MOS, chon Sequence (Trinh tu).

Chon Ian chay tui danh sach, sau dé chon Next (Tiép).

Mot loat man hinh thiét 1ap chay md theo thd tu sau: Nap t&€ bao dong chay, nap thudc thu, Banh gia va Kiém tra
trudc khi chay.

Khi man hinh Load Flow Cell (Nap té€ bao dong chay) xuat hién, hay don sach va sau dé nap t€ bao dong chay.
Doéng chét té bao dong chay va cutia khoang chtia té€ bao dong chay.

Phai dong ca chét va ctia khoang chuia trudc khi bat dau Ian chay. Khi ban da nap té bao dong chay, phan mém sé
doc va ghi lai RFID. M6t thong bao sé hién thi 6 goc dudi bén phai cia man hinh, xac nhan rang RFID da dudc doc
thanh cong.

Lam theo I8i nhac cia phan mém dé nap chai Dung dich SBS MiSeqDx (PR2) (dam bao réng chai chat thai réng),
va nap hop thudc thd.

Khi ban da nap chai Dung dich SBS MiSeqgDx (PR2) va hép thu6c thu, phan mém sé doc va ghi lai RFID. Mét théng
bao sé hién thi  géc dudi bén phai cia man hinh, xac nhan rang RFID da dudc doc thanh cong.

Man hinh Sequencing (Giai trinh tu) s& md ra khi Ian chay bat dau. Man hinh nay cung cap phan trinh bay truc quan
vé Ian chay dang dién ra, bao gém cudng dd va diém chét ludng (diém Q).
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Két qua

Real-Time Analysis (RTA) la phan mém tich hgp thuc hién phan tich hinh anh va phat hién base, dong thdi chi dinh diém
chét lugng cho tting base cho mai chu ky giai trinh tu. Khi qua trinh phan tich chinh két thic, mé-dun trén thiét bi
MiSeqDx ma ban da chon & phan Tao Lan chay vdi Local Run Managertrén trang 7 s& bat dau qua trinh phan tich phu.
Dé biét vé cac quy trinh cong viéc khac, hay tham khao tai liéu hudng dan cho tting xét nghiém cu thé.

Quy trinh d6i chudng chat ludng

Phan mém MiSeqDx danh gia tling Ian chay, mau va phat hién base dua trén cac s liéu déi chiing chét lugng. Khi dudc
yéu cau, mau chiing duong va am trong qué trinh chuén bi thu vién ciing can dudc danh gia déi véi két qua du kién.

Pac diém hiéu suéat

Tat ca cac nghién ctu déu dudc thuc hién trén MiSeqDx.

Cac nghién ctiu dong mam da su dung Xét nghiém 139 bién thé xd nang MiSeqDx hoac thuéc thi TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx dé chuan bi thu vién. Hai b0 kit st dung céc thuéc thii chun bi thu vién gidng nhau va chicé mét su
khac biét vé quy trinh cdng viéc: s6 chu ky phan ting chudi polymerase (PCR) (Ian lugt Ia 25 va 28). TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx (50 ng) cé thém chu ky PCR nén cho phép dau vao ADN thdp han so vai Xét nghiém 139 bién thé xd
nang MiSegDx (250 ng), nhu dudc chiing minh trong nghién ctiu dau vao ADN bang TruSeq Custom Amplicon Kit Dx.
Thu vién dudc chuén bi vai Xét nghiém 139 bién thé xd nang MiSeqDx dudc giai trinh tu véi cac thudc thd giai trinh tu
kém theo trong bo kit. Thu vién dugc chuén bi véi TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dudc giai trinh tu véi MiSegDx
Reagent Kit v3. Thudc thd gidi trinh tu MiSeqDx v3 da tang dau ra so vdi cac thudc thii trong Xét nghiém 139 bién thé xd
nang MiSeqgDx.

Xét nghiém bao gém cac pham vi théng lugng méau dudc hd trg bsi MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro. MiSeqDx c6 thé hd
trg 1-96 mau/lan chay, tuy thudc vao xét nghiém. MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro dudc thiét ké dé ho trg lugng mau thap
han trong pham vi nay cho cac xét nghiém da chon.

Cac nghién cuu sinh dudng st dung TruSeg® Custom Amplicon Kit Dx véi MiSeqDx Reagent Kit v3.

Cac quy trinh c6ng viéc dong mam hoéc sinh dudng, dudc mo ta la danh cho TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dé chuan
bi thu vién cho viéc giai trinh tu, déu co6 budc tudng Ung theo sau la phan tich bang Mé-dun bién thé dong mam hoac M6-
dun bién thé sinh dudng, vdi hai trudng hdp ngoai l&. Cac nghién clu st dung moét gen (hiéu suit dong mam; Xét
nghiém 139 bién thé xd nang MiSeqDx) hoac hai gen (hiéu suét sinh dudng) lam bang dot bién dai dién da su dung quy
trinh cong viéc va mo-dun phan tich danh riéng cho xét nghiém cu thé.

LUUY Ham lugng hé gen cua amplicon dudc tém tat tly theo sdi hé gen dudc giai trinh tu. D&i v8i amplicon dudc

thiét ké dua trén sgi trli, ham lugng hé gen tham chiéu la phan b6 sung ngudc (vi du: ving PolyA trén
amplicon sdi trui tudng ting v3i vung PolyT trén hé gen tham chiéu).
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Dinh nghia cac phép tinh dudc sUd dung trong dac diém hiéu
suat

* Tylé phan tram do tudng hdp dudng (PPA) dudc tinh bang ty 1& cac 16-cut dudc phan loai 1a bién thé theo mot

phudng phap tham chiéu va dudc bao céo chinh xac théng qua xét nghiém.

- (s0 16-cut bién thé dudc bao céo chinh xac théng qua xét nghiém) / (t6ng sé 16-cut bién thé)
Cac 16-cut bién thé dudc bao cao thdong qua xét nghiém va phu hdp véi phudng phap tham chiéu la dudng tinh
that (TP). Cac 16-cut bién thé dudc bao cao la phat hién tham chi€u hoac phat hién bién thé khac thong qua xét
nghiém la am tinh gia (FN)

* Tylé phan tram dd tuong hdp am (NPA) dudc tinh bang ty |1& cac 16-cut dudc phan loai |a thé dai theo mot phuong
phap tham chiéu va dudc bao cao chinh xac théng qua xét nghiém.

- (s0 l6-cut thé dai dudc bao cao chinh xac thong qua xét nghiém)/(téng s6 16-cut thé dai)
Cac 16-cut thé dai dudc bao cédo thong qua xét nghiém va phu hgp véi phudng phap tham chiéu la am tinh that
(TN). Cac I6-cut thé dai dudc bao cao la bién thé théng qua xét nghiém la dudng tinh gia (FP).

* Tylé phan tram do tudng hdp téng thé (OPA) dudc tinh bang ty 1& cac 16-cut dudc bao cao chinh xac thong qua xét
nghiém so v8i mét phuong phap tham chiéu.

- ((s0 16-cut bién thé dudc bao cao chinh xac thdng qua xét nghiém) + (sd 16-cut thé dai dudc bao céo chinh xac
théng qua xét nghiém))/((tdng s& 6-cut bién thé) + (t6ng s6 16-cut thé dai))

* V@i cac ling dung phat hién bién thé, cac phép tinh PPA, NPA va OPA khong bao gom trudng hdp khéng co phat
hién (cac 16-cut bién thé hodc tham chiéu khéng dap ting mot hoac nhiéu bo loc chét lugng). Hai nghién clu rd rang
bao gom trudng hgp khdng phat hién trong sé liéu "% phat hién chinh xac" va viéc bao gom truidng hgp khdong phat
hién dudc nay dudc ghi nhan cho cac bang ap dung.

* Tylé phat hién dudc tinh bang cach 18y t6ng s6 16-cut di qua bd loc chia cho téng s vi tri giai trinh tu d6i vai cac
nhi@m sac thé 1-22. Nhiém sac thé X va Y bi loai trii. S6 liéu nay khdng xét dén dé tuong hop cua két qua phat hién
véi phudng phap tham chiéu.

V& cac dac diém hiéu suét lién quan dén cac yéu t6 trudc khi phéan tich (vi du: phucng phap tach chiét hodc dau vao

ADN), hay tham khao td hudng dan cho phuong phap chuén bi thu vién tudng dng.

Lap chi thi mau

M®i chi thi mau, dugc thém vao trong qua trinh chuén bi thu vién, chi dinh mét trinh tu duy nhat cho méi ADN mau, cho
phép gdp nhiéu mau lai véi nhau thanh mét I1an chay giai trinh tu duy nhat. Viéc Iap chi thi mau dudc xét nghiém cho ca
quy trinh céng viéc dong mam va sinh dudng.

Téng s6 96 chi thi mau da dudc xét nghiém véi mét xét nghiém dai dién dudc thiét ké dé truy van nhiéu loai gen bao gém
12.588 base trén mdi sdi trén tat ca 23 nhiém sac thé ngusi. Muc dich 14 xac minh kha nang cua xét nghiém trong viéc
thuc hién nhat quan phat hién dinh ki€u gen cho mét mau nhét dinh trén cac t6 hdp mdi lap chi thi khac nhau. Nhiém sac
thé Y khéng chia vung tin cay va khdng dudc danh gia. Tam mau duy nhat da dudc xét nghiém véi 12 t8 hgp mai lap chi
thi khac nhau trén méi mau. Két qua mau ti Mé-dun phan tich dong mam dudc so sanh véi Hé gen bach kim phién ban
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2016-01. PPA (SNV va indel) vudt qua 97% (s6 lan phat hién dudng tinh thuc su it nhat Ia 70 déi véi SNV, 38 dbi véi
vung chén, 36 déi véi viing x6a) va NPA 1a 100% (it nhat 23.440 vi tri tham chiéu trén mai t6 hdp chi thi) cho mdi t6 hop
trong sG 96 tG hdp chi thi. M6t chi thi don Ié da dudc xét nghiém doc 1ap dé xac minh rang cong nghé hoa hoc giai trinh tu
cua MiSeqDx Reagent Kit v3 c6 thé hé trg it han 8 mau (cong nghé héa hoc truide do trong MiSeqDx Universal Kit 1.0
giGi han & t6i thi€u 8 mau). Chi thi dan 1é nay c6 cac gia tri PPA 12 98,9% (180/182) d6i véi SNV, 100% (38/38) déi vai
vung chén va 100% (46/46) ddi véi vung x6a. NPA la 100% (23.856/23.856).

12 mau 1ap (24 thu vién) cua mdt mau da dudc xét nghiém dé do do chinh xac cla chi thi vdi cac bién thé sinh dudng 6
tan s6 ti 0,05-0,10 bang cach st dung Mé-dun bién thé sinh dudng (2 t6 hdp chi thi trén méi mau lap dudc st dung dé
thuc hién cac phat hién sinh dudng). PPA la 100% déi véi SNV (64/64), vung chén (11/11) va vung x6a (19/19). NPA Ia
100% (it nhat 11.590 vi tri tham chiéu cho mai t6 hdp chi thi) cho tat ca cac té hgp chi thi.

Ton dong mau

Quy trinh céng viéc cua thiét bi MiSeqDx doi hoi phai chuén bi thu vién va giai trinh tu nhiéu mau céng véi cac mau
chiing dudc xu ly cing mét luc. Nghién clu vé tinh trang Ton dong mau dudc thuc hién dé danh gia xem két qua duong
tinh gia, do tén dong tui viéc nhiém ban gilia cac giéng trong qua trinh chuan bi thu vién mau ciing nhu ti viéc nhiém ban
gilia cac Ian chay giai trinh tu lién ti€p, co tdc dong dén két qua xét nghiém khong. Céc bién thé sinh dudng da dudc st
dung vi cac bién thé nay co thé dudc phat hién & cac trudng hgp co tan sé alen thdp han so véi cac bién thé dong mam.
Céc méau bao gdm bdn mau ADN hé gen tii cac dong té bao, mdi mau chia cac dét bién bang khac nhau trong mét xét
nghiém dai dién hai gen. Cac mau dudc bé tri sao cho mét dot bién & mét vi tri trong gen nay sé cé mot trinh tu tham
chiéu (thé dai) & gen kia.
Tinh trang tdn dong gilia cac giéng Ia mot ché dd 16i cé thé phat sinh tii cac budc xu ly thu cdng (st dung pipet, trdn mau,
v.v.). Hai Ian chay thti nghiém da dudc thuc hién dé danh gia muic dé tén dong gilia cac giéng mau:
* B cuc ban cd cua mau ADN hé gen dau vao cao (gADN) chia dét bién & Gen 1 xen ké véi m3u gADN dau vao thap
chia dét bién 6 Gen 2.

* B cuc ban cd cia mau gADN dau vao cao chia dét bién & Gen 2 xen ké v&i mau gADN dau vao thap chia dét bién
6 Gen 1.
Trong méi Ian chay, t6ng cdng 12 mau 1ap da dudc danh gia dé tim két qua duang tinh gia (vi du: dot bién Gen 1 dudc
bao cao trong mét giéng dudc chi dinh la mau dot bién Gen 2 ho&c ngudc lai).
Tén dong gilia cac Ian chay dudc dinh nghia 1a ché do 16i co thé phat sinh tii phan du trong Ian chay giai trinh tu trudc do.
Nham xéac dinh xem c6 su tén dong gilia cac Ian chay giai trinh tu hay khéng, hai khay - méi khay chida 11 mau 1ap cua
mot mau gADN dau vao cao duy nhét cung véi mot mau tréng - da dudc chuan bi va giai trinh tu lién tiép trén mot thiét bi
MiSeqDx rdi dudc danh gia dé tim két qua dudng tinh gia. LAn chay dau tién bao gdm 11 mau lap cia mau dot bién Gen
2 cuing vdi mot mau tréng. LAn chay thd hai bao gém 11 mau lap ciia mau dét bién Gen 1 cung v6i 1 mau tréng. Thu vién
mau dot bién Gen 2 dudc giai trinh tu trudc, sau do chay giai trinh tu thu vién mau dét bién Gen 1, rdi lap lai mot Ian chay
giai trinh tu khac déi véi thu vién mau dot bién Gen 2. Néu quan séat thay bat ky dot bién Gen 2 nao trong Ian chay chi c
dét bién Gen 1 va ngudc lai, diéu do cho thay c6 su ton dong.
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Bao cao ghi nhan khéng c6 dudng tinh gia (0/24, 0%) do t6n dong giiia cac giéng. Ba phat hién moi dot bién du kién.
Bao cao ghi nhan khéng c6 dudng tinh gia (0/24, 0%) do ton dong gilia cac Ian chay. Ba phéat hién moi dot bién du kién.
Bao cao ghi nhan khong c6 duang tinh gia (0/48, 0%) do t6ng Iugng ton dong (két hgp gilia cac giéng va gilia cac lan

chay).
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Pac diém hiéu suat dong mam

Cac nghién ctiu dudc mo ta trong tai liéu nay da st dung Mo-dun bién thé dong mam dé phan tich di liéu giai trinh tu, ngoai trd nghién clu st dung
bang moét gen trong dé6 mo-dun cho tling xét nghiém dudc st dung.

D06 chinh xac

Nghién clu sau day dudc thuc hién dé danh gia dé chinh xac cua thiét bi MiSeqDx véi MiSeqDx Reagent Kit v3 va ADN chét ludng cao. Nghién
cliu st dung mot xét nghiém dai dién dudc thiét ké dé truy van nhiéu loai gen bao gom 12.588 base trén 23 nhiém sac thé khac nhau bang 150
amplicon. Nhiém s&c thé Y khéng chia vung tin cay va khéng dudc danh gia. 12 mau duy nhéat dudc sd dung trong nghién ctiu nay la ti mot gia
dinh - b6 me va 10 con - thudng dudc giai trinh tu bdi nhiéu phong thi nghiém va bang nhiéu phudng phap giai trinh ti. Cé nam mau tu nii gisi va
bay mau tii nam gidi. M6i mau dudc xét nghiém hai lan. D6 chinh xac dudc xac dinh déi véi SNV, viing chén va viing x6a bang cach so sanh dii
liéu nghién clu vai cd sé dii liéu tham chiéu cd dac diém ro6 rang. Trinh tu cd sd dii liéu tham chiéu (Hé gen bach kim phién ban 2016-01) bat
ngudn tu su két hop cua nhiéu phuong phap giai trinh tu, dii liéu cé s&n cong khai va théng tin di truy&n. Cac vung gen tin cay dudc xac dinh dua
trén phuong phap tham chiéu nay trii khi cé quy dinh khac. Tinh tdng cdng, cac mau da dudc chay 8 [an; cac bang dudc trinh bay dé thé hién do
chinh xac dua trén dii liéu tu Ian chay dau tién.

Bang 1 bao gdm cac dii liéu nghién ciu dudc trinh bay vdi ty 1& phan tram dd tuong hdp dudng va am trén cd s8 mdi mau, trong dé cac két qua
bién thé dudc so sanh vai phudng phap tham chiéu tdng hdp cé dac diém ré rang dé tinh PPA. Ba loai bién thé (SNV, vung chén va vling xo6a)
dudc két hdp. Vi phudng phap tham chiéu chi cung cép két qua cho cac bién thé nucleotide don va vliing chén/viing xéa, két qua base khdng phai
bién thé dudc so sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi ban dung hg19 dé tinh NPA.

Bang 1 DO tudng hgp cuia két qua phat hién base cua thiét bi MiSeqDx trén mdi mau

Téng
. . sO lan
Ty I& phét hién Téng s6 Tong — TONg g Téngs6 lan phat
Mu YG PRAtE ong so s5bién sBbign o9 Oond P PPA NPA  OPA
trung binh bién thé . . co hién TN
th& TP theFN 0
phéat
hién
NA12877 >99.9 152 152 0 4 24024 100 100 100
NA12878 >99.9 270 266 0 4 23856 100 100 100

A SOIN A&y iq 19141 oyd yuep xgbasi iq 181y Bunp ps uep Bupny o1
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Téng
. . sO lan
Ty I& phat hién Téng s5 Tong — TONg 4 oo Téngs6 Ian phat
| n n
M3u trzn' zinh ' bié,ngthé, s5bién sobien || 9 hiéngTN P PPA NPA OPA
9 thé TP théFN 0 :

phat

hién
NA12879 >99.9 192 190 1 1 24054 99,5 100 >99.9
NA12880 >99.9 222 220 0 6 24052 100 100 100
NA12881 >99,9 250 247 1 2 23862 99.6 100 >99.9
NA12882 >99.9 200 196 2 2 23962 99.0 100 >99.9
NA12883 >99.9 226 24 0 6 23870 100 100 100
NA12884 >99.9 228 226 1 1 23942 99,6 100 >99.9
NA12885 >99.9 244 240 2 2 23942 99.2 100 >99.9
NA12886 >99.9 230 28 1 1 23888 99,6 100 >99.9
NA12888 >99.9 216 216 0 4 24002 100 100 100
NA12893 >99.9 236 234 0 2 23810 100 100 100

A SOIN A&y iq 19141 oyd yuep xgbasi iq 181y Bunp ps uep Bupny o1
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Xét nghiém dai dién bao gém 150 amplicon dudc thiét ké dé bao gom nhiéu ham ludng gen khac nhau. Ham lugng GC cua amplicon dao dong tu
26-87%. Amplicon cling cé mot loat cac trinh tu nucleotide dan (vi du: PolyA, PolyT), dinucleotide va trinucleotide lap lai. D liéu dudc téng hgp
trén cd s méi amplicon (Bang 2) dé xac dinh anh hudng cta ham Iugng hé gen déi véi % phat hién chinh xac. % phat hién chinh xac bao gém sé
Ian phat hién bién thé va tham chiéu va nhé han 100% néu cé lan phat hién khong chinh xac hoac khéng co6 phat hién. Trudng hdp khdng co phat
hién xay ra khi mét hoac nhiéu bé loc khong dudc dap Uing cho viéc phat hién bién thé (vi du: pham vi khéng du).

Trong s6 tdm bién thé FN tti Bang 2, bay bién thé xay ra vdi vung chén 1 bp trén amplicon 111 - amplicon nay ciing chtia homopolyme PolyA va
ham lugng GC la 0,29. 1 FN con lai (phat hién khéng chinh xac) la do SNV di hgp tu du kién trén amplicon 125 véi ham lugng GC la 0,68, dudc
phat hién |a bién thé dong hdp ti. Tan sé bién thé SNV Ia 0,71, cao han ngudng 0,70 dé dudc phan loai la bién thé déng hdp td. Amplicon c6 % sé
Ian phat hién chinh xac thap nhét (98,2%) la amplicon 17 véi 40 lan khdng co6 phat hién va chua trinh tuJ 1ap lai AT va ham lugng GC la 27%.



Bang 2 Do chinh xac cdp dé amplicon dbi vai thi€t bi MiSeqDx
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Ampicon \IEM  Phanb&tdau  Phankétthic  Kichthudcphan  SGbasetiong  Ham igng hé gen I';j:; Tong's6 an phét Tang so fan phat hen k:g:g :f Léhr;t % 6 an phat
sac thé cua amplicon cua amplicon doan dudc phantich  vung tin cay cua amplicon Ge hién chinh xac khéng chinh xac hian hién chinh xac
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 2232 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1896 0 0 100
indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 2184 0 0 100
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 2208 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1944 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), indel 0,39 1680 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), 0,27 2112 0 0 100
TAA(3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 2160 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 1920 0 0 100
10 2 177016721 177016805 85 81 Khéng ap dung 0,65 1944 0 0 100
11 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 1800 0 0 100
12 2 190323504 190323591 88 88 PolyT (5) 0,42 2112 0 0 100
13 2 200796740 200796826 87 87 PolyT (5), indel 0,31 2088 0 0 100
14 2 212245049 212245139 91 91 PolyT (5), PolyA (6), 0,3 2184 0 0 100
indel
15 2 228147052 228147144 93 93 Khéng ap dung 0,43 2232 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 PolyT (5), indel 0,42 1752 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 2192 0 40 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 Khéng ap dung 0,43 1992 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 1680 0 0 100
20 3 189713161 189713248 88 88 PolyA (5), PolyT (5), 0,41 2112 0 0 100
PolyA (9), TG(3)
21 3 190106030 190106104 75 74 Indel 0,57 1774 0 2 99,9
22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1872 0 0 100
23 4 7780541 7780637 97 97 PolyG (6), PolyT (5), 0,42 2328 0 0 100
PolyA (5)
24 4 15688604 15688681 78 78 Khong ap dung 0,29 1872 0 0 100

A SOIN A&y iq 19141 oyd yuep xgbasi iq 181y Bunp ps uep Bupny o1



"NYHY LYNX HOIG@ DA OHO DNNA [HO “WAIHON DNO DNOHL NYO@ NYHO OHO DNNA

20A 812900002 9s il le L

Ll

pmpicon \IEm  PhANbatdau  Phankétthic  Kichthudcphan  SGbasetiong  Ham lgng hé gen I';j:; Téng's6 an phét  Téng so fan phat hien k;f:g :g Léh';t % 6 n phét
sac thé cua amplicon cua amplicon doan dudc phantich vung tin cay cua amplicon GG hién chinh xac khéng chinh xac hian hién chinh xac
25 4 56236521 56236586 66 62 PolyA (5),indel 0,36 1488 0 0 100
26 4 102830244 102839314 71 69 PolyA (5) 0,46 1656 0 0 100
27 4 164446743 164446804 62 62 PolyA (7),indel 0,27 1488 0 0 100
28 5 1882081 1882158 78 75 Khongapdung 0,78 1800 0 0 100
29 5 14769061 14769144 84 84 GT(3),CCA@3) 0,62 2016 0 0 100
30 5 41069808 41069871 64 64 Khongapdung 0,39 1536 0 0 100
31 5 74077114 74077196 83 83 PolyA (6),indel 0,3 1992 0 0 100
32 5 147475343 147475409 67 67 PolyT (5) 0,37 1608 0 0 100
33 5 149323731 149323821 91 91 CT(4), AG(3) 0,55 2184 0 0 100
34 5 155662213 155662287 75 75 Indel 0,43 1800 0 0 100
35 6 6318713 6318814 10 10 PolyG (6) 0,68 2448 0 0 100
36 6 24949983 24950074 92 92 Indel 0,63 2208 0 0 100
37 6 31084900 31084999 100 94 GCT(5).indel 0,61 2244 0 12 99,5
38 6 32147987 32148084 08 08 PolyT (5), TCT(3), 0,55 2352 0 0 100
CTT(3)
39 6 32986864 32986958 95 95 Indel 0,53 2280 0 0 100
40 6 33408498 33408583 86 86 PolyC (6) 07 2064 0 0 100
41 6 41647401 41647495 95 94 PolyG (5),indel 0,61 2256 0 0 100
42 6 112435865 112435955 91 91 PolyA (5) 0,44 2184 0 0 100
43 7 22202076 22202148 73 73 Khongapdung 0,44 1752 0 0 100
44 7 66276100 66276187 88 88 Indel 0,35 2112 0 0 100
45 77365735 77365821 87 87 PolyA (7),AG(4) 0,26 2088 0 0 100
46 7 110039946 110940030 85 85 Indel 0,38 2040 0 0 100
47 7 128533468 128533557 90 90 PolyG (5),indel 0,62 2160 0 0 100
48 7 149503875 149503965 91 91 PolyG (6), PolyC (6), 0,71 2184 0 0 100
indel
49 7 154404519 154404599 81 66 Khongapdung 0,31 1584 0 0 100
50 7 156476507 156476599 93 93 Indel 0,35 2232 0 0 100
51 8 1817312 1817394 83 83 Khongapdung 0,42 1992 0 0 100
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Amplicon

52

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

77
78

Nhiém
sacthé

8

© | © © © | o

10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11

Phan bat dau
cua amplicon

24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629

27317777

33018351
45084159

55892599
101611250
118351373

8159816

30177648
47470345

59837679

64418856

93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

Phan két thuc
cua amplicon

24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726

27317855

33018440
45084253

55892687
101611329
118351453

8159912

30177717
47470444

59837740

64418957

93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

Kich thuéc phan
doan dudc phan tich

90

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

85
84

Sé base trong
vung tin cay

89

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

85
84

Ham lugng hé gen
cua amplicon

PolyG (7), CTC(4),
indel
Indel

PolyG (6)
Indel
Khéng ap dung
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5), PolyT (5)

Indel
AC(11), indel
Khong ap dung
Khéng ap dung
Khong ap dung
Indel
Khong ap dung
Indel
Khong ap dung
PolyA (5)
Khong ap dung
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA(3),
indel

GA(3)
PolyC (5), indel

Ham

lugng

GC
0,61

0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87

0,3

0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59

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

0,52
0,52

Tong s6 1an phat  Tong s6 1an phat hién

hién chinh xac

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

2040
2016

khoéng chinh xac

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

o

Toéng s6 1an
khong c6 phat
hién

23

o © © © o|lo|o o o o oo

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

% s6 lan phat
hién chinh xac

98,9

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

100
100
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Amplicon

79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

Nhiém
sac thé
12
12
12
12
13
13

13
13
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17

Phan bat dau
cua amplicon
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

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

Phan két thuc
cua amplicon
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

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

Kich thuéc phan
doan dudc phan tich
93
81
71
95
73
89

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

Sé basetrong Ham lugng hé gen

vung tin cay

93
81
71
95
73
88

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

cua amplicon

PolyA (7), AC(4)
Khéng ap dung
PolyA (6)
PolyG (5)
Khéng ap dung

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

Inde
Inde
GA(3),TA(3)
Khong ap dung
PolyT (5), indel
Inde
Inde
PolyA (5)
Inde
PolyC (5)
Inde
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Inde
Khéng ap dung
Inde
Khéng ap dung
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)

Ham

lugng

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

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

Tong s6 1an phat  Tong s6 1an phat hién

hién chinh xac

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
2496
2184
2136

khoéng chinh xac

o o o o o o

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

Toéng s6 1an
khong c6 phat
hién

0

o o o o o

o o o o

-

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

% s6 lan phat
hién chinh xac
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplicon

107
108
109
110
111

112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

Nhiém
sac thé
17
17
17
17
17

17
17

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

Phan bat dau
cua amplicon
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

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

Phan két thuc
cua amplicon
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

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

Kich thuéc phan
doan dudc phan tich
87
91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91

69
75
81

85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91

Sé basetrong Ham lugng hé gen

vung tin cay

87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91

69
75
81

85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88

cua amplicon

PolyC (5), indel
Indel
Indel

PolyT (5)

PolyA (13), indel
(x2)

PolyA (5)

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

Indel
PolyT (7)
GAG(3)

GA(3)

Khéng ap dung
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4), indel
Indel
Indel

PolyG (6)

Ham

lugng

GC
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
0,46
0,63
0,36
0,73

Tong s6 1an phat  Tong s6 1an phat hién

hién chinh xac

2088
2184
2232
2136
1944

2184
2208

1887
2064
2016
1608
2184
1656
1800
1944
2040
1560
2376
1775
1680
2256
1968
1824
1680
2424
1608
2112

khoéng chinh xac

N o o o o

o | o

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

Y

O o o o o o o o

Toéng s6 1an
khong c6 phat
hién

0

o O o

O O O O O O O o o O O o o o o o o o o o©

% s6 lan phat
hién chinh xac
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
100
100
100
100
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Amplicon

134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Nhiém
sacthé

20
21
21
21
21

21
22
22
22

< | < < | X| X X

Phanbatdau  Phan két thic
cua amplicon cua amplicon

62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Kich thudc phan
doan dudc phantich  vung tin cay

87 87
66 66
98 98
87 87
69 69
90 90
100 100
97 97
97 97
99 99
92 92
69 69
69 69
71 71

65 0

91 0

71 0

Sé basetrong Ham lugng hé gen

cua amplicon

Indel
Indel
PolyT (6), CA(3)
GT(3), indel

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA (6)
Indel
Khong ap dung
Indel
Khong ap dung
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Khong ap dung
Khéng ap dung
Khong ap dung
PolyA (5)

Ham

lugng

GC
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

Tong s6 1an phat  Tong s6 1an phat hién

hién chinh xac

2088
1584
2352
2088
1656

2160
2400
2328
2328
2376
2208
1656
1656
1704
0
0
0

khoéng chinh xac

o o o o o

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

Toéng s6 1an
khong c6 phat
hién

0

o o o o

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

% s6 lan phat
hién chinh xac
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
Khéng ap dung
Khong ap dung

Khéng ap dung

Céc bién thé khdng c6 phat hién dudc tom tat trong Bang 3. Céc bd loc cu thé dan dén trudng hdp khdng co phat hién dudc liét ké trong bang.
Vung chén trén amplicon 111 da dudc loc cho 9 trong s6 16 [an xuét hién vdéi 7 Ian xuat hién con lai dudc phat hién la tham chi€u va do dé la FN.

Bang 3 Tom tat cac bién thé thudc dang khéng phat hién dot bién

S6 amplicon

64

111

Chr:Pos

10:55892600

17:39589692

Bién thé

TAC >
T

C>CA

Ham lugng

amplicon tuong B loc

Ung

AC(11), GC42%  R5x9'

PolyA (13), GC R5x9

29%

Bién thé bi
bo s6t

10

Bién thé

theo du
kién

10

16

S6 1an
phat hién
FN

0
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T R5x9: Lap lai bé loc. Bién thé dudc loc néu tat ca hoac moét phan bién thé xuét hién 1ap di 1ap lai trong hé gen tham chiéu lién ké vdi vi tri bi€n thé. Can it nhat 9
trinh ty 1ap lai trong tham chiéu va chi xét nhiing trinh tu 13p lai cé d6 dai t6i da 5 bp.
Ké&t qua giai trinh td cho mau NA12878 dudc so sanh véi mot kiu gen c6 dd tin cay cao déi véi NA12878, do Vién Tiéu chudn va Céng nghé Quéc
gia (NIST) thiét 1ap (v.2.19). Trong s& 150 amplicon, 92 amplicon nam tron trong ving hé gen co6 do tin cay cao, 41 amplicon cé su chdng I&n mot
phan va 17 amplicon khéng c6 su chdng I8n trong trinh td NIST. Diéu nay dan dén 10.000 toa dé trén mdi mau lap dé so sanh. Phat hién base
khong phai bién thé dudc so sanh véi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi (ban dung 19). K&t qua vé do chinh xac dudc thé hién trong Bang 4.

Bang 4 DO tudng hdgp gilia két qua phat hién base cua thiét bi MiSeqDx cho mau NA12878 véi cd sd dii liéu NIST

x S6 Ty |é phathién  Tong so T6ng s6 Téng s6 lan Téng s6 lan
Mau . . o S a A A PPA NPA OPA
amplicon  trung binh biénthé TP  biénth€ FN  phathién TN phat hién FP
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

Céac mau da dudc phan tich thém dé phat hién ving chén va x6a nho (indel) (Bang 5). Trong mét s6 trudng hgp, indel nay phé bién trong hai mau
trd I&n nhu dudc phan anh trong cdt Téng s6 mau lap ctia mau cé indel. K&t qua cho ca hai mau lap cua 12 mau hdp 1é dudc dua vao Bang 5. Co
téng cong 71 indel c6 kich thudc tii 1-24 bp déi véi ving chén va 1-25 bp déi véi viing xda. Co 69 indel ma médi indel trong s6 do dudc phat hién véi
phan tram do tudng hop dudng 1a 100%. M6t 1an x6a (khuéch dai 64; x6a 2 bp (chr10 55892600 TAC>T) khdng co6 phat hién chinh xac vi méi bién
thé trong sé nay déu la khéng phat hién dudc do b loc R5x9. Do dd, khéng thé tinh todan PPA, loai tril khéng phat hién dugc. M6t indel khac, chén
1 bp (chr17 39589692 C>CA trén khuéch dai 111), cling khdng c6 phat hién chinh xac vi chin bién thé la khdng phat hién dudc do bo loc R5x9 va
bay bién thé la phat hién FN.

Bang 5 Tom tat vé kha nang phat hién indel bang thiét bi MiSeqDx

x Kich thuéc phan e T6ng s6 Sé lan T6ng s lan phat  T6ng s6 lan phat
i Nhiém . . Loai va chiéu dai cua . . . A L . . ,
Amplicon . Vi tri doan dudc phan s . . Indel maulagpcd  khdngcod hién indel khéng hién indel chinh PPA
sacthé ) indel trén amplicon . A . , ,
tich indel phat hién chinh xac Xac
1 1 36450544 93 Vung x6a 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
2 1 109465165 79 Vung xéa 3 bp ACTT>A 12 0 0 12 100
3 1 218353908 91 Vung chén 23 bp T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
4 1 223906701 92 Vung xéa 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
6 1 236372081 70 Vung chén 5 bp C>CTTAAG 10 0 0 10 100
7 1 247812083 88 Vung chén 3 bp C>CATG 10 0 0 10 100
8 2 55862804 90 Vung chén 7 bp T>TTTGGTAA 14 0 0 14 100
9 2 87003972 80 Vung xéa 6 bp TTATCTC>T 6 0 0 6 100
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Amplicon

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

68
70

Nhiém
sacthé

o o o o o g A AW W W NN DN

© o0 0

10
10
10

11
11

Vitri

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

30177690
59837721

Kich thudc phan
doan dudc phan
tich

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

70
62

Loai va chiéu dai cua

indel trén amplicon

Vung chén 5 bp
Vung chén 12 bp
Vung chén 2 bp
Vung xéa 23 bp
Vung chén 9 bp
Vung x6a 1 bp
Vung xéa 8 bp
Vung chén 11 bp
Vung x6a 4 bp
Vung chén 8 bp
Vung xéa 21 bp
Vung x6a 3 bp
Vung xéa 25 bp
Vung xéa 23 bp
Vung chén 1 bp
Vung x6a 4 bp
Vung chén 1 bp
Vung x6a 4 bp
Vung xéa 11 bp
Vung x6a 1 bp
Vung chén 4 bp
Vung chén 4 bp
Vung x6a 21 bp
Vung x6a 3 bp
Vung x6a 16 bp

Vung x6a 2 bp

Vung chén 2 bp

Vung chén 8 bp

Indel

T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT
CAAGT>C
T>TC
GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A
T>TACTG
C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T

C>CTG
T>TTATGAAAA

Tong s6
mau lap co
indel

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

10
12

Sé lan
khéng cé
phat hién

0

O O O O/lo0olo O O O O O O O o o o o o o o o o o o

—
o

o

Tong s6 1an phat
hién indel khdng
chinh xac

0

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

o

Tong s6 Ian phat
hién indel chinh
Xac
24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12
8
16
12
24
8
12
24
14
2
14
10
12
0

10
12

PPA

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

Khéng
ap dung

100
100
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Amplicon

75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
111
112
113
114
120
121
122
130
131
132

Nhiém
sac thé
11
1
12
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16
17
17
17
17
17
17
17
18
18
18
20
20
20

Vitri

118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
85438311
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425
54815706
21766863
25278464
50897361

Kich thudc phan
doan dudc phan
tich

85
85
84
89
89
77
73
81

91

94
68
95
72
70
91

87
91

93
84
84
92
79
75
81

85
70
101
67

Loai va chiéu dai cua

indel trén amplicon

Vung xéa 8 bp
Vung x6a 2 bp
Vung chén 21 bp
Vung chén 19 bp
Vung chén 4 bp
Vung xéa 20 bp
Vung x6a 22 bp
Vung chén 4 bp
Vung x6a 16 bp
Vung x6a 5 bp
Vung xéa 6 bp
Vung xéa 25 bp
Vung chén 3 bp
Vung chén 4 bp
Vung xéa 7 bp
Vung x6a 1 bp
Vung chén 18 bp
Vung chén 4 bp
Vung chén 1 bp
Vung chén 24 bp
Vung x6a 4 bp
Vung xéa 12 bp
Vung chén 22 bp
Vung chén 3 bp
Vung xéa 2 bp
Vung xéa 15 bp
Vung chén 5 bp

Vung chén 11 bp

Indel

CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C
GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G
C>CTTG
G>GCTAC
ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT
A>AACAC
C>CA
T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA
CAGTG>C
TTTGTATCTGCTG>T
T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA
T>TGAG
ACT>A
TACTTGAGAACTGAGG>T
A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC

Tong s6
mau lap co
indel

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

16

10
10
16

12
20
24
20
20

20
24

Sé lan
khéng cé
phat hién

0

©O O O O/l O O O 0O v O O O o o O o o o o o o o o o o o

Tong s6 1an phat
hién indel khdng
chinh xac

0

O O O 0O/l O O O O N O O O 0O 0o O O 0O 0o o o o o o o o o

Tong s6 Ian phat
hién indel chinh
Xac
10
10
24
24
12
14
24
20
10
10
12
14
8
8
16

10
10

24
12
20
24
20
20

20
24

PPA

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

100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplicon N¢hiém~ Vi tri
sac thé
134 20 62690925
135 21 30300873
137 21 36710749
138 21 46644985
140 22 25750814
142 22 37409885
144 22 47081407

Kha nang tai lap

Kich thudc phan e e .
. Loai va chiéu dai cua
doan dudc phan . N .
X indel trén amplicon
tich
87 Vung x6a 16 bp
66 Vung chén 11 bp
87 Vung x6a 21 bp
69 Vung x6a 5 bp
100 Vung chén 6 bp
97 Vung chén 5 bp
92 Vung xéa 10 bp

Indel

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

Tong s6 SG lan

mauldpcod  khéng co
indel phat hién

10 0

10 0

16 0

8 0

20 0

2 0

12 0

Tong s6 1an phat
hién indel khdng
chinh xac

0

o o o o o o

Tong s6 Ian phat
hién indel chinh
Xac
10
10
16
8

20

PPA

100
100
100
100
100
100
100

Hai nghién ctiu da dudc thuc hién dé danh gia kha nang tai 1ap cua thiét bi MiSegDx véi cac dong té bao (nghién ctiu 1 va 2) hodc mau bi suy giam
bach cau dudc thém cac dong t€ bao (nghién ctiu 2). Nghién clu 1 st dung nhiéu thiét bi. Nghién ctiu 2 cé nhiéu dia diém.

Nghién cdu 1

Kha nang tai lap cta thiét bi MiSeqDx dudc xac dinh bang cach sti dung hai thiét bi va giao cho hai ngudi van hanh, cung hai 16 thudc thti trong
téng cong tam Ian chay. Xét nghiém dai dién, mau va phudng phap tham chiéu giéng nhu thdng tin mé ta cho nghién clu vé dé chinh xac.

Ké&t qua dudc trinh bay trén cd s méi amplicon cho méi thiét bi (Bang 6) dé chiing minh kha nang tai 1ap cua viéc phat hién trén cac thiét bi. % s6
Ian phat hién chinh xac bao gém ca lan phat hién khdng chinh xac va Ian khéng c6 phat hién (mét hoac nhiéu bd loc khéng dudc dap ting cho viéc
phat hién bién thé&). Cac thiét bi tao ra s6 Ian khéng co6 phat hién va phat hién khéng chinh xac tudng tu tlly theo amplicon cu thé.

Bang 6 K&t qua nghién cliu vé kha nang tai lap gitia cac thiét bi d6i vdi thiét bi MiSeqDx (cap dé Amplicon)

Nhiém  Phan bét dau

Amplicon . . ) i
sacthé cuaamplicon
1 1 36450499
2 1 109465122

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phén tich

Phan két thac cua amplicon

36450591 93
109465200 79

MiSeqDx 1
Ham lugng Téngss 1on9so
S6 base trong N " N 9 Ian phat
. A hégencua Hamlugng GC |5, phat
vung tin cay . hién
amplicon hién g
T, khéng
chinh xac ) A
chinh xac
93 Indel 0,22 8928 0
79 PolyA (5), 0,38 7584 0
PolyC (5),
indel

MiSeqDx 2
a . Tong s6
Téngsé _, .. .
~ . Téng s6 lan lan phat
lan khéng A o
. phat hién hién
c6 phat ) i N
. chinh xac khdéng
hién ) :
) chinh xac
0 8928 0
0 7584 0

Téng s6
lan khéng

c6 phat
hién

0
0
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Amplicon

o o~ W

1
12
13

14

15

16

17
18

19

Nhiém
sacthé

Phan bat dau
cua amplicon

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774

87003930
177016721

186625727
190323504
200796740

212245049

228147052

235016350

4466229
46620561

49851331

Phan két thic cua amplicon

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009
177016805

186625801
190323591
200796826

212245139

228147144

235016422

4466321
46620643

49851400

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

91
92
81
70

88

90

80
85

75
88
87

91

93

73

93
83

70

Sé6 base trong
vung tin cay

91
92
81
70

88

90

80
81

75
88
87

91

93

73

93
83

70

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10),
indel

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

Indel
Indel
Khoéng ap
dung
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
indel

PolyT (5),
PolyA (6),
indel
Khong ap
dung
PolyT (5),
indel
AT(3), indel
Khong ap
dung
CT(3), indel

MiSeqgDx 1
N . Téngs6 . "
Tongss . phat 1ondso
Ham lugng GC  [an phat hiépn 1an khéng
hién N c6 phat
) i khong a
chinhxac . = °, hién
chinh xac

0,4 8736 0 0
0,49 8832 0 0
0,69 7776 0 0
0,39 6720 0 0
0,27 8448 0 0
0,28 8640 0 0
0,38 7680 0 0
0,65 7775 1 0
0,35 7200 0 0
0,42 8448 0 0
0,31 8352 0 0
0,3 8736 0 0
0,43 8928 0 0
0,42 7008 0 0
0,27 8761 0 167
0,43 7968 0 0
0,49 6720 0 0

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

8736
8832
7776
6720

8448

8640

7680
7775

7200
8448
8352

8736

8928

7008

8760
7968

6720

MiSeqDx 2
Téng s6
lan phat

hién
khong
chinh xac

0

0
0
0

o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o

168
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Amplicon

20

21

22

23

24

25

26
27

28

29

30

31

32
33
34
35
36

Nhiém
sacthé

Phan bat dau
cua amplicon

189713161

190106030

2233667

7780541

15688604

56236521

102839244
164446743

1882081

14769061

41069808

74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983

Phan két thic cua amplicon

189713248

190106104

2233744

7780637

15688681

56236586

102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

88

75

78

97

78

66

71
62

78

84

64

83

67
91
75
102
92

Sé6 base trong
vung tin cay

88

74

78

97

78

62

69
62

75

84

64

83

67
91
75
102
92

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

PolyA (5),
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)
Indel
PolyA (6)
PolyG (6),
PolyT (5),
PolyA (5)
Khoéng ap
dung
PolyA (5),
indel
PolyA (5)
PolyA (7),
indel
Khéng ap
dung
GT(3), CCA
3
Khéng ap
dung
PolyA (6),
indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)

Indel

Ham lugng GC

0,41

0,57

0,26

0,42

0,29

0,36

0,46
0,27

0,78

0,62

0,39

0,3

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

T6ng s6
lan phat
hién
chinh xac

8448

7096

7488

9312

7488

5952

6624
5952

7200

8064

6144

7968

6432
8736
7200
9792
8832

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0

o o o o o

Téng s6
lan khéng
c6 phat

hién

0

o o o o o

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

8448

7096

7488

9312

7488

5952

6624
5952

7200

8064

6144

7968

6432
8736
7200
9792
8832

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0

o o o o o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o o
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Amplicon

37

38

39

40
41

42
43

44
45

46
47

48

49

50
51

52

53
54

Nhiém
sacthé

Phan bat dau

cua amplicon

31084900

32147987

32986864

33408498
41647401

112435865
22202076

66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519

156476507
1817312

24811020

76518625
103054909

Phan két thic cua amplicon

31084999

32148084

32986958

33408583
41647495

112435955
22202148

66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599

156476599
1817394

24811109

76518691
103055006

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

100

98

95

86
95

91
73

88
87

85
90

91

81

93
83

90

67
98

Sé6 base trong

vung tin cay

94

98

95

86
94

91
73

88
87

85
90

91

66

93
83

89

67
98

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

GCT(5),
indel

PolyT (5),
TCT(3),CTT
®)

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
inde

PolyA (5)
Khéng ap
dung
Indel

PolyA (7),
AG(4)

Indel

PolyG (5),
inde

PolyG (6),
PolyC (6),
inde

Khoéng ap
dung

Indel

Khéng ap
dung

PolyG (7),
CTC(4), indel

Indel

PolyG (6)

Ham lugng GC

0,61

0,55

0,53

0,7
0,61

0,44
0,44

0,35
0,26

0,38
0,62

0,71

0,31

0,35
0,42

0,61

0,3
0,67

T6ng s6
lan phat
hién
chinh xac

8979

9408

9120

8256
9024

8736
7008

8448
8352

8160
8550

8736

6336

8928
7968

8452

6432
9408

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0

Téng s6
lan khéng
c6 phat

hién

45

90

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

8979

9408

9120

8256
9024

8736
7008

8448
8352

8160
8550

8736

6336

8928
7968

8449

6432
9408

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

45

90
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Kich MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
thudc N Téng s6 Téng s6
- Py o 5 . Ham lugng T6ng s6 < Téng s6 o Téng s6
Nh Phan bét d h Sé base t 9 50 Dh 9 8na s5 13 AN phi 90
Amplicon N |emm . an e ) " Phan két thic cua amplicon phan o‘ as_e ronng hégencua Hamlugng GC |5n phat aniprat 1an khén Uongisolanal=nlehat 1an khoén
sécthé cuaamplicon doan viing tin cay , P hién 9 Shathién hién 9
dus amplicon hign N c6 phat o N c6 phat
oc e khéng i chinh xac khéng -
phén tich CNNXAC ™ hinh xac e chinh xac =
55 9 105586150 105586214 65 65 Indel 0,32 6240 0 0 6240 0 0
56 9 107620823 107620918 96 96 Khéng ap 0,49 9216 0 0 9216 0 0
dung
57 9 123769149 123769231 83 83 AT(3) 0,37 7968 0 0 7968 0 0
58 9 138995345 138995441 97 97 PolyC (6), 0,68 9312 0 0 9312 0 0
indel
59 10 5987120 5987198 79 78 PolyG (5), 0,47 7488 0 0 7488 0 0
indel
60 10 11784629 11784726 98 91 GC(3) 0,87 8644 1 91 8644 1 91
61 10 27317777 27317855 79 79 PolyT (5) 0,3 7584 0 0 7584 0 0
62 10 33018351 33018440 90 90 PolyA (5), 0,2 8640 0 0 8640 0 0
PolyT (5)
63 10 45084159 45084253 95 95 Indel 0,35 9120 0 0 9120 0 0
64 10 55892599 55892687 89 88 AC(11), indel 0,42 8408 0 40 8407 0 41
65 10 101611250 101611329 80 80 Khéng ap 0,49 7680 0 0 7680 0 0
dung
66 10 118351373 118351453 81 81 Khoéng ap 0,51 7776 0 0 7776 0 0
dung
67 11 8159816 8159912 97 96 Khéng ap 0,45 9216 0 0 9216 0 0
dung
68 11 30177648 30177717 70 70 Indel 0,46 6720 0 0 6720 0 0
69 11 47470345 47470444 100 100 Khoéng ap 0,65 9600 0 0 9600 0 0
dung
70 11 59837679 59837740 62 62 Indel 0,37 5952 0 0 5952 0 0
71 11 64418856 64418957 102 102 Khéng ap 0,59 9792 0 0 9792 0 0
dung
72 11 93529612 93529684 73 73 PolyA (5) 0,4 7008 0 0 7008 0 0
73 11 101347052 101347136 85 85 Khéng ap 0,42 8160 0 0 8160 0 0
dung
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Amplicon

74
75
76

77
78

79

80

81
82
83

84

85
86
87
88

89

90
91
92

Nhiém
sacthé

1
11
1

11
12

12

12

12
12
13

13

13
13
14
14

14

14
14
14

Phan bat dau
cua amplicon

102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766

88474105
120966872
24167504

25816961

44880112
77665218
31619327
39517884

46958962

58050030
82390559
92549544

Phan két thic cua amplicon

102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846

88474175
120966966
24167576

25817049

44880200
77665294
31619393
39517966

46959034

58050110
82390649
92549609

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

91
85
85

85
84

93

81

71
95
73

89

89
77
67
83

73

81
91
66

Sé6 base trong
vung tin cay

91
85
85

85
84

93

81

71
95
73

88

89
77
67
83

72

81
91
66

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

PolyG (6)
Indel

PolyA (5),
CA(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7),
AC(4)

Khong ap
dung
PolyA (6)
PolyG (5)
Khéng ap
dung

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)

Khéng ap
dung

PolyT (5),
indel

Indel
Indel

PolyA (5)

Ham lugng GC

0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

0,33

0,49

0,35
0,68
0,52

0,22

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

0,19

0,38
0,35
0,41

T6ng s6
lan phat

hien

chinh xac

8736
8160
8160

8160
8064

8928

7776

6816
9117
7008

8448

8544
7392
6432
7968

6830

7776
8736
6336

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0
0

o o o o

Téng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

8736
8160
8160

8160
8064

8928

7776

6816
9119
7008

8448

8544
7392
6432
7968

6835

7776
8736
6336

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0
0

o o o o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o
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Amplicon

93
94
95
9

97
98
99

100
101

102
103
104
105

106
107

108
109
110
111

112

Nhiém
sacthé

14
15
15
15

15
15
15

15
16

16
16
16
16

17
17

17
17
17
17

17

Phan bat dau
cua amplicon

102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413

89864274
1894910

28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394

Phan két thic cua amplicon

102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503

89864343
1894972

28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

94
98
68
95

95
72
91

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93
91
84

91

Sé6 base trong
vung tin cay

94
96
68
93

95
71
91

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93
89
82

91

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

Indel
PolyC (5)
Indel

PolyG (5),
inde

PolyT (6)
Indel

Khoéng ap
dung

Indel

Khéng ap
dung

PolyC (5)
TA@3)
PolyC (5)

PolyT (5),
inde

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13),
indel (x2)

PolyA (5)

Ham lugng GC

0,62
0,45
0,25
0,68

0,43
0,65
0,36

0,56
0,27

0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

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

0,34

T6ng s6
lan phat

hien

chinh xac

9024
9216
6528
8928

9120
6816
8736

6720
6048

9120
8352
9984
8736

8544
8347

8736
8928
8544
7776

8736

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0

0
0
0

o

o o o o o

N o o o

Téng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

9024
9216
6528
8926

9120
6816
8736

6720
6048

9120
8352
9984
8736

8544
8347

8736
8928
8544
7777

8736

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0

0
0
2

o

o o o o

o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o
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Amplicon

113

114
115
116
117
118

119

120

121
122
123

124

125

126

127

128
129
130

Nhiém
sacthé

17

17
17
17
18
18

18

18

18
18
18

19

19

19

20

20
20
20

Phan bat dau
cua amplicon

45438866

61502432

64023582

72308237
2616456
6980478

9888026

38836999

47405382
54815665
59773996

625143

18121418

18186574

746056

10633195
17705633
21766821

Phan két thic cua amplicon

45438957

61502510

64023667

72308320
2616522
6980568

9888094

38837073

47405462
54815749
59774060

625241

18121491

18186643

746149

10633276
17705708
21766890

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

92

79
86
84
67
91

69

75

81
85
65

99

74

70

94

82
76
70

Sé6 base trong
vung tin cay

92

79
86
84
67
91

69

75

81
85
65

99

74

70

94

82
76
70

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

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

Inde
PolyT (7)
GAG(3)

GA@3)

Khéng ap
dung

PolyA (6),
TG(3)

PolyA (5),
inde

CTC(3), indel
CT(3), indel

Khoéng ap
dung

Khéng ap
dung

Khong ap
dung

Khéng ap
dung

Khoéng ap
dung

AC(3)
CT(3)

GT(3),TG(4),
indel

Ham lugng GC

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

T6ng s6
lan phat

hien

chinh xac

8832

7546
8256
8064
6432
8736

6624

7200

7776
8160
6240

9504

7102

6718

9024

7872
7296
6720

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0

o o o o o

Téng s6
lan khéng
c6 phat
hién

0

o o o o

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

8832

7547
8256
8064
6432
8736

6624

7200

7776
8160
6240

9504

7104

6718

9024

7872
7296
6720

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0

o o o o o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

o o o o
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Amplicon

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141

142
143

144
145
146
147

148

149

150

Nhiém
sacthé

20
20
20
20
21
21

21
21

21

22
22

22
22

22

Phan bat dau
cua amplicon

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233

37409844
37637596

47081347
15870424

135288543

135290777

2655397

2655519

2655609

Phan két thic cua amplicon

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329

37409940
37637694

47081438

15870492

135288611

135290847

2655461

2655609

2655679

Kich
thudc
phan
doan
dudc

phan tich

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100
97

97
99

92
69
69
71

65

91

71

Sé6 base trong
vung tin cay

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97

97
99

92
69
69
71

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

Inde
Inde
PolyG (6)
Inde
Inde

PolyT (6), CA
)
GT(3), indel

PolyA (6),
AG(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Inde

Khong ap
dung
Indel

Khéng ap
dung
Inde

PolyT (5)

PolyC (5)

Khoéng ap
dung

Khéng ap
dung

Khong ap
dung

PolyA (5)

Ham lugng GC

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

T6ng s6
lan phat
hién
chinh xac
9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6603

8640

9600
9312

9312
9504

8832
6624
6624
6816

MiSeqgDx 1

T6ng s6
lan phat
hién
khéng
chinh xac

0

o o o o o

o

o o o o

Téng s6
lan khéng
c6 phat

hién

21

o

o o o o

Tong s6 1an
phat hién
chinh xac

9696
6432
8360
8352
6336
9408

8352
6601

8640

9600
9312

9312
9504

8832
6624
6624
6816

MiSeqDx 2

Téng s6
lan phat
hién
khong
chinh xac

0

o o o o o

o

o o o o

T6ng s6
lan khéng
c6 phat
hién

23

o o o o
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Ké&t qua nghién clu kha nang tai 1ap dudc phan tich trén cd s mdi ngudi van hanh, bang cach su dung tan sé bién thé (Bang 7). Phan tich nay da
chiing minh rang cac tan sd bién thé co su nhat quan gilia nhiing ngudi van hanh. Tan sé bién thé trung binh +/- 1 do Iéch chuén dudc trinh bay.

Bang 7 K&t qua gilia nhiing ngudi van hanh cho thiét bi MiSeqDx Instrument

Khoang S6bién  Tdng s6 bién thé dudc T6ng s6 bién thé dugc Tan s6 bién thé trung binh Tan s6 bién thé trung binh
tan s6 th€ duy  phan tich, ngudi van phan tich, ngudi van (SD) dudc bao cao, ngudi van (SD) dugc bao cao, ngudi van
bién thé nhat hanh 1 hanh 2 hanh 1 hanh 2

bénghdp 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05

t (0,70-

1,00)

Dihgpti 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04

(0,20-

0,70)

Két qua nghién clu vé kha nang tai 1ap cho tling mau trinh bay dudc téng hdp tui tat ca tdm Ian chay (Bang 8). Kha nang phat hién dudc danh gia
cho riéng tling loai bién thé - SNV, viing chén va vung xo6a. Loai tri cac vi tri tham chiéu. Phan tich nay chting minh réang két qua cho cac bién thé
c6 thé tai 1ap trén cac mau.

Bang 8 DO tudng hgp clia két qua phat hién base cua thiét bi MiSeqDx trén mdi mau

SNV Vung chén Vung x6a
M&u T6ng s6 Téng s6 TP T6ng s6 FP T6ng s6 FN Téng s6 T6ng s6 TP T6ng s6 FP Téng s6 FN T6ng s6 T6ng s6 TP Téng s6 FP T6ng s6 FN

NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1456 1456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1072 1071 0 1 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1248 1247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1088 1087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 1
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0

NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
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SNV Vung chén Vung x6a
Mau Téng s6 Tong s6 TP Téng s6 FP T6ng s6 FN Téng s6 T6ng s6 TP T6ng s6 FP Téng s6 FN T6ng s6 T6ng s6 TP Téng s6 FP T6ng s6 FN
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0

Dii liéu co6 dudc qua 8 Ian chay trong nghién cliu vé kha nang tai 1ap nay chiing minh cho tuyén bd réng thiét bi MiSeqDx co thé giai trinh tu mot

cach nhat quan:

* Ham lugng GC = 19% (tat ca cac base dudgc phat hién & 192/192 amplicon dugc giai trinh tui cé ham Iugng GC 19% dudc phat hién chinh xac
véi ty 1& khong c6 phat hién la 1,1%)

* Ham lugng GC < 78% (tat ca cac base dugc phéat hién & 192/192 amplicon dudc gidi trinh tu c6 ham lugng GC 78% dudc phat hién chinh xac
V@i 0 Ian khdéng c6 phat hién)

* Do dai PolyA < 8 (Poan Iap lai PolyA gém 8 nucleotide dugc phat hién chinh xac 6 192/192 amplicon dudc giai trinh tJ c6 chiia PolyA = 8)

* Do dai PolyT <10 (boan lap lai PolyT gébm 10 nucleotide dugdc phat hién chinh xac 6 192/192 amplicon dudgc giai trinh tu c6 chiia PolyT = 10)

* Do dai PolyG < 7 (Boan lap lai PolyG gom 7 nucleotide dudc phat hién chinh xac 8 192/192 amplicon dudc giai trinh tu cé chida PolyG = 7)

* Do dai PolyC < 6 (Poan lap lai PolyC gobm 6 nucleotide dudc phat hién chinh xac § 576/576 amplicon dudc giai trinh tu c6 chia PolyC = 6)

* Do dai doan lap lai dinucleotide < 11x (tdt ca cac base dugc phat hién ¢ 192/192 amplicon dudc giai trinh tu c6 doan Iap lai dinucleotide 11x
dudc phat hién chinh xac véi ty 1é khéng cé phat hién la 0,5%)

* Do dai doan Iap lai trinucleotide < 5x (tat ca cac base dudc phat hién 6 192/192 amplicon dudc giai trinh tu c6 doan lap lai trinucleotide 5x dugc
phat hién chinh xac vdi ty 1é khéng c6 phat hién la 0,5%)

* vung chén cé kich thudc 24 base trd xuéng hoac vung x6a 25 base tré xuéng
- Vung chén co6 kich thudc 24 base dudc phat hién chinh xac ¢ 192/192 mau
- Vung x06a c6 kich thudc 25 base dudc phat hién chinh xac 6 223 mau va phat hién nham 6 1/224 mau

Nghién cdu 2

Nghién ctu vé kha nang tai lap gilia cac dia diém dudc thuc hién véi mot xét nghiém dai dién, Xét nghiém 139 bién thé xd nang lllumina MiSeqDx.
Trong dé, mot tap hdp phu gém cac bién thé di truyén cé y nghia lam sang CFTR dudc phan tich bang phan mém MiSeq Reporter, st dung quy
trinh céng viéc giai trinh tu ADN dudc nham muc tiéu trén Nén tang MiSegDx. Nghién cliu mu st dung 3 dia diém thu nghiém va 2 ngudi van hanh
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tai mbi dia diém. Hai bang c6 dac diém ré rang gém 46 mau, mdi bang dudc tling ngudi van hanh xét nghiém tai méi dia diém véi téng s6 810 lan
phat hién 8 méi dia diém. Cac bang chia t6 hdp ADN hé gen tli cac dong té bao véi cac bién thé da biét trong gen CFTR, cling nhu mau bi suy
giam bach cau dudc thém cac dong té bao co cac bién thé da biét trong gen CFTR. Cac mau mau dudc cung cdp nhdm hé trg qué trinh két hgp
céc budc tach chiét dudc st dung dé chuan bi gADN doéng vai trd dau vao chinh cho quy trinh cdng viéc xét nghiém. Ty |& dat cia mau, nghia 1a s6

ligng mau dat s6 liéu QC trong Ian thuc hién dau tién, 1a 99,88%. T4t ca cac két qua xét nghiém déu dua trén xét nghiém ban dau.

Bang 9 Tom tat két qua nghién ctiu vé kha nang tai lap dudc thuc hién véi xét nghiém dai dién 139 bién thé xd nang MiSeqDx

Ban 6
9 mau
A 1
A 2
A 3
A 41
A 52
A 6
A 7
A 8
A 9°
A 103
A 11
A 12
A 13

Kiéu gen mau

S549N (HET)
1812-1 G>A (HET)
Q493X/F508del (HET)
F508del/2184delA (HET)
Y122X/R1158X (HET)

F508del/2183AA>G
(HET)

R75X (HET)
1507del/F508del (HET)
F508del/W1282X (HET)
F508del/3272-26A>G

(HET)

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

EB60X/F508del (HET)

Tong s6 1an phat
Bién thé hién trén mai dia
diém

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

S6 lan phat hién

Sé lan phat hién
tuong hgp am (Thé

Dia
1
804
804
798
797
798

798

804

798

798

798

798

798

tuong hdp duong
(Bi€n thé)

bia Dia Dia

diém diém diém diém
1 2 3
6 6 6
6 6 6
12 12 12
12 12 12
12 10 12
12 12 12
6 6 6
12 12 12
12 11 12
12 11 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12

798

dai)

Dia
diém
2
804

804
798
798
665

798

804
798
797

797

798

798

798

Dia
diém
804
804
798
798
798

798

804

798

798

798

798

798

798

S6

lan

phat
hién

sai

23

23

Sé lan khéng Ty Ié tudng hdp dudng

c6 phat hién

(%)

100
100
100
100

94,44

100

100
100
97,22

97,22

100

100

100

16
e o
tylé

tucng
tuong
hop hdp
am (%) (é@)
100 100
100 100
100 100
100 100
94,44 94,44
100 100
100 100
100 100
99,96 99,92
99,96 99,92
100 100
100 100
100 100
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~ tuonghgpdudng  tuonghogpam (The SO 718 T

_ss . o Téng sGfan phat (Bién thé) dai) BN oslankheng Tyl6tudng hdpdudng tiong . C
Bang X Kiéu gen mau Bién thé hién trén moi dia phat A o tuong
mau diém Dia Dia Dia Dia Dia Dia hién cé phat hién (%) . h(_j;z o

diém diém diém diém diém diém . am (%) (%)

1 2 3 1 2 3
A 14 M1101K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 15 M1101K (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 16 F508del (HOM) 1506V, 1507V, F508C khong 828 6 6 6 822 822 82 0 0 100 100 100
hién dién

A 17 F508del/3659delC (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
18 R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/TG)12(T)5 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100

19 621+1G>T/711+1G>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100

(HET)
A 20  G85E/621+1G>T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 21 A455E/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 22 F508del/R560T (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 23 F508del/Y1092X (C>A) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)

A 24 N1303K (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 25 G542X (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 26 G542X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 27 G551D/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 28 3849+10kbC>T (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 29 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Khéng ap dung 100 100
A 30 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 31 1717-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
A 32 R1162X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 O 0 100 100 100
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50

Kiéu gen mau Bién thé

R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
wT
G85E (HET)
1336K (HET)
wT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

F508del/3659delC (HET)

R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/(TG)12(T)5

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
N1303K (HET)
G551D/R553X (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT

Tong s6 1an phat
hién trén méi dia
diém

810

810

810

810

810

810

810

810

810

816
810

810

810

810

810

810

810

810

S lan phat hién

S6 lan phat hién
tuong hgp am (Thé

Pia

1

798

804

810

804

804

810

798

798

798

798
798

798

804

798

804

798

798

tuong hgp dudng
(Bién thé)
bPia Pia Pia
diém diém diém diém
1 2 3
12 12 12
6 6 6
0 0 0
6 6 6
6 6 6
0 0 0
12 12 12
12 12 12
12 12 12
18 18 18
12 12 12
12 12 12
6 6 6
12 12 12
6 6 6
12 12 12
12 12 12
0 0 0

810

dai)

Pia
diém
2
798

804
810
804
804
810

798

798

798

798
798

798
804
798
804

798

798

810

Pia

diém

798

804

810

804

804

810

798

798

798

798
798

798

804

798

804

798

798

810

S6 .
lan Tyl
hat Sé lankhdng Ty lé tudng hdp duong  tuong
pm c6 phat hién (%) hdp
hién .
. am (%)
sai
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 Khéng ap dung 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 Khong ap dung 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 100 100
0 0 Khéng ap dung 100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100

100

100

100

100

100

100

100
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68

69

Kiéu gen mau

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>G)
(HET)

S549N (HET)

W846X (HET)

Tong s6 1an phat
hién trén méi dia
diém

Bién thé

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

S lan phat hién

S6 lan phat hién
tuong hgp am (Thé

Pia

1

798

804

804

804

804

810

810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

tuong hdp dudng
(Bién thé)
bPia Pia Pia
diém diém diém diém
1 2 3
12 12 12
6 6 6
6 6 6
6 6 6
6 6 6
0 0 0
0 0 0
6 6 6
0 0 0
6 6 6
0 0 0
6 6 6
0 0 0
6 6 6
6 6 6
12 12 12
6 6 6
6 6 6
6 6 6

804

dai)

Pia
diém
2
798

804
804
804
804
810
810
804
810
804
810
804
810
804
804
798

804

804

804

Pia

diém

798

804

804

804

804

810

810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

(%)

100

100

100

100

100
Khong ap dung
Khéng ap dung

100
Khéng ap dung

100
Khéng ap dung

100
Khéng ap dung

100

100

100

100

100

100

Sé lankhdng Ty lé tudng hdp duong  tuong

hop

am (%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Kiéu gen mau Bién thé

wT
E92X/F508del (HET)

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

G542X (HET)
F508del (HET)
F508del (HET)
F508del (HET)
621+1G>T/A455E (HET)
1812-1 G>A (HET)
wT
F508del/R553X (HET)
F508del/G551D (HET)
R347P/F508del (HET)

R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/(TG)12(T)5

1507del (HET)
2789+5G>A (HOM)
CFTR dele2, 3/F508del

(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT

Tong s6 1an phat
hién trén méi dia
diém

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

816
810

810

810

810

810

S lan phat hién
tuong hdp dudng
(Bién thé)

bPia Pia Pia Pia
diém diém diém diém
1 2 3 1
0 0 0 810

12 12 12 798

12 12 12 798

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

18 18 18 798
6 6 6 804

6 6 6 804

12 12 12 798

12 12 12 798

0 0 0 810

dai)

Pia
diém
2
810

798

798

804
804
670
804
798
804
810
798
798
798

798
804

804

797

798

810

S6 lan phat hién
tuong hgp am (Thé

Pia
diém

810

798

797

804

804

804

804

798

804

810

798

798

798

798
804

804

798

798

810

S6
lan
phat
hién
sai

Sé lankhdng Ty lé tudng hdp duong  tuong

c6 phat hién

14

(%)

Khéng ap dung
100

100

100
100
94,44
100
100
100
Khong ap dung
100
100
100

100
100

100

100

100

Khéng ap dung

Tyie 1o
tylé

T tuang
am (%) %P
(%)

100 100
100 100

99,96 99,96
100 100
100 100

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

99,96 99,96
100 100
100 100
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S lan phat hién S6 lan phat hién ] .
T8 3 ot tiong hgpdudng  tudng hgp am (Thé Z: Ty 16 Tt°'|‘2
. S8 « . ong sofan phe (Bién thé) dai) | SGlankhong Tylétudng hopduong tiong
Bang N Kiéu gen mau Bién thé hién trén moi dia phat A o tuong
mau diém Dia Dia Dia Dia Dia Dia hién cé phat hién (%) . h(_j;z o
diém diém diém diém diém diém . am (%) (%)
1 2 3 1 2 &
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
Téng 74556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

1 Vi tri thé dai tudng tng vdi bién thé N1303K cho mot mau I&p dan dén két qua Khdng cé phat hién do khéng du pham vi.

2 M6t mau 13p ctia cac mau 5 va 75 co ty 1& phat hién 1a 0%. K&t qua nghién ctiu sau hon cho thay cac mau co thé da khdng dudc thém vao khay mau trudc khi
chudn bi thu vién vi thé tich mau con lai trong cac 8ng phi hdp véi viéc khong thé tich nao dudc loai bo.

3 Bang chting chi ra rdng cac mau 9 va 10 co thé da dudc ngudi van hanh chuyén déi trudc khi chuan bi thu vién.

4 Vi tri thé dai tudng ting véi bién thé M1V cho mdt mAu lap clia m&i mAu trong s& hai mau dAn dén két qua Khong co phat hién do khong di pham vi.

Pac diém hiéu suéat sinh dudng

Cac nghién ctiu dudc mo ta trong tai liéu nay da st dung Mo6-dun bién thé sinh dudng dé phan tich dii liéu giai trinh tu, ngoai trii nghién clu su
dung bang 2 gen trong dé mo-dun cho tling xét nghiém cu thé dudc st dung.

D06 chinh xac
Ba nghién ctiu da dudc thuc hién dé danh gia do chinh xac cua thiét bi MiSeqDx vSi ADN tach chiét tii cac mau FFPE.
Nghién cdu 1

Nghién ctu st dung mdt xét nghiém dai dién dudc thiét k& dé truy van nhiéu loai gen bao gém 12.588 base trén 23 nhiém sac thé khac nhau bang
150 amplicon. Nhiém s&c thé Y khdng chda vung tin cdy va khéng dudc danh gia. Nam mau duy nhat dudc st dung trong nghién ctiu nay 1 ti mot
gia dinh - b6 me va ba con - thudng dudc giai trinh tu bdi nhiéu phong thi nghiém va bang nhiéu phudng phap giai trinh tu. Cé ba mau tu nii gisi va
hai mau tli nam gidi. T4t ca cac mau da dudc cd dinh formalin va nhing parafin truéc khi ADN dudc tach chiét cho nghién ctiu. Madu GM12877
dudc pha lodng, 6 cap do ADN, vSi mau GM12878 dé tao ra GM12877-D nham hinh thanh mét tAp hdp cac bién thé c6 tan s6 gan bang 5% va
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10%. M&i mau dudc xét nghiém hai Ian ngoai trii GM12877-D dudc xét nghiém véi ndm mau I&p. Do chinh xac dudc xac dinh d6i véi SNV, viing
chén va vling x6a bang cach so sanh dii liéu nghién clu vdi cd sd dii liéu tham chi€u c6 dac diém rd rang. Trinh tu cd s4 dii liéu tham chiéu (Hé
gen bach kim phién ban 2016-01) bat ngudn tui su két hdp cua nhiéu phudng phap giai trinh tu, dii liéu cé sén cong khai va théng tin di truyén. Cac
vlng gen tin cdy dudc xac dinh dua trén phudng phap tham chiéu nay tri khi cé quy dinh khéac. Tinh téhg cong, cac mau da dudc chay 8 lan. Cac
bang dugc trinh bay dé thé hién do chinh xac dua trén di liéu tu Ian chay dau tién.

Bang 10 bao gém céc dii liéu nghién ctiu dudc trinh bay vdi ty 1& phan tram do tudng hdp dudng va am trén co s6 méi mau, trong do cac két qua
bién thé dudc so sanh véi phudng phap tham chiéu tdng hdp cé dac diém ré rang dé tinh PPA. Ba loai bién thé (SNV, vung chén va vling xo6a)
dudc két hgp. Vi phudng phap tham chiéu chi cung cép két qua cho cac bién thé nucleotide don va viing chén/ving xda, két qua base khdng phai
bién thé dudc so sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi ban dung hg19 dé tinh NPA.

Bang 10 D06 tudng hdp gilia két qua phat hién base cla thiét bi MiSeqDx véi dii li&u tham chiéu cho 6 mau cé dac diém rd rang

Mau Ty 1é phat hién trung binh T6ng s6 bién thé Téng s6 bién thé TP T6ng s6 bién thé FN Tdéng s6 1an phat hién TN 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

! Bién thé c6 tan & 16n hon 20%.

2 Bign thé c6 tan s6 nho hon 20%.
150 amplicon dudc thiét k& dé bao gobm nhiéu ham ludng gen khac nhau. Ham lugng GC cua amplicon dao dong tii 26-87%. Amplicon ciing cé
mét loat cac trinh tu nucleotide don (vi du: PolyA, PolyT), dinucleotide va trinucleotide lap lai. 6 mau duy nhat dudc st dung trong xét nghiém. Dii
liéu dudc tdng hdp trén cd sd mbi amplicon (Bang 11) dé xac dinh anh hudng cua ham ludng hé gen déi véi % phat hién chinh xac. % phat hién
chinh xac bao gom sd lan phat hién bién thé va tham chiéu va nhé han 100% néu co Ian phat hién khong chinh xac hoac khéng cé phat hién.
Trudng hdp khdng cé phat hién xay ra khi mot hodc nhiéu bo loc khéng dudc dap ting cho viéc phat hién bién thé (vi du: pham vi khong du). Khéng
co phat hién khéng chinh xac nao. Sé Ian khong co phat hién thay déi dang ké gilia cac amplicon. Ham lugng GC va moét s hoat dong tuong tac
vGi ham lugng GC la nhiing yéu t6 du doan quan trong nhét vé sé Ian khdng cé phat hién. 2040/2580 (79%) s6 lan khéng co6 phat hién Ia do khdng
dap (ing théng s6 ky thuat vé pham vi. Amplicon c¢é ham lugng GC 16n hon 78% dan dén nhiéu Ian khéng co6 phat hién nhat. Mot amplicon dai dién
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véi ham lugng GC 78% cd téng s6 675 Ian khong co phat hién. Mot amplicon dai dién véi ham lugng GC 87% co tong sé 1365 Ian khong cé phat
hién. C6 thé tang pham vi bang cach gidm s6 lugng mau nap trén t& bao dong chay, tii do c6 thé hd trg kha nang phat hién trén amplicon c6 ham
lugng GC cao.

Bang 11 Dl liéu vé db chinh xac cép dé amplicon

pmpicon  NEM  Phanbatdau  Phan ket thic E;;hntggjﬁ S6base trong Ham luigng hé gen cia Ham TS;S;?;:” Tazféﬁfgn‘;hét k:g:s :f Léh';t ;/;:fr:i';
sac thé cua amplicon cua amplicon dudc phan tich vung tin cay amplicon lugng GC chinh xac chinh xac hién chinh xac
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 1395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), indel 0,38 1185 0 0 100
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 1364 0 1 99,9
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 1380 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1215 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), indel 0,39 1050 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), TAA(3), indel 0,27 1320 0 0 100
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 1350 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 1200 0 0 100
10 2 177016721 177016805 85 81 Khéng ap dung 0,65 1215 0 0 100
11 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 1117 0 10 99,1
12 2 190323504 190323591 88 88 PolyT (5) 0,42 1320 0 0 100
13 2 200796740 200796826 87 87 PolyT (5), indel 0,31 1302 0 8 99,4
14 2 212245049 212245139 91 91 PolyT (5), PolyA (6), indel 0,3 1365 0 0 100
15 2 228147052 228147144 93 93 Khéng &p dung 0,43 1395 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 PolyT (5), indel 0,42 1095 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 1349 0 46 96,7
18 3 46620561 46620643 83 83 Khéng ap dung 0,43 1245 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 1050 0 0 100
20 3 189713161 189713248 88 88 PolyA (5), PolyT (5), PolyA (9), 0,41 1305 0 30 97,8
TG(3)
21 3 190106030 190106104 75 74 Indel 0,57 1108 0 2 99,8
22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1170 0 0 100
23 4 7780541 7780637 97 97 PolyG (6), PolyT (5), PolyA (5) 0,42 1455 0 0 100
24 4 15688604 15688681 78 78 Khéng ap dung 0,29 1169 0 1 99,9
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Amplicon

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Nhiém
sacthé

N o o o/lolo o o o o g g a o o g 9 » D>

~

0 0o NN

Phan bat dau
cua amplicon
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
74077114
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987
32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875
154404519
156476507
1817312
24811020

Phan két thuc
cua amplicon
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084
32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965
154404599
156476599
1817394
24811109

Kich thudc
phan doan
dudc phan tich

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
93
83
90

S6 base trong
vung tin cay
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
93
83
89

Ham Iugng hé gen cua
amplicon
PolyA (5), inde
PolyA (5)
PolyA (7), inde
Khéng ap dung
GT(3), CCA(3)
Khéng ap dung
PolyA (6), inde
PolyT (5)

CT(4), AG(3)

Indel
PolyG (6)

Indel
GCT(5), indel
PolyT (5), TCT(3), CTT(3)
Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
Khéng ap dung
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel
PolyG (6), PolyC (6), indel
Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung
PolyG (7), CTC(4), indel

Ham
lugng GC
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
03
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55
0,53
0,7
0,61
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62
0,71
0,31
0,35
0,42
0,61

Tong s61an Tang s6 lan phat

phat hién
chinh xac
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
1395
1245
1305

hién khéng
chinh xac

0

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

Toéng s6 lan
khong c6 phat
hién
0
0
10

675

o O o o o o o o

= N
o N

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

w
o

% s6 lan

phat hién

chinh xac
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
100
100

97,8
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Amplicon

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

Nhiém
sacthé

© | © © © |

Phan bat dau
cua amplicon
76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801
125769313
2834770
26811004
30881766

Phan két thuc
cua amplicon
76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885
125769397
2834853
26811096
30881846

Kich thudc
phan doan
dudc phan tich

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90
95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81

S6 base trong
vung tin cay
67
98
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85
85
84
93
81

Ham Iugng hé gen cua
amplicon
Indel
PolyG (6)
Indel
Khéng ap dung
AT(3)

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

PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung
PolyA (5)
Khéng ap dung
PolyG (6)
Indel
PolyA (5), CA(3), indel
GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)

Khéng ap dung

Ham
lugng GC
0,3
0,67
0,32
0,49
0,37
0,68
0,47
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34
0,52
0,52
0,33
0,49

phat hién
chinh xac
1005
1470
973
1440
1242
1455
1170
0
1185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500
930
1530
1095
1275
1365
1275
1275
1275
1260
1395
1215

Tong s61an Tang s6 lan phat

hién khéng
chinh xac

0

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

Toéng s6 lan
khong c6 phat
hién

0

_.
o o o §Ylo o w|lo|nv o
a

OOOOOOOOOOOOO%

—y
o o N

% s6 lan

phat hién

chinh xac
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
100
98,9
100
100

A SOIN A&y iq 19141 oyd yuep xgbasi iq 181y Bunp ps uep Bupny o1



"NYHY LYNX HOIG@ DA OHO DNNA [HO “WAIHON DNO DNOHL NYO@ NYHO OHO DNNA

20A 812900002 9s il le L

9

Amplicon

81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

Nhiém
sacthé

Phan bat dau
cua amplicon
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090

Phan két thuc
cua amplicon
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180

Kich thudc
phan doan
dudc phan tich

71
95
73
89

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

Sé6 base trong
vung tin cay
71
95
73
88

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

Ham Iugng hé gen cua
amplicon
PolyA (6)
PolyG (5)
Khéng ap dung

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

Indel
Indel
GA(3),TA(3)
Khéng ap dung
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel

Indel

Ham
lugng GC
0,35
0,68
0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46

Tong s61an Tang s6 lan phat
phat hién hién khéng
chinh xac chinh xac

1065 0
1425
1095

o o o

1305

1335
1155
1005
1245
1038
1215
1365
975

1410
1440
1020
1395
1425
1065
1365
1050
945

1425
1305
1560
1362
1335
1303

O O O O/lo0olo O O O O O O O o o o o o o o o o o o

1365

Toéng s6 lan
khong c6 phat
hién

D
o

O N O W O O o o o o o o o o o o

% s6 lan

phat hién

chinh xac
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
100
100
99,8
100
99,8
100
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Amplicon

109
110
111
112
113

114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

Nhiém
sacthé
17
17
17
17
17

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

Phan bat dau
cua amplicon
16084945
33998759
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

Phan két thuc
cua amplicon
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

Kich thudc
phan doan
dudc phan tich

93
91
84
91
92

79
86
84
67
91

69
75
81

85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91

87
66
98

S6 base trong
vung tin cay
93
89
82
91
92

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

101
67
88
87
66
98

Ham Iugng hé gen cua
amplicon
Indel
PolyT (5)
PolyA (13), indel (x2)
PolyA (5)

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

Inde
PolyT (7)

GAG(3)

GA(3)
Khéng ap dung
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), inde
CTC(3), indel
CT(3), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung

AC(3)

CT(3)

GT(3),TG(4), indel
Inde
Inde
Poly G (6)
Inde
Inde

PolyT (6), CA(3)

Ham
lugng GC
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
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54

Tong s61an Tang s6 lan phat
phat hién hién khéng
chinh xac chinh xac

1395 0
1335
1215
1365

o o o o

1365

1175
1289
1260
1005
1365
1035
1121
1215
1275
975

1478
1110
1050
1410
1230
1140
1050
1515
1005
1320
1305
990

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

1470

Toéng s6 lan
khong c6 phat
hién
0
0
78
0

15

o o o o

_
o

o O O O O O O O O o o o N o o o

% s6 lan

phat hién

chinh xac
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
100
100
100
99,4
100
100
100
100
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. . P . ara . A R (B o) & 1A

o T PN oo elmoitomncie il g oo st

dudc phan tich ) ) chinh xac chinh xac hién chinh xac
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indel 0,39 1305 0 0 100
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), indel 0,32 1029 0 7 99,3
139 21 46705575 46705664 90 90 PolyT (5), PolyA (6) 0,5 1350 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 Indel 0,63 1500 0 1 99,9
141 22 32439233 32439329 97 97 Khéng ap dung 0,68 1455 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 Indel 0,46 1455 0 0 100
143 22 37637596 37637694 99 99 Khéng ap dung 0,6 1485 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 Indel 0,66 1380 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1035 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1035 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 Khéng ap dung 0,52 1065 0 0 100

148 Y 2655397 2655461 65 0 Khoéng ap dung 0,55 0 0 0 Khéng ap
dung

149 Y 2655519 2655609 91 0 Khong ép dung 0,48 0 0 0 Khong ap
dung

150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 Khéng ap
dung

Céc bién thé khdng cé phat hién dudc tom tat trong Bang 12. Cac bd loc cu thé dan dén trudng hdp khéng co phat hién dugc liét ké trong bang.

Bang 12 Tom tét cac bién thé thudc dang khong phat hién dot bién

S& amplicon

28
52
60
64
111

Chr:Pos
5:1882129
8:24811064
10:11784633
10:55892600
17:39589692

Bién thé
T>G
AG>A
C>T
TAC>T
C>CA

Ham lugng amplicon tuong ting Bo loc
GC 78% LowDP!
PolyG (7), CTC(4), GC 61% R3x6°
PolyGC (3), GC 87% LowDP
AC(11), GC 42% R3x6
PolyA (13), GC 29% R3x6

Bién thé bi bo sot

8
15
13

9
13

" DP th&p: Pham vi bao hiém thap. Bién thé dudc loc néu dd sau & it nhat mot trong cac nhom gop tai vi tri cu thé nay la dudi 900.

2 R3x6: Lap lai b loc. Bién thé& dudc loc néu tét ca hodc mot phan bién thé xuat hién 1ap di lap lai trong hé gen tham chiéu lién k& vai vi tri bién thé. Can it nhat sau

trinh ty 1ap lai trong tham chi€u va chi xét nhiing trinh tu 13p lai c6 d6 dai t6i da 3 bp.

Bién thé theo du kién

13
15
13
9

13

A SOIN A&y iq 19141 oyd yuep xgbasi iq 181y Bunp ps uep Bupny o1



"NYHY LYNX HOIG@ DA OHO DNNA [HO “WAIHON DNO DNOHL NYO@ NYHO OHO DNNA

20A 812900002 9s il le L

6%

Ké&t qua giai trinh tu cho mau dudc so sanh véi kiéu gen cé do tin cay cao d6i véi NA12878, do Vién Tiéu chudn va Cong nghé Quédc gia (NIST)
thiét 1ap (v.2.19). Trong s& 150 amplicon, 92 amplicon nam tron trong viing hé gen co6 do tin cay cao, 41 amplicon co6 su chdng 1dn mot phan va 17
amplicon khaéng c6 su chdng I&n trong trinh tu NIST. Diéu nay dan dén 10.000 toa do trén mdi mau lap dé so sanh. Cac phat hién base khdng phai
bién thé dudc so sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi (ban dung hg19). K&t qua vé dé chinh xac dudc thé hién trong Bang 13.

Bang 13 D0 tuong hdp gilia két qua phat hién base cua thiét bi MiSegDx véi tham chiéu NIST cho mau GM12878

Ty lé phathiéntrung  T6ng s6 Ian phat hién bién T6ng s6 lan phat hién bién  Tong s6 1an phat hién  Tong s Ian phat hién

binh thé TP thE FN TN FP PPA~ NPA  OPA

Mau S amplicon

GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

Nam mau khdng pha loang dudc phan tich thém dé phat hién ving chén va x6a nho (indel) (Bang 14). Trong mét s6 trudng hdp, indel nay phd bién
trong hai mau tré 1én nhu dudc phan anh trong cdt Téng s6 mau lap cia mau cé indel. K&t qua cho ca hai mau Iap cua 5 mau dudc dua vao Bang
14. C6 téng cdng 71 indel co kich thudc tii 1-24 bp ddi vai ving chén va 1-25 bp déi véi ving x6a. Mai indel trong 68 indel déu dudc phat hién vai ty
I& phan tram dé tudng hdp duong 1a 1. Ba lan chén va xéa khdng cé phat hién chinh xac vi mdi bién thé nay la khdng phat hién dudc do bd loc
R3x6. Vi vay, khong thé tinh toan PPA do PPA loai tri trudng hdp khdng cd phat hién. Ba bién thé la vung xéa 1 bp (chr8 24811064 AG>A); vling
x6a 2 bp (chr10 55892600 TAC>T); va vung chen 1 bp (chr17 39589692 C>CA).

Bang 14 Tom tat vé kha nang phat hién indel bang thiét bi MiSeqDx

Téng
s6 lan
& . o a L Téng s6 A < aa . .. phat
i Nhiém _ Kich thudc phan doan Loai va chiéu dai cta + .., Solankhéng Toéng sd lan phathién N
Amplicon . . Vi tri L . . . Indel mau lap co A : R . i hién PPA
sac thé dudc phan tich indel trén amplicon . c6 phathién indel khong chinh xac
indel indel
chinh
xac
1 1 36450544 93 Vung x6a 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 7 0 0 7 100
2 1 109465165 79 Vung x6a 3 bp ACTT>A 9 0 0 9 100
3 1 218353908 91 Vung chén 23 bp T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 15 0 0 15 100
4 1 223906701 92 Vung xéa 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G 11 0 0 11 100
6 1 236372081 70 Vung chén 5 bp C>CTTAAG 9 0 0 9 100
7 1 247812083 88 Vung chén 3 bp C>CATG 9 0 0 9 100
8 2 55862804 90 Vung chén 7 bp T>TTTGGTAA 13 0 0 13 100
9 2 87003972 80 Vung x6a 6 bp TTATCTC>T 11 0 0 11 100
13 2 200796749 87 Vung chén 5 bp T>TTAAAA 15 0 0 15 100
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Amplicon

14
16
17
19
21
25
27
31
34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52

53
55
58
59
63
64

Nhiém
sacthé

W NN N NN oo oo o o a gl B w w NN

10
10
10

Vi tri

212245090
235016388
4466274
49851375
190106071
56236567
164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514
149503916
156476548
24811064

76518677
105586193
138995370

5987158

45084202

55892600

Kich thudc phan doan
dudc phan tich

100

67
65
97
79
95
89

Loai va chiéu dai cua
indel trén amplicon

Vung chén 12 bp
Vung chén 2 bp
Vung xéa 23 bp
Vung chén 9 bp
Vung x6a 1 bp
Vung x6a 8 bp
Vung chén 11 bp
Vung x6a 4 bp
Vung chén 8 bp
Vung xéa 21 bp
Vung x6a 3 bp
Vung xéa 25 bp
Vung xéa 23 bp
Vung chén 1 bp
Vung x6a 4 bp
Vung chén 1 bp
Vung x6a 4 bp
Vung xéa 11 bp

Vung x6a 1 bp

Vung chén 4 bp
Vung chén 4 bp
Vung xéa 21 bp
Vung x6a 3 bp
Vung xéa 16 bp

Vung x6a 2 bp

Indel

C>CTGAAAATAGGAT
ASATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
Cc>CT
CAAGT>C
T>TC
GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A

T>TACTG
C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T

Téng s6
mau lap co
indel

11

13

13

13
11
15

11
13
13
15

13
15

13

11
11

SG lan khéng  Téng sG lan phat hién

c6 phat hién

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

_
[¢)]

© o o o o o

indel khong chinh xac

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

o o o o o o

Tong
s6 lan
phat
hién
indel
chinh
xac

13

13

13

15

13

13

15

13

PPA

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

Khéng
ap dung

100
100
100
100
100
100
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Amplicon

68
70
75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
111
112
113
114
120
121

Nhiém
sacthé

Vi tri

30177690
59837721
118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
85438311
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425

Kich thudc phan doan
dudc phan tich

Loai va chiéu dai cua
indel trén amplicon

Vung chén 2 bp
Vung chén 8 bp
Vung x6a 8 bp
Vung x6a 2 bp
Vung chén 21 bp
Vung chén 19 bp
Vung chén 4 bp
Vung xéa 20 bp
Vung xéa 22 bp
Vung chén 4 bp
Vung xéa 16 bp
Vung x6a 5 bp
Vung x6a 6 bp
Vung xéa 25 bp
Vung chén 3 bp
Vung chén 4 bp
Vung x6a 7 bp
Vung x6a 1 bp
Vung chén 18 bp
Vung chén 4 bp
Vung chén 1 bp
Vung chén 24 bp
Vung x6a 4 bp
Vung xéa 12 bp
Vung chén 22 bp

Vung chén 3 bp

Indel

C>CTG
T>TTATGAAAA
CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C
GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G
C>CTTG
G>GCTAC
ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT
A>AACAC
C>CA
T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA
CAGTG>C
TTTGTATCTGCTG>T
T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA
T>TGAG

Téng s6
mau lap co
indel

11

11
15
15
11

15
13
11

11

11
13
11

13
15

13
15
11

SG lan khéng  Téng sG lan phat hién

c6 phat hién

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

_
w

o o o o o

indel khong chinh xac

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

Tong
s6 lan
phat
hién
indel
chinh
xac

15

15

15
13

13
15

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Tong

s6 lan

. i o e Téng s6 A LA o xra .o .. phat

) Nhiem .y Kich thudc phan doan Loai va chiéu dai cua < ., So6lankhéng Tong s6 lan phathién N
Amplicon . . Vi tri L . . . Indel mau lap cé i L . . ) i hién PPA
sac thé dudc phan tich indel trén amplicon i c6 phathién indel khéng chinh xac

indel indel

chinh

xac
122 18 54815706 85 Vung x6a 2 bp ACT>A 13 0 0 13 100
130 20 21766863 70 Vung xéa 15 bp TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 0 9 100
131 20 25278464 101 Vung chén 5 bp A>AGTGGG 13 0 0 13 100
132 20 50897361 67 Vung chén 11 bp G>GGAATGTCAGCC 15 0 0 15 100
134 20 62690925 87 Vung xéa 16 bp TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 0 9 100
135 21 30300873 66 Vung chén 11 bp G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9 100
137 21 36710749 87 Vung xéa 21 bp ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9 100
138 21 46644985 69 Vung x6a 5 bp GTTGTT>G 13 0 0 13 100
140 22 25750814 100 Vung chén 6 bp C>CAGGGCA 13 0 0 13 100
142 22 37409885 97 Vung chén 5 bp C>CTGTTT 13 0 0 13 100
144 22 47081407 92 Vung xéa 10 bp GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7 100

Nghién cdu 2

Nghién ctu nay s dung cac mau mé ung thu dai truc trang FFPE trong ngan hang va xét nghiém 2 gen dai dién dudc so sanh vdi phuong phap
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tham chiéu la giai trinh td Sanger hai chiéu (Sanger). Trong t6ng s6 1183 dGi tugng, 441 ddi tudng co két qua xét nghiém dai dién va theo phudng
phap Sanger hgp Ié. Khi danh gia & cap do déi tugng (Bang 15), 230 trong s6 441 déi tugng co két qua dudng tinh theo Sanger (phat hién dét bién
theo Sanger). Trong 230 déi tugng nay, 227 déi tugng c6 két qua duaong tinh theo xét nghiém dai dién. 211 déi tugng con lai trong s6 441 déi tudng
c6 két qua am tinh theo Sanger (khdng phat hién dot bién theo Sanger). Trong 211 déi tugng nay, 206 dbi tugng c6 két qua am tinh theo xét
nghiém dai dién. Diéu nay dan dén Ty I& phan tram dé tudng hop duong (PPA) la 98,7% va Ty |& phan tram dé tudng hdp am (NPA) 1a 97,6%
(Béang 15).
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Bang 15 Ty lé phan tram db tuong hgp dudng va am cua két qua cap do déi tugng

, a a Sanger Téng
Xét nghiém dai dién =
Dudng tinh Am tinh
Duong tinh 227" 5 232
Am tinh 32 206 209
Tong 230 211 441
Hiéu sust Tom tat
Do tudng hgp Théng ké Udc tinh diém Chinh xac 95% CI
PPA 227/230 =98,7% [96,2%,99,7%]
NPA 206/211=97,6% [94,6%,99,2%]

1Co 224 dsi tugng khdép chinh xac déi véi cac két qua theo cép dd trong pham vi déi tugng, moi dot bién. B4i véi 2 déi tugng, MiSeqDx phat hién dét bién dudc
phat hién theo Sanger va 1 dot bién khac. Béi véi 1 d6i tudng, MiSegDx va Sanger phat hién cac dét bi€n khac nhau.
21 dsi tudng c6 2 dot bién dugc phat hién theo Sanger. 2 d6i tudng co6 1 dot bi€n dudc phat hién theo Sanger.

Nghién cdu 3

Nghién ctu nay da danh gia thu vién ADN dudc chuan bi v6i cac mau xét nghiém FFPE trén nhiéu loai md. Téng s6 109 mau xét nghiém FFPE tu
tam md khac nhau (rudt két, budng triing, tuyén tuy, tuyén thugng than, bang quang, gan, tuyén giap va vu) vdi it nhat 11 mau xét nghiém FFPE
dai dién cho mdi loai mé). M6 tuyén thudng than bao gém mé di can tu cac khdi u thuc quan, phdi, rudt két. Md con lai co khéi u nguyén phat.
Nghién ctu nay st dung mot thiét k& xét nghiém dai dién dé truy van 26 gen bao gém 21.577 base trén 17 nhiém sac thé khac nhau. Téng s6 6
gen khac nhau (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR va BRAF) dudc giai trinh tu theo Sanger vSi mdi khéi u cé 1-3 gen dudc giai trinh tu theo
Sanger dua trén ty I€ hién hanh du ki€n ctia cac dot bién sinh dudng dbi véi khéi u do. Két qua giai trinh tu theo Sanger da xac dinh dudc 39 dot
bién sinh dudng SNV 6 33/109 mau xét nghiém FFPE. MiSeqDx da xac dinh dudc 36 dét bién sinh dudng SNV 6 32/109 méau xét nghiém FFPE vdi
1 két qua am tinh gia va 2 két qua khong co6 phat hién vi tri bién thé. PPA la 97,3%. MiSeqDx da xac dinh dugc 78.975 base tham chiéu trén 109
mau xét nghiém FFPE véi 29 Ian dudng tinh gia lién quan dén giai trinh tu theo Sanger va 3416 Ian khéng cé phat hién. NPA 1a 99,9%. Vung xo6a
hai base nhat quan gilia hai phudng phap. Bang 16 tom tat két qua theo loai mo.
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Bang 16 Phan tram do tudng hgp dudng va am theo loai mé

Loai md S6 mau Téng s6 bién thé Téng s6 bién thé TP Téng s6 bién thé FN Téng s6 1an phat hién TN Téng s6 an phat hién FP Téng s6 lan khéng cé phathién  PPA NPA
Tuyén thugng than 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Bang quang 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
Va 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Rudt két 11 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Gan 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Budng triing 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99
Tuyén tuy 17 7 0 11929 12 489 100 99,9
Tuyén giap 11 3 0 7429 1 652 100 >99,9
Téng 109 39 36 1 78975 29 3416 97,3 >99,9

Kha nang tai lap

Hai nghién cliu da dudc thuc hién dé danh gia kha nang tai 1ap cua thiét bi MiSeqDx vSi ADN tach chiét tii cac mau FFPE. Nghién ciu 1 st dung
nhiéu thiét bi. Nghién clu 2 co6 nhiéu dia diém.

Nghién cdu 1

Kha nang tai lap cua thiét bi MiSeqDx dudc xac dinh bang cach si dung hai thiét bi va giao cho hai ngudi van hanh dudc dao tao, thuc hién tong
codng tam Ian chay. Xét nghiém dai dién, béi canh hé gen amplicon, mau va phudng phap tham chiéu giéng nhu théng tin mé ta cho nghién ciu vé
do chinh xac 1 @ trén. K&t qua dudc trinh bay trén cd sd moi amplicon cho mai thiét bi (Bang 17) dé chiing minh kha nang tai 1ap cua viéc phat hién
trén cac thiét bi. % sé Ian phat hién chinh xac bao gém ca lan phat hién khong chinh xac va lan khéng cé phat hién (mét hoac nhiéu bd loc khéng
dudc dap Ung cho viéc phat hién bién thé€). Cac thiét bi tao ra s& [an khong co6 phat hién tudng tu tuy theo amplicon cu thé. D3 quan sat thay lugt
phat hién khong chinh xac trong vung tin cy nhu dudc xac dinh theo tiéu chuin tham chiéu Hé gen Bach kim dgi véi MiSegDx 1. Phat hién khéng
chinh xac la mét phat hién dudng tinh gia cia mot bién thé chén trong bd khuéch dai 64 truy van nhiém sac thé 10 & cac vi tri tti 55892599 dén
55892687. Amplicon nay co trinh tu Iap lai dinucleotide 1a 11.
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Bang 17 K&t qua nghién cliu vé kha nang tai lap gitia cac thiét bi d6i vdi thiét bi MiSeqDx (cap dé Amplicon)

Amplicon

[<2 NG, RN N N V]

11
12
13

14

15

Nhi&m séc thé

Kich thuéc phan
doan dudc phan tich

93
79

91
92
81
70

88

90

80
85

75
88
87

91

93

S6
base

trong
vung tin
cay

93
79

91
92
81
70

88

80
81

75
88
87

91

93

MiSeqDx 1
Ham lugng
hé gencua Ham lugng GC Téng s6
amplicon I8 phat T6ng s6
Tdéng s6 lan phat o Ian
hién chinh xac hién khong co
’ i AN
ién
chinh xac e
Indel 0,22 5580 0 0
PolyA (5), 0,38 4740 0 0
PolyC (5),
indel
Indel 0,4 5448 0 12
Indel 0,49 5518 0 2
PolyG (5) 0,69 4858 0 2
Indel PolyT 0,39 4200 0 0
(10)
PolyA (5), 0,27 5279 0 1
CT(3), TAA
(3), indel
Indel 0,28 5400 0 0
Indel 0,38 4800 0 0
Khong ap 0,65 4859 0 1
dung
PolyA (8) 0,35 4468 0 40
PolyT (5) 0,42 5280 0 0
PolyT (5), 0,31 5211 0 43
indel
PolyT (5), 0,3 5453 0 7
PolyA (6),
indel
Khéng ap 0,43 5579 0 1
dung

Téng s6 lan phat
hién chinh xac

5580
4740

5453
5518
4860
4200

5279

5400

4800
4859

4468
5280
5214

5449

5579

MiSeqDx 2

Tdéng s6 lan phat
hién khéng chinh
xac

o o o o

T6ng s6
khong co
phat hién

o o N

40

40

11
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Amplicon

16

17
18

19
20

21

22

23

24

25

26
27

28

29

30

Nhiém sac thé

Kich thudc phan
doan dudc phan tich

73

93
83

70
88

75

78

97

78

66

71
62

78

84

64

S6
base
trong

vung tin
cay

73

74

78

97

78

62

69
62

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Ham lugng
hé gencua Ham lugng GC Téng s6
) T8 . 15 -
amplicon o anphat OM9%% TéngsGlanphat o0
Téng s6 lan phat . lan Tong s6 lan phat o . ,
. ) ) hién . 3 . ) ) hién khéng chinh . A
hién chinh xac N khéng cod  hién chinh xac i khéng cé
khéng A xac i
B . phathién phat hién
chinh xac
PolyT (5), 0,42 4378 0 2 4379 0 1
indel
AT(3), indel 0,27 5396 0 184 5396 0 184
Khong ap 0,43 4980 0 0 4980 0 0
dung
CT(3), indel 0,49 4193 0 7 4194 0 6
PolyA (5), 0,41 5220 0 120 5220 0 120
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)

Indel 0,57 4432 0 8 4432 0 8
PolyA (6) 0,26 4676 0 4 4676 0 4
PolyG (6), 0,42 5820 0 0 5820 0 0
PolyT (5),

PolyA (5)

Khéng ap 0,29 4679 0 1 4677 0 3
dung

PolyA (5), 0,36 3720 0 0 3720 0 0
indel

PolyA (5) 0,46 4140 0 0 4140 0 0

PolyA (7), 0,27 3676 0 45 3671 0 51
indel

Khéng ap 0,78 3368 0 1132 3485 0 1015
dung

GT(3), CCA 0,62 5040 0 0 5040 0 0
@)

Khong ap 0,39 3840 0 0 3840 0 0

dung
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. MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
So6
Ham|
) x e Kich thuéc phan base ?m Uerg .
Amplicon Nhiém sac thé L rong hé gencua Ham lugng GC T6 &
doan dugc phantich  ~ . ong so Téng s6 Téng s6
vung tin  amplicon s N an phat |“g TS 88 A ohs Téng s6 Ian phat “g
cay ongsolanphat L. lan — Tongsolanphat i, angchinh o0
hién chinh xac N khéng cod  hién chinh xac i khéng cé
khéng A xac A
B . phathién phat hién
chinh xac
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
@)
34 5 75 75 Indel 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 Indel 0,63 5520 0 0 5520 0 0
37 6 100 94 GCT(5), 0,61 5632 0 108 5532 0 108
indel
38 6 98 98 Poly T (5), 0,55 5820 0 60 5820 0 60
TCT(@3),CTT
@)
39 6 95 95 Indel 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 Khoéng ap 0,44 4380 0 0 4380 0 0
dung
44 7 88 88 Indel 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 Indel 0,38 5100 0 0 5100 0 0
47 7 90 90 PolyG (5), 0,62 5398 0 2 5399 0 1
indel
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Amplicon

48

49

50
51

52

53
54
55
56

57
58

59

60
61
62

63
64

Nhiém sac thé

© | © © o

10

10
10
10

10
10

Kich thudc phan
doan dudc phan tich

91

81

93
83

90

67
98
65
96

83
97

79

98
79
90

95
89

S6
base

rong
vung tin
cay

91

66

93
83

89

67
98
65
96

83
97

78

91
79
90

95
88

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

Khéng ap
dung

Indel

Khong ap
dung

PolyG (7),
CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel
Khéng ap
dung
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel

AC(11),
indel

Ham lugng GC

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

MiSeqDx 1

Tong s6

. lan phat

TongsGlanphat P o
. ) ) hién
hién chinh xac N

’ khéng

chinh xac
5460 0
3960 0
5580 0
4980 0
5219 0
4020 0
5879 0
3894 0
5760 0
4973 0
5817 0
4679 0
450 0
4740 0
5400 0
5699 0
5157 0

Tdng s6
lan
khong co
phat hién

121

5010

276

Tong s6 1an phat
hién chinh xac

5459

3960

5579
4980

5220

4020
5880
3895
5760

4978
5818

4680

632
4740
5400

5699
5153

MiSeqDx 2

Toéng s6 1an phat
hién khéng chinh
Xac

o o o o

Tong s6

khéng cé
phat hién

120

o o o o

4828

273
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Amplicon

65

66

67

68
69

70
71

72
73

74
75
76

77
78

79

80

81

Nhiém sac thé

10

10

11

11
11

11
11

11
11

1
11
1

11
12

12

12

12

Kich thudc phan
doan dudc phan tich

80

81

97

70
100

62
102

73
85

91
85
85

85
84

93

81

71

S6
base
rong

vung tin

cay

80

81

96

70
100

62
102

73
85

91
85
85

85
84

93

81

71

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

Khéng ap
dung

Khéng ap
dung

Khéng ap
dung

Indel

Khéng ap
dung

Indel
Khéng ap
dung
PolyA (5)
Khong ap
dung
PolyG (6)
Indel

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

GA@3)
PolyC (5),

inde
PolyA (7),

AC(4)
Khoéng ap

dung
PolyA (6)

Ham lugng GC

0,49

0,51

0,45

0,46
0,65

0,37
0,59

0,4
0,42

0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

0,33

0,49

0,35

MiSeqDx 1

Tong s6

. lan phat

TongsGlanphat P o
. ) ) hién
hién chinh xac N

’ khéng

chinh xac
4800 0
4860 0
5760 0
4199 0
5999 0
3720 0
6120 0
4380 0
5100 0
5437 0
5100 0
5100 0
5100 0
5040 0
5577 0
4860 0
4260 0

Tdng s6
lan
khong co
phat hién

60

Tong s6 1an phat
hién chinh xac

4800

4860

5760

4200
5998

3720
6118

4380
5100

5441
5100
5100

5100
5038

5573

4860

4260

MiSeqDx 2

Toéng s6 1an phat
hién khéng chinh
Xac

Tong s6

khéng cé
phat hién

63
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Amplicon

82
83

84

85
86
87
88

89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99

Nhiém sac thé

13

13
13
14
14

14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15

Kich thudc phan
doan dudc phan tich

95
73

89

89
77
67
83

73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91

S6
base

rong
vung tin
cay

95
73

88

89
77
67

72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

PolyG (5)

Khéng ap
dung

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
indel

Indel
Indel
GA(3),TA(3)

Khéng ap
dung

PolyT (5),
indel

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

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indel

Khong ap
dung

Ham lugng GC

0,68
0,52

0,22

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

0,19

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

0,43
0,65
0,36

MiSeqDx 1

Tong s6

. lan phat

TongsGlanphat P o
. ) ) hién
hién chinh xac N

’ khéng

chinh xac
5605 0
4380 0
5220 0
5340 0
4620 0
4020 0
4980 0
4173 0
4860 0
5459 0
3900 0
5637 0
5760 0
4079 0
5475 0
5699 0
4260 0
5460 0

Tdng s6
lan
khong co
phat hién
95
0

60

o o o o

147

Tong s6 1an phat
hién chinh xac

5605
4379

5220

5340
4620
4020
4980

4173

4860
5460
3900
5637
5760
4078
5487

5700
4260
5460

MiSeqDx 2

Toéng s6 1an phat
hién khéng chinh
Xac

o o o o

o o o o o o o

Tong s6

khéng cé
phat hién

95
1

60

o o o o

147
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Amplicon

100
101

102
103
104
105

106
107

108
109
110
111

112
113

114
115
116
117

Nhiém sac thé

15
16

16
16
16
16

17
17

17
17
17
17

17
17

17
17
17
18

Kich thudc phan
doan dudc phan tich

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67

S6
base

trong
vung tin
cay

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93
89
8

N

91
92

79
86
84
67

Ham lugng
hé gen cua
amplicon

Indel
Khéng ap
dung
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

Poly A (13),
indel (x2)

PolyA (5)

PolyA (7),

AT(3), AT

(4), AT(4),
indel

Indel
PolyT (7)
GAG(3)

GA(3)

Ham lugng GC

0,56
0,27

0,67
0,41
0,67
0,37

0,64
0,67

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

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31

MiSeqDx 1

Tong s6

. lan phat

TongsGlanphat P o
. ) ) hién
hién chinh xac N

’ khéng

chinh xac
4200 0
3780 0
5700 0
5220 0
6238 0
5443 0
5251 0
5212 0
5459 0
5580 0
5340 0
4860 0
5459 0
5460 0
4699 0
5153 0
5039 0
4020 0

Tdng s6
lan
khong co
phat hién

17

89

308

60

41

Tong s6 1an phat
hién chinh xac

4200
780

5700
5220
6238
5444

5339
5212

5459
5580
5340
4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020

MiSeqDx 2

Toéng s6 1an phat
hién khéng chinh
Xac

o o o o o o o o o o

o

o o o o

Tong s6

khéng cé
phat hién

07

60

40
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. MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
S6
Ham|
) x e Kich thuéc phan base ?m Uerg .
Amplicon Nhiém sac thé L trong hé gencua Ham lugng GC T6 &
doan dudc phantich — ~ ) ong so Téng s6 Tong s6
vang tin amplicon T —— [an phat s e e Téng s6 1an phat .
A 6ng s lan pha an 6ng s6 lan pha
cay DY EOIEIEY hign e ey EoEw R hién khong chinh "
hién chinh xac N khéng cod  hién chinh xac i khéng cé
khéng A xac i
B . phathién phat hién
chinh xac
118 18 91 91 Khéng ap 0,37 5460 0 0 5460 0 0
dung
119 18 69 69 PolyA (6), 0,43 4132 0 8 4131 0 9
TG(3)
120 18 75 75 PolyA (5), 0,37 4475 0 85 4480 0 79
indel
121 18 81 81 CTC(3), 0,47 4860 0 0 4860 0 0
indel
122 18 85 85 CT(3), indel 0,45 5098 0 2 5098 0 2
123 18 65 65 Khoéng ap 0,48 3900 0 0 3900 0 0
dung
124 19 99 99 Khoéng ap 0,59 5926 0 14 5924 0 16
dung
125 19 74 74 Khéng ap 0,68 4440 0 0 4438 0 2
dung
126 19 70 70 Khéng ap 0,64 4199 0 1 4200 0 0
dung
127 20 94 94 Khoéng ap 0,61 5640 0 1 5638 0 3
dung
128 20 82 82 AC(3) 0,59 4920 0 0 4920 0 0
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), indel
131 20 101 101 Indel 0,63 6060 0 0 6060 0 0
132 20 67 67 Indel 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 Indel 0,57 5218 0 2 5218 0 2
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. MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
S6
Ham|
) x e Kich thuéc phan base ?m Uerg .
Amplicon Nhiém sac thé L trong hé gencua Ham lugng GC T6 &
doan dugc phantich  ~ . ong so Téng s6 Téng s6
vung tin  amplicon s N an phat |“g TS 88 A ohs Téng s6 Ian phat “g
cay o.rlg so,an p’ at hién Aan ’ olrjg so’an p' at hién khong chinh ! ’
hién chinh xac N khéng cod  hién chinh xac i khéng cé
khéng A xac i
B . phathién phat hién
chinh xac
135 21 66 66 Indel 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), indel 0,39 5220 0 0 5220 0 0
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 Indel 0,63 5998 0 7 5997 0 5
141 22 97 97 Khéng ap 0,68 5819 0 1 5819 0 1
dung
142 22 97 97 Indel 0,46 5818 0 2 5816 0 4
143 22 99 99 Khéng ap 0,6 5940 0 0 5940 0 0
dung
144 22 92 92 Indel 0,66 5519 0 1 5519 0 1
145 X 69 69 PolyT (5) 0,26 4139 0 1 4140 0 0
146 X 69 69 PolyC (5) 0,62 4136 0 4 4137 0 3
147 X 71 71 Khoéng ap 0,52 4260 0 0 4260 0 0
dung
148 Y 65 0 Khéng ap 0,55 0 0 0 0 0 0
dung
149 Y 91 0 Khéng ap 0,48 0 0 0 0 0 0
dung
150 Y 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0

Ké&t qua nghién cliu kha nang tai 1ap dudc phan tich trén cd s mbi ngudi van hanh, bang cach sd dung tan sé bién thé (Bang 18). Phan tich nay da
chting minh réng cac tan sé bién thé co su nhat quan gilia nhiing ngudi van hanh. Tan sd bién thé trung binh +/- 1 d Iéch chuin dudc trinh bay.
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Bang 18 K&t qud gilia nhiing ngudi van hanh cho thiét bi MiSeqDx

Khoang S6 bién  Tong sd bién thé dudc Téng s6 bién thé dugc  Tan sd bién thé trung binh Tan s6 bién thé trung binh
tans6bién théduy phan tich, ngudi van phén tich, ngudi van (SD) dudc bao cao, ngudivan  (SD) dudc bao cao, ngudi van
thé nhéat hanh 1 hanh 2 hanh 1 hanh 2

Tan s 1112 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05

cao (~

100%)

Tan sé 3240 3151 3161 0,49 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04

trung binh

(T50%)

Tansé 620 618 612 0,05 +/- 0,01 0,05 +/- 0,01

thép (3-

7%)

Két qua nghién ctiu vé kha nang tai 1ap cho tling mau trinh bay dudc téng hdp tii tat ca tam Ian chay (Bang 19). Viéc phat hién dudc danh gié riéng
cho tling loai bién thé — SNV, vling chén va ving xda riéng biét. Loai trii cac vi tri dudc tham chiéu. Phan tich nay chidng minh rang két qua cho cac
bién thé c6 thé tai lap trén cac mau.
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Bang 19 D0 tudng hdp cua két qua phat hién base cua thiét bi MiSeqDx trén mi mau

SNV Vung chén Vung x6a
MAL Tong ToéngsG TongsG TongsG6 Tong Tongsdé TongsG Tongsé Tong Tongsd Tongsd Téng so
s6 TP FP FN sé TP FP FN sé TP FP FN
GM12877 592 574 2 0 336 336 0 0 228 272 0 0
GM12878 1456 1432 0 0 320 304 0 0 384 352 0 0
GM12879 912 896 0 0 336 320 0 0 288 272 0 0
GM12885 1200 1192 0 0 400 384 0 0 352 320 0 0
GM12886 1104 1104 0 0 368 352 0 0 368 352 0 0
GM12877- 3640 3582 0 0 800 760 0 0 960 880 0 0
D1’
GM12877- 400 398 0 0 520 516 0 0 560 556 0 0
D22

Bi&n thé c6 tan s6 I6n hon 20%.
2Bi&n thé co tan s6 nho han 20%.

Dii liéu cé dudc qua 8 Ian chay trong nghién clu vé kha nang tai lap nay chting minh cho tuyén bé rang thiét bi MiSegDx c6 thé giai trinh tu mot

cach nhat quan:

* Hamlugng GC = 19% (tat ca cac base dudc phat hién ¢ 120/120 amplicon dudc giai trinh tu c6 ham lugng GC 19% dudc phat hién chinh xac
véi ty 1€ khdng co6 phat hién la 3,4%)

* Ham lugng GC < 73% (tat ca cac base dudc phat hién ¢ 120/120 amplicon dudc giai trinh tui cé ham lugng GC 73% dudc phat hién chinh xac
véi ty 1€ khdng c6 phat hién 1a 0,1%)

* Do dai PolyA < 8 (Boan Iap lai PolyA gém 8 nucleotide dudc phat hién chinh xac 8 120/120 amplicon dudc giai trinh tu c6 chia PolyA = 8)

* Do dai PolyT < 10 (Boan Iap lai PolyT gobm 10 nucleotide dugc phat hién chinh xac 6 120/120 amplicon dudc giai trinh tu c6 chtia PolyT = 10)

* Do dai PolyG < 6 (Poan lap lai PolyG gom 6 nucleotide dudc phat hién chinh xac ¢ 720/720 amplicon dudc giai trinh tu c6 chida PolyG = 6)

* Db dai PolyC < 6 (Poan lap lai PolyC gébm 6 nucleotide dugc phéat hién chinh xac § 359/360 amplicon dudc gidi trinh tu c6 chda PolyC = 6, véi
11an khéng c6 phét hién)
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* Db dai doan lap lai dinucleotide < 4x (tat ¢4 cac base dugc phat hién ¢ 600/600 amplicon dudc giai trinh tu c6é doan lap lai dinucleotide 4x dudc
phat hién chinh xac vdi ty 1& khéng c6 phat hién la 0,4%)

* Db dai doan lap lai trinucleotide < 5x (t4t ca cac base dudc phat hién 6 120/120 amplicon dudc giai trinh tu c6 doan 1ap lai trinucleotide 5x dugdc
phat hién chinh xac vdi ty 1& khéng c6 phat hién la 1,9%)

* vung chén cé kich thudc 24 base tré xuéng hoac vung x6a 25 base tré xudéng
- vung chén cé kich thudc 24 base dudc phat hién chinh xac 8 120/120 mau
- vung x6a co kich thudc 25 base dudc phat hién chinh xac 6 182 mau va dudc bao céo la khdng cé phat hién 6 2/184 mau

Nghién cdu 2

Mot nghién cliu bén ngoai dudc thuc hién dé danh gia kha nang tai lap ctua xét nghiém 2 gen dai dién, dugc mé ta trong nghién ctiu dé chinh xac 2,
4 3 dia diém xét nghiém bén ngoai (2 ngudi van hanh & mdi dia diém), 116 thudc thii va 3 ngay xét nghiém khéng lién tiép. Xét nghiém dudc tién
hanh véi 6 bang mau cé dac diém rd rang gdm cac mau ADN hé gen tii cac dong té bao hodc mau xét nghiém l1am sang FFPE. Méi bang gém 10
thanh vién, tdng s6 thanh vién trong toan bd cac bang la 60.

60 thanh vién trong bang bao gém cac ban sao cia 4 mau xét nghiém thé dai duy nhat (d6i véi dét bién trong bang), 12 mau xét nghiém dot bién
duy nhét (c6 mot dot bién duy nhat) dudc chudn bi 6 ca mic tan s6 dot bién cao Ian thap va 2 mau xét nghiém dét bién duy nhat (c6 mot dot bién
duy nhét) chi dudc chuén bi 6 muic tAn sé dot bién thap. M6i mau xét nghiém/mau muc tan s6 dot bién duy nhat (dudc xét nghiém 2 [an trong moi
[an chay) c6 thé co 36 két qua (2 mau lap x 2 ngudi van hanh x 3 ngay x 3 dia diém) néu tat ca cac két qua déu hdp lé.

Ty |1& phan tram phat hién du kién (PEC) trén t&t ca cac bién thé dudng tinh va am tinh dudc danh gia bang cach so sanh két qua xét nghiém dai
dién véi két qua dot bién du kién (dét bién du kién dudc phat hién hoac khéng dudc phat hién) trong mdi mau. PEC dudc tinh bdng 100% nhéan sé
lan phat hién du kién chia cho s6 Ian phat hién da thuc hién. Khoang tin cay 95% & hai phia dudc tinh bang phudng phap tinh diém Wilson.

Két hdp cac dia diém, ty 1é dat ciia mau 1a = 94,7% cho Ian chay mau dau tién ho&c trong cac mau dudc xét nghiém trong cac Ian chay hdp 1é vao
[an dat dau tién. PEC cdp dd dot bién trén tat ca cac mau dot bién 1a 99,6% (905/909) (Khoang tin cay 95%; 98,9, 99,8). S6 Ian phat hién da thuc
hién trén tat ca 56 dot bién trong bang (bat k& dot bién dudc phat hién co6 ndm trong du kién hay khdng) cho tat ca cac méau hdp 1é |a 58.856 (56 x
1051). Trong s6 58.856 két qua quan sat cdp dd dot bién nay, chico 6 trudng hgp cé két qua quan sat dudc va két qua du kién trai ngudc nhau.
PEC cap do6 dot bién trén tat ca cac bién thé duong tinh va dm tinh tu tt ca cac thanh vién trong bang dot bién va thé dai cong lai la 99,99%
(58.850/58.856).
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D6 nhay phén tich (Gidi han mau trdng (LoB) va Gidi han phat hién (LoD))

Nghién ctiu nay xac minh ngudng xét nghiém va xac dinh Gidi han phat hién (LoD) cho MiSegDx khi c6 mét bang dai dién. Tém lai, cac dong té
bao Platinum Genome (Hé gen bach kim) c6 dac diém ré rang GM12878 va GM12877 da dudc c6 dinh bang formalin va nhing parafin va sau do
ADN dudc tach chiét. GM12878 dudc pha loang véi GM12877 sao cho tan sé bién thé cua bay mudi bién thé (52 SNV, chin viing chen va chin
vling x6a) gan bang 0,05. Hai mau ADN dudc hai ngudi van hanh xét nghiém, st dung hai thiét bi va hai 16 thudc thu, cho téng s 10 Ian chay giai
trinh tu trén MiSeqDx. K&t qua la 40 mau 1ap cho mdi bién thé 3 GM12878 va 60 mau lap cho mdi toa do thé dai tudng ting 8 GM12877 déi vdi moi
16 thudc thi. LoB va LoD dudc tinh bang phudng phap ¢é dién néu trong tai liéu EP17-A2 ctia CLSI, st dung tly chon khéng tham s6. LoB va LoD
dudc tinh riéng biét cho SNV, vling chén va vung x6a bang cach gdp cac tan sd bién thé cho mét loai bién thé nhat dinh. Sai sé loai | dudc xac dinh
Ia 0,01 va sai s6 loai Il dudc xac dinh Ia 0,05.

Dai véi LoB, tan sé bién thé da gdp nhom dudc sap xép tu thap nhat dén cao nhét va vi tri xEp hang thid 99 cho mai 16 thudc thui d6i véi méi loai bién
thé da dudc tinh toan (Bang 20). Phan mém MiSeqDx sti dung moét ngudng (LoB hiéu dung) tan sé bién thé 1a 0,026 dé xac dinh kha nang phat
hién bién thé vé mat dinh tinh. Céc gii han mau trdng dudc tinh toan da xac minh rang ngudng nay dan dén sai s6 loai | khdng qua 0,01.

Bang 20 Gidi han mau trang

Loai bién thé Tong s6 tan s6 bién thé LoB 16 thudc thu 1 (%) LoB 16 thudc thii 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Vung chén 540 0,79 0,60
Vung xda 540 0,96 0,84

Dai vai LoD, ty 1é phan tram tan s dét bién riéng I& cho méi 16 thudc thd déi véi mai loai bién thé ndm dudi ngudng 0,026 da dudc tinh toan (Bang
21). Vity I& phan trdm nay th&p han sai sé loai Il 1a 5% (0,05), gid tri trung binh cua céc tan sé bién thé két hdp dudc tinh toén |a LoD (Bang 21).
LoD cho mdi loai bién thé dudc I&y theo gia tri I6n hon trong hai gia tri dudc tinh toan cho hai 16 thuéc thii: 5,45% déi véi SNV, 4,88% ddi vai viing
chén va 5,44% dGi v3i vang xda.
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Bang 21 Gidi han phat hién

L6 thubce thu Loai biénthé  Tong s6 tan sé bién thé S6 phép do VF < 2,6% % phép do VF <2,6% Gidi han phat hién (%)
1 SNV 2080 4 0,20 5,45

Vung chen 360 0 0,00 4,86

Vung x0a 360 2 0,60 5,44
2 SNV 2080 26 1,30 5,44

Vung chen 360 0 0,00 4,88

Vung x6a 360 0 0,00 5,24

Cac nghién ctiu sau day chiing minh cac dac diém hiéu suét cta MiSegDx véi mot xét nghiém dai dién khac nham vao 56 dét bién trong hai gen
ung thu co lién quan vé mat lam sang (Bang dot bién). Bang dot bién dugc thiét ké dé phat hién cu thé 56 dot bién trong hai gen ung thu co lién
quan vé méat 1am sang (Gen 1 va Gen 2). Xét nghiém xac dinh déng thdi su hién dién hoac vang méat cia mdi dot bién trong s6 56 dot bién trong
mé&i mau dudc giai trinh tu. Phudng phap tham chiéu cho céc nghién clu nay la giai trinh tu Sanger hai chiéu.

D6 chum gilia cac 16

Nghién ctiu vé do chum gilia cac 16 da dugc thuc hién dé danh gia hiéu suat cla thiét bi MiSeqDx gilia cac 16 bo kit thudc thd dudc san xuét (bao
gdm danh gia chat lugng mau, chudn bi thu vién va thudc thi giai trinh tu). Phudng phap dudc st dung la xét nghiém dai dién 2 gen thong qua
bang 5 mau xét nghiém FFPE hén hdp dap Uing cac yéu cau vé danh gia chéat lugng mau. Moi mau xét nghiém FFPE chda 2 dét bién duy nhét: mot
& muc tan s6 dot bién thdp han (khoang 8%) va mét ¢ mic tan s dét bién cao (khoang 14%). Mudi hai (12) Ian quan sat d6i véi mdi loai trong s8 5
hdn hdp mau xét nghiém dudc thu thap trong 3 ngay khong lién tuc véi 3 16 bd kit thudc thid. Téng s6 Ian quan sat cuia nghién clu trén tat ca cac 16
thudc thi [a 180 Ian trén tat ca cac hdn hdp mau xét nghiém va 360 Ian trén tat ca cac mdc tan s dot bién. Trén tat ca cac 16 va ngay, 99,7%
(359/360) s6 Ian quan sat cho thay két qua dot bién theo du kién. Mot dot bién tan sé thap dudc phat hién khong chinh xac la mot thé dai. Phan tich
thanh phan phudng sai dudc thuc hién cho tting dot bi€n/mdic tan sd dot bi€én dé udc tinh do bién thién clia hé théng. Tong do l1éch chudn dao dong
tti 0,011 dén 0,029. Thanh phan 16 thudc thii trong tdng do I1éch chuén dao dong tui 0 dén 0,015.
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Tai liéu s6 Ngay Mo ta thay doi
Tai liéu s6 Thang Da cap nhat tham chi€u dén Local Run Manager cho phién ban 4.
200006218 v02 10 nam D3 cap nhat nhan dé thém chi tiét vé nha bao trg tai Uc.

2023 Céc sai léch da dudc sua trong do t6 hudng dan su dung khac véi
bao cao nghién ctiu xac minh thiét bi cho MiSegDx.

Tai liéu s6 Thang5 @ Dathém MiSegDx Reagent Kit v3 Micro Package Insert CN vao
200006218 v01 nam Thiét bi va Vat liéu dudc cung cap, Khong bat budc.
2022 Da thém théng tin xét nghiém cho MiSegDx Reagent Kit v3 Micro
vao cac Dac diém hiéu suét.
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Bang sang ché va nhan hiéu

Tai liéu nay va ndi dung trong doé thudc quyén sé hiiu cta lllumina, Inc. va cac céng ty lién két cua lllumina, Inc. (“lllumina”) va chi danh cho
viéc su dung theo hgp dong vdi khach hang cua lllumina lién quan dén viéc st dung (cac) san phdm dudc mo ta trong tai liéu nay va khéng
danh cho muc dich nao khac. Tai liéu nay va ndi dung trong dé s€ khdng dudc su dung hay phan phdi vi bat ky muc dich nao khac va/hoac
khoéng dudc truyén tai, tiét 16 hay sao chép dudi bat ky hinh thiic nao khac ma khéng co su cho phép trudc bang van ban cia lllumina.
lllumina khong chuyén nhugng bat ky gidy phép nao theo cac bang sang ché, nhan hiéu, ban quyé&n hoac cac quyén theo thong luét ciing
nhu cac quyén tudng tu cua béat ky bén thi ba nao thdng qua tai liéu nay.

Cac hudng dan néu trong tai liéu nay phai dudc tuan thi nghiém ngét va rd rang bdi ca nhan dudc dao tao phi hdp va cé du trinh do nhdm
dam bao sU dung an toan va ding cach (cac) san phadm dudc mo ta trong tai liéu nay. Phai doc va hiéu hoan toan tat ca ndi dung cua tai liéu
nay trudc khi st dung (cac) san pham do.

VIEC KHONG BOC TOAN BO VA TUAN THU RO RANG TAT CA CAC HUGNG DAN NEU TRONG TAI LIEU NAY CO THE DAN BEN
GAY HU HONG (CAC) SAN PHAM, GAY TON THUGNG CHO CON NGUGI, BAO GOM NGUGI DUNG HOAC NHUNG NGUGI KHAC VA
GAY THIET HAI TAI SAN KHAC, VA SE LAM MAT HIEU LUC BAO HANH AP DUNG CHO (CAC) SAN PHAM DO.

ILLUMINA KHONG CHIU BAT KY TRACH NHIEM NAO PHAT SINH TU VIEC SU DUNG KHONG DUNG CACH (CAC) SAN PHAM BUGC
MO TA TRONG TAI LIEU NAY (BAO GOM CA CAC BO PHAN CUA SAN PHAM HOAC PHAN MEM).

© 2023 lllumina, Inc. Bo luu moi quyén.

T4&t ca cac nhan hiéu déu la tai san cua lllumina, Inc. hodc cac chu sé hiiu tudng Ung. DE& biét thong tin cu thé vé nhan hiéu, hay tham khao
trang www.illumina.com/company/legal.html.
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T& hudng dan st dung thiét bi MiSeqDx danh cho thiét bi chay MOS v4

Thoéng tin lién hé

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A.
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (ngoai khu viic Bac My)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

C€

IVD

llumina Netherands B.\V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Thong tin trén nhan san pham

Nha bao trg tai Uc

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

Uc

Dé c6 thong tin tham chiéu day du vé cac ky hiéu xuat hién trén bao bi va nhan san pham, hay tham khao ban
chu giai ky hiéu tai dia chi support.illumina.com, trén tab Documentation (Tai liéu) cho bd kit cta ban.
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