Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

MiSeq™Dx készulék
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Rendeltetes

Az MiseqDx késziilék célja a periférids teljes vérbdél vagy formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE)
szbvetbdl kivont human genomikus DNS-kdnyvtarak célzott szekvenalasa, ha a késziilékkel végzett in
vitro diagnosztikai (IVD) vizsgalatokkal egylitt haszndljak. Az MiSegDx készllék nem szolgdl a teljes
genom szekvenalasara vagy de novo szekvenalasra. Az MiseqDx készlilék regisztralt és bejegyzett,
engedélyezett vagy jovahagyott IVD-reagensekkel és az elemzészoftverrel vald haszndlatra szolgal.

Az eljaras alapelvei

Az lllumina MiSeqDx késziilék rendeltetése human DNS célzott Ujraszekvenalasa a periférias teljes
vérbél vagy formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) szdvetbdl kivont genomikus DNS-b6I
készitett kdnyvtarak, lllumina szekvenalasi fogydeszkdzok, valamint regisztralt és bejegyzett,
engedélyezett vagy jovahagyott IVD-reagensek hasznalataval. A kdnyvtarak készitése a
célszekvenciak amplifikalasaval és mintaindexek és befogdszekvenciak hozzaadasaval térténik.

A készlilék a mintakdnyvtarakat egy aramlasi celldaban régziti, és szintézissel végzett szekvenalas
(SBS) kémiai mddszerrel szekvenalja. Az SBS soran az egyes nukleotidbazisok kimutatasa reverzibilis
terminacios modszerrel torténik, amint azok beéplilnek a névekvé DNS-szédlakba. A valds idejl
elemzési (RTA) szoftver képelemzést és bazisazonositast végez, és minéségi pontszamot rendel
minden bazishoz minden szekvenalasi ciklusban. Amikor az elsédleges elemzés befejez6dott,

az MisegDx készlilék elvégzi a masodlagos elemzés soran a bazisazonositasok feldolgozasat.

A feldolgozas részét képezijellemzéen a demultiplexelés, a FASTQ-fajlok Iétrehozasa, azillesztés,

a variansok azonositasa és a varidnsazonositds-formatum (VCF) féjlok Iétrehozasa; utdbbiak a
referenciagenom meghatarozott helyein taldlhaté variansokrdl tartalmaznak adatokat.

Az MiSeqDx a masodlagos elemzéshez kiilonbdzé modulokat alkalmaz a munkafolyamattdl fligg&en.

Két rendszerbdl allé konfiguracié

A két rendszerbdl allé konfiguracié tartalmazza a hardvert, a szoftvert és a telepitési eljarasokat,
amelyek lehetévé teszik, hogy az MisegDx késziiléken mind in vitro diagnosztikai (IVD), mind a
kizardlag kutatdsi célu (RUO) szekvenaldsi vizsgadlatokat lehessen végezni. A két rendszerbél allé
konfiguracié lehetévé teszi, hogy a felhasznalé valthasson a késziilék diagnosztikai izemmadja és
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kutatasi lizemmaddja kdzott. A szekvenalasi fogydeszkdzokdn talalhato radidfrekvencias azonositok
(RFID) megakaddlyozzak az RUO szekvenaldsi reagensek hasznalatat diagnosztikai szekvenalasi
futtatasokhoz.

Az eljaras korlatai

* Invitro diagnosztikai hasznalatra.

* Atermékdokumentacidban bemutatott eredményeket reprezentativ vizsgalati panelek
segitségével kaptak, a csiravonal munkafolyamat teljesitményjellemzéi vizsgalatahoz periférias
teljes vér vagy sejtvonalak, a szomatikus munkafolyamathoz pedig FFPE-szdvet vagy FFPE-
sejtvonalalak, valamint az ismertetett reagensek és szoftvermodulok hasznalataval. A csiravonal
varians modult és a szomatikus varians modult a teljesitmény reprezentativ tesztekkel torténé
értékelésére fejlesztették ki. A teljesitményjellemzék csak tajékoztatd jellegliek. A bemutatott
validacids tesztek csak a készlilék altalanos tulajdonsagait szemléltetik, és nem szolgdlnak a
késziilék tulajdonsagainak vagy alkalmassaganak megallapitadsara semmilyen konkrét allitas

tekintetében. Az ezen a késziiléken térténé hasznalatra kifejlesztett valamennyi diagnosztikai teszt

teljes kor( validalast igényel minden teljesitménybeli szempont tekintetében.
* Etermékcsak a kdvetkezé eredmények nyujtasara alkalmas:
— = 5Gb szekvenalasi teljesitmény 2 x 150 bp beolvasasi hossz esetében
— = 15millig, a szlir6n atmend beolvasas 2 x 150 bp beolvasdsi hossz esetében

— 2x150 bp leolvasdsi hosszusagnal a Q30 = 80%
A bazisok legalabb 80%-anak Phred-skala szerinti minéségi pontszama 30 feletti,
ami 99,9%-nal nagyobb bazisazonositasi pontossagot jelez.

* Az MiSegDx készllék csak periférias vérbdl vagy FFPE-szdvetbdl kivont human DNS-konyvtarak
szekvendldsdara van hitelesitve. Ezzel a készllékkel ne haszndljon masféle mintakbdl készitett
konyvtarakat in vitro diagnosztika céljara. Nincs megallapitva a késziilék teljesitménye klinikai
mintakbdl szarmazé mikrobak vagy virusok nukleinsavainak szekvenaldsaban.

* Az MiSeqDx készlilék regisztralt és bejegyzett, engedélyezett vagy jévahagyott IVD-reagensekkel
vagy vizsgalatokkal valé in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal. Az ebben a betegtajékoztatéban
leirt, reagensekre vonatkozod korlatozasok és teljesitményjellemzék reprezentativ vizsgalatokon és
szoftvermodulokon alapulnak. IVD-vizsgalatok esetében a rendeltetésszer( felhasznalas,

a kimutatott variansok és a mintatipus tekintetében olvassa el a vizsgalat terméktajékoztatdjat.

* A 25bpméretnél nagyobb indeleket (inzerciok, delécidk és ezek kombinacidi) a vizsgalati szoftver
nem illeszti. Ez azt jelenti, hogy a 25 bp méretnél nagyobb indelek nem mutathatdék ki a szoftverrel.
* Arendszer hitelesitve van az egynukleotid-variansok (SNV) és a legfeljebb 25 bp hosszusagu
deléciok és legfeljebb 24 bp hosszusagu inzerciok kimutatdsara a csiravonal és a szomatikus

varians modul szoftverrel. A szomatikus azonositasra 0,05 variansgyakorisag esetén 25 bp méretd
deléciok és 18 bp méret(i inzercidk kimutatasat vizsgaltak.
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* Eléfordulhat, hogy a szélséséges tartalmu variansokat tartalmazé amplikonkiolvasasokat a
vizsgalati szoftver nem illeszti, és ezért a teriiletet vad tipusuként jelenti. llyen szélséséges
tartalomnak mindstinek a kdvetkezék:

— To6bb mint harom indelt tartalmazo kiolvasasok.

— Legaldbb 30 bp hosszusagu, a teljes amplikon (a probateriiletek kivételével) méretének tobb
mint 4%-at kitevé SNV-t tartalmazd kiolvasasok.

— Legfeljebb 30 bp hosszusagu, a teljes amplikon méretének (a prébateriletekkel egyiitt) tébb
mint 10%-at kitevé SNV-t tartalmazé kiolvasasok.

* Anagy kiterjedés( variansok, beleértve a tébb nukleotidbdl allé variansokat (MNV-k) és a nagy
indeleket, a kimeneti VCF-fajlban kisebb kiilénallé variansokként szerepelhetnek.

* Adelécids varidnsok kisz(irésre vagy kinagyasra keriilhetnek, ha tébb két, egymas melletti
amplikonra terjednek ki, ha a delécid legalabb olyan hosszu, mint a két amplikon kozotti atfedés.

* Arendszer nem tudja kimutatni a kdzvetlenill egy primer mellett elhelyezked indeleket, ha nincs
atfedd amplikon. Az atfedd amplikonokat tartalmazé terlileteken a vizsgalat nem tudja kimutatni a
delécidkat, ha az atfedési terlilet kisebb a kimutatandd delécié méreténél. Példaul, ha két egymas
melletti amplikon k6zotti atfedés két (2) bazispar, a vizsgadlat nem tudja kimutatni azokat a
delécidkat, amelyek mindkét bazist tartalmazzak. A két bazis koziil az egyik delécidja kimutathatd.

*  Mint minden hibridizacids alapu kdnyvtar-elékészitési munkafolyamat esetén, az oligonukleotid-
kotd terileteket érinté polimorfizmusok, mutacidk, inzercidk és delécidk befolyasolhatjak a vizsgalt
allélokat. Ezért befolydsoljak a szekvenaldssal kapott azonositdsokat is. Példaul:

— Lehetséges, hogy a primer terliletén [év6, egy fazisban Iévé varians nem amplifikalédik,
alnegativ eredményt okozva.

— Aprimer teriiletén elhelyezkedé variansok megakadalyozhatjak a referenciaallél amplifikaciojat,
ami helytelen homozigéta varidns azonositdsat okozza.

— Aprimer teriiletén lévé indel variansok a primer melletti kiolvasas alpozitiv azonositasat
okozhatjak.

* El6fordulhat azindelek kiszlirése, ha egy kiolvasas végéhez kdzel Iépnek fel, és az illesztés soran
puha levagasra keriinek.

* Akis méret(i MNV-k hitelesitése nem tortént meg.

* A masolatszam variansai és a szerkezeti varidnsok, példaul a fuzidk és a transzlokaciok hitelesitése
nem tértént meg.

* Csaka csiravonal munkafolyamatra vonatkozd korlatozasok:

— Az MiSeqDx késziiléken hasznalt csiravonal variansazonosité modul a csiravonalbeli varidnsok
kvalitativ azonositdsa eredményének a meghatarozasara szolgal (példaul homozigdta,
heterozigéta, vad tipus).
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A csiravonal varians modul haszndlata esetén a pontos variansazonositashoz sziikséges
amplikononkénti masolatszam 150. A mintak mérete és az 6sszes vizsgalt bazis szama
befolydsolja ezt a masolatszamot. A GC-tartalom és mas genomikus tartalmak
befolyasolhatjak a masolatszamot.

A masolatszam befolydsolhatja, hogy egy varidns homozigétaként vagy heterozigétaként kerdil
azonositasra.

Bizonyos, ismétlédé tartalmu kérnyezetben taldlhatd variansok kisztrésre kerlilnek a VCF
fajlokbdl. Az RMxN ismétlési sz(iré a variansok kisz(irésére szolgal olyan esetekben, amikor a
varians szekvencia vagy annak egy része ismételten jelen van a varians helyzete melletti
referenciagenomban. A csiravonalbeli variansok azonositasa esetén a referenciagenomban
legaldbb 9 ismétiédés sziikséges a varians kiszliréséhez, és csak legfeliebb 5 bp hosszusagu
ismétlésekre vonatkozik (R5x9).

* (Csakaszomatikus munkafolyamatra vonatkozd korlatozasok:

Az MiSeqDx késziiléken hasznalt szomatikus varians modul a szomatikus variansok
azonositdsara vonatkozé kvalitativ eredmények készitésére szolgal (legalabb 0,026
gyakorisagu szomatikus varians jelenléte, kimutatasi hatarérték: 0,05).

A szomatikus varians modul hasznalata esetén a pontos variansazonositashoz sziikséges
amplikononkénti masolatszam oligonukleotid-keverékenként 450. A mintdk mérete és az
0sszes vizsgalt bazis szama befolyasolja ezt a masolatszamot. A GC-tartalom és mas
genomikus tartalmak befolydsolhatjak a masolatszamot.

Bizonyos, ismétlédé tartalmu kérnyezetben taldlhatd variansok kiszlirésre kertilnek a VCF
fajlokbol. Az RMxN ismétlési sz(iré a variansok kisz(irésére szolgal olyan esetekben, amikor a
varidns szekvencia vagy annak egy része ismételten jelen van a varians helyzete melletti
referenciagenomban. A szomatikus varidnsok azonositasa esetén a referenciagenomban
legaldbb 6 ismétlédés sziikséges a varidns kiszliréséhez, és csak legfeljebb 3 bp hosszisagu
ismétlésekre vonatkozik (R3x6).

A szomatikus varians modul nem alkalmas a csiravonalbeli és a szomatikus variansok
elkiilonitésére. A modul a gyakorisdgok nagy tartomanyaban eléforduld varidnsok kimutatdsara
szolgal, azonban a varidans gyakorisdga nem hasznalhaté a szomatikus és a csiravonalbeli
variansok elkiilonitésére.

A mintdban taldlhatd egészséges szovetek befolydsoljak a varidnsok kimutatasat. Az emlitett
kimutatasi hatarérték a daganatos szovetbdl és az egészséges szévetbdl kivont varians és
normal DNS gyakorisédga kdzotti ardnyon alapul.
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A termék osszetevoi

Az lllumina MiSegDx a kovetkezbket tartalmazza:
MiSeqDx készlilék (cikkszam: DX-410-1001)

Az MiSeqDx készlilék mlikodéséhez és az adatelemzéshez a kdvetkezd szoftverkomponensek

sziikségesek:

Szoftveralkalmazas Funkcio

MiSeq operacids A készlilék
szoftver (MOS) mukodésének
vezérlése

Valdsidejli elemzés Azelsédleges
(RTA) elemzés
elvégzése

Local Run Manager Interfésza
modul
kivalasztasahoz

Leiras

Az MOS szoftveralkalmazas kezeli a késziilék miikodését a
szekvenalds sordn, és képeket készit a valds idejli elemzési
szoftver (RTA) szamara. Tovabbi tajékoztatasért 1dsd:
MiSeqDx készlilék referencia-utmutato az MOS v4-hez
(dokumentumszam: 200010452).

Az RTA szoftveralkalmazas az MOS altal a szekvenalasi
futtatas minden ciklusdban minden csempérdél késziilt
képeket bazisazonosito fajlokka alakitja, amelyek a Local
Run Manager elemzési moduljainak bemenetét képezik.
Az RTA szoftveralkalmazasnak nincs felhasznaldi fellilete.

A Local Run Manager szoftver a késziilék beépitett
funkcidja, amely a felhasznaldk kezelését, a masodlagos
elemzést és az allapot nyomon kovetését végzi. Tovabbi
tajékoztatdsért lasd: Az MiSeqDx készliléken futd Local
Run Manager v3 szoftver referencia-utmutatdja
(dokumentumszam: 200003931).

Tarolas és kezelés

Paraméter Mi(szaki adatok

Hémérséklet Szallitds és tarolas: -10 °C és 40 °C (14 °F és 104 °F) kozott.
MUikodtetés: 19 °C és 25 °C (66 °F és 77 °F) kozott.

Paratartalom Szallitas és tarolas: Nem kondenzalédd paratartalom.
MUakodtetés: 30-75% relativ paratartalom (nem kondenzalddo).
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Szukseges, de nem szallitott
eszk0zok es anyagok

Szekvenalasi fogydeszko6zok

MiSegDx reagenskészlet v3 (cikkszam: 20037124)
MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro (cikkszam: 20063860)

A felhasznal¢ altal beszerzett fogydeszk6zok

A futtatds megkezdése el6tt gy6z6djon meg arrdl, hogy megvannak a kovetkez6, a felhasznald altal
beszerzett fogydeszkdzok.

Fogyoeszkoz cél

70%-0s izopropil-alkohollal atitatott torlékend6k Az aramlasi cella Givegfellletének és
vagy emelvényének tisztitasa
70%-0s etanol

Sz6észmentes laboratériumi torlékendd Az aramlasi cella emelvényének tisztitdsa
Lencsetisztité papir, 4 x 6 hiivelyk (10 x 15 cm) Az dramlasi cella tisztitdsa
Tween 20 A készllék mosasa

Négyzetes végl miianyag csipesz (opcionalis) Az aramlasi cella eltavolitasa az aramlasi cella
szallitasi csomagoldsabdl

Laboratériumi minéségu viz A készllék mosasa
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A laboratoriumi minéségl vizzel kapcsolatos utmutatas

A készilékkel kapcsolatos eljarasokhoz mindig laboratériumi minéségu vizet vagy ionmentes vizet
hasznaljon. Soha ne haszndljon csapvizet.

Csak a kdvetkez6 tipusu vagy azzal egyenértékld minéségu vizet hasznaljon:

lonmentes viz

[llumina PW1

18 megaohm (MQ) ellenallasu viz
Milli-Q viz

Super-Q viz

Molekularis bioldgiai minéségu viz

Figyelmeztetések és
ovintézkedesek

A VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencialisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésiik,
lenyelésiik, bérrel érintkezésiik és szembe kerilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak.
Viseljen védéfelszerelést, igy védészemiiveget, kesztylit és laborkopenyt a kockazat
mértékének megfeleléen. A hasznalt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a
regionalis, orszagos és helyi torvényeknek és el6irasoknak megfeleléen artalmatlanitsa.

A tovabbi kornyezetvédelmi és munkavédelmiinformaciokért tekintse meg a biztonsagi
adatlapot (SDS) a support.illumina.com/sds.html weboldalon.

Minden vérmintat ugy kell kezelni, mintha ismerten fert6zé lenne human immundeficiencia virus
(HIV), hepatitis B virus (HBV) vagy mas vérrel terjedd kérokozdk tekintetében (altalanos
ovintézkedések).

Az eljarasok kovetésének elmulasztasa hibas eredményeket vagy a minta minéségének jelentés
romlasat okozhatja.

Hasznalja a rutinszerd laboratériumi évintézkedéseket. Ne pipettdzzon szajjal. Ne étkezzen, igyon
vagy dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt terlileteken. A mintak és a készlet reagensei
kezelésekor viseljen eldobhatd gumikeszty(t és laboratériumi kdpenyt. A mintak és a készlet
reagensei kezelése utan alaposan mosson kezet.
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* Megfeleld laboratériumi gyakorlat és jo laboratdriumi higiénia sziikséges annak megel6zéséhez,
hogy a PCR-termékek szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket és a genomikus DNS-mintakat.
A PCR-termékekkel vald szennyez&dés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

* Aszennyez6dés elkeriilése érdekében ligyeljen arra, hogy az amplifikacio elétti és az az utani
terlleteken kiilon berendezések és fogydeszkdzok legyenek (példaul pipettak, pipettahegyek,
fltéblokkok, vortexelSk és centrifugak).

* Haszlikséges, azindexek és mintak parositasanak pontosan meg kell felelnie a kinyomtatott
lemezelrendezésnek. A Local Run Manager automatikusan hozzarendeli az indexprimereket a
mintanevekhez, ha azokat megadjak a modulban. Javasoljuk a felhasznalonak, hogy ellenérizze a
mintakkal tarsitott indexprimereket a szekvenalasi futtatas inditasa el6tt. A mintalap és a lemez
elrendezése kozotti eltérések esetén a pozitiv mintdk azonositdsanak elmaradasa és helytelen
eredmények jelentése torténik.

* Aszamitdgép virusok elleni védelme érdekében hatarozottan ajanlott a felhasznald altal biztositott
virusirtd szoftver telepitése. A telepitési utasitdsokat lasd a hasznalati Utmutatéban.

* Az MiSeqDx készliléket csak a panelek megbontdsa nélkiil szabad mikddtetni. A készllék
eltavolitott panelek melletti mikodtetése haldzati feszlltségnek és egyenfesziiltségnek vald
potencidlis kitettséget jelent.

* Ne érintse meg az aramlasi cella emelvényét az aramlasi cella rekeszében. Az itt taldlhaté f(it6é
hémérséklete 22 °C és 95 °C kozott valtozik, és égési sérlilést okozhat.

* Akésziilék tomege korllbelll 126 font (57 kg), és leejtés vagy nem rendeltetésszer(i kezelés esetén
sulyos sérlilést okozhat.

* Atermékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse az lllumina vallalatnak és a
felhasznald és/vagy a paciens lakhelye szerinti tagallam illetékes hatésaganak.

Hasznalati utmutato

Az MiSeqDx késziilék kdvetkezd hasznalati utasitasaihoz az MiSeqDx reagenskészlet v3 reagensei
sziikségesek.

Futtatas létrehozasa a Local Run Manager szoftverrel

A futtatas létrehozasaval kapcsolatos részletes adatokat lasd: Az MiSeqDx készliléken futé Local Run
Manager v3 szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam: 200003931) és a Local Run
Managerben hasznalt elemzési modul utmutatdja.
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Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

A reagenskazetta el6készitése

A kdvetkez6 utasitasok leirjak, hogyan olvassza fel a reagenseket szoba-hémérséklet( vizflrdében.
1. Vegye ki a reagenskazettat a -15 és -25 °C kozotti taroldbol.

2. Helyezze areagenskazettat egy vizfirdébe, amely annyi szoba-hémérsékletl ionmentes vizet
tartalmaz, hogy a reagenskazetta alja belemertiljon a kazettdra nyomtatott, a vizszintet jelzé
vonalig. Ne hagyja, hogy a viz a maximalis vizszintet jelz6é vonalnal magasabban alljon.

1. dbra: Maximalis vizszintet jelz6 vonal

— o o —r——

3. Hagyja a reagenskazettat felolvadni a szoba-hémérsékletl vizben koriilbellil 60-90 percig,
amig teljesen fel nem olvadt.

4. Vegye ki a kazettat a vizfirdébdél, és dvatosan (itdgesse az asztalhoz, hogy az aljabdl kiszabaduljon

a viz. Szaritsa meg a kazetta aljat. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a reagenskazetta tetejére nem
froccsent viz.

A reagenskazetta ellenérzése

1. Forditsa meg tizszer a reagenskazettdt, hogy a felolvasztott reagensek 6sszekeveredjenek,
majd ellenérizze, hogy mindegyik poziciéban felolvadt-e a reagens.

2. Ellenérizze az 1., 2. és 4. poziciéban lIév6 reagenseket, hogy teljesen 6sszekeveredtek-e,
és nem tartalmaznak-e csapadékot.

MEGJEGYZES A megfelelé szekvenalds érdekében kritikus fontossagu, hogy a kazettaban
lévé reagensek teljesen fel legyenek olvadva és 0ssze legyenek keveredve.

3. Ovatosan (itdgesse a kazettat az asztalhoz, hogy csokkentse a reagensekben 1évé légbuborékok
mennyiségét.

MEGJEGYZES Az MiSeqDx késziilék a szivdcsbveket az egyes tartalyok aljara sillyeszti a
reagensek leszivasahoz, ezért fontos, hogy a tartalyok buborékmentesek
legyenek.

4. Helyezze areagenskazettat jégre, vagy tegye félre 2-8 °C hémérsékletre (legfeljebb hat éréra) a
futtatds megkezdéséig. A legjobb eredmények érdekében kdzvetleniil folytassa a minta
betdltésével és a futtatas el6készitésével.
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Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

Mintak el6készitése a szekvenalashoz

A mintakdnyvtarak szekvenaldsra valo el6készitésére vonatkozd utasitasokat, beleértve a kbnyvtarak
higitasat és 6sszekeverését, lasd a konyvtar-el6készitési készlet terméktdjékoztatdjanak Hasznalati
utmutato fejezetét.

A mintakdnyvtarak higitdsa az oligonukleotid-keverékek 6sszetettségétdl fligg. Az MiSeqDx-en a
klaszters(rliség optimalizdlasa szlikséges, és az optimalis klaszters(irliség az adott kényvtarkészitési
prébatdl fliggéen valtozik.

Mintakonyvtarak betoltése a kazettaba

Amikor a reagenskazetta teljesen felolvadt és hasznalatra kész, betdltheti a mintakat a kazettaba.

1. Egycsak erre hasznalt, tiszta és lUres 1 ml-es pipettaheggyel lyukassza at a reagenskazetta Load
Samples (Mintak betdltése) feliratu tartalya feletti zarofdliat.

« s

MEGJEGYZES Ne lyukassza ki a tdbbi poziciéban lévé reagensek féliajat. A tobbi reagens
kilyukasztasa automatikusan torténik a futtatas soran.

2. Pipettazzon 600 ul el6készitett higitott amplikonkdnyvtar (DAL) mintakdnyvtarakat a Load Samples
(Mintédk betoltése) feliraty tartalyba. Ugyeljen, hogy ne érjen hozza a zaréfélidhoz.

3. A minta betéltése utan ellenérizze, hogy nincsenek-e légbuborékok a tartalyban. Ha Iégbuborékok
vannak jelen, évatosan (itdgesse a kazettat az asztalhoz, hogy a buborékok eltdvozzanak.

2. dbra: AkoOnyvtarak betdltése

4. Az MiSeq kezel6szoftver (MOS) felliletén Iépjen kdzvetleniil a futtatds bedllitdsi lépéseihez.
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Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

Futtatas beallitasa

A futtatds beallitdsara vonatkozd részletes utasitasokat lasd: MiSeqDx készlilék referencia-utmutato
az MOS v4-hez (dokumentumszam: 200010452).

1.
2.

Jelentkezzen be az MiSeqDx rendszerbe a Local Run Manager szoftverhez tartozé jelszéval.

Az MOS szoftver Home (Kezd6képerny6) képernyéjén valassza a Sequence (Szekvencia)
lehetéséget.

Valassza ki a futtatast a listabdl, majd valassza a Next (Tovabb) gombot.

Sorban megnyilnak a kévetkezé futtatasbeallitasi képernydk: Load Flow Cell (Aramlési cella
behelyezése), Load Reagents (Reagensek behelyezése), Review (Attekintés) és Pre-Run check
(Futtatas el6tti ellendrzés).

Ha a Load Flow Cell (Aramlasi cella behelyezése) képernyd megjelenik, tisztitsa meg és helyezze be
az aramlasi cellat.

Zarja be az dramlasi cella reteszét és az aramlasi cella rekeszének ajtajat.

Mind a retesznek, mind a rekesz ajtajanak zarva kell lennie a futtatas elinditasa el6tt. Az aramlasi
cella behelyezésekor a szoftver beolvassa és rogzitiaz RFID-t. A képernyd jobb alsé sarkaban
megjelenik egy visszaigazolas arrdl, hogy az RFID beolvasasa sikeresen megtértént.

Kovesse a szoftver utasitasait az MiSeqDx SBS oldat (PR2) palackjanak behelyezéséhez,
gy6z6djon meg arrél, hogy a hulladékpalack lires, és helyezze be a reagenskazettat.

Az MiSeqDx SBS oldat (PR2) palackja és a reagenskazetta behelyezésekor a szoftver beolvassa és
rogzitiaz RFID-t. A képernyd jobb alsé sarkdban megjelenik egy visszaigazolas arrdl, hogy az RFID
beolvasdsa sikeresen megtortént.

A futds megkezdésekor megnyilik a Sequencing (Szekvenalas) képerny6. Ez a képernyd vizualisan
megjeleniti a folyamatban l1évé futtatast, beleértve az intenzitdsokat és a minéségi pontszamokat
(Q-pontszamok).

Eredmenyek

Azintegralt valds idejl elemzési (RTA) szoftver képelemzést és bazisazonositast végez, és minéségi
pontszamot rendel minden bazishoz minden szekvenalasi ciklusban. Amikor az elsédleges elemzés
befejez6dott, az MiseqDx készliléknek a Futtatds létrehozasa a Local Run Manager szoftverrel, 8. oldal
szerint kivalasztott modulja elkezdi a masodlagos elemzést. Mads munkafolyamatok esetében ldsd a
vizsgalathoz tartozé dokumentaciot.
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Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

Mindseg-ellendrzési eljarasok

Az MiSeqDx szoftver minden egyes futtatast, mintat és bazisazonositast értékel a minéség-ellenérzési
mérészamok alapjan. Sziikség esetén a konyvtarkészitésben szerepld pozitiv és negativ kontrollokat is
értékelni kell a vart eredmények szempontjabdl.

Teljesitményjellemzbk

Minden vizsgalatot az MiSeqDx készliléken végeztek.

A csiravonal-vizsgalatokban az MiSeqDx cisztas fibrdzis 139 varianst tartalmazé vizsgalat vagy a
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx reagenseit hasznaltak a kdnyvtarkészitéshez. A két készlet
konyvtarkészitési reagensei azonosak, és a munkafolyamat csak egyetlen [épésben kilonbozik: a
polimeraz-lancreakcios (PCR) ciklusok szamaban (25, illetve 28). A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
esetében a PCR-ciklusok nagyobb szama lehetévé teszi az alacsonyabb bemeneti DNS-mennyiséget
(50 ng) az MiSeqDx cisztas fibrdzis 139 varianst tartalmazo vizsgalat termékhez képest (250 ng), amit a
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel végzett, a bemeneti DNS-mennyiséget értékeld
vizsgalatban mutattak ki. Az MiSeqDx cisztas fibrozis 139 varianst tartalmazo vizsgalat reagenseivel
készitett konyvtarakat a készlethez tartozé szekvenadld reagensekkel szekvenaltak. A TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx készlettel készitett konyvtarakat az MiSeqDx reagenskészlet v3 készlettel
szekvenaltak. Az utdbbi szekvenald reagensek az MiSeqDx cisztas fibrdzis 139 varidnst tartalmazé
vizsgalat reagenseihez képest nagyobb mennyiségl kimenetet biztositanak.

A vizsgalat az MiSegDx Reagent Kit v3 Micro altal tamogatott mintafeldolgozasi
teljesitménytartomanyokat tdmogatja. Az MiSeqDx futtatdsonként 1-96 mintat tdmogat a vizsgalat
tipusatdl fliggéen. Az MiSegDx Reagent Kit v3 Micro bizonyos vizsgalatok esetén e tartomany
alacsonyabb részébe esé mintafeldolgozasi teljesitményekre késziilt.

A szomatikus varidnsokat tanulmdanyozd vizsgalatokban a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx és az
MiSeqDx reagenskészlet v3 készletet hasznaltak.

A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx esetében a szekvenalashoz sziikséges kényvtarak el6készitéséhez
leirt csiravonal vagy szomatikus munkafolyamatok utan a csiravonal varians modullal, illetve a
szomatikus varidans modullal végeztek elemzést, két kivétellel. A reprezentativ mutacids panelként
egygénes (csiravonalbeli vizsgalati teljesitmény, MiSeqgDx cisztas fibrdzis 139 varianst tartalmazoé
vizsgalat), illetve kétgénes panellel (szomatikus vizsgalati teljesitmény) végzett vizsgalatok az illetd
vizsgalatra specifikus munkafolyamattal és elemzési modulokkal torténtek.
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Az MOS v4 szoftvert futtatd MiSeqDx készlilék terméktajékoztatdja

MEGJEGYZES Az amplikon genomikus tartalma a szekvenalt DNS-szalra vonatkozdan van
o0sszefoglalva. A minusz szal alapjan készllt amplikonok esetében a
referenciagenom az ellentétes szal tartalmat jelenti (példaul a minusz szalon
taldlhaté amplikonok PolyA régidi megfelelnek a referenciagenom PolyT régidinak).

A teljesitményjellemzdk szamitasaiban hasznalt
definicidok

* Apozitivszdzalékos egyezés (PPA) a referencia-mddszerrel varidnsként azonositott locusok kozdl
a vizsgalat altal helyesen azonositottak aranya.
— (avizsgalat altal helyesen azonositott varians locusok szama) / (varians locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott varians locusok a valodi
pozitivak (TP). A referenciaként vagy masféle variansként azonositott, valéjaban varians
locusok az alnegativak (FN)

* Anegativ szazalékos egyezés (NPA) a referencia-mddszerrel vad tipusuként azonositott locusok
kozll a vizsgalat altal helyesen azonositottak arédnya.
— (avizsgalat altal helyesen azonositott vad tipusu locusok szama) / (vad tipusu locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott vad tipusu locusok a valédi
negativak (TN). A vizsgdlat altal varidnsként azonositott, valéjaban vad tipusu locusok az
alpozitivak (FP)
* Ateljes szadzalékos egyezés (OPA) a vizsgdlat altal a referencia-mddszernek megfeleléen
azonositottak aranya.
— ((avizsgadlat altal helyesen varidnsként azonositott locusok szdma) + (a vizsgalat altal helyesen
vad tipusuként azonositott locusok szama)) / ((varians locusok teljes szama) + (vad tipusu
locusok teljes szama))

* Avaridnsazonositasi alkalmazasokhoz a PPA, NPA és OPA szamitasaban nem szerepelnek a
sikertelen azonositdsok (valamelyik mindségi szlirének meg nem felelé varidns vagy
referencialocusok). Két vizsgdlatban kiilon szerepelnek a nem azonositott locusok a ,helyes
azonositasok ardnya” mérészamon belill, és ez meg van jeldlve a megfelelé tablazatokban.

* Az azonositasi arany a szlir6knek megfelel6 locusok szama osztva a szekvenalt, az 1-22.
kromoszéman taldlhato pozicidk szamaval. Az X- és az Y-kromoszémat nem tartalmazza az
elemzés. Ebben a mérészamban nincs figyelembe véve, hogy az azonositasok megegyeznek-e a
referencia-maddszer eredményével.

A preanalitikai tényezékkel (példaul extrakciés mddszerek vagy DNS-beviteli adatok) kapcsolatos
teljesitményjellemzéket lasd az alkalmazott konyvtarkészitési médszerhez tartozé
terméktajékoztatdban.
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Mintaindexelés

A kdnyvtarkészités soran hozzaadott mintaindexprimerek egy egyedi szekvenciat rendelnek minden
egyes minta DNS-éhez, lehet6vé téve tébb minta 0sszevondsat egyetlen szekvenalasi futtatasban.
A mintaindexelést csiravonalbeli és szomatikus munkafolyamatok esetében vizsgaltak.

Osszesen 96 mintaindexet vizsgéltak egy reprezentativ vizsgalatban, amelyben mind a 23 emberi
kromoszéman elhelyezkedd géneket, 6sszesen szalanként 12 588 bazist lefedé terlileteket kérdeztek
le, annak ellenérzése érdekében, hogy a vizsgalat képes-e kdvetkezetesen genotipizalast végezni egy
adott minta esetében kiilonbdz6 indexprimer-kombinacidk esetén. Az Y-kromoszéma nem tartalmaz
konfidens terlileteket, ezért nem kerdilt értékelésre. Nyolc egyedi mintat teszteltek, mintanként 12
kildnbdz8 indexprimer-kombindcidval. A csiravonalbeli modul eredményeit a Platinum Genomes
2016-01-es verzidjaval hasonlitottak 6ssze. A PPA (SNV-k és indelek esetében) meghaladta a 97 %-ot
(a valddi pozitiv azonositdsok szdma SNV-k esetében legaldbb 70, inzercidk esetében 38, delécidk
esetében 36 volt), az NPA pedig 100% (indexkombinaciénként legaldabb 23 440 referenciapozicid) mind
a 96 indexkombinacid esetében. Ettél fliggetlendil vizsgaltak egyetlen indexet annak igazoldsara,

hogy az MiSeqDx reagenskészlet v3 kémiai reakcidja nyolcnal kevesebb minta esetében is helyesen
mUkodik-e (a kordbbireagenskészlet, az MiSeqDx Universal Kit 1.0 csak nyolc vagy tobb mintaval volt
haszndlhatd). Az egy indexszel végzett vizsgalatban a PPA értéke 98,9% (180/182) volt az SNV-k
esetében, 100% (38/38) az inzercidk esetében és 100% (46/46) a delécidk esetében. Az NPA 100% volt
(23 856/23 856).

Egy minta tizenkét ismétlését (24 kdnyvtar) tesztelték az index pontossaganak mérésére 0,05-0,10
gyakorisagu szomatikus variansokkal a szomatikus varians modullal (ismétlésenként két
indexkombindciét hasznaltak a szomatikus azonositdsokhoz). A PPA 100% volt az SNV-k (64/64),
azinzercidk (11/11) és a deléciok (19/19) esetében. Az NPA 100% volt (indexkombinacionként legalabb
11 590 referenciapozicid) minden indexkombinacio esetében.

Mintaatvitel

Az MiSeqDx késziilék munkafolyamat soran tobbféle minta és kontroll konyvtar-elékészitése és
szekvenaldsa torténik egyidejlleg. A mintaatviteli vizsgalatban azt értékelték, hogy a konyvtar-
el6készités soran az egyik liregb6l a masikba t6rténé mintaatvitel vagy az egymas utani futtatdsok
k6zotti szennyez6dés miatti dlpozitiveredmények érintik-e a vizsgalati eredményeket. Szomatikus
variansokat vizsgaltak, mert ezek kimutathatdk alacsonyabb allélgyakorisag esetén, mint a
csiravonalbeli variansok.

Két reprezentativ vizsgalat altal kimutatott kiilénb6zé mutacidkat hordozé négy sejtvonalbdl szarmazo
DNS-mintéakat vizsgaltak. A mintak kozill az egyik egy pozicidéban mutacioét tartalmazott, a masik pedig
vad tipusu volt.
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Az egyik Uregbél a masikba torténé mintaatvitel definicio szerint olyan hibamdd, amely a manualis
feldolgozasi lépések (pipettdazas, mintdk keverése stb.) soran keletkezik. Az egyik mintaliregbél a
masikba térténé mintaatvitel értékeléséhez két vizsgalati futtatas tértént:

* Két mintat, nagy mennyiségl genomikus DNS-t (JDNS) és az 1. gén mutacidjat tartalmazd, illetve

« sz

felvaltva, sakktabla-elrendezésben.

* Kétmintat, nagy mennyiségli gDNS-t és a 2. gén mutacidjat tartalmazg, illetve kis mennyiségu

«ser

sakktabla-elrendezésben.

Mindegyik futtatasnal 6sszesen 12 ismétlést értékeltek dlpozitiveredmények szempontjabdl (vagyis ha

e ser

forditva).

A futtatasok kdzotti mintaatvitel definicidja az el6z6 szekvenalasi futtatasbdl esetleg megmaradt
anyag altal okozott hibamdd. A szekvenalasi futtatasok kozotti mintadtvitel meghatdrozasa érdekében
két lemezt futtattak, mindkettd egyetlen nagy bemeneti gDNS-mennyiségl minta 11 ismétlését és egy
vakmintat tartalmazott, amelyeket egymas utan szekvenaltak egy MiSeqDx készliléken, és értékelték
az alpozitiveredményeket. Az elsé futtatas a 2. gén mutacidjat tartalmazo 11 ismétlést és egy
vakmintat tartalmazott. A masodik futtatas az 1. gén mutacidjat tartalmazdé 11ismétlést és 1 vakmintat
tartalmazott. EI6sz6r a 2. gén mutacidjat tartalmazdé mintakdonyvtarat szekvenaltak, majd az 1. gén
mutacidjat tartalmazoé mintakdnyvtarat szekvenaltak, majd ismét a 2. gén mutacidjat tartalmazé

..z

futtatdsban, vagy forditva, ez mintaatvitelt jelentene.

Nulla (0/24, 0%) mintaliregek k6zétti atvitelre utald alpozitiveredményt talaltak. Mindegyik vart
mutaciot kimutattak. Nulla (0/24, 0%) futtatdsok k6zétti atvitelre utald alpozitiveredményt talaltak.
Mindegyik vart mutacidt kimutattak. Nulla (0/48, 0%) dsszes (mintaliregek kozotti és futtatasok
k6zotti) mintaatvitelre utald alpozitiveredményt talaltak.
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A csiravonal munkafolyamat teljesitményjellemzéi

Az itt leirt vizsgalatokban a szekvenalasi adatok elemzését a csiravonalbeli modullal végezték, kivéve azokat, amelyekben az egygénes
panelhez vizsgalatspecifikus modult alkalmaztak.

Pontossag

Az alabbi vizsgdlatban az MiSeqgDx késziilék pontossagat mérték fel az MiSeqDx reagenskészlet v3 és kivald minéségl DNS
felhasznalasaval. A vizsgalat reprezentativ vizsgalati terve alapjan 150 amplikon hasznalatdval tobb gén értékelése tortént, amelyek
O0sszesen 12 588 bazist tartalmaznak 23 kiilonb6z6 kromoszéman. Az Y-kromoszéma nem tartalmaz konfidens terlileteket, ezért nem
kerllt értékelésre. Az ebben a vizsgalatban hasznalt, egy csaldd 12 tagjabdl (két sziilé és 10 gyermek) szarmazd 6t mintat gyakran
hasznaljak szekvenalasi vizsgalatokhoz tdbb laboratériumban és tobbféle szekvenalasi technoldgiaval. Az alanyok koziil 6t né és hét
férfi. Mindegyik mintat kép példanyban vizsgaltak. Az SNV-k, inzercidk és delécidk kimutatdsanak pontossdga meghatdrozadsahoz a
kapott eredményeket 6sszehasonlitottdk a pontosan jellemzett referencia-adatbazissal. A referencia-adatbazisban talalhaté
szekvencia (Platinum Genomes 2016-01 verzid) tébbféle szekvendldsi mddszer, nyilvdnosan elérhetd adatok és drokletes informacidk
kombinaciojabdl szarmazik. A konfidens genomteriletek meghatarozasa e referencia-mdédszerrel valé 6sszehasonlitdssal tértént,

ha nincs masképpen megadva. A mintdkat 6sszesen nyolcszor futtattak; a pontossdgot bemutatd tabldzatok az elsé futtatds adatain
alapulnak.

Az 1. tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait a pozitiv és a negativ szazalékos egyezéssel egylitt, mintanként; a PPA szamitasahoz a
varians eredmények a pontosan jellemzett, kombinalt referencia-adatbazissal 6sszehasonlitva szerepelnek. A harom varianstipus
(SNV-k, inzerciok és deléciok) eredményeit 6sszevonva mutatjuk be. Mivel a referencia-mddszer csak az egynukleotid-varidnsokra és
azinzercidkra/deléciokra ad eredményt, az NPA-szamitashoz a nem varians bazisszekvenciak a human genom hg19
referenciaszekvenciajaval vannak 6sszehasonlitva.

1. tablazat: Az MiSeqDx készlilék bazisazonositdsi eredményeinek egyezése mintanként

Atlagos Variansok TP FN Sikertelen TN
Minta azonositasi  teljes variansok variansok azonositasok azonositasok PPA NPA OPA
arany szama teliesszama teliesszama teljes szama teljes szama
NA12877 > 99,9 152 152 0 4 24024 100 100 100
NA12878 > 99,9 270 266 0 4 23856 100 100 100
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Atlagos Variansok TP FN Sikertelen TN
Minta azonositasi  teljes variansok variansok azonositasok azonositasok PPA NPA OPA

arany szama telies szama teljes szama teljes szama teljes szama
NA12879 > 99,9 192 190 1 1 24054 99,5 100 >999
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 >999
NA12883 > 99,9 226 224 0 6 23870 100 100 100
NA12884 > 99,9 228 226 1 1 23942 99,6 100 >99,9
NA12885 > 99,9 244 240 2 2 23942 99,2 100 >99,9
NA12886 > 99,9 230 228 1 1 23888 99,6 100 >999
NA12888 > 99,9 216 216 0 4 24002 100 100 100
NA12893 > 99,9 236 234 0 2 23810 100 100 100

A reprezentativ vizsgdlat 150 amplikonbdl allt, amelyeket Ugy terveztek, hogy lefedjenek tobbféle genomidlis tartalmakat.

Az amplikonok GC-tartalma 26-87% kozott volt. Az amplikonok tartalmaztak tébbféle, egy nukleotidot (példaul PolyA, PolyT),

két nukleotidot és harom nukleotidot tartalmazd ismétiédést is. Az adatok amplikononként vannak 0sszesitve (2. tablazat), hogy
meghatarozzuk a genom tartalmanak hatdsat a helyes azonositasok szazalékos aranyara. A helyes azonositasok szazalékos aranya a
varians- és referenciaazonositdsokat tartalmazza, és hibas vagy sikertelen azonositds esetén kisebb mint 100%. Sikertelen az
azonositas, ha a varians azonositasara vonatkozd egy vagy tobb sziiré feltételei nem teljestilnek (példaul nem elegendé lefedettség
esetén).

A 2. tablazatban szereplé nyolc FN varians koziil hét a 111-es amplikonon taldlhatd 1 bp inzercié esetén tértént; ez az amplikon PolyA
homopolimert is tartalmaz, és GC-tartalma 0,29. A maradék 1 FN (helytelen azonositas) a 0,68 GC-tartalmu 125-6s amplikonon a vart
heterozigdta SNV helyett homozigdta varians azonositasa volt. Az SNV varidns gyakorisaga 0,71 volt, ami magasabb a homozigéta
variansnak minésitéshez szlikséges 0,70-es hatarértéknél. A legalacsonyabb helyes azonositasi aranyu (98,2%) amplikon a 17.
amplikon volt, amelynél 40 sikertelen azonositas tortént; ez az amplikon AT-ismétlédéseket tartalmaz, és GC-tartalma 27%.
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2. tablazat: Az MiSegDx készilék amplikonszintl pontossaga

Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

N o g b~ W

10

12
13
14

15
16
17
18
19
20

21
22
23

24

N N NN DN DN

W W W W NN

w

helye
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039
247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604

Amplikon
végének
helye

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681

Vizsgalt
fragmentum
mérete

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78

Konfidens terileteken
taldlhatd bazisok
szama

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

Indel

PolyA (5), PolyC (5),
indel

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

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

Indel
Indel
NA
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA (6),
indel

NA
PolyT (5), indel
AT(3), indel
NA
CT(3), indel

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

Indel
PolyA (6)

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

NA

tartalom

0,22
0,38

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

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

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

0,57
0,26
0,42

0,29

Helyes
azonositasok
teljes szama

2232
1896

2184
2208
1944
1680
212

2160
1920
1944
1800
212
2088
2184

2232
1752
2192
1992
1680
212

1774
1872
2328

1872

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o o o o o o o o o oo o

o o oo o o

o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o o oo o

o, o o o o o o

o

40

Helyes
azonositasok
szdazalékos aranya

100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

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

N N NN NN o oo o

helye
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

Amplikon
végének
helye

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

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

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

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

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

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

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

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
NA
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC (6),
indel

NA
Indel

NA

tartalom

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

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

0,31
0,35
0,42

Helyes
azonositasok
teljes szama

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

2280
2064
2256
2184
1752
212
2088
2040
2160
2184

1584
2232
1992

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

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

O O o/lo o o o o o o

o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0

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

(SN

O O Oo/lo o o o o o o

o

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

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

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

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

8

helye
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

Amplikon
végének
helye

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

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

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

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

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

tartalom

PolyG (7), CTC(4), 0,61

indel
Indel 0,3
PolyG (6) 0,67
Indel 0,32
NA 0,49
AT(3) 0,37
PolyC (6), indel 0,68
PolyG (5), indel 0,47
GC(3) 0,87
PolyT (5) 0,3

PolyA (5), PolyT (5) 0,2

Indel 0,35

AC(11), indel 0,42

NA 0,49

NA 0,51

NA 0,45

Indel 0,46

NA 0,65

Indel 0,37

NA 0,59

PolyA (5) 0,4

NA 0,42

PolyG (6) 0,55

Indel 0,53

PolyA (5), CA(3), 0,34
indel

GA(3) 0,52

PolyC (5), indel 0,52

Helyes
azonositasok
teljes szama

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

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

O O 0O O 0O O 0Ol 0o 0O 0O O 0o o o olo o o o oo o o

o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

23

OOOOOOOOOOOOSOOOOOOOOOOO

o

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

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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Amplikon Amplikon Vizsgalt Konfidens terileteken Az amplikonban B Helyes Helytelen Sikertelen Helyes
Amplikon Kromoszéma kezdetének  végének  fragmentum taldlhaté bazisok taldlhaté genomikus S azonositdsok  azonositdsok azonositasok azonositasok
helye helye mérete szama tartalom teljes szama telies szama telies szama  szazalékos aranya
79 12 26811004 26811096 93 93 PolyA (7), AC(4) 0,33 2232 0 0 100
80 12 30881766 30881846 81 81 NA 0,49 1944 0 0 100
81 12 88474105 88474175 71 71 PolyA (6) 0,35 1704 0 0 100
82 12 120966872 120966966 95 95 PolyG (5) 0,68 2280 0 0 100
83 13 24167504 24167576 73 73 NA 0,52 1752 0 0 100
84 13 25816961 25817049 89 88 PolyA (5), PolyT (7), 0,22 2112 0 0 100
PolyA (7), indel
85 13 44880112 44880200 89 89 Indel 0,49 2136 0 0 100
86 13 77665218 77665294 77 77 Indel 0,39 1848 0 0 100
87 14 31619327 31619393 67 67 GA(3),TA(3) 0,39 1608 0 0 100
88 14 39517884 39517966 83 83 NA 0,25 1992 0 0 100
89 14 46958962 46959034 73 72 PolyT (5), indel 0,19 1727 0 1 99,9
90 14 58050030 58050110 81 81 Indel 0,38 1944 0 0 100
91 14 82390559 82390649 91 91 Indel 0,35 2184 0 0 100
92 14 92549544 92549609 66 66 PolyA (5) 0,41 1584 0 0 100
93 14 102808496 102808589 94 94 Indel 0,62 2256 0 0 100
94 15 43170751 43170848 98 96 PolyC (5) 0,45 2304 0 0 100
95 15 63446149 63446216 68 68 Indel 0,25 1632 0 0 100
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), indel 0,68 2232 0 0 100
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 2280 0 0 100
98 15 85438263 85438334 72 71 Indel 0,65 1704 0 0 100
99 15 89817413 89817503 91 91 NA 0,36 2184 0 0 100
100 15 89864274 89864343 70 70 Indel 0,56 1680 0 0 100
101 16 1894910 1894972 63 63 NA 0,27 1512 0 0 100
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 2280 0 0 100
103 16 53682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 2088 0 0 100
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 2496 0 0 100
105 16 85706375 85706465 91 91 Poly T (5), indel 0,37 2184 0 0 100
106 17 3563920 3564008 89 89 GC(3) 0,64 2136 0 0 100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

107
108
109
10
m

12
13

14
115
116
7
118
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

17
17
17
17
17

17
17

helye
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

Amplikon
végének
helye

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

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

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

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

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

PolyC (5), indel
Indel
Indel

PolyT (5)

PolyA (13), indel (2
db.)

PolyA (5)

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

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

NA
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
NA
NA
NA
NA
NA
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4), indel
Indel
Indel

PolyG (6)

tartalom

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
0,67
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73

Helyes
azonositasok
teljes szama

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
212

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

0
0
0
7

o o

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

-

O o o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0
0
0
0
17

o

O O O O O O Oolo o o 0o o o o o oo o o ©

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

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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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

134
135
136
137
138

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

20
21
21
21
21

21
22
22
22

< < | <| X X X

helye
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

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

Amplikon
végének
helye

62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

87
66
98
87
69

90
100

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Az amplikonban

. . . GC-
taldlhaté genomikus
tartalom
tartalom

Indel 0,57
Indel 0,35
PolyT (6), CA(3) 0,54
GT(3), indel 0,39
PolyA (6), AG(3), 0,32

indel

PolyT (5), PolyA(6) 0,5

Indel 0,63
NA 0,68
Indel 0,46
NA 0,6
Indel 0,66
PolyT (5) 0,26
PolyC (5) 0,62
NA 0,52
NA 0,55
NA 0,48
PolyA (5) 0,37

Helyes
azonositasok
teljes szama

2088
1584
2352
2088
1656

2160
2400
2328
2328
2376
2208
1656
1656
1704

0

0

0

Helytelen Sikertelen
azonositadsok azonositasok
telies szama teljes szama
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Helyes

azonositasok
szazalékos aranya

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
NA
NA
NA

A sikertelen azonositast okozd variansok 6sszefoglaldsa a 3. tablazatban talalhaté. Az azonositas sikertelenségét okozé sz(irék a

tablazatban szerepelnek. A 111-es amplikonban taldlhaté inzercid a 16-bdl kilenc esetben kiszlirést okozott, hét esetben pedig

referenciaként azonositottak, ami alnegativ eredmény.

3.tablazat: A sikertelen azonositast okozo variansok 60sszegzése

Amplikon
szama

64

Kromoszoma:Pozicio

10:55892600

Varians

Az

tartalma

TAC>T AC(11),

42% GC

amplikon

Sikertelen azonositast
okozd variansok szama

Szliré

R5x9" 10

Vart
variansok
szama

10

Alnegativ

azonositasok

szama

0
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. Az . » Vart Alnegativ
Amplikon X ., ., i .. .. Sikertelen azonositast .. .,
X Kromoszéma:Pozicié Varians amplikon Sziiré X .. i variansok azonositasok
szama okoz6 variansok szama i i
tartalma szama szama
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), R5x9 9 16 7
29% GC

T R5x9: Ismétiédési sz(ir6. A varians kisz(irése térténik, ha a varians vagy annak egy része ismételten jelen van a referenciagenomban a varians
pozicidja mellett. A referenciagenomban legaldbb kilenc ismétiédés sziikséges, és csak legfeljebb 5 bp hossziisagu ismétlésekre vonatkozik.

Az NA12878 minta szekvenalasi eredményeit 6sszehasonlitottak a National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) altal

az NA12878-ra megallapitott, nagy konfidenciaju genotipussal. A 150 amplikonbdl 92 amplikon teljes egészében a nagy konfidenciaval
azonositott genomirégidkban volt, 41 amplikon részleges atfedést mutatott az ilyen terlletekkel, 17 amplikon pedig nem volt
atfedésben a NIST altal meghatarozott szekvenciakkal. Ismétlésenként 10 000 koordinata adatait hataroztak meg 6sszehasonlitas
céljabodl. A nem varians bazisazonositasokat a human genom 19. szamu referenciaszekvenciajaval hasonlitottak ssze. A pontossagi
eredmények a 4. tablazatban lathatok.

4. tablazat: Az NA12878 minta MiSeqDx készlilékkel végzett bazisazonositasi eredményeinek egyezése az NIST adatbazisaval

) Atlagos TP FN TN FP
: Amplikonok x . . " o
Minta <zAma azonositasi  variansok variansok azonositasok azonositasok PPA NPA OPA
arany telies szama teljes szama teljes szama teljes szama
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

A mintakat tovabb elemezték a kis inzercidk és delécidk (indelek) azonositasa céljabdl (5. tablazat). Néhany esetben az indel két vagy
tobb mintaban is el6fordult, amint Az indelt tartalmazé mintak teljes szama oszlopban lathaté. A 12 érvényes minta mindkét
ismétlésének eredményeit az 5. tablazat tartalmazza. Osszesen 71 olyan indelt taldltak, amelyek mérete az inzerciok esetében

1-24 bp, illetve a delécidk esetében 1-25 bp volt. Ebbél 69 indel kimutatasa 100%-0s pozitiv szazalékos egyezéssel tértént.

Egy delécid (64-es amplikon; 2 bp méretl delécid (chr10 55892600 TAC>T) esetében nem tértént helyes azonositas, mert mindegyik
varians az R5x9 sz(iré miatt sikertelen azonositast eredményezett. Ezért nem lehetett kiszamitani a PPA-t, amely nem tartalmazza a
sikertelen azonositasokat. Egy tovabbiindel, 1 bp méretl inzercid (111-es amplikon, chr17 39589692 C>CA), esetében nem tortént
helyes azonositas, mert kilenc varians az R5x9 sz(ré miatt sikertelen azonositast eredményezett, és hét azonositas alnegativ
eredményt adott.
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5.tablazat: Osszefoglalds: indelek kimutatdsa az MiseqDx késziilékkel

Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum

13

14

16

17

19

21

25

36450544

109465165

218353908

223906701

236372081

247812083

55862804

87003972

200796749

212245090

235016388

4466274

49851375

190106071

56236567

Vizsgalt
mérete

93

79

91

92

70

88

90

80

87

91

73

93

70

75

66

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszlsaga

25 bp méretd
delécid

3 bp méretl
delécid

23 bp méretd
inzercié

17 bp méretd
delécio

5 bp méretd
inzercié

3 bp méretl
inzercié

7 bp méretd
inzercié

6 bp méret(
delécio

5 bp méretd
inzercié

12 bp méretd
inzercié

2 bp méretd
inzercié

23 bp méretli
delécio

9 bp méretl
inzercié

1bp méretd
delécid

8 bp méretli
delécid

Indel

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G

ACTT>A

T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA

GACAGACTGTGAGGAAGA>G

C>CTTAAG

C>CATG

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T

T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT

A>ATG

TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T

C>CCTGGCTCCT

AG>A

TAACCGAAA>T

Az indelt
tartalmazo
mintak teljes
széama

2

12

24

10

10

10

14

24

14

12

20

12

Sikertelen
azonositasok
szama

Indel helytelen
azonositasainak
telies szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

teljes szama

24

24

20

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Az indelt
Vizsgalt Amplikont érinté tartzall:]naezé Sikertelen Indel helytelen Indel helyes
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum indel tipusa és Indel mintak telies azonositdsok azonositdsainak  azonositdsainak PPA
mérete hosszusaga ) . szama teljes szama teljes szama
szédma

27 164446785 62 11 bp méretd T>TTATGGTATTGA 12 0 12 100
inzercié

31 74077155 83 4 bp méretl TAGTA>T 10 0 10 100
delécid

34 155662255 75 8 bp méreti G>GCCTACTGA 20 0 20 100
inzercié

36 24950035 92 21bp méretti CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C 10 0 10 100
delécio

37 31084942 100 3 bp méretl GCTT>G 14 0 14 100
delécid

39 32986905 95 25 bp méretli CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C 12 0 12 100
delécid

a1 41647442 95 23 bp méretli GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G 8 0 8 100
delécidé

44 66276142 88 1bp méretli C>CT 16 0 16 100
inzercié

46 110939983 85 4 bp méret( CAAGT>C 12 0 12 100
delécid

47 128533514 90 1bp méretl T>TC 24 0 24 100
inzercid

48 149503916 91 4 bp méretl GGATA>G 8 0 8 100
delécidé

50 156476548 93 11 bp méretd GAATCTGCACTT>G 12 0 12 100
delécio

52 24811064 90 1bp méretd AG>A 24 0 24 100
delécid

53 76518677 67 4 bp méret( T>TACTG 14 0 14 100
inzercid

55 105586193 65 4 bp méretl C>CAATT 2 0 2 100
inzercié

58 138995370 97 21bp méretti TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T 14 0 14 100

delécio
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LT

59

63

64

68

70

75

76

78

84

85

86

89

90

91

93

95

5987158

45084202

55892600

30177690

59837721

118406328

120357842

2834814

25817002

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602

102808554

63446199

Vizsgalt
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum

mérete

79

95

89

70

62

85

85

84

89

89

77

73

81

91

94

68

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszusaga

3 bp méretd
delécid

16 bp méretd
delécid

2 bp méretd
delécio

2 bp méretl
inzercié

8 bp méret
inzercié

8 bp méret(
delécid

2 bp méretl
delécio

21 bp méretli
inzercié

19 bp méretd
inzercié

4 bp méret(
inzercid

20 bp méretd
delécio

22 bp méretd
delécio

4 bp méret(
inzercié

16 bp méretd
delécid

5 bp méretd
delécio

6 bp méret(
delécio

Indel

TAAC>T

AGCGTCTATAACCAAAT>A

TAC>T

C>CTG

T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C

CTT>C

T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A

TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T

C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C

CAAAATT>C

Az indelt

tartalmazo

mintak teljes

szama

10

12

10

10

12

10

10

24

24

12

14

24

20

10

10

12

Sikertelen
azonositasok
szama

10

Indel helytelen
azonositasainak
teljes szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

teljes szama

10

24

24

24

20

100

100

NA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Az indelt
Vizsgalt Amplikont érinté tartzall:]naezé Sikertelen Indel helytelen Indel helyes
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum indel tipusa és Indel mintak telies azonositdsok azonositdsainak  azonositdsainak PPA
mérete hosszusaga ) . szama teljes szama teljes szama
szédma
96 15 77879862 95 25 bp méretd GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G 14 0 14 100
delécid
98 15 85438311 72 3 bp méreti C>CTTG 8 0 8 100
inzercid
100 15 89864316 70 4 bp méretl G>GCTAC 8 0 8 100
inzercié
105 16 85706416 91 7 bp méretd ATTATTTC>A 16 0 16 100
delécio
107 17 3594276 87 1bp méretd TG>T 2 0 2 100
delécid
108 17 3970133 91 18 bp méretl A>ATCCTATTCTACTCTGAAT 10 0 10 100
inzercid
109 17 16084985 93 4 bp méretl A>AACAC 10 0 10 100
inzercié
m 17 39589692 84 1bp méretii C>CA 16 7 0 0
inzercié
12 17 39589739 84 24 bp méretd T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 24 0 24 100
inzercié
13 17 45438886 92 4 bp méretl CAGTG>C 12 0 12 100
delécid
14 17 61502459 79 12 bp méreti TTTGTATCTGCTG>T 20 0 20 100
delécio
120 18 38837054 75 22 bp méretd T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 24 0 24 100
inzercié
121 18 47405425 81 3 bp méretl T>TGAG 20 0 20 100
inzercié
122 18 54815706 85 2 bp méreti ACT>A 20 0 20 100
delécid
130 20 21766863 70 15 bp méreti TACTTGAGAACTGAGG>T 4 0 4 100
delécio
131 20 25278464 101 5 bp méretti A>AGTGGG 20 0 20 100
inzercié
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132 20 50897361
134 20 62690925
135 21 30300873
137 21 36710749
138 21 46644985
140 22 25750814
142 22 37409885
144 22 47081407
Reprodukalhatésag

Vizsgalt
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum
mérete

67

87

66

87

69

100

97

92

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszusaga

11 bp méretd
inzercié
16 bp méretl
delécid
11 bp méretd
inzercid
21 bp méretli
delécid
5 bp méretd
delécid
6 bp méret(
inzercid

5 bp méretd
inzercié

10 bp méretd
delécio

Indel

G>GGAATGTCAGCC

TCCTGGCTGGCCTGTGG>T

G>GATAAAACTTTA

ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A

GTTGTT>G

C>CAGGGCA

C>CTGTTT

GGGCACAGGCA>G

Az indelt
tartalmazo
mintak teljes
szama
24
10

10

20

12

Sikertelen
azonositasok
szama

Indel helytelen
azonositasainak
teljes szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

teljes szama

24

10

20

Két vizsgalatot végeztek az MiSeqDx készlilékkel kapott eredmények reprodukalhatésaganak értékelésére sejtvonalakkal
(1. és 2. vizsgalat), illetve sejtvonalakkal kiegészitett leukocitamentes vérrel (2. vizsgalat). Az 1. vizsgalatot tobb készlilékkel végezték.
A 2. vizsgalatot tobb helyszinen végezték.

1. vizsgalat

100

100

100

100

100

100

100

100

Az MisegDx késziilék eredményeinek reprodukalhatésagat két késziilék, két kezel6 és két reagenstétel segitségével hataroztak meg,

0sszesen nyolc futtatas soran. A reprezentativ vizsgalat, a mintak és a referencia-modszer megegyezik a pontossagi vizsgalatnal
leirtakkal.

Az eredmények amplikononkénti bontasban kerlilnek bemutatasra az egyes készlilékek esetében (6. tablazat), hogy bemutathato
legyen az azonositasok reprodukalhatdsaga az egyes késziilékek kozott. A helyes azonositasok %-os aranyahoz figyelembe vannak
véve a hibas és a sikertelen azonositasok (amikor egy vagy tobb szlré nem teljesiil) is. A készlilékeken az adott amplikontdl fliggéen

hasonlé szamu sikertelen és helytelen azonositas tortént.
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6. tablazat: Az MiSeqDx készllékek kozotti reprodukalhatdsagi eredményei (amplikonszint()

Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

o g b~ W

10

12
13
14

15
16
17
18
19
20

NN N NN NN

W W W wWwINDN

helye

36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

Amplikon
végének
helye

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

Vizsgalt
fragmentum
mérete

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

Konfidens
terlleteken
taldlhatd
bazisok
szama

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

Az
amplikonban
taldlhato
. tartalom
genomikus
tartalom
Indel 0,22
PolyA (5), 0,38
PolyC (5),
indel
Indel 0,4
Indel 0,49
PolyG (5) 0,69

PolyT (10), 0,39
indel

PolyA(5),CT 0,27

(3), TAA3),
indel
Indel 0,28
Indel 0,38
NA 0,65

PolyA (8) 0,35
PolyT (5) 0,42
PolyT (5), indel 0,31

PolyT (5), 0,3
PolyA (6), indel

NA 0,43
PolyT (5), indel 0,42
AT(3), indel 0,27
NA 0,43
CT(3), indel 0,49

PolyA (5), 0,41
PolyT (5)
PolyA (9), TG
(3)

1

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok
telies szama  telies szama teljes széma teljes szama  teljes szdma  teljes szama
8928 0 0 8928 0 0
7584 0 0 7584 0 0
8736 0 0 8736 0 0
8832 0 0 8832 0 0
7776 0 0 7776 0 0
6720 0 0 6720 0 0
8448 0 0 8448 0 0
8640 0 0 8640 0 0
7680 0 0 7680 0 0
7775 1 0 7775 1 0
7200 0 0 7200 0 0
8448 0 0 8448 0 0
8352 0 0 8352 0 0
8736 0 0 8736 0 0
8928 0 0 8928 0 0
7008 0 0 7008 0 0
8761 0 167 8760 0 168
7968 0 0 7968 0 0
6720 0 0 6720 0 0
8448 0 0 8448 0 0
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

21
22
23

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

39
40
41

42
43
44

IN

~N

helye

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100

Amplikon
végének
helye

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196
147475409
149323821
155662287

6318814

24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187

Vizsgalt
fragmentum
mérete

75
78
97

78
66

71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95

91
73
88

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94

91
73
88

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

Indel
PolyA (6)

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

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

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

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
NA

Indel

GC-
tartalom

0,57
0,26
0,42

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

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositadsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama

7096 0 8 7096 0 8
7488 0 0 7488 0 0
9312 0 0 9312 0 0
7488 0 0 7488 0 0
5952 0 0 5952 0 0
6624 0 0 6624 0 0
5952 0 0 5952 0 0
7200 0 0 7200 0 0
8064 0 0 8064 0 0
6144 0 0 6144 0 0
7968 0 0 7968 0 0
6432 0 0 6432 0 0
8736 0 0 8736 0 0
7200 0 0 7200 0 0
9792 0 0 9792 0 0
8832 0 0 8832 0 0
8979 0 45 8979 0 45
9408 0 0 9408 0 0
9120 0 0 9120 0 0
8256 0 0 8256 0 0
9024 0 0 9024 0 0
8736 0 0 8736 0 0
7008 0 0 7008 0 0
8448 0 0 8448 0 0
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ce

Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

45

46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

63
64
65

| 00 NN

© © © © © o

helye

77365735

110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250

Amplikon
végének
helye

77365821

110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329

Vizsgalt
fragmentum
mérete

87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

95
89
80

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

87

85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

95
88
80

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

PolyA (7), AG
(4)

Indel

PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

NA
Indel
NA

PolyG (7), CTC
(4), indel

Indel
PolyG (6)
Indel
NA
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(11), indel
NA

GC-

tartalom

0,26

0,38
0,62

0,71

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

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

0,47

0,87
0,3
0,2

0,35
0,42
0,49

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama
8352 0 0 8352 0 0
8160 0 0 8160 0 0
8550 0 90 8550 0 90
8736 0 0 8736 0 0
6336 0 0 6336 0 0
8928 0 0 8928 0 0
7968 0 0 7968 0 0
8452 0 92 8449 0 95
6432 0 0 6432 0 0
9408 0 0 9408 0 0
6240 0 0 6240 0 0
9216 0 0 9216 0 0
7968 0 0 7968 0 0
9312 0 0 9312 0 0
7488 0 0 7488 0 0
8644 1 91 8644 1 91
7584 0 0 7584 0 0
8640 0 0 8640 0 0
9120 0 0 9120 0 0
8408 0 40 8407 0 41
7680 0 0 7680 0 0
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

66
67
68
69
70
7
72
73
74
75
76

77
78

79

80
81
82
83
84

85
86
87
88

helye

118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884

Amplikon
végének
helye

118351453
8159912
30177717

47470444

59837740

64418957

93529684

101347136

102477426

118406369

120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966

Vizsgalt
fragmentum
mérete

81

97
70
100
62
102
73

85

91

85

85

85
84

93

81
71
95
73
89

89
77
67
83

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73
88

89
77
67
83

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

NA
NA
Indel
NA
Indel
NA
PolyA (5)
NA
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA
(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7), AC
(4)

NA
PolyA (6)
PolyG (5)

NA

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

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
NA

tartalom

0,57
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

0,33

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

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

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositadsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama
7776 0 0 7776 0 0
9216 0 0 9216 0 0
6720 0 0 6720 0 0
9600 0 0 9600 0 0
5952 0 0 5952 0 0
9792 0 0 9792 0 0
7008 0 0 7008 0 0
8160 0 0 8160 0 0
8736 0 0 8736 0 0
8160 0 0 8160 0 0
8160 0 0 8160 0 0
8160 0 0 8160 0 0
8064 0 0 8064 0 0
8928 0 0 8928 0 0
7776 0 0 7776 0 0
6816 0 0 6816 0 0
9117 3 0 9119 1 0
7008 0 0 7008 0 0
8448 0 0 8448 0 0
8544 0 0 8544 0 0
7392 0 0 7392 0 0
6432 0 0 6432 0 0
7968 0 0 7968 0 0
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ve

Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

89
90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

108
109
10
m

112

17
17
17
17

17

helye

46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394

Amplikon
végének
helye

46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484

Vizsgalt
fragmentum
mérete

73
81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87

91
93
91
84

91

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

72
81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87

91
93
89
82

91

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

PolyT (5), indel
Indel
Indel

PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indel
NA
Indel
NA
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
PolyT (5), indel
GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13),
indel (2 db.)

PolyA (5)

tartalom

0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67

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

0,34

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositadsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama
6830 0 82 6835 0 77
7776 0 0 7776 0 0
8736 0 0 8736 0 0
6336 0 0 6336 0 0
9024 0 0 9024 0 0
9216 0 0 9216 0 0
6528 0 0 6528 0 0
8928 0 0 8926 2 0
9120 0 0 9120 0 0
6816 0 0 6816 0 0
8736 0 0 8736 0 0
6720 0 0 6720 0 0
6048 0 0 6048 0 0
9120 0 0 9120 0 0
8352 0 0 8352 0 0
9984 0 0 9984 0 0
8736 0 0 8736 0 0
8544 0 0 8544 0 0
8347 0 5 8347 0 5
8736 0 0 8736 0 0
8928 0 0 8928 0 0
8544 0 0 8544 0 0
7776 7 89 7777 12 83
8736 0 0 8736 0 0
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G€

Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

13

14
115
16
17
18
119

120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135

17

20
20
20
20
21

helye

45438866

61502432

64023582

72308237
2616456
6980478
9888026

38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823

Amplikon
végének
helye

45438957

61502510

64023667

72308320
2616522
6980568
9888094

38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888

Vizsgalt
fragmentum
mérete

92

79
86
84
67
91
69

75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

92

79
86
84
67
91
69

75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

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

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

PolyA (6), TG
(3)

PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
NA
NA
NA
NA
NA
AC(3)
CT(3)

GT(3),TG(4),
indel

Indel
Indel
PolyG (6)
Indel

Indel

tartalom

0,26

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

0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

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

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositadsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama
8832 0 0 8832 0 0
7546 0 38 7547 0 37
8256 0 0 8256 0 0
8064 0 0 8064 0 0
6432 0 0 6432 0 0
8736 0 0 8736 0 0
6624 0 0 6624 0 0
7200 0 0 7200 0 0
7776 0 0 7776 0 0
8160 0 0 8160 0 0
6240 0 0 6240 0 0
9504 0 0 9504 0 0
7102 2 0 7104 0 0
6718 2 0 6718 2 0
9024 0 0 9024 0 0
7872 0 0 7872 0 0
7296 0 0 7296 0 0
6720 0 0 6720 0 0
9696 0 0 9696 0 0
6432 0 0 6432 0 0
8360 0 88 8360 0 88
8352 0 0 8352 0 0
6336 0 0 6336 0 0
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

21

21
21

21

< <|=<| x| x x

helye

33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikon
végének
helye

33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Vizsgalt
fragmentum
mérete

98

87
69

90

100

Konfidens
terlileteken
taldlhato
bazisok
szama

98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Az
amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

PolyT (6), CA
(3)

GT(3), indel

PolyA (6), AG
(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel
NA
Indel
NA
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
NA
NA
NA
PolyA (5)

tartalom

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

MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok
telies szama telies szama telies szdma teljes szama teljes szama  teljes szama
9408 0 0 9408 0 0
8352 0 0 8352 0 0
6603 0 21 6601 0 23
8640 0 0 8640 0 0
9600 0 0 9600 0 0
9312 0 0 9312 0 0
9312 0 0 9312 0 0
9504 0 0 9504 0 0
8832 0 0 8832 0 0
6624 0 0 6624 0 0
6624 0 0 6624 0 0
6816 0 0 6816 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

A reprodukalhatésagi vizsgalat eredményeit kezel6nként elemezték a varidansok gyakorisaga alapjan (7. tablazat). Ez az elemzés azt
mutatta, hogy a varidnsok gyakorisdga konzisztens volt a kezel6k kdz6tt. A varidnsok atlagos gyakorisaga +/- 1szérassal szerepel.
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7.tablazat: Kezel6k kozotti eredmények az MiseqDx késziilékre vonatkozdan

Varians
gyakorisagi
tartomanya

Homozigdta
(0,70-1,00)

Heterozigdta
(0,20-0,70)

Egyedi
variansok
szama

2424

8240

Az 1. kezel6 altal

elemzett variansok

telijes szama

2424

8132

A 2. kezel6 altal
elemzett variansok

teljes szama

2422

8128

Py

Az 1. kezel6 altal jelentett
variansgyakorisag atlaga
(szoras)

0,94 +/- 0,07

0,48 +/- 0,04

Py

A 2. kezel6 altal jelentett
variansgyakorisag atlaga
(szoras)

0,96 +/- 0,05

0,49 +/-0,04

Az egyes mintak reprodukalhatdsagi vizsgalatanak eredményei mind a nyolc futtatas 6sszevont adatait tartalmazzak (8. tablazat).
A kimutatdst kiilon értékelték az egyes varianstipusok (SNV-k, inzercidk és delécidk) esetében. A referenciapozicidok nem szerepelnek

az elemzésben. Ez az elemzés azt mutatta, hogy a varidnsokra vonatkozd eredmények reprodukalhatdk az egyes mintak kozott.

8. tablazat: Az MiSeqDx készllék bazisazonositasi eredményeinek egyezése az egyes mintaknal

LE

SNV-k Inzercidok Delécidk
Minta  Osszesen TP—k’teljes Helytelz.en ereo,|mények Helytelgn erec?mények Helytelgn erecllmények TP—klttees FP—klttees FN—elf teljes Bsszesen TP—k’ttees FP—k’ttees FN—elf teljes
széama teljes szama teljes szama telies szédma széma széma széma szama széama széma
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 0 384 384 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 0
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0
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Az ebben a reprodukalhatdsagi vizsgalatban szerepl6 nyolc futtatds adatai aldtamasztjak, hogy az MiSeqDx készlilék konzisztens
szekvendldst tud végezni az aldbbi feltételek teljesiilése esetén:

* AGC-tartalom = 19% (sikeres azonositas esetén a 19%-os GC-tartalmu 192 szekvenalt amplikonbdl 192 esetben minden
bazisazonositas helyes, a azonositas sikertelenségének aranya 1,1%)

* AGC-tartalom = 78% (sikeres azonositas esetén a 78%-o0s GC-tartalmu 192 szekvenalt amplikonbdl 192 esetben minden
bazisazonositas helyes, nincs sikertelen azonositas)

* PolyA hosszusaga =< 8 (PolyA = 8 esetében a 192 szekvenalt amplikonbdl 192 esetben helyes a 8 nukleotidbdl allé PolyA ismétlédés
azonositasa)

* PolyT hosszusaga = 10 (PolyT = 10 esetében a 192 szekvenalt amplikonbdl 192 esetben helyes a 10 nukleotidbdl allé PolyT
ismétlédés azonositdsa)

* PolyG hosszusaga < 7 (PolyG = 7 esetében a 192 szekvenalt amplikonbdl 192 esetben helyes a 7 nukleotidbdl allé PolyG ismétlédés
azonositasa)

* PolyC hosszusdga =< 6 (PolyC = 6 esetében a 576 szekvenalt amplikonbdl 576 esetben helyes a 6 nukleotidbdl all6 PolyC ismétlédés
azonositasa)

* Akét nukleotid ismétiédésének hosszusaga =< 11ismétl6dés (a két nukleotid 11-szeres ismétlédését tartalmazd 192 szekvenalt
amplikonbdl 192 azonositas eredménye helyes, az azonositas sikertelenségének aranya 0,5%)

* Aharom nukleotid ismétl6désének hosszusaga = 5ismétlédés (a harom nukleotid 5-sz0rds ismétlédését tartalmazo 192 szekvenalt
amplikonbdl 192 azonositds eredménye helyes, az azonositas sikertelenségének aranya 0,5%)

* Legfeljebb 24 bazis hosszusagu inzercio és legfeljebb 25 bazis hosszusagu delécio
— A 24 bazis hosszUsagu inzercidt tartalmazé 192 mintabdl 192 azonositasi eredménye helyes

— A 25 bazis hosszlsagu inzerciot tartalmazd 224 mintabdl 223 azonositasi eredménye helyes, és 1 esetben helytelen az
azonositas

2. vizsgalat

Egy reprezentativ teszttel, az Illumina MiSegDx Cystic Fibrosis 139 Variant Assay vizsgalattal végzett helyszinek kozo6tti
reprodukalhatdsagi vizsgalat a CFTR klinikailag jelent8s genetikai varidcidinak egy részhalmazat tartalmazta, amelyet az MiSeq
Reporter szoftverrel és az MiSeqDx Platform célzott DNS-szekvenalasi munkafolyamataval elemeztek. A vak vizsgalatot 3 helyszin
mindegyikén 2-2 kezel6 végezte. Minden helyszinen két jol jellemzett, egyenként 46 mintabdl all6 panelt vizsgalt mindkét kezeld, ami
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helyszinenként 6sszesen 810 azonositast jelentett. A panelek a CFTR gén ismert variansait hordozé sejtvonalakbdl szarmazé
genomikus DNS-ek keverékét, valamint a CFTR gén ismert varidnsaival rendelkezé sejtvonalakkal kiegészitett, leukocitamentes vért
tartalmaztak. Azért hasznaltak vérmintakat, hogy értékelnilehessen a vizsgalati munkafolyamat elsédleges bemeneteként szolgald
gDNS elédllitdsahoz hasznalt extrakcids Iépéseket. A mintak sikerességi aranya, vagyis az elsé prébdlkozas alkalmaval megfeleld
minéség-ellenérzési mérészamokat add mintak arany 99,88% volt. Minden vizsgalati eredmény az elsé tesztelés eredményein alapul.

9. tablazat: Areprezentativ MiSegDx Cystic Fibrosis 139 Variant Assay vizsgalattal végzett reprodukalhatdsagi vizsgalat
eredményeinek 6sszefoglalasa

Pozitiv megegyezést Negativ megegyezést
Azonositasok teljes tartalmazé azonositdsok tartalmazé azonositdsok Pozitlv  Negativ  Teljes
Mintak . , ., X i K) (vad tipus) Helytelen Sikertelen , , ,
Panel Minta genotipusa Variansok széma (varianso vad tipus " » egyezés egyezés egyezés
szama , , azonositdsok azonositasok
helyszinenként 1. 2. 3. 1 2. 3. (%) (%) (%)
helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 4 F508del/2184delA (HET) 810 12 12 12 797 798 798 0 1 100 100 100
A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1352 94,44 94,44 94,44
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 98 F508del/W1282X (HET) 810 12 " 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
A 108 F508del/3272-26A>GC 810 12 1 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
A 1 F508del/3849+10kbC>T 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 12 621+1G>T/3120+1G>A 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 13 E60X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
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Mintak
Panel ,
szama

A 14
A 15
A 16
A 17
A 18
A 19
A 20
A 21
A 22
A 23
A 24
A 25
A 26
A 27
A 28
A 29
A 30
A 31

Minta genotipusa

M1101K (HET)
M1101K (HOM)

F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

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

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

F508del/Y1092X (C>A)
(HET)

N1303K (HET)
G542X (HOM)
G542X (HET)
G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)
wWT
F508del (HET)

1717-1G>A (HET)

Variansok

1506V, 1507V,
F508C nincs
jelen

Azonositasok teljes
széma
helyszinenként
810

810

828

810

816

810

810
810
810

810

810
810
810
810
810
810
810

810

Pozitiv megegyezést
tartalmazo azonositasok

(varidansok)
1. 2. &
6 6 6
6 6 6
6 6 6
12 12 12
18 18 18
12 12 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12
12 12 12
6 6 6
6 6 6
6 6 6
12 12 12
6 6 6
0 0 0
6 6 6
6 6 6

Negativ megegyezést
tartalmazo azonositasok
(vad tipus)

1 2. &

helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin

804 804 804

804 804 804

822 822 822

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

804 804 804

804 804 804

804 804 804

798 798 798

804 804 804

810 810 810

804 804 804

804 804 804

Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositasok

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

Pozitiv

egyezés egyezés egyezés

(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

NA

100

100

Negativ

(%)

100
100

100

100

100

100

100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100

100

Teljes

(%)

100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100
100

100
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Pane

| Mintak
szama

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Minta genotipusa

R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
WT
G85E (HET)
I1336K (HET)
WT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)
G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)

N1303K (HET)

G551D/R553X (HET)

2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

Variansok

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

Azonositasok teljes
szédma
helyszinenként
810
810
810
810
810
810
810

810

810

810

816

810
810
810
810
810

810

810

Pozitiv megegyezést
tartalmazo azonositasok

(varidnsok)
1. 2. &
6 6 6
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

Negativ megegyezést
tartalmazo azonositasok
(vad tipus)

1 2. &

helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin

804 804 804

798 798 798

804 804 804

810 810 810

804 804 804

804 804 804

810 810 810

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

798 798 798

804 804 804

798 798 798

804 804 804

798 798 798

798 798 798

Helytelen Sikertelen
azonositasok azonositasok

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

Pozitiv

egyezés egyezés egyezés

(%)

100

100

100

NA

100

100

NA

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Negativ

(%)

100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100

Teljes

(%)

100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100
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Azonositasok teljes tartalmazo azonositasok tartalmazo azonositasok Pozitlv  Negatlv  Teljes
Mintak . , ., X (variansok) (vad tipus) Helytelen Sikertelen , , ,
Panel Minta genotipusa Variansok szdma Valanso VACUPLS " » egyezés egyezés egyezés
szama i ; azonositasok azonositasok o o o
helyszinenként 1 2. 3. 1 2. 3. (%) (%) (%)
helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin
B 50 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 51  F508del/2143delT (HET) 810 12 12 12 798 798 798 100 100 100
B 52 3876delA (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 53 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 54 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 55 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 56 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 57 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 58 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 59 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 60 L206W (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 61 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 62 G330X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 NA 100 100
B 64 R347H (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 65 1078delT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 66 G178R/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 100 100 100
B 67 S549R (c.1647T>G) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
(HET)
B 68 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
B 69 W846X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 100 100 100
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Pane

| Mintak
szama

70
71

724

73
74
752
76
77
78
79
80
81
82

83

84
85

86%

87

88

Minta genotipusa Varidnsok
WT
E92X/F508del (HET)

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

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

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

(TG)N2(T)5
1507del (HET)
2789+5G>A (HOM)
CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT

Azonositasok teljes

széma
helyszinenként
810
810

810

810
810
810
810
810
810
810
810
810
810

816

810
810

810

810

810

Pozitiv megegyezést

tartalmazo azonositasok

1

0

12

(varidansok) (vad tipus)
2. 3. 1. 2. 3.
helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin
0 0 810 810 810
12 12 798 798 798
12 12 798 798 797
6 6 804 804 804
6 6 804 804 804
5 6 804 670 804
6 6 804 804 804
12 12 798 798 798
6 6 804 804 804
0 0 810 810 810
12 12 798 798 798
12 12 798 798 798
12 12 798 798 798
18 18 798 798 798
6 6 804 804 804
6 6 804 804 804
12 12 798 797 798
12 12 798 798 798
0 0 810 810 810

Negativ megegyezést

tartalmazo azonositasok

Helytelen

0 0
0 0
0 14
0 0
0 0
0 1352
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 14
0 0
0 0

Sikertelen
azonositasok azonositasok

Pozitiv

Negativ

Teljes

egyezés egyezés egyezés

(%)

NA

100

100

100

100

94,44

100

100

100

NA

100

100

100

100

100

100

100

100

NA

(%)

100

100

99,96

100

100

94,44

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

99,96

100

100

(%)

100
100

99,96

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

100

100

100

99,96

100

100
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Pozitiv megegyezést Negativ megegyezést
Azonosftasok teljes tartalmazo azonositasok tartalmazo azonositasok Pozitiv Negativ  Teljes
Mintak . , ., X NSOk dti Helytelen Sikertelen , , ,
Panel Minta genotipusa Variansok széma (variansok) (vad tipus) " » egyezés egyezés egyezés
szama i ; azonositasok azonositasok
helyszinenként 1 2. 3. 1 2. 3. (%) (%) (%)
helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin helyszin
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
Osszes 74556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

T Az N1303K varidnsnak megfelels vad tipusti hely egy replikatum esetében nem megfelels lefedettség miatt sikertelen azonositast eredményezett.
2 Az 5. és a 75. minta egy ismétlése alkalmaval 0% volt az azonositasi arany. Tovabbi vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a mintdkat nem adtak hozza a
mintalemezhez a konyvtarkészités elétt, ugyanis a csévekben maradt mintamennyiségek arra utaltak, hogy nem tavolitottak el a belélik a minta
mennyiségét.

3 A bizonyitékok arra utalnak, hogy a 9. és 10. mintat valdszinleg felcserélte a kezels a kdnyvtarkészités elt.

4 Az M1V varidnsnak megfeleld vad tipusu hely két minta egy-egy replikdtuma esetében nem megfeleld lefedettség miatt sikertelen azonositast
eredményezett.

A szomatikus munkafolyamat teljesitményjellemzdi

Az itt leirt vizsgdlatokban a szekvenaldsi adatok elemzését a szomatikus modullal végezték, kivéve azokat, amelyekben a kétgénes
panelhez vizsgalatspecifikus modult alkalmaztak.

Pontossag
Harom vizsgalatot végeztek az MiSeqDx készlilék pontossaganak értékelésére FFPE-mintakbdl kivont DNS-sel.
1. vizsgalat

A vizsgalat reprezentativ vizsgalati terve alapjan 150 amplikon hasznalataval tobb gén értékelése tértént, amelyek 6sszesen

12 588 bazist tartalmaznak 23 kiillénb6z6 kromoszdéman. Az Y-kromoszdma nem tartalmaz konfidens terlileteket, ezért nem kertlt
értékelésre. Az ebben a vizsgalatban hasznalt, egy csalad 6t tagjabdl (két sziil6é és harom gyermek) szarmazo 6t mintat gyakran
hasznaljak szekvenalasi vizsgalatokhoz tdbb laboratériumban és tébbféle szekvenalasi technoldgidval. Az alanyok koziil hdarom né és
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kett6 férfi. Minden mintat formalinnal fixaltak, és paraffinba agyaztak, mielétt kivontak a DNS-t a vizsgdlathoz. A GM12877 mintat
DNS-szinten higitottdk a GM12878 mintaval, Iétrehozva a GM12877-D mintat, amely 5%-os, illetve 10%-0s gyakorisdggal tartalmazott
bizonyos varidnsokat. Minden mintat két példanyban vizsgaltak, kivéve a GM12877-D mintat, amelyet 6t példanyban vizsgaltak.

Az SNV-k, inzercidk és delécidk kimutatdsanak pontossdga meghatdrozasahoz a kapott eredményeket 6sszehasonlitottdk a pontosan
jellemzett referencia-adatbazissal. A referencia-adatbazisban taldlhatd szekvencia (Platinum Genomes 2016-01 verzid) tobbféle
szekvendldsi mddszer, nyilvdnosan elérhetd adatok és drokletes informacidk kombinacidjabdl szarmazik. A konfidens genomteriletek
meghatarozasa e referencia-mddszerrel vald dsszehasonlitassal tortént, ha nincs masképpen megadva. A mintakat 0sszesen
nyolcszor futtattak. A pontossagot bemutatd tablazatok az elsé futtatas adatain alapulnak.

A 10. tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait a pozitiv és a negativ szazalékos egyezéssel egyliitt, mintdnként; a PPA szamitdsahoz a
varians eredmények a pontosan jellemzett, kombinalt referencia-adatbazissal 6sszehasonlitva szerepelnek. A hdrom varianstipus
(SNV-k, inzerciok és delécidk) eredményeit 6sszevonva mutatjuk be. Mivel a referencia-mddszer csak az egynukleotid-varidnsokra és
azinzercidkra/deléciokra ad eredményt, az NPA-szamitashoz a nem varians bazisszekvenciak a human genom hg19
referenciaszekvenciajaval vannak 6sszehasonlitva.

10. tdbldzat: Az MiSeqDx készlilék bazisazonositdsi eredményeinek egyezése a referenciaadatokkal 6 j6l jellemzett minta esetében

Minta Atlagos azonositasi arany Variansok teljes szama TP variansok teljes szama FN varidnsok teljes szdma TN azonositasok teljes szama 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

T T6bb mint 20%-0s gyakorisagu varidnsok.

2 Kevesebb mint 20%-0s gyakorisagu variansok.
A 150 amplikont ugy terveztek, hogy lefedjenek sokféle genomialis tartalmakat. Az amplikonok GC-tartalma 26-87% kozo6tt volt.
Az amplikonok tartalmaztak tébbféle, egy nukleotidot (példaul PolyA, PolyT), két nukleotidot és harom nukleotidot tartalmazé
ismétlédést is. 6 egyedi mintat alkalmaztak a vizsgalatban. Az adatok amplikononként vannak &sszesitve (11. tablazat), hogy
meghatarozzuk a genom tartalmanak hatasat a helyes azonositasok szazalékos aranyara. A helyes azonositasok szazalékos aranya a
varians- és referenciaazonositasokat tartalmazza, és hibas vagy sikertelen azonositas esetén kisebb mint 100%. Sikertelen az
azonositas, ha a varians azonositasara vonatkozoé egy vagy tdbb sz(iré feltételei nem teljeslilnek (példaul nem elegendéd lefedettség

efo1e1zoxale1yawia] ¥8|nzsay xabaSIN 01e11N] LU8AL0ZS #A SON ZV



esetén). Nem fordult el helytelen azonositas. A sikertelen azonositasok szama jelentds mértékben kiilénbdzo6tt az egyes
amplikonokban. A GC-tartalom és a GC-tartalommal valé tobbféle kdlcsénhatds volt a sikertelen azonositas legjelentésebb
el6rejelzéje. A 2580 sikertelen azonositasbol 2040 (79%) esetében az volt az oka, hogy nem feleltek meg a lefedettségi eléirasnak.
A 78%-nal nagyobb GC-tartalmu amplikonoknal fordult el6 a legtobb sikertelen azonositads. Egy 78%-0s GC-tartalmu reprezentativ
amplikon esetében 675 sikertelen azonositas fordult el6. Egy 87%-0s GC-tartalmu reprezentativamplikon esetében 1365 sikertelen
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azonositas fordult eld. A lefedettség novelhetd az dramldsi celldba toltott mintdk szdmanak csdkkentésével, ez lehetévé tehetia

magas GC-tartalmu amplikonok kimutatasat.

11. tablazat: Amplikonszintl pontossagi adatok

Amplikon Amplikon Vizsgalt Konfidens teriileteken Az amplikonban B Helyes Helytelen Sikertelen Helyes
Amplikon Kromoszéma kezdetének  végének  fragmentum taldlhatd bazisok taldlhaté genomikus S azonositdsok  azonositdsok azonositasok azonositasok
helye helye mérete szama tartalom teljes széma teljes szama telies szdma  szdazalékos aranya
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 1395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 185 0 0 100
indel
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 0,27 1320 0 0 100
(3), indel
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 NA 0,65 1215 0 0 100
" 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 mz 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), 0,3 1365 0 0 100
indel

15 2 228147052 228147144 93 93 NA 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 NA 0,43 1245 0 0 100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

19
20

21
22
23

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

39
40
41
42
43
44

w | W

IN

o o o ol g g o g a o b~ b bID

N N o o o o

helye
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100

Amplikon
végének
helye

49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196
147475409
149323821
155662287

6318814

24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187

Vizsgalt
fragmentum
mérete

70
88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91

102
92
100
98

95
86
95
91
73
88

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

70
88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88

Az amplikonban

2 a . GC-
taldlhaté genomikus
tartalom
tartalom
CT(3), indel 0,49

PolyA (5), PolyT (5), 0,41
PolyA (9), TG(3)

Indel 0,57

PolyA (6) 0,26

PolyG (6), PolyT (5), 0,42
PolyA (5)

NA 0,29

PolyA (5), indel 0,36

PolyA (5) 0,46

PolyA (7), indel 0,27

NA 0,78

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

NA 0,39

PolyA (6), indel 0,3

PolyT (5) 0,37

CT(4), AG(3) 0,55

Indel 0,43

PolyG (6) 0,68

Indel 0,63

GCT(5), indel 0,61

PolyT (5), TCT(3), 0,55
CTT(3)

Indel 0,53

PolyC (6) 0,7

PolyG (5), indel 0,61

PolyA (5) 0,44

NA 0,44

Indel 0,35

Helyes
azonositasok
teljes szama

1050
1305

1108
1170
1455

1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365
1125
1530
1380
1383
1455

1425
1290
1410
1365
1095
1320

Helytelen
azonositasok
telies szama

0
0

o

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

o o/ o o o o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0
30

10

o
OOOOOOOOH

=N
(AN

o o o o o o

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

100
97,8

99,8
100
100

99,9
100
100

98,9

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

99,0

100
100
100
100
100
100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

0 | 00 NN

© | © © ©| © |

helye
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856

Amplikon
végének
helye

77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957

Vizsgalt
fragmentum
mérete

87
85
90
91

81
93
83
90

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

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

87
85
90
91

66
93
83
89

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

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

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

PolyG (6), PolyC (6),
indel

NA
Indel
NA

PolyG (7), CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel
NA
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
Indel
AC(11), indel
NA
NA
NA
Indel
NA
Indel

NA

tartalom

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

0,31
0,35
0,42
0,67

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
0,57
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59

Helyes
azonositasok
teljes szama

1299
1275
1350
1365

990
1395
1245
1305

1005
1470
973
1440
1242
1455
170

1185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500
930
1530

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

0
0
0

o o o o

O O O O O O Oolo o o o o o o o olo o o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

6

0
0
0

o

Ol w O N O o

1365

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

99,5
100
100
100

100
100
100
97,8

100
100
99,8
100
99,8
100
100

100
100
100
94,9
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

72
73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

helye
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

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

Amplikon
végének
helye

93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
89

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

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
88

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

Az amplikonban

taldlhaté genomikus ceC-
S tartalom
PolyA (5) 0,4
NA 0,42
PolyG (6) 0,55
Indel 0,53
PolyA (5), CA(3), 0,34
indel
GA(3) 0,52
PolyC (5), indel 0,52
PolyA (7), AC(4) 0,33
NA 0,49
PolyA (6) 0,35
PolyG (5) 0,68
NA 0,52

PolyA (5), PolyT (7), 0,22
PolyA (7), indel

Indel 0,49
Indel 0,39
GA(3), TA(3) 0,39
NA 0,25
PolyT (5), indel 0,19
Indel 0,38
Indel 0,35
PolyA (5) 0,41
Indel 0,62
PolyC (5) 0,45
Indel 0,25
PolyG (5), indel 0,68
PolyT (6) 0,43
Indel 0,65

Helyes
azonositasok
teljes szama

1095
1275
1365
1275
1275

1275
1260
1395
1215
1065
1425
1095
1305

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

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

o o o o

O o o o o o o o

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

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0

0
0
0
0

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

100
100
100
100
100

100
98,9
100
100
100
100
100

98,9

100
100
100
100
96,1
100
100
94,2
100
100
100
100
100
100

e[01e1Z0x9(e1xoULIS) %9INZS9X XADISIN 91NN LSALOZS A SOIN 2V
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Amplikon

Amplikon Kromoszéma kezdetének

99

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

12
13

14
115
116
7
118
19
120
121
122
123
124
125

helye

89817413
89864274

1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920

3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

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

Amplikon
végének
helye

89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

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

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

NA
Indel
NA
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13), indel (2
db.)

PolyA (5)

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

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

NA
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
NA
NA
NA

tartalom

0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

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

Helyes
azonositasok
teljes szama

1365
1050
945
1425
1305
1560
1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215

1365
1365

1175
1289
1260
1005
1365
1035
1121
1215
1275
975
1478
1m0

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

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

o

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

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0

S o o|lo|ldv o w|lo|lo o oo

o o o o

O/ N O o o

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

100
100
100
100
100
100
99,8
100
99,8
100
100
100
94,0

100

98,9

99,2
99,9
100
100
100
100
98,3
100
100
100
99,5
100
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g Amplikon
§ Amplikon Kromoszéma kezdetének
helye

g Y

gc- 126 19 18186574

§ 127 20 746056

N

g‘ 128 20 10633195

N

S 129 20 17705633

S 130 20 21766821

g 131 20 25278421

[00)

< 132 20 50897302

o

- 133 20 62331904

T

% 134 20 62690860
135 21 30300823
136 21 33694176
137 21 36710706
138 21 46644924
139 21 46705575
140 22 25750774
141 22 32439233
142 22 37409844
143 22 37637596
144 22 47081347
145 X 15870424
146 X 135288543
147 X 135290777
148 Y 2655397
149 Y 2655519
150 Y 2655609

Amplikon
végének
helye

18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

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

Vizsgalt
fragmentum
mérete

70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100

Konfidens terileteken
taldlhat6 bazisok
szama

70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Az amplikonban
taldlhaté genomikus
tartalom

NA

NA
AC(3)
CT(3)

GT(3),TG(4), indel

Indel

Indel

Poly G (6)

Indel

Indel

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

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA (6)
Indel
NA
Indel
NA
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
NA
NA
NA
PolyA (5)

tartalom

0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5
0,63
0,68
0,46

0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Helyes
azonositasok
teljes szama

1050
1410
1230
1140
1050
1515
1005
1320
1305
990
1470
1305
1029

1350
1500
1455
1455
1485
1380
1035
1035
1065

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

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

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

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0

N O O o o o olo o o o o

- o

O O o o o o o o o o

Helyes
azonositasok
szazalékos aranya

100
100
100
100
100
100
99,4
100
100
100
100
100
99,3

100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
NA
NA
NA

A sikertelen azonositast okozd varidansok 6sszefoglalasa a 12. tablazatban taldlhatd. Az azonositas sikertelenségét okozo szlrék a
tablazatban szerepelnek.

LS
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12. tablazat: A sikertelen azonositast okozo variansok 6sszegzése

Amplikon szama Kromoszdma:Pozicié Varians Az amplikon tartalma Sz(iré Sikertelen azonositast okozo varidnsok szama Vart variansok szdma
28 5:1882129 T>G6 78% GC LowDP! 8 13
52 8:24811064 AG>A PolyG (7), CTC(4), 61% GC R3x62 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87% GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42% GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13),29% GC R3x6 13 13

T LowDP: alacsony lefedettség. Egy varidns kisziirésre keriil, ha legaldbb egyik pool szekvenaldsi mélysége az illets poziciéban 900-nal alacsonyabb.

2 R3x6: Ismétlddési szird. A varians kisztirése térténik, ha a varidns vagy annak egy része ismételten jelen van a referenciagenomban a varians

pozicidja mellett. A referenciagenomban legalabb hat ismétiédés sziikséges, és csak legfeljebb 3 bp hosszusagu ismétlésekre vonatkozik.
A minta szekvenadlasi eredményeit 6sszehasonlitottdk a National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) altal az
NA12878-ra megallapitott, nagy konfidenciaju genotipussal. A 150 amplikonbdl 92 amplikon teljes egészében a nagy konfidenciaval
azonositott genomirégidkban volt, 41 amplikon részleges atfedést mutatott az ilyen teriiletekkel, 17 amplikon pedig nem volt
atfedésben a NIST altal meghatarozott szekvenciakkal. Ismétlésenként 10 000 koordinata adatait hataroztak meg 6sszehasonlitas
céljdbdl. A nem variadns bazisazonositasokat a human genom hg19-es referenciaszekvencidjdval hasonlitottdk 6ssze. A pontossagi
eredmények a 13. tablazatban lathatok.

13. tablazat: Az MiSegDx készlilékkel végzett bazisazonositasi eredmények egyezése a NIST referencia-adatbazisaban szerepld
NA12878 mintaval

Minta Amplikonok  Atlagos azonositasi TP varidnsazonositasok FN varidnsazonositdsok TN azonositasok telies FP azonositasok teljes PPA NPA OPA
szama arany teljes szama telies szama szama szama
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

Az 6t higitatlan mintat tovabb elemezték a kis inzerciok és deléciok (indelek) azonositasa céljabdl (14. tablazat). Néhany esetben az
indel két vagy tébb mintaban is el6fordult, amint Az indelt tartalmazé mintak teljes szama oszlopban lathaté. Az 6t minta mindkét
ismétlésének eredményeit a 14. tablazat tartalmazza. Osszesen 71 olyan indelt taldltak, amelyek mérete az inzercidk esetében

1-24 bp, illetve a delécidk esetében 1-25 bp volt. Ebbél 68 indel kimutatasanak pozitiv szazalékos egyezése 1 volt. Harom inzercio és
delécidé esetében nem toértént helyes azonositas, mert mindegyik varians az R3x6 sz(iré miatt sikertelen azonositast eredményezett.
Ezért nem lehetett kiszamitani a PPA-t, amely nem tartalmazza a sikertelen azonositdsokat. E hdrom varians: 1 bp delécié (chr8
24811064 AG>A) 2 bp delécid (chr10 55892600 TAC>T), illetve 1 bp inzercid (chr17 39589692 C>CA).
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Az indelt
Vizsgalt Amplikont érint6é tartZaII:n:zé Sikertelen Indel helytelen Indel helyes
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum indel tipusa és Indel mintak telies azonositdsok azonositdsainak azonositdsainak PPA
mérete hosszusaga ) ) szama telies szama teljes szama
széma

1 36450544 93 25 bp méretl GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 7 0 0 7 100
delécidé

2 109465165 79 3 bp méretl ACTT>A 9 0 0 9 100
delécidé

3 218353908 91 23 bp méretl T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 15 0 0 15 100
inzercidé

4 223906701 92 17 bp méretl GACAGACTGTGAGGAAGA>G 1 0 0 n 100
delécio

6 236372081 70 5 bp méretl C>CTTAAG 9 0 0 9 100
inzercié

7 247812083 88 3 bp méretl C>CATG 9 0 0 9 100
inzercié

8 55862804 90 7 bp méreti T>TTTGGTAA 13 0 0 13 100
inzercidé

9 87003972 80 6 bp méreti TTATCTC>T n 0 0 1 100
delécio

13 200796749 87 5 bp méretl T>TTAAAA 15 0 0 15 100
inzercié

14 212245090 91 12 bp méretd C>CTGAAAATAGGAT 1 0 0 n 100
inzercié

16 235016388 73 2 bp méreti A>ATG 9 0 0 9 100
inzercid

17 4466274 93 23 bp méretli TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T 13 0 0 13 100
delécio

19 49851375 70 9 bp méretl C>CCTGGCTCCT 7 0 0 7 100
inzercié

21 190106071 75 1bp méretl delécid AG>A 13 0 0 13 100

25 56236567 66 8 bp méretl TAACCGAAA>T 9 0 0 9 100
delécio

27 164446785 62 11 bp méreti T>TTATGGTATTGA 9 0 0 9 100

inzercié
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Vizsgalt
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum

mérete
31 5 74077155 83
34 5 155662255 75
36 6 24950035 92
37 6 31084942 100
39 6 32986905 95
41 6 41647442 95
44 7 66276142 88
46 7 110939983 85
47 7 128533514 90
48 7 149503916 91
50 7 156476548 93
52 8 24811064 90
53 8 76518677 67
55 9 105586193 65
58 9 138995370 97
59 10 5987158 79

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszusaga

4 bp méretd
delécidé

8 bp méretti
inzercid

21bp méretl
delécio

3 bp méretl
delécidé

25 bp méretd
delécidé

23 bp méretli
delécid

1bp méretl
inzercid

4 bp méretl
delécidé

1bp méretl
inzercié

4 bp méretd
delécid

11 bp méretd
delécio

1bp méretl delécid

4 bp méretd
inzercid

4 bp méretd
inzercid

21 bp méretl
delécidé

3 bp méretd
delécidé

Indel

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

Az indelt
tartalmazo
mintak teljes
szdma
7
13

n

n

n

Sikertelen
azonositasok
szama

15

Indel helytelen
azonositasainak
teljes szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

telies szama

13

n

15

"

13

13

15

13

13

n

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

NA
100

100

100

100
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Vizsgalt
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum

mérete
63 10 45084202 95
64 10 55892600 89
68 n 30177690 70
70 n 59837721 62
75 0l 118406328 85
76 il 120357842 85
78 12 2834814 84
84 13 25817002 89
85 13 44880152 89
86 13 77665265 77
89 14 46958967 73
90 14 58050081 81
91 14 82390602 91
93 14 102808554 94
95 15 63446199 68
96 15 77879862 95

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszusaga

16 bp méretd
delécidé

2 bp méretd
delécid

2 bp méretd
inzercid

8 bp méretl
inzercié

8 bp méretl
delécidé

2 bp méretd
delécid

21bp méretl
inzercid

19 bp méretd
inzercié

4 bp méretd
inzercié

20 bp méret
delécid

22 bp méretl
delécio

4 bp méretl
inzercié

16 bp méretd
delécidé

5 bp méretd
delécid

6 bp méretd
delécio

25 bp méretl
delécidé

Indel

AGCGTCTATAACCAAAT>A

TAC>T

C>CTG

T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C

CTT>C

T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

C>CCTGT

ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A

TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T

C>CTGAT

CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C

CAAAATT>C

GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

Az indelt
tartalmazo
mintak teljes
szdma

n

n

n

n

n

n

Sikertelen
azonositasok
szama

Indel helytelen
azonositasainak
teljes szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

telies szama

n

n

"

15

15

n

15

13

n

n

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum

98

100

105
107
108

109

m

112

13

14

120

121

122

130

131

132

134

17

17

17

17

17

20

20

20

20

85438311

89864316

85706416
3594276
3970133

16084985

39589692

39589739

45438886

61502459

38837054

47405425

54815706

21766863

25278464

50897361

62690925

Vizsgalt
mérete

72

70

91
87
91

93

84

84

92

79

75

81

85

70

101

67

87

Amplikont érinté
indel tipusa és
hosszusaga

3 bp méretd
inzercié

4 bp méretd
inzercid

7 bp méret( delécid
1bp méretl delécid
18 bp méretd
inzercié
4 bp méretl
inzercié
1bp méretl
inzercié
24 bp méretl
inzercid
4 bp méretd
delécio
12 bp méretd
delécidé
22 bp méretl
inzercié
3 bp méretd
inzercid
2 bp méretd
delécio
15 bp méretd
delécidé
5 bp méretd
inzercié
11 bp méretd
inzercid

16 bp méretd
delécio

Indel

C>CTTG

G>GCTAC

ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT

A>AACAC

C>CA

T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA

CAGTG>C

TTTGTATCTGCTG>T

T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA

T>TGAG

ACT>A

TACTTGAGAACTGAGG>T

A>AGTGGG

G>GGAATGTCAGCC

TCCTGGCTGGCCTGTGG>T

Az indelt
tartalmazo
mintak teljes
szdma

9

n

n

n

Sikertelen
azonositasok
szama

13

Indel helytelen
azonositasainak
teljes szama

0

Indel helyes

azonositasainak PPA

telies szama

n
13
n

15

13

15

"

13

13

15

100

100

100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Az indelt
Vizsgalt Amplikont érinté N Sikertelen Indel helytelen Indel helyes
Amplikon Kromoszéma Elhelyezkedés fragmentum indel tipusa és Indel mintak telies azonositdsok azonositdsainak azonositdsainak PPA
mérete hosszusaga B} ! szama teljes szama telies szama
széma
135 21 30300873 66 11 bp méretd G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9 100
inzercié
137 21 36710749 87 21bp méretli ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9 100
delécio
138 21 46644985 69 5 bp méretti GTTGTT>G 13 0 0 13 100
delécio
140 22 25750814 100 6 bp méretti C>CAGGGCA 13 0 0 13 100
inzercié
142 22 37409885 97 5 bp méretd C>CTGTTT 13 0 0 13 100
inzercié
144 22 47081407 92 10 bp méret(i GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7 100
delécio

2. vizsgalat

Ebben a vizsgalatban szévetbankbdl szarmazo FFPE colorectalis daganatbdl szarmazoé szévetmintaknal egy reprezentativ kétgénes
vizsgalatot hasonlitottak 6ssze a referencia-mddszerrel, a kétirdnyu Sanger-szekvenalassal (Sanger). Az 6sszesen 1183 alany kozlil
441 esetében voltak érvényes Sanger- és reprezentativ vizsgalati eredmények. Az alanyok szintjén értékelve (15. tablazat), a 441
vizsgalati alanybdl 230 volt pozitiv Sanger-szekvenalassal (Sanger-szekvenadlassal kimutatott mutacid). Koézillk 227 esetében volt
pozitiv a reprezentativ vizsgalat eredménye. A 441 vizsgalati alanybdl 211 volt negativ Sanger-szekvenalassal (Sanger-szekvenalassal
nem mutathaté ki mutacid). Koziilik 206 esetében volt negativ a reprezentativ vizsgalat eredménye. Ez 98,7 %-0s pozitiv szazalékos
egyezést (PPA) és 97,6%-0s negativ szazalékos egyezést (NPA) jelent (15. tablazat).
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15. tablazat: Az alanyok szintjén kapott eredmények pozitiv és negativ szazalékos egyezése

Sanger-szekvenalas Osszes
Reprezentativ vizsgalat
Pozitiv Negativ
Pozitiv 227" 5 232
Negativ 3? 206 209
Osszes 230 211 441

A teljesitmény 6sszegzése

Egyezés tipusa Becslilt érték Pontos 95%-0s konfidenciaintervallum
PPA 227/230=98,7% [96,2%, 99,7 %]
NPA 206/211 = 97,6% [94,6%, 99,2%]

'Pontosan megegyezett az eredmény minden mutéciéra vonatkozdan 224 alany esetében. Két alanynal az MiSeqDx rendszer kimutatta a Sanger-
szekvenadlassal azonositott mutaciét és egy tovabbi mutacidt. Egy alany esetében az MiSegDx rendszer és a Sanger-szekvenalds klilonb6zé

mutaciokat mutatott ki.
2Egy alanynal a Sanger-szekvenalds két mutacidt mutatott ki. Két alanynal a Sanger-szekvenalas egy mutaciét mutatott ki.

e[01e1Z0x9(e1xoULIS) %9INZS9X XADISIN 91NN LSALOZS A SOIN 2V



VUMO01ID ISYTY LHOdXI MVSO

VULVITYNZSVH IVIILZSONOVIA OYLIA NI

6S

NNH LOA 8LZ290000¢ -wWezswniuswn3oq

3. vizsgalat

Ebben a vizsgalatban az FFPE-mintakbdl készitett DNS-kdnyvtarakat vizsgaltak tébb szovettipus esetében. Nyolc kiilonbdz6 szévetbdl
(vastagbél, petefészek, hasnyalmirigy, mellékvese, hugyhdlyag, maj, pajzsmirigy és eml6) szarmazd, szévettipusonként legalabb 11,
0sszesen 109 FFPE-minta vizsgalata tértént. A mellékveseszdvetben nyelécsé-, tiidé- és vastagbéldaganatokbdl szarmazo attétek
voltak. A tobbi szdvet primer tumort tartalmazott. Ez a vizsgalat reprezentativ vizsgalati terve alapjan 26 gén értékelése tortént,
amelyek 6sszesen 21577 bazist tartalmaznak 17 kiildnbdz6 kromoszéman. Osszesen hat kiildnbdz6 gént (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA,
EGFR és BRAF) szekvenaltak Sanger-szekvenaldssal; minden daganat esetében 1-3 gént szekvenaltak Sanger-szekvenaldssal az
adott daganat szomatikus mutacidinak varhaté gyakorisaga alapjan. A Sanger-szekvenalassal 39 SNV szomatikus mutaciot
azonositottak 109 FFPE-minta kozil 33-ban. Az MiseqDx 36 SNV szomatikus mutaciét azonositott 109 FFPE-minta kozll 32-ben,

egy alnegativeredmeénnyel és két, a varianspoziciokat érinté sikertelen azonositassal. A PPA értéke 97,3% volt. Az MiSeqDx 78 975
referenciabazist azonositott a 109 FFPE-minta esetében, a Sanger-szekvenalashoz képest 29 alpozitiveredménnyel és 2437
sikertelen azonositassal. Az NPA értéke 99,9% volt. Egy két bazist érint6 delécidt mindkét modszerrel egybehangzdéan mutattak ki.
A16. tablazat tartalmazza az eredményeket szovettipus szerint.

16. tablazat: Pozitiv és negativ szazalékos egyezés szovettipusonként

Szbvettipus Mirjték Varia'nSf)k teljes TP varién,sok teljes FN varién’sok teljes TN azonosll'ta'sok teljes FP azonositésok telies  Sikertelen azorlmosftésok teljes PPA  NPA
szama szama szama szama szama szama szama
Mellékvese 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Hugyholyag 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
EmIé 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Vastagbél n 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
M3j 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Petefészek 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99
Hasnyalmirigy 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
Pajzsmirigy n 3 3 0 7429 1 652 100 >99,9
Osszes 109 39 36 1 78974 29 3416 97,3 >99,9
Reprodukalhatdsag

Két vizsgalatot végeztek az MiSeqDx késziilék eredményeireprodukalhatdésaganak értékelésére FFPE-mintakbdl kivont DNS-sel.
Az 1. vizsgdlatot tobb késziilékkel végezték. A 2. vizsgdlatot tobb helyszinen végezték.
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1. vizsgalat

Az MiseqDx késziiléek eredményeinek reprodukalhatdsagat két késziilék és két képzett kezeld segitségével hataroztak meg, 6sszesen
nyolc futtatas soran. A reprezentativ vizsgalat, az amplikonok genomikus tartalma, a mintak és a referencia-mdédszer megegyezik a
fenti 1. pontossagi vizsgalatnal leirtakkal. Az eredmények amplikononkénti bontasban keriilnek bemutatasra az egyes késziilékek
esetében (17. tablazat), hogy bemutathatd legyen az azonositdsok reprodukalhatésaga az egyes késziilékek kdzott. A helyes
azonositasok %-os aranyahoz figyelembe vannak véve a hibas és a sikertelen azonositasok (amikor egy vagy tébb sz(iré nem teljesdl)
is. A késziilékeken az adott amplikontdl fliggéen hasonlé szamu sikertelen azonositas tortént. Az MiSeqDx 1 esetében egyetlen hibas
azonositast figyeltek meg a Platinum Genomes referenciastandard altal meghatarozott megbizhato régidban. A hibas azonositas egy
inzercids varians alpozitiv azonositasa volt a 10. kromoszémat lekérdezé 64-es amplikonban az 55892599 és 55892687 kozotti
pozicidkban. Az amplikonban 11-szeres dinukleotid-ismétlédés fordult eld.

17.téblazat: Az MiSeqDx készlilékek kdzotti reprodukalhatdsagi eredményei (amplikonszintd)

Amplikon

N o g b~ w

[ee]

10
n
12

Kromoszéma fragmentum

NN NDN

Vizsgalt

mérete

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88

Konfidens
terlleteken
taldlhat6 bazisok
szama

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88

Az amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

Indel

PolyA (5), PolyC
(5), indel

Indel
Indel
PolyG (5)
PolyT (10) indel

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

Indel
Indel
NA
PolyA (8)
PolyT (5)

GC-

tartalom

0,22
0,38

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

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

Helyes
azonositasok
teljes szama

5580
4740

5448
5518
4858
4200
5279

5400
4800
4859
4468
5280

MiSegDx 1

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o o o o o

o o o o o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o NN

-

Helyes
azonositasok
teljes szama

5580
4740

5453
5518
4860
4200
5279

5400
4800
4859
4468
5280

MiSeqDx 2

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o o oo o

o o oo o

Sikertelen
azonositasok
teljes szama
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Amplikon

13
14

15
16

18
19
20

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

Kromoszéma fragmentum

N

W W W W NN

>

e R T

o o o o o o O

Vizsgalt

mérete

87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75

Konfidens
terlileteken
taldlhato bazisok
szdma

87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75

Az amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA
(6), indel

NA
PolyT (5), indel
AT(3), indel
NA
CT(3), indel

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

Indel
PolyA (6)

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

NA
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
NA
GT(3), CCA(3)
NA
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)

Indel

GC-
tartalom

0,31
0,3

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

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3

0,37
0,55
0,43

Helyes
azonositasok
telies szama

521
5453

5579
4378
5396
4980
4193
5220

4432
4676
5820

4679
3720
4140
3676
3368
5040
3840
4979
4020
5460
4498

MiSeqDx 1

Helytelen
azonositasok
telies szama

0
0

o o o o o o o

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

Sikertelen
azonositasok
telies szama

43
7

45
1132

o O O

Helyes
azonositasok
telies szama

5214
5449

5579
4379
5396
4980
4194
5220

4432
4676
5820

4677
3720
4140
3671
3485
5040
3840
4980
4020
5460
4500

MiSeqDx 2

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0
0

o o o/ oo o o

O o o o o o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
telies szama

40
n

1015

o o o o
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Amplikon

35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

Kromoszéma fragmentum

o o o o

N N N NI NN o o o o

0 | 00 NN

© © © ©O© O o

Vizsgalt

mérete

102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

Konfidens
terlileteken
taldlhato bazisok
szdma

102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

Az amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

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

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
NA
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC
(6), indel

NA
Indel
NA

PolyG (7), CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel
NA
AT(3)
PolyC (6), indel

GC-
tartalom

0,68
0,63
0,61
0,55

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

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

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

Helyes
azonositasok
telies szama

6120
5520
5532
5820

5697
5159
5638
5460
4380
5279
5184
5100
5398
5460

3960
5580
4980
5219

4020
5879
3894
5760
4973
5817

MiSeqDx 1

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

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

o o o o

o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
telies szama

0
0
108
60

W N oo

Helyes
azonositasok
telies szama

6120
5520
5532
5820

5698
5160
5638
5460
4380
5276
5181
5100
5399
5459

3960
5579
4980
5220

4020
5880
3895
5760
4978
5818

MiSeqDx 2

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0

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

o o o o

o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
telies szama

0
0
108
60

Al O O N O DN

120
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o Kopfidens Az am!olikotwban MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplikon Kromoszéma fragmentum ’terule’tek’erj talalh:?to eC-
, talalhato bazisok genomikus tartalom
e e el Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok
telies szama  teljes szdma telies szama  teljes szdma  teljes szama telies szama
59 10 79 78 PolyG (5), indel 0,47 4679 0 1 4680 0 0
60 10 98 91 GC(3) 0,87 450 0 5010 632 0 4828
61 10 79 79 PolyT (5) 0,3 4740 0 0 4740 0 0
62 10 90 90 PolyA (5), PolyT (5) 0,2 5400 0 0 5400 0 0
63 10 95 95 Indel 0,35 5699 0 1 5699 0 1
64 10 89 88 AC(11), indel 0,42 5157 0 276 5153 2 273
65 10 80 80 NA 0,49 4800 0 0 4800 0 0
66 10 81 81 NA 0,51 4860 0 0 4860 0 0
67 M 97 96 NA 0,45 5760 0 0 5760 0 0
68 " 70 70 Indel 0,46 4199 0 2 4200 0 1
69 " 100 100 NA 0,65 5999 0 1 5998 0 2
70 " 62 62 Indel 0,37 3720 0 0 3720 0 0
71 " 102 102 NA 0,59 6120 0 0 6118 0 2
72 " 73 73 PolyA (5) 0,4 4380 0 0 4380 0 0
73 " 85 85 NA 0,42 5100 0 0 5100 0 0
74 " 91 91 PolyG (6) 0,55 5437 0 23 5441 0 19
75 " 85 85 Indel 0,53 5100 0 0 5100 0 0
76 " 85 85 Poly A(5),CA(3), 0,34 5100 0 0 5100 0 0
indel

77 " 85 85 GA(3) 0,52 5100 0 0 5100 0 0
78 12 84 84 PolyC (5), indel 0,52 5040 0 60 5038 0 63
79 12 93 93 PolyA (7), AC(4) 0,33 5577 0 3 5573 0 7
80 12 81 81 NA 0,49 4860 0 0 4860 0 0
81 12 71 71 PolyA (6) 0,35 4260 0 0 4260 0 0
82 2 95 95 PolyG (5) 0,68 5605 0 95 5605 0 95
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o Kopfidens Az am!olikotwban MiSeqDx 1 MiSeqDx 2
Amplikon Kromoszéma fragmentum ’terule’tek’erj talalh:?to eC-
, talalhato bazisok genomikus tartalom
e e el Helyes Helytelen Sikertelen Helyes Helytelen Sikertelen
azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok azonositdsok
telies szama  teljes szdma telies szama  teljes szdma  teljes szama telies szama
83 13 73 73 NA 0,52 4380 0 0 4379 0 1
84 13 89 88 PolyA (5), PolyT 0,22 5220 0 60 5220 0 60
(7), PolyA (7), indel
85 13 89 89 Indel 0,49 5340 0 0 5340 0 0
86 13 77 77 Indel 0,39 4620 0 0 4620 0 0
87 14 67 67 GA(3),TA(3) 0,39 4020 0 0 4020 0 0
88 14 83 83 NA 0,25 4980 0 0 4980 0 0
89 14 73 72 PolyT (5), indel 0,19 4173 0 147 4173 0 147
90 14 81 81 Indel 0,38 4860 0 2 4860 0 0
91 14 91 91 Indel 0,35 5459 0 1 5460 0 0
92 14 66 66 PolyA (5) 0,41 3900 0 240 3900 0 240
93 14 94 94 Indel 0,62 5637 0 3 5637 0 3
94 15 98 96 PolyC (5) 0,45 5760 0 0 5760 0 0
95 15 68 68 Indel 0,25 4079 0 1 4078 0 2
96 15 95 93 PolyG (5), indel 0,68 5475 0 105 5487 0 93
97 15 95 95 PolyT (6) 0,43 5699 0 1 5700 0 0
98 15 72 71 Indel 0,65 4260 0 0 4260 0 0
99 15 91 91 NA 0,36 5460 0 0 5460 0 0
100 15 70 70 Indel 0,56 4200 0 0 4200 0 0
101 16 63 63 NA 0,27 3780 0 0 780 0 0
102 16 95 95 PolyC (5) 0,67 5700 0 0 5700 0 0
103 16 87 87 TA(3) 0,41 5220 0 0 5220 0 0
104 16 104 104 PolyC (5) 0,67 6238 0 3 6238 0 3
105 16 91 91 PolyT (5), indel 0,37 5443 0 17 5444 0 16
106 17 89 89 GC(3) 0,64 5251 0 89 5339 0 1
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Amplikon

107
108
109
10
m

112
13

14
115
116
7
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

Kromoszéma fragmentum

Vizsgalt

mérete

87
91
93
91
84

91
92

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

Konfidens
terlileteken
taldlhato bazisok
szdma

87
91
93
89
82

91
92

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

Az amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

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)

NA
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
NA
NA
NA
NA
NA
AC(3)
CT(3)
GT(3),TG(4), indel

GC-
tartalom

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

Helyes
azonositasok
telies szama

5212
5459
5580
5340
4860

5459
5460

4699
5153
5039
4020
5460
4132
4475
4860
5098
3900
5926
4440
4199
5640
4920
4559
4200

MiSeqDx 1

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

o o o o

o

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

Sikertelen
azonositasok
telies szama

8

1

0

0
308

60

Helyes
azonositasok
telies szama

5212
5459
5580
5340
4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020
5460
4131

4480
4860
5098
3900
5924
4438
4200
5638
4920
4558
4200

MiSeqDx 2

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0

0
0
0
0

o o

O O Oojlo O O 0o o o o o o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
telies szama

8

1
0
0
07

60

O N O w| o N
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Amplikon

131
132
133
134
135
136
137
138

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

Kromoszéma fragmentum

20
20
20
20
21
21
21
21

< < < X X | X

Vizsgalt

mérete

101
67
91
87
66
98
87
69

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

Konfidens
terlileteken
taldlhato bazisok
szdma

101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Az amplikonban
taldlhato
genomikus
tartalom

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

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA (6)
Indel
NA
Indel
NA
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
NA
NA
NA
PolyA (5)

GC-
tartalom

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

Helyes
azonositasok
telies szama

6060
4020
5277
5218
3959
5880
5220
4119

5399
5998
5819
5818
5940
5519
4139
4136
4260

MiSeqDx 1

Helytelen
azonositasok
telies szama

0

o o o o o o o

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

Sikertelen
azonositasok
telies szama

0
31
3

O o oo »

Helyes
azonositasok
telies szama

6060
4020
5274
5218
3957
5880
5220
413

5399
5997
5819
5816
5940
5519
4140
4137
4260

MiSeqDx 2

Helytelen
azonositasok
teljes szama

0

o o o o o o o

O o  ojlo o o o o o o o o

Sikertelen
azonositasok
telies szama

o b

-

O ol oo w o

A reprodukalhatdsagivizsgdlat eredményeit kezel6nként elemezték a varidnsok gyakorisadga alapjan (18. tablazat). Ez az elemzés azt
mutatta, hogy a variansok gyakorisdga konzisztens volt a kezel6k kdzott. A variansok atlagos gyakorisaga +/- 1 szérassal szerepel.
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18. tablazat: Kezel6k kdzotti eredmények az MiseqDx késziilékre vonatkozdan

Varians
gyakorisagi
tartomanya

Nagy
gyakorisag
(~100%)

Kdzepes
gyakorisag
(~50%)

Alacsony
gyakorisag
(3-7%)

Az egyes mintak reprodukalhatdsagi vizsgalatanak eredményei mind a nyolc futtatas 6sszevont adatait tartalmazzak (19. tablazat).

Egyedi
variansok
szama

112

3240

620

Az 1. kezeld altal
elemzett variansok

telijes szama

1072

3151

618

A 2. kezel6 altal
elemzett variansok

teljes szama

1072

3161

612

Az 1. kezel6 altal jelentett
variansgyakorisag atlaga
(szoras)

0,96 +/- 0,05

0,49 +/- 0,04

0,05 +/- 0,01

A 2. kezel6 altal jelentett
variansgyakorisag atlaga
(szoras)

0,96 +/- 0,05

0,49 +/- 0,04

0,05 +/- 0,01

A kimutatast kiilon értékelték az egyes varianstipusok (SNV-k, inzercidk és delécidk) esetében. A referencia részét képez6 pozicidok
nem szerepelnek az elemzésben. Ez az elemzés azt mutatta, hogy a varidnsokra vonatkozé eredmények reprodukalhatdk az egyes

mintak kozott.
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19. tablazat: Az MiSeqDx készlilék bazisazonositasi eredményeinek egyezése az egyes mintaknal

Minta

GM12877
GM12878
GM12879
GM12885
GM12886

GM12877-
D1

GM12877-
D22

SNV-k

Osszesen

592
1456
912
1200
1104
3640

400

TP-k
teljes
szadma

574
1432
896
1192
1104
3582

398

FP-k
teljes
szadma

T6bb mint 20%-0s gyakorisagu variansok.

2Kevesebb mint 20%-0s gyakorisagu varidnsok.

FN-ek
teljes
szama

O O o o o o

Inzercidok

Osszesen

336
320
336
400
368
800

520

TP-k
teljes

336
304
320
384
352
760

516

FP-k
teljes
szdma szama szama

0

0
0
0
0
0

FN-ek
teljes

0

0
0
0
0
0

Delécidk

Osszesen

228
384
288
352
368
960

560

TP-k
teljes
szadma

272
352
272
320
352
880

556

FP-k
teljes
szadma

O o o o o o

FN-ek
teljes
szama

O O o o o o

Az ebben a reprodukalhatdsagi vizsgalatban szerepl6 8 futtatas adatai alatdmasztjak, hogy az MiSeqDx késziilék konzisztens
szekvendldst tud végezni az aldbbi feltételek teljesiilése esetén:

A GC-tartalom = 19% (sikeres azonositas esetén a 19%-o0s GC-tartalmu 120 szekvenalt amplikonbdl 120 esetben minden
bazisazonositas helyes, a azonositas sikertelenségének aranya 3,4 %)
A GC-tartalom = 73% (sikeres azonositds esetén a 73%-o0s GC-tartalmu 120 szekvenalt amplikonbdl 120 esetben minden
bazisazonositas helyes, a azonositas sikertelenségének aranya 0,1%)

PolyA hosszusdga =< 8 (PolyA = 8 esetében a 120 szekvenalt amplikonbdl 120 esetben helyes a 8 nukleotidbdl allé PolyA ismétiédés
azonositasa)

PolyT hosszusdaga = 10 (PolyT = 10 esetében a 120 szekvenalt amplikonbdl 120 esetben helyes a 10 nukleotidbdl allé PolyT
ismétlédés azonositdsa)
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* PolyG hosszusdga =< 6 (PolyG = 6 esetében a 720 szekvenalt amplikonbdl 720 esetben helyes a 6 nukleotidbdl a1l PolyG ismétlédés
azonositasa)

* PolyC hosszusdga =< 6 (PolyC = 6 esetében a 360 szekvenalt amplikonbdl 359 esetben helyes a 6 nukleotidbdl allé PolyC ismétlédés
azonositadsa, 1 esetben sikertelen az azonositas)

* Akét nukleotid ismétiédésének hosszusaga < 4 ismétlédés (a két nukleotid 4-szeres ismétlédését tartalmazd 600 szekvenalt
amplikonbdl 600 azonositas eredménye helyes, az azonositas sikertelenségének ardnya 0,4 %)

* Aharom nukleotid ismétl6désének hosszlsaga < 5 ismétlédés (a harom nukleotid 5-sz6rds ismétlédését tartalmazdé 120 szekvenalt
amplikonbdl 120 azonositas eredménye helyes, az azonositas sikertelenségének aranya 1,9%)

* Legfeljebb 24 bazis hosszUsagu inzercid és legfeljebb 25 bazis hosszusdgu delécié
— A 24 bazis hosszusagu inzerciot tartalmazdé 120 mintabdl 120 azonositasi eredménye helyes

— A 25 bazis hosszusagu inzerciot tartalmazd 184 mintabdl 182 azonositasi eredménye helyes, és 2 esetben sikertelen az
azonositas

2. vizsgalat

Klilsé vizsgalatot végeztek a 2. pontossagi vizsgalatban leirt reprezentativ kétgénes vizsgalat reprodukalhatdésaganak értékelésére
harom kiilsé vizsgalati helyszinen (helyszinenként két kezel6), egy reagenstétellel, hdrom, nem egymast kdvetd napon. A vizsgalatokat
hat jol jellemzett, klinikai FFPE-mintakbol vagy sejtvonalakbdl szarmazé DNS-mintakat tartalmazé mintapaneleken végezték.
Mindegyik panel 10 mintat tartalmazott, igy 6sszesen 60 mintat elemeztek.

A panelek 60 mintdja kozlil négy kiilonbdz6 (a panel mutdcidi szempontjabdl) vad tipusu minta, 12 kiilénbdzé mutans (egyetlen
mutacioval) mintabdl készitett egy-egy magas és alacsony mutacids gyakorisagu minta, valamint két kiilénb6zé mutans (egyetlen
mutdcidval), csak alacsony mutdcios gyakorisagu minta duplikdtumaibdl allt. Minden egyes mintafajtaju és mutdcids gyakorisdgul minta
(amelyeket minden futtatdasban duplikdtumban vizsgaltak) 36 lehetséges eredményt adott (2 ismétlés x 2 operator x 3 nap x

3 helyszin), ha minden eredmény érvényes volt.

Az 6sszes pozitiv és negativ varians esetében a szdzalékos varhatd azonositas (PEC) értékeléséhez a reprezentativ vizsgalati
eredményt 0sszehasonlitottdk a varhaté mutacidés eredménnyel (a varhatd mutaciot kimutattak vagy nem mutattak ki) minden egyes
mintaban. A PEC értéke 100% szorozva a varhatd azonositasok szamaval, osztva a megkisérelt azonositasok szamaval. A kétoldalas
95%-0s konfidenciaintervallum szamitasa a Wilson-pontszam modszerrel tortént.
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A minta elsé futtatasa és az elsé futtataskor érvényes mintak tovabbi futtatasa soran, az 6sszes helyszinen kapott adatok alapjan a
mintak érvényességi aranya = 94,7% volt. A mutdcidszint(i PEC az 6sszes mutans mintaban 99,6% (905/909) volt (95% CIl 98,9-99,8).
Az 56 mutans minta megkisérelt azonositdasainak szama (fliggetleniil a mutacioé varhato kimutatasatol) 58 856 (56 x 1051) volt. Az

58 856 mutacids szintli eredménybdl minddssze hat olyan eset volt, amikor a megfigyelt és a vart eredmények nem egyeztek meg.

A mutacids szintli PEC a mutdns és a vad tipusu mintak 0sszes pozitiv és negativ variansat tekintve egyittesen 99,99%

(58 850/58 856) volt.

Analitikai szenzitivitas (vak hatarérték, LoB és kimutatasi hatarérték, LoD)

Ez a vizsgdlatigazolta a vizsgalat hatarértékét, és meghatdrozta az MiSegDx rendszer kimutatdasi hatarértékét (LoD) egy reprezentativ
panel segitségével. Osszefoglalva, a jol jellemzett GM12878 és GM12877 Platinum Genome sejtvonal formalinos fixalasa és paraffinba
agyazasa utan kivontak bel6liik a DNS-t. A GM12878-at higitottdk a GM12877-gyel Gigy, hogy hetven varidns (52 SNV, kilenc inzercié és
kilenc delécio) esetében a varians szekvenciak aranya kdzel 0,05 volt. A két DNS-mintat két kezeld vizsgalta két késziilékkel és két
reagenstétel haszndlataval, 6sszesen 10 MiSegDx szekvenaldsi futtatas soran. Ez a GM12878 mindegyik varidnsa esetén 40 ismétlést
és a GM12877 mindegyik, a megfelel6 koordinatak vad tipusa esetében 60 ismétlést jelentett reagenstételenként. A LoB és LoD
kiszamitadsa a CLSI EP17-A2-ben leirt klasszikus megkdzelitéssel, a nem paraméteres mddszerrel tortént. A LoB-t és a LoD-t az SNV-
kre, az inzerciokra és a deléciokra kllon-kilon szamitottak ki az egyes varianstipusok variansgyakorisagainak 6sszevonasaval.

Az . tipusu hibat 0,01-o0s gyakorisagként, a Il. tipusu hibat pedig 0,05-0s gyakorisagként hataroztuk meg.

Az LoB szdmitdsahoz a varidnsok 0sszesitett gyakorisagait sorba rendezték a legalacsonyabbtdl a legmagasabbig, és kiszamitottdk a
99. ranghoz tartozé poziciét minden reagenstétel és minden varianstipus esetében (20. tablazat). Az MiSeqDx szoftver a variansok

,,,,,,

igazoltak, hogy ez a hatarérték legfeljebb 0,01-es I. tipusu hibat eredményez.
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20. tabldzat: Vak hatarérték

Varians tipusa Variansgyakorisagok teljes szama LoB - 1. reagenstétel LoB - 2. reagenstétel
SNV 3120 0,87 0,75
Inzercio 540 0,79 0,60
Delécid 540 0,96 0,84

Az LoD szamitasahoz meghatdroztak a 0,026 hatarérték ala esé minden egyes mutacié gyakorisdganak szazalékos értékét mindegyik
reagenstétel és mindegyik varianstipus esetén (21. tablazat). Mivel a szazalékos aranyok alacsonyabbak voltak, mint a Il. tipusu hiba
5% (0,05) értéke, a kombinalt varidnsfrekvenciak medianjat szamitottak ki LoD-ként (22. tablazat). Az egyes varianstipusok LoD-jét a
két reagenstételre kapott két érték kdziil a nagyobbikként allapitottak meg: 5,45% az SNV-k esetében, 4,88% azinzercidok esetében és
5,44% a deléciok esetében.

21.tablazat: Kimutatasihatarérték

Reagenstétel \{ariéns Va.riénsg’yakoriségok < 2,6"/? e’redmérjyt’j < ?,6’% ered’mén,yl’j VF- ’ ﬁiaT:rt:rttééT(i
tipusa teljes szama VF-mérések szama mérések szazalékos aranya (%)

1 SNV 2080 5 0,20 5,45
Inzerci6 360 0 0,00 4,86
Delécié 360 3 0,80 5,44

2 SNV 2080 26 1,30 544
Inzercio 360 0 0,00 4,88
Delécié 360 0 0,00 5,24

A kbvetkez6 vizsgalatok az MiseqDx teljesitményjellemzéit mutatjdk be egy masik reprezentativ teszttel, amely két klinikailag relevans

« sz

mutacidjat mutatja ki specifikusan. A vizsgalat minden szekvenalt mintdban mind az 56 mutacié jelenlétét vagy hianyat allapitja meg
egyenként. E vizsgalatokhoz referencia-mddszerként a kétirdanyl Sanger-mddszer szolgalt.
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Tételek kozotti precizitas

Tételenkénti precizitasi vizsgalatot végeztek az MiseqDx késziilék teljesitményének értékelésére az egyes reagenskészlet-tételek
kozott (ezek a mintamindsitési, a kdnyvtarkészitési és a szekvenald reagensekbél dlinak) a kétgénes reprezentativ vizsgalat
segitségével, 6t kevert FFPE-mintapanel felhasznalasaval, amelyek megfeleltek a mintamingsitési kovetelményeknek. Mindegyik
FFPE-minta két egyedi mutaciot tartalmazott: egy alacsonyabb (kb. 8%-0s) és egy magas (kb. 14%-0s) gyakorisagu mutaciét. Mind az
o0t mintakeverékbdl tizenkét (12) megfigyelést gyljtdttek harom nem egymast kévetd napon, harom reagenskészlet-tétellel. A vizsgalat
0sszes megfigyelésének szama az 6sszes reagenstételre vonatkozdan 180 megfigyelés volt az 6sszes mintakeverékre és 360
megfigyelés az 6sszes mutacids gyakorisagi szintre vonatkozdan. Az sszes tétellel, az 6sszes napon végzett 360 megfigyelés kdziil
359 esetben (99,7%) mutattak ki a vart eredményt. Egy alkalommal a kisebb gyakorisdgu mutaciét vad tipusiként azonositottak.

A rendszer varianciajanak becslése érdekében varianciakomponens-elemzést végeztek minden egyes mutaciora, illetve mutacios
gyakorisagi szintre. A teljes széras 0,011-0,029 kozott alakult. A teljes szérasnak a reagenstétel altal okozott komponense 0-0,015
kozott alakult.
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Modositasok leirasa

Az MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro terméktajékoztatd
hozzdaddsa a sziikséges, de nem szallitott eszkdzok és
anyagok felsoroldsahoz.

Az MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro tesztelési informacidinak
hozzaaddsa a Teljesitményjellemzék fejezethez.

A csak az Amerikai Egyesilt Allamokra vonatkozé
ovintézkedési megjegyzés eltavolitasa a Figyelmeztetések és
ovintézkedések fejezetbél.

Elsé kiadas, az MOS v4.0 és a Local Run Manager v3.0
ismertetése.

Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak leanyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a
jelen dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszerli miikddtetéséhez hasznalhatd. Egyéb célokra nem hasznéalhatd.
A dokumentum és annak tartalma az lllumina elézetes irdsos engedélye nélkiil ettél eltéré célokra nem hasznalhaté és
forgalmazhato, tovabba semmilyen formdban nem kommunikalhatd, hozhatd nyilvdnossagra vagy reprodukalhaté. Az Illlumina a
jelen dokumentummal nem biztosit licencet a termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerzéi jogi,
szokdsjogi vagy egyéb oltalom alatt all6 jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szerepld utasitasokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigoruan be kell tartania az
itt ismertetett termék(ek) megfelel& és biztonsdgos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata el6tt a felhaszndld koteles
atolvasni és értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A

TERMEK(EK) MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELYI SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT
IS, ILLETVE EGYEB ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO

GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL
FAKADO KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2022 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informaciokat lasd

a www.illumina.com/company/legal.html oldalon.
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Elérhet8ségek
ul C€

lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A. IVD
+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikan kiviil) EC | REP

techsupport@illumina.com
www.illumina.com

llumina Netherlands B. V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Hollandia

Termékcimke

A termék csomagoldasan és cimkéjén taldlhaté szimbdlumokkal kapcsolatos tovabbiinformacidk az
On készletére vonatkozdan a support.illumina.com weboldalon, a Szimbélumok magyarazata részben
taldlhatok.
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