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Kataloga Nr. 20005715

Paredzétais lietojums

NextSeq 550Dx instruments ir paredzéts DNS biblioteku sekvencésanai, izmantojot ar in vitro diagnostikas analizém.
NextSeq 550Dx instrumentu ir paredzéts izmantot ar noteiktiem registrétiem, sertificétiem vai apstiprinatiem in vitro
diagnostikas reagentiem un analitisko programmatdaru.

Proceddras principi

[llumina NextSeq 550Dx instruments ir paredzéts DNS biblioteku sekvencé$anai ar in vitro diagnostikas analizém, un
to ir paredzéts lietot tikai kvalificétam un apmacitam klTniskas laboratorijas personalam, kas apmacits, ka klniska
laboratorija veikt in vitro diagnostiskas procediras. levadei NextSeq 550Dx izmanto bibliotékas, kas ir generétas no
DNS, kur amplificétiem mérkiem tiek pievienoti paraugu indeksi un uztvertas sekvences. Paraugu bibliotékas tiek
uztvertas plismas elementa un sekvencétas instrumenta, izmantojot sekvencéSanu ar sintézes (SBS) kimiju. SBS
kTmija tiek izmantota atgriezeniska terminatora metode, lai noteiktu fluorescé&josi iezimétas atseviSkas nukleotidu
bazes, jo tas ir ieklautas augoSas DNS virknés. Real-Time Analysis (RTA) programmatira veic attélu analizéSanu un
bazu noteikSanu, ka art pieskir kvalitates novértéjumu katrai bazei katra sekvencéSanas cikla. Kad primara analize ir
pabeigta, instrumenta var izpildit sekundaro analizi, lai apstradatu bazu noteikSanas gadijumus. Atkariba no
darbplismas NextSeq 550Dx izmanto dazadas sekundaras analizes metodes. Modulim Germline Variant Module un
modulim Somatic Variant Module apstrade ietver demultipleksé$anu, FASTQ failu generéSanu, izlidzinasanu, variantu
noteik$anu un variantu noteik§anas formata (VCF un gVCF) failu generéSanu. VCF un gVCF failos ir informacija par
konkrétas atsauces genoma pozicijas atrastajiem variantiem.

Dualas palaiSanas konfiguracija

NextSeq 550Dx instrumentam ir dualas palaiSanas konfiguracija, lai instrumentu varétu lietot vai nu diagnostikas (Dx),
vai tikai pétniecibas (RUO) rezima. In vitro diagnostikas sekvencéSanas analizes, tostarp Germline un Somatic
Variant Module, tiek izpilditas diagnostikas rezima. Tikai IVD sekvencé$anas reagentus var izmantot diagnostikas
rezima. Veiktspéjas raksturlielumi un procediras ierobezojumi NextSeq 550Dx instrumentam ir noteikti, izmantojot
Germline un Somatic Variant Module diagnostikas rezima.

Procediras ierobezojumi

1 Tikai in vitro diagnostikas noldkiem.

2 Modulis Germline Variant Module un modulis Somatic Variant Module, tos lietojot ar reagentu komplektu
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli),
spéj nodroSinat talak noradito rezultatu.

Sekvencésanas izvade = 90 gigabazes (Gb)
LasTjuma garums (izpildé ar saparotiem galiem) 2 x 150 bazu pari (bp)

Bazes ir vienadas ar vai lielakas par Q30 = 75% pie lastjuma garuma 2 x 150 bp
Vismaz 75% no bazém Phred skalas kvalitates novertéjumi ir = 30, noradot, ka bazu noteikSanas akuratums ir
lielaks par 99,9%
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3 Analizes programmatira neizvieto lasijumus ar indeliem (insercijam, delécijam vai kombinacijam), kuru satura
garums parsniedz 25 bp. Rezultata indeli, kuru garums parsniedz 25 bp, ar analizes programmatdru nav
konstatejami.

4 Analizes programmatira var neizvietot amplikonu lasTjumus ar ekstrému variantu saturu, tadéjadi regions var tikt
zinots ka savvalas tips. Sada galéja satura ietilpst:

lastjumi, kas satur vairak neka tris indelus;

Lasijumi, kuru garums ir vismaz 30 bp, ar atseviSku nukleotidu variantu (SNV) saturu > 4% no kopé&ja amplikona
mérka garuma (iznemot zondes regionus)

Lastjumi, kuru garums ir <30 bp, ar SNV saturu > 10% no kopé&ja amplikona garuma (ieskaitot zondes regionus)

5 Lieli varianti, tostarp multinukleotidi varianti (MNV) un lieli indeli izvades VCF faila var tikt zinoti ka atseviski mazaki
varianti.

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

7  Sistéma nevar konstatét indelus, ja tie notiek tiesi blakus praimerim un ja nav parklajosa amplikona. Regioniem,
kuros amplikoni parklajas, analize nevar konstatét delécijas, ja parklaSanas regions ir mazaks par konstatéjamas
delécijas lielumu. Pieméram, ja parklasanas regions starp diviem blakus esoSiem amplikoniem ir divas bazes, analize
nevar konstatét delécijas, kas ietver 8is abas bazes. Ir iespéjams konstatét vienu bazes deléciju jebkura no STm
bazéem.

8 Tapat ka jebkurai uz hibridizaciju balstitai biblioteku sagatavosanas darbplismai, zondéjamas aléles un
sekvencéSanas laika veikto noteikSanu var ietekmét pamata esosi polimorfismi, mutacijas, insercijas vai delécijas
oligonukleotidus saisto$ajos regionos. Talak sniegti pieméri.

Variants fazé ar variantu praimera regiona var netikt amplificéts, tadéjadi tiek iegts aplami negativs rezultats.

Varianti praimera regiona var traucét atsauces aléles amplifikaciju, tadéjadi izraisot nepareizu homozigotiska
varianta noteikSanu.

Indelu varianti praimera regiona var izraisit kladaini pozittvu noteikS§anu lastjuma beigas blakus praimerim.
9 Indelus var filtrét virknu novirzes dél, ja tie rodas tuvu viena lasijuma beigam un ja tiem veikta daléja salago$ana,
nedzédot nesalagoto dalu.
10 Nelieli MNV nav apstiprinati, un par tiem tiek zinots tikai somatisko variantu modulr.
11 Par delécijam tiek zinots VCF faila pie iepriek8&jas bazes koordinatas atkariba no VCF formata. Tapéc izvertgjiet
blakus esoSos variantus, pirms zinojat, ka atseviSka baze ir noteikta k& homozigotiska atsauce.
12 Dzimumsinas ITnijas ierobezojumi:
NextSeq 550Dx instruments, izmantojot Local Run Manager dzimumsinas ITnijas variantu moduli NextSeq
550Dx, ir paredzeéts, lai nodroSinatu kvalitativus dzimumsanas [Tnijas variantu (pieméram, homozigotisku,
heterozigotiskus, savvalas tipa) noteik8anas rezultatus.

Lietojot kopa ar dzimumsuanas ITnijas variantu moduli, minimalais segums uz amplikonu, kas nepiecieSams
precizai variantu noteik$anai, ir 150x. Rezultata ir nepiecieSami 150 atbalstosi DNS fragmenti, kas ir ekvivalenti
300 parklajoSiem gala paru lastjumiem. Paraugu skaits un kop&jais mérka bazu skaits ietekmé& segumu. GC
saturs un cits genomiskais saturs var ietekmét segumu.

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

Varianti noteikta atkartota konteksta tiek izfiltréti no VCF failiem. Tiek izmantots RMxN atkartojumu filtrs,

lai filtretu variantus, ja visa varianta vai ta dalas sekvence atkartoti paradas atsauces genoma blakus varianta
pozicijai. Lai atfiltrétu kadu variantu, germinalas ITnijas variantu noteikSanas gadijuma atsauce ir jabat vismaz
deviniem atkartojumiem. Tiek nemti vera tikai atkartojumi, kuru garums ir I1dz 5 bp (R5x9).

Indels un SNV viena lokusa var tikt zinots ka viens variants.
13 Somatiskie ierobezojumi.

NextSeq 550Dx instruments, izmantojot Local Run Manager moduli Somatic Variant Module instrumentam
NextSeq 550Dx, ir izveidots ta, lai sniegtu kvalitativus rezultatus somatisko variantu noteikSanai (pieméram,
somatisko variantu klatbatne, kur varianta frekvence ir lielaka par vai vienada ar 0,026 ar noteikSanas
robezu 0,05).
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Lietojot kopa ar somatisko variantu moduli, minimalais segums uz amplikonu, kas nepiecieSams precizai

variantu noteikSanai, ir 450x uz oligonukleotidu kopu. Rezultata ir nepiecieSami 450 atbalstoSi DNS fragmenti uz
oligonukleotidu kopu, kas ir ekvivalenti 900 parklajoSiem gala paru lasijumiem. Paraugu skaits un kopé&jais mérka

bazu skaits ietekmé segumu. GC saturs un cits genomiskais saturs var ietekmét segumu.

Somatisko variantu noteikSana ir nepiecieSami vismaz seSi atkartojumi atsaucg, lai variants tiktu izfiltréts, un tiek

nemti vera tikai tie atkartojumi, kuru garums neparsniedz 3 bp (R3x6).

Somatisko variantu modulis nevar noteikt atskirtbu starp dzimumsanas ITnijas un somatiskajiem variantiem.

Modulis ir paredzéts, lai konstatétu variantus dazada variantu biezuma diapazona, bet variantu biezumu nevar

izmantot, lai noteiktu atSkirtbu starp dzimumsanas ITnijas un somatiskajiem variantiem.

Normali audi parauga ietekmé variantu konstatéSanu. Zinota noteik3anas robeza balstas uz variantu biezumu
attieciba pret kop&jo DNS, kas ekstrahéta gan no audzéja, gan no normaliem audiem.

|zstradajumu komponenti

1 NextSeq 550Dx instruments (kataloga Nr. 20005715)
2 NextSeq 550Dx instrumenta programmatiras komponenti, tostarp talak uzskaititie.

Programmatiiras .
e Funkcija
lietojumprogramma
NextSeq 550Dx Kontrolé
vadibas instrumenta
programmatira darbibu
(NOS)
Real-time Analysis Veic
(RTA) primaro
programmatira analizi
Local Run Manager Interfeiss
modula
atlasiSanai
Somatic Variant Veic
Module sekundaro
analizi
Germline Variant Veic
Module sekundaro
analizi

LietoSanas apstakli

Elements Specifikacija

Apraksts

NOS programmatdras lietojumprogramma parvalda instrumenta darbibu sekvencésanas laika
un generé attélus, ko izmantot Real-Time Analysis (RTA) programmatarai.

RTA programmataras lietojumprogramma konverté NOS generétos attélus katram elementam
sekvencésanas izpildes cikla par bazu nosauksanas failiem, kuri ir ievades Local Run Manager
analizes moduliem. RTA programmatiras lietojumprogrammai nav lietotdja interfeisa.

Local Run Manager programmatdira ir instrumenta iebavéts risinajums lietotaju parvaldisanai,
atbilsto8a analizes modula atlasiSanai un statusa parraudzisanai.

87 Local Run Manager analizes modula programmattra apstrada bazu noteikSanas gadijumus
ar sekundaro analizi. Apstradé ietilpst demultipleksé$ana, FASTQ failu generésana,
izvieto$ana, variantu noteik§ana un zino$ana. Variantu noteicéjs (Pisces) generé VCF failus,
kuros ir informacija par noteiktas atsauces genoma pozicijas atrastajiem variantiem un ir
ietverta izmérita varianta frekvence.

87 Local Run Manager analizes modula programmatira apstrada bazu noteik$anas gadijumus
ar sekundaro analizi. Apstradé ietilpst demultipleksé$ana, FASTQ failu generésana,
izvieto$ana, variantu noteikS§ana un zinosana. Variantu noteicéjs (Pisces) generé VCF failus,
kuros ir informacija par noteiktas atsauces genoma pozicijas atrastajiem variantiem un katrs
variants ir identificéts ka heterozigotisks vai homozigotisks.

Temperatira | Laboratorijas temperatira jauztur diapazona no 19 °C ldz 25 °C (22 °C 3 °C). ST temperatira ir instrumenta
lietoSanas temperatira. Ekspluatacijas laika apkartéjas vides temperatira nedrikst svarstities vairak par +2 °C.

Mitrums Uzturiet nekondensgjosu relativo gaisa mitrumu diapazona no 20 lidz 80%.
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Aprikojums un materiali

NepiecieSamais aprikojums un materiali, tiek pardoti atseviski
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cikli), kataloga Nr. 20028870
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli), kataloga Nr. 20028871

NepiecieSamais aprikojums un materiali, kas netiek nodrosinati

Lietotaja nodroSinati paligmateriali sekvencésanas izpildém

Paligmaterials Piegadatajs Noluks
Spirta salvetes, 70 % izopropanols VWR, nr. kataloga: 95041-714 Plasmas Sanu tiriSanai un visparigam pielietojumam
vai (vai ldzvertigs izstradajums)
etanols, 70 % Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Laboratorijas mazploksnu salvetes VWR, nr. kataloga: 21905-026 Pldsmas elementu tiriSanai un visparigam
(vai ldzvertigs izstradajums) pielietojumam

Lietotaja nodroSinati paligmateriali instrumenta apkopei

Paligmaterials Piegadatajs Noluks
NaOCl, 5% Sigma-Aldrich, nr. Instrumenta mazgasana, izmantojot manualo mazgasanu péc izpildes;
(natrija hipohlorits) kataloga 239305 atSkaidits 1dz 0,12%
(vai laboratorijas kvalitates
ekvivalents)
Tween 20 Sigma-Aldrich, nr. kataloga Instrumenta mazgasana, izmantojot manualas mazgasanas iespéjas;
P7949 atSkaidits ldz 0,05%
Udens, laboratorijas kvalitate ~ Visparigais laboratorijas Instrumenta mazgasana (manuala mazgasana)
piegadatajs
Gaisa filtrs lllumina, nr. kataloga Gaisa tirisana, ko instruments ievada dzeséSanai
20022240

Vadlinijas par laboratorijas klases tudeni
Vienmér izmantojiet laboratorijas klases Gdeni vai dejonizétu Gdeni, lai veiktu procediras ar instrumentu.
Nekad neizmantojiet krana Gdeni. Izmantojiet tikai talak noradito vai Iidzvértigu klasu tdeni:

dejonizéts tdens;

lllumina PW1;

18 megomu (MQ) Gdens;

Milli-Q Gdens;

Super-Q tdens;

molekularas biologijas klases tGdens.

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

UZMANIBU! Federalie likumi ierobezo §Ts ierices tirdzniecibu arstam vai kas tiek veikta arsta vai cita ar prakses
vietas Stata likumiem licencéta specialista uzdevuma, lietoSanu vai ierices lietoSanas pieprasiSanu.
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1 Noteiktos lllumina nodro$inato un lieto$anai ar NextSeq 550Dx instrumentu paredzéto reagentu
komponentos ir potenciali bistamas Kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties ar adu un saskaroties
ar acim, iespéjams gut traumas. Valkajiet aizsardzibas lidzeklus, tostarp acu aizsargus, cimdus un
laboratorijas uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Apejieties ar lietotiem reagentiem ka ar kimiskiem
atkritumiem un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem regionalajiem, valsts un vietéjiem
likumiem un noteikumiem. Plasaku informaciju par vidi, veseltbu un dro$ibu skatiet drostbas datu lapas (SDS)
vietné support.illumina.com/sds.html.

2 Nekavéjoties zinojiet par jebkadiem nopietniem negadijumiem saistiba ar produktu uznémumam Illumina un to
daltbvalstu kompetentajam iestadém, kura lietotajs un pacients ir registréti.

3 Arvisiem asins paraugiem ir jarikojas ta, it ka batu zinams, ka tie ir inficéti ar cilvéka imandeficita virusu (HIV),
cilvéka B hepatita virusu (HBV) un citiem ar asinim parnésajamu patogénu ierosinatajiem (visparigi piesardzibas
pasakumi).

4 Neieverojot aprakstitas proceduras, rezultati var bat kladaini vai var ievérojami pasliktinaties paraugu kvalitate.

5 leveérojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti. Neédiet, nedzeriet un
nesmeékeéjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un komplekta reagentiem, valkajiet vienreizlietojamos
cimdus un laboratorijas uzsvaréus. Péc paraugu un komplekta reagentu izmanto$anas ir rlipigi janomazga rokas.

6 Ir nepiecieSama pienaciga laboratorijas prakse un laba laboratorijas higiéna, lai PKR produkti nepiesarnotu
reagentus, instrumentus un genoma DNS paraugus. PCR piesarnojums var izraisit neprecizus un neuzticamus
rezultatus.

7 Lai nepielautu piesarnojumu, parliecinieties, ka pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas zonas ir nepiecieSamais
aprikojums un paligmateriali (pieméram, pipetes, pipeSu uzgali, sildiSanas bloki, maisitaji un centrifagas).

8 Paraugu paroSanas indeksam ir precizi jaatbilst drukatajam plates izkartojumam. Péc ievadiSanas modult Local Run
Manager automatiski aizpilda ar paraugu nosaukumiem saistitos raditaju praimerus. Pirms sekvencéSanas izpildes
lietotajam ir ieteicams parbaudit indeksu praimeru saistibu ar paraugiem. Nesakritibas starp paraugu un plates
izkartojumu rezultéjas pozitivas parauga identifikacijas zuduma un nepareiza rezultatu zinosana.

9 Lai datoru aizsargatu pret virusiem, ir loti ieteicams instalét lietotaja sagadatu pretvirusu programmatdaru.
InstaléSanas instrukcijas skatiet lietotaja rokasgramata.

10 NextSeq 550Dx instrumentu nedrikst lietot, ja k&ds no paneliem ir nonemts. Ja instruments tiek darbinats, kamér
kads no paneliem ir nonemts, pastav risks saskarties ar Iinijas spriegumu un Ilidzstravas spriegumu.

11 Nepieskarieties plismas elementa kamerai plismas elementa nodalijuma. SildTtajs $aja nodalijuma darbojas
diapazona no 22 °C Iidz 95 °C un var izraisit apdegumus.

12 Instruments sver aptuveni 84 kg (185 marcinas) un var radit nopietnus ievainojumus, ja to nepareizi lieto un ja tas
nokrt.

LietoSanas instrukcija

Talak aprakstitas lietoSanas instrukcijas ir paredzétas Germline un Somatic Variant Module darbinaSanai diagnostikas
rezima NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cikli) vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli).

Izpildes informacijas ievade

Detalizétas instrukcijas skatiet NextSeq 550Dx instrumenta atsauces rokasgramata (dokuments Nr. 1000000009513)
un piemérojama Local Run Manager modula rokasgramata.

Parametru iestatiSana

1 Piesakieties programmatidra Local Run Manager.

2 Atlasiet Create Run (Izveidot izpildi) un atlasiet Somatic Variant (Somatisko $tnu variants) vai Germline Variant
(Dzimumsdnu variants).

3 levadiet izpildes nosaukumu, kas identificé izpildi no sekvencésanas Iidz analizei.
Izmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitrojumus vai defises.

4  [Neobligati] levadiet izpildes aprakstu, lai izpildi batu vieglak identificét.
Izmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitrojumus vai defises.
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5 Nolaizamaja saraksta atlasiet paraugu skaitu un radijumu kopu.
Veicot izvéli, nemiet véra talak noradito informaciju.
Nolaizamaja saraksta ir paraugu skaits ar radijumu kopu. Pieméram, 24-Set 1 (24 — 1. kopa) norada 24 testéjamos
paraugus ar radijumiem no 1. radijumu kopas.

Indeksu kopu numuri attiecas uz dazadam i5 un i7 indeksu paru kopam. Gan 1., gan 2. kopa nodroSina raditaju
dazadibu. Lai noverstu vienas kopas noplicinasanu, tiek piedavatas divas radijumu kopas.

Izvélieties paraugu skaitu, kas ir vistuvakais parbaudamo paraugu skaitam. Ja saraksta nav noradits precizs paraugu
skaits, atlasiet tuvako, bet mazaku par parbaudamo skaitu. Pieméram, ja vélaties parbaudit 18 paraugus, atlasiet
16 paraugus.

lerosinatas paraugu iedobju un indeksu kombinacijas, kas atbilst indeksu daZadibas prasibam, ir izceltas zala krasa.

Izpildes manifestéjamo failu importésana

1 Parliecinieties, vai importéjamas manifestacijas ir pieejama tikla vieta vai USB diska.
2 Atlasiet Import Manifests (Importét manifestacijas).

3 Dodieties uz manifestaciju failu un atlasiet manifestacijas, kuras vélaties pievienot.

PIEZIME. Lai manifesta failus padarttu pieejamus visam izpildém, izmantojot Germline Variant vai Somatic Variant
analizes moduli, pievienojiet manifestus, izmantojot funkciju Module Settings (Modula iestatijumi). Sai funkcijai ir
vajadzigas administratora [Tmena lietotaja atlaujas. Papildinformaciju skatiet NextSeq 550Dx instrumenta atsauces
rokasgramata (dokumenta Nr. 1000000009513).

Izpildes paraugu noradisana
Noradiet izpildes paraugus, izmantojot vienu no opcijam un talak esoSajiem noradijumiem.

Manuala paraugu ievade — izmantojiet tukSo tabulu ekrana Create Run (Izveidot izpildi).

Paraugu importéSana — parejiet uz aréju failu komatatdalito vértibu (*.csv) formata. Ekrana Create Run (Izveidot
izpildi) lejupieladei ir pieejama veidne.

Manuala paraugu ievade

1 levadiet unikalu parauga nosaukumu (Somatic Variant analizes modulis) vai parauga |D (Germline Variant
analizes modulis).
Izmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, defises vai pasvitrojumus.

2 [Neobligati] Pozitivas vai negativas kontroles paraugiem veiciet klikSki ar peles labo pogu un atlasiet kontroles

veidu.
Kontrole viena parauga nodaltijuma automatiski aizpilda atbilsto$o nodalijumu otraja kopa ar tadu pasu kontroli.

3 [Neobligati] levadiet parauga aprakstu laukd Sample Description (Parauga apraksts).

Izmantojiet burtciparu rakstzimes, svitras vai pasvitrojumus.

4 Atlasiet 1. raditaja adapteri 1. indeksa (i7) nolaizamaja saraksta.

Kad izmantojat ieteiktos paraugu nodalijumus, programmattra automatiski norada i7 un i5 raditaja adapterus, kas
atbilst prastbam par raditaja daudzveidibu. Ja precizais parbaudamo paraugu skaits nav noradits saraksta, atlasiet
indeksa adapterus papildu nodaltjumiem.

5 Atlasiet 2. raditaja adapteri 2. raditaja (i5) nolaizamaja saraksta.

6 Atlasiet manifesta failu nolaizamaja saraksta Manifest (Manifests).

A kopa esoSiem paraugiem ir nepiecieSams cits manifestacija neka paraugiem B kopa.

7 lzvelieties opciju, lai skatTtu, drukatu vai saglabatu plaksnes izkartojumu ka atsauci bibliotéku sagatavoSanai.
Atlasiet ikonu = Print (Drukat), lai paraditu plaksnes izkartojumu. Atlasiet opciju Print (Drukat), lai drukatu
plaksnes izkartojumu.

Atlasiet opciju Export (Eksportét), lai eksportétu parauga informaciju uz aréjo failu.

8 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).
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Paraugu importéSana

1

2
3
4

Atlasiet Import Samples (Importét paraugus) un parlikojiet uz vietu, kur atrodas parauga informacijas fails. Var

importét divu veidu failus.
Ekrana Create Run (Izveidot izpildi) atlasiet Template (Veidne), lai izveidotu jaunu plates izkartojumu. Veidnes
fails satur pareizus kolonnu virsrakstus importéSanai. Katra kolonna ievadiet informaciju par izpildes paraugiem.
Izdzesiet neizmantotajas Sinas esoSo pieméru informaciju un péc tam saglabjjiet failu.
Izmantojiet parauga informacijas failu, kas tika eksportéts no modula Germline Variant vai Somatic Variant,
izmantojot funkciju Export (Eksportét).

Atlasiet ikonu = Print (Drukat), lai paradttu plates izkartojumu.

Atlasiet Print (Drukat), lai izdrukatu plates izkartojumu ka atsauci bibliotéku sagatavo$anai.

Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Reagentu kasetnes sagatavoS$ana

Lai sekvencésana noritétu veiksmigi, noteikti ievérojiet reagentu kasetnes noradijumus.

1
2

Iznemiet reagentu kasetni no glabatavas, kuras temperatira ir no —25 °C [idz —15 °C.

Reagentu atkausésanai izvélieties vienu no turpmak aprakstitajam metodém. Neiegremdgjiet kasetni. Péc kasetnes
atkausésSanas nosusiniet to, pirms veicat nakamo darbibu.

Temperatira Atkausésanas laiks Stabilitates ierobezojums

Udens peldé temperatira no 15 °C lidz 30 °C 60 mindtes Ne vairak ka 6 stundas

No 2°Chdz8°C 7 stundas Ne vairak ka 5 dienas

PIEZIME. Ja viena Gdens peldé atkausé vairak neka vienu kasetni, nodrosiniet papildu atkausé$anas laiku.

Apgrieziet kasetni piecas reizes, lai sajauktu reagentus.

Parbaudiet kasetnes dibenu, lai parliecinatos, ka reagenti ir atkauséti un bez nogulsném. Parliecinieties, ka ir
atkauséta 29., 30., 31. un 32. pozicija, jo tas ir vislielakas un kast visilgak.

Lai samazinatu gaisa burbulu skaitu, viegli piesitiet pie darbgalda.

Lai iegdtu labakos rezultatus, uzreiz ievietojiet paraugu un iestatiet izpildi.

PlGsmas Sunas sagatavoSana

1
2

Iznemiet jaunu plismas S0nas kasti no glabatavas, kura temperatdra ir no 2 °C Iidz 8 °C.
Iznemiet folijas iepakojumu no kastes un 30 mindtes atst3jiet to istabas temperatara.

Biblioteékas sagatavoSana sekvenceésanai

Denaturgjiet un atSkaidiet bibliotékas I1dz 1,3 ml tilpumam. Praksé ievietoSanas koncentracija var maintties atkariba
no biblioteékas sagatavoSanas un kvantifikacijas metodém. Paraugu bibliotéku atSkaidiSana ir atkariga no
oligonukleotidu kopumu sarezditibas. Noradijumus par to, ka sagatavot paraugu bibliotékas sekvencésanai, tostarp
par biblioteéku atSkaidis8anu un apkopoSanu, skatiet attiecigaja biblioteku sagatavoSanas komplekta LietoSanas
pamacibas sadala. Klasteru blivuma optimizacija instrumenta NextSeq 550Dx ir obligata.

Biblioteku ievietoSana reagentu kasetné

1

Notiriet 10. rezervuara folijas plombu, kas markéta ar uzrakstu Load Library Here (levietot biblioteku Seit),
izmantojot mazpllksnu salveti.

Caurduriet plombu ar tiru 1 ml pipetes galu.

levietojiet 1,3 ml sagatavoto bibliotéku 10. rezervuara, kas markeéts ar uzrakstu Load Library Here (levietot
biblioteku Seit). 1zdalot bibliotékas, neaiztieciet folijas plombu.
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1. attéls Bibliotéku ievietoSana

Sekvencésanas cikla iestatiSana

1 Piesakieties NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot savu Local Run Manager programmatras paroli.
2 NOS programmatiras ekrana Home (Sakums) atlasiet Sequence (Sekvence).
3  Saraksta atlasiet kadu izpildi un péc tam atlasiet Next (Talak).
Tiek paradrita izpildes iestatiSanas ekranu sérija $ada seciba: Load Flow Cell (levietot plismas $0nu), Load Buffer
Cartridge (levietot buferS8kiduma kasetni), Load Reagent Cartridge (levietot reagentu kasetni) un Pre-run Check
(Pirmsizpildes parbaude).
4 Kad tiek paradits ekrans Load Flow Cell (levietot plismas Sinu), notiriet un péc tam ievietojiet plismas Sanu.
Iznemiet plismas $tnu no folijas iepakojuma.
Atveriet caurspidigo plastmasas gliemezZvaka formas iepakojumu un iznemiet plismas Stnu
NotTriet plismas Sinas stikla virsmu ar nepliksnainu spirta salveti. Nosusiniet stiklu ar mazpliksnu salveti
Parliecinieties, ka plismas Slnas stikla virsma ir tira. Ja nepiecieSams, atkartojiet tirisanu.
Iznemiet izlietoto plasmas Sunu no iepriek3éjas izpildes.
Nolidziniet plismas elementu virs izlidzinaSanas tapam un novietojiet plismas Sunu uz posma.
5 Atlasiet Load (levietot).
Automatiski aizveras durvis, ekrana paradas plismas Sdnas ID un tiek parbauditi sensori.
6 lzpildiet programmatdras noradijumus, lai iztukSotu izlietoto reagentu konteineru, ievietojiet NextSeq 550Dx
buferskiduma kasetni un ievietojiet NextSeq 550Dx reagentu kasetni.
Kad NextSeq 550Dx buferskiduma un reagentu kasetnes ir ievietotas, programmatdra nolasa un ieraksta $o kasetnu
RFID. Buferskiduma kasetnes un reagentu kasetnes ID ir redzami ekrana, un tiek parbaudtti sensori.
7 Kad automatizéta parbaude pirms izpildes ir pabeigta, atlasiet Start (Sakt). (Nav nepiecieSams, ja ir iestatita
automatiska palaiSana.)

8 Kad tie uzsakta izpilde, tiek atvérts sekvencéSanas ekrans. Saja ekrana ir redzama notieko$a izpilde, tostarp
intensitates un kvalitates novértéjumi (Q-scores).

Rezultati

Real-Time Analysis (RTA) ir integréta programmatura, kas veic attélu analizéSanu un bazu noteikSanu, ka arT pieSkir
kvalitates novertéjumu katrai bazei katra sekvencéSanas cikla. Kad primara analize beidzas, atlasitais Local Run
Manager modulis NextSeq 550Dx instrumentd automatiski sak sekundaro analizi. Seit aprakstitie sekundaras
analizes procesi ir paredzéti Germline Variant Module un Somatic Variant Module.

2022. gada maijs Dokuments Nr. 1000000030326 v06 LAV | 8



NextSeq 550Dx instruments

DemultiplekséSana
Qemultipleksééana salidzina katra raditaja nolasijuma sekvenci ar raditaja sekvencém, kas noraditas izpildes sérijai.
Saja darbiba netiek nemtas véra kvalitates veértibas.
Raditaju nolasijumi tiek identificéti, veicot talak noraditas darbibas.
Paraugi tiek numuréti, sakot no 1, seciba, kada tie ir uzskaititi izpildes sérijas veikdanai.
Nulles paraugs (0) ir rezervéts klasteriem, kas netika pieskirti paraugam.

Klasterus pieskir paraugam, ja raditaja sekvence precizi atbilst vai ja katram raditaja nolasijumam pastav ne vairak
ka viena neatbilstiba.

FASTQ faila generéSana
Péc demultipleksé$anas programmatira generé starpposma analizes failus FASTQ format3, kas ir sekvencu
attéloSana izmantots teksta formats. FASTQ failos ir katra lasTjuma paraugi un ar tiem saistitie kvalitates raditaji.
Kopas, kas netika cauri filtram, tiek izslégtas.
Katra FASTQ faila ir lastjumi tikai vienam paraugam, un 8T parauga nosaukums ir ieklauts FASTQ faila nosaukuma.
Modulos Germline Variant un Somatic Variant katram paraugam katra oligo fonda tiek generéti astoni FASTQ faili —
Cetri no 1. lasTjuma un Cetri no 2. lasTjuma. ST izvade rezultéjas 8 FASTQ failos Germline modulim un 16 FASTQ
failos Somatic modulim uz paraugu. FASTQ faili ir galvena salidzinaSanas ievade.

SalidzinaSana
SalidzinaSanas gaita joslotais Smita—\Votermana algoritms salidzina klasterus no katra parauga ar amplikonu
sekvencém, kas noraditas manifestacijas faila.
Smita-Votermana algoritms salidzina pusglobalas sekvences, lai divas sekvencés noteiktu ITdzTgus regionus.
Smita-Votermana algoritms salidzina nevis kopéjo sekvenci, bet visu iespg§jamo garumu segmentus.
Katru para galu nolastjumu novérté, salidzinot ar 81 nolastjuma attiecigajam zondes sekvencém.
1. nolasijums tiek vértéts, salidzinot ar lejupvéersto lokusam raksturigo oligonukleotidu (Downstream Locus-Specific
Oligos — DLSO) atgriezenisko komplementu.
2. nolasijums tiek vértéts, salidzinot ar augSupveérstajiem lokusam raksturigajiem oligonukleotidiem (Upstream
Locus-Specific Oligos — ULSO).
Ja lastjuma sakums atbilst zondes sekvencei ta, ka nav vairak par vienu nesakritibu, viss lastjuma garums tiek
izvietots pret amplikona mérki Sai sekvencei.
Ja nolasiSanas sakums atbilst zondes sekvencei, kura nav vairak ka tris atSkiribas (neatbilstibas vai nobides vadoSo
ievietojumu/deléciju dél), nolasijuma pilnais garums tiek salidzinats ar amplikona mérki Sai secibai.

levietojumi/delécijas DLSO un ULSO robeZas netiek novérotas, nemot véra testa izmantotas kimiskas vielas.
Saldzinajumi tiek izfiltréti no salidzinaSanas rezultatiem, nemot véra neatbilstibas koeficientus intereséjoSaja regiona
vai visa amplikona (atkariba no amplikona garuma). Filtrétie salidzinajumi tiek ierakstiti salidzinaSanas failos ka
nesalidzinati un netiek izmantoti variantu noteikSana.

Varianta noteikSana
Variantu noteicéjs Pisces ir izveidots t3, lai veiktu SNV un indelu variantu noteikSanu no instrumentam sagatavotajam
bibliotekam.

Atskaites un papildu izvades faili

Variantu analizes moduli izveido PDF un ar tabuléSanas rakstzimi atdalitas (*.txt) atskaites, kur ir paraditas tadas
metrikas ka sekvencé$anas dzilums un variantu skaiti. Sie moduli izveido arf izvades failus, pieméram, VCF un
genoma variantu noteikSanas formata (genome Variant Call Format — gVCF) failus variantu noteikSanas
lietojumprogrammam.
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Kvalitates kontroles procediras

NextSeq 550Dx programmatira novérté katru izpildi, paraugu un bazu noteik§anu, salidzinot to ar kvalitates kontroles
metriku. Bibliotekas sagatavosana ir ieteicams izmantot art pozitivas un negativas kontroles, un tas ir nepiecieSams
novértét. Kontroles ir janovérté talak aprakstitaja veida.
- Negativa kontrole (nav veidnes kontrole) vai cita negativa kontrole — tai ir jageneré gaidrtais rezultats.
Ja negativa kontrole generé rezultatu, kas atSkiras no gaidita, iespéjams, ir radusies klida parauga izsekos$ana,
notikusi nepareiza indekséS$anas praimeru registréSana vai piesarnojums.
« Pozitivas kontroles paraugs — tam ir jageneré gaiditais rezultats. Ja pozitiva kontrole generé rezultatu,
kas at8kiras no gaidita, iesp&jams, ir radusies kltda parauga izsekoSana vai ir notikusi nepareiza indekséSanas
praimeru registréSana.

Veiktspéjas raksturlielumi

Veiktspéjas raksturlielumi NextSeq 550Dx instrumentam tika noteikti, izmantojot moduli Germline Variant Module un
Somatic Variant Module ar reagentu komplektu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx un reagentu komplektu

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli), un Sie raksturlielumi tika apstiprinati, izmantojot reagentu
komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli). P&tijumos bija ietverta paraugu indekséSana,
paraugu parneSana, DNS ievade, analitiska jutiba (tuk§a parauga robeza/noteikSanas robeza), akuratums, precizitate,
metozu salidzinajums un reproducéjamiba.

Analitiskie péttjumi, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli),

bija izveidoti ta, lai novértétu apgalvojumus par veiktspéju, kuri iepriek$ bija noteikti ar reagentu komplektu
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Rezultati liecina, ka reagentu komplektiem (v2 un v2.5) ir
salidzinama veiktspéja, izmantojot komplektu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Lai uzzinatu par veiktspé&jas
raksturlielumiem, kas ir saistiti ar pirmsanalizes faktoriem, pieméram, par ekstrakcijas metodém un trauc&joSajam
vielam, skatiet TruSeq Custom Amplicon Kit Dx iepakojuma ieliktni.

Veiktspéjas raksturlielumiem izmantoto aprékinu definicijas

1 Pozitiva procentuala sakritiba (Positive Percent Agreement — PPA) tiek aprékinata ka proporcija no analizes pareizi
zinotajiem lokusiem, kurus standartmetode ir klasific&jusi ka variantus.
(analizes pareizi zinoto variantu lokusu skaits) / (kopé&jais variantu lokusu skaits)
Analizes zinotie variantu lokusi, kuri saskan ar standartmetodi, ir patiesi pozitivi (true positive —TP). Variantu
lokusi, kurus analize zino ka atsauces noteikSanas gadijumus vai ka atSkirigus variantu noteik8anas gadijumus,
ir aplami pozitivi (false negative — FN).
2 Negativa procentuala sakritiba (Negative Percent Agreement — NPA) tiek aprékinata ka proporcija no analizes
pareizi zinotajiem lokusiem, kurus standartmetode ir klasificéjusi ka savvalas tipus.
(analizes pareizi zinoto savvalas tipu lokusu skaits) / (kop€jais savvalas tipu lokusu skaits)
Analizes zinotie savvalas tipu lokusi, kuri saskan ar standartmetodi, ir patiesi negativi (true negative —TN).
Savvalas tipu lokusi, kurus analize ir zinojusi ka variantus, ir aplami pozitivi (false positives — FP).
3 Visparéja procentuala sakritiba (Overall Percent Agreement — OPA) tiek aprékinata ka proporcija no analizes pareizi
zinotajiem lokusiem pret standartmetodi.
((analizes pareizi zinoto variantu lokusu skaits) + (analizes pareizi zinoto savvalas tipu lokusu skaits)) / ((kopé&jais
variantu lokusu skaits) + (kopéjais savvalas tipu lokusu skaits))
4 PPA, NPA un OPA aprékinos nav ieklauti nenoteikSanas gadijumi (kad varianta vai atsauces lokuss neatbilst vienam
vai vairakiem kvalitates filtriem).
5 Autosomu noteik8anas koeficients tiek aprekinats ka filtrus izturéjuSo lokusu kopéjais skaits, dalits ar kopéjo skaitu
poziciju, kuras ir sekvencétas 1.-22. hromosomai; hromosomas X un'Y tiek izslégtas. Saja metrika netiek nemta véra
noteikS8anas sakritiba ar standartmetodi.
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NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) veiktspéja

Paraugu indekséSana

Paraugu indeksu praimeri, kas ir pievienoti bibliotékas sagatavoSanas laika, katrai parauga DNS pieskir unikalu
sekvenci. STs unikalas sekvences |auj vairakus paraugus apvienot viena sekvencé$anas izpildé. Paraugu
indeksé&Sana tiek izmantota gan Germline, gan Somatic darbplismam. ST pétijuma mérkis bija noteikt minimalo (8) un
maksimalo (96) paraugu skaitu, kadu NextSeq 550Dx instruments var apstradat viena sekvencésanas izpildé. Astoni
unikali Platinum Genome paraugi tika testéti ar 12 dazadam indekséSanas praimeru kombinacijam katram paraugam.
Paraugu rezultati no &etram sekvencéSanas izpildém, izmantojot Germline Variant Module, tika salidzinati ar Platinum
Genomes versiju 2016-1.0.

Pirmajai izpilzu kopai 96 unikali indeksétas paraugu bibliotékas tika testétas ar reprezentativu analizi, kura bija
paredzéta dazadu génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes katrai virknei visas 23 cilvéka hromosomas, lai verificétu,
ka analize spéj veikt konsekventu genotipa noteik§anu dotajam paraugam dazadas indekséSanas praimeru
kombinacijas. Otrajai izpilzu kopai astonas unikali indeksétas paraugu bibliotékas tika sekvencétas divas
sekvencésanas izpildés, lai verificEétu minimalo atbalstito indeksu skaitu.

96 indeksu izpildém PPA attieciba uz SNV bija diapazona no 98,7% Iidz 100%, PPA attieciba uz insercijam un
delécijam bija 100%, un NPA bija 100% katrai no 96 indeksu kombinacijam. 8 indeksu izpildéem PPA vértibas bija
100% (SNV, insercijas un delécijas), un NPA bija 100% katrai no astonam indeksu kombinacijam.

Paraugu parneSana

NextSeq 550Dx instruments lauj sekvencét vairakus paraugus un kontroles viena sekvencéSanas izpildé. Tika veikts
pétijums, lai novértétu paraugu parneSanas apjomu viena sekvencésanas izpildé (izpildes robezas) un starp
sekvencésanas izpildém (starp izpildém). Divi Platinum Genome paraugi — viens virieSu un viens sievieSu — tika
testéti ar reprezentativu analizi, kura ir paredzéta dazadu génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes (150 amplikonus)
23 dazadas hromosomas, tostarp abu dzimumu hromosomas. Biblioteku sekvencéSana tika veikta NextSeq 550D x
instrumenta, izmantojot Germline Variant Module. VTrieSu paraugu parneSana uz sievieSu paraugiem tika novérota ka
Y hromosomas amplikona lastjumu klatesamiba sievieSu paraugos.

ParneSanu izpildes robezas var izraisit klasteru generé$anas, indeksu ciklu bazu noteik§anas un paraugu
demultiplekséSanas laika. Lai testétu paraugu paresanu viena sekvencéSanas izpildé, NextSeq 550Dx instrumenta
vienu reizi tika sekvencéts biblioteéku fonds, kur§ sastavéja no katra virieSu un sievieSu parauga 46 replikatiem, plus
Cetram veidnés neesoSam kontrolém. Paraugu pamesana izpildes robezas tika novértéta, katra sieviesu replikata

Y hromosomas amplikonu segumu salidzinot ar visu $aja fonda esoSo virieSu replikatu vidéjo Y hromosomas
amplikonu segumu. Novérotd mediana parnesSanai izpildes robezas bija 0,084%.

Lai testétu paraugu paresanu starp izpildem, tika sagatavoti divi biblioteku fondi, un tie tika péc kartas sekvencéti
viena NextSeq 550Dx instrumenta. Pirmaja fonda bija 46 sievieSu parauga replikati un divas veidné neesoSas
kontroles. Otraja fonda bija 46 virieSu parauga replikati un divas veidné neesoSas kontroles. Abos fondos tika
izmantota ta pati indeksu adapteru kopa. Vispirms tika sekvencéts sievieSu fonds, tad notika sekvencéSanas izpilde
ar virieSu fondu un péc tam vél viena atkartota sekvencéSanas izpilde sievieSu fondam. Paraugu pareSana starp
izpildem tika novértéta, Y hromosomas amplikonu segumu salidzinot starp atbilstoSo sievieSu fonda replikatu
atkartoto izpildi un virieSu fonda izpildi. Novérota mediana parnesanai starp izpildem bija 0,0076%.

DNS ievade

Asinis (Germline)

Asinu DNS ievades diapazons amplikonu komplekta TruSeq Custom Amplicon Kit Dx biblioteékas sagatavoSanai,
izmantojot Germline Variant Module darbplismu, tika izveidots NextSeq 550Dx instrumentam. Sis diapazons tika
novertéts, veicot atSkaidijumu sérijas pétijumu, kur tika izmantoti 13 Platinum Genome paraugi ar reprezentativu
analizi, kura bija paredzéta dazadu génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes 23 dazadas hromosomas. Bibliotéka tika
sekvencéta divos NextSeq 550Dx instrumentos, izmantojot vienu partiju reagentu komplekta NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cikli).
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Pieci paraugi tika testéti divos eksemplaros piecos DNS ievades limenos, diapazona no 250 ng IT1dz 12 ng (250 ng,
100 ng, 50 ng, 25 ng un 12 ng). Astoni paraugi tika testéti ka viens replikats katra no pieciem DNS ievades [Tmeniem.
Lai noteiktu akuratumu, paraugu genotipi tika salidzinati ar Platinum Genomes versiju 2016-1.0. Rezultati tika noteikti
katram ievades ITimenim. PPA katram varianta tipam (SNV, insercijam un delécijam) ir paradita 1. tabula; NPA ir
paradita 2. tabula. Visiem ievades ITmeniem bija I1dziga precizitate. leteicama DNS ievade amplikonu komplektam
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ir 50 ng, ar 25 ng un 100 ng nodroSinot zemako un augstako robezu, lai atbilstu
veiktspéjas raksturlielumiem.

1. tabula PPA rezultati katrai DNS ievadei péc varianta tipa

DNS ievade Varianta Gaiditie TP FN Varianta nenoteikSanas gadijumu skaits PPA
(ng) tips varianti (%)
12 SNV 2412 2381 31 0 98,7
25 2404 8 0 99,7
50 2403 9 0 99,6
100 2412 0 0 100
250 2412 0 0 100
12 Insercija 808 784 3 21 99,6
25 781 5 22 99,4
50 786 2 20 99,8
100 786 0 22 100
250 786 0 22 100
12 Delécija 758 732 12 14 98,4
25 737 7 14 99,1
50 742 2 14 99,7
100 744 0 14 100
250 744 0 14 100
2. tabula NPA katrai DNS ievadei
DNS ievade (ng) TN FP Atsauces nenoteikSanas gadijumi NPA (%)
12 430940 4 26 >99,9
25 430936 0 34 100
50 430936 2 32 >99,9
100 430942 0 28 100
250 430942 0 28 100
FFPE (Somatic)

Formalina fiksétas parafina iegulditas (formalin-fixed paraffin-embedded — FFPE) DNS ievades diapazons amplikonu
komplekta TruSeq Custom Amplicon Kit Dx bibliotékas sagatavo$anai, izmantojot Somatic Variant Module
darbplismu, tika izveidots NextSeq 550Dx instrumentam. DNS ievades diapazons tika novértéts, veicot atSkaidijumu
sérijas pétijumu, kur tika izmantoti tris Platinum Genome paraugi ar reprezentativu analizi, kura bija paredzéta dazadu
génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes 23 dazadas hromosomas. Platinum Genome Sinu IThijas GM12878 un
GM12877 tika fiksétas formalina un iegultas parafina, un péc tam notika DNS ekstrahé$ana. Sanu ITnija GM12878
tika atSkaidita ar GM12877 ta, lai 81 variantam (55 SNV, 10 inserciju un 16 deléciju) varianta alélu frekvences (variant
allele frequency — VAF) bitu pie 0,025, 0,05 vai 0,10. Turklat katram paraugam bija 91 variants ar augstakam
variantu frekvencém, I1dz pat 1,0 VAF. Paraugi tika apstradati divos eksemplaros, piecos DNS ievades Iimenos, un
vidéjais deltas kvantitativais cikls (delta quantitative cycle — dCq) bija 2,1, 3,6, 4,6, 6,0 un 7,8, ka izmérits ar
komplektu TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE QC Kit. Katra biblioteka tika sekvencéta divos NextSeq 550Dx
instrumentos, izmantojot divas partijas reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Lai
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noteiktu akuratumu, paraugu variantu noteik§ana tika salidzinata ar Platinum Genomes versiju 2016-1.0. PPA katram
varianta tipam (SNV, insercijam un delécijam) ir paradita 3. tabula; NPA ir paradita 4. tabula. leteicama DNS ievade
variantiem pie 0,05 VAF vai augstakam ir dCq <4, ar 4,6 nodroSinot zemaku robezu, lai atbilstu veiktspéjas

raksturlielu

miem.

3. tabula PPA rezultati katrai DNS ievadei péc varianta tipa

Vidéjais
dCq

2,1
3,6
4,6
6,0
7,8
2,1
3,6
4,6
6,0
7,8
2,1
3,6
4,6
6,0
7,8

Varianta

tips

SNV

Insercija

Delécija

4. tabula NPA katrai DNS ievadei

Vidéjais
dCq

21
3,6
4,6
6,0
7,8

2022. gada maijs

Gaidttais
savvalas tips

93688

Gaiditie Netiek
varianti gaidita
noteikSana
808 Nav
attiecinams.
264 8
304 16
0,025
Atsauces

nenoteikSanas gadijumi

344
400
1308
3900
3020

0,025

Varianta
nenoteikSanas
gadijumu
skaits

196
250
251
257
254
66
62
48
40
57
58
80
65
78
76

NPA
(%)

100

100

100
>99,9
>99,9

Mérka atSkaidijjuma VAF

0,05
PPA Varianta
(%) nenoteikSanas
gadijumu
skaits
100 0
99,3 4
94,6 51
65,3 213
69,3 185
96,5 8
97,0 8
96,3 21
80,4 47
87,0 56
100 16
100 16
95,4 28
74,8 105
75,0 79

Mérka atSkaidtjuma VAF

0,05
Atsauces NPA
nenoteikSanas (%)
gadijumi
260 100
332 100
1336 100
3296 >99,9
2880 >99,9

Dokuments Nr. 1000000030326 v06 LAV

0,10
PPA Varianta
(%) nenoteikSanas
gadijumu
skaits
100 0
100 0
99,2 5
91,4 100
90,7 100
100 8
100 8
100 8
98,2 24
96,2 31
100 16
100 16
100 16
94,0 36
95,1 57
0,10
Atsauces
nenoteikSanas
gadijumi
324
380
784
2996
2448

PPA
(%)

100
100
100
100
100
100
100
100
95,8
100
100
100
100
100
98,8

NPA
(%)

100
100
100
100
>99,9
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Analttiska jutiba (tuk$a parauga robeza [LoB] un noteikSanas robezZa [LoD])

Sis pétijums tika veikts, lai novértétu tuk§a parauga robezu (Limit of Blank — LoB) un noteikanas robezu (Limit of
Detection — LoD) modulim Somatic Variant Module NextSeq 550Dx instrumenta. Tas tika veikts, izmantojot
reprezentativu analizi, kura ir paredzéta dazadu génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes 23 dazadas hromosomas.
Platinum Genome $iinu ITnijas GM12878 un GM12877 tika fiksétas formalina un iegultas parafina, un péc tam notika
DNS ekstrahé$ana. Stnu ITnija GM12878 tika at$kaidita ar GM12877 t4, lai 74 variantam (53 SNV, 7 inserciju un 14
deléciju) varianta frekvences bitu 0,05 + 0,02. Sanu Iinija GM12877 un atSkaidita GM12878 (GM12878-D) tika
testétas seSas dienas péc kartas, izmantojot vienu instrumentu, parmainus izmantojot divas reagentu komplekta
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) partijas, kopa veicot se$as sekvencé$anas izpildes. Saja
testa katrai reagentu partijai tika izmantoti 60 replikati katram variantam $tnu ITnija GM12878-D un 72 replikati katrai
atbilstoSajai savvalas tipa koordinatei Sanu ITnija GM12877. LoB un LoD tika aprékinati, izmantojot klasisko pieeju,
kas noradita CLSI EP17-A2, izmantojot neparametrisko iespéju. LoB un LoD tika aprékinati SNV, ievietojumiem un
dzésumiem atseviski, apvienojot variantu frekvences dotajam varianta tipam. | tipa kloda bija definéta ka 0,01, un

I tipa k|Gda bija definéta ka 0,05.

RobeZai LoB apkopotas variantu frekvences tika sakartotas no zemakas uz augstako, un katram varianta tipam tika
aprékinata 99. ranga pozicija katrai reagentu partijai (5. tabula). Lai noteiktu kvalitativo variantu noteik§anu, modulis
Somatic Variant Module izmanto robezveértibu (faktisko LoB) 0,026 VAF. Aprékinata LoB apstiprinaja, ka 31s
robezvertibas radita | tipa klida neparsniedz 0,01.

5. tabula Tuk$a parauga robeza

Varianta tips Kopéjie novéerojumi LoB 1. reagenta partija (%) LoB reagenta 2. partija (%)
SNV 3816 0,77 0,77
Insercija 504 0,56 0,56
Delécija 1008 1,20 1,20

Robezai LoD tika aprékinats katras reagentu partijas atseviSkas mutacijas frekvences procentudlais daudzums
katram variantu tipam, kas ir zemaks par robezvértibu 0,026 (6. tabula). Ta ka procentualais daudzums bija mazaks
par 5% Il tipa kladu (0,05), kombinéto variantu frekvenéu mediana tika aprékinata ka LoD (6. tabula). Katra varianta
tipa LoD tika pienemta ka lielaka no abam vértibam, kas aprékinatas abam reagentu partijam — 4,97% attieciba uz
SNV, 5,12% insercijam un 5,26% delécijam.

6. tabula NoteikSanas robeza

Reagentu Varianta Kopéjie VAF mérijumu % no VAF NoteikSanas robeza
partija tips noverojumi skaits meérijjumiem (%)
<2,6% <2,6%

1 SNV 3180 53 1,7 4,94

Insercija 420 6 1,4 5,08

Delécija 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97

Insercija 420 5 1,2 5,12

Delécija 840 7 0,80 5,26
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Precizitate

Germline

Talak aprakstitais pétijums tika veikts, lai novértétu Germline Variant Module variantu noteikSanas precizitate
NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Trispadsmit unikali
Platinum Genome paraugi tika testéti, izmantojot reprezentativu analizi, kas ir paredzéta dazadu génu mekléSanai,
aptverot 12 588 bazes (150 amplikonus) 23 dazadas hromosomas. Kopa tika veiktas devinas izpildes, izmantojot tris
sekvencésanas instrumentus, tris reagentu partijas un tris operatorus piecas saksanas diends. Akuratums attieciba
uz SNV, insercijam un delécijam tika noteikts, rezultatus salidzinot ar labi izpétitu kompozitu standartmetodi,
Platinum Genomes versiju 2016-1.0. Ja vien nav noradits citadi, parliecino$ie genoma regioni tika definéti,
pamatojoties uz So standartmetodi.

7. tabula Germline sakritibas kopsavilkums

Kritériji Kopéjie novérojumi’ Novérotais rezultats? Izpildes rezultats®
PPA attieciba uz SNV 819 98,7 >99,9

PPA insercijam 819 95,0 98,9

PPA delécijam 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9

1Aprél§inéts ka paraugu skaits viena izpildé (91) x izpilzu skaits (9) = 819.
2Viszemaka noveérota vértiba péc parauga replikata visas 9 izpildés.
3Viszemaka vértiba, kad dati no katras izpildes tiek analizéti apkopota veida.

8. tabula ir pétijuma dati, kas ir paradrti ar pozitivo un negativo procentualo sakritibu katram paraugam, kur varianta
rezultati tiek salidzinati ar Platinum Genomes versiju 2016-1.0 PPA aprékiniem. Tris variantu tipi (SNV, insercijas un
delécijas) ir kombinéti. Ta ka standartmetode nodroSina rezultatus tikai atsevisSkiem nukleotidu variantiem un
insercijam/delécijam, nevarianta bazu rezultati tiek salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences uzbivi hg19
NPA aprékiniem.

8. tabula Germline sakritiba katram paraugam

Vidéjais Gaiditie Varianta
Paraugs r_mteikéanas varianti® TP FN nengteik§ana_s TN FP = PPA NPA OPA

atrums gadijumu skaits
NA12877 | >99,9 4788 4788 | 0 0 756762 | O 100 100 100
NA12878 & >99,9 8505 8379 | 1 125 751464 | 0 >99,9 | 100 >99,9
NA12879 | >99,9 6048 5985 5 58 757701 | O 99,9 100 >99,9
NA12880 @ >99,9 6993 6930 0 63 757638 | 0 100 100 100
NA12881 & >99,9 7875 7811 | 3 61 751653 | 0 >99,9 = 100 >99,9
NA12882 @ >99,9 6300 6174 | 3 123 754803 | 0 >99,9 | 100 >99,9
NA12883 | >99,9 7119 7056 | 0O 63 751905 | O 100 100 100
NA12884 = >99,9 7182 7119 | 6 57 754146 | 0 99,9 100 >99,9
NA12885 & >99,9 7686 7560 | 2 124 754173 | 0 >99,9 = 100 >99,9
NA12886 @ >99,9 7245 7182 | 7 56 752469 | 0 99,9 100 >99,9
NA12887 & >99,9 7119 7119 0 0 750645 | 0 100 100 100
NA12888 & >99,9 6804 6804 0 0 756065 | 0 100 100 100
NA12893 | >99,9 7434 7371 1 62 750015 | O >99,9 = 100 >99,9

1 Kopéjais variantu skaits visos paraugu replikatos 9 izpildés.
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9. tabula ir pétijuma dati, kas ir paraditi attieciba uz katru paraugu, kur variantu rezultati tiek salidzinati ar labi izpétito
kompozito standartmetodi. NoteikSana tiek vértéta katram variantu tipam — SNV, ievietojumiem un dzésumiem —
atseviski. Atsauces pozicijas nav ieklautas.

9. tabula Germline sakritiba katram paraugam péc varianta tipa

SNV Insercijas Delécijas
>Paraugs >Gaiditais >TP >FN >Gaiditais >TP >FN Gaiditais TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
NA12878 5733 5733 0 1260 1197 1 1512 1449 0
NA12879 3591 3591 0 1323 1260 5 1134 1134 0
NA12880 4221 4221 0 1512 1512 0 1260 1197 0
NA12881 4914 4913 1 1512 1449 2 1449 1449 0
NA12882 3717 3717 0 1386 1323 3 1197 1134 0
NA12883 4284 4284 0 1449 1449 0 1386 1323 0
NA12884 4284 4284 0 1575 1512 6 1323 1323 0
NA12885 4725 4725 0 1575 1512 2 1386 1323 0
NA12886 4347 4347 0 1449 1386 7 1449 1449 0
NA12887 4284 4284 0 1323 1323 0 1512 1512 0
NA12888 4158 4158 0 1449 1449 0 1197 1197 0
NA12893 4599 4599 0 1386 1323 1 1449 1449 0

Paraugi tika talak analizéti, lai noteiktu mazas insercijas un delécijas (indelus). Visparéjais kopsavilkums ir paradits
10. tabula. Pavisam bija 71 indels, un $o indelu lielums bija diapazona 1-24 bp insercijam un 1-25 bp delécijam.

10. tabula Kopsavilkums par Germline indelu noteikSanu

Varianta tips Gaiditie varianti TP FN Varianta nenoteikSanas gadijumu skaits PPA
Insercija 18522 18018 27 477 99,9
Delécija 17388 17073 0 315 100
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Reprezentativa analize sastavéja no 150 amplikoniem, kas bija paredzéti, lai aptvertu daudzveidigu genoma saturu. Amplikonu GC saturs bija diapazona
0,19-0,87. Amplikoniem bija arT virkne atseviSku nukleotidu (pieméram, PolyA, PolyT), dinukleotidi un trinukleotidu atkartojumi. Dati tika apkopoti uz viena
amplikona bazes (11. tabula), lai noteiktu genoma satura ietekmi uz pareizas noteik§anas procentualo daudzumu. Pareizas noteik§anas procentualais
daudzums sastav no varianta un atsauces noteikSanas gadijumiem, un, ja pastav nepareizas noteikSanas vai nenoteikSanas gadijumi, tas ir mazaks par 100%.

11. tabula Germline amplikona limena akuratums

ol romo-  Arlona Ampiona W6 O prghona G0 PRI NS askiaras P
kons soma sakums beigas lielums RS genoma saturs saturs e ECATT gadijumi R
1 1 36450499 36450591 93 93 Indels 0,22 76167 0 0 100
2 1 109465122 | 109465200 @ 79 79 Poly A (5), Poly C 0,38 64701 0 0 100
(5), indels
3 1 218353867 | 218353957 & 91 91 Indels 0,4 74529 0 0 100
4 1 223906657 | 223906748 @ 92 92 Indels 0,49 75348 0 0 100
5 1 228526602 | 228526682 & 81 81 Poly G (5) 0,69 66339 0 0 100
6 1 236372039 | 236372108 @ 70 70 Poly T (10), indels | 0,39 57330 0 0 100
7 1 247812041 | 247812128 | 88 88 PolyA (5), CT(3), | 0,27 72072 0 0 100
TAA(3), indels
8 2 55862774 55862863 90 90 Indels 0,28 73710 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indels 0,38 65520 0 0 100
10 2 177016721 | 177016805 | 85 81 Nav 0,65 66339 0 0 100
11 2 186625727 & 186625801 @ 75 75 Poly A (8) 0,35 61425 0 0 100
12 2 190323504 | 190323591 | 88 88 Poly T (5) 0,42 72072 0 0 100
13 2 200796740 | 200796826 & 87 87 Poly T (5), indels 0,31 71253 0 0 100
14 2 212245049 | 212245139 | 91 91 Poly T (5), Poly A 0,3 74529 0 0 100
(6), indels
15 2 228147052 | 228147144 @ 93 93 Indels 0,43 76167 0 0 100
16 2 235016350 | 235016422 | 73 73 Poly T (5), indels 0,42 59787 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indels 0,27 74823 0 1344 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 Nav 0,43 67977 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indels 0,49 57330 0 0 100
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Ampli-  Hromo-
kons soma
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21 3
22 4
23
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24
25
26
27
28
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31
32
33
34
35
36
37
38
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39
40
41
42
43
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Amplikona
sakums

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
74077114
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076

Amplikona
beigas

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148

Analizéta
fragmenta
lielums

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
08

95
86
95
91
73

Bazes
parliecinoSos
regionos

88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91
75
102
92
94
098

95
86
94
91
73

Amplikona
genoma saturs

Poly A (5), Poly T
(5), Poly A (9),
TG(3)

Indels
Poly A (6)

Poly G (6), Poly T
(5), PolyA (5)

Nav

Poly A (5), indels
Poly A (5)

Poly A (7), indels
Nav

GT(3), CCA(3)
Nav

Poly A (6), indels
Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indels

Poly G (6)

Indels

GCT(5), indels

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

Indels

Poly C (6)

Poly G (5), indels
Poly A (5)

Nav

GC
saturs

0,41

0,57
0,26
0,42

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

0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

0,53
0,7

0,61
0,44
0,44

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
72072

60543
63882
79443

63882
50778
56511
50778
61425
68796
52416
67977
54873
74529
61425
83538
75348
76608
80262

77805
70434
76986
74529
59787

Nepareizas

- % pareizu
NenoteikSanas P

noteikSanas noteikSanas

gadijumi

0

o

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

O O o o o

gadijumi SRR

0 100

63 99,9
0 100
100

o

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
378 99,5
0 100

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

100
100
100
100
100

o o o o o
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Ampli-
kons
44

45

46

47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68

Hromo-
soma

® |~ ~ N NN NN

© |l ©|© ©|

10
10
10

10
10
10
10
11
11
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Amplikona
sakums
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648

Amplikona
beigas
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717

Analizéta
fragmenta
lielums

88
87
85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79
98
79
90

95
89
80
81
97
70

Bazes
parliecinoSos
regionos

88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78
91
79
90

95
88
80
81
96
70

Amplikona
genoma saturs
Indels

Poly A (7), AG(4)
Indels

Poly G (5), indels

Poly G (6), PolyC
(6), indels

Nav
Indels
Nav

PolyG (7),CTC
(4), indels

Indels

Poly G (6)

Indels

Nav

AT(3)

Poly C (6), indels
Poly G (5), indels
GC(3)

Poly T (5)

Poly A (5), Poly T
(5)

Indels

AC(11), indels
Nav

Nav

Nav

Indels

GC
saturs
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
0,47
0,87
0,3

0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
72072
71253
69615
73710

74529

54054
76167
67977
72171

54873
80262
53235
78624
67977
79443
63882
74529
64701
73710

77805
71747
65520
66339
78624
57330

Nepareizas

- % pareizu
NenoteikSanas P

noteikSanas noteikSanas

gadijumi

0

0
0
0
0

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

O O o o o o

gadijumi SRR

100
100
100
100
100

o o o o o

o

100
0 100
0 100
720 99,0

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

O O O O o o o o o o

0 100
325 99,5
100
100
100
100

o o o o
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Ampli-
kons
69

70

71

72

73

74

75

76

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93

Hromo-
soma
11

11

11

11

11

11

11

11

11
12
12
12
12
12
13
13

13
13
14
14
14
14
14
14
14
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Amplikona
sakums
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496

Amplikona
beigas
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589

Analizéta
fragmenta
lielums

100
62
102
73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94

Bazes
parliecinosos
regionos
100

62

102

73

85

91

85

85

85
84
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72
81
91
66
94

Amplikona
genoma saturs
Nav

Indels

Nav

Poly A (5)

Nav

Poly G (6)

Indels

Poly A (5), CA(3),

indels

GA(3)

Poly C (5), indels
Poly A (7), AC(4)
Nav

Poly A (6)

Poly G (5)

Nav

Poly A (5), Poly T
(7), Poly A (7),
indels

Indels

Indels

GA(3), TA(3)
Nav

Poly T (5), indels
Indels

Indels

Poly A (5)

Indels

GC
saturs
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
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
81900
50778
83538
59787
69615
74529
69615
69615

69615
68796
76167
66339
58149
77805
59787
72072

72891
63063
54873
67977
58642
66339
74529
54054
76986

Nepareizas

- % pareizu
NenoteikSanas P

noteikSanas noteikSanas

gadijumi

0
0
0
0
0
0
0
0

O O O O o o o o

O O O o o o o o o

gadijumi SRR

100
100
100
100
100
100
100
100

O O O o o o o o

100
100
100
100
100
100
100
100

O O O O o o o o

100
100
100
100
326 99,4
100
100
100
100

o o o o

o o o o
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Ampli-
kons soma
94 15
95 15
96 15
97 15
98 15
99 15
100 15
101 16
102 16
103 16
104 16
105 16
106 17
107 17
108 17
109 17
110 17
111 17
112 17
113 17
114 17
115 17
116 17
117 18
118 18

2022. gada maijs

Hromo-

Amplikona
sakums
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478

Amplikona
beigas
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568

Analizéta
fragmenta
lielums

98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91

Bazes
parliecinoSos
regionos

96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91

Amplikona
genoma saturs
Poly C (5)

Indels

Poly G (5), indels
Poly T (6)

Indels

Nav

Indels

Nav

Poly C (5)

TA(3)

Poly C (5)

Poly T (5), indels
GC(3)

Poly C (5), indels
Indels

Indels

Poly T (5)

Poly A (13), indels
(x2)

Poly A (5)

Poly A (7), AT(3),
AT(4), AT(4),
indels

Indels
Poly T (7)
GAG(3)
GA(3)

Nav

GC
saturs
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29

0,34
0,26

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

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
78624
55692
76167
77805
58149
74529
57330
51597
77805
71253
85176
74529
72891
71247
74529
76167
72891
66343

74529
75348

64413
70434
68796
54873
74529

Nepareizas
noteikSanas
gadijumi

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

27

O o o o o

% pareizu
noteikSanas
gadijumu

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
788 98,8

NenoteikSanas
gadijumi

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

0 100
0 100

288 99,6
100
100
100
100

o o o o
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Ampli-
kons
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143

Hromo-
soma
18
18
18
18
18
19

19

19
20
20
20
20

20
20
20
20
21
21
21
21

21

22
22
22
22

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596

Amplikona
beigas
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694

Analizéta
fragmenta
lielums

69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99

Bazes
parliecinoSos
regionos

69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99

Amplikona
genoma saturs
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indels
CTC(3), indels
CT(3), indels
Nav

Nav

Nav

Nav

Nav

AC(3)

CT(3)

GT(3), TG(4),
indels

Indels

Indels

Poly G (6)

Indels

Indels

Poly T (6), CA(3)
GT(3), indels

Poly A (6), AG(3),
indels

Poly T (5), Poly A
(6)

Indels

Nav

Indels

Nav

GC
saturs
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

0,5

0,63
0,68
0,46
0,6

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
56511
61425
66339
69615
53235
81081
60605
57330
76986
67158
62244
57330

82719
54873
72072
71253
54054
80262
71253
56439

73710

81900
79443
79443
81081

Nepareizas

- % pareizu
NenoteikSanas P

noteikSanas noteikSanas

gadijumi

0
0
0
0
0
0

O O o o o

O O O O o o o o

o

o o o o

gadijumi SRR

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

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

100
100
100
100
100
100
100
72 99,9

o o o o o oo

0 100

100
100
100
100

o o o o
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Ampli-  Hromo-
kons soma
144 22

145
146
147
148
149
150

< < </ X X X

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikona
beigas
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Analizéta
fragmenta
lielums

92
69
69
71
65
91
71

Bazes
parliecinoSos
regionos

92
69
69
71
0
0
0

Amplikona
genoma saturs
Indels

Poly T (5)

Poly C (5)

Nav

Nav

Nav

Poly A (5)

GC
saturs
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Pareizas
noteikSanas
gadijumi
75348
56511
56511
58149

0

0

0

Nepareizas

- % pareizu
NenoteikSanas P

noteikSanas noteikSanas

gadijumi

O O o o o o o

gadijumi SRR

100
100
100
100
Nav

Nav

O O o o o o o

Nav

Dokuments Nr. 1000000030326 v06 LAV
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Parauga NA12878 Sinu ITnijai sekvencéSanas rezultati tika saltdzinati ar loti parliecinoSu genotipu NA12878
genomam, ko noteica Nacionalais standartu un tehnologijas institlts (NIST) (v.2.19). No 150 amplikoniem

92 amplikoni bija pilntba ieklauti |oti uzticamajos genoma regionos, 41 amplikonam bija dal&ja parklasanas un

17 amplikoniem NIST sekvencé nebija parklaSanas. Rezultata salidzinaSanai tika iegitas 10 000 koordinates katra
replikata. Nevariantu bazu noteikSanas gadijumi tika salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences uzbivi hg19.
Akuratuma rezultati ir paraditi 12. tabula.

12. tabula NA12878 parauga Germline sakritiba ar NIST datubazi

Paraugs Amplikonu Videjais noteikSanas atrums TP FN TN FP  PPA NPA OPA
skaits
NA12878 133 >99,9 6552 1 610470 0 >99,9 100 >99,9

Pamatojoties uz ST devinu izpilzu Germline pétijuma sniegtajiem datiem, NextSeq 550Dx instruments spéj
konsekventi sekvenceét talak noraditos paraugus.

GC saturs 2 19% (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos ar 19% GC saturu tika noteiktas pareizi,
un nenoteikSanas koeficients bija 0,6%)

GC saturs < 87% (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos ar 87% GC saturu tika noteiktas pareizi,
un nebija neviena nenoteikSanas gadijuma)

PolyA garumi <9 (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija devinu nukleotidu PolyA
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nebija neviena nenoteikSanas gadijuma)

PolyT garumi < 10 (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija desmit nukleotidu PolyT
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nebija neviena nenoteikSanas gadijuma)

PolyG garumi <7 (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija septinu nukleotidu PolyG
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 1,0%)

PolyC garumi <6 (visas noteiktas bazes 2457 sekvencétajos amplikonos, kuros bija seSu nukleotidu PolyC
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nebija neviena nenoteikSanas gadijuma)

Dinukleottdu atkartojumu garumi < 11x (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija

11x nukleotidu atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteik3anas koeficients bija 0,5%)

TrinukleotTdu atkartojumu garumi < 5x (visas noteiktas bazes 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija 5x
trinukleotidu atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 0,5%)

Inserciju garumi < 24 (66343 no 66370 noteiktajam bazeém 819 sekvencétajos amplikonos, kuros bija

24 nukleotTdu insercija, tika noteiktas pareizi, un nenoteikS8anas koeficients bija 1,2%; regiona, kur bija

24 nukleotidu insercija, nebija neviena nepareizas noteikSanas gadijuma)

Deléciju garumi < 25 (visas noteiktas bazes 2457 sekvencétajos amplikonos, kuros bija 25 nukleotidu delécija,
tika noteiktas pareizi, un nebija neviena nenoteikSanas gadijuma)

Somatic
Seit aprakstitais pétijums tika izmantots, lai novértétu Somatic Variant Module variantu noteik$anas akuratumu
NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli).

Saja pétijuma tika izmantota reprezentativa analize, kura ir paredzéta dazadu génu meklé$anai, aptverot 12 588 bazes
(150 amplikonus) 23 dazadas hromosomas. No blokiem, kas bija apstradati ar FFPE, tika ekstrahéta Platinum
Genome DNS, lai generétu seSus unikalus paraugus, ko novértét $aja pétijuma.

Parauga GM12877 DNS tika atSkaidita ar parauga GM12878 DNS, lai izveidotu GM12877-D5 un GM12877-D7 ka
unikalu heterozigotisku variantu kopu ar variantu frekvencém pie 5% un 7%. Parauga GM12878 DNS tika IT1dzigi
atSkaidita ar parauga GM12877 DNS, lai izveidotu GM12878-D5 un GM12878-D7. Katrs paraugs tika testéts tris
eksemplaros, iznemot atSkaiditos paraugus, kuri tika testéti seSos replikatos. Kopa tika veiktas devinas izpildes,
izmantojot tris sekvencé$anas instrumentus, tris reagentu partijas un tris operatorus piecas saksanas dienas.
Akuratums attieciba uz SNV, insercijam un delécijam tika noteikts, rezultatus salidzinot ar labi izpétitu kompozitu
standartmetodi, Platinum Genomes versiju 2016-1.0. Uzticami genoma regioni tika definéti, pamatojoties uz $o
atsauces metodi, ja vien nav noradits citadi.
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13. tabula Somatic sakrifibas kopsavilkums

Kriteriji

PPA attieciba uz SNV

PPA insercijam
PPA delécijam
NPA
OPA

Kopéjie novérojumi’

378
378
378
378
378

" Aprakinats ka paraugu skaits viena izpildé (42) x izpilzu skaits (9) = 378.

2Viszemaka novérota vértiba péc parauga replikata visas 9 izpildés.
3Viszemaka vértiba, kad dati no katras izpildes tiek analizéti apkopota veida.

Novérotais rezultats?

98,9
96,9
97,1
>99,9
>99,9

Izpildes rezultits®
99,9

99,9

99,9

>99,9

>99,9

14. tabula ir pétijuma dati, kas ir paraditi ar pozitivu un negativu procentualo sakrittbu katram paraugam, kur varianta

rezultati tiek saltdzinati ar iedobei raksturigo kompozito standartmetodi PPA aprékiniem. Tris variantu tipi (SNV,

insercijas un delécijas) ir kombinéti. Ta ka standartmetode nodroSina rezultatus tikai atseviskiem nukleotidu
variantiem un insercijam/delécijam, nevarianta bazu rezultati tiek salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences
uzbadvi hg19 NPA aprékiniem.

14. tabula Somatic sakritiba katram paraugam

Paraugs

GM12877
GM12878
GM12879
GM12884
GM12885
GM12888
GM12877-D5
GM12877-D7
GM12878-D5
GM12878-D7

Vidéjais
noteikSanas
atrums
98,7
98,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,7
99,5
99,7

Gaiditais

2052
3645
2592
3078
3294
2916
9288
9288
9288
9288

TP

2025
3564
2538
3024
3213
2889
8930
9032
8699
9108

O o o o|lo o|lo|lo =
4

IS
N

Varianta

nenoteikSanas TN
gadijumu skaits

27 318682
81 317645
54 323614
54 322038
81 322121
27 323048
358 630621
256 629719
547 628582
180 629803

FP PPA NPA
15 | 100 | >99,9
0 100 | 100
2 | 100  >999
5 | 100  >999
0 | 100 | 100
2 100  >999
0 | 100 | 100
0 100 | 100
0 | 995 100
0 100 | 100

OPA

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

15. tabula ir pétijuma dati, kas ir paraditi attiectba uz katru paraugu, kur variantu rezultati tiek salidzinati ar labi
izpétito kompozito standartmetodi. NoteikSana tiek vértéta katram variantu tipam — SNV, ievietojumiem un
dzésumiem — atseviSki. Atsauces pozicijas nav ieklautas.

15. tabula Somatic sakritiba katram paraugam péc varianta tipa

Paraugs
GM12877
GM12878
GM12879
GM12884
GM12885
GM12888
GM12877-D5
GM12877-D7

2022. gada maijs

SNV
Gaiditais

999

2457
1539
1836
2025
1782
5454
5454

TP
999
2457
1539
1836
2025
1782
5392
5406

O O O O o o o o

FN

Insercijas Delécijas

Gaiditais TP FN Gaidttais TP
567 567 0 486 459
540 513 0 648 594
567 540 0 486 459
675 648 0 567 540
675 648 0 594 540
621 621 0 513 486
1782 1647 0 2052 1891
1782 1728 0 2052 1898

Dokuments Nr. 1000000030326 v06 LAV
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SNV Insercijas

Paraugs Gaiditais TP FN Gaiditais
GM12878-D5 5454 5192 28 1782
GM12878-D7 5454 5445 0 1782

Sie desmit paraugi tika talak analizéti, lai noteiktu mazas insercijas un delécijas (indelus) (16. tabula). Pavisam bija

TP
1651
1719

Delécijas
FN Gaiditais TP FN
9 2052 1856 5
0 2052 1944 0

71 indels, un 3o indelu lielums bija diapazona 1-24 bp insercijam un 1-25 bp delécijam.

16. tabula Kopsavilkums par Somatic indelu noteik§anu

Varianta tips Gaiditie varianti TP FN Varianta nenoteikSanas gadijumu skaits PPA
Insercija 10773 10282 9 482 99,2
Delécija 11502 10667 5 830 >99,9

2022. gada maijs
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150 amplikoni bija izveidoti ta, lai aptvertu dazadu genoma saturu. Amplikonu GC saturs bija diapazona 0,19-0,87%. Amplikoniem bija arT virkne atsevisku

nukleotidu (pieméram, PolyA, PolyT), dinukleotidu un trinukleotidu atkartojumu. Dati tika apkopoti uz viena amplikona bazes (17. tabula), lai noteiktu genoma

satura ietekmi uz pareizas noteikSanas procentualo daudzumu. Pareizas noteik§anas procentualais daudzums sastav no varianta un atsauces noteik§anas

gadijumiem, un, ja pastav nepareizas noteikSanas vai nenoteikSanas gadijumi, tas ir mazaks par 100%.

17. tabula Somatic amplikona Iimena akuratums

Ampli-
kons

1
2

o O~ W

10
11
12
13

14

15
16

Hromo-
soma

1
1

N NN N NN

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052
235016350

Amplikona
beigas
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826

212245139

228147144
235016422

Analizeta
fragmenta
lielums

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

93
73

Bazes
parliecinosos
regionos

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87

91

93
73

Amplikona
genoma
saturs

Indels

Poly A (5),
Poly C (5),
indels

Indels
Indels
Poly G (5)

Poly T (10),
indels

Poly A (5),
CT(3), TAA
(3), indels

Indels
Indels
Nav
Poly A (8)
Poly T (5)

Poly T (5),
indels
Poly T (5),
Poly A (6),
indels
Nav

Poly T (5),
indels

GC
saturs
0,22
0,38

0,4

0,49
0,69
0,39

0,27

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

0,3

0,43
0,42

Pareizas
noteikSanas
gadijumi

35066
29827

34202
34613
30571
26452

33148

33928
30218
30616
28017
33207
32524

33972

35051
27459

Nepareizas

NenoteikSanas

noteikSanas

gadijumi gadijumi
0 88
0 35
0 283
0 163
0 47
0 8

0 116
0 92
0 22
0 2

0 499
0 57
9 718
0 456
0 103
0 136
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% pareizu
noteikSanas
gadijumu

99,7
99,9

99,2
99,5
99,8
100,0

99,7

99,7
99,9
>99,9
98,3
99,8
97,8

98,7

99,7
99,5
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Ampli- Hromo-
kons soma
17 3
18 3
19 3
20 3
21 3
22 4
23 4
24 4
25 4
26 4
27 4
28 5
29 5
30 5
31 5
32 5
33 5
34 5
35 6
36 6

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

41069808
74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983

Amplikona
beigas
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074

Analizeta
fragmenta
lielums

93
83
70
88

75
78
97

78
66

71
62

78
84

64
83

67
91
75
102
92

Bazes
parliecinosSos
regionos

93
83
70
88

74
78
97

78
62

69
62

75
84

64
83

67
91
75
102
92

Amplikona
genoma
saturs

AT(3), indels
Nav
CT(3), indels

Poly A (5),
Poly T (5),
Poly A (9),
TG(3)

Indels
Poly A (6)

(

Poly G (6),
Poly T (5),
Poly A (5)

Nav

Poly A (5),
indels

Poly A (5)

Poly A (7),
indels

Nav

GT(3), CCA
(3)
Nav

Poly A (6),
indels

Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indels

Poly G (6)

Indels

GC
saturs
0,27
0,43
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78
0,62

0,39
0,3

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

Pareizas
noteikSanas
gadijumi

34534
31339
26373
32829

27925
29327
36585

29427
23356

25942
22944

28299
31658

24120
31297

25277
34308
28266
38489
34730

Nepa.revlzas NenoteikSanas
noteikSanas adiiumi
gadijumi gady
0 620
0 44

0 87

0 857
0 47

4 162
0 117
0 57

5 75

0 140
0 560

0 53

0 94

0 72

0 77

0 55

0 90

0 163
0 67

0 46
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% pareizu
noteikSanas
gadijumu

98,2
99,9
99,7
97,5

99,8
99,4
99,7

99,8
99,7

99,5
97,6

99,8
99,7

99,7
99,8

99,8
99,7
99,4
99,8
99,9
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Ampli- Hromo-
kons soma
37 6
38 6
39 6
40 6
41 6
42 6
43 7
44 7
45 7
46 7
47 7
48 7
49 7
50 7
51 8
52 8
53 8
54 9
55 9
56 9

2022. gada maijs

Amplikona
sakums

31084900

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625

103054909
105586150
107620823

Amplikona
beigas

31084999

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691

103055006
105586214
107620918

Analizeta
fragmenta
lielums

100

98

95
86
95

91
73
88
87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96

Bazes
parliecinosSos
regionos

94

98

95
86
94

91
73
88
87

85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96

Amplikona
genoma
saturs

GCT(5),
indels

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

Indels

Poly C (6)

Poly G (5),
indels

Poly A (5)
Nav
Indels

Poly A (7),
AG(4)

Indels

Poly G (5),
indels

Poly G (6),
Poly C (6),
indels

Nav
Indels
Nav

Poly G (7),
CTC(4),
indels

Indels
Poly G (6)
Indels

Nav

GC
saturs

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

Pareizas
noteikSanas
gadijumi

35057

36647

35681
32438
35441

34354
27575
33060
32423

32074
33791

34316

24901
35067
31365
32781

25228
36968
24472
36203

Nepa.revlzas NenoteikSanas
noteikSanas adiiumi
gadijumi gady
0 483
0 406
0 238
0 70

0 91

0 44

0 28

0 213
0 489
0 56

0 281

0 82

0 47

0 87

0 9

0 890

0 146
0 76

0 100
0 85
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% pareizu
noteikSanas
gadijumu

98,6

98,9

99,3
99,8
99,7

99,9
99,9
99,4
98,5

99,8
99,2

99,8

99,8
99,8
>99,9
97,4

99,4
99,8
99,6
99,8
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oo = . . . o .
Ampli- Hromo- Amplikona Amplikona Analizéta B?z?s L Amplikona GC Parel.zavs Nepa.revlzas NenoteikSanas & pa.revlzu
_ X fragmenta parliecinoSos genoma noteikSanas  noteikSanas s noteikSanas
kons soma sakums beigas . o saturs o I gadijumi .
lielums regionos saturs gadijumi gadijumi gadijumu

57 9 123769149 | 123769231 | 83 83 AT(3) 0,37 31329 0 45 99,9

58 9 138995345 | 138995441 | 97 97 Poly C (6), 0,68 36472 0 201 99,5
indels

59 10 5987120 5987198 79 78 Poly G (5), 0,47 29473 0 11 >99,9
indels

60 10 11784629 11784726 98 91 GC(3) 0,87 34188 0 213 99,4

61 10 27317777 27317855 79 79 Poly T (5) 0,3 29843 0 19 99,9

62 10 33018351 33018440 90 90 Poly A (5), 0,2 33968 0 68 99,8
Poly T (5)

63 10 45084159 45084253 95 95 Indels 0,35 35829 0 81 99,8

64 10 55892599 55892687 89 88 AC(11), 0,42 32098 88 2048 93,8
indels

65 10 101611250 | 101611329 | 80 80 Nav 0,49 30217 0 28 99,9

66 10 118351373 | 118351453 | 81 81 Nav 0,51 30531 0 96 99,7

67 11 8159816 8159912 97 96 Nav 0,45 36105 0 192 99,5

68 11 30177648 30177717 70 70 Indels 0,46 26318 0 153 99,4

69 11 47470345 47470444 100 100 Nav 0,65 37785 0 24 99,9

70 11 59837679 59837740 62 62 Indels 0,37 23368 0 68 99,7

71 11 64418856 64418957 102 102 Nav 0,59 38546 0 10 >99,9

72 11 93529612 93529684 73 73 Poly A (5) 0,4 27516 0 78 99,7

73 11 101347052 | 101347136 | 85 85 Nav 0,42 32083 0 48 99,9

74 11 102477336 | 102477426 @ 91 91 Poly G (6) 0,55 34047 0 369 98,9

75 11 118406285 | 118406369 | 85 85 Indels 0,53 32065 0 74 99,8

76 11 120357801 120357885 @ 85 85 Poly A (5), 0,34 32083 0 47 99,9
CA(3), indels

77 11 125769313 | 125769397 | 85 85 GA(3) 0,52 32103 0 27 99,9

78 12 2834770 2834853 84 84 Poly C (5), 0,52 31645 16 525 98,3
indels
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oo = . . . o .
Ampli- Hromo- Amplikona Amplikona Analizéta B?z?s L Amplikona GC Parel.zavs Nepa.revlzas NenoteikSanas & pa.revlzu
_ X fragmenta parliecinoSos genoma noteikSanas  noteikSanas s noteikSanas
kons soma sakums beigas . op saturs s o gadijumi .
lielums regionos saturs gadijumi gadijumi gadijumu

79 12 26811004 26811096 93 93 Poly A (7), 0,33 34824 0 330 99,1
AC(4)

80 12 30881766 30881846 81 81 Nav 0,49 30497 0 121 99,6

81 12 88474105 88474175 71 71 Poly A (6) 0,35 26773 0 65 99,8

82 12 120966872 | 120966966 & 95 95 Poly G (5) 0,68 35830 9 72 99,8

83 13 24167504 24167576 73 73 Nav 0,52 27498 0 114 99,6

84 13 25816961 25817049 89 88 Poly A (5), 0,22 32824 0 566 98,3
Poly T (7),
Poly A (7),
indels

85 13 44880112 44880200 89 89 Indels 0,49 33574 0 77 99,8

86 13 77665218 77665294 77 77 Indels 0,39 29075 0 31 99,9

87 14 31619327 31619393 67 67 GA(3), TA(3) | 0,39 25313 0 13 99,9

88 14 39517884 39517966 83 83 Nav 0,25 31360 0 22 99,9

89 14 46958962 46959034 73 72 Poly T (5), 0,19 26499 0 717 97,4
indels

90 14 58050030 58050110 81 81 Indels 0,38 30494 0 133 99,6

91 14 82390559 82390649 91 91 Indels 0,35 34313 0 86 99,7

92 14 92549544 92549609 66 66 Poly A (5) 0,41 24555 0 1527 94,1

93 14 102808496 & 102808589 @ 94 94 Indels 0,62 35472 0 69 99,8

94 15 43170751 43170848 98 96 Poly C (5) 0,45 36264 0 24 99,9

95 15 63446149 63446216 68 68 Indels 0,25 25667 0 37 99,9

96 15 77879807 77879901 95 93 Poly G (5), 0,68 34745 0 432 98,8
indels

97 15 81625334 81625428 95 95 Poly T (6) 0,43 35870 0 40 99,9

98 15 85438263 85438334 72 71 Indels 0,65 26762 0 76 99,7

99 15 89817413 89817503 91 91 Nav 0,36 34286 0 112 99,7

100 15 89864274 89864343 70 70 Indels 0,56 26449 0 11 >99,9

101 16 1894910 1894972 63 63 Nav 0,27 23809 0 5 >99,9
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Ampli-
kons
102
103
104
105

106
107

108
109
110
111

112
113

114
115
116
117
118
119

120

121

122

Hromo-
soma
16

16

16

16

17
17

17
17
17
17

17
17

17
17
17
18
18
18

18

18

18

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090

16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026

38836999

47405382

54815665

Amplikona
beigas
28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180

16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094

38837073

47405462

54815749

Analizeta
fragmenta
lielums

95
87
104
91

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85

Bazes
parliecinosSos
regionos

95
87
104
91

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69

75

81

85

Amplikona
genoma
saturs

Poly C (5)
TA(3)
Poly C (5)

Poly T (5),
indels

GC(3)

Poly C (5),
indels

Indels
Indels
Poly T (5)

Poly A (13),
indels (x2)

Poly A (5)

Poly A (7), AT
(3), AT(4),
AT(4), indels

Indels
Poly T (7)
GAG(3)
GA(3)
Nav

Poly A (6),
TG(3)
Poly A (5),
indels

CTC(3),
indels

CT(3), indels

GC
saturs
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

0,45

Pareizas
noteikSanas
gadijumi

35860
32835
39177
34075

33632
32752

34343
35077
33553
30554

34360
34367

29751
32176
31604
25273
34386
25692

27923

30598

31969

Nepa.revlzas NenoteikSanas
noteikSanas adiiumi
gadijumi gady
0 50

0 60

0 144
0 323
0 11

0 134
0 82

0 78

0 89
53 2296
0 38

0 418
0 119
0 340
7 141

8 45

0 12

0 399
0 893
0 20

0 161
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% pareizu
noteikSanas
gadijumu

99,9
99,8
99,6
99,1

>99,9
99,6

99,8
99,8
99,7
92,9

99,9
98,8

99,6
99,0
99,5
99,8
>99,9
98,5

96,9

99,9

99,5
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Ampli. Womo:  Amplicona Amplkona MTMSE SEee L ATONOns o | Pash | NS eosiianas PSS
LELD) soma G pelges lielums regionos saturs saturs gadijumi gadijumi gadijumi gadijumu
123 18 59773996 59774060 65 65 Nav 0,48 24531 0 48 99,8
124 19 625143 625241 99 99 Nav 0,59 37298 0 124 99,7
125 19 18121418 18121491 74 74 Nav 0,68 27881 0 109 99,6
126 19 18186574 18186643 70 70 Nav 0,64 26442 0 26 99,9
127 20 746056 746149 94 94 Nav 0,61 35501 0 31 99,9
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 30951 0 72 99,8
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 28686 0 42 99,9
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3), TG 0,46 26372 0 88 99,7
(4), indels
131 20 25278421 25278521 101 101 Indels 0,63 38159 0 20 99,9
132 20 50897302 50897368 67 67 Indels 0,36 25188 0 544 97,9
133 20 62331904 62331994 91 88 Poly G (6) 0,73 32969 0 309 99,1
134 20 62690860 62690946 87 87 Indels 0,57 32818 0 77 99,8
135 21 30300823 30300888 66 66 Indels 0,35 24758 9 181 99,2
136 21 33694176 33694273 98 98 Poly T (6), 0,54 36902 0 160 99,6
CA(3)
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), indels 0,39 32841 0 48 99,9
138 21 46644924 46644992 69 69 Poly A (6), 0,32 25939 0 280 98,9
AG(3), indels
139 21 46705575 46705664 90 90 Poly T (5), 0,5 33942 0 78 99,8
Poly A (6)
140 22 25750774 25750873 100 100 Indels 0,63 37733 0 86 99,8
141 22 32439233 32439329 97 97 Nav 0,68 36617 0 49 99,9
142 22 37409844 37409940 97 97 Indels 0,46 36525 0 162 99,6
143 22 37637596 37637694 99 99 Nav 0,6 37398 0 24 99,9
144 22 47081347 47081438 92 92 Indels 0,66 34754 0 22 99,9
145 X 15870424 15870492 69 69 Poly T (5) 0,26 26046 0 36 99,9
146 X 135288543 135288611 69 69 Poly C (5) 0,62 26019 0 63 99,8
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Ampli- Hromo-
kons soma
147 X

148 Y

149 Y

150 Y

2022. gada maijs

Amplikona
sakums
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikona
beigas
135290847
2655461
2655609
2655679

Analizeta
fragmenta
lielums

71
65
91
71

Bazes
parliecinosSos
regionos

71
0
0
0

Amplikona
genoma
saturs

Nav
Nav
Nav

Poly A (5)

GC
saturs
0,52
0,55
0,48
0,37

Pareizas
noteikSanas
gadijumi

26780
0
0
0

Nepa.revlzas NenoteikSanas
noteikSanas adiiumi
gadijumi gady

0 58

0 0

0 0

0 0

Dokuments Nr. 1000000030326 v06 LAV

% pareizu
noteikSanas
gadijumu

99,8
NA
NA
NA
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Parauga GM12878 Sanu ITnijai sekvencéSanas rezultati tika salidzinati ar |oti parliecinoSu genotipu NA12878
genomam, ko noteica Nacionalais standartu un tehnologijas institlts (NIST) (v.2.19). No 150 amplikoniem

92 amplikoni bija pilntba ieklauti |oti parliecinoSos genoma regionos, 41 amplikonam bija dal€ja parklaSanas un

17 amplikoniem NIST sekvencé nebija parklaSanas. Rezultata salidzinaSanai tika iegitas 10 000 koordinates katra
replikata. Nevariantu bazu noteikSanas gadijumi tika salidzinati ar cilvéka genoma atsauces sekvences uzbivi hg19.
Akuratuma rezultati ir paraditi 18. tabula.

18. tabula GM12878 parauga Somatic sakritiba ar NIST datubazi
Paraugs Amplikonu skaits = Videéjais noteikSanas atrums TP FN TN FP PPA NPA OPA
GM12878 133 98,8 2808 0 258488 0 100 100 100

Pamatojoties uz ST devinu izpilzu Somatic pétijuma sniegtajiem datiem, NextSeq 550Dx instruments spé&j konsekventi
sekvencét talak noraditos paraugus.

GC saturs = 19% (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos ar 19% GC saturu tika noteiktas pareizi,
un nenoteikSanas koeficients bija 2,6%)

GC saturs < 87% (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos ar 87% GC saturu tika noteiktas pareizi,
un nenoteikSanas koeficients bija 0,6%)

PolyA garumi < 9 (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos, kuros bija devinu nukleotidu PolyA
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 2,5%)

PolyT garumi < 10 (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos, kuros bija desmit nukleotidu PolyT
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija mazaks par 0,1%)

PolyG garumi <6 (visas noteiktas bazes 2268 sekvencétajos amplikonos, kuros bija seSu nukleotidu PolyG
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikS8anas koeficients bija 0,5%)

PolyC garumi < 6 (visas noteiktas bazes 756 sekvencétajos amplikonos, kuros bija seSu nukleotidu PolyC
atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikS8anas koeficients bija 0,4%)

Dinukleottdu atkartojumu garumi < 4x (visas noteiktas bazes 1890 sekvencétajos amplikonos, kuros bija

4x nukleotidu atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteik3anas koeficients bija 0,9%)

TrinukleotTdu atkartojumu garumi < 5x (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos, kuros bija 5x
trinukleotidu atkartojums, tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 1,4%)

Inserciju garumi < 23 (visas noteiktas bazes 378 sekvencétajos amplikonos, kuros bija 23 nukleotidu insercija,
tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 0,8%)

Deléciju garumi < 25 (visas noteiktas bazes 1134 sekvencétajos amplikonos, kuros bija 25 nukleotidu delécija,
tika noteiktas pareizi, un nenoteikSanas koeficients bija 0,7%)

Precizitate

NextSeq 550Dx instrumenta precizitate tika noteikta, testéjot 13 unikalus Platinum Genome paraugus, izmantojot tris
instrumentus, tris reagentu partijas un tris operatorus, lai generétu devinas sekvencéSanas izpildes piecas sakSanas
dienas. Reprezentativa analize, paraugi un standartmetode ir tie pasi, kas aprakstiti Germline akuratuma pétijuma.
letekme uz precizitati tika noteikta ar dispersijas komponenta analizi, izmantojot VAF ka atbildes mainigo un
komponenta [Tment aprékinot standartnovirzes instrumentam, reagentu partijai, operatoram un sak$anas dienai

(19. tabula). Kopéjais instrumenta, operatora vai reagentu partijas katra komponenta analizei izmantotais novérojumu
skaits SNV, insercijam un delécijam attiecigi bija 699, 176 un 235.

19. tabula Precizitates rezultati NextSeq 550Dx instrumentam (standartnovirze (SD))

Komponenta SD Kopéja SD
Komponents Varianta tips Maks. Mediana Maks. Mediana
Partija SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Insercija 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delécija 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
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Komponents

lekarta

Operators

Diena

MetozZu salidzinajums (sekvencésanas platforma)

Varianta tips
SNV

Insercija
Delécija

SNV

Insercija
Delécija

SNV

Insercija

Delécija

Komponenta SD

Maks.

0,0114
0,0138
0,0079
0,0226
0,0344
0,0083
0,0277
0,0235
0,0271

Mediana
0,0003
0,0009
0,0008
0,0008
0,0010
0,0013
0,0012
0,0012
0,0014

Kopéja SD
Maks.
0,0840
0,0407
0,0549
0,0841
0,0417
0,0547
0,0825
0,0409
0,0548

Mediana
0,0153
0,0161
0,0187
0,0155
0,0164
0,0187
0,0160
0,0169
0,0188

Pilnasinu un FFPE paraugi tika novértéti NextSeq 550Dx instrumenta un MiSegDx instrumenta, izmantojot TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx Germline un Somatic darbplismas. Variantu frekven€u sakritiba asinu un FFPE paraugiem
tika novértéta, izmantojot vairakas reprezentativas analizes. 2. attéls ir paradita VAF korelacija starp abiem
instrumentiem vienai reprezentativajai analizei, un 20. tabula ir $Ts korelacijas kopsavilkums péc analizes panela.
Balstoties uz izteikto korelaciju starp MiSeqDx instrumentu un NextSeq 550Dx instrumentu, veiktspéjas
raksturlielumi, kas ir saistiti ar pirmsanalizes faktoriem (piem., ekstrakcijas metodes un traucéjosas vielas), tiek
uzskatiti par piemérojamiem abiem instrumentiem. Plasaku informaciju skatiet TruSeq Custom Amplicon Kit Dx

iepakojuma ieliktnr.

2. attéls VAF korelacija starp MiSegDx instrumentu un NextSeq 550Dx instrumentu attieciba uz FFPE (pa kreisi) un
asinu (pa labi) paraugiem, izmantojot 1. analizi

1 .
09 Somatic

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

NextSeq 550Dx (VAF)

0 010203040506 07 0809 1
MiSeqDx (VAF)

2022. gada maijs

NextSeq 550x (VAF)

Germline

0102 0304 05 06 07 0809 1
MiSeqDx (VAF)
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20. tabula MetoZu salidzinajuma rezultati, izmantojot unikalus asinu un FFPE paraugus

gDNA  Analize Biologiskie Tehniskie replikati Novérojumi Slipums KrustoSanas Korelacija

avots (oligo replikati (katram paraugam) (variantu skaits) (R}
panelis) (paraugi)

Asinis | 1.analize 45 2 8369" 0,992 0,002 0,9952

Asinis 2. analize 45 2 5457 0,995 0,005 0,981

FFPE 1.analize 46 2 8319 0,993 0,000 0,9972

FFPE 3.analize 40 1 280 0,969 0,015 0,978

"Divi datu punkti tika nonemti, pamatojoties uz modulim Germline Variant Module noradtto ierobezojumu.
°Noteiksanas koeficients VAF apgabaliem, ka paradits 2. attéla.

Reproducé&jamiba

NextSeq 550Dx instrumenta reproducéjamiba tika noveértéta, izmantojot Platinum Genome paraugus ar reprezentativu
analzi, kura bija paredzéta dazadu génu mekléSanai, aptverot 12 588 bazes 23 dazadas hromosomas, izmantojot

150 amplikonus. Germline testéSana sastavéja no septiniem 13 paraugu replikatiem; Somatic testéSana sastavéja no
seSiem septinu paraugu replikatiem dazados VAF limenos. Paraugi tika sagatavoti, izmantojot komplektu TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx.

TestéSana tika veikta tris aréjos centros, izmantojot vienu partiju reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cikli). Katra centra tika izmantots viens NextSeq 550Dx instruments. Katra centra testéSanu
veica divi operatori. Katrs operators veica testéSanu tris nesecigas sak$anas dienas katram paraugu tipam, un kopa
tika veiktas 36 izpildes tris centros. Saja testé$ana tika veiktas 18 izpildes katrai Germline un Somatic darbplismai.

Germline

Germline varianti, kuru VAF Iimenis ir 2 0,2, tiek zinoti ka pozitiva (varianta) noteikSana. Gaiditajiem pozitivajiem
Germline variantiem dati tika novértéti nenoteik§anas koeficientam un pareizas noteikSanas koeficientam katra
varianta tipa (SNV, insercija, delécija). 21. tabula ir kopsavilkums par novérotajiem koeficientiem, kopa ar zemako
parliecibas ITmeni (lower confidence level — LCL) un augstako 95% parliecibas ITmeni (upper confidence level —
UCL), kuri tiek aprekinati, izmantojot Vilsona novértéSanas metodi, katram varianta tipam.

21. tabula Germline noteikS8anas novérojumi gaiditajiem pozitivajiem rezultatiem péc varianta tipa

Varianta tips Nenoteiksana Pareiza pozitiva noteikSana
Novérotais Kopa Procenti Noveérotais Kopa Procenti 95% 95%
LCL UcCL
SNV 16 110376 0,014 110349 110360 99,99 99,98 99,99
Insercijas 1026 37044 2,77 36018 36018 100 99,99 100,00
Delécijas 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

Germline varianti, kuru VAF Iimenis ir < 0,2, tiek zinoti ka negativi (savvalas tips). Germline atraS8anas vietam, kur tika
gaiditi negativi rezultati, dati tika novértéti nenoteikSanas koeficientam un pareizas savvalas tipa noteik3anas
koeficientam. 22. tabula ir kopsavilkums par novérotajiem koeficientiem, kopa ar zemako parliecibas ITmeni (lower
confidence level — LCL) un augstako 95% parliecibas ITmeni (upper confidence level — UCL), kuri tiek aprekinati,
izmantojot Vilsona novértéSanas metodi.

22. tabula Germline noteik§anas novérojumi, kad tiek gaiditi negativi rezultati

Varianta tips = NenoteikSana Pareiza negativa noteikSana
Noveérotais Kopa Procenti Noveérotais Kopa Procenti 95% 95%
LCL ucL
Savvalas tips 4883 19600 182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00
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Germline varianti, kuru VAF ITmenis ir 20,2 un < 0,7, tiek noteikti ka pozitivi heterozigotiski attiecigajam variantam, un
varianti, kuru VAF limenis ir 20,7, tiek noteikti ka pozitivi homozigotiski attiecigajam variantam. Lai noteiktu, vai
analizei piemitoSais mainigums ietekmé genotipa noteikSanu, tika izmantoti Germline paraugi ar heterozigotiskiem
variantiem. Cx veértiba tika noteikta abam robezvértibam (0,2 heterozigotiskiem un 0,7 homozigotiskiem genotipiem),
kur x ir robezvértibu parsniedzoSo atkartoto testu proporcija. Zemakajai robezvértibai 0,2 VAF Cx vértiba bija
>99,999%, noradot, ka =99,999% heterozigotisko variantu tiktu noteikti ka heterozigotiski. Augséjai robezveértibai

0,7 VAF Cx vértiba bija <0,001%, tadéjadi noradot, ka <0,001% heterozigotisko variantu tiktu noteikti ka
homozigotiski. 23. tabula ir rezultatu kopsavilkums péc varianta tipa.

Germline varianti, kuru VAF [Tmenis ir 20,2 un < 0,7, tiek noteikti ka pozitivi heterozigotiski attiecigajam variantam, un
varianti, kuru VAF ITmenis ir 20,7, tiek noteikti ka pozitivi homozigotiski attiecigajam variantam. Lai noteiktu, vai
analizei piemitoSais mainigums ietekmé genotipa noteikSanu, tika izmantoti Germline paraugi ar heterozigotiskiem
variantiem. Cx vértiba tika noteikta abam robezvértibam (0,2 heterozigotiskiem un 0,7 homozigotiskiem genotipiem),
kur x ir robezvértibu parsniedzo$o atkartoto testu proporcija. Zemakajai robezveértibai 0,2 VAF Cx vértiba bija

= 99,999%, tadéjadi noradot, ka =99,999% heterozigotisko variantu tiktu noteikti ka heterozigotiski. Augstakajai
robezvértibai 0,7 VAF Cx vértiba bija <0,001%, noradot, ka < 0,001% heterozigotisko variantu tiktu noteikti ka
homozigotiski. 23. tabula ir rezultatu kopsavilkums péc varianta tipa.

23. tabula Germline Cx vértibas heterozigotiskiem variantiem

Varianta tips Robezvertiba pie 0,2 VAF Robezvertiba pie 0,7 VAF
2 C99,999% < C0,001%
SNV 94/94 94/94
Insercijas 24/24 24/24
Delécijas 35/35 35/35
Kopa 153 153
Somatic

Somatic varianti, kuru VAF [Tmeni ir 2 0,026, tiek zinoti ka pozitiva (varianta) noteikSana. Sts analizes nolikos
novérojumi, kur VAF ITmeni bija =2 0,01 un < 0,026, tika uzskattti par neviennozimigiem (ne pozitiviem, ne negativiem,
8adi noverojumi tika atziméti ka zema variantu frekvence). Lai novértétu veiktspéju, rezultati tika aprékinati tris talak
aprakstitajos veidos.

Labakais gadijums: visi neviennozimigie rezultati tika uzskatiti par pareizu pozitivu noteikSanu (sakritiba ar

gaiditajiem rezultatiem)

Sliktakais gadijums: visi neviennozimigie rezultati tika uzskatiti par nepareizu noteikSanu (nesakritiba ar

gaiditajiem rezultatiem)

IzslégSanas gadijums: visi neviennozimigie rezultati tika izslégti no analizes
Tris tabulas, 24. tabula, 25. tabula un 26. tabula, ir sniegts kopsavilkums par noteikSanas rezultatiem attiecigi
labakajam gadijumam, sliktdkajam gadijumam un izslégSanas gadijumam, kopa ar zemako parliecibas ITmeni (lower
confidence level — LCL) un augstako 95% parliecibas ITmeni (upper confidence level — UCL), kuri tiek aprékinati,
izmantojot Vilsona novértéSanas metodi.

24. tabula Somatic noteik§anas novérojumi gaiditajiem pozitivajiem rezultatiem péc varianta tipa (labakais gadijums)

Varianta tips Pareiza pozitiva noteikSana

Noveérotais Kopa Procenti 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercijas 18036 18036 100 99,98 100,00
Delécijas 18381 18381 100 99,98 100,00
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25. tabula Somatic noteikS8anas novérojumi gaiditajiem pozitivajiem rezultatiem péc varianta tipa (sliktakais gadijums)

Varianta tips Pareiza pozitiva noteikSana

2022. gada maijs

Noveérotais Kopa Procenti 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercijas 18000 18036 99,8 99,72 99,86
Delécijas 18381 18381 100 99,98 100,00

26. tabula Somatic noteikSanas novérojumi gaiditajiem pozitivajiem rezultatiem péc varianta tipa (neviennozimigi
noteikSanas gadijumi tiek izslégti)

Varianta tips Pareiza pozitiva noteikSana

Novérotais Kopa Procenti 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Insercijas 18000 18000 100 99,98 100,00
Delécijas 18381 18381 100 99,98 100,00

Somatic varianti, kuru VAF Iimenis ir < 0,01, tiek zinoti ka negativa (savvalas tipa) noteik3ana. Somatic atraSanas
vietam, kur tika gaiditi negativi rezultati, dati tika novertéti nenoteikSanas koeficientam un pareizas savvalas tipa
noteikSanas koeficientam. Pareizas savvalas tipa noteikS8anas gadijumi tika noteikti, izslédzot nenoteikSanas
gadijumus un atnemot novérotos noteikSanas gadijumus, kas ietilpa neviennozimigaja zona (VAF Iimeni 20,01 un

< 0,026), ka arT nepareizas noteikSanas gadijumus, kas bija virs robezvértibas (VAF limeni = 0,026) no kopéja.

27. tabula ir sniegts kopsavilkums par novérotajiem, kopigajiem un procentualajiem rezultatiem negativajam Somatic
atraSanas vietam nenoteik8anas koeficientam un pareizas savvalas tipa noteikSanas koeficientam, kopa ar zemako
parliecibas ITimeni (lower confidence level — LCL) un augstako 95% parliecibas ITmeni (upper confidence level —
UCL), kuri tiek aprékinati, izmantojot Vilsona novértéSanas metodi.

27. tabula Somatic noteikS8anas novérojumi, kad tiek gaiditi negatfivi rezultati

Xzzanta NenoteikSana Pareiza noteikSana
_ . _ Pro- Nevien- .. .. - Pro- 95% 95%
Noveérotais @ Kopa centil Pnozimigl Nepareizi  Pareizi Kopa centi  LCL ucL
Savvalas 36 326 8909676 | 0,408 | 2254 121 8870975 # 8873350 @ 99,97 | 99,972 99,974
tips

Tika novertéti Somatic paraugi ar dazadiem VAF limeniem tam paSam variantam, lai noteiktu analizes C95 (katra
varianta tipa). Lai novértétu mainigumu analizes robezvértibas tuvuma, tika izmantoti paraugi, kuros gaidamie VAF
[Tmeni bija no 0,02 ITdz 0,07. C95 tika noteikts katram variantam, un augstakais C95 katram varianta tipam ir zinots
28. tabula.

28. tabula Somatic C95 kopsavilkums

Varianta tips N C95

SNV 74 0,0613
Insercija 24 0,0573
Delécija 33 0,0575
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NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) veiktspéja

Parskats

NextSeq 550Dx instrumentu atbalsta divi reagentu komplekti: NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli)
un NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli). Lai demonstrétu, ka NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cikli) spgj atbilst analttiskas veiktspéjas prasibam, kuras ir verificétas un validétas ar

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli), tika veikti pétijumi ar NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cikli). Tika veiktas divas biblioteku sagatavoSanas, izmantojot TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, viena —
ar Germline darbpldsmu, un otra— ar Somatic darbplismu. Bibliotékas no katras darbplGsmas tika testétas ar tris
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) partijam, izmantojot tris NextSeq 550Dx instrumentus.
Turklat katras darbplismas testéSana ietilpa viena izpilde ar NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli).

Analitiska jutiba (tuk$a parauga robeza [LoB] un noteikSanas robeza [LoD])

Verificé$ana ar reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) demonstréja, ka NextSeq
550Dx instruments var konstatét variantus pie 0,05 VAF ar Il tipa klidu < 0,05 un ka modula Somatic Variant Module
izmantota 0,026 VAF robezvértiba (faktiska LoB) atbalsta | tipa klddu < 0,01. Pamatojoties uz Siem apgalvojumiem,
tiek prognozéts, ka variants pie 0,05 VAF ir lielaks par vai vienads ar 0,026 VAF 95% gadijumu un ka savvalas tipa
pozicija ir mazaka par 0,026 VAF 99% gadijumu. Lai parliecinatos, ka Sie apgalvojumi tika izpilditi ar reagentu
komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli), mértjumi tika atkartoti NextSeq 550Dx
instrumenta ar savvalas tipu paraugiem (LoB paraugiem) un ar paraugiem, kuros bija varianti pie 0,05 VAF (LoD
paraugiem), izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli). Péc tam to
noteik8anas gadijumu proporcija, kuri bija virs un zem 0,026 robezvértibas, tika salidzinati ar apgalvojumiem, kas bija
noteikti ar reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli).

TestéSana ietvéra divus LoD paraugus, katru ar unikalu variantu kopu, mérkétu uz 0,05 VAF, un atbilstoSus LoB
paraugus, kas mérka variantiem bija savvalas tips. Bibliotékas sagatavoSanai LoD un LoB paraugi tika apstradati
attiecigi astonos un septinos replikatos, izmantojot amplikonu komplektu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Sakotn&ji
bibliotékas tika sekvencétas, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli),
lai identificétu variantus/genoma koordinates LoB/LoD novértéSanai ar reagentu komplektu NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli). Visi varianti, kuru vidéja VAF bija 0,045-0,055 (LoD varianti), pamatojoties uz
rezultatiem no reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli), tika izmantoti LoD analizei
(N = 51 variants). LoB analizei tika novértétas 51 atbilsto$& genoma koordinates.

Lai novertétu reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli), bibliotékas tika
sekvencétas tris izpildés tris dienas péc kartas, izmantojot to pasu instrumentu un reagentu komplekta partiju. Saja
testéSana tika izmantoti 24 replikati katram no 51 LoD varianta un 21 replikats katrai no atbilstoSajam savvalas tipa
pozicijam. Proporcija, kadu veidoja savvalas tipa noteik§8anas gadijumi, kuru VAF < 0,026, ir paradita 29. tabula.
Proporcija, kadu veidoja LoD variantu noteik§anas gadijumi, kuru VAF bija lielaks par vai vienads ar 0,026, ir paradita
30. tabula.

29. tabula Proporcija tiem noteik8anas gadijumiem, kur ir < 0,026 savvalas tipu pozicijam (LoB apgalvojumu
novertéjums)

Varianta Noveértétas pozicijas Kopéjie novérojumi VAF meérijumu skaits Proporcija Proporcija 95%
tips 22,6% <2,6% Ticamibas intervals
SNV 32 672 0 1 0,994-1
Insercija 1 231 0 1 0,984-1
Delécija 8 168 0 1 0,978-1
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30. tabula Proporcija tiem noteik8anas gadijumiem, kur ir = 0,026 VAF LoD variantiem (LoD apgalvojumu novértéjums)

Varianta Novértetas Kopéjie VAF meérijjumu VAF mérijumu Proporcija Proporcija 95%
tips pozicijas noverojumi skaits skaits 22,6% Ticamibas
<2,6% 2 2,6% intervals
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993-1
Insercija 11 264 3 261 0,989 0,967-0,996
Delécija 8 192 2 190 0,99 0,963-0,997
Precizitate
Germline

Talak aprakstitais pétijums tika veikts, lai novértétu variantu noteik§anas akuratumu ar Germline Variant Module,
izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli). Divpadsmit unikali Platinum
Genome paraugi tika testéti, izmantojot reprezentativu analizi. Kopa tika veiktas 11 izpildes, izmantojot tris

NextSeq 550Dx instrumentus un tris NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) partijas.

Akuratums attieciba uz SNV, insercijam un delécijam tika noteikts, rezultatus salidzinot ar labi izpétitu kompozitu
standartmetodi, Platinum Genomes versiju 2016-1.0. Atsaucei ir doti akuratuma rezultati no vienas sekvencéSanas
izpildes, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Rezultatu
kopsavilkums ir sniegts 31. tabula.

31. tabula Germline sakritibas kopsavilkums

Kritériii Kopéjie noverojumi  Noveérotais rezultats Noveérotais Izpildes rezultats Izpildes
! (v2.5)" (v2.5)? rezultats (v2)3 (v2.5) rezultats (v2)*

PPA attieciba 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9

uz SNV

PPA insercijam 1056 100 100 100 98,9

PPA delécijam 1056 95,2 95,2 >99,9 100

NPA 1056 100 100 100 100

OPA 1056 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

T Aprakinats ka paraugu skaits viena izpildé x izpilzu skaits (96 paraugi viena izpildé x 11 izpildes = 1056 novérojumi).

2Viszemaka novérota vértiba péc parauga replikata visas izpildés (pamatojoties uz 11 izpildem reagentu komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Viszemaka novérota vértiba péc parauga replikata 1 izpildé (kopa 96 novérojumi).

4 Viszemaka vértiba, kad dati no katras izpildes tiek analizéti apkopota veida.

Somatic

Talak aprakstitais pétijums tika veikts, lai novértétu Somatic Variant Module variantu noteikSanas akuratumu
NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli).
Izmantojot reprezentativu analizi, tika testéti desmit Platinum Genome FFPE paraugi (diviem paraugiem varianti bija
atSkaidrti Itdz 0,05 VAF). Kopa tika veiktas 11 izpildes, izmantojot tris NextSeq 550Dx instrumentus un tris

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) partijas.

Akuratums attieciba uz SNV, insercijam un delécijam tika noteikts, rezultatus salidzinot ar labi izpétitu kompozitu
standartmetodi, Platinum Genomes versiju 2016-1.0. Atsaucei ir doti akuratuma rezultati no vienas sekvencésanas
izpildes, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Rezultatu
kopsavilkums ir sniegts 32. tabula.
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32. tabula Somatic sakritibas kopsavilkums

Kopéjie Noveérotais Noveérotais Izpildes Izpildes
Kritériji novérojumi rezultats rezultats rezultats rezultats
(v2.5)" (v2.5)? (v2)3 (v2.5)* (v2)*
PPA attieciba uz 528 100 100 100 100
SNV
PPA insercijam 528 96,9 96,9 >99,9 >99,9
PPA delécijam 528 100 100 100 100
NPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

1Aprélginélts ka paraugu skaits viena izpildé x izpilzu skaits (48 paraugi viena izpildé x 11 izpildes = 528 novérojumi).

2Viszemaka novérota vértiba péc parauga replikata visas izpildés (pamatojoties uz 11 izpildem reagentu komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Viszemaka novérota vértiba péc parauga replikata 1 izpildé (kopa 96 novérojumi).

4Viszemaka vértiba, kad dati no katras izpildes tiek analizéti apkopota veida.

Precizitate

Germline

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) precizitate ar Germline Variant Module tika novértéta,
izmantojot Platinum Genome paraugus un reprezentativu analizi. TestéSana sastavéja no vienas bibliotékas
sagatavoSanas, izmantojot TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, un taja bija 12 paraugi, katrs apstradats ar astoniem
replikatiem. Bibliotékas tika sekvencétas ar tris NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) partijam un
tris NextSeq 550Dx instrumentiem, kopa veicot devinas sekvencéSanas izpildes.

Tika izmantoti paraugi ar heterozigotiskiem variantiem, lai noteiktu, vai analizei piemtto3ais mainigums ietekmé
genotipa noteik8anu (N = 153 unikali heterozigotiski varianti). Cx vértiba tika noteikta abam Germline Variant Module
robezverttbam (0,2 heterozigotiskiem un 0,7 homozigotiskiem genotipiem), kur x ir robezveértibu parsniedzoSo atkartoto
testu proporcija. Zemakajai robezvértibai 0,2 VAF variants ar minimalo Cx reagentu komplektam NextSeq 550Dx
Reagent Kit v2.5 (300 cikli) bija > 99,9%, noradot, ka > 99,9% heterozigotisko variantu tiktu noteikti ka heterozigotiski.
Augstakajai robezveértibai 0,7 VAF variants ar maksimalo Cx reagentu komplektam NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5
(300 cikli) bija < 1,5%, noradot, ka <1,5% heterozigotisko variantu tiktu noteikti kd homozigotiski. 33. tabula ir
rezultatu kopsavilkums péc varianta tipa. Atsaucei ir dotas Cx vértibas no vienas sekvencéSanas izpildes, izmantojot
reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli).

33. tabula Germline Cx vértibas heterozigotiskiem variantiem

Robezvértiba pie 0,2 VAF Robezvértiba pie 0,7 VAF
Varianta tips N
Min. Cx (v2.5)" Min. Cx (v2)? Maks. Cx (v2.5)" Maks. Cx (v2)?
SNV 94 >99,9% >99,9% 1,5% 1,0%
Insercijas 24 100% 100% 0% <0,1%
Delécijas 35 100% >99,9% <0,1% <0,1%

Cx vértibas, pamatojoties uz kopéjas standartnovirzes prognozém no dispersijas komponenta analizes.
2Cx vértibas, pamatojoties uz paraugu standartnovirzém.
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Somatic

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) precizitate ar Somatic Variant Module tika noveértéta,
izmantojot Platinum Genome FFPE paraugus un reprezentativu analizi. TestéSana sastavéja no vienas bibliotékas
sagatavoSanas, izmantojot TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, un taja bija divi paraugi, katrs ar astoniem replikatiem.
Bibliotekas tika sekvencétas, izmantojot tris NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) partijas un tris
NextSeq 550Dx instrumentus, kopa veicot devinas sekvencéSanas izpildes.

Lai novertétu instrumenta mainigumu pie Somatic Variant Module VAF robezvértibas (somatiskie varianti, kuru VAF
[Tmenis ir 2 0,026, variantam tiek noteikti ka pozitivi), tika izmantoti somatiskie varianti, kuriem gaidamie VAF [Tmeni
bija <0,10 VAF (N = 131 unikals variants). C95 veértibas tika noteiktas katram no somatiskajiem variantiem. C95
vértibas atspogulo VAF, pie kuras iesp&jamiba parsniegt Somatic Variant Module VAF robezveértibu ir 95%.
Augstakas C95 vértibas péc varianta tipa ir zinotas 34. tabula. Atsaucei ir doti C95 rezultati no vienas sekvencéSanas
izpildes, izmantojot reagentu komplektu NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli).

34. tabula Somatic C95 kopsavilkums

Varianta tips Novértéto variantu skaits C95 (v2.5)" C95 (v2)2
SNV 74 0,064 0,063
Insercijas 24 0,062 0,061
Delécijas 33 0,060 0,060

1C95 vértibas, pamatojoties uz kopéjas standartnovirzes prognozém no dispersijas komponenta analizes.
2C95 vértibas, pamatojoties uz paraugu standartnovirzém.

Metozu salidzinajums (reagentu komplekts)

Germline

Vidéjas VAF vértibas no 215 unikaliem variantiem tika novértétas reagentu komplektd NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cikli) un reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli), izmantojot
no Germline Variant Module generétos rezultatus. VAF vidégjas vértibas tika aprékinatas no 11 sekvencésanas
izpildém (v2.5) un vienas sekvencéSanas izpildes (v2). Katra varianta vidéjas vertibas aprékinasanai tika izmantoti
vismaz astoni replikati. 3. attéls ir redzama VAF korelacija starp abiem reagentu komplektiem. Pamatojoties uz So
abu reagentu komplektu izteikto linedro VAF korelaciju un rezultatu ITdzibu, veiktspéjas raksturlielumi, kas sakotnéji
bija verificéti un validéti reagentu komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) ar Germline
Variant Module, tiek uzskatiti par piemérojamiem reagentu komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cikli).
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3. attéls Germline Variant Module Variant Allele Frequency (VAF) korelacija starp NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cikli) un NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli).

1 - N =215 unikals variants
R*2 = 0,9994

Slipums = 1,0010
KrustoSanas = 0,00009

0,9

0,8
0,7
0,6
0,5

v2.5 VAF (vidéjais)

0,4
0,3

0,2
02 o3 04 05 06 07 08 09 1

v2 VAF (vidé&jais)

Somatic

Vidéjas VAF vértibas 501 unikalam variantam tika novértétas reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cikli) un reagentu komplekta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli), izmantojot
no Somatic Variant Module generétos rezultatus. VAF vidgjas vértibas tika aprékinatas no 11 sekvencésanas izpildem
(v2.5) un vienas sekvencésanas izpildes (v2). Katra unikala varianta vidéjas vértibas aprékinasanai tika izmantoti
vismaz tris replikati. 4. attéls ir redzama VAF korelacija starp abiem reagentu komplektiem. Pamatojoties uz reagentu
komplektu VAF korelaciju un rezultatu ITdztbu, veiktspéjas raksturlielumi, kas bija verificéti un validéti reagentu
komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cikli) ar Somatic Variant Module, tiek uzskatiti par
piemérojamiem reagentu komplektam NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli).
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4. attéls Somatic Variant Module Variant Allele Frequency (VAF) korelacija starp NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cikli) un NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli).

1- N =501 unikals variants
0,9 R*2=0,9997
Slipums = 1,0017

0,8
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Parskatijumu vésture

Dokuments Datums Izmainu apraksts

Dokumenta Nr. 2022. gada Atjauninajumi, kas veikti, lai labotu saturu, kas nejausi pievienots no avota
1000000030326 v06 maijs programmataras.

Dokumenta Nr. 2021. gada leklauts pazinojums par bridingjumiem un piesardzibas pasakumiem saistiba ar
1000000030326 v05 novembris zino$anu par nopietniem incidentiem.

Proceddras principu sadala pievienots pazinojums, kas precizé paredzéto lietotaju.
Iznemta atsauce uz High Output Reagent Kit v2 (300 cikli). Pievienota atsauce uz High

Output Reagent Kit v2.5 (75 cikli).

Dokumenta Nr. 2021. gada Pievienota parskatijumu véstures tabula. Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.
1000000030326 v04 augusts

Patenti un preCu zimes

ST dokumenta un ta satura Tpasumtiesibas pieder uznémumam lllumina, Inc. un ta saistitajiem uznémumiem (“lllumina”), un klients to drikst
izmantot tikai lguma noteiktaja veida saistiba ar $aja dokumenta aprakstto izstradajumu lietoanu, un nekadiem citiem nolikiem. So dokumentu
un ta saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem noldkiem un/vai citadi publiskot, atklat vai reproducét jebkada veida bez ieprieksejas
rakstiskas lllumina piekriSanas. Ar So dokumentu lllumina nenodod nekadas licences, ko paredz ta patents, precu zZimes, autortiesibas vai
anglosaksu tiesibas, nedz arT lldzigas jebkuras tre$as puses tiesibas.

Saja dokumenta sniegtie noradijumi ir stingri un precizi jaievéro kvalificétiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai nodro$inatu Seit aprakstta(-
0) produkta(-u) pareizu un drosu lietoSanu. Pirms &1 izstradajuma(-u) lietoSanas ir pilniba jaizlasa un jaizprot viss §T dokumenta saturs.

PILNTBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS SAJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES PRODUKTA(-U)
BOJAJUMI, PERSONU MIESAS BOJAJUMI, TOSTARP LIETOTAJU UN CITU PERSONU, UN CITA TPASUMA BOJAJUMI, TURKLAT TIKS
ANULETAS VISAS PRODUKTAM(-IEM) PIEMEROJAMAS GARANTIJAS.

ILLUMINA NEUZNEMAS NEKADU ATBILDIBU, KAS IZRIET NO NEPAREIZAS SAJA DOKUMENTA APRAKSTITO PRODUKTU (TOSTARP
TA DALU VAl PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.

© 2022 lllumina, Inc. Visas tiesibas paturétas.
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Visas pre€u zZimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo Tpasnieku Tpasums. Konkrétu informaciju par precu Zimém skatiet timekla vietné:
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktinformacija

ul Ce

Illumina
Australijas sponsors

5200 Illlumina Way
San Diego, California 92122, ASV IVD lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building

+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com
www.illumina.com Illumina Netherlands B.V. Australija
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Nr1derlande

Produktu markésana

Pilntgu atsauci uz simboliem, kas var paradities uz produkta iepakojuma un markéjuma, skatiet simbolu saraksta
vietné: support.illumina.com.
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