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Danh muc s6 20005715

Muc dich st dung

Thiét bi NextSeq 550Dx dudc thiét k& dé giai trinh tu cac thu vién ADN khi dugc s dung vdi cac xét nghiém chan
doan trong 6ng nghiém. Thiét bi NextSeq 550Dx phai dugc s dung vdi thudc thir chan doan trong 6ng nghiém va
phan mém phan tich cu thé da dudc dang ky, chiing nhan hodc phé duyét.

Nguyén tac cta quy trinh

Thiét bi lllumina NextSeq 550Dx dugc thiét k& dé giai trinh tu cac thu vién ADN thdng qua cac xét nghiém chan doan
trong 6ng nghiém va danh cho cac nhan vién phong thi nghiém Iam sang da trinh d6 va dugdc dao tao vé cach st dung
cac quy trinh chdn doan trong éng nghiém dugc thuc hién trong phong thi nghiém 18m sang. Déi véi dau vao,
NextSeq 550Dx st dung thu’ vién duoc tao tir ADN trong d6 chi thi mau va trinh tu thu thap duoc thém vao muc tiéu
da khuéch dai. Thu vién mau duoc thu thap trén t& bao dong chay va gidi trinh tu trén thiét bi nhd céng nghé hda hoc
gidi trinh tu theo nguyén ly téng hop (SBS, Sequencing by Synthesis). Céng nghé héa hoc SBS sir dung phuong phap
vung két thic thuan nghich dé& phat hién cac base nucleotide don I& da gan nhan huynh quang khi cac base nay dudc
két hop vao cac soi ADN dang phat trién. Phan mém Real-Time Analysis (RTA) thuc hién phan tich hinh anh va phat
hién base déng thoi chi dinh diém chat luong cho tiing base cho méi chu ky gidi trinh tu. Khi qua trinh phan tich chinh
két thic, qua trinh phan tich phu co thé dugc thuc hién trén thiét bi dé xr ly cac phat hién base. NextSeq 550Dx su
dung cac moé-dun phan tich phu khac nhau tuy theo quy trinh cong viéc. D6i véi Germline Variant Module hay Somatic
Variant Module, qua trinh x& ly bao gébm tach doan, tao tép FASTQ, so khdp, phat hién bién thé va tao tép dinh dang
phat hién bién thé (VCF va gVCF). Céc tép VCF va gVCF chira thdng tin vé cac bién thé dugc tim thay & cac vi tri
cu thé trong hé gen tham chiéu.

Cau hinh khai dong kép
NextSeq 550Dx bao gébm c&u hinh khdi ddng kép d& ngudi dung c6 thé st dung thiét bi & ché dd chan doan (Dx,
diagnostic) hodc chi diing cho muc dich nghién cttu (RUO, research use only). Cac xét nghiém giai trinh tu chan
doan trong 6ng nghiém, bao gdm Germline Variant Module va Somatic Variant Module, dudc thuc hién & ché do chan
doan. Chi co thé st dung thudc thi¥ gidi trinh tu chdn doan trong ng nghiém (IVD, In Vitro Diagnostic) trong ché do
chén doan. Cac dac diém hiéu sudt va gidi han cla quy trinh di véi thiét bi NextSeq 550Dx da dudc thiét 1ap bang
Germline Variant Module va Somatic Variant Module & ché do chan doan.

Gidi han cua quy trinh
1 Dung cho chén doan trong éng nghiém.

2 Germline Variant Module va Somatic Variant Module, khi dugc si* dung vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2 (300 cycles) hoac NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), c6 kha nang mang lai:

DAau ra giai trinh tu > 90 gigabase (Gb)
D6 dai doan doc (trong lan chay két doi) 2 x 150 cap base (bp)
Céc base béng hodc cao hon Q30 > 75% & dd dai doan doc 2 x 150 bp

T 75% base trd 1én cé diém chat luvong theo thang do Phred > 30, cho biét dd chinh xac khi phat hién base cao
hon 99,9%
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3 Phan mém xét nghiém khéng so khdp cac doan doc co indel (vung chén, ving x6a hoac két hgp) trong dé dé dai
thanh phan > 25 bp. Do d6, phan mém xét nghiém khong phat hién duwoc cac indel cb do dai > 25 bp.
4 Phan mém xét nghiém cb thé khéng so khdp doan doc amplicon c6 thanh phan bién thé cuc han, dan dén viéc vung
do dudc bao cao la thé dai. Cac thanh phan cuc han nay bao gom:
Doan doc chira nhiéu hon ba indel

Doan doc co do dai téi thi6u 30 bp véi ham lugng bién thé nucleotide don (SNV, Single Nucleotide Variant) > 4%
tGng do dai muc tiéu amplicon (khéng bao gébm cac ving tham do)
Doan doc c6 do dai < 30 bp vdi ham lugng SNV > 10% téng do dai amplicon (bao gébm cac ving tham do)

5 Bién thé I16n, bao gdbm cac bién thé da nucleotide (MNV, Multinucleotide Variant) va cac indel 16n, cé thé dudc bao
céo la cac bién thé nhé hon riéng biét trong tép VCF dau ra.

6 Cac bién thé xoa co thé bi loc ra hoac bd so6t khi ma rodng hai amplicon dang 6 néu dd dai ving xda 16n hon hodc
b&ng vung chdng 1&n gitta cac amplicon dang .

7  Hé thdng khdng thé phat hién indel néu cac bién thé nay xay ra ngay lién k& mdi va khéng co6 amplicon chdng lan.
DGi véi cac ving c6 amplicon chdng ldn, xét nghiém khéng thé phat hién viing xéa khi viing chdng 1&n nhd hon kich
thudc viing x6a can phat hién. Vi du: néu ving chong lan gitra hai amplicon lién k& |a hai base, xét nghiém sé khong
thé phat hién viing xda nao bao gém cé hai base d6. Co thé phat hién mét ving x6a base duy nhét tai mot trong hai
base do.

8 Nhu vdi bat ky quy trinh cong viéc chun bi thu vién dua trén qua trinh tao thé lai nao, cac da hinh co ban, dot bién,
viing chén hodc viing xda trong cac viing gan két oligonucleotide c6 thé anh hudng dén cac alen dugc tham do va
cac két qua phat hién trong khi giai trinh tu. Vi du:

Mot bién thé cung pha voi mot bién thé trong ving méi ¢ thé khong duoc khuéch dai, dan dén trudng hop am
tinh gia.

Cac bién thé trong ving mdi ¢ thé ngan can su khuéch dai ctia alen tham chiéu, dan dén phat hién bién thé
déng hop tir khéng chinh xac.

Céc bién thé indel trong viing mdi c6 thé dan dén phat hién duong tinh gid & cusi doan doc lién k& v&i moi.

9  Xét nghiédm c6 thé loc cac indel do sai |&ch sgi néu cac bién thé nay xay ra gan cudi mét doan doc va bi cat mém
trong qua trinh so khép.

10 MNV nhé chuwa duge kim nhan va chi dugc bao cao trong Somatic Variant Module.

11 Céc vung x6a dugc bdo cdo trong VCF tai toa dd cla base ndm trudc theo dinh dang VCF. Do do, hay xem xét cac
bién thé lién k& trwde khi bao cao mét phat hién base riéng 1€ 1a tham chiéu déng hop tar.

12 Céc gidi han danh riéng cho dong mam:

Thiét bi NextSeq 550Dx, si* dung Germline Variant Module clia Local Run Manager cho NextSeq 550Dx, dudc
thiét k& dé cung cép két qua dinh tinh cho phat hién bién thé dong mam (vi du: dong hop t, di hop t&, thé dai).
Khi dugc st dung véi Germline Variant Module, pham vi t8i thi€u can thiét trén méi amplicon d& phat hién bién
thé chinh xac Ia 150x. Do d8, can cé 150 phan doan ADN hb trg, tuong duong vai 300 doan doc két déi chong
I&n. S8 lvong mau va téng sd base nhdm muc tiéu sé anh hudng dén pham vi. Ham lwgng GC va ham luwgng hé
gen khac co thé anh hudng dén pham vi.

Su thay d6i s6 lugng ban sao co thé anh hudng dén viéc xac dinh mot bién thé 1a dong hap tl hay di hop to.
Cac bién thé trong trudng hop |ap lai nhat dinh duoc loc ra khéi cac tép VCF. B loc 1ap lai RMxN duoc st dung
dé loc bién thé néu tat ca hodc mot phan trinh tu bién thé xuat hién Iap di lap lai trong hé gen tham chiéu lién
ké vdi vi tri bién thé. D4i véi phat hién bién th€ dong mam, can it nhat 9 trinh tu 1ap lai trong tham chiéu dé loc
bién th&. Chi xét nhirng trinh tu 13p lai cd do dai téi da 5 bp (R5x9).

Mot indel va mét SNV & 16-cut don co thé chi cho mét bién thé trong bao cao.

13 Cac gidi han danh riéng cho sinh dudng.

Thiét bi NextSeq 550Dx, st dung Somatic Variant Module clia Local Run Manager cho NextSeq 550Dx, duoc
thiét k& dé cung cap két qua dinh tinh cho phat hién bién thé sinh dudng (vi du: su hién dién ctia mét bién thé
sinh dudng ¢6 tan s6 bién thé 16n hon hodc bang 0,026 vdi gidi han phat hién 1a 0,05).
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Khi duoc str dung véi Somatic Variant Module, pham vi t6i thiu can thiét trén méi amplicon d& phat hién bién
thé chinh xac 1a 450x trén mbi nhém gdp oligonucleotide. Do d6, can c6 450 phan doan ADN hd trg trén méi
nhém gop oligonucleotide, twong duong véi 900 doan doc két doi chong 1an. S6 lwvang mau va téng s6 base
nham muc tiéu s& anh hudng d&n pham vi. Ham lwong GC va ham luong hé gen khéac ¢c6 thé anh huéng dén
pham vi.

DGi véi phat hién bién thé sinh dudng, can it nhat sau trinh tu 1ap lai trong tham chiéu dé loc bién thé& va chi xét
nhirng trinh tu 1ap lai c6 d6 dai t6i da 3 bp (R3x6).

Somatic Variant Module khong thé phéan biét gilta bién thé dong mam va sinh duwdng. Moé-dun nay dudc thiét ké
dé& phat hién cac bién thé trén mot loat cac tan sd bién thé, nhung khong thé st dung tan s6 bién thé d& phan
biét cac bién thé sinh dudng vdi cac bién th€ dong mam.

M6 binh thudng trong méau xét nghiém anh huédng dén viéc phat hién cac bién thé. Gidi han phat hién duoc bao
cao dua trén tan sd bién thé lién quan dén téng s6 ADN tach chiét tlr cd mo khoi u va mé binh thudng.

Thanh phan san pham
1 Thiét bi NextSeq 550Dx (Danh muc s& 20005715)

Variant Module

Yéu té

Nhiét d6

D6 dm

Thang 5 nam 2022

trinh phan tich
phu

Diéu kién van hanh

2 Céc thanh phan phan mém cho thiét bi NextSeq 550Dx, bao gom:
Ung dung Chic nang M6 ta
phan mém
NextSeq 550Dx | Diéu khién hoat Ung dung phan mém NOS quan ly hoat ddng cla thiét bi trong qua trinh giai trinh tu va tao
Operating dong cda thi€tbi | hinh anh cho phan mém Real-Time Analysis (RTA) st dung.
Software (NOS)
Real-time Thuc hién qua Ung dung phan mém RTA chuyén déi cac hinh anh do NOS tao cho méi 6 trong mdi chu ky
Analysis trinh phan tich chay gidi trinh tu’ thanh cac tép phat hién base, la dau vao cho cac mé-dun phan tich ctia Local
Software (RTA) | chinh Run Manager. Ung dung phan mém RTA khong ¢6 giao dién ngudi dung.
Local Run Giao dién cho Phan mém Local Run Manager la mét giai phap tich hgp trén thiét bi d€ quan ly ngudi dung,
Manager phép lya chon chon mé-dun phan tich phu hop va giam sat trang thai.
mo-dun
Somatic Variant Thyc hién qua Phan mém mé-dun phan tich nay clia Local Run Manager x{ ly phat hién base thong qua qua
Module trinh phan tich trinh phan tich phu. Qua trinh x& Iy bao gom tach doan, tao tép FASTQ, so khdp, phat hién
phu bi€n thé va bao cao. Trinh phat hién bién thé (Pisces) tao tép VCF chira thong tin vé cac bién
thé& phat hién duwoc & cac vi tri cu thé trong hé gen tham chiéu va bao gdm tan sé bién thé do
duoc.
Germline Thuc hién qua Phan mém mo-dun phan tich nay ctia Local Run Manager x& ly phat hién base théng qua qua

trinh phan tich phu. Qua trinh x& Iy bao gém tach doan, tao tép FASTQ, so khdp, phat hién
bi€n thé va bao cao. Trinh phat hién bién thé (Pisces) tao tép VCF chira thdng tin vé cac bién
thé phat hién dudc & cac vi tri cu thé trong hé gen tham chiéu va xac dinh mdi bién thé 1a di hop
t&r hay dong hap tr.

Thoéng s6 ky thuét

Duy tri nhiét d6 phong thi nghiém trong khoang tir 19°C dén 25°C (22°C +3°C). Day la nhiét dd hoat dong clia thiét
bi. Trong thdi gian chay, khéng dé€ nhiét dd moi trwdng xung quanh thay déi qua +2°C.

Duy tri d6 &m twong d6i khéng ngung tu trong khoang 20-80%.
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Thiét bi va vat liéu

Thiét bi va cac vat liéu can tu chuan bi, ban riéng

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles), Danh muc s& 20028870
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), Danh muc s6 20028871

Cac thiét bi va vat liéu can tu chuan bi ch&t khdng duwdc cung cap

Vat tu tiéu hao do ngudi dung cung cap cho cac lan chay giai trinh tu

Vat tu tiéu hao Nha cung cép Muc dich
Khan lau t&m con, isopropyl 70% VWR, danh mucsé 95041-714 Lam sach t€ bao dong chay va muc dich
hoac (ho&c twong duong) thong dung
Ethanol, 70% Nha cung cp vat tv phong thi nghiém théng
thudng
Gidy lua dung cho phong thi nghiém, VWR, danh muc s 21905-026 Lam sach t€ bao dong chay va muc dich
it bui (hoac tuvong duong) théng dung
Vat tu tiéu hao do ngudi dung cung cap dé bao tri thiét bi
Vat tu tiéu hao Nha cung cép Muc dich
NaOCl, 5% Sigma-Aldrich, danh muc s6 239305 Rra thiét bi bang quy trinh rira thi cdng sau khi
(natri hypoclorit) (ho&c san pham twong duong cép do dung chay; pha lodng dén mdrc 0,12%
trong phong thi nghiém)
Tween 20 Sigma-Aldrich, danh muc s6 P7949 Rra thiét bi bang tly chon rira thi cong; pha lodng
dén mre 0,05%
Nudc, cép do dung trong Nha cung cép vat tv phong thi nghiém Rra thiét bi (quy trinh rira tha cong)
phong thi nghiém théng thudng
B0 loc khéng khi llumina, danh muc s6 20022240 Lam sach khong khi ma thiét bi hat vao dé lam mat

Huwdéng dan vé nudc & cédp dd dung trong phong thi nghiém
Ludn st dung nudc G cdp do dung trong phong thi nghiém hodc nudc khir ion dé€ thuc hién cac quy trinh cua thiét bi.
Tuyét déi khong dung nuwdc may. Chi s dung cac cdp do nudc hodc céac loai twong duong sau:

Nuéc khtr ion

[llumina PWA1

Nudc 18 Megohm (MQ)

Nuéc Milli-Q

Nudc Super-Q

Nudc cap dé sinh hoc phan ti

Canh bao va bién phap phong ngia

THAN TRONG Luét lién bang chi cho phép thiét bi nay dudc ban bdi hodc theo yéu cau clia bac si hodc bac s hanh
nghé khac dugc cép phép theo luat ctia Tiéu bang noi bac si do hanh nghé, sir dung ho&c yéu cau st dung thiét bi.

Thang 5 nam 2022
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10

11

12

M6t s6 thanh phan clia thudc thr do Illumina cung c8p dé€ st dung vdi thiét bi NextSeq 550Dx c6 chira
céac hoa chét c6 thé gay nguy hiém. C6 thé xay ra thwang tich ca nhan néu hit phai, nudt phai, tiép xic
v@i da va mat. Mang thiét bi bao hd, bao gém bdo vé mat, gang tay va 4o choang phéng thi nghiém
twong &ng v8i cac nguy cd phoi nhiém. X ly thudc thir da s dung nhu chét thai héa hoc va thai bd
theo cac luat va quy dinh hién hanh cla dia phuong, quéc gia va khu vuc. D& biét thém thong tin vé moi
truwong, strc khée va an toan, hdy xem Bang di liéu an toan (SDS, Safety Data Sheet) tai dia chi
support.illumina.com/sds.html.

Bao cao ngay moi s ¢8 nghiém trong lién quan dén san phdm nay cho lllumina va Co quan c6 thdm quyén cla cac
qudc gia thanh vién nadi ngudi dung va bénh nhan cu trd.

XU ly tat c& cac mau mau nhu thé cac mau dé duoc biét [a c6 khd nang lay nhiém vi-rit suy gidm mién dich & ngusi
(HIV, Human Immunodeficiency Virus), vi-rut viém gan B & ngudi (HBV, Human Hepatitis B Virus) va cac tac nhan
mam bénh lay qua duwdng mau khac (cac bién phap phong nglra chung).

Viéc khéng tuan thi cac quy trinh d& néu cé thé dan dén két qua sai hodc chat lwong mau gidm sut dang ké.

SUr dung céac bién phap phong ngtra thudng quy cla phong thi nghiém. Khéng dung pipet badng miéng. Khéng an
udng hodc hit thuée trong khu vue 1am viéc duoc chi dinh. Deo gang tay va mac do khoac phong thi nghiém dung
mot Ian khi x ly cac mau xét nghiém va thudc thir trong bo kit. Rira tay ki cang sau khi x& ly cac mau xét nghiém
va thudc tht trong bo kit.

Yéu cau ap dung phuang phap thuc hanh trong phong thi nghiém thich hgp va vé sinh trong phong thi nghiém sach
s& d& ngan chan cac san pham phan (ng chudi polymerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) lam nhiém ban
thudc thir, thiét bi do va mau ADN hé gen. Tinh trang nhiém ban PCR c6 thé khién cho k&t qua khéng chinh xac va
khong dang tin cay.

D& tranh tinh trang nhiém ban, hdy dam bao réng khu vuc tién khuéch dai va hau khuéch dai c6 thiét bi va vat tu
tiéu hao chuyén dung (vi du: pipet, dau pipet, khdi G nhiét, may trén mau va may ly tam).

Viéc ghép cap mau vdi chi thi phai khdp chinh xac véi cach bé tri khay da in. Local Run Manager tu dong dién cac
moi chi thi lién ké&t véi tén mau khi tén mau duoc nhap vao mé-dun. Ngudi dung nén xac minh mai chi thi lién két
v6i mau trudc khi bat dau chay giai trinh tw. M&u khong khdp véi cach bé tri khay s& dan dén viéc mat kha nang
nhan dang mau duong tinh va bao cao két qua khéng chinh xac.

Dac biét, ngudi dung nén tu cai dat phan mém chéng vi-rit dé bao vé& may tinh khéi vi-rat. Tham khdo hudéng dan
st dung dé biét huéng dan cai dat.

Khéng van hanh NextSeq 550Dx khi da thao bat ky td&m vo nao. Viéc van hanh thiét bi khi thao bat ky tdm voé nao
déu dan dén nguy co ti€p xtc vdi dién ap dudng day va dién ap mot chiéu (DC, Direct Current).

Khéng cham vao bé té bao dong chay trong khoang chira té bao dong chay. May sudi trong khoang chlra nay van
hanh trong khoang tir 22°C dén 95°C va c6 thé gay bong.

Thiét bi nang khoang 185 Ib va co thé gay thuang tich nghiém trong néu bi roi hodc thao tac sai cach.

Hudng dan st dung

Hudéng dan st dung sau day hudng dan cach chay Germline Variant Module va Somatic Variant Module & ché do
chén doan trén thiét bi NextSeq 550Dx bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) hodc NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Nhap thong tin [an chay

D& biét hudng dan chi tiét, hdy xem NextSeq 550Dx Instrument Reference Guide (Hudng dan tham khéo vé thiét bi
NextSeq 550Dx) (tai liéu s6 1000000009513) va hudng dan vé mé-dun Local Run Manager tuong (ng.

Thiét 1ap thong s6

1
2
3

bang nhap vao Local Run Manager.

Chon Create Run (Tao lan chay) réi chon Somatic Variant hodc Germline Variant.
Nhap tén lugt chay gilp xac dinh lugt chay t&r budc giai trinh tuw dén budc phan tich.
St dung cac ky tu chi¥ va s6, ddu cach, diu gach dudi hodc dau gach ngang.
[Khéng béat budc] Nhap théng tin mé ta Ian chay dé& gitp xac dinh an chay.

S dung cac ky tuw chit va s, diu cach, diu gach dudi hodc dau gach ngang.
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5 Chon s& mau va bd chi thi tir danh sach tha xuéng.
Hay can nhac théng tin sau day khi ban lwa chon.
Danh sach tha xudng chira s6 mau ciing véi mét bd chi thi. Vi du: 24-Set 1 (24-Bd 1) thé hién rang 24 mau sé dudc
xét nghiém, véi cac chi thi tir bd chi thi 1.
S6 bd chi thi dé cap dén cac bd cap chi thi i5 va i7 khac nhau. Set 1 (B6 1) va Set 2 (B6 2) déu cung cap su da dang
vé chi thi. Hai bd chi thi dwgc cung cdp dé gilp ngan tinh trang thi€u hut néu chi c6 mét bd duy nhét.
Chon s6 mau gan nhat véi s6 mau ban sé xét nghiém. Néu danh sach khéng c6 s6 mau chinh xac ban can, hay
chon s6 mau gan nhat, nhung it hon s& mau ban s& xét nghiém. Vi du: néu ban muén xét nghiém 18 mau, hay chon
16 mau.
T& hop céc giéng mau va chi thi dudc dé xuat dap (ng cac yéu cau vé da dang chi thi dudc danh ddu bédng mau
xanh luc.

Nhap tép phiéu ké khai cho [an chay

1 Dam bao réng cac phiéu ké khai ban mudn nhap c6 san & mét vi tri mang co thé truy cap hoac trén 6 USB.
2 Chon Import Manifests (Nhap phi€u ké khai).

3 Chuyén dén tép phiéu ké khai va chon cac phiéu ké khai ma ban mudn thém.

LUU Y D& chuan bi san sang tép phiéu ké khai cho tat ca cac 1an chay bang mé-dun phan tich Germline Variant hodc
Somatic Variant, hay thém phiéu ké khai bang tinh nang Module Settings (Cai dat mé-dun). Tinh nang nay yéu cau
ban phai c6 quyén cép ngudi dung quan tri vién. D& biét thém thong tin, hdy xem NextSeq 550Dx Instrument
Reference Guide (Hudng dan tham khéo vé thiét bi NextSeq 550Dx) (tai liéu s6 1000000009513).

Chi dinh mau cho Ian chay

Chi dinh mau cho luot chay bang mét trong céc tlly chon va cac hudng dan sau do.
Enter samples manually (Nhap mau theo cach thi cdng) — Sir dung bang tréng trén man hinh Create Run
(Tao Ian chay).
Import samples (Nhap mau) — Chuyén dén tép bén ngoai & dinh dang gia tri dudc phan tach bang dau phay
(*.csv). Trén man hinh Create Run (Tao lan chay) s& c6 sdn mdt mau cho ban tai xuéng.

Nhap mau theo céch thl céng
1 Nhap mét tén mau duy nhat (M6-dun phén tich Somatic Variant) ho&c ID mau (M6-dun phén tich Germline
Variant ).
S dung cac ky tuw chit va s6, ddu gach ngang hoac dau gach dudi.
2 [Khéng bat budc] Béi véi cac mau chiing duong hodc am, nhap chudt phai va chon loai mau chiing.
Mau chi*ng trong mét giéng mau sé tu doéng dién vao giéng tuwong ¢ng trong nhém godp khac co ciing mau chirng.
3 [Khéng bat budc] Nhap thong tin md ta mau vao trusng Sample Description (M6 ta mau).
S dung cac ky tuw chit va s, ddu gach ngang hoéc déu gach dudi.
4 Chon mot adapter Chi thi 1 tir danh sach tha xuéng Index 1 (i7) (Chi thi 1).
Khi ban st dung cac giéng mau dugdc dé xuat, phan mém sé tu dong dién cac adapter chi thi i7 va i5 dap &ng cac
yéu cau vé da dang chi thi. N&u danh sach khéng cé s& mau chinh xac ma ban sé xét nghiém, hay nhd chon adapter
chi thi cho cac giéng troi thém.
5 Chon mét adapter Chi thi 2 t&r danh sach tha xuéng Index 2 (i5) (Chi thi 2).
6 Chon tép phi€u ké khai tlr danh sach tha xuéng Manifest (Phiéu ké khai).
Céac mau trong Nhém gop A yéu cau phiéu ké khai khac véi cac mau trong Nhém gdp B.
7  Chon mét tly chon d& xem, in hodc luu cach bé tri khay lam tham chiu khi chudn bi thu vién:
Chon bidu twong = Print (In) d& hién thi cach bd tri khay. Chon Print (In) d& in cach b tri khay.
Chon Export (Xuat) dé xuat théng tin mau ra tép bén ngoai.
8 Chon Save Run (Luwu an chay).
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Nhap mau

1 Chon Import Samples (Nhap mau) réi duyét dén vi tri clia tép thdng tin mau. Ban c6 thé nhap hai loai tép.
Chon Template (M4u) trén man hinh Create Run (Tao lan chay) dé tao cach bé tri khay méi. Tép mau chira cac
tiéu dé cot chinh xac dé nhap théng tin. Nhap théng tin mau vao méi ¢t cho cac mau trong Ian chay. Xéa théng
tin vi du trong cac 6 khéng st dung, sau dé Iuu tép.
St dung tép théng tin mau da dudgc xuat tr mé-dun Germline Variant hodc Somatic Variant bang tinh nang
Export (Xuat).

2 Chon bi6u twong = Print (In) d& hién thi cach b tri khay.

3 Chon Print (In) d& in cach bé tri khay lam tham chi€u khi chuén bi thu vién.

4 Chon Save Run (Luu Ian chay).

Chuan bi hop thudc thiy
Ban can can than lam theo cac huéng dan ctia hdp thudc thir dé gidi trinh tu thanh céng.
1 L&y hdp thudc tht ra khoi noi bao quan co nhiét do tr -25° dén -15°C.
2 Chon mét trong cac phuong phap sau day dé ra dong thudc thir. Kndng nhan chim hop. Sau khi ra déng hop, hay
lau khé hdp trude khi chuyén sang budc ti€p theo.

Nhiét do Thoi gian cén dé ra dong Gigi han 8n dinh
B6n nudc 15°C dén 30°C 60 phut Khong qua 6 gio
2°C dén 8°C 7 gio Khéng qua 5 ngay

LUU Y N&u ra déng nhiéu hdp trong ciing mét bdn nuwdc, hay tang thém thoi gian ra dong.

3 Up ngtra hop nam lan dé tron cac thude th.

4 Kiém tra day hop dé dam bao rang thudc thir da dugc ra déng va khdng co két tha. Xac nhan rang céac vi tri s6 29,
30, 31 va 32 da dudgc ra dong, vi day la cac vi tri 16n nhat va mat nhiéu thdi gian ra déng nhat.

5 G nhe lén ban thi nghiém dé giam bot khi.
Dé& co két qua tét nhat, hay chuyén ngay sang qua trinh nap mau va thiét |ap lan chay.

Chuan bi t&€ bao dong chay
1 L&y mot hop té€ bao dong chay mdi ra khodi noi bao quan ¢ nhiét do tir 2°C dén 8°C.
2 L&y tai nhdém ra khoi hop va dé & nhiét do phong trong 30 phut.

Chuan bi thu vién @€ gidi trinh tw
Bién tinh va pha loang thu vién dén murc thé tich nap 1,3 ml. Trén thuc t&, nong do nap co thé thay déi tuy vao
phuong phéap chudn bi va dinh luong thu vién. Viéc pha loang thu vién mau phu thudc vao dd phirc tap clia cac nhém
gbp oligonucleotide. N&u ban muén biét huwdng dan vé cach chuén bi thu vién mau dé giai trinh tw, bao gém cé cach
pha lodng va gép nhdm thu vién, hay xem phan Hudéng dan s dung danh cho bd kit chuén bi thu vién tuong (ing. Ban
phai t6i wu hdéa mat doé cum trén NextSeq 550Dx.

Nap thu vién vao hop thude thiy
1 Dung gidy lua it bui lau sach mang nhém dan kin ngan chira s6 10 c¢b nhan Load Library Here (Nap thu vién tai
day).
2 Dung dau pipet 1 ml sach ddm thing mang nhém.
3 Nap 1,3 ml thu vién da chudn bi vao ngan chiva s& 10 co6 nhan Load Library Here (Nap thu vién tai day).
Tranh cham vao mang nhém khi phan phéi cac thu vién.
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Hinh 1 Nap thu vién

Thiét Iap lan chay gidi trinh tw

1

DPang nhap vao NextSeq 550Dx bang mat khdu phan mém Local Run Manager.

2 TU man hinh Home (Chinh) ciia phan mém NOS, chon Sequence (Trinh tu).
3 Chon Ian chay ti* danh sach, sau dé chon Next (Tiép).
M6t loat cac man hinh thiét 1ap lan chay sé md ra theo th( tv sau: Load Flow Cell (Nap té bao dong chay), Load
Buffer Cartridge (Nap hdép dung dich dém), Load Reagent Cartridge (Nap hop thudc thir) va Pre-Run Check (Kiém tra
truwde khi chay).
4 Khi man hinh Load Flow Cell (Nap té bao dong chay) xuat hién, hay lam sach va sau dé nap té bao dong chay.
L4y t& bao dong chay ra khoi tii nhém.
M& hop nhua trong sudt dang vé so va lay té bao dong chay ra
Lam sach bé& mat thay tinh cla t& bao dong chay bang khan lau khéng bui t&m cén. Dung gidy lua it xo dung
cho phong thi nghiém @& lau khé phan thay tinh
Dam bdo bé mat thay tinh clia t€ bao dong chay sach sé. N&u can, hay Iap lai buwdc lam sach.
Loai bo té€ bao dong chay da sir dung ti [an chay trudc.
Can chinh t&€ bao dong chay trén cac chét déi chiéu va dat té bao dong chay 1én bé.
5 Chon Load (Nap).
Clra sé& tu dong dong lai, ID t& bao dong chay xuét hién trén man hinh va cac cam bién dudc kiém tra.
6 Lam theo 16i nhac cta phan mém dé déc hét hdp dung thubc thir d& st dung, nap hop dung dich d@m NextSeq
550Dx va nap hop thuéc thi NextSeq 550Dx.
Khi ban da nap hop dung dich dé&m va thuéc thir NextSeq 550Dx, phan mém sé doc va ghi lai RFID. ID hdp dung
dich dém va thudc thir s& xuét hién trén man hinh va cac cam bién duoc kiém tra.
7 Khi qua trinh tu dong kiém tra trude khi chay hoan tat, hay chon Start (Bat dau). (Khéng bat budc néu dugc cau hinh
dé tv déng bat dau.)
8 Man hinh Sequencing (Giai trinh tuw) s& md ra khi [an chay bt dau. Man hinh nay cung cap phan trinh bay trwc quan
vé lan chay dang dién ra, bao gém cudng dd va diém chat luong (diém Q).
Két qua

Real-Time Analysis (RTA) la phan mém tich hop thuc hién phan tich hinh anh va phat hién base déng thdi chi dinh
diém chét luong cho ting base cho méi chu ky gidi trinh tw. Khi qua trinh phan tich chinh két thic, mé-dun Local Run
Manager da chon trén thiét bi NextSeq 550Dx sé tu dong bat dau qua trinh phan tich phu. Cac quy trinh phan tich phu
dugc mo ta & day la danh cho Germline Variant Module va Somatic Variant Module.

Tach doan

Budc tach doan so sanh tirng trinh tw Doan doc chi thi véi cac trinh tu chi thi duoc chi dinh cho Ian chay. Budc nay
khéng xem xét gia tri chat lugng nao.
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Doan doc chi thi duwoc xac dinh bang cac budc sau:
Céac mau dudc danh s bat dau tr 1 dua trén thi tu mau dudc liét k& cho Ian chay.
Mau s6 0 dudc danh riéng cho cac cum khéng duoc chi dinh cho mét mau.

Cac cum dudc chi dinh cho mét mau khi trinh tu chi thi khdp chinh xac hodc khi ¢6 t6i da mét 1an khong khdp trén
m&i Doan doc chi thi.

Taotép FASTQ

Sau khi tach doan, phan mém tao cac tép phan tich trung gian & dinh dang FASTQ, day la dinh dang van ban dugc st
dung dé trinh bay céc trinh tu. Tép FASTQ chira cac doan doc cho tiing mau va diém chét luong lién quan. Cac cum
khong di qua bd loc déu bi loai trir.

Mai tép FASTQ chira cac doan doc cho riéng mét mau va tén clia mau do sé co trong tén tép FASTQ. Trong
Germline Variant Module va Somatic Variant Module, tam tép FASTQ dudc tao cho méi mau cho mdi nhém gdp oligo,
bén tép tir Doan doc 1 va bén tép tir Poan doc 2. K&t qua dau ra nay tao ra téng cong 8 va 16 tép FASTQ méi mau
tuong tng cho Dong mam va Sinh dudng. Tép FASTQ |a dau vao chinh dé so khdp.

So khdp

Trong budc so khdp, thuat toan Smith-Waterman theo dai bang sé& so khdp cac cum tir méi mau véi trinh tu amplicon
dudc chi dinh trong tép phiéu ké khai.

Thuat toan Smith-Waterman theo dai bang thuc hién so khdp trinh tu ban toan cau dé xac dinh cac ving tuang tu
gitra hai trinh tu. Thay vi so sanh téng trinh tu, thuat toan Smith-Waterman so sanh cac doan thudc tat ca cac do dai
co thé.
M6i doan doc két dbi dudc danh gia vé mirc dd so khdp vdi cac trinh tu dau do lién quan cho doan doc do.
Doan doc 1 dudc danh gia dua trén phan bé sung ngudc ctia Oligo danh riéng cho 16-cut xudi hudng (DLSO,
Downstream Locus-Specific Oligos).
Poan doc 2 duoc danh gia dua trén Oligo danh riéng cho 16-cut ngudc hudng (ULSO, Upstream Locus-Specific
Oligos).
Néu phan dau clia doan doc khdp véi trinh tu dau do cé khong qua mot 1an khong khdp thi toan bé dé dai clia doan
doc dugc so khdp véi muc tiéu amplicon cho trinh tu do.
Né&u phan dau cua doan doc khdp vdi trinh tu ddu do cd khdng quéa ba khac biét (s6 lan khong khdp hoac thay déi do
indel d&n dau) thi toan bo d6 dai ciia doan doc dudc so khép véi muc tiéu amplicon cho trinh tu do.
Indel trong DLSO va ULSO khong dugc quan sat, xét cong nghé hda hoc clia xét nghiém.
Cac chudi so khdp dudc loc tir két qua so khdp dua trén ty 1& khdng khdp trén ving quan tdm hoac toan bb amplicon,
tuy thuéc vao dd dai amplicon. Cac chudi so khdp da loc dugc ghi trong cac tép so khdp la khéng so khdp va khéng
duoc st dung trong viéc phat hién bién thé.

Phat hién bién thé
Trinh phat hién bién thé Pisces dudc thiét k& dé& thuc hién cac phat hién bién th€ SNV va indel tir thu vién duoc
chuén bi cho thiét bi.

Bao cao va tép dau ra b6 sung

Cac mo-dun phén tich bién thé tao bao céo dang PDF va dang dinh gidi bang tab (*.txt). Cac bao céo nay trinh bay sé
liéu nhu d6 sau giai trinh tu va s6 luwong bién thé. Cac mo-dun ciling tao cac tép dau ra nhu tép Dinh dang phat hién
bién thé (VCF, Variant Call Format) va Dinh dang phat hién bién thé hé gen (QVCF, genome Variant Call Format) cho
cac Ung dung phat hién bién thé.
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Quy trinh d6i ching chat lugng

Phan mém NextSeq 550Dx danh gia tiing Ian chay, mau va phat hién base dua trén cac s6 liéu déi chiing chét luong.
MA&u chiing duong va am ciing dudc dé xuat trong qua trinh chudn bi thu vién va can dudc danh gia. Danh gia cac
mau ching nhu’ sau:

« MAu chi*rng am (Ch&ng khéng c¢é khuén) hodc maiu chirng am khac — Phai tao ra két qua du kién. Néu
mau chirfng am tao ra k&t qua khac vai du kién, thi co thé da xay ra 16i trong viéc theo déi mau, ghi sai cac mdi lap
chi thi ho&c tinh trang nhiém ban.

+  Méu chi*rng duong — Phai tao ra k&t qua du kién. Néu mau chiing duong tao ra két qua khac véi du kién, thi co
thé da xay ra 16i trong viéc theo ddi mau ho&c ghi sai cac mai 1ap chi thi.

Dac diém hiéu suat
Céc dac diém hiéu suét cla thiét bi NextSeq 550Dx da duagc thiét 1ap bang Germline Variant Module va Somatic
Variant Module cung véi TruSeq Custom Amplicon Kit Dx va NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) va dugc xac nhan bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Cac nghién cliu bao gom
Lap chi thi m3u, Tén dong mau, Dau vao ADN, D6 nhay phan tich (Gidi han mau trdng/Gidi han phat hién), D6 chinh
xac, D6 chum, So sanh phuong phap va Kha nang tai lap.
Cac nghién ctiu phan tich st dung NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) dugc thiét k& d&€ danh
gia cac tuyén bd vé hiéu suat da dudc thiét 1ap trudc dé vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).
Két qua chirng minh rang céc bd kit thudc thir (v2 va v2.5) c6 hiéu suat tuong duong khi sir dung TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx. Xem t& huéng dan st dung TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dé biét cac dac diém hiéu suét lién
quan dén cac yéu td trudc khi phan tich, chang han nhu phuong phap tach chiét hodc cac chat can thiép.

Binh nghia cac phép tinh dugc sir dung trong dac diém hiéu suat
1 Ty lé phan trdm dd tuong hop duong (PPA, Positive Percent Agreement) dugc tinh bang ty 1& cac 16-cut dugc phan
loai 14 bién thé theo mét phuong phap tham chi€u ma xét nghiém bao cao chinh xac.
(s6 16-cut bién thé dwdc bao cao chinh xac théng qua xét nghiém) / (t6ng s6 16-cut bién thé)
Cac 16-cut bién thé dudc bao cao thong qua xét nghiém va phu hdp véi phwong phap tham chiéu 1a duong tinh
that (TP, True Positive). Cac 16-cut bién thé duwoc bao cao |a phat hién tham chiéu hodc phat hién bién thé khac
nhau théng qua xét nghiém la am tinh gid (FN, False Negative).
2 Ty lé phan tram dd tuong hop am (NPA, Negative Percent Agreement) dugc tinh béng ty 1& cac 16-cut dudc phan loai
la thé dai theo mot phuong phap tham chiéu ma xét nghiém bao cao chinh xac.
(sd 16-cut thé dai dudc bao cdo chinh xac thdng qua xét nghiém) / (téng s6 16-cut thé dai)
Cac 16-cut thé dai dugc bao céo théng qua xét nghiém va phu hdp vdi phuang phap tham chiéu 1a am tinh théat
(TN, True Negative). Cac 16-cut thé dai dudc bao cao la bién thé thong qua xét nghiém la duong tinh gia (FP,
False Positive).
3 Ty lé phan tram dé tuong hop téng thé (OPA, Overall Percent Agreement) dugc tinh bang ty 1& cac 16-cut duwdc bao
cao chinh xac théng qua xét nghiém so véi mot phuong phap tham chiéu.
((s6 16-cut bién thé duoc bao cao chinh xac théng qua xét nghiém) + (sd 16-cut thé dai duwdc bao cao chinh xac
théng qua xét nghiém))/((t6ng s6 16-cut bién thé) + (tGng s& 16-cut thé dai))
4  Céc phép tinh PPA, NPA va OPA khong bao gém trudng hap khdng phat hién (cac 16-cut bién thé hodc tham chiéu
khong dap (rng moét hodc nhiéu bé loc chét lugng).
5 Ty |& phat hién nhiém séc thé thudng duoc tinh bang cach 18y téng s6 16-cut di qua bd loc chia cho téng s& vi tri giai
trinh tw d6i v6i nhiém séc thé 1 — 22; loai trlr nhiém sic thé X va Y. S6 liéu nay khdng xét dén do tuong hop clia két
qua phat hién véi phuong phap tham chiéu.
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Hiéu suat ciia NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles)

Lap chi thi mau

Céac mdi chi thi mau, dugdc thém vao trong qué trinh chuén bi thu vién, chi dinh mét trinh tu duy nhat cho méi ADN
mau. C&c trinh tu duy nhat nay cho phép nhiéu mau dudc gop lai vdi nhau trong mét 1an chay gidi trinh tu duy nhéat.
Viéc 1ap chi thi mau dudc s dung cho ca quy trinh céng viéc ddong mam va sinh dudng. Muc dich cla nghién ctu
nay la thiét 1ap s6 luong mau téi thidu (8) va téi da (96) cé thé dudc x{¥ ly trong mét [an chay giéi trinh tu duy nhét trén
thiét bi NextSeq 550Dx. Tam mau Hé gen bach kim duy nhat da duoc xét nghiém vaéi 12 t6 hop mdi lap chi thi khac
nhau trén méi mau. K&t qua mau ti bon 1an chay gidi trinh tu bdng Germline Variant Module duoc so sanh véi Hé gen
bach kim phién ban 2016-1.0.

Dai vdi loat cac Ian chay dau tién, 96 thu vién mau duoc 1ap chi thi duy nhat da dudc xét nghiém théng qua mot xét
nghiém dai dién dugc thiét k& dé truy van nhiéu loai gen bao gom 12.588 base méi soi trén tat c& 23 nhiém s&c thé &
ngudi. Muc dich la xac minh kha nang cla xét nghiém trong viéc thuc hién nhat quan phat hién dinh ki€u gen cho mot
mau nhat dinh trén cac t6 hop mai 1ap chi thi khac nhau. D6i vdi loat céc 1an chay thir hai, tam thu vién mau dugc 1ap
chi thi duy nhéat da dudc gidi trinh tu trong hai Ian chay gidi trinh tu d& xac minh s8 luong chi thi téi thidu dudc hé tro.
Dai vdi cac lan chay 96 chi thi, PPA déi vai SNV dao dong tr 98,7% dén 100%, PPA d6i véi ving chén va ving xéa
la 100% va NPA |a 100% cho méi t6 hop 96 chi thi. Cac Ian chay 8 chi thi c6 gia tri PPA la 100% (SNV, vung chén
va vung x6a) va NPA |a 100% cho méi t6 hop 8 chi thi.

Tén dong mau

Thiét bi NextSeq 550Dx cho phép gidi trinh tu nhiéu mau cung véi cac mau chiing trong mét 1an chay gidi trinh tu duy
nhat. Mét nghién cliiu da duoc thuc hién dé danh gia mdc dd tén dong mau trong mét Ian chay gidi trinh tu (trong mét
lan chay) va giira cac lan chay gidi trinh tu (gitta cac 1an chay). Hai mau Hé gen bach kim, mét nam va mét ni¥, da
dudc xét nghiém thdng qua mot xét nghiém dai dién dugc thiét k& dé truy van nhiéu gen khac nhau bao gdm 12.588
base (150 amplicon) trén 23 nhiém sé&c thé khac nhau, bao gém ca hai nhiém séc thé gidi tinh. Cac thu vién da duodc
gidi trinh tu trén thiét bi NextSeq 550Dx béng Germline Variant Module. Su tén dong tlr cac mau nam sang cac mau
nit da dudc quan sat nhd su hién dién cla doan doc amplicon nhiém sac thé Y trong cac méau nir.

Su tén dong trong mét [an chay cé thé xay ra trong qua trinh tao cum, phat hién base chu Ky chi thi va tach doan
méau. D& kiém tra su tén dong mAu trong mét 1an chay gii trinh tw, mét nhdm gdp thu vién bao gém 46 mau Iap cho
m&i mau nam va nit cdng véi bdn mau chiing khéng c6 khudn da dugc gidi trinh tw mét 1an trén thiét bi NextSeq
550Dx. Su tén dong mau trong mét 1an chay dudc danh gia bang cach so sanh pham vi amplicon nhiém sac thé Y &
mdi mau 13p n¥ v6i pham vi amplicon nhiém s3c thé Y trung binh & t&t ca cac mau lap nam trong nhém gop. Ty 1é tén
dong mau trung binh trong mét Ian chay quan sat duoc 1a 0,084%.

Dé& kiém tra sy’ tén dong mau gitra cac lan chay, hai nhém goép thu vién da dudc chuan bi va gidi trinh tu lién tiép trén
mot thiét bi NextSeq 550Dx. Nhom gop dau tién bao gdm 46 mau 13p clia mau nit céng véi hai mau chiing khéng c6
khuén. Nhom gop thir hai bao gébm 46 mau I&p cia mau nam céng vdi hai mau chiing khéng c6 khudn. Ca hai nhém
g0p déu sir dung clng mot bd adapter chi thi. Nhém gbp ni¥ dugc gidi trinh tu trude, roi dén mot [an chay giai trinh tu
véi nhém gdp nam, sau dé la mét [an chay giai trinh tu 18p lai khac déi véi nhém gop nir.

Su tén dong mau gitta cac 1an chay duoc danh gia bang cach so sanh pham vi amplicon nhiém sac thé Y giira cac
mau 13p tuong Ung ctia an chay nhém gép ni 13p lai va 1an chay nhém gdp nam. Ty 1& tdn dong mau trung binh giiia
cac lan chay quan sat dugc 1a 0,0076%

Pau vao ADN

Mau (Dong mam)

Pham vi dau vao ADN trong mau dé chuén bi thu vién TruSeq Custom Amplicon Kit Dx bang quy trinh céng viéc
Germline Variant Module d& dudc thiét 1ap cho thiét bi NextSeq 550Dx. Pham vi nay da duoc danh gia bang céch
thuc hién nghién ctu pha lodng tuan tu st dung 13 mau Hé gen bach kim vdi mét xét nghiém dai dién dugc thiét ké
dé truy van nhiéu gen bao gém 12.588 base trén 23 nhiém s&c thé khac nhau. Thu vién d& dugc giai trinh tu trén hai
thiét bi NextSeq 550Dx bang mét 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).
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Nam méau dudc xét nghiém I18p lai & ndm mdc dau vao ADN khac nhau, tir 250 ng dén 12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng,
25 ng va 12 ng). Tam mau dudc xét nghiém nhu mdt méu 13p duy nhat 8 méi mic trong s6 ndm muc dau vao ADN.
Dé xéac dinh dd chinh xac, cac kiéu gen mau da dudc so sanh véi Hé gen bach kim phién ban 2016-1.0. K&t qua duodc
xac dinh cho tirng mirc dau vao. PPA cho tiing loai bién thé (SNV, ving chén va ving xo6a) duoc trinh bay trong Bang
1; NPA duogc trinh bay trong Bang 2. Tat ca cac mirc dau vao déu cé dod chinh xac tuong tuw. Dau vao ADN dugc dé
xuét cho TruSeq Custom Amplicon Kit Dx 1a 50 ng vdi 25 ng va 100 ng cung c&p gidi han dudi va trén dé dap ing cac
dac diém hiéu suét.

Bang 1 K&t qua PPA cho mbi dau vao ADN theo loai bién thé

Dau vao ADN (ng) Loai bién thé Bién th& du kién TP FN Bién thé& khéng c6 phat hién PPA
(%)
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 Vung chén 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 Vung x6a 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
Bang 2 NPA cho mbi dau vao ADN

Bau vao ADN (ng) TN FP Tham chiéu khdng cé phat hién 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 (Sinh dudng)

Pham vi dau vao ADN duoc ¢8 dinh bang formalin va nhing parafin (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) dé
chuén bi thu vién TruSeq Custom Amplicon Kit Dx bang quy trinh cong viéc Somatic Variant Module da dugc thiét 1ap
cho thiét bi NextSeq 550Dx. Pham vi dau vao ADN da duoc danh gia bang cach thuc hién nghién ctu pha loang tuan
tu st dung ba mau Hé gen bach kim véi mét xét nghiém dai dién duoc thiét k& dé truy van nhiéu gen bao gobm 12.588
base trén 23 nhiém sé&c thé khac nhau. Cac dong t& bao Hé gen bach kim GM12878 va GM12877 da duoc ¢ dinh
bang formalin va nhing parafin, sau d6 ADN dudc tach chiét. GM12878 dudc pha loang véi GM12877 sao cho tan sd
alen bién thé& (VAF, Variant Allele Frequency) cta 81 bién thé (55 SNV, 10 ving chén va 16 ving xda) gan bang
0,025, 0,05 hoac 0,10. Ngoai ra, méi mau c6 91 bién thé co tan s6 bién thé cao hon, véi VAF 1&én dé&n 1,0. Cac mau da
duac x( ly 1ap lai 3 nam mirc dau vao ADN vdi chu ky dinh luwong delta (dCq, delta quantitative cycle) trung binh Ia
2,1, 3,6, 4,6, 6,0 va 7,8 nhu dudc do bang TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE QC Kit. Méi thu vién da dudc giai
trinh tu trén hai thiét bi NextSeq 550Dx bang hai 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). D& xac
dinh dd chinh xac, cac phat hién bién thé mau duoc so sanh véi H& gen bach kim phién ban 2016-1.0. PPA cho tiing
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loai bién thé (SNV, vung chén va ving xda) duoc trinh bay trong Bang 3; NPA dudc trinh bay trong Bang 4. Dau vao
ADN duoc dé xuét cho cac bién thé & mirc VAF 0,05 trd 1én 1a dCq < 4 vdi 4,6 cung cap gidi han dudi dé€ dap ting cac
dac diém hiéu suét.

Bang 3 K&t qua PPA cho mbi dau vao ADN theo loai bién thé

dCq Loai BLé'n Khoéng c6 phat VAF pha lodng muc tiéu
Bién thé& PPA Bién thé& PPA Bién thé& PPA
khéng c6 (%) khéng co6 (%) khéng coé (%)
phat hién phat hién phat hién
2,1 SNV 808 Khong ap dung. 196 100 0 100 0 100
3,6 250 99,3 4 100 0 100
4,6 251 94,6 51 99,2 5 100
6,0 257 65,3 213 91,4 100 100
7,8 254 69,3 185 90,7 100 100
2,1 Vung 264 8 66 96,5 8 100 8 100
36 chén 62 97,0 8 100 8 100
4,6 48 96,3 21 100 8 100
6,0 40 80,4 47 98,2 24 95,8
7,8 57 87,0 56 96,2 31 100
2,1 Vung 304 16 58 100 16 100 16 100
3,6 x0a 80 100 16 100 16 100
4,6 65 95,4 28 100 16 100
6,0 78 74,8 105 94,0 36 100
7,8 76 75,0 79 95,1 57 98,8

Bang 4 NPA cho mbi dau vao ADN

dCq trung Thé dai VAF pha loang muc tiéu
Sl dy kign 0,025 0,05 0,10
Tham chiéu khéng cd NPA Tham chi€u khéng co NPA Tham chi€u khéng cé NPA
phat hién (%) phat hién (%) phat hién (%)
2,1 93688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4,6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >99,9 3296 >99,9 2996 100
7,8 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 >99,9

D& nhay phan tich (Gidi han mau trang [LoB] va Gidi han phat hién [LoD])

Nghién ctiru ndy dudc thuc hién dé danh gia Gidi han mau trang (LoB, Limit of Blank) va Gidi han phat hién (LoD, Limit
of Detection) cho Somatic Variant Module trén thiét bi NextSeq 550Dx. Nghién citu dugc tién hanh bang cach st
dung mét xét nghiém dai dién dudc thiét k& d& truy van nhiéu loai gen bao gém 12.588 base trén 23 nhiém sac thé
khac nhau. Cac dong t& bao Hé gen bach kim GM12878 va GM12877 da dudc ¢6 dinh bang formalin va nhing
parafin, sau d6 ADN dudc tach chiét. GM12878 dudc pha lodng véi GM12877 sao cho tan s bién thé clia 74 bién thé
(53 SNV, 7 vung chén va 14 vung x6a) la 0,05 + 0,02. GM12877 va GM12878 da pha loang (GM12878-D) dugc xét
nghiém trong sau ngay bat dau lién tiép bang mat thiét bi duy nhéat, xen ké gilra hai 16 NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles) cho téng s6 sau lan chay giai trinh tu. K&t qué clia xét nghiém nay la 60 mau I&p cho méi
bién thé 8 GM12878-D va 72 méau |ap cho mébi toa do thé dai tuong iing 8 GM12877 d6i v méi 16 thudc thir. LoB va
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LoD dudc tinh bang phuong phap cé dién néu trong tai liéu EP17-A2 clia CLSI, s dung tlly chon khéng tham s6. LoB
va LoD dudc tinh riéng biét cho SNV, ving chén va ving xda bang cach gop cac tan s bién thé cho mét loai bién thé
nhat dinh. Sai s6 Loai | duoc xac dinh |1a 0,01 va sai sd Loai Il duwge xac dinh 1a 0,05.

Dai véi LoB, tan s6 bién thé da gdp nhom duoc sap xép tir thdp nhat dén cao nhét va vi tri x8p hang thir 99 cho méi 16
thudc thir d8i v6i méi loai bién thé da duoc tinh toan Bang 5. Somatic Variant Module st dung mét ngudng (LoB hiéu
dung) 1a VAF 0,026 dé xéac dinh kha nang phat hién bién thé vé mat dinh tinh. LoB duoc tinh toan da xac minh rang
ngudng nay dan dén sai s& Loai | khéng qua 0,01.

Bang 5 Gidi han mau trdng

Loai bién thé& Tdéng s8 [an quan sat LoB 16 thudc thir 1 (%) LoB 16 thudc thir 2 (%)
SNV 3816 0,77 0,77
Vung chén 504 0,56 0,56
Vung x6a 1008 1,20 1,20

Dai véi LoD, ty 1& phan tram tan s dot bién riéng 1& cho méi 16 thudc thir dsi véi méi loai bién thé ndm dudi ngudng
0,026 da duoc tinh toan Bang 6. Vi ty 1& phan trdm nay thap hon sai s6 Loai Il 1a 5% (0,05), gia tri trung binh clia cac
tan s& bién thé két hop dugc tinh toan 1a LoD (Bang 6). LoD cho méi loai bién thé dugc 18y theo gia tri I6n hon trong
hai gia tri duoc tinh toan cho hai 16 thudc thir — 4,97% doi véi SNV, 5,12% d6i vai vang chén va 5,26% doi véi viung
xoa.

Bang 6 Gidi han phathién

L6 thudc Loai bién T8ng s8 Ian quan s4t S8 phép do VAF % phép do VAF  GiGi han phét hién (%)
thw thé < 2,6% <2,6%
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Vung chén 420 6 1,4 5,08
Vung x6a 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Vung chén 420 5 1,2 5,12
Vung x6a 840 7 0,80 5,26

D6 chinh xac

Dong mam

Nghién clru sau day duoc thuc hién dé€ danh gia dd chinh xac vé kha nang phat hién bién thé ctia Germline Variant
Module trén thiét bi NextSeq 550Dx bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). 13 mau Hé gen
bach kim duy nhat da dugc xét nghiém bang mot xét nghiém dai dién dudc thiét k& dé truy van nhiéu loai gen bao
gém 12.588 base (150 amplicon) trén 23 nhiém séc thé khac nhau. Téng cdng cé chin [an chay dudc thuc hién béng
ba thiét bi gidi trinh tu, ba 16 thuSc thir va giao cho ba ngudi van hanh trong nam ngay bat dau. Do chinh xac dudc
xac dinh d6i véi cac loai dot bién SNV, ving chén va ving xda bang cach so sanh két qua vdi phuong phap tham
chiéu téng hap cé déc diém rd rang, Hé gen bach kim phién ban 2016-1.0. Céac ving hé gen tin cdy duoc xac dinh dua
trén phuong phap tham chiéu nay trir khi ¢ chi dan khac.
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Bang 7 Tom tatvé dd tuong hop dong mam

Tiéu chi Téng s8 lan quan sét! Két qua theo lan quan sat? Két qua theo Ian chay3
PPA d6i véi SNV 819 98,7 >99,9

PPA d&i vdi viing chén 819 95,0 98,9

PPA d6i vdi vung xoa 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9

"Buoc tinh bing s6 mau méi [an chay (91) x s6 1an chay (9) = 819.
2Gia tri thap nhat quan sat duoc theo mAu I3p clia mAu trén tit ca 9 Ian chay.
3Gia tri thap nhat khi di liéu tir m&i Ian chay dugc phan tich téng hop.

Bang 8 bao gébm céac dif liéu nghién cttu duagc trinh bay véi ty 1& phan trdam dd tuong hop duong va am trén co s& méi
mau, trong d6 cac két qua bién thé duoc so sanh vaéi Hé gen bach kim phién ban 2016-1.0 d& tinh PPA. Ba loai bién
th&é (SNV, vung chén va viing x6a) dudc két hop. Vi phuong phap tham chiéu chi cung cap két qua cho céac bién thé
nucleotide don va ving chén/viing xoa, két qua base khong phai bién thé dudc so sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen
ngudi ban dung hg19 dé& tinh NPA.

Bang 8 D6 tuong hop dong mam trén méi mau

Mau tTr{j :; pb';::l hign Sfrl‘qgf TP FN Eﬁ: mgnkhéng ¢ N FP PPA NPA OPA
NA12877 = >99,9 4788 4788 0 | 0 756762 | 0 | 100 | 100 | 100
NA12878 = >99,9 8505 8379 | 1 | 125 751464 | 0 | >99.9 100 | >99,9
NA12879 = >99,9 6048 5085 5 | 58 757701 | 0 | 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 0 | 63 751905 | 0 | 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 | O 756065 |0 | 100 | 100 | 100
NA12893 = >99,9 7434 73711 1 62 750015 0 | >99,9 100 | >99,9

" T6ng s6 bién thé trong tat ca cac mau I&p ctia mAu trong 9 Ian chay.
Bang 9 bao gébm cac di liéu nghién clru dudc trinh bay trén co sé méi mau, trong d6 cac két qua bién thé duoc so
sanh vdi phuong phap tham chiéu téng hop co6 dac diém rd rang. Kha nang phat hién dudc danh gia cho riéng tirng loai
bién thé — SNV, vung chén va ving xoa. Loai trir cac vi tri tham chiéu.

Bang 9 D6 tuong hop dong mam trén mbi mau theo loai bién thé

SNV Ving chén Vung x6a
>Méau >Du kién >TP >FN >Du kién >TP >FN Dv kién TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
NA12878 5733 5733 0 1260 1197 1 1512 1449 0
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>Méau

NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12887
NA12888
NA12893

Céac méau da dudc phan tich thém dé phat hién ving chén va ving xéa nhé (indel). Tém tat téng thé dugc trinh bay
trong Bang 10. Cé téng cong 71 indel co kich thudc tir 1 — 24 bp ddi vai ving chén va 1 — 25 bp doi vai vung xda.

>Du kién
3591
4221
4914
3717
4284
4284
4725
4347
4284
4158
4599

SNV

>TP

3591
4221
4913
3717
4284
4284
4725
4347
4284
4158
4599

>FN

- O

O O O O o o o o

>Dy kién

1323
1512
1512
1386
1449
1575
1575
1449
1323
1449
1386

Bang 10 Tom tat vé kha nang phat hién indel dong mam

Loai bién thé
Vung chén

Vung x6a

Thang 5 nam 2022

Bién thé& duv kién

18522
17388

TP
18018
17073

FN
27
0

477
315

Bién thé& khdng c6 phat hién

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

Ving chén Vung x6a
>TP >FN Dv kién TP
1260 5 1134 1134
1512 0 1260 1197
1449 2 1449 1449
1323 3 1197 1134
1449 0 1386 1323
1512 6 1323 1323
1512 2 1386 1323
1386 7 1449 1449
1323 0 1512 1512
1449 0 1197 1197
1323 1 1449 1449

FN

O O O O O o o o o o o

PPA
99,9
100

16



Thiét bi NextSeq 550Dx

Xét nghiém dai dién bao gdm 150 amplicon dudc thiét k& dé bao gém nhiéu ham lugng hé gen. Ham luong GC cla cac amplicon dao dong tir 0,19 — 0,87.
Amplicon ciing c6 mét loat cac trinh tu nucleotide don (vi du: PolyA, PolyT), dinucleotide va trinucleotide 13p lai. D liéu duoc téng hop trén co s& mébi
amplicon (Bang 11) d& xéac dinh anh hudng ctia ham lugng hé gen dsi véi ty 1& phan tram phat hién chinh xac. Ty |1& phan tram phat hién chinh xac bao gém sd
lan phat hién bién thé va phat hién tham chiéu va thdp hon 100% néu cé sé lan phat hién khong chinh xac hodc khong co phat hién.

Bang 11 Do chinh xac cdp d6 amplicon ctia dong mam

. NJhiém P‘[fén E)ét Ph"én lfé't Kich thudc ph?n S6 bast‘e 5 e (e Ham S.(“z' [an [’)hét Sé' [an pzhét S(‘J'Al‘én ' % s'()' I‘é.zp
Amplicon sai: dau c'ua thuc .cua d'oan dugc phan t'rongA; vung caalampicon lvong hl'en chinh hle'n kh<')ng khc?ng.c:,o ph'at h|e'n
thé amplicon amplicon tich tin cay GC xac chinh xac phat hién chinh xac
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 76167 0 0 100
2 1 109465122 109465200 @ 79 79 Poly A (5), Poly C 0,38 64701 0 0 100
(5), indel
3 1 218353867 | 218353957 | 91 91 Indel 04 74529 0 0 100
4 1 223906657 | 223906748 | 92 92 Indel 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), indel 0,39 57330 0 0 100
7 1 247812041 247812128 | 88 88 Poly A (5), CT(3), 0,27 72072 0 0 100
TAA(3), indel
8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 73710 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 65520 0 0 100
10 2 177016721 177016805 | 85 81 Khoéng ap dung 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), indel 0,31 71253 0 0 100
14 2 212245049 | 212245139 | 91 91 Poly T (5), Poly A 0,3 74529 0 0 100
(6), indel
15 2 228147052 | 228147144 | 93 93 Indel 0,43 76167 0 0 100
16 2 235016350 | 235016422 | 73 73 Poly T (5), indel 0,42 59787 0 0 100
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 74823 0 1344 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 Khoéng ap dung 0,43 67977 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 57330 0 0 100
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Nhiém
Amplicon  sac
thé

20 3

21
22 4
23

N

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

ol ojlo algog a0 ala a >~ > B>

39
40
41
42
43

N o oo o

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia
amplicon

189713161

190106030
2233667
7780541

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

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076

Phan két
thuc cha
amplicon

189713248

190106104
2233744
7780637

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

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86
95
91
73

S6 base
trong vung
tin cay

88

74
78
97

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

95
86
94
91
73

Ham lvong hé gen

clia amplicon

Poly A (5), Poly T

(5), PolyA(9), TG

(3)
Indel
Poly A (6)

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

Khéng ap dung
Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel
Khéng ap dung
GT(3), CCA(3)
Khéng ap dung
Poly A (6), indel
Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indel

Poly G (6)

Indel

GCT(5), indel

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

Indel

Poly C (6)

Poly G (5), indel
Poly A (5)
Khéng ap dung

Ham
lwong

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

S6 lan phat
hién chinh
xac

72072

60543
63882
79443

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

77805
70434
76986
74529
59787

S6 lan phat
hién khéng
chinh xac

0

o

oOlo oo ooo o o o o o o oo

olo oo o

% s0 lan
phat hién
chinh xac

S6 lan

khoéng co
phat hién
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

Ol o oo oo o o o o oo

100
100
100
100
100

oOjlo oo o
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Amplicon

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

Nhiém
sac

,_..
=
Dy,

© |~ N N NN NN

©|© ©| 0 ©| o

10
10
10

10
10
10
10
11
1"

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia
amplicon
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

Phan két
thuc cha
amplicon

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

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

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

S6 base
trong vung
tin cay

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

Ham lvong hé gen
clia amplicon

Indel

Poly A (7), AG(4)
Indel

Poly G (5), indel

Poly G (6), Poly C
(6), indel

Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung

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

Indel

Poly G (6)

Indel

Khéng ap dung
AT(3)

Poly C (6), indel
Poly G (5), indel
GC(3)
Poly T (5)

Poly A (5), Poly T
(5)

Indel

AC(11), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung

Indel

Ham
lwong

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

S6 lan phat
hién chinh
xac

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

S6 lan phat S6 lan
hién khéng khong cé
chinh xac phat hién
0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 720

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 325
0 0

0 0

0 0

0 0
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% s0 lan
phat hién
chinh xac
100

100

100

100

100

100
100
100
99,0

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
99,5
100
100
100
100
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Amplicon

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

Nhiém
sac
thé
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

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia
amplicon
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

Phan két
thuc cha
amplicon

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

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

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

S6 base
trong vung
tin cay

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

Ham lvong hé gen
clia amplicon
Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Poly A (5)

Khéng ap dung
Poly G (6)

Indel

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

GA(3)

Poly C (5), indel
Poly A (7), AC(4)
Khéng ap dung
Poly A (6)

Poly G (5)
Khéng ap dung

Poly A (5), Poly T
(7). Poly A (7),
indel

Indel

Indel
GA(3),TA(3)
Khéng ap dung
Poly T (5), indel
Indel

Indel

Poly A (5)

Indel

Ham
lwong

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

S6 lan phat
hién chinh
Xac
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

S6 lan phat
hién khéng
chinh xac

oOjloOo o/lo oo oo

oOjloOo oOo/lo oo oo

oO/lo o o o o o o o

% s0 lan
phat hién
chinh xac
100

100

100

100

100

100

100

100

S6 lan
khoéng co
phat hién

Ol o/lo oo oo

100
100
100
100
100
100
100
100

oOjlo o/lo oo oo

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

O o o o

oo o o
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Amplicon

94
95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111

112
113

114
115
116
117
118

Nhiém
sac
thé
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17

17
17

17
17
17
18
18

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia

amplicon

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

Phan két
thuc cha
amplicon

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

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

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

S6 base
trong vung
tin cay

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

Ham lvong hé gen
clia amplicon
Poly C (5)

Indel

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

Indel

Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Poly C (5)
TA(3)

Poly C (5)
Poly T (5), indel
GC(3)

Poly C (5), indel
Indel

Indel

Poly T (5)

Poly A (13), indel
(x2)

Poly A (5)

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

Indel

Poly T (7)
GAG(3)

GA(3)

Khéng ap dung

Ham
lwong
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

S6 lan phat
hién chinh
Xac
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

S6 lan phat
hién khéng
chinh xac

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

27

oo o o o

% s0 lan
phat hién
chinh xac
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

788 98,8

S6 lan
khoéng co
phat hién

Ol Ol OO O O O 0o o o o o o o o

0 100
0 100

288 99,6
100
100
100
100

oo o o
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Amplicon

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

N’hiém
sac
thé
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

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia
amplicon
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

Phan két
thuc cha
amplicon

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

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

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

S6 base
trong vung
tin cay

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

Ham lvong hé gen
clia amplicon
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
AC(3)

CT(3)
GT(3),TG(4), indel
Indel

Indel

Poly G (6)

Indel

Indel

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

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

Poly T (5), Poly A
(6)

Indel

Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung

Ham
lwong
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

S6 lan phat
hién chinh
Xac
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

S6 lan phat
hién khéng
chinh xac

0
0
0
0
0
0

1

OO0 OoOo/lo o/lo o o oo o o o

o

oo oo

% s0 lan
phat hién
chinh xac
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
99,9

S6 lan
khoéng co
phat hién

O/l O0O O/l OO O 0O O o o o o o o o o o o

~
N

0 100

100
100
100
100

oo oo
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N’hiém
Amplicon sac
thé
144 22
145 X
146 X
147 X
148 Y
149 Y
150 Y

Thang 5 nam 2022

Phan bat
dau clia
amplicon
47081347
15870424
135288543
135290777

2655397

2655519

2655609

Phan két
thuc cha
amplicon

47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

Kich thudc phan
doan duoc phan
tich

92
69
69
71
65

91

71

S6 base
trong vung
tin cay

92

69

69

71

0

Ham lvong hé gen

clia amplicon

Indel

Poly T (5)

Poly C (5)
Khéng ap dung
Khéng ap dung

Khéng ap dung

Poly A (5)

Ham
lwong
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55

0,48

0,37

S6 lan phat
hién chinh
xac

75348
56511
56511
58149

0

S6 lan phat S6 lan
hién khéng khong cé
chinh xac phat hién
0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0
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% s0 lan
phat hién
chinh xac
100

100

100

100
Khéng ap
dung
Khéng ap
dung
Khéng ap
dung
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Ké&t qua giai trinh tu cho mau NA12878 dudc so sanh véi mot kiéu gen co do tin cay cao déi véi NA12878, do Vién
Tiéu chudn va Cong nghé Quéc gia (NIST, National Institutes of Standards and Technology) thiét 1ap (v.2.19). Trong
s8& 150 amplicon, 92 amplicon ndm tron trong viing hé gen c6 dd tin cay cao, 41 amplicon c6 su chdng 14n mét phan
va 17 amplicon khéng cé su chdng I4n trong trinh tu NIST. Két qua nay dan dén 10.000 toa dd trén méi mau lap dé so
sanh. Phat hién base khéng phai bién thé dugc so sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi (ban dung hg19). Két
qua vé do chinh xac duoc thé hién trong Bang 12.

Bang 12 D6 tuong hop dong mam vé mau NA12878 véi ca sé div liéu NIST
M3u S8 amplicon = Ty Ié phat hién trung binh TP FN TN FP PPA NPA OPA
NA12878 133 >99,9 6552 1 610470 0 >99,9 100 >99,9

Dua trén di¥ liéu tlr nghién ciru Dong mam gom chin [an chay nay, thiét bi NextSeq 550Dx cé thé giai trinh tw mot
cach nhét quan:
Ham Iuvgng GC > 19% (tat ca cac base dudc phat hién & 819 amplicon dugc gidi trinh tu c6 ham lwgng GC 19%
duoc phat hién chinh xac vdi ty 1&€ khong cé phat hién la 0,6%)
Ham luong GC < 87% (tat ca cac base dugc phat hién & 819 amplicon dugc gidi trinh ty c6 ham luong GC 87%
duoc phat hién chinh xac vdi 0 lan khong cé phat hién)
D6 dai PolyA < 9 (tat ca cac base dugc phat hién & 819 amplicon duoc gidi trinh tu ¢d doan Iap lai PolyA gém
chin nucleotide dudc phat hién chinh xac véi 0 1an khéng cé phat hién)
D6 dai PolyT < 10 (tat ca cac base dugc phat hién 6 819 amplicon dugc gidi trinh tw cé doan 13p lai PolyT gom
mudi nucleotide dwoc phat hién chinh xac vdi 0 [an khong cé phat hién)
D6 dai PolyG < 7 (tat ca cac base dudc phat hién & 819 amplicon dwoc gidi trinh tw c6 doan lap lai PolyG gém
bdy nucleotide dugc phat hién chinh xac vdi ty 1& khdong cd phat hién la 1,0%)
Do dai PolyC < 6 (tat ca cac base dugc phat hién & 2457 amplicon duwdc giai trinh tu c6 doan Iap lai PolyC gém
sau nucleotide dugc phat hién chinh xac véi 0 [an khong cd phat hién)
D6 dai doan 13p lai dinucleotide < 11x (tit ca cac base dudc phat hién & 819 amplicon dugdc gidi trinh tw c6 doan
13p lai dinucleotide 11x duwgc phat hién chinh xac vdi ty 1&€ khong c6 phat hién la 0,5%)
D6 dai doan 13p lai trinucleotide < 5x (tat ca cac base duoc phat hién 6 819 amplicon dudgc gidi trinh tu c6 doan
[3p lai trinucleotide 5x duwgc phat hién chinh xac vdi ty Ié khong co phat hién la 0,5%)
D06 dai vung chén < 24 (66343/66370 base dudc phat hién ¢ 819 amplicon dugc gidi trinh ty cé vung chén 24
nucleotide dugc phat hién chinh xac vdi ty 1& khong co phat hién la 1,2%; khong xay ra lan phat hién khong
chinh xac nao trong vung cé vung chén 24 nucleotide)
D0 dai vung xo6a < 25 (tat ca cac base dugc phat hién & 2457 amplicon dugc giai trinh ty co ving xéa 25
nucleotide dugc phat hién chinh xac véi 0 [an khoéng cd phat hién)

Sinh dudng

Nghién ctru dugc mé ta ¢ day da dugc sir dung dé danh gia do chinh xac vé kha nang phat hién bién thé ctia Somatic
Variant Module trén thiét bi NextSeq 550Dx bdng NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Nghién cltru nay st dung mot xét nghiém dai dién dugc thiét ké dé truy van nhiéu loai gen bao gém 12.588 base (150
amplicon) trén 23 nhiém sé&c thé khac nhau. ADN Hé gen bach kim dudc tach chiét tir cac khdi da duoc xtr ly FFPE
dé tao ra sau mau duy nhat phuc vu muc dich danh gia trong nghién ctru.

ADN mau GM12877 dugc pha lodng véi ADN mau GM12878 dé tao ra GM12877-D5 va GM12877-D7 dudi dang mét
tap hop céac bién thé di hop t&r duy nhat véi tan sé bién thé gan bang 5% va 7%. Tuong tw, ADN mau GM12878 duoc
pha lodng véi ADN mau GM12877 dé tao ra GM12878-D5 va GM12878-D7. M&i mau dudc xét nghiém ba lan ngoai trir
cac mau da pha lodng duoc xét nghiém thanh sau mau I1&p. Téng cong co chin Ian chay dugc thuc hién bang ba thiét
bi giai trinh tw, ba 16 thuSc thi va giao cho ba ngudi van hanh trong ndm ngay bat dau. Do chinh xac dugc xac dinh
déi véi cac loai dot bién SNV, ving chén va ving xda bang cach so sanh két qua véi phuong phap tham chiéu téng
hop cé dac diém rd rang, Hé gen bach kim phién ban 2016- 1.0. Cac vung hé gen tin cay duoc xac dinh dua trén
phuong phap tham chiéu nay trir khi c6 chi dan khac.
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Bang 13 Tom tatvé do tuong hop sinh dudng

Tiéu chi Téng s8 lan quan sét! Két qua theo lan quan sat? Két qua theo Ian chay3
PPA d6i véi SNV 378 98,9 99,9

PPA d&i vdi viing chén 378 96,9 99,9

PPA d6i vdi vung xoa 378 97,1 99,9

NPA 378 >99,9 >99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

"Buoc tinh bing s6 mau méi [an chay (42) x s6 1an chay (9) = 378.

2Gia tri thap nhat quan sat dugc theo mau lap clia mAu trén tat ca 9 Ian chay.

3Gia tri thap nhat khi di lidu ti méi Ian chay dudc phan tich téng hop.
Bang 14 bao gém céc di¥ liéu nghién ctu duodc trinh bay véi ty 1& phan tram do tuong hop duong va am trén co s& moi
mau, trong d6 cac két qua bién thé duoc so sanh vdi phuong phap tham chiéu téng hop c6 déc diém rd rang dé tinh
PPA. Ba loai bién thé (SNV, vung chén va vung xda) dudc két hap. Vi phuang phap tham chiéu chi cung cép két qua
cho céc bién thé nucleotide don va ving chén/ving xda, két qua base khdng phai bién thé dugc so sanh vdi trinh ty
tham chiéu hé gen ngudi ban dung hg19 dé tinh NPA.

Bang 14 D6 tuong hap sinh dudng trén méi mau

Ty I1& phét hién Dy Bién thé& khdng

Mau trung binh Ki&n TP FN c6 phét hién TN FP PPA NPA OPA
GM12877 98,7 2052 | 2025 O 27 318682 | 15 | 100 >99,9 | >99,9
GM12878 98,8 3645 | 3564 | 0 81 317645 | O 100 100 100
GM12879 99,8 2592 | 2538 O 54 323614 | 2 100 >99,9 | >99,9
GM12884 99,8 3078 | 3024 0 54 322038 | 5 100 >99,9 | >99,9
GM12885 99,8 3294 | 3213 | 0O 81 322121 | O 100 100 100
GM12888 99,8 2916 | 2889 | O 27 323048 | 2 100 >99,9 | >99,9
GM12877-D5 99,8 9288 | 8930 | 0 358 630621 | 0 100 100 100
GM12877-D7 99,7 9288 | 9032 | 0 256 629719 | O 100 100 100
GM12878-D5 99,5 9288 | 8699 | 42 | 547 628582 | 0 99,5 | 100 >99,9
GM12878-D7 99,7 9288 | 9108 | 0 180 629803 | O 100 100 100

Bang 15 bao gém céc dif liéu nghién cttu duoc trinh bay trén co s& méi mau, trong dé cac két qua bién thé dudc so
sanh vdi phuang phap tham chiéu tdng hop c6 dac diém rd rang. Kha nang phat hién duoc danh gia cho riéng ting loai
bién th€ — SNV, vling chén va vung xo6a. Loai trir cac vi tri tham chiéu.

Bang 15 D6 tuong hop sinh dudng trén mdi mau theo loai bién thé

SNV Ving chén Ving x6a
Mau Du kién TP FN Dv kién TP FN Du kién TP FN
GM12877 999 999 0 567 567 0 486 459 0
GM12878 2457 2457 0 540 513 0 648 594 0
GM12879 1539 1539 0 567 540 0 486 459 0
GM12884 1836 1836 0 675 648 0 567 540 0
GM12885 2025 2025 0 675 648 0 594 540 0
GM12888 1782 1782 0 621 621 0 513 486 0
GM12877-D5 5454 5392 0 1782 1647 0 2052 1891 0
GM12877-D7 5454 5406 0 1782 1728 0 2052 1898 0
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SNV Ving chén Ving x6a
Méu Dv kién TP FN Dv kién TP FN Dv kién TP FN
GM12878-D5 5454 5192 28 1782 1651 9 2052 1856 5
GM12878-D7 5454 5445 0 1782 1719 0 2052 1944 0

Mudi mau da dudc phan tich thém dé phat hién ving chén va ving xéa nhé (indel) (Bang 16). Cé téng cong 71 indel
co kich thudc tlr 1 — 24 bp ddi véi ving chén va 1 — 25 bp déi vai ving xoa.

Bang 16 Tom tat vé kha nang phat hién indel sinh dudng

Loai bign thé Bign thé& dv kién TP FN Bign th& khéng c6 phat hién PPA
Viing chén 10773 10282 9 482 99,2
Viing xéa 11502 10667 5 830 >99,9
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150 amplicon dugc thiét ké d€ bao gém nhiéu ham ludng hé gen. Ham luwgng GC cla cac amplicon dao dong tir 0,19 — 0,87%. Amplicon ciing c6 mét loat cac

trinh tu nucleotide don (vi du: PolyA, PolyT), dinucleotide va trinucleotide 1p lai. D liéu dudc téng hop trén co sé mdi amplicon (Bang 17) dé& xéac dinh anh

hudng cta ham lugng hé gen ddi véi ty 1& phan tram phat hién chinh xac. Ty 1& phan tram phat hién chinh xac bao gém sé [an phat hién bién thé va phat hién
tham chiéu va thap hon 100% néu c6 s6 Ian phat hién khong chinh xac hodc khong cé phat hién.

Bang 17 Do chinh xac cép dé amplicon cla sinh dudng

Amplicon

o o M~ W

10
11
12
13
14

15
16
17
18

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sic
thé

1

1

N N NN NDIDNIDNDN

wlw NN

Phan bat
d3au cla
amplicon
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774

87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561

Phan két
thic caa
amplicon
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009

177016805
186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643

Kich thudc
phan doan
dudc phan tich
93

79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83

S6 base
trong
vung tin
cay

93

79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83

Ham lvgng
hé gen cla
amplicon
Indel

Poly A (5), Poly
C (5), indel

Indel
Indel
Poly G (5)

Poly T (10),
indel

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

Indel

Indel

Khéng ap dung
Poly A (8)

Poly T (5)
Poly T (5), indel

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

Khéng ap dung
Poly T (5), indel
AT(3), indel

Khéng ap dung

Ham
lugng
GC
0,22
0,38

0,4

0,49
0,69
0,39

0,27

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

0,43
0,42
0,27
0,43

S8 lan
phat hién
chinh xac
35066
29827

34202
34613
30571
26452

33148

33928
30218
30616
28017
33207
32524
33972

35051
27459
34534
31339

S6 lan phat
hién khéng
chinh xac

0
0

oo o o

ol olo ol o o

oo o o

S3 lan
khéng co6
phat hién
88

35

283
163
47

116

92
22

499
57

718
456

103
136
620
44

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

% s8 lan
phat hién
chinh xac
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
98,2
99,9
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

19
20

21
22
23

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

39
40

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

ol o/lo ol a0 ala a >~ > B>

(]

Phan bat
dau cta
amplicon
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

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

32986864
33408498

Phan két
thic cla
amplicon
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

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

32986958
33408583

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich
70

88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102
92
100
98

95
86

S6 base
trong
vung tin
cay

70

88

74
78
97

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

95
86

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

CT(3), indel

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

Indel

Poly A (6)

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

Khéng ap dung
Poly A (5), indel
Poly A (5)

Poly A (7), indel
Khéng ap dung
GT(3), CCA(3)
Khéng ap dung
Poly A (6), indel
Poly T (5)
CT(4), AG(3)
Indel

Poly G (6)

Indel

GCT(5), indel

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

Indel
Poly C (6)

Ham
lvgng
GC
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

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

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

0,53
0,7

S6 lan
phat hién
chinh xac
26373
32829

27925
29327
36585

29427
23356
25942
22944
28299
31658
24120
31297
25277
34308
28266
38489
34730
35057
36647

35681
32438

S6 Ian phat
hién khoéng
chinh xac

0
0

Olo oo ooo o o o o olo o o

o

S6 lan

87
857

47
162
17

57
75
140
560
53
94
72
77
55
90
163
67
46
483
406

238
70

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

khong cé
phat hién

% sd lan
phat hién
chinh xac
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
98,6
98,9

99,3
99,8
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

41

42
43
44
45

46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

N N N o

® o N~ ~

© |l ©|©v ©| o

10
10

Phan bat
dau cta
amplicon

41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777

Phan két
thic cla
amplicon

41647495

112435955
22202148
66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich

95

91
73
88
87

85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79

S6 base
trong
vung tin
cay

94

91
73
88
87

85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

Poly G (5),
indel

Poly A (5)
Khéng ap dung
Indel

Poly A (7), AG
4)

Indel

Poly G (5),
indel

Poly G (6), Poly
C (6), indel

Khéng ap dung
Indel
Khéng ap dung

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

Indel

Poly G (6)
Indel

Khéng ap dung
AT(3)

Poly C (6),
indel

Poly G (5),
indel

GC(3)
Poly T (5)

Ham
lvgng
GC

0,61

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

0,38
0,62

0,71

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

0,3

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

0,47

0,87
0,3

S6 lan
phat hién
chinh xac

35441

34354
27575
33060
32423

32074
33791

34316

24901
35067
31365
32781

25228
36968
24472
36203
31329
36472

29473

34188
29843

S6 Ian phat S6 lan
hién khong khéng co6
chinh xac phat hién
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

0 45

0 201

0 11

0 213

0 19

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

% sd lan
phat hién
chinh xac

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
99,9
99,5

>99,9

99,4
99,9

29



Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

62

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

77
78

79

80
81
82
83

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

10

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

11
12

12

12
12
12
13

Phan bat
dau cta
amplicon

33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766
88474105
120966872
24167504

Phan két
thic cla
amplicon

33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846
88474175
120966966
24167576

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich

90

95
89
80
81
97
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93

81
71
95
73

S6 base
trong
vung tin
cay

90

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

85
84

93

81
71
95
73

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

Poly A (5), Poly
T (5)

Indel

AC(11), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Poly A (5)
Khéng ap dung
Poly G (6)
Indel

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

GA®3)

Poly C (5),
indel

Poly A (7), AC
4)

Khéng ap dung
Poly A (6)

Poly G (5)
Khéng ap dung

Ham
lvgng
GC

0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4

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

0,52
0,52

0,33

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

S6 lan
phat hién
chinh xac

33968

35829
32098
30217
30531
36105
26318
37785
23368
38546
27516
32083
34047
32065
32083

32103
31645

34824

30497
26773
35830
27498

S6 Ian phat
hién khoéng
chinh xac

0

@ | O
(o]

oOjlo o/lo o/lo oo o|lo oo

16

ol o o

S6 lan
khong cé
phat hién
68

81
2048
28
96
192
153
24
68
10
78
48
369
74
47

27
525

330

121
65
72
114

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

% sd lan
phat hién
chinh xac

99,8

99,8
93.8
99,9
99,7
99,5
99,4
99,9
99,7
>99,9
99,7
99,9
98,9
99,8
99,9

99,9
98,3

99,1

99,6
99,8
99,8
99,6
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

84

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

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

13

13
13
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16
17

Phan bat
dau cta
amplicon

25816961

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

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910

28997904
53682908
57954406
85706375
3563920

Phan két
thic cla
amplicon

25817049

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

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972

28997998
53682994
57954509
85706465
3564008

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich

89

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

95
72
91
70
63
95
87
104
91
89

S6 base
trong
vung tin
cay

88

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

95
71
91
70
63
95
87
104
91
89

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

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

Indel

Indel
GA(3),TA(3)
Khéng ap dung
Poly T (5), indel
Indel

Indel

Poly A (5)

Indel

Poly C (5)
Indel

Poly G (5),
indel

Poly T (6)

Indel

Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Poly C (5)
TA(3)

Poly C (5)

Poly T (5), indel
GC(3)

Ham
lvgng
GC

0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

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

S6 lan
phat hién
chinh xac

32824

33574
29075
25313
31360
26499
30494
34313
24555
35472
36264
25667
34745

35870
26762
34286
26449
23809
35860
32835
39177
34075
33632

S6 Ian phat
hién khoéng
chinh xac

0

oOjlo olo o/lo o/ o o|lo oo

oO|lo o/lo o|lo oo ol o

S6 lan

566

77
31
13
22
717
133
86
1527
69
24
37
432

40
76
112
11

50
60
144
323
11

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

khong cé
phat hién

% sd lan
phat hién
chinh xac

98,3

99,8
99,9
99,9
99,9
97,4
99,6
99,7
94,1
99,8
99,9
99,9
98,8

99,9
99,7
99,7
>99,9
>99,9
99,9
99,8
99,6
99,1
>99,9
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

107

108
109
110
111

112
113

114
115
116
117
118
119

120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

17

17
17
17
17

17
17

17
17
17
18
18
18

18
18
18
18
19
19
19
20
20
20

Phan bat
dau cta
amplicon

3594191

3970090

16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026

38836999
47405382
54815665
59773996
625143

18121418
18186574
746056

10633195
17705633

Phan két
thic cla
amplicon

3594277

3970180

16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094

38837073
47405462
54815749
59774060
625241

18121491
18186643
746149

10633276
17705708

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich

87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69

75
81
85
65
99
74
70
94
82
76

S6 base
trong
vung tin
cay

87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69

75
81
85
65
99
74
70
94
82
76

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

Poly C (5),
indel
Indel
Indel
Poly T (5)

Poly A (13),
indel (x2)

Poly A (5)

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

Indel

Poly T (7)
GAG(3)

GA(3)

Khéng ap dung
Poly A (6), TG
(3)

Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
Khéng ap dung
AC(3)

CT(3)

Ham
lvgng
GC

0,67

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

0,34
0,26

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

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

S6 lan
phat hién
chinh xac

32752

34343
35077
33553
30554

34360
34367

29751
32176
31604
25273
34386
25692

27923
30598
31969
24531
37298
27881
26442
35501
30951
28686

S6 Ian phat S6 lan
hién khoéng khéng co6
chinh xac phat hién
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

0 48

0 124

0 109

0 26

0 31

0 72

0 42

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

% sd lan
phat hién
chinh xac

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
99,8
99,7
99,6
99,9
99,9
99,8
99,9
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Thiét bi NextSeq 550Dx

Amplicon

130

131
132
133
134
135
136

137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Thang 5 nam 2022

Nhiém
sdc
thé

20

20
20
20
20
21
21

21
21

21

Phan bat
dau cta
amplicon

21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Phan két
thic cla
amplicon

21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

Kich thuéc
phan doan
dudc phan tich

70

101
67
91
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65

91

71

S6 base
trong
vung tin
cay

70

101
67
88
87
66
98

87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Ham luvgng
hé gen cla
amplicon

GT(3),TG(4),
indel

Indel

Indel

Poly G (6)
Indel

Indel

Poly T (6), CA
(3)

GT(3), indel

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

Poly T (5), Poly
A (6)

Indel

Khéng ap dung
Indel

Khéng ap dung
Indel

Poly T (5)

Poly C (5)
Khéng ap dung
Khéng ap dung

Khéng ap dung

Poly A (5)

Ham
lvgng
GC

0,46

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

0,39
0,32

0,5

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

0,66
0,26
0,62
0,52
0,55

0,48

0,37

S6 lan
phat hién
chinh xac

26372

38159
25188
32969
32818
24758
36902

32841
25939

33942

37733
36617
36525
37398
34754
26046
26019
26780
0

S6 Ian phat S6 lan
hién khong khéng co6
chinh xac phat hién
0 88

0 20

0 544

0 309

0 77

9 181

0 160

0 48

0 280

0 78

0 86

0 49

0 162

0 24

0 22

0 36

0 63

0 58

0 0

0 0

0 0

Tai liéu s6 1000000030326 v06 VIE

% sd lan
phat hién
chinh xac

99,7

99,9
97,9
99,1
99,8
99,2
99,6

99,9
98,9

99,8

99,8
99,9
99,6
99,9
99,9
99,9
99,8
99,8
Khéng ap
dung
Khéng ap
dung
Khéng ap
dung
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Thiét bi NextSeq 550Dx

K&t qua giai trinh tu cho mau GM12878 da dudc so sanh véi kiu gen cé do tin cay cao ddi véi NA12878, do Vién
Tiéu chudn va Coéng nghé Quéc gia (NIST) thiét 1ap (v.2.19). Trong s& 150 amplicon, 92 amplicon ndm tron trong ving
hé gen c6 do tin cay cao, 41 amplicon ¢é suw chong lan mét phan va 17 amplicon khéng cé su chong 18n trong trinh tw
NIST. K&t qua nay dan dén 10.000 toa dd trén mdi mau I&p dé so sanh. Phat hién base khong phai bién thé dudc so
sanh vdi trinh tu tham chiéu hé gen ngudi (ban dung hg19). Két qua vé do chinh xac dugc thé hién trong Bang 18.

Bang 18 D6 tuong hop sinh dudng vé& mau GM12878 vdi co s& dii liéu NIST
M3u S6 amplicon Ty I& phat hién trung binh TP FN TN FP PPA NPA OPA
GM12878 133 98,8 2808 0 258488 0 100 100 100

Dua trén di¥ liéu tlr nghién ctru Sinh dudng gdm chin [an chay nay, thiét bi NextSeq 550Dx c6 thé giai trinh tu mét
cach nhét quan:
Ham Iluvgng GC > 19% (tat ca cac base dudc phat hién & 378 amplicon dugc gidi trinh tu c6 ham lwgng GC 19%
duoc phat hién chinh xac vdi ty 1&€ khong cé phat hién la 2,6%)
Ham luong GC < 87% (tat ca cac base dugc phat hién & 378 amplicon dugc gidi trinh ty c6 ham luong GC 87%
dudc phat hién chinh xac vdi ty 1&€ khéng cé phat hién la 0,6%)
D6 dai PolyA < 9 (tat ca cac base dugc phat hién & 378 amplicon duoc gidi trinh tu ¢cd doan Iap lai PolyA gém
chin nucleotide dugc phat hién chinh xac véi ty 1&€ khéng coé phat hién la 2,5%)
D6 dai PolyT < 10 (tat ca cac base dugc phat hién 6 378 amplicon dugc gidi trinh tw cé doan 13p lai PolyT gom
mudi nucleotide dudc phat hién chinh xac véi ty 1& khong cé phat hién dudi 0,1%)
D6 dai PolyG < 6 (tat ca cac base dudc phat hién & 2268 amplicon dudc giai trinh tu ¢d doan lap lai PolyG gom
sau nucleotide dugc phat hién chinh xac véi ty I1é khong c6 phat hién 1a 0,5%)
Do dai PolyC < 6 (tat ca cac base dugc phat hién 3 756 amplicon dudc giai trinh tu cd doan 1ap lai PolyC gom
sau nucleotide duoc phat hién chinh xac vdi ty 1& khéng cd phat hién 1a 0,4%)
D6 dai doan 13p lai dinucleotide < 4x (tat ca cac base dudc phat hién & 1890 amplicon dugdc gidi trinh tw c6 doan
[3p lai dinucleotide 4x dudc phat hién chinh xac vdi ty 1é khéng cé phat hién la 0,9%)
D6 dai doan 13p lai trinucleotide < 5x (tat ca cac base duoc phat hién 6 378 amplicon dudc gidi trinh tu c6 doan
[3p lai trinucleotide 5x duwgc phat hién chinh xac vdi ty Ié khong co phat hién la 1,4%)
Do dai vung chén < 23 (t4t ca cac base dugc phat hién & 378 amplicon dugc gidi trinh tu co vang chén 23
nucleotide dudc phat hién chinh xac vdi ty 1é khong cd phat hién la 0,8%)
D0 dai vung xo0a < 25 (tat ca cac base dugc phat hién & 1134 amplicon dugc giai trinh ty co ving xéa 25
nucleotide dugc phat hién chinh xac vdi ty 1& khdong cd phat hién la 0,7%)

D6 chum

D6 chum cua thiét bi NextSeq 550Dx dudc xac dinh béng cach xét nghiém 13 mau Hé gen bach kim duy nhét, st
dung ba thiét bi, ba 16 thudc thir va giao cho ba ngudi van hanh dé tao ra chin lan chay giai trinh tu trong ndm ngay
bat dau. Xét nghiém dai dién, mau va phuong phap tham chiéu giéng nhu' théng tin mé ta cho nghién clitu vé do chinh
xac dong mam. Cac yéu té dong gop cho do chum duoc xac dinh bang cach phan tich thanh phan phuong sai, s
dung VAF lam bién phan hoi va tinh toan do l1éch chudn & cdp do thanh phan cho thiét bi, 16 thudc thir, ngudi van hanh
va ngay bat dau (Bang 19). Téng s6 Ian quan sat duoc sl dung trong qué trinh phan tich vé do bién thién cla ting
thanh phan gém thiét bi, ngudi van hanh hogc 16 thube thir [an Iwgt 1a 699, 176 va 235 doi véi SNV, ving chén va
vling xoa.

Bang 19 Kétqua vé dd chum cho thiét bi NextSeq 550Dx (D6 1éch chu&n/SD, Standard Deviation)

SD thanh phan Téng SD
Thanh phan Loai bién thé& T8i da Trung binh Tdi da Trung binh
L6 SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Vung chén 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Vung x0a 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
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SD thanh phan Téng SD
Thanh phan Loai bién thé T3i da Trung binh TGi da Trung binh
Thiét bi SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
Vung chén 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Vung x6a 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Ngudi van hanh SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Vung chén 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Vung x6a 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Ngay SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Vung chén 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Vung x6a 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

So sanh phuong phap (Nén tang giai trinh tw)

Céac mau mau toan phan va FFPE da dudc danh gia trén thiét bi NextSeq 550Dx va thiét bi MiSeqDx, st dung quy
trinh céng viéc dong mam va sinh dudng ctia TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. D6 twong hop vé tan sé bién thé ddi
vdi cac mau mau va FFPE dudc danh gia bang nhiéu xét nghiém dai dién. Hinh 2 minh hoa méi tuong quan vé VAF
gitta hai thiét bi cho mét xét nghiém dai dién va Bang 20 tém tat mai tuong quan nay theo bang xét nghiém. Dua trén
mai tuwong quan chat ché gilra thiét bi MiSeqDx va thiét bi NextSeq 550Dx, cac dac diém hiéu suét lién quan dén cac
yéu t& trude khi phan tich (vi du: phuong phéap tach chiét hodc chét can thiép) dudc xac dinh Ia co6 thé ap dung cho ca
hai thiét bi. Xem t& huéng dan st dung TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dé biét thém chi tiét.

Hinh 2 M&i tuong quan vé VAF cua thiét bi MiSeqDx véi thiét bi NextSeq 550Dx cho mau FFPE (trai) va mau mau
(phai) khi st dung xét nghiém 1

1 : 1 5 A
5 Déong mam
09 Sinh duwédng 09 g
E —
<L 0,8 o 08
< 07 $ o7
] %
8 06 S 06
w
{2 05 05
8 04 % 0,4
E 0,3 s 03
B -4
Z 0.2 0,2
0,1 0,1
0 0
0 010203040506 07 0809 1 0 010203040506 07 0809 1
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Bang 20 K&t qua so sanh phuong phap bang cach st dung cac mau mau va FFPE duy nhat

Ngudn  Xét nghiém S6 mau I&p sinh  S6 mau I&p ky thuat  S& Ian quan sat Hé Hé s6 Mdi twong

gADN (Béng Oligo) hoc (Mau) (mdi Mau) (S6 bién thé) s6 chan quan (R?
goc

Mau Xét nghiém 1 45 2 8369 0,992 | 0,002 0,9952

Mau Xét nghiém 2 45 2 5457 0,995 0,005 0,981

FFPE Xét nghiém 1 46 2 8319 0,993 | 0,000 0,9972

FFPE Xét nghiém 3 40 1 280 0,969 0,015 0,978

"Hai diém dir liéu da duoc loai bd dua trén gidi han da néu dai véi mo-dun Germline Variant.
2He s6 xac dinh cho bidu d6 VAF nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.

Kha nang tai lap

Kha nang tai 1ap cla thiét bi NextSeq 550Dx duoc danh gia bang cach sir dung cac mau Hé gen bach kim véi mét xét
nghiém dai dién dugc thiét k& dé truy vén nhiéu loai gen bao gém 12.588 base trén 23 nhiém sac thé khac nhau béng
150 amplicon. Xét nghiém dong mam bao gém bdy mau lap cla 13 mau; xét nghiém sinh dudng bao gém sau mau lap
clia bdy mau & cac mic VAF khac nhau. TruSeq Custom Amplicon Kit Dx dudc st dung d& chuén bi cac mau.

Xét nghiém duoc thuc hién tai ba dia diém bén ngoai, s’ dung mét 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles). Méi dia diém st dung mét thiét bi NextSeq 550Dx duy nhat. Hai ngudi van hanh thuc hién xét nghiém
tai méi dia diém. M&i ngudi van hanh thuc hién xét nghiém trong ba ngay bat dau khéng lién tiép déi véi méi loai mau
vdi t6ng s6 36 1an chay tai ba dia diém. Xét nghiém nay dan d&n 18 an chay cho méi quy trinh céng viéc dong mam
va sinh dudng.

Dong mam

Cac bién thé dong mam c6 mic VAF > 0,2 dudc bao cdo la duang tinh (bién thé). D4i vdi cac bién thé dong mam
duong tinh du kién, dif liéu dudc danh gia vé ty 1é khdng c6 phat hién va ty 1& phat hién duong tinh chinh xac & méi
loai bién th& (SNV, vlung chén, ving xo6a). Bang 21 tom tat cac ty 1é quan sat dudc, cung véi muc tin cdy 95% dudi
va trén (LCL/UCL) dudc tinh bang phuong phap Diém Wilson, cho tiing loai bién thé.

Bang 21 Céc lan quan sat phat hién dong mam cho két qua duong tinh du kién theo loai bién thé

Loai bién Khoéng c6 phat hién Phat hién duong tinh chinh xac

iz Quan sat Téng Ty e phan Quan sat Téng Ty I8 phan LCL  UCL
dugc tram dudc tram 95% 95%

SNV 16 110.376 | 0,014 110.349 110.360 | 99,99 99,98 99,99

Vung chén 1026 37.044 2,77 36.018 36.018 100 99,99 100,00

Vung x6a 648 34.776 1,86 34.128 34.128 100 99,99 100,00

Cac bién thé dong mam c6 mirc VAF < 0,2 dudc bao cao la am tinh (thé dai). Doi vdi cac vi tri dong mam am tinh duw
kién, d¥ liéu da dugc danh gia vé ty I& khong co phat hién va ty |é phat hién th€ dai chinh xac. Bang 22 tém tat cac ty
I& quan sat dudc, cung véi mic tin cy 95% dudi va trén (LCL/UCL) duoc tinh bang phuong phap Diém Wilson.

Bang 22 Quan sat phat hién dong mam cho két qua dm tinh dy kién

Loai bién Khéng c6 phéat hién Phét hién am tinh chinh xac

iz Quan sat Téng Ty I1& phan Quan sat Téng Ty |é phan LCL UCL
dugc tram dudc tram 95% 95%

Thé dai 4883 19.600.182 | 0,025 19.595.299 19.595.299 | 100 100,00 | 100,00

Céc bién thé dong mam c6 mirc VAF > 0,2 va < 0,7 dudc phét hién la di hgp tir duong tinh di véi bién thé va céac
bién thé c6 mirc VAF > 0,7 duoc phat hién la dong hgp t&r duong tinh déi vai bién th€. Cac mau dong mam co bién thé
di hop t&r dudc st dung dé€ xac dinh xem liéu su bién thién vén cé cla xét nghiém cé anh hudng dén viéc phat hién
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kiéu gen hay khdng. Cx da dudc xac dinh cho ca hai ngudng (0,2 ddi vdi ki€u gen di hop tir va 0,7 déi vdi ki€u gen
déng hap tlr), trong dd x 1a ty 1é cac xét nghiém 13p lai vugt qua ngudng. Ddi véi ngudng dudi la VAF 0,2, Cx >
99,999%, cho thay riing > 99,999% bién thé di hop tir s& dugc phat hién Ia di hop tir. Dai véi ngusng trén 1a VAF 0,7,
Cx < 0,001%, do d6 cho thdy rang < 0,001% bién thé& di hgp tir s& duoc phat hién 1a dong hop t&r. Bang 23 tom tat két
qua theo loai bién thé.

Céc bién thé dong mam c6 mirc VAF > 0,2 va < 0,7 dugc phat hién la di hgp tir duwong tinh ddi vai bién thé va cac
bién thé c6 mirc VAF > 0,7 dudc phat hién 1a déng hgp t&r duong tinh déi véi bién thé. Cac mau dong mam co bién thé
di hop t&r dudc st dung dé€ xac dinh xem liéu su bién thién vén cé cla xét nghiém cé anh hudng dén viéc phat hién
ki€u gen hay khong. Cx da duoc xac dinh cho ca hai ngudng (0,2 ddi vai ki€u gen di hap tir va 0,7 ddi vai ki€u gen
dong hop tl), trong do x la ty 1& cac xét nghiém 13p lai vuot qua ngudng. D6i vdi ngudng dudi 1a VAF 0,2,

Cx > 99,999%, do do6 cho thdy rang > 99,999% bién thé& di hgp t&r s& duoc phat hién la di hgp t&r. D&i vai ngudng trén
la VAF 0,7, Cx < 0,001%, cho thdy rang < 0,001% bién th& di hop tir s& dudc phat hién la dong hop t&r. Bang 23 tém
tat két qua theo loai bién thé.

Bang 23 Gia tri Cx dong mam cho cac bién thé di hop ti

Loai bién thé& Ngudng & VAF 0,2 Ngudng & VAF 0,7
> C99,999% < C0,001%
SNV 94/94 94/94
Vung chén 24/24 24/24
Vung x6a 35/35 35/35
Téng 153 153
Sinh dudng

Cac bién thé sinh dudng c6 mic VAF > 0,026 dudc bao céo la duang tinh (bién thé). Cac lan quan sat co mic VAF
> 0,01 va < 0,026 duoc coi la khdng ro rang khi xét cac muc dich cda qua trinh phan tich nay (khéng duong tinh ciing
khéng am tinh, dudc gan cd 1a tan sé bién thé thdp). D& danh gia hiéu suat, cac két qua duoc tinh theo ba céach:
Trwdng hop tét nhat: Moi két qua khéng rd rang déu duoc coi 1a phat hién duong tinh chinh xac (twong hop vai
két qua du kién)
Truwdng hop xau nhéat: Moi két qua khéng ré rang déu duoc coi 1a phat hién khong chinh xac (khéng tuong hap
véi két qua du kién)
Truwdng hop loai trir: Moi két qua khéng rd rang déu bi loai trir khdi qua trinh phan tich
Ba bang gém Bang 24, Bang 25 va Bang 26 Ian lugt tom tat két qua phat hién cho trudng hop tét nhat, trudng hop xau
nhat va trudng hop loai trr, cung véi muc tin cay 95% duéi va trén (LCL/UCL) dudc tinh bang phuong phap Diém
Wilson.

Bang 24 Cac lan quan sat phat hién sinh dudng cho két qua duang tinh du ki€n theo loai bién thé (Trudng hop 6t nhat)

Loai bién thé Phat hién dvong tinh chinh xac

Quan sat dudc Tdng Ty 1& phan tram LCL 95% UCL 95%
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
Vung chén 18.036 18.036 100 99,98 100,00
Vung xéa 18.381 18.381 100 99,98 100,00

Bang 25 Cac lan quan sat phat hién sinh dudng cho két qua duang tinh du kién theo loai bi€n thé (Trudng hop

xau nhat)
Loai bién thé& Phat hién dudng tinh chinh xac
Quan sét dudc Téng Ty I& phan tram LCL 95% UCL 95%
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
Vung chén 18.000 18.036 99,8 99,72 99,86
Vung x6a 18.381 18.381 100 99,98 100,00
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Bang 26 Céc lan quan sat phat hién sinh dudng cho két qua duang tinh du ki€n theo loai bién thé (Loai bo phat hién
khoéng rd rang)

Loai bién thé Phat hién duvong tinh chinh xac

Quan sat dudc Téng Ty 1& phan tram LCL 95% UCL 95%
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
Vung chén 18.000 18.000 100 99,98 100,00
Vung xéa 18.381 18.381 100 99,98 100,00

Cac bién thé sinh dudng c6 mirc VAF < 0.01 duoc béo céo la phat hién am tinh (thé dai). D6i véi céc vi tri sinh dudng
am tinh du kién, di¥ liéu da dudc danh gia vé ty 1& khong co phat hién va ty 1& phat hién thé dai chinh xac. Cac phat
hién thé dai chinh xac dugc xac dinh bang céch loai trir cac trudng hdp khdng cé phét hién va 18y téng tri di cac phat
hién quan sat dugc roi vao vung khdng rd rang (mic VAF > 0,01 va < 0,026) cling nhu’ cac phat hién khong chinh xac
vuot qua ngudng (mirc VAF > 0,026). Bang 27 tém tat cac két qua quan sat duoc, téng sé két qua va két qua theo ty
I& phan tram déi véi cac vi tri sinh dudng am tinh vé ty 1& khong co phat hién va ty 1& phat hién thé dai chinh xac cling
vGi mic tin cay 95% dudi va trén (LCL/UCL) dudgc tinh bang phuong phap Diém Wilson.

Bang 27 Cac lan quan sat phat hién sinh dudng cho két qua am tinh du kién

Loai

bién Khoéng c6 phat hién Phat hién chinh xac

thé
Quan . Ty 18 Khong  KNOMg  chinh . e el ueL
sat Tong phan _— chinh . Tong phan

« rd rang . Xac « 95% 95%

dudgc tram Xac tram

Thédai | 36.326 8.909.676 | 0,408 2254 121 8.870.975 | 8.873.350 | 99,97 99,972 | 99,974

Céac méau sinh dudng & cac mic VAF khac nhau déi véi cung mot bién thé da duoc danh gia dé xac dinh C95 cla xét
nghiém (trong méi loai bién thé&). D& danh gia do bién thién gan ngudng xét nghiém, cac mau cé mic VAF du kién
trong khoang tir 0,02 dén 0,07 da dudc st dung. C95 dugc xac dinh cho tirng bién thé, vai C95 cao nhét cho ting loai
bién thé dugc bao céo trong Bang 28.

Bang 28 Tom tat gia tri C95 sinh dudng

Loai bién thé& N C95

SNV 74 0,0613
Vung chén 24 0,0573
Vung xda 33 0,0575

Hiéu suat ciia NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles)

T6ng quan

NextSeq 550Dx dudc hé tro béi hai bd kit thudc thir: NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) va
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). D& chitng minh rang NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles) co thé dap (ng cac yéu cau vé hiéu suat phan tich da duoc xac minh va xac nhan voi
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles), cac nghién clru da dugc thuc hién véi NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Hai qua trinh chuén bi thu vién bang TruSeq Custom Amplicon Kit Dx da
dudc thue hién, mot vai quy trinh cong viéc Dong mam va mot véi quy trinh cong viéc Sinh dudng. Cac thu vién tir
mdi quy trinh cdng viéc da dugdc xét nghiém véi ba 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), st
dung ba thiét bi NextSeq 550Dx. Ngoai ra, viéc xét nghiém cho méi quy trinh céng viéc bao gém mét Ian chay véi
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).
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D& nhay phan tich (Gidi han mau trang [LoB] va Gidi han phat hién [LoD])

Viéc xac minh véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) da chirng minh rang thiét bi NextSeq
550Dx co thé phat hién cac bién thé & VAF 0,05 véi sai so Loai Il < 0,05 va ngudng VAF 0,026 dugc st dung bdi
Somatic Variant Module (LoB hiéu dung) ch3p nhan sai s6 Loai | < 0,01. Dua trén nhitng tuyén b nay, du kién rang
mot bién thé & VAF 0,05 sé& I6n hon hodc bang ngudng VAF 0,026 95% thoi gian va vi tri thé dai s& nhé hon ngudng
VAF 0,026 99% thdi gian. D& dam bao rang nhitng tuyén bd nay phu hop véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cycles), cac phép do Iap lai da duoc tién hanh trén thiét bi NextSeq 550Dx véi cac mau thé dai (méu LoB)
va v6i cac mau cé chira céc bién thé & VAF 0,05 (MAu LoD) béng NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles). Ty |& phat hién ndm trén va dudi ngudng 0,026 sau d6 duoc so sanh vdi cac tuyén bd da duoc thiét 1ap vdi
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles).

Qua trinh xét nghiém bao gém hai mau LoD, mdi mau c6 mét tap hop bién thé duy nhat dugc nham muc tiéu dén VAF
0,05 va cac mau LoB tuong tng la thé dai cho cac bién thé duoc nham muc tiéu. D& chuén bi thu vién, cac mau LoD
va LoB [an lugt dudc x& ly theo dang tdm va bdy mau 13p, st dung TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Ban dau, céc
thu vién duoc gidi trinh tw bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) nham xéac dinh cac bién
thé/toa do hé gen dé€ danh gia LoB/LoD vdi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). T4t ca cac
bién thé cé VAF trung binh tir 0,045 — 0,055 (Bién thé LoD) dua trén két qua tlr NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cycles) dudc st dung cho qua trinh phan tich LoD (N = 51 bién thé&). Déi vai qua trinh phan tich LoB, 51
toa dd hé gen tuong rng da dugc danh gia.

DE danh gia NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), cac thu vién dudc giai trinh tu trong ba lan
chay trong ba ngay lién ti€p bang cung mét thiét bi va 16 bd kit thudc thir. Xét nghiém nay 1én dén 24 mau lap cho méi
bién thé trong s6 51 bién thé LoD va 21 mau l&p cho méi vi tri trong s6 céc vi tri thé dai tuong (ng. Ty |1& phat hién thé
dai véi VAF < 0,026 dudc cung cap trong Bang 29. Ty |1& phéat hién bién thé LoD véi VAF 16n hon hodc bang 0,026
duwdc cung cap trong Bang 30.

Bang 29 Ty lé phathién < 0,026 cho cac vi tri thé dai (Panh gia tuyén bs vé LoB)

Loai bi&n th€ Vi tri dwugc danh gia T8ng sb [An quan sat S8 phép do VAF Ty 1& Ty 1&
> 2,6% < khoang tin cay 95%
2,6%
SNV 32 672 0 1 0,994 -1
Vung chén 11 231 0 1 0,984 -1
Vung x6a 8 168 0 1 0,978 -1

Bang 30 Ty & phat hién véi VAF > 0,026 cho bién thé LoD (Danh gia tuyén bé vé LoD)

Loai bién Vi tri dugc danh T8ng s6 [an quan S6 phép S8 phép Ty 1& Ty 1&
thé gia sét do VAF do VAF > khoang tin céay
<2,6% >2,6% 2,6% 95%
SNV 32 768 1 767 0,999 @ 0,993 -1
Vung chén 11 264 3 261 0,989 | 0,967 - 0,996
Vung x6a 8 192 2 190 0,99 0,963 - 0,997

D6 chinh xac

Dong mam

Nghién ciru sau day duoc thuc hién dé€ danh gia dd chinh xac vé kha nang phat hién bién thé véi Germline Variant
Module bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). 12 mau Hé gen bach kim duy nhat da dugc
xét nghiém bang mot xét nghiém dai dién. Téng cong 11 [an chay dé duoc thuc hién bang ba thiét bi NextSeq 550Dx
va ba NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).
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D6 chinh xac da dugc xac dinh déi véi cac loai dot bién SNV, ving chén va ving xda bang cach so sanh két qua véi
phuong phap tham chiéu téng hdp cé dac diém rd rang, Hé gen bach kim phién ban 2016-1.0. Ké&t qua vé do chinh xac
tl* mét [an chay giai trinh tw duy nhat véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) duwdc cung cap
cho muc dich tham khao. Théng tin tom tat két qua co6 trong Bang 31.

Bang 31 Tom tat vé do twong hop dong mam

Tidu chi T8ng sd [an K&t quéa theo lan Két qua theo lan K&t qua theo l1an K&t qua theo lan
quan sét (v2.5)1 quan sét (v2.5)2 quan sét (v2)3 chay (v2.5)4 chay (v2)*
PPA ddi vai 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9
SNV
PPA dai véi 1056 100 100 100 98,9
vung chén
PPA dai véi 1056 95,2 95,2 >99,9 100
vling x6a
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

"Buoc tinh béng s6 mau méi Ian chay x s& [an chay (96 mau méi Ian chay x 11 [an chay = 1056 [an quan sat).

2Gia tri thap nhat quan sat duoc theo mau I3p clia mau trén tat ca cac [an chay (dua trén 11 [an chay d6i véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Gia tri thap nhat quan sat dugc theo mau I3p clia mau trong 1 Ian chay (téng s6 96 [an quan sét).

4Gia tri thap nhat khi dit liéu tir mdi [an chay duoc phan tich téng hap.

Sinh dudng

Nghién ciru sau day da duoc thuc hién dé€ danh gia dd chinh xac vé kha nang phat hién bién thé clia Somatic Variant
Module trén thiét bi NextSeq 550Dx bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). Mudi mau
FFPE Hé gen bach kim (hai mau c6 bién thé dugc pha loang xuéng mirc VAF 0,05) da dudc xét nghiém théng qua
mot xét nghiém dai dién. Téng cong 11 Ian chay da duoc thuc hién bang ba thiét bi NextSeq 550Dx va ba 16 NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

D6 chinh xac da dudc xac dinh déi véi cac loai dot bién SNV, ving chén va ving x6a bang cach so sanh két quéa véi
phuong phap tham chiéu téng hdp cé dac diém rd rang, Hé gen bach kim phién ban 2016-1.0. Két qua vé do chinh xac
tlr mot [An chay giai trinh tw duy nhat véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) dudc cung cap
cho muc dich tham khéo. Thong tin tom tat két qua cé trong Bang 32.

Bang 32 Tom tatveé do tuong hop sinh dudng

Téng s8 lan Két qua theo Ian Két qua theo lan Két qua theo Két qua theo
Tiéu chi quan sat quan sat quan sat Ian chay Ian chay
(v2.5)1 (v2.5)2 (v2)3 (v2.5)4 (v2)4
PPA d6i vGi 528 100 100 100 100
SNV
PPA d6i vai 528 96,9 96,9 >99,9 >99,9
vung chén
PPA d6i vai 528 100 100 100 100
vung x6a
NPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

"Buoc tinh bing s8 mau mbi Ian chay x s& an chay (48 mau méi Ian chay x 11 [an chay = 528 Ian quan sat).

2Gia tri thap nhat quan sat duoc theo mAu I3p clia mAu trén tat ca cac [an chay (dua trén 11 [an chay d6i véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5).
3Gia tri thap nhat quan sat duoc theo mAu I3p clia mau trong 1 [an chay (t6ng s& 96 [an quan sat).

4Gia trj thap nhat khi dit liéu tr méi [an chay duoc phan tich téng hop.
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D6 chum

Dong mam

Do chum cla NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) véi Germline Variant Module da dugc danh
gia bang cach st dung cac mau Hé gen bach kim va mét xét nghiém dai dién. Xét nghiém bao gém mét Ian chuan bi
thu vién duy nhat bang TruSeq Custom Amplicon Kit Dx va gém 12 mau dudc x& ly véi tdm mau l&p & mbi mau. Cac
thu vién duoc gidi trinh tu véi ba 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) va ba thiét bi NextSeq
550Dx cho t6ng s6 chin [an chay gidi trinh tu.

Céac méau c6 bién thé di hop tr dudc st dung dé xac dinh xem liéu su bién thién vén c6 cla xét nghiém cé anh hudng
dén viéc phat hién kiéu gen hay khéng (N = 153 bién thé di hop t& duy nhat). Cx da dudc xac dinh cho cé hai ngudng
clia Germline Variant Module (0,2 d&i vdi ki€u gen di hop tir va 0,7 déi vai kiu gen dong hop tlr), trong do x la ty 1&
cac xét nghiém 1ap lai vuat qua ngudng. Vai ngudng dudi 1a VAF 0,2, bién thé cé Cx tai thiu doi vai NextSeq 550Dx
Reagent Kit v2.5 (300 cycles) > 99,9%, cho thay rang > 99,9% bién thé di hop ti sé duoc phat hién 1a di hop te.

V6i ngudng trén la VAF 0,7, bién thé co Cx tdi da d6i voi NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) < 1,5%,

cho thay réng < 1,5% bién thé di hop tir s& duoc phat hién 1a déng hop tir. Bang 33 tom tat két qua theo loai bién thé.
Gia tri Cx tir mét 1an chay gidi trinh tu don & bang NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) dudc
cung cap cho muc dich tham khao.

Bang 33 Gia tri Cx dong mam cho céac bién thé di hop t

Ngudng & VAF 0,2 Ngudng & VAF 0,7
Loai bién thé& N = = = = = =
Cx t8i thiéu (v2.5)1 Cx t6i thiu (v2)? Cx téi da (v2.5)! Cx t6i da (v2)2
SNV 94 >99,9% >99,9% 1,5% 1,0%
Vung chén 24 100% 100% 0% <0,1%
Ving x6a 35 100% >99,9% <0,1% <0,1%

"Gia tri Cx dua trén udc tinh Téng do 1éch chudn tir phan tich thanh phan phuong sai.
2Gia tri Cx dua trén Do léch chudn mau.

Sinh dudng

D06 chum cla NextSeq 550Dx  High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) véi Somatic Variant Module da dugc danh
gia bang cach st dung cac mau FFPE Hé gen bach kim va mot xét nghlem dai dién. Xét nghiém bao gom mot [an
chuan bi thu vién duy nhat bang TruSeq Custom Amplicon Kit Dx va gém hai mau véi tdm mau lap & mbi mau.

Céc thu vién dudc giai trinh tu bang ba 16 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) va ba thiét bi
NextSeq 550Dx cho t&ng s& chin lan chay giai trinh tu.

Céc bién thé sinh dudng c6 mirc VAF du kién < 0,10 (N = 131 bién thé duy nhat) dugc si* dung d€ danh gia dd bién
thién cta thiét bi gan ngudng VAF cla Somatic Variant Module (cac bién thé sinh dudng c6 mic VAF > 0,026 dudc
phat hién la duong tinh véi bién thé nay). Gia tri C95 dugc xac dinh cho tiing bién thé sinh dudng. Gia tri C95 dai dién
cho VAF ma tai dé xac suét I16n hon ngudng VAF clia Somatic Variant Module 1a 95%. Gia tri C95 cao nhét theo loai
bién thé dugc bao céo trong Bang 34. Két qua C95 tir mét [an chay gidi trinh tw don 1é bang NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) duoc cung cap cho muc dich tham khéo.

Bang 34 Tom tat gia tri C95 sinh dudng

Loai bién thé& SG bién thé dugc danh gia C95 (v2.5)! C95 (v2)2
SNV 74 0,064 0,063
Vung chén 24 0,062 0,061
Vung x6a 33 0,060 0,060

'Gia tri C95 dua trén wdc tinh Téng d6 Iéch chusn tir phan tich thanh phan phuong sai.
2Gia tri C95 dua trén D6 1éch chudn mau.
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So sanh phuong phap (B0 kit thudc thir)

Dong mam

VAF trung binh t&r 215 bién thé duy nhat da duoc danh gia trén NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) va NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), st dung két qua duoc tao tir Germline Variant
Module. Gia tri trung binh ctia VAF dugc tinh toan tir 11 [an chay giai trinh tw (v2.5) va mét [an chay giai trinh tu (v2).
it nhat tm mau 13p da dudc s dung dé tinh gia tri trung binh cho méi bién thé. Hinh 3 minh hoa méi tuong quan vé
VAF gitta hai b kit thudc thtr. Dua trén méi tuong quan tuyén tinh chat ché vé VAF va su tuwong dong vé két qua
gitta cac bo kit thudc thlr, cac dac diém hiéu sudt ban dau tirng dudc xac minh va xac nhan vai NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) qua Germline Variant Module dugc xac dinh 1a c6 thé ap dung cho NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

Hinh 3 M@&i tuong quan vé tan sd alen bién thé (VAF) khi s dung Germline Variant Module gitta NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) va NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

1- N =215 bién thé duy nhét
RA2 = 0,9994

Heé sé goc = 1,0010
Hé sb chan = 0,00009

VAF v2.5 (Trung binh)

02 03 04 05 06 07 08 09 1
VAF v2 (Trung binh)

Sinh dudng

VAF trung binh cho 501 bién thé duy nhéat da dudc danh gia trén NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) va NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), st dung két qua dudc tao tir Somatic Variant
Module. Gia tri trung binh clia VAF dudc tinh toan tir 11 [an chay giai trinh tu (v2.5) va mét [an chay giai trinh tu (v2).
it nhat ba mau 1ap da duoc s dung dé tinh gia tri trung binh cho méi bién thé duy nhat. Hinh 4 minh hoa méi tuong
quan vé VAF gilta hai bd kit thuGc thir. Dua trén maoi twong quan vé VAF va su twang dong vé két qua gitra cac b kit
thudc thlr, cac dac diém hiéu suét tirng dudc xac minh va xac nhan véi NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) qua Somatic Variant Module duoc xac dinh la co thé ap dung cho NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cycles).
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Hinh 4 M@&i tuong quan vé tan sd alen bién thé (VAF) khi sit dung Somatic Variant Module giita NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) va NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles).

1/ N =501 bién thé duy nhét
0,9 R*2=0,9997
Hé sé goc = 1,0017
Hé sb chan = -0,00083

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

0

VAF v2.5 (Trung binh)

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
VAF v2 (Trung binh)

Lich st stra doi

Tai liéu Ngay M6 ta thay ddi

Tailiéu s& 1000000030326 Thang 5 Cac cap nhat dugc thye hién d& diéu chinh ndi dung vé tinh bi thém vao tir phan mém
v06 nam 2022 géc.

Tailiéu s& 1000000030326 Thang 11 BG& sung tuyén bé vé Canh bao va bién phap phong ngira lién quan dén viéc bao cao sy
v05 nam 2021 ¢8 nghiém trong.

B& sung ndi dung xac dinh ré ddi twong st¥ dung vao phan Nguyén téc clia quy trinh.
Xba phan dé cap tdi High Output Reagent Kit v2 (300 cycles). BS sung phan dé cap toi
High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles).

Tailiéu s& 1000000030326 Thang 8 BG& sung bang Lich st stra d6i. Cap nhat dia chi clia Dai dién duwdc Gy quyén tai Lién minh
v04 nam 2021 chau Au (EU, European Union).

Bang sang ché& va nhan hiéu

Tai liéu nay va ndi dung trong do thudc quyén sd hitu ctia lllumina, Inc. va cac cong ty lién két cta lllumina, Inc. ("lllumina") va chi danh cho viéc st
dung theo hop ddng vdi khach hang cla lllumina lién quan dén viéc si dung (cac) san phdm duwoc mo ta trong tai liéu nay va khong danh cho muc
dich nao khac. Tailiéu nay va ndi dung trong dé sé khéng dudc sit dung hay phan phdi vi bat ky muc dich nao khac va/hoic khong dudgc truyén
tai, ti6t 16 hay sao chép dudi bat ky hinh thirc nao khac ma khéng c6 su cho phép trudc béng van ban cia lllumina. lllumina khédng chuyén nhuong
bt ky gidy phép nao theo cac bang sang ché&, nhan hiéu, ban quyén hoac cac quyén theo thong luat cling nhu cac quyén tuong tu clia bat ky bén
th&r ba nao thdng qua tai liéu nay.

Cac hudng dan néu trong tai liéu nay phai duwdc tuan thi nghiém ngét va rd rang bdi ca nhan dudc dao tao phi hgp va cé dd trinh d6 nhdm dam
bao sir dung an toan va ding cach (cac) san phdm dudc mé ta trong tai liéu nay. Phai doc va hi€u hoan toan tat ca ndi dung cla tai liéu nay trudc
khi st dung (cac) san phdm do.

VIEC KHONG DOC TOAN BO VA TUAN THU RO RANG TAT CA CAC HUONG DAN NEU TRONG TAI LIEU NAY CO THE DAN DEN GAY HU
HONG (CAC) SAN PHAM, GAY TGN THUONG CHO CON NGUOI, BAO GOM NGUOI DUNG HOAC NHUNG NGUOI KHAC VA GAY THIET
HAI TAI SAN KHAC, VA SE LAM MAT HIEU LUC BAO HANH AP DUNG CHO (CAC) SAN PHAM DO.

ILLUMINA KHONG CHIU BAT KY TRACH NHIEM NAO PHAT SINH TU VIEC SU DUNG KHONG DUNG CACH (CAC) SAN PHAM BUOC MO
TA TRONG TAI LIEU NAY (BAO GOM CA CAC BO PHAN CUA SAN PHAM HOAC PHAN MEM).
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© 2022 lllumina, Inc. Bao Iu moi quyén.
T4t ca cac nhan hiéu déu la tai san cta lllumina, Inc. hodc céac chi sd hitu tuong rng. DE biét théng tin cu thé vé nhan hiéu, hay xem trang web
www.illumina.com/company/legal.html,

Théng tin lién hé

ul Ce

lllumina

5200 lllumina Way Nha béo trg tai Uc

San Diego, California 92122 U.S.A. IVD lllumina Australia Pty Ltd

+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building

+1.858.202.4566 (ngoai khu vuc Bac My) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
The Netherlands

Thoéng tin trén nhan san pham
DE co thdng tin tham khao day di vé cac ky hiéu co thé xuét hién trén bao bi va nhan san phdm, hay tham khao ban
chu gidi ky hiéu cho bo kit cta ban tai dia chi support.illumina.com.
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