NextSeq™ 550Dx késziilék illumina

Tajékoztatoflizet

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Cikkszam: 20005715

Rendeltetés

A(z) NextSeq 550Dx készllék DNS-konyvtarak szekvendlasdra szolgal in vitro diagnosztikai vizsgalat soran. A
(z) NextSeq 550Dx készlilék meghatarozott regisztralt, tanusitott vagy jovahagyott in vitro diagnosztikai
reagensekkel és elemzési szoftverrel hasznalhatd.

Az eljaras mukodési elve

A(z) llumina NextSeq 550Dx késziilék DNS-kdnyvtarak szekvenalasara szolgal in vitro diagnosztikai vizsgalat
soran, és a klinikai laboratdriumban alkalmazott in vitro diagnosztikai eljarasok elvégzésére kiképzett,
képesitett laboratoriumi személyzet altal hasznalhatd. A(z) NextSeq 550Dx hasznalatahoz bemenetként DNS-
bél elkészitett kdnyvtdrak szolgalnak, amelyek amplifikalt célkényvtarakat, mintaindexeket és
befogdszekvencidkat tartalmaznak. A késziilék a mintakonyvtarakat egy dramlasi cellaban rogziti, és
szintézissel végzett szekvenalas (SBS) kémiai mddszerrel szekvenalja. Az SBS soran a fluoreszcensen jeldlt
egyes nukleotidbazisok kimutatasa reverzibilis terminaciés mddszerrel torténik, amint azok beéplilnek a
ndvekvé DNS-szalakba. A Real-Time Analysis (RTA) szoftver képelemzést és bazisazonositast végez, és
mindségi pontszamot rendel minden bazishoz minden szekvenalasi ciklusban. Amikor az elsédleges elemzés
befejez6dott, a késziilék a masodlagos elemzés soran elvégzi a bazisazonositdsok feldolgozasat. A(z) NextSeq
550Dx a masodlagos elemzéshez kiilonb6zé modulokat alkalmaz a munkafolyamattél fliggéen. A Csiravonal és
a Szomatikus varidnsazonosité modul altal végzett feldolgozas részét képezi a demultiplikalds, a FASTQ-fajlok
létrehozasa, az illesztés, a varidansok azonositasa és a variansazonositas-formatum (VCF és gVCF) fajlok
létrehozasa. A VCF- és gVCF-féjlok a referenciagenom meghatarozott helyein taldlhaté variansokrol
tartalmaznak adatokat.

Két rendszerbdl allé konfiguracio

A(z) NextSeq 550Dx két kiilén indithaté rendszerbdél all, ezért hasznalhaté diagnosztikai (Dx) és csak kutatasra
szolgalé (RUO) médban is. Az in vitro diagnosztikai szekvenalasi vizsgalatok, tébbek kdz6tt a Csiravonal és a
Szomatikus variansazonositd modul diagnosztikai médban hasznalhatdk. Csak IVD szekvenaldsi reagensek
hasznalhatdk diagnosztikai médban. A NextSeq 550Dx teljesitményjellemzéinek és az eljaras korlatainak a
meghatarozdasa a Csiravonal és a Szomatikus varidansazonosité modul hasznalataval, diagnosztikai médban
tortént.
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Az eljaras korlatai

1. In vitro diagnosztikai haszndlatra.

2. A Csiravonal és a Szomatikus varidns modul és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles)
vagy a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlet dltal nyujtott eredmények
jellemzéi:

* Szekvenalasi kimeneti teljesitmény = 90 gigabazis (Gb)
* 2x150 bazispar (bp) leolvasasi hossz (parositott végu futtatas esetén)

* 2x150 bp leolvasasi hossznal a Q30 kritériumnak megfeleld bazisok aranya = 75%
A bazisok legalabb 75%-anak Phred-skala szerinti minéségi pontszama 30 feletti, ami 99,9%-nal
nagyobb bazisazonositasi pontossagot jelez.

3. Avizsgalati szoftver nem illeszti a > 25 bp hosszusagu indeleket (inzercidk, delécidk és ezek kombinacidi)
tartalmazo leolvasasokat. Ezért a vizsgalati szoftver nem képes azonositani a > 25 bp hosszusagu
indeleket.

4. Eléfordulhat, hogy a vizsgalati szoftver nem illeszti a széls6séges tartalmu varidnsokat tartalmazé
amplikonkiolvasasokat, és ezért a teriiletet vad tipusuként jelenti. llyen szélséséges tartalomnak
mindsilnek a kovetkezék:

*  To6bb mint hdrom indelt tartalmazé kiolvasasok

* Legalabb 30 bp hosszusagu, a teljes amplikon (a préobateriletek kivételével) méretének > 4%-at kitevé
egynukleotid-varidansokat (SNP) tartalmazd leolvasdsok

* A< 30bphosszusagu, a teljes amplikon méretének (a probateriletekkel egyitt) > 10%-at kitevé SNV-t
tartalmazd leolvasasok

5. A nagy variansok, beleértve a tébb nukleotidbdl allé variansokat (MNV-k) és a nagy indelek, a kimeneti VCF-
fajlban kilonalld kisebb variansokként szerepelhetnek.

6. A delécids variansok kiszlrésre vagy kihagyasra kerlilhetnek, ha tébb két, egymas melletti amplikonra
terjednek ki, ha a delécié legaldbb olyan hosszu, mint a két amplikon k&z6tti atfedés.

7. Arendszer nem tudja kimutatni a kdzvetlenil egy primer mellett elhelyezked indeleket, ha nincs atfedé
amplikon. Az atfed6 amplikonokat tartalmazé teriileteken a vizsgalat nem tudja kimutatni a deléciokat, ha az
atfedési teriilet kisebb a kimutatandé delécié méreténél. Ha példaul két egymas melletti amplikon k6zotti
atfedés két bazispar, a vizsgalat nem tudja kimutatni azokat a delécidkat, amelyek mindkét bazist
tartalmazzak. A két bazis koziil az egyik delécidja kimutathatd.

8. Mint minden hibridizacids alapu konyvtar-el6készitési munkafolyamat esetén, az oligonukleotid-kot6
terileteket érint6 polimorfizmusok, mutaciok, inzercidk és deléciok befolyasolhatjak a vizsgalt allélokat és a
szekvenaldssal kapott azonositasokat. Példaul:

* Lehetséges, hogy a primer terliletén Iév6, egy fazisban 1évé varidns nem amplifikalddik, dinegativ
eredményt okozva.
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A primer terliletén elhelyezkedd variansok megakadalyozhatjak a referenciaallél amplifikacidjat, ami
helytelen homozigdta varidns azonositasat okozza.

A primer terliletén 1évé indel variansok a primer melletti kiolvasas alpozitiv azonositasat okozhatjak.

9. Eléfordulhat az indelek kiszlrése, ha egy kiolvasas végéhez kozel |épnek fel, és az illesztés soran puha
levagasra kerlinek.

10. A kis méretl MNV-k kimutatasat nem hitelesitették, és ezek csak a szomatikus varians modul jelentésében
szerepelnek.

11. AVCF-ben a delécidk jelentése a VCF formatum szerinti megel6z6 bazis koordinatajan torténik. Ezért vegye
figyelembe a szomszédos varidansokat, mielétt azt leletezné, hogy egy egyedi bazisazonositdas homozigéta
referencia.

12. Csak a csiravonal munkafolyamatra vonatkozoé korlatozasok:

A(z) NextSeq 550Dx készlilék berendezéshez késziilt Local Run Manager Csiravonal variansazonosito
modault alkalmazé NextSeq 550Dx berendezés a csiravonalbeli varidnsok azonositasa kvalitativ
eredményének a meghatarozasara szolgal (pl. homozigdta, heterozigdta, vad tipus).

A Germline varidnsazonositdé modullal haszndlva a pontos varidnsazonositdshoz szilkséges minimalis
amplikononkénti el6fordulas 150x. Tehat legalabb 150, ezt alatamasztd DNS-fragmentum szlikséges,
ami 300 egymast atfedé paros végli kiolvasassal egyenérték(i. A mintak mérete és az 6sszes vizsgalt
bazis szama befolyasolja ezt a masolatszamot. A GC-tartalom és mas genomikus tartalmak
befolyasolhatjak a masolatszamot.

A masolatszam befolydsolhatja, hogy egy varidns homozigdtaként vagy heterozigdtaként kerdil
azonositasra.

Bizonyos, ismétlédé tartalmu kérnyezetben taldlhaté variansok kiszlrésre kerlilnek a VCF fajlokbdl. Az
RMxN ismétlési szlir6 a variansok kiszlrésére szolgal olyan esetekben, amikor a varians szekvencia
vagy annak egy része ismételten jelen van a varians helyzete melletti referenciagenomban. A
csiravonalbeli variansok azonositasa esetén a referenciagenomban legalabb kilenc ismétlédés
sziikséges a varians kiszliréséhez. Ez csak a legfeljebb 5 bp hosszlsagu ismétlésekre vonatkozik
(R5x9).

Ha egy indel és egy SNV egyazon helyen van, lehetséges, hogy a rendszer csak az egyik varianst jelenti.

13. Csak a szomatikus munkafolyamatra vonatkozé korlatozasok.

A(z) NextSeq 550Dx készlilék berendezéshez készllt NextSeq 550Dx Local Run Manager Szomatikus
variansazonositéd modult hasznald berendezés a szomatikus variansok azonositasa kvalitativ
eredményének a meghatarozasara szolgal (példaul legaldbb 0,026 varidnsgyakorisagu szomatikus
variansok jelenléte esetén, 0,05 detektalasi hatarérték mellett).

A Szomatikus varidansazonosité modullal hasznalva a pontos varidnsazonositashoz sziikséges minimalis
amplikononkénti el6fordulds oligonukleotid poolonként 450x. Ennek eredményeképp 450 ezt
alatamasztd DNS-fragmentum sziikséges oligonukleotid készletenként, amely 900 egymast atfedd
paros végli kiolvasdssal egyenérték(i. A mintdk mérete és az 6sszes vizsgalt bazis szama befolyasolja
ezt a masolatszamot. A GC-tartalom és mas genomikus tartalmak befolyasolhatjak a masolatszamot.
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* A szomatikus variansok azonositasa esetén a referenciagenomban legalabb hat ismétl6dés sziikséges a
varians kisz(iréséhez, és csak legfeljebb 3 bp hosszlsagu ismétlésekre vonatkozik (R3x6).

* A szomatikus varians modul nem alkalmas a csiravonalbeli és a szomatikus variansok elkilonitésére. A
modul a gyakorisdgok nagy tartomanyaban eléfordulé varidansok kimutatasara szolgal, azonban a
varians gyakorisaga nem hasznalhaté a szomatikus és a csiravonalbeli variansok elkiilénitésére.

* A mintaban taladlhaté egészséges szovetek befolyasoljdk a variansok kimutatasat. Az emlitett kimutatasi
hatarérték a daganatos szovetbél és az egészséges szovetbdl kivont varians és normal DNS
gyakorisaga k6zotti aranyon alapul.

A termék O0sszetevoi

A(z) lllumina NextSeq 550Dx a kovetkezdkbdél all:
1. NextSeq 550Dx készlilék (Cikkszam: 20005715)

2. A(z) NextSeq 550Dx késziilék készlilékhez valé szoftverkomponensek, beleértve a kbvetkezoket:

Szoftveralkalmazas Beosztas Leiras

NextSeq 550Dx
Operating
Software (NOS)

A készllék
miikodésének
vezérlése

Az NOS szoftveralkalmazas iranyitja a készilék mikodését a
szekvenalas soran, és képeket készit a Real-Time Analysis
(RTA) szoftver szamara.

Real-Time Az els6dleges Az RTA szoftveralkalmazas az NOS altal minden szekvenalasi
Analysis (RTA) elemzés futtatdsi ciklusban minden csempérél késziilt képet
szoftver elvégzése bazisazonositasi fajlokka alakit, amelyek a Local Run Manager
elemzési moduljainak bemenetei. Az RTA
szoftveralkalmazasnak nincs felhasznaldi felllete.
Local Run Interfész a A Local Run Manager szoftver a késziilék beépitett funkcidja,
Manager modul amely a felhasznaldk kezelését, a megfelel6 elemzési modul
kivadlasztdsahoz  kivalasztasat és az allapot nyomon kdvetését végzi.
Szomatikus A masodlagos Ez a Local Run Manager szoftverhez tartozé elemzési modul a
varians modul elemzés bazisazonositasi adatok masodlagos elemzését végzi. A
elvégzése feldolgozas részét képezi jellemzéen a demultiplikalas, a
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FASTQ-fajlok létrehozasa, az illesztés, a variansok azonositasa
és a varidnsazonositasi formatumdu (VCF) fjlok Iétrehozasa. A
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tartalmaznak adatokat, tobbek k6zo6tt a varidans mért
gyakorisagarol.
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Szoftveralkalmazas Beosztas Leiras

Csiravonal A masodlagos Ez a Local Run Manager szoftverhez tartoz6 elemzési modul a

varians modul elemzés bazisazonositasi adatok masodlagos elemzését végzi. A
elvégzése feldolgozas részét képezi jellemzéen a demultiplikalas, a

FASTQ-fajlok létrehozasa, az illesztés, a variansok azonositasa
és a variansazonositasi formatumu (VCF) fajlok Iétrehozasa. A
variansazonosito (Pisces) VCF-fajlokat hoz létre; ezek a
referenciagenom meghatarozott helyein talalhaté variansokrol
tartalmaznak adatokat, és minden varianst heterozigdtaként
vagy homozigdtaként azonositanak.

3. Opcionalis lllumina DRAGEN szerver a NextSeq 550Dx késziilékhez (Cikkszam: 20086130), beleértve a
kovetkezd szoftverosszetevét:

Szoftveralkalmazas Beosztas Leiras
lllumina Run Interfész az Az lllumina Run Manger szoftver az opcionalis, készlléken
Manager alkalmazdsmodul  kivili DRAGEN szerverre van telepitve. Az lllumina Run

kivalasztasahoz Manager lehetéveé teszi a felhasznalok kezelését, az elemzési
modul kivdlasztasat, valamint a szekvenalasi futtatas és az
elemzés allapotanak monitorozasat.

Az opcionalis lllumina DRAGEN szerverrel rendelkezd NextSeq 550Dx késziilék csak bizonyos orszagokban
érhetd el. Az On teriiletén vald elérhetéséggel kapcsolatban forduljon az lllumina képviseléjéhez.

MUkodeési feltételek

A mikodési feltételekkel kapcsolatos tovabbi informacidkért 1asd a NextSeq 550Dx készlilék helyszini
el6készitési utmutato (dokumentum szama: 1000000009869) Kérnyezeti feltételek ciml szakaszat.

Paraméter Mliszaki adatok

Hémérséklet 19 °C és 25 °C (22 °C £3 °C) ko6zo6tti h6mérsékletet tartson fenn a laborban. Ez a
hémérséklet a készlilék lizemi hédmérsékletét jelenti. Biztositsa, hogy a futtatasok
soran a kérnyezeti hémérséklet ne valtozhasson +2 °C-nal nagyobb mértékben.

Paratartalom Biztositsa, hogy a labor relativ paratartalma 20 és 80% kozt maradjon (nem
kondenzalédd).
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Eszk6zok és anyagok

illumina

Sziikséges, de kulon értékesitett eszk6zok és anyagok

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles), cikkszdm: 20028870
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), cikkszam: 20028871

Szilikséges, de nem szallitott eszk6zok és anyagok

A szekvenalasi futtatashoz hasznalt, a felhasznalo6 altal beszerzett fogydeszk6zok

Fogydeszkoz

70%-o0s izopropil-alkohollal
atitatott torlékendék

vagy
70%-0s etanol

SzOszmentes laboratériumi
torl6kendéd

Beszallito

VWR,
katalégusszam: 95041-714
(vagy ezzel egyenértéku)
Altalanos laboratériumi
beszallitd

VWR,
katalédgusszam: 21905-026
(vagy ezzel egyenérték)

cél
Az aramlasi cella tisztitasa és egyéb
altalanos feladatok

Az dramlasi cella tisztitasa és egyéb
altaldnos feladatok

A késziilék karbantartasahoz hasznalt, a felhasznalo altal beszerzett

fogyoeszkozok

Fogydeszkoz

5%-0s NaOCl
(natrium-hipoklorit)

Tween 20
Laboratériumi minéségu viz

Leveg6sz(rd

Dokumentumszam: 200031448 v00

Beszallito

Sigma-Aldrich, cikkszam:
239305

(vagy ezzel egyenértékd,
laboratériumi minéségi)
Sigma-Aldrich,
katalégusszam: P7949

Altaldnos laboratériumi
beszallitd

lllumina, cikkszam:
20063988

cél
A készllék mosasa a futtatas utani kézi
mosassal; 0,12%-ra higitva

A késziilék mosasa a kézi mosasi
modszerekkel; 0,05%-ra higitva

A készllék mosasa (kézi mosas)

A készllék altal hiités céljabdl beszivott
levegd tisztitasa
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A laboratdriumi minéségii vizzel kapcsolatos utmutatas

A készlilékkel kapcsolatos eljarasokhoz mindig laboratériumi minéségti vizet vagy ionmentes vizet hasznaljon.
Soha ne hasznaljon csapvizet. Csak a kdvetkezd tipusu vagy azzal egyenérték( mindségu vizet hasznaljon:

lonmentes viz

[llumina PW1

18 Megaohm (MQ) ellenallasu viz
Milli-Q viz

Super-Q viz

Molekularis bioldgiai minéségu viz

Figyelmeztetések és dvintézkedesek

A FIGYELEM!

Az USA szbvetségi torvényei szerint e készlilék csak orvos vagy az illeté allamban jévahagyott
szakember dltal vagy rendelvényére arusithato.

A(z) lllumina altal a(z) NextSeq 550Dx késziilék késziilékkel valé hasznalatra biztositott reagensek
egyes Osszetevdi potencialisan veszélyes vegyi anyagokat tartalmaznak. Belélegzésiik, lenyelésiik,
bérrel érintkezésiik és szembe kerlilésiik esetén személyi sériilést okozhatnak. Viseljen
védofelszerelést, igy véddészemiiveget, kesztylit és laborkdpenyt a kockazat mértékének megfeleléen.
A haszndlt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi torvényeknek és
eléirasoknak megfelel6en artalmatlanitsa. A tovabbi kérnyezetvédelmi és munkavédelmi informacidkért
tekintse meg a biztonsagi adatlapot (SDS) a support.illumina.com/sds.html weboldalon.

A termékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse az lllumina véllalatnak és a
felhasznald és a paciens lakhelye szerinti tagallamok illetékes hatdsagainak.

Minden vérmintat ugy kell kezelni, mintha ismerten fert6z6 lenne human immundeficiencia virus (HIV),
hepatitis B virus (HBV) vagy mas vérrel terjed6 kérokozdk tekintetében (altalanos dvintézkedések).

Az eljarasok leirtaktdl eltér6 mdédon torténd végrehajtdsa hibas eredményeket eredményezhet, vagy
jelentésen csokkentheti a minta minéségét.

Hasznalja a rutinszer( laboratériumi évintézkedéseket. Ne pipettdazzon szajjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriletként megjeldlt terlileteken. A mintak és a készlet reagensei kezelésekor
viseljen eldobhatd gumikeszty(it és laboratériumi kdpenyt. A mintak és a készlet reagensei kezelése utan
alaposan mosson kezet.

Megfelel6 laboratériumi gyakorlat és jé laboratériumi higiénia sziikséges annak megel6zéséhez, hogy a
PCR-termékek szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket és a genomikus DNS-mintakat. A PCR-
termékekkel valé szennyez&dés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.
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7. Aszennyezd8dés elkeriilése érdekében ligyeljen arra, hogy az amplifikaciod el6tti és az az utani teriileteken
kiilén berendezések és fogydeszkdzok legyenek (példaul pipettak, pipettahegyek, flitéblokkok, vortexelék
és centrifugak).

8. Azindex-minta parositdsnak pontosan meg kell felelnie a kinyomtatott lemezelrendezésnek. A Local Run
Manager automatikusan hozzarendeli az indexprimereket a mintanevekhez, ha azokat megadjak a
modulban. Javasoljuk a felhaszndldnak, hogy ellenérizze a mintakkal tarsitott indexprimereket a
szekvenalasi futtatas inditasa el6tt. A mintalap és a lemez elrendezése kozotti eltérések esetén a pozitiv
mintak azonositasanak elmaradésa és helytelen eredmények jelentése torténik.

9. A szamitégép virusok elleni védelme érdekében hatdrozottan ajanlott a felhasznald éltal biztositott virusirtd
szoftver telepitése. A telepitési utasitasokat lasd a hasznalati Utmutatdban.

10. A(z) NextSeq 550Dx készliléket csak a panelek megbontasa nélkiil szabad mikddtetni. A késziilék
eltavolitott panelek melletti mikddtetése haldzati fesziiltségnek és egyenfesziiliségnek vald potencidlis
kitettséget jelent.

11. Ne érintse meg az aramlasi cella emelvényét, amely az aramlasi cella rekeszében talalhaté. Az itt talalhatd
fité hdmérséklete 22 °C és 95 °C kdzott valtozik, és égési sériilést okozhat.

12. A készllék tomege kortilbelll 84 kg (185 font), és leejtés vagy nem rendeltetésszer( kezelés esetén sulyos
sértilést okozhat.

Hasznalati utmutato

A NextSeq 550Dx késziilék kovetkez6 hasznalati utasitdsaihoz a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles) vagy NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles) altal biztositott reagensek
sziikségesek.

Futtatas létrehozasa

Szekvendlasi futtatas Iétrehozasa Local Run Manager vagy lllumina Run Manager hasznalataval. A(z) Local Run
Manager hasznalataval kapcsolatos utasitasok az alabbiakban és itt talalhatok: NextSeq 550Dx készilék
ismertetd kézikonyve (dokumentumszam: 1000000009513). A futtatds lllumina Run Manager segitségével
torténd létrehozasahoz lasd: lllumina Run Manager a NextSeq 550Dx késziilékhez szoftver Utmutatd
(dokumentumszam: 200025239).

A(z) Local Run Manager vagy a(z) lllumina Run Manager koz6tti valasztassal kapcsolatos utasitasokért lasd:
lllumina Run Manager a NextSeq 550Dx készlilékhez szoftver Utmutatd (dokumentumszam: 200025239). Az
egyes alkalmazasokra vonatkozo részletes utasitasokat lasd az adott vizsgalat moduljaban vagy alkalmazasi
utmutatoéjaban.

A kovetkezé utasitasok a(z) Local Run Manager csiravonal és szomatikus varians modulok hasznalatara
vonatkoznak.

Dokumentumszam: 200031448 v00 8 /56

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

Paraméterek beallitasa

1. Jelentkezzen be a Local Run Managerbe.

2. Valassza a Create Run (Futtatds |étrehozdasa) lehetéséget, majd valassza a Somatic Variant (Szomatikus
varians) vagy a Germline Variant (Csiravonal varians) lehetéséget.

3. irja be a futtatas nevét, amely azonositja a futtatast a szekvenaldstdl az elemzésig.
Ehhez hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokozoket, aldhuzasokat vagy kotéjeleket.

4. [Opcionalis] Adja meg a futtatas leirdsat a futtatas azonositdsahoz.
Ehhez hasznaljon alfanumerikus karaktereket, szokdzoket, aldhuizasokat vagy kotéjeleket.

5. Valassza ki a mintak szamat és az indexkészletet a legordiilé listabdl.
A kivdlasztas soran vegye figyelembe a kdvetkezé informacidkat.

* Alegoérdilé lista egy indexkészlettel rendelkezé mintak szamat tartalmazza. A 24-Set 1 példaul 24
vizsgalandd mintat jeldl, az 1. indexkészlet indexeivel.

* Azindexkészlet szamok az i5 és i7 indexparok kiillénb6z6 készleteire vonatkoznak. Az 1. és a 2. készlet

< rer

elkeriiléséhez.

* Valassza ki a vizsgalandd mintak szamahoz legkdzelebb esé mintak szamat. Ha a mintak pontos szama
nincs a listaban, valassza ki a legk6zelebbi szamot, de az kevesebb legyen, mint a vizsgalt szam. Ha példaul
18 mintat szeretne vizsgalni, valasszon ki 16 mintat.

* Azindexdiverzitasi kovetelményeknek megfeleld javasolt mintaliregek és indexkombinacidk zéld szinnel
vannak kiemelve.

Jegyzékfajlok importalasa a futtatashoz

1. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az importalni kivant jegyzékek elérheté haldzati helyen vagy USB-meghajton
talalhatok.
2. Valassza az Import Manifests (Jegyzékek importalasa) lehet6séget.

3. Navigaljon a jegyzékfajlra, és valassza ki a hozzaadni kivant jegyzéket.

MEGJ EGYZES Ahhoz, hogy a csiravonal varidns vagy a szomatikus varidns elemzési modult hasznalé
Osszes futtatashoz elérhet6veé tegye a jegyzékfajlokat, adja hozza a jegyzékeket a Module
Settings (Modulbeallitdsok) funkcidval. Enhez a mivelethez rendszergazdai szint(i
jogosultsag szlikséges. Tovabbiinformacidkért lasd: NextSeq 550Dx késziilék ismertetd
kézikényve (dokumentumszam: 1000000009513).

Mintak megaddsa a futtatashoz

Adja meg a futtatasban szerepl6é mintakat az alabbi két lehet8ség egyikével és az utana kdvetkez§ utasitasok
szerint.
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Enter samples manually (Mintak manualis bevitele) — A Create Run (Futtatas Iétrehozasa) képernyén taldlhatd
Ures tablazat hasznalataval.

Import samples (Mintak importaldsa) — Egy kiils6, vesszével elvalasztott értékek (*.csv) formatumu fajl
megkeresésével. Egy sablon letdlthet6 a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn.

Mintak manualis bevitele

1. Adjon meg egy egyedi mintanevet (szomatikus varianselemzé modul) vagy mintaazonositét (csiravonal-
varianselemzé modul).
Ehhez hasznaljon alfanumerikus karaktereket, két6jeleket vagy alahuzasokat.

2. [Valaszthatd] Pozitiv vagy negativ kontrolimintak esetén kattintson a jobb gombbal, és valassza ki a kontroll
tipusat.
Az egyik mintalregben 1év6 kontroll neve automatikusan feltolti az ugyanazt a kontrollt tartalmazé lireget a
masik keverékben.

3. [Opcionalis] Adja meg a minta leirasat a Sample Description (Minta leirasa) mezében.
Ehhez hasznaljon alfanumerikus karaktereket, kot6jeleket vagy aldhuzasokat.

4. Vdlasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legorduilé listabol.
Ha a javasolt mintaliregeket hasznalja, a szoftver automatikusan feltélti az indexek diverzitasi
kovetelményeinek megfelels i7 és i5 indexadaptereket. Ha a vizsgdlandé mintdk pontos szama nem
szerepel a listdban, ne felejtsen el a tovabbi mintaliregekhez indexadaptert valasztani.

5. Valasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legordilé listabdl.

6. Valasszon ki egy jegyzékfajlt a Manifest (Jegyzék) legordiilé listabol.
Az ,A” keverékbe tartozé mintakhoz mas jegyzékre van sziikség, mint a ,B” keverékbe tartozé mintakhoz.

7. Az alabbilehetéségeket hasznalhatja a lemezelrendezés megtekintéséhez, kinyomtatasahoz vagy a
konyvtar-el6készitéshez valo referenciaként torténé mentéséhez:

* Valassza a = Print (Nyomtatas) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez. Valassza a Print
(Nyomtatas) lehet&séget a lemezelrendezés kinyomtatasahoz.

* Valassza az Export (Exportalds) lehetéséget a mintainformacidk kiilsé fajlba térténé exportalasahoz.

8. Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.
Mintak importalasa

1. Valassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetéséget, és tallézzon a mintainformacios fajl helyére.
Két tipusu fajlt importalhat.

* Ujlemezelrendezés létrehozasahoz valassza a Template (Sablon) lehetéséget a Create Run (Futtatds
Iétrehozasa) képernyén. A sablonfdjl tartalmazza a megfelel§ oszlopcimeket az importalashoz. Adja
hozza a mintainformacidkat a futtatdsban szereplé mintak egyes oszlopaihoz. Térdlje a fel nem hasznalt
cellakban lévé példaadatokat, majd mentse el a fajlt.
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* Haszndljon egy mintaadatokat tartalmazé fajlt, amelyet a csiravonal varidans vagy szomatikus varians
modulbdl exportaltak az Export (Exportalas) funkcidval.

2. Vélassza a = Print (Nyomtatds) ikont a lemezelrendezés megjelenitéséhez.

3. Valassza a Print (Nyomtatas) lehetéséget a konyvtarak elkészitéséhez referenciaként hasznalandd
lemezelrendezés kinyomtatasahoz.

4. Valassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.

A reagenskazetta el6készitése

A sikeres szekvenalashoz ligyeljen a reagenskazettdra vonatkozé utasitdsok gondos betartasara.
1. Vegye ki a reagenskazettat a -25 °C és -15 °C kozotti taroldbol.

2. Olvassza fel areagenseket a kdvetkezé mdédszerek egyikével. Ne meritse a reagenskazettat folyadék ald. A
kazetta felolvasztasa utan szaritsa meg, mielétt folytatna a kovetkezé Iépéssel.

Hémérséklet Felolvadasi id6 Stabilitasi id6
15 és 30 °C kozotti vizflrdé 60 perc Legfeljebb 6 dra
2 °C és 8 °C kozott 7 6ra Legfeljebb 5 nap

MEGJ EGYZES Ha egy vizfurdében tébb mint egy kazetta olvad fel, hosszabb olvadasi idé sziikséges.

Forditsa at 6tszor a kazettat, hogy a reagensek 6sszekeveredjenek.

4. Tekintse meg a kazetta aljat, hogy a reagensek felolvadtak-e, és nem tartalmaznak-e csapadékot.
Ellenérizze a 29-es, 30-as, 31-es és 32-es poziciokban Iévé reagensek felolvadasat, mert ezek a
legnagyobbak, és ezek olvadnak fel a leglassabban.

5. Ovatosan iitdgesse az asztalhoz, hogy csdkkentse a légbuborékok eléforduldsat.
A legjobb eredmények érdekében kdzvetlenil folytassa a minta betdltésével és a futtatas elékészitésével.

Az aramlasi cella el6készitése

1. Vegyen ki egy Uj doboz aramlasi cellat a 2-8 °C-os tarolobdl.

2. Tavolitsa el a doboz féliacsomagolasat, és tegye félre szobahédmérsékleten 30 percre.

A konyvtarak el6készitése a szekvenalashoz

Denaturdlja a konyvtarakat, és higitsa 1,3 ml betoltési térfogatra. A gyakorlatban a betéltési koncentracié
valtozd lehet a kdnyvtarak el6készitésétél és a mennyiségi meghatarozasi médszerektdl fliggben. A
mintakonyvtarak higitdsa az oligonukleotid-keverékek dsszetettségétdl fligg. A mintakonyvtarak szekvendlasra
vald el6készitésére vonatkozd utasitasokat, beleértve a kdnyvtarak higitasat és 6sszekeverését, lasd a
megfelel§ konyvtar-el6készitési készletre vonatkozd Hasznalati utmutato fejezetet. A(z) NextSeq 550Dx
esetén sziikséges a klaszters(r(iség optimalizalasa.
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Konyvtarak betoltése a reagenskazettaba

1. Szdszmentes torIékenddvel tisztitsa meg a 10-es szamu, Load Library Here (Ide toltse be a kényvtarat)
feliratu tarolo zarofoliajat.
2. Szurja at a zarofdliat egy tiszta 1 ml-es pipettaheggyel.

3. Toltsén 1,3 ml el6készitett kdnyvtarat a 10-es szamu, Load Library Here (lde téltse be a kdnyvtarat) feliratu
taroldba. A konyvtarak adagoldsakor kertilje el a zaréfdlia megérintését.

14abra A konyvtarak betoltése

Szekvenalasi futtatas beallitasa

A futtatas beallitdsara vonatkozo részletes utasitasokat lasd: NextSeq 550Dx késziilék ismerteté kézikonyve
(dokumentumszam: 1000000009513).

1. Jelentkezzen be a NextSeq 550Dx késziilékbe a Local Run Manager vagy az lllumina Run Manager
szoftverhez vald jelszavaval.

Az NOS szoftver Home (Kezd6képerny6) képernyéjén valassza a Sequence (Szekvenalas) lehetéséget.

3. Valassza ki a futtatast a listabdl, majd valassza a Next (Tovabb) gombot.
Sorban megnyilnak a kdvetkez§ futtatasbeallitasi képernySk: Load Flow Cell (Aramlasi cella behelyezése),
Load Buffer Cartridge (Pufferkazetta behelyezése), Load Reagent cartridge (Reagenskazetta behelyezése)
és Pre-Run check (Futtatas el6tti ellenérzés).

MEGJEGYZES A futtatasok csak a futtatds tervezésekor hasznalt Run Manager szoftverrel érheték el.
A Run Manager szoftver bedllitdsaval kapcsolatban Iasd: lllumina Run Manager a
NextSeq 550Dx készlilékhez szoftver Uutmutatd (dokumentumszam: 200025239).

4. HaaLoad Flow Cell (Aramlasi cella behelyezése) képernyé megjelenik, tisztitsa meg és helyezze be az
aramlasi cellat.

* Vegye ki az aramlasi cellat a féliacsomagolasbol.

* Nyissa ki az atlatszé mlanyag kagyldtok csomagolast, és vegye ki az aramlasi cellat
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* Szdszmentes alkoholos toriékenddvel tisztitsa meg az aramlasi cella tvegfelliletét. Térolje szarazra az
Uvegfeliiletet sz6szmentes laboratdriumi tériékenddvel

* Gy6z6djon meg arrdl, hogy az aramlasi cella Uvegfeliilete tiszta. Sziikség esetén ismételje meg a
tisztitasi 1épést.

* TAavolitsa el az el6z6 futtatashoz hasznalt dramlasi cellat.

* lllessze az aramlasi cellat az illesztétiiskékhez, és helyezze az emelvényre.

Valassza a Load (Betéltés) lehetéséget.
Az ajté automatikusan bezarddik, az dramldsi cella azonositdja megjelenik a képernydn, és a rendszer
ellendrzi az érzékelbket.

Kovesse a szoftver utasitasait a hasznalt reagensek taroldjanak kilritéséhez, a NextSeq 550Dx
pufferkazetta behelyezéséhez és a NextSeq 550Dx reagenskazetta behelyezéséhez.

A NextSeq 550Dx pufferkazetta és reagenskazetta behelyezésekor a szoftver leolvassa és régziti az RFID-
t. A pufferkazetta és a reagenskazetta azonositdja megjelenik a képernyén, és megtorténik az érzékelk
ellenérzése.

Ha az automatikus futtatas el6tti ellenérzés befejez6dott, valassza a Start (Inditas) lehetéséget. (Nem
sziikséges, ha automatikus elinditasra van beadllitva).
A futds megkezdésekor megnyilik a Sequencing (Szekvenalds) képerny6. Ez a képernyd vizualisan

megjeleniti a folyamatban lévé futtatast, beleértve az intenzitasokat és a minéségi pontszamokat (Q-
pontszamok).

Eredmeéenyek

Arendszer részét képez6 Real-Time Analysis (RTA) szoftver képelemzést és bazisazonositast végez, és
min&ségi pontszdmot rendel minden bazishoz minden szekvenaldsi ciklusban. Amikor az els6dleges elemzés
befejez8dott, a modul automatikusan elkezdi a masodlagos elemzést. Itt a(z) Local Run Manager csiravonal és a
szomatikus varidns modul altal végzett masodlagos elemzés folyamatait ismertetjlik a(z) NextSeq 550Dx
készilék késziiléken.

Demultiplikalas

A demultiplikdlas 6sszehasonlitja az egyes index-kiolvasasi szekvencidkat a futtatdshoz megadott
indexszekvenciakkal. Ebben a Iépésben nem térténik minéségi értékek figyelembevétele.

Az indexleolvasasok azonositasa a kovetkezé Iépésekben torténik:

A rendszer szamozza a mintakat 1-t6l kezdédéen, a futtatashoz vald felsorolas sorrendjében.
A 0-s mintaszadm a mintdhoz nem rendelt klaszterek szamara van fenntartva.

A klaszterek akkor keriilnek hozzarendelésre egy mintdhoz, ha az indexszekvencia pontosan megegyezik,
vagy ha indexleolvasasonként legfeljebb egy eltérés van.
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FASTQ-fajlok létrehozasa

A demultiplikdlds utan a szoftver FASTQ formatumu kézbensé elemzési fajlokat hoz létre. Ez a formatum a
szekvencidak megadasara hasznalt szoveges formatum. A FASTQ-fajlok tartalmazzak az egyes mintak
leolvasasait és a hozzajuk tartozé minéségi pontszamokat. A sz(rén at nem ment klasztereket a rendszer
kizarja.

Minden FASTQ-f4jl csak egy minta leolvasasait tartalmazza, és a minta neve szerepel a FASTQ-fajl nevében. A
csiravonal és a szomatikus varians modulban oligonukleotid-keverékenként és mintanként nyolc FASTQ-f4jl
késziil, négy az 1-es és négy a 2-es leolvasashbdl. Ez a kimenet mintanként 6sszesen 8, illetve 16 FASTQ-f4jlt
eredményez a csiravonal, illetve a szomatikus esetében. A FASTQ-fajlok tartalmazzak az illeszkedéshez
hasznalt elsédleges bemend adatokat.

lllesztés

Az illesztésilépés soran a savos Smith-Waterman-algoritmus az egyes mintakbdl szarmazo klasztereket a
jegyzékfajlban megadott amplikonszekvenciakhoz igazitja.

A savos Smith-Waterman-algoritmus szemiglobalis szekvenciaillesztést végez, hogy meghatarozza a hasonlé
régiokat két szekvencia kdzott. A teljes szekvencia 6sszehasonlitasa helyett a Smith—-Waterman-algoritmus az
0sszes lehetséges hosszusagu szegmenst 6sszehasonlitja.

Minden egyes parositott végl leolvasast az adott leolvasashoz tartozé szondaszekvenciakhoz vald igazodas

szempontjabol értékel.

* Az1.leolvasast alocustdl lefelé elhelyezkedd szekvenciara specifikus oligonukleotidok (Downstream
Locus-Specific Oligos, DLSO) forditott kiegészitéjével (az ellentétes szal tartalmaval) 6sszehasonlitva
értékeli.

* A 2.leolvasast a locustdl felfelé elhelyezkedd szekvencidra specifikus oligonukleotidokkal (Upstream
Locus-Specific Oligos, ULSO) 6sszehasonlitva értékeli.

* Haaleolvasas kezdete legfeljebb egy eltéréssel kiilonb6zik egy szondaszekvenciatdl, akkor a leolvasas
teljes hosszat illeszti az adott szekvencia amplikoncéljahoz.

* Haaleolvasas kezdete legfeljebb harom eltéréssel (mismatch eltérések vagy vezetd indelek miatti
eltolédasok) kiilénbdzik egy szondaszekvenciatdl, akkor a leolvasas teljes hosszat illeszti az adott
szekvencia amplikoncéljahoz.

* ADLSO-nés ULSO-n beliliindelek nem figyelheté6k meg a vizsgalat kémiai jellemz&i miatt.

Az illeszkedések szlirése az illesztési eredményekbdl torténik a hibas illeszkedések aranya alapjan, az amplikon

hosszatdl fliggéen vagy a vizsgalt terliletre, vagy a teljes amplikonra vonatkozdan. A kisz(rt illeszkedések az
illesztési fajlokban nem illesztettként szerepelnek, és nem kerlilnek felhasznalasra a variansazonositashoz.
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Variansazonositas

A Pisces varidnsazonositd arra késziilt, hogy a készllékhez el6készitett konyvtarakbdl SNV és indel varidnsokat
azonositson.

Jelentések és tovabbi kimeneti fajlok

A varidnselemzé modulok PDF és tabulatorral elvalasztott szveg (*.txt) formatumu jelentéseket készitenek,
amelyek a mérészamokat mutatjak, példaul a szekvenalasi mélységet és a varidansok szamat. A modulok
kimenetként példaul VCF és genom-variansazonositasi formatumu (gVCF) fajlokat is eléallitanak a
varidnsazonosité alkalmazdsok szamara.

Min6ség-ellendrzési eljarasok

A(z) NextSeq 550Dx szoftver minden egyes futtatast, mintat és bazisazonositast értékel a min6ség-ellenérzési
mérészamok alapjan. Ajanlott a kdnyvtar-el6készités sordn a pozitiv és negativ kontrollok hasznalata és ezek
eredményének értékelése. A kontrollok értékelése:

* Negativ kontroll (Nincs sablonkontroll) vagy egyéb negativ kontroll — A vart eredményt kell adnia. Ha a
negativ kontroll a varttdl eltéré eredményt ad, akkor lehetséges, hogy a mintakévetés hibaja, az
indexprimerek helytelen régzitése vagy szennyezédés tortént.

* Pozitiv kontrollminta — A vart eredményt kell adnia. Ha a pozitiv kontroll a varttdl eltéré eredményt ad, akkor
lehetséges, hogy a mintakdvetés hibaja vagy az indexprimerek helytelen rogzitése toértént.

Teljesitményjellemzdk

A(z) NextSeq 550Dx készlilék teljesitményjellemzéinek meghatarozasa a csiravonal és a szomatikus
variansazonosité modullal, a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) készlettel tortént, a megerdsitésiik pedig a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) hasznalataval. Az elvégzett vizsgalatok tobbek k6zott: mintaindexelés, mintaatvitel, bemeneti DNS
mennyisége, analitikai szenzitivitas (vak-hatarérték és kimutatasi hatarérték), pontossag, precizitas,
modszerek 6sszehasonlitasa és reprodukalhatdsag.

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel végzett analitikai vizsgalatok célja a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) esetében korabban megallapitott teljesitményre
vonatkozo nyilatkozatok értékelése volt. Az eredmények szerint a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
haszndlatdval a két készlet (v2 és v2.5) teljesitménye hasonld. A preanalitikai tényezdékkel, példaul az extrakcids
modszerekkel vagy a zavard anyagokkal kapcsolatos teljesitményjellemzéket lasd a TruSeq Custom Amplicon
Kit Dx terméktdjékoztatojaban.
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A teljesitményjellemzd6k szamitasaiban hasznalt definiciok

1. A pozitiv szazalékos egyezés (PPA) a referencia-mddszerrel varidnsként azonositott locusok kéziil a
vizsgalat altal helyesen azonositottak aranya.

* (avizsgalat altal helyesen azonositott varians locusok szama) / (varians locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott varians locusok a valddi pozitivak (TP).
A referenciaként vagy masféle varidnsként azonositott, valdjaban varians locusok az dlnegativak (FN).

2. Anegativ szazalékos egyezés (NPA) a referencia-mddszerrel vad tipusuként azonositott locusok kdziil a
vizsgalat altal helyesen azonositottak aranya.

* (avizsgalat altal helyesen azonositott vad tipusu locusok szama) / (vad tipusu locusok szama)
A vizsgalattal és a referencia-mddszerrel is helyesen azonositott vad tipusu locusok a valddi negativak
(TN). A vizsgalat altal variansként azonositott, valdjaban vad tipusu locusok az alpozitivak (FP).

3. Ateljes szazalékos egyezés (OPA) a vizsgalat altal a referencia-mddszernek megfeleléen azonositottak
aranya.
* ((avizsgalat altal helyesen variansként azonositott locusok szama) + (a vizsgalat altal helyesen vad
tipusuként azonositott locusok szdma)) / ((varidns locusok teljes szama) + (vad tipusu locusok teljes
szama))

4. A PPA, NPA és OPA szamitasaban nem szerepelnek a nem azonositott locusok (a barmelyik minéségi
szlirbnek meg nem felel6 varidns vagy referencialocusok).

5. Az autoszomalis azonositasi ardny a szlréknek megfelel6 locusok szama osztva a szekvenalt pozicidk
szdmaval az 1-22. kromoszdéman, az X- és az Y-kromoszdéma kizardsaval. Ebben a mérészdmban nincs
figyelembe véve, hogy az azonositdsok megegyeznek-e a referencia-mdédszer eredményével.

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 Cycles)
készlet teljesitménye

Mintaindexelés

A konyvtarkészités soran hozzaadott mintaindexprimerek egy egyedi szekvenciat rendelnek minden egyes
minta DNS-éhez. Ezek az egyedi szekvenciak teszik lehetévé tobb minta 6sszevonasat egyetlen szekvenalasi
futtatasban. A mintaindexelés a csiravonalbeli és a szomatikus munkafolyamatban is hasznalatos. E vizsgalat
célja az volt, hogy megallapitsa a(z) NextSeq 550Dx készlilék hasznalataval egyetlen szekvenalasi futtatas
soran feldolgozhatd mintak minimalis (8) és maximalis (96) szamat. Nyolc egyedi Platinum Genome mintat
vizsgaltak, mintanként 12 kiilénb6z6 indexprimer-kombinacidval. A csiravonalbeli varidans modullal vizsgalt
mintak eredményeit 6sszehasonlitottak a Platinum Genomes 2016-1.0-s verziojaval.

Az elsé futtatasi sorozatban 96 egyediindexszel ellatott mintakdényvtarat vizsgaltak egy reprezentativ
vizsgalatban, amelyben mind a 23 emberi kromoszéman elhelyezked6 kiilonb6zé géneket, 6sszesen
szalanként 12 588 bazist lefedd terilileteket kérdeztek le, annak ellenérzése érdekében, hogy a vizsgalattal
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lehet-e kbvetkezetesen genotipizaldst végezni egy adott minta esetében kiilénb6zé indexprimer-kombinacidk
esetén. A masodik futtatasi sorozatban nyolc egyedi indexszel ellatott mintakdnyvtarat szekvenaltak két
szekvendldsi futtatasban, hogy ellenérizzék a tamogatott indexek minimalis szamat.

A 96 indexszel végzett futtatdsok esetében a PPA az SNV-k esetében 98,7-100%, a PPA az inzercidk és
delécidk esetében 100% és az NPA mind a 96 indexkombinacié esetében 100% volt. A 8 indexszel végzett
futtatdsok esetében a PPA 100% volt (az SNV-k, az inzercidk és a deléciok esetében is), és az NPA mind a nyolc
indexkombinacié esetében 100% volt.

Mintaatvitel

A NextSeq 550Dx késziilékkel tobb minta és kontroll szekvenalhatd egy szekvenalasi futtatas soran.
Vizsgalatot végeztek a szekvenaldsi futtatdson bellli és a szekvenalasi futtatdsok kozotti mintaatvitel
mértékének értékelésére. Két Platinum Genome mintan, egy férfi és egy néi mintan reprezentativ vizsgalatot
végeztek 23 kllonbdz8 kromoszdman taldlhatd, 6sszesen 12 588 bazist (150 amplikont) tartalmazd kiilénb6zé
gének leolvasasaval. A konyvtarakat a NextSeq 550Dx készliléken, a csiravonal variansazonosité modullal
szekvenadltak. A férfi mintak atvitelét a néi mintakba az alapjan mutattak ki, hogy az Y-kromoszéma amplikonjai
jelen voltak a néi mintakban.

Futtatason bellili atvitel térténhet a klasztergeneralas, az indexciklusban térténé bazisazonositas és a minta
demultiplikdldsa soran. A szekvenalason bellili mintadtvitel vizsgalatdhoz a NextSeq 550Dx késziiléken
egyszerre szekvenaltak egy férfi és egy néi minta 46-46 ismétlésébdl és négy negativ sablonkontrollbdl allo
konyvtarkészletet. A futtatdson bellli mintadtvitel értékeléséhez 6sszehasonlitottdk az Y-kromoszéma
amplikonjainak el6forduldsat a néi mintak egyes ismétléseiben és az Y-kromoszdma amplikonjainak atlagos
el6fordulasat a férfi mintdk 6sszes ismétlédésében. A futtatdson bellili mintadtvitel median értéke 0,084 % volt.

A futtatasok kozo6tti mintaatvitel vizsgalatahoz két kdnyvtarkeveréket készitettek, és ezeket egymas utan
szekvenaltak egy NextSeq 550Dx késziiléken. Az elsd keverék egy ndi minta 46 ismétlését és két negativ
sablonkontrollt tartalmazott. A masodik keverék egy férfi minta 46 ismétlését és két negativ sablonkontrollt
tartalmazott. Mindkét keverékben ugyanazokat az indexadaptereket hasznaltak. El6sz6r a néi mintakbdl allé
keveréket szekvenaltak, majd a férfi mintakbdl allé keveréket, majd ismét a néi mintakbadl allé keveréket. A
futtatasok kozotti mintadtvitel értékeléséhez 6sszehasonlitottdk az Y-kromoszéma amplikonjainak
el6fordulasat a néi mintakeverék masodik futtatasa soran mért ismétlésekben és a férfi mintakeverék ezeknek
megfelel ismétléseiben. A futtatdasok kdzotti mintaatvitel median értéke 0,0076% volt.

Bemeneti DNS mennyisége

Vér (csiravonal)

A bemend, vérbdl szarmazé DNS mennyiségének tartomanyat a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel
végzett konyvtar-elékészitéshez a(z) NextSeq 550Dx késziilék hasznalataval, csiravonal variansazonosité
modul munkafolyamattal dllapitottak meg. Ezt a tartomanyt egy sorozatos higitdsos vizsgdlatban értékelték,
amelyben 13 Platinum Genome mintan reprezentativ vizsgalatot végeztek 23 kiilonb6zé kromoszédman
taldlhatd, 6sszesen 12 588 bazist tartalmazd kiilonb6zé gén leolvasdsaval. A kdnyvtarat két NextSeq 550Dx
késziiléken, egy tétel NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel szekvenaltak.
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Ot minta esetén 6tféle bemeneti DNS-mennyiséget vizsgaltak 250 ng és 12 ng kdzétt (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25
ng és 12 ng). Nyolc mintat vizsgaltak egyetlen ismétlésben mind az 6t DNS-mennyiséggel. A pontossag
meghatdrozdsahoz a mintak genotipusat a Platinum Genomes 2016-1.0-s verzidjaval hasonlitottdk 6ssze. Az
eredményeket meghataroztak mindegyik bemeneti mennyiség esetében. Minden varianstipus (SNV, inzercid és
delécio) PPA-értékét mutatja az 1 tablazat; az NPA-t a 2 tablazat tartalmazza. Mindegyik bemeneti szint
hasonld pontossagot mutatott. A TruSeq Custom Amplicon Kit Dx esetén a DNS ajanlott bemeneti mennyisége
50 ng, a teljesitményjellemz6knek valé megfeleléshez az alsé és a felsé hatarérték 25 ng és 100 ng.

1tablazat Mindegyik bemeneti DNS-mennyiség PPA-értéke varidnstipusok szerint

Bemen.eti DNS \{aria’ns Vé'rt variansok Valc:m!i ey V.al'riéns azonositasanak PPA
mennyisége (ng) tipusa szama pozitiv hianya (%)
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 Inzerci6 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 Delécio 758 732 12 14 98,4
25 737 7 14 991
50 742 2 14 99,7
100 744 0 14 100
250 744 0 14 100

2 tablazat NPA az egyes bemeneti DNS-mennyiségek esetén

, Referencia, sikertelen
Bemeneti DNS mennyisége (ng) Valédi negativ Alpozitiv . NPA (%)
azonositasok

12 430940 4 26 >99 9
25 430936 0 34 100
50 430936 2 32 >999
100 430942 0 28 100
250 430942 0 28 100
FFPE (Szomatikus)
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A bemend, formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) DNS mennyiségének tartomanyat a TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx készlettel végzett konyvtar-el6készitéshez a NextSeq 550Dx késziilékkel, szomatikus
variansazonosité modul munkafolyamattal dllapitottak meg. A DNS mennyiségének tartomanyat egy sorozatos
higitasos vizsgalatban értékelték, amelyben harom Platinum Genome mintan reprezentativ vizsgalatot végeztek
23 kiilénb6z6 kromoszéman taldlhatd, 6sszesen 12 588 bazist tartalmazd kiilonb6zé gének leolvasasaval. A
GM12878 és GM12877 Platinum Genome sejtvonalakat formalinnal fixaltak és paraffinba agyaztak, majd DNS-
extrakciot végeztek. A GM12878-at a GM12877-tel ugy higitottak, hogy a 79 varidns (55 SNV, 9 inzercio és 15
delécid) allélfrekvenciaja (VAF) kordlbelll 0,025, 0,05, illetve 0,10 legyen. Ezenkiviil minden minta tartalmazott
91 olyan varianst, amelyek VAF-értéke magasabb, akar 1,0 volt. A mintakat két példanyban dolgoztak fel 6t
bemeneti DNS-mennyiséggel, amelyeknek a TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE QC Kit készlettel mért atlagos
delta mennyiségi ciklus (dCq) értéke 2,1, 3,6, 4,6, 6,0 és 7,8 volt. Mindegyik konyvtarat két NextSeq 550Dx
késziléken, két tétel NextSeq 550Dx High Qutput Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel szekvenaltak. A
pontossag meghatarozdsahoz a mintak varidnsazonositasait a Platinum Genomes 2016-1.0 verzidjaval
hasonlitottak 6ssze. Minden varianstipus (SNV, inzercid és delécid) PPA-értékét mutatja az 3 tablazat; az NPA-t
a 4 tablazat tartalmazza. A 0,05 VAF vagy annal magasabb VAF-értéku variansok esetében az ajanlott dCq = 4,
és a teljesitményjellemzék teljesitéséhez sziikséges alsoé hatarérték 4,6.

3 tablazat Mindegyik bemeneti DNS-mennyiség PPA-értéke varianstipusok szerint

Higitas VAF-célértéke

At Ve \.I’airt Vért' , 0,025 0,05 0,10
dCq tipusa varla’nsok azo!1losuas Varians Varians Varians
szama hianya azono'sll'ta'sa'nak F;;j azono's'l'ta'sénak P(I;I; azono's'l'tésénak F;;j
hianya hianya hianya
21 SNV 808 Nincs. 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 Inzercié 264 8 66 96,5 8 100 8 100
3,6 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
21 Delécid 304 16 58 100 16 100 16 100
3,6 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
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4 tdbldzat NPA az egyes bemeneti DNS-mennyiségek esetén
Higitas VAF-célértéke

Vart 0,025 0,05 0,10
Atlagos dCq vad Referencia, Referencia, Referencia,
2 sikertelen NPA (%) sikertelen NPA (%) sikertelen NPA (%)
azonositasok azonositasok azonositasok
21 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 >09,9 2448 >99,9

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

Ezt a vizsgalatot a NextSeq 550Dx készliléken hasznalt szomatikus variansazonosité modul vak-
hatarértékének (LoB) és kimutatasi hatarértékének (LoD) értékelésére végezték. Ehhez reprezentativ
vizsgalatot végeztek 23 kiilénb6zé kromoszdman taldlhatd, 6sszesen 12 588 bazist tartalmazd kilonbozé
gének leolvasasaval. A GM12878 és GM12877 Platinum Genome sejtvonalakat formalinnal fixaltak és paraffinba
agyaztak, majd DNS-extrakciot végeztek. A GM12878-at a GM12877-tel ugy higitottak, hogy a 74 varians (53
SNV, 7 inzercid és 14 delécio) frekvenciaja kortlbelil 0,05 + 0,02 legyen. A GM12877-et és a higitott GM12878-
at (GM12878-D) hat egymast kovet6 inditasi napon vizsgaltak egyetlen késziiléken, felvaltva két tétel NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel, 6sszesen hat szekvenalasi futtatas soran. Ez a
GM12878 mindegyik varidansa esetén 60 ismétlést és a GM12877 mindegyik ennek megfelel6 vad tipusu
pozicidja esetében 72 ismétlést jelentett reagenstételenként. A LoB és LoD kiszamitasa a CLSI EP17-A2-ben
leirt klasszikus megkdzelitéssel, a nem paraméteres modszerrel tortént. A LoB-t és a LoD-t az SNV-kre, az
inzerciokra és a deléciokra kiilén-kllon szamitottak ki az egyes varianstipusok variansgyakorisagainak
O0sszevonasaval. Az I. tipusu hibat 0,01-es gyakorisagként, a Il. tipusu hibat pedig 0,05-6s gyakorisagként
hataroztak meg.

Az LoB szamitasahoz a variansok dsszesitett gyakorisagait sorba rendezték a legalacsonyabbtol a
legmagasabbig, és kiszamitottak a 99. ranghoz tartozé poziciét minden reagenstétel és minden varianstipus

......

os variansfrekvenciat (effektiv LoB) hasznal. A kiszamitott LoB-érték igazolta, hogy ez a hatarérték legfeljebb
0,01-es gyakorisaggal eredményez . tipusu hibat.

5tablazat Vak hatarérték

Varians tipusa Osszes megfigyelés LoB - 1. reagenstétel LoB - 2. reagenstétel

SNV 3816 0,77 0,77

Inzercid 504 0,56 0,56

Delécio 1008 1,20 1,20
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Az LoD szamitdsahoz meghataroztak a 0,026 hatarérték ala esé minden egyes mutacié gyakorisaganak
szazalékos értékét mindegyik reagenstétel és mindegyik varianstipus esetén (6 tablazat). Mivel a szazalékos
aranyok alacsonyabbak voltak, mint a Il. tipusu hiba 5% (0,05) értéke, a kombinalt variansfrekvencidk medianjat
szamitottak ki LoD-ként (6 tablazat). Az egyes varianstipusok LoD-jét a két reagenstételre kapott két érték
kozil a nagyobbikként allapitottdk meg: 4,97% az SNV-k esetében, 5,12% az inzercidk esetében és 5,26% a
deléciok esetében.

6 tablazat Kimutatasi hatarérték

» . VAF-mérések VAF-mérések . L. ..
, Varians Osszes , . Kimutatasi hatarérték
Reagenstétel s el szama szazaléka %)
<2,6% <2,6%
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
Inzercio 420 6 1,4 5,08
Delécié 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
Inzercio 420 5 1,2 512
Delécié 840 7 0,80 5,26
Pontossag
Csiravonal

Az alabbi vizsgalatban a Csiravonal modul varidnsazonositasi pontossagat mérték fel a(z) NextSeq 550Dx
késziilék késziiléken, a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel. 13 Platinum
Genome mintan reprezentativ vizsgalatot végeztek 23 kiilénb6zé kromoszdman taldlhato, 6sszesen 12 588
bazist (150 amplikont) tartalmazé kiilénb6z6 gének leolvasasaval. Osszesen kilenc futtatdst végeztek harom
szekvenaldkésziilékkel, harom reagenstétellel, harom kezelbvel és 6t kiilénb6zé inditasi napon térténd
kezdéssel. Az SNV-k, inzercidk és delécidk kimutatdsdnak pontossdga meghatdrozasahoz a kapott
eredményeket 6sszehasonlitottak a pontosan jellemzett referencia-modszerrel, a Platinum Genomes 2016-1.0-
s verzidjaval. A konfidens genomteriiletek meghatarozasa e referencia-modszerrel valé 6sszehasonlitassal
tortént, ha nincs masképpen megadva.

7 tablazat A csiravonalbeli eredmények egyezésének 6sszefoglaldsa

Kritérium Osszes megfigyelés'  Eredmény megfigyelés szerint? Eredmény futtatas szerint®

Az SNV-k PPA-értéke 819 98,7 >99,9

Az inzerciok PPA-értéke 819 95,0 98,9

A delécidok PPA-értéke 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9
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1Szamitas: futtatdsonkénti mintak szama (91) x futtatdsok szama (9) = 819.
%A legalacsonyabb érték az egyes mintaismétlések mind a 9 futtatasbél kapott adatainak 6sszesitett elemzésével.
3A legalacsonyabb érték az egyes futtatasok adatainak dsszesitett elemzésével.

A 8 tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait a pozitiv és a negativ szazalékos egyezéssel egylitt, mintanként; a
PPA szamitdsahoz a varidans eredmények a Platinum Genomes 2016-1.0-s verziéjaval dsszehasonlitva
szerepelnek. A harom varianstipus (SNV-k, inzercidk és deléciok) eredményeit 6sszevonva mutatjuk be. Mivel a
referencia-mddszer csak az egynukleotid-varidnsokra és az inzercidkra/deléciokra ad eredményt, az NPA-
szamitashoz a nem varians bazisszekvenciak a human genom hg19 referenciaszekvenciajaval vannak
0sszehasonlitva.

8 tablazat Csiravonalbeli eredmények egyezése mintak szerint

Atlagos Vart . Varians L
Minta  azonositasi  varidn-  "2°%  Alnegatly azonositdsd-  '2°%'  Amozitvn  PPA  NPA  OPA
arany sok’ pozity nak hianya negativ
NA12877 >999 4788 4788 0 0 756762 0 100 100 100
NA12878 > 99,9 8505 8379 1 125 751464 0 >99,9 100 >99,9
NA12879 >999 6048 5985 5 58 757701 0 99,9 100 >99,9
NA12880 >999 6993 6930 0 63 757638 0 100 100 100
NA12881 >999 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 >999 7119 7056 0 63 751905 0 100 100 100
NA12884 >999 7182 7119 6 57 754146 0 99,9 100 >99,9
NA12885 >999 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 >999 7119 7119 0 0 750645 0 100 100 100
NA12888 >999 6804 6804 0 0 756065 0 100 100 100
NA12893 >999 7434 7371 1 62 750015 0 >99,9 100 >99,9

T A varidnsok teljes szama az 6sszes mintaismétiésben a 9 futtatas soran.

A 9 tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait mintanként; a varians eredmények a pontosan jellemzett, kombinalt
referencia-mddszerrel 6sszehasonlitva szerepelnek. A kimutatast kiilon értékelték az egyes varianstipusok
(SNV-k, inzerciok és delécidk) esetében. A referenciapoziciok nem szerepelnek az elemzésben.

Dokumentumszam: 200031448 v00 22 /56
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja

9 tadblazat Csiravonalbeli eredmények egyezése mintak szerint, varianstipusok szerint

Minta

NA12877
NA12878
NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12887
NA12888
NA12893

Vart

2331
5733
3591
4221
4914
3717
4284
4284
4725
4347
4284
4158
4599

SNV-k

Valodi
pozitiv

2331
5733
3591
4221
4913
3717
4284
4284
4725
4347
4284
4158
4599

Alnegativ.  Vart

o oo o

—_—

O O o o o|lo o o

1323
1260
1323
1512
1512
1386
1449
1575
1575
1449
1323
1449
1386

Inzercidk

Valodi
pozitiv

1323
1197
1260
1512
1449
1323
1449
1512
1512
1386
1323
1449
1323

Alnegativ.  Vart

O O N M O O W NN OO —

_

1134
1512
1134
1260
1449
1197
1386
1323
1386
1449
1512
1197
1449

Deléciok
Valadi
pozitiv

1134
1449
1134
1197

1449
1134
1323
1323
1323
1449
1512

1197

1449

illumina

Alnegativ

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

A mintakat tovabb elemezték a kis inzercidk és deléciok (indelek) azonositdasa érdekében. A 10 tablazat
tartalmazza az altaldnos 6sszefoglalast. Osszesen 71 olyan indelt talaltak, amelyek mérete az inzercidk
esetében 1-24 bp, illetve a delécidk esetében 1-25 bp volt.

10 tdbldzat A csiravonalbeli indelek kimutatdsanak 6sszefoglaldsa

Varians Tipus
Inzercid

Delécid

Dokumentumszam: 200031448 v00
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Vart variansok szama

18522
17388

Valodi pozitiv
18018
17073

Alnegativ
27
0

Varians azonositasanak hianya

477
315

PPA
99,9
100

23/56
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A reprezentativ vizsgalat 150 amplikonbdl allt, amelyeket Ugy terveztek, hogy lefedjenek tébbféle genomialis tartalmakat. Az
amplikonok GC-tartalma 0,19-0,87 kdzott volt. Az amplikonok tartalmaztak tobbféle, egy nukleotidot (példaul PolyA, PolyT), két
nukleotidot és harom nukleotidot tartalmazé ismétlédést is. Az adatokat amplikononként 6sszesitették (11 tablazat), hogy

meghatarozzak a genom tartalmanak hatdsat a helyes azonositdsok szazalékos aranyara. A helyes azonositdsok szazalékos aranya a

varians- és referenciaazonositadsokat is tartalmazza, és hibas vagy sikertelen azonositas esetén kisebb mint 100%.

11 tablazat Csiravonalbeli amplikonszintl pontossag

Konfid A likonb
Amplikon Amplikon Vizsgalt O__nl ens Zam?' or’1 an
X ) ) ., terlileteken taldlhaté
Amplikon Kromoszoma kezdetének végének fragmentum , . i
X talalhaté bazisok genomikus
helye helye mérete ,
szama tartalom
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel
2 1 109465122 109465200 79 79 Poly A (5), Poly C
(5), inde
3 1 218353867 218353957 91 91 Inde
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel
5 1 228526602 228526682 81 81 Poly G (5)
6 1 236372039 236372108 70 70 Poly T (10), inde
7 1 247812041 247812128 88 88 Poly A (5), CT(3),
TAA(3), inde
8 2 55862774 55862863 90 90 Inde
9 2 87003930 87004009 80 80 Inde
10 2 177016721 177016805 85 81 NA
1 2 186625727 186625801 75 75 Poly A (8)
12 2 190323504 190323591 88 88 Poly G (5)
13 2 200796740 200796826 87 87 Poly T (5), inde
14 2 212245049 212245139 91 91 Poly T (5), Poly A
(6), indel
15 2 228147052 228147144 93 93 Inde
16 2 235016350 235016422 73 73 Poly T (5), inde
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), inde
18 3 46620561 46620643 83 83 NA
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), inde

GC-
tartalom

0,22
0,38

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

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

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

Helyes
azonositasok

76167
64701

74529
75348
66339
57330
72072

73710
65520
66339
61425
72072
71253
74529

76167
59787
74823
67977
57330

Helytelen
azonositasok

o o

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

o, o o o o

Nincs
azonositas

o o o o o

O o o o o o o

Helyes
azonositasok
szazalékos
aranya

100
100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100

7 7
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Amplikon

20

21
22
23

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

39
40
a1
42
43
44

Kromoszéma

3

IS

o o o o g g o g a g b~ b bbb

N N o o o O

Amplikon
kezdetének
helye

189713161

190106030
2233667
7780541

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

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100

Amplikon
végének
helye

189713248

190106104
2233744
7780637

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

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187

Vizsgalt
fragmentum
mérete

88

75
78
97

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

95
86
95
91
73
88

Konfidens
teriileteken
taldlhaté bazisok
szdma

88

74
78
97

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

95
86
94
91
73
88

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

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

Indel
Poly A (6)

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

NA
Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel
NA
GT(3), CCA(3)
NA
Poly A (6), indel
Poly G (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)
NA

Indel

GC-
tartalom

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
0,35

Helyes
azonositasok

72072

60543
63882
79443

63882
50778
56511

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

77805
70434
76986
74529
59787
72072

Helytelen
azonositasok

o

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

o o o o o o

Nincs
azonositas

63

o

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

378

o o o o o o

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

100

99,9
100
100

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

100
100
100
100
100
100

7 7

o7

eloielzoyalepiowial X9INzsd) XSS basixeN
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Amplikon

45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70

Kromoszéma

o | 00 NN N NN

© © © © © o

Amplikon
kezdetének
helye
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629

27317777

33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679

Amplikon
végének
helye
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726

27317855

33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740

Vizsgalt Ko”nfidens Az am!:)likorjban
AT t’erule’tek’@ talalhéto
- taIthatc]) bazisok genomikus
szama tartalom
87 87 Poly A (7), AG(4)
85 85 Indel
90 90 Poly G (5), indel
91 91 Poly G (6), Poly C
(6), indel
81 66 NA
93 93 Indel
83 83 NA
90 89 Poly G (7), CTC
(4), indel
67 67 Indel
98 98 Poly G (6)
65 65 Indel
96 96 NA
83 83 AT(3)
97 97 Poly C (6), indel
79 78 Poly G (5), indel
98 91 GC(3)
79 79 Poly G (5)
90 90 Poly A (5), Poly T
(5)
95 95 Indel
89 88 AC(11), indel
80 80 NA
81 81 NA
97 96 NA
70 70 Indel
100 100 NA
62 62 Indel

GC-
tartalom

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

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

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

0,3

0,2

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

Helyes
azonositasok

71253
69615
73710
74529

54054
76167
67977
72171

54873
80262
53235
78624
67977
79443
63882
74529
64701
73710

77805
71747
65520
66339
78624
57330
81900
50778

Helytelen
azonositasok

o o o o

o o o o

O O o o o o o o o o

O o o o o o o o

Nincs
azonositas

o o o o

720

O O o o/lo o o o o o

325

o o o o o o

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

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
100
100

7 7

o7

eloielzoyalepiowial X9INzsd) XSS basixeN



VUIMOTI0 ISYTYLHOdXI MVSO 'VHLVITYNZSVYH IVMILZSONOVIA OYLIA NI

00A 87¥71LE000C ‘Wezsunuaswn3od

9G6//2

Amplikon

71
72
73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

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

Kromoszéma

1
il
1
il
1
il

Amplikon
kezdetének
helye
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

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

Amplikon
végének
helye
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175

120966966
24167576
25817049

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

Vizsgalt Ko”nfidens Az am!:)likorjban
AT t’erule’tek’@ talalhéto
- taIthatc]) bazisok genomikus
szama tartalom
102 102 NA
73 73 Poly A (5)
85 85 NA
91 91 Poly G (6)
85 85 Indel
85 85 Poly A (5), CA(3),
indel
85 85 GA(3)
84 84 Poly C (5), indel
93 93 Poly A (7), AC(4)
81 81 NA
71 71 Poly A (6)
95 95 Poly G (5)
73 73 NA
89 88 Poly A (5), Poly T
(7), Poly A (7),
indel
89 89 Indel
77 77 Indel
67 67 GA(3),TA(3)
83 83 NA
73 72 Poly T (5), indel
81 81 Indel
91 91 Indel
66 66 Poly A (5)
94 94 Indel
98 96 Poly C (5)
68 68 Indel
95 93 Poly G (5), indel

GC-
tartalom

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
0,45
0,25
0,68

Helyes
azonositasok

83538
59787
69615
74529
69615
69615

69615
68796
76167
66339
58149
77805
59787
72072

72891
63063
54873
67977
58642
66339
74529
54054
76986
78624
55692
76167

Helytelen
azonositasok

o o/ oo o o

O o oo o o o o

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

Nincs
azonositas

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

o o o o

326

O o o o o o o

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100

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

7 7

o7
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Amplikon

97

98

99

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

112
13

14
115
116
17
118
119
120
121
122

Kromoszéma

17
17

Amplikon
kezdetének
helye
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665

Amplikon
végének
helye
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749

Vizsgalt
fragmentum
mérete

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

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85

Konfidens
teriileteken
taldlhaté bazisok
szdma

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

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

Poly T (6)
Indel
NA
Indel
NA
Poly C (5)
TA(3)

Poly C (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
Poly C (5), indel
Indel
Indel
Poly G (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)
NA
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel

GC-
tartalom

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
0,43
0,37
0,47
0,45

Helyes
azonositasok

77805
58149
74529
57330
51597
77805
71253
85176
74529
72891
71247
74529
76167
72891
66343

74529
75348

64413
70434
68796
54873
74529
56511

61425
66339
69615

Helytelen
azonositasok

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

N
~N

O o o o o o oo o

Nincs
azonositas

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

~N
©
©

288

O o o o o o o o

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

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

98,8

100
100

99,6
100
100
100
100
100
100
100
100

7 7

o7
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Amplikon

123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148

Kromoszéma

20
20
20
20
21
21
21
21

21

Amplikon
kezdetének
helye
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

Amplikon
végének
helye
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664

25750873

32439329
37409940
37637694

47081438

15870492

135288611
135290847

2655461

Vizsgalt
fragmentum
mérete

65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65

Konfidens
teriileteken
taldlhaté bazisok
szdma

65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

NA
NA
NA
NA
NA
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
NA
Indel
NA
Indel
Poly G (5)
Poly C (5)
NA
NA

GC-
tartalom

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

Helyes
azonositasok

53235
81081
60605
57330
76986
67158
62244
57330

82719
54873
72072
71253
54054
80262
71253
56439

73710

81900
79443
79443
81081
75348
56511
56511
58149
0

Helytelen
azonositasok

o o oo o

o O o o/lo o o o o

O o o o o o oo o

Nincs
azonositas

O o o o o o o o

O o o o o o o

O o o olo o o o o

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
99,9

100

100
100
100
100
100
100
100
100
NA

7 7

o7
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Amplikon

149
150

Kromoszéma

Amplikon
kezdetének
helye
2655519
2655609

Amplikon
végének
helye
2655609
2655679

. , Konfidens Az amplikonban
Vizsgalt . 2 e
terlleteken talalhaté
fragmentum . s i
, taldlhaté bazisok genomikus
mérete i
szama tartalom
91 0 NA
71 0 Poly A (5)

GC-
tartalom

0,48
0,37

Helyes
azonositasok

Helytelen
azonositasok

Nincs
azonositas

Helyes
azonositdsok
szdazalékos
aranya

NA
NA

7 7
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja

illumina

Az NA12878 minta szekvenalasi eredményeit sszehasonlitottak a National Institutes of Standards and
Technology (NIST) (v.2.19) altal az NA12878-ra megallapitott, nagy konfidenciaju genotipussal. A 150
amplikonbdl 92 amplikon teljes egészében a nagy konfidencidval azonositott genomi régidkban volt, 41
amplikon részleges atfedést mutatott az ilyen terlletekkel, 17 amplikon pedig nem volt atfedésben a NIST altal
meghatarozott szekvencidkkal. Ismétlésenként 10 000 koordinata adatait hataroztak meg 6sszehasonlitas
céljabol. A nem varians bazisazonositasokat a human genom hg19-es referenciaszekvenciajaval hasonlitottak
0ssze. A pontossagi eredmények az 12 tablazat lathatok.

12 tablazat Az NA12878 minta csiravonalbeli eredményeinek egyezése az NIST adatbazissal

Minta

NA12878

Amplikonok \lagos Valédi Valédi
MPIKONOKC ,zonositasi 200 fnegativ. oo Alpozitv = PPA  NPA  OPA
szama ) pozitiv negativ
arany
133 >99,9 6552 1 610470 0 > 100 >
99,9 99,9

A kilenc futtatasbdl allé csiravonal vizsgalat adatai alapjan a(z) NextSeq 550Dx készlilék konzisztens
szekvendldst tud végezni az alabbi feltételek teljeslilése esetén:

Dokumentumszam: 200031448 v00

GC-tartalom = 19% (a 819 szekvenalt, 19% GC-tartalmu amplikon 6sszes azonositott bazisanak
azonositasa helyes volt, 0,6% sikertelen azonositas mellett).

GC-tartalom = 87% (a 819 szekvenalt, 87% GC-tartalmu amplikon 6sszes azonositott bazisdnak
azonositasa helyes volt, nem fordult el6 sikertelen azonositas).

PolyA hosszusaga =< 9 (a kilenc nukleotidbdl allé PolyA isméti6édést tartalmazd 819 szekvenalt
amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, nem fordult el sikertelen
azonositas).

PolyT hosszusdga = 10 (a tiz nukleotidbdl all6 PolyA ismétlédést tartalmazé 819 szekvenalt amplikon
0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, nem fordult el sikertelen azonositas).

PolyG hosszUsdga = 7 (a hét nukleotidbdl allé PolyG ismétlédést tartalmazd 819 szekvenalt
amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 1,0% sikertelen azonositas mellett).

PolyC hosszusdaga = 6 (a hat nukleotidbdl all6 PolyC ismétlédést tartalmazd 2457 szekvenalt
amplikon 0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, nem fordult el sikertelen
azonositas).

Dinukleotid-ismétiédés hosszlsaga =< 11 (a 11-szeres dinukleotid-ismétl6édést tartalmazd 819
szekvenalt amplikon 0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 0,5% sikertelen
azonositas mellett).

Trinukleotid-ismétlédés hosszUlsdga = 5 (az 5-sz0ro6s trinukleotid-ismétlédést tartalmazé 819
szekvenalt amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 0,5% sikertelen
azonositas mellett).

Az inzerciok hossza = 24 (819 szekvenalt, 24 nukleotidbdl all6 inzercidt tartalmazd amplikonban a
66 370 azonositott bazisbdl 66 343 azonositasa helyes volt, a sikertelen azonositdsok aranya 1,2%;
a 24 nukleotidos inzercidt tartalmazoé részeken nem tortént hibas azonositas).
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

* Adelécidk hosszusaga = 25 (a 25 nukleotidbdl all6 delécidt tartalmazdé 2457 szekvenalt amplikon
O0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, nem fordult el6 sikertelen azonositas).

Szomatikus

Az itt ismertetett vizsgalatban a Szomatikus varidns modul varidnsazonositasi pontossagat mérték fel a(z)
NextSeq 550Dx készlilék késziiléken, a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel.

A reprezentativ vizsgalatban 23 kiilénb6z8 kromoszdman talalhatd, 6sszesen 12 588 bazist tartalmazd
kiilénb6z6 géneket (150 amplikont) olvastak le. FFPE-blokkokbdl Platinum Genome DNS kivondsaval hat egyedi
mintat hoztak Iétre a vizsgalatban valé értékeléshez.

A GM12877 minta DNS-ét higitottak a GM12878 minta DNS-ével, Iétrehozva a GM12877-D5 és a GM12877-D7
mintat, amelyek 5%-os, illetve 7%-0s gyakorisaggal tartalmaztak egyedi heterozigéta variansokat. Ugyanigy
higitottak a GM12878 minta DNS-ét a GM12877 minta DNS-ével, |étrehozva a GM12878-D5 és a GM12878-D7
mintat. Mindegyik mintdbdl hdrom ismétlést vizsgaltak, kivéve a higitott mintakat, amelyekbdl egyenként hat
ismétlést vizsgaltak. Osszesen kilenc futtatast végeztek hadrom szekvenalékésziilékkel, harom reagenstétellel,
harom kezelével és 6t kiilonb6zé inditasi napon torténé kezdéssel. Az SNV-k, inzercidk és delécidk
kimutatasanak pontossaga meghatarozasahoz a kapott eredményeket 6sszehasonlitottak a pontosan
jellemzett referencia-mddszerrel, a Platinum Genomes 2016-1.0-s verzidjaval. A konfidens genomteriiletek
meghatarozasa e referencia-modszerrel valé 6sszehasonlitassal tortént, ha nincs masképpen megadva.

13 tablazat A szomatikus eredmények egyezésének dsszefoglalasa

Kritérium Osszes megfigyelés’ Eredmény megfigyelés szerint>  Eredmény futtatas szerint®
Az SNV-k PPA-értéke 378 98,9 99,9

Az inzerciok PPA-értéke 378 96,9 99,9

A deléciok PPA-értéke 378 97,1 99,9

NPA 378 >99,9 >99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

1Szamitas: futtatdsonkénti mintak szama (42) x futtatdsok szama (9) = 378.

%A legalacsonyabb érték az egyes mintaismétiések mind a 9 futtatasbdl kapott adatainak 6sszesitett elemzésével.

3A legalacsonyabb érték az egyes futtatasok adatainak dsszesitett elemzésével.
A 14 tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait a pozitiv és a negativ szazalékos egyezéssel egyiitt, mintanként; a
PPA szamitasahoz a varians eredmények a pontosan jellemzett, kombinalt referencia-mddszerrel
0sszehasonlitva szerepelnek. A harom varianstipus (SNV-k, inzercidk és delécidok) eredményeit 6sszevonva
mutatjuk be. Mivel a referencia-mddszer csak az egynukleotid-variansokra és az inzercidkra/deléciokra ad
eredményt, az NPA-szamitdshoz a nem varians bazisszekvencidk a human genom hg19
referenciaszekvenciajaval vannak 6sszehasonlitva.

Dokumentumszam: 200031448 v00 32/56
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja

14 tabldzat Szomatikus eredmények egyezése mintak szerint

Minta

GM12877

GM12878

GM12879

GM12884

GM12885

GM12888

GM1287
7-D5

GM1287
7-D7
GM1287
8-D5

GM1287
8-D7

Atlagos
azonosita
si arany

98,7

98,8

99,8

99,8

99,8

99,8

99,8

99,7

99,5

99,7

Vart

2052

364
5

2592

3078

329
4

2916

928
8

928
8

928
8

928
8

Valodi
poziti
v

2025 O

3564 0

2538 O

3024 O

3213 O

2889 0

8930 O

9032 O

8699

42

9108 O

Alnegati
v

Varians

azonositasan

ak hianya

27

81

54

54

81

27

358

256

547

180

Valadi
negativ

31868
2
317645

32361
4

32203
8

322121

32304
8

63062
1

629719

62858
2

62980
3

Alpoziti

\

15

PPA

100

100

100

100

100

100

100

100

99,

100

NPA

>99,

100

>99,

>99,

100

>99,

100

100

100

100

illumina

®

OPA

>99,

100

>99,

>99,

100

>99,

100

100

>99,

100

A 15 tablazat tartalmazza a vizsgalat adatait mintanként; a varians eredmények a pontosan jellemzett,
kombinalt referencia-mddszerrel 6sszehasonlitva szerepelnek. A kimutatdst kilon értékelték az egyes
varianstipusok (SNV-k, inzercidk és delécidk) esetében. A referenciapozicidok nem szerepelnek az elemzésben.

15 tablazat Szomatikus eredmények egyezése mintak szerint, varianstipusok szerint

Minta

GM12877
GM12878
GM12879
GM12884

Vart

999

2457
1539
1836

SNV-k

Valadi
pozitiv

999

2457
1539
1836

Alnegativ

0
0
0
0

Dokumentumszam: 200031448 v00

Vart

567
540
567
675

Inzercidk

Valadi
pozitiv

567
513
540
648

Alnegativ

0
0
0
0

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Vart

486
648
486
567

Deléciok

Valodi

pozi
459
594
459
540

tiv

Alnegativ

0
0
0
0
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja

Minta Vart

GM12885 2025
GM12888 1782

GM12877- 5454
D5

GM12877- 5454
D7

GM12878- 5454
D5

GM12878- 5454
D7

SNV-k
Valodi
pozitiv

2025
1782
5392

5406

5192

5445

Alnegativ

28

Vart

675
621
1782

1782

1782

1782

Inzercidk

Valodi
pozitiv

648
621
1647

1728

1651

1719

Alnegativ

Vart

594
513
2052

2052

2052

2052

Deléciok
Valodi
pozitiv

540
486
1891

1898

1856

1944

illumina

Alnegativ

A tiz mintat tovabb elemezték a kis inzercidk és delécidk (indelek) azonositasa érdekében (16 tablazat).
Osszesen 71 olyan indelt talaltak, amelyek mérete az inzercidk esetében 1-24 bp, illetve a delécidk esetében 1-

25 bp volt.

16 tablazat A szomatikus indelek kimutatasanak 6sszefoglaldsa
Varians tipusa  Vart variansok szama

Inzercid 10773
Delécid 11502

Dokumentumszam: 200031448 v00

Valédi pozitiv

10282
10667

Alnegativ

Varians azonositasanak hianya

482
830

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

PPA
99,2
>99,9
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A 150 amplikont ugy hataroztak meg, hogy lefedjenek kiilonféle genomidlis tartalmakat. Az amplikonok GC-tartalma 0,19-0,87% k&zott
volt. Az amplikonok tartalmaztak tébbféle, egy nukleotidot (példaul PolyA, PolyT), két nukleotidot és harom nukleotidot tartalmazé
ismétlédést is. Az adatokat amplikononként 0sszesitették (17 tablazat), hogy meghatarozzak a genom tartalmanak hatasat a helyes
azonositdsok szdzalékos aranyara. A helyes azonositdsok szazalékos aranya a varians- és referenciaazonositdsokat is tartalmazza, és
hibas vagy sikertelen azonositas esetén kisebb mint 100%.

17 tablazat Szomatikus amplikonszintl pontossag
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Amblikon Amplikon Vizsqalt Konfidens Az amplikonban Helyes
. i P ) ) p’ 9 terlleteken taldlhatd GC- Helyes Helytelen Nincs azonositasok
Amplikon Kromoszoma kezdetének végének fragmentum , . . Y Y Y .
, talalhaté bazisok genomikus tartalom azonositdsok azonositasok azonositas szazalékos
helye helye mérete , i

szama tartalom aranya

1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 35066 0 88 99,7
2 1 109465122 109465200 79 79 Poly A (5), Poly C 0,38 29827 0 35 99,9

(5), indel

3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 34202 0 283 99,2
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 34613 0 163 99,5
5 1 228526602 228526682 81 81 Poly G (5) 0,69 30571 0 47 99,8
6 1 236372039 236372108 70 70 Poly T (10), indel 0,39 26452 0 8 100,0
7 1 247812041 247812128 88 88 Poly A (5), CT(3), 0,27 33148 0 116 99,7

TAA(3), indel

8 2 55862774 55862863 90 90 Indel 0,28 33928 0 92 99,7
9 2 87003930 87004009 80 80 Indel 0,38 30218 0 22 99,9

10 2 177016721 177016805 85 81 NA 0,65 30616 0 2 >99,9
1 2 186625727 186625801 75 75 Poly A (8) 0,35 28017 0 499 98,3
12 2 190323504 190323591 88 88 Poly G (5) 0,42 33207 0 57 99,8
13 2 200796740 200796826 87 87 Poly T (5), indel 0,31 32524 9 718 97,8
14 2 212245049 212245139 91 91 Poly T (5), Poly A 0,3 33972 0 456 98,7

(6), indel

15 2 228147052 228147144 93 93 NA 0,43 35051 0 103 99,7
16 2 235016350 235016422 73 73 Poly T (5), indel 0,42 27459 0 136 99,5
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), indel 0,27 34534 0 620 98,2
18 3 46620561 46620643 83 83 NA 0,43 31339 0 44 99,9
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), indel 0,49 26373 0 87 99,7

7 7
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Amplikon

20

21
22
23

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

39
40
a1
42
43
44

Kromoszéma

IS

o o o o g g o g a g b~ b bbb

N N o o o O

Amplikon
kezdetének
helye

189713161

190106030
2233667
7780541

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

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100

Amplikon
végének
helye

189713248

190106104
2233744
7780637

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

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187

Vizsgalt
fragmentum
mérete

88

75
78
97

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

95
86
95
91
73
88

Konfidens
terlileteken
taldlhaté bazisok
szdma

88

74
78
97

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

95
86
94
91
73
88

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

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

Indel
Poly A (6)

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

NA
Poly A (5), indel
Poly A (5)
Poly A (7), indel
NA
GT(3), CCA(3)
NA
Poly A (6), indel
Poly G (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)
NA

Indel

GC-
tartalom

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
0,35

Helyes
azonositasok

32829

27925
29327
36585

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

35681
32438
35441
34354
27575
33060

Helytelen
azonositasok

o

O o o/lo o O o o/ o/lo o o o u, o

o o o o o o

Nincs
azonositas

857

47
162
17

57
75
140
560
53
94
72
77
55
920
163
67
46
483
406

238
70
91
44
28

213

Helyes
azonositasok
szdazalékos
aranya

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
99,7
99,9
99,9
99,4

7 7
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Amplikon

45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68
69
70

Kromoszéma

o | 00 NN N NN

© © © © © o

Amplikon
kezdetének
helye
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629

27317777

33018351

45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679

Amplikon
végének
helye
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726

27317855

33018440

45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740

. X Konfidens Az amplikonban
Vizsgalt . . .
teruleteken talalhatd
fragmentum . s i
, talalhato bazisok genomikus
mérete i
szama tartalom
87 87 Poly A (7), AG(4)
85 85 Indel
90 90 Poly G (5), indel
91 91 Poly G (6), Poly C
(6), indel
81 66 NA
93 93 Indel
83 83 NA
90 89 Poly G (7), CTC
(4), indel
67 67 Indel
98 98 Poly G (6)
65 65 Indel
96 96 NA
83 83 AT(3)
97 97 Poly C (6), indel
79 78 Poly G (5), indel
98 91 GC(3)
79 79 Poly G (5)
90 90 Poly A (5), Poly T
(5)
95 95 Indel
89 88 AC(11), indel
80 80 NA
81 81 NA
97 96 NA
70 70 Indel
100 100 NA
62 62 Indel

GC-
tartalom

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

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

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

0,3

0,2

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

Helyes
azonositasok

32423
32074
33791
34316

24901
35067
31365
32781

25228
36968
24472
36203
31329
36472
29473
34188
29843
33968

35829
32098
30217
30531
36105
26318
37785
23368

Helytelen
azonositasok

o o o o

o o o o

O O o o o o o o o o

o o o o o o

Helyes

Nincs azonositasok

azonositds  szdzalékos
aranya
489 98,5
56 99,8
281 99,2
82 99,8
47 99,8
87 99,8
9 >99,9
890 97,4
146 99,4
76 99,8
100 99,6
85 99,8
45 99,9
201 99,5
1 >99,9
213 99,4
19 99,9
68 99,8
81 99,8
2048 93,8
28 99,9
96 99,7
192 99,5
153 99,4
24 99,9
68 99,7

7 7
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Amplikon

71
72
73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

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

Kromoszéma

1
il
1
il
1
il

Amplikon
kezdetének
helye
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

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

Amplikon
végének
helye
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175

120966966
24167576
25817049

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

. X Konfidens Az amplikonban
Vizsgalt . . .
teruleteken talalhatd
fragmentum . s i
, talalhato bazisok genomikus
mérete i
szama tartalom
102 102 NA
73 73 Poly A (5)
85 85 NA
91 91 Poly G (6)
85 85 Indel
85 85 Poly A (5), CA(3),
indel
85 85 GA(3)
84 84 Poly C (5), indel
93 93 Poly A (7), AC(4)
81 81 NA
71 71 Poly A (6)
95 95 Poly G (5)
73 73 NA
89 88 Poly A (5), Poly T
(7), Poly A (7),
indel
89 89 Indel
77 77 Indel
67 67 GA(3),TA(3)
83 83 NA
73 72 Poly T (5), indel
81 81 Indel
91 91 Indel
66 66 Poly A (5)
94 94 Indel
98 96 Poly C (5)
68 68 Indel
95 93 Poly G (5), indel

GC-
tartalom

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
0,45
0,25
0,68

Helyes
azonositasok

38546
27516
32083
34047
32065
32083

32103
31645
34824
30497
26773
35830
27498
32824

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

Helytelen
azonositasok

o o/ oo o o

o ol | o o o

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

Nincs
azonositas

10
78
48
369
74
47

27
525
330
121

65

72
14
566

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

Helyes
azonositasok
szdazalékos
aranya

>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
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

7 7
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Amplikon

97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
m

112
13

14
115
116
17
118
119
120
121
122

Kromoszéma

17
17

Amplikon
kezdetének
helye
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665

Amplikon
végének
helye
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749

Vizsgalt
fragmentum
mérete

95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93

84

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85

Konfidens
terlileteken
taldlhaté bazisok
szdma

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

91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

Poly T (6)
Indel
NA
Indel
NA
Poly C (5)
TA(3)

Poly C (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
Poly C (5), indel
Indel
Indel
Poly G (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)
NA
Poly A (6), TG(3)
Poly A (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel

GC-
tartalom

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
0,43
0,37
0,47
0,45

Helyes
azonositasok

35870
26762
34286
26449
23809
35860
32835
39177
34075
33632
32752
34343
35077
33553
30554

34360
34367

29751
32176
31604
25273
34386
25692
27923
30598
31969

Helytelen
azonositasok

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

l
w

O O O O/ o0 0 N o o

Helyes
Nincs azonositasok
azonositds  szdzalékos

aranya
40 99,9
76 99,7
12 99,7

1 >99,9

5 >99,9
50 99,9
60 99,8
144 99,6
323 99,1

1 >99,9
134 99,6
82 99,8
78 99,8
89 99,7
2296 92,9
38 99,9
418 98,8
119 99,6
340 99,0
141 99,5
45 99,8

12 >99,9
399 98,5
893 96,9
20 99,9
161 99,5

7 7
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Amplikon

123
124
125
126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148

Kromoszéma

20
20
20
20
21
21
21
21

21

Amplikon
kezdetének
helye
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575

25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

Amplikon
végének
helye
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664

25750873

32439329
37409940
37637694

47081438

15870492

135288611
135290847

2655461

Vizsgalt
fragmentum
mérete

65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65

Konfidens

terlileteken
taldlhaté bazisok

szama
65
99
74
70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Az amplikonban
taldlhatd
genomikus
tartalom

NA
NA
NA
NA
NA
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
NA
Indel
NA
Indel
Poly G (5)
Poly C (5)
NA
NA

GC-
tartalom

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

Helyes
azonositasok

24531
37298
27881
26442
35501
30951
28686
26372

38159
25188
32969
32818
24758
36902
32841
25939

33942

37733
36617
36525
37398
34754
26046
26019
26780
0

Helytelen
azonositasok

O o ojlo o o o o

o O o ol o o o o

O o o o o o oo o

Nincs
azonositas

48
124
109

26

31

72

42

88

20
544
309

77
181
160

48
280

78

86
49
162
24
22
36
63
58

Helyes
azonositasok
szdazalékos
aranya

99,8
99,7
99,6
99,9
99,9
99,8
99,9
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
NA
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Amplikon

149
150

Kromoszéma

Amplikon
kezdetének
helye
2655519
2655609

Amplikon
végének
helye
2655609
2655679

. X Konfidens Az amplikonban
Vizsgalt . . .
teruleteken talalhatd GC-
fragmentum . s i
, talalhato bazisok genomikus tartalom
mérete i
szama tartalom
91 0 NA 0,48
71 0 Poly A (5) 0,37

Helyes
azonositasok

Helytelen
azonositasok

Nincs
azonositas

Helyes
azonositasok
szdazalékos
aranya

NA
NA

7 7
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

A GM12878 minta szekvenaldsi eredményeit 6sszehasonlitottak a National Institutes of Standards and
Technology (NIST) (v.2.19) altal az NA12878-ra megallapitott, nagy konfidenciaju genotipussal. A 150
amplikonbdl 92 amplikon teljes egészében a nagy konfidencidval azonositott genomi régidkban volt, 41
amplikon részleges atfedést mutatott az ilyen terlletekkel, 17 amplikon pedig nem volt atfedésben a NIST altal
meghatarozott szekvencidkkal. Ismétlésenként 10 000 koordinata adatait hataroztak meg 6sszehasonlitas
céljabol. A nem varians bazisazonositasokat a human genom hg19-es referenciaszekvenciajaval hasonlitottak
0ssze. A pontossagi eredmények az 18 tablazat lathatdk.

18 tablazat A GM12878 minta szomatikus eredményeinek egyezése az NIST adatbazissal

Minta Amplikonok  Atlagos Valédi Alnegativ.  Valédi Alpozitiv  PPA NPA  OPA
szama azonositasi pozitiv negativ
arany
GM12878 133 98,8 2808 0 258488 O 100 100 100

A kilenc futtatasbdl allé szomatikus vizsgdlat adatai alapjan a(z) NextSeq 550Dx készlilék késziilék konzisztens
szekvenalast tud végezni az alabbi feltételek teljestiilése esetén:
* GC-tartalom = 19% (a 378 szekvenalt, 19% GC-tartalmu amplikon 6sszes azonositott bazisanak
azonositasa helyes volt, 2,6% sikertelen azonositas mellett).

* GC-tartalom = 87% (a 378 szekvenalt, 87% GC-tartalmu amplikon 6sszes azonositott bazisanak
azonositdsa helyes volt, 0,6% sikertelen azonositas mellett).

* PolyA hosszusaga = 9 (a kilenc nukleotidbdl allé PolyA ismétiédést tartalmazd 378 szekvenalt
amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositdsa helyes volt, 2,5% sikertelen azonositas mellett).

* PolyT hosszusaga =< 10 (a tiz nukleotidbdl 4116 PolyA ismétlédést tartalmazé 378 szekvenalt
amplikon 0sszes azonositott bazisanak azonositdsa helyes volt, kevesebb mint 0,1% sikertelen
azonositas mellett).

* PolyG hosszusaga =< 6 (a hat nukleotidbdl allé PolyG ismétlédést tartalmazé 2268 szekvenalt
amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositdsa helyes volt, 0,5% sikertelen azonositas mellett).

* PolyC hosszusdga = 6 (a hat nukleotidbdl 8116 PolyC ismétiédést tartalmazdé 756 szekvenalt
amplikon 6sszes azonositott bazisanak azonositdsa helyes volt, 0,4% sikertelen azonositas mellett).

* Dinukleotid-ismétlédés hosszlsaga < 4 (a 4-szeres dinukleotid-ismétlédést tartalmazé 1890
szekvenalt amplikon 0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 0,9% sikertelen
azonositas mellett).

*  Trinukleotid-ismétlédés hosszlisaga = 5 (az 5-sz06ros trinukleotid-ismétlédést tartalmazé 378
szekvenalt amplikon 0sszes azonositott bazisdanak azonositasa helyes volt, 1,4% sikertelen
azonositas mellett).

* Inzercidk hosszusaga = 23 (a 23 nukleotidbdl allé inzercidkat tartalmazé 378 szekvenalt amplikon
O0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 0,8% sikertelen azonositds mellett).

* Adeléciok hosszlsaga = 25 (a 25 nukleotidbdl all6 delécidt tartalmazo 1134 szekvenalt amplikon
0sszes azonositott bazisanak azonositasa helyes volt, 0,7% sikertelen azonositas mellett).
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

Precizitas

A(z) NextSeq 550Dx készlilék precizitdsanak meghatarozasahoz 13 egyedi Platinum Genome mintat vizsgaltak
harom késziilékkel, harom reagenstétellel és harom kezel6vel, 6sszesen kilenc szekvenalasi futtatassal, 6t
kiilénb6z46 inditasi napon. A reprezentativ vizsgalat, a mintak és a referencia-mddszer megegyezik a pontossagi
vizsgalatnal leirtakkal. A precizitashoz vald hozzajarulast varianciakomponens-analizissel hataroztak meg,
valaszvaltozoként a VAF hasznalataval; kiszamitottak a szorasokat a komponensek szintjén a készlilék, a
reagenstétel, a kezel® és a kezdénap tekintetében (19 tablazat). Osszesen 699 SNV, 176 inzercié és 235
delécié szerepelt a késziilék, a kezeld, illetve a reagenstétel variabilitdsa mindegyik 6sszetevéjének
elemzésében.

19 tablazat A NextSeq 550Dx készlilék precizitasi eredményei (szoéras)

Osszetevd szoérasa Teljes széras
Komponens Varians tipusa Maximalis Median Maximalis Median
Tétel SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
Inzercid 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delécio 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
Készilék SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
Inzercid 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delécid 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Kezelb SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
Inzercid 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delécid 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Nap SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
Inzercio 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delécio 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

Maddszerek 6sszehasonlitasa (szekvenalo platform)

Teljesvér- és FFPE-mintakat vizsgaltak a(z) NextSeq 550Dx késziilék segitségével és a MiSeqDx készllékkel, a
TruSeqg Custom Amplicon Kit Dx csiravonal és szomatikus munkafolyamattal. A vér- és FFPE-mintak
variansgyakorisdganak egyezését tobb reprezentativ vizsgalattal értékelték. Az 2 abra lathatd a VAF
korrelacidja a két készllék kozott egy reprezentativ vizsgalat esetén, és az 20 tablazat talalhatd a korrelacid
vizsgalati panelenkénti 6sszefoglaldsa. Az MiSeqDx készlilék és a(z) NextSeq 550Dx készUlék kdzotti erés
korrelacié miatt a preanalitikai tényezékkel (példaul az extrakciés mddszerekkel vagy a zavard anyagokkal)
kapcsolatos teljesitményjellemzékrél megallapithatd, hogy azonosak a két késziilék esetében. A tovabbi
részleteket lasd a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx terméktajékoztatdjaban.
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

2 dbra A MiSeqgDx és a NextSeq 550Dx készllékkel, az 1. vizsgalattal vizsgalt FFPE-mintdk (bal oldalon) és
vérmintak (jobb oldalon) VAF-értékeinek korrelacioja

) 1 ,
Szomatikus Csiravonal

0,9 0,9
© 08 T 08
2 07 = 07
a X 06
S 086 S Y
in 05 v 0,5
g 04 & 04
A Vi
% 03 X 03
2 Z
Z 02 0,2

0,1 0,1

0 0

0 010203040506 07 0809 1 0 010203040506 070809 1
MiSeqDx (VAF) MiSeqDx (VAF)

20 tabldzat A mddszerek 6sszehasonlitdsanak eredményei egyedi vér- és FFPE-mintak hasznalataval

Vizsgalat Bioldgiai Technikai Medgfigyelések .
9gDNS . . L e .. , , Korrelacio
forrasa (oligonukleotid- ismétlések ismétlések (variansok Meredekség Metszéspont (R2)

panel) (mintak) (mintanként) szama)

Vér 1. vizsgalat 45 2 8369’ 0,992 0,002 0,9952
Vér 2. vizsgalat 45 2 5457 0,995 0,005 0,981
FFPE 1. vizsgalat 46 2 8319 0,993 0,000 0,9972
FFPE 3. vizsgalat 40 1 280 0,969 0,015 0,978

TKét adatpontot eltavolitottak a csiravonal varidnsazonosité modulra vonatkozéan megadott korlatozas alapjan.
2A 2. 4bran bemutatott VAF-diagramok meghatarozési egyiitthatdja.

Reprodukalhatosag

A(z) NextSeq 550Dx készlilék esetén a reprodukalhatésagot Platinum Genome mintakon értékelték egy
reprezentativ vizsgalattal, amelyet Uugy terveztek, hogy kiilénb6z6 génekre kérdezzenek ra, amelyek 150
amplikonban, 23 kiilonb6z6 kromoszéman 12 588 bazist fednek le. A csiravonal vizsgalat 13 minta hét
ismétlésébdl allt; a szomatikus vizsgalat hét, kiilénb6zé VAF-szintl minta hat ismétlésébdl allt. A mintak
feldolgozasa a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel tortént.

A vizsgalatot hdrom kiilsé helyszinen végezték a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) egy
tételével. Mindegyik helyszinen egy NextSeq 550Dx készliléket hasznaltak. Mindegyik helyszinen két kezel6
végezte a vizsgalatokat. Mindegyik kezelé minden mintatipus esetében harom, nem egymast kdvet6 kezdd
nappal végzett vizsgélatokat, a harom helyszinen 6sszesen 36 futtatést. igy 6sszesen 18 futtatas tortént mind a
csiravonal, mind a szomatikus munkafolyamat esetében.

Csiravonal
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NextSeq 550Dx késziilék terméktajékoztatdja illumina

A = 0,2 VAF-értékli csiravonalbeli variansok pozitivnak (varians) mindsiinek. A varhatdan pozitiv csiravonalbeli
variansok esetében az egyes varianstipusokon (SNV, inzercid, delécid) belll a sikertelen azonositasi aranyt és a
helyes pozitiv azonositasi ardnyt értékelték. Az 21 tablazat foglalja 0ssze a megfigyelt aranyokat és a Wilson-
pontszam maédszerrel megallapitott 95%-0s konfidencia-intervallum alsé és felsé hatarat (LCL/UCL), mindegyik
varianstipus esetén.

21tablazat Varhatdan pozitiv eredményekre vonatkozé csiravonalbeli azonositasi megfigyelések
varianstipusonként

Nincs azonositas Helyes pozitiv azonositas
Varians L, A
tipusa Megdfigyelt  Osszes Szazalekos Megfigyelt  Osszes Szazalekos 95% 95% UCL
arany arany LCL
SNV 16 110376 0,014 110 349 1710360 99,99 99,98 99,99
Inzerciok 1026 37044 2,77 36 018 36 018 100 99,99 100,00
Deléciok 648 34776 1,86 34128 34128 100 99,99 100,00

A < 0,2 VAF-értékd csiravonalbeli variansok negativnak (vad tipusu) minéstilnek. A varhatdan negativ
csiravonalbeli pozicidkon a sikertelen azonositasi aranyt és a helyes vad tipusu azonositasi aranyt értékelték. A
22 tablazat foglalja 6ssze a megfigyelt aranyokat és a Wilson-pontszam mddszerrel megallapitott 95%-o0s
konfidencia-intervallum also és felsé hatarat (LCL/UCL).

22 tablazat Varhatdan negativ eredményekre vonatkozé csiravonalbeli azonositasi megfigyelések

Nincs azonositas Helyes negativ azonositas
Varians
7 . Szazalékos .. Szazalékos 95%
tipusa  Megfigyelt Osszes ) Medfigyelt Osszes ) 95% LCL ’
arany arany UCL

Vad 4883 19 600 182 0,025 19595299 19595299 100 100,00 100,00
tipusu

Arendszera = 0,2 és < 0,7 VAF-értékl csiravonalbeli variansokat a variansra pozitiv heterozigétaként, a = 0,7
VAF-értéki variansokat pedig a varidnsra pozitiv homozigdtaként azonositja. A heterozigdta variansokat
tartalmazo csiravonalbeli mintak alapjan hataroztak meg, hogy a vizsgalat inherens variabilitasa befolyasolja-e
a genotipus-azonositast. Meghatdroztak a Cx értéket mindkét hatarérték esetében (0,2 a heterozigdta és 0,7 a
homozigdta genotipusok esetében), ahol x a hatarértéket meghaladé ismétlések aranya. Az als6 0,2-es VAF-
hatarérték esetén a Cx > 99,999% volt, ami azt jelenti, hogy a vizsgalat a heterozigdta variansok > 99,999%-at
heterozigétaként azonositja. A felsé 0,7-es VAF-hatarérték esetén a Cx < 0,001% volt, ami azt jelenti, hogy a
vizsgélat a heterozigdta variansok = 0,001%-at azonositja homozigdtaként. A 23 tablazat tartalmazza az
eredményeket varianstipus szerint.

Arendszera = 0,2 és < 0,7 VAF-értékl csiravonalbeli variansokat a varidansra pozitiv heterozigétaként, a = 0,7
VAF-értékl variansokat pedig a varidnsra pozitiv homozigdtaként azonositja. A heterozigdta variansokat
tartalmazo csiravonalbeli mintak alapjan hataroztak meg, hogy a vizsgalat inherens variabilitasa befolyasolja-e
a genotipus-azonositast. Meghatdroztak a Cx értéket mindkét hatarérték esetében (0,2 a heterozigdta és 0,7 a
homozigdta genotipusok esetében), ahol x a hatarértéket meghaladé ismétlések aranya. Az als6 0,2-es VAF-
hatarérték esetén a Cx > 99,999%, ami azt jelenti, hogy a vizsgalat a heterozigdta varidnsok > 99,999%-at
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heterozigdtaként azonositja. A felsé 0,7-es VAF-hatarérték esetén a Cx =< 0,001%, ami azt jelenti, hogy a
vizsgalat a heterozigdta variansok = 0,001%-at azonositja homozigétaként. A 23 tablazat tartalmazza az
eredményeket varidnstipus szerint.

23 tabladzat Csiravonalbeli heterozigdta varidnsok Cx értékei

VAF-hatarértéke 0,2 VAF-hatarértéke 0,7
Varians tipusa
= C99,999% =C0,001%
SNV 94/94 94/94
Inzercidk 24/24 24/24
Delécidk 35/35 35/35
Osszes 153 153

Szomatikus

A = 0,026 VAF-értékl szomatikus variansok pozitivnak (varians) minésiinek. A = 0,01 és < 0,026 VAF-értékl
megfigyeléseket az elemzés szempontjabdl nem egyértelmlinek tekintettiik (sem pozitiv, sem negativ, alacsony
gyakorisagu varians). A teljesitmény értékeléséhez az eredményeket haromféle mdédszerrel szamitottak:

* Legjobb eset: Minden nem egyértelm( eredményt helyes pozitiv azonositasnak (a vart
eredményekkel egyezének) tekintettek.

* Legrosszabb eset: Minden kétértelm(i eredményt helytelen negativ azonositasnak (a vart
eredményekkel nem egyezdének) tekintettek.

* Kizarasos eset: Az elemzésbél kizartak minden nem egyértelmd eredményt.

Az aldbbi harom tablazat, az 24 tablazat, a 25 tablazat és a 26 tablazat foglalja 6ssze az azonositas
eredményeit a legjobb eset, a legrosszabb eset és a kizarasos eset értékelésével, valamint a Wilson-pontszam
modszerrel megallapitott 95%-o0s konfidencia-intervallum also és fels6 hatarat (LCL/UCL).

24 tablazat Varhatdan pozitiv eredményekre vonatkozé szomatikus azonositasi megfigyelések
varianstipusonként (legjobb eset)

Helyes pozitiv azonositas
Varians tipusa

Medfigyelt Osszes Szazalékos arany 95% LCL 95% UCL

SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00

Inzerciok 18 036 18 036 100 99,98 100,00

Delécidk 18 381 18 381 100 99,98 100,00
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25 tablazat Varhatdan pozitiv eredményekre vonatkozd szomatikus azonositasi megfigyelések
varianstipusonként (legrosszabb eset)

Varians tipusa Helyes pozitiv azonositas

Megfigyelt Osszes Szézalékos arany 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inzerciok 18 000 18 036 99,8 99,72 99,86
Delécidk 18 381 18 381 100 99,98 100,00

26 tablazat Varhatdan pozitiv eredményekre vonatkozé szomatikus azonositasi megfigyelések
varianstipusonként (nem egyértelmi eredmények kihagyva)

Helyes pozitiv azonositas
Varians tipusa

Megfigyelt Osszes Szézalékos arany 95% LCL 95% UCL
SNV 54 346 54 346 100 99,99 100,00
Inzerciok 18 000 18 000 100 99,98 100,00
Deléciok 18 381 18 381 100 99,98 100,00

A < 0,01 VAF-értékl szomatikus variansok negativ (vad tipusu) azonositasnak mindstilnek. A varhatdan negativ
szomatikus pozicidkon a sikertelen azonositasi aranyt és a helyes vad tipusu azonositasi aranyt értékelték. A
helyes vad tipusu azonositasok szamat ugy hataroztak meg, hogy a sikertelen azonositasokat kizartak, és az
0sszes azonositds szamabdl kivontak azokat a megfigyelt azonositasokat, amelyek a nem egyértelmd zénaba
estek (VAF-érték = 0,01 és < 0,026), valamint a hibas azonositasokat, amelyek a hatarérték felett voltak (VAF-
érték = 0,026). A 27 tablazat foglalja 6ssze a negativ szomatikus helyek sikertelen azonositasa és helyes vad
tipusu azonositasa megfigyelt és 6sszes gyakorisagat, ezek szazalékos aranyat, illetve a Wilson-pontszam
maédszerrel megallapitott 95%-0s konfidencia-intervallum alsé és felsé hatarat (LCL/UCL).

27 tablazat Varhatdan negativ eredményekre vonatkozé szomatikus azonositasi megfigyelések

Varians . " s
} Nincs azonositas Helyes azonositas
Tipus
Megfigyelt Osszes Szazalékos Nem Helytelen Helyes Osszes Szazalékos 95% 95%
arigy arany egyértelmi v v arany LCL ucL
Vad tipusu 36 326 8909 676 0,408 2254 121 8870975 8873350 99,97 99,972 99,974

Az ugyanazon varianst kiilénb6z6 VAF-gyakorisaggal tartalmazoé szomatikus mintakat értékelték a vizsgalat
C95 értékének meghatarozasahoz (kilon-kilon az egyes varidanstipusoknal). A vizsgalat hatarértékéhez kozeli
variabilitas értékeléséhez olyan mintakat hasznaltak, amelyek varhatd VAF-értéke 0,02 és 0,07 k6zott volt.
Mindegyik varians esetén meghataroztak a C95 értéket; az 28 tablazat a varianstipuson belili legmagasabb
C95 érték szerepel.

28 tablazat A szomatikus munkafolyamattal kapott C95-értékek 6sszefoglalasa

Varians tipusa N C95
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SNV 74 0,0613
Inzercid 24 0,0573
Delécié 33 0,0575

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
Cycles) készlet teljesitménye

Attekintés

A(z) NextSeq 550Dx kétféle reagenskészlettel hasznalhatd: a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel. Annak bizonyitasara, hogy a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) megfelel a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2 (300 cycles) segitségével ellenérzott és validalt analitikai teljesitménykévetelményeknek, vizsgalatokat
végeztek a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) segitségével. Két konyvtarkészitést
végeztek a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx hasznalataval, az egyiket a csiravonal munkafolyamattal, a masikat
a szomatikus munkafolyamattal. Az egyes munkafolyamatokbdl szarmazé konyvtarakat a NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) harom tételével és harom NextSeq 550Dx készlilékkel tesztelték.
Ezenkiviil az egyes munkafolyamatok tesztelése magaban foglalt egy egyszeri futtatast a NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel.

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

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) reagenskészlettel végzett hitelesités eredményei
szerint a(z) NextSeq 550Dx késziilék képes volt a varidnsok kimutatasara 0,05 VAF esetén a Il. tipusu hiba <
0,05 valészinlisége mellett, és a szomatikus varidnsazonosité modul altal hasznalt 0,026-o0s VAF-hatarérték
(effektiv LoB) esetén az |-es tipusu hiba valdszinlsége = 0,01. Ezek alapjan az varhatd, hogy egy 0,05 VAF-
értékl varians mért értéke az esetek 95%-aban legaldbb 0,026 VAF, és a vad tipusu pozicié mért értéke
kevesebb mint 0,026 VAF az esetek 99%-aban. Annak ellenérzésére, hogy ezek a jellemzék teljesitheték-e a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) reagenskészlettel, ismételt mérések torténtek a
NextSeq 550Dx készlléken vad tipusu mintakkal (LoB mintak) és 0,05 VAF-gyakorisagu varianst tartalmazé
mintakkal (LoD mintdk) a NextSeq 550 Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) termékkel. A 0,026-0s
hatarérték feletti és alatti azonositasok aranyat ezutan 6sszehasonlitottak a NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles) készlettel megallapitott allitdsokkal.

A teszteléshez két LoD-mintat hasznaltak, amelyek mindegyike egyedi variansokat tartalmazott, amelyek
célértéke 0,05 VAF volt, valamint a megfelelé LoB-mintakat, amelyek vad tipusuak voltak a célzott varidnsok
tekintetében. A kdnyvtarkészitéshez a LoD és LoB mintakat nyolc, illetve hét ismétlésben dolgoztak fel a
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx segitségével. A konyvtarakat el6szor szekvenaltdk a NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) segitségével a variansok/genomikai koordinatak azonositasa érdekében az
LoB/LoD értékeléséhez a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) segitségével. A NextSeq
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550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) eredményei alapjan 0,045-0,055 kozo6tti dtlagos VAF értékkel
rendelkez6 6sszes varianst (LoD-varidnsok) felhasznaltak az LoD elemzéshez (N = 51 varidns). Az LoB
vizsgdlatdhoz az ezekhez tartozd 51 genomi koordinatat értékelték.

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlet értékelésére a kdnyvtarakat harom
egymast kdvetd napon, harom futtatasban szekvenaltak, ugyanazon késziilékkel és reagenskészlettel. Ez
Osszesen 24 ismétlést jelentett az 51 LoD-varidns mindegyike és 21ismétlést a megfelelé vad tipusu pozicidk
mindegyike esetében. A < 0,026 VAF-érték(i vad tipusu azonositasok aranya az 29 tablazat lathatd. A legalabb
0,026 VAF-értékl LoD-varidnsok azonositasanak ardnya a 30 tablazat lathatd.

29 tablazat A < 0,026 értékli azonositdsok aranya a vad tipusu pozicidk esetében (az LoB vizsgalata)

Varians . L " : B A VAF-mérések szama Arany Az arany 95%-os
; Ertékelt poziciok Osszes megdfigyelés i o
Tipus z2,6% <2,6% konfidenciaintervalluma
SNV 32 672 0 1 0,994+
Inzercio 11 231 0 1 0,984-1
Delécié 8 168 0 1 0,978-1

30 tabldzat A = 0,026 VAF-értékl LoD-varidansok azonositdsanak aranya (az LoD értékelése)

A . A VAF- A VAF- B 3
Varians  Ertékelt Osszes L . - . Arany Az arany 95%-os
’ Y g i merések szama meéreések szama . o
Tipus poziciok megfigyelés = 2,6% konfidenciaintervalluma
<2,6% =2,6%

SNV 32 768 1 767 0,999 0,993+

Inzerci6 M 264 3 261 0,989 0,967-0,996

Delécié6 8 192 2 190 0,99 0,963-0,997
Pontossag
Csiravonal

Az aldbbi vizsgalatban a Csiravonal variansazonosité modul variansazonositasi pontossagat mérték fel a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel. Tizenkét egyedi Platinum Genome minta
értékelése tortént egy reprezentativ vizsgalattal. Osszesen 11 futtatas tdrtént harom NextSeq 550Dx
késziilékkel és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) harom tételével.

Az SNV-k, inzerciok és delécidk kimutatdsanak pontossaga meghatarozasahoz a kapott eredményeket
0sszehasonlitottak a pontosan jellemzett referencia-modszerrel, a Platinum Genomes 2016-1.0-s verzidjaval. A
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) hasznalataval végzett egyetlen szekvenalasi
futtatasbdl szarmazo pontossagi értékek is szerepelnek referenciaként. Az eredmények 6sszefoglaldasa az 31

tablazat talalhato.
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31tablazat A csiravonalbeli eredmények egyezésének dsszefoglaldsa

Eredmény Eredmény

Kritéri Osszes megfigyelés Eredmény megdfigyelés Eredmény medfigyelés futtatas futtatas
riterium (v2.5)" szerint (v2.5)2 szerint (v2)°3 szerint szerint
(v2.5)* (v2)*
Az SNV-k PPA- 1056 98,7 98,7 > 99,9 > 99,9
értéke
Az inzerciok PPA- 1056 100 100 100 100
értéke
A delécidk PPA- 1056 95,2 95,2 > 99,9 > 99,9
értéke
NPA 1056 100 100 100 100
OPA 1056 > 99,9 > 99,9 > 99,9 > 99,9

1Szamitas: futtatdsonkénti mintak szama x futtatdsok szama (96 minta futtatdsonként x 11 futtatas = 1056 megfigyelés).
%A legalacsonyabb megfigyelt érték az egyes mintaismétlések kdziil, minden futtatasnal (a NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 készlettel végzett 11 futtatas alapjan).

3A legalacsonyabb megfigyelt érték az egyes mintaismétlések koziil, 1 futtatdsban (6sszesen 96 megfigyelésbadl).

4 A legalacsonyabb érték az egyes futtatdsok adatainak 6sszesitett elemzésével.

Szomatikus

A kovetkezé vizsgalatban a Szomatikus varidnsazonosité modul variansazonositasi pontossagat mérték fel a
NextSeq 550Dx készliléken, a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel. Tiz
Platinum Genome FFPE-mintat (ebbdl kettd esetében a variansok VAF-értéke 0,05-ra volt higitva) értékeltek
egy reprezentativ vizsgalattal. Osszesen 11 futtatas tértént harom NextSeq 550Dx késziilékkel és a NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) harom tételével.

Az SNV-k, inzercidk és delécidk kimutatasanak pontossdga meghatdrozasahoz a kapott eredményeket
O0sszehasonlitottak a pontosan jellemzett referencia-mddszerrel, a Platinum Genomes 2016-1.0-s verzidjaval. A
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) hasznalataval végzett egyetlen szekvenalasi
futtatasbdl szarmazo pontossagi értékek is szerepelnek referenciaként. Az eredmények 6sszefoglaldasa az 32
tablazat taldlhatd.

32 tabldzat A szomatikus eredmények egyezésének 6sszefoglaldsa

Osszes Eredmény Eredmény Eredmény Eredmény

Kritérium megfigyelés megfigyelés szerint megfigyelés szerint futtatas szerint futtatas szerint
(v2.5)" (v2.5)? (v2)® (v2.5)% (v2)*

Az SNV-k PPA- 528 100 100 100 100

értéke

Az inzerciok 528 96,9 96,9 > 99,9 > 99,9

PPA-értéke
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A deléciok PPA- 528 100 100 100 100
értéke

NPA 528 > 99,9 >99,9 >999 > 99,9
OPA 528 > 99,9 >99,9 >99,9 > 99,9

1Szamitas: futtatdsonkénti mintak szama x futtatdsok szama (48 minta futtatdsonként x 11 futtatas = 528 megfigyelés).
%A legalacsonyabb megfigyelt érték az egyes mintaismétlések koziil, minden futtatasnal (a NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 készlettel végzett 11 futtatas alapjan).

3A legalacsonyabb megfigyelt érték az egyes mintaismétlések koziil, 1 futtatdsban (6sszesen 96 megfigyelésbdl).

4A legalacsonyabb érték az egyes futtatdsok adatainak 6sszesitett elemzésével.

Precizitas
Csiravonal

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel végzett csiravonal variansazonosité
modul pontossagat Platinum Genome mintak reprezentativ vizsgalataval értékelték. A vizsgalathoz egyetlen
konyvtar elkészitése tortént a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel, amely 12 mintat tartalmazott; ezeket
egyenként nyolc ismétléssel vizsgaltak. A konyvtarakat a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) harom tételével és harom NextSeq 550Dx készlilékkel szekvenaltak dsszesen kilenc szekvenalasi
futtatasban.

A heterozigdéta variansokat tartalmazoé mintak alapjan hataroztak meg, hogy a vizsgalat inherens variabilitasa
befolyasolja-e a genotipus-meghatdrozast (N = 153 egyedi heterozigdta varians). Meghataroztak a Cx értéket
csiravonal variansazonosité modullal, mindkét hatarérték esetében (0,2 a heterozigoéta és 0,7 a homozigdta
genotipusok esetében), ahol x a hatarértéket meghaladd ismétlések ardnya. Az alsé 0,2-es VAF hatarérték
esetén a NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) esetében a minimalis Cx értékd varians > 99,9% volt,
ami azt jelenti, hogy a heterozigdta variansok > 99,9%-at heterozigdtaként azonositja. A felsé, 0,7-es VAF
hatarérték esetén a NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) esetében a maximalis Cx értékd varians <
1,5% volt, ami azt jelenti, hogy a heterozigdta variansok =< 1,5%-at azonositja homozigdtaként. Az 33 tablazat
tartalmazza az eredményeket varianstipus szerint. A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles)
hasznalataval végzett egyetlen szekvenalasi futtatasbdl szarmazd Cx-értékek is szerepelnek referenciaként.

33 tablazat Csiravonalbeli heterozigdta varidnsok Cx értékei

VAF-hatarértéke 0,2 VAF-hatarértéke 0,7
Varians tipusa N
Minimalis Cx (v2.5)" Minimalis Cx (v2)2 Maximalis Cx (v2.5)" Maximalis Cx (v2)?
SNV 94 >99,9% >99,9% 1,5% 1,0%
Inzerciok 24 100% 100% 0% <0,1%
Deléciok 35 100% >99,9% <0,1% <0,1%

TCx-értékek a varianciakomponens-elemzésbdl szarmazo teljes szoras becslése alapjan.
2Cx-értékek a minta szdrasai alapjan.
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Szomatikus

A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel végzett szomatikus varidnsazonositd
modul pontossagat FFPE Platinum Genome mintak reprezentativ vizsgalataval értékelték. A vizsgalathoz
egyetlen konyvtar elkészitése tértént a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx készlettel, amely két mintat
tartalmazott; ezeket egyenként nyolc ismétléssel vizsgaltak. A kdnyvtarakat a NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles) harom tételével és harom NextSeq 550Dx késziilékkel szekvenaltdk 6sszesen
kilenc szekvenadlasi futtatasban.

A = 0,10 varhato VAF-szintl szomatikus variansok (N = 131 egyedi varians) segitségével vizsgaltak a készlilék
variabilitasat a szomatikus varidnsazonosité modul VAF-hatdarértéke kdzelében (a = 0,026 VAF-szintl
szomatikus variansokat pozitivként azonositja a variansra vonatkozdan). Mindegyik szomatikus varians
esetében meghataroztak a C95 értéket. A C95 azt a VAF-értéket jelenti, amelynél a szomatikus varidns modul
VAF-hatarértékénél magasabb eredmény valdszinlsége 95%. Az 34 tablazat tartalmazza legmagasabb C95-
értéket varianstipusonként. A NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) hasznalataval végzett
egyetlen szekvenalasi futtatasbdl szarmazo C95-értékek is szerepelnek referenciaként.

34 tablazat A szomatikus munkafolyamattal kapott C95-értékek 6sszefoglalasa

Varians tipusa Ertékelt variansok szama C95 (v2.5)’ C95 (v2)?
SNV 74 0,064 0,063
Inzerciok 24 0,062 0,061
Deléciok 33 0,060 0,060

1C95-értékek a varianciakomponens-elemzésbél szarmazd teljes széras becslése alapjan.
2C95-értékek a minta szdrasai alapjan.

Moddszerek 6sszehasonlitasa (reagenskészlet)

Csiravonal

215 egyedi varians atlagos VAF-jat a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel a csiravonal varidansazonosité modullal készlilt
eredmények felhasznalasaval értékelték. A VAF atlagat 11 szekvenalasi futtatasbdl (a v2.5 esetében), illetve
egy szekvenalasi futtatasbol (a v2 esetében) szamitottak ki. Az egyes varidansok atlaganak kiszamitdsahoz
legalabb nyolc ismétlést hasznaltak. Az 3 abra lathaté a VAF egyes reagenskészletek k6zotti korrelacioja. Az
erds linearis VAF-korrelacid és a reagenskészletek eredményeinek hasonldsaga alapjan az eredetileg a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a csiravonal varians modul segitségével ellenérzott
és validalt teljesitményjellemzékrél megallapithatd, hogy a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) esetében is alkalmazhatodk.
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3 dbra A csiravonal varidnsazonosité modul esetében a varians allél gyakorisdganak (VAF) korrelacidja a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5
(300 cycles) kozott.

1- N =215 egyedi varians
R"2 =0,9994
0.9 Meredekseg = 1,0010
0,8 - Tengelymetszet = 0,00009

0,7
0,6
0,5

v2.5 VAF (atlag)

0,4

0,3

0,2

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

Szomatikus

501 egyedi varidns atlagos VAF-jat a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) készlettel a szomatikus varidnsazonosité modullal késziilt
eredmények felhasznalasaval értékelték. A VAF atlagat 11 szekvenalasi futtatdsbdl (a v2.5 esetében), illetve
egy szekvenalasi futtatasbol (a v2 esetében) szamitottak ki. Mindegyik egyedi varians atlaganak
kiszamitdsahoz legaldbb harom ismétlést hasznaltak. Az 4 dbra lathatd a VAF egyes reagenskészletek kozotti
korrelacidja. A VAF-korrelacid és a reagenskészletek eredményeinek hasonlésaga alapjan a NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a szomatikus varidnsazonosité modul segitségével ellenérzott és
validalt teljesitményjellemz&krél megallapithatd, hogy a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) esetében is alkalmazhatok.
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4 dbra A szomatikus varidnsazonosité modul esetében a variadns allél gyakorisdganak (VAF) korrelacidja a
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) és a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5

(300 cycles) kozott.

17 N =501 egyedi varians
0,9 R*2=0,9997
0,8 Meredekség = 1,0017
07 Tengelymetszet = -0,00083

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

0

v2.5 VAF (atlag)

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
v2 VAF (atlag)
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Modositasi elézmeények

Dokumentum Datum Mddositasok leirasa
Dokumentumszam: 2023. Els6 kiadas.
200031448 v0O junius A korabbi 1000000030326 szamu dokumentum helyébe ez Iépett.

Az Uj dokumentum valtozasai az 1000000030326 v6

dokumentumhoz képest:

o Tartalom hozzaadva a NextSeq 550Dx késziilékhez rendelkezésre
allé opcionalis lllumina DRAGEN szerverhez.

o Leveg6szlré cikkszama frissitve.

A 1000000030326 szamu dokumentum korabbi médositasai:

o Frissitésekre kerlilt sor a forrasszoftverbdl véletleniil hozzaadott
tartalom helyesbitésére.

» Sulyos események jelentésével kapcsolatos nyilatkozat
hozzdadasa a Figyelmeztetések és dvintézkedések részhez.

o Arendeltetés szerinti felhasznaldra vonatkozo nyilatkozat
hozzaadasa Az eljaras mikodési elve részhez.

o A High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) termékre vald
hivatkozas eltavolitasa.

o A High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles) termékre vald
hivatkozas hozzaadasa.

o Mddositdsi el6zményeket tartalmazé tablazat hozzaadasa. Az
eurdpai unids meghatalmazott képvisel cimének frissitése.

Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszer(i miikodtetéséhez haszndlhatd. Egyéb célokra nem hasznalhatd. A dokumentum és
annak tartalma az lllumina elézetes irdsos engedélye nélkiil ettél eltéré célokra nem hasznalhaté és forgalmazhatd, tovabba semmilyen
formaban nem kommunikalhatd, hozhaté nyilvanossagra vagy reprodukalhaté. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a
termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerz6i jogi, szokdsjogi vagy egyéb oltalom alatt allé jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szerepl6 utasitasokat a kvalifikalt és megfelel6en képzett személyzetnek szigortan be kell tartania az itt
ismertetett termék(ek) megfeleld és biztonsagos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata elétt a felhasznald koteles atolvasni és
értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPL® INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A TERMEK (EK)
MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELY| SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB
ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

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

© 2023 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informacidkat Idsd a
www.illumina.com/company/legal.ntml weboldalon.
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Elérhetésegek

wl e

lllumina, Inc.

5200 Illlumina Way IVD Ausztral szponzor

San Diego, California 92122 U.S.A. lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikan kiviil) lurmina Nethariands B Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - iﬁi‘iﬂzﬁf,‘ll"nﬁ‘;"e" Ausztrélia

A termék cimkeéi

A terméken és a csomagolasan megjelené cimkéken lathatd szimbdlumok teljes magyarazatat megtekintheti a
support.illumina.com honlapon az On készletére vonatkozé Documentation (Dokumentacid) lapon taldlhaté
szimbolum ikonra kattintva.
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