Ptibalovy letak pfistroje MiSeqDx pro pfistroje se systémem MOS v4

Pristroj MiSeq™Dx

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT

Ucel pouZziti

Pfistroj MiSeqDx je uréen k cilenému sekvenovani knihoven DNA pofizenych z DNA lidského genomu
extrahované z periferni plné krve nebo tkané fixované formalinem a zalité do parafinu (FFPE) pfi
provadénirozborl in vitro diagnostiky (IVD) na tomto pfistroji. Pfistroj MiSegDx neni uréen

k sekvenovani celého genomu ani sekvenovani de novo. PFistroj MiSeqDx je tfeba pouzivat

s registrovanymi, zapsanymi, povolenyminebo schvalenymi VD reagenciemi a analytickym softwarem.

Principy postupu

PFistroj Illumina MiSeqDx je uréen k cilenému opakovanému sekvenovani lidské DNA pomoci
spotfebniho materidlu lllumina pro sekvenovani a knihoven pfipravenych z DNA lidského genomu
extrahované z periferni pIné krve nebo tkané FFPE pomoci registrovanych, zapsanych, povolenych
nebo schvalenych IVD reagencii. Knihovny jsou pfipravovany prostifednictvim amplifikace cild a pfipojeni
indext vzork( a zachycenych sekvenci. Knihovny vzorkl se zachyti v prltokové kyveté a jsou pfistrojem
sekvenovany pomoci chemikalii pro technologii SBS (sequencing by synthesis). Technologie SBS
vyuziva metodu reverzibilniho terminatoru k detekci jednotlivych nukleotidovych bazi tak, jak se
zaclenuji do rostoucich fetézcl DNA. Software pro analyzu v rediném ¢ase (RTA) provadi analyzu
snimkU a pfifazeni bazi a kazdé bazi za kazdy cyklus sekvenovani pfifadi kvalitativni skore. Kdyz je
primarni analyza dokonéena, provede se pfistrojem MiSeqDx sekundarni analyza, ktera zpracuje
pfifazeni bazi.

Zpracovani typicky zahrnuje demultiplexovani, generovani soubord FASTQ, zarovnani, pfifazeni variant
a generovani souborl ve formatu pfifazeni variant (variant call format, VCF), které obsahuji informace
o variantach nalezenych na konkrétnich pozicich v referen¢nim genomu. V zavislosti na pracovnim
postupu vyuzivd MiSeqDx pro sekundarni analyzu rdzné moduly.

Konfigurace s dualnim bootovanim

Konfigurace s dualnim bootovanim zahrnuje hardware, software a instalaéni postupy, které umoznuji
pristroji MiSeqDx provadét sekvenacni testy pro diagnostiku in vitro (IVD) i pro vyzkumné ucely (RUO).
Konfigurace s dudlnim bootovanim umoznuje uZzivateli pfepinat mezi diagnostickym rezimem
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a vyzkumnym rezimem ptistroje. Cipy radiofrekvenéniidentifikace (RFID) na spotfebnim materiélu pro
sekvenovani brani pouZiti reagencii pro sekvenovani pro vyzkumné ucely (RUO) v diagnostickych bézich
sekvenovani.

Omezeni postupu

* Ur&eno k diagnostice in vitro.

* Vysledky prezentované na $titku byly dosazeny pomoci reprezentativnich paneld rozbor(
pouzivajicich periferni plnou krev nebo bunécéné linie pro posouzeni germinaini u¢innosti a tkdné
FFPE nebo bunécné linie FFPE pro posouzeni somatické ucinnosti s popsanymireagenciemia
softwarovymi moduly. Moduly Germline Variant a Somatic Variant byly vyvinuty pro G&ely hodnoceni
ucinnosti reprezentativnimi rozbory. Charakteristiky u¢innosti jsou uvadény jen pro informaci.
Uvedené valida¢ni testovani slouzijen jako pfiklad obecnych moznosti pfistroje a nepfedstavuje
jeho moznosti nebo vhodnost ve vztahu ke konkrétnim tvrzenim. VSechny diagnostické testy
vyvinuté pro pouZziti na tomto pfistroji vyZaduji pinou validaci véech aspekt( vykonnosti.

* Produkt je omezen na nasledujici vystupy:

— Vystup sekvenovani = 5 Gb pfi délce ¢teni 2 x 150 bp

—  Filtr Uspé&snosti éteni = 15 milion( pfi délce &teni 2 x 150 bp

— Bé&ze s Q30 = 80 % pfi délce ¢teni 2 x 150 bp
Nejméné 80 % bazi ma kvalitativni skore Phred vétsinez 30, coz znamena, Ze pfesnost pfifazeni
baze je vétsinez 99,9 %.

* Pristroj MiSeqgDx byl validovan jen pro sekvenovani knihoven lidské DNA extrahované z periferni
pIné krve nebo tkané FFPE. Knihovny generované z jinych typl vzorkl by se s timto pfistrojem
nemély pouzivat pro diagnostiku in vitro. U¢innost tohoto pfistroje pro sekvenovani mikrobialnich
nebo virovych nukleovych kyselin z klinickych vzorkd nebyla stanovena.

* Pristroj MiSeqDx je uréen pro diagnostiku in vitro s registrovanymi, zapsanymi, povolenyminebo
schvalenymi VD reagencieminebo rozbory. Omezeni pro reagencie a charakteristiky ucinnosti
popsané v tomto pfibalovém letaku jsou zalozeny na reprezentativnich rozborech a softwarovych
modulech. Uréené pouziti, detekované varianty a typy vzorkd u rozbord IVD jsou popsany v
pfibalovém letaku daného rozboru.

* Obsazenéindely (inzerce, delece a jejich kombinace) o délce vétsinez 25 bp nejsou softwarem pro

rozbor zarovnany. Proto se indely del$i nez 25 bp nedaji timto softwarem pro rozbor zjistit.

* Systém byl validovan pro detekci jednonukleotidovych variant (SNV) a deleci o délce az 25 bp a
inzerci o délce az 24 bp pfi pouziti se softwarem s moduly Germline Variant a Somatic Variant.
Pro somaticka pfifazeni, pfi frekvenci variant 0,05, byly detekovany delece 25 bp a inzerce 18 bp.
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* Software pro rozbor nemusi zarovnat ¢teni amplikonl s extrémnim obsahem variant, coz ma za

nasledek, ze dana oblast se vykaze jako divoky typ. Takovy extrémni obsah zahrnuje:

— Cteni obsahuijici vice ne? ttiindely.

— Ctenio délce alespori 30 bp s obsahem SNV v&tsim nez 4 % celkové cilové délky amplikonu
(vyjma oblasti sondy).

— Ctenio délce mensinez 30 bp s obsahem SNV vét$im nez 10 % celkové délky amplikonu (véetné
oblasti sondy).

* Velké varianty, véetné vicenukleotidovych variant (MNV) a velkych indel, mohou byt ve vystupnim
souboru VCF vykazany jako samostatné mensi varianty.

* Varianty delece Ize filtrovat nebo opomenout pfi pfeklenovani dvou dlazdicovych amplikon(,
pokud je delece delsi nebo rovna prekryti mezi dlazdicovymi amplikony.

* Systém nedokaze detekovat indely, pokud sousedi pfimo s primerem a neni zde Zadny pfekryvajici
amplikon. U oblasti s prekryvajicimi amplikony rozbor nedokaze detekovat delece, pokud je oblast
prekryti mensi nez velikost delece, ktera se ma detekovat. Pokud napfiklad oblast prekryti dvou
sousedicich amplikond zahrnuje dvé (2) baze, rozbor nedokaze detekovat zadné delece zahrnujici
obé tyto baze. Lze detekovat delecijedné z téchto bazi.

* Podobné jako u jakéhokoliv pracovniho postupu pfipravy knihovny na bazi hybridizace mohou vlastni
polymorfismy, mutace, inzerce ¢i delece ve vazebnych oblastech oligonukleotidl ovlivnit alely,
na néz sonda cili. Tim jsou ovlivnéna i pfitazeni uskutec¢néna v pribé&hu sekvenovani. Pfiklad:

— Varianta ve fazi s variantou v oblasti primeru nemusi byt amplifikovana, coz ma za nasledek
falesné negativni vysledek.

— Varianty v oblasti primeru by mohly zabranit amplifikaci referenéni alely, coZ by vedlo k
nespravnému signalu homozygotni varianty.

— Varianty indeld v oblasti primeru mohou zpUsobit fale$né pozitivni pfifazeni na konci ¢teni
sousediciho s primerem.

* Pokud se indely vyskytnou pobliz konce jednoho ¢teni a b&hem sefazeni se jemné pfipnou,

Ize je kvili vychyleni vidken filtrovat.

* Malé MNV nebyly validovany.
* Varianty poctu kopii nebo strukturni varianty, napfiklad fuze nebo translokace, nebyly validovany.
* Specifickd omezeni tykajici se germinalnich variant:
— Systém MiSeqDx vyuzivajici modul Germline Variant je navrzen tak, aby poskytoval kvalitativni
vysledky pfifazeni germinainich variant (napf. homozygotnich, heterozygotnich, divokého typu).
— Prfipouzitis modulem Germline Variant je pro pfesné pfifazeni variant potfeba minimalni pokryti
na amplikon 150x. Pocet vzorkl a celkovy cileny pocet bazi ovliviiuje pokryti. Pokryti mze byt
ovlivnéno obsahem GC a jinym obsahem genomu.
— Zda bude varianta identifikovana jako homozygotni nebo heterozygotni, mtize byt ovlivnéno
variabilitou poctu kopii.
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Varianty v uréitém opakujicim se kontextu se vyfiltruji do soubord VCF. Filtr opakovani RMxN se
pouziva k filtrovani variant, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované
vyskytuje celd nebo ¢ast sekvence varianty. Pro pfifazeni germinalni varianty vyzaduje filtrace
varianty minimalné devét opakovani v referenci, pfiemz se zohledni pouze opakovani o délce
do 5 bp (R5x9).

* Specifickd omezeni tykajici se somatickych variant:

So

Systém

Systém MiSeqgDx vyuzivajici modul Somatic Variant je navrZen tak, aby poskytoval kvalitativni
vysledky pfifazeni somatickych variant (tj. pfitomnosti somatické varianty s frekvenci varianty
vétsinebo rovné 0,026 s mezi detekce 0,05).

Pfi pouziti s modulem Somatic Variant je pro pfesné pfifazeni variant potfeba minimalni pokryti
na fondy oligonukleotidl 450x. PoCet vzorkl a celkovy cileny pocet bazi ovliviluje pokryti. Pokryti
mUZe byt ovlivnéno obsahem GC a jinym obsahem genomu.

Varianty v uréitém opakujicim se kontextu se vyfiltruji do soubord VCF. Filtr opakovani RMxN se
pouziva k filtrovani variant, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované
vyskytuje celd sekvence varianty nebo jeji ¢ast. U pfifazeni somatickych variant je pro filtrovani
varianty potfeba alespori 6 opakovani v referenci, pfiéemz se berou v Uvahu pouze opakovanio
délce max. 3 bp (R3x6).

Modul pro analyzu somatickych variant nedokaze rozlisit mezi germinalnimi a somatickymi
variantami. Modul je uréen k detekovani variant v celé Fadé frekvenci variant, ale frekvenci
variant nelze pouzit k rozliSeni somatickych variant od germindlnich variant.

Detekci variant ovliviiuje normalni tkan ve vzorku. Vykazana mez detekce je zalozend na
frekvenci variant vzhledem k celkové DNA izolované z nddoru a z normalni tkané.

ucasti produktu

[llumina MiSeqDx tvofi nasledujici soucasti:

PFistroj MiSeqDx (katalogové ¢. DX-410-1001)

Nasledujici softwarové komponenty jsou pro provoz pfistroje MiSegDx a jeho pouziti k analyze dat

nutné:

Softwarova .
) Funkce Popis

aplikace
Operaéni Ovlada Softwarova aplikace MOS fidi provoz pfistroje béhem sekvenovania
software provoz vytvafi snimky pro pouziti softwarem pro analyzu v redlném Case (RTA).
MiSeq pfistroje  Dalsiinformace naleznete v Referenéni pfiruc¢ce pfistroje MiSeqDx pro
(MOS) MOS v4 (dokument ¢. 200010452).
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Softwarova
. Funkce Popis
aplikace
Analyza Provadi  Softwarova aplikace RTA konvertuje snimky generované MOS pro kazdou

vrealném primarni  dlazdici na cyklus bé&hu sekvenovani do souborl volani bazi, které jsou
C¢ase (RTA) analyzu  vstupy pro analytické moduly Local Run Manager. Softwarova aplikace
RTA neobsahuje uZivatelské rozhrani.

Local Run Rozhrani Software Local Run Manager je fe$eni pro spravu uzivatell, provadéni
Manager pro sekundarni analyzy a monitorovani stavu, které je integrované pfimo do
vybér pfistroje. DalSiinformace naleznete v Referenéni pfiruéce softwaru Local

modulu Run Manager v3 pro MiSeqDx (dokument & 200003931).

Skladovani a manipulace

Prvek Technické udaje

Teplota Pfeprava a skladovani: -10°C az 40 °C
Provozni podminky: 19 °C az 25 °C

Vihkost Pfeprava a skladovani: Nekondenzujici vihkost
Provozni podminky: relativni vihkost 30-75 % (nekondenzujici)

Pozadované vybaveni a materialy,
nedodané

Spotrebni material pro sekvenovani

Sada reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 (katalogové &. 20037124)
Sada reagencii MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (katalogové ¢. 20063860)

Spotrebni material dodany uzivatelem

Zaijistéte, aby prfed zahajenim béhu byl k dispozici ndsledujici spotfebni material dodany uZivatelem.
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CcC.

Spotiebni material cel

Cistici ubrousky se 70% isopropyl alkoholem Cisténa skla a stolku prdtokové kyvety
nebo

Ethanol, 70 %

Laboratorni utérky, netkané Cisténi stolku priitokové kyvety

Papir na ¢oc¢ky, 10 x 15 cm Cisténi priitokové kyvety

Tween 20 Myti pfistroje

Pinzeta, plastova se ¢tvercovym hrotem Vyjmuti prdtokové kyvety z pfepravniho
(volitelné) kontejneru

Voda, laboratornijakost Myti pfistroje

Pokyny pro vodu laboratorni jakosti

K provadéni postupl na pfistroji vzdy pouzivejte pouze vodu laboratorni jakosti nebo deionizovanou
vodu. Nikdy nepouzivejte kohoutkovou vodu.

Pouzivejte pouze vodu nasledujici nebo rovnocenné jakosti:
* Deionizovana voda

* lllumina PW1

* Voda s jakosti 18 megaohmi (MQ)

*  Voda Milli-Q

*  Voda Super-Q

* Voda pro molekularni biologii

Varovani a preventivni opatreni

A VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpeéné chemické latky. Vdechovanim,
poZzitim, stykem s kliZi a vniknutim do oéi mUZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné
pomucky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro
mozna rizika. S pouzitymireagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je
v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany
zivotniho prostfedi, zdravi a bezpeénosti prace naleznete na bezpeénostnim listu (SDS) na
strance support.illumina.com/sds.html.
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* Se vSemivzorky krve zachazejte tak, jako by byly infikovany virem lidské imunodeficience (HIV),
lidskym virem hepatitidy B (HBV) a dalSimi krevnimi patogeny (univerzalni opatfeni).

* Nedodrzeni uvedenych postupt mdze vést k chybnym vysledkim nebo vyznamnému snizeni kvality
vzorku.

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte Usty. Ve vyhrazenych pracovnich
prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a sadami reagencii pouzivejte
jednorazové rukavice a laboratorni pla$té. Po manipulaci se vzorky a sadamireagencii si dikladné
umyjte ruce.

* Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe a hygieny, aby nedoslo ke kontaminaci reagencii,
nastroj a genomickych vzorkt DNA produkty PCR. Kontaminace PCR m{zZe vést k nepfesnym a
nespolehlivym vysledkdm.

* Aby se zabranilo kontaminaci, ujistéte se, Ze oblasti pfed amplifikaci a po amplifikaci maji
specializované vybaveni a spotfebni material (napf. pipety, Spicky pipet, tepelné bloky,
vortexery a centrifugy).

* Tam kde to ma smysl, se parovaniindexd se vzorky musi pfesné shodovat s tisténym rozvrzenim
desky. Local Run Manager automaticky vyplIniindexové primery souvisejici s nazvy vzorkd, kdyz se
zadaji do modulu. Doporucuje se, aby uZivatel pfed spusténim béhu sekvenovani ovéfil spojeni
indexovych primer( a vzork{. Rozdily mezi vzorky a rozvrzenim desky vyusti ve $patnou identifikaci
pozitivnich vzorkl a vykazani nespravnych vysledkd.

* Velmise doporucuje, aby si uzivatel nainstaloval antivirovy software, ktery bude pocita¢ chranit
proti virdm. Pokyny k instalaci naleznete v uzivatelské pfirucce.

* Pristroj MiSegDx nepouzivejte, pokud je z néj sejmut kterykoliv z krycich paneld. Pouzivani pfistroje,
kdyZ jsou sejmuty nékteré z panell, pfedstavuije riziko Urazu stfidavym nebo stejnosmérnym
elektrickym proudem.

* Nedotykejte se stolku pro pritokovou kyvetu v prostoru pritokové kyvety. Ohfiva¢ vtomto prostoru
muUze mit teplotu 22 °C az 95 °C a mohl by zpUsobit popéleniny.

* Pribliznd hmotnost pfistroje je 57 kg, takZe v pfipadé padu nebo nevhodného zachazeni mlize
zpUsobit vazné poranéni osob.

* Veskeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem neprodlené nahlaste spole¢nosti lllumina
a prislusnym organdm ¢lenského statu, ve kterém uzivatel a pacient ptisobi.

Navod k pouziti

K postupu podle nasledujiciho navodu k pouziti pfistroje MiSeqDx jsou potfeba reagencie obsazené
v sadé reagencii MiSegDx Reagent Kit v3.
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Vytvoreni béhu pomoci softwaru Local Run Manager

Podrobny navod k vytvofeni béhu naleznete v Referencni pfirucce softwaru Local Run Manager v3 pro
MiSeqDx (dokument & 200003931) a privodci modulem Local Run Manager pro analyticky modul, ktery
pouzivate.

Priprava kazety reagencii

Nasledujici navod popisuje, jak rozmrazit reagencie pomoci vodni lazné o pokojové teploté.

1.
2.

Kazetu reagencii vyjméte ze skladovacich prostor s teplotou od -15 °C do -25 °C.

Umistéte kazetu reagencii do vodnilazné s dostateénym mnozstvim deionizované vody pokojové
teploty, aby byla zakladna kazety reagencii ponofena az po rysku vyznacenou na kazeté reagencii.
Voda nesmi pfekrodit maximalni ¢aru ponoru.

Obrazek1 Maximalni ¢ara ponoru

— ||
[ I

| |
! )

Nechte kazetu reagencii rozmrazovat ve vodni lazni o pokojové teploté po dobu 60-90 minut nebo
dokud zcela nerozmrzne.

Vyjméte kazetu z vodnilazné a jemné s ni poklepejte o stll, aby se ze zakladny kazety uvolnila voda.
Osuste zakladnu kazety. Zkontrolujte, zda na horni ¢ast kazety reagencii nestfikla voda.

Kontrola kazety reagencii

1.

Kazetu reagencii desetkrat obratte nahoru a doll, aby se rozmrazené reagencie promichaly,

a pak zkontrolujte, zda jsou rozmrazeny vSechny pozice.

Zkontrolujte, zda jsou reagencie v pozicich 1, 2, a 4 zcela promichané a zda se v nich nenachdzi
srazeniny.

POZNAMKA Pro spravné sekvenovanije nezbytné, aby byly reagencie v kazeté ddikladné
rozmrazeny a promichany.
Opatrné kazetou poklepejte o pracovni stll, abyste snizili pocet vzduchovych bublinek

v reagenciich.

POZNAMKA Nasévaci trubigky pristroje MiSeqDx zasahuji na dno kazdého zasobniku za U&elem
nasavani reagencii, a proto je dllezité, aby v zasobnicich nebyly vzduchové bubliny.
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4. Umistéte kazetu reagencii na led nebo ji ponechte pfiteploté 2 °C az 8 °C (az na Sest hodin),
dokud nebude pfipravena k nastaveni testu. Nejlepsich vysledkd doséhnete, prikroéite-li pak pfimo
k vloZeni vzorku a nastaveni béhu.

Pfiprava vzorku na sekvenovani

Pokyny k pfipravé knihovny vzork( pro sekvenovani véetné fedéni a vkladani do fondu naleznete v ¢asti
navodu k pouziti pfibalového letdku sady pro pfipravu knihovny.

Redé&ni vzorkd knihoven zavisi na tom, nakolik komplexni jsou fondy oligonukleotiddl. U pFistroje
MiSeqDx je nutna optimalizace hustoty klastrd a optimalni hustota klastr( se lisi podle konkrétni
pfipravy knihovny.

VloZeni knihoven vzorku do kazety

Kdyz je kazeta reagencii zcela rozmrazena a pfipravena k pouziti, mlzete do ni vloZit vzorky.

1. Pomoci samostatného, Cistého a prazdného 1ml hrotu pipety propichnéte tésnici félii nad
zdsobnikem na kazeté reagencii s napisem Load Samples (Vzorky k viozeni).

POZNAMKA Nepropichujte Zzadné jiné pozice s reagenciemi. Ostatni pozice s reagenciemi budou
propichnuty automaticky v ramci béhu.

2. Do zasobniku Load Samples (VloZzte vzorky) napipetujte 600 ul pfipravenych knihoven DAL (Diluted
Amplicon Library). Nedotykejte se tésnici félie.

3. PovloZenivzorku zkontrolujte, zda v zasobniku nejsou vzduchové bubliny. Pokud zjistite pfitomnost
bublin, opatrné poklepejte kazetou o pracovni stdl, abyste bubliny uvolnili.

Obrazek 2 Vlozeniknihoven

4. Prejdéte pfimo k postupu nastaveni béhu pomocirozhrani MiSeq Operating Software (MOS).
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Nastaveni béhu

Podrobny navod k nastaveni béhu naleznete v Referenéni pfiruc¢ce pfistroje MiSeqDx pro MOS v4
(dokument &. 200010452).

1. K pfistroji MiSeqDx se pfihlaste svym heslem k softwaru Local Run Manager.
2. Na obrazovce Home (Domd) softwaru MOS vyberte Sequence (Sekvence).

3. Naseznamu vyberte béh, a poté vyberte Next (Dalsi).
V nasledujicim pofadi se otevre série obrazovek pro nastaveni béhu: Load Flow Cell (VloZeni
pritokové kyvety), Load Reagents (VloZenireagencii), Review (Kontrola) a Pre-Run check (Kontrola
pfed béhem).

4. Kdyz se objevi obrazovka Load Flow Cell (Vlozeni pritokové kyvety), vycistéte a vliozte pritokovou
kyvetu.

5. Zavrete zapadku prltokové kyvety a dvitka prostoru prlitokové kyvety.
Pfed spusténim béhu musi byt zapadka i dvitka prostoru pritokové kyvety zaviené. Po vloZeni
pritokové kyvety software preéte a zaznamena RFID. Potvrzeni o Uspé&3ném piedéteni RFID se
zobrazi v pravém dolnim rohu obrazovky.

6. Podle pokyn( softwaru viozte ldhev s roztokem MiSegDx SBS Solution (PR2), zkontrolujte,
ze odpadnilahev je prazdna, a vloZte kazetu reagencii.
Po vlozenilahve MiSeqgDx SBS Solution (PR2) a kazety reagencii software precte a zaznamena
RFID. Potvrzeni o uspé&Sném precteni RFID se zobrazi v pravém dolnim rohu obrazovky.

7. Kdyz se spustibéh, otevie se obrazovka Sequencing (Sekvenovani). Tato obrazovka zajistuje
vizudlni reprezentaci probihajiciho béhu, a to véetné intenzity a kvalitativnich skore.

Vysledky

Software pro analyzu v rediném Case (Real-Time Analysis, RTA) je integrovany software, ktery provadi
analyzu snimkU a pfifazeni bazi a kazdé bazi za kazdy cyklus sekvenovani pfifadi kvalitativni skore. Kdyz
primarni analyza skon¢i, modul pfistroje MiSeqgDx vybrany v ¢asti Vytvoreni béhu pomoci softwaru Local
Run Manager na strané 8 spusti sekundarni analyzu. DalSi pracovni postupy naleznete v dokumentaci
pfislusného rozboru.

Postupy kontroly kvality

Pfi vyhodnocovani kazdého béhu, vzorku a pfifazeni baze bere software MiSegDx v Uvahu metriky
kontroly kvality. Pokud je to vyZzadovano, mély by se z hlediska o¢ekavanych vysledkd vyhodnotit i
pozitivni a negativni kontroly, které jsou souéasti pfipravy knihovny.
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Charakteristiky ucinnosti

V8echny studie byly provedeny pfistrojem MiSeqgDx.

Germinalni studie vyuzivaly k pfipravé knihovny bud rozbor MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay,
nebo reagencie sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Tyto dvé sady pouzivaji stejné reagencie pro
piipravu knihovny a v jejich pracovnim postupu je jen jeden rozdil, a sice poc¢et cykll polymerazové
fetézové reakce (PCR), ktery je u prvni 25 a u druhé 28. Dalsi cykly PCR umoziuji u sady TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx nizsi vstup DNA (50 ng) oproti sadé MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay
(250 ng), jak je vidét u studie vstupu DNA pfi pouziti sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx. Knihovny
pfipravené pomoci sady rozboru MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay byly sekvenovany pomoci
reagencii pro sekvenovani, které jsou soucasti sady. Knihovny pfipravené pomoci sady TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx byly sekvenovany pomoci reagencii ze sady MiSeqDx Reagent Kit v3. Tyto reagencie
pro sekvenovani maji vyssi vstup oproti tém ze sady rozboru MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant
Assay.

Testovani se provadi se vzorky v rozsahu podporovaném sadou reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3
Micro. V zavislosti na rozboru mlze pfistroj MiSegDx podporovat 1-96 vzorkd na béh. Sada reagencii
MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro je navrzena tak, aby pro vybrané rozbory podporovala nizsi vykonnostni
moznosti vzorkl v daném rozsahu.

Somatické studie pouzivaly sadu TruSeq Custom Amplicon Kit Dx se sadou reagencii MiSeqDx Reagent
Kit v3.

Po pracovnich postupech germindini nebo somatické studie, popsanych v ndvodu pro pfipravu knihovny
pro sekvenovani pomoci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx, nasledovala analyza pomoci modulu
Germline Variant nebo Somatic Variant se dvéma vyjimkami. Studie pouzivajici jako reprezentativni
panely mutacijediny gen (germinaini u¢innost; MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay) nebo dva
geny (somaticka uc¢innost) pouzivaly pracovni postupy a analytické moduly specifické pro dany rozbor.

POZNAMKA Obsah genomu amplikonu je sumarizovan vzhledem k sekvenovanému vldknu genomu.
U amplikonl negativniho viakna je referenéni obsah genomu reverzni komplement
(napriklad oblasti PolyA na amplikonech negativniho vidkna odpovidaji oblastem PolyT
referen¢niho genomu).

Definice vypoc¢tl pouzivanych v charakteristikach

e

ucinnosti

* Procento pozitivni shody (PPA) se poditd jako pomér lokust, které jsou referenéni metodou
klasifikovany jako varianty a jsou rozborem spravné vykazany.

— (pocet lokusl varianty spravné vykazanych rozborem) / (celkovy pocet lokusd varianty)

Dokument €. 200006218 vO1 CZE 11

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO
URCENO POUZE NA EXPORT



Ptibalovy letak pfistroje MiSeqDx pro pfistroje se systémem MOS v4

Lokusy varianty vykazané rozborem, které jsou shodné s referenéni metodou, jsou skuteé¢né
pozitivni (TP). Lokusy varianty vykazané rozborem jako referenéni pfifazeni nebo jina pfifazeni
varianty jsou faleSné negativni (FN).

* Procento negativni shody (NPA) se pocita jako pomér lokus(, které jsou referenéni metodou
klasifikovany jako divoky typ a jsou rozborem spravné vykazany.
— (pocet lokust divokého typu spravné vykazanych rozborem) / (celkovy pocet lokusl divokého
typu)
Lokusy divokého typu vykazané rozborem, které jsou shodné s referencni metodou, jsou
skute¢né negativni (TN). Lokusy divokého typu vykazané rozborem jako varianty jsou fale$né
pozitivni (FP).

* Celkova procentudlini shoda (OPA) se pocita jako pomér lokusl spravné vykazanych rozborem
vzhledem k referenéni metodé.

— ((pocet lokusl varianty spravné vykazanych rozborem) + (pocet lokus( divokého typu spravné
vykazanych rozborem)) / ((celkovy pocet lokusd varianty) + (celkovy pocet lokusi divokého
typu))

* Pro pfifazenivariant nezahrnuji vypocty PPA, NPA a OPA zadna pfifazeni (varianta nebo referenéni
lokus nesplfiuji podminky jednoho nebo vice kvalitativnich filtr(). Dvé studie ve své metrice

.7 spravnych pfifazeni“ vyslovné zahrnuiji varianty bez pfifazeni a toto zahrnuti variant bez pfifazeni

je pro pfislusné tabulky uvedeno.

* Mira pfifazenije vypocitana jako pomér celkového poctu lokusU, které spinily podminky filtrd,
k celkovému poctu pozic sekvenovanych pro chromozomy 1-22. Chromozomy X a Y jsou vylouceny.
Tato metrika nezohledruje shodu pfifazeni s referenéni metodou.

Charakteristiky uc¢innosti souvisejici s preanalytickymi faktory (napfiklad metodami extrakce nebo
vstupem DNA) naleznete v pfibalovém letaku pfislusné metody pfipravy knihovny.

Indexovani vzorku

Indexaéni primery vzork(, pfidané b&éhem pfipravy knihovny, pfifazuji kazdému vzorku DNA unikatni
sekvenci, kterd umozniuje viozit nékolik vzorkl spole¢né do fondu a vytvofit tak jediny béh sekvenovani.
Indexovani vzorkd bylo otestovano pro germinaini i somatické pracovni postupy.

Celkem 96 vzork( bylo testovano reprezentativnim rozborem uréenym k vyhledani rliznych gen(
zahrnujicich 12 588 bazi na vlakno u véech 23 lidskych chromozomd, aby se ovéfila schopnost rozboru
konzistentné ¢init u daného vzorku s réiznymi kombinacemiindexacnich primerl genotypova pfifazeni.
Chromozom Y neobsahuje spolehlivé oblasti a nebyl vyhodnocovan. Testovalo se osm unikatnich
vzorkd s 12 riznymi kombinacemi indexacéniho primeru na vzorek. Vysledky vzorkd ziskané modulem
pro germinalni analyzu (Germline Analysis Module) se porovnaly s genomy Platinum Genome verze
2016-01. PPA (SNV a indely) prekrocilo 97 % (spravnych pozitivnich pfifazeni bylo nejméné 70 u SNV,
38 uinzerci, 36 u deleci) a NPA bylo 100 % (nejméné 23 440 referencnich pozic na kazdou kombinaci
indext) pro véech 96 kombinaci indexl. Nezavisle byl testovan jeden index pro ovéfeni, Ze pouziti
reagencii ze sady MiSeqDx Reagent Kit v3 podporuje i méné nez osm vzork{ (u pfedchoziho produktu
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MiSeqDx Universal Kit 1.0 bylo nutné mit nejméné osm vzorkt). Tento index mé&l hodnoty PPA 98,9 %
(180/182) pro SNV, 100 % (38/38) proinzerce a 100 % (46/46) pro delece. NPA bylo 100 %
(23 856/23 856).

Pro méfeni pfesnostiindex u somatickych variant bylo testovano dvanact replikatl (24 knihoven)
vzorku na frekvencich 0,05-0,10 pomoci modulu Somatic Variant (pro somaticka pfifazeni se pouzivaji
dvé kombinace indexl na kazdy replikat). PPA bylo 100 % u SNV (64/64), inzerci (11/11) i deleci (19/19).
NPA bylo 100 % (nejméné 11 590 referencnich pozic na kazdou kombinaciindexl) u véech kombinaci
indexd.

PfFenos vzorku

Pracovni postupy pfistroje MiSeqDx zahrnuiji pfipravu knihovny a sekvenovani nékolika vzorkl plus
kontroly, a to v8e soucasné. Pro vyhodnoceni, zda fale$né pozitivni vysledky v disledku kontaminace pfi
pfenosu mezi jamkami béhem pfipravy knihovny ¢i kontaminace pfi pfenosu mezi po sobé jdoucimi béhy
sekvenovani ovlivni vysledky testd, byla provedena studie pfenosu vzork{. Byly pouzity somatické
varianty, protoze ty Ize detekovat na nizsi frekvenci alely nez germinalni varianty.

Vzorky tvofily ¢tyfi vzorky genomové DNA z bunéénych linii, z nichz kazdy obsahoval réizné panelové
mutace v reprezentativnim rozboru dvou genu. Vzorky byly uspofadany tak, Ze mutace na nékteré
pozici vjednom z nich méla referenéni sekvenci (divokého typu) v ostatnich.

Pfenos mezi jamkami je definovan jako chybovy stav potencialné vznikajici pfi manualnich krocich
zpracovani (pipetovani, michani vzork{ atd.). Pro vyhodnoceni pfenosu z jedné jamky na vzorky do jiné
byl provedeny dva testovaci béhy:

* Sachovnicové uspotadani vzorku genomové DNA (gDNA) s vysokym vstupnim mnoZzstvim
obsahujiciho mutaci v genu 1, ktery se stfida se vzorkem gDNA s nizkym vstupnim mnozstvim
obsahujicim mutaciv genu 2.

* Sachovnicové uspotadani vzorku gDNA s vysokym vstupnim mnozstvim obsahujiciho mutaci v genu
2, ktery se stfida se vzorkem gDNA s nizkym vstupnim mnozstvim obsahujicim mutaci v genu 1.

V kazdém béhu bylo na fale$nou pozitivitu vyhodnoceno celkem 12 replikatl (napf. mutace genu 1
vykdzana v jamce oznacené jako vzorek mutace genu 2 nebo naopak).

Pfenos mezi béhy je definovan jako chybovy stav potencialné vznikajici v ddsledku zbytkd z pfedchoziho
béhu sekvenovani. Pro zjisténi, zda existuje pfenos mezi béhy sekvenovani, byly pfipraveny dvé desky,
kazda s 11 replikaty jediného unikatniho vzorku gDNA s vysokym vstupnim mnozstvim, plus vzorek
blank{, a ty pak byly postupné sekvenovany na jednom pfistroji MiSeqDx a vyhodnoceny na fale$né
pozitivity. Prvni béh zahrnoval 11 replikatl vzorku s mutaci genu 2 plus jeden blank. Druhy béh zahrnoval
11 replikatl vzorku s mutaci genu 1 plus jeden blank. Knihovna vzork( s mutaci genu 2 byla sekvenovéna
jako prvni, potom nasledoval béh sekvenovani knihovny vzorku s mutaci genu 1, a potom jes$té jeden
béh sekvenovani knihovny vzorku s mutaci genu 2. Pokud by u b&hu pouze s mutaci genu 1 byly
pozorovany mutace genu 2, nebo naopak, znamenalo by to pfenos.
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Nebyla vykdzana zadna falesna pozitivita (0/24, 0 %) v disledku pfenosu mezi jamkami. Véechny
olekavané mutace byly detekovany. Nebyla vykazana zadna fale$na pozitivita (0/24, 0 %) v dlsledku
pfenosu mezi béhy. VSechny otekavané mutace byly detekovany. Bylo vykazano nula falesnych
pozitivit (0/48, 0 %) zplisobenych pfenosem celkové (pfenos mezijamkami plus pfenos mezi béhy).
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Charakteristiky germinalni u€innosti

Zde popsané studie analyzovaly data sekvenovani pomoci modulu Germline Variant, kromé studii pouzivajicich panel s jednim genem,
kde byl pouzit specificky modul pro dany rozbor.

Presnost

Pro vyhodnoceni pfesnosti pfistroje MiSeqDx u sady reagencii MiSeqDx Reagent Kit v3 a vysoce kvalitni DNA byla provedena nasledujici
studie. Studie vyuZila reprezentativni rozbor uréeny k vyhledani riznych gend zahrnujicich 12 588 bazi na 23 rliznych chromozomech

s vyuzitim 150 amplikonl. Chromozom Y neobsahuje spolehlivé oblasti a nebyl vyhodnocovan. Dvanact unikatnich vzork( pouzitych

v této studii je z jedné rodiny - dva rodice a 10 déti - asto sekvenované fadou laboratofi a metodami sekvenovani. Pét vzorkd je od Zen
a sedm od muzU. V8echny vzorky byly testovany na duplikacich. Pro SNV, inzerce a delece byla uréena pfesnost porovnanim dat ze
studie s dobfe charakterizovanou referenéni databazi. Sekvence referenéni databaze (Platinum Genomes version 2016-01) byla
odvozena z kombinace nékolika metod sekvenovani, vefejné dostupnych dat a dfivéjSich informaci. Neni-li uvedeno jinak, byly
spolehlivé genomové oblasti definovany na zakladé této referenéni metody. Celkem byl béh u vzorkl proveden osmkrat, tabulky pro
prokazani pfesnosti jsou zaloZzeny na datech z prvniho béhu.

Tabulka 1 uvadi Udaje ze studie prezentované s procentem pozitivni a negativni shody podle vzorkd, pfi¢emz pro vypocet PPA se
vysledky variant porovnavaji s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Kombinuji se tfi typy variant (SNV, inzerce,
delece). Protoze referenéni metoda poskytuje vysledky pouze jednonukleotidovych variant a inzerci/deleci, pro vypocet NPA se vysledky
nevariantnich bazi porovnaji s referenéni sekvenci lidského genomu hg19.

Tabulka 1 Shoda vysledkl pfifazeni baze pristroje MiSeqDx na kazdy vzorek

Primérna Celkovy Celkovy Celkovy Celkovy pocet Celkovy
Vzorek mira pocet pocet pocet variant bez pocet PPA NPA OPA
prifazeni variant variant TP variant FN pfifazeni pfifazeni TN
NA12877 >99,9 152 152 0 4 24024 100 100 100
NA12878 > 99,9 270 266 0 4 23856 100 100 100
NA12879 > 99,9 192 190 1 1 24054 99,5 100 >0999
NA12880 > 99,9 222 220 0 6 24052 100 100 100
NA12881 > 99,9 250 247 1 2 23862 99,6 100 >099,9
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Primérna Celkovy Celkovy Celkovy Celkovy pocet Celkovy
Vzorek mira pocet pocet pocet variant bez pocet PPA NPA OPA
pfifazeni variant variant TP variant FN pfifrazeni pfifazeni TN
NA12882 > 99,9 200 196 2 2 23962 99,0 100 >099,9
NA12883 > 99,9 226 224 0 6 23870 100 100 100
NA12884 > 99,9 228 226 1 1 23942 99,6 100 >999
NA12885 > 99,9 244 240 2 2 23942 99,2 100 >099,9
NA12886 > 99,9 230 228 1 1 23888 99,6 100 >099,9
NA12888 > 99,9 216 216 0 4 24002 100 100 100
NA12893 > 99,9 236 234 0 2 23810 100 100 100

Reprezentativnirozbor se skladal ze 150 amplikon( zahrnujicich rlzny obsah genomu. Obsah GC amplikonl se pohyboval v rozmezi
26-87 %. V amplikonech se také opakoval jeden nukleotid (napf. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. Kompilaci dat na kazdy
variant a referenéni pfifazeni, a pokud se vyskytuji nespravna pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je nizSinez 100 %. Varianty bez
pfifazeni se vyskytuji v pfipadé, kdy pfi pfitazeni variant nejsou spinény podminky jednoho nebo vice filtrli (napf. nedostateéné pokryti).

Z osmivariant FN z tabulky 2 mélo sedm inzerci o délce 1 bp na amplikonu 111, ktery obsahuje i homopolymer PolyA a obsah GC 0,29.
Zbyvaijici 1 FN (nespravné pfifazeni) bylo zplsobeno o¢ekavanou heterozygotni SNV na amplikonu 125 s obsahem GC 0,68, ktera byla
pfifazena jako homozygotni varianta. Frekvence varianty SNV byla 0,71, tedy vic nez 0,70, coz je prahova hodnota pro klasifikaci jako

ev v

obsahoval opakovani AT a obsah GC 27 %.

Tabulka 2 Pfesnost pristroje MiSeqDx na Urovni amplikonu

Velikost Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet %
. Zacatek Konec : , Béze v oblastech Obsah genomu  Obsah ,Vy p v’y p, .vy P .,
Amplikon Chromozom . i analyzovaného X . N spravnych nespravnych variant bez spravnych
amplikonu  amplikonu spolehlivosti amplikonu GC vy , - , . , vy ,
fragmentu pfifazeni pfifazeni pfifazeni pfifazeni
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 2232 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1896 0 0 100

indel
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Zacatek
amplikonu
218353867
223906657
228526602
236372039
247812041

55862774
87003930

177016721
186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081

Konec
amplikonu
218353957
223906748
228526682
236372108
247812128

55862863

87004009

177016805

186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804
1882158

Velikost
analyzovaného
fragmentu

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78
66
71
62
78

Baze v oblastech
spolehlivosti
91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78
62
69
62
75

Obsah genomu  Obsah

amplikonu GC
Indel 0,4
Indel 0,49
PolyG (5) 0,69

PolyT (10), indel 0,39

PolyA (5), CT(3), 0,27
TAA(3), indel

Indel 0,28

Indel 0,38
Nenik dispozici 0,65
PolyA (8) 0,35
PolyT (5) 0,42
PolyT (5), indel 0,31

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

Nenik dispozici 0,43
PolyT (5), indel 0,42
AT(3), indel 0,27
Neni k dispozici 0,43
CT(3), indel 0,49

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

Indel 0,57
PolyA (6) 0,26

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

Nenik dispozici 0,29
PolyA (5), indel 0,36

PolyA (5) 0,46
PolyA (7), indel 0,27

Nenik dispozici 0,78

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
2184
2208
1944
1680

212

2160
1920
1944
1800
212
2088
2184

2232
1752
2192
1992
1680
212

1774
1872
2328

1872
1488
1656
1488
1800

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

0
0
0
0

o o/ o/lo o o o

o o oo o o

o

o

o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0

0
0
0
0

o o o|lo o o o

o

40

o

o o o o o

%
spravnych
pfifazeni

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100

100
100
98,2
100
100
100

99,9
100
100

100
100
100
100
100
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Amplikon Chromozom

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52

53
54

N N N NI NN o o o o o o o oo g g g a

0 | 00 NN

[oe]

Zacatek
amplikonu
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909

Konec
amplikonu
14769144
41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006

Velikost
analyzovaného
fragmentu

84
64
83
67
91

75

10

92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83
90

67
98

Baze v oblastech
spolehlivosti
84
64
83
67
91
75
10
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98

Obsah genomu
amplikonu
GT(3), CCA(3)
Nenik dispozici
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

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

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

PolyG (6), PolyC (6),
indel

Nenik dispozici
Indel
Nenik dispozici

PolyG (7), CTC(4),
indel

Indel

PolyG (6)

Obsah

GC

0,62
0,39
0,3
0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55

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

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

0,3
0,67

Celkovy pocet

spravnych

pfifazeni
2016
1536
1992
1608
2184
1800
2448
2208
2244
2352

2280
2064
2256
2184
1752

212

2088
2040
2160
2184

1584
2232
1992
213

1608
2352

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O O o o o o oo o

O O Oo/lo o o o o o o

o o o o

o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0

o o o o o o o

O O Oo/lo o o o o o o

o

%
spravnych
pfifazeni

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

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
98,9

100
100
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Amplikon Chromozom

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

77
78
79
80
81
82

© © 5 ©o ©

10
10
10
10
10
10
10
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n

n
12
12
12
12
12

Zacatek
amplikonu
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120
11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872

Konec
amplikonu
105586214
107620918
123769231
138995441
5987198
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175
120966966

Velikost
analyzovaného
fragmentu

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

84
93
81
71

Béze v oblastech
spolehlivosti
65
96
83
97
78
91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84
93
81
71
95

Obsah genomu
amplikonu
Indel
Nenik dispozici
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel
GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5), PolyT (5)

Indel
AC(11), indel
Neni k dispozici
Nenik dispozici
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
PolyA (5)
Neni k dispozici
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA(3),
indel

GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)
Nenik dispozici

PolyA (6)
PolyG (5)

Obsah

GC

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

0,2

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

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

0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1560
2304
1992
2328
1872
2184
1896
2160
2280
2102
1920
1944
2304
1680
2400
1488
2448
1752
2040
2184
2040
2040

2040
2016
2232
1944
1704
2280

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

o o/ oo o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0

O o o/lo o o o o

N
o

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

o o/ oo o o

%
spravnych
pfifazeni

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

100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromozom

83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

13
13

Zacétek
amplikonu
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375
3563920
3594191
3970090
16084945
33998759

Konec
amplikonu
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849

Velikost
analyzovaného
fragmentu

73
89

89
77
67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91

Baze v oblastech
spolehlivosti
73
88

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

Obsah genomu
amplikonu
Neni k dispozici

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

Indel
Indel
GA(3), TA(3)
Nenik dispozici
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
Nenik dispozici
Indel
Neni k dispozici
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), indel
Indel
Indel

PolyT (5)

Obsah

GC

0,52
0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1752
2112

2136
1848
1608
1992
1727
1944
2184
1584
2256
2304
1632
2232
2280
1704
2184
1680
1512

2280
2088
2496
2184
2136
2088
2184
2232
2136

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O O 0O/ 0O O 0O O O/l 0O 0O 0o o oo oolo o o o oo o o 6 o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
0
0

o o o o

-

O O Ojlo0o O O O o o 0o 0o 0o o o o o o/lo o o o

%
spravnych
pfifazeni

100
100

100
100
100
100

99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromozom

m
12
113

14
115
116
17z
18
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

Zacétek
amplikonu
39589691
41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706

Konec
amplikonu
39589774
41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792

Velikost
analyzovaného
fragmentu

84
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87

Baze v oblastech
spolehlivosti

82
91
92

79
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87

Obsah genomu
amplikonu

PolyA (13), indel (x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT(3), AT

(4), AT(4), indel
Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Nenik dispozici
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Nenik dispozici
Nenik dispozici
Nenik dispozici
Nenik dispozici
Nenik dispozici
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG(4), indel

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

Obsah
GC
0,29
0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1944
2184

2208

1887
2064
2016
1608
2184
1656
1800
1944
2040
1560
2376
1775

1680
2256
1968
1824
1680
2424
1608
212

2088
1584
2352
2088

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

7
0

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

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

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
17
0

o

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

%
spravnych
pfifazeni

98,8
100
100

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

99,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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§ Amplikon Chromozom

3

D)

= 138 21

.O<

)

g 139 21

3

0, 140 22

~

> 141 22

<

Q 142 22

O

N 143 22

m
144 22
145 X
146 X
147 X
148 Y
149 Y
150 Y

Zacétek
amplikonu

46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Konec
amplikonu

46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

anal\;ilci)kvoasr:éh o HERYE b_IaStEf:h
fragmentu spolehlivosti

69 69
90 90
100 100
97 97
97 97
99 99
92 92
69 69
69 69
71 -

65 o

91 0

71 o

Obsah genomu
amplikonu

PolyA (6), AG(3),
indel
PolyT (5), PolyA (6)
Indel
Nenik dispozici
Indel
Nenik dispozici
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Nenik dispozici

Nenik dispozici

Neni k dispozici

PolyA (5)

Obsah

GC

0,32

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

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

0,48

0,37

Celkovy pocet

spravnych
pfifazeni

1656

2160
2400
2328
2328
2376
2208
1656
1656
1704
0

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

Celkovy pocet %
variant bez spravnych
pfifazeni pfifazeni

0 0 100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

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

Neni
k dispozici

Neni
k dispozici

Neni
k dispozici

Varianty bez pfifazenijsou shrnuty v tabulce 3. V tabulce jsou uvedeny konkrétni filtry, které ke stavu bez pfifazeni vedly. Inzerce na
amplikonu 111 byla filtrovana u deviti ze 16 vyskyt(, zbyvajicich sedm vyskytl bylo pfifazeno jako referenénia jde tudiz o FN.

Tabulka 3 Souhrn variant bez pfifazeni

C.
amplikonu

64
m

Chr:Pos

10:55892600
17:39589692

Varianta

TAC>T
C>CA

Odbovidaiici h
po.wda jiciobsa Filtr

amplikonu

AC(11), 42% GC R5x9

PolyA (13), 29% GC R5x9

Chybéjici
varianty

10
9

Ocekavané Pfifazeni
varianty FN

10 0

16 7

T R5x9: Filtr opakovani. Varianta je filtrovana, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované vyskytuje celad sekvence varianty
nebo jeji ¢ast. Vyzadovano je minimalné devét opakovani v referenci a pocitaji se pouze opakovani s délkou do 5 bp.

44
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Vysledky sekvenovani vzorku NA12878 se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym National Institutes of
Standards and Technology (NIST) (v.2.19). Ze 150 amplikond bylo 92 amplikonl obsaZeno ve velmi spolehlivych genomovych oblastech,
41 genomi mélo ¢asteéné prekrytia 17 amplikonl nemélo v sekvenci NIST zadné prekryti. Vysledkem bylo 10 000 soufadnic na replikat
pro porovnani. Nevariantni pfifazeni baze byla porovnana s referenéni sekvenci lidského genomu build 19. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4 Shoda vysledkd pfifazeni baze pristroje MiSeqDx pro vzorek NA12878 s databazi NIST

. Primérna Celkovy Celkovy .. Celkovy
Pocet ) . . . . Celkovy pocet .
Vzorek . . Mmira pocet variant pocet variant e , pocet PPA NPA OPA
amplikonu . ; prifazeni TN - ;
prifazeni TP FN prifazeni FP
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

U vzorkU se dale analyzovala pfifazeni malych inzerci a deleci (indeld) (tabulka 5). V nékterych pfipadech byl indel spoleény pro dva
nebo vice vzorkd, jak je vidét ve sloupci Celkovy pocet replikatl vzorku s indelem. Vysledky pro oba replikaty 12 platnych vzorkd jsou
uvedeny v tabulce 5. Celkem se vyskytlo 71indell o délce 1-24 bp v pfipadé inzerci a 1-25 bp v pfipadé deleci. U 69 indell bylo zjiSténo
procento pozitivni shody 100 %. Jedna delece (amplikon 64; delece 2 bp (chr10 55892600 TAC>T)) neméla zadna spravna pfifazeni,
protoze vzhledem k filtru R5x9 byly vSechny tyto varianty bez pfifazeni. Hodnota PPA, kde jsou varianty bez pfifazeni vylou¢eny, proto
nemohla byt vypoditana. Jiny indel, inzerce 1 bp (chr17 39589692 C>CA na amplikonu 111), také nemél Zadné spravna pfifazeni, protoze
devét variant bylo bez pfifazeni kvdli filtru R5x9 a sedm bylo pfifazeni FN.

Tabulka 5 Souhrn detekce indell pfistrojem MiSegDx

Velikost Typ adélka Celkovy pocet Pocet Celkovy pocet Celkovy pocet
Amplikon Chromozom  Pozice analyzovaného indelu Indel replikatl vzorku variantbez ~ nespravnych spravnych PPA
fragmentu amplikonu s indelem pfifazeni pfifazeniindeld pfifazeniindeld
1 1 36450544 93 Delece25bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
2 1 109465165 79 Delece 3 bp ACTT>A 12 0 0 12 100
3 1 218353908 91 Inzerce 23 bp T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
4 1 223906701 92 Delece 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
6 1 236372081 70 Inzerce 5 bp C>CTTAAG 10 0 0 10 100
7 1 247812083 88 Inzerce 3 bp C>CATG 10 0 0 10 100
8 2 55862804 90 Inzerce 7 bp T>TTTGGTAA 14 0 0 14 100
9 2 87003972 80 Delece 6 bp TTATCTC>T 6 0 0 6 100

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld
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Amplikon Chromozom

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

68
70

© © 00 0 NN N NN o o o o g g b~ D O W w N NN

= o
o o o

n
n

Pozice

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

30177690
59837721

Velikost
analyzovaného
fragmentu

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

70
62

Typ adélka
indelu
amplikonu

Inzerce 5 bp
Inzerce 12 bp
Inzerce 2 bp
Delece 23 bp
Inzerce 9 bp
Delece 1bp
Delece 8 bp
Inzerce 11 bp
Delece 4 bp
Inzerce 8 bp
Delece 21bp
Delece 3 bp
Delece 25 bp
Delece 23 bp
Inzerce 1bp
Delece 4 bp
Inzerce 1bp
Delece 4 bp
Delece 11 bp
Delece 1bp
Inzerce 4 bp
Inzerce 4 bp
Delece 21bp
Delece 3 bp
Delece 16 bp

Delece 2 bp

Inzerce 2 bp

Inzerce 8 bp

Indel

T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G

CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G

C>CT

CAAGT>C
T>TC

GGATA>G

GAATCTGCACTT>G

AG>A

T>TACTG

C>CAATT

TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T

C>CTG
T>TTATGAAAA

Celkovy pocet

replikatd vzorku variant bez

sindelem
24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12

16
12
24

12
24
14

14
10
12
10

10
12

Pocet

pfifazeni

0

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

=
o

Celkovy podet
nespravnych
pfifazeniindeld

0

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

o

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeniindeld

24
14
12
2
4
20
12
12
10
20
10
14
12
8
16
12
24
8
12
24
14
2
14
10
12
0

10
12

PPA

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

Neni
k dispozici

100
100
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Amplikon Chromozom

75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105
107
108
109
m
12
113
14
120
121
122
130
131
132

n
n
12
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16

Pozice

118406328
120357842
2834814
25817002
44880152
77665265
46958967
58050081
82390602
102808554
63446199
77879862
8543831
89864316
85706416
3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425
54815706
21766863
25278464
50897361

Velikost
analyzovaného
fragmentu

85
85
84
89
89
77
73
81
91
94
68
95
72
70
91
87
91
93
84
84
92
79
75
81
85
70
101
67

Typ adélka
indelu
amplikonu

Delece 8 bp
Delece 2 bp
Inzerce 21 bp
Inzerce 19 bp
Inzerce 4 bp
Delece 20 bp
Delece 22 bp
Inzerce 4 bp
Delece 16 bp
Delece 5 bp
Delece 6 bp
Delece 25 bp
Inzerce 3 bp
Inzerce 4 bp
Delece 7 bp
Delece 1bp
Inzerce 18 bp
Inzerce 4 bp
Inzerce 1bp
Inzerce 24 bp
Delece 4 bp
Delece 12 bp
Inzerce 22 bp
Inzerce 3 bp
Delece 2 bp
Delece 15 bp
Inzerce 5 bp

Inzerce 11 bp

Indel

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

Celkovy pocet

replikatd vzorku variant bez

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

16

10
10
16

12
20
24
20
20

20
24

Pocet

pfifazeni

0

O 0O 0O O 0O 0O 0O 0ol0o © O O O 0o o oo o o o o o o o o o o

Celkovy podet
nespravnych
pfifazeniindeld

0

O O O O O O O 0O/l 0 N O O oo o oo o o o o/ olo o o o o

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeniindeld

10
10
24
24
12
14
24
20
10
10
12
14
8
8
16

10
10

24
12
20
24
20
20

20
24

PPA

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

100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Velikost Typ adélka Celkovy pocet Podet Celkovy podet Celkovy pocet
Amplikon Chromozom Pozice analyzovaného indelu Indel replikatl vzorku variant bez nespravnych spravnych PPA
fragmentu amplikonu sindelem pfifazeni pfifazeniindeld pfifazeniindeld
134 20 62690925 87 Delece 16 bp TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 10 0 0 10 100
135 21 30300873 66 Inzerce 11 bp G>GATAAAACTTTA 10 0 0 10 100
137 21 36710749 87 Delece 21bp ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 16 0 0 16 100
138 21 46644985 69 Delece 5 bp GTTGTT>G 8 0 0 8 100
140 22 25750814 100 Inzerce 6 bp C>CAGGGCA 20 0 0 20 100
142 22 37409885 97 Inzerce 5 bp C>CTGTTT 2 0 0 2 100
144 22 47081407 92 Delece 10 bp GGGCACAGGCA>G 12 0 0 12 100
Reprodukovatelnost

U pfistroje MiSeqDx byly provedeny dvé studie pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti u bunéénych linii (studie 1a 2) nebo u krve

zbavené leukocytl a obohacené buné&énymi liniemi (studie 2). U studie 1 bylo pouzito nékolik pfistrojl. U studie 2 byla vyuzita rlizna

pracoviste.

Studie 1

Reprodukovatelnost pfistroje MiSeqDx byla uréena pomoci dvou pfistrojli, dvou operatorl a dvou Sarzi reagencii b&hem celkem osmi

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld

9¢

béh(l. Reprezentativnirozbor, vzorky a referenéni metoda se shoduji s rozborem, vzorky a metodou popsanou u studie pfesnosti.

Vysledky jsou u kazdého pfistroje uvedeny pro jednotlivé amplikony (tabulka 6) a prokazuji reprodukovatelnost pfifazeni u jednotlivych
pfistrojl. Procento spravnych pfifazeni zahrnovalo jak nespravna pfifazeni, tak varianty bez pfifazeni (u pfifazeni varianty nebyly
splnény podminky jednoho nebo vice filtr{i). Pfistroje vygenerovaly podobné podty variant bez pfifazeni a nespravnych pfifazeni

v zavislosti na konkrétnim amplikonu.
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Tabulka 6 Studie reprodukovatelnosti vysledkd pristroje MiSegDx na jednotlivych pfistrojich (na Grovni amplikonu)

Amplikon Chromozom

o g~ W

14

15

16

17

Zacatek
amplikonu

36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774

87003930
177016721

186625727
190323504
200796740

212245049

228147052

235016350

4466229

Konec
amplikonu

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009
177016805

186625801
190323591
200796826

212245139

228147144

235016422

4466321

Velikost

analyzovaného

fragmentu

93
79

91
92
81
70

88

90

80
85

75
88
87

91

93

73

93

Bazev
oblastech
spolehlivosti

93
79

91
92
81
70

88

90

80
81

75
88
87

91

93

73

93

Obsah
genomu
amplikonu

Indel

PolyA (5),
PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyG (5)

PolyT (10),
indel

PolyA (5),CT
(3), TAAQ3),
indel

Indel
Indel

Neni
k dispozici
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
indel

PolyT (5),
PolyA (6),
indel

Neni
k dispozici
PolyT (5),

indel

AT(3), indel

Obsah
GC

0,22
0,38

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

0,27

0,28

0,38
0,65

0,35
0,42
0,31

0,3

0,43

0,42

0,27

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
8928
7584

8736
8832
7776
6720

8448

8640

7680
7775

7200
8448
8352

8736

8928

7008

8761

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni
0
0

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0

o o o o

167

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni

8928
7584

8736
8832
7776
6720

8448

8640

7680
7775

7200
8448
8352

8736

8928

7008

8760

MiSegDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni
0
0

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0

o o o o

168

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld
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Amplikon Chromozom

18

19
20

21

22

23

24

25

26
27

28

29

30

31

32
33
34
35

(o2 BN BN &) BN, |

Zacatek
amplikonu

46620561

49851331
189713161

190106030

2233667

7780541

15688604

56236521

102839244
164446743

1882081

14769061

41069808

7407714

147475343

149323731

155662213
6318713

Konec
amplikonu

46620643

49851400
189713248

190106104

2233744

7780637

15688681

56236586

102839314
164446804

1882158

14769144

41069871

74077196

147475409

149323821

155662287
6318814

Velikost
analyzovaného
fragmentu

83

70
88

75

78

97

78

66

71
62

78

84

64

83

67

75
102

Bazev
oblastech
spolehlivosti

83

70
88

74

78

97

78

62

69
62

75

84

64

83

67
91

75
102

Obsah
genomu
amplikonu

Neni
k dispozici
CT(3), indel

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

Indel
PolyA (6)

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

Neni
k dispozici
PolyA (5),
indel
PolyA (5)

PolyA (7),
indel

Neni
k dispozici
GT(3),CCA
(3)
Neni
k dispozici
PolyA (6),
indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel

PolyG (6)

Obsah

0,43

0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,36

0,46
0,27

0,78

0,62

0,39

0,3

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

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni

7968

6720
8448

7096

7488

9312

7488

5952

6624
5952

7200

8064

6144

7968

6432
8736
7200
9792

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

o o o o

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
7968

6720
8448

7096
7488
9312
7488

5952

6624
5952

7200
8064
6144
7968

6432
8736
7200
9792

MiSeqDx 2
Celkovy pocet
nespravnych

pfirazeni

0

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0

o o o o

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld
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Amplikon Chromozom

36 6
37 6
38 6
39 6
40 6
41 6
42 6
43 7
44 7
45 7
46 7
47 7
48 7
49 7
50 7
51 8
52 8
53 8
54 9

Zacatek
amplikonu

24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076

66276100
77365735

110939946
128533468

149503875

154404519

156476507
1817312

24811020

76518625
103054909

Konec
amplikonu

24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148

66276187
77365821

110940030
128533557

149503965

154404599

156476599
1817394

24811109

76518691
103055006

Velikost
analyzovaného
fragmentu

92
100
98

95
86
95

91
73

88
87

85
90

91

81

93
83

90

67
98

Bazev
oblastech
spolehlivosti

92
94
98

95
86
94

91
73

88
87

85
90

91

66

93
83

89

67
98

Obsah
genomu
amplikonu

Indel
GCT(5), indel

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

Indel
PolyC (6)

PolyG (5),
indel

PolyA (5)
Neni
k dispozici
Indel

PolyA (7), AG
(4)

Indel

PolyG (5),
indel

PolyG (6),
PolyC (6),
indel

Neni

k dispozici
Indel
Neni

k dispozici

PolyG (7),
CTC(4), indel

Indel

PolyG (6)

Obsah

0,63
0,61
0,55

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44

0,35
0,26

0,38
0,62

0,71

0,31

0,35
0,42

0,61

0,3
0,67

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
8832
8979

9408

9120
8256
9024

8736
7008

8448
8352

8160
8550

8736

6336

8928
7968

8452

6432
9408

MiSegDx 1

Celkovy pocet

nespravnych
pfirazeni

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

45

90

92

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni

8832
8979
9408

9120
8256
9024

8736
7008

8448
8352

8160
8550

8736

6336

8928
7968

8449

6432
9408

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
0

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
45

90

95

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld



140dX3 VN 3ZN0d ON3QIN
OYLIA NI IDILSONOVIA X ONIQHUN

373 L0A 8L290000¢ "R 1uswn3oQ

0€

Amplikon Chromozom

55
56

57
58

59

60
61
62

63
64
65

66

67

68
69

70
71

72
73

74

10

10
10
10

10
10
10

10

n

n
n

n
n

n
n

n

Zacatek
amplikonu

105586150
107620823

123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

45084159
55892599
101611250

118351373

8159816

30177648
47470345

59837679
64418856

93529612
101347052

102477336

Konec
amplikonu

105586214
107620918

123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

45084253
55892687
101611329

118351453

8159912

30177717
47470444

59837740
64418957

93529684
101347136

102477426

Velikost
analyzovaného
fragmentu

65
96

83
97

79

98
79
90

95
89
80

81

97

70
100

62
102

73
85

91

Bazev
oblastech
spolehlivosti

65
96

83
97

78

91
79
90

95
88
80

81

96

70
100

62
102

73
85

91

Obsah
genomu
amplikonu

Indel

Neni
k dispozici
AT(3)

PolyC (6),
indel

PolyG (5),
indel

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5),
PolyT (5)

Indel
AC(11), indel

Neni
k dispozici

Neni

k dispozici
Neni

k dispozici
Indel

Neni
k dispozici
Indel

Neni
k dispozici
PolyA (5)
Neni
k dispozici

PolyG (6)

Obsah

GC

0,32
0,49

0,37
0,68

0,47

0,87
0,3
0,2

0,35
0,42
0,49

0,45

0,46
0,65

0,37
0,59

0,4
0,42

0,55

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
6240
9216

7968
9312

7488

8644
7584
8640

9120
8408
7680

7776

9216

6720
9600

5952
9792

7008
8160

8736

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

91

Celkovy

pocet
spravnych
pfifazeni

6240
9216

7968
9312

7488

8644
7584
8640

9120
8407
7680

7776
9216

6720
9600

5952
9792

7008
8160

8736

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
0

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0

91

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld
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Amplikon Chromozom

75
76

77
78

79

80

81
82
83

84

85
86
87
88

89

90
91
92
93
94

n
n

n
12

12

12

12
12
13

13

13
13
14
14

14

14
14
14
14

Zacatek
amplikonu

118406285
120357801

125769313
2834770

26811004

30881766

88474105
120966872
24167504

25816961

44880112
77665218
31619327
39517884

46958962

58050030
82390559
92549544
102808496
43170751

Konec
amplikonu

118406369
120357885

125769397
2834853

26811096

30881846

88474175
120966966
24167576

25817049

44880200
77665294
31619393
39517966

46959034

58050110
82390649
92549609
102808589
43170848

Velikost
analyzovaného
fragmentu

85
85

85
84

93

81

71
95
73

89

89
77
67
83

73

81
91
66
94
98

Bazev
oblastech
spolehlivosti

85
85

85
84

93

81

71
95
73

88

89
77
67
83

72

81
91
66
94
96

Obsah
genomu
amplikonu

Indel

PolyA (5), CA
(3), indel

GA(3)

PolyC (5),
indel

PolyA (7), AC
(4)

Neni
k dispozici

PolyA (6)
PolyG (5)

Neni
k dispozici

PolyA (5),

PolyT (7),

PolyA (7),
indel

Indel
Indel
GA(3), TA(3)

Neni
k dispozici

PolyT (5),
indel

Indel
Indel
PolyA (5)
Indel

PolyC (5)

Obsah
GC

0,53
0,34

0,52
0,52

0,33

0,49

0,35
0,68
0,52

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

0,19

0,38
0,35
0,41
0,62
0,45

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
8160
8160

8160
8064

8928

7776

6816
917
7008

8448

8544
7392
6432
7968

6830

7776
8736
6336
9024
9216

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

o o o o

o o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

o

o o o o

o o o o o

Celkovy

pocet
spravnych
pfifazeni

8160
8160

8160
8064

8928
7776

6816
9119
7008

8448

8544
7392
6432
7968

6835

7776
8736
6336
9024
9216

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
0

o o o o o

o o oo o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0

o o o o

o o oo o
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Amplikon Chromozom

95
96

97
98
99

100
101

102
103
104
105

106
107

108
109
10
m

112
13

14
115
116

15
15

15
15
15

15
16

16
16
16
16

Zacatek
amplikonu

63446149
77879807

81625334
85438263
89817413

89864274
1894910

28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237

Konec
amplikonu

63446216
77879901

81625428
85438334
89817503

89864343
1894972

28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320

Velikost
analyzovaného
fragmentu

68
95

95
72
91

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93

84

91
92

79
86
84

Bazev
oblastech
spolehlivosti

68
93

95
71
91

70
63

95
87
104
91

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84

Obsah
genomu
amplikonu

Indel

PolyG (5),
indel

PolyT (6)
Indel

Neni
k dispozici

Indel

Neni
k dispozici

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

PolyT (5),
indel

GC(3)

PolyC (5),
indel

Indel
Indel
PolyT (5)

PolyA (13),
indel (x2)

PolyA (5)

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

Indel
PolyT (7)
GAG(3)

Obsah

GC

0,25
0,68

0,43
0,65
0,36

0,56
0,27

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

0,64
0,67

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

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
6528
8928

9120
6816
8736

6720
6048

9120
8352
9984
8736

8544
8347

8736
8928
8544
7776

8736
8832

7546
8256
8064

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

o o o o o

o o

N O o o

o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

o o o o o

o

38

Celkovy

pocet
spravnych
pfifazeni

6528
8926

9120
6816
8736

6720
6048

9120
8352
9984
8736

8544
8347

8736
8928
8544
7777

8736
8832

7547
8256
8064

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
2

o o o o o

o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0

o o o o o

o

37
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Amplikon Chromozom

17z
18

119

120

121
122
123

124

125

126

127

128
129
130

131
132
133
134
135
136

18
18

18

18

18
18
18

19

19

19

20

20
20
20

20
20
20
20
21
21

Zacatek
amplikonu

2616456
6980478

9888026

38836999

47405382
54815665
59773996

625143

18121418

18186574

746056

10633195
17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176

Konec
amplikonu

2616522
6980568

9888094

38837073

47405462
54815749
59774060

625241

18121491

18186643

746149

10633276
17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273

Velikost
analyzovaného
fragmentu

67
91

69

75

81
85
65

99

74

70

94

82
76
70

101
67
91
87
66
98

Bazev
oblastech
spolehlivosti

67
91

69

75

81
85
65

99

74

70

94

82
76
70

101
67
88
87
66
98

Obsah
genomu
amplikonu

GA(3)
Neni
k dispozici
PolyA (6), TG
(3)

PolyA (5),
indel

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

Neni

k dispozici
Neni

k dispozici

Neni
k dispozici

Neni
k dispozici

Neni

k dispozici
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG(4),
indel

Indel
Indel
PolyG (6)
Indel
Indel

PolyT (6), CA
(3)

Obsah
GC

0,31
0,37

0,43

0,37

0,47
0,45
0,48

0,68

0,64

0,61

0,59
0,58
0,46

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

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
6432
8736

6624

7200

7776
8160
6240

9504

7102

6718

9024

7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

o o o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

o

Celkovy

pocet
spravnych
pfifazeni

6432
8736

6624
7200

7776
8160
6240

9504
7104
6718
9024

7872
7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
0

o

o o o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
0
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Amplikon Chromozom

137
138

139

140
141

142
143

144
145
146
147

148

149

150

21
21

21

22
22

22
22

22

x

Y

Zacatek
amplikonu

36710706
46644924

46705575

25750774
32439233

37409844
37637596

47081347
15870424
135288543
135290777

2655397

2655519

2655609

Konec
amplikonu

36710792
46644992

46705664

25750873
32439329

37409940
37637694

47081438

15870492
135288611
135290847

2655461

2655609

2655679

Velikost
analyzovaného
fragmentu

87
69

90

100
97

97
99

92
69
69
71

65

Yl

Bazev
oblastech
spolehlivosti

87
69

90

100
97

97
99

92
69
69
71

Obsah
genomu
amplikonu

GT(3), indel

PolyA (6), AG
(3), indel

PolyT (5),
PolyA (6)

Indel
Neni
k dispozici
Indel
Neni
k dispozici
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)

Neni

k dispozici
Neni

k dispozici
Neni

k dispozici

PolyA (5)

Obsah

0,39
0,32

0,5

0,63
0,68

0,46
0,6

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

0,48

0,37

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni
8352
6603

8640

9600
9312

9312
9504

8832
6624
6624
6816

MiSegDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni

o

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

21

o

o o o o

Celkovy
pocet
spravnych
pfifazeni

8352
6601

8640

9600
9312

9312
9504

8832
6624
6624
6816

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfirazeni
0
0

o

o o o o

Celkovy
pocet variant
bez pfifazeni

0
23

o

o o o o

Vysledky studie reprodukovatelnosti byly analyzovany u jednotlivych operatord s vyuzitim frekvence variant (tabulka 7). Tato analyza
prokazala, Ze frekvence variant byly u jednotlivych operatorl konzistentni. Uvedeny jsou stfedni frekvence variant +/- 1 (smérodatna

odchylka).
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Tabulka 7 Vysledky pfistroje MiSeqDx u jednotlivych operatord

Rozsah Pocet Celkovy pocet variant Celkovy pocCet variant  Stfedni (SD) vykazana  Stredni (SD) vykazana
frekvenci unikatnich analyzovanych analyzovanych frekvence variant u frekvence variant u
variant variant operatorem 1 operatorem 2 operatora 1 operatora 2
Homozygotni 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05
(0,70-1,00)

Heterozygotni 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
(0,20-0,70)

Zobrazené vysledky studie reprodukovatelnosti pro jednotlivé vzorky jsou zkombinovany ze véech osmi béhl (tabulka 8). Detekce se
pro kazdy typ varianty - SNV, inzerce a delece — hodnoti samostatné. Referenéni pozice jsou vylouceny. Tato analyza prokazala,
ze vysledky pro varianty byly ve v§ech vzorcich reprodukovatelné.

Tabulka 8 Shoda vysledk{ pfifazeni baze pristroje MiSegDx na kazdy vzorek

SNV Inzerce Delece
Vzorek Celkovy  Celkovy poéet  Celkovy Celkovy Celkovy Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovypocet Celkovy  Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet

pocet TP pocetF pocetF pocetF TP FP FN pocet TP FP FN
NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1456 1456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1072 1071 0 0 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1248 1247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1088 1087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 0
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0
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Data ziskana z osmi b&h( této studie reprodukovatelnosti podporuji tvrzeni, Ze pfistroj MiSeqDx dokaze konzistentné sekvenovat:

Obsah GC = 19 % (v8echny pfifazené baze u 192 ze 192 sekvenovanych amplikonl s obsahem GC 19 % byly pfitazeny spravné
s mirou variant bez pfifazeni1,1 %)

Obsah GC = 78 % (vSechny pfifazené baze u 192 ze 192 sekvenovanych amplikond s obsahem GC 78 % byly pfitazeny spravné
a s Zadnou variantou bez pfifazeni)

Délky PolyA = 8 (opakovani PolyA 8 nukleotidl bylo pfitazeno spravné u 192 ze 192 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyA = 8)

Délky PolyT = 10 (opakovani PolyT 10 nukleotidl bylo pfifazeno spravné u 192 ze 192 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyT =10)

Délky PolyG = 7 (opakovani PolyG 7 nukleotidl bylo pfitazeno spravné u 192 ze 192 sekvenovanych amplikont obsahujicich
PolyG = 7)

Délky PolyC = 6 (opakovani PolyC 6 nukleotidl bylo pfitazeno spravné u 576 z 576 sekvenovanych amplikond obsahujicich
PolyC = 6)

Délky opakovani dinukleotidl = 11x (v8echny pfifazené baze u 192 ze 192 sekvenovanych amplikonl s opakovanim dinukleotid(
11x byly pfitazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,5 %)

Délky opakovani trinukleotidll = 5x (vSechny pfifazené baze u 192 ze 192 sekvenovanych amplikonl s opakovanim trinukleotidd
5x byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,5 %)

Inzerce o délce 24 bp nebo méné a delece o délce 25 bp nebo méné

— Inzerce 24 bp byly pfitazeny spravné u 192 ze 192 vzorkd

— Delece 25 bp byly pfifazeny spravné u 223 vzork{ a nespravné pfitazeny u 1vzorku z 224 vzorkd
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Studie 2

Studie pfenosu mezi pracovisti, provedena s reprezentativnim rozborem lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis 139 Variant Assay,
zahrnovala podskupinu klinicky vyznamnych genetickych variaci CFTR analyzovanych softwarem MiSeq Reporter pomoci cileného
pracovniho postupu platformy MiSeqDx pro sekvenovani DNA. Zaslepena studie byla provedena na 3 zkuSebnich pracovistich se

2 operatory na kazdém pracovisti. Dva dobfe charakterizované panely 46 vzorkl byly na kazdém pracovisti testovany kazdym
operatorem na celkem 810 pfifazeni na jedno pracovisté. Panely obsahovaly smés genomové DNA z bunécénych linii se znamymi
variantamiv genu CFTR a krve zbavené leukocytl a obohacené buné&énymi liniemi se znamymi variantamiv genu CFTR.

Krevni vzorky mély umoznit zahrnuti krokl extrakce pouzivanych k pfipravé gDNA, ktera slouZi jako primarni vstup pro pracovni postup
rozboru. Uspé&snost vzorkel, definovana jako pocet vzorkd spliiujicich metriky QC pfi prvnim pokusu, byla 99,88 %. V&echny vysledky
testl jsou zaloZeny na pocatecénim testovani.

Tabulka 9 Prehled vysledk( studie reprodukovatelnosti provedené reprezentativnim rozborem MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant
Assay

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni Negativni shodna pfifazeni ; Podet o )
Cislo . podet (varianty) (divoky typ) PO,C et, variant  Pozitivni Negativni Celkova
Panel Genotyp vzorku Varianty - , nespravnych o shoda shoda
vzorku prirazenina  pracovidté Pracovi§té Pracovi§té Pracovisté Pracovidté Pracovidté piitazeni bez shoda (%) %) %)
pracovisté 1 2 3 1 2 3 pfifazeni
A 1 S549N (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 2 1812-1G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 3 Q493X/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 4 F508del/2184delA (HET) 810 12 12 12 797 798 798 0 1 100 100 100
A 52 Y122X/R1158X (HET) 810 12 10 12 798 665 798 0 1352 94,44 94,44 94,44
A 6 F508del/2183AA>G 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
(HET)
A 7 R75X (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
A 8 1507del/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A 98 F508del/W1282X (HET) 810 12 1 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
A 108 F508del/3272-26A>G 810 12 1 12 798 797 798 28 0 97,22 99,96 99,92
(HET)
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Panel Cislo

o

A 1"
A 12
A 13
A 14
A 15
A 16
A 17
A 18
A 19
A 20
A 21
A 22
A 23
A 24
A 25
A 26

Genotyp vzorku Varianty

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

E60X/F508del (HET)

M1101K (HET)

M1101K (HOM)
F508del (HOM) 1506V,
1507V,
F508C
nepfit.
F508del/3659delC
(HET)
R117H/F508del (HET) (TG)10
(T)o/
(TG)12
(M5
621+1G>T/71M+1G>T
(HET)

G85E/621+1G>T (HET)

A455E/F508del (HET)

F508del/R560T (HET)

F508del/Y1092X (C>A)
(HET)

N1303K (HET)
G542X (HOM)

G542X (HET)

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni
podet (varianty) (divoky typ)

piifazenina  pracovisté Pracoviété Pracovi§td Pracoviété Pracovisté Pracovistd

pracovisté 1 2 3 1 9
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804
828 6 6 6 822 822
810 12 12 12 798 798
816 18 18 18 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804

Negativni shodna pfifazeni

3
798

798

798

804

804

822

798

798

798

798

798

798

798

804

804

804

Pocet
nespravnych
pfifazeni

Pocet
variant
bez
pfifazeni

0

Pozitivni
shoda (%)

100

100

100
100
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Negativni Celkova

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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Panel Cislo
o
A 27
A 28
A 29
A 30
A 31
A 32
A 33
A 34
A 35
A 36
A 37
A 38
A 39
A 40
A 41
A 42
A 43

Genotyp vzorku Varianty

G551D/R553X (HET)
3849+10kbC>T (HOM)

WT

F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)

WT

G85E (HET)
I1336K (HET)

WT

F508del/3849+10kbC>T
(HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

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

(M5

G85E/621+1G>T (HET)

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni
podet (varianty) (divoky typ)

piitazenina  pracoviété Pracoviité Pracoviété Pracoviitd Pracoviété Pracovistd

pracovisté 1 2 3 1 9
810 12 12 12 798 798
810 6 6 6 804 804
810 0 0 0 810 810
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804
810 12 12 12 798 798
810 6 6 6 804 804
810 0 0 0 810 810
810 6 6 6 804 804
810 6 6 6 804 804
810 0 0 0 810 810
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
810 12 12 12 798 798
816 18 18 18 798 798
810 12 12 12 798 798

Negativni shodna pfifazeni

3
798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

810

798

798

798

798

798

Pocet
nespravnych
pfifazeni

Pocet
variant
bez
pfifazeni

0

0

Pozitivni
shoda (%)
100
100

Neni
k dispozici

100
100
100
100
100

Neni
k dispozici

100
100
Neni

k dispozici
100
100

100

100

100

Negativni Celkova

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

Genotyp vzorku Varianty

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

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT (HET)
3876delA (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)

WT

WT

F508del (HET)

WT

L206W (HET)

WT

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni Negativni shodna pfifazeni
podet (varianty) (divoky typ)

pfifazenina  pracovisté Pracoviété Pracovisté Pracovisté Pracovisté Pracovisté

pracovisté 1 2 3 1 2 3
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 798 798
810 12 12 12 798 798 798
810 0 0 0 810 810 810
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810

Pocet
nespravnych
pfifazeni

Pocet
variant
bez
pfifazeni

0

0

Pozitivni
shoda (%)
100
100
100
100

100

100

Neni
k dispozici

100
100
100
100
100

Neni

k dispozici
Neni

k dispozici
100
Neni

k dispozici

100

Neni
k dispozici

Negativni Celkova

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

shoda
(%)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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63

64
65
66

67

68
69

70

71

724

73

74
752
76

77

78

79

80

Genotyp vzorku Varianty

G330X (HET)

WT

R347H (HET)
1078delT (HET)
G178R/F508del (HET)

S5409R (c.1647T>G)
(HET)

S549N (HET)
W846X (HET)

WT

E92X/F508del (HET)

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

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

WT

F508del/R553X (HET)

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni Negativni shodna pfifazeni
podet (varianty) (divoky typ)

pfifazenina  pracovisté Pracovisté Pracovisté Pracovisté Pracovisté Pracovisté

pracovisté 1 2 3 1 2 8
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 12 12 12 798 798 798
810 12 12 12 798 798 797
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 5 6 804 670 804
810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 0 0 0 810 810 810
810 12 12 12 798 798 798

Pocet
nespravnych
pfifazeni

Pocet
variant
bez
pfifazeni

0

0

Pozitivni
shoda (%)
100

Neni
k dispozici

100
100
100

100

100
100

Neni
k dispozici

100

100

100
100
94,44
100
100
100

Neni
k dispozici

100

Negativni Celkova

shoda
(%)

100

100

100
100
100

100

100
100

100

100

99,96

100
100
94,44
100
100
100

100

100

shoda
(%)

100

100

100
100
100

100

100
100

100

100

99,96

100
100
94,44
100
100
100

100

100
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A%

T Umisténi divokého typu odpovidajici varianté N1303K pro jeden replikat mélo za nasledek variantu bez piifazeni vzhledem k nedostate¢nému pokryti.

82

83

84
85

86%

87

88

89
90
91

92

Genotyp vzorku Varianty
F508del/G551D (HET)
R347P/F508del (HET)
R117H/F508del (HET) (TG)10

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

1507del (HET)
2789+5G>A (HOM)

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>A
(HET)

WT
F508del/2143delT (HET)
3905insT (HET)
394delTT (HET)
F508del (HET)

Celkem

Celkovy Pozitivni shodna pfifazeni Negativni shodna pfifazeni
podet (varianty) (divoky typ)

pfifazenina  pracovisté Pracoviété Pracovisté Pracovisté Pracovisté Pracovisté

pracovisté 1 2 3 1 2 3
810 12 12 12 798 798 798
810 12 12 12 798 798 798
816 18 18 18 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 12 12 12 798 797 798
810 12 12 12 798 798 798
810 0 0 0 810 810 810
810 12 12 12 798 798 798
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
810 6 6 6 804 804 804
74556 2209 221182

Pocet
nespravnych
pfifazeni

Pocet
variant
bez
pfifazeni

0

0

14

0

273

Pozitivni
shoda (%)
100
100

100

100
100

100

100

Neni
k dispozici

100
100
100
100

99,77

Negativni Celkova

shoda
(%)

100

100

100

100

100

99,96

100

100

100
100
100
100

99,88

shoda
(%)

100

100

100

100

100

99,96

100

100

100
100
100
100

99,88

2 Jeden replikat vzork( 5 a 75 mél miru pfifazeni 0 %. Z dal$iho etfeni vyplynulo, Ze vzorek mozna nebyl pred piipravou knihovny pridan na desku
vzorkd, protoze objemy vzorkd zbylé ve zkumavkach odpovidaly stavu, kdy by nebylo nic odebrano.

8 Z dlikazll plyne, Ze vzorky 9 a 10 byly pravdépodobné pred pfipravou knihovny zaménény operatorem.
4 Umisténi divokého typu odpovidajici varianté M1V pro jeden replikat kazdého ze dvou vzorkd mélo za nésledek variantu bez pfifazeni vzhledem
k nedostate¢nému pokryti.
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Charakteristiky somatické ucinnosti

Zde popsané studie analyzovaly data sekvenovani pomoci modulu Somatic Variant, kromé studii pouzivajicich panel se dvéma geny,
kde byl pouZzit specificky modul pro dany rozbor.

Presnost

Pro vyhodnoceni pfesnosti pfistroje MiSeqDx u DNA extrahované ze vzorkl FFPE byly provedeny tfi studie.

Studie 1

Studie vyuZzila reprezentativni rozbor uréeny k vyhledani réiznych gent zahrnujicich 12 588 bazi na 23 rliznych chromozomech s vyuZitim
150 amplikonl. Chromozom Y neobsahuje spolehlivé oblasti a nebyl vyhodnocovan. P&t unikatnich vzorkd pouzitych v této studii je
zjedné rodiny — dva rodice a tfi déti — ¢asto sekvenované fadou laboratofi a metodami sekvenovani. Tti vzorky jsou od Zzen a dva od
muz0. Pfed extrakci DNA pro studii byly véechny vzorky fixované formalinem a zalité do parafinu. Vzorek GM12877 byl na Urovni DNA
zfedén vzorkem GM12878 a vznikl tak vzorek GM12877-D pro vytvoreni sady variant s frekvencemi pfiblizné 5 % a 10 %. VSechny vzorky
byly testovany na duplikacich, kromé GM12877-D, ktery byl testovan na pétireplikatech. Pro SNV, inzerce a delece byla urCena
pfesnost porovnanim dat ze studie s dobfe charakterizovanou referenéni databazi. Sekvence referenéni databdze (Platinum Genomes
version 2016-01) byla odvozena z kombinace nékolika metod sekvenovani, vefejné dostupnych dat a dfivéjSich informaci. Neni-li
uvedeno jinak, byly spolehlivé genomové oblasti definovany na zékladé této referenéni metody. Celkem byl béh u vzorkl proveden
osmkrat. Tabulky pro prokazani pfesnostijsou zalozeny na datech z prvniho béhu.

Tabulka 10 uvadi Gdaje ze studie prezentované s procentem pozitivni a negativni shody podle vzorkd, pfi¢emz pro vypocet PPA se
vysledky variant porovnavaji s dobfe charakterizovanou kompozitni referenéni metodou. Kombinuji se tfi typy variant (SNV, inzerce,
delece). Protoze referen¢ni metoda poskytuje vysledky pouze jednonukleotidovych variant a inzerci/deleci, pro vypocet NPA se vysledky
nevariantnich bazi porovnaji s referenéni sekvenci lidského genomu hg19.

Tabulka 10 Shoda vysledk{ pfifazeni baze pristroje MiSeqDx s referenénimi daty u 6 dobfe charakterizovanych vzork

Vzorek Prlimé&rna mira pfifazeni Celkovy pocet variant Celkovy pocet variant TP Celkovy pocet variant FN Celkovy pocet pfifazeni TN PPA  NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100 100
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Vzorek Priimé&rna mira pfifazeni Celkovy pocet variant Celkovy pocet variant TP Celkovy pocet variant FN Celkovy pocet pfifazeni TN PPA  NPA OPA

GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100 100

GM12877-D’ 675 650 0 100 100 100
98,4 57608

GM12877-D? 155 155 0 100 100 100

TVarianty s frekvenci vy$si nez 20 %.

2 Varianty s frekvenci nizsi nez 20 %.
K pokryti rizného obsahu genomu bylo uréeno 150 amplikond. Obsah GC amplikon( se pohyboval v rozmezi 26-87 %. V amplikonech se
také opakoval jeden nukleotid (napf. Poly A, Poly T), dinukleotidy a trinukleotidy. V rozboru bylo pouzito 6 unikatnich vzorkd. Kompilaci
dat na kazdy amplikon (tabulka 11) byl uréen dopad obsahu genomu na procento spravnych pfifazeni. Procento spravnych pfifazeni tvofi
pfifazeni variant a referenéni pfifazeni, a pokud se vyskytuji nespravna pfifazeni nebo varianty bez pfifazeni, je niz8inez 100 %. Varianty
bez pfifazeni se vyskytuji v pfipadé, kdy pfi pfitazeni variant nejsou spinény podminky jednoho nebo vice filtrl (napf. nedostateéné
pokryti). Nevyskytla se Zadna nespravna pfifazeni. Pocet variant bez pfifazeni se mezi jednotlivymi amplikony znac¢né lisil.
NejvyraznéjSimi prediktory variant bez pfifazeni byl obsah GC a nékolik interakci s obsahem GC. 2040/2580 (79 %) variant bez pfifazeni
bylo zplisobeno nesplnénim podminek pokryti. Vétsinu variant bez pfifazeni zplsobily amplikony s obsahem GC véts§im nez 78 %.
Reprezentativni amplikon s obsahem GC 78 % mél celkem 675 variant bez pfifazeni. Reprezentativni amplikon s 87 % mél celkem
1365 variant bez pfifazeni. Pokryti Ize zvysit snizenim poc¢tu vzorkl vioZzenych do pritokové kyvety, coz umozni detekci na amplikonech
s vysokym obsahem GC.

Tabulka 11 Udaje o presnosti na trovni amplikonu

» Velikost , Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet %
: Zacatek Konec ; Baze v oblastech Obsah genomu Obsah L, o, . .,
Amplikon Chromozom . ) analyzovaného . R N spravnych nespravnych variant bez spravnych
amplikonu  amplikonu spolehlivosti amplikonu GC Yy , ey , . , . ,
fragmentu pfifazeni pfifazeni pfifazeni pfifazeni
1 1 36450499 36450591 93 93 Indel 0,22 1395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1185 0 0 100
indel
3 1 218353867 218353957 91 91 Indel 0,4 1364 0 1 99,9
4 1 223906657 223906748 92 92 Indel 0,49 1380 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1215 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), indel 0,39 1050 0 0 100
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), 0,27 1320 0 0 100
TAA(3), indel
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Amplikon Chromozom

10

12
13
14

15
16
17
18
19
20

21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

N T NIN DN NDNDN

W W W w NN

w

S

g g o ol a M~ b b b

Zacatek
amplikonu
55862774
87003930
177016721

186625727
190323504
200796740
212245049

228147052
235016350
4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521
102839244
164446743
1882081
14769061
41069808
7407714
147475343
149323731

Konec
amplikonu
55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826
212245139

228147144
235016422
4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586
102839314
164446804
1882158
14769144
41069871
74077196
147475409
149323821

Velikost
analyzovaného
fragmentu

90
80
85
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91

Baze v oblastech
spolehlivosti
90
80
81
75
88
87
91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78
62
69
62
75
84
64
83
67
91

Obsah genomu
amplikonu
Indel
Indel
Neni k dispozici
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

PolyT (5), PolyA (6),
indel

Nenik dispozici
PolyT (5), indel
AT(3), indel
Nenik dispozici
CT(3), indel

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

Indel
PolyA (6)

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

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

Obsah

GC

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

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

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36
0,46
0,27
0,78
0,62
0,39
0,3
0,37
0,55

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1350
1200
1215
mz
1320
1302
1365

1395
1095
1349
1245
1050
1305

1108
1170
1455

1169
930
1035
920
450
1260
960
1245
1005
1365

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

o

O O o o o o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

10
675

o o o o o

%
spravnych
pfifazeni

100
100
100
99,1
100
99,4
100

100
100
96,7
100
100

97,8

99,8
100
100

99,9
100
100

98,9

40,0
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromozom

34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59

N N N N N N oo o o o oo o o u

0 | 00 NN

© | © © © © o

Zacatek
amplikonu
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987

32986864
33408498
41647401
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468
149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345
5987120

Konec
amplikonu
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084

32986958
33408583
41647495
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557
149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

Velikost
analyzovaného
fragmentu

75
102
92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85

91

81
93
83
90

67

65
96
83
97

Baze v oblastech

spolehlivosti

75
102
92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78

Obsah genomu
amplikonu
Indel
PolyG (6)
Indel
GCT(5), indel

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

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

PolyG (6), PolyC (6),
indel

Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici

PolyG (7), CTC(4),
indel

Indel
PolyG (6)
Indel
Nenik dispozici
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel

Obsah

GC

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

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

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

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
125
1530
1380
1383

1455

1425
1290
1410
1365
1095
1320
1299
1275
1350
1365

990
1395
1245
1305

1005
1470
973
1440
1242
1455
1170

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

o o o o

O o/l o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
0
0
0

27

o O o o o o o o o o o

O O w o/ N O O

%
spravnych
pfifazeni

100
100
100
98,1
99,0

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

100
100
100
97,8

100
100
99,8
100
99,8
100
100
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Amplikon Chromozom

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

85
86

10
10
10
10
10
10
10
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n

n
12
12
12
12
12
12
13

13
13

Zacatek
amplikonu
11784629
27317777
33018351
45084159

55892599
101611250
118351373

8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612

101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770
26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218

Konec
amplikonu
11784726
27317855
33018440
45084253
55892687
101611329
118351453
8159912
30177717
47470444
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853
26811096
30881846
88474175

120966966
24167576
25817049

44880200
77665294

Velikost
analyzovaného
fragmentu

98

79

90

95

89

80

81

97
70
100
62
102
73

85

91

85

85

85
84
93
81
71
95
73
89

89
77

Baze v oblastech
spolehlivosti

91

79

90
95

88

80
81

96

70
100
62
102
73

85

91

85

85

85
84
93
81
71
95
73
88

89
77

Obsah genomu
amplikonu

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5), PolyT (5)

Indel
AC(11), indel
Nenik dispozici
Neni k dispozici
Nenik dispozici
Indel
Nenik dispozici
Indel
Nenik dispozici
PolyA (5)
Nenik dispozici
PolyG (6)
Indel

PolyA (5), CA(3),
indel

GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)
Nenik dispozici

PolyA (6)
PolyG (5)

Nenik dispozici

PolyA (5), PolyT (7),

PolyA (7), indel
Indel

Indel

Obsah
GC
0,87
0,3
0,2
0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

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

0,49
0,39

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
0
1185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500
930
1530
1095
1275
1365
1275
1275

1275
1260
1395
1215
1065
1425
1095
1305

1335
1155

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

O 0o o o o o o o

o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
1365
0

0

(o]
o ©

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

%
spravnych
pfifazeni

0
100
100
100
94,9
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
98,9
100
100
100
100
100

98,9

100
100
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Amplikon Chromozom

87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
10
m
12
113

14

14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16

Zacatek
amplikonu
31619327
39517884

46958962
58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807
81625334
85438263
89817413
89864274

1894910
28997904
3682908
57954406
85706375
3563920

3594191
3970090
16084945
33998759
39589691
41244394

45438866

61502432

Konec
amplikonu
31619393
39517966
46959034
58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901
81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465
3564008
3594277
3970180
16085037
33998849
39589774
41244484
45438957

61502510

Velikost
analyzovaného
fragmentu

67
83
73
81
91
66
94
98
68
95
95
72
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
91
84
91
92

79

Béze v oblastech
spolehlivosti
67
83
72
81
91
66
94
96
68
93
95
71
91
70
63
95
87
104
91
89
87
91
93
89
82
91
92

79

Obsah genomu
amplikonu
GA(3), TA(3)
Nenik dispozici
PolyT (5), indel
Indel
Indel
PolyA (5)
Indel
PolyC (5)
Indel
PolyG (5), indel
PolyT (6)
Indel
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
PolyC (5)
TA(3)
PolyC (5)
Poly T (5), indel
GC(3)
PolyC (5), inde
Indel
Indel
PolyT (5)
PolyA (13), indel (x2)
PolyA (5)

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

Indel

Obsah
GC
0,39
0,25
0,19
0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68
0,43
0,65
0,36
0,56
0,27
0,67
0,41
0,67
0,37
0,64
0,67
0,46
0,26
0,54
0,29
0,34
0,26

0,41

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1005
1245
1038
1215
1365
975
1410
1440
1020
1395
1425
1065
1365
1050
945
1425
1305
1560
1362
1335
1303
1365
1395
1335
1215
1365
1365

175

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O O O/l 0O O O 0O O o oo 0o 0O o o oo o oo o o o oo, o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
0
0
42

0

(o]
o ©

O O O N O W O/ 0o o oo o o o oo o o

~N
[oe])

%
spravnych
pfifazeni

100
100
96,1
100
100
94,2
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99,8
100
99,8
100
100
100
94,0
100
98,9

99,2
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Amplikon Chromozom

115
16
17
18
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142

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

21
22
22
22

Zacatek
amplikonu
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999
47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195
17705633
21766821
25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575
25750774
32439233
37409844

Konec
amplikonu
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073
47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276
17705708
21766890
25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664
25750873
32439329
37409940

Velikost
analyzovaného
fragmentu

86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
91
87
66
98
87
69

90
100
97
97

Béze v oblastech
spolehlivosti
86
84
67
91
69
75
81
85
65
99
74
70
94
82
76
70
101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97
97

Obsah genomu
amplikonu
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Nenik dispozici
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Neni k dispozici
Nenik dispozici
Neni k dispozici
Nenik dispozici
Neni k dispozici
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG(4), indel

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

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA (6)

Indel
Nenik dispozici

Indel

Obsah
GC
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
00,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46
0,63
0,36
0,73
0,57
0,35
0,54
0,39
0,32

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni
1289
1260
1005
1365
1035
121
1215
1275
975
1478
1110
1050
1410
1230
1140
1050
1515
1005
1320
1305
990
1470
1305
1029

1350
1500
1455
1455

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
1

0
0
0
0

19

N O O O O O o/lo O oo o o o N|J]o o o

%
spravnych
pfifazeni

99,9
100
100
100
100

98,3
100
100
100

99,5
100
100
100
100
100
100
100

99,4
100
100
100
100
100

99,3

100
99,9
100
100
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Amplikon Chromozom

143
144
145
146
147
148

149

150

< | X | X | X

<

Zacétek
amplikonu
37637596
47081347
15870424

135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Konec
amplikonu
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

Velikost
elwos , Baze v oblastech
analyzovaného . R
spolehlivosti
fragmentu
99 99
92 92
69 69
69 69
71 71
65 0
91 0
71 0

Obsah genomu
amplikonu
Neni k dispozici
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Neni k dispozici

Nenik dispozici

Nenik dispozici

PolyA (5)

Obsah
GC
0,6

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

0,48

0,37

Celkovy pocet Celkovy pocet Celkovy pocet %
spravnych nespravnych variant bez spravnych
pfifazeni pfifazeni pfifazeni pfifazeni
1485 0 0 100
1380 0 0 100
1035 0 0 100
1035 0 0 100
1065 0 0 100
0 0 0 Neni
k dispozici
0 0 0 Neni
k dispozici
0 0 0 Neni
k dispozici

Varianty bez pfifazenijsou shrnuty v tabulce 12. V tabulce jsou uvedeny konkrétni filtry, které ke stavu bez pfifazeni vedly.

0S

Tabulka 12 Souhrn variant bez pfifazeni

¢. amplikonu Chr:Pos Varianta Odpovidajici obsah amplikonu Filtr Chybéjici varianty Ocekavané varianty
28 5:1882129 T>G 78 % GC LowDP' 8 13
52 8:24811064 AG > A PolyG (7), CTC(4), 61% GC R3x62 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87% GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42% GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29% GC R3x6 13 13

T LowDP: Nizké pokryti. Varianta je filtrovana, pokud hloubka nejméné jednoho fondu na dané pozici je menséi nez 900.

2 R3x6: Filtr opakovani. Varianta je filtrovana, pokud se v referenénim genomu vedle pozice varianty opakované vyskytuje celd sekvence varianty

nebo jeji ¢ast. Vyzadovano je minimalné Sest opakovani v referenci a pocitaji se pouze opakovani s délkou do 3 bp.
Vysledky sekvenovani vzorku se porovnaly s velmi spolehlivym genotypem NA12878 stanovenym National Institutes of Standards and
Technology (NIST) (v.2.19). Ze 150 amplikon{ bylo 92 amplikonl obsaZeno ve velmi spolehlivych genomovych oblastech, 41 genomd
mélo ¢asteéné prekrytia 17 amplikonl nemélo v sekvenci NIST Zadné prekryti. Vysledkem bylo 10 000 soufadnic na replikat pro
porovnani. Nevariantni pfifazeni bédze se porovnala s referenéni sekvencilidského genomu hg19. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13 Shoda vysledkl pfitazeni baze pfistroje MiSegDx s referenci NIST pro vzorek GM12878

Vzorek

GM12878

Poget Priimérna mira
amplikond pfifazeni
150 98,43

Celkovy pocet pfifazeni

Celkovy pocet pfifazeni

variant TP variant FN

206

0

Celkovy pocet pfifazeni

TN
19231

Celkovy pocet

pfifazeni FP

0

100

100

PPA NPA OPA

100

Pét nefedénych vzorkd bylo dale analyzovano na pfifazeni malych inzerci a deleci (indel() (tabulka 14). V nékterych pfipadech byl indel
spole¢ny pro dva nebo vice vzorkd, jak je vidét ve sloupci Celkovy pocet replikatli vzorku s indelem. Vysledky pro oba replikaty péti
vzorkd jsou uvedeny v tabulce 14. Celkem se vyskytlo 71indelll o délce 1-24 bp v pfipadé inzerci a 1-25 bp v pfipadé deleci. U 68 indell
bylo zjisténo procento pozitivni shody 1. Tfiinzerce a delece nemély Zadna spravna pfifazeni, protoZe vzhledem k filtru R3x6 byly

v§echny tyto varianty bez pfifazeni. Hodnota PPA, kde jsou varianty bez pfifazeni vylouceny, proto nemohla byt vypoditana. Uvedené tfi

varianty byly delece 1bp (chr8 24811064 AG>A); delece 2 bp (chr10 55892600 TAC>T) a inzerce 1 bp (chr17 39589692 C>CA).

Tabulka 14 Souhrn detekce indell pfistrojem MiSeqDx

Amplikon Chromozom

© 0 NI~ W N

14
16
17
19
21
25
27
31

Pozice

36450544
109465165
218353908
223906701
236372081
247812083

55862804

87003972
200796749
212245090
235016388

4466274

49851375

190106071

56236567
164446785

74077155

Velikost
analyzovaného
fragmentu

93
79
91
92
70
88
90
80
87
91
73
93
70
75
66
62
83

Typ adélka
indelu
amplikonu

Delece 25 bp
Delece 3 bp
Inzerce 23 bp
Delece 17 bp
Inzerce 5 bp
Inzerce 3 bp
Inzerce 7 bp
Delece 6 bp
Inzerce 5 bp
Inzerce 12 bp
Inzerce 2 bp
Delece 23 bp
Inzerce 9 bp
Delece 1bp
Delece 8 bp
Inzerce 11 bp

Delece 4 bp

Indel

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G

ACTT>A
T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA
GACAGACTGTGAGGAAGA>G
C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T

Celkovy pocet

replikétl vzorku variant bez

sindelem

Pocet

pfifazeni

0

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

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni indeld

0

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeniindeld

7
9
15
1
9
9
13
1
15
1
9
13
7
13

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon Chromozom

34
36
37
39
41
44
46
47
48
50
52

53
55
58
59
63
64
68
70
75
76
78
84
85
86
89
90
91

W N N NI NN o o o o u

[oe]

10
10
10
n
n
n
n
12
13
13
13
14
14
14

Pozice

155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142

110939983

128533514

149503916

156476548
24811064

76518677
105586193
138995370

5987158
45084202
55892600

30177690

59837721
118406328
120357842

2834814

25817002

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602

Velikost
analyzovaného
fragmentu

75
92
100
95
95
88
85
90
91
93
90

67
65
97
79
95
89
70
62
85
85
84
89
89
77
73
81
91

Typ adélka
indelu
amplikonu

Inzerce 8 bp
Delece 21bp
Delece 3 bp
Delece 25 bp
Delece 23 bp
Inzerce 1bp
Delece 4 bp
Inzerce 1bp
Delece 4 bp
Delece 11 bp
Delece 1bp

Inzerce 4 bp
Inzerce 4 bp
Delece 21bp
Delece 3 bp
Delece 16 bp
Delece 2 bp
Inzerce 2 bp
Inzerce 8 bp
Delece 8 bp
Delece 2 bp
Inzerce 21bp
Inzerce 19 bp
Inzerce 4 bp
Delece 20 bp
Delece 22 bp
Inzerce 4 bp

Delece 16 bp

Indel

G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT
CAAGT>C
T>TC
GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A

T>TACTG
C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T
C>CTG
T>TTATGAAAA
CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C

Celkovy pocet

replikatl vzorku variant bez

sindelem

Pocet

pfifazeni

0

O O o o o o oo o

-
u

O O OoOjlo O O O o o o ol®© o o o o o

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni indell

0

O o o/lo o o o o o o

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeniindeld

13
n
15
7
1
13
13
15
7
13
0

13

1
1

1

1
15
15
1

15
13
1

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Neni
k dispozici

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Velikost Typ adélka Celkovy pocet Podet Celkovy pocet Celkovy pocet
Amplikon Chromozom  Pozice analyzovaného indelu Indel replikatl vzorku variantbez  nespravnych spravnych PPA
fragmentu amplikonu sindelem pfifazeni pfifazeni indell pfifazeniindeld
93 14 102808554 94 Delece 5 bp CGTGGA>C 9 0 0 9 100
95 15 63446199 68 Delece 6 bp CAAAATT>C " 0 0 " 100
96 15 77879862 95 Delece 25 bp GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G 9 0 0 9 100
98 15 85438311 72 Inzerce 3 bp C>CTTG 9 0 0 9 100
100 15 89864316 70 Inzerce 4 bp G>GCTAC 9 0 0 9 100
105 16 85706416 91 Delece 7 bp ATTATTTC>A " 0 0 " 100
107 17 3594276 87 Delece 1bp TG>T 13 0 0 13 100
108 17 3970133 91 Inzerce 18 bp A>ATCCTATTCTACTCTGAAT " 0 0 " 100
109 17 16084985 93 Inzerce 4 bp A>AACAC 7 0 0 7 100
m 17 39589692 84 Inzerce 1bp C>CA 13 13 0 0 100
12 17 39589739 84 Inzerce24bp T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 15 0 0 15 100
13 17 45438886 92 Delece 4 bp CAGTG>C 7 0 0 7 100
14 17 61502459 79 Delece 12 bp TTTGTATCTGCTG>T 13 0 0 13 100
120 18 38837054 75 Inzerce 22 bp T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 0 15 100
121 18 47405425 81 Inzerce 3 bp T>TGAG n 0 0 1 100
122 18 54815706 85 Delece 2 bp ACT>A 13 0 0 13 100
130 20 21766863 70 Delece 15 bp TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 0 9 100
131 20 25278464 101 Inzerce 5 bp A>AGTGGG 13 0 0 13 100
132 20 50897361 67 Inzerce 11 bp G>GGAATGTCAGCC 15 0 0 15 100
134 20 62690925 87 Delece 16 bp TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 0 9 100
135 21 30300873 66 Inzerce 11 bp G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9 100
137 21 36710749 87 Delece 21bp ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9 100
138 21 46644985 69 Delece 5 bp GTTGTT>G 13 0 0 13 100
140 22 25750814 100 Inzerce 6 bp C>CAGGGCA 13 0 0 13 100
142 22 37409885 97 Inzerce 5 bp C>CTGTTT 13 0 0 13 100
144 22 47081407 92 Delece 10 bp GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7 100
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Studie 2

Tato studie vyuZivala vzorky tkané FFPE s kolorektalnim karcinomem z banky a reprezentativni rozbor dvou gend, ktery byl porovnan

s referenéni metodou, obousmérné Sangerovo sekvenovani (Sanger). Z celkem 1183 subjektd mélo 441 subjektl platné vysledky
Sangerova sekvenovani a reprezentativnino rozboru. Pfi vyhodnoceni na Urovni subjektu (tabulka 15) bylo 230 ze 441 subjekt(
pozitivnich pfi Sangerové sekvenovani (mutace detekované Sangerovym sekvenovanim). Z nich bylo 227 pozitivnich v reprezentativnim
rozboru. Zbyvajicich 211 ze 441 subjektl bylo pfi Sangerové sekvenovani negativnich (Sangerovym sekvenovanim nebyly detekovany
zadné mutace). Z nich bylo 206 negativnich v reprezentativnim rozboru. Vysledkem je procento pozitivni shody (PPA) 98,7 % a procento
negativni shody (NPA) 97,6 % (tabulka 15).

Tabulka 15 Procento pozitivni a negativni shody vysledkl na trovni subjektu

o Sanger Celkem
Reprezentativni rozbor
Pozitivni Negativni
Pozitivni 227" 5 232
Negativni 32 206 209
Celkem 230 21 441

Prehled ucinnosti

Statistika shody Bodovy odhad Pfesné 95% interval spolehlivosti
PPA 227/230=98,7 % [96,2 %, 99,7 %]
NPA 206/211=97,6% [94,6 %, 99,2 %]

Pro vysledky v rdmci subjektu pro véechny mutace bylo 224 presnych shod. U dvou subjektd pfistroj MiSeqDx detekoval mutaci detekovanou
Sangerovym sekvenovanim a jednu dal$i mutaci. U jednoho subjektu detekovaly pfistroj MiSeqDx a Sangerovo sekvenovani rizné mutace.
2Jeden subjekt mél dvé mutace detekované Sangerovym sekvenovanim. Dva subjekty mély jednu mutaci detekovanou Sangerovym sekvenovanim.
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Studie 3

Tato studie vyhodnocuje knihovny DNA pfipravené ze vzorkl FFPE rliznych typl tkani. Celkem jde o 109 vzork(l FFPE osmi rliznych tkani
(tlusté stfevo, vajecnik, pankreas, nadledvina, mocovy méchyr, jatra, stitna zldza a prs) s nejméné 11 vzorky FFPE reprezentujicimi
jednotlivé typy tkani. Tkan nadledviny obsahovala metastazy nadoru jicnu, plic a tlustého stfeva. Ostatni tkané meély primarni nadory.
Tato studie vyuZila reprezentativni rozbor uréeny k vyhledani 26 genl zahrnujicich 21 577 bézina 17 rlznych chromozomech. U celkem
$estirliznych genll (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR a BRAF) bylo provedeno Sangerovo sekvenovani, kterému byly u kazdého
nadoru podrobeny 1-3 geny na zakladé olekavané prevalence somatickych mutaci daného nadoru. Z vysledkl Sangerova sekvenovani
vyplynulo 39 somatickych mutaci SNV ve 33 ze 109 vzork( FFPE. PFistroj MiSeqDx identifikoval 36 somatickych mutaci SNV ve 32 ze

109 vzork( FFPE s jednim fale$né negativnim pfipadem a dvéma pozicemi variant bez pfifazeni. PPA bylo 97,3 %. Pfistroj MiSeqDx
identifikoval 78 975 referenénich bazi ve 109 vzorcich FFPE s 29 fale$né pozitivnimi pfipady vzhledem k Sangerovu sekvenovania 2437
bez pfifazeni. NPA bylo 99,9 %. Delece dvou bazi se u obou metod shodovala. Tabulka 16 shrnuje vysledky podle typu tkané.

Tabulka 16 Procento pozitivni a negativni shody podle typu tkané

Typ théng Poéetu Celkov.)'/ pocet Celkovy pocet variant Celkovy pocet variant Celkovy pocet piifazeni Celkovy pocet pfifazeni Celkovy pgf“:et ve?riant bez PPA  NPA
vzorku variant TP FN TN FP pfifazeni

Nadledvina 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9

Mocovy 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9
méchyr

Prs 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Tlusté stfevo M 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Jétra 13 3 3 0 7984 1 59 100 >99,9
Vajecnik 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99

Pankreas 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
Stitna Zlaza 1 0 7429 1 652 100 >99,9
Celkem 109 39 36 1 78974 29 3416 97,3 >99,9

Reprodukovatelnost

Pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti pfistroje MiSeqDx u DNA extrahované ze vzork{ FFPE byly provedeny dvé studie. U studie 1 bylo
pouzito nékolik pfistroju. U studie 2 byla vyuZita rizna pracovisté.
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Studie 1

Reprodukovatelnost pfistroje MiSeqDx byla uréena pomoci dvou pfistrojl a dvou zkuSenych operatorl béhem celkem osmi béhd.
Reprezentativni rozbor, obsah genomu amplikonu, vzorky a referenéni metody jsou stejné jako u studie pfesnosti 1 vyse. Vysledky jsou
u kazdého pfistroje uvedeny pro jednotlivé amplikony (tabulka 17) a prokazuji reprodukovatelnost pfifazeni u jednotlivych pfistroji.
Procento spravnych pfifazeni zahrnovalo jak nespravna pfifazeni, tak varianty bez pfifazeni (u pfifazeni varianty nebyly splnény
podminky jednoho nebo vice filtr{). Pfistroje vygenerovaly podobné poéty variant bez pfifazeni v zavislosti na konkrétnim amplikonu.

U pfistroje MiSeqDx 1 bylo pozorovano jedno nespravné pfifazeni v ramci oblasti spolehlivosti definované referenénim standardem
Platinum Genomes v amplikonu 64 pfi vyhledavani chromozomu 10 na pozicich 55892599 az 55892687. Amplikon mél opakovani
dinukleotidu 11.

Tabulka 17 Studie reprodukovatelnosti vysledk pfistroje MiSeqDx na jednotlivych pfistrojich (na urovni amplikonu)

Amplikon

N o gl b~ w

©

10
n
12
13

Chromozom analyzovaného

NN N NN

Velikost

fragmentu

93
79

91
92
81
70
88

90
80
85
75
88
87

Bazev
oblastech
spolehlivosti

93
79

91
92
81
70
88

90
80
81
75
88
87

Obsah genomu
amplikonu

Indel

PolyA (5), PolyC
(5), indel

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

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

Indel
Indel
Neni k dispozici
PolyA (8)
PolyT (5)
PolyT (5), indel

Obsah
GC

0,22
0,38

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

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5580
4740

5448
5518
4858
4200
5279

5400
4800
4859
4468
5280
521

MiSegqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

o o o o o

o o/ oo o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0
0

o NN

-

40

43

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5580
4740

5453
5518
4860
4200
5279

5400
4800
4859
4468
5280
5214

MiSegDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

o o o o o

o o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0
0

o O N ©

40

40
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Amplikon

14

15
16

18
19
20

21
22
23

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

Chromozom analyzovaného

» W W W w NN

o g o g g g g b~ b b Db

Velikost

fragmentu

91

93
73
93
83
70
88

75
78
97

78
66
71
62
78
84
64
83
67
91
75
102

Bazev
oblastech
spolehlivosti

91

93
73
93
83
70
88

74
78
97

78

62
69
62
75

84
64
83
67
91

75
102

Obsah genomu
amplikonu

PolyT (5), PolyA
(6), indel

Neni k dispozici
PolyT (5), indel
AT(3), indel
Neni k dispozici
CT(3), indel

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

Indel
PolyA (6)

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

Neni k dispozici
PolyA (5), indel
PolyA (5)
PolyA (7), indel
Neni k dispozici
GT(3), CCA(3)
Neni k dispozici
PolyA (6), indel
PolyT (5)
CT(4), AG(3)
Indel

PolyG (6)

Obsah
GC

0,3

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

0,57
0,26
0,42

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5453

5579
4378
5396
4980
4193
5220

4432
4676
5820

4679
3720
4140
3676
3368
5040
3840
4979
4020
5460
4498
6120

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

o o o o o o o

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

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

7

45
1132

o o o o

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5449

5579
4379
5396
4980
4194
5220

4432
4676
5820

4677
3720
4140
3671
3485
5040
3840
4980
4020
5460
4500
6120

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

o o o o o o

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

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

n

1015

o o o o
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Amplikon

36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58
59

Chromozom analyzovaného

o

N N N I NN N o o o o

0 | 00 NN

© | © © © © o

Velikost

fragmentu

92
100
98

95
86
95
91
73
88
87
85
90
91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97
79

Bazev
oblastech
spolehlivosti

92
94
98

95
86
94
91
73
88
87
85
90
91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97
78

Obsah genomu Obsah

amplikonu

Indel
GCT(5), indel

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

Indel
PolyC (6)
PolyG (5), indel
PolyA (5)
Neni k dispozici
Indel
PolyA (7), AG(4)
Indel
PolyG (5), indel

PolyG (6), PolyC
(6), indel

Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici

PolyG (7), CTC
(4), indel

Indel
PolyG (6)
Indel
Neni k dispozici
AT(3)
PolyC (6), indel
PolyG (5), indel

GC

0,63
0,61
0,55

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

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

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

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5520
5532
5820

5697
5159
5638
5460
4380
5279
5184
5100
5398
5460

3960
5580
4980
5219

4020
5879
3894
5760
4973
5817
4679

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

O O o o o o o o o o

o o o o

O o/l o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
0
108

60

o o N

36

w N o o

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5520
5532
5820

5698
5160
5638
5460
4380
5276
5181
5100
5399
5459

3960
5579
4980
5220

4020
5880
3895
5760
4978
5818
4680

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

O O o olo o o o o o

o o o o

o o o ol o o o

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

120

O N N Ol O O

A SOW wawdlsAs as alossid oid xgbasiy alonsiid xeis| Anojeqld



140dX3 VN 3ZN0d ON3QIN
OYLIA NI IDILSONOVIA X ONIQHUN

373 L0A 8L290000¢ "R 1uswn3oQ

6S

Amplikon

60
61
62

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

77
78
79
80
81
82
83

Chromozom analyzovaného

10
10
10

10
10
10
10
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n

n
12
12
12
12

13

Velikost

fragmentu

98
79
90

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

85
84
93
81
71
95
73

Bazev
oblastech
spolehlivosti

91
79
90

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

85
84
93
81
71
95
73

Obsah genomu Obsah

amplikonu

GC(3)
PolyT (5)

PolyA (5), PolyT
(5)

Indel
AC(11), indel
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
PolyA (5)
Neni k dispozici
PolyG (6)
Indel

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

GA(3)
PolyC (5), indel
PolyA (7), AC(4)
Neni k dispozici

PolyA (6)
PolyG (5)

Neni k dispozici

GC

0,87
0,3
0,2

0,35
0,42
0,49
0,51
0,45
0,46
0,65
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52
0,33
0,49
0,35
0,68
0,52

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

450
4740
5400

5699
5157
4800
4860
5760
4199
5999
3720
6120
4380
5100
5437
5100
5100

5100
5040
5577
4860
4260
5605
4380

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

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

o o ojlo o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
5010
0

0

276

- N O O o

o o o o

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

632
4740
5400

5699
5153
4800
4860
5760
4200
5998
3720
6118
4380
5100
5441
5100
5100

5100
5038
5573
4860
4260
5605
4379

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0
0

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

O o o o o o o

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

4828
0
0

273

o o o

O O N O
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Amplikon

84

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

Chromozom analyzovaného

13

Velikost

fragmentu

89

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

Bazev
oblastech
spolehlivosti

88

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

Obsah genomu Obsah
amplikonu GC

PolyA (5), PolyT 0,22

(7), PolyA(7),
indel
Indel 0,49
Indel 0,39

GA(3), TA(3) 0,39
Nenik dispozici 0,25
PolyT (5), indel 0,19

Indel 0,38
Indel 0,35
PolyA (5) 0,41
Indel 0,62

PolyC (5) 0,45
Indel 0,25
PolyG (5),indel 0,68
PolyT (6) 0,43
Indel 0,65
Nenik dispozici 0,36
Indel 0,56
Nenik dispozici 0,27

PolyC (5) 0,67
TA(3) 0,41
PolyC (5) 0,67

PolyT (5), indel 0,37
GC(3) 0,64
PolyC (5), indel 0,67

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5220

5340
4620
4020
4980
4173
4860
5459
3900
5637
5760
4079
5475
5699
4260
5460
4200
3780
5700
5220
6238
5443
5251
5212

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O O 0o/l o0o O O 0O 0O o o oo o o o o olo o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

60

105

w o/ o o o o o

89

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5220

5340
4620
4020
4980
4173
4860
5460
3900
5637
5760
4078
5487
5700
4260
5460
4200
780
5700
5220
6238
5444
5339
5212

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

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

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

60

- ©
o|lw O ool o o oo g

o RN
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Amplikon

108
109
110
m

112
13

14
115
116
17
18
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

Chromozom analyzovaného

Velikost

fragmentu

91
93
91
84

91
92

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

Bazev
oblastech
spolehlivosti

91
93
89
82

91
92

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

Obsah genomu Obsah

amplikonu

Indel
Indel
PolyT (5)

Poly A (13), indel
(x2)

PolyA (5)

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

Indel
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Neni k dispozici
PolyA (6), TG(3)
PolyA (5), indel
CTC(3), indel
CT(3), indel
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Neni k dispozici
AC(3)
CT(3)

GC

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

0,34
0,26

0,41
0,22
0,62
0,31
0,37
0,43
0,37
0,47
0,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5459
5580
5340
4860

5459
5460

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

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

0
0
0

o

O O O O O o oo o o o o o o o o

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni
1
0
0

308

60

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

5459
5580
5340
4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020
5460
4131
4480
4860
5098
3900
5924
4438
4200
5638
4920
4558

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

0
0
0

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

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

1

0

0
07

60
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Amplikon

130

131
132
133
134
135
136
137
138

139

140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Chromozom analyzovaného

20

20
20
20
20
21
21
21
21

21

< | <| < X X X

Velikost

fragmentu

70

101
67
91
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71
65
91
71

Bazev
oblastech
spolehlivosti

70

101
67
88
87
66
98
87
69

90

100
97
97
99
92
69
69
71

Obsah genomu Obsah

amplikonu

GT(3), TG(4),
indel

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

PolyA (6), AG(3),
indel

PolyT (5), PolyA
(6)

Indel
Neni k dispozici
Indel
Neni k dispozici
Indel
PolyT (5)
PolyC (5)
Neni k dispozici
Neni k dispozici
Neni k dispozici

PolyA (5)

GC

0,46

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

0,5

0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

4200

6060
4020
5277
5218
3959
5880
5220
4119

5399

5998
5819
5818
5940
5519
4139
4136
4260
0
0
0

MiSeqDx 1

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O o o o o o o o

o

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

Celkovy pocet
variant bez
pfifazeni

0

31

o o oo »

Celkovy pocet
spravnych
pfifazeni

4200

6060
4020
5274
5218
3957
5880
5220
413

5399

5997
5819
5816
5940
5519
4140
4137
4260

0

0

0

MiSeqDx 2

Celkovy pocet
nespravnych
pfifazeni

0

O o o o o o o o

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

Celkovy podet
variant bez
pfifazeni

0

o b

O ol oo w o

Vysledky studie reprodukovatelnosti byly analyzovany u jednotlivych operatorl s vyuZitim frekvence variant (tabulka 18). Tato analyza
prokazala, Ze frekvence variant byly u jednotlivych operatorl konzistentni. Uvedeny jsou stfedni frekvence variant +/- 1 (smérodatna

odchylka).
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Tabulka 18 Vysledky pfistroje MiSegDx u jednotlivych operator(

Rozsah
frekvenci
variant

Vysoka
frekvence
(~100 %)

Stredni
frekvence
(~50 %)
Nizka
frekvence
(3-7 %)

Pocet
unikatnich
variant

1112

3240

620

Celkovy pocet variant
analyzovanych
operatorem 1

1072

3151

618

Celkovy pocet variant
analyzovanych
operatorem 2

1072

3161

612

Stredni (SD) vykazana
frekvence variant u
operatora 1

0,96 +/- 0,05

0,49 +/-0,04

0,05 +/- 0,01

Stredni (SD) vykazana
frekvence variant u
operatora 2

0,96 +/- 0,05

0,49 +/-0,04

0,05 +/- 0,01

Zobrazené vysledky studie reprodukovatelnosti pro jednotlivé vzorky jsou zkombinovany ze véech osmi b&h( (tabulka 19). Detekce se
hodnoti samostatné pro kazdy typ varianty — SNV, inzerce a delece. Referenc¢ni pozice jsou vylouceny. Tato analyza prokazala, ze
vysledky pro varianty byly ve vS§ech vzorcich reprodukovatelné.
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Tabulka 19 Shoda vysledkU pfifazeni baze pristroje MiSeqDx na kazdy vzorek

SNV Inzerce Delece

Selland Celkovy Celkovy Celkovy Sellend Celkovy el Celkovy Gellond Celkovy Celkovy Celkovy
Vzorek olet pocet pocet pocet olet pocet o&et EP pocet okt pocet pocet pocet

P TP FP FN p TP & FN & P FP FN
GM12877 592 574 2 0 336 336 0 0 228 272 0 0
GM12878 1456 1432 0 0 320 304 0 0 384 352 0 0
GM12879 912 896 0 0 336 320 0 0 288 272 0 0
GM12885 1200 1192 0 0 400 384 0 0 352 320 0 0
GM12886 1104 1104 0 0 368 352 0 0 368 352 0 0
GM12877- 3640 3582 0 0 800 760 0 0 960 880 0 0
D1
GM12877- 400 398 0 0 520 516 0 0 560 556 0 0
D22

TVarianty s frekvenci vy$si nez 20 %.

2 Varianty s frekvenci nizsi nez 20 %.

Data ziskana z 8 béhU této studie reprodukovatelnosti podporuji tvrzeni, ze pfistroj MiSeqDx dokaze konzistentné sekvenovat:

Obsah GC = 19 % (vSechny pfifazené baze u 120 ze 120 sekvenovanych amplikonli s obsahem GC 19 % byly pfifazeny spravné
s mirou variant bez pfifazeni 3,4 %)

Obsah GC = 73 % (vSechny pfifazené baze u 120 ze 120 sekvenovanych amplikond s obsahem GC 73 % byly pfitazeny spravné
s mirou variant bez pfitazeni 0,1 %)

Délky PolyA = 8 (opakovani PolyA 8 nukleotidd bylo pfifazeno spravné u 120 ze 120 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyA = 8)

Délky PolyT = 10 (opakovani PolyT 10 nukleotidl bylo pfifazeno spravné u 120 ze 120 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyT =10)

Délky PolyG = 6 (opakovani PolyG 6 nukleotidll bylo pfifazeno spravné u 720 ze 720 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyG = 6)
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* Délky PolyC = 6 (opakovani PolyC 6 nukleotid bylo pfifazeno spravné u 359 ze 360 sekvenovanych amplikonl obsahujicich
PolyC = 6, s jednou variantou bez pfifazeni)

* Délky opakovani dinukleotidd = 4x (v8echny pfifazené baze u 600 ze 600 sekvenovanych amplikond s opakovanim dinukleotidl
4x byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 0,4 %)

* Délky opakovani trinukleotidd = 5x (v8echny pfifazené baze u 120 ze 120 sekvenovanych amplikond s opakovanim trinukleotidd
5x byly pfifazeny spravné s mirou variant bez pfifazeni 1,9 %)

* Inzerce o délce 24 bp nebo méné a delece o délce 25 bp nebo méné
— Inzerce 24 bp byly pfitazeny spravné u 120 ze 120 vzorkU

— Delece 25 bp byly pfitazeny spravné u 182 vzorkl a vykazany jako varianty bez pfifazeni u 2 vzorkl ze 184

Studie 2

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti reprezentativnino rozboru dvou genl, popsaného ve studii pfesnosti 2, byla provedena externi
studie na tfech testovacich pracovistich (se dvéma operatory na kazdém pracovisti), pomoci jedné Sarze reagencii a ve tfech po sobé
jdoucich testovacich dnech. Testovani bylo provadéno se $esti panely dobfe charakterizovanych vzorkl genomové DNA z klinickych
vzorkd FFPE nebo bunéénych linii. Kazdy panel tvofilo 10 ¢lend, celkem tedy 60 ¢lend ve vech panelech.

Té&chto 60 ¢lenl panell predstavovaly duplikace ¢tyf unikatnich vzork( divokého typu (pro mutace paneld), 12 unikatnich vzorkd mutaci
(s jednou mutaci) pfipravenych na vysoké i nizké frekvenci mutaci a dva unikatni vzorky mutaci (s jednou mutaci) pfipravené pouze na
nizké frekvenci mutaci. Kazdy unikatni pfipad na Urovni vzorku / frekvence mutaci (v kazdém béhu testovano na duplikacich) mél

36 moznych vysledkl (2 replikaty x 2 operatofi x 3 dny x 3 pracovisté), pokud by byly véechny vysledky platné.

Hodnota procenta oCekavanych pfifazeni (Percent Expected Call, PEC) ve vSech pozitivnich a negativnich variantach byla vyhodnocena
porovnanim vysledkl reprezentativniho rozboru s oéekavanymi vysledky mutaci (oéekdvana mutace detekovana nebo nedetekovana)
v kazdém vzorku. PEC se podita jako 100 % krat pocet oéekavanych pfifazeni déleno poétem pokust o pfifazeni. Oboustranny

95% interval spolehlivosti se pocitd pomoci Wilsonovy metody hodnoceni.

Ze vSech pracovis$t dohromady byla Uspésnost vzorkd = 94,7 % u prvniho béhu vzorku nebo u vzork({ testovanych pfi bézich, které byly
pfi prvnim prichodu platné. PEC na Urovni mutaci u véech vzorkl s mutacemi bylo 99,6 % (905/909) (95% interval spolehlivosti;

98,9, 99,8). Podet pokust o pfifazeni ve véech 56 mutacich panell (bez ohledu na to, zda detekovana mutace byla nebo nebyla
oCekavana) pro véechny platné vzorky byl 58 856 (56 x 1051). Z téchto 58 856 pozorovani na Urovni mutaci bylo jen Sest pfipadl, kdy
byly pozorované a o¢ekavané vysledky v rozporu. PEC na Urovni mutaci u vSech pozitivnich a negativnich variant ze v§ech mutaci a
¢lend paneld divokého typu dohromady bylo 99,99 % (58 850/58 856).
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Analyticka citlivost (mez blanku (LoB) a mez detekce (LoD))

Tato studie slouzila k ovéfeni mezni hodnoty rozboru a uréeni meze detekce (Limit of Detection, LoD) pfistroje MiSeqDx pomoci
reprezentativniho panelu. Stru¢né fe¢eno, dobfe charakterizované bunécéné linie Platinum Genome GM12878 a GM12877 byly fixovany
formalinem a zality do parafinu a poté nasledovala extrakce DNA. Vzorek GM12878 byl zfedén vzorkem GM12877 tak, aby frekvence
varianty u sedmdesati variant (52 SNV, devét inzerci a devét deleci) byla pfiblizné 0,05. Oba vzorky DNA byly testovany dvéma
operatory pomoci dvou pfistrojl a dvou $arzi reagencii pfi celkem 10 bézich sekvenovani MiSegDx. Vysledkem bylo 40 replikatl kazdé
varianty GM12878 a 60 replikatl kazdé odpovidajici souradnice divokého typu GM12877 pro kazdou $arzi reagencii. LoB a LoD se
vypocitaly klasickou metodou pomoci neparametrické moznosti uvedené v CLSI EP17-A2. LoB a LoD se vypodcitaly samostatné pro SNV,
inzerce a delece, a to slou¢enim frekvenci variant daného typu varianty do fondu. Chyba I. typu byla definovana jako 0,01 a chyba II.
typu jako 0,05.

U LoB se frekvence variant slou¢enych do fondu sefadily od nejnizsi po nejvyssi a pro kazdy typ varianty se vypocitala 99. pozice kazdé
Sarze reagencie (tabulka 20). Software MiSeqDx vyuziva ke stanoveni kvalitativni detekce variant mezni hodnotu (Uc¢innou LoB)
frekvence variant 0,026. Vypocitané meze blanku prokazaly, Ze tato mezni hodnota nema za nasledek chybu I. typu vétsinez 0,01.

Tabulka 20 Mez blanku

Typ varianty Celkovy pocet frekvenci variant LoB - Sarze reagencii 1 (%) LoB - Sarze reagencii 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
Inzerce 540 0,79 0,60
Delece 540 0,96 0,84

U LoD se vypocitalo procento frekvenci jednotlivych mutaci pro kazdou Sarzi reagencii a kazdy typ varianty pod mezni hodnotou 0,026
(tabulka 21). ProtoZe procenta byla nizSi nez 5% chyba Il. typu (0,05), jako LoD se vypocital median kombinovanych frekvenci variant
(tabulka 22). Za LoD kazdého typu varianty se povazovala vétsi ze dvou hodnot vypocitanych pro dvé Sarze reagencii— 5,45 % pro SNV,
4,88 % proinzerce a 5,44 % pro delece.
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Tabulka 21 Mez detekce

Sarze reagencii Izzanty :l:::l(\?:r?c?::::\nt PocdetméreniVF <2,6 % ProcentoméreniVF <26 % Mezdetekce (%)
1 SNV 2080 5 0,20 5,45

Inzerce 360 0 0,00 4,86

Delece 360 3 0,80 5,44
2 SNV 2080 26 1,30 5,44

Inzerce 360 0 0,00 4,88

Delece 360 0 0,00 5,24

Nasledujici studie prokazuji charakteristiky uc¢innosti pfistroje MiSeqDx dal§im reprezentativnim rozborem cilenym na 56 mutaci ve dvou
klinicky relevantnich rakovinovych genech (panel mutaci). Panel mutaci je konkrétné urcen k detekci 56 mutaci ve dvou klinicky
relevantnich rakovinovych genech (gen 1a gen 2). Rozbor sou¢asné uréuje pfitomnost nebo nepfitomnost kazdé z 56 mutaci

v jednotlivych sekvenovanych vzorcich. Referenéni metodou pro tyto studie bylo obousmérné Sangerovo sekvenovani.

Presnost u jednotlivych Sarzi

Za Ucelem vyhodnoceni Géinnosti pfistroje MiSeqDx u rliznych $arzi vyrabénych sad reagencii (tvofenych reagenciemi pro kvalifikaci
vzorkd, pfipravu knihovny a sekvenovani) byla provedena studie pfesnosti u jednotlivych $arzi pomoci reprezentativniho rozboru dvou
genl s vyuzitim panelu péti smichanych vzorkl FFPE spliiujicich pozadavky na kvalifikaci vzork(. Kazdy vzorek FFPE obsahoval dvé
unikatni mutace: jednu na nizsi (cca 8%) urovni frekvence mutaci a jednu na vy$si (cca 14%) Grovni frekvence mutaci. Béhem tfi dn(
nejdoucich po sobé bylo pomoci tfi $arzi sad reagencii provedeno dvandct (12) pozorovani kazdé z péti smési vzorkl. Celkovy pocet
pozorovani pro studii u vech Sarzi reagencii byl 180 pozorovani u vdech smési vzorkd a 360 pozorovani na véech Urovnich frekvence
mutaci. V ramci véech Sarzi a vSech dnd prokazalo 99,7 % (359/360) pozorovani u mutaci oéekdvané vysledky. Jedna mutace na nizké
frekvenci byla nespravné pfifazena jako divoky typ. Pro kaZzdou mutaci a Uroven frekvence mutaci byla provedena analyza slozek
rozptylu za ucelem vyhodnoceni variability systému. Celkova smérodatna odchylka byla vintervalu 0,011 az 0,029. Slozka smérodatné
odchylky ze Sarze reagencii byla vintervalu 0 az 0,015.
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