llumina
,MiSegDx®* prietaisas

NAUDOTI,INVITRO"DIAGNOSTIKAI
Katalogo Nr. DX-410-1001

Numatytoji paskirtis

,MiSeqDx” prietaisas skirtas tikslinei DNR biblioteky, gauty i§ Zmogaus genomo DNR, iSskirtos i$ periferinio
visos sudéties kraujo arba formalinu fiksuoto, i parafing jlieto (FFPE) audinio, sekai nustatyti, prietaisu atliekant
in vitro diagnostikos (IVD) tyrimus. ,MiSeqDx" prietaisas néra skirtas naudoti atliekant viso genomo ar de novo
sekos nustatyma. ,MiSeqDx" prietaisa reikia naudoti su registruotais ir nurodytais, leistais naudoti ar
patvirtintais IVD reagentais ir analitine programine jranga.

Proceduros principai

,Aumina MiSeqDx" yra skirtas tiksliniam pakartotiniam zmogaus DNR sekos nustatymui naudojant ,Illumina”
sekos nustatymo eksploatacines medziagas ir bibliotekas, paruostas is Zmogaus genomo DNR, isskirtos is
periferinio visos sudéties kraujo arba FFPE audinio, bei naudojant registruotus ir nurodytus, leistus naudoti arba
patvirtintus IVD reagentus. Bibliotekos paruoSiamos amplifikuojant taikinius ir pridedant méginiy indeksy bei
uzfiksuoty seky. Méginiy bibliotekos uzfiksuojamos pratekamojoje kiuvetéje ir jy sekos nuskaitomos prietaise
naudojant sekos nustatyma sintezés (SBS) chemijos biidu. Taikant SBS chemijos biida, naudojamas ciklinio
griztamojo blokavimo metodas siekiant aptikti pavieniy nukleotidy bazes, kurios yra jtrauktos j augancias DNR
gijas. Analizeés realiuoju laiku (RTA) programiné jranga atlieka vaizdo analize ir baziy priskyrima bei kiekvienai
kiekvieno sekos nustatymo ciklo bazei priskiria kokybés jvertj. Pasibaigus pirminei analizei, atliekant antrine
analize ,MiSeqDx" prietaise apdorojami baziy priskyrimai. Apdorojimas apima isskirstyma, FASTQ faily
generavima, prilygiavima, varianty priskyrima ir varianty priskyrimo formato (VCF) faily, kuriuose pateikiama
informacija apie variantus, randamus konkreciose referentinio genomo padétyse, generavima. ,MiSeqDx" naudoja
skirtingus antrinés analizés modulius — tai priklauso nuo darbo eigos. Taip pat galimi gonocity linijos arba
somatiniy varianty priskyrimo darbo eigy moduliai ir moduliai, skirti konkrecios numatytosios paskirties
tyrimams.

Dvejopo paleidimo konfiguracija

Dvejopo paleidimo konfigiiracija apima aparating, programine jranga ir diegimo procediiras, kad , MiSeqDx"
prietaisas galéty vykdyti tiek in vitro diagnostikos (IVD), tiek tik moksliniams tyrimams naudojamus (RUO) sekos
nustatymo tyrimus. Naudodamas dvejopo paleidimo konfigiiracija, naudotojas gali diagnostinj prietaiso rezima
perjungti j moksliniy tyrimy rezima ir atvirksciai. Ant sekos nustatymo eksploataciniy medZziagy nurodyti RFID
neleidzia RUO sekos nustatymo reagenty naudoti diagnostiniuose sekos nustatymo vykdymuose.

Proceduros apribojimai

1 Naudoti in vitro diagnostikai.

2 Etiketése pateikiami rezultatai buvo gauti naudojant reprezetantyviojo tyrimo grupes ir periferinj visos
sudéties kraujq arba lgsteliy linijas (gonocity linijos charakteristikos) ir FFPE audinj arba FFPE lasteliy
linijas (somatiniy varianty charakteristikos) bei aprasytus reagentus ir programinés jrangos modulius.
Veikimo charakteristikos pateikiamos tik informaciniais tikslais. Pateikiami tikrinimo tyrimai, kuriy
reikalaujama naudojant didelio pralaidumo DNR sekos analizatoriy specialias kontrolines medziagas,
tik iliustruoja prietaiso bendrasias galimybes ir neapibrézia prietaiso galimybiy ar tinkamumo, susijusiy
su konkreciais teiginiais. Reikia patikrinti visus visy su Siuo instrumentu naudoti sukurty diagnostiniy
tyrimy veikimo aspektus.

3 Sio gaminio galimybés yra tik tokios, kokios nurodytos toliau.

Sekos nustatymo iSvestis > 5 Gb
Filtra praéjusiy nuskaitymy > 15 min.
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»,MiSegDx“ Instrument

Nuskaitymo ilgis (pagal gala suporuotas vykdymas)— 2 x 150 bp

Bazés, didesnés nei Q30 > 80 %, kai nuskaitymo ilgis — 2 x 150 bp

Ne maziau kaip 80 % baziy ,Phred” kokybés jverciai didesni nei 30, o tai nurodo didesnj nei 99,9 %
baziy priskyrimo tiksluma.

4 ,MiSeqDx" prietaisas patvirtintas tik Zzmogaus DNR biblioteky, iSskirty i$ periferinio visos sudéties
kraujo ir FFPE audinio, sekai nustatyti. Biblioteky, generuoty is kity tipy méginiy, Siame prietaise
atliekant in vitro diagnostika naudoti negalima. Sio prietaiso veikimo charakteristikos norint atlikti %
klinikiniy méginiy gauty mikrobiniy nukleortigsciu sekos nustatyma nenustatytos.

5 ,MiSeqDx” yra skirtas in vitro diagnostikai, naudojant registruotus ir nurodytus, leistus naudoti arba
patvirtintus IVD reagentus ar tyrimus. ,MiSeqDx” prietaisq galima naudoti in vitro diagnostikai
naudojant tolesnius IVD tyrimus ar registruotus reagentus.

Pavadinimas Katalogo Nr. | Pakuotés lapelio dokumento Nr.
, Praxis® Extended RAS” skydelis (tik JAV) 20012431 1000000037190
,MiSeqDx" cistinés fibrozés 139 varianty tyrimas DX-102-1004 15038347
DX-102-1003
,MiSeqDx” cistinés fibrozés klinikinis sekos nustatymo DX-102-1001 15038344
tyrimas
, TruSeq Custom Amplicon Kit Dx” 20005718 1000000029772
,MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinys 20012552 / 1000000030849

20037124

Universalieji reagenty apribojimai ir veikimo charakteristikos, aprasyti Siame pakuotés lapelyje, paremti
reprezentatyviaisiais tyrimais. Norédami suzinoti IVD tyrimy paskirtj, aptinkamus variantus ir méginiy tipa, zZr.
konkretaus tyrimo pakuotés lapelj.
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Tyrimo programiné jranga neprilygiuoja intarpy, iSkrity ar juy deriniy turinio, kurio ilgis yra didesnis nei
25 bp. Todél tyrimo programiné jranga neaptinka didesnio nei 25 bp ilgio intarpy / iskrity.
Patvirtinta, kad sistema gali aptikti vieno nukleotido variantus (SNV) ir iki 25 bp iskritas bei 24 bp
intarpus, kai naudojama su ,, Germline Variant” ir ,Somatic Variant” moduliy programine jranga.
Atliekant somatinj priskyrima (taikant 0,05 varianty daznj), buvo aptikta 25 bp iskrity ir 18 bp intarpy.
Tyrimo programineé jranga gali neprilygiuoti amplikony nuskaitymy, kuriy varianty turinys yra itin
didelis, todél sritis gali biiti laikoma nemutantinio tipo. Itin didelio turinio pavyzdziai:
nuskaitymai, kuriuose yra daugiau nei trys intarpai / iskritos,
maziausiai 30 bp ilgio nuskaitymai su SNV turiniu, kurio ilgis yra didesnis nei 4 % viso amplikono
tikslinio ilgio (iSskyrus zondo sritis), ir
nuskaitymai, kuriy ilgis maZesnis nei 30 bp, o SNV turinys didesnis nei 10 % viso amplikony ilgio
(iskaitant zondo sritis).
Dideli variantai, jskaitant multinukleotidy variantus (MNV) ir didelius intarpus / iSkritas, iSvestiniame
VCF faile gali buti pateikiami kaip atskiri mazesni variantai.
ISkrity variantai gali buti isfiltruojami arba praleidziami, kai apimtyje yra iSdéstyti du amplikonai, jei
iskritos ilgis yra didesnis uz persidengima tarp iSdéstyty amplikony arba lygus jam.
Sistema negali aptikti intarpy / iSkrity, jei jie yra tiesiogiai Salia pradmens ir néra persidengianciy
amplikony. Sriciy, kuriose yra persidengianciy amplikony, tyrimas negali aptikti iSkrity, kai
persidengimo sritis yra maZzesné uz aptinkamo dydzio iskrita. PavyzdzZiui, jei dviejy gretimy amplikony
persidengimo sritis yra dvi (2) bazés, tyrimas negali aptikti jokiy iSkrity, apimanciy abi Sias bazes.
Galima aptikti vienos bazés iskritg bet kurioje i$ Siy baziy.
Kaip ir bet kokioje hibridizavimu pagristoje bibliotekos paruosimo darbo eigoje, pagrindiniai
polimorfizmai, mutacijos, intarpai ar iskritos oligonukleotidus risanciose srityse gali turéti jtakos
zonduojamiems aleliams ir atitinkamai sekos nustatymo metu atliekamiems priskyrimams. Pavyzdziui:
variantas fazéje gali bati neamplifikuotas su variantu pradmeny srityje, todeél rezultatas gali buti
klaidingai neigiamas,
variantai pradmeny srityje gali uzkirsti kelig referentinio alelio amplifikacijai, todél gali jvykti
neteisingas homozigotinio varianto priskyrimas,
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»,MiSegDx“ Instrument

intarpy / iSkrity variantai pradmeny srityje gali sukelti klaidingg teigiama priskyrima nuskaitymo
pabaigoje Salia pradmens.

Intarpai / iSkritos gali biti filtruojami dél gijy tendencingumo, jei jie atsiranda ties vieno nuskaitymo
pabaiga ir atliekant lygiavima néra prilygiuojami, taciau nepasalinami.

Mazi MNV nepatvirtinti.

Kopijy skaiciaus variantai ir strukttiriniai variantai, pvz., suliejimai ar perkélimai, nepatvirtinti.
Specifiniai , Germline” apribojimai

,MiSeqDx" sistema, naudojanti ,, Germline Variant” modulj, yra skirta kokybiniams gonocity linijos
varianty priskyrimo rezultatams pateikti (t. y. homozigotinio, heterozigotinio, nemutantinio tipo).
Naudojant kartu su ,,Germline Variant” moduliu, maziausia reikalinga apréptis vienam
amplikonui, kad bty tiksliai priskirtas variantas, yra 150x. Méginiy skaicius ir bendras tiksliniy
baziy skaicius turi jtakos aprépciai. GC kiekis ir kitas genomo turinys gali turéti jtakos aprépciai.
Kopijy skaiciaus kitimas gali turéti jtakos tam, ar variantas identifikuojamas kaip homozigotinis, ar
heterozigotinis.

Variantai tam tikruose pasikartojanciuose kontekstuose yra isfiltruojami VCF failuose. Kartotinis
RMXxN filtras naudojamas variantams filtruoti, jei visa varianty seka ar jos dalis pakartotinai
matoma referenciniame genome Salia varianto padéties. Kai atliekamas gonocity linijos varianto
priskyrimas, norint filtruoti varianta, reikia bent 9 referentinio geno pakartojimuy, ir tinka tik
pakartojimai, ne ilgesni kaip 5 bp (R5x9).

17 Specifiniai ,,Somatic” apribojimai

,MiSeqDx" sistema, naudojanti ,Somatic Variant” modulj, yra skirta somatiniy varianty priskyrimo
kokybiniams rezultatams pateikti (t. y. nustatoma, ar yra somatinis variantas, kurio varianto daznis
yra ne mazesnis nei 0,026, o aptikimo riba yra 0,05).

Naudojant kartu su ,,Somatic” varianty moduliu, maziausia reikalinga apréptis vienam amplikonui,
kad buty gautas tikslaus varianto priskyrimas, yra 450x vienam oligonukleotidy telkiniui. Méginiy
skaicius ir bendras tiksliniy baziy skaicius turi jtakos aprépciai. GC kiekis ir kitas genomo turinys
gali turéti jtakos aprépciai.

Variantai tam tikruose pasikartojanciuose kontekstuose yra isfiltruojami VCF failuose. Kartotinis
RMXxN filtras naudojamas variantams filtruoti, jei visa varianty seka ar jos dalis pakartotinai
matoma referenciniame genome Salia varianto padéties. Kai atliekamas somatinio varianto
priskyrimas, norint filtruoti varianta, reikia bent 6 referentinio geno pakartojimy, ir tinka tik tie
pakartojimai, kuriy ilgis yra iki 3 bp (R3x6).

,Somatic” varianty modulis negali atskirti gonocity linijos ir somatiniy varianty. Modulis
naudojamas norint aptikti variantus plataus intervalo varianty daZniuose, taciau varianto daznis
negali buti naudojamas norint atskirti somatinius variantus nuo gonocity linijos varianty.

Normalus meéginio audinys turi jtakos varianty aptikimui. | ataskaita jtraukta aptikimo riba yra
pagrista santykiniu varianto dazniu, nustatytu pagal visa DNR, gauta i$ naviko ir normalaus
audinio.

Gaminio komponentai
,Jlumina MiSeqDx" sudaro toliau nurodyti komponentai.
,MiSeqDx” prietaisas (katalogo Nr. DX-410-1001)

Kad ,MiSeqDx” prietaisas veikty ir buty galima analizuoti duomenis, reikalingi toliau nurodyti programinés
jrangos komponentai.
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Programa Funkcija
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Variant” antrine
modulis analize

»,MiSegDx“ Instrument

Aprasas

MOS programa valdo prietaiso veikima sekos nustatymo metu ir generuoja vaizdus,
skirtus naudoti analizés realiuoju laiku (RTA) programinei jrangai. Norédami gauti
daugiau informacijos, zr. ,MiSeqDx" prietaiso informacinj vadovq 2 v. MOS sistemai
(dokumento Nr. 1000000021961).

RTA programa kiekvienos isklotinés vaizdus, kuriuos MOS generuoja vieno sekos
nustatymo vykdymo ciklo metu, konvertuoja j baziy priskyrimo failus, kurie jvedami j
,Local Run Manager” analizés modulius. RTA programoje néra naudotojo sasajos.

,Local Run Manager” programiné jranga yra j prietaisa integruotas sprendimas, skirtas
naudotojams tvarkyti, antrinei analizei vykdyti ir biisenai stebéti. Norédami gauti daugiau
informacijos, zr. ,Local Run Manager” programinés jrangos informacini vadovq, skirtq
,MiSeqDx" prietaisui (dokumento Nr. 1000000011880).

Si ,Local Run Manager” analizés modulio programiné jranga atlikdama antrine analize
apdoroja baziy priskyrimus. Apdorojimas apima isskirstyma, FASTQ faily generavima,
lygiavima, varianty priskyrima ir ataskaity kirima. Varianty priskyrimo priemoné
(,,Pisces”) generuoja VCF failus, kuriuose pateikiama informacija apie variantus, aptiktus
konkreciose referentinio genomo padétyse, ir nurodytas iSmatuotas varianty daznis.

Si ,Local Run Manager” analizés modulio programiné jranga atlikdama antrine analize
apdoroja baziy priskyrimus. Apdorojimas apima isskirstyma, FASTQ faily generavima,
lygiavima, varianty priskyrima ir ataskaity kirima. Varianty priskyrimo priemoné
(,,Pisces”) generuoja VCF failus, kuriuose pateikiama informacija apie variantus, aptiktus
konkreciose referentinio genomo padétyse, ir nustato, ar konkretus variantas yra
heterozigotinis, ar homozigotinis.

Laikymas ir naudojimas

Elementas Specifikacija

Temperatira Transportavimas ir laikymas: nuo -10 °C iki 40 °C (14-104 °F)
Naudojimo salygos: 19-25 °C (66-77 °F)

Drégnis Transportavimas ir laikymas: drégnis be kondensacijos

Naudojimo salygos: 30-75 % santykinis drégnis (be kondensacijos)

Reikalinga jranga ir medziagos, nepridéta

Sekos nustatymo eksploatacinés medziagos
,MiSeqDx“ 3 v. reagenty rinkinys (katalogo Nr. 20012552 / 20037124)

Naudotojo pateikiamos eksploatacinés medziagos

Prie§ pradédami vykdyma jsitikinkite, kad turite tolesnes naudotojo pateikiamas eksploatacines medZziagas.

Eksploataciné medziaga Paskirtis

Alkoholio servetélés, 70 % izopropilas Pratekamosios kiuvetés stiklo ir platformos valymas
arba

Etanolis, 70 %

Laboratorinis audinys, kurio sudétyje mazai Pratekamosios kiuvetés platformos valymas

medvilnés
Popierius lesiams, 4 x 6 col.
, Tween 20”

Pratekamosios kiuvetés valymas
Prietaiso plovimas

Pincetas, plastikinis, kvadratiniu galiuku Pratekamosios kiuvetés iS$émimas i$ jos gabenimo

(papildomas)
Vanduo, laboratorinis

2021 m. rugpjucio
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Laboratorinio vandens gairés
Prietaiso procedtiroms atlikti visada naudokite laboratorinj vandenj. Niekada nenaudokite vandentiekio vandens.

Visi toliau pateikti pavyzdZziai yra priimtini.

,dlumina PW1“”

18 megaomy (MQ) vanduo
,Milli-Q” vanduo

,Super-Q” vanduo
Molekulinés biologijos vanduo

J]spejimaiir atsargumo priemonés

DEMESIO
Pagal federalinius jstatymus §j prietaisg leidZziama parduoti ar uzsakyti tik gydytojui ar kitam specialistui, kuriam isduota
licencija naudoti ar uzsakyti prietaiso naudojimo paslauga pagal valstijos, kurioje jis (ji) verciasi medicinos praktika, jstatymus.

1

10

11

Kai kuriuose reagentuy, kuriuos , Illumina“ teikia naudoti su ,,MiSeqDx* prietaisu, komponentuose yra
cheminiy medziagu, kurios gali buiti pavojingos. Pavojus Zmogui kyla jkvépus, nurijus, patekus ant
odos ir i akis. Dévékite tinkamai nuo pavojaus saugancias apsaugines priemones, jskaitant akiu
apsaugos priemones, pirstines ir laboratorinj chalata. Su panaudotais reagentais elkités kaip su
cheminémis atliekomis ir utilizuokite laikydamiesi taikomu regiono, nacionaliniy ir vietiniy istatymu
bei teisés akty. Aplinkosaugos, sveikatos ir saugos informacijos ieSkokite saugos duomeny lape adresu
support.illumina.com/sds.html.

Su visais kraujo méginiais dirbkite, taip, tarytum btity Zinoma, kad jie yra uzkrésti zmogaus
imunodeficito virusu (ZIV), Zmogaus hepatito B virusu (HBV) ir kitais krauju perneSamais patogeniniais
agentais (bendros atsargumo priemoneés).

Nesilaikant nurodyty procediiry, rezultatai gali buiti klaidingi arba gali gerokai pablogéti méginiy
kokybe.

Laikykités jprasty laboratoriniy atsargumo priemoniy. Nesiurbkite pipetés burna. Darbo vietoje
nevalgykite, negerkite ir neriikykite. Dirbdami su méginiais ir rinkiniy reagentais, muivékite vienkartines
pirstines bei dévékite laboratorinius chalatus. Baige dirbti su méginiais ir rinkiniy reagentais, kruopsciai
nusiplaukite rankas.

Kad PGR produktai neuztersty reagenty, instrumenty ir genomo DNR méginiy, biitina laikytis tinkamos
laboratorinés praktikos ir laboratorinés higienos taisykliu. PGR uZzterSimas gali lemti netikslius ir
nepatikimus rezultatus.

Norédami iSvengti uztersimo, uztikrinkite, kad pries amplifikacijg ir po jos buty naudojama speciali
iranga (pvz., pipetés, pipeciy antgaliai, Silumos blokai, maisSytuvai ir centrifugos).

Indekso ir méginio pora turi tiksliai sutapti su atspausdintu plokstelés iSdéstymu. ,Local Run Manager”
automatiSkai jveda indeksy pradmenis, susietus su méginiy pavadinimais (kai jie jvedami j modulj).
Naudotojui patariama prie$ pradedant sekos nustatymo vykdyma patikrinti indeksy pradmenis,
susietus su meéginiais. Nesutampant méginiy ir plokstelés iSdéstymo rezultatams, prarandama teigiamy
meéginiy identifikacija ir pateikiami neteisingi rezultatai.

Siekiant kompiuterj apsaugoti nuo virusy, naudotojui primygtinai rekomenduojama jdiegti savo
antivirusing programine jranga. Diegimo instrukcijas Zr. naudotojo vadove.

Nenaudokite ,MiSeqDx”, jei nuimtas bet kuris skydelis. Jei prietaisas naudojamas nuémus bet kokius
skydelius, kyla linijos jtampos ir nuolatinés sroveés jtampos poveikio pavojus.

Nelieskite pratekamosios kiuvetés platformos, esancios pratekamosios kiuvetés skyriuje. Siame skyriuje
esancio Sildytuvo veikimo temperatiira yra 22-95 °C, todél jis gali nudeginti.

Prietaisas sveria apie 57 kg (126 svar.) ir gali sukelti sunky suzeidima, jei jis nukristy ar bty
netinkamai naudojamas.
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Naudojimo instrukcijos

Toliau pateiktose ,,MiSeqDx" prietaiso naudojimo instrukcijose reikalaujama naudoti ,MiSeqDx*“ 3 v. reagenty
rinkinyje esancius reagentus.

Vykdymo kdrimas naudojant ,Local Run Manager*

I8samias instrukcijas rasite ,, Local Run Manager” programinés jrangos informaciniame vadove, skirtame ,, MiSeqDx”
prietaisui (dokumento Nr. 1000000011880), ir naudojamo analizés modulio ,Local Run Manager” vadove.
1 Pasirinkite Create Run (kurti vykdyma) ir ,, Local Run Manager” modulj ,Somatic Variant” arba
,,Germline Variant”.
2 lveskite vykdymo pavadinima, pagal kurj vykdymas bus identifikuojamas nuo sekos nustatymo iki
analizés.
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, pabraukimo brtiksnius ar bruksnelius.
4 [Pasirinktinai] Jveskite vykdymo aprasa, padedant] identifikuoti vykdyma.
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, pabraukimo brtksnius ar bruksnelius.

W

Vykdymo deklaracijos faily importavimas

1 Patikrinkite, ar deklaracijos, kurias norite importuoti, prieinamos pasiekiamoje prie prietaiso prijungtoje
tinklo vietoje arba USB atmintuke.

2 Pasirinkite Import Manifests (importuoti deklaracijas).

3 Raskite deklaracijos failg ir pasirinkite deklaracijas, kurias norite jtraukti.

Méginiy priskyrimas vykdymui
Nurodykite vykdymo méginius, naudodami tolesnes parinktis.

Enter samples manually (jvesti méginius neautomatiskai) — naudokite tusc¢ia lentele ekrane , Create Run” (kurti
vykdyma).

Import samples (importuoti méginius) — suraskite iSorinj formato faila. Ekrane , Create Run” (kurti vykdyma)
galima atsisiysti Sablona.

UZzpilde méginiy lentele, méginiy informacija galite eksportuoti j iSorinj faila ir ji naudoti kaip atskaitq ruosdami
bibliotekas arba importuoti faila kitam vykdymui.

Neautomatinis méginiy jvedimas

1 I8skleidziamajame sarase pasirinkite meéginiy skaiciy ir indeksy rinkinj.

2 lveskite unikaly méginio pavadinima (, Somatic Variant” analizés modulis) arba méginio ID (,, Germline
Variant” analizés modulis).
Naudokite raides, skaitmenis, britkSnelius arba pabraukimo briiksnius.
,Somatic Variant” modulyje | vieng méginio Sulinélj jvestu méginio pavadinimu automatiskai
uzpildomas atitinkamas kito telkinio Sulinélis.

3  [Pasirinktinai] Naudodami teigiamus ar neigiamus kontrolinius méginius, spustelékite desinjji pelés
klavisa ir pasirinkite kontrolinés medziagos tipa.
,Somatic Variant” modulyje j vieng méginio Sulinélj jvestu kontroliniy medziagy rinkiniu automatiskai
uzpildomas atitinkamas kito telkinio Sulinélis su ta pacia kontroline medziaga.

4 [Pasirinktinai] Pasirinkite kortele , Description” (aprasas) ir jveskite méginio aprasa. Naudokite raides,
skaitmenis, briikSnelius arba pabraukimo briksnius.
,Somatic Variant” modulyje jvestu vieno meéginio Sulinélio aprasu automatiskai uzpildomas
atitinkamas kito telkinio Sulinélis.

5 I8skleidZiamajame sarase pasirinkite kortele Index 1 (i7) (1-asis indeksas, i7) ir pasirinkite 1-ojo indekso
adapterj.

6 ISskleidziamajame saraSe pasirinkite kortele Index 1 (i5) (1-asis indeksas, i5) ir pasirinkite 2-ojo indekso
adapterj.
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7 ISskleidziamajame sarase ,Manifest” (deklaracija) pasirinkite deklaracijos faila.
,Somatic Variant” modulio ,,Pool A” (A telkinys) esantiems méginiams reikalingas kitas deklaracijos
failas, nei naudojamas ,Pool B” (B telkinys) méginiams.
8 Pasirinkite atitinkama parinktj, jei norite perzitreéti, iSspausdinti ar iSsaugoti plokstelés iSdéstyma, kad
juo biity galima remtis rengiant bibliotekas.
e Norédami pamatyti plokstelés iSdéstyma, pasirinkite piktograma #Print (spausdinti). Pasirinkite
Print (spausdinti), kad iSspausdintuméte plokstelés iSdéstyma.
e Pasirinkite Export (eksportuoti), kad eksportuotuméte méginio informacijq j iSorinj faila.
9 Pasirinkite Save Run (iSsaugoti vykdyma).

Meéginiy importavimas
1 Spustelékite Import Samples (importuoti méginius) ir eikite j méginio informacijos failo vieta. Galima
importuoti dviejy rasiy failus.

e Ekrane , Create Run” (kurti vykdyma) pasirinkite Template (Sablonas), kad sukurtuméte nauja
plokstelés Sablona. Sablono faile pateikiamos tinkamos importuotinos stulpeliy antrastés.
Kiekviename stulpelyje jveskite vykdymo méginiy informacija. IStrinkite informacija
nenaudojamuose langeliuose ir iSsaugokite faila.

* Naudokite méginio informacijos faila, kuris buvo eksportuotas i$ analizés modulio, naudodami
funkcija ,, Export” (eksportuoti).

2 Norédami pamatyti plokstelés isdéstyma, spustelékite piktograma #=Print (spausdinti).

3 Pasirinkite Print (spausdinti), kad iSspausdintumeéte plokstelés iSdéstyma, kuris bus naudojamas
ruosiant bibliotekas.

4 Pasirinkite Save Run (iSsaugoti vykdyma).

Reagenty kasetés paruoSimas

Tolesnémis instrukcijomis aprasoma, kaip atsildyti reagentus naudojant kambario temperatiiros vandens vonele.
1 ISimkite reagenty kasete i§ saugyklos, kurioje palaikoma nuo —-15 iki —25 °C temperatiira.

2 Reagenty kasete jdékite | vandens vonele, kurioje yra pakankamai kambario temperatiiros dejonizuoto

vandens, kad reagenty kasetés pagrinda biity galima panardinti iki vandens linijos, atspausdintos ant
reagenty kasetés. Neleiskite, kad vanduo pakilty auksé¢iau maksimalios vandens linijos.

Maksimali vandens linija

ind i ] [EWT A

| i 1 | It

. !

3 Leiskite reagenty kasetei atsilti kambario temperattiros vandens voneléje mazdaug 60-90 minuciy arba
tol, kol visigkai atsils.

4 Isimkite kasete iS vandens vonelés ir Svelniai pabaksnokite ant stalo, kad pasalintuméte vandenj nuo
kasetés pagrindo. Kasetés pagrindq nusausinkite. Jsitikinkite, kad vandens neuztisko ant reagenty
kasetés virsaus.

Reagenty kasetés patikra

1 DeSimt karty apverskite reagenty kasete, kad sumaiSytumeéte atSildytus reagentus, tada patikrinkite, ar
visos padétys yra atSildytos.
PASTABA

Siekiant uztikrinti tinkama sekos nustatyma, labai svarbu, kad kasetéje esantys reagentai bty visiSkai atSildyti ir sumaisyti.

2 Patikrinkite 1, 2 ir 4 padétyse esancius reagentus ir jsitikinkite, kad jie yra visiSkai sumaiSyti bei kad
juose néra nuosédy.
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3 Svelniai pabaksnokite kasete ant stalo, kad reagentuose sumazéty oro burbuliuky.

PASTABA
,MiSeqDx” siurbtuky vamzdeliai nuleidZiami j kiekvieno rezervuaro apacia, kad jsiurbty reagenty, todél svarbu, kad
rezervuaruose nebuty oro burbuliuky.

4 Iki tol, kai biisite pasiruo$e nustatyti vykdyma, reagenty kasete padékite ant ledo arba 2-8 °C
temperatiiroje (iki 6 val.). Norédami pasiekti geriausiy rezultaty, toliau tiesiogiai jdékite méginj ir
nustatykite vykdyma.

Meéginiy paruoSimas sekai nustatyti
Nurodymus, kaip méginio bibliotekas paruosti sekos nustatymui, jskaitant bibliotekos skiedimga ir telkima, Zr.
bibliotekos paruosimo pakuotés lapelio dalyje ,Naudojimo instrukcijos”.

Meéginio biblioteky skiedimas priklauso nuo oligonukleotidy telkiniy kompleksiskumo. ,MiSeqDx" prietaise
reikia optimizuoti sankaupy tankj, o optimalus sankaupuy tankis skiriasi ir priklauso nuo konkretaus biblioteky
paruosimo tyrimo.

Meéginiy biblioteky jdéjimas j kasete

Kai reagenty kaseté yra visiSkai atSildyta ir paruosta naudoti, esate pasiruoSe j kasete déti meéginius.

1 Naudodami atskirg, Svarig ir tusciag 1 ml pipete, pradurkite folijos plévelg, dengiancia reagenty kasetés,
pazymeétos Load Samples (jdéti meéginius), rezervuara.
PASTABA
Nepradurkite jokiy kity reagenty padéciy. Kitos reagenty padétys praduriamos automatiskai vykdymo metu

2 Pipete jlasinkite 600 pul DAL méginiy biblioteky j rezervuara Load Samples (jdéti méginius). Stenkités
neliesti folijos plévelés.

3 ldéje méginj patikrinkite, ar rezervuare néra oro burbuliuky. Jei burbuliuky yra, kasete Svelniai
pabaksnokite ant stalo, kad burbuliukus pasalintuméte.

Biblioteky jdéjimas

4 Pereikite tiesiai prie vykdymo nustatymo veiksmy, naudodami , MiSeq” operacinés programinés jrangos
(MOS) sasaja.

Vykdymo nustatymas

Visas vykdymo nustatymo instrukcijas rasite , MiSeqDx” prietaiso informaciniame vadove, skirtame 2 v. MOS
sistemai (dokumento Nr. 1000000021961).

1 Prisijunkite prie ,MiSeqDx"” naudodami savo , Local Run Manager” programinés jrangos slaptazodj.
2 Pagrindiniame MOS programinés jrangos ekrane pasirinkite Sequence (seka).
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3 SaraSe pasirinkite vykdyma, tada — Next (pirmyn).

Tolesne tvarka atveriami vykdymo nustatymo ekranai: ,Load Flow Cell” (pratekamosios kiuveteés
jdéjimas), ,, Load Reagents” (reagenty jdéjimas), ,Review” (perzitira) ir ,Pre-run Check” (patikra pries
vykdyma).

4 Pasirodzius ekranui ,Load Flow Cell” (pratekamosios kiuvetés jdéjimas), iSvalykite ir jdékite
pratekamaja kiuvete.

5 Uzspauskite pratekamosios kiuvetés sklastj ir uzdarykite pratekamosios kiuvetes skyriaus dureles.
Pries pradedant vykdyma, sklastis turi btiti uzspaustas, o skyriaus durelés — uzdarytos. [déjus
pratekamaja kiuvete, programiné jranga nuskaito ir jraso RFID. Apatiniame deSiniajame ekrano kampe
pasirodo patvirtinimas, kad RFID buvo sékmingai nuskaitytas.

6 Vadovaudamiesi programinés jrangos raginimais, jdékite , MiSeqDx” SBS tirpalo (PR2) buteliuka,
jsitikinkite, kad atlieky butelis tuscias, ir jdékite reagenty kasete.

Idéjus ,MiSeqDx” SBS tirpalo (PR2) buteliukg ir reagenty kasete, programiné jranga nuskaito bei jraso
RFID. Apatiniame deSiniajame ekrano kampe pasirodo patvirtinimas, kad RFID buvo sékmingai
nuskaitytas.

7  Prasidéjus vykdymui atveriamas ekranas ,Sequencing” (sekos nustatymas). Siame ekrane vaizdigkai
pateikiamas dabartinis vykdymas, jskaitant intensyvuma ir kokybés jvercius.

Rezultatai

Integruotoji analizés realiuoju laiku (RTA) programiné jranga atlieka vaizdo analize ir baziy priskyrima bei
kiekvienai kiekvieno sekos nustatymo ciklo bazei priskiria kokybés jvertj. Pasibaigus pirminei analizei,
,MiSeqDx“ prietaiso modulis, Vykdymo kiirimas naudojant ,, Local Run Manager” 6 psl. (vykdymo kairimas
naudojant ,Local Run Manager”), pradeda antrine analize, kaip aprasyta cia.

ISskirstymas

I8skirstymo funkcija kiekvieng indeksy nuskaitymo seka palygina su vykdymui priskirtomis indeksy sekomis.
Atliekant §j veiksma neatsiZvelgiama j jokias kokybés vertes.

Indeksy nuskaitymai identifikuojami atliekant toliau nurodytus veiksmus.

* Méginiai sunumeruojami pradedant nuo 1 tokia tvarka, kokia jie iSdéstyti vykdymui skirtame sarase.

* Meéginys, kurio numeris yra 0, rezervuojamas spieciams, kurie nebuvo priskirti méginiui.

* Spieciai méginiui priskiriami, kai visiskai sutampa indeksy seka arba kai yra ne daugiau nei viena
indeksy nuskaitymo neatitiktis.

FASTQ faily generavimas

Atlikus iSskirstyma programiné jranga sugeneruoja tarpinés analizés failus FASTQ formatu (tekstiniu formatu,
naudojamu sekoms apibuidinti). FASTQ failai apima kiekvieno méginio nuskaitymus ir susijusius kokybés
jivercius. Vykdyme naudojamos kontrolinés medziagos ir filtro nepraéjusios sankaupos nejtraukiamos.
Kiekviename FASTQ faile yra tik vieno méginio nuskaitymai. To méginio pavadinimas yra jtrauktas i FASTQ
failo pavadinima. ,Somatic Variant” darbo eigoje vienam méginiui generuojami keturi FASTQ failai (po 2
kiekvienam oligonukleotidy telkiniui) — du i$ 1-ojo nuskaitymo ir du i§ 2-ojo nuskaitymo. FASTQ failai yra
pagrindiné jvestis lygiuojant.

Prilygiavimas
Prilygiavimo metu juostinis Smitho-Watermano algoritmas sulygiuoja kiekvieno méginio sankaupas pagal
amplikony sekas, nurodytas deklaracijos faile.
Juostinis Smitho-Watermano algoritmas atlieka pusiau visuotinj sekos prilygiavima, kad aptikty panasias sritis
tarp dviejy seky. Uzuot lygines visg seka, Smitho-Watermano algoritmas lygina visy galimy ilgiy segmentus.
Kiekvienas pagal gala suporuotas nuskaitymas jvertinamas pagal jo prilygiavima su atitinkamomis to nuskaitymo
zondo sekomis.

* ,Read 1” (1 nuskaitymas) jvertinamas pagal pasroviniy konkretaus lokuso oligonukleotidy (angl.

,Downstream Locus-Specific Oligo”, DLSO) atvirkstinj komplementa.
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* ,Read 2” (2 nuskaitymas) jvertinamas pagal priessrovinius konkretaus lokuso oligonukleotidus (angl.
,,Upstream Locus-Specific Oligo”, ULSO).

* Jei nuskaitymo pradzia sutampa su zondo seka (ne daugiau kaip trys skirtumai, t. y. nesutapimai arba
poslinkiai dél priekiniy seky intarpy / iskrity), visas nuskaitymo ilgis lygiuojamas pagal tos sekos
tikslinj amplikona.

e Deél tyrimo cheminiy savybiy DLSO ir ULSO esantys intarpai / iSkritos nestebimi.

Prilygiavimo rezultatai jraSomi prilygiavimo failuose (BAM failuose). Nuskaitymai isfiltruojami i$ prilygiavimo
rezultaty, remiantis neatitikties rodikliu arba dominancioje srityje, arba visame amplikone, atsizvelgiant j
amplikono ilgj. Filtruoti nuskaitymai jraSomi prilygiavimo failuose, ta¢iau pazymimi kaip nesulygiuoti ir jie
nenaudojami priskiriant variantus.

Varianty priskyrimas

Varianty priskyrimo priemoné (,,Pisces”) priskiria SNV, MNV ir intarpy / iSkrity variantus i prietaisui paruosty
biblioteky.

Ataskaitos ir papildomiiSvesties failai

Varianty analizés moduliai sukuria PDF ir tabuliacijos Zymémis atskirto teksto (*.txt) ataskaitas, kuriose rodoma
jvairi metrika, pvz., sekos nustatymo aprépties gylis ir varianty skai¢ius. Sie moduliai taip pat sukuria jvairius
iSvesties failus, pvz., VCF ir genomo varianty priskyrimo formato (gVCF) failus.

Kokybes kontrolés proceduros

,MiSeqDx” programiné jranga kiekvieng vykdyma, méginio ir bazés priskyrima jvertina pagal kokybés kontrolés
metrika. Taip pat reikia jvertinti teigiamas ir neigiamas kontrolines medziagas, naudojamas ruosiant bibliotekas.
Sekos nustatymo kontroliniy medziagy rezultatai jvertinami toliau nurodytu budu.

* Jei, naudojant beSablone kontroling medziaga, priskyrimo daznis buvo didesnis nei 10 %, galéjo jvykti
méginiy stebéjimo klaida, galéjo buti neteisingai jrasyti indeksavimo pradmenys arba galéjo buti uzterSta
besabloné kontroliné medziaga. Protokolas laikomas nepavykusiu ir jj visa reikia pakartoti, pradedant
nuo biblioteky paruosimo.

e Teigiamas kontrolinis méginys turi generuoti numatoma rezultata. Jei, naudojant teigiama kontroline
medziaga, sugeneruojamas rezultatas, kuris skiriasi nuo numatomo, galéjo jvykti méginiy stebéjimo
klaida arba galéjo biti neteisingai jrasyti indeksavimo pradmenys. Visg protokola reikia pakartoti,
pradedant nuo biblioteky paruosimo.

Veikimo charakteristikos

Atliekant ,,Germline” tyrimus, bibliotekoms paruosti buvo naudojamas ,,MiSeqDx” cistinés fibrozés 139 varianty
tyrimas arba , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx” reagentai. Siuose dviejuose rinkiniuose naudojami tokie patys
biblioteky paruoSimo reagentai, o ju darbo eigos skiriasi tik vienu aspektu: polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) cikly skaic¢iumi (atitinkamai 25 ir 28). Papildomi PGR ciklai suteikia galimybe naudoti maZesne DNR jvestj
su , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx” (50 ng), palyginti su ,MiSeqDx* cistinés fibrozés 139 varianty tyrimu

(250 ng), kaip parodyta DNR jvesties tyrime naudojant , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx”. Biblioteky, paruosty
naudojant ,MiSeqDx” cistinés fibrozés 139 varianty tyrima, sekos nustatymas buvo atliktas naudojant rinkinyje
pridétus sekos nustatymo reagentus. Biblioteky, paruosty naudojant , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx”, sekos
nustatymas buvo atliktas naudojant ,MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinj. Pastaryjy sekos nustatymo reagenty isvestis
yra didesné nei ,MiSeqDx" cistinés fibrozés 139 varianty tyrimo reagenty.

Atliekant somatiniy varianty tyrimus, buvo naudojami , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx” ir ,MiSeqDx* 3 v.
reagenty rinkinys.

Visi tyrimai buvo atlikti ,MiSeqDx" prietaisu. Buvo vadovaujamasi gonocity linijos arba somatiniy varianty
darbo eigomis, kuriose aprasyta, kaip, naudojant , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx”, bibliotekas paruosti sekai
nustatyti, ir atlikta analizé atitinkamai naudojant ,Germline Variant” modulj arba ,Somatic Variant” modulj,
iSskyrus du atvejus. Atliekant tyrimus, kuriuose kaip reprezentatyvios mutacijy grupés buvo naudojamas vienas
genas (,Germline” veikimo charakteristikos; ,MiSeqDx" cistinés fibrozés 139 varianty tyrimas) arba du genai
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(,Somatic” veikimo charakteristikos), buvo naudojamos konkretiems tyrimas skirtos darbo eigos ir analizés
moduliai.

Pastaba. Amplikony genomo turinys apibendrintas palyginti su nuskaitytos sekos genomo gija. Amplikony,
sukurty pagal minusine gija, referentinio genomo turinys yra atvirkstinis komplementas (pavyzdziui, PolyA sritys
minusinés gijos amplikonuose atitinka PolyT sritis referentiniame genome).

Skaic¢iavimy, naudojamy veikimo charakteristikose, apibréztys

1 Teigiama procentiné atitiktis (PPA) apskaiciuojama kaip lokusy, kurie referentiniu metodu klasifikuojami
kaip variantai, dalis, tiksliai pateikiama tyrime.

e (varianty lokusy, kurie tiksliai pateikiami tyrime, sk.) / (bendrasis varianty padéciy sk.)
Tyrime pateikiami varianty lokusai, atitinkantys referentinio metodo reikalavimus, yra teisingi
teigiamieji (TP). Varianty lokusai, tyrime pateikiami kaip referencijos priskyrimai arba skirtingi varianty
priskyrimai, yra klaidingi neigiamieji (FN)

2 Neigiama procentiné atitiktis (NPA) apskaiciuojama kaip lokusy, kurie referentiniu metodu
klasifikuojami kaip nemutantinio tipo, dalis, tiksliai pateikiama tyrime.

* (Nemutantinio tipo lokusy, kurie tiksliai pateikiami tyrime, sk.) / (bendrasis nemutantinio tipo lokusy
sk.)
Tyrime pateikiami nemutantinio tipo lokusai, atitinkantys referentinio metodo reikalavimus, yra teisingi
neigiamieji (TN). Nemutantinio tipo lokusai, tyrime pateikiami kaip variantai, yra klaidingi teigiamieji
(EP).

3 Bendroji procentiné atitiktis (OPA) apskaiciuojama kaip lokusy, kurie tiksliai pateikiamos tyrime, dalis
referentinio metodo atzvilgiu.

e (varianty lokusy, kurie tiksliai pateikiami tyrime, sk.) + (nemutantinio tipo lokusy, kurie tiksliai
pateikiami tyrime, sk.) / (bendrasis varianty lokusy sk.) / (bendrasis nemutantinio tipo lokusy sk.)

4 Skai¢iuojant PPA, NPA ir OPA, nejtraukiami nepriskyrimai (varianty ar referentiniai lokusai,
netenkinantys vieno ar keliy kokybeés filtry salygu). Dviejuose tyrimuose nepriskyrimai konkreciai
itraukti j metrika , Teisingy priskyrimy procentas”, o apie §j jtraukima pazymima taikomose lentelése.

5  Priskyrimo daznis apskaiciuojamas bendrajj filtry salygas tenkinanciy lokusy skaiciy padalijus i$ 5
bendrojo 1-22 chromosomy nuskaitytos sekos padéciy skaiciaus; X ir Y chromosomos nejtraukiamos. Si
metrika neatsizvelgia j priskyrimy atitikimg referentiniam metodui.

Norédami suzinoti veikimo charakteristikas, susijusias su pries analize galiojanciais veiksniais (pvz., iSskyrimo
metodais ar DNR jvestimi), Zr. taikomo biblioteky paruosimo metodo pakuotés lapelj.

Méginiy indeksavimas

Meéginiy indekso pradmenys, pridéti ruoSiant bibliotekas, kiekvienai méginio DNR priskiria unikalig seka, todél
kelis méginius galima sukaupti j vieng sekos nustatymo vykdyma. Méginiy indeksavimo funkcija naudojama tiek
su gonocity linijos, tiek su somatiniy varianty darbo eigomis.

Buvo istirti iS viso 96 méginiy indeksai atliekant reprezentatyvyji tyrima, skirtg jvairiems genams analizuoti ir
apimantj 12 588 kiekvienos gijos bazes visose 23 Zmogaus chromosomose, siekiant patikrinti, ar tyrimu galima
nuosekliai priskirti konkretaus méginio genotipus, kai taikomi skirtingi indeksavimo pradmeny deriniai. Y
chromosomoje néra didelio pasikliovimo sri¢iy, todél ji nebuvo vertinama. Buvo istirti astuoni unikaltis méginiai,
kiekvienam i$ jy taikant 12 skirtingy indeksavimo pradmeny deriniy. Méginiy rezultatai, gauti iS ,Germline”
analizés modulio, buvo palyginti su ,Platinum Genomes” 2016-01 versija. Kiekvieno i§ 96 indeksy deriniy PPA
(SNV variantai ir intarpai / iSkritos) virsijo 97 % (teisingai teigiamy SNV priskyrimy buvo maziausiai 70, intarpy
— 38, iskrity — 36), o NPA buvo 100 % (maziausiai 23 440 referentiniy padéciy kiekviename indeksy derinyje).
Atskirai buvo iSbandytas vienas indeksas siekiant patvirtinti, kad, naudojant ,MiSeqDx” 3 v. reagenty rinkinio
sekos nustatymo chemines medziagas, galima istirti maZiau nei 8 méginius (naudojant ankstesnes ,MiSeqDx*

1.0 v. universaliojo rinkinio chemines medZiagas, buvo galima tirti maziausiai 8 méginius). Vieno indekso SNV
PPA verté buvo 98,9 % (180 / 182), intarpy — 100 % (38 / 38), o iSkrity — 100 % (46 / 46). NPA buvo 100 % (23 856 /
23 856).

Buvo istirta dvylika meéginio replikaty (24 bibliotekos), siekiant iSmatuoti indeksy tiksluma, naudojant 0,05-0,10
daZnio somatinius variantus ir ,Somatic Variant” modulj (somatiniams priskyrimams atlikti kiekvienam
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replikatui naudojami 2 indeksy deriniai). SNV (64 / 64), intarpy (11 / 11) ir iskrity (19 / 19) PPA buvo 100 %. Visy
indeksy deriniy NPA buvo 100 % (maziausiai 11 590 referentiniy padéciy kiekvienam indeksy deriniui).

Méginiy pernasa
,MiSeqDx“ prietaiso darbo eiga apima biblioteky paruos$img ir keliy méginiy sekos nustatyma bei vienu metu
apdorojamus kontrolinius meéginius. Buvo atliktas méginiy pernasos tyrimas siekiant jvertinti, ar klaidingai
teigiami rezultatai, gauti dél pernaSos ir Sulinéliy uzterSimo ruoSiant méginiy bibliotekas bei dél vykdymy
uZztersimo tarp vieno po kito vykdomy sekos nustatymuy, turi jtakos tyrimy rezultatams. Buvo naudojami
somatiniai variantai, nes juos galima aptikti esant mazesnio aleliy daznio jvykiams nei gonocity linijos variantus.
Atliekant reprezentatyvyjj dviejy geny tyrima, méginius sudaré keturi genomo DNR méginiai i8 lasteliy linijy
(kiekviename i$ juy — skirtingos grupés mutacijos). Méginiai buvo parinkti taip, kad kokioje nors vieno i3 juy
padétyje esanti mutacija turéty referentine (nemutantinio tipo) seka kituose.
Pernasa i$ vieno Sulinélio j kita apibréziama kaip trikties tipas, sukurtas rankomis atliekant apdorojimo veiksmus
(pipetavima, méginiy maiSyma ir kt.). Siekiant jvertinti pernasa i§ vieno meéginiy Sulinélio j kita, buvo atlikti
toliau nurodyti dvi tyrimy vykdymai.

o Sachmaty lentos principu iSdéstytas didelés jvesties genomo DNR (gDNR) méginys, kuriame yra 1 geno

mutacija, jj kei¢iant maZzos jvesties gDNR, kurioje yra 2 geno mutacija, meéginiu.
 Sachmaty lentos principu i§déstytas didelés jvesties gDNR meéginys, kuriame yra 2 geno mutacija, ji
keiciant mazos jvesties gDNR, kurioje yra 1 geno mutacija, méginiu.

Atliekant kiekvieng vykdyma buvo jvertinta, ar klaidingy teigiamyjy (pvz., Sulinélyje deklaruota 1 geno mutacija,
nurodyta kaip 2 geno mutantinio tipo méginys, arba atvirks¢iai) néra 12-oje replikaty.
Pernasa i$ vieno vykdymo j kita apibréziama kaip trikties tipas, galbtit atsirades dél ankstesnio sekos nustatymo
vykdymo nuosédy. Siekiant nustatyti, ar yra pernasa tarp sekos nustatymo vykdymuy, buvo paruostos dvi
plokstelés; kiekvienoje is jy buvo 11 vieno unikalaus didelés jvesties gDNR méginio replikaty ir tusciasis
meéginys; taip pat ,MiSeqDx” prietaise buvo atliktas ploksteliy sekos nustatymas ir patikrinta, ar jose néra
klaidingy teigiamyjy. Pirmajj vykdyma sudaré 11 2 geno mutantinio tipo méginio replikaty ir vienas tusciasis
meéginys. Antrajj vykdyma sudaré 11 1 geno mutantinio tipo méginio replikaty ir 1 tusciasis méginys. Pirmiausia
buvo atliktas 2 geno mutantinio tipo méginiy bibliotekos sekos nustatymas, tada — 1 geno mutantinio tipo
meéginiy bibliotekos sekos nustatymo vykdymas, tada — dar viena 2 geno mutantinio tipo méginiy bibliotekos
sekos nustatymo vykdymas. Jei, atliekant 1 geno tik mutantinio tipo méginiy vykdyma, pastebima bet kokiy 2
geno mutacijy, ir atvirksciai, tai nurodo pernasa.

Nebuvo deklaruota né vieno klaidingo teigiamojo (0 / 24, 0 %), atsiradusio dél pernasos is vieno sulinélio j kitq.
Buvo aptiktos visos numatytos mutacijos. Nebuvo deklaruota né vieno klaidingo teigiamojo (0 / 24, 0 %),
atsiradusio dél pernasos is vieno vykdymo i kitg. Buvo aptiktos visos numatytos mutacijos. Nebuvo deklaruota né
vieno klaidingo teigiamojo (0 / 48, 0 %), atsiradusio dél bendrosios pernasos (i$ vieno Sulinélio j kita ir i$ vieno
vykdymo j kita).

,Germline“ veikimo charakteristikos

Cia apraSytuose tyrimuose naudojant ,,Germline Variant” modulj buvo analizuojami sekos nustatymo duomenys,
iSskyrus tuos tyrimus, kuriuose buvo naudojama vieno geno grupé ir konkre¢iam tyrimui skirtas modulis.

Tikslumas

Siekiant jvertinti ,MiSeqDx” prietaiso tiksluma, kai naudojamas ,MiSeqDx" 3 v. reagenty rinkinys ir aukstos
kokybés DNR, buvo atliktas tolesnis tyrimas. Tyrime buvo naudojamas reprezentatyvusis tyrimas, skirtas
jvairiems genams analizuoti, apimantis 12 588 bazes is 23 skirtingy chromosomu, naudojant 150 amplikony. Y
chromosomoje néra didelio pasikliovimo sri¢iy, todél ji nebuvo vertinama. Siame tyrime naudoti dvylika
unikaliy méginiy yra i§ vienos Seimos — dviejy tévy ir 10 vaiky — méginiy sekos nustatymas buvo daznai
atliekamas keliose laboratorijose ir taikant kelias sekos nustatymo metodologijas. Penki méginiai yra motery, o
septyni — vyry. Kiekvienas méginys buvo tiriamas dviem egzemplioriais. SNV, intarpy ir iskrity tikslumas buvo
nustatytas tyrimo duomenis palyginus su iS§samiai apibtidinta referentine duomeny baze. Referentiné duomeny
bazé (,,Platinum Genomes” 2016-01 versija) buvo sukurta sujungus kelias sekos nustatymo metodologijas, viesai
prieinamus duomenis ir informacija apie paveldéjima. Remiantis Siuo referentiniu metodu buvo apibréztos
didelio pasikliovimo genomo sritys, nebent nurodyta kitaip. I viso buvo atlikti aStuoni méginiy vykdymai;
tikslumui parodyti pateiktose lentelése naudojami pirmojo vykdymo duomenys.
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1 lenteléje pateikiami tyrimo duomenys su teigiama ir neigiama procentine atitiktimi kiekvieno meéginio atveju, o
varianty rezultatai dél PPA skai¢iavimo palyginami su iSsamiai apibiidintu kompozitiniu referentiniu metodu.
Trys varianty tipai (SNV, intarpai ir iSkritos) sujungiami. Kadangi, taikant referentinj metoda, rezultatai gaunami
tik apie vieno nukleotido variantus ir intarpus / iSkritas, dél NPA skai¢iavimo ne varianty baziy rezultatai
palyginami su Zmogaus genomo referentinés sekos hg19 versija.

»MiSeqDx" prietaiso kiekvieno méginio baziy priskyrimo rezultaty atitiktis

Mé-
ginys

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

Vidu-
tinis
prisky-
rimo
daznis
>999
>999
>999
>99,9
>99,9
>99,9
>99,9
>999
>999
>999
>999
>99,9

2021 m. rugpjucio

IS viso
varianty

152
270
192
222
250
200
226
228
244
230
216
236

IS viso
TP
varianty

152
266
190
220
247
196
224
226
240
228
216
234

IS viso
FN
varianty

_ O N =R O =

N

I8 viso
nepri-
skyrimy

IS viso PPA NPA OPA
TN

prisky-

rimy
24024 100 100 100
23856 100 100 100
24054 99,5 100 >99,9
24052 100 100 100
23862 99,6 100 >99,9
23962 99,0 100 >99,9
23870 100 100 100
23942 99,6 100 >99,9
23942 99,2 100 >99,9
23888 99,6 100 >99,9
24002 100 100 100
23810 100 100 100
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Reprezentatyvuyji tyrima sudaré 150 amplikony, skirty jvairiam genomo turiniui apimti. Amplikony GC turinio intervalas — 26-87 %. Be amplikony, taip pat
pasitaiké jvairiy vienkartiniy pasikartojanciy nukleotidy (pvz., PolyA, PolyT), dinukleotidy ir trinukleotidy. Duomenys buvo kaupiami apie kiekvieng amplikona
(2 lent.) siekiant nustatyti genomo turinio poveikj teisingy priskyrimy procentui. Teisingy priskyrimy procenta sudaro varianty ir referencijos priskyrimai; jei yra
neteisingy priskyrimy arba kazkas nepriskiriama, $is procentas yra mazesnis uz 100 %. Kai, priskiriant variantus, nejvykdomos vieno ar keliy filtry salygos (pvz.,
nepakankama apréptis), niekas nepriskiriama.

I$ aStuoniy 2 lent. pateikty FN varianty septyniuose j 111 amplikona, kurio sudétyje taip pat yra PolyA homopolimeras ir kurio GC turinys - 0,29, jterpta 1 bp.
Likes 1 FN (neteisingas priskyrimas) atsirado dél numatyto heterozigotinio SNV 125 amplikone, kurio GC turinys — 0,68, vadinamame homozigotiniu variantu.
SNV varianty daznis buvo 0,71, kuris yra didesnis nei 0,70 — klasifikavimo homozigotiniais variantais slenkstiné verté. Amplikonas, kurio teisingy priskyrimy
procentas buvo maZiausias (98,2 %), buvo 17-asis — 40 nepriskyrimo atvejy, AT pakartojimai ir 27 % GC turinys.

,MiSeqDx" prietaiso amplikony lygio tikslumas

Ampli- Chromo- Ampli- Ampli- Analizuoto Bazés Amplikony GC IS viso I8 viso I8 viso Teisingy
konas soma kono kono fragmento didelio genomo turinys teisingy neteisingy nepri- pri-
pradzia pabaiga dydis pasi- turinys pri- pri- skyrimy skyrimy
kliovimo skyrimy skyrimuy proc.
srityse

1 1 36450499 36450591 93 93 Intarpas / 0,22 2232 0 0 100
iSkrita

2 1 109465122 | 109465200 | 79 79 PolyA (5), 0,38 1896 0 0 100
PolyC (5),
intarpas /
iskrita

3 1 218353867 | 218353957 | 91 91 Intarpas / 0,4 2184 0 0 100
iskrita

4 1 223906657 | 223906748 | 92 92 Intarpas / 0,49 2208 0 0 100
iskrita

5 1 228526602 | 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1944 0 0 100

6 1 236372039 | 236372108 | 70 70 PolyT (10), 0,39 1680 0 0 100
intarpas /
iskrita
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10

12

14

16

55862774

177016721

190323504

212245049

235016350
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55862863

177016805

190323591

212245139

235016422

90

85

88

91

73

90

81

88

91

73

Intarpas /
iSkrita

Netaikoma

PolyT (5)

PolyT (5),
PolyA (6),
intarpas /
iSkrita

PolyT (5),
intarpas /
iSkrita

0,28

0,65

0,42

0,3

0,42

2160

1944

2112

2184

1752

ssc20s61 | aacanes w2 o o

100

100

100

100

100
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20 3 189713161 | 189713248 | 88 88 PolyA (5), 0,41 2112 0 0 100
PolyT (5),
PolyA (9), TG
®)

22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1872 0 0 100

tsesso0s | 1568881 w2 oo |

R T B Y e o o |

st | 155215 mo oo |
H0BKS | H0SI 6 e Newboma 0% 3% o o

74753 | 147475409 POy ws o o

155662213 | 155662287 Intarpas /
iSkrita
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24949983 24950074 92 92 Intarpas / 0,63 2208
iSkrita

38 6 32147987 | 32148084 | 98 98 PolyT (5), TCT | 0,55 2352 0 0 100
(3), CTTE)

40 6 33408498 33408583 86 86 PolyC (6) 0,7 2064 0 0 100

o | |1 PolyA 5 e oo

7 66276100 66276187 88 88 Intarpas / 0,35 2112
iSkrita

7 110939946 | 110940030 | 85 85 Intarpas / 0,38 2040
iSkrita

149503875 | 149503965 PolyG (6),
PolyC (6),
intarpas /
iSkrita
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50 7

52 8

54 9

56 9

58 9

wses s (s o oo e oo o

10 33018351 33018440 PolyA (5), 0,2 2160
PolyT (5)

156476507

24811020

103054909

107620823

138995345
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156476599

24811109

103055006

107620918

138995441

93

90

98

96

97

93

89

98

96

97

Intarpas /
iSkrita

PolyG (7),
CTC(4),
intarpas /
iskrita

PolyG (6)

Netaikoma

PolyC (6),
intarpas /
iSkrita

0,35

0,61

0,67

0,49

0,68

2232

2113

2352

2304

2328

23

100

98,9

100

100

100
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64 10 55892599 | 55892687 | 89 88 AC(11), 0,42 2102 0 10 99,5
intarpas /
iSkrita

66 10 118351373 | 118351453 | 81 81 Netaikoma 0,51 1944 0 0 100

68 11 30177648 30177717 70 70 Intarpas / 0,46 1680 0 0 100
iSkrita

70 11 59837679 59837740 62 62 Intarpas / 0,37 1488 0 0 100
iSkrita

72 11 93529612 93529684 73 73 PolyA (5) 0,4 1752 0 0 100

74 11 102477336 | 102477426 | 91 91 PolyG (6) 0,55 2184 0 0 100

76 11 120357801 | 120357885 | 85 85 PolyA (5), CA | 0,34 2040 0 0 100
(3), intarpas /
iSkrita

78 12 2834770 2834853 84 84 PolyC (5), 0,52 2016 0 0 100
intarpas /
iSkrita

80 12 30881766 30881846 81 81 Netaikoma 0,49 1944 0 0 100
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12

120966872

120966966

95

PolyG (5)

0,68

2280

100

13

25816961

25817049

88

PolyA (5),
PolyT (7),
PolyA (7),
intarpas /
iskrita

0,22

2112

100

Intarpas /
iskrita

13

77665218

77665294

77

0,39

1848

100

14

39517884

39517966

83

Netaikoma

0,25

1992

100

90

14

58050030

58050110

81

Intarpas /
iSkrita

0,38

1944

100

92

14

92549544

92549609

66

PolyA (5)

0,41

1584

100

94

15

43170751
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43170848

96

PolyC (5)

0,45

2304

100

2021 m. rugpjucio



»MiSegDx“ Instrument

Dokumento Nr. 1000000021963 03 v. LIT

21|

96

15

77879807

77879901

95

93

PolyG (5),
intarpas /
iSkrita

0,68

2232

100

98

15

85438263

85438334

72

71

Intarpas /
iskrita

0,65

1704

100

100

15

89864274

89864343

70

70

Intarpas /
iSkrita

0,56

1680

100

PolyC (5)

102

16

28997904

28997998

95

95

0,67

2280

100

104

16

s |sses |® oo me oo

17 3970090 3970180 91 91 Intarpas / 0,46 2184
igkrita

ooszso | soessas (o1 m vy me oo

57954406

57954509

104

104

PolyC (5)

0,67

2496

100
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112 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 2184 0 0 100

114 17 61502432 61502510 79 79 Intarpas / 0,41 1887 0 9 99,5
iSkrita

116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 2016 0 0 100

118 18 6980478 6980568 91 91 Netaikoma 0,37 2184 0 0 100

120 18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), 0,37 1800 0 0 100
intarpas /
iSkrita

122 18 54815665 | 54815749 | 85 85 CT@3), 0,45 2040 0 0 100
intarpas /
iskrita

124 19 625143 625241 99 99 Netaikoma 0,59 2376 0 0 100

126 19 18186574 18186643 70 70 Netaikoma 0,64 1680 0 0 100
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128

130

132

134

136

20

20

20

20

21

o o --

22 25750774 25750873 100 100 Intarpas / 0,63 2400
igkrita

10633195

21766821

50897302

62690860

33694176

10633276

21766890

50897368

62690946

33694273

82

70

67

87

98

82

70

67

87

98

AC(3)

GT(3), TG(4),
intarpas /
iSkrita

Intarpas /
iSkrita

Intarpas /
iSkrita

PolyT (6), CA
®)

PolyA (6), AG
(3), intarpas /
iSkrita

0,59

0,46

0,36

0,57

0,54

b --

1968

1680

1608

2088

2352

100

100

100

100

100
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142

22

37409844

37409940

97

97

Intarpas /
iskrita

0,46

2328

100

144

22

47081347

47081438

92

92

Intarpas /
iSkrita

0,66

2208

100

146

135288543

135288611

69

69

PolyC (5)

0,62

1656

100

148

2655397

2655461

65

Netaikoma

0,55

Netaikoma

150

2655609

2655679

71

PolyA (5)

0,37

Netaikoma
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Nepriskirty varianty suvestiné pateikta 3 lent.. Lenteléje iSvardyti konkretiis filtrai, kuriuos naudojant nieko nepriskirta. Intarpas 111 amplikone buvo filtruotas 9-
iuose i8 16 atveju, o like septyni atvejai buvo priskirti kaip referencijos, todél jie yra FN.

Varianty nepriskyrimy suvestiné

Amplikono nr. Chr.:pad. Variantas Atitinkamo amplikono turinys Filtras Praleisti variantai Numatomi variantai FN priskyrimai
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42 % GC R5x9' 10 10 0
111 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29 % GC R5x9 9 16 7

" R5x9: kartotinis filtras. Variantas filtruojamas, jei visas variantas ar jo dalis pakartotinai matomi referentiniame genome $alia varianto padéties. Reikia, kad referencijoje biity bent 9
pakartojimai, o atsizvelgiama tik i tuos pakartojimus, kuriy ilgis yra iki 5 bp.
Meéginio NA12878 sekos nustatymo rezultatai buvo palyginti su didelio pasikliovimo lygio NA12878 genotipu, kurj nustaté Nacionaliniai standarty ir technologiju
institutai (NIST) (2.19 v.). IS 150 amplikony 92 amplikonai buvo didelio pasikliovimo lygio genomo sriciy ribose, 41 amplikonas su NIST seka persidengeé is dalies,
0 17 amplikony visiskai nepersidengé. Palyginimui buvo gauta 10 000 vieno replikato koordinaciy. Ne varianty baziy priskyrimai buvo palyginti su zmogaus
genomo referentinés sekos 19 versija. Tikslumo rezultatai parodyti 4 lenteléje.

,MiSeqDx” prietaiso méginio NA12878 baziy priskyrimo atitikties NIST duomeny bazei rezultatai

Meginys Amplikony Vlcvlu.tmls priskyrimo Is V.1$o TP Is v'150 FN Is .v1so .TN Is .VlSO FP PPA NPA OPA
sk. daznis varianty varianty priskyrimy priskyrimy
NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100
Dokumento Nr. 1000000021963 03 v. LIT 2021 m. rugpjucio
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Buvo atlikta papildoma méginiy analizé, susijusi su mazy intarpy ir iskrity (intarpy / iskrity) priskyrimu (5 lent.). Kai kuriais atvejais intarpas / iSkrita daznai
pasitaiké tarp dvieju ar daugiau méginiy, kaip matyti stulpelyje ,IS viso méginiy replikaty su intarpu / iskrita”. 12 galiojanciy méginiy abiejy replikaty rezultatai
pateikti 5 lent. IS viso buvo 71 intarpas / iskrita, kuriy dydis intarpy atveju buvo 1-24 bp, o iskrity atveju — 1-25 bp. Kiekvienas i$ 69 intarpy / iskrity buvo aptikti
su teigiama procentine 100 proc. atitiktimi. Viena iskrita (64 amplikonas; 2 bp iskrita (chr10 55892600 TAC>T) teisingy priskyrimy neturéjo, nes kiekvienas is siy
varianty nebuvo priskirtas dél R5x9 filtrob); todél PPA, j kuria priskyrimai nejtraukti, apskaiciuoti nepavyko. Dar vienas intarpas / iSkrita, 1 bp intarpas (chrl7
39589692 C>CA 111 amplikone) taip pat neturéjo teisingy priskyrimu, nes 9 variantai nebuvo priskirti dél R5x9 filtro, o 7 buvo FN priskyrimai.

Intarpy / iSkrity aptikimo ,MiSeqDx” prietaisu suvestiné

Ampli-
konas

13

Chromo-
soma

Padeétis

36450544

109465165

218353908

223906701

236372081
247812083
55862804
87003972

200796749
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Analizuoto
fragmento
dydis

93

79

91

92

70
88
90
80

87

Amplikono
intarpo /
iskritos
tipas ir
ilgis

25 bp iskrita

3 bp iskrita
23 bp
intarpas

17 bp iskrita

5 bp intarpas
3 bp intarpas
7 bp intarpas
6 bp iskrita

5 bp intarpas

Intarpas / iskrita

GAAAATTTA
ATGAAACACA
TIGTCCT>G

ACTT>A

T>TTTTAAT
AGCAAAAAG
AGGCTAGA

GACAGACTGTG
AGGAAGA>G

C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA

I8 viso
meéginiy
replikaty
su
intarpu /
iskrita

2

12

24

10

10
10

14

24

Nepri-
skyrimy
sk.

I8 viso
neteisingy
intarpo /
iskritos
priskyrimy

I8 viso
teisingy
intarpo /
iskritos
priskyrimy

12

24

10

10
10

14

24

PPA

100

100

100

100

100
100
100
100

100
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14

212245090

91

12 bp
intarpas

C>CTGAAAATAGGA
T

14

14

100

17

4466274

93

23 bp iskrita

TAACTTAAA
ATTACAAAAT
AACCC>T

100

21

190106071

75

1 bp iskrita

AG>A

20

20

100

11 bp

intarpas

27

164446785

62

T>TTATGGTATTGA

12

12

100

34

155662255

75

8 bp intarpas

G>GCCTACTGA

20

20

100

41647442

23 bp iskrita

GGCATGAGG
CTTGGTGACA
TGGCA>G

100

110939983

149503916
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4 bp iskrita

CAAGT>C

GGATA>G

100

100
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B s |0 avpkin AGA w0 o m

59

10

5987158

79

3 bp iskrita

TAAC>T

100

64

10

55892600

89

2 bp i8krita

TAC>T

10

Netaikoma

70

11

59837721

62

8 bp intarpas

T>TTATGAAAA

100

76

11

120357842

85

2 bp i8krita

CTT>C

100

84

13

25817002

89

19 bp

intarpas

C>CAAAATAT
AAAAAGCTCCCT

24

24

100

86

13

77665265
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20 bp iskrita

ATCTATTTTICT
AATAGACGGC>A

100
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58050081

4 bp intarpas

C>CTGAT

100

102808554

5 bp iskrita

CGTGGA>C

10

10

100

77879862

25 bp iskrita

GCCCCTGAGC
CAGCCTCCCG
CTCTTA>G

14

14

100

100

89864316

4 bp intarpas

G>GCTAC

100

107

3594276

1 bp iskrita

TG>T

100

109

16084985

4 bp intarpas

A>AACAC

10

10

100

112

39589739

24 bp
intarpas

T>TTCTGAAG
GTCAAGTICTA
TCCCTGA

24

100

114

61502459

12 bp iskrita

TTTGTATCTGCTG>T

20

100

121

47405425

3 bp intarpas

T>TGAG

100
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130 20
131 20
132 20
134 20
135 21
137 21
138 21
140 22
142 22
144 22
Atkuriamumas

21766863

25278464

50897361

62690925

30300873

36710749

46644985

25750814

37409885

47081407

70

101

67

87

66

87

69

100

97

92

15 bp iskrita

5 bp intarpas

11 bp
intarpas

16 bp iskrita
11 bp
intarpas

21 bp iskrita

5 bp iskrita
6 bp intarpas
5 bp intarpas

10 bp iSkrita

TACTTGAGAA
CTGAGG>T

A>AGTGGG

G>GGAAT
GTCAGCC

TCCTGGCTGG
CCTGTGG>T

G>GATAAAACTITA
ACTCAAGAT

AACTCATGTT
ATC>A

GTTGTT>G
C>CAGGGCA
C>CTGTTT

GGGCACAGGCA>G

20

24

10

10

16

20

12

20

24

10

10

16

20

12

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Buvo atlikti du tyrimai, siekiant jvertinti ,MiSeqDx" prietaiso tiksluma, kai jis naudojamas su lasteliy linijomis (1-asis ir 2-asis tyrimai) arba su mazai leukocity
turinc¢iu krauju, i kurj jmaiSyta lasteliy linijuy (2-asis tyrimas). 1-ajame tyrime buvo naudojami keli prietaisai; antrajame tyrime — kelios tyrimy vietos.

1 tyrimas

,MiSeqDx“ prietaiso atkuriamumas buvo nustatytas naudojant du prietaisus, du operatorius ir dvi reagenty partijas (i$ viso atlikti astuoni vykdymai).

Reprezentatyvusis tyrimas, méginiai ir referentinis metodas yra tokie patys, kaip aprasyta tikslumo tyrimo atveju.

Pateikiami kiekvieno prietaiso kiekvieno amplikono rezultatai (6 lent.), siekiant parodyti priskyrimo atkuriamuma visuose prietaisuose. | teisingy priskyrimy
procenta jtraukti ir neteisingi priskyrimai, ir nepriskyrimai (nejvykdytos vieno ar keliy varianty priskyrimo filtry salygos). Prietaisai generavo panasy
nepriskyrimy ir neteisingy priskyrimy skaiciy, priklausantj nuo konkretaus amplikono.
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6 lent. Skirtingy ,,MiSeqDx" prietaisy atkuriamumo tyrimo rezultatai (amplikony lygis)

Ampli- Chromo- Ampli- Ampli- Anali- Bazés Ampli- GC 1-asis ,MiSeqDx” 2-asis ,MiSeqDx”
konas soma kono kono zuoto didelio kony turinys
pradzia pabaiga frag- pasi- genomo I viso IS viso IS viso I$ viso IS viso IS viso
mento kliovimo turinys tei- netei- neprisky- teisingy netei- neprisky-
dydis stityse singy singy rimy prisky- singu rimy
prisky- prisky- rimy prisky-
rimy rimy rimy
1 1 36450499 | 36450591 | 93 93 Intarpas / 0,22 8928 0 0 8928 0 0
iskrita

218353867

218353957

91

91

Intarpas /
iskrita

0,4

8736

8736

228526602

228526682

81

81

PolyG (5)

0,69

7776

7776

247812041

247812128

88

88

PolyA (5),
CT(@),
TAA(3),
intarpas /
iskrita

0,27

8448

8448

87003930

87004009
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80

80

Intarpas /
iskrita

0,38

7680

7680
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186625727

200796740

186625801

200796826

75

87

PolyA (8)

PolyT (5),
intarpas /
iskrita

0,35

0,31

7200

8352

7200

8352

17

4466229

4466321

93

93

AT(),
intarpas /
iskrita

0,27

8761

167

8760

168

19

49851331

49851400

70

70

CT@),
intarpas /
iskrita

0,49

6720

6720

3 190106030 | 190106104 | 75 74 Intarpas / 0,57 7096 7096
iSkrita
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23

7780541

7780637

97

97

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

0,42

9312

9312

25

56236521

56236586

66

62

PolyA (5),
intarpas /
iskrita

0,36

5952

5952

27

164446743

164446804

62

62

PolyA (7),
intarpas /
iskrita

0,27

5952

5952

29

14769061

14769144

84

84

GT(3),
CCA(3)

0,62

8064

8064

31

74077114

74077196

83

83

PolyA (6),
intarpas /
iskrita

0,3

7968

7968

33

149323731

149323821

91

91

CT(4), AG
3)

0,55

8736

8736

35

6318713

6318814

102

102

PolyG (6)

0,68

9792

9792
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37 6

31084900

31084999

100

94

GCT(5),
intarpas /
iskrita

0,61

8979

45

8979

45

39 6

32986864

32986958

95

95

Intarpas /
iskrita

0,53

9120

9120

41 6

41647401

41647495

95

94

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

0,61

9024

9024

43 7

22202076

22202148

73

73

Netaikoma

0,44

7008

7008

PolyA (7),
AG(4)

45 7

77365735

77365821

87

87

0,26

8352

8352

47 7

128533468

128533557

90

90

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

0,62

8550

90

8550

90

49 7 154404519 | 154404599 | 81 66

Netaikoma | 0,31 6336 0 0 6336 0 0
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R ECTCE T s oo ms o

53

76518625

76518691

67

67

Intarpas /
iskrita

0,3

6432

6432

55

105586150

105586214

65

65

Intarpas /
iskrita

0,32

6240

6240

57

123769149

123769231

83

83

AT(3)

0,37

7968

7968

59

10

5987120

5987198

79

78

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

0,47

7488

7488

61

63

10

10

27317777

45084159

27317855

45084253
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79

95

79

95

PolyT (5)

Intarpas /
iskrita

0,3

0,35

7584

9120

7584

9120
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65

101611250

101611329

80

80

Netaikoma

0,49

7680

7680

67

8159816

8159912

97

96

Netaikoma

0,45

9216

9216

69

47470345

47470444

100

100

Netaikoma

0,65

9600

9600

71

64418856

64418957

102

102

Netaikoma

0,59

9792

9792

0,42

73

101347052

101347136

85

85

Netaikoma

8160

8160

75

118406285

118406369

85

85

Intarpas /
iskrita

0,53

8160

8160

79

12

26811004

26811096
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93

93

PolyA (7),
AC(4)

0,33

8928

8928
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ssiziios | ssaras PolyA © o6 o o e o
2u167504 | 24167576 s o om0

85

13

44880112

44880200

89

89

Intarpas /
iSkrita

0,49

8544

8544

87

14

31619327

31619393

67

67

GA@3),TA
(3)

0,39

6432

6432

89

14

46958962

46959034

73

72

PolyT (5),
intarpas /
iSkrita

0,19

6830

82

6835

77

91

14

82390559

82390649

91

91

Intarpas /
iSkrita

0,35

8736

8736

93

14

102808496

102808589
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94

94

Intarpas /
iskrita

0,62

9024

9024
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95

99

101

103

105

107

15 63446149

15 89817413

16 1894910

16 53682908

16 85706375

17 3594191

63446216

89817503

1894972

53682994

85706465

3594277

68

91

63

87

91

87

68

91

63

87

91

87

Intarpas /
iskrita

Netaikoma

Netaikoma

TA(3)

PolyT (5),
intarpas /
iskrita

PolyC (5),
intarpas /
iskrita

0,25

0,36

0,27

0,41

0,37

0,67

6528

8736

6048

8352

8736

8347

6528

8736

6048

8352

8736

8347

17 16084945 | 16085037 | 93 93 Intarpas/ | 0,26 8928 8928
i8krita
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111

17

39589691

39589774

84

82

PolyA (13),
intarpas /
iskrita (x2)

0,29

7776

89

7777

12

83

113

17

45438866

45438957

92

92

PolyA (7),
AT(3), AT
(4), AT(4),
intarpas /
iSkrita

0,26

8832

8832

115

17

64023582

64023667

86

86

PolyT (7)

0,22

8256

8256

GA(Q)

117

18

2616456

2616522

67

67

0,31

6432

6432

119

18

T

so77399 | s7aoey @0 o o Jew o

9888026

9888094

69

69

PolyA (6),
TG(3)

CTC(3),
intarpas /
iskrita

0,43

B .. B .

6624

6624
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125

18121418

18121491

74

74

Netaikoma

0,68

7102

7104

0,61

127

20

746056

746149

94

94

Netaikoma

9024

9024

129

20

17705633

17705708

76

76

CT(3)

0,58

7296

7296

131

20

25278421

25278521

101

101

Intarpas /
iskrita

0,63

9696

9696

133

20

62331904

62331994

91

88

PolyG (6)

0,73

8360

88

8360

88

135

21

30300823

30300888

66

66

Intarpas /
iskrita

0,35

6336

6336

137

21

36710706

36710792

87

87

GT(3),
intarpas /
iskrita

0,39

8352

8352
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139

21

46705575

46705664

90

90

PolyT (5),
PolyA (6)

0,5

8640

8640

141

22

32439233

32439329

97

97

Netaikoma

0,68

9312

9312

143

22

37637596

37637694

99

99

Netaikoma

0,6

9504

9504

145

147

15870424

135290777

15870492

135290847

69

71

69

71

PolyT (5)

Netaikoma

0,26

0,52

6624

6816

6624

6816

149

2655519

2655609

91

Netaikoma

0,48
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Atkuriamumo tyrimo rezultatai buvo analizuojami kiekvieno operatoriaus atzvilgiu, naudojant varianty daznj

(7 lent.). Sia analize parodyta, kad visy operatoriy varianty daZniai buvo nuosekliis. Pateikiami vidutiniai
varianty daZniai +/- 1 standartinis nuokrypis.

~MiSeqDx" prietaiso skirtingy operatoriy rezultatai

Varianty dazniy

diapazonas

Homozigotiniai

(0,70-1,00)

Heterozigotiniai

(0,20-0,70)

Unikaliy
varianty

sk.

2424

8240

I8 viso
iSanalizuoty 1
operatoriaus
varianty

I8 viso
iSanalizuoty 2
operatoriaus
varianty

2422

8128

0,94 +/- 0,07

0,48 +/- 0,04

1 operatoriaus
vidutinis (SD)
deklaruotas varianty
daznis

2 operatoriaus
vidutinis (SD)

deklaruotas varianty
daznis

0,96 +/- 0,05

0,49 +/- 0,04

Kiekvieno méginio atkuriamumo tyrimo rezultatai rodomi sujungti i$ visy astuoniy vykdymy (8 lent.). Kiekvieno
varianto tipo — SNV, intarpy ir iSkrity — aptikimas jvertinamas atskirai. Referentinés padétys nejtraukiamos. Sia

analize parodyta, kad varianty rezultatai atkuriami pasirinkus visus méginius.

,+MiSeqDx" prietaiso kiekvieno méginio baziy priskyrimo rezultaty atitiktis

Me-
ginys

NA12877
NA12878
NA12879
NA12880
NA12881
NA12882
NA12883
NA12884
NA12885
NA12886
NA12888

NA12893

SNV

Is

viso

592

1456
912

1072
1248
944

1088
1088
1200
1104
1056

1168

Is
viso
TP

592

1456
912

1071
1247
943

1087
1088
1189
1102
1054

1168

Is

viso

FP

0
0

Is

viso

FN

0
0

Intarpai

Is

viso

336
320
336
384
384
352
368
400
400
368
368

352

Is

viso

TP

336
304
320
384
368
336
368
384
382
352
368

336

I3
viso
FP

0
0

Is
viso
FN

0
0

Iskritos

Is

viso

288
384
288
320
368
304
352
336
352
368
304

368

Is

viso
TP

288
368
288
304
368
288
335
336
336
368
304

368

Is
viso
FP

0
0

I3
viso
FN

0
0

8-iais Sio atkuriamumo tyrimo vykdymais gauti duomenys pagrindZia teiginj, kad ,MiSeqDx” prietaisas gali

nuosekliai atlikti sekos nustatyma toliau nurodytais atvejais.

* GC turinys > 19 % (visos priskirtos bazés 192 i$ 192 nuskaitytos sekos amplikonuose: 19 % GC turinio
priskirta teisingai, o nepriskyrimo daznis — 1,1 %)
* GC turinys <78 % (visos priskirtos bazés 192 i§ 192 nuskaitytos sekos amplikonuose: 78 % GC turinio
priskirta teisingai, o nepriskyrimy nebuvo)
* PolyA ilgis < 8 (8 nukleotidy PolyA pakartojimas buvo teisingai priskirtas 192 i§ 192 nuskaitytos sekos
amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyA = 8)
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e PolyT ilgis < 10 (10 nukleotidy PolyT pakartojimas buvo teisingai priskirtas 192 i§ 192 nuskaitytos sekos
amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyT = 10)
e PolyG ilgis < 7 (7 nukleotidy PolyG pakartojimas buvo teisingai priskirtas 192 i§ 192 nuskaitytos sekos
amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyG = 7)
* PolyCilgis < 6 (6 nukleotidy PolyC pakartojimas buvo teisingai priskirtas 576 i§ 576 nuskaitytos sekos
amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyC = 6)
e Pasikartojanciy dinukleotidy ilgis < 11x (visos priskirtos bazés 192 i§ 192 nuskaitytos sekos amplikony
su 11x pasikartojanciy dinukleotidy buvo priskirtos tinkamai, o nepriskyrimo daznis — 0,5 %)
e Pasikartojanciy trinukleotidy ilgis < 5x (visos priskirtos bazés 192 i§ 192 nuskaitytos sekos amplikony
su 5x pasikartojanciy trinukleotidy buvo priskirtos tinkamai, o nepriskyrimo daznis — 0,5 %)
® 24 arba maziau baziy intarpy ir 25 arba maziau baziy iskrity
24 baziy intarpai teisingai priskirti 192 i§ 192 méginiy
25 baziy iskritos teisingai priskirtos 223 méginiuose, o netinkamai priskirtos 1 méginyje is 224
meéginiy
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2 tyrimas

Atkuriamumo skirtingose tyrimy vietose tyrimas, atliktas naudojant reprezentatyvyjj tyrima — , Illumina MiSeqDx“ cistinés fibrozés 139 varianty tyrima — apémé
CFTR Klinikiniu pozitiriu reikSmingy genetiniy variacijy, iSanalizuoty , MiSeq” ataskaity priemonés programine jranga naudojant ,MiSeqDx" tiksling DNR sekos
nustatymo darbo eiga, pogrupi (9 lent.). Siame aklame tyrime buvo naudojamos 3 bandomosios tyrimy vietos, o kiekvienoje i$ ju — 2 operatoriai. Kiekvienas
operatorius kiekvienoje tyrimy vietoje iStyré dvi iSsamiai apibtidintas grupes, kuriy kiekviena sudaré 46 méginiai: kiekvienoje tyrimuy vietoje i$ viso atlikta 810
priskyrimy. Grupes sudaré genomo DNR is Iasteliy linijy su zinomais CFTR geno variantais bei mazai leukocity turincio kraujo, i kurj jmaiSyta lasteliy liniju su
zinomais CFTR geno variantais, miSinys. Kraujo méginiai buvo pateikti, kad biity galima jtraukti iSskyrimo veiksmus, kuriais paruosiama gDNR — pirminé tyrimo
darbo eigos jvestis. Sékmingai istirty méginiy procentas, apibréziamas kaip méginiy, pirmuoju bandymu praéjusiu KK metrika, skai¢ius, buvo 99,88 %. Visi
tyrimy rezultatai grindziami pradiniais tyrimy duomenimis.

Atkuriamumo tyrimo, atlikto naudojant reprezentatyvyjj ,MiSeqDx” cistinés fibrozés 139 varianty tyrima, rezultaty suvestiné

Grupe

Mé-
ginio

nr.

41

52

Me-
Va-
ginio

riantai

genotipas

S549N
(HET)

1812-1G
> A (HET)

Q493X /
F508del
(HET)

F508del /
2184delA

(HET)

Y122X /
R1158X
(HET)

Dokumento Nr. 1000000021963 03 v. LIT

44|

IS viso
priskyrimy
vienoje
tyrimy

vietoje

810

810

810

810

810

Teigiami atitinkantys

priskyrimai (variantai)

1 ty- 2 ty-
rimy rimy
vieta vieta
6 6

6 6

12 12
12 12
12 10

3 ty-
rimy

vieta

6

12

12

12

Neigiami atitinkantys

priskyrimai (nemutantinio

tipo)

1 ty- 2 ty-
rimy rimy
vieta vieta
804 804

804 804

798 798

797 798

798 665

3 ty-
rimy
vieta
804
804

798

798

798

tinkamy
prisky-

rimy sk.

Nepri-
skyrimy
sk.

11

135°

Tei-
giama ati-
tiktis (%)

100

100

100

100

94,44

Nei-
giama
ati-
tiktis
(%)

100

100

100

100

94,44

2021 m. rugpjucio

Ben-
droji
ati-
tiktis
(%)

100

100

100

100

94,44
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o Neigiami atitinkantys
L. Teigiami atitinkantys X o . .
I8 viso . L . . priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
. R . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . ..
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio . . vienoje X skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai prisky-
nr. genotipas tyrimy 1ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rnmy sk.
vietoje rimy rimy Timy rmy rimy rmy " (%) (%)
vieta vieta vieta vieta vieta vieta

A 7 R75X 810 804 804 804 100 100 100
(HET)

A F508del / 810 12 11 12 798 797 798 23 97,22 99,96 99,92
W1282X
(HET)

A 11 F508del / 810 12 12 12 798 798 798 100 100 100
3849 +
10kbC > T
(HET)

A 13 E60X / 100
F508del
(HET)
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o Neigiami atitinkantys
L. Teigiami atitinkantys X o . .
I8 viso . L . . priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
X . . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . ..
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio . . vienoje X skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai prisky- .
nr. genotipas tyrimy 1 ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rnmy sk.
vietoje rmy rimy Timy rmy rimy rmy " (%) (%)
vieta vieta vieta vieta vieta vieta

—_

00

A 15 M1101K 810 804 | 804 | 804 100 100
(HOM)

A F508del / 810 12 12 12 798 798 798 100 100 100
3659delC
(HET)

A 621+ 1G> 810 12 12 12 798 798 798 100 100
T/711+
1G>T
(HET)

A 21 A455E / 100
F508del
(HET)
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Me- Me-
Grupé ginio ginio

Va-

. riantai
nr. genotipas

F508del /
Y1092X (C

G542X
(HOM)

I8 viso
priskyrimy
vienoje
tyrimy

vietoje

Teigiami atitinkantys

priskyrimai (variantai)

Neigiami atitinkantys
priskyrimai (nemutantinio

tipo)

1ty-

rimy

3 ty-

rimy

1ty-

rimy

3 ty-

rimy

Ne-
tinkamy
prisky-

rimy sk.

Nepri-
skyrimy
sk.

Tei-
giama ati-
tiktis (%)

100

Nei-
giama
ati-
tiktis
(%)

100

Ben-
droji
ati-
tiktis
(%)

100

G551D /
R553X

(HET)

810

12 12 12

798 798 798

100

100

100

1717 -1G
> A (HET)
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810

804 804 804

100

100

100
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Grupé ginio

I A K O T ) K

A 37

Me-
ginio
genotipas

1336K
(HET)

Va-

riantai

I8 viso

priskyrimy
vienoje
tyrimy

vietoje

810

Teigiami atitinkantys

priskyrimai (variantai)

Neigiami atitinkantys
priskyrimai (nemutantinio

tipo)

1 ty-
rimy

vieta

.

804 804 804

Ne-
tinkamy
prisky-

rimy sk.

Nepri-
skyrimy

Tei-
giama ati-
tiktis (%)

100

Nei-
giama

ati-

100

Ben-
droji
ati-

100

F508del /
3849 +
10kbC >T

(HET)

810

12 12 12

798 798 798

100

100

100

F508del /
3659delC

(HET)
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12 12 12

798 798 798

100

100

100
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e Neigiami atitinkantys
Teigiami atitinkantys

I8 viso priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
L priskyrimai (variantai) Ne- . . . .
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio . . vienoje X skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai prisky-
nr. genotipas tyrimy 1ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rimy sk.
vietoje rimy rmy rimy rimy rimy rmy " (%) (%)

vieta vieta

vieta

-
A 45 N1303K 810 804 804 804 100 100
(HET)

vieta

vieta

vieta

G85E / 621
+1G>T

(HET)

—_

00

B 2789 +5G 810 804 804 804 100 100
>A
(HOM)

F508del /
1898+ 1G
> A (HET)
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e Neigiami atitinkantys
Teigiami atitinkantys

I viso . o . . priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
X . . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . ..
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio . . vienoje X skyrimy giama ati- ati- ati-
. riantai . prisky- . L .
nr. genotipas tyrimy 1 ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rimy sk.
vietoje rimy rimy rimy rimy rimy rimy & (%) (%)
vieta vieta vieta vieta vieta vieta

B 51 F508del / 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
2143delT
(HET)

B 53 3905insT 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)

B 55 F508del 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)

B 57 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Netaikoma | 100 100

B 59 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Netaikoma | 100 100

B 61 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Netaikoma | 100 100
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o Neigiami atitinkantys
L. Teigiami atitinkantys X o . .
I8 viso . L . . priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
. X . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . -
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio iantai vienoje - skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai risky-
nr. genotipas tyrimy 1ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- P yk sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rimy sk.
vietoje rimy rimy rimy rimy rimy rimy & (%) (%)
vieta vieta vieta vieta vieta vieta

B 63 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Netaikoma 100 100
B 65 1078delT 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)

S549R (c.
1647T > G)

(HET)

B 69 W846X 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)
B 71 E92X / 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
F508del
(HET)
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o Neigiami atitinkantys
L. Teigiami atitinkantys X o . .
I8 viso . L . . priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
. R . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . ..
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio vienoje skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai prisky-
nr. genotipas tyrimy 1ty- 2 ty- 3 ty- 1ty- 2 ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . . . rnmy sk.
vietoje rimy rimy Timy rmy rimy rmy " (%) (%)
vieta vieta vieta vieta vieta vieta

B 73 G542X 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
(HET)

B 75? F508del 810 6 5 6 804 670 804 0 1352 94,44 94,44 | 94,44
(HET)

77 621 +1G> 810 12 12 12 798 798 798 100 100
T/ A455E
(HET)

I B N N O O O T O O

F508del /
G551D

(HET)
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e Neigiami atitinkantys
Teigiami atitinkantys

I$ viso o priskyrimai (nemutantinio Nei- Ben-
. R . . priskyrimai (variantai) Ne- . . . ..
Me- Me- priskyrimy tipo) Nepri- Tei- giama droji
Va- tinkamy
Grupé ginio ginio . . vienoje X skyrimy giama ati- ati- ati-
riantai prisky-
nr. genotipas tyrimy 1ty- 3 ty- 1ty- 3 ty- o <l sk. tiktis (%) tiktis tiktis
. . . . rimy sk.
vietoje rmy rimy rimy rimy " (%) (%)

vieta

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

(M5

2789 + 5G
>A
(HOM)

B 87 F508del / 810 12 12 12 798 | 798 | 798 | 0 0 100 100 100
1898 + 1G
> A (HET)

B 89 F508del / 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
2143delT
(HET)
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Mé-
Grupeé ginio
nr.
B 91
B 92

18 viso

Me-
.. Va-
ginio . .
. riantai
genotipas

394delTT
(HET)

F508del
(HET)

I8 viso
priskyrimy
vienoje
tyrimy

vietoje

810

810

74 556

Teigiami atitinkantys

priskyrimai (variantai)

1 ty- 2 ty- 3 ty-
rimy rimy rimy
vieta vieta vieta
6 6 6

6 6 6
2209

Neigiami atitinkantys

priskyrimai (nemutantinio

tipo)

1 ty- 2 ty-
rimy rimy
vieta vieta
804 804
804 804
221182

3 ty-
rimy

vieta

804

804

Ne-
tinkamy
prisky-

rimy sk.

! Nemutantinio tipo vietoje, atitinkanéioje vieno replikato varianta N1303K, uzfiksuotas nepriskyrimas dél nepakankamos aprépties.
? Vieno 5 ir 75 méginiy replikato priskyrimo daznis buvo 0 %. Atlikus papildomy tyrimy matyti, kad méginiai galéjo biiti nejdéti j méginiy plokstele pries ruosiant bibliotekas, nes

mégintuvéliuose likes méginiy kiekis atitiko skaiciy, kuris biity teisingas nepaSalinus tiirio.

° Remiantis jrodymais galima teigti, kad, prie$ ruo§damas bibliotekas, operatorius sukeité 9 ir 10 méginius.
* Nemutantinio tipo vietoje, atitinkancioje kiekvieno i$ dviejy meéginiy vieno replikato varianta M1V, uzfiksuotas nepriskyrimas dél nepakankamos aprépties.

,Somatic” veikimo charakteristikos

Nepri-
skyrimy
sk.

273

Tei-
giama ati-
tiktis (%)

100

100

99,77

Nei- Ben-
giama droji
ati- ati-
tiktis tiktis
(%) (%)
100 100
100 100
99,88 99,88

Cia apradytuose tyrimuose naudojant ,Somatic Variant” modulj buvo analizuojami sekos nustatymo duomenys, isskyrus tuos tyrimus, kuriuose buvo naudojama
2 geny grupé ir konkre¢iam tyrimui skirtas modulis.

Tikslumas

Siekiant jvertinti ,MiSeqDx" prietaiso DNR, isskirta i§ FFPE méginiy, buvo atlikti trys tyrimai.
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1 tyrimas

Tyrime buvo naudojamas reprezentatyvusis tyrimas, skirtas jvairiems genams analizuoti, apimantis 12 588 bazes i$
23 skirtingy chromosomy, naudojant 150 amplikony. Y chromosomoje néra didelio pasikliovimo sric¢iy, todél ji
nebuvo vertinama. Siame tyrime naudoti penki unikalis méginiai yra i§ vienos Seimos — dviejy tévy ir trijy vaiky
— méginiy sekos nustatymas buvo daznai atliekamas keliose laboratorijose ir taikant kelias sekos nustatymo
metodologijas. Trys méginiai yra motery, o du — vyry. Prie$ tyrimui iSskiriant DNR, visi méginiai buvo fiksuoti
formalinu ir jlieti j parafina. Méginys GM12877 DNR lygiu buvo atskiestas su méginiu GM12878, siekiant sukurti
GM12877-D ir varianty, kuriy daznis biity artimas 5 proc. ir 10 proc., rinkinj. Kiekvienas méginys buvo istirtas
dviem egzemplioriais, iSskyrus GM12877-D, kuris buvo tiriamas naudojant penkis replikatus. SNV, intarpy ir
iskrity tikslumas buvo nustatytas tyrimo duomenis palyginus su iSsamiai apibtidinta referentine duomeny baze.
Referentiné duomeny bazé (,Platinum Genomes” 2016-01 versija) buvo sukurta sujungus kelias sekos nustatymo
metodologijas, vieSai prieinamus duomenis ir informacija apie paveldéjima. Remiantis Siuo referentiniu metodu
buvo apibréztos didelio pasikliovimo genomo sritys, nebent nurodyta kitaip. I viso buvo atlikti aStuoni méginiy
vykdymai; tikslumui parodyti pateiktose lentelése naudojami pirmojo vykdymo duomenys.

10 lenteléje pateikiami tyrimo duomenys su teigiama ir neigiama procentine atitiktimi kiekvieno méginio atveju,
o varianty rezultatai dél PPA skaic¢iavimo palyginami su iSsamiai apibtidintu kompozitiniu referentiniu metodu.
Trys varianty tipai (SNV, intarpai ir iSkritos) sujungiami. Kadangi, taikant referentinj metoda, rezultatai gaunami
tik apie vieno nukleotido variantus ir intarpus / iSkritas, dél NPA skaiciavimo ne varianty baziy rezultatai
palyginami su Zmogaus genomo referentinés sekos hg19 versija.

,MiSeqDx” prietaiso baziy priskyrimo rezultaty atitiktis 6 iSsamiai apibudinty méginiy referentiniams

duomenims

Vidutinis .. . . .. ..

Méginys priskyrimo Is v‘150 1s V.lSO TP | Is V.lSO FN Is 'VISO .TN PPA NPA OPA
L varianty varianty varianty priskyrimy

daznis
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100 100
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100 100
GM12877-D1 98,4 675 650 0 57608 100 100 100
GM12877-D" 155 155 0 100 100 100

! Variantai, kuriy daznis didesnis nei 20 %.
2 . . v v . .
Variantas, kurio daznis mazesnis nei 20 %.
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150 amplikony buvo skirta jvairiam genomo turiniui apimti. Amplikony GC turinio intervalas — 26-87 %. Be amplikony, taip pat pasitaiké jvairiy vienkartiniy
pasikartojanc¢iy nukleotidy (pvz., PolyA, PolyT), dinukleotidy ir trinukleotidy. Tyrime buvo naudojami 6 unikaliis méginiai. Duomenys buvo kaupiami apie
kiekvieng amplikona (11 lent.) siekiant nustatyti genomo turinio poveikj teisingy priskyrimy procentui. Teisingy priskyrimy procenta sudaro varianty ir
referencijos priskyrimai; jei yra neteisingy priskyrimy arba kazkas nepriskiriama, $is procentas yra mazesnis uz 100 %. Kai, priskiriant variantus, nejvykdomos
vieno ar keliy filtry salygos (pvz., nepakankama apréptis), niekas nepriskiriama. Neteisingy priskyrimy nebuvo. [vairiy amplikony nepriskyrimy skai¢ius daug
skyreési. GC turinys ir keli saveikos su GC turiniu atvejai buvo Zymiausi nepriskyrimy prognozavimo rodikliai. 2040 / 2580 (79 %) nepriskyrimy jvyko dél
nejvykdytos aprépties specifikacijos. Daugiausia nepriskyrimy pasitaiké tarp amplikony, kuriy GC turinys didesnis nei 78 %. Su reprezentatyviu amplikonu,
kurio GC turinys — 78 %, pasitaiké i§ viso 675 nepriskyrimai. Su reprezentatyviu amplikonu, kurio GC turinys — 87 %, pasitaiké i§ viso 1365 nepriskyrimai.
Apréptj galima padidinti sumazinant j pratekamaja kiuvete dedamy méginiy skaiciy — taip galima aptikti amplikonus, kuriy GC turinio procentas yra didelis.

Amplikony lygio tikslumo duomenys

Ampli- Chromo- Ampli-
konas soma kono
pradzia

1 1 36450499
2 1 109465122
3 1 218353867
4 1 223906657
5 1 228526602
6 1 236372039
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Ampli-
kono
pabaiga

36450591

109465200

218353957

223906748

228526682

236372108

Anali-
zuoto
fragmento
dydis

93

79

91

92

81

70

Bazés
didelio
pasi-
kliovimo
srityse

93

79

91

92

81

70

Ampli-
kony
genomo
turinys

Intarpas /
iSkrita
PolyA (5),
PolyC (5),
intarpas /
iskrita
Intarpas /
iskrita

Intarpas /
iskrita
PolyG (5)
PolyT (10),

intarpas /
iskrita

GC
turinys

0,22

0,38

0,4

0,49

0,69

0,39

IS viso
tei-

singy pri-
skyrimy

1395

1185

1364

1380

1215

1050

IS viso
netei-
singy pri-
skyrimy

I8 viso
nepri-

skyrimy

Teisingy

pri-
skyrimy
proc.

100

100

99,9

100

100

100
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10

12

14

16

55862774

177016721

190323504

212245049

235016350
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55862863

177016805

190323591

212245139

235016422

90

85

88

91

73

90

81

88

91

73

Intarpas /
iSkrita

Netaikoma

PolyT (5)

PolyT (5),
PolyA (6),
intarpas /
iskrita

PolyT (5),
intarpas /
iskrita

0,28

0,65

0,42

0,3

0,42

1350

1215

1320

1365

1095

soc20s61 4662068 s oo

100

100

100

100

100
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20 3 189713161 | 189713248 | 88 88 PolyA (5), 0,41 1305 0 30 97,8
PolyT (5),
PolyA (9),
TG(3)

22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1170 0 0 100

tsosso0s | 156 mo oo

R N I LY ws oo

oo s s |75 Newkoma |07 80 0 &5
H06%S M08 6 6 |Newkoma 0% 50 o o
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34

5

155662213

155662287

75

75

Intarpas /
iskrita

0,43

1125

100

24949983

24950074

- o o --

D T T 70 Do o o

Intarpas /
iSkrita

PolyT (5),

TCT(3), CTT

®)

1380

b .

112435865

112435955

PolyA (5)

1365

66276100

66276187

Intarpas /
iSkrita

1320

110939946

110940030

Intarpas /
iSkrita

1275
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48

149503875

149503965

91

91

PolyG (6),
PolyC (6),
intarpas /
iSkrita

0,71

1365

100

Intarpas /
iskrita

50

156476507

156476599

93

93

0,35

1395

100

52

24811020

24811109

90

89

PolyG (7),
CTC(4),
intarpas /
iSkrita

0,61

1305

30

97,8

54

103054909

103055006

98

98

PolyG (6)

0,67

1470

100

56

107620823

107620918

96

96

Netaikoma

0,49

1440

100

58

138995345

138995441

97

97

PolyC (6),
intarpas /
iskrita

0,68

1455

wses wse s oG oy o o e

100

Dokumento Nr. 1000000021963 03 v. LIT

60 |

2021 m. rugpjucio



»MiSegDx“ Instrument

33018351

33018440

90

PolyA (5),
PolyT (5)

1350

100

55892599

55892687

88

AC(11),
intarpas /
iskrita

0,42

1290

69

94,9

118351373

118351453

81

Netaikoma

0,51

1215

100

30177648

30177717

70

70

Intarpas /
iSkrita

0,46

1050

100

70

59837679

59837740

62

Intarpas /
iskrita

0,37

930

100

72

93529612

93529684

73

73

PolyA (5)

1095

100

74

102477336

102477426

91

PolyG (6)

0,55

1365

100

76

120357801

120357885

85

PolyA (5),
CA@),
intarpas /
iSkrita

0,34

1275

100
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78 12 2834770 2834853 84 84 PolyC (5), 0,52 1260 0 14 98,9
intarpas /
iskrita

80 12 30881766 30881846 81 81 Netaikoma | 0,49 1215 0 0 100
82 12 120966872 | 120966966 | 95 95 PolyG (5) 0,68 1425 0 0 100
84 13 25816961 25817049 89 88 PolyA (5), 0,22 1305 0 15 98,9

PolyT (7),

PolyA (7),

intarpas /

iskrita

13 77665218 77665294 77 77 Intarpas / 0,39 1155
i8krita

sosizsss | 39517966 s oo

920 14 58050030 58050110 81 81 Intarpas / 0,38 1215 0 0 100
iSkrita
92 14 92549544 92549609 66 66 PolyA (5) 0,41 975 0 60 94,2
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94

15

43170751

43170848

98

96

PolyC (5)

0,45

100

96

15

77879807

77879901

95

93

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

0,68

1395

100

98

15

85438263

85438334

72

71

Intarpas /
iSkrita

0,65

1065

100

100

15

89864274

89864343

70

70

Intarpas /
iSkrita

0,56

1050

100

102

16

28997904

28997998

95

95

PolyC (5)

0,67

1425

100

PolyC (5)

104

16

57954406

57954509

104

104

0,67

1560

100

108
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17

3970090

3970180

91

91

Intarpas /
iSkrita

0,46

1365

100
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sooszso |09 91 ® | poyToy Bs o o

1204004 | a1ousss PolyA ) Be oo

114 17 61502432 61502510 79 79 Intarpas / 0,41 1175 0 10 99,2
iSkrita

116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 1260 0 0 100

118 18 6980478 6980568 91 91 Netaikoma 0,37 1365 0 0 100

18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), 98,3
intarpas /
iSkrita

122 54815665 54815749 CT(3), 100
intarpas /
iskrita
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124 19 625143 625241 99 99 Netaikoma 0,59 1478 0 7 99,5

126 19 18186574 18186643 70 70 Netaikoma 0,64 1050 0 0 100

128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 1230 0 0 100

130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3),TG(4), | 0,46 1050 0 0 100
intarpas /
iSkrita

132 20 50897302 50897368 67 67 Intarpas / 0,36 1005 0 6 99,4
iSkrita

134 20 62690860 62690946 87 87 Intarpas / 0,57 1305 0 0 100
iskrita

136 21 33694176 | 33694273 | 98 98 PolyT (6), 0,54 1470 0 0 100
CA(3)

138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), 0,32 1029 0 7 99,3
AGQ),
intarpas /
iskrita
Dokumento Nr. 1000000021963 03 v. LIT 2021 m. rugpjtcio

65 |



»MiSegDx“ Instrument

140

22

25750774

25750873

100

100

Intarpas /
iskrita

0,63

1500

99,9

142

22

37409844

37409940

97

97

Intarpas /
iSkrita

0,46

1455

100

144

22

47081347

47081438

92

92

Intarpas /
iSkrita

0,66

1380

100

146

135288543

135288611

69

69

PolyC (5)

0,62

1035

100

148

2655397

2655461

65

Netaikoma

0,55

Netaikoma

150

2655609

2655679

71

PolyA (5)

0,37

Netaikoma
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Nepriskirty varianty suvestiné pateikta 12 lent.. Lenteléje iSvardyti konkretiis filtrai, kuriuos naudojant nieko
nepriskirta.

Varianty nepriskyrimy suvestiné

Amplikono Chr.pad. Variantas At1t11Tkamo . Filtras Pra!elstl' Nur‘natOfm
nr. amplikono turinys variantai variantai
28 5:1882129 T>G 78 % GC LowDP' 13

(maza DP)
52 8:24811064 AG>A PolyG (7), CTC(4), R3x6" 15 15

61 % GC

60 10:11784633 C>T PolyGC (3), 87 % GC LowDP 13 13

(maza DP)
64 10:55892600 TAC>T AC(11), 42 % GC R3x6 9 9
111 17:39589692 C>CA PolyA (13), 29 % GC R3x6 13 13

! LowDP (maza DP): maza apréptis. Variantas filtruojamas, jei bent vieno i3 telkiniy gylis $ioje konkrecioje padétyje yra
mazesnis nei 900.

* R3x6: Kartotinis filtras. Variantas filtruojamas, jei visas variantas ar jo dalis pakartotinai matomi referentiniame genome $alia
varianto padéties. Reikia, kad referencijoje biity bent Sesi pakartojimai, o atsizvelgiama tik j tuos pakartojimus, kuriy ilgis yra
iki 3 bp.
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Meéginio sekos nustatymo rezultatai buvo palyginti su didelio pasikliovimo lygio NA12878 genotipu, kurj nustaté Nacionaliniai standarty ir technologiju institutai
(NIST) (2.19 v.). Is 150 amplikony 92 amplikonai buvo didelio pasikliovimo lygio genomo sriciy ribose, 41 amplikonas su NIST seka persidengé i$ dalies, o 17

amplikony visiskai nepersidengé. Palyginimui buvo gauta 10 000 vieno replikato koordinaciy. Ne varianty baziy priskyrimai buvo palyginti su Zmogaus genomo
referentinés sekos hg19 versija. Tikslumo rezultatai parodyti 13 lenteléje.

,MiSeqDx” prietaiso méginio GM12878 baziy priskyrimo atitikties NIST referencijai rezultatai

Meéginys Amplikony Vi.dutin.is o Is ‘viso .TP varianty Is .viso FN varianty Is .viso .TN Is .viso .FP PPA NPA OPA
sk. priskyrimo daznis priskyrimy priskyrimy priskyrimy priskyrimy
GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100
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Buvo atlikta papildoma penkiy neatskiesty méginiy analizé, susijusi su mazy intarpy ir iSkrity (intarpy / iskrity) priskyrimu (14 lent.). Kai kuriais atvejais
intarpas / iskrita daznai pasitaiké tarp dviejy ar daugiau méginiy, kaip matyti stulpelyje , I viso méginiy replikaty su intarpu / iskrita”. Penkiy méginiy abiejy
replikaty rezultatai pateikti 14 lent. I$ viso buvo 71 intarpas / iskrita, kuriy dydis intarpy atveju buvo 1-24 bp, o iskrity atveju — 1-25 bp. Kiekvienas i$ 68
intarpy / iskrity buvo aptikti su teigiama procentine 1 atitiktimi. Trys intarpai ir iskritos teisingy priskyrimy neturéjo, nes kiekvienas i$ siy varianty nebuvo
priskirtas dél R3x6 filtro; todél PPA, i kurig priskyrimai nejtraukti, apskai¢iuoti nepavyko. Sie trys variantai — tai 1 bp iskrita (chr8 24811064 AG>A); 2 bp iskrita
(chr10 55892600 TAC>T); ir 1 bp intarpas (chrl7 39589692 C>CA).

Intarpy / iSkrity aptikimo ,,MiSeqDx” prietaisu suvestiné

Ampli- Chromo- Padétis

konas soma
1 1 36450544
2 1 109465165
3 1 218353908
4 1 223906701
6 1 236372081
7 1 247812083
8 2 55862804
9 2 87003972
13 2 200796749
14 2 212245090
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Anali-
zuoto
fragmento
dydis

93

79

91

92

70
88
90
80
87

91

Amplikono
intarpo /
iskritos
tipas ir
ilgis

25 bp iskrita

3 bp i8krita
23 bp
intarpas

17 bp iSkrita

5 bp intarpas
3 bp intarpas
7 bp intarpas
6 bp iskrita

5 bp intarpas

12bp
intarpas

Intarpas / iskrita

GAAAATTITAA
TGAAACACAT
TGTCCT>G

ACTT>A

T>TTTTAATA
GCAAAAAG
AGGCTAGA

GACAGACTGIG
AGGAAGA>G

C>CTTAAG
C>CATG
T>TITGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA

C>CTGAAA
ATAGGAT

I8 viso
méginiy
replikaty
su
intarpu /
iskrita

7

15

11

13
11
15

11

Nepriskyrimy
sk.

IS viso
netei-
singy
intarpo /
iskritos

priskyrimy

0

IS viso tei- PPA

singy

intarpo /

iskritos

priskyrimy
7 100
9 100
15 100
11 100
9 100
9 100
13 100
11 100
15 100
11 100
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17 3

4466274

93

23 bp iskrita

TAACTTAA
AATTACAAA
ATAACCC>T

13

13

100

21 3

190106071

75

1 bp iskrita

AG>A

13

13

100

11 bp

intarpas

27 4

164446785

62

T>TTATGG
TATTGA

100

34 5

155662255

75

8 bp intarpas

G>GCCTACTGA

13

13

100

41647442

23 bp iskrita

GGCATGAG
GCTTGGTGA
CATGGCA>G

11

100

110939983

149503916

4 bp iSkrita

4 bp iskrita

CAAGT>C

GGATA>G

13

100

100
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52 8 24811064 90 1 bp iskrita AG>A 15 15 0 0 Netaikoma

59 10 5987158 79 3 bp iskrita TAAC>T 11 0 0 11 100

64 10 55892600 89 2 bp iskrita TAC>T 9 9 0 0 100

70 11 59837721 62 8 bp intarpas | T>-TTATGAAAA 11 0 0 11 100

76 11 120357842 | 85 2 bp iskrita CTT>C 11 0 0 11 100

84 13 25817002 89 19 bp C>CAAAATA 15 0 0 15 100
intarpas TAAAAAGC
TCCCT

86 13 77665265 77 20 bp iskrita | ATCTATTT 9 0 0 9 100
TCTAATAGA
CGGC>A
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90 14

58050081

81

4 bp intarpas

C>CTGAT

13

100

93 14

102808554

94

5 bp iskrita

CGTGGA>C

100

96 15

77879862

95

25 bp iskrita

GCCCCTGAG
CCAGCCTCCC
GCTCTTA>G

100

100 15

89864316

70

4 bp intarpas

G>GCTAC

100

107 17

3594276

87

1 bp iskrita

TG>T

13

100

109 17

16084985

93

4 bp intarpas

A>AACAC

100

112 17 39589739 84 24 bp T>TICTGAAG 15 15 100
intarpas GTCAAGTCTA
TCCCTGA

114 17

61502459

79

12 bp iskrita

TTTGTATC
TGCTG>T

13

100
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130 20
131 20
132 20
134 20
135 21
137 21
138 21
140 22
142 22
144 22
2 tyrimas

21766863

25278464

50897361

62690925

30300873

36710749

46644985

25750814

37409885

47081407

70

101

67

87

66

87

69

100

97

92

15 bp iSkrita

5 bp intarpas

11 bp
intarpas

16 bp iskrita
11 bp
intarpas

21 bp iskrita

5 bp iskrita
6 bp intarpas
5 bp intarpas

10 bp iskrita

TACTTGAGA
ACTGAGG>T

A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC
TCCTGGCTG
GCCTGTGG>T
G>GATAAAACTITA
ACTCAAGA

TAACTCATG
TTATC>A

GTTGTT>G
C>CAGGGCA
C>CTGTTT

GGGCACA
GGCA>G

13

15

13
13

13

13

15

13
13

13

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

Siame tyrime buvo naudojami biobanke sukaupti kolorektalinio véZio apimty audiniy FFPE méginiai ir reprezentatyvusis 2 geny tyrimas, kuris buvo palygintas
su referentiniu metodu — dvikrypciu Sangerio sekos nustatymu (Sangerio metodas). IS 1183 tiriamyjy 441 tiriamojo Sangerio metodo ir reprezentatyviojo tyrimo
rezultatai buvo tinkami. [vertinus tiriamyjy lygiu (15 lent.), i$ 441 tiriamyjy 230 buvo teigiami naudojant Sangerio metoda (Sangerio metodu aptikta mutacija); i$
ju 227 buvo teigiami atlikus reprezentatyvujji tyrima. Taikant Sangerio metoda, like 211 i$ 441 tiriamyjy buvo neigiami (taikant Sangerio metoda mutacijuy
neaptikta); i8 jy 206 buvo neigiami atlikus reprezentatyvyjj tyrima. Todél teigiama procentiné atitiktis (PPA) buvo 98,7 %, o neigiama procentiné atitiktis (NPA) —

97,6 % (15 lent.).
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Tiriamuyjy lygio rezultaty teigiama ir neigiama procentiné

atitiktis
Reprezentatyvusis Sangerio metodas IS viso
tyrimas Teigiama Neigiama
Teigiama 227! 5 232
Neigiama 3 206 209

IS viso 230 211 441

Atlikto tyrimo suvestiné

Atitikties statistika Taslkinis Tikslusis 95 % PI
ivertis
PPA 227/230 = [96,2 %, 99,7 %]
98,7 %
NPA 206/211 = [94,6 %, 99,2 %]
97,6 %

'Buvo gautos 224 tikslios vidinio tiriamuyjy tyrimo visy mutacijy lygio rezultaty atitiktys; 2 tiriamiesiems ,MiSeqDx“ aptiko Sangerio metodu aptikta mutacija ir 1 papildoma mutacija; 1
tiriamajam naud ojant ,MiSeqDx” ir Sangerio metodu aptiktos mutacijos buvo skirtingos.
*Vienam tiriamajam Sangerio metodu buvo aptiktos 2 mutacijos; 2 tiriamiesiems Sangerio metodu aptikta viena mutacija.

3 tyrimas

Siuo tyrimu buvo jvertintos DNR bibliotekos, paruostos su keliy tipy audiniy FFPE méginiais. I$ viso — 109 FFPE méginiai i$ aStuoniy skirtingy audiniy
(gaubtinés zarnos, kiausidziy, kasos, antinkscio, slapimo pislés, kepeny, skydliaukés ir krities); kiekvieno tipo audinys apima maziausiai 11 FFPE méginiy.
Antinks¢io audinyje buvo stemplés, plauéiy, gaubtinés Zarnos naviky metastaziy; kitame audinyje buvo pirminiy naviky. Siame tyrime buvo naudojamas
reprezentatyvusis tyrimas, skirtas 26 genams, apimantiems 21 577 bazes i§ 17 skirtingy chromosomy, analizuoti. Buvo atlikta i viso 6 skirtingy geny (KRAS,
NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR ir BRAF) Sangerio sekos nustatymas, ji atliekant kiekvieno naviko 1-3 genams, atsizvelgiant i numatoma somatiniy to naviko
mutacijy paplitima. Sangerio sekos nustatymu nustatytos 39 SNV somatinés mutacijos 33 i§ 109 FFPE méginiy. ,,MiSeqDx” nustaté 36 SNV somatines mutacijas 32
i§ 109 FFPE méginiy, 1 klaidinga neigiamajj ir 2 varianty padéciy nepriskyrimus. PPA buvo 97,3 %. ,MiSeqDx" nustaté 78 975 referentines bazes 109 FFPE
méginiuose, 29 klaidingus teigiamuosius Sangerio sekos nustatymo atzvilgiu ir 2437 nepriskyrimus. NPA buvo 99,9 %. Taikant Siuos du metodus, nustatyta
sutampanti dviejy baziy iskrita. 16 lenteléje rezultatai apibendrinami pagal audinio tipa.
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Teigiama ir neigiama procentiné atitiktis pagal audinio tipa

Audinio Méginiy
tipas sk.

Antinkstis 16

Slapimo 12
puslé

Krutis 16
Gaubtiné 11
zarna

Kepenys 13
Kiausidés 13
Kasa 17

Skydliauke 11

I$ viso 109

Atkuriamumas

IS viso
varianty

6

4

39

IS viso TP
varianty

4

4

36

IS viso FN
varianty

1

0

IS viso TN
priskyrimy

11823

7070

13439

8720

7984
10581
11929
7429

78974

I$ viso FP
priskyrimy

2

3

12

29

IS viso
nepriskyrimy
607

273

479

133

59

724
489
652

3416

PPA NPA
80 >99,9
100 >99,9
100 99,9
100 >99,9
100 >99,9
100 >99,99
100 99,9
100 >99,9
97,3 >99,9

Siekiant jvertinti ,MiSeqDx” prietaiso atkuriamuma, kai jis naudojamas su DNR, isskirta i§ FFPE méginiy, buvo atlikti du tyrimai. 1-ajame tyrime buvo

naudojami keli prietaisai; 2-ajame tyrime — kelios tyrimy vietos.

1 tyrimas

,MiSeqDx” prietaiso atkuriamumas buvo nustatytas naudojant du prietaisus ir du kvalifikuotus operatorius (i$ viso atlikti aStuoni vykdymai). Reprezentatyvusis
tyrimas, amplikony genomo kontekstas, méginiai ir referentinis metodas yra tokie patys, kaip aprasyta pirmiau nurodyto 1 tikslumo tyrimo atveju. Pateikiami
kiekvieno prietaiso kiekvieno amplikono rezultatai (17 lent.), siekiant parodyti priskyrimo atkuriamuma visuose prietaisuose. | teisingy priskyrimy procenta
jitraukti ir neteisingi priskyrimai, ir nepriskyrimai (nejvykdytos vieno ar keliy varianty priskyrimo filtry salygos). Prietaisai generavo panasy nepriskyrimy
skaiciy, priklausantj nuo konkretaus amplikono. Buvo uzfiksuotas vienas neteisingas ,,MiSeqDx 1” priskyrimas didelio pasikliovimo srityje, kaip apibréziama
,Platinum Genomes” referentiniu standartu. Neteisingas priskyrimas buvo klaidingai teigiamas intarpo varianto priskyrimas 64 amplikone, analizuojanciame 10

chromosomos padétis nuo 55892599 iki 55892687; amplikone nustatyta 11 dinukleotidy pakartojimy.
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17 lent. Skirtingy , MiSeqDx” prietaisy atkuriamumo tyrimo rezultatai (amplikony lygis)

Ampli- Chromo- Anali- Bazés Ampli- GC M?70215 M70217

konas soma zuoto didelio kony turinys
frag- pasi- genomo IS viso 1S viso IS viso IS viso IS viso IS viso
mento Kliovimo turinys tei- netei- nepri- tei- netei- nepri-
dydis srityse singy pri- singy pri- skyrimy singy pri- singy pri- skyrimy

skyrimy skyrimuy skyrimy skyrimy
1 93 93 Intarpas / 0,22 5580 0 0 5580 0 0
iskrita

Intarpas /
iskrita

5448

5453
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PolyG (5)

®)
intarpas /
iskrita

Intarpas /
iskrita

PolyA (5),
CT(3), TAA

0,69
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11 2 75 75 PolyA (8) 0,35 4468 0 40 4468 0 40
13 2 87 87 PolyT (5), 0,31 5211 0 43 5214 0 40
intarpas /
iskrita

17 3 93 93 AT(3), 0,27 5396 0 184 5396 0 184
intarpas /
iskrita

19 3 70 70 CT(3), 0,49 4193 0 7 4194 0 6
intarpas /
iskrita

3 75 74 Intarpas / 0,57 4432 4432
iskrita
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23

97

97

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

0,42

5820

5820

25

66

62

PolyA (5),
intarpas /
iskrita

0,36

3720

3720

27

62

62

PolyA (7),
intarpas /
iskrita

0,27

3676

45

3671

51

29

84

84

GT(3), CCA
3)

0,62

5040

5040

31

83

83

PolyA (6),
intarpas /
iskrita

0,3

4979

4980

33

91

91

CT(4), AG(3)

0,55

5460

5460

35

102

102

PolyG (6)

0,68

6120

6120

37

100

94

GCT(5),
intarpas /
iskrita

0,61

5532

108

5532

108
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39 6 95 95 Intarpas / 0,53 5697 0 3 5698 0 2
iskrita

41 6 95 94 PolyG (5), 0,61 5638 0 2 5638 0 2
intarpas /
iskrita

43 7 73 73 Netaikoma | 0,44 4380 0 0 4380 0 0

45 7 87 87 PolyA (7), | 0,26 5184 0 36 5181 0 39
AG(4)

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

Netaikoma
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53

55

57
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67

65

83

79

79

95

67

65

83

78

79

95

Intarpas /
iskrita

Intarpas /
iskrita

AT(3)

PolyG (5),
intarpas /
iskrita

PolyT (5)

Intarpas /
iskrita

0,3

0,32

0,37

0,47

0,3

0,35

4020

3894

4973

4679

4740

5699

4020

3895

4978

4680

4740

5699
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67 11 97 96 Netaikoma | 0,45 5760 0 0 5760 0 0

69 11 100 100 Netaikoma | 0,65 5999 0 1 5998 0 2

71 11 102 102 Netaikoma 0,59 6120 0 0 6118 0 2

73 11 85 85 Netaikoma | 0,42 5100 0 0 5100 0 0

75 11 85 85 Intarpas / 0,53 5100 0 0 5100 0 0
iskrita

79 12 93 93 PolyA (7), | 0,33 5577 0 3 5573 0 7
AC(4)

81 12 71 71 PolyA (6) 0,35 4260 0 0 4260 0 0

83 13 73 73 Netaikoma | 0,52 4380 0 0 4379 0 1
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Intarpas /
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0,49

5340

5340
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14

67

67

GAQ),TA(3)

0,39

4020

4020

89

14

73

72

PolyT (5),
intarpas /
iskrita

0,19

4173

147

4173

147

91

14

91

91

Intarpas /
iskrita

0,35

5459

5460

93

95

14

15

94

68

94

68

Intarpas /
iskrita

Intarpas /
iskrita

0,62

0,25

5637

4079

5637

4078

97

15

95

95

PolyT (6)

0,43

5699

5700
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99

91

91

Netaikoma

0,36

5460

5460

101

63

Netaikoma

0,27

3780

3780

103

87

87

TAQ)

0,41

5220

5220

105

91

91

PolyT (5),
intarpas /
iskrita

0,37

5443

17

5444

107

87

87

PolyC (5),
intarpas /
iskrita

0,67

5212

5212

109

93

93

Intarpas /
iskrita

0,26

5580

5580

111

84

82

Poly A (13),
intarpas /
iSkrita (x2)

0,29

4860

308

4860

307
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113 17 92 92 PolyA (7), 0,26 5460 0 60 5460 0 60
AT(3), AT(4),
AT(),
intarpas /
iskrita

PolyT (7) 5153 5156
GAQ3) 4020 4020

PolyA (6), 4132 4131

TG(3)

CTC(3),
intarpas /
iskrita

Netaikoma 3900 3900

Netaikoma 4440 4438

Netaikoma 5640 5638
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133 20 91 88 PolyG (6) 0,73 5277 0 3 5274 0 6

135 21 66 66 Intarpas / 0,35 3959 0 1 3957 0 3
iskrita

137 21 87 87 GT(3), 0,39 5220 0 0 5220 0 0
intarpas /
iskrita

21 PolyT (5), 0,5 5399 1 5399
PolyA (6)

s o ss o
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Netaikoma
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5940

5940
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69

PolyT (5)

0,26
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71
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Netaikoma
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4260
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Atkuriamumo tyrimo rezultatai buvo analizuojami kiekvieno operatoriaus atzvilgiu, naudojant varianty daznj
(18 lent.). Sia analize parodyta, kad visy operatoriy varianty dazniai buvo nuosekliis. Pateikiami vidutiniai

varianty dazniai +/- 1 standartinis nuokrypis.

,MiSeqDx" prietaiso skirtingy operatoriy rezultatai

Varianty
dazniy
diapazonas

Didelis
daznis
(~100 %)

Vidutinis
daznis
(~50 %)
Mazas

daznis (3—-
7 %)

Unikaliy
varianty
sk.

1112

3240

620

IS viso
iSanalizuoty 1
operatoriaus
varianty

1072

3151

618
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IS viso
isanalizuoty 2
operatoriaus
varianty

1072

3161

612

1 operatoriaus
vidutinis (SD)
deklaruotas
varianty daznis

0,96 +/- 0,05

0,49 +/- 0,04

0,05 +/-0,01

2 operatoriaus
vidutinis (SD)
deklaruotas
varianty daznis

0,96 +/- 0,05

0,49 +/- 0,04

0,05 +/- 0,01
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Kiekvieno méginio atkuriamumo tyrimo rezultatai rodomi sujungti i$ visy astuoniy vykdymy (19 lent.). Kiekvieno varianto tipo — SNV, intarpy ir iskrity —
aptikimas jvertinamas atskirai. Referentinés padétys nejtraukiamos. Sia analize parodyta, kad varianty rezultatai atkuriami pasirinkus visus méginius.

,MiSeqDx” prietaiso kiekvieno méginio baziy priskyrimo rezultaty atitiktis

SNV Intarpai ISkritos
Méginys IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso IS viso
TP FP FN TP FP FN TP 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-D1' | 3640 3582 0 0 800 760 0 0 960 880 0 0
GM12877-D2 | 400 398 0 0 520 516 0 0 560 556 0 0

! Variantai, kuriy daznis didesnis nei 20 %.
% Variantas, kurio daznis mazesnis nei 20 %.

8-iais Sio atkuriamumo tyrimo vykdymais gauti duomenys pagrindzia teiginj, kad ,,MiSeqDx” prietaisas gali nuosekliai atlikti sekos nustatyma toliau nurodytais

atvejais.

e GC turinys > 19 % (visos priskirtos bazés 120 i 120 nuskaitytos sekos amplikonuose: 19 % GC turinio priskirta teisingai, o nepriskyrimo daznis —
3,4 %)

e GC turinys < 73 % (visos priskirtos bazés 120 i$ 120 nuskaitytos sekos amplikonuose: 73 % GC turinio priskirta teisingai, o nepriskyrimo daznis —
0,1 %)

e PolyA ilgis < 8 (8 nukleotidy PolyA pakartojimas buvo teisingai priskirtas 120 i§ 120 nuskaitytos sekos amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyA = 8)

e PolyT ilgis < 10 (10 nukleotidy PolyT pakartojimas buvo teisingai priskirtas 120 i§ 120 nuskaitytos sekos amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyT = 10)

e PolyG ilgis < 6 (6 nukleotidy PolyG pakartojimas buvo teisingai priskirtas 720 i§ 720 nuskaitytos sekos amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyG = 6)

e PolyC ilgis < 6 (6 nukleotidy PolyC pakartojimas buvo teisingai priskirtas 359 i§ 360 nuskaitytos sekos amplikony, kuriy sudétyje buvo PolyC = 6, 1
nepriskyrimas)

e Pasikartojanciy dinukleotidy ilgis < 4x (visos priskirtos bazés 600 i 600 nuskaitytos sekos amplikony su 4x pasikartojanciy dinukleotidy buvo
priskirtos tinkamai, o nepriskyrimo daznis — 0,4 %)

* Pasikartojanciy trinukleotidy ilgis < 5x (visos priskirtos bazés 120 i§ 120 nuskaitytos sekos amplikony su 5x pasikartojanciy trinukleotidy buvo
priskirtos tinkamai, o nepriskyrimo daznis — 1,9 %)
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® 24 arba maziau baziy intarpy ir 25 arba maziau baziy iskrity
24 baziy intarpai teisingai priskirti 120 i§ 120 méginiy
25 baziy iSkritos teisingai priskirtos 182 méginiuose, o deklaruotos kaip nepriskirtos 2 méginiuose i 184 méginiy

2 tyrimas

Siekiant jvertinti reprezentatyviojo 2 geny tyrimo atkuriamuma, 3 iSorinése tyrimy vietose (vienoje vietoje 2 operatoriai), naudojant 1 reagenty partija 3 tyrimy
dienas (ne i$ eilés) buvo atliktas iSorinis tyrimas, apraSytas 2-ajame tikslumo tyrime. Bandymai buvo vykdomi naudojant 6 iSsamiai apibtidintas genomo DNR
méginiy grupes is klinikiniy FFPE méginiy ar lasteliy linijy. Kiekviena grupe sudaré 10 nariy, visose grupése is viso buvo 60 nariy.

60 grupiy nariy sudaré keturiy unikaliy nemutantinio tipo (grupiy mutacijos) méginiy, dvylikos unikaliy mutantinio tipo méginiy (su viena mutacija), paruosty
esant tiek dideliam, tiek mazam mutacijy dazniui, ir dviejy unikaliy mutantinio tipo méginiy (su viena mutacija), paruosty esant tik mazam mutacijy dazniui,
dublikatai. Tiriant kiekviena unikaly méginj / mutacijy daznio lygio meéginj (kiekvieno vykdymo metu bandytg dviem egzemplioriais), gauti 36 galimi rezultatai
(2 replikatai x 2 operatoriai x 3 dienos x 3 vietos) (jei visi rezultatai galiojo).

Procentinis numatomas visy teigiamy ir neigiamy varianty priskyrimas (PEC) buvo jvertintas reprezentatyviojo tyrimo rezultatg palyginant su numatomu
kiekvieno méginio mutacijy rezultatu (aptikta ar neaptikta numatoma mutacija). PEC apskaic¢iuojamas numatomy priskyrimy skaic¢iy padalijant i§ bandyty
priskyrimy skaiciaus ir rezultatg padauginus i§ 100 %. Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskai¢iuojamas naudojant Wilsono vertinimo metoda.
Apibendrinus duomenis visose tyrimy vietose, atliekant pirmajj méginio vykdyma arba bandant meéginius, galiojusius pirmojo tyrimo metu, sekmingai istirty
meéginiy procentas buvo = 94,7 %. Visy mutantinio tipo méginiy mutacijy lygio PEC buvo 99,6 % (905 / 909) (95 % PI; 98,9, 99,8). Visy 56 grupés mutaciju bandyty
priskyrimy skaicius tiriant visus galiojan¢ius meéginius (neatsizvelgiant j tai, ar aptikta mutacija buvo numatyta, ar ne) buvo 58 856 (56 x 1051). IS siy 58 856
mutacijy lygio stebéjimy pasitaike tik 6 atvejai, kai uzfiksuoti ir numatomi rezultatai buvo priestaringi; bendrasis visy teigiamy ir neigiamy varianty mutacijy
lygio PEC tiriant visus mutantinio ir nemutantinio tipo grupiy narius buvo 99,99 % (58 850 / 58 856).
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Analitinis jautris (tusCiosios vertés riba (LoB) ir aptikimo riba (LoD)

Siuo tyrimu patvirtinta tyrimo ribiné verté ir nustatyta ,MiSeqDx” aptikimo riba (LoD) (naudojant
reprezentatyvig grupe). Glaustai: iSsamiai apibtidintos , Platinum Genome” lasteliy linijos GM12878 ir GM12877
buvo fiksuotos formalinu ir jlietos j parafing, o tada buvo isskirta DNR. GM12878 buvo atskiesta linija GM12877,
kad septyniasdeSimties varianty (52 SNV, devyniy intarpy ir devyniy iskrity) dazniai biity artimi 0,05. Du DNR
meéginius tyré du operatoriai, naudodami du prietaisus ir dvi reagenty partijas: i$ viso buvo atlikta 10
+MiSeqDx* sekos nustatymo vykdymuy. Taip kiekvienoje reagenty partijoje gauta 40 kiekvieno GM12878 varianto
replikaty ir 60 kiekvienos atitinkamos nemutantinio tipo GM12877 koordinatés replikaty. LoB ir LoD buvo
apskaiciuotos jprastu metodu, nurodytu CLSI EP17-A2 dokumente, naudojant neparametrine parinktj. SNV,
intarpy ir isSkrity LoB bei LoD buvo apskai¢iuotos atskirai, kaupiant konkretaus varianto tipo daznius. I tipo
klaida buvo apibrézta kaip 0,01, o II tipo — kaip 0,05.

LoB atveju sukaupti varianty daZniai buvo surikiuoti nuo Zemiausio iki auks¢iausio ir buvo apskaiciuota 99-oji
kiekvieno varianto tipo kiekvienos reagenty partijos klasifikacijos padétis (20 lent.). Kokybiniam varianty
aptikimui nustatyti ,MiSeqDx” programiné jranga naudoja 0,026 varianty daznio ribine verte (tikraja LoB).
Apskaiciavus tusciosios vertés ribas buvo patvirtinta, kad, taikant Sig ribing verte, I tipo klaidos daznis yra ne
didesnis nei 0,01.

Tuscdiosios vertés riba

Varianto tipas | IS viso varianty dazniy 1-osios reagenty partijos LoB (%) 2-osios reagenty partijos LoB (%)

SNV 3120 0,87 0,75
Intarpas 540 0,79 0,60
Iskrita 540 0,96 0,84

LoD atveju buvo apskaiciuota kiekvieno varianto tipo kiekvienos reagenty partijos atskiro mutacijos daznio
procentiné dalis, maZesné nei ribiné 0,026 verté (21 lent.). Kadangi Sios procentinés dalys buvo mazesnés uz II
tipo klaidos daznj (5 %, 0,05), kaip LoD buvo apskaiciuota sujungty varianty dazniy mediana (22 lent.). Kaip
kiekvieno varianto tipo LoD buvo paimta didesnioji i$ apskaiciuoty dviejy reagenty partijy vercéiy — 545 % SNV
atveju, 4,88 % — intarpy ir 5,44 % - iskrity.

Aptikimo riba

ey e Yarianto Is z]i?o varianty  VF matavimy sk. VF matavimy % Aptikimo riba
tipas dazniy < 2,6 %. < 2,6 %. (%)
1 SNV 2080 5 0,20 545
Intarpas 360 0 0,00 4,86
Iskrita 360 3 0,80 5,44
2 SNV 2080 26 1,30 5,44
Intarpas 360 0 0,00 4,88
Iskrita 360 0 0,00 5,24

Toliau pateiktais tyrimais parodomos ,,MiSeqDx* veikimo charakteristikos atliekant kita reprezentatyvujj tyrima,
orientuotg | 56 mutacijas dviejuose klinikiniu pozitiriu svarbiuose vézio genuose (mutacijy grupé). Mutacijy
grupé sukurta siekiant aptikti konkrecias 56 mutacijas dviejuose klinikiniu pozitriu svarbiuose véZio genuose (1
genas ir 2 genas). Atliekant tyrima, tuo paciu metu aptinkama, ar kiekviena i§ 56 mutacijy kiekviename
nuskaitytos sekos méginyje yra, ar jos ten néra. Siy tyrimy referentinis metodas buvo dvikryptis Sangerio sekos
nustatymas.
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Skirtingy partijy tikslumas

Buvo atliktas skirtingy partijy tikslumo tyrimas, siekiant jvertinti ,MiSeqDx* prietaiso veikima naudojant
skirtingas pagamintas reagenty rinkinio partijas (jskaitant méginiy kvalifikacija, biblioteky paruosima ir sekos
nustatymo reagentus); buvo atliekamas 2 geny reprezentatyvusis tyrimas naudojant 5 sumaiSyty FFPE méginiy,
atitinkanc¢iy méginiy kvalifikacijos reikalavimus, grupe. Kiekviename FFPE méginyje buvo 2 unikalios mutacijos:
viena — maZesnio (mazdaug 8 %) daznio lygio ir viena — didesnio (mazdaug 14 %) daznio lygio. Per 3 dienas (ne
i$ eilés), naudojant 3 reagenty rinkinio partijas, buvo surinkta dvylika (12) kiekvieno i§ 5 méginiy misinio
stebéjimo duomeny. Vykdant tyrima, naudojant visas reagenty partijas, i$ viso atlikta 180 visy méginiy misiniy
stebéjimy ir 360 visy mutacijy dazniy lygiy stebéjimy. Naudojant visas partijas, o tyrimus atliekant visas dienas,
99,7 % (359 / 360) stebéjimy metu buvo matomas numatytas mutacijy rezultatas. Viena maZzo daZznio mutacija buvo
neteisingai priskirta kaip nemutantinio tipo. Siekiant apytikriai nustatyti sistemos kintamuma, buvo atlikta
kiekvienos mutacijos / kiekvieno mutacijy daznio lygio nuokrypio komponenty analizé. Bendrojo standartinio
nuokrypio diapazonas buvo 0,011-0,029. Bendrojo standartinio nuokrypio reagenty partijos komponento
diapazonas buvo 0-0,015.

Patentai ir prekiy Zenklai

Sis dokumentas ir jo turinys priklauso ,Illumina, Inc.” ir jos filialams (,,Illumina®), jis skirtas tik klientui naudoti pagal sutartj, kiek tai
susije su &ia aprasyto (-y) produkto (-y) naudojimu, ir jokiu kitu tikslu. Sis dokumentas ir jo turinys negali biiti naudojami ar platinami
jokiu kitu tikslu ir (arba) kitaip negali buti pateikiami, atskleidZiami ar atkuriami kokiu nors biidu be iSankstinio rasytinio ,Illumina”
sutikimo. , Illumina” $iuo dokumentu neperduoda jokios treciosios Salies licencijos pagal jos patenta, prekés zenkla, autoriy teises,
bendras teises nei panasiy teisiy.

Kvalifikuotas ir tinkamai iSmokytas personalas turi grieztai ir aiSkiai vadovautis Siame dokumente pateiktomis instrukcijomis, kad bty
uztikrintas tinkamas ir saugus $iame dokumente aprasyto (-uy) produkto (-y) naudojimas. Pries naudojant tokj (-ius) produkta (-us), visas
$io dokumento turinys turi biti iSsamiai perskaitytas ir suprastas.

NEPERSKAICIUS VISU CIA PATEIKTY INSTRUKCIJU IR JOMIS AISKIAI NESIVADOVAUJANT, GALI BUTI SUGADINTAS
PRODUKTAS (-Al), SUZEISTAS NAUDOTOJAS BEI KITI ASMENYS IR PADARYTA ZALA KITAI NUOSAVYBEL

L, JLLUMINA*“ NEPRISIIMA JOKIOS ATSAKOMYBES, JEI CIA APRASOMAS (-I) PRODUKTAS (-Al) (ISKAITANT DALIS IR
PROGRAMINE JRANGA) NAUDOJAMAS (-I) NETINKAMAL.

© 2021 m. ,Illumina, Inc.”. Visos teisés saugomos.

,Ilumina”, ,MiSeqDx”, ,TruSeq”, molitigo atspalvio oranziné spalva ir srautiniy duomeny baziy dizainas yra ,Illumina, Inc.” ir (arba) jos
filialo (-u) prekiy Zenklai JAV ir (arba) kitose Salyse. Visi kiti pavadinimai, logotipai ir prekiy Zenklai priklauso atitinkamiems
savininkams.

Kontaktiné informacija

ul C€

Slumina“

5200 lluminaWay IVD UzZsakovas Australijoje:

San Diego, Califomia 92122 JAV llumina Australia Pty Ltd*
+1.800.809.ILMN (4566) ec | rep Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (ne Siaures Amerikoje) . Level 3. 535 Elizabeth Street
techsupport@ilumina.com Jllumina Netherlands B. V. Melboume. VIC 3000

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Nyderlandai

Australija

Gaminio zenklinimas

Visa informacija apie simbolius, kurie yra ant gaminiy pakuociy ir etikeciy, rasite simboliy legendoje, pateiktoje
svetainés support.illumina.com korteléje ,, Documentation and Literature” (dokumentai ir literatiira), kurioje reikia
pasirinkti savo rinkinj.
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