MiSeq™ Dx Cihazi illumina

MOS v4 iceren Cihazlar icin Kullanim Talimati

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM iCINDIR.

Kullanim Amaci

MiSeqDx cihazi, cihaz Gizerinde gergeklestirilen in vitro tani amagl (IVD) testlerle birlikte kullanildiginda periferik
tam kandan veya formalinle fikse edilip parafine gomilmus (FFPE) dokudan ekstrakte edilen insan genomik
DNA’sindan, DNA kltlphanelerinin hedeflenen sekanslamasi i¢in tasarlanmistir. MiSeqDx cihazi tim genom
veya de novo sekanslama igin tasarlanmamistir. MiSeqDx cihazi tescilli ve listelenmisg, izinli veya onaylanmis IVD
reaktifleri ve analitik yazilim ile kullaniimalidir.

Prosediir Ilkeleri

lllumina MiSeqDx; tescilli ve listelenmis, izinli veya onayli IVD reaktifleri kullanilarak periferik tam kan veya

FFPE dokudan ekstrakte edilmis insan genomik DNA’sindan hazirlanan kltlphaneleri ve lllumina sekanslama
sarf malzemelerini kullanarak insan DNA’sinin hedeflenen yeniden sekanslamasi igin tasarlanmistir. Kitapliklar,
hedefleri amplifiye ederek ve numune dizinleri ve yakalama sekanslari eklenerek hazirlanir. Numune
kutlphaneleri bir akis hiicresinde yakalanir ve sentezle sekanslama (SBS) kimyasiyla cihaz lizerinde
sekanslanir. SBS kimyasi, buylyen DNA zincirlerine kaynastikga tek nukleotid bazlarini saptamak igin
donusturilebilir terminator yontemini kullanir. Real-Time Analysis (RTA) yazilimi, goriintl analizi ve baz aramayi
gercgeklestirir ve her bir sekanslama donguisi igin her baza bir kalite skoru atar. Birincil analiz sona erdiginde,
MiSeqDx cihazi Gizerinde ikincil analiz baz aramalariniisler.

isleme kapsaminda tipik olarak gogullama ¢6zme, FASTQ dosya olusturma, hizalama, varyant arama ve bir
referans genomunda belirli konumlarda bulunan varyantlar hakkinda bilgiler igeren varyant arama bigimi (VCF)
dosyalarinin olusturulmasi yer alir. MiSeqDx is akisina bagli olarak farkl ikincil analiz kullanir.

Cift Onyiikleme Yapilandirmasi

Cift 6nylkleme yapilandirmasi, MiSeqDx cihazinin hem in vitro tani amagh (IVD) hem de sadece arastirma amagli
(RUO) sekanslama testlerini galistirabilmesi i¢in gerekli donanim, yaziim ve kurulum proseduirlerini igerir. Cift
onyukleme yapilandirmasi kullanicinin, cihazin tani modu ile cihazin arastirma modu arasinda gegis yapmasina
olanak saglar. Sekanslama sarf malzemelerindeki radyo frekansli taniticilar (RFID) RUO sekanslama
reaktiflerinin, tani amagl sekanslama galistirmalarinda kullaniimasini énler.

Prosedur Kisitlamalari

* |n Vitro tani amagl kullanim igindir.
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* Etikette gosterilen sonuglar, agiklanan reaktif ve yazihm moddlleri ile germ hatti performansi igin periferik
tam kan veya hicre hatlari ve somatik performans igin FFPE doku veya FFPE hicre hatlari kullanilarak
gergeklestirilen temsili test panelleriile elde edilmistir. Germline Variant ve Somatic Variant Moddlleri, temsili
miktar testleriyle performansi dederlendirmek amaciyla gelistirilmistir. Performans 6zellikleri yalnizca bilgi
amagl sunulmustur. Sunulan dogrulama testi, yalnizca cihazin genel 6zelliklerini 6rneklendirmeye hizmet
eder ve herhangi bir spesifik iddiaya iliskin olarak cihazin 6zelliklerini veya uygunlugunu belirlemez. Bu
cihazda kullaniimak tzere gelistirilen tiim tani testleri, performansin tiim yonleri igin tam dogrulama
gerektirir.

*  Bulrin yalnizca asagidakileri sunar:
— 2 x150 bp okuma uzunlugunda = 5 Gb sekanslama ¢iktisi
— 2 x150 bp okuma uzunlugunda = 15 milyon Filtreyi Gecen Okuma
— 2x150 bp okuma uzunlugunda Q30 = %80'den yuksek bazlar

Bazlarin %80'ine esit veya daha fazlasi, Phred dlgedi kalite skorlarinin 30’dan biyk olup, temel arama
dogrulugunun %99,9'dan ylksek oldugunu gosterir.

* MiSeqDx cihazi yalnizca periferik tam kan veya FFPE dokudan ekstrakte edilmis insan DNA kitluphanelerini
sekanslamak igin valide edilmistir. Diger numune turlerinden olusturulan kitapliklar in vitro tani amagh
kullanim igin bu cihaz ile kullanilmamalidir. Klinik numunelerden mikrobiyal veya viral niikleik asitleri
sekanslamak igin bu cihazin performansi belirlenmemistir.

* MiSeqDx sistemi tescilli ve listelenmis, izinli veya onaylanmis IVD reaktifleri veya testleriile in vitro tani
amagli kullanim igin tasarlanmistir. Bu kullanim talimatinda agiklanan reaktif kisitlamalari ve performans
Ozellikleri konusunda temsili testler ve yaziim modulleri temel alinmistir. IVD testleri igin kullanim amaci,
saptanan varyantlar ve numune tdrlerii¢in teste 6zgu kullanim talimatina bakin.

* Testyazilimi, 25 bp'den yliksek uzunluktaki Indel (insersiyonlar, delesyonlar ve bunlarin kombinasyonlari)
igerigini hizalamaz. Sonug olarak 25 bp’den ylksek uzunluktaki insersiyon/delesyonlar test yazihmi
tarafindan saptanamaz.

* Sistem, Germline ve Somatic Variant modul yazilimi ile birlikte kullanildidinda en fazla 25 bp delesyonlar ve
24 bp insersiyonlar ile tek niikleotid varyantlarinin (SNV) saptamasi igin dogrulanmistir. Somatik aramaigin,
0,05 varyant frekansinda 25 bp delesyonlar ve 18 bp insersiyonlar saptanmistir.

* Ug varyantigerigi olan amplikon okumalari test yazihmi tarafindan hizalanmayabilir ve bu durum, bdlgenin
yabani tip olarak raporlanmasina neden olabilir. Bu tur ug igerikler sunlari igerir:

— Ugten fazla insersiyon/delesyon igeren okumalar.

— Toplam amplikon hedef uzunlugunun %4’liinden ylksek SNV igerigi bulunan en az 30 bp uzunlugundaki
okumalar (prob bélgeleri harig).

— Toplam amplikon uzunlugunun %10’'undan ytksek SNV igerigi bulunan 30 bp’den dusuk uzunluktaki
okumalar (prob bdlgeleri dahil).

* Coklu nlkleotid varyantlari (MNV) ve blyuk insersiyon/delesyonlar dahil olmak tzere buylk varyantlar, ikt
VCF dosyasinda ayri ayri daha kaguk varyantlar olarak raporlanabilir.
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* Delesyon uzunlugu bolinmis amplikonlarin arasindaki tst Gste gelen kisimdan biyUlk veya bu kisma esitse
iki bolinmus amplikon yayilirken delesyon varyantlari filtrelenebilir veya kagirilabilir.

* insersiyon/delesyon dogrudan bir primerin bitisiginde meydana gelirse ve Ust liste gelen bir amplikon yoksa
sistem insersiyon/delesyonlari saptayamaz. Ust liste gelen amplikonlarin bulundugu bélgelerde, st liste
gelme bolgesi saptanacak delesyon boyutundan kiigiik oldugunda test delesyonlari saptayamaz. Ornegin,
iki bitisik amplikon arasindaki st Giste gelme iki (2) bazsa test bu bazlarin her ikisini igeren higbir delesyonu
saptayamaz. Bu bazlardan birinde meydana gelen tek baz delesyonu ise saptanabilir.

* Tudm hibridizasyon temelli kitaplik hazirlama is akiglarinda oldugu gibi oligonukleotid baglama bdlgelerindeki
altta yatan polimorfizmler, mutasyonlar, insersiyonlar veya delesyonlar alellerin problanmasini etkileyebilir.
Sonug olarak, sekanslama sirasinda yapilan aramalar da etkilenir. Ornegin:

— Primer bolgesinde varyant iceren fazdaki bir varyant, amplifiye edilmeyebilir ve boylece yalanci negatif
sonug elde edilebilir.

— Primer bolgesindeki varyantlar referans alelin amplifikasyonunu engelleyebilir ve boylece hatali
homozigot varyant aramasi elde edilebilir.

— Primer bolgesindeki insersiyon/delesyon varyantlari, primere bitisik okumanin sonunda yalanci pozitif
aramaya neden olabilir.

* insersiyon/delesyonlar, bir okumanin sonunda meydana geliyorlarsa ve hizalama sirasinda yazilim
tarafindan kesiliyorlarsa zincir biasi nedeniyle filtrelenebilirler.

* Kiguk MNV’ler dogrulanmamistir.
* Kopya sayisi varyantlari veya yapisal varyantlar (flizyonlar veya translokasyonlar gibi) dogrulanmamistir.

* Germ hattina 6zgu kisitlamalar:

— Germline Variant Module kullanan MiSeqDx sistemi, germ hatti varyant aramalari i¢in kalitatif sonuglar
sunmak lzere tasarlanmistir (6r. homozigot, heterozigot, yabani tip).

— Germline Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi igin gereken amplikon basina
minimum kapsam 150x seklindedir. Numune sayisi ve hedeflenen toplam baz sayisi kapsami etkiler. GC
icerigi ve diger genom igerigi, kapsami etkileyebilir.

— Kopya sayisi varyasyonu, bir varyantin homozigot veya heterozigot olarak tanimlanmasini etkileyebilir.

— Belirli tekrarl baglamlardaki varyantlar VCF dosyalarinda harig tutulacak sekilde filtrelenir. RMxN tekrar
filtresi, varyant sekansinin tamami veya bir kismi varyant pozisyonuna bitisik referans genomda tekrarli
olarak mevcutsa varyantlari filtrelemek igin kullanilir. Germ hatti varyant aramasinda, bir varyantin
filtrelenmesi igin referansta en az 9 tekrar olmasi gerekir ve yalnizca en fazla 5 bp uzunlugundaki
tekrarlar degerlendirilir (R5x9).

* Somatige 6zgu kisitlamalar:

— Somatic Variant Module kullanan MiSeqDx sistemi, somatik varyant aramasi igin kalitatif sonuglar
sunmak lzere tasarlanmistir (6r. 0,05 saptama siniriile 0,026’dan ylksek veya buna esit varyant
frekansi igceren somatik varyantin varlgi).
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Somatic Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi i¢in gereken amplikon basina
minimum kapsam, oligontkleotid havuzu basina 450x seklindedir. Numune sayisi ve hedeflenen toplam
baz sayisi kapsami etkiler. GC igerigi ve diger genom igerigi, kapsami etkileyebilir.

Belirli tekrarli baglamlardaki varyantlar VCF dosyalarinda harig tutulacak sekilde filtrelenir. RMxN tekrar
filtresi, varyant sekansinin tamami veya bir kismi varyant pozisyonuna bitisik referans genomda tekrarli
olarak mevcutsa varyantlari filtrelemek igin kullanilir. Somatik varyant aramasinda, bir varyantin
filtrelenmesi igin referansta en az 6 tekrar olmasi gerekir ve yalnizca en fazla 3 bp uzunlugundaki
tekrarlar degerlendirilir (R3x6).

Somatic Variant Module, germ hatti ile somatik varyantlari ayirt edemez. Modil, genis bir varyant

frekansi yelpazesinde varyantlari saptamak igin tasarlanmistir ancak varyant frekansi somatik
varyantlari germ hatti varyantlarindan ayirmak icin kullanilamaz.

Numunedeki normal doku, varyantlarin saptanmasini etkiler. Raporlanan saptama sinirt, hem tumor

dokusundan hem de normal dokudan ekstrakte edilen toplam DNA'ya nispeten varyant frekansina
baghdir.

Urlin Bilesenleri

lumina

MiSeqDx asagidakilerden olusur:

MiSeqDx Cihaz (Katalog No DX-410-1001)

Asagidaki yazihm bilesenleri MiSeqDx cihazinin ¢alismasi ve veri analizi igin gereklidir:

Yazilim .
Islev Aciklama
Uygulamasi
MiSeq Cihaz MOS yazihm uygulamasi, sekanslama esnasinda cihazin galismasini yénetir
Operating calismasini ve Real-Time Analysis (RTA) yazilimi tarafindan kullaniimak tizere goérintiler
Software denetler olusturur. Daha fazla bilgi i¢in bkz. MOS v4 icin MiSeqDx Cihazi Referans
(MOS) Kilavuzu (belge no 200010452)..
Real-Time Birincil analizi  RTA yazilim uygulamasi, sekanslama ¢aligtirmasinin her bir déngusinde her
Analysis gergeklestirir  kutucuk igin MOS tarafindan olusturulan goériintileri, Local Run Manager
(RTA) analiz moddillerinin girdileri olan baz arama dosyalarina déndsturtr. RTA
yazilim uygulamasi bir kullanici araytzul igermez.
Local Run Modul se¢imi  Local Run Manager yazilimi kullanici yénetimi, ikincil analiz ylritme ve durum
Manager icin araylz izleme igin cihaz Uzerinde entegre bir ¢ozimddur. Daha fazla bilgi igin bkz.
MiSeqDx igin Local Run Manager v4 Yazilim Kilavuzu (belge no. 200046657).
Belge No. 200006218 v02 4/69

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR. YALNIZCA DISA AKTARIM
iCINDIR.
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Depolama ve Tasima

Element Spesifikasyon

Sicaklik Tasima ve Saklama: -10 °Ciila 40 °C (14 °F ila 104 °F).
Galisma Kosullari: 19 °C ila 25 °C (66 °F ila 77 °F)

Nem Tasima ve Saklama: Yogusmasiz nem
Calisma Kosullari: %30-%75 bagil nem (yogunlagsmayan)

Gerekli Ekipmanlar ve Materyaller, Temin

Edilmeyen

Sekanslama Sarf Malzemeleri

MiSegDx Reagent Kit v3 (Katalog No. 20037124)

MiSegDx Reagent Kit v3 Micro (Katalog No. 20063860)

Kullanici Tarafindan Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri

Bir calistirma baslatmadan 6nce asagidaki kullanici tarafindan tedarik edilen sarf malzemelerinin hazir

oldugundan emin olun.

Sarf Malzemesi

Alkollii mendiller, %70 izopropil
veya
Etanol, %70

Laboratuvar mendili, cok hav birakmayan
Lens temizleme kagidi, 4 x 6 in¢
Tween 20

Numune penseleri, kare uclu plastik (istege
bagh)

Su, laboratuvar sinifi
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Akis hicresini temizleme
Cihazi yikama
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clkarma

Cihazi yikama
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Laboratuvar Sinifi Su Yonergeleri

Cihaz proseddirlerini gergeklestirmek igin her zaman laboratuvar sinifi su veya deiyonize su kullanin. Higbir
durumda musluk suyu kullanmayin.

Asagidaki su siniflarini ya da esdegerlerini kullanin:

Deiyonize su

[llumina PW1

18 Megaohm (MQ) su
Milli-Q su

Super-Q su

Molekdler biyoloji sinifi su

Uyarilar ve Tedbirler
/N UYARI

Bu reaktif seti potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar igerir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gézle temasi
hélinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Reaktiflerde tehlikeli maddelerin kullanimi ig¢in havalandirma
uygun olmalidir. Maruziyet riskine karsi gdz korumasi, eldivenler ve laboratuvar 6nliigii dahil oimak
Uizere koruyucu donanim giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal atik olarak ele alin ve gegerli bolgesel,
ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. Ek gevre, saglik ve glivenlik bilgileri igin
support.illumina.com/sds.html adresindeki SDS bolimine basvurun.

Tdm kan numunelerini insan immun yetmezlik virsu (HIV), insan hepatit B virlisi (HBV) ve diger kanla
bulasan patojen maddeleri bulastiriciymis gibi taslyin (evrensel tedbirler).

Belirtilen proseddirlerin uygulanmamasi hatall sonuglara veya numune kalitesinde belirgin azalmaya neden
olabilir.

Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. Agzinizla pipetlemeyin. Belirlenmis ¢alisma alanlarinda yemek
yemeyin, igecek tliiketmeyin veya sigara igmeyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini kullanirken tek kullanimlik
eldiven takin ve laboratuvar 6nligu giyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice
yikayin.

PCR Urunlerinin reaktifleri, cihazlari ve genomik DNA numunelerini kontamine etmesini 6nlemek i¢in uygun

laboratuvar uygulamalarinin ve iyi dlizeyde laboratuvar hijyeninin saglanmasi gerekir. PCR kontaminasyonu
hatali ve guvenilmez sonuglar elde edilmesine yol agabilir.

Kontaminasyonun 6nline gegmek igin pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda 6zel
ekipmanlarin ve sarf malzemelerinin bulundugundan emin olun (0r. pipetler, pipet uglari, 1si bloklari, vorteks
cihazlari ve santrifijler).
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* Uygun durumlarda, dizin-numune eslestirme, yazdirilan plaka diizeniyle tam olarak eslesmelidir. Local Run
Manager, modiile girildiginde numune adlari ile iliskili dizin primerlerini otomatik olarak doldurur. Kullanicinin
sekanslama galistirmasini baslatmadan 6nce dizin primerlerinin numunelerle iliskilendirildigini dogrulamasi
tavsiye edilir. Numune ile plaka diizeni arasindaki uyusmazliklar, pozitif numune tanimlamasinin kaybina ve
hatali sonug raporlamaya yol agar.

* Bilgisayar viruslere karsi korumak igin kullanici tarafindan tedarik edilen bir anti-virts yaziliminin kurulmasi
kesinlikle tavsiye edilir. Kurulum talimatlari i¢in kullanici kilavuzuna bakin.

* MiSeqDx cihazini, herhangi bir paneli gikariimis sekilde galistirmayin. Cihazin panelleri gikarilmis sekilde
galistinimasi hat gerilimine ve DC gerilimlerine maruziyet olasiligina neden olur.

* Akis hicresi béimesindeki akis hlicresi asamasina dokunmayin. Bu bélmedeki isitici 22 °C ile 95 °C arasinda
calisir ve yaniklara neden olabilir.

* Cihaz yaklasik 126 Ib agirhgindadir ve dusurilmesi ya da hatali sekilde taginmasi durumunda ciddi
yaralanmalara neden olabilir.

* Bu Urdnle ilgili olarak ortaya ¢ikan tim ciddi olaylari derhal lllumina’ya ve kullanicinin ve hastanin bulundugu
Uye Devletin Yetkili Makamina raporlayin.

Kullanim Talimatlari

MiSeqDx cihazinin asagidaki kullanma talimatlar MiSeqDx Reagent Kit v3 iginde saglanan reaktiflerin kullanimini
gerektirir.

Local Run Manager ile Calisma Olustur

Bir calistirma olusturmaya iliskin ayrintili talimatlar icin MiSeqDx i¢in Local Run Manager v4 Yazilim Kilavuzu
(belge no. 200046657) dahilindeki bilgilere ve kullandidiniz analiz modulu igin Local Run Manager moddil
kilavuzuna bakin.

Reaktif Kartusunu Hazirlama

Asagidaki talimatlarda oda sicaklidinda su banyosu ile reaktiflerin buzunun ¢ézdurtlmesi agiklanmaktadir.
1. Reaktif kartusunu -15 °C ila -25 °C depodan ¢ikarin.

2. Reaktif kartusunun tabanini, reaktif kartusunun tzerinde basili olan su gizgisine dek batirmak igin yeterli
miktarda oda sicakliginda deiyonize su igeren bir su banyosuna reaktif kartusunu yerlestirin. Suyun
maksimum su ¢izgisini agsmasina izin vermeyin.
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Sekil T Maksimum Su Cizgisi

litainain AN

| |

Reaktif kartusunu yaklasik 60-90 dakika veya buzu tamamen ¢dzllene dek oda sicakliginda su banyosunda
¢Ozillmeye birakin.

Kartusu su banyosundan gikarin ve kartusun tabanindaki suyun giderilmesi i¢in kartusu nazikge tezgaha
vurun. Kartusun tabanini kurulayin. Reaktif kartusunun st kismina su sigramadigindan emin olun.

Reaktif Kartusunu inceleme

1.

Buzu ¢ozdurllen reaktifleri karistirmak igin reaktif kartusunu on kez ters gevirin ve ardindan tim konumlarin
buzunun ¢ozUllp ¢ézUlmedigini inceleyin.

Tamamen karigtiklarindan ve ¢okelti igermediklerinden emin olmak igin konum 1, 2 ve 4’teki reaktifleri
inceleyin.

NOT Dlizgin bir sekilde sekanslama yapilabilmesi igin kartustaki reaktiflerin iyice buzlarinin ¢ozilmis
ve karismis olmalari kritiktir.

Reaktiflerdeki hava kabarciklarini azaltmak igin kartusu nazikge tezgaha vurun.

NOT MiSeqDx kamis tupleri, reaktiflerin aspire edilmesi i¢in her bir haznenin alt kismina uzanir.
Dolayisiyla haznelerde hava kabarciklarinin olmamasi énemlidir.

Galistirma kurulumuna hazir olana dek reaktif kartusunu buza yerlestirin veya 2 °C ila 8 °C’de (en fazla alti
saat) kenara koyun. En iyi sonuglar igin dogrudan numuneyi yliklemeye ve galistirmayi ayarlamaya gegin.

Sekanslama icin Numuneleri Hazirlama

Kutliphane seyreltme ve havuzlama dahil olmak Gzere sekanslama igin numune kitliphanelerini hazirlama
talimatlari igin kitiphane hazirlama kullanim talimatinin Kullanim Talimatlari bélimine bakin.

Numune kitapliklarinin seyreltiimesi, oligonukleotid havuzlarinin karmasiklik diizeyine bagldir. MiSeqDx
Uzerinde kiime yogunlugunun optimizasyonu gereklidir ve ideal kiime yogunlugu kituphane hazirlama testine
bagli olarak degiskenlik gosterir.

Kartusa Numune Kitapliklarini Yukleme

Reaktif kartusu buzu tamamen ¢6zilmus ve kullanima hazir durumda oldugunda numuneleri kartusa yuklemeye
hazir olursunuz.
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1.

4.

Ayri, temiz ve bos bir 1 ml'lik pipet ucunu kullanarak Load Samples (Numuneleri Yikle) etiketli reaktif
kartusundaki haznenin Uzerinde yer alan folyo kapagi delin.

NOT Diger reaktif konumlarini delmeyin. Diger reaktif konumlari ¢alistirma sirasinda otomatik olarak
delinir.

Load Samples (Numuneleri Yikle) haznesinin igine hazirlanmis 600 pl seyreltilmis amplikon kitapligi (DAL)
numune kitapliklarini pipetleyin. Folyo kapaga dokunmayin.

Numuneyi yikledikten sonra haznede hava kabarcigi olup olmadigini kontrol edin. Hava kabarciklari varsa
kabarciklari gidermek i¢in kartusu nazikge tezgaha vurun.

Sekil 2 Kutlphaneleri Yikleme

MiSeq Operating Software (MOS) arayuzinu kullanarak dogrudan ¢alistirma kurulumu adimlarina ilerleyin.

Calistirma Kurulumu

Tdm galisma kurulum talimatlariigin bkz. MOS v4 icin MiSeqDx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 200010452)..

1.
2.
3.

Local Run Manager yazilim parolaniz ile MiSeqDx’te oturum agin.

MOS yaziliminin Home (Ana) ekranindan Sequence (Sekans) dgesini segin.

Listeden bir galistirma se¢in ve ardindan Next (Sonraki) 6gesini segin.

Bir dizi ¢alisma kurulum ekrani asagdidaki sirayla agilir: Akis Hiicresini Ylkleme, Reaktifleri Yikleme, Inceleme
ve Galisma Oncesi kontrol.

Load Flow Cell (Akis Hicresi Ylikleme) ekrani gorintilendiginde, akis hlicresini temizleyin ve ylkleyin.

Akis hlicresi mandalini ve akis hiicresi bolmesi kapagini kapatin.

Galistirmayi baglatmadan dnce mandal ve bdime kapaginin ikisi de kapali olmalidir. Akis hicresi

yuklendiginde, yazihm RFID'yi okur ve kaydeder. Ekranin sag alt kdsesinde RFID'nin basariyla okundugduna
dair bir onay goruntulenecektir.

Yazilim istemlerini uygulayarak MiSegDx SBS Solution (PR2) sisesini yikleyin, atik sisesinin bos oldugundan
emin olun ve reaktif kartusunu yukleyin.
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MiSegDx SBS Solution (PR2) sisesi ve reaktif kartusu yiklendiginde yazilim RFIDyi okur ve kaydeder.
Ekranin sag alt kosesinde RFID'nin basariyla okunduguna dair bir onay goriintilenecektir.

7. GCalistirma basladiginda Sequencing (Sekanslama) ekrani agilir. Bu ekran, yogunluklar ve kalite skorlari
(Q skorlar) dahil olacak sekilde devam eden galistirmanin gérsel anlatimini sunar.

Sonuclar

Real-Time Analysis (RTA), gorinti analizi ve baz aramayi gergeklestiren ve her bir sekanslama dongusd igin her
baza bir kalite skoru atayan entegre bir yaziimdir. Birincil analiz sona erdiginde MiSeqDx cihazi lzerinde Local

Run Manager ile Calisma Olustur sayfa 7'de segilen modul burada agiklandigi sekilde ikincil analize baslar. Diger
is akiglariicin teste 6zgu belgelere bakin.

Kalite Kontrol Prosedurleri

MiSeqDx yazilimi her galistirma, numune ve baz aramayi kalite kontrol metriklerine gére degerlendirir.
Gerektiginde, kitaplik hazirliginda dahil edilen pozitif ve negatif kontroller de beklenen sonuglar igin
degerlendirilmelidir.

Performans Ozellikleri

Tdm galismalar MiSeqDx Uzerinde gergeklestirilmistir.

Germ hatti galismalarinda, kitaplik hazirlama i¢in MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay ya da TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx reaktifleri kullanilmistir. iki kit ayni kitaplik hazirlama reaktiflerini kullanir ve yalnizca bir
is akisl farki vardir: polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) déngulerinin sayisi (sirasiyla 25 ve 28). Ek PCR donglileri,
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullanilarak yapilan DNA girdi galismasinda gosterildigi gibi, MiSeqDx Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay’e (250 ng) kiyasla TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (50 ng) ile daha diislik bir DNA
girdisine izin verir. MiSegDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay ile hazirlanan kitapliklar kit igindeki eslik eden
sekanslama reaktifleri ile sekanslanmistir. TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ile hazirlanan kitiphaneler MiSeqDx
Reagent Kit v3 ile sekanslanmistir. Sonraki sekanslama reaktifleri MiSeqDx Cystic Fibrosis 139-Variant Assay’e
kiyasla daha yuksek ¢iktiya sahiptir.

Test, MiSeqDx Reagent Kit v3 Micro tarafindan desteklenen érnek ¢ikti araliklarini kapsar. MiSeqDx, teste bagli
olarak 1-96 numune/galistirmayi destekleyebilir. MiSegDx Reagent Kit v3 Micro, segilen testler igin bu aralik
dahilinde daha dusik numune giktilarini desteklemek lizere tasarlanmistir.

Somatik ¢alismalarda MiSegDx Reagent Kit v3 ile TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullaniimistir.

Sekanslama igin kitapliklar hazirlamak Gizere TruSeq Custom Amplicon Kit Dx i¢in agiklanan germ hatti veya
somatik is akislari, iki istisna disinda sirasiyla Germline Variant Module veya Somatic Variant Module kullanilarak
analiz ile takip edilmistir. Temsili mutasyon panelleri olarak bir geni (germ hatti performans; MiSeqDx Cystic
Fibrosis 139-Variant Assay) veya iki geni (somatik performans) kullanan ¢alismalarda teste 6zgu is akislari ve
analiz modadlleri kullaniimistir.
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NOT Amplikon genomik igerigi, sekanslanan genomik zincire kiyasla 6zetlenmistir. Eksi zincire karsi
tasarlanan amplikonlar igin referans genom igerigi ters tamamlayicidir (6rnegdin, eksi zincirli
amplikonlardaki PolyA bdlgeleri, referans genomdaki PolyT bdlgelerine karsilik gelir).

Performans Ozelliklerinde Kullanilan Hesaplamalarin
Tanimlari

* Pozitif Yizde Uyumu (PPA), testin dogru raporladidi ve referans yonteme goére varyant olarak siniflandirilan
lokUislerin orani olarak hesaplanir.
— (testin dogru sekilde raporladigi varyant lokusU sayisi) / (toplam varyant lokusu sayisi)
Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan varyant lokisler gercek pozitiflerdir
(TP’ler). Test tarafindan referans aramalari veya farkl varyant aramalari olarak raporlanan varyant
lokUsler yalanci negatiflerdir (FN'ler).

* Negatif Ylizde Uyumu (NPA), testin dogru raporladidi ve referans yonteme gdre yabani tip olarak
siniflandirilan loklslerin orani olarak hesaplanir.

— (testin dogru sekilde raporladidi yabani tip loklsu sayisi) / (toplam yabani tip loklsu sayisi)
Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan yabani tip lokusler gergek negatiflerdir
(TN’ler). Test tarafindan varyant olarak raporlanan yabani tip lokisler yalanci pozitiflerdir (FP’ler).

* Genel yluzde uyumu (OPA), referans yonteme nispeten test tarafindan dogru raporlanmis lokUslerin orani
olarak hesaplanir.

— ((testin dogru sekilde raporladigi varyant lokusu sayisi) + (testin dogru sekilde raporladi§i yabani tip
lokUsu sayisi)) / ((toplam varyant lokisU sayisi) + (toplam yabani tip loklsi sayisi))

* Varyant arama uygulamalariigin, PPA, NPA ve OPA hesaplamalari no call'lar (bir veya daha fazla kalite
filtresini karsilamayan varyant veya referans lokiisler) icermez. iki calismada “dogru arama yiizdesi”
metriklerinde no call'lar 6zellikle dahil edilmistir ve no call'larin dahil edildigi ilgili tablolarda belirtilmistir.

* Arama oranlari, filtreleri gegen toplam lokus sayisinin, kromozom 1-22 igin toplam sekanslanan konum
saylisina boéllinmesiyle hesaplanir. X ve Y kromozomlari harig tutulur. Bu metrik, aramalarin referans yontemle
uyumunu dikkate almaz.

Pre-analitik faktorler (6r. ekstraksiyon yontemleri veya DNA girdisi) ile ilgili performans 6zellikleri igin gegerli
kutlphane hazirlama yéntemi ile ilgili kullanim talimatina bakin.

Numune Dizinleme

Kitaplik hazirlama sirasinda eklenen numune dizin primerleri, her numune DNA’'ya benzersiz bir sekans atar ve
birden fazla numunenin tek bir sekanslama galistirmasinda birlestirilmesini saglar. Numune dizinleme; germ hatti
ve somatik is akislari igin test edilmistir.
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Belirli bir numune igin farkli dizinleme primer kombinasyonlari arasinda tutarl bir sekilde genotipleme aramasi
yapmak amaciyla testin yeteneklerini dogrulamak i¢in 23 insan kromozomunun tamaminda zincir basina 12.588
bazi kapsayan gesitli genleri sorgulayacak sekilde tasarlanmis temsili bir test ile toplam 96 nhumune dizini test
edilmistir. Y kromozomu guvenilir bolgeler icermez ve dederlendiriimemistir. Sekiz benzersiz numune, numune
basina 12 farkli dizinleme primer kombinasyonu ile test edilmistir. Germline Analysis Module’den gelen nhumune
sonuglari Platinum Genomes striim 2016-01 ile kiyaslanmistir. 96 dizin kombinasyonunun her biri igcin PPA
(SNV'ler ve insersiyon/delesyonlar) %97'yi agsmistir (gergek pozitif aramalar SNV'ler i¢in en az 70, insersiyonlar
icin 38, delesyonlar icin 36 olmustur) ve NPA %100 olmustur (dizin kombinasyonu basina en az 23.440 referans
konum). MiSeqgDx Reagent Kit v3 sekanslama kimyasinin sekizden az numuneyi destekleyebilecegini onaylamak
icin bagimsiz olarak tek bir dizin test edilmistir (MiSeqDx Universal Kit 1.0’de bulunan énceki kimya minimum
sekiz numune ile sinirlandiriimistir). Bu tek dizin igin PPA degerleri SNV'ler i¢in %98,9 (180/182), insersiyonlar igin
%100 (38/38) ve delesyonlar icin %100 (46/46) olmustur. NPA %100 (23.856/23.856) olmustur.

Somatic Variant Module kullanilarak 0,05-0,10 frekanslarinda somatik varyantlar ile dizin dogrulugunu 6lgmek
igin bir numunenin on iki kopyasi (24 kitaplik) test edilmistir (somatik aramalar igin kopya basina iki dizin
kombinasyonu kullaniimistir). PPA SNV’ler (64/64), insersiyonlar (11/11) ve delesyonlar (19/19) i¢in %100
olmustur. NPA tim dizin kombinasyonlariigin %100 olmustur (dizin kombinasyonu basina en az 11.590 referans
konum).

Numune Tasima

MiSeqDx cihazi is akisi kutiphane hazirlama ve ¢oklu numunelerin sekanslanmasini ve hepsi bir kerede islenen
kontrolleri igerir. Numune Tasima ¢alismasi, numune kitlphanesi hazirlama sirasinda kuyudan kuyuya
kontaminasyonun yani sira ardisik sekanslama galistirmalari arasinda galistirmadan galistirmaya
kontaminasyondan kaynaklanan tasima nedeniyle yalanci pozitif sonuglarin test sonuglarina etkisi olup
olmadigini dederlendirmek igin yapilmistir. Germ hatti varyantlarina gére daha distk alel frekansi olaylarinda
saptanabildikleri i¢cin somatik varyantlar kullaniimistir.

Numuneler, hiicre hatlarindan dért genomik DNA numunesinden (temsili iki gen testinde her biri farkli panel
mutasyonlariigeren) olusmustur. Numuneler, bir tanesinde bir konumdaki mutasyonun digerlerinde bir referans
(yabani tip) sekansi olacak sekildeydi.

Kuyudan kuyuya tasima, manuel isleme adimlari (pipetleme, numune karisikhdi vb.) dolayisiyla potansiyel olarak
olusabilen bir hata modu olarak tanimlanir. Bir numune kuyusundan digerine tasimayi dederlendirmek amaciyla
iki test galistirmasi gergeklestiriimistir:

* Gen T'de bir mutasyon igeren ylksek girdili genomik DNA (gDNA) numunesinin, Gen 2’de bir mutant igeren
dusik girdili gDNA numunesiyle degisimli dama tahtasi diizeni.

* Gen 2'de bir mutasyon igeren yuksek girdiligDNA numunesinin, Gen 1'de bir mutasyon igeren dusik girdili
gDNA numunesiyle dedisimli dama tahtasi diizeni.

Her calistirmada toplam 12 kopya yalanci pozitifler igin degerlendirilmistir (6r. bir kuyuda raporlanan Gen 1
mutasyonunun Gen 2 mutant numune olarak belirlenmesi veya tam tersi).
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Galistirmadan calistirmaya tasima, dnceki bir sekanslama galistirmasindan kalan artiklardan potansiyel olarak
olusabilen bir hata modu olarak tanimlanir. Sekanslama galistirmalari arasinda tasima olup olmadigini belirlemek
icin her biri ylksek girdili gDNA’'dan tek bir benzersiz numunenin 11 kopyasi ve bir kdr numune i¢eren iki plaka
hazirlanmis, bir MiSeqDxcihazinda ardisik olarak sekanslanmis ve yalanci pozitifler icin degerlendirilmistir. ilk
galistirma Gen 2 mutant numunenin 11 kopyasini ve bir kér igermistir. ikinci galistirma Gen 1 mutant numunenin 11
kopyasini ve 1 kér igermistir. ilk olarak Gen 2 mutant numune kitapligi sekanslanmis, bunu Gen 1 mutant numune
kitapligi ile bir sonraki sekanslama galistirmasi takip etmis, ardindan Gen 2 mutant numune kitapliginin bir bagka
tekrar sekanslama galistirmasi yapilmistir. Yalnizca Gen 1 mutant ¢alismasinda herhangi bir Gen 2 mutasyonu
gbzlemlenirse veya bunun tersi olursa bu tasima oldugunu belirtir.

Kuyudan kuyuya tasimadan kaynakli sifir yalanci pozitif (0/24, %0) raporlanmistir. Tim beklenen mutasyonlar
saptanmistir. Calistirmadan ¢alistirmaya tasimadan kaynakl sifir yalanci pozitif (0/24, %0) raporlanmistir. TUm
beklenen mutasyonlar saptanmistir. Toplam tasimadan (kuyudan kuyuya ve galistirmadan galistirmaya tasima
birlestiriimis) kaynakl sifir yalanci pozitif (0/48, %0) raporlanmistir.
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Germ Hatti Performans Ozellikleri

Burada agiklanan galismalarda, sekanslama verilerini analiz etmek igin Germline Variant Module kullaniimistir. Teste 6zgu modul
kullanilan bir gen panelini kullanan ¢alismalar harigtir.

Dogruluk

Asagidaki galisma MiSeqgDx cihazinin MiSegDx Reagent Kit v3 ve yuksek kalite DNA ile dogrulugunu degerlendirmek igin yapiimistir. Bu
galismada, 150 amplikon kullanarak 23 farkl kromozomda 12.588 bazi kapsayacak sekilde gesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis
temsili bir test kullaniimistir. Y kromozomu glvenilir bélgeler icermez ve dederlendiriimemistir. Bu galismada kullanilan 12 benzersiz
numune, siklikla birden fazla laboratuvar ve sekanslama ydntemi ile sekanslanmis tek bir aileden (iki ebeveyn ve 10 gocuk) alinmistir.
Kadinlardan bes, erkeklerden yedi numune vardir. Numunelerin her biri iki kopya olarak test edilmistir. SNV'ler, insersiyonlar ve
delesyonlar igin dogruluk, galisma verilerinin iyi karakterize edilmis bir referans veritabaniyla karsilastiriimasiyla belirlenmistir. Referans
veritabani sekansi (Platinum Genomes stiriim 2016-01), birden fazla sekanslama yonteminin, halka agik verilerin ve kalitsal bilgilerin
birlesiminden turetilmistir. Glvenilir genomik bdlgeler, aksi belirtiimedikge bu referans yontemine goére tanimlanmistir. Numuneler
toplamda sekiz kez gahlstinimistir, dogrulugu gostermek igin sunulan tablolar ilk galistirmadan elde edilen verilere dayanmaktadir.

Tablo 1, varyant sonuglarinin PPA hesaplamalari igin iyi karakterize edilmis birlesik referans yontemiyle karsilastirildigi, numune bazinda
pozitif ve negatif ylizde uyumu ile sunulan galisma verilerini icermektedir. Ug varyant tiirii (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar)
birlestiriimistir. Referans yontem yalnizca tek niikleotid varyantlari ve insersiyon/delesyonlariigin sonuglari sagladigindan, varyant
olmayan baz sonuglari NPA hesaplari igin insan genom referans sekans yapisi hg19 ile karsilastirilir.

Tablo1 Numune Basina MiSeqDx Cihazi Baz Arama Sonugclarinin Uyumu

Toplam Toplam

Toplam Toplam
Ortalama TP FN Toplam TN
Numune Varyant No Call PPA NPA OPA
Arama Orani Varyant Varyant Arama Sayisi
Sayisi Sayisi
Sayisi Sayisi
NA12877 >999 152 152 0 4 24024 100 100 100
NA12878 >99,9 270 266 0 4 23856 100 100 100
NA12879 >99,9 192 190 1 1 24054 99,5 100 >99,9
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Toplam Toplam

Ortalama Toplam P FN Toplam . jam TN
Numune Varyant No Call P PPA NPA OPA

Arama Orani Varyant Varyant Arama Sayisi

Sayisi Sayisi
Sayisi Sayisi

NA12880 >999 222 220 0 6 24052 100 100 100
NA12881 >999 250 247 1 2 23862 99,6 100 >99,9
NA12882 >999 200 196 2 2 23962 99,0 100 >99,9
NA12883 >999 226 224 0 6 23870 100 100 100
NA12884 >999 228 226 1 1 23942 99,6 100 >99,9
NA12885 >999 244 240 2 2 23942 99,2 100 >99,9
NA12886 >999 230 228 1 1 23888 99,6 100 >99,9
NA12888 >999 216 216 0 4 24002 100 100 100
NA12893 >999 236 234 0 2 23810 100 100 100

Temsili test, ¢esitli genomik igerikleri kapsamak amaciyla tasarlanmis 150 amplikondan olugsmustur. Amplikonlarin GC igerigi %26-87
araliginda olmustur. Amplikonlar ayrica bir dizi tek nikleotid (6r. PolyA, PolyT), dinlikleotid ve trintkleotid tekrarlari igermistir. Veriler,
genomik igcerigin dogru arama yuzdesi Uzerindeki etkisini belirlemek i¢cin amplikon bazinda derlenmistir Tablo 2. Dodru arama yuzdesi,
varyant ve referans aramalardan olusur ve yanlis arama veya no call olmasi durumunda %100’den azdir. No call'lar varyant aramaigin bir
veya daha fazla filtrenin karsilanmamasi durumunda meydana gelir (Or. yetersiz kapsam).

Tablo 2'deki sekiz FN varyantindan yedisi, ayni zamanda PolyA homopolimeri ve 0,29 GC icerigi iceren amplikon 111 tzerinde 1 bp’lik bir
insersiyon ile meydana gelmistir. Kalan 1 FN (hatali arama), amplikon 125 lizerinde 0,68 GC igerigine sahip beklenen bir heterozigot
SNV’nin homozigot varyant olarak aranmasindan kaynaklanmistir. SNV varyant frekansi 0,71 olmustur ve bu, homozigot varyant olarak
siniflandirmak igin esik olan 0,70Q’in tUzerindedir. En dlslik dogru arama ylizdesi (%98,2) olan amplikon; 40 no call ve AT tekrarlari ve
%27'lik GC icerigi olan amplikon 17 olmustur.
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Tablo 2 MiSeqgDx Cihaziigin Amplikon Dizeyinde Dogruluk

. . . . Guvenilir Dogru
Ampliki Ampliki Analiz Edil g GC Toplam Dog§ Toplam Hatali  Toplam N
Amplikon  Kromozom . e natiz £arien Bélgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Sl Pl el inel L St e Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
1 1 36450499 36450591 93 93 insersiyon/Delesyon 0,22 2232 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1896 0 0 100
insersiyon/delesyon
3 1 218353867 218353957 91 91 insersiyon/Delesyon 0,4 2184 0 0 100
4 1 223906657 223906748 92 92 insersiyon/Delesyon 0,49 2208 0 0 100
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
insersiyon/delesyon
7 1 247812041 247812128 88 88 PolyA (5), CT(3), TAA(3), 0,27 2112 0 0 100
insersiyon/delesyon
8 2 55862774 55862863 90 90 insersiyon/Delesyon 0,28 2160 0 0 100
9 2 87003930 87004009 80 80 insersiyon/Delesyon 0,38 1920 0 0 100
10 2 177016721 177016805 85 81 Gegerli Degil 0,65 1944 0 0 100
1 2 186625727 186625801 75 75 PolyA (8) 0,35 1800 0 0 100
12 2 190323504 190323591 88 88 PolyT (5) 0,42 212 0 0 100
13 2 200796740 200796826 87 87 PolyT (5), 0,31 2088 0 0 100
insersiyon/delesyon
14 2 212245049 212245139 91 91 PolyT (5), PolyA (6), 0,3 2184 0 0 100
insersiyon/delesyon
15 2 228147052 228147144 93 93 Gegerli Degil 0,43 2232 0 0 100
16 2 235016350 235016422 73 73 PolyT (5), 0,42 1752 0 0 100
insersiyon/delesyon
17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), 0,27 2192 0 40 98,2
insersiyon/delesyon
18 3 46620561 46620643 83 83 Gegerli Degil 0,43 1992 0 0 100
19 3 49851331 49851400 70 70 CT(3), 0,49 1680 0 0 100
insersiyon/delesyon
20 3 189713161 189713248 88 88 PolyA (5), PolyT (5), 0,41 2112 0 0 100
PolyA (9), TG(3)
21 3 190106030 190106104 75 74 insersiyon/Delesyon 0,57 1774 0 2 99,9
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ivenili Do
N Amplikon Amplikon Analiz Edilen "Guvenl " . ) . GC Toplam Dogru  Toplam Hatali  Toplam No ogru
Amplikon  Kromozom Bdlgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi  Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
22 4 2233667 2233744 78 78 PolyA (6) 0,26 1872 0 0 100
23 4 7780541 7780637 97 97 PolyG (6), PolyT (5), 0,42 2328 0 0 100
PolyA (5)
24 4 15688604 15688681 78 78 Gegerli Degil 0,29 1872 0 0 100
25 4 56236521 56236586 66 62 PolyA (5), 0,36 1488 0 0 100
insersiyon/delesyon
26 4 102839244 102839314 71 69 PolyA (5) 0,46 1656 0 0 100
27 4 164446743 164446804 62 62 PolyA (7), 0,27 1488 0 0 100
insersiyon/delesyon
28 5 1882081 1882158 78 75 Gegerli Degil 0,78 1800 0 0 100
29 5 14769061 14769144 84 84 GT(3), CCA(3) 0,62 2016 0 0 100
30 5 41069808 41069871 64 64 Gegerli Degil 0,39 1536 0 0 100
31 5 74077114 74077196 83 83 PolyA (6), 0,3 1992 0 0 100
insersiyon/delesyon
32 5 147475343 147475409 67 67 PolyT (5) 0,37 1608 0 0 100
33 5 149323731 149323821 91 91 CT(4), AG(3) 0,55 2184 0 0 100
34 5 155662213 155662287 75 75 insersiyon/Delesyon 0,43 1800 0 0 100
35 6 6318713 6318814 10 10 PolyG (6) 0,68 2448 0 0 100
36 6 24949983 24950074 92 92 insersiyon/Delesyon 0,63 2208 0 0 100
37 6 31084900 31084999 100 94 GCT(5), 0,61 2244 0 12 99,5
insersiyon/delesyon
38 6 32147987 32148084 98 98 PolyT (5), TCT(3),CTT(3) 0,55 2352 0 0 100
39 6 32086864 32986958 95 95 insersiyon/Delesyon 0,53 2280 0 0 100
40 6 33408498 33408583 86 86 PolyC (6) 0,7 2064 0 0 100
41 6 41647401 41647495 95 94 PolyG (5), 0,61 2256 0 0 100
insersiyon/delesyon
42 6 112435865 112435955 91 91 PolyA (5) 0,44 2184 0 0 100
43 7 22202076 22202148 73 73 Gegerli Degil 0,44 1752 0 0 100
44 7 66276100 66276187 88 88 insersiyon/Delesyon 0,35 2112 0 0 100
45 7 77365735 77365821 87 87 PolyA (7), AG(4) 0,26 2088 0 0 100
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ivenili Dod
N Amplikon Amplikon Analiz Edilen "Guvenl " . ) . GC Toplam Dogru  Toplam Hatali  Toplam No ogru
Amplikon  Kromozom Bdlgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi  Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
46 7 110939946 110940030 85 85 insersiyon/Delesyon 0,38 2040 0 0 100
47 7 128533468 128533557 90 90 PolyG (5), 0,62 2160 0 0 100
insersiyon/delesyon
48 7 149503875 149503965 91 91 PolyG (6), PolyC (6), 0,71 2184 0 0 100
insersiyon/delesyon
49 7 154404519 154404599 81 66 Gegerli Degil 0,31 1584 0 0 100
50 7 156476507 156476599 93 93 insersiyon/Delesyon 0,35 2232 0 0 100
51 8 1817312 1817394 83 83 Gegerli Degil 0,42 1992 0 0 100
52 8 24811020 24811109 90 89 PolyG (7), CTC(4), 0,61 213 0 23 98,9
insersiyon/delesyon
53 8 76518625 76518691 67 67 insersiyon/Delesyon 0,3 1608 0 0 100
54 9 103054909 103055006 98 98 PolyG (6) 0,67 2352 0 0 100
55 9 105586150 105586214 65 65 insersiyon/Delesyon 0,32 1560 0 0 100
56 9 107620823 107620918 96 96 Gegerli Degil 0,49 2304 0 0 100
57 9 123769149 123769231 83 83 AT(3) 0,37 1992 0 0 100
58 9 138995345 138995441 97 97 PolyC (6), 0,68 2328 0 0 100
insersiyon/delesyon
59 10 5987120 5987198 79 78 PolyG (5), 0,47 1872 0 0 100
insersiyon/delesyon
60 10 11784629 11784726 98 91 GC(3) 0,87 2184 0 0 100
61 10 27317777 27317855 79 79 PolyT (5) 0,3 1896 0 0 100
62 10 33018351 33018440 90 90 PolyA (5), PolyT (5) 0,2 2160 0 0 100
63 10 45084159 45084253 95 95 insersiyon/Delesyon 0,35 2280 0 0 100
64 10 55892599 55892687 89 88 AC(11), 0,42 2102 0 10 99,5
insersiyon/delesyon
65 10 101611250 101611329 80 80 Gegerli Degil 0,49 1920 0 0 100
66 10 118351373 118351453 81 81 Gegerli Degil 0,51 1944 0 0 100
67 i 8159816 8159912 97 96 Gegerli Degil 0,45 2304 0 0 100
68 1 30177648 30177717 70 70 insersiyon/Delesyon 0,46 1680 0 0 100
69 i 47470345 47470444 100 100 Gegerli Degil 0,65 2400 0 0 100
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Amplikon

70
71
72
73
74
75
76

77
78

79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89

90
91
92
93
94

Kromozom

12
12
12
12
13
13

13
13
14
14
14

14
14
14
14

Amplikon
Baslangici
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962

58050030
82390559
92549544
102808496
43170751

Amplikon
Sonu
59837740
64418957
93529684
101347136
102477426
118406369
120357885

125769397
2834853

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034

58050110
82390649
92549609
102808589
43170848

Analiz Edilen
Fragman Boyutu
62
102
73
85
91
85
85

85
84

93
81
71

73
89

89
77
67
83
73

81
91
66
94
98

Glvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

62
102
73
85
91
85
85

85
84

93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72

81
91
66
94
96

Amplikon Genomik igerigi

insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (5)
Gegerli Degil
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

PolyA (5), CA(3),
insersiyon/delesyon

GA(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (7), AC(4)
Gegerli Degil
PolyA (6)
PolyG (5)
Gegerli Degil

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon
GA(3), TA(3)
Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyA (5)

insersiyon/Delesyon

PolyC (5)

GC
Icerigi
0,37
0,59
0,4
0,42
0,55
0,53
0,34

0,52
0,52

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

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19

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

Toplam Dogru
Arama Sayisi
1488
2448
1752
2040
2184
2040
2040

2040
2016

2232
1944
1704
2280
1752
2112

2136
1848
1608
1992
1727

1944
2184
1584
2256
2304

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o o ojlo o o o

o o

o o/ o o o o

o o o o o

o o o o o

Toplam No
Call Sayisi

o o olo o o o

o o

o o o o o o/ o o o o

o o o o o

Dogru
Arama
Yizdesi

100
100
100
100
100
100
100

100
100

100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
99,9

100
100
100
100
100
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ivenili Dod
N Amplikon Amplikon Analiz Edilen "Guvenl " . ) . GC Toplam Dogru  Toplam Hatali  Toplam No ogru
Amplikon  Kromozom Bdlgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi  Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
95 15 63446149 63446216 68 68 insersiyon/Delesyon 0,25 1632 0 0 100
96 15 77879807 77879901 95 93 PolyG (5), 0,68 2232 0 0 100
insersiyon/delesyon
97 15 81625334 81625428 95 95 PolyT (6) 0,43 2280 0 0 100
98 15 85438263 85438334 72 71 insersiyon/Delesyon 0,65 1704 0 0 100
99 15 89817413 89817503 91 91 Gegerli Degil 0,36 2184 0 0 100
100 15 89864274 89864343 70 70 insersiyon/Delesyon 0,56 1680 0 0 100
101 16 1894910 1894972 63 63 Gegerli Degil 0,27 1512 0 0 100
102 16 28997904 28997998 95 95 PolyC (5) 0,67 2280 0 0 100
103 16 53682908 53682994 87 87 TA(3) 0,41 2088 0 0 100
104 16 57954406 57954509 104 104 PolyC (5) 0,67 2496 0 0 100
105 16 85706375 85706465 91 91 Poly T (5), 0,37 2184 0 0 100
insersiyon/delesyon
106 17 3563920 3564008 89 89 GC(3) 0,64 2136 0 0 100
107 17 3594191 3594277 87 87 PolyC (5), 0,67 2088 0 0 100
insersiyon/delesyon
108 17 3970090 3970180 91 91 insersiyon/Delesyon 0,46 2184 0 0 100
109 17 16084945 16085037 93 93 insersiyon/Delesyon 0,26 2232 0 0 100
110 17 33998759 33998849 91 89 PolyT (5) 0,54 2136 0 0 100
m 17 39589691 39589774 84 82 PolyA (13), 0,29 1944 7 17 98,8
insersiyon/delesyon (x2)
112 17 41244394 41244484 91 91 PolyA (5) 0,34 2184 0 0 100
113 17 45438866 45438957 92 92 PolyA (7), AT(3), 0,26 2208 0 0 100
AT(4),AT(4),
insersiyon/delesyon
114 17 61502432 61502510 79 79 insersiyon/Delesyon 0,41 1887 0 9 99,5
115 17 64023582 64023667 86 86 PolyT (7) 0,22 2064 0 0 100
116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 2016 0 0 100
17 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 1608 0 0 100
118 18 6980478 6980568 91 91 Gegerli Degil 0,37 2184 0 0 100
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ivenili Dod
N Amplikon Amplikon Analiz Edilen "Guvenl " . ) . GC Toplam Dogru  Toplam Hatali  Toplam No ogru
Amplikon  Kromozom Bdlgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi  Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
119 18 9888026 9888094 69 69 PolyA (6), TG(3) 0,43 1656 0 0 100
120 18 38836999 38837073 75 75 PolyA (5), 0,37 1800 0 0 100
insersiyon/delesyon
121 18 47405382 47405462 81 81 CTC(3), 0,47 1944 0 0 100
insersiyon/delesyon
122 18 54815665 54815749 85 85 CT(3), 0,45 2040 0 0 100
insersiyon/delesyon
123 18 59773996 59774060 65 65 Gegerli Degil 0,48 1560 0 0 100
124 19 625143 625241 99 99 Gegerli Degil 0,59 2376 0 0 100
125 19 18121418 18121491 74 74 Gegerli Degil 0,68 1775 1 0 99,9
126 19 18186574 18186643 70 70 Gegerli Degil 0,64 1680 0 0 100
127 20 746056 746149 94 94 Gegerli Degil 0,61 2256 0 0 100
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 1968 0 0 100
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 1824 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3), TG(4), 0,46 1680 0 0 100
insersiyon/delesyon
131 20 25278421 25278521 101 101 insersiyon/Delesyon 0,63 2424 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 insersiyon/Delesyon 0,36 1608 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 PolyG (6) 0,73 2112 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 insersiyon/Delesyon 0,57 2088 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 insersiyon/Delesyon 0,35 1584 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 PolyT (6), CA(3) 0,54 2352 0 0 100
137 21 36710706 36710792 87 87 GT(3), 0,39 2088 0 0 100
insersiyon/delesyon
138 21 46644924 46644992 69 69 PolyA (6), AG(3), 0,32 1656 0 0 100
insersiyon/delesyon
139 21 46705575 46705664 90 90 PolyT (5), PolyA (6) 0,5 2160 0 0 100
140 22 25750774 25750873 100 100 insersiyon/Delesyon 0,63 2400 0 0 100
141 22 32439233 32439329 97 97 Gegerli Degil 0,68 2328 0 0 100
142 22 37409844 37409940 97 97 insersiyon/Delesyon 0,46 2328 0 0 100
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Giivenili Do
. Amplikon Amplikon Analiz Edilen . uventiir . . L GC Toplam Dogru  Toplam Hatali  Toplam No odr
Amplikon  Kromozom Bdlgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi . . Arama
Baslangici Sonu Fragman Boyutu Icerigi  Arama Sayisi  Arama Sayisi  Call Sayisi . .
Bazlar Yizdesi
143 22 37637596 37637694 99 99 Gegerli Degil 0,6 2376 0 0 100
144 22 47081347 47081438 92 92 insersiyon/Delesyon 0,66 2208 0 0 100
145 X 15870424 15870492 69 69 PolyT (5) 0,26 1656 0 0 100
146 X 135288543 135288611 69 69 PolyC (5) 0,62 1656 0 0 100
147 X 135290777 135290847 71 71 Gegerli Degil 0,52 1704 0 0 100
148 Y 2655397 2655461 65 0 Gegerli Degil 0,55 0 0 0 Gegerli
Degil
149 Y 2655519 2655609 91 0 Gegerli Degil 0,48 0 0 0 Gegerli
Degil
150 Y 2655609 2655679 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 Gegerli
Degil

No call olan varyantlar Tablo 3'de 6zetlenmistir. No call ile sonuglanan belirli filtreler tabloda listelenmistir. Amplikon 111 Gzerindeki
insersiyon, 16 gergeklesmenin dokuzu igin filtrelenmistir ve kalan yedi gergeklesme referans olarak aranmis, bu nedenle FN olmustur.

Tablo 3 No Call Varyantlarin Ozeti

. ilgili
Amplikon Kagirilan Beklenen FN
Pl Kro:Kon Varyant  Amplikon Filtre eirt

Sayisi L. Varyantlar Varyantlar Aramalar
Icerigi

64 10:55892600 TAC>T  AC(11), R5x9’ 10 10 0
%42 GC

M 17:39589692 C>CA PolyA (13), R5x9 9 16 7
%29 GC

TR5x9: Tekrar filtresi. Bir varyantin tamami veya bir kismi referans genomda varyant pozisyonunun bitisiginde tekrarli olarak mevcutsa varyant
filtrelenir. Referansta en az dokuz tekrar olmasi gerekir ve yalnizca en fazla 5 bp uzunlugundaki tekrarlar degerlendirilir.
Numune NA12878 icin sekanslama sonuglari, National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) tarafindan olusturulan
NA12878 icin oldukga guvenilir bir genotip ile karsilastiriimistir. 150 amplikon igerisinden, NIST sekansinda 92 amplikon tamamen
oldukga guvenli genomik bdlgeler iginde olmustur, 41 amplikon kismi ortisme gostermistir ve 17 amplikon értismemistir. Bu,
karsilastirma i¢in kopya basina 10.000 koordinatla sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalari, insan genomu referans sekans yapisi
19 ile karsilastiriimistir. Dogruluk sonuglari Tablo 4 igerisinde gdsterilmektedir.
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Tablo 4 NA12878 Numunesiicin NIST Veritabani ile MiSeqDx Cihazi Baz Arama Sonugclarinin Uyumu
Ortalama Toplam TP Toplam FN Toplam TN Toplam FP

Amplikon

Numune Savisi Arama Varyant Varyant Arama Arama PPA NPA OPA
o Orani Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

NA12878 133 99,98 208 0 19380 0 100 100 100

Numuneler kiguk insersiyon ve delesyonlari (indel'ler) aramak igin ilaveten analiz edilmistir (Tablo 5). Bazi durumlarda,
insersiyon/Delesyon iceren Toplam Numune Kopyasi Sayisi siitununda yansitildigi gibi, insersiyon/delesyon iki veya daha fazla érnek
arasinda ortakti. 12 gecerli numunenin her iki kopyasi igin sonuglar Tablo 5'de yer almaktadir. Boyutlari insersiyonlar igin 1-24 bp,
delesyonlarigin 1-25 bp arasinda degisen toplam 71 insersiyon/delesyon vardi. 69 insersiyon/delesyonun her biri %100 pozitif ylizde
uyumu ile saptandi. Bir delesyon (amplikon 64; 2 bp delesyonu (chr10 55892600 TAC>T) dogru aramaya sahip degildi ¢linkid bu
varyantlarin her biri R5x9 filtresi nedeniyle no-call degildi. Bu nedenle, no-call'lari dislayan PPA hesaplanamamistir. Baska bir indel, 1 bp
insersiyonu (amplikon 111'de chr17 39589692 C>CA), ayrica dogru aramalara da sahip degildi, ¢linkli dokuz varyant R5x9 filtresi
nedeniyle no-call idi ve yedisi FN aramalariydi.

Tablo 5 MiSeqDx Cihaziile insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

. Toplam Toplam
i Amplikon . . .
Analiz insersivon/ Insersiyon/Delesyon Hatal Dogru
) Edilen v . . igeren Toplam No Call insersiyon/ insersiyon/
Amplikon Kromozom Konum Delesyon Insersiyon/Delesyon PPA
Fragman Tiiri ve Numune Kopyasi Sayisi  Delesyon Delesyon
Boyutu N Sayisi Aramasi Aramasi
Uzunlugu
Sayisi Sayisl
1 1 36450544 93 25 bp GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G 2 0 0 2 100
delesyon
2 1 109465165 79 3 bp delesyon ACTT>A 12 0 0 12 100
3 1 218353908 91 23 bp T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA 24 0 0 24 100
insersiyon
4 1 223906701 92 17 bp GACAGACTGTGAGGAAGA>G 10 0 0 10 100
delesyon
6 1 236372081 70 5 bp C>CTTAAG 10 0 0 10 100
insersiyon
7 1 247812083 88 3bp C>CATG 10 0 0 10 100
insersiyon
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144

Amplikon

16

17

19

21
25
27

31
34

36

37
39

41

44

Kromozom

Konum

55862804

87003972
200796749

212245090

235016388

4466274

49851375

190106071
56236567
164446785

74077155
155662255

24950035

31084942
32986905

41647442

66276142

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

90

80
87

91

73

93

70

75
66
62

83
75

92

100
95

95

88

Amplikon
insersiyon/
Delesyon
Turd ve
Uzunlugu

7 bp
insersiyon

6 bp delesyon

5bp
insersiyon

12 bp
insersiyon

2bp
insersiyon

23 bp
delesyon

9 bp
insersiyon

1 bp delesyon
8 bp delesyon

11 bp
insersiyon

4 bp delesyon

8 bp
insersiyon

21bp
delesyon

3 bp delesyon

25 bp
delesyon

23 bp
delesyon

1bp
insersiyon

insersiyon/Delesyon

T>TTTGGTAA

TTATCTC>T
T>TTAAAA

C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT

AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA

TAGTA>T
G>GCCTACTGA

CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C

GCTT>G

CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C

GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G

C>CT

insersiyon/Delesyon
igeren Toplam
Numune Kopyasi
Sayisi

14

24
14

12

20
12
12

10
20

10

14
12

16

No Call insersiyon/

Sayisi

Toplam
Hatali

Delesyon
Aramasi
Sayisi

0

Toplam
Dogru
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisl

14

24

12

20
12
12

10
20

PPA

100

100
100

100

100

100

100

100
100
100

100
100

100

100
100

100

100
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Amplikon

46
47

48
50

52
53

55

58

59
63

64

68

70

75
76
78

84

Kromozom

10
10

10

Konum

110939983
128533514

149503916
156476548

24811064
76518677

105586193

138995370

5987158
45084202

55892600

30177690

59837721

118406328
120357842
2834814

25817002

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

85
90

93

90
67

65

97

79
95

89

70

62

85
85
84

89

Amplikon
insersiyon/
Delesyon
Turd ve
Uzunlugu

4 bp delesyon

1bp
insersiyon

4 bp delesyon

11 bp
delesyon

1bp delesyon

4 bp
insersiyon

4 bp
insersiyon

21bp
delesyon

3 bp delesyon

16 bp
delesyon

2 bp delesyon

2 bp
insersiyon

8 bp
insersiyon

8 bp delesyon
2 bp delesyon

21 bp
insersiyon

19 bp
insersiyon

insersiyon/Delesyon

CAAGT>C
T>TC

GGATA>G
GAATCTGCACTT>G

AG>A
T>TACTG

C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T

TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A

TAC>T
C>CTG
T>TTATGAAAA

CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG

C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT

insersiyon/Delesyon
igeren Toplam
Numune Kopyasi
Sayisi

12
24

12

24
14

14

10
12

10
10
12

10
10
24

24

No Call insersiyon/

Sayisi

10

Toplam
Hatali

Delesyon
Aramasi
Sayisi

0
0

Toplam
Dogru
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisl

12
24

12

24

12

PPA

100
100

100
100

100
100

100

100

100
100

Gegerli
Degil
100

100

100
100
100

100
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Amplikon

85

86

89

90

91

93
95
96

98

100

105
107
108

109

m

112

13

Kromozom

15

15

16
17
17

17

17

17

17

Konum

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602

102808554
63446199
77879862

85438311

89864316

85706416
3594276
3970133

16084985

39589692

39589739

45438886

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

89

77

73

81

91

94
68
95

72

70

91
87
91

93

84

84

92

Amplikon
insersiyon/
Delesyon
Turd ve
Uzunlugu

4 bp
insersiyon

20 bp
delesyon

22 bp
delesyon

4 bp
insersiyon

16 bp
delesyon

5 bp delesyon
6 bp delesyon

25 bp
delesyon

3 bp
insersiyon

4 bp
insersiyon

7 bp delesyon
1bp delesyon

18 bp
insersiyon

4 bp
insersiyon

1bp
insersiyon

24 bp
insersiyon

4 bp delesyon

insersiyon/Delesyon

C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C

CGTGGA>C
CAAAATT>C
GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G

C>CTTG
G>GCTAC

ATTATTTC>A
TG>T
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT

A>AACAC
C>CA
T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA

CAGTG>C

insersiyon/Delesyon
igeren Toplam
Numune Kopyasi
Sayisi

12
14
24
20
10

10
12
14

16

10
10
16
24

12

No Call insersiyon/

Sayisi

Toplam
Hatali

Delesyon
Aramasi
Sayisi

0

Toplam
Dogru
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisl

12

24

20

24

12

PPA

100

100

100

100

100

100
100
100

100

100

100
100
100

100

100

100
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LT

Amplikon

14

120

121

122
130

131

132

134

135

137

138
140

142

144

Kromozom

17

18

18

18
20

20

20

20

21

21

21
22

22

22

Konum

61502459

38837054

47405425

54815706
21766863

25278464

50897361

62690925

30300873

36710749

46644985
25750814

37409885

47081407

Tekrarlanabilirlik

MiSeqDx cihazinin, hiicre hatlari (galisma 1 ve 2) veya hiicre hatlari katilmis 16kositten yoksun kan (galisma 2) ile tekrarlanabilirligini

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

79

75

81

85
70

101

67

87

66

87

69
100

97

92

Amplikon
insersiyon/
Delesyon
Turd ve
Uzunlugu

12 bp
delesyon

22 bp
insersiyon

3 bp
insersiyon

2 bp delesyon

15 bp
delesyon

5bp
insersiyon

11 bp
insersiyon

16 bp
delesyon

11 bp
insersiyon

21bp
delesyon

5 bp delesyon

6 bp
insersiyon

5bp
insersiyon

10 bp
delesyon

insersiyon/Delesyon

TTTGTATCTGCTG>T
T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA
T>TGAG

ACT>A
TACTTGAGAACTGAGG>T

A>AGTGGG
G>GGAATGTCAGCC
TCCTGGCTGGCCTGTGG>T
G>GATAAAACTTTA
ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A

GTTGTT>G
C>CAGGGCA

C>CTGTTT

GGGCACAGGCA>G

insersiyon/Delesyon
igeren Toplam
Numune Kopyasi
Sayisi

20
24
20

20

20
24
10
10

16

20

12

No Call insersiyon/

Sayisi

Toplam
Hatali

Delesyon
Aramasi
Sayisi

0

Toplam
Dogru
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisl

20
24
20

20

20

24

12

degerlendirmek igin iki galisma yapiimistir. Calisma 1, birden fazla cihaz kullanmistir. Calisma 2, birden fazla tesis icermistir.

PPA

100

100

100

100
100

100

100

100

100

100

100
100

100

100
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Calisma 1

MiSeqDx cihazinin tekrarlanabilirlidi, iki cihaz, iki operatdr ve iki reaktif lotu kullanarak toplam sekiz galistirmayla belirlenmistir. Temsili
test, numuneler ve referans yontemler dogruluk galismasinda agiklananlar ile aynidir.

Aramanin cihazlar arasinda tekrarlanabilir oldugunu gostermek igin sonuglar her cihaz i¢in amplikon bazinda sunulmustur (Tablo 6).
Dogru arama ylzdesi; hatali aramalari ve no call'lari (varyant arama igin bir veya daha fazla filtre karsilamayan) icermektedir. Cihazlar,
belirli amplikona bagh olarak benzer sayida no call ve hatali arama Uretmistir.

Tablo 6 MiSeqDx Cihaziigin Cihazdan Cihaza Tekrarlanabilirlik Calismasi Sonuglari (Amplikon diizeyinde)

Amplikon

o g b~ W

10

12
13

15

Kromozom

N NN NN

Amplikon
Baslangici

36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052

Amplikon Sonu

36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863

87004009

177016805
186625801
190323591
200796826

212245139

228147144

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

93

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87

91

93

Amplikon Genomik
icerigi

insersiyon/Delesyon

PolyA (5), PolyC (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyG (5)

PolyT (10),
insersiyon/delesyon

PolyA (5), CT(3),
TAA(3),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil

GC igerigi

0,22
0,38

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

0,27

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

0,3

0,43

Toplam
Dogru
Aramalar

8928
7584

8736
8832
7776
6720

8448

8640
7680
7775
7200
8448
8352

8736

8928

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0
0

o o o o

Toplam
No Call
Sayisl

0
0

o o o o

o o o o o o

Toplam
Dogru
Aramalar

8928
7584

8736
8832
7776
6720

8448

8640
7680
7775
7200
8448
8352

8736

8928

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0
0

o o o o

N

o o o

Toplam
No Call
Sayisi

0
0

o o o o

o o o o o o
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Amplikon

16

17

18
19

20

21
22
23

24
25

26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

Kromozom

IS

(S BRENG, BN &) B¢ ]

o oo o o g u

Amplikon
Baslangici

235016350

4466229

46620561
49851331

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081
14769061
41069808
74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900

Amplikon Sonu

235016422

4466321

46620643
49851400

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158
14769144
41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

73

93

83
70

88

75
78
97

78
66

71

78
84
64
83

67
91
75
102
92
100

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

73

93

83
70

88

74
78
97

78
62

69
62

75
84
64
83

67
91
75
102
92
94

Amplikon Genomik
icerigi

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

AT(3),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil

CT(3),
insersiyon/delesyon

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

insersiyon/Delesyon
PolyA (6)

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

Gegerli Degil

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)

PolyA (7),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
GT(3), CCA(3)
Gegerli Degil

PolyA (6),
insersiyon/delesyon

PolyT (5)
CT(4), AG(3)
insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

GCT(5),
insersiyon/delesyon

GC igerigi

0,42

0,27

0,43
0,49

0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78

0,62

0,39
0,3

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

Toplam
Dogru
Aramalar

7008

8761

7968
6720

8448

7096
7488
9312

7488
5952

6624
5952

7200
8064
6144
7968

6432
8736
7200
9792
8832
8979

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o

o o o o

o o oo o o

Toplam
No Call
Sayisl

0

167

o

o o o o

o o o o o

Toplam
Dogru
Aramalar

7008

8760

7968
6720

8448

7096
7488
9312

7488
5952

6624
5952

7200
8064
6144
7968

6432
8736
7200
9792
8832
8979

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o

o o o o

o o oo o o

Toplam
No Call
Sayisi

0

168

o

o o o o

o o o o o
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0€

Amplikon

38

39
40
41

42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

Kromozom

~ N N N NN o

oo 00 NN

© | © © © © o

Amplikon
Baslangici

32147987

32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946

128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625
103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

Amplikon Sonu

32148084

32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691
103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

98

95
86
95

91
73
88
87
85
90

91

81
93
83
90

67

65
96
83
97

79

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

98

95
86
94

91
73
88
87
85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

Amplikon Genomik
icerigi

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

insersiyon/Delesyon
PolyC (6)

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyA (7), AG(4)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyG (6), PolyC (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

PolyG (7), CTC(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
AT(3)

PolyC (6),
insersiyon/delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

GC igerigi

0,55

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62

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

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

0,47

Toplam
Dogru
Aramalar

9408

9120
8256
9024

8736
7008
8448
8352
8160
8550

8736

6336
8928
7968
8452

6432
9408
6240
9216
7968
9312

7488

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o o/ o o o o o

o o o o

o o/ oo o o

Toplam
No Call
Sayisl

0

o

o o oo o

o o/ oo o o

Toplam
Dogru
Aramalar

9408

9120
8256
9024

8736
7008
8448
8352
8160
8550

8736

6336
8928
7968
8449

6432
9408
6240
9216
7968
9312

7488

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o o o o o o o

o o o o

o o oo o o

Toplam
No Call
Sayisi

0

o

o o oo o

o o/ oo o o
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LE

Amplikon

60
61
62
63
64

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

77
78

79
80
81
82
83

Kromozom

10
10
10
10
10

10
10
1
"
1
"
1
"
1
"
1
"

1
12

12
12
12
12

Amplikon
Baslangici

11784629
27317777
33018351
45084159
55892599

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

125769313
2834770

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504

Amplikon Sonu

11784726
27317855
33018440
45084253
55892687

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

125769397
2834853

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

98
79
90
95
89

80
81
97
70
100
62
102

93
81
71

73

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

91
79
90
95
88

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

85
84

93
81
71
95
73

Amplikon Genomik
icerigi

GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
insersiyon/Delesyon

AC(11),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (5)
Gegerli Degil
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

PolyA (5), CA(3),
insersiyon/delesyon

GA(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (7), AC(4)
Gegerli Degil
PolyA (6)
PolyG (5)

Gegerli Degil

GC igerigi

0,87
0,3
0,2

0,35

0,42

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

0,52
0,52

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

Toplam
Dogru
Aramalar

8644
7584
8640
9120
8408

7680
7776
9216
6720
9600
5952
9792
7008
8160
8736
8160
8160

8160
8064

8928
7776
6816
Mz
7008

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

1

o o o o

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

[N e)

o w oo o

Toplam
No Call
Sayisl

91

O o olo o o o o o o o o

(o)

o o oo o

Toplam
Dogru
Aramalar

8644
7584
8640
9120
8407

7680
7776
9216
6720
9600
5952
9792
7008
8160
8736
8160
8160

8160
8064

8928
7776
6816
9119
7008

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

1

o o o o

O o  olo o o o o o o o o

[N

o o o

Toplam
No Call
Sayisi

91

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

(o)

o o oo o
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(A

Amplikon

84

85
86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106

Kromozom

13

13
13
14
14
14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

17

Amplikon
Baslangici

25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962

58050030
82390559
92549544
102808496

43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
53682908
57954406
85706375

3563920

Amplikon Sonu

25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034

58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509
85706465

3564008

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

89

89
77
67
83
73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

89

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

88

89
77
67
83
72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

89

Amplikon Genomik
icerigi

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon
GA(3), TA(3)
Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyA (5)
insersiyon/Delesyon
PolyC (5)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyC (5)
TA(3)

PolyC (5)

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)

GC igerigi

0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19

0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

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

0,64

Toplam
Dogru
Aramalar

8448

8544
7392
6432
7968
6830

7776
8736
6336
9024
9216
6528
8928

9120
6816
8736
6720
6048
9120
8352
9984
8736

8544

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o o o o

O o/ o o o o o

O o o/lo o o o o o

Toplam
No Call
Sayisl

0

o o o o

O o/l o o o o o

O o ojlo o o o o o

Toplam
Dogru
Aramalar

8448

8544
7392
6432
7968
6835

7776
8736
6336
9024
9216
6528
8926

9120
6816
8736
6720
6048
9120
8352
9984
8736

8544

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o o o o

N O O ol o o o

O o ojlo o o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

0

o o o o

o o/  o|lo o o

O o o/lo o o o o o
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Amplikon

107

108
109
110
m

112
113

14
115
116
7
118
119
120

121

122

123
124
125
126
127
128

Kromozom

18

18

18
19
19
19
20
20

Amplikon
Baslangici

3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999

47405382

54815665

59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195

Amplikon Sonu

3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073

47405462

54815749

59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

87

91
93
91
84

91

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74
70
94
82

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74
70
94
82

Amplikon Genomik
icerigi

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)

PolyA (13),
insersiyon/delesyon
(x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT(3),
AT(4), AT(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Gegerli Degil
PolyA (6), TG(3)

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

CTC(3),
insersiyon/delesyon

CT(3),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
AC(3)

GC igerigi

0,67

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

0,34
0,26

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

0,47

0,45

0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59

Toplam
Dogru
Aramalar

8347

8736
8928
8544
7776

8736
8832

7546
8256
8064
6432
8736
6624
7200

7776

8160

6240
9504
7102
6718
9024
7872

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

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

o O N[N O O

Toplam
No Call
Sayisl

5

o o o o o o

o o oo o o

Toplam
Dogru
Aramalar

8347

8736
8928
8544
7777

8736
8832

7547
8256
8064
6432
8736
6624
7200

7776

8160

6240
9504
7104
6718
9024
7872

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0

O o/ o o o o o

O o N OO o

Toplam
No Call
Sayisi

5

o o o o o o

O o oo o o
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Amplikon

129
130

131
132
133
134
135
136
137

138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Kromozom

20
20

20
20
20
20
21
21
21

21

< | <| < X X X

Amplikon
Baslangici

17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706

46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397
2655519
2655609

Amplikon Sonu

17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792

46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461
2655609
2655679

Analiz
Edilen
Fragman
Boyutu

76
70

101
67
91
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65
91
71

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

76
70

101
67
88
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikon Genomik
icerigi

CT(3)

GT(3), TG(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyT (6), CA(3)

GT(3),
insersiyon/delesyon

PolyA (6), AG(3),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)
PolyC (5)
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
PolyA (5)

GC igerigi

0,58
0,46

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

0,32

0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48
0,37

Toplam
Dogru
Aramalar

7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408
8352

6603

8640
9600
9312
9312
9504
8832
6624
6624
6816

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0
0

o o o/lo o o o

o

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

Toplam
No Call
Sayisl

0
0

O o olo o o o o o o o o

Toplam
Dogru
Aramalar

7296
6720

9696
6432
8360
8352
6336
9408
8352

6601

8640
9600
9312
9312
9504
8832
6624
6624
6816

MiSegDx 2

Toplam
Hatali
Aramalar

0
0

o o ojlo o o o

o

O o ojlo o o o o o o o o

Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari varyant frekansi kullanarak operator bazinda analiz edilmistir Tablo 7. Bu analiz, varyant

frekanslarinin operatorler arasinda tutarh oldugunu gdstermistir. Ortalama varyant frekanslari (+/- 1 standart sapma) gosterilmistir.

Toplam
No Call
Sayisi

0
0

O o  o/lo o o o o o o o o
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Tablo 7 MiSeqDx Cihaziicin Operatorden Operatore Sonugclar
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Varyant Benzersiz  Toplam Analiz Edilen Toplam Analiz Edilen  Ortalama (SS) Ortalama (SS)
Frekansi Varyant Varyant Sayisi Varyant Sayisi Raporlanan Varyant Raporlanan Varyant
Arahg Sayisi Operator 1 Operator 2 Frekansi Operator 1 Frekansi Operator 2
Homozigot 2424 2424 2422 0,94 +/- 0,07 0,96 +/- 0,05
(0,70-1,00)

Heterozigot 8240 8132 8128 0,48 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04

(0,20-0,70)

Her numune igin tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari, tim sekiz galistirmadan birlestirilmis sekilde gdsterilmistir Tablo 8. Saptama, her bir
varyant turu igin (SNV’ler, insersiyonlar ve delesyonlar) ayri ayri dederlendirilir. Referans konumlar harig tutulur. Bu analiz, varyantlar igin
sonuglarin numuneler arasinda tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.

Tablo 8 Numune Basina MiSeqDx Cihazi Baz Arama Sonuglarinin Uyumu

SNV'ler insersiyonlar Delesyonlar
Numune Toplam Toplam TP Toplam FP Toplam FN Toplam Toplam TP Toplam FP Toplam FN Toplam Toplam TP Toplam FP Toplam FN
Sayi Sayisi Sayisi Sayisi Sayi Sayisi Sayisi Sayisi Sayi Sayisi Sayisi Sayisl
NA12877 592 592 0 0 336 336 0 0 288 288 0 0
NA12878 1456 1456 0 0 320 304 0 0 384 368 0 0
NA12879 912 912 0 0 336 320 0 2 288 288 0 0
NA12880 1072 1071 0 1 384 384 0 0 320 304 0 0
NA12881 1248 1247 0 1 384 368 0 0 368 368 0 0
NA12882 944 943 0 1 352 336 0 4 304 288 0 0
NA12883 1088 1087 0 1 368 368 0 0 352 335 0 1
NA12884 1088 1088 0 0 400 384 0 5 336 336 0 0
NA12885 1200 1189 0 7 400 382 0 4 352 336 0 0
NA12886 1104 1102 0 2 368 352 0 3 368 368 0 0
NA12888 1056 1054 0 2 368 368 0 0 304 304 0 0
NA12893 1168 1168 0 0 352 336 0 1 368 368 0 0
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Bu tekrarlanabilirlik galismasinda sekiz galistirma tarafindan saglanan veriler, MiSeqDx cihazinin tutarli bir sekilde asagdidakileri
sekanslayabildigi iddiasini desteklemektedir:

¢ GCigerigi =z %19 (%19 GC igerikli 192 sekanslanan amplikondan 192’sinde tim aranan bazlar dogru aranmistir, no-call orani %1,1
olmustur)

* GCigerigi = %78 (%78 GC igerikli 192 sekanslanan amplikondan 192'sinde tim aranan bazlar dogru aranmistir, no-call sifir olmustur)
* PolyA uzunluklari = 8 (PolyA = 8 igeren 192 sekanslanan amplikondan 192’sinde 8 nuikleotidin PolyA tekrari dodru aranmistir)

* PolyT uzunluklari = 10 (PolyT = 10 igeren 192 sekanslanan amplikondan 192’sinde 10 nuikleotidin PolyT tekrari dogru aranmistir)

*  PolyG uzunluklarn = 7 (PolyG = 7 igeren 192 sekanslanan amplikondan 192’'sinde 7 nikleotidin PolyG tekrari dogru aranmistir)

* PolyC uzunluklari = 6 (PolyC = 6 iceren 576 sekanslanan amplikondan 576’sinda 6 nikleotidin PolyC tekrari dodru aranmistir)

* Dinukleotid tekrar uzunluklar = 11x (11x dinlUkleotid tekrari olan 192 sekanslanan amplikondan 192’sinde tim aranan bazlar dogru
aranmistir, no-call orani %0,5 olmustur)

* Trinlkleotid tekrar uzunluklari = 5x (5x trintkleotid tekrari olan 192 sekanslanan amplikondan 192’sinde tim aranan bazlar dogru
aranmistir, no-call orani %0,5 olmustur)

* 24 veyadahaazbazinsersiyonu ve 25 veya daha az baz delesyonu
— 192 numunenin 192’'sinde 24-baz insersiyonu dogru aranmistir

— 224 numunenin 223'lUnde 25-baz delesyonu dodru aranmis ve 1 numunede yanls aranmistir

Calisma 2

Temsili test olan lllumina MiSeqDx Cystic Fibrosis 139 Variant Assay ile gergeklestirilen bir tesisten tesise tekrarlanabilirlik galismasi,
MiSeqDx Platform hedefli DNA sekanslama is akisi kullanilarak MiSeq Reporter yazilimiyla analiz edilen bir CFTR klinik olarak anlamli
genetik varyasyon alt kiimesini igermistir. Bu kor galismada, 3 arastirma tesisi ve her tesiste 2 operator kullaniimistir. Her biri 46
numuneden olusan iyi karakterize edilmis iki panel, her tesisteki operatorlerin her biri tarafindan tesis basina toplam 810 arama olacak
sekilde test edilmistir. Paneller, CFTR geninde bilinen varyantlara sahip hiicre hatlarindan genomik DNA’nin bir karisiminin yani sira CFTR
geninde bilinen varyantlara sahip hiicre hatlari katilmis I6kositten yoksun kan igermistir. Test is akisi i¢in birincil girdi olarak hizmet eden
gDNA'y1 hazirlamak igin kullanilan ekstraksiyon adimlarinin dahil ediimesini saglamak icin kan numuneleri sunulmustur. ilk denemede KK
metriklerini ge¢cen numune sayisi olarak tanimlanan numune gegme orani %99,88 olmustur. Tum test sonuglari ilk teste dayanmaktadir.
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Tablo 9 Temsili MiSeqDx 139-Variant Assay ile Gercgeklestirilen Tekrarlanabilirlik Calismasi Sonuglarinin Ozeti

93

108

1

Numune Genotipi

S549N (HET)
1812-1 G>A (HET)
Q493X/F508del (HET)
F508del/2184delA (HET)
Y122X/R1158X (HET)

F508del/2183AA>
G (HET)

R75X (HET)
1507del/F508del (HET)
F508del/W1282X (HET)

F508del/3272-26A>
G (HET)

F508del/3849+10kbC>
T (HET)

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

E60X/F508del (HET)
M1101K (HET)
M1101K (HOM)

F508del (HOM)

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

Varyantlar

1506V, 1507V, F508C
mevcut degil

(TG)10(T)9/(TG)12(T)5

Tesis Basina
Toplam Arama  Tgsijs

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

828

810

816

Pozitif Uyumlu

1
6

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

18

Tesis

2
6

12

12

10

12

12

1

M

12

12

12

12

18

Aramalar (Varyantlar)

Tesis

3
6

6

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

18

Negatif Uyumlu

Tesis

1
804

804

798

797

798

798

804

798

798

798

798

798

798

804

804

822

798

798

Tesis

2
804

804

798

798

665

798

804

798

797

797

798

798

798

804

804

822

798

798

Aramalar (Yabani Tip)

Tesis

3
804

804

798

798

798

798

804

798

798

798

798

798

798

804

804

822

798

798

Yanls
Arama
Sayisi

23

23

NoCall o i Uyum (%)

Sayisi J °
0 100
0 100
0 100
1! 100

1352 94,44
0 100
0 100
0 100
0 97,22
0 97,22
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100

Negatif
Uyum
(%)
100
100
100
100

94,44

100

100
100
99,96

99,96

100

100

100
100
100

100

100

100

Genel
Uyum
(%)
100
100
100
100

94,44

100

100

100

99,92

99,92

100

100

100
100
100

100

100

100
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Panel

Numune
Sayisl

19

20

21

22

23

24
25
26
27

28

29
30
31
32
33
34
35
36

37

Numune Genotipi Varyantlar

621+1G>T/711+1G>
T (HET)

G85E/621+1G>T (HET)
A455E/F508del (HET)
F508del/R560T (HET)

F508del/Y1092X (C>A)
(HET)

N1303K (HET)

G542X (HOM)

G542X (HET)
G551D/R553X (HET)

3849+10kbC>
T (HOM)

WT
F508del (HET)
1717-1G>A (HET)
R1162X (HET)
R347P/G551D (HET)
R334W (HET)
WT
G85E (HET)

1336K (HET)

Tesis Basina
Toplam Arama  Tgsis

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

Pozitif Uyumlu

Aramalar (Varyantlar)

1

12

12

12

12

12

Tesis

2

12

12

12

12

12

Tesis

)

12

12

12

12

12

Negatif Uyumlu
Aramalar (Yabani Tip)

Tesis

1

798

798

798

798

798

804

804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

Tesis

2

798

798

798

798

798

804

804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

Tesis
3

798

798

798

798

798

804

804

804

798

804

810

804

804

804

798

804

810

804

804

Yanls
Arama
Sayisi

No Call
Sayisi

Pozitif Uyum (%)

100

100
100
100

100

100
100
100
100

100

Gegerli Degil
100
100
100
100
100
Gegerli Degil
100

100

Negatif
Uyum
(%)

100

100
100
100

100

100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100

100

Genel
Uyum
(%)

100

100

100

100

100

100
100
100
100

100

100
100
100
100
100
100
100
100

100
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Panel

Numune
Sayisl
38

39

40

yl

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51
52
53
54
55

56

Numune Genotipi

WT
F508del/3849+10kbC>
T (HET)

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

F508del/3659delC
(HET)

R117H/F508del (HET)

G85E/621+1G>
T (HET)

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

CFTR dele2, 3/F508del
(HET)

F508del/1898+1G>
A (HET)

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

WT

Varyantlar

(TG)10(T)9/(TG)12(T)5

Tesis Basina
Toplam Arama  Tgsis

810

810

810

810

816

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

Pozitif Uyumlu

Aramalar (Varyantlar)

1
0

12

12

12

18
12

12

12

12

12

12

Tesis

2
0

12

12

12

18
12

12

12

12

12

12

Tesis

3
0

12

12

12

18
12

12

12

12

12

12

Negatif Uyumlu
Aramalar (Yabani Tip)

Tesis

1
810

798

798

798

798

798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

804

810

Tesis

2
810

798

798

798

798

798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

804

810

Tesis
3

810

798

798

798

798

798

798

804

798

804

798

798

810

798

804

804

804

804

810

Yanls
Arama
Sayisi

No Call
Sayisi

0

Pozitif Uyum (%)

Gegerli Degil

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

Gegerli Degil
100
100
100
100
100

Gegerli Degil

Negatif
Uyum
(%)
100

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100
100
100

100

Genel
Uyum
(%)
100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100
100
100
100
100

100
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Panel

Numune
Sayisl
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

67

68
69
70
71

72*

73
74
752

76

Numune Genotipi Varyantlar

WT
F508del (HET)
WT
L206W (HET)
WT
G330X (HET)
WT
R347H (HET)
1078delT (HET)
G178R/F508del (HET)

S549R (c.1647T>G)
(HET)

S549N (HET)
W846X (HET)
WT
E92X/F508del (HET)

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

G542X (HET)
F508del (HET)
F508del (HET)

F508del (HET)

Tesis Basina
Toplam Arama  Tgsis

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

810

Pozitif Uyumlu

Aramalar (Varyantlar)

1
0

12

12

Tesis

2
0

12

12

Tesis

3
0

6

12

12

Negatif Uyumlu
Aramalar (Yabani Tip)

Tesis

1
810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

798

804

804

804

804

Tesis

2
810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

798

804

804

670

804

Tesis
3

810

804

810

804

810

804

810

804

804

798

804

804

804

810

798

797

804

804

804

804

:fanr:z NoCall o it Uyum (%)
e Sayisi

0 0 Gegerli Degil
0 0 100

0 0 Gegerli Degil
0 0 100

0 0 Gegerli Degil
0 0 100

0 0 Gegerli Degil
0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 100

0 0 Gegerli Degil
0 0 100

0 14 100

0 0 100

0 0 100

0 1352 94,44

0 0 100

Negatif
Uyum
(%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100

99,96

100
100
94,44

100

Genel
Uyum
(%)
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

100

100
100
100
100

99,96

100

100

94,44

100
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Pozitif Uyumlu Negatif Uyumlu )
NG Tesis Bagina Aramalar (Varyantlar) ~ Aramalar (Yabani Tip) Yanlis \ call Negatif ~Genel
Panel Numune Genotipi Varyantlar Arama Pozitif Uyum (%) Uyum  Uyum
Sayisi Toplam Arama  Tesis Tesis Tesis Tesis Tesis Tesis Sayisi o o
Sayisi (%) (%)
1 2 3 1 2 8
B 77 621+1G>T/A455E (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 78 1812-1 G>A (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 79 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Gegerli Degil 100 100
B 80 F508del/R553X (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 81 F508del/G551D (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 82 R347P/F508del (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 83 R117H/F508del (HET) (TG)10(T)9/(TG)12(T)5 816 18 18 18 798 798 798 0 0 100 100 100
B 84 1507del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 85 2789+5G>A (HOM) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 86* CFTR dele2, 3/F508del 810 12 12 12 798 797 798 0 14 100 99,96 99,96
(HET)
B 87 F508del/1898+1G> 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
A (HET)
B 88 WT 810 0 0 0 810 810 810 0 0 Gegerli Degil 100 100
B 89 F508del/2143delT (HET) 810 12 12 12 798 798 798 0 0 100 100 100
B 90 3905insT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 91 394delTT (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
B 92 F508del (HET) 810 6 6 6 804 804 804 0 0 100 100 100
Toplam 74556 2209 221182 4 273 99,77 99,88 99,88

1 Bir kopya igin N1303K varyantina karsilik gelen yabani tip konumu, yetersiz kapsama nedeniyle No Call ile sonuglanmistir.

2 Numune 5 ve 75'in bir kopyasi %0 arama oranina sahip olmustur. Tiiplerde kalan numune hacimleri hi¢ hacim gikariimamis hali ile tutarl oldugundan,
ek arastirmalar numunelerin kitaplik hazirlamadan 6nce numune plakasina eklenmemis olabilecegini gostermektedir.

3 Kanitlar, numune 9 ve 10’un biiyiik olasilikla kitaplik hazirlamadan 6nce operatér tarafindan degistirildigini gdstermektedir.

4 iki numunenin her birinin bir kopyasi igin M1V varyantina karsilik gelen yabani tip konumu, yetersiz kapsama nedeniyle No Call ile sonuglanmistir.
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Somatik Performans Ozellikleri

Burada agiklanan galismalarda, sekanslama verilerini analiz etmek igin Somatic Variant Module kullaniimistir. Teste 6zgi modul kullanilan
iki gen panelini kullanan galigsmalar harictir.

Dogruluk

MiSeqDx cihazinin FFPE numunelerinden ekstrakte edilmis DNA ile dogrulugunu degderlendirmek igin U¢ ¢alisma yapilmistir.

Calisma 1

Bu ¢alismada, 150 amplikon kullanarak 23 farkli kromozomda 12.588 bazi kapsayacak sekilde ¢esitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis
temsili bir test kullaniimistir. Y kromozomu glvenilir bélgeler icermez ve degerlendiriimemistir. Bu ¢alismada kullanilan bes benzersiz
numune, siklikla birden fazla laboratuvar ve sekanslama yontemi ile sekanslanmis tek bir aileden (iki ebeveyn ve ¢ gocuk) alinmistir.
Kadinlardan Ug, erkeklerden iki numune vardir. Calisma igcin DNA ekstrakte edilmeden 6nce tim numuneler formalinle fikse edilip parafine
godmulmustur. Frekanslari %5 ve %10 civarinda olan bir dizi varyant elde etmek amaciyla, numune GM12877 DNA seviyesinde numune
GM12878 ile seyreltilerek numune GM12877-D olusturulmustur. Bes kopya ile test edilen GM12877-D disindaki her numune iki kopya
olarak test edilmistir. SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar igin dogruluk, ¢calisma verilerinin iyi karakterize edilmis bir referans
veritabaniyla karsilastiriimasiyla belirlenmistir. Referans veritabani sekansi (Platinum Genomes siiriim 2016-01), birden fazla sekanslama
yonteminin, halka agik verilerin ve kalitsal bilgilerin birlesiminden tiretilmistir. Glvenilir genomik bélgeler, aksi belirtiimedikc¢e bu referans
yontemine gore tanimlanmistir. Numuneler toplamda sekiz kez ¢alistiriimistir. Dogrulugu gostermek i¢in sunulan tablolar, ilk
calistirmadan elde edilen verilere dayanmaktadir.

Tablo 10, varyant sonuglarinin PPA hesaplamalariigin iyi karakterize edilmis birlesik referans yontemiyle karsilastirildidi, numune bazinda
pozitif ve negatif yiizde uyumu ile sunulan ¢alisma verilerini icermektedir. Uc varyant tiirii (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar)
birlestiriimistir. Referans yontem yalnizca tek niikleotid varyantlari ve insersiyon/delesyonlariigin sonuglari sagladigindan, varyant
olmayan baz sonuglari NPA hesaplari igin insan genom referans sekans yapisi hg19 ile karsilastirilir.

Tablo 10 6 lyi Karakterize Edilmis Numune igin MiSeqDx Cihazi Baz Arama Sonuglarinin Referans Veriler ile Uyumu

Numune Ortalama Arama Orani Toplam Varyant Sayisi Toplam TP Varyant Sayisi Toplam FN Varyant Sayisi Toplam TN Arama Sayisi PPA NPA OPA
GM12877 98,7 152 147 0 23719 100 100 100
GM12878 98,4 270 260 0 23482 100 100 100
GM12879 98,7 192 186 0 23744 100 100 100
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Numune Ortalama Arama Orani Toplam Varyant Sayisi Toplam TP Varyant Sayisi Toplam FN Varyant Sayisi Toplam TN Arama Sayisi PPA NPA OPA
GM12885 99,1 244 236 0 23713 100 100 100
GM12886 98,7 230 226 0 23652 100 100 100

GM12877-D' 675 650 0 100 100 100
98,4 57608
GM12877-D? 155 155 0 100 100 100

' Frekansi %20'nin {istiinde olan varyantlar.

2 Frekansi %20'nin altinda olan varyant.
150 amplikon ¢esitli genomik igerikleri kapsamak amaciyla tasarlanmistir. Amplikonlarin GC icerigi %26-87 aralidinda olmustur.
Amplikonlar ayrica bir dizi tek niikleotid (6r. PolyA, PolyT), dinikleotid ve trintkleotid tekrarlari igermistir. Testte 6 benzersiz numune
kullaniimigtir. Veriler, genomik igcerigin dogru arama yuzdesi Uzerindeki etkisini belirlemek i¢in amplikon bazinda derlenmistir Tablo 11.
Dogru arama yuzdesi, varyant ve referans aramalardan olusur ve yanlis arama veya no call olmasi durumunda %100’den azdir. No call'lar
varyant arama igin bir veya daha fazla filtrenin karsilanmamasi durumunda meydana gelir (6r. yetersiz kapsam). Hig hatali arama
olmamistir. No call'larin sayisi amplikonlar arasinda dnemli 6lglde farklilik gostermistir. GC igerigi ve GC igerigiyle gesitli etkilesimler, no
call'larin en dnemli belirleyicileri olmustur. 2040/2580 (%79) adet no call, kapsam spesifikasyonunun karsilanmamasindan
kaynaklanmistir. %78'den fazla GC igerigine sahip amplikonlar, en fazla no call’a neden olmustur. %78 GC igerigi olan temsili bir amplikon
toplam 675 no call igermistir. %87 olan temsili bir amplikon toplam 1365 no call igcermistir. Akis hlicresine yuklenen numune sayisi
azaltilarak kapsam artirilabilir, bu da yiksek GC igerigine sahip amplikonlarda saptamaya izin verebilir.

Tablo 11 Amplikon Dizeyinde Dogruluk Verileri

Topl
Amplikon Analiz Edilen Guvenilir GC Doci)'arz1 Toplam Hatali Toplam No Dogru
Amplikon Kromozom " Amplikon Sonu  Fragman Bolgelerdeki Amplikon Genomik igerigi L : " p Arama
Baslangici Icerigi Arama Arama Sayisi Call Sayisi N .
Boyutu Bazlar Ylzdesi
Sayisl
1 1 36450499 36450591 93 93 insersiyon/Delesyon 0,22 1395 0 0 100
2 1 109465122 109465200 79 79 PolyA (5), PolyC (5), 0,38 1185 0 0 100
insersiyon/delesyon
3 1 218353867 218353957 91 91 insersiyon/Delesyon 0,4 1364 0 1 99,9
4 1 223906657 223906748 92 92 insersiyon/Delesyon 0,49 1380 0 0 100
5 1 228526602 228526682 81 81 PolyG (5) 0,69 1215 0 0 100
6 1 236372039 236372108 70 70 PolyT (10), 0,39 1050 0 0 100

insersiyon/delesyon
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Amplikon

21
22
23

24
25

26
27

28
29

Kromozom

N N NN NN

W W W w N

w

o o

Amplikon
Baslangici

247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052
235016350

4466229
46620561
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081
14769061

Amplikon Sonu

247812128

55862863

87004009

177016805
186625801
190323591
200796826

212245139

228147144
235016422

4466321
46620643
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158
14769144

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

88

90
80
85
75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

75
78
97

78
66

71
62

78
84

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

88

90
80
81
75
88
87

91

93
73

93
83
70
88

74
78
97

78
62

69
62

75
84

Amplikon Genomik igerigi

PolyA (5), CT(3), TAA(3),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

AT(3), insersiyon/delesyon
Gegerli Degil
CT(3), insersiyon/delesyon

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

insersiyon/Delesyon
PolyA (6)

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

Gegerli Degil

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)

PolyA (7),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
GT(3), CCA(3)

GC
icerigi

0,27

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

0,3

0,43
0,42

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

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78
0,62

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

1320

1350
1200
1215
1117
1320
1302

1365

1395
1095

1349
1245
1050
1305

1108
1170
1455

1169
930

1035
920

450
1260

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o o o o o o

o o o o

o

Toplam No
Call Sayisi

10

675

Dogru
Arama
Ylzdesi

100

100
100
100
99,1
100
99,4

100

100
100

96,7
100
100
97,8

99,8
100
100

99,9
100

100
98,9

40,0
100
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Amplikon

30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
4

42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52

53

Kromozom

N N N NN o o oo o o/l o o o g u

0w 00 NN

Amplikon
Baslangici

41069808
74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987
32986864
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735

110939946

128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625

Amplikon Sonu

41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084
32986958
33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu
64

83

67
91
75
102
92
100
98
95
86
95

91
73
88
87
85
90

91

81
93
83
90

67

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

64
83

67
91
75
102
92
94
98
95
86
94

91
73
88
87
85
90

91

66
93
83
89

67

Amplikon Genomik igerigi

Gegerli Degil

PolyA (6),
insersiyon/delesyon

PolyT (5)

CT(4), AG(3)
insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
GCT(5), insersiyon/delesyon
PolyT (5), TCT(3), CTT(3)
insersiyon/Delesyon
PolyC (6)

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyA (7), AG(4)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyG (6), PolyC (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

PolyG (7), CTC(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

GC
icerigi

0,39
0,3

0,37
0,55
0,43
0,68
0,63
0,61
0,55
0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62

0,71

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

0,3

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

960
1245

1005
1365
1125
1530
1380
1383
1455
1425
1290
1410

1365
1095
1320
1299
1275
1350

1365

990
1395
1245
1305

1005

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o

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

o o o o

Toplam No
Call Sayisi

o

o o o o o

o

o o o o o o

Dogru
Arama
Ylzdesi

100
100

100
100
100
100
100
98,1
99,0
100
100
100

100
100
100
99,5
100
100

100

100
100
100

97,8

100
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Amplikon

54
55
56
57
58

59

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

77
78

Kromozom

© ©o 5 ©o ©o ©

Amplikon
Baslangici

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351
45084159
55892599
101611250
118351373
8159816
30177648
47470345
59837679
64418856
93529612
101347052
102477336
118406285
120357801

125769313
2834770

Amplikon Sonu

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

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

125769397
2834853

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu
98
65
96
83
97

79

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

85
84

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar
98
65
96
83
97

78

91
79
90
95
88
80
81
96
70
100
62
102
73
85
91
85
85

85
84

Amplikon Genomik igerigi

PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
AT(3)

PolyC (6),
insersiyon/delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
insersiyon/Delesyon
AC(11), insersiyon/delesyon
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (5)
Gegerli Degil
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

PolyA (5), CA(3),
insersiyon/delesyon

GA(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

GC
icerigi

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

0,47

0,87
0,3
0,2

0,35

0,42

0,49
0,51

0,45

0,46

0,65

0,37

0,59
0,4

0,42

0,55

0,53

0,34

0,52
0,52

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

1470
973
1440
1242
1455

1170

1185
1350
1425
1290
1200
1215
1440
1050
1500
930
1530
1095
1275
1365
1275
1275

1275
1260

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o o o o o

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

Toplam No
Call Sayisi

O w O N O

(9]
©

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

14

Dogru
Arama
Ylzdesi
100
99,8
100
99,8
100

100

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

100
98,9
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Amplikon

79
80
81
82
83
84

85
86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96

97

98

99
100
101
102
103
104

Kromozom

Amplikon
Baslangici

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884
46958962

58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910
28997904
3682908
57954406

Amplikon Sonu

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966
46959034

58050110
82390649
92549609

102808589

43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972
28997998
53682994
57954509

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu
93
81
71
95
73
89

89
77
67
83
73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar
93
81
71
95
73
88

89
77
67
83
72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104

Amplikon Genomik igerigi

PolyA (7), AC(4)
Gegerli Degil
PolyA (6)
PolyG (5)
Gegerli Degil

PolyA (5), PolyT (7), PolyA
(7), insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon
GA(3), TA(3)
Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyA (5)
insersiyon/Delesyon
PolyC (5)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyC (5)
TA(3)

PolyC (5)

GC
icerigi

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

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19

0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

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

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

1395
1215
1065
1425
1095
1305

1335
1155
1005
1245
1038

1215
1365

975
1410
1440
1020
1395

1425
1065
1365
1050
945
1425
1305
1560

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o o o o o o o o o o o

O O o ol o o o

O o o o o o o o

Toplam No
Call Sayisi

o o o o o

o o o o

O o o o o o o o

Dogru
Arama
Yuzdesi
100
100
100
100
100
98,9

100
100
100
100
96,1

100
100
94,2
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

105

106
107

108
109
110
m

112
113

14
115
116
17
118
119
120

121
122
123
124
125
126
127
128

Kromozom

17
17

17
17
17
17

17
17

Amplikon
Baslangici

85706375

3563920
3594191

3970090
16084945
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999

47405382
54815665
59773996
625143
18121418
18186574
746056
10633195

Amplikon Sonu

85706465

3564008
3594277

3970180
16085037
33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073

47405462
54815749
59774060
625241
18121491
18186643
746149
10633276

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

91

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81
85
65
99
74
70
94
82

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

91

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81
85
65
99
74
70
94
82

Amplikon Genomik igerigi

Poly T (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)

PolyA (13),
insersiyon/delesyon (x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT(3), AT(4), AT
(4), insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Gegerli Degil
PolyA (6), TG(3)

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

CTC(3), insersiyon/delesyon
CT(3), insersiyon/delesyon
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
AC(3)

GC
icerigi

0,37

0,64
0,67

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

0,34
0,26

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

0,47
00,45
0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

1362

1335
1303

1365
1395
1335
1215

1365
1365

1175
1289
1260
1005
1365
1035
121

1215
1275
975
1478
1110
1050
1410
1230

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o o o o

o

O o o o o o o

O o o o/ o o o o

Toplam No
Call Sayisi

10

o o o o

-
©

O O O/l O0O N O o o

Dogru
Arama
Ylzdesi

99,8

100
99,8

100
100
100
94,0

100
98,9

99,2
99,9
100
100
100
100
98,3

100
100
100
99,5
100
100
100
100
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Amplikon

129
130

131
132
133
134
135
136
137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Kromozom

20
20

20
20
20
20
21
21
21
21

Amplikon
Baslangici

17705633
21766821

25278421
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706
46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Amplikon Sonu

17705708
21766890

25278521
50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792
46644992

46705664
25750873

32439329
37409940
37637694

47081438

15870492

135288611
135290847

2655461

2655609

2655679

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu
76

70

101
67
91
87
66
98
87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

76
70

101
67
88
87
66
98
87
69

90
100
97

97

99

92

69

69

71

Amplikon Genomik igerigi

CT(3)

GT(3), TG(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Poly G (6)
insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon

PolyT (6), CA(3)

GT(3), insersiyon/delesyon

PolyA (6), AG(3),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)
PolyC (5)
Gegerli Degil
Gegerli Degil

Gegerli Degil

PolyA (5)

GC
icerigi

0,58
0,46

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

0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55

0,48

0,37

Toplam
Dogru
Arama

Sayisi

1140
1050

1515
1005
1320
1305
990
1470
1305
1029

1350
1500
1455
1455
1485
1380
1035
1035
1065

Toplam Hatali
Arama Sayisi

o

O o o o/ o o o o

O O o o/lo o o o o o

No call olan varyantlar Tablo 12'de 6zetlenmistir. No call ile sonuglanan belirli filtreler tabloda listelenmistir.

Toplam No
Call Sayisi

N O o o o o o o o

- O

O o o o o o o o

Dogru
Arama
Ylzdesi

100
100

100
99,4
100
100
100
100
100
99,3

100
99,9
100
100
100
100
100
100
100
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
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Tablo 12 No Call Varyantlarin Ozeti

Amplikon Sayisi Kro:Kon Varyant ilgili Amplikon igerigi Filtre Kagirilan Varyantlar Beklenen Varyantlar
28 5:1882129 T>G %78 GC LowDP' 8 13
52 8:24811064 AG>A PolyG (7), CTC(4), %61 GC R3x62 15 15
60 10:11784633 C>T PolyGC (3), %87 GC LowDP 13 13
64 10:55892600 TAC>T AC(11), %42 GC R3x6 9 9
m 17:39589692 C>CA PolyA (13), %29 GC R3x6 13 13

" LowDP: Diisiik kapsam. Bu belirli konumdaki havuzlardan en az birindeki derinlik 900'lin altindaysa varyant filtrelenir.
2 R3x6: Tekrar filtresi. Bir varyantin tamami veya bir kismi referans genomda varyant pozisyonunun bitisiginde tekrarli olarak mevcutsa varyant
filtrelenir. Referansta en az alti tekrar olmasi gerekir ve yalnizca en fazla 3 bp uzunlugundaki tekrarlar degerlendirilir.

Numune igin sekanslama sonuglari, National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) tarafindan olusturulan NA12878 igin
oldukga guvenilir bir genotip ile karsilastiriimistir. 150 amplikon igerisinden, NIST sekansinda 92 amplikon tamamen oldukga guvenli
genomik bdlgeler icinde olmustur, 41 amplikon kismi drtisme gostermistir ve 17 amplikon drtismemistir. Bu, karsilastirma igin kopya
basina 10.000 koordinatla sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalari, insan genomu referans sekans yapisi hg19 ile
karsilastiriimistir. Dogruluk sonuglar Tablo 13 igerisinde gosterilmektedir.

Tablo 13 GM12878 Numunesi i¢in NIST Referansi ile MiSegDx Cihazi Baz Arama Sonuglarinin Uyumu

Numune Amplikon Ortalama Arama  Toplam TP Varyant Aramasi  Toplam FN Varyant Aramasi  Toplam TN Arama  Toplam FP Arama PPA NPA  OPA
Sayisi Orani Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

GM12878 150 98,43 206 0 19231 0 100 100 100

Bes seyreltiimemis numune kiglk insersiyon ve delesyonlari (indel'ler) aramak igin ilaveten analiz edilmistir (Tablo 14). Bazi durumlarda,
insersiyon/Delesyon iceren Toplam Numune Kopyasi Sayisi siitununda yansitildigi gibi, insersiyon/delesyon iki veya daha fazla érnek
arasinda ortakti. Bes numunenin her iki kopyasi i¢in sonuglar Tablo 14’de yer almaktadir. Boyutlari insersiyonlar igin 1-24 bp, delesyonlar
icin 1-25 bp arasinda degisen toplam 71 insersiyon/delesyon vardi. 68 insersiyon/delesyonun her biri 1 pozitif ylizde uyumu ile saptandi.
Bu varyantlarin her biri R3x6 filtresinden dolayi no-call oldugundan Ui¢ insersiyon ve delesyonda dogru arama olmamistir. Bu nedenle, no
call'lari harig tutan PPA hesaplanamadi. Bu ¢ varyant 1 bp delesyon (chr8 24811064 AG>A); 2 bp delesyon (chr10 55892600 TAC>T) ve
1 bp insersiyon (chr17 39589692 C>CA) idi.
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Tablo 14 MiSeqDx Cihazi ile insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

Amplikon

© o N oM OwN

14
16
17
19
21
25
27
31
34
36
37
39
41
44
46
47

Kromozom

N N N o/ o o g g b~ B W W WD DN DN DD

Konum

36450544
109465165
218353908
223906701
236372081
247812083
55862804
87003972
200796749
212245090
235016388
4466274
49851375
190106071
56236567
164446785
74077155
155662255
24950035
31084942
32986905
41647442
66276142
110939983
128533514

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

93
79
91
92
70
88
90
80
87
91
73
93
70
75
66
62
83
75
92
100
95
95
88
85
90

Amplikon
insersiyon/
Delesyon Tl
ve Uzunlugu

25 bp delesyon
3 bp delesyon
23 bpinsersiyon
17 bp delesyon
5 bp insersiyon
3 bpinsersiyon
7 bp insersiyon
6 bp delesyon
5 bp insersiyon
12 bp insersiyon
2 bp insersiyon
23 bp delesyon
9 bp insersiyon
1bp delesyon
8 bp delesyon
11 bp insersiyon
4 bp delesyon
8 bp insersiyon
21 bp delesyon
3 bp delesyon
25 bp delesyon
23 bp delesyon
1 bp insersiyon
4 bp delesyon

1 bp insersiyon

insersiyon/Delesyon

GAAAATTTAATGAAACACATTGTCCT>G
ACTT>A
T>TTTTAATAGCAAAAAGAGGCTAGA
GACAGACTGTGAGGAAGA>G
C>CTTAAG
C>CATG
T>TTTGGTAA
TTATCTC>T
T>TTAAAA
C>CTGAAAATAGGAT
A>ATG
TAACTTAAAATTACAAAATAACCC>T
C>CCTGGCTCCT
AG>A
TAACCGAAA>T
T>TTATGGTATTGA
TAGTA>T
G>GCCTACTGA
CCCTGGGTGCTATAGCCCACCA>C
GCTT>G
CTTTCACTTTCCCGTCTCATGCAAAG>C
GGCATGAGGCTTGGTGACATGGCA>G
C>CT
CAAGT>C
T>TC

insersiyon/Delesyon

iceren
Toplam Numune
Kopyasi Sayisi

No Call
Sayisi

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

Toplam Hatali
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisi

O O O/lo0o/lo0o O O O oo o oo o o o olo/jlo o o o o o o

Toplam
Dogru
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisi

7
9
15
il

PPA

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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Amplikon

48
50
52

53
55
58
59
63
64
68
70
75
76
78
84
85
86
89
90
91
93
95
96
98
100
105

Kromozom

10
10
10
1
1
1
1
12
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16

Konum

149503916
156476548
24811064

76518677
105586193
138995370

5987158

45084202

55892600

30177690

59837721
118406328
120357842

2834814

25817002

44880152

77665265

46958967

58050081

82390602
102808554

63446199

77879862

85438311

89864316

85706416

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

91
93
90

67
65
97
79
95
89
70
62
85
85
84
89
89
77
73
81
91
94
68
95
72
70
91

Amplikon
insersiyon/
Delesyon Tiru
ve Uzunlugu

4 bp delesyon
11 bp delesyon
1bp delesyon

4 bp insersiyon
4 bp insersiyon
21 bp delesyon
3 bp delesyon
16 bp delesyon
2 bp delesyon
2 bpinsersiyon
8 bp insersiyon
8 bp delesyon
2 bp delesyon
21 bp insersiyon
19 bp insersiyon
4 bp insersiyon
20 bp delesyon
22 bp delesyon
4 bp insersiyon
16 bp delesyon
5 bp delesyon
6 bp delesyon
25 bp delesyon
3 bpinsersiyon
4 bp insersiyon

7 bp delesyon

insersiyon/Delesyon

GGATA>G
GAATCTGCACTT>G
AG>A

T>TACTG
C>CAATT
TCTGGGGGGCAGCCCCTGAGGG>T
TAAC>T
AGCGTCTATAACCAAAT>A
TAC>T
C>CTG
T>TTATGAAAA
CAGTGTGGA>C
CTT>C
T>TTCTCAGTACGGTGAACCCCAG
C>CAAAATATAAAAAGCTCCCT
C>CCTGT
ATCTATTTTCTAATAGACGGC>A
TTTAAAATTTGAATGTGATAAAA>T
C>CTGAT
CTTGCTCTATAAACCGT>C
CGTGGA>C
CAAAATT>C
GCCCCTGAGCCAGCCTCCCGCTCTTA>G
C>CTTG
G>GCTAC
ATTATTTC>A

insersiyon/Delesyon
iceren
Toplam Numune
Kopyasi Sayisi

No Call
Sayisi

O O O 0O/lo0o O O O 0O 0o o o o o o o olwvw o o o o o

Toplam Hatali
insersiyon/
Delesyon
Aramasi
Sayisi

0
0

o

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

Toplam
Dogru
el o
Aramasi
Sayisi
7 100
13 100
0 Gegerli
Degil
9 100
13 100
9 100
1 100
" 100
0 100
7 100
1 100
9 100
1 100
15 100
15 100
" 100
9 100
15 100
13 100
" 100
9 100
" 100
9 100
9 100
9 100
" 100
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Amplikon  Kromozom
107 17
108 17
109 17
m 17
12 17
13 17
14 17
120 18
121 18
122 18
130 20
131 20
132 20
134 20
135 21
137 21
138 21
140 22
142 22
144 22

Calisma 2

Konum

3594276
3970133
16084985
39589692
39589739
45438886
61502459
38837054
47405425
54815706
21766863
25278464
50897361
62690925
30300873
36710749
46644985
25750814
37409885
47081407

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

87
91
93
84
84
92
79
75
81
85
70
101
67
87
66
87
69
100
97
92

Amplikon
insersiyon/
Delesyon Tiru
ve Uzunlugu

1bp delesyon
18 bp insersiyon
4 bp insersiyon
1 bp insersiyon
24 bp insersiyon
4 bp delesyon
12 bp delesyon
22 bpinsersiyon
3 bpinsersiyon
2 bp delesyon
15 bp delesyon
5 bp insersiyon
11 bp insersiyon
16 bp delesyon
11 bp insersiyon
21 bp delesyon
5 bp delesyon
6 bp insersiyon
5 bpinsersiyon

10 bp delesyon

Toplam
. . Toplam Hatall N

Insersiyon/Delesyon A . Dogru
. Insersiyon/ . X

. . Iceren No Call Insersiyon/
Insersiyon/Delesyon Delesyon
Toplam Numune Sayisi Aramasi Delesyon
Kopyasi Sayisi Aramasi
Sayisi

Sayisi
TG>T 13 0 0 13
A>ATCCTATTCTACTCTGAAT " 0 0 1
A>AACAC 7 0 0 7
C>CA 13 13 0 0
T>TTCTGAAGGTCAAGTCTATCCCTGA 15 0 0 15
CAGTG>C 7 0 0 7
TTTGTATCTGCTG>T 13 0 0 13
T>TGTATCTTAGCAAAAGTTTCTCA 15 0 0 15
T>TGAG " 0 0 1
ACT>A 13 0 0 13
TACTTGAGAACTGAGG>T 9 0 0 9
A>AGTGGG 13 0 0 13
G>GGAATGTCAGCC 15 0 0 15
TCCTGGCTGGCCTGTGG>T 9 0 0 9
G>GATAAAACTTTA 9 0 0 9
ACTCAAGATAACTCATGTTATC>A 9 0 0 9
GTTGTT>G 13 0 0 13
C>CAGGGCA 13 0 0 13
C>CTGTTT 13 0 0 13
GGGCACAGGCA>G 7 0 0 7

PPA

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

Bu galismada depolanan FFPE kolorektal kanser doku numuneleri ve referans yontem olan gift ydnli Sanger sekanslamasi (Sanger) ile
karsilastirilan temsili iki gen testi kullaniimistir. Toplam 1183 gondlliden 447'inin gegerli Sanger ve temsili test sonuglari bulunmaktaydi.
Gonulll dizeyinde dederlendirildiginde (Tablo 15), 441 gondlliden 230'u Sanger’e gore pozitif cikmistir (Sanger tarafindan mutasyon
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saptanmistir). Bunlarin 227’si temsili teste gore pozitif olmustur. 441den kalan 211 gonulli Sanger’e gére negatif olmustur (Sanger
tarafindan mutasyon saptanmadi). Bunlarin 206’sI temsili teste gdre negatif olmustur. Bu %98,7 Pozitif Yizde Uyumu (PPA) ve %97,6
Negatif Ylizde Uyumu (NPA) ile sonuglanmistir (Tablo 15).

Tablo 15 Gonulli Dizeyinde Sonugclarin Pozitif ve Negatif Yizde Uyumu

Temsili Test >anger Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif 227" 5 232
Negatif 32 206 209
Toplam 230 211 441
Performans Ozet
Uyum istatistik Nokta Tahmini Tam %95 GA
PPA 227/230 = %98,7 [%96,2,%99,7]
NPA 206/211 = %97,6 [%94,6,%99,2]

Gondilli igi, tim mutasyon diizeyindeki sonuglar icin 224 tam eslesme bulunmaktaydi. iki goniillii icin MiSeqDx, Sanger tarafindan saptanan
mutasyonu ve bir ek mutasyonu saptamistir. Bir gonulli icin MiSeqDx ve Sanger farkli mutasyonlar saptamistir.
2Bir goniilliiniin Sanger tarafindan saptanan iki mutasyonu bulunmaktaydi. iki génilliniin Sanger tarafindan saptanan bir mutasyonu bulunmaktaydi.

Calisma 3

Bu galismada, birden fazla doku tiriinde FFPE numunelerinden hazirlanan DNA kitapliklari degerlendirilmistir. Her doku tlrini temsil
eden en az 11 FFPE numunesi ile toplamda sekiz farkl dokudan (kolon, yumurtalik, pankreas, bobrek Uistli bezi, idrar kesesi, karaciger,
tiroid ve meme) 109 FFPE numunesi. Bobrek Ustl bezi dokusu, yemek borusu, akciger ve kolon timdorlerinden metastaz igermistir. Diger
dokuda birincil timdrler vardi. Bu galismada, 17 farkl kromozomda 21.577 bazi kapsayacak sekilde 26 geni sorgulamak igin temsili bir
test tasarimi kullaniimistir. Toplam alti farkli gen (KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA, EGFR ve BRAF), o tumor igin somatik mutasyonlarin
beklenen prevalansina dayali olarak her tiimoérin 1-3 Sanger sekansli geni olacak sekilde Sanger sekanslanmistir. Sanger sekanslama
sonuglari 109 FFPE numunesinin 33’tinde 39 SNV somatik mutasyon belirlemistir. MiSeqDx, bir yalanci negatif ve iki varyant konumu no
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callile 109 FFPE numunenin 32'sinde 36 SNV somatik mutasyon belirlemistir. PPA %97,3 olmustur. MiSeqDx, Sanger sekanslamaya
kiyasla 29 yalanci pozitif ve 3416 no call ile 109 FFPE numunesinde 78.975 referans baz belirlemistir. NPA %99,9 olmustur. iki baz
delesyonu iki ydntem arasinda uyumlu olmustur. Tablo 16 ile doku tlriine gére sonuglarin 6zeti sunulmaktadir.

Tablo 16 Doku Tiridne Gore Pozitif ve Negatif Ylzde Uyumu
Numune Toplam Varyant Toplam TP Varyant Toplam FN Varyant Toplam TN Arama Toplam FP Arama Toplam No Call

Doku Turd Sayisl Sayisi Sayisl Sayisi Sayisi Sayisl Sayisi PPA NPA

Bobrek Ustii 16 6 4 1 11823 2 607 80 >99,9
Bezi

idrar Kesesi 12 4 4 0 7070 3 273 100 >99,9

Gogus 16 3 3 0 13439 7 479 100 99,9
Kolon 1 6 5 0 8720 2 133 100 >99,9
Karaciger 13 3 3 0 7984 1 59 100  >99,9
Yumurtalik 13 7 7 0 10581 1 724 100 >99,99

Pankreas 17 7 7 0 11929 12 489 100 99,9
Tiroid 1 3 3 0 7429 1 652 100 >99,9
Toplam 109 39 36 1 78975 29 3416 97,3 >99,9

Tekrarlanabilirlik

MiSeqDx cihazinin, FFPE numunelerinden ekstrakte edilmis DNA ile tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in iki calisma yapilmistir.
Calisma 1, birden fazla cihaz kullanmistir. Calisma 2, birden fazla tesis igermistir.

Calisma 1

MiSeqDx cihazinin tekrarlanabilirligi, iki cihaz ve iki egitimli operator kullanarak toplam sekiz calistirmayla belirlenmistir. Temsili test,
amplikon genomik i¢erigi, numuneler ve referans yontemler yukaridaki dogruluk ¢galismasi 1'de agiklananlar ile aynidir. Aramanin cihazlar
arasinda tekrarlanabilir oldugunu géstermek icin sonuglar her cihaz i¢cin amplikon bazinda sunulmustur Tablo 17. Dogru arama yizdesi
hatali arama ve no call'lari (varyant arama igin bir veya daha fazla filtre karsilamayan) igermektedir. Cihazlar, belirliamplikona baglh olarak
benzer sayida no call Uretmistir. MiSeqDx 1 i¢in Platinum Genomes referans standardiyla tanimlanan sekilde kendinden emin bir bdlge
icinde tek bir yanls arama gozlenmistir. Yanlis arama 55892599 ila 55892687 pozisyonlarinda amplikon 64'te kromozom 10°u sorgulayan
bir insersiyon varyantinin yanlis pozitif aramasidir. Amplikonun dinlkleotid tekrari 11 olmustur.
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Tablo 17 MiSeqDx Cihaziigin Cihazdan Cihaza Tekrarlanabilirlik Calismasi Sonuglari (Amplikon diizeyinde)

Amplikon

[©>RRENG) BN

10

12
13

15
16

17

18

Kromozom

N TN NN NN

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

93
79

91
92
81
70

88

90

80

85

75

88
87

91

93
73

93

83

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

93
79

91
92
81
70

88

90

80

81

75

88
87

91

93
73

93

83

Amplikon Genomik
igerigi

insersiyon/Delesyon

PolyA (5), PolyC (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyG (5)

PolyT (10)
insersiyon/delesyon

PolyA (5), CT(3),
TAA(3),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (8)
PolyT (5)

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

AT(3),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil

GC igerigi

0,22
0,38

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

0,27

0,28

0,38

0,65

0,35

0,42
0,31

0,3

0,43
0,42

0,27

0,43

Toplam Dogru
Aramalar

5580
4740

5448
5518
4858
4200

5279

5400

4800

4859

4468

5280
521

5453

5579
4378

5396

4980

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0
0

o o o o

o o/ o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

0
0

12

40

43

184

Toplam Dogru
Aramalar

5580
4740

5453
5518
4860
4200

5279

5400

4800

4859

4468

5280
5214

5449

5579
4379

5396

4980

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o

o o o | o

o o/ o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

0
0

o O N

40

40

"

184
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Amplikon

19

20

21
22
23

24
25

26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

38

Kromozom

(2 BRI, BN BN |

o o o g gy

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

70

88

75
78
97

78
66

71
62

78
84
64
83

67
91
75
102
92
100

98

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

70

88

74
78
97

78
62

69
62

75
84
64
83

67
91
75
102
92
94

98

Amplikon Genomik
icerigi

CT(3),
insersiyon/delesyon

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

insersiyon/Delesyon
PolyA (6)

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

Gegerli Degil

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)

PolyA (7),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
GT(3), CCA(3)
Gegerli Degil

PolyA (6),
insersiyon/delesyon

PolyT (5)
CT(4), AG(3)
insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

GCT(5),
insersiyon/delesyon

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

GC igerigi

0,49

0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78

0,62

0,39
0,3

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

0,55

Toplam Dogru
Aramalar

4193

5220

4432
4676
5820

4679
3720

4140
3676

3368
5040
3840
4979

4020
5460
4498
6120
5520
5532

5820

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o

o o o o

o o/ o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

7

120

45

1132

o o o o o

108

60

Toplam Dogru
Aramalar

4194

5220

4432
4676
5820

4677
3720

4140
3671

3485
5040
3840
4980

4020
5460
4500
6120
5520
5532

5820

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o

o o o o

o o/ o o o o

Toplam

No Call

Sayisi
6

120

51

1015

108

60
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Amplikon

39
40
11

42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

Kromozom

o

N N N NN o

0 00 NN

© © © © © o

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

95
86
95

91
73
88
87
85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

95
86
94

91
73
88
87
85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

Amplikon Genomik
icerigi

insersiyon/Delesyon
PolyC (6)

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (5)
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyA (7), AG(4)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyG (6), PolyC (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

PolyG (7), CTC(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
AT(3)

PolyC (6),
insersiyon/delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

GC igerigi

0,53
0,7
0,61

0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62

0,71

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

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

0,47

MiSeqDx 1
Toplam
Topl g
oplam Dogru Hatall
Aramalar
Aramalar
5697 0
5159 0
5638 0
5460 0
4380 0
5279 0
5184 0
5100 0
5398 0
5460 0
3960 0
5580 0
4980 0
5219 0
4020 0
5879 0
3894 0
5760 0
4973 0
5817 0
4679 0

Toplam
No Call
Sayisi

3
1
2

121

-

w N o o

Toplam Dogru
Aramalar
5698
5160
5638

5460
4380
5276
5181
5100
5399

5459

3960
5579
4980
5220

4020
5880
3895
5760
4978
5818

4680

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o o o/ o o o o o

o o o o

o o/ o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

2
0
2

120

N N O 01 O O
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Amplikon

60
61
62
63
64

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

77
78

79
80
81
82
83

Kromozom

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

98
79
90
95
89

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

85
84

93
81
71
95
73

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

91
79
90
95
88

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

85
84

93
81
71
95
73

Amplikon Genomik
icerigi

GC(3)
PolyT (5)
PolyA (5), PolyT (5)
insersiyon/Delesyon

AC(11),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyA (5)
Gegerli Degil
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon

Poly A (5), CA(3),
insersiyon/delesyon

GA(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

PolyA (7), AC(4)
Gegerli Degil
PolyA (6)
PolyG (5)
Gegerli Degil

GC igerigi

0,87
0,3
0,2

0,35

0,42

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

0,52
0,52

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

MiSeqDx 1

Toplam Dogru
Aramalar
450
4740
5400
5699
5157

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

5100
5040

5577
4860
4260
5605
4380

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o o o

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

o o

o o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

5010
0
0
1
276

= N O O o

o o o o

Toplam Dogru
Aramalar
632
4740
5400
5699
5153

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

5100
5038

5573
4860
4260
5605
4379

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

NSO O o o

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

o o

o o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

4828
0
0
1
273

- O o o

O O N O N
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Amplikon

84

85
86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

Kromozom

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

89

89
77
67
83
73

81
91
66
94
98
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

88

89
77
67
83
72

81
91
66
94
96
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

Amplikon Genomik
icerigi

PolyA (5), PolyT (7),
PolyA (7),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon
GA(3), TA(3)
Gegerli Degil

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyA (5)
insersiyon/Delesyon
PolyC (5)
insersiyon/Delesyon

PolyG (5),
insersiyon/delesyon

PolyT (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
PolyC (5)
TA(3)

PolyC (5)

PolyT (5),
insersiyon/delesyon

GC igerigi

0,22

0,49
0,39
0,39
0,25
0,19

0,38
0,35
0,41
0,62
0,45
0,25
0,68

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

Toplam Dogru
Aramalar

5220

5340
4620
4020
4980
4173

4860
5459
3900
5637
5760
4079
5475

5699
4260
5460
4200
3780
5700
5220
6238
5443

MiSeqDx 1

Toplam
Hatali
Aramalar

0

o o oo o

O o o/lo o o o

O O o o o o oo o

Toplam
No Call
Sayisi

60

o o o o

147

105

-

w o o/lo o o o

Toplam Dogru
Aramalar

5220

5340
4620
4020
4980
4173

4860
5460
3900
5637
5760
4078
5487

5700
4260
5460
4200
780
5700
5220
6238
5444

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o o oo o

O o o/lo o o o

O o o o o o oo o

Toplam
No Call
Sayisi

60

o o o o

147

w o o/lo o o o o

-
o
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Amplikon

106
107

108
109
110
m

112
113

14
115
116
7
118
119
120

121

122

123
124
125

Kromozom

17
17

17
17
17
17

17
17

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

89
87

91
93
91
84

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

89
87

91
93
89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74

Amplikon Genomik
icerigi

GC(3)

PolyC (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)

Poly A (13),
insersiyon/delesyon
(x2)

PolyA (5)

PolyA (7), AT(3),
AT(4), AT(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
PolyT (7)
GAG(3)
GA(3)
Gegerli Degil
PolyA (6), TG(3)

PolyA (5),
insersiyon/delesyon

CTC(3),
insersiyon/delesyon

CT(3),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil

GC igerigi

0,64
0,67

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

0,34
0,26

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

0,47

0,45

0,48
0,59
0,68

MiSeqDx 1
Toplam
Topl g
oplam Dogru Hatall
Aramalar
Aramalar
5251 0
5212 0
5459 0
5580 0
5340 0
4860 0
5459 0
5460 0
4699 0
5153 0
5039 0
4020 0
5460 0
4132 0
4475 0
4860 0
5098 0
3900 0
5926 0
4440 0

Toplam
No Call
Sayisi

89
8

60

41

-

o O O

14

Toplam Dogru
Aramalar
5339
5212

5459
5580
5340
4860

5459
5460

4700
5156
5039
4020
5460
4131
4480

4860

5098

3900
5924
4438

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o

o o o o

OO o/ o o o o o

Toplam
No Call
Sayisi

1
8

60

16
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Amplikon

126
127
128
129
130

131
132
133
134
135
136
137

138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

Kromozom

20
20
20
20

20
20
20
20
21
21
21

21

Analiz Edilen
Fragman Boyutu

70
94
82
76
70

101
67
91
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65
91

Guvenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

70
94
82
76
70

101
67
88
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikon Genomik
icerigi

Gegerli Degil
Gegerli Degil
AC(3)
CT(3)

GT(3), TG(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyG (6)
insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
PolyT (6), CA(3)

GT(3),
insersiyon/delesyon

PolyA (6), AG(3),
insersiyon/delesyon

PolyT (5), PolyA (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
PolyT (5)
PolyC (5)
Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil

GC igerigi

0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

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

0,32

0,5
0,63
0,68
0,46
0,6
0,66
0,26
0,62
0,52
0,55
0,48

MiSeqDx 1

Toplam Dogru
Aramalar
4199
5640
4920
4559
4200

6060
4020
5277
5218
3959
5880
5220

4119

5399
5998
5819
5818
5940
5519
4139
4136
4260

Toplam
Hatali
Aramalar

0

0
0
0
0

O o o/lo o o o

o

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

Toplam
No Call
Sayisi

1
1
0

a ol N -

-

o o o »

Toplam Dogru
Aramalar
4200
5638
4920
4558
4200

6060
4020
5274
5218
3957
5880
5220

4113

5399
5997
5819
5816
5940
5519
4140
4137
4260

MiSeqDx 2

Toplam Hatali
Aramalar

o o oo o

O o o/lo o o o

o

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

Toplam
No Call
Sayisi

0

N O

- o »

O O o w o
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[v9)
@
]
Mi Dx 1 Mi Dx 2
Z . . Guvenilir . . Seqbx iSeabx
[e) . Analiz Edilen . . Amplikon Genomik S
R Amplikon Kromozom Bolgelerdeki s GC Igerigi
N Fragman Boyutu Icerigi
8 Beziar Toplam Dogru Toplam  Toplam Toplam Dogru  Toplam Hatali Toplam
= P d Hatali No Call P J P No Call
o Aramalar Aramalar Aramalar
8 Aramalar  Sayisi Sayisi
—_—
© 150 Y 71 0 PolyA (5) 0,37 0 0 0 0 0 0
<
(@}
N

Tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari varyant frekansi kullanarak operator bazinda analiz edilmistir Tablo 18. Bu analiz, varyant
frekanslarinin operatorler arasinda tutarl oldugunu gdéstermistir. Ortalama varyant frekanslari (+/- 1 standart sapma) gosterilmistir.

Tablo 18 MiSeqDx Cihaziigin Operatdrden Operatdre Sonuglar

Varyant Benzersiz  Toplam Analiz Edilen  Toplam Analiz Edilen Ortalama (SS) Ortalama (SS) Raporlanan
Frekansi Varyant Varyant Sayisi Varyant Sayisi Raporlanan Varyant Varyant Frekansi
Araligi Sayisi Operator 1 Operator 2 Frekansi Operator 1 Operator 2
Yiksek 1112 1072 1072 0,96 +/- 0,05 0,96 +/- 0,05
frekans

(~%100)

Orta 3240 3151 3161 0,49 +/- 0,04 0,49 +/- 0,04
frekans

(~%50)

Dusuk 620 618 612 0,05 +/- 0,01 0,05 +/- 0,01
frekans

(%3-7)

Her numune igin tekrarlanabilirlik galismasi sonuglari, tim sekiz galistirmadan birlestirilmis sekilde gdsterilmistir Tablo 19. Saptama, her
bir varyant tlru igin ayri ayri degerlendirilir— SNV’ler, insersiyonlar ve delesyonlar ayri ayri. Referans verilen konumlar harig tutulur. Bu
analiz, varyantlar igin sonuglarin numuneler arasinda tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.

€9
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Tablo 19 Numune Basina MiSeqDx Cihazi Baz Arama Sonuglarinin Uyumu

SNV'ler insersiyonlar Delesyonlar

Toplam Toplam Toplam Toplam Toplam Toplam Toplam Toplam Toplam
Numune ;:Sllam TPp FPp FNp ;:;'am TPp IF:P FNIo ;:;),Iam TPp FPp FNp

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

TFrekansi %20'nin Ustiinde olan varyantlar.
2Frekansi %20'nin altinda olan varyant.

Bu tekrarlanabilirlik galismasinda 8 ¢alistirma tarafindan saglanan veriler, MiSeqDx cihazinin tutarl bir sekilde asagidakileri
sekanslayabildigi iddiasini desteklemektedir:

GCigerigi = %19 (%19 GC igerikli 120 sekanslanan amplikondan 120’sinde tim aranan bazlar dogru aranmistir, no-call orani %3,4
olmustur)

GCigerigi = %73 (%73 GC igerikli 120 sekanslanan amplikondan 120’sinde tlim aranan bazlar dogru aranmistir, no-call orani %0,1
olmustur)

PolyA uzunluklari = 8 (PolyA = 8 iceren 120 sekanslanan amplikondan 120’sinde 8 niikleotidin PolyA tekrari dogru aranmistir)
PolyT uzunluklari =10 (PolyT =10 igeren 120 sekanslanan amplikondan 120’sinde 10 nikleotidin PolyT tekrari dogru aranmistir)
PolyG uzunluklari = 6 (PolyG = 6 igeren 720 sekanslanan amplikondan 720’sinde 6 nukleotidin PolyG tekrari dodru aranmistir)

PolyC uzunluklari = 6 (PolyC = 6 igeren 360 sekanslanan amplikondan 359'unda 6 nukleotidin PolyC tekrari dogru aranmistir, 1
no-call olmustur)
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* Dinlkleotid tekrar uzunluklar = 4x (4x dintikleotid tekrari olan 600 sekanslanan amplikondan 600’linde tiim aranan bazlar dogru
aranmistir, no-call orani %0,4 olmustur)

* Trinlkleotid tekrar uzunluklari = 5x (5x trintkleotid tekrari olan 120 sekanslanan amplikondan 120’sinde tim aranan bazlar dogru
aranmistir, no-call orani %1,9 olmustur)

* 24 veyadahaaz bazinsersiyonu ve 25 veya daha az baz delesyonu
— 120 numunenin 120’sinde 24-baz insersiyonu dogru aranmistir

— 184 numunenin 182’sinde 25-baz delesyonu dogru aranmistir ve 2 numunede no-call olarak raporlanmistir

Calisma 2

Dogruluk galismasi 2°'de agiklanan temsili iki gen testinin Ug harici test tesisi (tesis basina iki operator), bir reaktif lotu ve ardisik olmayan
uc test glini boyunca tekrarlanabilirligini dederlendirmek igin harici bir galisma yapilmistir. Test, FFPE klinik numunelerinden veya hicre
hatlarindan alinan genomik DNA numunelerinin iyi karakterize edilmis alti numune paneli ile gergeklestirilimistir. Her panelde 10 lye
olacak sekilde toplamda panellerde 60 lGye bulunmustur.

60 panel Uyesi, dort benzersiz yabani tip (panel mutasyonlari igin) numunenin ikili kopyalarindan, hem yiksek hem de diisiik mutasyon
frekans dlizeylerinde hazirlanmis 12 benzersiz mutant numuneden (tek mutasyonlu) ve sadece disuk mutasyon frekans diizeyinde
hazirlanmis iki benzersiz mutant numuneden (tek mutasyonlu) olusmustur. Tim sonuglar gegerliyse her benzersiz numune/mutasyon
frekans dlizeyi numunesi (her galistirmada iki kopya halinde test edilmistir) 36 olasi sonuca (2 tekrar x 2 operator x 3 glin x 3 tesis) sahip
olmustur.

TUm pozitif ve negatif varyantlardaki Beklenen Arama Yizdesi (PEC), her numunede temsili test sonucunun, beklenen mutasyon sonucu
(beklenen mutasyon saptandi veya saptanmadi) ile karsilastiriimasiyla degerlendirilmistir. PEC, beklenen arama sayisinin, denenen
arama sayisina béliinmesiyle elde edilen degerin %100 kati olarak hesaplanir. iki tarafli %95 giiven araligi Wilson skor yéntemi kullanilarak
hesaplanir.

Tesisleri birlestirince, numunenin ilk galistirmasinda veya ilk gegiste gegerli olan ¢alistirmalarda test edilen numunelerde numune gegis
oranlarl = %94,7 olmustur. Tim mutant numunelerde mutasyon diizeyinde PEC %99,6 olmustur (905/909) (%95 GA; 98,9, 99,8). TUm
gegerli numuneler igin 56 panel mutasyonunun tamaminda (saptanan bir mutasyonun beklenip beklenmediginden badimsiz olarak)
denenen arama sayisl 58.856 (56 x 1051) olmustur. Bu 58.856 mutasyon dlizeyinde gdzlemden, gézlemlenen ve beklenen sonuglarin
uyumsuz oldugu sadece alti olay olmustur. Tim mutant ve yabani tip panel lyelerinden elde edilen tim pozitif ve negatif varyantlarda
mutasyon dlizeyinde PEC %99,99 (58.850/58.856) olmustur.
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Analitik Duyarliik (Kor Siniri (LoB) ve Saptama Siniri (LoD))

Bu galismada, test esigi dogrulanmis ve temsili bir panel ile MiSegDx i¢in Saptama Siniri (LoD) belirlenmistir. Kisaca, iyi karakterize
edilmis Platinum Genome hiicre hatlari GM12878 ve GM12877 formalinle fikse edilip parafine gomulimus ve ardindan DNA ekstrakte
edilmistir. GM12878, yetmis varyantin (52 SNV, dokuz insersiyon ve dokuz delesyon) varyant frekanslari 0,05’e yakin olacak sekilde
GM12877 ile seyreltiimistir. iki DNA numunesi, toplam 10 MiSeqDx sekanslama ¢alistirmasi igin iki cihaz ve iki reaktif lotu kullanilarak iki
operator tarafindan test edilmistir. Bu, her reaktif lotu icin GM12878'deki her varyant igin 40 kopya ve GM12877'de karsilik gelen her
yabani tip koordinatii¢in 60 kopya ile sonu¢lanmistir. LoB ve LoD, parametrik olmayan se¢enek kullanilarak CLSI EP17-A2'de belirtilen
klasik yaklasim ile hesaplanmistir. LoB ve LoD, belirli bir varyant tirU igin varyant frekanslari bir araya getirilerek SNV’ler, insersiyonlar ve
delesyonlar icin ayri ayri hesaplanmistir. Tip | hata 0,01 olarak tanimlanmistir ve tip Il hata 0,05 olarak tanimlanmistir.

LoB igin, havuzlanmis varyant frekanslari en dislikten en yiksege dogru siralanmis ve her varyant tirinin her reaktif lotu igin 99. sira
konumu hesaplanmistir (Tablo 20). MiSeqDx yazilimi, varyantlarin kalitatif saptamasini belirlemek igin 0,026 varyant frekansinda bir esik
(etkin LoB) kullanir. Hesaplanan kor sinirlari bu esigin 0,07den fazla olmayan bir tip | hatasi ile sonuglandigini dogrulamistir.

Tablo 20 Kor Siniri

Varyant Tiri Toplam Varyant Frekansi Sayisi LoB Reaktif Lotu 1 (%) LoB Reaktif Lotu 2 (%)
SNV 3120 0,87 0,75
insersiyon 540 0,79 0,60
Delesyon 540 0,96 0,84

LoD igin 0,026 esiginin altina diisen her varyant tlrinin her reaktif lotu igin minferit mutasyon frekansinin ylizdesi hesaplanmistir (Tablo
21). Yuzdeler %5 (0,05) tip Il hatasindan daha duslk olduklariigin birlestirilmis varyant frekanslarinin medyani LoD olarak hesaplanmistir
(Tablo 21). Her varyant turl i¢in LoD olarak, iki reaktif lotu i¢in hesaplanmis iki dederden biylk olani alinmistir; SNV'ler igin %5,45,
insersiyonlarigin %4,88 ve delesyonlar igin %5,44.
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Tablo 21 Saptama Siniri

Reaktif Lotu Varyant Toplam Varyant VF Olgiimlerinin Sayisi  VF Olgiimlerinin Yiizdesi  Saptama
Turi Frekansi Sayisi < %2,6 < %2,6 Siniri (%)

1 SNV 2080 4 0,20 5,45
insersiyon 360 0 0,00 4,86
Delesyon 360 2 0,60 5,44

2 SNV 2080 26 1,30 5,44
insersiyon 360 0 0,00 4,88
Delesyon 360 0 0,00 5,24

Asadidaki galismalar, klinik olarak anlamli iki kanser geninde 56 mutasyonu hedefleyen baska bir temsili testle MiSeqDx'in performans
Ozelliklerini gostermektedir (Mutasyon paneli). Mutasyon paneli, klinik olarak anlamli iki kanser genindeki 56 mutasyonu spesifik olarak
saptamak i¢in tasarlanmistir (Gen 1 ve Gen 2). Test, sekanslanmis her numunede 56 mutasyonun her birinin varligini veya yoklugunu ayni
anda belirler. Bu ¢alismalar icin referans yontem ¢ift yonli Sanger sekanslamasiydi.

Lottan Lota Kesinlik

MiSeqgDx cihazinin performansini Uretilmis reaktif kit lotlari (numune kalifikasyonu, kitaplik hazirlama ve sekanslama reaktiflerinden
olusan) boyunca dederlendirmek igin, numune kalifikasyon gereksinimlerini karsilayan bes harmanlanmis FFPE numunesinden olusan bir
paneli kullanan temsili iki gen testi kullanilarak bir lottan lota kesinlik galismasi gerceklestirilmistir. Her FFPE numunesi iki benzersiz
mutasyon igermistir: bir tane disuk (yaklasik %8) mutasyon frekans diizeyinde ve bir tane yliksek (yaklasik %14) mutasyon frekans
diizeyinde. Ug reaktif kit lotu ile ardisik olmayan {i¢ giin boyunca bes numune karisiminin her birinin on iki (12) gézlemi toplanmistir.
Calisma igin tim reaktif lotlarinda toplam g&zlem sayisi, tim numune karisimlari boyunca 180 gdzlem ve tim mutasyon frekans dizeyleri
boyunca 360 gdzlem olmustur. Tim lot ve glinler boyunca, gézlemlerin %$99,7’si (359/360) beklenen mutasyon sonucunu gdstermistir.
Bir diisuk frekans mutasyonu yanliglikla yabani tip olarak aranmistir. Sistemin degiskenligini tahmin etmek igin,mutasyonlar/mutasyon
frekans dlizeylerinin her birii¢in bir varyans bilesen analizi gergeklestirilmistir. Toplam standart sapma 0,011 ile 0,029 arasinda olmustur.
Toplam standart sapmanin reaktif lotu bileseni 0 ile 0,015 arasinda olmustur.
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