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NextSeq ™ 550Dx Cihazi

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
YALNIZCA DISA AKTARIM iGiN

Katalog No 20005715

Kullanim Amaci

NextSeq 550Dx cihazi, in vitro tani testleri ile birlikte kullanildiginda DNA kitapliklarini sekanslamak (izere
tasarlanmistir. NextSeq 550Dx cihazi spesifik olarak tescilli, sertifikall veya onayli in vitro tani reaktifleri ve analitik
yazilim ile kullanim igindir.

Prosediir iIkeleri

llNlumina NextSeq 550Dx cihazi, in vitro tani testleri ile DNA kitapliklanni sekanslamak Uzere tasarlanmistir ve

klinik laboratuvarda gerceklestirilen in vitro tani prosedurlerinin kullanimi konusunda egitim almisg, nitelikli ve egitimli
klinik laboratuvar personeli tarafindan kullaniimasi amaclanmistir. NextSeq 550Dx girdi icin, numune dizinlerinin ve
yakalama sekanslarinin amplifiye hedeflere eklendigi, DNA'dan olusturulan kitapliklar kullanir. Numune kitapliklan bir
akis hlicresinde yakalanir ve sentezle sekanslama (SBS) kimyasiyla cihaz lzerinde sekanslanir. SBS kimyasi,
blylyen DNA zincirlerine kaynastikca floresan etiketlemeli tek niikleotid bazlarini saptamak i¢in dontsturilebilir
terminator yontemini kullanir. Real-Time Analysis (RTA) yazilimi gérintl analizi ve baz aramayi gerceklestirir ve her
bir sekanslama déngusu icin her baza bir kalite skoru atar. Birincil analiz sona erdiginde, baz aramalar islemek Uzere
cihaz Uzerinde ikincil analiz yUrGtllebilir. NextSeq 550Dx is akisina bagli olarak farkl ikincil analiz moddilleri kullanir.
Germline veya Somatic Variant Module igin, islemeye cogullama ¢cézme, FASTQ dosyasi olusturma, hizalama,
varyant arama ve varyant arama bicimi (VCF ve gVCF) dosyalarini olusturma dahildir. VCF ve gVCF dosyalar,

bir referans genomdaki spesifik konumlarda bulunan varyanlara iligkin bilgileri icerir.

Cift Onyiikleme Yapilandirmasi

NextSeq 550Dx, cihazin tani (Dx) veya sadece arastirma kullanimi (RUO) modunda kullanilabilmesini saglamak Uzere
cift dnylkleme yapilandirmasi icerir. Germline ve Somatic Variant Module dahil olmak {zere in vitro tani sekanslama
testleri tani modunda yUrGtdlir. Tani modunda yalnizca IVD sekanslama reaktifleri kullanilabilir. NextSeq 550Dx
cihazina iligkin performans 6zellikleri ve prosedUr kisitlamalan Germline ve Somatic Variant Module'lerin tani
modunda kullaniimasiyla belirlenmistir.

Prosedur Kisitlamalari

1 In Vitro tani amagl kullanim igindir.

2 Germline ve Somatic Variant Module, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) veya NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) ile birlikte kullanildiginda asagidakileri sunma kapasitesine
sahiptir:

Sekanslama ¢iktisi = 90 gigabaz (Gb)
Okuma uzunlugu (Gift sonlu ¢alistirmada) 2 x 150 baz gifti (bp)

2 x 150 bp okuma uzunlugunda = %75 Q30'a esit veya daha yiiksek olan bazlar
Bazlarin %75'i veya daha fazlasi Phred dlceginde > 30 kalite skoruna sahiptir ve bu, %99,9'dan yliksek baz
arama dogrulugu anlamina gelir
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igerik uzunlugunun > 25 bp oldugu insersiyon/delesyonlar (insersiyonlar, delesyonlar veya kombinasyonlar) iceren
okumalar, test yazilimi tarafindan hizalanmaz. Sonug olarak > 25 bp uzunlugundaki ekleme/cikarmalar test yazilimi
tarafindan saptanamaz.

Test yazilimi, amplikon okumalarini ug varyant igerigi ile hizalamayabilir ve bu durum, bdélgenin yabani tip olarak
raporlanmasina neden olabilir. Bu tir ug igerikler sunlan igerir:

Ucten fazla insersiyon/delesyon iceren okumalar

Toplam amplikon hedef uzunlugunun > %4'l kadar tek nikleotid varyanti (SNV) icerigi bulunan en az 30 bp
uzunlugundaki okumalar (prob bdlgeleri harig)

Toplam amplikon uzunlugunun > %10'u kadar SNV icerigi bulunan < 30 bp uzunlugundaki okumalar (prob
bdlgeleri dahil)
Coklu nikleotid varyantlan (MNV) ve blyilk insersiyon/delesyonlar dahil olmak tzere biytk varyantlar, ¢ikti VCF
dosyasinda ayri ayri daha kigUk varyantlar olarak raporlanabilir.
Delesyon uzunlugu bolinmis amplikonlarin arasindaki Ust Uste gelen kissimdan blyik veya bu kisma esitse iki
bélinmis amplikon yayilirken delesyon varyantlarn filtrelenebilir veya kagirlabilir.
insersiyon/delesyon dogrudan bir primerin bitisiginde meydana gelirse ve st Uiste gelen bir amplikon yoksa sistem
insersiyon/delesyonlar saptayamaz. Ust Uiste gelen amplikonlann bulundugu bélgelerde, st tiste gelme bélgesi
saptanacak delesyon boyutundan kiigiik oldugunda test delesyonlar saptayamaz. Ornegin, iki bitisik amplikon
arasindaki Ust Uste gelme iki bazsa test bu bazlarin her ikisini iceren hicbir delesyonu saptayamaz. Bu bazlardan
birinde meydana gelen tek baz delesyonu ise saptanabilir.
Tum hibridizasyon temelli kitaplik hazirlama is akislarinda oldugu gibi oligoniikleotid baglama bdlgelerindeki altta
yatan polimorfizmler, mutasyonlar, insersiyonlar veya delesyonlar alellerin problanmasini ve sekanslama sirasinda
yapilan aramalan etkileyebilir. Ornegin:

Primer bdlgesinde varyant iceren fazdaki bir varyant, amplifiye edilmeyebilir ve bdylece yalanci negatif sonug
elde edilebilir.

Primer bdlgesindeki varyantlar referans alelin amplifikasyonunu engelleyebilir ve béylece hatali homozigot
varyant aramasi elde edilebilir.

Primer bdlgesindeki 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.
Kugik MNV'ler dogrulanmamistir ve yalnizca Somatic Variant Module'de raporlanir.
Delesyonlar VCF'de, VCF bigimine gore dnceki bazin koordinatinda raporlanir. Dolayisiyla, bagimsiz bir baz
aramay! homozigot referans olarak raporlamadan dnce bitisik varyantlarn degerlendirin.
Germ hattina 6zgu kisitlamalar:

NextSeq 550Dx igin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Modulinid kullanan NextSeq 550Dx, germ hatti
varyant aramalari igin kalitatif sonuglar sunmak Uzere tasarlanmistir (6r. homozigot, heterozigot, yabani tip).

Germline Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi i¢in gereken amplikon basina
minimum kapsam 150x seklindedir. Sonug olarak 150 destekleyici DNA parcasi gereklidir ve bu, 300 adet Ust
Uste gelen ¢ift sonlu okumaya esdegerdir. Numune sayisi ve hedeflenen toplam baz sayisi kapsami etkiler.
GC icerigi ve diger genom icerigi, kapsami etkileyebilir.

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

Belirli tekrarli baglamlardaki varyantlar VCF dosyalarinda hari¢ tutulacak sekilde filtrelenir. RMxN tekrar filtresi,
varyant sekansinin tamami veya bir kismi varyant pozisyonuna bitisik referans genomda tekrarli olarak
mevcutsa varyantlari filtrelemek icin kullanilir. Germ hatti varyant aramasinda, bir varyantin filtrelenmesi igin

referansta en az dokuz tekrar olmasi gerekir. Yalnizca en fazla 5 bp uzunlugundaki tekrarlar degerlendirilir
(R5x9).

Tek lokiste bir SNV ve insersiyon/delesyon olmasi yalnizca bir varyantin raporlanmasina yol agabilir.

13 Somatige 6zgu kisitlamalar:

NextSeq 550Dx igin Local Run Manager Somatik Varyant Modilind kullanan NextSeq 550Dx cihazi, somatik
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varyant aramasi igin kalitatif sonucglar sunmak Uzere tasarlanmistir (6r. 0,05 saptama siniri ile 0,026'dan yiksek
veya buna esit varyant frekansi iceren somatik varyantin bulunmasi).

Somatic Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi igin gereken amplikon basina
minimum kapsam, oligoniikleotid havuzu basina 450x seklindedir. Sonug olarak oligontikleotid havuzu basina
450 destekleyici DNA parcasi gereklidir ve bu, 900 adet Ust Uste gelen cift sonlu okumaya esdegerdir. Numune
sayisi ve hedeflenen toplam baz sayisi kapsami etkiler. GC igerigi ve diger genom igerigi, kapsami etkileyebilir.

Somatik varyant aramasinda, varyantin filtrelenmesi icin referansta en az alti tekrar olmasi gerekir ve yalnizca
en fazla 3 bp uzunlugundaki tekrarlar degerlendirilir (R3x6).

Somatic Variant Module, germ hatti ile somatik varyantlar ayirt edemez. Modilil, genis bir varyant frekansi
yelpazesinde varyantlan saptamak igin tasarlanmigtir ancak varyant frekansi somatik varyantlan germ hatti
varyantlarindan ayirmak i¢in kullanilamaz.

Numunedeki normal doku, varyantlann saptanmasini etkiler. Raporlanan saptama siniri, hem timoér
dokusundan hem de normal dokudan ekstrakte edilen toplam DNA'ya nispeten varyant frekansina baghdir.

Uriin Bilesenleri

1 NextSeq 550Dx cihazi (Katalog No 20005715)
2 Asagidakiler dahil olmak Gzere NextSeq 550Dx cihazinin yazihm bilesenleri:

Yazilim .
Isl Acikl

Uygulamasi eV gliidama

NextSeq 550Dx Cihaz NOS yazilim uygulamasi, sekanslama esnasinda cihazin ¢alismasini yonetir ve Real-Time

Operating calismasini Analysis (RTA) yazilimi tarafindan kullaniimak tzere goruntiler olusturur.

Software (NOS) denetler

Real-time Analysis Birincil analizi RTA yazilm uygulamasi, sekanslama c¢alistrmasinin her bir déngiisiinde her kutucuk icin NOS

Software (RTA) gerceklestirir tarafindan olusturulan gérintuleri, Local Run Manager analiz modiillerinin girdileri olan baz
arama dosyalarina donustirir. RTA yazilm uygulamasi bir kullanici arayiizi icermez.

Local Run Modul segimi Local Run Manager yazilimi kullanici ydnetimi, uygun analiz modiini segme ve durum izleme

Manager icin arayliz icin cihaz Uzerinde entegre bir ¢ézimdur.

Somatic Variant ikincil analizi Bu Local Run Manager analiz modiilii yaziimi, ikincil analiz yoluyla baz aramalari igler. isleme

Module gerceklestirir kapsaminda ¢cogullama ¢6zme, FASTQ dosyasi olusturma, hizalama, varyant arama ve
raporlama yer alir. Varyant arayici (Pisces), bir referans genomunda belirli konumlarda
bulunan varyantlar hakkinda bilgiler iceren VCF dosyalarini olusturur ve dlgiilen varyant
frekansiniigerir.

Germline Variant ikincil analizi Bu Local Run Manager analiz modiilii yazilimi, ikincil analiz yoluyla baz aramalari isler. isleme

Module gerceklestirir kapsaminda ¢ogullama ¢6zme, FASTQ dosyasi olusturma, hizalama, varyant arama ve
raporlama yer alir. Varyant arayici (Pisces), bir referans genomunda belirli konumlarda
bulunan varyantlar hakkinda bilgiler iceren VCF dosyalarini olusturur ve her varyanti
heterozigot veya homozigot olarak belirler.

Calisma Kosullari
Oge Spesifikasyon
Sicaklk | Laboratuvar sicakhiginin 19 °C - 25 °C (22 °C +3 °C) araliginda olmasini saglayin. Bu sicaklik, cihazin ¢calisma sicakligidir.
Calisma esnasinda ortam sicakligi degisiminin +2 °C'den daha fazla olmasina izin vermeyin.
Nem Yogunlagsmayan bagil nemin %20-80 olmasini saglayin.

Mayis 2022
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Ekipman ve Materyaller

Gereken ve Ayri Satilan Ekipman ve Materyaller

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles), Katalog No 20028870
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles), Katalog No 20028871

Gerekli EKipmanlar ve Materyaller, Temin Edilmeyen

Sekanslama Calistirmalari icin Kullanici Tarafindan Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri

Sarf Malzemesi Tedarikgi Amag

Alkollii mendiller, %70 izopropil VWR, katalogno 95041-714 Akig hucresini temizleme ve genel amacl
veya (veya esdegeri)

Etanol, %70 Genel laboratuvar tedarikgisi

Laboratuvar mendili, cok hav birakmayan VWR, katalog no 21905-026 Akis hucresini temizleme ve genel amacl

(veya esdegeri)

Cihaz Bakimi i¢in Kullanici Tarafindan Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri

Sarf Malzemesi Tedarikgi Amag
NaOCl, %5 Sigma-Aldrich, katalog no Calistrma sonrasi manuel ylkama ile cihazi yikama; %0,12'ye
(sodyum hipoklorit) 239305 seyreltilir.
(veya laboratuvar sinifi
esdegeri)
Tween 20 Sigma-Aldrich, katalog no Manuel ylkama secenekleri ile cihazi yikama; %0,05'e seyreltilir.
P7949
Su, laboratuvar sinifi Genel laboratuvar tedarikgisi Cihazi ylkama (manuel ylkama)
Hava filtresi lllumina, katalog no 20022240 Cihazin sogutma icin aldigi havayi temizleme

Laboratuvar Sinifi Su Yénergeleri

Cihaz proseddrlerini gerceklestirmek icin her zaman laboratuvar sinifi su veya deiyonize su kullanin. Hi¢bir durumda
musluk suyu kullanmayin. Asagidaki su siniflanni ya da esdegerlerini kullanin:

Deiyonize su
lllumina PW1

18 Megohm (MQ) su
Milli-Q su

Super-Q su

Molekduler biyoloji sinifi su

Uyarilar ve Tedbirler

DIKKAT Federal yasalar, bu cihazin kullanilmak ya da kullaniimasini siparis etmek (izere yalnizca hekimler ya da
faaliyet gosterdigi Eyalet kanunlarinca lisansli olan diger pratisyen hekimler tarafindan veya bu hekimlerin siparisi
Uzerine satilmasi yoninde kisitlama getirmektedir.
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NextSeq 550Dx cihazi ile birlikte kullaniimak lizere lllumina tarafindan saglanan bazi bilegenler
potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar icermektedir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gézle temasi halinde
kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine kargi géz korumasi, eldivenler ve laboratuvar
6nligl dahil olmak lizere koruyucu ekipman giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal atik olarak ele alin ve
gecerli bélgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. Ek gevre, saglik ve glivenlik bilgileri
icin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Givenlik Veri Sayfalarina (SDS) bakin.

Bu Urinle ilgili olarak ortaya ¢ikan tim ciddi olaylan derhal lllumina'ya ve kullanicinin ve hastanin bulundugu Uye
devletlerin Yetkili Makamlarina raporlayin.

TUm kan numunelerini insan immin yetmezlik virGsi (HIV), insan hepatit B virlst (HBV) ve diger kanla bulasan
patojen maddeleri bulastinciymis gibi tasiyin (evrensel tedbirler).

Belirtilen prosedurlerin uygulanmamasi hatali sonuglara veya numune kalitesinde belirgin azalmaya neden olabilir.
Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. Agzinizla pipetlemeyin. Belirlenmis ¢calisma alanlarinda yemek yemeyin,
icecek tiketmeyin veya sigara icmeyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini kullanirken tek kullanimlik eldiven takin ve
laboratuvar 6nligu giyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice yikayin.

PCR Urinlerinin reaktifleri, cihazlarn ve genomik DNA numunelerini kontamine etmesini énlemek igin uygun
laboratuvar uygulamalarnnin ve iyi diizeyde laboratuvar hijyeninin saglanmasi gerekir. PCR kontaminasyonu hatali ve
glivenilmez sonuglar elde edilmesine yol agabilir.

Kontaminasyonun éniine ge¢cmek icin pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda 6zel ekipmanlarin ve
sarf malzemelerinin bulundugundan emin olun (6r. pipetler, pipet uglan, 1si bloklar, vorteks cihazlarn ve santrifiijler).
Dizin-numune c¢ifti, yazdinlan plaka dizeni ile tam olarak eslesmelidir. Local Run Manager moddule girildiklerinde
numune adlanyla iligkili dizin primerlerini otomatik olarak doldurur. Kullanicinin sekanslama calistirmasini
baglatmadan &nce dizin primerlerinin numunelerle iligkilendirildigini dogrulamasi tavsiye edilir. Numune ile plaka
dizeni arasindaki uyusmazliklar, pozitif numune tanimlamasinin kaybina ve hatal sonug raporlamaya yol acar.
Bilgisayar virUslere karsi korumak igin kullanici tarafindan tedarik edilen bir anti-viris yaziiminin kurulmasi
kesinlikle tavsiye edilir. Kurulum talimatlan icin kullanici kilavuzuna bakin.

NextSeq 550Dx cihazini, herhangi bir paneli ¢cikanlmig sekilde ¢alistirmayin. Cihazin panelleri ¢cikanlmis sekilde
calistinimasi hat gerilimine ve DC gerilimlerine maruziyet olasiligina neden olur.

Akis hicresi bélmesindeki akis hiicresi asamasina dokunmayin. Bu bdlmedeki isitici 22 °C ile 95 °C arasinda ¢aligir
ve yaniklara neden olabilir.

Cihaz yaklasik 185 Ib agirhgindadir ve dislrilmesi ya da hatali sekilde tasinmasi durumunda ciddi yaralanmalara
neden olabilir.

Kullanim Talimatlari

Asagidaki kullanma talimatlar, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) veya NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanarak NextSeq 550Dx cihazinda tani modunda Germline ve Somatic
Variant Module't ¢calistirmaya yoneliktir.

Calistirma Bilgilerini Girme

Ayrintili talimatlar igin, NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 1000000009513) ve ilgili Local Run
Manager modul kilavuzuna bakin.

Parametreleri Ayarlama

y
2

3

Local Run Manager oturumu agin.

Create Run (Galistirma Olustur) segenegini ve ardindan Somatic Variant (Somatik Varyant) veya Germline
Variant (Germ Hatti Varyant) segenegini belirleyin.

Calistirmayi sekanslamadan analize kadar tanimlayan bir ¢alistirma adi girin.

Alfanumerik karakterler, bosluklar, alt cizgiler veya kesik cizgiler kullanin.

[istege bagl] Calistirmay tanimlamaya yardimci olmasi igin bir galistirma agiklamasi girin.

Alfanumerik karakterler, bosluklar, alt gizgiler veya kesik cizgiler kullanin.

Acllir listeden numune sayisi ve dizin kiimesini segin.

Sec¢im yaparken asagidakileri géz 6énlinde bulundurun.
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Acllir liste, bir dizin kiimesi ile birlikte numune sayilarini igerir. Ornegin, "24-Set 1" (24-Kiime 1) dizin kiimesi 1'den
dizinlerle birlikte test edilecek 24 numune oldugunu gosterir.

Dizin kimesi numaralar, farkl i5 ve i7 dizin ¢ifti kimelerine isaret eder. Kime 1 ve Kiime 2'nin her ikisi dizin
cesitliligi saglar. Tek bir kiimenin tikenmesini dnlemeye yardimci olmak adina iki dizin kimesi sunulur.

Test ettiginiz numune sayisina en yakin numune sayisini se¢in. Tam numune sayisi listede yoksa test ettiginiz
numune sayisindan az olacak sekilde en yakin sayiyl segin. Ornegin, 18 numune test etmek istiyorsaniz 16 numune
secin.

Dizin cesitliligi gerekliliklerini karsilayan énerilen numune kuyularn ve dizin kombinasyonlari yesil renkle vurgulanir.

Calistirma icin Belirtim Dosyalarini ice Aktarma

1 ige aktarmak istediginiz belirtimlerin erisilebilir bir ag konumunda veya bir USB siiriiciisiinde oldugundan emin
olun.

2 Import Manifests (Belirtimleri ice Aktar) 6gesini segin.

3 Belirtim dosyasina gidin ve eklemek istediginiz belirtimleri segin.

NOT Germline Variant veya Somatic Variant analysis module'in kullanildigi tim calistirmalar icin belirtim dosyalarini
kullanilabilir duruma getirmek icin Module Settings (Modul Ayarlan) 6zelligini kullanarak belirtimleri ekleyin. Bu 6zellik
icin yonetici kullanici diizeyinde izinler gereklidir. Daha fazla bilgi igin bkz. NextSeq 550Dx Instrument Referans
Kilavuzu (belge no 1000000009513).

Calistirma igin Numuneleri Belirleme
Seceneklerden birini ve sonrasinda gosterilen talimatlan uygulayarak ¢alistirma igin numuneleri belirtin.

Numuneleri manuel olarak girme —Create Run (Galistirma Olustur) ekranindaki bos tabloyu kullanin.

Numuneleri ice aktarma—Virgille aynimis degerler (*.csv) bigimindeki bir harici dosyaya gidin. Create Run
(Gahistirma Olustur) ekraninda indirmek icin bir sablon mevcuttur.

NumuneleriManuel Olarak Girme
1 Benzersiz bir numune adi (Somatic Variant analysis module) veya numune numarasi (Germline Variant
analysis module) girin.
Alfanumerik karakterler, kesik gizgiler veya alt cizgiler kullanin.
2 [Istege bagli] Poxzitif veya negatif kontrol numuneleri igin, sag tiklayin ve kontrol tiriini secin.
Bir numune kuyusundaki kontrol, diger havuzda karsilik gelen kuyuyu otomatik olarak ayni kontrol ile doldurur.
3 [istege bagli] Sample Description (Numune Agiklamasi) alanina bir numune agiklamasi girin.
Alfanumerik karakterler, kesik ¢izgiler veya alt gizgiler kullanin.
4 Index 1 (i7) (Dizin 1 [i7]) acilir listesinden bir Dizin 1 adaptoéri segin.
Onerilen numune kuyularini kullandiginizda yazihm, dizin cesitliligi gerekliliklerini karsilayan i7 ve i5 dizin
adaptorlerini otomatik olarak doldurur. Test ettiginiz tam numune sayisi listede yoksa ekstra kuyular i¢in dizin
adaptorleri sectiginizden emin olun.
5 Index 2 (i5) (Dizin 2 [i5]) acilir listesinden bir Dizin 2 adaptéri segin.
6 Manifest (Belirtim) acilir listesinden bir belirtim dosyasi segin.
Havuz A'daki numuneler Havuz B'deki numunelerden farkli bir belirtim gerektirir.
7  Plaka dizenini gortuntilemek, yazdirmak veya kitaplik hazirligi i¢in bir referans olarak kaydetmek icin bir secenek
belirleyin:
Plaka diizenini gorintilemek igin = Print (Yazdir) simgesini segin. Plaka dizenini yazdirmak igin Print (Yazdir)
secenegini belirleyin.
Numune bilgilerini harici dosyaya disa aktarmak i¢in Export (Disa Aktar) 6gesini segin.
8 Save Run (Galistirmayl Kaydet) 6gesini segin.
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Numuneleriice Aktarma
1 Import Samples (Numuneleri ige Aktar) segenegini belirleyin ve numune bilgileri dosyasinin konumuna gidin. ice
aktarabileceginiz iki tir dosya vardir.

Yeni bir plaka diizeni olusturmak icin Create Run (Galistirma Olustur) ekraninda Template (Sablon) 6gesini
secin. Sablon dosyasi ice aktarma icin dogru sttun basliklarini igerir. Calistirmadaki numuneler i¢in her siituna
numune bilgilerini girin. Kullanilmayan hiicrelerdeki 6rnek bilgileri silin ve ardindan dosyayi kaydedin.
Export (Disa Aktar) 6zelligi kullanilarak Germline Variant veya Somatic Variant module'den disa aktanimig
numune bilgileri dosyasini kullanin.

2 Plaka dizenini goriintilemek igin = Print (Yazdir) simgesini segin.

3 Kitapliklan hazirlama referansi olarak plaka dlizenini yazdirmak icin Print (Yazdir) 6gesini segin.

4 8ave Run (Galistirmay Kaydet) 6gesini segin.

Reaktif Kartusunu Hazirlama

Basanl bir sekanslama icin reaktif kartusu talimatlanna uydugunuzdan emin olun.
1 Reaktif kartusunu -25 °C ila -15 °C depodan ¢ikarin.

2 Reaktifleri ¢ozdirmek igin asagidaki ydntemlerden birini segin. Kartusu siviya batirmayin. Kartusun ¢ézdurilmesinin
ardindan sonraki adima gegmeden 6nce kartusu kurutun.

Sicaklik Cozdirme Siresi Stabilite Sinin
15 °C ila 30 °C su banyosu 60 dakika En fazla 6 saat
2°Cila8°C 7 saat En fazla 5 giin

NOT Ayni su banyosunda birden fazla kartusun buzu ¢ézdUrlllyorsa ¢cdzdlrme islemi icin ek sire taniyin.

3 Reaktifleri kanstirmak igin kartusu bes kez ters gevirin.

4 Reaktiflerin buzunun ¢ézdirtldtginden ve ¢okelti kalmadigindan emin olmak igin kartusun alt kismini inceleyin. En
blylk boyutlular ve ¢ézdirilmesi en uzun sirenler olduklarindan 29, 30, 31 ve 32 numarali konumlarin buzunun
¢OzdUrlldiguna teyit edin.

5 Hava kabarciklarni azaltmak icin nazik¢e tezgaha vurun.

En iyi sonuglar icin, dogrudan numuneyi yiklemeye ve galistirmayi ayarlamaya gegin.

Akis Hucresini Hazirlama

1 Yeni bir akis hiicresi kutusunu 2 °C ila 8 °C depodan cikarin.
2 Folyo ambalaji kutudan ¢ikarin ve 30 dakika slreyle oda sicakliginda bekletin.

Sekanslama icin Kitaplik Hazirlama

Kitapliklarinizi 1,3 mL yikleme hacmine densgirin ve seyreltin. Uygulamada yutkleme konsantrasyonu, kitaplk
hazirlama ve miktar tayini yontemlerine gére farklilik gdsterebilir. Numune kitapliklannin seyreltiimesi, oligontkleotid
havuzlannin karmagiklik dizeyine baglidir. Kitaplik seyreltme ve havuzlama dahil olmak Uzere sekanslama icin
numune kitapliklanni hazirlama talimatlan igin, ilgili kitaplik hazirlama kitinin Kullanim Talimatlan bdlimtne bakin.
NextSeq 550Dx cihazinda kime yogunlugunun optimize edilmesi gereklidir.

Reaktif Kartusuna Kitaplik YUkleme
1 Cok hav birakmayan bir mendil ile Load Library Here (Kitapligi Buraya Yikle) etiketli 10 numarali hazneyi
kaplayan folyo kapagi temizleyin.
2 Kapagi temiz bir 1 mL pipet ucu ile delin.

3 Hazirlanan kitapliklardan 1,3 mL’yi Load Library Here (Kitapligi Buraya Yiikle) etiketli 10 numarali hazneye
yukleyin. Kitaplklan dagitirken folyo kapaga dokunmayin.
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Sekil 1 Kitapliklar Yikleme

Sekanslama Calistirmasi Ayarlama

1

Local Run Manager yazilim parolaniz ile NextSeq 550Dx cihazinda oturum agin.

2 NOS yaziliminin Ana ekranindan Sequence (Sekans) segenegini belirleyin.
3 Listeden bir calistirma secin ve ardindan Next (Sonraki) 6gesini secin.
Belirtilen sirayla bir dizi calistirma kurulumu ekrani acgilir: Load Flow Cell (Akis Hicresi Ylkleme), Load Buffer
Cartridge (Tampon Kartusu Yikleme), Load Reagent Cartridge (Reaktif Kartusu Yikleme) ve Pre-Run check
(Calistirma Oncesi Denetim).
4 Load Flow Cell (Akis Hicresi Yukleme) ekrani gortintilendiginde, akis hlcresini temizleyin ve yukleyin.
Akis hicresini folyo ambalajdan ¢ikarin.
Seffaf plastik ¢ift geneli ambalaji agin ve akis hiicresini ¢ikarin.
Akis hiicresinin cam yizeyini hav birakmayan bir alkolll bezle temizleyin. Cami ¢ok hav birakmayan bir
laboratuvar mendili ile kurulayin
Akis hiicresinin cam ylizeyinin temiz oldugundan emin olun. Gerekirse temizlik adimini tekrarlayin.
Onceki bir calistirmada kullanilmis akis hiicresini gikarin.
Akis hicresini hizalama pimlerinin Gzerinden hizalayin ve akis hiicresini asamaya yerlestirin.
5 Load (Yikle) secenegini belirleyin.
Kapak otomatik olarak kapanir, ekranda akis hiicresi numarasi goérintilenir ve sensorler kontrol edilir.
6 Yazilim istemlerini uygulayarak kullanilmis reaktif sisesini bosaltin, NextSeq 550Dx tampon kartusunu ylkleyin ve
NextSeq 550Dx reaktif kartusunu yikleyin.
NextSeq 550Dx tampon ve reaktif kartuslan yiklendiginde yazihm RFID'yi okur ve kaydeder. Tampon ve reaktif
kartusu numaralan ekranda gortntilenir ve sensorler denetlenir.
7 Otomatik galigtirma 6ncesi denetimi tamamlandiginda Start (Baslat) segenegini belirleyin. (Otomatik olarak
baslatiimak lzere yapilandirimigsa gerekmez.)
8 GCalstirma basladiginda Sequencing (Sekanslama) ekrani agilir. Bu ekran, yogunluklar ve kalite skorlan (Q skorlari)
dahil olacak sekilde devam eden caligstirmanin gérsel anlatimini sunar.
Sonuclar

Real-Time Analysis (RTA), gorlntl analizi ve baz aramayi gergeklestiren ve her bir sekanslama déngusu icin her
baza bir kalite skoru atayan entegre bir yaziimdir. Birincil analiz tamamlandiginda NextSeq 550Dx cihazindaki
secilen Local Run Manager moduli otomatik olarak ikincil analizi baslatir. Burada agiklanan ikincil analiz islemleri
Germline ve Somatic Variant Module igin gegerlidir.

Cogullama Cézme

Cogullama ¢dzme, her Dizin Okumasi sekansini calistirma igin belirtilen dizin sekanslarn ile kiyaslar. Bu adim icin
herhangi bir kalite degeri dikkate alinmaz.
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Dizin okumalan asagidaki adimlar kullanilarak belirlenir:
Numuneler calistirma i¢in listelendikleri siralamaya gére 1'den baglayarak numaralandirilir.
Numune numarasi 0, bir numuneye atanmamis kimeler icin ayrnlmigtir.

Kimeler, dizin sekansi tam olarak eslestiginde veya Dizin Okumasi basina tek bir uyusmazlik oldugunda bir
numuneye atanir.

FASTQ Dosyasl Olusturma

Cogullama ¢dézme sonrasinda yazilim, sekanslan temsil etmek icin kullanilan bir metin bigimi olan FASTQ biciminde
ara analiz dosyalarn olusturur. FASTQ dosyalan her bir numune icin okumalan ve iligkili kalite skorlarini igerir.
Filtreden ge¢cmeyen kimeler hari¢ tutulur.

Her FASTQ dosyasi yalnizca bir numune icin okumalari icerir ve bu numunenin adi FASTQ dosya adinda yer alr.
Germline ve Somatic Variant Module'de, dérdii Okuma 1 ve dérdi Okuma 2'den olmak Uizere oligo havuzu basina
her numune icin sekiz FASTQ dosyasi olusturulur. Bu ¢iktiyla Germ Hatti ve Somatik icin sirasiyla toplam 8 ve 16
FASTQ dosyasi elde edilir. FASTQ dosyalan hizalama icin birincil girdidir.

Hizalama

Hizalama adiminda, bantli Smith-Waterman algoritmasi her numuneden kiimeleri belirtim dosyasinda belirlenmis
amplikon sekanslarina hizalar.

Bantli Smith-Waterman algoritmasi, iki sekans arasindaki benzer bdlgeleri belilemek icin yar global sekans
hizalamalan gerceklestirir. Buttin sekansi karsilastirmak yerine, Smith-Waterman algoritmasi tiim olasi uzunluklardaki
segmentleri karsilagtinr.

Her cift sonlu okuma, s6z konusu okuma icin ilgili prob sekanslarina gore hizalanmasi agisindan degerlendirilir.

Okuma 1, Akis Asagi Lokiise Ozgii Oligolarin (Downstream Locus-Specific Oligos — DLSO) reverse tamamlayicisina
gore degerlendirilir.

Okuma 2, Akis Yukar Lokise Ozgii Oligolara (Upstream Locus-Specific Oligos — ULSO) gére degerlendirilir.

Bir okumanin baslangici, en fazla bir uyusmazlikla bir prob sekansiyla eslesirse o sekans i¢cin okumanin tam
uzunlugu amplikon hedefine gore hizalanir.

Bir okumanin baslangici, en fazla g farkla (bastaki insersiyon/delesyonlardan kaynaklanan uyusmazliklar veya
kaymalar) bir prob sekansiyla eslesirse o sekans igin okumanin tam uzunlugu amplikon hedefine gére hizalanir.

DLSO ve ULSO igindeki insersiyon/delesyonlar test kimyasi dolayisiyla gézlemlenmez.
Hizalamalar, amplikon uzunluguna bagl olarak ilgili bélge veya tam amplikon lzerindeki uyusmazlik oranlarina dayali
olarak hizalama sonuglarindan filtrelenir. Filtrelenen hizalamalar, hizalama dosyalarina hizalanmamis olarak yazilir ve
varyant aramalannda kullaniimaz.

Varyant Arama
Varyant arayici Pisces, cihaz igin hazirlanmis kitapliklardan SNV ve insersiyon/delesyon varyant aramalan yapmak
icin tasarlanmigtir.

Raporlar ve Ek Cikti Dosyalari

Varyant analiz moddlleri, sekanslama derinligi ve varyant sayimi gibi metrikleri gdsteren PDF ve sekmeyle ayrnimig
(*.txt) raporlar olusturur. Moddller ayni zamanda varyant arama uygulamalan icin VCF ve genom Varyant Arama
Bicimi (QVCF) dosyalan gibi gikti dosyalan olusturur.

Kalite Kontrol Prosedurleri

NextSeq 550Dx yazilimi her calistirma, numune ve baz aramay kalite kontrol metriklerine gore degerlendirir. Ayrica
kitaplik hazirlamada pozitif ve negatif kontroller tavsiye edilir ve bunlarnn degerlendiriimesi gereklidir. Kontrolleri su
sekilde degerlendirir:
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Negatif Kontrol (§ablonsuz Kontrol) veya diger negatif kontrol— Beklenen sonucu olugturmalidir. Negatif
kontrol beklenenden farkh bir sonug¢ olusturursa numune izlemede olasi bir hata, dizinleme primerlerinin hatali
kaydi veya kontaminasyon meydana gelmistir.

Pozitif Kontrol Numunesi— Beklenen sonucu olusturmalidir. Pozitif kontrol beklenenden farkli bir sonug
olusturursa numune izlemede olasi bir hata veya dizinleme primerlerinin hatali kaydi meydana gelmistir.

Performans Ozellikleri

NextSeq 550Dx cihazina iliskin performans 6zellikleri, TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ve NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ile Germline ve Somatic Variant Module kullanilarak belirlenmis ve NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanilarak dogrulanmistir. Calismalar arasinda Numune Dizinleme,
Numune Tasima, DNA Girdisi, Analitik Duyarlilik (Kér Sinin/Saptama Sinir), Dogruluk, Kesinlik, Yoéntem Karsilastirma
ve Tekrarlanabilirlik yer almistir.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanilan analitik calismalar, daha énce NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ile belirlenen performans iddialarini degerlendirmek izere tasarlanmigtir.
Sonuclar, reaktif kitlerinin (v2 ve v2.5) TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullanilarak karsilastirilabilir nitelikte
performans sagladigini géstermektedir. Ekstraksiyon yontemleri veya enterferan maddeler gibi pre-analitik faktorler
ile ilgili performans 6zellikleri icin TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullanim talimati belgesine bakin.

Performans Ozelliklerinde Kullanilan Hesaplamalarin Tanimlari

1

Pozitif Yizde Uyumu (PPA), testin dogru raporladidi ve referans yénteme goére varyant olarak siniflandirilan lokuslerin
orani olarak hesaplanir.
(testin dogru sekilde raporladigi varyant loklisi sayisi) / (toplam varyant loklsU sayisi)
Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan varyant lokUsler gergek pozitiflerdir (TP'ler).
Test tarafindan referans aramalan veya farkli varyant aramalan olarak raporlanan varyant lokusler yalanci
negatiflerdir (FN'ler).
Negatif Yizde Uyumu (NPA), testin dogru raporladidi ve referans ydnteme goére yabani tip olarak siniflandirilan
lokUslerin orani olarak hesaplanir.
(testin dogru sekilde raporladigi yabani tip lokusl sayisi) / (toplam yabani tip lokisu sayisi)
Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan yabani tip lokilsler gercek negatiflerdir (TN'ler).
Test tarafindan varyant olarak raporlanan yabani tip lokUsler yalanci pozitiflerdir (FP'ler).
Genel ylzde uyumu (OPA), referans yonteme nispeten test tarafindan dogru raporlanmis lokuslerin orani olarak
hesaplanir.
((testin dogru sekilde raporladidi varyant lokisi sayisi) + (testin dogru sekilde raporladidi yabani tip lokUst
sayisl)) / ((toplam varyant lokUlsl sayisi) + (toplam yabani tip lokUsl sayist))
PPA, NPA ve OPA hesaplamalari no call'lari (bir veya daha fazla kalite filtresini karsilamayan varyant veya referans
lokUsler) icermez.
Otozomal arama oranlari, filtreden gegen toplam lokis sayisinin, 1-22. kromozom igin toplam sekanslanan konum
sayisina bdélinmesiyle hesaplanir; X ve Y kromozomlari hari¢ tutulur. Bu metrik, aramalarin referans yéntemle
uyumunu dikkate almaz.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 Cycles) Performansi

Numune Dizinleme

Kitaplik hazirlama sirasinda eklenen numune dizin primerleri her bir numune DNA'sina benzersiz bir sekans atar.

Bu benzersiz sekanslar, birden ¢cok numunenin tek bir sekanslama calistirmasinda havuzlanabilmesini saglar.
Numune dizinleme hem germ hatti hem somatik is akiglan kullanilir. Bu ¢alismanin amaci, NextSeq 550Dx cihaziyla
tek sekanslama calistirmasinda islenebilecek minimum (8) ve maksimum (96) numune sayisini belirlemekti. Sekiz
benzersiz Platinum Genome numunesi, numune basina 12 farkl dizinleme primer kombinasyonu ile test edilmistir.
Germline Variant Module kullanilarak gerceklestirilen dort sekanslama calistirmasindan gelen numune sonuglar
Platinum Genomes slrim 2016-1.0 ile karsilagtinimistir.
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ilk calistirma kiimesinde, testin belirli bir numune igin farkli dizinleme primeri kombinasyonlan arasinda tutarli bir
sekilde genotipleme aramasi yapma yetenegini dogrulamak icin 23 insan kromozomunun tamaminda zincir basina
12.588 bazi kapsayan cesitli genleri sorgulayacak sekilde tasarlanmis temsili bir test ile 96 adet benzersiz
dizinlenmis numune kitapligi test edilmistir. ikinci calistirma kiimesi icin, desteklenen minimum dizin sayisini
dogrulamak Uzere sekiz adet benzersiz dizinlenmis numune kitaphgi iki sekanslama galistirmasinda sekanslanmistir.

96 dizinli calistirmalarda, SNV'ler icin PPA %98,7 ila %100, insersiyonlar ve delesyonlar icin PPA %100 ve 96 dizin
kombinasyonunun her biri igin NPA %100 olmustur. 8 dizinli calistirmalarda PPA degerleri %100 (SNV'ler,
insersiyonlar ve delesyonlar) ve sekiz dizin kombinasyonunun her biri icin NPA %100 olmustur.

Numune Tasima

NextSeq 550Dx cihazi, tek bir sekanslama galistirmasinda birden fazla numunenin ve kontroliin sekanslanmasina
olanak saglar. Bir sekanslama calistirmasi dahilinde (galistirma ici) ve sekanslamalar arasinda (calistirmadan
calistirmaya) numune tasima kapsamini degerlendirmek Uzere bir ¢alisma gergeklestiriimistir. Biri erkek ve biri kadin
olmak Uzere iki Platinum Genome numunesi, her iki cinsiyet kromozomu dahil olmak Uzere 23 farkli kromozom
genelinde 12.588 bazi (150 amplikon) kapsayan cesitli genleri sorgulamak Uzere tasarlanmis temsili bir test ile test
edilmistir. Kitapliklar, Germline Variant Module kullanilarak NextSeq 550Dx cihazinda sekanslanmistir. Erkek
numunelerinin kadin numunelerine tasinmasi, kadin numunelerindeki Y kromozomu amplikon okumalarinin varligi ile
g6zlemlenmistir.

Calistirma ici tagsima; kiime olusturma, dizin dénglsu baz arama ve numune ¢ogullamasini ¢gézme sirasinda
gerceklesebilir. Sekanslama calistirmasinda numune tasimayi test etmek icin, her bir erkek ve kadin numunesinin
46 kopyasindan ve doért sablonsuz kontrolden olusan bir kitaplik havuzu NextSeq 550Dx cihazinda bir kez
sekanslanmistir. Galistirma i¢i numune tasima, her bir kadin kopyasinin Y kromozomu amplikon kapsaminin,
havuzdaki tim erkek kopyalarnin ortalama Y kromozomu amplikon kapsami ile kargilastinimasiyla
degerlendiriimistir. G6zlemlenen medyan calistirma igi tasima %0,084 olmustur.

Calistirmadan calistirmaya numune tasima testi igin, iki kitaplik havuzu hazirlanmis ve ardisik olarak bir NextSeq
550Dx cihazinda sekanslanmigtir. Birinci havuz, 46 kadin numunesi kopyasi ve iki sablonsuz kontrol icermistir.

ikinci havuz, 46 erkek numunesi kopyasi ve iki sablonsuz kontrol icermistir. Her iki havuzda da ayni dizin adaptérleri
kimesi kullaniimistir. Kadin havuzu énce sekanslanmig, sonraki sekanslama calistirmasi erkek havuzu ile
gerceklestirilmis ve daha sonra tekrar bagka bir kadin havuzu sekanslama calistirmasi yapilmistir. Calistirmadan
calistirmaya numune tasima, karsilik gelen kadin havuzu kopyalannin tekrar galistirmasi ile erkek havuzu galistirmasi
arasindaki Y kromozomu amplikon kapsami karsilastirlarak degerlendiriimistir. G6zlemlenen medyan calistirmadan
calistirmaya tasima %0,0076 olmugstur.

DNA Girdisi

Kan (Germ Hatt)

Germline Variant Module is akisi ile TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kitaplik hazirlama icin kan DNA'sI girdi araligi
NextSeq 550Dx cihazi icin belilenmistir. Bu aralik, 23 farkli kromozom genelinde 12.588 bazi kapsayan ¢esitli genleri
sorgulamak Uzere tasarlanan temsili bir test ile 13 Platinum Genome numunesi kullanilarak bir seri seyreltme
calismasi gerceklestirilerek degerlendirilmistir. Kitaplik, bir NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles)
lotu kullanilarak iki NextSeq 550Dx cihazinda sekanslanmistir.

250 ng ile 12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng ve 12 ng) araliindaki bes DNA girdisi diizeyinde bes adet numune iki
kopya halinde test edilmistir. Sekiz adet numune, bes DNA girdisi dlizeyinin her birinde tek bir kopya halinde test
edilmistir. Dogrulugun belirlenmesi i¢in, numune genotipleri Platinum Genomes siirim 2016-1.0 ile karsilagtinimistir.
Sonuglar her bir girdi diizeyinde belirlenmistir. Her bir varyant tiriine (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) iliskin
PPA Tablo 1 kisminda; NPA ise Tablo 2 kisminda sunulmaktadir. Tim girdi diizeylerinde benzer dogruluk
gOrulmustir. TruSeq Custom Amplicon Kit Dx igin 6nerilen DNA girdisi 50 ng olup 25 ng ve 100 ng, performans
Ozelliklerini karsilamak igin alt ve Ust sinirdir.
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Tablo1 Varyant Tiriine Gére Her DNA Girdisi icin PPA Sonuglan

DNA Girdisi (ng) Varyant Tiiru Beklenen Varyantlar TP FN Varyant No Call'lar PPA (%)
12 SNV 2412 2381 31 0 98,7
25 2404 8 0 99,7
50 2403 9 0 99,6
100 2412 0 0 100
250 2412 0 0 100
12 insersiyon 808 784 3 21 99,6
25 781 5 22 99,4
50 786 2 20 99,8
100 786 0 22 100
250 786 0 22 100
12 Delesyon 758 732 12 14 98,4
25 737 7 14 99,1
50 742 2 14 99,7
100 744 0 14 100
250 744 0 14 100
Tablo 2 Her DNA Girdisi icin NPA
DNA Girdisi (ng) TN FP Referans No Call'lar NPA (%)
12 430940 4 26 >99,9
25 430936 0 34 100
50 430936 2 32 >99,9
100 430942 0 28 100
250 430942 0 28 100
FFPE (Somatik)

Somatic Variant Module is akisi ile TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kitaplik hazirlama igin formalinle fikse edilmis
parafine gdmulmus (FFPE) DNA girdisi araigi NextSeq 550Dx cihazi icin belirlenmistir. DNA girdisi araligi, 23 farkli
kromozom genelinde 12.588 bazi kapsayan c¢esitli genleri sorgulamak Uzere tasarlanan temsili bir test ile ¢ Platinum
Genome numunesi kullanilarak bir seri seyreltme galismasi gergeklestirilerek degerlendirilmistir. Platinum Genome
hiicre hatlan GM12878 ve GM12877 formalinle fikse edilip parafine gémulmus ve ardindan DNA ekstraksiyonu
gergeklestiriimistir. GM12878, 81 varyantin (55 SNV, 10 insersiyon ve 16 delesyon) varyant alel frekanslan (VAF'ler)
0,025, 0,05 veya 0,10'a yakin olacak sekilde GM12877 ile seyreltilmistir. Ek olarak her bir numune, en fazla 1,0 VAF
olmak lzere daha yUksek varyant frekanslanna sahip 91 varyant igermistir. Numuneler, TruSeq Custom Amplicon Dx
- FFPE QC Kit ile 6l¢lldlgu Uzere ortalama delta kantitatif déngii (dCq) degeri 2,1, 3,6, 4,6, 6,0, ve 7,8 olan bes
DNA girdisi dlizeyinde iki kopya halinde islenmistir. Her kitaplik, iki NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) lotu kullanilarak iki NextSeq 550Dx cihazinda sekanslanmistir. Dogrulugun belirlenmesi igin, numune varyant
aramalan Platinum Genomes sirim 2016-1.0 ile kargilagtinlmistir. Her bir varyant tirtine (SNV'ler, insersiyonlar ve
delesyonlar) iliskin PPA Tablo 3 kisminda; NPA ise Tablo 4 kisminda sunulmaktadir. 0,05 VAF veya lzerindeki
varyantlar igin 6nerilen DNA girdisi dCq < 4 olup 4,6, performans 6zelliklerini karsilamak igin alt sinirdir.
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Tablo 3 Varyant Tiriine Gére Her DNA Girdisi icin PPA Sonuglan

Ortalama Varyant Beklenen Beklenen No Hedef Seyreltme VAF
dCq Tird Varyantlar Call'lar 0,025 0,05 0,10

Varyant No PPA Varyant No = PPA Varyant No = PPA
Call'lar (%) Call'lar (%) Call'lar (%)

2,1 SNV 808 Gegerli degil. 196 100 0 100 0 100
3,6 250 99,3 4 100 0 100
4,6 251 94,6 51 99,2 5 100
6,0 257 65,3 213 91,4 100 100
7,8 254 69,3 185 90,7 100 100
2,1 insersiyon 264 8 66 96,5 8 100 8 100
3,6 62 97,0 8 100 8 100
4,6 48 96,3 21 100 8 100
6,0 40 80,4 47 98,2 24 95,8
7,8 57 87,0 56 96,2 31 100
2,1 Delesyon 304 16 58 100 16 100 16 100
3,6 80 100 16 100 16 100
4,6 65 95,4 28 100 16 100
6,0 78 74,8 105 94,0 36 100
7,8 76 75,0 79 95,1 57 98,8

Tablo 4 Her DNA Girdisi icin NPA

Ortalama Beklenen Yabani Hedef Seyreltme VAF
dCq Tip 0,025 0,05 0,10
Referans No NPA Referans No NPA Referans No NPA
Call'lar (%) Call'lar (%) Call'lar (%)
2,1 93688 344 100 260 100 324 100
3,6 400 100 332 100 380 100
4,6 1308 100 1336 100 784 100
6,0 3900 >99,9 3296 >99,9 2996 100
7,8 3020 >99,9 2880 >99,9 2448 >99,9

Analitik Duyarhlik (Kér Siniri [LoB] ve Saptama Siniri [LoD])

Bu calisma, NextSeq 550Dx cihazinda Somatic Variant Module'e iliskin Kér Sininni (LoB) ve Saptama Sinirini (LoD)
degerlendirmek icin yapilmistir. Bu galisma, 23 farkli kromozom genelinde 12.588 baz kapsayacak sekilde cesitli
genleri sorgulamak Uzere tasarlanmis temsili bir test kullanilarak gerceklestirilmistir. Platinum Genome hicre hatlan
GM12878 ve GM12877 formalinle fikse edilip parafine gdmiimis ve ardindan DNA ekstraksiyonu gerceklestiriimistir.
GM12878, 74 varyantin (53 SNV, 7 insersiyon ve 14 delesyon) varyant frekanslar 0,05 + 0,02 olacak sekilde
GM12877 ile seyreltilmistir. GM 12877 ve seyreltiimis GM 12878 (GM12878-D), ardisik alti baglangi¢c giinii boyunca
tek bir cihazla, iki NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) lotu degistirilerek toplam alti sekanslama
calistirmasinda test edilmistir. Bu test, GM12878-D'deki her varyant icin 60 kopya ve her reaktif lotu igin
GM12877'de karsilik gelen yabani tip koordinati icin 72 kopya ile sonuglanmistir. LoB ve LoD, parametrik olmayan
secenek kullanilarak CLSI EP17-A2'de belirtilen klasik yaklasim ile hesaplanmistir. LoB ve LoD, belirli bir varyant
tUrd igin varyant frekanslan bir araya getirilerek SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar igin ayn ayn hesaplanmigtir.

Tip | hata 0,01 olarak tanimlanmistir ve Tip Il hata 0,05 olarak tanimlanmistir.
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LoB icin, havuzlanmis varyant frekanslan en disukten en yiksege dogru siralanmis ve her varyant tirinin her reaktif
lotu i¢in 99. sira konumu hesaplanmistir (Tablo 5). Somatic Variant Module, varyantlarin kalitatif saptamasini
belirlemek igin 0,026 VAF esigi (etkin LoB) kullanir. Hesaplanan LoB, bu esigin 0,01'den fazla olmayan bir Tip |
hatasi ile sonuglandigini dogrulamistir.

Tablo 5 Kor Sinin

Varyant Turlu Toplam Gézlemler LoB Reaktif Lotu 1 (%) LoB Reaktif Lotu 2 (%)
SNV 3816 0,77 0,77
insersiyon 504 0,56 0,56
Delesyon 1008 1,20 1,20

LoD igin, 0,026 esiginin altina diisen her varyant tiriinin her reaktif lotu igcin minferit mutasyon frekansinin ylizdesi
hesaplanmistir (Tablo 6). Yizdeler %5 (0,05) Tip Il hatasindan daha diistk olduklan igin, birlestirilmis varyant
frekanslarinin medyani LoD olarak hesaplanmistir (Tablo 6). Her varyant tiri icin LoD olarak, iki reaktif lotu igin
hesaplanmis iki degerden buyik olani alinmistir; SNV'ler igin %4,97, insersiyonlar igin %5,12 ve delesyonlar igin
%5,26.

Tablo 6 Saptama Sinin

Reaktif Varyant Toplam < %2,6 VAF Olctimlerinin = < %2,6 VAF dlgiimlerinin = Saptama Siniri
Lotu Tiird Gozlemler sayIs| ylizdesi (%)
1 SNV 3180 53 1,7 4,94
insersiyon 420 6 1,4 5,08
Delesyon 840 7 0,8 5,22
2 SNV 3180 51 1,6 4,97
insersiyon 420 5 1,2 5,12
Delesyon 840 7 0,80 5,26
Dogruluk
Germ Hatti

Asagidaki calisma, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) kullanarak NextSeq 550Dx cihazinda
Germline Variant Module'Un varyant arama dogrulugunu degerlendirmek igin gerceklestirilmistir. 13 benzersiz
Platinum Genome numunesi, 23 farkli kromozom genelinde 12.588 baz (150 amplikon) kapsayan cesitli genleri
sorgulamak Uizere tasarlanan bir temsili test kullanilarak test edilmistir. Uc sekanslama cihaz, Ui reaktif lotu ve Uic
operator ile birlikte bes baslangic gliininde toplam dokuz calistirma gerceklestirilmistir. SNV'ler, insersiyonlar ve
delesyonlar icin dogruluk, sonuclann iyi karakterize edilmis birlesik referans yéntem olan Platinum Genomes strim
2016-1.0 ile karsilastinimasiyla belirlenmistir. Glvenli genomik bdélgeler, aksi belirtiimedigi sirece bu referans
yonteme gdre tanimlanmigtir.

Tablo7 Germ Hatti Uyumunun Ozeti

Kriterler Toplam Gézlemler' Gozleme Gore Sonug? Calistirmaya Gére Sonug®
SNV icin PPA 819 98,7 >99,9

insersiyonlar igin PPA 819 95,0 98,9

Delesyonlar icin PPA 819 100 100

NPA 819 100 100

OPA 819 >99,9 >99,9

Galistirma basina numune sayisi (91) x Galistirma sayisi (9) = 819 olarak hesaplanmistir.
2Tim 9 calistirma genelinde numune kopyasina gére gézlemlenen en diisiuk deger.
SHer bir calistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en disiik deger.
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Tablo 8, varyant sonuglarinin PPA hesaplamalan i¢in Platinum Genomes sirim 2016-1.0 ile karsilastinldigi,

numune bazinda pozitif ve negatif ylizde uyumu ile sunulan calisma verilerini icermektedir. Ug varyant tiir(i

(SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) birlestiriimistir. Referans yéntem yalnizca tek nikleotid varyantlan ve
insersiyon/delesyonlar i¢in sonuglan sagladigindan, varyant olmayan baz sonuclan NPA hesaplarn i¢in insan genom
referans sekans yapisi hg19 ile karsilagtirilir.

Tablo 8 Numune Basina Germ Hatti Uyumu

LIS Beklenen Varyant No
Numune @ Arama Varyantlar! TP FN Call'lar TN FP  PPA NPA OPA

Orani
NA12877 >99,9 4788 4788 @ 0O 0 756.762 0 100 100 100
NA12878 >99,9 8505 8379 1 125 751.464 0 >99,9 '« 100 >99,9
NA12879 >99,9 6048 5985 @5 58 757.701 0 99,9 100 >99,9
NA12880 >99,9 6993 6930 O 63 757.638 0 100 100 100
NA12881 >99,9 7875 7811 3 61 751.653 0 >99,9 @ 100 >99,9
NA12882 >99,9 6300 6174 3 123 754.803 0 >99,9 '« 100 >99,9
NA12883 >99,9 7119 7056 | O 63 751.905 0 100 100 100
NA12884 >99,9 7182 7119 | 6 57 754.146 0 99,9 100 >99,9
NA12885 >99,9 7686 7560 | 2 124 754173 0 >99,9 @ 100 >99,9
NA12886 >99,9 7245 7182 | 7 56 752.469 0 99,9 100 >99,9
NA12887 >99,9 7119 7119 | O 0 750.645 0 100 100 100
NA12888 >99,9 6804 6804 O 0 756.065 0 100 100 100
NA12893 >99,9 7434 7371 1 62 750.015 0 >99,9 @ 100 >99,9

"9 calistirma genelinde tim numune kopyalarindaki toplam varyant sayisi.
Tablo 9, varyant sonuglarinin, iyi karakterize edilmis birlesik referans yéntemiyle karsilastinldigi, numune bazinda
sunulan ¢alisma verilerini icermektedir. Saptama, her bir varyant tiri icin (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) ayri
ayn degerlendirilir. Referans konumlar hari¢ tutulur.

Tablo 9 Varyant Tiriine Gére Numune Basina Germ Hatti Uyumu

SNV'ler insersiyonlar Delesyonlar
>Numune >Beklenen >TP >FN >Beklenen >TP >FN Beklenen TP FN
NA12877 2331 2331 0 1323 1323 0 1134 1134 0
NA12878 5733 5733 0 1260 1197 1 1512 1449 0
NA12879 3591 3591 0 1323 1260 5 1134 1134 0
NA12880 4221 4221 0 1512 1512 0 1260 1197 0
NA12881 4914 4913 1 1512 1449 2 1449 1449 0
NA12882 3717 3717 0 1386 1323 3 1197 1134 0
NA12883 4284 4284 0 1449 1449 0 1386 1323 0
NA12884 4284 4284 0 1575 1512 6 1323 1323 0
NA12885 4725 4725 0 1575 1512 2 1386 1323 0
NA12886 4347 4347 0 1449 1386 7 1449 1449 0
NA12887 4284 4284 0 1323 1323 0 1512 1512 0
NA12888 4158 4158 0 1449 1449 0 1197 1197 0
NA12893 4599 4599 0 1386 1323 1 1449 1449 0
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Numuneler kigik insersiyon ve delesyonlarn (insersiyon/delesyon) aramak igin ilaveten analiz edilmistir. Tablo 10
kisminda genel bir 6zet sunulmaktadir. Boyutlan insersiyonlar icin 1-24 bp, delesyonlar icin 1-25 bp arasinda
degisen toplam 71 insersiyon/delesyon vardi.

Tablo 10 Germ Hatti insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

Varyant Tiriu Beklenen Varyantlar TP FN Varyant No Call'lar PPA
insersiyon 18.522 18.018 27 477 99,9
Delesyon 17.388 17.073 0 315 100
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Temsili test, gesitli genomik icerikleri kapsamak amaciyla tasarlanmis 150 amplikondan olusmustur. Amplikonlann GC icerigi 0,19-0,87 araliginda olmustur.
Amplikonlar aynca bir dizi tek nikleotid (6r. PolyA, PolyT), dintkleotid ve trinlikleotid tekrarlan icermistir. Veriler, genomik icerigin dogru arama yizdesi
Uzerindeki etkisini belirlemek icin amplikon bazinda derlenmistir (Tablo 11). Dogru arama ylizdesi, varyant ve referans aramalardan olusur ve hatall arama
veya no call olmasi durumunda %100'den azdrr.

Tablo 11 Germ Hatti Amplikon Diizeyinde Dogruluk

. Amplikon Amplikon Analiz Edilen G.L.Nem"r . . I GC Dogru Hatal No Dogru
Amplikon  Kromozom Fragman Bolgelerdeki Amplikon Genomik Igerigi N . Arama
Baslangici Sonu icerigi Aramalar Aramalar  Call'lar . .
Boyutu Bazlar Yuzdesi

1 1 36450499 36450591 93 93 insersiyon/Delesyon 0,22 76.167 0 0 100

2 1 109465122 | 109465200 | 79 79 Poly A (5), Poly C (5), 0,38 64.701 0 0 100
insersiyon/delesyon

3 1 218353867 | 218353957 @ 91 91 insersiyon/Delesyon 0,4 74.529 0 0 100

4 1 223906657 | 223906748 & 92 92 insersiyon/Delesyon 0,49 75.348 0 0 100

5 1 228526602 | 228526682 | 81 81 Poly G (5) 0,69 66.339 0 0 100

6 1 236372039 | 236372108 @ 70 70 Poly T (10), 0,39 57.330 0 0 100
insersiyon/delesyon

7 1 247812041 | 247812128 | 88 88 Poly A (5), CT(3), TAA(3), 0,27 72.072 0 0 100
insersiyon/delesyon

8 2 55862774 55862863 90 90 insersiyon/Delesyon 0,28 73.710 0 0 100

9 2 87003930 87004009 80 80 insersiyon/Delesyon 0,38 65.520 0 0 100

10 2 177016721 | 177016805 | 85 81 Gegerli Degil 0,65 66.339 0 0 100

11 2 186625727 | 186625801 | 75 75 Poly A (8) 0,35 61.425 0 0 100

12 2 190323504 | 190323591 | 88 88 Poly T (5) 0,42 72.072 0 0 100

13 2 200796740 @ 200796826 & 87 87 Poly T (5), 0,31 71.253 0 0 100
insersiyon/delesyon

14 2 212245049 | 212245139 @ 91 91 Poly T (5), Poly A (6), 0,3 74.529 0 0 100
insersiyon/delesyon

15 2 228147052 | 228147144 | 93 93 insersiyon/Delesyon 0,43 76.167 0 0 100

16 2 235016350 | 235016422 @ 73 73 Poly T (5), 0,42 59.787 0 0 100
insersiyon/delesyon

17 3 4466229 4466321 93 93 AT(3), insersiyon/delesyon 0,27 74.823 0 1.344 98,2

18 3 46620561 46620643 83 83 Gegerli Degil 0,43 67.977 0 0 100
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Amplikon  Kromozom
19 3
20 3
21 3
22 4
23 4
24 4
25 4
26 4
27 4
28 5
29 5
30 5
31 5
32 5
33 5
34 5
35 6
36 6
37 6
38 6
39 6
40 6
41 6
Mayis 2022

Amplikon
Baslangici
49851331
189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081

14769061
41069808
74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900
32147987
32986864
33408498
41647401

Amplikon
Sonu
49851400
189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158

14769144
41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999
32148084
32986958
33408583
41647495

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

70
88

75
78
97

78
66

71
62

78
84
64
83

67
91
75
102
92
100
98
95
86
95

Guvenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

70
88

74
78
97

78
62

69
62

75
84
64
83

67
91
75
102
92
94
98
95
86
94

Amplikon Genomik igerigi

CT(3), insersiyon/delesyon

Poly A (5), Poly T (5), Poly A
(9), TGE)

insersiyon/Delesyon
Poly A (6)

Poly G (6), Poly T (5), Poly A
®)

Gegerli Degil

Poly A (5),
insersiyon/delesyon

Poly A (5)

Poly A (7),
insersiyon/delesyon

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

Poly A (6),
insersiyon/delesyon

Poly T (5)

CT(4), AG(3)
insersiyon/Delesyon
Poly G (6)
insersiyon/Delesyon
GCT(5), insersiyon/delesyon
Poly T (5), TCT(3), CTT(3)
insersiyon/Delesyon
Poly C (6)

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

GC
icerigi
0,49
0,41

0,57
0,26
0,42

0,29
0,36

0,46
0,27

0,78
0,62
0,39
0,3

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

0,61

Dogru
Aramalar
57.330
72.072

60.543
63.882
79.443

63.882
50.778

56.511
50.778

61.425
68.796
52.416
67.977

54.873
74.529
61.425
83.538
75.348
76.608
80.262
77.805
70.434
76.986
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Hatall
Aramalar

0
0

o
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No
Call'lar

0
0

63

o

o o o o

O o o o o

378

oO|lo o o

Dogru
Arama
Yuzdesi

100
100

99,9
100
100

100
100

100
100

100
100
100
100

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

42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62
63
64

Mayis 2022

Kromozom

© o NN N N[NNI~ (N

© © © © © o

10
10
10
10
10

Amplikon
Baslangici
112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351
45084159
55892599

Amplikon
Sonu
112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440
45084253
55892687

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

91
73
88
87
85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90
95
89

Guvenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

91
73
88
87
85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90
95
88

Amplikon Genomik igerigi

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

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

Poly G (6), Poly C (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly G (7), CTC(4),
insersiyon/delesyon

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

AT(3)

Poly C (6),
insersiyon/delesyon

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)

Poly T (5)

Poly A (5), Poly T (5)
insersiyon/Delesyon

AC(11), insersiyon/delesyon

GC
icerigi
0,44
0,44
0,35
0,26
0,38
0,62

0,71

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

0,3

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

0,47

0,87
0,3
0,2
0,35
0,42

Dogru
Aramalar
74.529
59.787
72.072
71.253
69.615
73.710

74.529

54.054
76.167
67.977
72171

54.873
80.262
53.235
78.624
67.977
79.443

63.882

74.529
64.701
73.710
77.805
71.747
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720
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325

Dogru
Arama
Yuzdesi

100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
99,0

100
100
100
100
100
100

100

100
100
100
100
99,5
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Amplikon  Kromozom
65 10
66 10
67 11
68 11
69 11
70 11
71 11
72 11
73 11
74 11
75 11
76 11
77 11
78 12
79 12
80 12
81 12
82 12
83 13
84 13
85 13
86 13
87 14
88 14
Mayis 2022

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

125769313
2834770

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112
77665218
31619327
39517884

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

125769397
2834853

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200
77665294
31619393
39517966

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

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

85
84

93
81
71
95
73
89

89
77
67
83

Guvenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

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

85
84

93
81
71
95
73
88

89
7
67
83

Amplikon Genomik igerigi

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly A (5)

Gegerli Degil

Poly G (6)
insersiyon/Delesyon

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

GA(3)

Poly C (5),
insersiyon/delesyon

Poly A (7), AC(4)
Gegerli Degil
Poly A (6)

Poly G (5)
Gegerli Degil

Poly A (5), Poly T (7), Poly A
(7), insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
GA(3), TAQ3)
Gegerli Degil

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

0,52
0,52

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

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

Dogru
Aramalar
65.520
66.339
78.624
57.330
81.900
50.778
83.538
59.787
69.615
74.529
69.615
69.615

69.615
68.796

76.167
66.339
58.149
77.805
59.787
72.072

72.891
63.063
54.873
67.977
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Dogru
Arama
Yuzdesi

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  Kromozom LIy AP ?:aag;légr? e S;I\g,;rll:lrrdeki Amplikon Genomik igerigi .GC o Dogru Hatal No . Zfagr:;
Baslangici Sonu Boyutu Bazlar icerigi Aramalar Aramalar Call'lar Yiizdesi
89 14 46958962 46959034 73 72 Poly T (5), 0,19 58.642 0 326 99,4
insersiyon/delesyon
90 14 58050030 58050110 81 81 insersiyon/Delesyon 0,38 66.339 0 0 100
91 14 82390559 82390649 91 91 insersiyon/Delesyon 0,35 74.529 0 0 100
92 14 92549544 92549609 66 66 Poly A (5) 0,41 54.054 0 0 100
93 14 102808496 & 102808589 | 94 94 insersiyon/Delesyon 0,62 76.986 0 0 100
94 15 43170751 43170848 98 96 Poly C (5) 0,45 78.624 0 0 100
95 15 63446149 63446216 68 68 insersiyon/Delesyon 0,25 55692 0 0 100
96 15 77879807 77879901 95 93 Poly G (5), 0,68 76.167 0 0 100
insersiyon/delesyon
97 15 81625334 81625428 95 95 Poly T (6) 0,43 77.805 0 0 100
98 15 85438263 85438334 72 71 insersiyon/Delesyon 0,65 58.149 0 0 100
99 15 89817413 89817503 91 91 Gegerli Degil 0,36 74.529 0 0 100
100 15 89864274 89864343 70 70 insersiyon/Delesyon 0,56 57.330 0 0 100
101 16 1894910 1894972 63 63 Gegerli Degil 0,27 51597 0 0 100
102 16 28997904 28997998 95 95 Poly C (5) 0,67 77.805 0 0 100
103 16 53682908 53682994 87 87 TA@3) 0,41 71.253 0 0 100
104 16 57954406 57954509 104 104 Poly C (5) 0,67 85.176 0 0 100
105 16 85706375 85706465 91 91 Poly T (5), 0,37 74.529 0 0 100
insersiyon/delesyon
106 17 3563920 3564008 89 89 GC(3) 0,64 72.891 0 0 100
107 17 3594191 3594277 87 87 Poly C (5), 0,67 71.247 0 6 100
insersiyon/delesyon
108 17 3970090 3970180 91 91 insersiyon/Delesyon 0,46 74.529 0 0 100
109 17 16084945 16085037 93 93 insersiyon/Delesyon 0,26 76.167 0 0 100
110 17 33998759 33998849 91 89 Poly T (5) 0,54 72.891 0 0 100
111 17 39589691 39589774 84 82 Poly A (13), 0,29 66.343 27 788 98,8

insersiyon/delesyon (x2)
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Amplikon  Kromozom LIy AP ?:aag;légr? e S;I\g,;rll:lrrdeki Amplikon Genomik igerigi .GC o Dogru Hatal No . Zfagr:;
Baslangici Sonu Boyutu Bazlar icerigi Aramalar Aramalar Call'lar Yiizdesi
112 17 41244394 41244484 91 91 Poly A (5) 0,34 74.529 0 0 100
113 17 45438866 45438957 92 92 Poly A (7), AT(3), AT(4), AT 0,26 75.348 0 0 100
(4), insersiyon/delesyon
114 17 61502432 61502510 79 79 insersiyon/Delesyon 0,41 64.413 0 288 99,6
115 17 64023582 64023667 86 86 Poly T (7) 0,22 70.434 0 0 100
116 17 72308237 72308320 84 84 GAG(3) 0,62 68.796 0 0 100
117 18 2616456 2616522 67 67 GA(3) 0,31 54.873 0 0 100
118 18 6980478 6980568 91 91 Gegerli Degil 0,37 74.529 0 0 100
119 18 9888026 9888094 69 69 Poly A (6), TG(3) 0,43 56.511 0 0 100
120 18 38836999 38837073 75 75 Poly A (5), 0,37 61.425 0 0 100
insersiyon/delesyon
121 18 47405382 47405462 81 81 CTC(3), insersiyon/delesyon 0,47 66.339 0 0 100
122 18 54815665 54815749 85 85 CT(3), insersiyon/delesyon 0,45 69.615 0 0 100
123 18 59773996 59774060 65 65 Gegerli Degil 0,48 53.235 0 0 100
124 19 625143 625241 99 99 Gegerli Degil 0,59 81.081 0 0 100
125 19 18121418 18121491 74 74 Gegerli Degil 0,68 60.605 1 0 100
126 19 18186574 18186643 70 70 Gegerli Degil 0,64 57.330 0 0 100
127 20 746056 746149 94 94 Gegerli Degil 0,61 76.986 0 0 100
128 20 10633195 10633276 82 82 AC(3) 0,59 67.158 0 0 100
129 20 17705633 17705708 76 76 CT(3) 0,58 62.244 0 0 100
130 20 21766821 21766890 70 70 GT(3),TG(4), 0,46 57.330 0 0 100
insersiyon/delesyon
131 20 25278421 25278521 101 101 insersiyon/Delesyon 0,63 82.719 0 0 100
132 20 50897302 50897368 67 67 insersiyon/Delesyon 0,36 54.873 0 0 100
133 20 62331904 62331994 91 88 Poly G (6) 0,73 72.072 0 0 100
134 20 62690860 62690946 87 87 insersiyon/Delesyon 0,57 71.253 0 0 100
135 21 30300823 30300888 66 66 insersiyon/Delesyon 0,35 54.054 0 0 100
136 21 33694176 33694273 98 98 Poly T (6), CA(3) 0,54 80.262 0 0 100
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Amplikon

137
138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Mayis 2022

Kromozom

21
21

21
22
22
22

Amplikon

Baslangici
36710706
46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Amplikon
Sonu
36710792
46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

91

71

Guvenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

87
69

90
100
97
97
99
92
69
69
71

Amplikon Genomik igerigi

GT(3), insersiyon/delesyon

Poly A (6), AG(3),
insersiyon/delesyon

Poly T (5), Poly A (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Poly T (5)

Poly C (5)

Gegerli Degil
Gegerli Degil

Gegerli Degil

Poly A (5)

GC
icerigi
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

Dogru
Aramalar
71.253
56439

73.710
81.900
79.443
79.443
81.081
75.348
56.511
56.511
58.149
0
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Hatall
Aramalar

0

o

O O O O O o o o o o

No
Call'lar

0
72

O O O O O o o o o o

Dogru
Arama
Yuzdesi

100
99,9

100
100
100
100
100
100
100
100
100
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
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Numune NA12878 icin sekanslama sonuclarn, National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19)
tarafindan olusturulan NA12878 icin oldukga guvenilir bir genotip ile karsilastinimistir. 150 amplikon icerisinden, NIST
sekansinda 92 amplikon tamamen oldukga glvenli genomik bdélgeler icinde olmustur, 41 amplikon kismi 6rtisme
gostermistir ve 17 amplikon értismemistir. Bu sonug, karsilastirma igin kopya basina 10.000 koordinatla
sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalar, insan genomu referans sekans yapisi hg19 ile karsilagtinimistir.
Dogruluk sonuglan Tablo 12 igerisinde gdsterilmektedir.

Tablo 12 NIST Veritabani ile NA12878 Numunesinin Germ Hatti Uyumu
Numune Amplikon Sayisi Ortalama Arama Orani TP FN TN FP PPA NPA OPA
NA12878 133 >99,9 6552 1 610470 0 >99,9 100 >99,9

Bu dokuz galistirmalik Germ hatti galismasiyla elde edilen verilere gore NextSeq 550Dx cihazi asagidakileri tutarl bir
sekilde sekanslayabilir:

GCigerigi = %19 (%19 GC igerikli 819 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar dogru aranmistir, no call
orani %0,6 olmustur)

GC igerigi = %87 (%87 GC icerikli 819 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar dogru aranmistir, no call
sifir olmustur)

PolyA uzunluklan < 9 (dokuz nikleotidin PolyA tekrarini iceren 819 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call sifir olmustur)

PolyT uzunluklan < 10 (on nukleotidin PolyT tekrarini iceren 819 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call sifir olmustur)

PolyG uzunluklarn < 7 (yedi nikleotidin PolyG tekrarini igeren 819 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %1,0 olmustur)

PolyC uzunluklan < 6 (alti niikleotidin PolyC tekrarini iceren 2457 sekanslanan amplikonda tiim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call sifir olmustur)

DinUkleotid tekrar uzunluklan < 11x (11x dintikleotid tekrarini igeren 819 sekanslanan amplikonda tim aranan
bazlar dogru aranmistir, no call orani %0,5 olmustur)

Trintkleotid tekrar uzunluklan < 5x (5x trintkleotid tekrarnini iceren 819 sekanslanan amplikonda tim aranan
bazlar dogru aranmistir, no call orani %0,5 olmustur)

insersiyon uzunluklan < 24 (24 niikleotid insersiyonu igeren sekanslanan 819 amplikonda 66.370 aranan bazdan
66.343'0 dogru aranmistir; no call orani %1,2 olmustur; 24 nikleotid insersiyonu iceren boélgede hicbir hatali
arama olmamistir)

Delesyon uzunluklar < 25 (25 nikleotid delesyonu igeren 2457 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call sifir olmustur)

Somatik
Burada agiklanan calisma, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) kullanilarak NextSeq 550Dx
cihazinda Somatic Variant Module'ln varyant arama dogrulugunu degerlendirmek icin kullaniimigtir.

Bu calismada, 23 farkl kromozom genelinde 12.588 bazi (150 amplikon) kapsayacak sekilde cesitli genleri
sorgulamak icin tasarlanmis temsili bir test kullaniimistir. Bu ¢alismada, degerlendirme igin alti benzersiz numune
olusturmak Uizere FFPE uygulanmis bloklardan Platinum Genome DNA ekstrakte edilmistir.

Numune GM12877 DNA'sI yaklasik %5 ve %7 varyant frekanslarina sahip benzersiz bir heterozigot varyant kimesi
olarak GM12877-D5 ve GM12877-D7 olusturmak Uzere numune GM12878 DNA'siI ile seyreltiimistir. Numune
GM12878 DNA'sI benzer bir sekilde numune GM12877 DNA'sI ile seyreltilerek GM12878-D5 ve GM12878-D7
olusturulmustur. Seyreltiimis numuneler haricindeki her numune Ug kopya halinde test edilmistir. Seyreltilmis
numuneler ise alti kopya halinde test edilmistir. U¢ sekanslama cihazi, (¢ reaktif lotu ve (ic operatér ile birlikte bes
baslangi¢c guninde toplam dokuz ¢alistirma gerceklestiriimistir. SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar icin dogruluk,
sonuglarin iyi karakterize edilmis birlesik referans ydntem olan Platinum Genomes sirim 2016-1.0 ile
karsilastinimasiyla belirlenmistir. Guvenilir genomik bdlgeler, aksi belirtiimedikce bu referans ydntemine goére
tanimlanmugtir.
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Tablo 13 Somatik Uyumu Ozeti

Kriterler Toplam Gozlemler! Gozleme Gére Sonug? Calistirmaya gére Sonug®
SNV igin PPA 378 98,9 99,9

insersiyonlar icin PPA 378 96,9 99,9

Delesyonlar igin PPA 378 97,1 99,9

NPA 378 >99,9 >99,9

OPA 378 >99,9 >99,9

1(;all§t|rma basina numune sayisi (42) x Galistirma sayisi (9) = 378 olarak hesaplanmistir.

>Tim 9 calistirma genelinde numune kopyasina gére gézlemlenen en disuk deger.

3Her bir calistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en dlstk deger.
Tablo 14, varyant sonuglarinin PPA hesaplamalari icin iyi karakterize edilmis birlesik referans yéntemiyle
karsilastinldigi, numune bazinda pozitif ve negatif yiizde uyumu ile sunulan ¢alisma verilerini icermektedir. Ug varyant
tri (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) birlestiriimistir. Referans ydntem yalnizca tek niikleotid varyantlan ve
insersiyon/delesyonlari icin sonuglan sagladigindan, varyant olmayan baz sonucglan NPA hesaplan icin insan genom
referans sekans yapisi hg19 ile karsilastirilir.

Tablo 14 Numune Basina Somatik Uyumu

Ortalama

Numune Arama Beklenen TP P vavantNo o FP PPA  NPA OPA
Orani Call'lar

GM12877 98,7 2052 2025 0 | 27 318682 | 15 | 100 | >99,9 | >99,9
GM12878 98,8 3645 3564 | 0 81 317645 0 | 100 | 100 100
GM12879 99,8 2592 2538 | 0 54 323614 | 2 | 100 | >99,9 | >99,9
GM12884 99,8 3078 3024 | 0 54 322038 5 | 100 | >99,9 | >99,9
GM12885 99,8 3294 3213 0 81 322121 0 | 100 | 100 100
GM12888 99,8 2916 2889 0 | 27 323048 2 | 100 | >99,9 | >99,9
GM12877-D5 = 99,8 9288 8930 0 | 358 630621 0 | 100 | 100 100
GM12877-D7 | 99,7 9288 9032 0 | 256 629719 0 | 100 | 100 100
GM12878-D5 = 99,5 9288 8699 | 42 | 547 628582 0 | 995 | 100 >99,9
GM12878-D7 | 99,7 9288 9108 | 0 180 629803 0 | 100 | 100 100
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Tablo 15, varyant sonuglarinin, iyi karakterize edilmis birlesik referans ydntemiyle karsilastinldigi, numune bazinda
sunulan calisma verilerini icermektedir. Saptama, her bir varyant tiri icin (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) ayn

ayn degerlendirilir. Referans konumlar hari¢ tutulur.

Tablo 15 Varyant Turiine Gére Numune Basina Somatik Uyumu

Numune
GM12877
GM12878
GM12879
GM12884
GM12885
GM12888
GM12877-D5
GM12877-D7
GM12878-D5
GM12878-D7

SNV'ler

Beklenen

999

2457
1539
1836
2025
1782
5454
5454
5454
5454

TP
999

2457
1539
1836
2025
1782
5392
5406
5192
5445

FN

O O O O o o o o

N
o]

insersiyonlar

Beklenen

567
540
567
675
675
621
1782
1782
1782
1782

TP
567
513
540
648
648
621
1647
1728
1651
1719

Delesyonlar

FN Beklenen
486

648

486

567

594

513

2052

2052

2052

2052

O © O O O o o o o o

TP
459
594
459
540
540
486
1891
1898
1856
1944

-
4

oO/0o0 O O O 0o o ol o o

On numune kigUk insersiyon ve delesyonlari (insersiyon/delesyon) aramak igin ilaveten analiz edilmistir (Tablo 16).
Boyutlan insersiyonlar igin 1-24 bp, delesyonlar igin 1-25 bp arasinda degisen toplam 71 insersiyon/delesyon vardi.

Tablo 16 Somatik insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

Varyant Tri
insersiyon

Delesyon

Mayis 2022

Beklenen Varyantlar

10773
11502

TP
10282
10667

FN

Varyant No Call'lar
482
830
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150 amplikon cesitli genomik icerikleri kapsamak amaciyla tasarlanmistir. Amplikonlarin GC igerigi %0,19-0,87 araliginda olmustur. Amplikonlar ayrica bir
dizi tek ntkleotid (6r. PolyA, PolyT), dinikleotid ve trinlkleotid tekrarlan icermistir. Veriler, genomik icerigin dogru arama ylzdesi Uzerindeki etkisini

beliremek icin amplikon bazinda derlenmistir (Tablo 17). Dodru arama yilzdesi, varyant ve referans aramalardan olusur ve hatali arama veya no call olmasi
durumunda %100'den azdrr.

Tablo 17 Somatik Amplikon Dizeyinde Dogruluk

Amplikon

(o) NRN¢, BRI N b

10
11
12
13

14

15
16

17

Mayis 2022

Kromozom

N NN NI NN

Amplikon
Baglangici
36450499
109465122

218353867
223906657
228526602
236372039

247812041

55862774
87003930
177016721
186625727
190323504
200796740

212245049

228147052
235016350

4466229

Amplikon
Sonu
36450591
109465200

218353957
223906748
228526682
236372108

247812128

55862863
87004009
177016805
186625801
190323591
200796826

212245139

228147144
235016422

4466321

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

93
79

91
92
81
70

88

90
80
85
75
88
87

91

93
73

93

Giivenilir
Bolgelerdeki
Bazlar

93
79

91
92
81
70

88

90
80
81
75
88
87

91

93
73

93

Amplikon Genomik
igerigi
insersiyon/Delesyon

Poly A (5), Poly C (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Poly G (5)

Poly T (10),
insersiyon/delesyon

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

insersiyon/delesyon
insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly A (8)

Poly T (5)

Poly T (5),
insersiyon/delesyon
Poly T (5), Poly A (6),
insersiyon/delesyon
Gegerli Degil

Poly T (5),
insersiyon/delesyon

AT(3),
insersiyon/delesyon

GC
icerigi
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

Dogru
Aramalar
35.066
29.827

34.202
34.613
30.571
26.452

33.148

33.928
30.218
30.616
28.017
33.207
32.524

33.972

35.051
27.459

34.534

Hatali
Aramalar

0
0

o/ o o o

o

© o o o o o

No
Call'lar

88
35

283
163
47

116

92
22

499
57
718

456

103
136

620

Dogru
Arama
Yiizdesi

99,7
99,9

99,2
99,5
99,8
100,0

99,7

99,7
99,9
>99,9
98,3
99,8
97,8

98,7

99,7
99,5

98,2
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Amplikon

18
19

20

21
22
23

24
25

26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

38
39

Mayis 2022

Kromozom

N

(S, BN, BRI G, BRG]

o oo o oo O

o

Amplikon
Baglangici
46620561
49851331

189713161

190106030
2233667
7780541

15688604
56236521

102839244
164446743

1882081

14769061
41069808
74077114

147475343
149323731
155662213
6318713
24949983
31084900

32147987
32986864

Amplikon
Sonu

46620643
49851400

189713248

190106104
2233744
7780637

15688681
56236586

102839314
164446804

1882158

14769144
41069871
74077196

147475409
149323821
155662287
6318814
24950074
31084999

32148084
32986958

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

83
70

88

75
78
97

78
66

71
62

78
84
64
83

67
91
75
102
92
100

98
95

Giivenilir
Boélgelerdeki
Bazlar

83
70

88

74
78
97

78
62

69
62

75
84
64
83

67
91
75
102
92
94

98
95

Amplikon Genomik
icerigi
Gegerli Degil

CT(@),
insersiyon/delesyon

Poly A (5), Poly T (5), Poly

A (9), TG(3)
insersiyon/Delesyon
Poly A (6)

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

Gegerli Degil

Poly A (5),
insersiyon/delesyon

Poly A (5)

Poly A (7),
insersiyon/delesyon

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

Poly A (6),
insersiyon/delesyon

Poly T (5)

CT(4), AG(3)
insersiyon/Delesyon
Poly G (6)
insersiyon/Delesyon

GCT(5),
insersiyon/delesyon

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

insersiyon/Delesyon

GC
icerigi
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

0,55
0,53

Dogru
Aramalar
31.339
26.373

32.829

27.925
29.327
36.585

29.427
23.356

25.942
22.944

28.299
31.658
24.120
31.297

25.277
34.308
28.266
38.489
34.730
35.057

36.647
35.681
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Hatal
Aramalar

0
0

o

o/ o o o

o/ o o o o o

o

No
Call'lar
44
87

857

47
162
117

57
75

140
560

53
94
72
77

55
90
163
67
46
483

406
238

Dogru
Arama
Yizdesi

99,9
99,7

97,5

99,8
99,4
99,7

99,8
99,7

99,5
97,6

99,8
99,7
99,7
99,8

99,8
99,7
99,4
99,8
99,9
98,6

98,9
99,3
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Amplikon

40
41

42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52

53
54
55
56
57
58

59

60
61
62

Mayis 2022

Kromozom

~ N NN NN o o

@ 0 N N

© © © © © o©

10
10
10

Amplikon
Baglangici
33408498
41647401

112435865
22202076
66276100
77365735
110939946
128533468

149503875

154404519
156476507
1817312
24811020

76518625

103054909
105586150
107620823
123769149
138995345

5987120

11784629
27317777
33018351

Amplikon
Sonu

33408583
41647495

112435955
22202148
66276187
77365821
110940030
128533557

149503965

154404599
156476599
1817394
24811109

76518691

103055006
105586214
107620918
123769231
138995441

5987198

11784726
27317855
33018440

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

86
95

91
73
88
87
85
90

91

81
93
83
90

67
98
65
96
83
97

79

98
79
90

Giivenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

86
94

91
73
88
87
85
90

91

66
93
83
89

67
98
65
96
83
97

78

91
79
90

Amplikon Genomik
icerigi
Poly C (6)

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

Poly A (5)

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Poly A (7), AG(4)
insersiyon/Delesyon

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

Poly G (6), Poly C (6),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly G (7), CTC(4),
insersiyon/delesyon

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

AT(3)

Poly C (6),
insersiyon/delesyon

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)
Poly T (5)
Poly A (5), Poly T (5)

GC
icerigi
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

0,87
0,3
0,2

Dogru
Aramalar
32.438
35.441

34.354
27.575
33.060
32.423
32.074
33.791

34.316

24.901
35.067
31.365
32.781

25.228
36.968
24.472
36.203
31.329
36.472

29.473

34.188
20.843
33.968

Belge No 1000000030326 vO6 TUR

Hatal
Aramalar

0
0

o/ o o o o o

o

o/ o o o

o/ o o o o o

No
Call'lar
70

91

44
28
213
489
56
281

82

47
87

890

146
76
100
85
45
201

11

213
19
68

Dogru
Arama
Yizdesi

99,8
99,7

99,9
99,9
99,4
98,5
99,8
99,2

99,8

99,8
99,8
>99,9
97,4

99,4
99,8
99,6
99,8
99,9
99,5

>99,9

99,4
99,9
99,8
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Amplikon

63
64

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

77
78

79
80
81
82
83
84

85

Mayis 2022

Kromozom

10
10

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

11
12

12
12
12
12
13
13

13

Amplikon
Baglangici
45084159
55892599

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

125769313
2834770

26811004
30881766
88474105
120966872
24167504
25816961

44880112

Amplikon
Sonu

45084253
55892687

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

125769397
2834853

26811096
30881846
88474175
120966966
24167576
25817049

44880200

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

95
89

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

85
84

93
81
71
95
73
89

89

Giivenilir
Bdlgelerdeki
Bazlar

95
88

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

85
84

93
81
71
95
73
88

89

Amplikon Genomik
icerigi
insersiyon/Delesyon

AC(11),
insersiyon/delesyon

Gegerli Degil
Gegerli Degil
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly A (5)

Gegerli Degil

Poly G (6)
insersiyon/Delesyon

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

GA(3)

Poly C (5),
insersiyon/delesyon

Poly A (7), AC(4)
Gegerli Degil
Poly A (6)

Poly G (5)
Gegerli Degil

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

A7),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

GC
icerigi
0,35
0,42

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

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

0,52
0,52

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

0,49

Dogru
Aramalar
35.829
32.098

30.217
30.531
36.105
26.318
37.785
23.368
38.546
27.516
32.083
34.047
32.065
32.083

32.103
31.645

34.824
30.497
26.773
35.830
27.498
32.824

33.574

Belge No 1000000030326 vO6 TUR

Hatal
Aramalar

0
88

O 0O O O 0o o o oolo o o

o O o o o o

No
Call'lar
81
2048

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

27
525

330
121
65
72
114
566

77

Dogru
Arama
Yizdesi

99,8
93,8

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

99,9
98,3

99,1
99,6
99,8
99,8
99,6
98,3

99,8
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Amplikon

86
87
88
89

90
91
92
93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107

108
109

Mayis 2022

Kromozom

13
14
14
14

14
14
14
14
15
15
15

15
15
15
15
16
16
16
16
16

17
17

17
17

Amplikon
Baglangici
77665218
31619327
39517884
46958962

58050030
82390559
92549544
102808496
43170751
63446149
77879807

81625334
85438263
89817413
89864274
1894910

28997904
53682908
57954406
85706375

3563920
3594191

3970090
16084945

Amplikon
Sonu

77665294
31619393
39517966
46959034

58050110
82390649
92549609
102808589
43170848
63446216
77879901

81625428
85438334
89817503
89864343
1894972

28997998
53682994
57954509
85706465

3564008
3594277

3970180
16085037

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

77
67
83
73

81
91
66
94
08
68
95

95
72
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93

Giivenilir
Boélgelerdeki
Bazlar

77
67
83
72

81
91
66
94
9
68
93

95
71
91
70
63
95
87
104
91

89
87

91
93

Amplikon Genomik
icerigi
insersiyon/Delesyon
GA(3), TA()

Gegerli Degil

Poly T (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Poly A (5)
insersiyon/Delesyon
Poly C (5)
insersiyon/Delesyon

Poly G (5),
insersiyon/delesyon

Poly T (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil

Poly C (5)

TA(3)

Poly C (5)

Poly T (5),
insersiyon/delesyon

GC(3)

Poly C (5),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon

insersiyon/Delesyon

GC
icerigi
0,39
0,39
0,25
0,19

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

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

0,64
0,67

0,46
0,26

Dogru
Aramalar
29.075
25.313
31.360
26.499

30.494
34.313
24.555
35.472
36.264
25.667
34.745

35.870
26.762
34.286
26.449
23.809
35.860
32.835
39.177
34.075

33.632
32.752

34.343
35.077

Belge No 1000000030326 vO6 TUR

Hatal
Aramalar

o/ o o o

OO O o o o o o

O o o oo o o o o

o

No
Call'lar
31

13

22

77

133
86
1527
69
24
37
432

40
76
112
11

50
60
144
323

11
134

82
78

Dogru
Arama
Yizdesi

99,9
99,9
99,9
97,4

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

99,9
99,7
99,7
>99,9
>99,9
99,9
99,8
99,6
99,1

>99,9
99,6

99,8
99,8
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Amplikon

110
111

112
113

114
115
116
117
118
119
120

121

122

123
124
125
126
127
128
129
130

131

Mayis 2022

Kromozom

17
17

17
17

17
17
17
18
18
18
18

18

18

18
19
19
19
20
20
20
20

20

Amplikon
Baglangici
33998759
39589691

41244394
45438866

61502432
64023582
72308237
2616456
6980478
9888026
38836999

47405382

54815665

59773996
625143

18121418
18186574
746056

10633195
17705633
21766821

25278421

Amplikon
Sonu

33998849
39589774

41244484
45438957

61502510
64023667
72308320
2616522
6980568
9888094
38837073

47405462

54815749

59774060
625241

18121491
18186643
746149

10633276
17705708
21766890

25278521

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

91
84

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74
70
94
82
76
70

101

Giivenilir
Boélgelerdeki
Bazlar

89
82

91
92

79
86
84
67
91
69
75

81

85

65
99
74
70
94
82
76
70

101

Amplikon Genomik
icerigi

Poly T (5)

Poly A (13),

insersiyon/delesyon (x2)

Poly A (5)

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

AT(4),
insersiyon/delesyon

insersiyon/Delesyon
Poly T (7)

GAG(3)

GA@)

Gegerli Degil
Poly A (6), TG(3)

Poly A (5),
insersiyon/delesyon

CTC(3),
insersiyon/delesyon

CT(@3),
insersiyon/delesyon

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

CT(3)

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

insersiyon/Delesyon

GC
icerigi
0,54
0,29

0,34
0,26

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

0,47

0,45

0,48
0,59
0,68
0,64
0,61
0,59
0,58
0,46

0,63

Dogru
Aramalar
33.553
30.554

34.360
34.367

29.751
32.176
31.604
25.273
34.386
25.692
27.923

30.598

31.969

24.531
37.298
27.881
26.442
35.501
30.951
28.686
26.372

38.159
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Hatal
Aramalar

0
53

O/ o O o N o o

O/ o0o O o o o o o

No
Call'lar
89
2296

38
418

119
340
141
45

12

399
893

20

161

48
124
109
26
31
72
42
88

20

Dogru
Arama
Yizdesi

99,7
92,9

99,9
98,8

99,6
99,0
99,5
99,8
>99,9
98,5
96,9

99,9

99,5

99,8
99,7
99,6
99,9
99,9
99,8
99,9
99,7

99,9
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Amplikon

132
133
134
135
136
137

138

139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

150

Mayis 2022

Kromozom

20
20
20
21
21
21

21

21
22
22

Amplikon
Baglangici
50897302
62331904
62690860
30300823
33694176
36710706

46644924

46705575
25750774
32439233
37409844
37637596
47081347
15870424
135288543
135290777
2655397

2655519

2655609

Amplikon
Sonu

50897368
62331994
62690946
30300888
33694273
36710792

46644992

46705664
25750873
32439329
37409940
37637694
47081438
15870492
135288611
135290847
2655461

2655609

2655679

Analiz Edilen
Fragman
Boyutu

67
91
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
65

91

71

Giivenilir
Boélgelerdeki
Bazlar

67
88
87
66
98
87

69

90
100
97
97
99
92
69
69
71
0

Amplikon Genomik
Icerigi
insersiyon/Delesyon
Poly G (6)
insersiyon/Delesyon
insersiyon/Delesyon
Poly T (6), CA()

GT(3),
insersiyon/delesyon

Poly A (6), AG(3),
insersiyon/delesyon

Poly T (5), Poly A (6)
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Gegerli Degil
insersiyon/Delesyon
Poly T (5)

Poly C (5)

Gegerli Degil
Gegerli Degil

Gegerli Degil

Poly A (5)

GC
icerigi
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

Dogru
Aramalar
25.188
32.969
32.818
24.758
36.902
32.841

25.939

33.942
37.733
36.617
36.525
37.398
34.754
26.046
26.019
26.780
0
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Hatal
Aramalar

o/ o ©o o o o

o

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

No
Call'lar
544
309

77

181
160

48

280

78
86
49
162
24
22
36
63
58

Dogru
Arama
Yizdesi

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

98,9

99,8
99,8
99,9
99,6
99,9
99,9
99,9
99,8
99,8
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
Gegerli
Degil
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NextSeq 550Dx Cihazi

Numune GM12878 igin sekanslama sonuglan, National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19)
tarafindan olusturulan NA12878 icin oldukga guvenilir bir genotip ile karsilastinimistir. 150 amplikon icerisinden, NIST
sekansinda 92 amplikon tamamen oldukga glvenli genomik bdélgeler icinde olmustur, 41 amplikon kismi 6rtisme
gostermistir ve 17 amplikon értismemistir. Bu sonug, karsilastirma igin kopya basina 10.000 koordinatla
sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalar, insan genomu referans sekans yapisi hg19 ile karsilagtinimistir.
Dogruluk sonuglan Tablo 18 igerisinde gdsterilmektedir.

Tablo 18 NIST Veritabani ile GM12878 Numunesinin Somatik Uyumu
Numune Amplikon Sayisi Ortalama Arama Orani TP FN TN FP PPA NPA OPA
GM12878 133 98,8 2808 0 258488 0 100 100 100

Bu dokuz galistirmalik Somatik calismasiyla elde edilen verilere gére NextSeq 550Dx cihazi agagidakileri tutarli bir
sekilde sekanslayabilir:

GCigerigi = %19 (%19 GC iceren 378 sekanslanan amplikonda tiim aranan bazlar dogru aranmistir, no call
orani %2,6 olmustur)

GC igerigi = %87 (%87 GC iceren 378 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar dogru aranmistir, no call
orani %0,6 olmustur)

PolyA uzunluklan < 9 (dokuz nikleotidin PolyA tekrarini iceren 378 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %2,5 olmustur)

PolyT uzunluklan < 10 (on nukleotidin PolyT tekrarini iceren 378 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %0,1'den az olmustur)

PolyG uzunluklar < 6 (alti niikleotidin PolyG tekrarini igceren 2268 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %0,5 olmustur)

PolyC uzunluklan < 6 (alti nikleotidin PolyC tekrarini iceren 756 sekanslanan amplikonda tiim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %0,4 olmustur)

Dinlkleotid tekrar uzunluklan < 4x (4x dinlkleotid tekrarini iceren 1890 sekanslanan amplikonda tiim aranan
bazlar dogru aranmistir, no call orani %0,9 olmustur)

Trintkleotid tekrar uzunluklan < 5x (5x trintkleotid tekrarnini iceren 378 sekanslanan amplikonda tim aranan
bazlar dogru aranmistir, no call orani %1,4 olmustur)

insersiyon uzunluklan < 23 (23 niikleotid insersiyonu igeren 378 sekanslanan amplikonda tiim aranan bazlar
dogru aranmistir, no call orani %0,8 olmustur)

Delesyon uzunluklar < 25 (25 nikleotid delesyonu igeren 1134 sekanslanan amplikonda tim aranan bazlar
dogru aranmistir; no call orani %0,7 olmustur)

Kesinlik

NextSeq 550Dx cihazinin kesinligi, bes baslangi¢c glinii boyunca dokuz sekanslama galistirmasi olusturmak Uzere Ug
cihaz, Uc reaktif lotu ve ¢ operatér ile 13 benzersiz Platinum Genome numunesi test edilerek belilenmistir. Temsili
test, numuneler ve referans yéntemler germ hatti dogruluk ¢alismasinda agiklananlar ile aynidir. Kesinlige katki
saglayan unsurlar, yanit degiskeni olarak VAF kullanilarak ve cihaz, reaktif lotu, operatdr ve baslangi¢ gini igin
bilesen dizeyinde standart sapmalar hesaplanarak yapilan varyans bileseni analizine gére belirlenmistir (Tablo 19).
Her bir cihaz, operatdr veya reaktif lotu bilesenine iliskin analizde kullanilan toplam gézlemlerin sayisi SNV'ler icin
699, insersiyonlar icin 176 ve delesyonlar i¢in 235 olmustur.

Tablo 19 NextSeq 550Dx Cihazi i¢in Kesinlik Sonuglan (Standart Sapma)

Bilegen SS Degeri Toplam SS Degeri
Bilegen Varyant Tri Maks Medyan Maks Medyan
Lot SNV 0,0076 0,0002 0,0833 0,0154
insersiyon 0,0104 0,0000 0,0410 0,0157
Delesyon 0,0046 0,0005 0,0560 0,0187
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Bilesen SS Degeri Toplam SS Degeri
Bilesen Varyant Turi Maks Medyan Maks Medyan
Cihaz SNV 0,0114 0,0003 0,0840 0,0153
insersiyon 0,0138 0,0009 0,0407 0,0161
Delesyon 0,0079 0,0008 0,0549 0,0187
Operatoér SNV 0,0226 0,0008 0,0841 0,0155
insersiyon 0,0344 0,0010 0,0417 0,0164
Delesyon 0,0083 0,0013 0,0547 0,0187
Gun SNV 0,0277 0,0012 0,0825 0,0160
insersiyon 0,0235 0,0012 0,0409 0,0169
Delesyon 0,0271 0,0014 0,0548 0,0188

Yoéntem Karsilastirma (Sekanslama Platformu)

Tam kan ve FFPE numuneleri, NextSeq 550Dx cihazinda ve MiSeqgDx cihazinda TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
germ hatti ve somatik is akiglan kullanilarak degerlendirilmistir. Kan ve FFPE numuneleri icin varyant frekansi uyumu,
birden cok temsili test kullanilarak degerlendirilmistir. Sekil 2 ile bir temsili test icin iki cihaz arasindaki VAF
bagintisina iliskin grafik sunulmakta ve Tablo 20 ile bu baginti, test paneline gére 6zetlenmektedir. MiSeqDx cihaz
ile NextSeq 550Dx cihazi arasindaki giicli bagintiya gore, pre-analitik faktorler (6r. ekstraksiyon ydntemleri veya
enterferan maddeler) ile ilgili performans 6zelliklerinin her iki cihaz icin gecerli oldugu belirlenmistir. Ek aynntilar icin
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullanim talimatina bakin.

Sekil 2 Test 1 ile FFPE (Sol) ve Kan (Sag) Numuneleri icin MiSeqgDx Cihazinin NextSeq 550Dx Cihazlarina VAF Bagintisi

1 1
i Germ Hatti

09 Somatik 09
E —

<L 0,8 o 08

< 07 $ o7
% %

8 06 S 06
w

{2 05 w05
o o

o 04 g 0,4

E 0,3 s 03
B -4

Z 0.2 0,2

0,1 0,1

0 0

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

Tablo 20 Benzersiz Kan ve FFPE Numuneleri Kullanilarak Gerceklestirilen Yéntem Karsilastirma Sonuclan

gDNA Test (Oligo Biyolojik Kopyalar Teknik Kopyalar Gozlemler Egim Kesisme Bagint
Kaynagi Paneli) (Numuneler) (Numune bagina) (Varyant Sayisi) R?
Kan Test 1 45 2 8369' 0,992 | 0,002 0,995?
Kan Test 2 45 2 5457 0,995 | 0,005 0,981
FFPE Test 1 46 2 8319 0,993 | 0,000 0,9972
FFPE Test3 40 1 280 0,969 | 0,015 0,978

'Germline Variant Module icin belirtilen sinrlamaya dayali olarak iki veri noktasi gikariimigtir.
2$eki| 2'de gosterildigi sekilde VAF grafiklerine iliskin belirleme katsayisi.
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Tekrarlanabilirlik

NextSeq 550Dx cihazinin tekrarlanabilirligi; 150 amplikon kullanarak 23 farkli kromozomda 12.588 bazi kapsayacak
sekilde cesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test ile Platinum Genome numuneleri kullanilarak
degerlendiriimistir. Germ hatti testi 13 numunenin yedi kopyasini icermistir; somatik testi ise farkli VAF diizeylerinde
yedi numunenin alti kopyasini icermistir. Numuneler TruSeq Custom Amplicon Kit Dx kullanilarak hazirlanmistir.

Test, bir NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) lotu kullanilarak Ug¢ harici tesiste
gergeklestiriimistir. Her tesiste tek bir NextSeq 550Dx cihazi kullanilmistir. Her tesiste testi iki operator
gerceklestirmistir. Her operatér, Ug tesis genelinde toplam 36 ¢alistirma olmak Uzere, her bir numune tiri icin ardigik
olmayan U¢ baslangi¢ guniinde testi gergeklestirmistir. Bu test sonucunda germ hatti ve somatik is akiglarinin her
biri icin 18 calistirma elde edilmigtir.

Germ Hatti

VAF dizeyi = 0,2 olan germ hatti varyantlan pozitif (varyant) olarak raporlanir. Beklenen pozitif germ hatti varyantlan
icin, veriler her bir varyant tiriindeki (SNV, insersiyon, delesyon) no call orani ve dogru pozitif arama orani agisindan
degerlendiriimistir. Tablo 21 kisminda, her bir varyant tirG icin Wilson Skoru yéntemi kullanilarak hesaplanan alt ve
Ust %95 gliven dlzeyleri (LCL/UCL) ile birlikte gézlemlenen oranlar 6zetlenmektedir.

Tablo 21 Varyant Turline Gére Beklenen Pozitif Sonuclar icin Germ Hatti Arama Gézlemleri

Varyant Turi No Call Dogru Pozitif Arama
Gdzlemlenen Toplam Yiizde Gdzlemlenen Toplam Yiizde %95 %95
LCL UCL
SNV 16 110.376 0,014 110.349 110.360 99,99 99,98 99,99
insersiyonlar 1026 37.044 2,77 36.018 36.018 100 99,99 100,00
Delesyonlar 648 34.776 1,86 34.128 34.128 100 99,99 100,00

VAF dizeyi < 0,2 olan germ hatti varyantlan negatif (yabani tip) olarak raporlanir. Beklenen negatif germ hatti
konumlari icin, veriler no call ve dogru yabani tip arama oranlan agisindan degerlendiriimistir. Tablo 22 kisminda,
Wilson Skoru yontemi kullanilarak hesaplanan alt ve Ust %95 gliven dizeyleri (LCL/UCL) ile birlikte gézlemlenen
oranlar 6zetlenmektedir.

Tablo 22 Beklenen Negatif Sonuclar icin Germ Hatti Arama Gézlemleri

Varyant Tri No Call Dogru Negatif Arama
Gozlemlenen Toplam Yiizde Gozlemlenen Toplam Yiizde %95 %95
LCL UCL
Yabani tip 4883 19.600.182 0,025 19.595.299 19.595.299 100 100,00 100,00

VAF dizeyi = 0,2 ve < 0,7 olan germ hatti varyantlannin arama sonucu, varyant i¢in pozitif heterozigot ve VAF dizeyi
> 0,7 olan varyantlarin arama sonucu, varyant i¢in pozitif homozigot seklindedir. Testin dogal degiskenliginin
genotip aramasini etkileyip etkilemeyecegdini belirlemek igin heterozigot varyantlar iceren germ hatti numuneleri
kullaniimigtir. Cx her iki esik igin (heterozigot genotip igin 0,2 ve homozigot genatipler igin 0,7) belirlenmistir; burada
X, esigi asan tekrarlanan testlerin oranidir. 0,2 VAF alt esigi igin, Cx = %99,999 olmustur; buna gére, heterozigot
varyantlarnn = %99,999'unun arama sonucu heterozigot olur. 0,7 VAF Ust esigi icin, Cx < %0,001 olmustur; buna
gore, heterozigot varyantlann < %0,001'inin arama sonucu homozigot olur. Tablo 23 ile varyant tiriine gére
sonuglarin 6zeti sunulmaktadir.

VAF dizeyi = 0,2 ve < 0,7 olan germ hatti varyantlannin arama sonucu, varyant icin pozitif heterozigot ve VAF dizeyi
> 0,7 olan varyantlarin arama sonucu, varyant i¢in pozitif homozigot seklindedir. Testin dogal degiskenliginin
genotip aramasini etkileyip etkilemeyecegdini belirlemek icin heterozigot varyantlar iceren germ hatti numuneleri
kullanilmistir. Cx her iki esik icin (heterozigot genotip i¢in 0,2 ve homozigot genotipler igin 0,7) belirlenmistir; burada
X, esigi asan tekrarlanan testlerin oranidir. 0,2 VAF alt esigi igin, Cx = %99,999 olmustur; buna gére, heterozigot
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varyantlarin > %99,999'unun arama sonucu heterozigot olur. 0,7 VAF (st esigi icin, Cx < %0,001 olmustur; buna
gore, heterozigot varyantlann < %0,001'inin arama sonucu homozigot olur. Tablo 23 ile varyant tlriine gére
sonuglarin ézeti sunulmaktadir.

Tablo 23 Heterozigot Varyantlar icin Germ Hatti Cx Degerleri

Varyant Turi 0,2 VAF'de Esik 0,7 VAF'de Esik
= C %99,999 < C %0,001
SNV 94/94 94/94
insersiyonlar 24/24 24/24
Delesyonlar 35/35 35/35
Toplam 153 153
Somatik

VAF dizeyi = 0,026 olan somatik varyantlan pozitif (varyant) olarak raporlanir. VAF dlzeyleri > 0,01 ve < 0,026 VAF
olan g6zlemler, bu analizin amaclan dogrultusunda belirsiz olarak degerlendiriimistir (ne pozitif ne negatif; dlisik
varyant frekansi olarak isaretlenir). Performansi degerlendirmek icin, sonuglar (¢ sekilde hesaplanmistir:
En iyi durum: Tum belirsiz sonuglar, dogru pozitif arama olarak degerlendirilmistir (beklenen sonuglarla uyumiu)
En kétd durum: Tim belirsiz sonuglar, hatali arama olarak degerlendirilmistir (beklenen sonuglarla uyumsuz)
Hari¢c tutma durumu: Tim belirsiz sonuglar analizden hari¢ tutulmustur
Tablo 24, Tablo 25 ve Tablo 26 olmak Uzere verilen ¢ tabloda sirasiyla en iyi durum, en kétl durum ve hari¢ tutma
durumui ile iligkili arama sonuglan ve Wilson Skoru yontemi kullanilarak hesaplanan alt ve Ust %95 giiven dizeyleri
(LCL/UCL) 6zetlenmektedir.

Tablo 24 Varyant Tiirline Goére Beklenen Pozitif Sonuglar icin Somatik Arama Gézlemleri (En iyi Durum)

Varyant tiirt Dogru Pozitif Arama

Gozlemlenen Toplam Yiizde %95 LCL %95 UCL
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
insersiyonlar 18.036 18.036 100 99,98 100,00
Delesyonlar 18.381 18.381 100 99,98 100,00

Tablo 25 Varyant Turiine Gére Beklenen Pozitif Sonuclar icin Somatik Arama Gézlemleri (En Kétti Durum)

Varyant Tarl Dogru Pozitif Arama

Gozlemlenen Toplam Yiizde %95 LCL %95 UCL
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
insersiyonlar 18.000 18.036 99,8 99,72 99,86
Delesyonlar 18.381 18.381 100 99,98 100,00

Tablo 26 Varyant Tiriine Gére Beklenen Pozitif Sonuclar icin Somatik Arama Gozlemleri (Belirsiz Aramalar Cikarilmisg)

Varyant TUrl Dogru Pozitif Arama

Gozlemlenen Toplam Yiizde %95 LCL %95 UCL
SNV 54.346 54.346 100 99,99 100,00
insersiyonlar 18.000 18.000 100 99,98 100,00
Delesyonlar 18.381 18.381 100 99,98 100,00

VAF diizeyi < 0,01 olan somatik varyantlan negatif (yabani tip) aramalar olarak raporlanir. Beklenen negatif somatik
konumlari icin, veriler no call orani ve dogru yabani tip arama orani agisindan degerlendirilmistir. Dogru yabani tip
aramalar, no call'larin hari¢ tutulmasi ve belirsiz bélgeye (VAF dizeyleri = 0,01 ve < 0,026) denk gelen gdézlemlenen
aramalarin ve esigin (VAF dlzeyleri = 0,026) Uizerinde olan hatali aramalarnn toplamdan cikariimasiyla belirlenmistir.
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Tablo 27 kisminda, no call orani ve dogru yabani tip arama orani bakimindan negatif somatik konumlar icin
g6zlemlenen, toplam ve ylzde sonuglar ile Wilson Skoru yéntemi kullanilarak hesaplanan alt ve st %95 glven
dlzeyleri (LCL/UCL) 6zetlenmektedir.

Tablo 27 Beklenen Negatif Sonuclar icin Somatik Arama Gézlemleri

Varyant

Tori No Call Dogru Arama
. . s . . %95 %95
Gozlemlenen Toplam Yizde Belirsiz Hatali Dogru Toplam Yizde LCL ucL
Yabani tip 36.326 8.909.676 | 0,408 2254 121 8.870.975 | 8.873.350 | 99,97 99,972 | 99,974

Testin C95 degerini (her bir varyant tlriinde) belirlemek igin ayni varyant igin farkl VAF diizeylerinde somatik
numuneleri degerlendiriimistir. Test esigi yakininda degiskenligi degerlendirmek icin, beklenen VAF dlzeyleri 0,02 ile
0,07 arasinda olan numuneler kullaniimistir. Her bir varyant icin C95 degeri belirlenmis, her varyant tlrtine iliskin en
ylksek C95 degeri Tablo 28 kisminda raporlanmistir.

Tablo 28 Somatik C95 Ozeti

Varyant Tri N C95

SNV 74 0,0613
insersiyon 24 0,0573
Delesyon 33 0,0575

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycle) Performansi

Genel Bakig

NextSeq 550Dx iki reaktif kiti ile desteklenir: NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ve NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles). NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles)
Urtiniiniin NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ile dogrulanmis ve valide edilmis analitik
performans gerekliliklerini karsilayabildigini gdstermek Uzere NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) ile calismalar yapiimistir. Biri Germ hatti is akigi ve biri Somatik is akisi ile olmak Uzere TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx kullanilarak iki kitaplik hazirlama islemi gerceklestiriimistir. Her bir is akisina iliskin kitapliklar G¢
NextSeq 550Dx cihazi kullanilarak (i¢ NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) lotu ile test
edilmistir. Ek olarak, her bir is akisina iliskin testler kapsaminda NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) ile tek calistirma yapiimistir.

Analitik Duyarhlik (Kér Siniri [LoB] ve Saptama Siniri [LoD])

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ile yapilan dogrulama, NextSeq 550Dx cihazinin Tip Il hata
< 0,05 ile 0,05 VAF'de varyantlan saptayabildigini ve Somatic Variant Module'de (gecerli LoB) kullanilan 0,026 VAF
esiginin Tip | hata < 0,01 degerini destekledigini gdstermistir. Bu iddialara gére, 0,05 VAF'deki varyantin %95 oranla
0,026 VAF'den yiksek veya buna esit olmasi ve yabani tip konumunun %99 oranla 0,026 VAF’den distk olmasi
beklenmektedir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) ile bu iddialarin saglandigindan emin
olmak icin NextSeq 550Dx cihazinda NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanilarak yabani
tip numuneler (LoB numuneleri) ile ve 0,05 VAF'de varyantlar iceren numuneler (LoD numuneleri) ile tekrar dlcimleri
gerceklestirilmigtir. 0,026 esiginin tzerindeki ve altindaki aramalann orani daha sonra NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles) ile belirlenen iddialarla karsilastinimistir.

Test kapsaminda, her biri 0,05 VAF'ye hedeflenen benzersiz bir varyant seti iceren iki LoD numunesi ve hedeflenen
varyantlar i¢in yabani tip olan karsilik gelen LoB numuneleri ele alinmistir. Kitaplik hazilama icin TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx kullanilarak sirasiyla sekiz ve yedi kopya halinde LoD ve LoB numuneleri islenmistir. Kitapliklar,
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) ile LoB/LoD degerlendirmeye iliskin varyantlan/genom
koordinatlarini tanimlamak igin baslangicta NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) kullanilarak
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sekanslanmistir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) sonuglarina gore ortalama VAF degeri
0,045 — 0,055 (LoD Varyantlan) olan tim varyantlar LoD analizi i¢in kullanilmistir (N = 51 varyant). LoB analizi igin,
karsilik gelen 51 genom koordinati degerlendirilmigtir.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) degerlendirmesi icin kitapliklar ayni cihaz ve reaktif kiti
lotu kullanilarak ardisik G¢ giin boyunca U¢ galistirmada sekanslanmistir. Bu testte, 51 LoD varyantinin her biri i¢in 24
kopya ve karsilik gelen yabani tip konumlarin her biri icin 21 kopya elde edilmistir. VAF < 0,026 olan yabani tip
aramalarin orani Tablo 29 kisminda belirtiimektedir. VAF degeri 0,026'dan yiksek veya buna esit olan LoD varyant
aramalarin orani Tablo 30 ile belirtiimektedir.

Tablo 29 Yabani Tip Konumlan igin < 0,026 Olan Aramalann Orani (LoB iddiasinin Degerlendirmesi)

Varyant Tiiri Degerlendirilen Toplam Gdézlemler > %2,6 VAF Olgtimlerinin < %2,6 %95 Giiven
Konumlar sayisi Orani Arahiginin Orani
SNV 32 672 0 1 0,994 -1
insersiyon 11 231 0 1 0,984 -1
Delesyon 8 168 0 1 0,978 -1

Tablo 30 LoD Varyantlan icin = 0,026 VAF Aramalarin Orani (LoD iddiasi Degerlendirmesi)

Varyant Degerlendirilen Toplam < %2,6 = %2,6 = %2,6 %95 Guven
Tard Konumlar Gozlemler VAF Qlgumlerinin VAF Olgimlerinin Orani Araliginin
sayisl sayisl Orani
SNV 32 768 1 767 0,999 0,993 -1
insersiyon 11 264 3 261 0,989 0,967 -
0,996
Delesyon 8 192 2 190 0,99 0,963 -
0,997
Dogruluk
Germ Hatti

Asagidaki calisma, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanarak Germline Variant Module
ile varyant arama dogrulugunu degerlendirmek icin gerceklestiriimistir. Temsili bir test kullanilarak on iki benzersiz
Platinum Genome numunesi test edilmistir. Uc NextSeq 550Dx cihazi ve lic NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5 (300 cycles) kullanilarak toplam 11 g¢alistirma gergeklestirilmistir.

SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar igin dogruluk, sonuglarin iyi karakterize edilmis birlesik referans yéntemi olan
Platinum Genomes slriim 2016-1.0 ile karsilastinimasiyla belilenmistir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(300 cycles) ile gerceklestirilen tek sekanslama calistirmasindan elde edilen dogruluk sonuglar referans igin
verilmistir. Sonuglann bir 6zeti Tablo 31 kisminda sunulmaktadir.
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Tablo 31 Germ Hatti Uyumunun Ozeti

. '[oplam Gozleme Gore Gozleme Gore Calistirmaya Gore Calistirmaya Gore
Kriterler Goézlemler 5 3 4 4
(v2.5)" Sonug (v2.5) Sonug (v2) Sonug (v2.5) Sonug (v2)

SNV icin PPA | 1056 98,7 98,7 >99,9 >99,9

insersiyonlar 1056 100 100 100 98,9

icin PPA

Delesyonlar 1056 95,2 95,2 >99,9 100

icin PPA

NPA 1056 100 100 100 100

OPA 1056 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

1Qal|§t|rma basina numune sayisi x galistirma sayisi (¢alistirma basina 96 numune x 11 galistirma = 1056 gdzlem) olarak hesaplanir.

2Ttm calistirmalar genelinde numune kopyasina gére gézZlemlenen en dusik deger (NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 igin 11 ¢alistirmaya dayalidir).
31 calistirma genelinde numune kopyasina gére gézlemlenen en disik degder (toplam 96 gozlem).

4 Her bir calistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en dusik deger.

Somatik

Asagidaki calisma, NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kullanilarak NextSeq 550Dx cihazinda
Somatic Variant Module'ln varyant arama dogrulugunu degerlendirmek i¢in gerceklestirilmistir. On adet Platinum
Genome FFPE numunesi (iki tanesi 0,05 VAF olacak sekilde seyreltiimis varyantlar icermistir), temsili bir test
kullanilarak test edilmistir. U¢ NextSeq 550Dx cihazi ve lic NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) lotu kullanilarak toplam 11 calistirma gergeklestiriimistir.

SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar icin dogruluk, sonuglann iyi karakterize edilmis birlesik referans yéntemi olan
Platinum Genomes slrim 2016-1.0 ile karsilastinimasiyla belirlenmistir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
(800 cycles) ile gerceklestirilen tek sekanslama calistirmasindan elde edilen dogruluk sonuglari referans icin
verilmistir. Sonuglarin bir 6zeti Tablo 32 kisminda sunulmaktadir.

Tablo 32 Somatik Uyumu Ozeti

Toplam Gozleme Gore Gozleme Gore Calistirmaya goére Calistirmaya gore
Kriterler Gozlemler Sonug Sonug Sonug Sonug
(v2.5)" (v2.5) (v2)° (v2.5)* v2)*
SNV igin PPA 528 100 100 100 100
insersiyonlar icin | 528 96,9 96,9 >99,9 >99,9
PPA
Delesyonlar igin 528 100 100 100 100
PPA
NPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9
OPA 528 >99,9 >99,9 >99,9 >99,9

1(}ah@tlrma basina numune sayisi x galistirma sayisi (galistirma basina 48 numune x 11 galistirma = 528 gézlem) olarak hesaplanir.

2Tim calistirmalar genelinde numune kopyasina gore gdzlemlenen en dusik deger (NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 icin 11 calistirmaya dayalidir).
31 calistirma genelinde numune kopyasina gére gézlemlenen en diisik deger (toplam 96 gozlem).

“Her bir galistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en diisiik deger.
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Kesinlik

Germ Hatti

Germline Variant Module ile NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kesinligi, Platinum Genome
numuneleri ve bir temsili test kullanilarak degerlendiriimistir. Test, TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ile tek kitaplk
hazirlamadan olusmus ve her biri sekiz kopya ile igslenen 12 numune igermistir. Kitapliklar ¢ NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) lotu ve l¢ NextSeq 550Dx cihazi ile toplam dokuz sekanslama calistirmasinda
sekanslanmistir.

Testin dogal degigkenliginin genotip aramasini etkileyip etkilemeyecegini belilemek igin heterozigot varyantlar
iceren numuneler kullaniimistir (N = 153 benzersiz heterozigot varyant). Cx her iki Germline Variant Module esigi igin
(heterozigot genotip icin 0,2 ve homozigot genotipler igin 0,7) belirlenmistir; burada x, esigi asan tekrarlanan testlerin
oranidir. 0,2 VAF alt esigi icin, NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) minimum Cx degerli varyant > %99,9
olmustur; buna gore, heterozigot varyantlann > %99,9'unun arama sonucu heterozigot olur. 0,7 VAF Ust esigi icin,
NextSeq 550Dx Reagent Kit v2.5 (300 cycles) maksimum Cx degerli varyant < %1,5 olmustur; buna gore,
heterozigot varyantlarin < %1,5'inin arama sonucu homozigot olur. Tablo 33 ile varyant tlriine gére sonuglann 6zeti
sunulmaktadir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) kullanilarak gerceklestirilen tek sekanslama
calistirmasindan elde edilen Cx degerleri referans olarak saglanmistir.

Tablo 33 Heterozigot Varyantlar icin Germ Hatti Cx Degerleri

0,2 VAF'de Esik 0,7 VAF'de Esik
Varyant Tri N
Min Cx (v2.5)! Min Cx (v2)? Max Cx (v2.5)" Max Cx (v2)?
SNV 94 >%99,9 > 9%99,9 %1,5 %1,0
insersiyonlar 24 %100 %100 %0 < %0,1
Delesyonlar 35 %100 > %99,9 < %0,1 < %0,1

Cx degerleri, varyans bilesen analizinden elde edilen Toplam Standart Sapmaya dayalidir.
2Cx degerleri Numune Standart Sapmalarina dayalidir.

Somatik

Somatic Variant Module ile NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) kesinligi, Platinum Genome
FFPE numuneleri ve bir temsili test kullanilarak degerlendirilmistir. Test, TruSeq Custom Amplicon Kit Dx ile tek
kitaplik hazirlamadan olusmus ve her biri sekiz kopya ile islenen iki numune icermistir. Kitaplklar Gic NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) lotu ve ¢ NextSeq 550Dx cihazi kullanilarak toplam dokuz sekanslama
calistirmasinda sekanslanmigtir.

Beklenen VAF dlzeyleri < 0,10 VAF (N = 131 benzersiz varyant) olan somatik varyantlar, Somatic Variant Module
VAF esigine yakin cihaz degiskenligini degerlendirmek icin kullanilimistir (VAF diizeyi = 0,026 iceren somatik
varyantlarin arama sonucu varyant icin pozitif olur). C95 degerleri, somatik varyantlann her biri icin belilenmistir. C95
degerleri, Somatic Variant Module VAF esiginden yUksek olma olasiliginin %95 oldugu VAF'yi temsil eder. Varyant
tlriine gore C95 degerleri Tablo 34 kisminda raporlanmistir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300
cycles) kullanilarak gerceklestirilen tek sekanslama calistirmasindan elde edilen C95 sonuclarn referans olarak
saglanmistir.

Tablo 34 Somatik C95 Ozeti

Varyant Tri Degerlendirilen Varyantlarin Sayisi C95 (v2.5)" C95 (v2)?
SNV 74 0,064 0,063
insersiyonlar 24 0,062 0,061
Delesyonlar 33 0,060 0,060

1C95 degerleri, varyans bilesen analizinden elde edilen Toplam Standart Sapmaya dayalidir.
2C95 degerleri Numune Standart Sapmalarina dayalidir.
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Yontem Karsilastirma (Reaktif Kiti)

Germ Hatti

215 benzersiz varyanttan elde edilen ortalama VAF degerleri, Germline Variant Module'den olusturulan sonuglar
kullanilarak NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ve NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 (300 cycles) genelinde degerlendirilmistir. VAF ortalamalari, 11 sekanslama calistirmasindan (v2.5) ve bir
sekanslama calistirmasindan (v2) hesaplanmistir. Her bir varyant icin ortalamayi hesaplamak Uzere en az sekiz kopya
kullanilmigtir. Sekil 3 ile iki reaktif kiti arasindaki VAF bagintisi grafik halinde g&sterilmistir. Reaktif kitleri arasindaki
glcli dogrusal VAF bagintisi ve sonuglardaki benzerliklere gore, baslangicta Germline Variant Module ile NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) kullanilarak dogrulanan ve valide edilen performans &zelliklerinin
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) icin gecerli oldugu belirlenmistir.

Sekil 3 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ve NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) arasindaki Germline Variant Module Varyant Alel Frekansi (VAF) bagintisi.
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Somatik

501 benzersiz varyanta iliskin ortalama VAF degerleri, Somatic Variant Module'den olusturulan sonuglar kullanilarak
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ve NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) genelinde degerlendirilmistir. VAF ortalamalari, 11 sekanslama galistirmasindan (v2.5) ve bir sekanslama
calistirmasindan (v2) hesaplanmistir. Her benzersiz varyant icin ortalamayi hesaplamak Uzere en az Ui¢ kopya
kullanilmistir. Sekil 4 ile iki reaktif kiti arasindaki VAF bagintisi grafik halinde gésterilmistir. Reaktif kitleri arasindaki
VAF bagintisi ve sonuglardaki benzerliklere gére, Somatic Variant Module ile NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2 (300 cycles) kullanilarak dogrulanan ve valide edilen performans 6zelliklerinin NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 cycles) icin gegerli oldugu belirlenmigtir.
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Sekil 4 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) ve NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cycles) arasindaki Somatic Variant Module Varyant Alel Frekansi (VAF) bagintisi.
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Belge Tarih Degisiklik Agiklamasi
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Belge No 1000000030326 Kasim Ciddi oIangrm raporlanmasi bolimine Uyarilar ve Tedbirler ifadesi eklendi.
v05 2021 Prosedir llkeleri kismina amaglanan kullaniciyr belirten ifade eklendi.
High Output Reagent Kit v2 (300 cycles) referansi ¢ikarildi. High Output Reagent Kit v2.5 (75
cycles) referansi eklendi.
Belge No 1000000030326 Agustos Revizyon Gecmisi tablosu eklendi. AB Yetkili Temsilcisinin adresi glincellendi.
v04 2021

Patentler ve Ticari Markalar

Bu belge ve igindekiler lllumina, Inc. ve bagl sirketlerinin ("lllumina") milkiyetinde olup yalnizca isbu belgede agiklanan trintn/Grinlerin
kullanimiyla baglantil olarak misterisinin s6zlesmeye iligkin kullanimi igindir. Bu belge ve igindekiler lllumina'nin dnceden yazil izni olmaksizin
baska higbir amagla kullanlamaz veya dagitlamaz ve/veya hicbir sekilde iletilemez, ifsa edilemez ya da kopyalanamaz. lllumina bu belge ile
patenti, ticari markasi, telif hakki veya genel hukuk haklari ya da tGglincl taraflarin benzer haklari kapsaminda hicbir lisansi devretmez.

Bu belgede agiklanan trliniin/Urinlerin uygun ve guvenli bir sekilde kullaniimasi igin nitelikli ve uygun egitim almis galisanlar bu belgedeki
talimatlari tam olarak ve agik bir sekilde uygulamalidir. S6z konusu Grin/Urinler kullanimadan énce bu belgedeki tim bilgiler tam olarak okunmal
ve anlagiimaldr.

BU BELGEDE YER ALAN TUM TALIMATLARIN TAMAMEN OKUNMAMASI VE ACIK BiR SEKILDE UYGULANMAMASI, URUNUN/URUNLERIN
HASAR GORMESINE, KULLANICI VEYA BASKALARI DAHIL OLMAK UZERE KiSILERIN YARALANMASINA VE DIGER MALLARIN ZARAR
GORMESINE NEDEN OLABILIR VE URUN/URUNLER iGIN GEGERLI OLAN HER TURLU GARANTIYi GECERSIZ KILACAKTIR.

ILLUMINA BU BELGEDE AGIKLANAN URUNUN/URUNLERIN (URUNUN PARGCALARI VEYA YAZILIM DAHIL) YANLIS KULLANIMINDAN
DOGAN DURUMLARDAN SORUMLU TUTULAMAZ.

© 2022 lllumina, Inc. Tum haklari saklidir.
Tim ticari markalar lllumina, Inc. veya ilgili sahiplerinin malidir. Ozel ticari marka bilgileri icin bkz. www.illumina.com/company/legal.html.
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iletisim Bilgileri
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lllumina

5200 lllumina Way Avustralya Sponsoru

San Diego, California 92122 ABD IVD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (Kuzey Amerika digindan) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com llumina Netherlands B.V. Avustralya

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Hollanda

Urlin Etiketi

Uriin ambalaji ve etiketinde gériilebilecek sembollere dair eksiksiz referans icin support.illumina.com adresinden
kitinize yénelik sembol anahtarina bakin.
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