NovaSeq™ 6000Dx Cihazi illumina

Kullanim Talimati

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
SADECE IHRACAT iCiN

Kullanim Amaci

NovaSeq 6000Dx Aleti, in vitro tani (IVD) testleri ile birlikte kullanildiginda DNA kitapliklarini sekanslamak tzere
tasarlanmistir. NovaSeq 6000Dx Aleti, tescilli, sertifikali veya onayli IVD reaktifler ve analitik yazili ile birlikte
kullanilmak tzere tasarlanmistir.

Prosediir Ilkeleri

lllumina®NovaSeq 6000Dx Aleti, in vitro diyagnostik testlerle DNA kitapliklarini sekanslamak icin tasarlanmistir.
NovaSeq 6000Dx girdi i¢in, numune dizinlerinin ve yakalama sekanslarinin amplifiye hedeflere eklendigi,
DNA’dan olusturulan kitaplklari kullanir. Numune kitapliklari bir akis hiicresinde yakalanir ve sentezle
sekanslama (SBS) kimyasiyla cihaz Gzerinde sekanslanir. SBS kimyasi, buylyen DNA zincirlerine kaynastikga
floresan etiketlemeli tek niikleotid bazlarini saptamak i¢in donustirilebilir terminatér yontemini kullanir. Real-
Time Analysis (RTA) yazihmi goéruntl analizi ve baz aramayi gergeklestirir ve her bir sekanslama déngusu igin
her baza bir kalite skoru atar. Birincil analiz sona erdiginde, baz aramalari islemek Gizere dahil edilen ve gereken
NovaSeq 6000Dx igin lllumina DRAGEN Sunucusu tzerinde ikincil analiz yuratulebilir. NovaSeq 6000Dx, is
akisina bagl olarak farkli ikincil analiz uygulamalari kullanir. DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulamasi igin isleme, cogullama ¢6zme, FASTQ dosya olusturma, hizalama, varyant arama ve varyant arama
formati (VCF ve gVCF) dosyalarinin olusturulmasiniigerir. VCF ve gVCF dosyalari, bir referans genomunda belirli
konumlarda bulunan germ hatti veya somatik varyantlar (segilen is akisina bagl olarak) hakkinda bilgi icerir.

Cift Calisma Modu

NovaSeq 6000Dx, ayri in vitro tani amach (IVD) ve sadece arastirma amacli (RUO) modlarina sahip tek bir
onyukleme sabit diski igerir. Mod, Sequencing (Sekanslama) ekranindaki bir anahtar kullanilarak segilir. Segilen
mod tlim ekranlarda araylzde acikca etiketlenir. Germ hatti ve/veya somatik is akislarindaki DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi da dahil olmak Uzere IVD sekanslama testleri IVD modunda
yuratalir. IVD modunda sadece IVD sekanslama reaktifleri kullanilabilir. NovaSeq 6000Dx igin performans
Ozellikleri ve prosedir sinirlamalari IVD modunda DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulamasi kullanilarak belirlenmisgtir.

Prosedur Kisitlamalari

1. Sadece in Vitro tani amagcli kullanim igindir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasi, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300

doéngu) ve NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongd) ile birlikte kullanildiginda sunlari saglayabilir:

Sekanslama ciktisi:

* S2kitiile = 1,0 terabaz (TB)

* S4kitiille=3,0TB

Okuma uzunlugu (gift sonlu galistirmada) 2 x 150 baz gifti (bp).

2 x 150 bp okuma uzunlugunda Q30 = %85'ten ylksek bazlar. Temel aramalarin %85'ine esit veya daha
fazlasi, Phred dl¢egi kalite skorlarinin 30’dan blyulk olup, temel arama dogrulugunun %99,9'dan yuksek
oldugunu gosterir.

>18 bp uzunluk insersiyonlari ve > 21 bp uzunluk delesyonlari dodrulanmamistir.

Coklu nikleotid varyantlari (MNV) ve biyuk insersiyon/delesyonlar dahil olmak tzere blylk varyantlar, ikt

VCF dosyasinda ayri ayri daha kiguk varyantlar olarak raporlanabilir.

Kugik MNV’ler ¢ikti VCF dosyasinda ayri varyantlar olarak rapor edilir.

Delesyonlar VCF dosyasinda, VCF bigimine goére 6nceki bazin koordinatinda raporlanir. Dolayisiyla, bagimsiz

bir baz aramayi1 homozigot referans olarak raporlamadan 6nce bitisik varyantlari degerlendirin.

Germ hattina 6zgu kisitlamalar:

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germ hatti FASTQ ve VCF olusturma
analiz is akisini kullanan NovaSeq 6000Dx, germ hatti varyant arama (6rn. homozigot, heterozigot,
yabani tip) igin niteliksel sonuglar saglamak lzere tasarlanmistir.

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

Sistem, kopya sayisi varyasyonu varliginda bile tek bir lokusta ikiden fazla varyant bildirmeyecektir.

Somatige 6zgu kisitlamalar:

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Somatic FASTQ ve VCF olusturma
analiz is akisini kullanan NovaSeq 6000Dx, somatik varyant arama (yani bir somatik varyantin varlid) igin
nitel sonuglar saglamak tzere tasarlanmistir.

Somatic FASTQ ve VCF olusturma analizi is akisi germ hatti ve somatik varyantlari ayirt edemez. is akisi,
genis bir varyant frekansi yelpazesinde varyantlari saptamak igin tasarlanmistir ancak varyant frekansi
somatik varyantlari germ hatti varyantlarindan ayirmak i¢in kullanilamaz.

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

Ayni lokusta birden fazla varyant alel adlandirilirsa, alellerin hi¢biri geger varyantlar olarak rapor
edilmeyecektir. Bunun yerine, tim alel seti rapor edilecek ancak multiallelik etiket ile filtrelenecektir.
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NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati illumina

Kalite Kontrol Prosedurleri

NovaSeq 6000Dx yazilimi her galistirma, numune ve baz aramayi kalite kontrol metriklerine gore degerlendirir.
Kitaplik hazirhginda pozitif ve negatif kontroller énerilir ve degerlendirilmelidir. Kontrolleri su sekilde
degerlendirin:

* Negatif Kontrol (Sablonsuz Kontrol) veya diger negatif kontrol — Beklenen sonucu olusturmalidir. Negatif
kontrol beklenenden farkli bir sonug olusturursa numune izlemede olasi bir hata, dizinleme primerlerinin
hatall 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 hatall kaydi meydana gelmistir.

Uriin Bilesenleri

lllumina NovaSeq 6000Dx asagidakilerden olusur:
1. NovaSeq 6000Dx Aleti (Katalog No 20068232)
2. NovaSeq 6000Dx Aletiigin yazilim bilesenleri asadidakileri igerir:

Yazilim Kurulum Konumu islev Aciklama

Uygulamasi

NovaSeq NovaSeq Cihaz NovaSeq isletim Yazilimi (NVOS), sekanslama

isletim 6000Dx galismasini esnasinda cihazin ¢alismasini ydnetir ve Real-Time

Yazilimi denetler Analysis (RTA) yazihimi tarafindan kullaniimak lizere
gorlntdler olusturur.

Real-Time NovaSeq Birincil analizi  RTA yazilim uygulamasi, sekanslama ¢alistirmasinin

Analysis 6000Dx gergeklestirir  her bir déngusiinde her kutucuk igin NVOS tarafindan

Software olusturulan goruntuleri, baz arama dosyalarina

(RTA) donusturlr. Baz arama dosyalari, NovaSeq 6000Dx
icin lllumina DRAGEN Sunucusu Uzerindeki Uygulama
Modudlleriigin girislerdir. RTA yazihm uygulamasi bir
kullanici araylzi igermez.

[llumina Run lllumina Denetim lllumina Run Manager, kullanici ve cihaz yonetimi

Manager DRAGEN galistirma saglar, uygulama yazilimini barindirir ve DRAGEN

Sunucusu Kurulumu ve donanim ile hizlandiriimis genomik ikincil analiz
ydnetimi moddllerinin kullanimini saglar.

Calisma Kosullari

Calisma kosullari hakkinda daha fazla bilgi igin NovaSeq 6000Dx Cihazi Uriin Belgeleri, Gevresel Hususlar
bdélimine bakin.
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Oge Spesifikasyon

Sicakhk Laboratuvar sicakliginin 19 °C - 25 °C (22 °C £3 °C) araliginda olmasini
saglayin. Bu sicaklik, cihazin galisma sicakhidi araligidir. Calisma
esnasinda ortam sicakli§l degdisiminin 2 °C'den daha fazla olmasina izin
vermeyin.

Nem Yogunlasmayan bagil nemin %20-80 olmasini saglayin.
Sistem 2.000 metre veya daha dusuk bir ¢alisma yiliksekliginde
cahistinimalidir.

Sarf Malzemeleri ve Ekipman

Bu bolim bir NovaSeq 6000Dx sekanslama galismasi igin gereken her seyi listeler. Bu, lllumina tarafindan
tedarik edilen sarf malzemelerini ve diger tedarikgilerden satin almaniz gereken yardimci sarf malzemelerini ve
ekipmanlariigerir. Bu 6geler protokoll tamamlamak ve bakim ve sorun giderme proseddurlerini gergeklestirmek
icin gereklidir.

Sarf malzemeleri veya sarf malzemesi ambalaji Uzerindeki semboller hakkinda bilgi igin bkz. /llumina IVD Sembol
Anahtari (belge no. 1000000039141).

Sekanslama Sarf Malzemeleri

Bir NovaSeq 6000Dx galisma asagidaki bilesenleri gerektirir:

* Tampon kartusu

* Kime kartusu

* Akis hicresi

* Kitaphk tupu

* SBSkartusu

NovaSeq 6000Dx sarf malzemeleri asagdidaki konfiglirasyonlarda paketlenmistir. Her bilesen, dogru sarf

malzemesiizleme ve uyumlulugu igin radyo frekansi tanimlama (RFID) kullanir.

Tablo 1 lllumina Tarafindan Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri

lllumina
Kit Adli icindekiler Katalog
Numarasi
NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongu) S2 kiime kartusu 20046931
S2 akis hicresi
S2 SBS kartusu
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lllumina
Kit Adi icindekiler Katalog
Numarasi
NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300 déngui) S4 kiime kartusu 20046933
S4 akis hicresi
S4 SBS kartusu
NovaSeq 6000Dx S2 Tampon Kartusu S2 tampon kartusu 20062292
NovaSeq 6000Dx S4 Tampon Kartusu S4 tampon kartusu 20062293
NovaSeq 6000Dx Kitaplik Tupu Tek Kitaplik tlpu 20062290
NovaSeq 6000Dx Kitaplk Tupu, 24'lu Paket 24 Kitaplk tapu 20062291

Sarf malzemelerinizi aldi§inizda uygun performansi saglamak igin bilesenleri derhal belirtilen sicaklikta saklayin.

Tablo 2 NovaSeq 6000Dx Kit Saklama

Sarf Malzemesi Miktar Depolama Sicakhgi Uzunluk Genislik Yukseklik

Akis hiicresi 1 2°Cilag8°C 27,7cm (10,9 17 cm (6,7 ing) 3,8cm (1,5ing)
ing)

Kime kartusu 1 -25°Cila-15°C 29,5cm (11,6 13 cm (5,1ing) 9,4 cm (3,7ing)
ing)

SBS kartusu 1 -25°Cila-15°C 30cm(11,8in¢) 12,4cm(4,9ing) 11,2cm (4,4ing)

Tampon 1 15°Cila30°C 42,2cm (16,6 20,6 cm (8,1in¢) 21,7cm (8,3ing)

kartusu ing)

Kitaplk tipu 1 15°Cila30°C 41cm (1,61ing) 2,3cm(0,9ing) 12,4cm (4,9ing)

Sarf Malzemeleri Ayrintilan

Uyumlu kit bilesenlerini tanimlamak igin akis hiicreleri ve kartuslar kit modunu gdsteren sembollerle etiketlenir.

Tablo 3 Uyumluluk Etiketi

Kit Modu SIS e
Isaret
S2 kit S2 akis hicresi, 2 x 150 bp'de 1000 Gb'ye kadar ¢ikisa sahip 4,1 milyara kadar
bilesenleri tek okuma gegigsli filtre Uretir. S2 akis hlicresi gogu ylksek verimli uygulama igin
hizli sekanslama saglar.
S4 kit S4 akis hiicresi, 2 x 150 bp'de 3000 Gb'ye kadar ¢ikisa sahip 10 milyara kadar
bilesenleri tek okuma gegis filtresi Uretir. S4 akis hlcresi akis hiicresinin dort seritli bir
versiyonudur ve maksimum ¢ikis i¢in tasarlanmistir.
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Akis Hucresi

NovaSeq 6000Dx akis hiicresi bir akis hiicresi kartusunda tutulur. Akis hiicresi, siparis edilen bir diizenlemede
milyarlarca nano kuyu ihtiva eden cam bazli bir substrattir. Nanokuyularda kiimeler olusturulur ve daha sonra
sekanslama gergeklestirilir.

Her akis hlcresinin havuzlanmis kitapliklari sekanslamak igin birden fazla seridi vardir. S2 akis hiicresinin iki
yolu, S4 akis hiicresinin dort yolu vardir. Her serit birden fazla sirtintlide gérintulenir ve yaziim daha sonra her
egimin goéruntlsiini kutucuk adi verilen daha kiguk bolimlere bdler.

Akis hlicresindeki bazi gizikler ve diger kliguk kozmetik kusurlar normaldir ve veri kalitesini ve verimi tehlikeye
atmasi beklenmemektedir. lllumina bu akis hlicrelerinin normal sekilde kullaniimasini énerir.

Sekil 1 Akis Hucreleri
A

A. Akis hiicresi kartusu
B. Dort seritli akis hiicresi (S4)
C. ki seritli akis hiicresi (S2)

Her akis hiicresinin alt tarafinda birden fazla conta bulunur. Kitaplik ve reaktifler akis hlicresi seritlerine akis
hiicresinin giris ucundaki contalardan girer. Kullaniimis reaktifler gikis ucundaki contalardan seritlerden disari
atilir.

A DIKKAT

Akis hlcresini kullanirken contalara dokunmaktan kaginin.
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Sekil 2 Ters Akig Hicresi

A. Cikis ucu
B. Girisucu
C. Conta (dort taneden biri)

Tampon, Kime ve SBS Kartusu Ayrintilari

NovaSeq 6000Dx tamponu, kiime ve SBS kartuslari reaktifler, tamponlar ve yikama ¢ozeltisi ile 6nceden

doldurulmus folyo miihirli haznelere sahiptir. Kime ve SBS kartuslari NovaSeq 6000Dx reaktif kitlerine dahildir.
Tampon kartusu ayri satilir.

Kartuslar dogrudan cihaza yiklenir ve ylkleme hatalarini azaltmak igin renk kodlu ve etiketlidir. Reaktif
sogutucusu ve tampon ¢ekmecelerindeki kilavuzlar dogru ydnlendirmeyi saglar.

Tablo 4 NovaSeq 6000Dx Kartuslari

Sarf Malzemesi Aciklama
Tampon Sekanslama tamponlariyla 6nceden doldurulmustur ve 6,8 kg'a (15 Ib) kadar agirlida
kartusu sahiptir. Plastik sap tasima, yukleme ve bosaltma islemlerini kolaylastirir.

Tampon kartusu isiga duyarli reaktifler igerir. Kullanima kadar tampon kabini pakette

tutun.
Kime Kiimeleme, indeksleme ve eslestiriimis ug reaktifleri ve yikama ¢ozeltisi ile 6nceden
kartusu doldurulmustur. Kitaplik tlpu i¢in belirlenmis bir pozisyon igerir. Turuncu etiket, kiime

kartusunu SBS kartusundan ayirir.

Pozisyon No 30'daki bir denatlirasyon reaktifi, organik bir amid ve Greme toksini olan
formamid igerir. TUm kullanilmamis reaktiflerin glivenli bir sekilde bertaraf edilmesini
kolaylastirmak Uzere bu hazne gikarilabilir.
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Sarf Malzemesi Aciklama

SBS kartusu  Kitin destekledigi déngl sayisina 6zgl hacimlerde dizileme reaktifleri ile 5nceden
% doldurulmustur. Ug reaktif pozisyonunun her biri, galisma sonrasi otomatik yikama igin
ayriimig bitisik bir konuma sahiptir. Gri etiket SBS kartusunu kiime kartusundan ayirir.

SBS kartusu isiga duyarli reaktifler igerir. SBS kabini kullanima kadar paketlenmis halde
tutun.
Rezerve Kime Kartus Hazneleri

Ozel primerler igin lig hazne ayrilir ve kitaplik tiipii igin bos bir pozisyon ayrilir. Ornek izlenebilirligi igin kitaplik
tlpu, galisma kurulumu sirasinda kiime kartusuna yUklenir ve ¢alismanin sonuna kadar kartusla birlikte kalir.

Sekil 3 Numaralandiriimis Hazneler

O-C0()
©0 00
®0 00
®e0 0
© @50 ©
®0° o
®0 0o

Tablo 5 Kiime Kartus Hazneleri

Konum Sunun igin Aynildr:
56ve7 Istege bagh 6zel primerler

8 Kitaplk tipl

Kullanici Tarafindan Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri ve
Ekipman

Tablo 6 Sarf Malzemeleri

Sarf Malzemesi Tedarikgi Amag
Santriflj sisesi, 500 ml Genel laboratuvar Bakim yikamasi icin Tween 20'nin
tedarikgisi seyreltilmesi.
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Sarf Malzemesi

Santriflj tipd, 30 ml

Tek kullanimlik eldivenler,
pudraicermeyen

izopropil alkollii mendiller,
%70

veya

Etanol alkolld mendiller, %70

Laboratuvar mendili, gok hav

birakmayan

Reaktif sinifi NaOCI, %5

Pipet uclari, 2 pl

Pipet uclari, 20 pl

Pipet uglari, 200 pl

Pipet uglari, 1000 pl

Reaktif veya
spektrofotometrik sinif
izopropil alkol (%99), 100 ml

sise
Tween 20

Su, laboratuvar sinifi

Tablo 7 Ekipman

Kalem

Dondurucu, -25°Cila-15°C

Dereceli silindir, 500 ml, steril

Belge No 200025276 vO1

Tedarikgi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

VWR, katalog no
95041-714 veya
esdegeri

Genel laboratuvar
tedarikgisi

VWR,

katalog no 21905-026
veya esdegeri
Sigma-Aldrich, katalog
No 239305

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Genel laboratuvar
tedarikgisi

Sigma-Aldrich, katalog
no P7949

Genel laboratuvar
tedarikgisi
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illumina

Amag

Bakim yikamast igin NaOCl'nin seyreltilmesi.
Genel amagli.

Calismadan once bilesenlerin temizlenmesi ve
genel amag.

Akis hicresi agsamasinin kurutulmasi ve genel
amag.

Bakim yikamasi yapma.

Kitapliklari seyreltme ve ylklemek igin
pipetleme.

Kitapliklari seyreltme ve ylklemek igin
pipetleme.

Kitapliklari seyreltme ve yuklemek igin
pipetleme.

Kitapliklari seyreltme ve yuklemek igin
pipetleme.

Optik bilesenlerin periyodik olarak
temizlenmesi ve objektif temizleme
kartusunun desteklenmesi.

Bakim yikamasi yapma.

idame yikama icin Tween 20 ve sodyum
hipokloritin seyreltilmesi.

Kaynak
Genel laboratuvar tedarikgisi

Genel laboratuvar tedarikgisi
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Kalem Kaynak

Buz kovasi Genel laboratuvar tedarikgisi
Pipet, 20 pl Genel laboratuvar tedarikgisi
Pipet, 200 ul Genel laboratuvar tedarikgisi
Pipet, 1000 pl Genel laboratuvar tedarikgisi
Buzdolabi, 2 °Cila 8 °C Genel laboratuvar tedarikgisi
Kuvet, su banyolar* Genel laboratuvar tedarikgisi

* [ki reaktif kartusu ve uygun su seviyesi alabilen bir kiivet kullanin. Ornegin, (61cm x 91,4 cm x 25,4 cm)(24 ing x 36 ing x
10ing).

Laboratuvar Sinifi Su Yonergeleri

Cihaz proseddirlerini gergeklestirmek igin her zaman laboratuvar sinifi su veya deiyonize su kullanin. Higbir
durumda musluk suyu kullanmayin. Asagidaki su siniflarini ya da esdedgerlerini kullanin:

* Deiyonize su

* lllumina PW1

* 18 Megohm (MQ) su

*  Milli-Q su

* Super-Qsu

* Molekiler biyoloji sinifi su

Kullanim Talimatlari

Asagidaki talimatlar, S2 veya S4 kit yapilandirmalarini kullanarak NovaSeq 6000Dx Aleti‘i IVD ¢alisma modunda
calistirmak igindir.

Bir Sekanslama Calismasi Olustur

IVD veya RUO modunda Illumina Run Manager kullanarak bir ¢alistirma olusturmak i¢in asagdidaki adimlari
kullanin. Alternatif olarak, Runs (Calistirmalar) sayfasinin Planned (Planlanan) sekmesinde Import Run
(Calistirmay! ice Aktar) 6gesini secin ve bir drnek sayfay! ige aktarin. Cihazda veya aga bagli bir bilgisayardaki
bir tarayiciyl kullanarak lllumina Run Manager‘e erigserek yeni ¢alistirmalar olusturun.

NOT Her bir analiz uygulamasinin gerektirdigi kesin bilgiler farklidir ancak bir galistirma olusturma sireci
asagidaki adimlariicerir.

1. Runs (Galistirmalar) ekraninin Planned (Planlanan) sekmesinden, Create Run (Calistirma Olustur) 6gesini
segin.
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Bir uygulama segin ve ardindan Next (ileri) gesini segin.
3. Avyarlar ekranlarinda ilerleyin. Uygulamaniza bagl olarak, gorintilenen ekranlar asagidakileri igerebilir:
* Run Settings (Calistirma Ayarlari)—Calistirma parametrelerini girin.

* Sample Data (Numune Verileri)—Numune verilerini manuel olarak veya numune bilgilerini igeren bir CSV
dosyasini i¢e aktararak girin. Numune adlari benzersiz olmalidir.

* Analysis settings (Analiz ayarlari)—Analiz igin ayarlar girin.

4. Review (inceleme) ekraninda, galistirma bilgilerini inceleyin ve Save (Kaydet) 6gesini segin.
Calistirma, Planned (Planlanan) sekmesindeki galistirmalar listesinin Gst kismina eklenir.

Sarf Malzemelerini Hazirlama

SBS ve Kume Kartuslarinin Cozdurulmesi

A DIKKAT

Reaktifleri cozdurmek igin sicak su kullanmak, veri kalitesinde diislise veya ¢alisma arizasina neden
olabilir.

1. Bir sekanslama galismasi devam ediyorsa ¢dzdurme islemi tamamlandiginda aletin her iki tarafinin da
kullanilabilir oldugundan emin olun.
SBS ve kiime kartuslarini -25°C ila -15°C depolama alanindan gikarin.

3. Her kartusu bir tel ¢ozdirme rafina yerlestirin.
Raflar cihazla birlikte verilir ve su banyosunda devrilmeyi dnler.

Sekil 4 Tel Cozdirme Raklarindaki Kartuslar

=
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4. Cdzdurme siresini belirlemek icin asagidaki tabloyu kullanin.
SBS ve kiime kartuslarini asagidaki gibi oda sicakliginda (19 °Cila 25 °C) su banyosunda ¢6zun. Kartuslari
yaklasik yariya kadar daldirin.

Kartus Gézdiirme Siiresi
S2 SBS kartusu 4 saat
S2 kiime kartusu 2 saate kadar
S4 SBS kartusu 4 saat
S4 kime kartusu 4 saate kadar

A DIKKAT

Reaktif kartuslarinin ¢ézdlrilmesinden sonraki dort saat i¢inde dizilemeye baslanmamasi, veri
kalitesinin diismesine neden olabilir.

5. Kartus tabanlarini kagit havlu kullanarak iyice kurulayin. Kuyucuklar arasinda tim su giderilecek sekilde
kurutun.

6. Folyo contalarda su olup olmadigini kontrol edin. Su varsa havsiz kagit mendille kurutun.

Haznelerde buz bulunmadigindan emin olmak igin her kartusun alt kismini inceleyin, bu da reaktiflerin
¢Ozdurulduguna gosterir.

8. Reaktifleri karistirmak igin her bir kartusu 10 kez ters gevirin.

A DIKKAT

Kartuslarin tamamen ters gevrilmemesi veri kalitesinde disise neden olabilir.

9. Reaktiflerdeki hava kabarciklarini azaltmak igin her bir kartusun tabanini nazikge tezgaha vurun.

Kitaplhk Tupunu YUkle
1. Alttaki kitaphdi bozmadan, denatlire ve seyreltilmis kitaplik havuzunu igeren kapaksiz kitaplik taplind kiime
kartusunun Kitaplk Tupi konumuna (no 8) yerlestirin.

2. Kitaplik tiplnu kiime kartusunun 8 numarali pozisyonuna yerlestirin.
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Sekil 5 Kapaksiz Kitaplik Ttpu Pozisyon No 8'e Ylklendi

Kullaniimis Reaktif Siselerini Bosalt

Her sekanslama g¢alismasinda kullanilan reaktif siselerini bosaltmak i¢in asagdidaki talimatlari kullanin. Sisteminiz
kullaniimis reaktifleri harici olarak yonlendirecek sekilde yapilandiriimissa kilguk sise kullaniimis reaktifleri toplar
ve her dizileme galismasi i¢in bosaltiimalidir. Buyulk sise yerinde olmalidir.

1. Kullanilan kiigUk reaktif sisesini asagidaki sekilde gikarin ve bosaltin.
a. Kolu kaldirin ve kullanilan kiiguk reaktif sisesini oyuktan ¢ikarin. Siseyi yanlarindan tutun.
b. Yivlikapagi sisenin dnundeki kapak tutucusundan gikarin.
c. Dokulmeleri 6nlemek igin sise acikligini kapakla kapatin.
d. lgerigi diger sisenin igeriginden ayri tutarak bélgeniz igin gegerli standartlara uygun olarak atin.
e. Kapaksiz siseyi oyuga geri koyun ve ardindan kolu indirin. Kapagi kapak tutucusunda saklayin.

2. Kullanilan biyuk reaktif sisesini asagidaki gibi ¢ikarin ve bosaltin.

a. Ust kolu kullanarak kullanilan biiyiik reaktif sisesini tampon gekmecesinin sol tarafindan gikarin.
b. Yivlikapagi sisenin dnundeki kapak tutucusundan gikarin.
c. Dokulmeleri 6nlemek igin sise acikligini kapakla kapatin.
d. icerigi bdlgeniz icin gegerli standartlara uygun olarak atin. Bosaltma sirasinda her iki sapi da kavrayin.
e. Kapaksiz siseyi tampon ¢ekmecesine geri koyun. Kapagi kapak tutucusunda saklayin.
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Sekil 6 Bos Siseyi lade Etme

3. Yeni bir ¢ift pudra igermeyen eldiven takin.

A DIKKAT

Kullaniimis reaktif sisesini kullandiktan sonra daima yeni bir gift eldiven takin.

4. Tampon ¢gekmecesini kapatin ve ardindan sivi béimesi kapaklarini kapatin.

A DIKKAT

Kullaniimis reaktif siselerinin bosaltiimamasi, sonlandirilmis bir ¢alistirma ve tagsmaya neden olabilir
ve bu da cihaza zarar verir ve guvenlik riski olusturur.

Akis Hicresini Hazirlayin

1. Yeni bir akis hlicresi ambalajini 2 °C ila 8 °C depodan ¢ikarin.

2. Kapatilimis akis hiicresi paketini ortam sicakliginda (19 °C ila 25 °C) 10-15 dakikaligina bir kenara koyun.
Akis hlicresini ambalajdan gikardiktan sonraki 12 saat iginde kullanin.

Sarf Malzemelerini Yukleme

CGalisma kurulumunu baslatmak ve sarf malzemelerini yliklemek i¢in asagidaki talimatlari kullanin.

1. Ana menliden Sequence (Sekans) 6gesini se¢in ve ardindan asagidaki gibi tek veya gift akis hiicresi
galismasini segin.

* A+B—<Cift akisli hiicre ¢alismasi kurun.
* A—Atarafinda tek bir akis hiicresi ¢calismasi kurun.

* B—B tarafinda tek bir akis hiicresi ¢alismasi kurun.
Sistem, akis hiicresinin yiklenmesinden baslayarak ¢alisma kurulumunu baslatir.

2. Uyarlyi onaylamak ve akis hiicresi kapagini agmak igin OK (Tamam) dgesini segin.
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A DIKKAT

Sekanslama calismasi sirasinda ylizeyi temiz tutun ve cihaza yaslanmaktan kaginin. Akis hiicresi
kapadina basing uygulanmasi onun agilmasina neden olabilir ve bu da ¢alismayi durdurur.
Durdurulan galistirmalar devam ettirilemez.

Akis Huicresini Yukleme

1. Varsa akis hicresini 6nceki galismadan ¢ikarin.

2. Akis hicresi asamasinda partikul gériintyorsa sivi arabirimi ve optik hizalama hedefinin cam ylzeyi de dahil
olmak Uzere tim asamayi alkolll bir bezle temizleyin. Havsiz kagit mendille kurulayin.

Sekil 7 Akis Hlcresi Asamasi

3. Akis hicresini asagidaki gibi folyo ambalajdan gikarin.

a. Akis hiicresinin cam ylizeyinin kirlenmesini dnlemek igin yeni bir ¢ift pudrasiz eldiven takin.
b. Paket diz bir ylizey Gizerindeyken folyoyu kdse tirnagindan soyarak agin.
c. Akis hiicresini kaplayan seffaf plastik tutucuyu cikarin.
d. Akis hiicresini ambalajdan ¢ikarin. Cama veya alt taraftaki contalara dokunmaktan kaginmak icin akis
hlcresini yanlardan tutun.
e. Cam yulzeylerden birinde partikul géruntyorsa ilgili yizeyi havsiz bir alkolli mendille temizleyin ve az
havl bir laboratuvar beziyle kurulayin.
f. Paketi uygun sekilde atin.
4. Akis hicresini dort yikseltilmis klemp Uzerinden hizalayin ve akis hiicresi asamasi Uzerine yerlestirin.
Sekil 8 Klempler Uzerinde Hizalanmis Yiikli Akis Hiicreleri
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5. Close Flow Cell Door (Akis Hiicresi Kapagini Kapat) 6gesini segin.

Akis hilicresi kapisi kapanir, sensorler ve RFID kontrol edilir ve akis hiicresi kimligi ekranda gordndir.

SBS ve Kume Kartuslarini Yukleme

1.

Sivi béimesi kapaklarini agin ve ardindan reaktif sogutucu kapagini agin.

2. Onceki galistirmadan varsa kullaniimis SBS ve kiime kartuslarini gikarin.

Kullanilmis kartuslarda delinmis folyo contalar vardir.

Gecerli standartlar uyarinca kullaniimayan igerikleri imha edin.
Kime kartusunun 30 numarall pozisyonunun givenli bir sekilde atilmasi igin, bkz. Ayirma Pozisyonu No 30
sayfa 20.

Hazirlanan kartuslari reaktif sogutucusu gekmecesine asagidaki sekilde yikleyin, bdylece Insert etiketleri
cihazin arkasina bakar.

* SBS kartusunu (gri etiket) sol konuma yerlestirin.

* Kapaksiz kitaplik tlplini iceren kiime kartusunu (turuncu etiket) dogru konuma yerlestirin.

Sekil 9 Yuklenen Reaktif Kartuslari

Yikama tavasini durana dek reaktif sogutucunun igine kaydirin ve ardindan reaktif sogutucu kapagini
kapatin.
Sensdrler ve RFID'ler kontrol edilir. Kitaplik tlpu ve iki kartus igin kimlikler ekranda gorindr.

Tampon Kartusunu Yukleme

1.

Tampon ¢ekmecesini agmak i¢in metal kolu gekin.

2. Kullanilan tampon kartusunu tampon gekmecesinin sag tarafindan ¢ikarin.

Kullaniimis tampon kartusunda delinmis folyo muhrler vardir.

3. Etiket gekmecenin dnline bakacak sekilde lllumina tampon ¢ekmecesine yeni bir tampon kartusu yerlestirin.
Kartusu gekmece zeminindeki ve yanlarindaki ylkseltilmis kilavuzlarla hizalayin.
Uygun sekilde yuklendiginde tampon kartusu esit sekilde oturur ve gekmece kapanabilir.
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Sekil 10 Tampon Kartusunu Yukleme

4. Kullaniimis her iki reaktif sisesi de bosaltiimissa kullaniimis her iki reaktif sisesinin de bos oldugunu
onaylayan onay kutusunu segin.

NOT Kullanilmis reaktif siselerinin bosaltiimamasi, sonlandirilmis bir galistirma ve tagsmaya neden olabilir
ve bu da cihaza zarar verir ve guvenlik riski olusturur.

5. Sarf malzemeleri eklendiginde devam etmek i¢in Run Selection (Secimi Calistir) 6gesini segin.

Calistirmayi Se¢ ve Baslat

Cihaz, kitaplik tipd numarasini tarar ve eslesen bir planli galistirma arar.

1. Kullanilan her bir taraf igin kitaplik tipl numarasiyla eslesen planli bir galisma bulunursa galistirma segimi
atlanir. Devam etmek igin Review (incele) 6gesini secin.

2. Taraflardan biri veya ikisi igin eslesen ¢alistirma yoksa Run Selection (Calistirma Segimi) 6gesini segin ve
ardindan bir veya daha fazla planli galisma segin.
Ayni planli calistirma her iki tarafta da secilemez.
Bir veya daha fazla calisma secildiginde, Pre-Run Checks (Calistirma Oncesi Denetimler) 6gesini segin.
Calistirma 6ncesi denetimin tamamlanmasi icin yaklasik 5 dakika bekleyin.
Basariyla tamamlandiktan sonra galistirma otomatik olarak baslatilr.

NOT Sabit diskin asiri doldurulmasini 6nlemek igin, galistirma basladiktan sonra C:\ konumuna herhangi
bir veri kopyalamayin.
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Calistirma Oncesi Denetim Hatalari

1.

Calistirma dncesi denetimler akis hlcresi algilanmamasi gibi bir sensor hatasi nedeniyle basarisiz olursa, is
akisindan gikmali ve is akisini yeniden baslatmalisiniz.

Diger ¢alisma dncesi denetim hatalari igin, basarisiz denetimi yeniden baslatmak i¢in Retry (Yeniden Dene)

0gesini veya tiim denetimleri yeniden baslatmak igin Retry All (TUmunU Yeniden Dene) 6gesini segin.

Calistirma baslamadan once hatalarin ¢ozilmesi gerekir.

Hata ayrintilarini gérmek igin Error (Hata) simgesini segin.

Hizalama denetimi basarisiz olursa, hatayi asagidaki sekilde giderin.

a. Reload (Yeniden Yikle) 6gesini segin ve ardindan Load (YUkle) ekranina donmek igin OK (Tamam)
0gesini segin.

b. Cihazin Ust kismindaki tim 6geleri kaldirin ve ardindan OK (Tamam) 6gesini segin. Akis hiicresi kapagi
acihr.

c. Akis hicresini yeniden yukleyin ve ardindan Run Setup (Kurulumu Calistir) 6gesini segin.

d. Her bir RFID'yi tekrar okumak ve Pre-Run Checks (Galistirma Oncesi Denetimler) ekranina dénmek igin
her bir ekranda ilerleyin.

e. Kontroll tekrar yapin.

Calistirma ilerleme Durumunu izleme

Galistirma devam ederken Sekanslama ekraninda asagidaki ayrintilar gériantulenir. Sekanslama ekranina ana
menuden erisilebilir.

Bireysel calistirma adimlarinin durumu
Time to completion (Tamamlama zamani)—Calistirmayi1 tamamlama tarihi ve saati (yyyy-aa-gg ss:dd).

Run progress (Calistirma ilerleme durumu)—Mevcut ¢alistirma adimi. ilerleme gubugunun boyutu, her bir
adimin ¢alistirma hizi ile orantili dedildir.

Q Scores (Q Skorlar)—Kalite skorlarinin (Q skorlari) dagilimini.

Intensity (Yogunluk)—Her bir kutucugun yizde 90’lik kime yogdunluklarini gosterir. Cizim renkleri kirmizi ve
yesil kanallari gdsterir.

Clusters passing filter (%) (Filtreden Gegen Kiimeler (%))— Filtreden gegen kiimelerin ylizdesi.

Projected Total Yield (GB) Ongdriilen Toplam Verim (GB)—Akis hiicresi calistirma igin 6ngériilen verim.
Serit basina metrikler segilirse (H), goriintlilenen sayilar serit basina gegerli verimdir ve galistirma boyunca
doéngul basina gincellenir.

Q30—Q skoru = 30 olan galistirma igin baz aramalarinin ytzdesi.
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Durum Simgeleri

NVOS arayuiztindeki bir durum simgesi galigtirma durumunu gosterir. Simgedeki sayi, bir duruma iligkin
kosullarin sayisini belirtir.

Bir galistirmanin durumu degistiginde simge yanip soner. Kosulun bir agiklamasini gériintlilemek igin simgeyi
segin. Mesaji temizlemek igin Acknowledge (Kabul Et) segenegini ve iletisim kutusunu kapatmak igin Close
(Kapat) segenegini segin.

Durum

. . Durum Adi Aciklama
Simgesi

Durum Sistem normaldir.
° normal

° islemede  Sistem islemededir.
Uyari Bir uyari olustu ve dikkat edilmesi gerekiyor.

Uyarilar ¢alistirmanin durmasina neden olmaz ya da devam etmeden dnce eylem
gergeklestirmenizi gerektirmez.

Hata Hata ortaya ¢ikmistir.
0 Hatalar, ¢alistirmaya devam etmeden 6nce eylem gergeklestirmenizi gerektirir.
©® Bilgi Kritik olmayan bir mesaj mevcuttur.

Calistirma Metrikleri

Yazihm galisma sirasinda olusturulan dlglimleri gorintuler. Metrikler RTA3 tarafindan olusturulan ve InterOp
dosyalarina yazilan verilere dayali olarak gizimler, grafikler ve tablolar seklinde gorinr.

Kimeleme yaklasik 2 saat surer, ardindan sekanslama 1. dongui ile baslar. Sekanslama ilerledik¢e metrikler
glncellenir. 26. donguden sonra filtre, verim ve kalite skorlarini gegen gruplar mevcuttur. 26. déngiden 6nce
hi¢bir deger doldurulmaz ve gegerli degil olarak atanir.

Sekanslamadan Sonra

Asagidaki bdlimlerde, sekanslama tamamlandiktan sonra gerceklesen adimlarla ilgili talimatlar verilmektedir.
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CGalistirma Sonrasi Otomatik Yikama

Sekanslama tamamlandidinda yazilim yaklasik 80 dakika suren bir otomatik ¢alisma sonrasi yikama baslatir.
Sistem, pozisyon No. 17'den %0,24 sodyum hipoklorit (NaOCI) pompalar ve %0,12'ye seyreltir. %0,12 NaOCl,
ExAmp reaktif ve kitaplik pozisyonlarina, akis hiicresinden ve ardindan kullanilan reaktif siselerine pompalanir.
Yikama, ¢capraz kontaminasyonu 6nlemek i¢in sablonu sistemden temizler.

Yikama tamamlandiginda sistem gulvenli bir duruma getirilir ve Ana Sayfa digmesi etkin hale gelir. Bir sonraki
calismaya kadar sarf malzemelerini yerinde birakin. Yikamadan sonra sisteme hava girmesini dnlemek igin
kamislar SBS ve kiime kartuslarinda kalir. Tampon kartusundaki kamislar kullanilan reaktif siselerinin
bosaltilabilmesi igin yukseltilir. Yikama tamponu daha sonra NaOCI ve reaktifleri sistemden uzaklastirmak igin
tiim hatlardan pompalanir.

NOT Otomatik ¢alisma sonrasi yilkama sirasinda bir hata olusursa ve ¢alisma sonrasi ylkama
tamamlanmazsa bir bakim yikamasi gereklidir.

Ayirma Pozisyonu No 30

Kime kartusunun No 30 pozisyonundaki hazne formamid igerir. Kullanilmis kiime kartusundan ¢ikarilr ve ayri
olarak atilir.

A DIKKAT

Bu reaktif seti potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar i¢erir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gozle
temasi halinde kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi g6z korumasi, eldivenler
ve laboratuvar onlugii dahil olmak lizere koruyucu ekipman giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal
atik olarak ele alin ve gecerli bolgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. Ek
cevre, saglik ve guvenlik bilgileri igin support.illumina.com/sds.html adresindeki SDS bdlumuiine bakin.

1. Eldiven takarken Detach after use (Kullanimdan sonra ¢ikar) etiketli beyaz plastik tirnagdi saga itin.

2. Rezervuarin altina bir el veya kati ylzey yerlestirin ve hazneyi kiime kartusunun altindan serbest birakmak
icin seffaf plastik tirnagi etikete dogru bastirin lllumina.

NOT Saklama sirasinda kiime kartuslarini istiflemekten kaginin. istifleme, haznenin kazara ayrilmasina
neden olabilir.
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Sekil 11 30 Numarali Konumda Cikarilabilir

A. Cikanlacak beyaz plastik tirnak
B. Serbest birakmak icin seffaf plastik tirnak

3. Gegerli standartlar uyarinca hazneyi bertaraf edin.

Sekanslama Ciktisi

Sekanslama sirasinda, veriler otomatik olarak NovaSeq 6000Dx Aleti'den lllumina DRAGEN Sunucusu'e aktarilir.
Birincil analiz ve veri aktarimi tamamlandiginda, lllumina DRAGEN Sunucusu Uzerindeki ikincil analiz, lllumina Run
Manager iginde segilen uygulama tarafindan tanimlanan analiz segeneklerini kullanarak otomatik olarak
baslayabilir. Uretilen sonuglar, galisma kurulumu sirasinda segilen segeneklere baglidir. Bir calistirmadan elde
edilen sonuglari gorintilemek i¢in, Runs (Calistirmalar) ekranindaki Completed (Tamamlandi) sekmesinden
istenen galistirma adini segin. Cikis dosyalarini Instrument Settings (Cihaz Ayarlan) ekraninda belirtilen konumda
da bulabilirsiniz.

Real-Time Analysis

NovaSeq 6000Dx Aleti, Bilgi islem Motorunda (CE) cihazindaki bir Real-Time Analysis yazilim uygulamasi olan
RTAS'i galistirir. RTA3, kameradan alinan gorinttlerden yodunluk ekstraksiyonu, baz aramasi gergeklestirir, baz
aramalarina bir kalite puani atar, PhiX'e uyum sadlar ve InterOp dosyalarindaki verileri raporlar.

RTA3, isleme siiresini optimize etmek igin bilgileri bellekte depolar. RTA3 sonlandirilirsa isleme devam etmez ve
bellekte islenmekte olan tim ¢alistirma verileri kaybolur.

RTA3 Girigler

RTAS3, isleme igin kutucuk goéruntilerinin yerel sistem belledinde bulunmasini gerektirir. RTA3, NVOS'den
cahstirma bilgileri ve komutlari alir.

RTA3 Ciktilari

Her renkli kanala iliskin goriintiler RTA3'e bellekte kutucuklar olarak aktarilir. RTA3, bu goruntilerden bir dizi
kalite skorlu baz arama dosyasi ve filtre dosyasi Uretir. Diger tim ¢iktilar, destekleyici gikti dosyalaridir.
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Dosya Tiiru Aciklama

Baz arama dosyalari  Analiz edilen her bir kutucuk, bitistirilmis bir baz arama (*.cbcl) dosyasina dahil
edilir. Ayni serit ve ylizeyden elde edilen kutucuklar her bir serit ve ylizey igin bir
CBCL dosyasinda kimelenir.

Filtre dosyalari Her bir kutucuk, bir kiimenin filtrelerden gecip gecmedigini belirten bir filtre
dosyasi (*.filter) Uretir.

RTA3, InterOp dosyalari olarak depolanan ve kutucuk, dongl ve okuma diizeyinde metriklerini igeren ikili bir ¢ikt
olan ¢alistirma kalitesinin gergek zamanli metriklerini sunar.

Hata isleme

RTAS3, gunlik dosyalari olusturur ve bu dosyalari Logs (Gunliikler) klasorline yazar. Hatalar, *.log dosya
biciminde bir metin dosyasina kaydedilir.

Asagidaki gunlik dosyalari, isleme sonunda nihai gikti hedefine aktarilir:

* info 00000.log 6nemli galigtirma olaylarini 8zetler.

* error 00000.1log, galistirma sirasinda meydana gelen hatalari listeler.

* warning 00000.log, galigtirma sirasinda meydana gelen uyarilari listeler.

Akis Hucresi Kutucuklari

Kutucuklar, akis hicresindeki kliguk gérantileme alanlaridir. Kamera, her bir yatagin bir gértntasina alir ve
yazihm RTA3 islemesi icin bunlari kutucuklara ayirir. Toplam kutucuk sayisi, akis hiicresinde kag serit, yatak ve
ylzeyin goruntulendigine baghdir.

* S2 akis hicrelerinin toplam 1408 kutucugu vardir.

* S4 akis hicrelerinin toplam 3744 kutucugu vardir.

Akis Hiicresi Bileseni S2 sS4 Aciklama
Seritler 2 4 Serit, girdi ve ¢ikti portlar olan fiziksel bir kanaldir.
Yuzeyler 2 2 S2 ve S4 akis hicreleri iki ylizeyde goruntulenir: Ust ve alt. Bir

kutucugun Once Ust ylzeyi goruntilenir.

Serit basina 4 6 Yatak, kameranin tek bir taranmis goruintl olarak yakaladigi bir
yataklar akis hucresi hattindaki bir sttundur.

Yatak basina 88 78 Kutucuk, yatagin bir bolimi olup akis hlicresinde gorintilenen

dusen kutucuklar bir alani betimler.

Olusturulan 1408 3744  Seritler x yuzeyler x yataklar x yatak basina disen kutucuklar,

toplam kutucuk toplam kutucuk sayisina esittir.
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Kutucuk adl, akis hiicresindeki kutucuk konumunu temsil eden bes haneli bir numaradir. Ornegin, kutucuk adi 1_
1205 serit 1, Ust yuzey, yatak 2, kutucuk 5 anlamina gelir.

* Ik hane, serit numarasidir:
— S2akis hicresiicin 1veya 2.
— S4 akis hiicresiigin 1, 2, 3 veya 4.
* Ikinci hane yiizeyi temsil eder: {ist icin 1 veya alt igin 2.
* Uglincii hane, yatak numarasini temsil eder:
— S2akig hicresiigin1, 2, 3 veya 4.
— S4 akis hicresiigin1, 2, 3, 4, 5 veya 6.
* Son iki hane kutucuk numarasini temsil eder. Numaralandirma akis hiicresinin ¢ikis ucunda 01 ile baslar ve
giris ucunda 88 veya 78 ile biter.
— S2akis hicresiigin 01ila 88.
— S4 akis hiicresiigin 01ila 78.

Real-Time Analysis is Akis
Kayit Oriintiili akis hiicresindeki her bir kiimenin konumunu kaydeder.

Yogunluk Her kiime i¢in yodunluk degerini belirler.
ekstraksiyonu

Fazlama diizeltme Fazlama ve prefaz etkilerini dlizeltir.
Baz arama Her kiime i¢in dongu basina baz aramayi belirler.
Kalite skoru Her baz aramaya bir kalite skoru tayin eder.
Kayit

Kayit islemi, bir gorintlyd oruntilld akis hiicresindeki nanokuyularin donddrilen kare dizisine hizalar.
Nanokuyularin sirali olarak diizenlenmesi nedeniyle bir kutucuktaki her bir kiimenin X ve Y koordinatlari 6nceden
belirlenir. Kime konumlari, her bir ¢alistirma igin bir kiime konumu (s.locs) dosyasina yazdirilir.

Dongldeki herhangi bir gorlintl icin kayit islemi basarisiz olursa s6z konusu déngldeki kutucuk igin higcbir baz
arama olusturulmaz.

Yogunluk Ekstraksiyonu

Kayit isleminin ardindan yogunluk ekstraksiyonu, belirli bir gortintlideki her bir nanokuyu i¢in bir yogunluk degeri
hesaplar. Kayit basarisiz olursa s6z konusu kutucuk igin yogunluk ekstrakte edilemez.
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Fazlama Duzeltme

Sekanslama reaksiyonu sirasinda bir kiimedeki her DNA zinciri, dongu basina bir baz genisletilir. Fazlama ve
prefaz, bir zincir gegerli birlesme dongustu ile faz disI hale geldiginde gerceklesir.
Fazlama, bir baz birlesmesi geride kaldiginda gergeklesir.

Prefaz, bir baz birlesmesi ileri gegtiginde gergeklesir.

Sekil 12 Fazlama ve Prefaz

B
A Y ' B0 66 &t e e
® 0 ;b &> & .
= Bt ¢ { = <=
8 838888 %
-K ﬁ I'E\_<| I>_<- }_JI [ ) |>_<-
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A. Fazlama gergeklesen bir baz ile okuma
B. Prefaz gergeklesen bir baz ile okuma.

RTA3, fazlama ve prefazin etkilerini diizelterek galistirma boyunca her dénguide veri kalitesini en yliksek dlizeye
cikarir.

Baz Arama

Baz arama, belirli bir déngtide belirli bir kutucuga ait her kiime i¢in bazi (A, C, G veya T) belirler. NovaSeq
6000Dx Aleti, iki kanalli sekanslama 6zelligini kullanir; buna gére, dért DNA bazi igin verileri kodlamak Uzere bir
goruntid yesil kanaldan ve biri kirmizi kanaldan olmak Uzere iki gorintu gerekir.

No call, N olarak tanimlanir. No call durumu bir kiime filtreden ge¢gmediginde, kayit basarisiz oldugunda ya da bir
kime kayarak goriintiiden ¢iktiginda meydana gelir.

Her bir kimenin yodunluklari, kirmizi ve yesil gortntulerden ekstrakte edilip birbirleri ile karsilastirilir ve bunun
sonucunda dort ayri populasyon elde edilir. Her bir poptlasyon bir baza karsilik gelir. Baz arama iglemi, her bir
kiimenin hangi populasyona ait oldugunu belirler.
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Sekil 13 Kiime Yogunluklarini Gorsellestirme

=0l

Tablo 8 2 Kanalli Sekanslamada Baz Aramalari

Baz  KirmiziKanal Yesil Kanal Sonug

A 1 (agik) 1 (agik) Hem kirmizi hem yesil kanalda yogunluk gosteren kiimeler.

C 1 (agik) 0 (kapah) Yalnizca kirmizi kanalda yogunluk gdsteren kiimeler.

G 0 (kapah) 0 (kapah) Bilinen bir kiime konumunda yogunluk gdéstermeyen kimeler.
T 0 (kapah) 1 (agik) Yalnizca yesil kanalda yogunluk gosteren kiimeler.

Filtreden Gegen Kimeler

Calistirma sirasinda, RTA3 veri kalitesi esigini karsilamayan okumalari kaldirmak tizere ham verileri filtreler. Ust
Uste gelen ve dlsuk kaliteli kimeler kaldirilir.

iki kanalli sekanslama igin RTA3, bir baz aramanin safligini (yogunluk saflik élgiimii) belirlemek lizere popiilasyon
tabanl bir sistem kullanir. Kimeler, ilk 25 déngude en fazla bir baz aramada, saflik bir sabit esigin altinda
oldugunda filtreden geger (PF). Dahil edildiginde PhiX hizalamasi, filtreden gegen kiimelere iliskin bir kutucuk alt
kimesinde 26. dénglide gergeklestirilir. Filtreden gegmeyen kiimeler, baz aramasina ve hizalamaya tabi
tutulmaz.

Kalite Skorlari

Kalite skoru (Q skoru), hatali bir baz aramasi olasiligina iliskin tahmindir. Q skorunun daha yuksek olmasi, baz
aramanin daha yuksek kalitede oldugunu ve dogru olmasinin daha olasi oldugunu belirtir. Q skoru belirlendikten
sonra sonuglar, CBCL dosyalarina kaydedilir.

Q skoru, kiguk hata olasiliklarini kisa ve 6z bir bicimde bildirir. Kalite skorlari Q(X) seklinde ifade edilir; burada
X skordur. Asagidaki tabloda bir kalite skoru ile hata olasiligi arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Q Skoru Q(X) Hata Olasiligi

Q40 0,0001 (10.000°de 1)
Q30 0,001 (1000°'de 1)
Q20 0,01 (100'de 1)

Q10 0,1(10°'da 1)

Kalite Skoru ve Raporlama

Kalite skoru, her bir baz arama igin bir dizi tahmin unsurunu hesaplar ve ardindan bu tahmin unsuru degerlerini
kullanarak kalite tablosunda Q skorunu arar. Kalite tablolari, kimyasal versiyonu ve sekanslama platformunun
belirli bir yapilandirmasi ile olusturulan galistirmalara iliskin optimum diizeyde dogru kalite tahminleri sunmak
amaciyla tasarlanmistir.

Kalite skoru, Phred algoritmasinin dedistirilmis bir versiyonunu temel alir.

NovaSeq 6000Dx Aletiigin Q tablosu olusturmak igin bu belirli tahmini 6zelliklerin kiimelemesine gore ¢ baz
aramasi grubu tayin edilmistir. Baz aramalarinin gruplanmasinin ardindan ortalama hata orani, Gg grubun her biri
icin ampirik olarak hesaplanmistir ve karsilik gelen Q skorlari, s6z konusu grupla bagintil tahmini 6zelliklerin
yaninda Q tablosuna kaydedilmistir. Bu kapsamda, RTAS3 ile yalnizca Ug¢ Q skoru elde edilmesi mimkindur ve bu
Q skorlari, grubun ortalama hata oranini temsil eder. Genel olarak bu durum basitlestirilmis ancak yine de yuksek
dizeyde dogru kalite skorlar elde edilmesini saglar. Kalite tablosundaki ¢ grup, marjinal (< Q15), orta (~Q20)
ve yuksek kaliteli (> Q30) baz ¢adrilarina karsilik gelir ve sirasiyla belirli 12, 26 ve 34 skorlarina atanmistir. Ek
olarak tim no call'lar i¢in null olan 2 skoru atanmistir. Bu Q skoru raporlama modeli, dogrulugu veya performansi
etkilemeden depolama alanini ve bant genisligi gerekliliklerini azaltir.

Sekil 14 RTA3 ile Basitlestirilmis Q Skoru
RTA3

Sequence data

CAGAACCTGACCCGAACCTGACC
TTGGCATTCCATTGGCATTTCCA
TAGCATCATGGATTAGCATCATGGAT
GAGTCAACATCAGAGTCAACAGTCA

v
Q-table
Metric1 Metric 2 Metric3 Metric4 Metric 5

0 1 3 3.2 0
862 915 0.5 0.9 0
2125 2178 0.05 0.06 1
3256 3309 0.05 0.07 1

v

Q-scores

2 |12 |26 | 34
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Sekanslama Ciktisi Dosyalari

Dosya Tiirii Dosya Aciklamasi, Konumu ve Adi

Baz arama dosyalari  Analiz edilen her bir kiime bitistiriimis baz arama dosyasina dahil edilir ve dongd, serit
ve ylzey basina bir dosyada kiimelenir. Kimelenmis dosya, seritteki her kiimeye

iliskin baz aramayi ve sifrelenmis kalite skorunu igerir.
DatalIntensities\BaseCalls\L001\C1.1

L[lane] [surface].cbcl, 6rnegin LO01 1.cbcl

Kime konumu Her bir akis hlicresi igin ikili bir kime konumu dosyasi bir kutucuktaki kiimelerin
dosyalari XY koordinatlarini igerir. Akis hlicresinin nanokuyu duzeniile eslesen altigen bir diizen
koordinatlari 6nceden tanimlar.
Data\Intensities

s [lane].locs

Filtre dosyalari Filtre dosyasi bir kiimenin filtrelerden gegip ge¢gmedigini belirtir. Filtre dosyalar 25
dongulik veriile 26. dénglde olusturulur. Her bir kutucuk igin bir filtre dosyasi
olusturulur.

Data\Intensities\BaseCalls\L0O01
s [lane] [tile].filter

Calistirma bilgileri Calistirmanin adini, her bir okumadaki dongu sayisini, okumanin Dizin Okumasi olup

dosyasi olmadidini ve akis hiicresindeki yatak ve kutucuk sayisini listeler. Calistirma bilgileri

dosyasi, ¢alistirmanin baslangicinda olusturulur.
[Root folder],RunInfo.xml

KlgUk resim Okunan her sekanslamanin ilk dongusu i¢in kiguk resim gorintdleri.
dosyalari Thumbnail Images\L001\C[X.1]—Dosyalar her déngu igin bir alt klasorde
saklanir.

s _[lane] [tile] [channel].jpg—Kulguk resim, kutucuk numarasiniigerir.

Sekanslama Cikti Klasori Yapisi

NVOS, c¢ikti klasdri adini otomatik olarak olusturur.
Config (Yapilandirma)—GCalistirma i¢in yapilandirma ayarlari.
["1Logs (Gunlukler)—Calisma adimlarini, cihaz analizini ve RTA3 olaylarini agiklayan glnlik dosyalari.
B SampleSheet.csv—Numune sayfasi veya varsa ekli diger dosya.
Data
[lIntensities
[1BaseCalls

LOO[X]—Baz arama dosyalari (*.cbcl), serit, ylizey ve dongl basina bir dosyada kiimelenir.

=l s.locs—Calistirma icin kiime konumlari dosyasi.
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I InterOp—ikili dosyalar.
[ IRecipe (Regete)—Calismaya dzel regete dosyasi.
"1 Thumbnail Images (Kliguk Resim Goéruntileri)—Her 10. kutucuk igin kiguk resim goriuntdleri.
[1LIMS—Varsa galisma kurulum dosyasi (*.json).

1 Audit (Denetim)

=l Auditinfo.xml

=IRTA3.cfg
= Runinfo.xml
=l RunParameters.xml
=l RTAComplete.txt
= CopyComplete.txt
=l SequenceComplete.txt
=l llluminaRunManagerCopyComplete.txt
=l Manifest.tsv

Uyarilar ve Tedbirler

A DIKKAT

Federal yasalar, bu cihazin kullanilmak ya da kullaniimasini siparis etmek izere yalnizca hekimler ya da
faaliyet gosterdikleri Eyalet kanunlarinca lisansli olan diger pratisyen hekimler tarafindan veya bu
hekimlerin siparisi Gzerine satiimasi yoninde kisitlama getirmektedir.

* NovaSeq 6000Dx Aleti ile birlikte kullaniimak tizere lllumina tarafindan saglanan bazi bilesenler
potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar icermektedir. Solunmasi, yutulmasi, ciltle ve gozle temasi halinde
kisisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine karsi g6z korumasi, eldivenler ve laboratuvar
onliigii dahil olmak lizere koruyucu ekipman giyin. Kullanilan reaktifleri kimyasal atik olarak ele alin ve
gecerli bolgesel, ulusal ve yerel kanun ve diizenlemeler uyarinca atin. Ek gevre, saglik ve guvenlik bilgileri
igin, support.illumina.com/sds.html adresindeki Glivenlik Veri Sayfalarina (SDS) bakin.

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

* Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. Agzinizla pipetlemeyin. Belirlenmis galisma alanlarinda yemek
yemeyin, igecek tiketmeyin veya sigara igmeyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini kullanirken tek kullanimlik
eldiven takin ve laboratuvar 6nligu giyin. Numuneleri ve kit reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice
yikayin.
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* PCR Urinlerinin reaktifleri, cihazlari ve genomik DNA numunelerini kontamine etmesini 6nlemek igin uygun
laboratuvar uygulamalarinin ve iyi diizeyde laboratuvar hijyeninin saglanmasi gerekir. PCR kontaminasyonu
hatall ve glivenilmez sonuglar elde edilmesine yol agabilir.

* Kontaminasyonun dniine gegmek i¢in pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda 6zel
ekipmanlarin ve sarf malzemelerinin bulundugundan emin olun (6r. pipetler, pipet uclari, 1si bloklari, vorteks
cihazlar ve santrifijler).

* Dizin-numune ¢ifti, indeks plaka dizeni ile tam olarak eslesmelidir. DNA Prep with Enrichment Application,
galistirma kurulumu sirasinda girildiginde, numune adlariyla iliskili dizin primerlerini otomatik olarak doldurur.
Kullanicinin sekanslama galistirmasini baslatmadan 6nce dizin primerlerinin numunelerle iligkilendirildigini
dogrulamasi tavsiye edilir. Numune ile plaka diizeni arasindaki uyusmazliklar, pozitif numune tanimlamasinin
kaybina ve hatali sonug raporlamaya yol agar.

* Kurulum Bilgisayari virlslere karsi korumak icin kullanici tarafindan tedarik edilen bir anti-virlis yazihminin
kurulmasi kesinlikle tavsiye edilir.

* NovaSeq 6000Dx cihazini, herhangi bir paneli ¢ikariimis sekilde galistirmayin. Cihazin panelleri gikariimis
sekilde galistiriimasi hat gerilimine ve DC gerilimlerine maruziyet olasiligina neden olur.

* Akis hicresi bdlmesindeki akis hlicresi agamasina dokunmayin. Bu bdlmedeki isitici 22 °C ile 95 °C arasinda
galisir ve yaniklara neden olabilir.

* Cihaz yaklasik 1059 Ib agirhigindadir ve disurilmesi ya da hatall sekilde tasinmasi durumunda ciddi
yaralanmalara neden olabilir.

Performans Ozellikleri

Cihaz igin performans NovaSeq 6000Dx 6zellikleri, kitaplik hazirhdi igin lllumina DNA Prep with Enrichment Dx,
ve dizileme igin ve germ hatti ve somatik varyant tespiti dahil olmak tizere NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti
(300 dongu) NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongu) ikincil DRAGEN for lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx analiz i¢in Uygulama kullanilarak belirlenmistir. Calismalar arasinda Numune Dizinleme, Numune
Tasima, DNA Girdisi, Analitik Duyarllik (Kor Siniri/Saptama Sinirt), Dogruluk, Kesinlik, Yontem Karsilastirma ve
Tekrarlanabilirlik yer almistir. Ekstraksiyon ydntemleri veya enterferan maddeler gibi pre-analitik faktorler ile
ilgili performans 6zellikleri igin lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kullanim Talimatie bakin.

Performans Ozelliklerinde Kullanilan Hesaplamalarin
Tanimlari

1. Pozitif Yizde Uyumu (PPA), testin dogru raporladidi ve referans ydnteme gore varyant olarak siniflandirilan
lokUislerin orani olarak hesaplanir.

* (testin dogru sekilde raporladidi varyant lokusu sayisi) / (toplam varyant lokusu sayisi)
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Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan varyant loklsler gergek pozitiflerdir (TP’ler).
Test tarafindan referans aramalari veya farkl varyant aramalari olarak raporlanan varyant lokUsler yalanci
negatiflerdir (FN’ler).

2. Negatif Yuzde Uyumu (NPA), testin dogru raporladidi ve referans ydnteme gore yabani tip olarak
siniflandirilan lokuslerin orani olarak hesaplanir.

* (testin dogru sekilde raporladigi yabani tip lokusu sayisi) / (toplam yabani tip lokisu sayisi)
Test tarafindan raporlanan ve referans yontemle uyumlu olan yabani tip loklsler gercek negatiflerdir
(TN’ler). Test tarafindan varyant olarak raporlanan yabani tip loklsler yalanci pozitiflerdir (FP’ler).

3. Genel ylizde uyumu (OPA), referans yonteme nispeten test tarafindan dogru raporlanmis lokislerin orani
olarak hesaplanir.

* ((testin dogru sekilde raporladidi varyant lokls sayisi) + (testin dogru sekilde raporladidi yabani tip
lokiisl sayisl)) / ((toplam varyant loklisU sayisi) + (toplam yabani tip lokUisu sayisi))

4. PPA, NPA ve OPA hesaplamalari no call'lari (bir veya daha fazla kalite filtresini karsilamayan varyant veya
referans lokdlsler) icermez.

5. Pozitif Arama Ylzdesi (PPC), saptanan varyantla yapilan gézlemlerin, gegersiz gozlemler veya disuk
derinlikte filtrelenenler harig olmak lzere test edilen toplam gdzlem sayisina bdliinmesiyle elde edilen
gozlemlerin sayisidir.

6. Negatif Arama Yuzdesi (PNC), gegersiz gozlemler veya dusuk derinlikte filtrelenenler hari¢ olmak tzere, bir
pozisyondaki sonug olarak gegen gozlemlerin sayisinin test edilen toplam gozlem sayisina bdlinmesiyle
hesaplanir.

7. Otozom Aranabilirlik Yizdesi, genotip aramasindan gegen otozomal kromozomlarda hedeflenen
bolgelerdeki N olmayan referans pozisyonlarinin yizdesi olarak hesaplanir.

Numune Dizinleme

Kitaplik hazirlama sirasinda eklenen humune dizin primerleri her bir numune DNA’sina benzersiz bir sekans atar.
Bu benzersiz sekanslar, birden ¢ok numunenin tek bir sekanslama galistirmasinda havuzlanabilmesini saglar.
Numune dizinleme hem germ hatti hem somatik is akislari kullanilir. Bu galismanin amaci, NovaSeq 6000Dx Aleti
ile tek sekanslama galistirmasinda islenebilecek minimum (12) ve maksimum (192) numune sayisini belirlemekti.
Oniki benzersiz Platinum Genome DNA numunesi (NA12877-NA12888), numune basina 12 farkli dizinleme
primer kombinasyonu ile test edilmistir. Numune kitapliklari, 23 insan kromozomunun tamaminda 1.970.505 baz
iceren gesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test kullanilarak hazirlanmigtir. DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germ hatti FASTQ ve VCF olusturma analizi is akisi kullanilarak
yapilan dort sekanslama galismasindan elde edilen numune sonuglari, Platinum Genomes striim 2016-1.0 ile
karsilastiriimistir.

ilk calisma seti icin, desteklenen maksimum dizin sayisini ve testin farkl dizinleme primer kombinasyonlarinda
belirli bir numune igin tutarl bir sekilde genotipleme aramasi yetenedini dogrulamak igin, her biri S2 ve S4
reaktifleriyle olmak lzere iki sekanslama galismasinda 192 benzersiz dizinlenmis numune kitaphgi

Belge No 200025276 vO1 30/61

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
SADECE IHRACAT IGIN



NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati illumina

sekanslanmistir. ikinci galistirma kiimesi igin, desteklenen minimum dizin sayisini dogrulamak tizere 12 adet
benzersiz dizinlenmis numune kitapligi her biri S2 ve S4 reaktifleri igeren iki sekanslama galistirmasinda
sekanslanmistir.

192 dizinli galistirmalarda, SNV’ler i¢in PPA %99,7 ila %100 araliginda, insersiyonlar i¢in PPA %100 ve delesyonlar
icin PPA %96,7 ila %100 araliginda ve NPA %100 olmustur. 12 dizinli galistirmalarda, SNV’ler igin PPA %99,7 ila
%100 araliginda, insersiyonlar igin PPA %89,6 ila %100 araliginda, delesyonlar igin PPA %94,6 ila %100 aralidinda
ve NPA %100 aralidinda olmustur.

Numune Tasima

NovaSeq 6000Dx Aleti, tek bir sekanslama galistirmasinda birden fazla numunenin ve kontroliin
sekanslanmasina olanak saglar. Bir sekanslama galistirmasi dahilinde (galistirma igi) ve sekanslamalar arasinda
(¢cahstirmadan galistirmaya) numune tasima kapsamini degerlendirmek tzere bir galisma gergeklestirilmigtir.
Altisi erkek ve altisi kadin olmak Uzere oniki Platinum Genome DNA numunesi, her iki cinsiyet kromozomu dabhil
olmak lGzere 23 insan kromozomu genelinde 1.970.505 bazi kapsayan ¢esitli genleri sorgulamak tGzere
tasarlanmis temsili bir test ile test edilmistir. Kitapliklar, DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulamasinin Germ hatti FASTQ ve VCF olusturma analizi is akisi kullanilarak NovaSeq 6000Dx Aleti Gzerinde
sekanslanmistir. Erkek numunelerinin kadin numunelerine tasinmasi, kadin numunelerindeki Y kromozomu hedef
okumalarinin varligi ile gézlemlenmistir.

Galistirma igi tasima; kime olusturma, dizin dénglsu baz arama ve numune ¢ogullamasini ¢gdzme sirasinda
gerceklesebilir. Bir sekanslama ¢alistirmasi icinde numune tasinmasinin test edilmesiigin her benzersiz erkek ve
kadin numunenin en az on iki tekrarindan ve toplamda 192 benzersiz olarak dizinlenmis kitaplik igin iki sablonsuz
kontrolden olusan bir kitaplik havuzu, her biri S2 ve S4 reaktifleriyle olmak Gizere NovaSeq 6000Dx Aleti
Uzerinde iki sekanslama calistirmasinda sekanslanmistir. Calistirma i¢i numune tasima, her bir kadin kopyasinin
Y kromozomu hedef kapsaminin, havuzdaki tim erkek kopyalarinin ortalama Y kromozomu hedef kapsami ile
karsilastiriimasiyla dederlendirilmistir. Gozlemlenen galistirma igi tasimanin 95. ylzdelik dilimi, S2 ve S4
reaktifleriigin sirasiyla %0,0090 ve %0,041 olmustur.

Calistirmadan galistirmaya numune tasima testiigin iki kitaplik havuzu hazirlanmis ve bir NovaSeq 6000Dx Aleti
lizerinde ardisik olarak A tarafi S4 reaktifleri kullanilarak ve B tarafi S2 reaktifleri kullanilarak sekanslanmustir. ilk
havuz, alti benzersiz kadin 6érneginin en az on iki tekrarini ve toplamda 96 benzersiz olarak dizinlenmis kitaplik
igin sablonsuz iki kontrolii igermistir. ikinci havuz, toplam 96 benzersiz olarak dizinlenmis kitaplik igin alti
benzersiz erkek drnedinin en az on iki tekrari arti iki sablonsuz kontrol igermistir. Her iki havuzda da ayni dizin
adaptdrleri kimesi kullaniimistir. Kadin havuzu dnce sekanslanmig, sonraki sekanslama galistirmasi erkek
havuzu ile gergeklestirilmis ve daha sonra tekrar baska bir kadin havuzu sekanslama ¢alistirmasi yapiimistir.
CGalistirmadan calistirmaya numune tasima, karsilik gelen kadin havuzu tekrar galismasinin karsilik gelen
kopyalari ile erkek havuz galismasinin karsilik gelen kopyalari arasinda Y kromozomu hedef kapsami
karsilastirilarak reaktif tipi S2 ve S4 basina degerlendirilmistir. G6zlemlenen galistirmadan galistirmaya tasimanin
95. ylizdelik dilimi S2 ve S4 reaktifleriicin sirasiyla %0,0089 ve %0,012 olmustur.
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DNA Girdisi
Kan (Germ Hatti)

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasini kullanan lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kiti icin kan DNA girdisi aralidi, NovaSeq 6000Dx igin olusturulmustur. Bu, 23 insan kromozomunun tamaminda
1.970.505 bazi kapsayan gesitli genleri sorgulamak Gzere tasarlanan temsili bir test ile sekiz Platinum Genome
DNA numunesi (NA12877 — NA12884) kullanilarak bir seri seyreltme galismasi gergeklestirilerek
degerlendirilmistir. Kitapliklar, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 ddngu) ve NovaSeq 6000Dx S4
Reaktif v1.5 Kiti (300 ddngui)’nin her birinin bir lotu kullanilarak bir NovaSeq 6000Dx Aleti tizerinde
sekanslanmistir.

1000 ngile 10 ng (1000 ng, 250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng ve 10 ng) araligindaki alti DNA girdisi diizeyinde yedi
adet numune iki kopya halinde test edilmistir. Sekizinci bir numune (NA12884), 10 ng giriste tek kopya olarak ve
diger tum giris seviyeleriigin iki kopya halinde test edilmistir. Dogrulugun belirlenmesi igin, numune genotipleri
Platinum Genomes sirim 2016-1.0 ile karsilastiniimistir. Sonuglar her bir giris seviyesi igin belirlenmistir. Her
varyant tiirli (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) icin PPA, Varyant Tiiriine Gére Her Kan DNA Girdisi icin PPA
Sonuclari sayfa 32'nda sunulmustur. NPA, Her Kan DNA Girdisi icin NPA sayfa 33'da sunulmustur. Tim girdi
duzeylerinde benzer dogruluk gorilmustar. lllumina DNA Prep with Enrichment Dx i¢in dnerilen kan DNA girdisi,
NovaSeq 6000Dx uzerinde sekanslandiginda performans 6zelliklerini karsilamak igin Ust ve alt limit saglayan
1000 ng ve 10 ng ile 50-1000 ng'dir.

Tablo 9 Varyant Tiirline Gére Her Kan DNA Girdisi igin PPA Sonuglari

DNA Girdisi (ng)  Varyant Tiiril Beklenen Varyantiar TP FN VaryantNo Calllar  PPA (%)
10 SNV 69612 69538 68 6 99,9

25 74192 74105 75 12 99,9

50 74105 74 13 99,9

100 74116 72 4 99,9

250 74113 72 7 99,9

1000 74112 73 7 99,9

10 insersiyon 2732 2732 0 0 100

25 2928 2916 6 6 99,8

50 2914 8 6 99,7

100 2917 6 5 99,8

250 2928 0 0 100

1000 2921 5 2 99,8
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DNA Girdisi (ng) ~ Varyant Tiirii Beklenen Varyantlar TP FN Varyant No Call'lar PPA (%)
10 Delesyon 2084 2049 4 31 99,8
25 2240 2200 9 31 99,6
50 2207 3 30 99,9
100 2199 1 40 >99,9
250 2201 0 39 100
1000 2195 2 43 99,9

Tablo 10 Her Kan DNA Girdisi icin NPA

DNA Girdisi (ng) TN FP Referans No Call'lar NPA (%)
10 115449045 384 285751 >99,9
25 123012157 415 438153 >99,9
50 122985299 369 465043 >99,9
100 122976660 321 473730 >99,9
250 122971099 331 479289 >99,9
1000 122978527 324 471882 >99,9

FFPE (Somatik)

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasini kullanan lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kiti icin formalinle sabitlenmis parafine gomduli (FFPE) DNA girdisi araligi NovaSeq 6000Dx igin olusturulmustur.
Bu, 23 insan kromozomunun tamaminda 1.970.505 bazi kapsayan gesitli genleri sorgulamak Ulizere tasarlanan
temsili bir test ile iki Platinum Genome numunesi kullanilarak bir seri seyreltme ¢alismasi gergeklestirilerek
degerlendirilmistir. Kitapliklar, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 déngu) ve NovaSeq 6000Dx S4
Reaktif v1.5 Kiti (300 dong)’nin her birinin bir lotu kullanilarak bir NovaSeq 6000Dx Aleti Gizerinde
sekanslanmistir.

Numune GM12877 DNA'sI siraslyla yaklasik %6,5 ve %13 varyant frekanslarinda benzersiz GM12877 heterozigot
ve homozigot varyantina sahip GM12877-13 olusturmak Gzere numune GM12878 DNA'sl ile seyreltilmistir.
Seyreltiimemis GM12877 de test edilmistir. 1000 ngila 25 ng (1000 ng, 250 ng, 50 ng ve 25 ng) araligindaki dort
DNA qirdisi seviyesinde GM12877-13 iki kopya halinde test edilmistir. GM12877, 250 ng'da tek kopya olarak ve
diger tim giris seviyeleri igin iki kopya halinde test edilmistir. Dogrulugun belirlenmesi i¢in, numune varyanti
aramalari Platinum Genomes versiyon 2016-1.0 ile karsilastiriimistir. Sonuglar her bir giris seviyesiigin
belirlenmistir. Her varyant tird (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) i¢cin PPA, Varyant Tirline ve Hedef VAF'ye
Gére Her FFPE DNA Girdisi Icin PPA Sonuclari sayfa 34'nda sunulmustur. NPA, Her FFPE DNA Girdisi icin Her
FFPE DNA Girdisi [cin NPA sayfa 34. Tiim girdi diizeylerinde benzer dogruluk gériilmiistiir. ACq de§eri < 5 olan
FFPE numuneleriigin, 1000 ng ve 25 ng'lik lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kiti i¢in onerilen DNA girisi 50-
1000 ng'dir ve NovaSeq 6000Dx uzerinde sekanslandiginda performans 6zelliklerini karsilamak igin bir Gst ve alt
sinir saglar.
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Tablo 11 Varyant Tiriine ve Hedef VAF'ye Gdére Her FFPE DNA Girdisi icin PPA Sonuglari

Hedef Seyreltme VAF
0.065 0.13

DNA Girdisi  Varyant Beklenen TP EN Varyant No PPA Beklenen TP F Varyant No PPA

(ng) Tirdi Varyantlar Call'lar (%) Varyantlar Call'lar (%)

25 SNV 3000 2931 8 61 99,7 624 624 0 0 100

50 3000 2930 8 62 99,7 624 622 0 2 100

250 3000 2927 8 65 99,7 624 624 0 0 100

1000 3000 2921 8 71 99,7 624 624 0 0 100

25 insersiyon 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100

50 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100

250 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100

1000 96 96 0 0 100 48 48 0 0 100

25 Delesyon 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100

50 88 88 0 0 100 32 31 0 1 100

250 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100

1000 88 88 0 0 100 32 32 0 0 100

Tablo 12 Her FFPE DNA Girdisi igin NPA

DNA Girdisi (ng) Beklenen Yabani Tip TN FP Referans No Call'lar NPA (%)
25 25354119 25353706 413 5499498 >99,9
50 27538269 27538013 256 3315421 >99,9
250 21562303 21561983 320 1577958 >99,9
1000 29030903 29030596 307 1822781 >99,9

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

Bu ¢alisma, DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin NovaSeq 6000Dx Aleti Uzerindeki
Somatik FASTQ ve VCF olusturma analiz is akisi i¢in Kor Siniri (LoB) ve Saptama Sinirini (LoD) degerlendirmek
icin yapiimistir. Calisma, 23 insan kromozomunun tamaminda 1.970.505 bazi kapsayan ¢esitli genleri
sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test kullanilarak gergeklestirilmistir. Platinum Genome huicre hatlari
GM12878 ve GM12877 formalinle fikse edilip parafine gomiimis ve ardindan DNA ekstraksiyonu
gergeklestiriimistir. GM12877°'nin GM12878'e seyreltileri, 489 benzersiz GM12877 varyantinin (454 SNV, 17
insersiyon ve 18 delesyon) varyant sikliklarinin O ile 0,13 arasinda degisecedi sekilde hacimce %0, %4, %6,5 ve
%13 GM12877’den olusan numuneler yapmak i¢in hazirlanmistir. Numune kitapliklari iki lot [llumina DNA Prep
with Enrichment Dx Kit reaktifi kullanilarak hazirlanmis ve toplam on iki sekanslama galistirmasi icin iki NovaSeq
6000Dx Aleti ve her biri iki NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongti) ve NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif
v1.5 Kiti (300 dongu) lotu ile ardisik alti baslangig giini boyunca sekanslanmistir. Bu, her bir numune
seyreltisinde her bir varyant igin 288 gdzlem ile sonuglanmistir. LoB ve LoD, CLSI EP17-A2'de belirtilen klasik
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yaklasim kullanilarak hesaplanmistir. LoB ve LoD, S2 ve S4 reaktifleri i¢in her bir reaktif tipi icin sekanslama
calismasinda tim varyantlarin varyant frekanslari birlestirilerek ayri ayri hesaplanmistir. Tip | hata 0,01 olarak
tanimlanmistir ve Tip Il hata 0,05 olarak tanimlanmistir.

LoB, her bir reaktif tipi (S2 veya S4) ve kitaplik hazirligi igin iki sekanslama lotunda bagimsiz olarak 489 lokus igin
degerlendirilmistir. S2 reaktifleriigin 95. ylzdelik LoB %2,9'dur. S4 reaktifleriigin, 95. ylizdelik LoB %2,2'dir.

LoD, S2i¢in 489 varyanttan 478'i ve S4 i¢in 489 varyanttan 485'i i¢in basariyla hesaplanmistir. Bir veya her iki
kitaplik hazirhdi igin LoD’nin belirlenmedigi varyantlar, NovaSeq 6000Dx sistemi igin LoD’nin nihai atamasinin
disinda tutulmustur. NovaSeq 6000Dx sisteminin S2 ve S4 reaktifleriyle LoD’si, bireysel varyant LoD’lerinin 95.
yuzdelik dilimi alinarak belirlenmistir. S2 reaktifleri igin, 478 varyant LoD’lerde 95. yiizdelik dilim %4,8'dir. S4
reaktifleriigin, 485 varyant LOD’de 95. yuzdelik dilim %3,9'dur.
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Dogruluk

Germ Hatti

Asagidaki calisma, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 déngui) kullanilarak NovaSeq 6000Dx Aleti Gizerindeki DRAGEN for lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germline FASTQ ve VCF Uretim analizi is akiginin varyant arama dogrulugunu
degerlendirmek igin yurattlmuastir. Dort benzersiz Platinum Genome DNA numunesi, 23 insan kromozomunun tamaminda 1.970.505
bazi (9.232 hedef) kapsayan gesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test kullanilarak test edilmistir. Numunelerin her biri,
11'lik kopyalarda test edilen NA12880 disinda 12'lik kopyalarda test edilmistir. Ug sekanslama cihazi, {i¢ S2 reaktif lotu ve iki operatér ile
birlikte alti baslangi¢ glininde toplam 18 ¢alistirma gergeklestirilmistir. SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar igin dogruluk, Platinum
Genomes suriim 2016-1.0 ile karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Tablo 13 Germ Hatti Uyumunun Ozeti

Kriterler Toplam Gézlemler! Gozleme Sonucu? Galistirmaya goére Sonug®
SNV igin PPA 846 99,8 99,9

insersiyonlar igin PPA 846 97,9 >99,9

Delesyonlar icin PPA 846 96,9 99,9

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

1Qallstlrma basina numune sayisi (47) x Galistirma sayisi (18) = 846 olarak hesaplanmistir.

2T{im 18 galistirma genelinde numune kopyasina gére gézlemlenen en diisiik deger.

3Her bir calistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en diisiik deger.
Numune Basina Germ Hatti Uyumu sayfa 37 varyant sonuglarinin PPA hesaplamalariigin Platinum Genomes suriim 2016-1.0 ile
karsilastirildigi, numune bazinda pozitif ve negatif ylizde uyumu ile sunulan galisma verilerini icermektedir. Ug varyant tiir(i (SNV'ler,
insersiyonlar ve delesyonlar) birlestirilmistir. Referans yontem yalnizca tek niikleotid varyantlari ve insersiyon/delesyonlari igin sonuglari
sagladigindan, varyant olmayan baz sonuglari NPA hesaplari igin insan genom referans sekans yapisi hg19 ile karsilastirilir.
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Tablo 14 Numune Basina Germ Hatti Uyumu

Otozom Beklenen Varyant No
Numune A 1 TP FN i TN FP PPA NPA OPA
Aranabilirligi Varyantlar Call'lar
NA12877 99,4 273672 273452 220 O 414765131 931 99,9 >999 >999
NA12878 99,4 265680 265208 234 238 414803691 1193 999 >999 >999
NA12879 99,4 261792 261792 0 0 414746986 1429 100 >99,9 >999
NA12880 99,4 246114 245551 399 164 380157538 1458 99,8 >999 >999

18 galistirma genelinde tiim numune kopyalarindaki toplam varyant sayisi.

Varyant Tiriine Gére Numune Basina Germ Hatti Uyumu sayfa 37, varyant sonuglarinin, iyi karakterize edilmis birlesik referans
yontemiyle karsilastiriidi§i, numune bazinda sunulan ¢alisma verilerini igermektedir. Saptama, her bir varyant tiru igin (SNV'ler,
insersiyonlar ve delesyonlar) ayri ayri degerlendirilir. Referans konumlar harig tutulur.

Tablo 15 Varyant Turtine Gore Numune Basina Germ Hatti Uyumu

SVN'ler insersiyonlar Delesyonlar
Numune Beklenen TP FN Beklenen TP FN Beklenen TP FN
NA12877 255096 254877 219 10368 10367 1 8208 8208 0
NA12878 250344 250077 221 8424 8424 0 6912 6707 13
NA12879 246024 246024 0 8856 8856 0 6912 6912 0
NA12880 229482 229086 396 9306 9306 0 7326 7159 3

Numuneler kiiglk insersiyon ve delesyonlari (insersiyon/delesyon) aramak igin ilaveten analiz edilmistir. Genel bir 6zet, Germ Hatti
Insersiyon/Delesyon Saptama Ozetisayfa 37 sunulmaktadir. Boyutlari insersiyonlar igin 1-18 bp, delesyonlar igin 1-21 bp arasinda
degisen toplam 210 insersiyon/delesyon vardi.

Tablo 16 Germ Hatti insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

Varyant Turu Beklenen Varyantlar TP FN Varyant No Call'lar PPA
insersiyon 36954 36953 1 0 >99,9
Delesyon 29358 28986 16 356 99,9
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Temsili test, ¢esitli genomik igerikleri kapsayan 9.232 hedeften olugmustur. Hedeflerin GC igerigi 0,20-0,86 araliginda olmustur.
Hedefler ayrica bir dizi tek niikleotid (6r. PolyA, PolyT), dinlikleotid ve trinlkleotid tekrarlari igermistir. Genomik igerigin dogru arama
ylizdesi Uzerindeki etkisini belirlemek icin kromozom bazinda derlenen veriler Germline Kromozom Dtizeyinde Dogruluk sayfa 38
boéliminde sunulmustur. Dogru arama ylizdesi, varyant ve referans aramalardan olusur ve hatali arama veya no call olmasi durumunda
%100'den azdr.

Tablo 17 Germline Kromozom Duzeyinde Dogruluk

Dogru
Kromozom g:;ISI :::IZT Baz Sayisi Genomik igerik GC Araligi Dogru Aramalar :\l::‘:lalar No call'lar Ar.agma . s;::;l;lfr
Yiizdesi
chr1 47 728 138328  Poly A (12), Poly C [0.22 - 114888718 34 966860 >99,9 0,83
(7), Poly T (14), Poly 0.8];
G (7), Dinluikleotit Medyan:
(22), Trinlikleotit (8), 0,51
insersiyon (18),
Delesyon (4)
chr2 39 628 159588  Poly A (46), Poly C [0.24 - 132293464 798 460345 >99,9 0,35
(8), Poly T (23), Poly  0.81];
G (7), Dinlikleotit Medyan:

(22), TrinUkleotit (8), 0,44
insersiyon (5),
Delesyon (2)

chr3 38 650 137627  Poly A(18), Poly C [0.25 - 114625053 2 226461 >99,9 0,20
(6), Poly T (18), Poly 0.86];
G (7), Dinlikleotit (12), Medyan:
Trinlikleotit (6), 0,45
insersiyon (11),
Delesyon (1)
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Kromozom

chr4

chr5

chr6é

chr7

Gen
Sayisi

17

25

39

21

Hedef
Sayisi

370

507

453

450

Baz Sayisi

73766

90008

126721

161501

Genomik igerik

Poly A (9), Poly C (7),
Poly T (25), Poly G
(6), Dinlikleotit (5),
Trindkleotid (5),
insersiyon (2),
Delesyon (2)

Poly A (10), Poly C
(6), Poly T (12), Poly
G (7), Dinlikleotit (10),
Trindkleotit (8),
insersiyon (8),
Delesyon (18)

Poly A (28), Poly C
(7), Poly T (33), Poly
G (7), Dinlikleotit (18),
Trindkleotit (11),
insersiyon (4),
Delesyon (2)

Poly A (27), Poly C
(8), Poly T (21), Poly
G (7), Dinlkleotit (31),
Trinlikleotit (5),
insersiyon (1),
Delesyon (4)

GC Aralhgi

[0.27 -
0.771;

Medyan:

0,45

[0.29 -
0.79];

Medyan:

0,46

[0.24 -
0.79];

Medyan:

0,48

[0.2 -
0.77];

Medyan:

0,46

Dogru Aramalar

61872303

75314497

103412695

132534074

Hatali
Aramalar

0

912

19

No call'lar

66741

153061

182361

246884

Dogru
Arama
Yizdesi

100

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

0,1

0,20

0,18

0,19
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Kromozom

chr8

chr9

chr10

chr1l

Gen
Sayisi

18

23

14

29

Hedef
Sayisi

381

347

317

51

Baz Sayisi

67775

87100

66723

91786

Genomik igerik

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (13), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (9),
insersiyon (4),
Delesyon (1)

Poly A (12), Poly C
(7), Poly T (27), Poly
G (8), Dinlkleotit (9),
Trindkleotit (9),
insersiyon (4),
Delesyon (1)

Poly A (26), Poly C
(7), Poly T (15), Poly

G (6), Dinukleotit (16),

Trindkleotit (6),
insersiyon (1),
Delesyon (1)

Poly A (28), Poly C
(8), Poly T (21), Poly
G (7), DinlUkleotit
(26), Trinlkleotit (7),
insersiyon (2),
Delesyon (2)

GC Aralhgi

[0.26 -
0.78];

Medyan:

0,47

[0.27 -
0.83];

Medyan:

0,49

[0.23 -
0.78];

Medyan:

0,44

[0.28 -
0.8];

Medyan:

0,47

Dogru Aramalar

56247612

72650800

55539058

75744222

Hatali
Aramalar

41

20

742

No call'lar

170925

241991

188216

259258

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

0,30

0,33

0,34

0,34

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Kromozom

chr12

chr13

chr14

chr15

Gen
Sayisi

29

13

1

15

Hedef
Sayisi

577

283

147

266

Baz Sayisi

120365

58639

26980

52091

Genomik igerik

Poly A (19), Poly C
(8), Poly T (40), Poly
G (7), DinUkleotit (7),
Trindkleotit (7),
insersiyon (1),
Delesyon (5)

Poly A (24), Poly C
(6), Poly T (12), Poly
G (7), Dinlikleotit (6),
Trindkleotit (8),
insersiyon (14),
Delesyon (0)

Poly A (21), Poly C
(6), Poly T (18), Poly
G (11), Dinlkleotit (6),
Trindkleotit (6),
insersiyon (4),
Delesyon (1)

Poly A (26), Poly C
(7), Poly T (13), Poly
G (6), Trinukleotid
(8), insersiyon (4),
Delesyon (6)

GC Aralhgi

[0.26 -
0.771;

Medyan:

0,49

[0.28 -
0.79];

Medyan:

0,42

[0.29 -
0.771;

Medyan:

0,47

[0.29 -
0.76];

Medyan:

0,46

Dogru Aramalar

99972530

48503179

22286153

43600279

Hatali
Aramalar

1

198

No call'lar

542005

45666

147895

99041

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

100

No call'lar
Yizdesi

0,54

0,09

0,66

0,23

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Kromozom

chr16

chr17

chr18

chr19

chr20

Gen
Sayisi

21

36

30

12

Hedef
Sayisi

366

645

99

605

179

Baz Sayisi

80030

118062

19195

104004

33795

Genomik igerik

Poly A (7), Poly C (7),
Poly T (15), Poly G
(7), DinlUkleotit (5),
Trindkleotit (10),
insersiyon (15),
Delesyon (21)

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (18), Poly
G (8), Dinlikleotit (13),
Trindkleotit (6),
insersiyon (18),
Delesyon (16)

Poly A (7), Poly C (7),
Poly T (15), Poly G
(6), Trintkleotid (10),
insersiyon (4),
Delesyon (0)

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (31), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (7),
insersiyon (2),
Delesyon (21)

Poly A (6), Poly C (6),
Poly T (7), Poly G (8),
Trinlkleotid (9),
insersiyon (5),
Delesyon (0)

GC Aralhgi

[0.3 -
0.761;

Medyan:

0,54

[0.28 -
0.82];

Medyan:

0,49

[0.22 -
0.78];

Medyan:

0,44

[0.33 -
0.83];

Medyan:

0,59

[0.31-
0.84];

Medyan:

0,53

Dogru Aramalar

65490245

97929929

15967171

85642066

28108712

Hatali
Aramalar

16

417

312

3

0

No call'lar

1438278

335905

42077

678213

38374

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

100

Z
No call'lar o)
Yiizdesi <
0
2,15 o
O
»
o
o
o
O
X
0,34 O
>0
Q
N
e
=
Q
-
0,26 §
_|
o
3
Q
—
0,79
0,14



NISI LYOVYH| 303aVs

HIANIDT NINYTIN ITOVINY INVL OYLIA NI

LOA 9/2520002Z ON 9bjeg

L9/ €y

Gen Hedef
Kromozom Baz Sayisi
Sayisi Sayisi

chr21 5 63 30642
chr22 10 187 36727
chrX 23 433 83576
chrY 0 40 5476

Genomik igerik

Poly A (28), Poly C
(6), Poly T (24), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
insersiyon (2),
Delesyon (5)

Poly A (26), Poly C
(7), Poly T (19), Poly
G (7), Dinlkleotit (5),
Trinlkleotit (6),
insersiyon (6),
Delesyon (0)

Poly A (18), Poly C
(8), Poly T (23), Poly
G (9), Dinukleotit (5),
Trindkleotit (23),
insersiyon (3),
Delesyon (0)

Poly A (11), Poly C (8),
Poly T (11), Poly G (5),
insersiyon (0),
Delesyon (0)

GC Aralhgi

[0.22 -
0.78];

Medyan:

0,52

[0.27 -
0.74];

Medyan:

0,51

[0.2 -
0.72];

Medyan:

0,48

[0.4 -
0.59];

Medyan:

0,45

Dogru Aramalar

25319736

30258131

67318722

Hatali
Aramalar

50

No call'lar

57434

42673

770544

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

100

100

Gegerli
Degil

No call'lar
Yizdesi

0,23

0,14

1,13

Gegerli
Degil

Numune NA12878 icin sekanslama sonuglari, National Institutes of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) tarafindan olusturulan

NA12878 icin oldukga glivenilir bir genotip ile karsilastiriimistir. 9.232 hedef igerisinden, NIST sekansinda 8.009 hedef tamamen oldukga
glivenli genomik bolgeler i¢cinde olmustur, 776 hedef kismi 6rtlisme gdstermistir ve 447 hedef értismemistir. Bu, karsilastirma igin kopya
basina 1.831.483 koordinatla sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalari, insan genomu referans sekans yapisi hg19 ile
karsilastiriimistir. Dogruluk sonuglarn, NIST Veritabani ile NA12878 Numunesinin Germ Hattr Uyumu sayfa 44.

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Tablo 18 NIST Veritabaniile NA12878 Numunesinin Germ Hatti Uyumu

Kapsama dabhil edilen hedef Otozom

Numune TP FN TN FP PPA NPA OPA

sayisl Aranabilirligi

NA12878 8785 99,4 247709 218 394262149 4584 >999 >999 >999

Bu 18 galistirmalik Germ Hatti galismasiyla elde edilen verilere gére NovaSeq 6000Dx Aleti asadidakileri tutarli bir sekilde sekanslayabilir:

GCigeridi = %20 (%20 GC igerikli 1692 sekanslanan hefef bdlgelerinde tim aranan bazlar dodru aranmistir, no call orani %0 olmustur)
GC igerigi = %86 (%86 GC igeren 846 sekanslanan hedef bélgelerinde tiim aranan bazlar dogru aranmistir, no call orani %0 olmustur)
PolyA uzunluklari = 46 (46 PolyA tekrari ile 846 sekansli hedef bélgede bulunan ¢agrilan bazlarin timui %0,27 no-call oraniile dogru
cagrimistir)

PolyT uzunluklari = 40 (40 PolyT tekrari ile 846 sekansl hedef bdlgede bulunan ¢gagrilan bazlarin 13384321 tanesinden 13384074
tanesi %0,26 no-call orani ile dogru ¢agriimistir)

PolyG uzunluklari = 11 (11 PolyG tekrari ile 846 sekansl hedef bélgede bulunan ¢agrilan bazlarin timi %0 no-call oraniile dogru
¢agnimistir)

PoliC uzunluklari = 8 (8 PolyC tekrari ile 5922 sekansli hedef bdlgede bulunan gagrilan bazlarin 9815035 tanesinden 9815030 tanesi
%0,53 no-call orani ile dogru ¢agriimistir)

Dinukleotid tekrar uzunluklar = 31x (31 Dinlkleotid tekrari ile 846 sekansl hedef bdlgelerde bulunan ¢adrilan bazlarin 32233926
tanesinden 32233922 tanesi %0,21 no-call orani ile dogru ¢agriimistir)

Trinlkleotid tekrar uzunluklar = 23x (23 Trinlikleotid tekrari olan 846 sekanslanan hedef bélgeden tiim ¢agrilan bazlar %0,21 no-call
orani ile dogru gagriimistir)

insersiyon uzunluklari = 18 (18 insersiyonlu 1692 sekansli hedef bélgede bulunan gagrilan bazlarin timi %7,71 no-call orani ile dogru
¢agnimistir)

Delesyon uzunluklari = 21 (21 Delesyonlu 1692 sekansli hedef bdlgede bulunan gagrilan bazlarin timu %1,14 no-call orani ile dogru
gagrilmistir)

Somatik

Burada agiklanan galisma, NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongu) kullanilarak NovaSeq 6000Dx Aleti tizerindeki DRAGEN for
lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Somatik FASTQ ve VCF Uretim analizi is akisinin varyant ¢agri dogrulugunu
degerlendirmek igin kullaniimistir.

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Bu galismada, 23 insan kromozomunun timu genelinde 1.970.505 bazi (9.232 hedef) kapsayacak sekilde gesitli genleri sorgulamak igin
tasarlanmis temsili bir test kullaniimistir. Bu galismada, dederlendirme i¢in dort benzersiz numune olusturmak tzere FFPE uygulanmis
bloklardan Platinum Genome DNA ekstrakte edilmistir.

Numune GM12877 DNA'sI sirasiyla yaklasik %6,5 ve %13 varyant frekanslarinda benzersiz GM12877 heterozigot ve homozigot
varyantina sahip GM12877-13 olusturmak (izere numune GM12878 DNA's! ile seyreltilmistir. Numune GM12878 DNA'sI benzer sekilde
siraslyla yaklasik %6,5 ve %13 varyant frekanslarinda benzersiz GM12878 heterozigot ve homozigot varyantina sahip GM12878-13
olusturmak Gzere numune GM12877 DNA'sI ile seyreltilmistir. Seyreltimemis GM12877 ve GM12878 de test edilmistir. Numunelerin her
biri, on bir kopya halinde test edilen seyreltiimemis GM12878 disinda 12 kopya halinde test edilmistir. Ug sekanslama cihazi, ti¢ S4 reaktif
lotu ve iki operatdr ile birlikte alti baslangi¢ guintiinde toplam on sekiz galistirma gergeklestiriimistir. SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar
icin dogruluk, Platinum Genomes slrim 2016-1.0 ile karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Tablo 19 Somatik Uyumu Ozeti

Kriterler Gézlem Sayis' Gézleme Sonuglari? Galistirmaya gére Sonug?
Somatik SNV'ler igcin PPA 846 99,8 98,9

Somatik insersiyonlar igcin PPA 846 100 100

Somatik delesyonlar igin PPA 846 100 100

NPA 846 >99,9 >99,9

OPA 846 >99,9 >99,9

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN

1= Calisma basina numune sayisi (47) x Galistirma sayisi (18) = 846 olarak hesaplanir.

2T0m 18 galistirma genelinde numune kopyasina gore gozlemlenen en diislik deger.

3 Her bir galistirmadan elde edilen veriler toplu olarak analiz edildiginde bulunan en diistik deger.

Numune Basina Somatik Uyumu sayfa 45, varyant sonuglarinin PPA hesaplamalari igin iyi karakterize edilmis birlesik referans
yontemiyle karsilastirildigi, numune bazinda pozitif ve negatif yiizde uyumu ile sunulan ¢alisma verilerini igermektedir. Ug varyant tiirii
(SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar) birlestiriimistir. Referans yontem yalnizca tek niikleotid varyantlari ve insersiyon/delesyonlariigin
sonuglari sagladigindan, varyant olmayan baz sonuglari NPA hesaplari igin insan genom referans sekans yapisi hg19 ile karsilastirilir.

Tablo 20 Numune Basina Somatik Uyumu

N Otozom Beklenen ™ EN Varyant No ™ Fp PPA NPA OPA
umune Aranabilirligi Varyantlar Call'lar
GM12877 95,4 96228 95022 198 1008 365425810 1203 99,8 >999 >999
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Ve s vt T N o™ P PPA NPA oPA
GM12878 94,5 96768 96278 0 490 395002023 1278 100 99,9 >99,9
GM12877- 94,7 104976 103029 216 1731 395989324 1286 99,8 >99,9 >99,9
13

GM12878- 95,2 96768 96027 0 741 397900884 1218 100 99,9 >99,9
13

Varyant Turiine Gére Numune Basina Somatik Uyumu sayfa 46, varyant sonuglarinin, iyi karakterize edilmis birlesik referans yontemiyle
karsilastirildi§l, numune bazinda sunulan galisma verilerini igermektedir. Saptama, her bir varyant turl i¢in (SNV'ler, insersiyonlar ve
delesyonlar) ayri ayri degerlendirilir. Referans konumlar harig tutulur.

Tablo 21 Varyant Turline Gore Numune Basina Somatik Uyumu

SNV'ler insersiyonlar Delesyonlar
Numune Beklenen TP FN Beklenen TP FN Beklenen TP FN
GM12877 89694 88488 198 3564 3564 0 2970 2970 0
GM12878 92664 92390 0 2160 2160 0 1944 1728 0
GM12877-13 97848 95901 216 3888 3888 0 3240 3240 0
GM12878-13 92664 92139 0 2160 2160 0 1944 1728 0

Dort numune kiglik insersiyon ve delesyonlari (insersiyon/delesyon) aramak icin ilaveten analiz edilmistir. Genel bir 6zet, Somatik
Insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti sayfa 46 bdlimiinde sunulmaktadir. Boyutlari insersiyonlar igin 1-18 bp, delesyonlar igin 1-21 bp
arasinda dedisen toplam 210 insersiyon/delesyon vardi.

Tablo 22 Somatik insersiyon/Delesyon Saptama Ozeti

Varyant Turi Beklenen Varyantlar TP FN Varyant No Call'lar PPA
insersiyon 11772 1772 0 0 100
Delesyon 10098 9666 0 432 100

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Temsili test, ¢esitli genomik igerikleri kapsayan 9.232 hedeften olugsmustur. Hedeflerin GC igerigi 0,20-0,86 araliginda olmustur.
Hedefler ayrica bir dizi tek niikleotid (6r. PolyA, PolyT), dinlikleotid ve trinlkleotid tekrarlari igermistir. Genomik igerigin dogru arama
ylzdesi Uzerindeki etkisini belirlemek icin kromozom bazinda derlenen veriler Somatik Kromozom Dlizeyinde Dogruluk sayfa 47
boéliminde sunulmustur. Dogru arama ylizdesi, varyant ve referans aramalardan olusur ve hatali arama veya no call olmasi durumunda

%100'den azdir.

Tablo 23 Somatik Kromozom Duzeyinde Dogruluk

Gen Hedef L
Kromozom S Gevre Baz Sayisi Genomik Igerik
chrl 47 728 138328 Poly A (12), Poly C

(7), Poly T (14), Poly
G (7), Dinlikleotit
(22), Trinlikleotit (8),
insersiyon (3),
Delesyon (0)

chr2 39 628 159588 Poly A (46), Poly C
(8), Poly T (23), Poly
G (7), Dinlikleotit
(22), TrinUkleotit (8),
insersiyon (5),
Delesyon (1)

chr3 38 650 137627  Poly A (18), Poly C
(6), Poly T (18), Poly
G (7), Dinlikleotit (12),
Trinlikleotit (6),
insersiyon (1),
Delesyon (1)

GC Araligi

[0.22 -
0.8];

Medyan:

0,51

[0.24 -
0.81];

Medyan:

0,44

[0.25 -
0.86];

Medyan:

0,45

Dogru Aramalar

110145939

126795713

109902527

Hatali
Aramalar

52

842

593

No call'lar

5642613

5850393

4889226

Dogru
Arama
Yuzdesi

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

4.9

4.4

4.3

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Kromozom

chr4

chr5

chr6é

chr7

Gen
Sayisi

17

25

39

21

Hedef
Sayisi

370

507

453

450

Baz Sayisi

73766

90008

126721

161501

Genomik igerik

Poly A (9), Poly C (7),
Poly T (25), Poly G
(6), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (5),
insersiyon (0),
Delesyon (1)

Poly A (10), Poly C
(6), Poly T (12), Poly
G (7), Dinlikleotit
(10), Trindkleotit (8),
insersiyon (8),
Delesyon (18)

Poly A (28), Poly C
(7), Poly T (33), Poly
G (7), Dinlikleotit
(18), Trinukleotit (11),
insersiyon (0),
Delesyon (1)

Poly A (27), Poly C
(8), Poly T (21), Poly
G (7), DinlUkleotit
(31), TrinlUkleotit (5),
insersiyon (1),
Delesyon (4)

GC Arahgi

[0.27 -
0.771;

Medyan:

0,45

[0.29 -
0.79];

Medyan:

0,46

[0.24 -
0.79];

Medyan:

0,48

[0.2 -
0.77];

Medyan:

0,46

Dogru Aramalar

59373461

72261191

98593101

126913574

Hatali
Aramalar

16

723

687

104

No call'lar

2517412

3116981

4890221

5773856

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

4.1

4.1

4.7

4.4

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Kromozom

chr8

chr9

chr10

chr1l

Gen
Sayisi

18

23

14

29

Hedef
Sayisi

381

347

317

51

Baz Sayisi

67775

87100

66723

91786

Genomik igerik

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (13), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (9),
insersiyon (4),
Delesyon (0)

Poly A (12), Poly C
(7), Poly T (27), Poly
G (8), Dinlkleotit (9),
Trindkleotit (9),
insersiyon (0),
Delesyon (1)

Poly A (26), Poly C
(7), Poly T (15), Poly
G (6), Dinukleotit
(18), Trinlkleotit (6),
insersiyon (0),
Delesyon (0)

Poly A (28), Poly C
(8), Poly T (21), Poly
G (7), DinlUkleotit
(26), Trinlkleotit (7),
insersiyon (2),
Delesyon (2)

GC Arahgi

[0.26 -
0.781;

Medyan:

0,47

[0.27 -
0.83];

Medyan:

0,49

[0.23 -
0.78];

Medyan:

0,44

[0.28 -
0.8];

Medyan:

0,47

Dogru Aramalar

53430489

69594586

53209592

72291795

Hatali
Aramalar

175

74

90

150

No call'lar

2958909

3260257

2469444

3665560

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

5.2

4,5

4.4

4.8

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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Kromozom

chr12

chr13

chr14

chr15

Gen
Sayisi

29

13

1

15

Hedef
Sayisi

577

283

147

266

Baz Sayisi

120365

58639

26980

52091

Genomik igerik

Poly A (19), Poly C
(8), Poly T (40), Poly
G (7), DinUkleotit (7),
Trindkleotit (7),
insersiyon (0),
Delesyon (3)

Poly A (24), Poly C
(6), Poly T (12), Poly
G (7), Dinlikleotit (6),
Trindkleotit (8),
insersiyon (14),
Delesyon (0)

Poly A (21), Poly C
(6), Poly T (18), Poly
G (11), Dinlkleotit (6),
Trindkleotit (6),
insersiyon (4),
Delesyon (0)

Poli A (26), Poli C (7),
Poli T (13), Poli G (6),
Trinlkleotid (8),
insersiyon (4),
Delesyon (0)

GC Arahgi

[0.26 -
0.771;

Medyan:

0,49

[0.28 -
0.79];

Medyan:

0,42

[0.29 -
0.771;

Medyan:

0,47

[0.29 -
0.76];

Medyan:

0,46

Dogru Aramalar

96109352

46130028

21336891

41918631

Hatali
Aramalar

101

44

184

No call'lar

4331932

2384839

1078329

1753300

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

100

>99,9

No call'lar
Yizdesi

4.3

4.9

4.8

4.0
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Kromozom

chr16

chr17

chr18

chr19

Gen
Sayisi

21

36

30

Hedef
Sayisi

366

645

99

605

Baz Sayisi

80030

118062

19195

104004

Genomik igerik

Poly A (7), Poly C (7),
Poly T (15), Poly G
(7), DinlUkleotit (5),
Trindkleotit (10),
insersiyon (15),
Delesyon (21)

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (18), Poly
G (8), Dinucleotide
(13), Trinucleotide
(6), Insertion (18),
Delesyon (1)

Poli A (7), Poli C (7),
Poli T (15), Poli G (6),
Trindkleotid (10),
insersiyon (0),
Delesyon (0)

Poly A (19), Poly C
(7), Poly T (31), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (7),
insersiyon (2),
Delesyon (3)

GC Arahgi

[0.3 -
0.761;

Medyan:

0,54

[0.28 -
0.82];

Medyan:

0,49

[0.22 -
0.78];

Medyan:

0,44

[0.33 -
0.83];

Medyan:

0,59

Dogru Aramalar

62344351

93811318

15007653

81416722

Hatali
Aramalar

18

414

455

No call'lar

4540539

4403622

990633

4860311

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

No call'lar
Yizdesi

6.8

4,5

6.2

5.6
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Kromozom

chr20

chr21

chr22

chrX

chrY

Gen
Sayisi

12

10

23

0

Hedef
Sayisi

179

63

187

433

40

Baz Sayisi

33795

30642

36727

83576

5476

Genomik igerik

Poly A (6), Poly C (6),
Poly T (7), Poly G (8),
Trinlkleotid (9),
insersiyon (5),
Delesyon (0)

Poly A (28), Poly C
(6), Poly T (24), Poly
G (7), Dinlkleotit (5),
insersiyon (1),
Delesyon (0)

Poly A (26), Poly C
(7), Poly T (19), Poly
G (7), Dinlikleotit (5),
Trindkleotit (6),
insersiyon (6),
Delesyon (0)

Poly A (18), Poly C
(8), Poly T (23), Poly
G (9), Dinukleotit (5),
Trinlikleotit (23),
insersiyon (3),
Delesyon (0)

Poly A (11), Poly C
(8), Poly T (11), Poly
G (5), insersiyon (0),
Delesyon (0)

GC Arahgi

[0.31-
0.84];

Medyan:

0,53

[0.22 -
0.78];

Medyan:

0,52

[0.27 -
0.74];

Medyan:

0,51

[0.2 -
0.72];

Medyan:

0,48

[0.4 -
0.59];

Medyan:

0,45

Dogru Aramalar

26833936

24169250

28887217

64231080

Hatali
Aramalar

7

44

86

241

No call'lar

1301905

1172087

1392179

3852253

Dogru
Arama
Yizdesi

>99,9

>99,9

>99,9

>99,9

Gegerli
Degil

Z
No call'lar o)
Yiizdesi <
7
4,6 o
O
»
o
o
o
O
4,6 x
@)
>0
Q
N
e
4,6 =
Q
=)
3
_|
o
3
5.7 Q
Gegerli
Degil
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Numune GM12878 igin sekanslama sonuglari, National Institute of Standards and Technology (NIST) (v.2.19) tarafindan olusturulan
NA12878 i¢in oldukga glvenilir bir genotip ile karsilastiriimistir. 9.232 hedef igerisinden, NIST sekansinda 8.009 hedef tamamen oldukga
glvenli genomik bdlgeler i¢cinde olmustur, 776 hedef kismi 6rtlisme gdstermistir ve 447 hedef ortismemistir. Bu, karsilastirma igin kopya
basina 1.831.483 koordinatla sonuglanmistir. Varyant olmayan baz aramalari, insan genomu referans sekans yapisi hg19 ile
karsilastiriimistir. Dogruluk sonuglar, NIST Veritabani ile GM12878 Numunesinin Somatik Uyumu sayfa 53.

Tablo 24 NIST Veritabani ile GM12878 Numunesinin Somatik Uyumu

Kapsama dahil edilen hedef Otozom
Numune e TP FN TN FP PPA NPA OPA
sayisi Aranabilirligi

GM12878 8785 94,5 247228 O 375073821 2043 100 >999 >999

Bu 18-galistirmalik Somatik galismasiyla elde edilen verilere gére NovaSeq 6000Dx Aleti asagidakileri tutarl bir sekilde sekanslayabilir:

* GCigerigi = %20 (%20 GC igerigine sahip 1692 sekansl hedef bdlgedeki tim aranan bazlar no-call orani %0,34 ile dodru olarak
aranmistir)

* GCigerigi = %86 (%86 GC icerigine sahip 846 sekansli hedef bdlgedeki tiim aranan bazlar no-call orani %4,21 ile dogru olarak
aranmistir)

* PolyA uzunluklari = 46 (46 PolyA tekrari ile 846 sekansl hedef bdlgede bulunan aranan bazlarin 14550083 tanesinden 14550082
tanesi %4,18 no-call oraniile dogru olarak aranmistir)

* PolyT uzunluklari = 40 (40 PolyT tekrari ile 846 sekansli hedef bélgede bulunan aranan bazlarin 12833491 tanesinden 12833489
tanesi %4,37 no-call orani ile dogru olarak aranmistir)

* PolyG uzunluklar = 11 (11 PolyG tekrari ile 846 sekansli hedef bdlgede bulunan aranan bazlarin timi %7,59 no-call oraniile dogru
olarak aranmistir)

* PoliC uzunluklari = 8 (8 PolyC tekrari ile 5922 sekansli hedef bdlgede bulunan aranan bazlarin 9405615 tanesinden 9405604 tanesi
%4,68 no-call orani ile dogru olarak aranmistir)

¢ Dinukleotid tekrar uzunluklar = 31x (31 DinUkleotid tekrari ile 846 sekansli hedef bolgelerde bulunan aranan bazlarin 30996712
tanesinden 30996684 tanesi %4,04 no-call oraniile dogru olarak aranmistir)

* Trinlkleotid tekrar uzunluklari = 23x (23 Trinlikleotid tekrari ile 846 sekansli hedef bdlgede bulunan aranan bazlarin timu %5,39 no-

call oraniile dogru olarak aranmistir)

* insersiyon uzunluklari = 18 (18 insersiyonlu 846 sekansli hedef bélgede bulunan aranan bazlarin tiimi %1,44 no-call oraniile dogru
olarak aranmistir)

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN
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* Delesyon uzunluklari = 21 (21 Delesyonlu 846 sekansli hedef bolgede bulunan aranan bazlarin timu %7,86 no-call oraniile dogru
olarak aranmistir)

llewle | wiuejny 1zeyid Xxaooo9 basesopN



NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati illumina

Kesinlik

NovaSeq 6000Dx Aleti’'nin kesinligi; 9.232 hedef oligo kullanarak 23 farkli kromozomda 1.970.505 bazi
kapsayacak sekilde gesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test ile Platinum Genome numuneleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Toplam 1723 hedefli kliguk varyant (SNV'ler, insersiyonlar ve delesyonlar)
degerlendirilmistir. Germ hatti testi, dort benzersiz Platinum Genome 6rneginin on bir veya on iki tekrarindan
olusmustur. Somatik testler, farkli VAF seviyelerinde dort benzersiz FFPE ile islem gérmus Platin Genomu
ornegdinin on bir veya on iki tekrarindan olugsmustur. Numune kitapliklari lllumina DNA Prep with Enrichment Dx
Kiti reaktifleri kullanilarak hazirlanmistir.

Testler, alti baslangi¢ glinii boyunca U tane NovaSeq 6000Dx Aleti, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300
dongu) ve NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300 dongi)’'nin her biri igin Ug lot ve iki operator kullanilarak bir
dahili galisma merkezinde gergeklestirilmistir. Her baslangi¢ glina i¢in, germ hatti numune kitaplklar, S2
reaktifleri ve DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germ hatti FASTQ ve VCF
olusturma analiz is akisi kullanilarak cihazin bir tarafinda sekanslanmis ve somatik numune kitapliklari, S4
reaktifleri ve DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Somatic FASTQ ve VCF
olusturma analiz is akisi kullanilarak cihazin diger tarafinda sekanslanmistir. Bu test sonucunda germ hatti ve
somatik is akislarinin her biri i¢in 18 akis hlicresi elde edilmistir.

Germ Hatti

Germ hatti galismalarinda, hedeflenen germ hatti varyantinin saptandidi genomik konumlar pozitif (varyant)
olarak rapor edilir. Beklenen pozitif germ hatti varyantlari igin veriler, her bir varyant trtindeki (SNV, insersiyon,
delesyon) no call orani ve ylizde pozitif arama (PPC) agisindan degerlendirilmistir. Varyant Ttiriine Gore
Beklenen Pozitif Sonuglar icin Laboratuvar ici Kesinlik Germ Hatti Arama Gézlemleri sayfa 55, her bir varyant
tard icin Wilson Skoru yontemi kullanilarak hesaplanan alt ve st %95 gliven seviyeleri (LCL/UCL) ile birlikte
gbzlemlenen oranlari 6zetlemektedir.

Tablo 25 Varyant Tiriine Gére Beklenen Pozitif Sonuglar igin Laboratuvar igi Kesinlik Germ Hatti Arama
Gozlemleri

Hicbir A Toplam No Call Go6zlemlenen Toplam %95
Varyant Tiirii |(; I Arama . Arama ? a . Olumiu Degerlendirilebilir ~ PPC %95 LCL® ?
Go6zlemlenmedi’ Yiizdesi ucCL
Sayisi Aramalar? Aramalar
SNV 6 980316  <0,01 979854 980310 99,95 99,95 99,96
insersiyon 0 36738 0 36738 36738 100 >99,99 100
Delesyon 18 34434 0,05 32160 34416 93,44 93,18 93,70

"No Call, varyantin belirlenemedigi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (dlisiik kapsam derinligi nedeniyle).
2 pozitif arama, varyantin tespit edildigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.
3 ki tarafll %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.
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NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati illumina

Hedeflenen bir varyantin saptanmadigi genomik konumlar negatif (yabani tip) olarak rapor edilir. Beklenen
negatif konumlar igin veriler, no call ve negatif arama yuzdesi (PNC) oranlari agisindan degerlendirilmistir.
Beklenen Negatif Sonuglar igin Laboratuvar igi Kesinlik Germ Hatti Arama Gézlemleri sayfa 56 kisminda, Wilson
Skoru yontemiyle hesaplanan alt ve st %95 guven dizeyleri (LCL/UCL) ile birlikte gézlemlenen oranlar
Ozetlenmektedir.

Tablo 26 Beklenen Negatif Sonuglar iin Laboratuvar ici Kesinlik Germ Hatti Arama Gézlemleri

Toplam Gozlemlenen Toplam
Varyant Hicbir Arama p No Call I? . %95
o . . Arama . . Olumsuz Degerlendirilebilir PNC %95 LCL?
Tard Gozlemlenmedi’ Yiizdesi uUcCL
Sayisi Aramalar? Aramalar

Yabani O 406170 O 406170 406170 100 >99,99 100
tip

"No Call, varyantin belirlenemedigi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (diisiik kapsam derinligi nedeniyle).

2 Negatif arama, bir varyantin saptanmadigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.

3 ki tarafli %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.

Her parametrenin (cihaz, reaktif lotu, glin, kitaplik kopyasi) genel degiskenlige katkisi, yanit degiskeni olarak
varyant siklidi kullanilarak varyans bilesen analizi ile belirlenmistir. Genel standart sapmanin ortalamasi 0,0370
idi. Varyant frekansi degiskenligine en fazla katkida bulunan sey, genel degiskenligin %17,1'ine katkida bulunan
kitaplik hazirlik kopyalarindan olmustur. Gin %1'e katkida bulunurken, cihaz ve reaktif lotlarinin her biri, Germ
hatti Numune Varyant Frekanslari igin Laboratuvar ici Kesinlik Varyant Bilesenleri Tahminleri sayfa 56 dahilinde
toplam degiskenligin %1'inden azina katkida bulunmustur (SD = standart sapma).

Tablo 27 Germ hatti Numune Varyant Frekanslari icin Laboratuvar ici Kesinlik Varyant Bilesenleri
Tahminleri

Bilesen Ortalama SD Toplam SD'nin ortalama %'si
Gun 0,0020 1,028
Cihaz 0,0018 0,837
Sarf malzemesi lotu 0,0016 0,712
Kitaplik kopyasi 0,0143 17,110
Toplam 0,0370 100
Somatik

Somatik ¢galismalar igin, hedeflenen bir somatik varyantin saptandigi genomik konumlar pozitif (varyant) olarak
rapor edilir. VAF'lerde beklenen pozitif somatik varyantlari %6,5 ile %13 arasinda olan GM12877-13 ve GM12878-
13 numuneleriigin veriler, her varyant tiirinde (SNV, insersiyon, delesyon) arama orani olmamasi ve pozitif
arama yuzdesi (PPC) agisindan deg@erlendirilmistir. Varyant Tirline Gére Beklenen Pozitif Sonucglar icin
Laboratuvar Ici Kesinlik Somatik Arama Gézlemleri (VAF = %6,5 ve = %13) sayfa 57, her bir varyant tiirii igin
Wilson Skoru yéntemi kullanilarak hesaplanan alt ve list %95 gliven seviyeleri (LCL/UCL) ile birlikte gdzlemlenen
oranlari 6zetlemektedir.
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Tablo 28 Varyant Tiiriine Gére Beklenen Pozitif Sonuglar igin Laboratuvar igi Kesinlik Somatik Arama
Gozlemleri (VAF = %6,5 ve < %13)

.. Hicbir Arama Toplam —\ cqy ~ CGOzlemlenen  Toplam = = %95 %95
Varyant Tiirl Gézlemlenmedi' Arama Yiizdesi Olumlu Degerlendirilebilir ~ PPC LoLS ucL
Sayisi Aramalar? Aramalar
SNV 0 96939 O 96069 96939 99,10 99,04 99,16
insersiyon 0 3004 0 3004 3004 100 99,87 100
Delesyon 0 2912 0 2907 2912 99,83 99,60 99,93

"No Call, varyantin belirlenemedidi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (dlisiik kapsam derinligi nedeniyle).

2 pozitif arama, varyantin tespit edildigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.

3 ki tarafll %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.

Hedeflenmis bir somatik varyantin saptanmadigi genomik konumlar negatif (yabani tip) olarak rapor edilir.
Beklenen negatif konumlar igin veriler, no call ve negatif arama ylizdesi oranlari agisindan degerlendirilmigtir.
Beklenen Negatif Sonuclar icin Laboratuvar Ici Kesinlik Somatik Arama Gézlemleri sayfa 57 kisminda, her
varyant turu igin Wilson Skoru yontemiyle hesaplanan alt ve st %95 gliven dizeyleri (LCL/UCL) ile birlikte
gozlemlenen oranlar 6zetlenmektedir.

Tablo 29 Beklenen Negatif Sonuglar igin Laboratuvar ici Kesinlik Somatik Arama Gézlemleri

Topl Gozleml Topl
Varyant Hicbir Arama oplam No Call oziemienen 0[3 am A %95
- I . Arama . . Olumsuz Degerlendirilebilir PNC %95 LCL®
Turu Gozlemlenmedi’ Yizdesi UCL
Sayisi Aramalar? Aramalar
Yabani O 194922 O 194919 194922 >9999 >99,99 100

tip

"No Call, varyantin belirlenemedidi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (dlisiik kapsam derinligi nedeniyle).

2 Negatif arama, bir varyantin saptanmadidi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.

3 |ki tarafli %95 gliven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.
Her parametrenin (cihaz, reaktif lotu, glin, kitaplik kopyasi) genel degiskenlige katkisi, yanit degiskeni olarak
varyant siklidi kullanilarak varyans bilesen analizi ile belirlenmistir. Genel standart sapmanin ortalamasi 0,0062
idi. Kitaplik hazirlik kopyalari, toplamin %50,7’sini olusturan en 6nemli degiskenlik kaynagi olarak kalmistir. Gln,
cihaz ve sarf malzemesi lotunun tiimii, Somatik Numune Varyant Frekanslari icin Laboratuvar Ici Kesinlik
Varyans Bilesenleri Tahminleri sayfa 57'nin toplam degiskenliginin %1'inden azina katkida bulunmustur (SD =
standart sapma).

Tablo 30 Somatik Numune Varyant Frekanslari icin Laboratuvar ici Kesinlik Varyans Bilesenleri Tahminleri

Bilesen Ortalama SD Toplam SD'nin ortalama %'si

Gin 0,0002 0,41

Cihaz 0,0002 0,40

Sarf malzemesi lotu 0,0002 0,35

Kitaplik kopyasi 0.0044 50.7

Toplam 0.0062 100
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Yontem Karsilastirmasi

NovaSeq 6000Dx ve NextSeq 550Dx Cihazlari arasindaki performansi karsilastirmak i¢in bir calisma
gergeklestiriimistir. Kan numuneleri igin varyant siklidi uyumu, 23 insan kromozomunun tamaminda 1.970.505
baz iceren gesitli genleri sorgulamak igin tasarlanmis temsili bir test kullanilarak degerlendirilmistir. Sekiz Platin
Genom DNA numunesi, alti kopya halinde yedi tanesi alti tanenin kopyasi ve biri (NA12881) bes tanenin kopyasi
halinde olmak Uzere test edilmistir. Kitapliklar, DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx
Uygulamasinin Germ hatti FASTQ ve VCF olusturma analiz is akisi kullanilarak NovaSeq 6000Dx Aleti Gzerinde
ve DNA Generate FASTQ Dx Local Run Manager moduli kullanilarak NextSeq 550Dx Cihazinda sekanslanmistir.
Varyant Frekans Korelasyon Cizimleri (Noktalar benzersiz varyantla renklendirilir. Varyantlar her bir grafikte
farkli sekilde renklendirilebilir.) sayfa 58 ,her bir numune igin iki cihaz arasindaki VAF korelasyonunu gizer.
NovaSeq 6000Dx Aletiile NextSeq 550Dx cihazi arasindaki gugli bagintiya gore, pre-analitik faktorler (or.
ekstraksiyon yontemleri veya enterferan maddeler) ile ilgili performans 6zelliklerinin her iki cihaz igin gegerli
oldugu belirlenmistir. EK ayrintilar igin lllumina DNA Prep with Enrichment Dx prospekttise bakin.

Sekil 15 Varyant Frekans Korelasyon Cizimleri (Noktalar benzersiz varyantla renklendirilir. Varyantlar her bir
grafikte farkli sekilde renklendirilebilir.)
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Tekrarlanabilirlik

NovaSeq 6000Dx Aleti'nin tekrarlanabilirligi; 9.232 hedef oligo kullanarak 23 farkli kromozomda 1.970.505 bazi
kapsayacak sekilde gesitli genleri sorgulamak icin tasarlanmis temsili bir test ile Platinum Genome numuneleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Toplam 1723 hedefli kiiglk varyant (SNV’ler, insersiyonlar ve delesyonlar)
dederlendirilmistir. Germ hatti testi on iki benzersiz Platinum numunesinin (¢ veya dort tekrarindan olusmustur.
Somatik testler, farkli VAF diizeylerinde sekiz benzersiz FFPE ile islem gdrmus Platin Genomu numunesinin bes
veya alti kopyasindan olusmustur. Numune kitapliklari lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kiti reaktifleri
kullanilarak hazirlanmistir.
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Test, NovaSeq 6000Dx S2 Reaktif v1.5 Kiti (300 déngui) ve NovaSeq 6000Dx S4 Reaktif v1.5 Kiti (300
doéngu)’'nin her birinin bir lotu kullanilarak g harici tesiste gergeklestirilmistir. Her galisma merkezinde bir tek
NovaSeq 6000Dx Aleti kullaniimistir. Her tesiste testi iki operatdr gergeklestirmistir. Her operatdr, g tesis
genelinde toplam 36 akis hiicresi olmak tzere, her bir numune tird igin ardisik olmayan U¢ baslangi¢ guniinde
testi gergeklestirmistir. Her baslangig glind igin, germ hatti numune kitapliklari, S2 reaktifleri ve DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Germline FASTQ ve VCF olusturma analiz is akis!
kullanilarak cihaz tarafinda A’da sekanslanmis ve somatik numune kitapliklari, S4 reaktifleri ve DRAGEN for
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx Uygulamasinin Somatic FASTQ ve VCF olusturma analiz is akis!
kullanilarak cihaz tarafinda B'de sekanslanmistir. Bu test sonucunda germ hatti ve somatik is akislarinin her biri
icin 18 akis hiicresi elde edilmistir.

Germ Hatti

Germ hatti galismalarinda, hedeflenen germ hatti varyantinin saptandidi genomik konumlar pozitif (varyant)
olarak rapor edilir. Beklenen pozitif germ hatti varyantlari igin veriler, her bir varyant tiirindeki (SNV, insersiyon,
delesyon) no call orani ve ylzde pozitif arama (PPC) agisindan degerlendirilmistir. Varyant Tlirtine Gére
Beklenen Pozitif Sonuglar icin Germ Hatti Arama Gézlemleri sayfa 59, her bir varyant tlru igin Wilson Skoru
yontemi kullanilarak hesaplanan alt ve Ust %95 gliven seviyeleri (LCL/UCL) ile birlikte gézlemlenen oranlari
Ozetlemektedir.

Tablo 31 Varyant Tlrline Gore Beklenen Pozitif Sonuglar igin Germ Hatti Arama Gozlemleri

ot oS Arama (O Nocal oL L ey poc %95 %08
Sayisi Aramalar? Aramalar

SNV 0 991026 O 990276 991026 99,92 9992 99,93

insersiyon 0 38358 0 38358 38358 100 99,99 100

Delesyon 0 34758 0 32228 34758 92,72 92,44 92,99

"No Call, varyantin belirlenemedidi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (diislik kapsam derinligi nedeniyle).

2 Pozitif arama, varyantin tespit edildigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.

3 ki tarafli %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.
Hedeflenen bir varyantin saptanmadigi genomik konumlar negatif (yabani tip) olarak rapor edilir. Beklenen
negatif konumlar igin veriler, no call ve negatif arama ylzdesi (PNC) oranlari agisindan degderlendirilmistir.
Beklenen Negatif Sonuclar icin Germ Hatti Arama Gézlemleri sayfa 59 kisminda, Wilson Skoru yontemiyle
hesaplanan alt ve st %95 gliven dizeyleri (LCL/UCL) ile birlikte gbzlemlenen oranlar 6zetlenmektedir.

Tablo 32 Beklenen Negatif Sonuglar igin Germ Hatti Arama Gdzlemleri

Varyant Hicbir Arama Toplam No Call Gozlemlenen To?lam A %95
e I . Arama N . Olumsuz Degerlendirilebilir PNC %95 LCL®
Tird Go6zlemlenmedi’ Yiizdesi ucCL
Sayisi Aramalar? Aramalar
Yabani O 393516 O 393516 393516 100 >99,99 100

tip
" No Call, varyantin belirlenemedigi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (diislik kapsam derinligi nedeniyle).
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2 Negatif arama, bir varyantin saptanmadigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.
3 ki tarafll %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.

Somatik

Somatik galismalar igin, hedeflenen bir somatik varyantin saptandigi genomik konumlar pozitif (varyant) olarak
rapor edilir. Ortalama varyant alel frekansinin (VAF) %14 veya daha bliylk ve %28 veya daha kiiglk oldugu
beklenen pozitif somatik varyantlarigin, veriler her varyant turiinde (SNV, insersiyon, delesyon) hi¢bir arama
orani ve ylizde pozitif arama (PPC) agisindan deg@erlendirilmistir. Varyant Tirline Gére Beklenen Pozitif Sonuglar
icin Laboratuvar Igi Kesinlik Somatik Arama Gézlemleri (VAF = %14 ve = %28) sayfa 60, her bir varyant tiirii igin
Wilson Skoru yéntemi kullanilarak hesaplanan alt ve list %95 gliven seviyeleri (LCL/UCL) ile birlikte gdzlemlenen
oranlari 6zetlemektedir.

Tablo 33 Varyant Tiriine Gére Beklenen Pozitif Sonuclar icin Laboratuvar ici Kesinlik Somatik Arama
Gozlemleri (VAF = %14 ve < %28)

Toplam Gozlemlenen Toplam

Varyant Tiirii :itf::n?l;ann:edﬂ Arama szz(;z"si Olumlu Degerlendirilebilir PPC ?:Ii :/;('9:5
Sayisi Aramalar? Aramalar

SNV 0 71028 O 70314 71028 98.99 98.92 99.07

insersiyon 0 1962 0 1962 1962 100 99.80 100

Delesyon 0 2142 0 2098 2142 97.95 97.25 98.47

"No Call, varyantin belirlenemedidi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (dlisiik kapsam derinligi nedeniyle).

2 pozitif arama, varyantin tespit edildigi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.

3 |ki tarafli %95 gliven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanir.
Hedeflenmis bir somatik varyantin saptanmadigi genomik konumlar negatif (yabani tip) olarak rapor edilir.
Beklenen negatif konumlar icin veriler, no call ve negatif arama ylzdesi oranlari agisindan degderlendirilmistir.
Beklenen Negatif Sonuglar icin Somatik Arama Gozlemleri sayfa 60 kisminda, her varyant tiri igin Wilson Skoru
yontemiyle hesaplanan alt ve st %95 gliven dlizeyleri (LCL/UCL) ile birlikte gdézlemlenen oranlar
Ozetlenmektedir.

Tablo 34 Beklenen Negatif Sonuglar igin Somatik Arama Gozlemleri

Toplam Gozlemlenen Toplam

Varyant Hicbir Arama No Call %95 %95
. y IQ ! i Arama N . Olumsuz Degerlendirilebilir PNC > )
Taru Gozlemlenmedi' Yizdesi LcL® UCL

Sayisi Aramalar? Aramalar

Yabani O 92718 0 92714 92718 >99,99 99,99 100
tip
"No Call, varyantin belirlenemedigi hedeflenen kromozomal pozisyon olarak tanimlanir (diislik kapsam derinligi nedeniyle).

2 Negatif arama, bir varyantin saptanmadidi hedeflenen kromozomal pozisyonlar olarak tanimlanir.
3 ki tarafli %95 giiven araliklari Wilson skor yéntemi kullanilarak hesaplanr.

Belge No 200025276 vO1 60/ 61

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
SADECE IHRACAT IGIN



NovaSeq 6000Dx Cihazi Kullanim Talimati illumina

Revizyon Gegmisi

Belge Tarih Degisiklik Agiklamasi

Belge No 200025276 Eylll 2022 Germ hatti arama gozlemlerii¢in guncellenmis kesinlik verileri.
vO1

Belge No 200025276 Agustos ilk stiriim.

v00 2022

Patentler ve Ticari Markalar

Bu belge ve igindekiler lllumina, Inc. ve bagli sirketlerinin ("lllumina") mulkiyetinde olup yalnizca isbu belgede agiklanan trintn/irtnlerin
kullanimiyla baglantili olarak musterisinin s6zlesmeye iliskin kullanimi igindir. Bu belge ve igindekiler lllumina’nin 6énceden yazil izni
olmaksizin baska higbir amagla kullanilamaz veya dagitilamaz ve/veya higbir sekilde iletilemez, ifsa edilemez ya da kopyalanamaz. lllumina
bu belge ile patenti, ticari markasi, telif hakki veya genel hukuk haklari ya da tglncd taraflarin benzer haklari kapsaminda higbir lisansi
devretmez.

Bu belgede agiklanan Uriiniin/Grtnlerin uygun ve givenli bir sekilde kullanilmasi igin nitelikli ve uygun egitim almis galisanlar bu belgedeki
talimatlari tam olarak ve agik bir sekilde uygulamalidir. S6z konusu trtin/lrlinler kullaniimadan énce bu belgedeki tiim bilgiler tam olarak
okunmali ve anlagiimalidir.

BU BELGEDE YER ALAN TUM TALIMATLARIN TAMAMEN OKUNMAMASI VE AGIK 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 iCiN GECERLI OLAN HER TURLU GARANTIYi GECERSIZ KILACAKTIR.

ILLUMINA BU BELGEDE AGIKLANAN URUNUN/URUNLERIN (URUNUN PARGALARI VE YAZILIMI DAHIL) YANLIS KULLANIMINDAN DOGAN
DURUMLARDAN SORUMLU TUTULAMAZ.

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

iletisim Bilgileri

ul C€

lllumina
5200 lllumina Way IVD Avustralya Sponsoru
San Diego, California 92122 ABD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (Kuzey Amerika disindan) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

. . lllumina Netherlands B.V.
www.illumina.com Avustralya

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Hollanda

Uriin Etiketi
Uriin ambalaji ve etiketinde gériilebilecek sembollere dair eksiksiz referans icin support.illumina.com adresinden
kitinize yonelik Documentation (Belge) sekmesindeki sembol anahtarina bakin.

Belge No 200025276 vO1 61/61

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGINDIR
SADECE IHRACAT IGIN


http://www.illumina.com/company/legal.html

	Kullanım Amacı
	Prosedür İlkeleri
	Çift Çalışma Modu

	Prosedür Kısıtlamaları
	Kalite Kontrol Prosedürleri
	Ürün Bileşenleri
	Çalışma Koşulları
	Sarf Malzemeleri ve Ekipman
	Sekanslama Sarf Malzemeleri
	Kullanıcı Tarafından Tedarik Edilen Sarf Malzemeleri ve Ekipman

	Kullanım Talimatları
	Bir Sekanslama Çalışması Oluştur
	Sarf Malzemelerini Hazırlama
	Sarf Malzemelerini Yükleme
	Çalıştırmayı Seç ve Başlat
	Çalıştırma İlerleme Durumunu İzleme
	Sekanslamadan Sonra
	Sekanslama Çıktısı

	Uyarılar ve Tedbirler
	Performans Özellikleri
	Performans Özelliklerinde Kullanılan Hesaplamaların Tanımları
	Numune Dizinleme
	Numune Taşıma
	DNA Girdisi
	Analitik Duyarlılık (Kör Sınırı [LoB] ve Saptama Sınırı [LoD])
	Doğruluk
	Kesinlik
	Yöntem Karşılaştırması
	Tekrarlanabilirlik

	Revizyon Geçmişi

