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NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Bu belge ve igindekiler lllumina, Inc. ve baglh sirketlerinin ("lllumina") mulkiyetinde olup yalnizca isbu belgede aciklanan
Grindn/dranlerin kullanimiyla baglantili olarak musterisinin sézlesmeye iliskin kullanimi igindir. Bu belge ve icindekiler
lllumina'nin édnceden yazili izni olmaksizin baska hicbir amacla kullanilamaz veya dagitilamaz ve/veya hicbir sekilde
iletilemez, ifsa edilemez ya da kopyalanamaz. lllumina bu belge ile patenti, ticari markasi, telif hakki veya genel hukuk
haklar ya da G¢uncu taraflarin benzer haklan kapsaminda higbir lisansi devretmez.

Bu belgede agiklanan Grinun/urtnlerin uygun ve guvenli bir sekilde kullaniimasi icin nitelikli ve uygun egitim almis
calisanlar bu belgedeki talimatlan tam olarak ve acik bir sekilde uygulamalidir. S6z konusu Urtin/Grtnler kullaniimadan
once bu belgedeki tum bilgiler tam olarak okunmali ve anlasiimalidir.

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

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

© 2021 lllumina, Inc. TUm haklan saklidir.

TUm ticari markalar lllumina, Inc. veya ilgili sahiplerinin malidir. Ozel ticari marka bilgileri igin bkz.
www.illumina.com/company/legal.html.
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NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Local Run Manager Germ Hatti Varyant Modlii llumina TruSeq Ozel Amplikon Kiti Dx testi ve NextSeq 550Dx
ile birlikte kullanima yéneliktir. Germ Hatti Varyant Moddll ile birlikte kullanildiginda test, periferik tam kan
numunelerinden DNA sekanslama icin kullanilan kitapliklari hazirlamak Gzere tasarlanmistir.

Analiz modUlu amplifiye edilen DNA'nin kisa boélgelerini veya varyantlar icin amplikonlari degerlendirir.
Amplikonlarin odakli olarak sekanslanmasi, belirli bolgeler icin yiksek dlzeyde kapsam elde edilmesini sagdlar.
TruSeq Ozel Amplikon Kiti Dx (belge no 1000000029772) kullanim talimatina bakin.

Germ Hatti Varyant analiz moduli 300 déngulik sekanslama sarf malzemesi gerektirir. Daha fazla bilgiicin,
NextSeq 550Dx Yiiksek Cikti Reaktif Kiti v2 veya NextSeq 550Dx Yiiksek Cikti Reaktif Kiti v2.5 kullanim
talimatina bakin.

Bu Kilavuz Hakkinda

Bu kilavuzda, Germ Hatti Varyant analiz modultne iliskin sekanslama ve analiz parametrelerini ayarlamaya
yonelik talimatlar saglanmaktadir. Local Run Manager panosu ve sistem ayarlari hakkinda bilgi icin bkz.
NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 1000000009513).

Local Run Manager’i Gériintileme

Local Run Manager arayUzil, NextSeq 550Dx Isletim Yaziiminda (NOS) veya bir web tarayici ile gérintilenir.
Desteklenen web tarayici Chromium’dur.

' 3 NOT

W
Desteklenmeyen bir tarayici kullaniyorsaniz "Desteklenmeyen Tarayiclyl Onayla” mesajinda belirtildiginde
desteklenen tarayiclyi indirin. Desteklenen Chromium versiyonunu indirmek igin "burayl” secin.

Cihaz Monitorinde Goruntuleme

1 Local Run Manager araylzunu cihaz monitérinde goruntilemek icin asagidaki segeneklerden birini
belirleyin:
NOS Ana Ekraninda Local Run Manager secenegini belirleyin.
Islemi tamamladiginizda NOS’ye geri dénmek igin sag Ust kdsedeki X dgesine tiklayin.
NOS’yisimge durumuna kucultun, cihazdaki Chromium web tarayicisini agin ve adres gubuguna
http://localhost yazin.
Yalnizca yonetici kullanicilar NOS’yi simge durumuna ktcUltebilir.

Ag Baglantil Bilgisayardan Goruntuleme

1 Cihazile ayniaga erisimi olan bir bilgisayarda Chromium web tarayicisini a¢in ve cihaz IP adresi veya cihaz
adini kullanarak baglant kurun. Ornegin http://myinstrument.

Parametreleri Ayarlama

1 Local Run Manager oturumu acin.
2 Galgtirma Olugtur ve ardindan Germ Hatti Varyant secenegini belirleyin.
3 Sekanslamadan analize kadar calistirmayi tanimlayan bir calistirma adi girin.
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AlfanUmerik karakterler, bosluklar, alt ¢cizgiler veya cizgiler kullanin.

4 [Istege Bagl] Calistrmanin tanimlanmasina yardimci olmak Uzere bir calistirma agiklamasi girin.
AlfanUmerik karakterler, bosluklar, alt ¢cizgiler veya cizgiler kullanin.

5 Asagi acllr listeden numune sayisini ve dizin setini secin.
Secim yaparken asagidaki bilgileri goz éniinde bulundurun.

Asagi acllir liste dizin seti ile birikte numune sayilarini icerir. Ornegin 24-Set 1 ifadesi, dizin seti 1'den alinan
dizinlerle birlikte test edilecek 24 numune oldugunu belirtir.

Dizin seti numaralari, farkli i5 dizini setlerini ifade eder. Hem Set 1 hem Set 2 dizin cesitliligi saglar. Tek bir
setin tikenmesini dnlemeye yardimci olmak Uzere iki dizin seti dnerilir.

Test ettiginiz numune sayisina en yakin numune sayisini secin. Tam numune sayisini listede bulamiyorsaniz
test ettiginiz sayidan az olmak kaydiyla en yakin numune sayisini secin. Ornegin 18 numuneyi test etmek
istiyorsaniz 16 numune secin.

Dizin cesitliligi gerekliliklerini karsilayan dizin kombinasyonlari ve Numune kuyulari yesil ile vurgulanir. Baska
kuyular ve dizin kombinasyonlari secerseniz dizin ¢esitliligi gerekliliklerinin karsilanmamasi durumunda
calistirmayi kaydettiginizde bildirim alirsiniz.

Calistirma icin Belirtim Dosyalariniice Aktarma

1 Ice aktarmak istediginiz belirtimlerin erisilebilir bir ag konumunda veya bir USB siirliclide bulundugundan
emin olun.

2 Belirtimleri ige Aktar secenegini belirleyin.

3 Belirtim dosyasina gidin ve eklemek istediginiz belirtimleri secin.

' 3 NOT

1|-4..

' Germ Hatti Varyant analiz modulini kullanarak belirtimleri tim calistirmalar icin kullanilabilir hale getirmek icin,
Modul Ayarlar &zelligini kullanarak belirtimleri ekleyin. Bu 6zeliik icin, yonetici kullanici dlzeyi izinler gereklidir.

Daha fazla bilgi icin bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 1000000009513).

Calistirma icin Numuneleri Belirtme
Seceneklerden birini ve ilgili talimatlar kullanarak ¢alistirma igin numuneleri belirtin.
Numuneleri manuel olarak girme —Calistirma Olustur ekranindaki bos tabloyu kullanin.

Numuneleri ice aktarma—Virgulle ayrimis degerler (*.csv) bicimindeki bir harici dosyaya gidin. Calistirma
Olustur ekraninda indirebileceginiz bir sablon bulunur.

Numuneler tablosunu doldurduktan sonra, numune bilgilerini harici dosyaya disa aktarabilirsiniz. Kitapliklari
hazirladiginizda veya dosyayi baska bir calistirma icin ice aktardiginizda dosyayi referans olarak kullanin.

Numuneleri Manuel Olarak Girme

1 Numune Kimligi alanina benzersiz bir numune kimligi girin.
AlfanUmerik karakterler, cizgiler veya alt gizgiler kullanin.

2 [istege Bagl] Pozitif veya negatif kontrol numuneleri icin, sag tiklayin ve kontrol triinii secin.

3 [istege Bagl] Numune Aciklamasi alanina bir numune aciklamasi girin.
Alfantmerik karakterler, ¢izgiler veya alt gizgiler kullanin.
Numune aciklamalari bir numune adi ile iliskilidir. Ayni numune adi daha sonraki bir calistirmada tekrar
kullaniirsa numune aciklamalarinin Uzerine yazdirilir.

Belge No 1000000030329 v04 TUR

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGIiNDIR



NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Dizin 1 (i7) asagdr acllr listesinden bir Dizin 1 adaptori segin.
Onerilen numune kuyularini kullandiginizda, yaziim dizin cesitlilik gerekliliklerini karsilayan i7 ve i5 dizin
adaptérlerini otomatik olarak yerlestirir. Test ettiginiz tam numune sayisini listede bulamiyorsaniz ekstra
kuyular icin dizin adaptorleri sectiginizden emin olun. Ekstra kuyular icin dizin secmeniz gerekiyorsa veya
Onerilen dizin adaptdrl kombinasyonlarini kullanmiyorsaniz dizinleri segmeden 6nce mutlaka Baz Arama
ve Dizin Cesitliligi, sayfa 14 bdlimuani okuyun.
Dizin 2 (i5) asagdi acllr listesinden bir Dizin 2 adaptéri segin.
Belirtim asagi acllir listesinden bir belirtim dosyasi segin.
Kitapliklar hazirlama referansi olarak plaka dtzenini gérinttleme, yazdirma veya kaydetme secenegini
belirleyin:
Plaka dUlzenini gérunttlemek igin SYazdir simgesini sec¢in. Plaka dlzenini yazdirmak i¢in Yazdir
secenegini belirleyin.
Numune bilgilerini harici dosyaya disa aktarmak icin Disa Aktar secenegini belirleyin.
Belirtim ve numune bilgilerinin dogru oldugundan emin olun. Hatal bilgiler sonuglar etkileyebilir.

8 Calistirmayi Kaydet secenedini belirleyin.

Numuneleri ice Aktarma

1

5

Numuneleri ige Aktar secenegini belirleyin ve numune bilgileri dosyasinin konumuna gidin. iki dosya tiriin
ice aktarabilirsiniz.
Yeni bir plaka dizeni olusturmak icin Calistirma Olustur ekraninda Sablon secenedini belirleyin.
Sablon dosyasi, ice aktarma icin dogru sutun basliklariniicerir. Calistirmadaki numuneler icin her bir
sttuna numune bilgilerini girin. Kullaniimayan hicrelerdeki 6rnek bilgileri silin ve ardindan dosyayi
kaydedin.
Disa Aktar ozelligini kullanarak Germ Hatti Varyant moduliinden disa aktarilan bir numune bilgileri
dosyasli kullanin.

Plaka duzenini gérunttlemek igin SYazdrr simgesini secin.
Kitapliklar hazirlama referansi olarak plaka dizenini yazdirmak icin Yazdir secenegini belirleyin.

[istege Bagli] Numune bilgilerini harici dosyaya disa aktarmak igin Disa Aktar secenegini belirleyin.
Belirtim ve numune bilgilerinin dogru oldugundan emin olun. Hatal bilgiler sonuclari etkileyebilir.

Calistirmay Kaydet secenegini belirleyin.

CalistrmayiDlzenleme

Sekanslamadan 6nce calistirmanizdaki bilgileri dizenlemeye iliskin talimatlar icin bkz. NextSeq 550Dx Cihazi
Referans Kilavuzu (belge no 71000000009513).

Germ Hatti Varyant analiz modull asagidaki analiz adimlarini gergeklestirir ve ardindan analiz ¢ikti dosyalarini
Hizalama klasértne yazdirr.

Dizin okumalarini cogullamayi ¢ézer
FASTQ dosyalar olusturur
Referansa hizalar

Varyantlar tanimlar

Belge No 1000000030329 v04 TUR
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Cogullama C6zme
Cogullama ¢6zme, her Dizin Okumasi sekansini calistirma icin belirtilen dizin sekanslari ile karsilastirir.
Bu adimda herhangi bir kalite degeri gbz 6ntinde bulundurulmaz.
Dizin okumalari asagidaki adimlar kullanilarak tanimlanir:
Numuneler 1'den itibaren calistirma igin listelendikleri siraya gére numaralandirilir.
Numune numarasi 0, numuneye atanmayan kimeler icin ayrilir.

KUmeler, dizin sekansiicin tam eslesme oldugunda veya Dizin Okumasi basina en fazla bir yanls eslesme
oldugunda bir numuneye atanir.

FASTQ Dosyasi Olusturma

Yazilim, ¢ogullama ¢dzme isleminin ardindan sekanslar temsil etmek tzere kullanilan bir metin bi¢imi olan
FASTQ biciminde ara analiz dosyalar olusturur. FASTQ dosyalari her bir numuneye iliskin okumalari ve iligkili
kalite skorlarinricerir. Filtreden gecmeyen kiimeler haric tutulur.

Her FASTQ dosyasli yalnizca bir numuneye iliskin okumalari icerir ve numunenin adi FASTQ dosyasinin adinda
belirtilir. FASTQ dosyalari, birincil hizalama girdisidir. Okuma 1’den dort adet ve Okuma 2'den dort adet
olmak Uzere her numune icin sekiz FASTQ dosyasi olusturulur.

Hizalama

Hizalama adimi srrasinda bagh Smith-Waterman algoritmasi, her bir numuneden elde edilen kimeleri belirtim
dosyasinda belirtilen amplikon sekanslariyla hizalar.

Bagl Smith-Waterman algoritmasi iki sekans arasindaki benzer bolgeleri belirlemek Ulzere yari global sekans
hizalamalari gerceklestirir. Smith-Waterman algoritmasi toplam sekansi karsilastirmak yerine tim olasi
uzunluklardaki segmentleri karsilastirir.

Her bir cift sonlu okuma, s6z konusu okumaya iliskin prob sekanslarina hizalamasi agisindan degerlendirilir.

Okuma 1, Akis Asagi Lokise Ozgti Oligolarin (Downstream Locus-Specific Oligos — DLSO) ters
tumleyenlerine gore degerlendirilir.

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

Okuma baslangicl, en fazla Ug¢ farkla bir prob sekansi ile eslesirse (bastaki ekleme/cikarmalar nedeniyle
yanlis eslesmeler ya da kaymalar) tam okuma uzunlugu, sekansin amplikon hedefi ile hizalanir.

Test kimyasi gdz dnunde bulunduruldugunda, DLSO ve ULSO’daki ekleme/cikarma islemleri
gbzlemlenmez.

Hizalamalar, amplikon uzunluguna gore ilgi bélgesine ya da tim amplikona iliskin yanlis eslesme oranlarina
bagl olarak hizalama sonuglarindan filtrelenir. Filtrelenen hizalamalar hizalama dosyalarina hizalanmamig
olarak yazilir ve varyant aramada kullaniimaz.

Varyant Arama

lllumina tarafindan gelistirilen Pisces Varyant Arayan, DNA numunesinde bulunan varyantlari tanimlar.
Pisces varyant arayan olanagi SNV, MNV ve klicUk ekleme/cikarmalar 3 adimda tanimlar:

Referans genomdaki her bir pozisyonu ayri ayri degerlendirir

Pozisyon ile Ust Uste gelen hizalanmis okumalar i¢in belirtilen pozisyondaki bazlar sayar

Belge No 1000000030329 v04 TUR

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGIiNDIR



NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Poisson modelini kullanarak arama kalitesini dlgen bir varyant skoru hesaplar. Kalite skoru Q20’den az
olan varyantlar hari¢ tutulur.

Bir varyant tUm filtrelerden gegerse VCF’de BASARILI olarak isaretlenir.
Daha fazla bilgi icin bkz. github.com/lllumina/Pisces/wiki.

1 Local Run Manager panosundan ¢alistirma adina tiklayin.

Calistirmaya Genel Bakis sekmesinde sekanslama ¢alistirma metriklerini gdzden gegirin.

[istege Bagl] Cikti calistirma klasori yolunu kopyalamak igin Panoya KopyaIaE simgesine tiklayin.

M~ W N

Calistirma parametrelerini ve sarf malzemesi bilgilerini gdzden gecirmek icin Sekanslama Bilgileri
sekmesine tiklayin.

5  Analiz raporunun konumunu gdrintilemek icin Numuneler ve Sonuglar sekmesine tiklayin.
Analiz tekrarlanirsa Analiz Se¢ asagdi acllir listesini genisletin ve uygun analizi segin.

6 Analiz klasorl yolunu kopyalamak icin Panoya KopyaIaE simgesine tiklayin.

Calistirmaya Genel Bakis ve Sekanslama Bilgileri sekmeleri ve analizi yeniden kuyruga alma hakkinda daha
fazla bilgi icin bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 7000000009513).

Analiz sonuclart Numuneler ve Sonuglar sekmesinde dzetlenir ve Hizalama klasérinde toplu rapor olarak
sunulur. Her bir numune icin PDF dosyasi biciminde de bir rapor bulunur.

Numuneler ve Sonuclar Sekmesi Bilgileri

1 Numune raporunu gértnttlemek icin listedeki bir numuneye tiklayin.

Tablo1 Calistirma ve Numune Bilgileri

Situn Bashg Aciklama
Calistirma Durumu Sekanslama ¢alistirmasinin basaril veya basarisiz oldugunu belirtir.
Toplam Verim (GB) Sekanslama ¢alistirmasinda aranan baz sayisi. Basar esigini ve basarili veya

basarisiz durumunu gdsterir.

% = Q30 Sekanslama ¢alistirmasinda kalite skoru 30 (Q30) veya Uzeri olan okumalarin
ylzdesi. Basar esigini ve basarili veya basarisiz durumunu gosterir.

Numune Kimligi Calistirma olusturuldugunda belirtilen numune kimligi.

Toplam PF Okumasi Filtreden gecen toplam okuma sayisi.

> Q30 Okuma 1 %’si Okuma 1’de numune kalite skoru 30 (Q30) veya Uzeri olan okumalarin ytzdesi.
> Q30 Okuma 2 %’si Okuma 2’de numune kalite skoru 30 (Q30) veya Uzeri olan okumalarn ytzdesi.
Otozom Arama Orani Onceden tanimlanan bir glven degeri esigini karsilayan otozomlar (1-22.

kromozom) genelinde genom pozisyonlarnnin sayisinin, sorgulanan toplam otozomal
genom pozisyonlarinin sayisina bélimudur. Arama orani, her numune temelinde
belirtilir ve 1 eksi (tamamlanmayan arama igeren otozomal pozisyon sayisinin
sekanslanan toplam otozomal pozisyon sayisina bdlumu) seklinde hesaplanan
yUzde degeri ile rapor edilir.

Belge No 1000000030329 v04 TUR
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Tablo 2 Numune Raporu Bilgileri
Situn Bashg
Numune
Rapor Tarihi

Numune Bilgileri

Amplikon Ozeti

Okuma Duizeyi Istatistikleri

Varyant Ozeti

Kapsam Ozeti

Kapsam Grafikleri

Yazilim Versiyonlar

Aciklama
Calistirma olusturuldugunda belirtilen numune kimligi.
Raporun olusturuldugu tarih.

Calistirma olusturuldugunda saglanan numune kimligi, numunede filtreden gecen
toplam okuma sayisi, kalite skoru 30 (Q30) veya Uzeri olan numuneye iliskin okuma
ylUzdesi ve otozomal arama orani.

Sekanslanan toplam amplikon bdlgesi sayisi ve numune ve belirtim dosyasi icin
hedef bolgelerde sekanslanan amplikonlarin baz cifti cinsinden toplam uzunlugu.
Belirtim dosyasi, hizalama adiminda kullanilan hedeflenen referans bolgeleri ve
referans genomu belirtir.

Okuma 1 ve Okuma 2 igin referanstaki her bir pozisyonu kapsayan numuneye iliskin
okuma sayisi ve yuzdesi.

Kalite sonuclarinin kabul edilebilir bir aralik dahilinde olup olmadigini belirlemek
lizere 6nerilen degerlerden gegcen numune icin saptanan SNV, ekleme ve ¢gikarma
sayisl,

Hizalanan toplam baz sayisinin hedeflenen boélge boyutuna bélimua ve A Havuzu ve
B Havuzundaki numune icin, ortalama amplikon kapsaminin 0,2 ile carpimiyla elde
edilen duslUk kapsam esiginden daha yiksek kapsam degerleri iceren amplikon
bdlgelerinin yuzdesi.

Amplikon Bolgesine goére Kapsam grafiginde, numuneye iliskin amplikon bolgeleri
genelindeki kapsam gosterilir. Kapsam degerleri kapsam esiginden disutk olan
bolgeler kirmizi ile vurgulanir. TUm degerlerin ortalamasi turuncu c¢izgi ile belirtilir.

Numune sekanslandiginda kullanilan yazilim versiyonlar. NextSeq 550Dx igletim
Yazilimi (NOS), Local Run Manager Yazilimi, RTA Yaziimi ve Germ Hatti Varyant
Modull versiyonu dahildir.

Asagidaki analiz ¢cikti dosyalar Germ Hatti Varyant analiz moduld icin olusturulur ve hizalama ve varyant
aramaya iliskin analiz sonuclarini sunar. Analiz ¢ikti dosyalar Hizalama klasériinde bulunur.

Dosya Adi
Cogullama ¢6zme (*.txt)
FASTQ (*.fastq.gz)

BAM bigimindeki (*.bam) hizalama
dosyalari

Genom VCF bigimindeki
(*.genome.vcf.gz) varyant arama
dosyalari

VCF bigimindeki (*.vcf.gz) varyant
arama dosyalari

AmpliconCoverage_M1.tsv

Belge No 1000000030329 v04 TUR

Aciklama
Cogullama ¢bézme 6zeti sonuclariniiceren ara dosyalar.

Kalite skorlu baz aramalariniiceren ara dosyalar. FASTQ dosyalari, hizalama
adimina iliskin birincil girdilerdir.

Belirli bir numune icin hizalanan sonuclari icerir.

Varyant ya da referans olarak aranmasindan bagimsiz olarak her bir
pozisyona iliskin genotipi igerir.

Hedef bolge genelinde aranan tim varyantlar icerir.

Saglanan her bir belirtim igin numune basina her bir amplikona iliskin kapsam
hakkindaki bilgileri icerir. M# belirtim numarasini temsil eder.
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Cogullama C6zme Dosya Bigimi

Cogullama ¢6zme isleminde, kiimenin kaynagi olan numuneyi belirlemek amaciyla her bir kiimeye ekli dizin
sekansi okunur. Kiimeler ve numune numarasi arasindaki esleme, akis hicresinin her bir kutucugu icin bir
cogullama ¢dzme (*.demux) dosyasina yazilir.

Cogullama ¢6zme dosyasl s_1_X.demux biciminde adlandirilir; burada X, kutucuk numarasidir.
Cogullama ¢6zme dosyalar baslikla baslar:

Versiyon (4 bayt tam sayi), gecerli olarak 1

KUme sayimi (4 bayt tam say)
Dosyanin kalani, kutucuktan alinan her bir kiimeye iliskin numune numaralariniicerir.

Cogullama ¢c6zme adimi tamamlandiginda, yaziim DemultiplexSummaryF1L1.txt adinda bir cogullama ¢cézme
dosyasi olusturur.

Dosya adinda F1 ifadesi akis hiicresi numarasini belirtir.
Dosya adinda L1 ifadesi serit numarasini belirtir.

Numune 0 dahil olmak Uzere kutucuk basina 1 satir ve numune basina 1 sttundan olusan bir tabloda
¢ogullama ¢dzme sonugclari.

Dizin okumalarinda en yaygin goéruilen sekanslar.

FASTQ Dosya Bicimi
FASTQ, okuma basina kalite de@erlerini ve baz aramalarini iceren metin bazl dosya bicimidir. Her kayit 4
satirdan olusur:

Kimlik

Sekans

Artiisareti (+)

ASCII + 33 sifrelenmis biciminde Phred kalite skorlari
Kimlik bicimi su sekildedir:
@Cihaz:GaligtirmaKimligi: AkigHUcresiKimligi: Serit: Kutucuk:X:Y OkumaNum:Filtreigareti:0:NumuneNumarasi
Ornek:

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

i

<> ##=><9=AAAAAAAARAAO# : <#<;<<<2222#=

BAM Dosya Bigimi

BAM dosyasi (*.bam), 128 MB’a kadar hizalanan sekanslar temsil etmek Uzere kullanilan bir SAM dosyasinin
sikistirimis ikili versiyonudur. SAM ve BAM bicimleri samtools. github.io/hts-specs/SAMv1.pdf dosyasinda
ayrintil olarak agiklanmaktadir.

BAM dosyalart NumuneAdi_S#.bam biciminde adlandirilir; burada # galistirma icin numunelerin listelenme
sirasina gore belirlenen numune numarasidir.

Belge No 1000000030329 v04 TUR
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BAM dosyalari bir baslk bélimu ve hizalama balumu icerir:

Bagllk —Numune adi, numune uzunlugu ve hizalama yontemi gibi tim dosya hakkindaki bilgileri icerir.
Hizalamalar bélimUtndeki hizalamalar, baslk bélimtndeki 6zel bilgilerle iligkilidir.

Hizalamalar —Okuma adini, okuma sekansini, okuma kalitesini, hizalama bilgilerini ve 6zel etiketleri icerir.
Okuma adi kromozomu, baslangic koordinatini, hizalama kalitesini ve eslesme tanimlayici dizeyi icerir.

Hizalamalar balimu, her bir okuma veya okuma c¢ifti icin asagidaki bilgileri icerir:
AS: Cift sonlu hizalama kalitesi
RG: Okuma grubu, belirli bir numuneye iliskin okuma sayisini belirtir.
BC: Barkod etiketi, okuma ile iliskili cogullamasi ¢6ztlen numune kimligini belirtir.
SM: Tek sonlu hizalama kalitesi.
XC: Eslesme tanimlayici dize
XN: Amplikon adi etiketi, okuma ile iliskili amplikon kimligini kaydeder
BAM dizin dosyalari (*.bam.bai) karsilik gelen BAM dosyasina iliskin bir dizin saglar.

VCF Dosya Bigimi

Varyant Arama Bi¢imi (VCF), genomik bilimi toplulugu tarafindan gelistirilen ortak bir dosya bigimidir. Referans
genomda belirli pozisyonlarda bulunan varyantlara iliskin bilgileri igerir. VCF dosyalari .vcf son ekiile biter

VCF dosya basligl, VCF dosya bigcimi versiyonunu ve varyant arayan versiyonunu igerir ve dosyanin geri
kalaninda kullanilan ek a¢iklamalari listeler. VCF basligi ayni zamanda referans genom dosyasini ve BAM
dosyasiniigerir. Bagliktaki son satir, veri satirlarina iliskin sttun basgliklariniicerir. Her bir VCF dosyasi veri satiri
bir varyant hakkindaki bilgileri icerir.

VCF Dosyasi Basliklari

Baslik Aciklama

CHROM Referans genomun kromozomu. Kromozomlar, referans FASTQ dosyasi ile ayni sirada
gorintulenir.

POS Referans kromozomda varyantin tek bazl pozisyonu.
SNP’ler icin, bu pozisyon varyant igeren referans bazdir; ekleme/gikarmalar veya c¢ikarmalar igin,
bu pozisyon varyantin hemen énindeki referans bazdir.

ID Uygulanabilir durumlarda dbSNP.txt dosyasindan elde edilen varyant rs numarasi. Bu konumda
birden fazla rs numarasi varsa liste noktali virgul ile ayrilir. Bu pozisyonda hi¢bir dbSNP girisi
yoksa eksik deger isareti ('.") kullanilir.

REF Referans genotip. Ornegdin tek T cikarma islemi referans TT ve alternatif T olarak ifade edilir.

A/T tek nUkleotid varyanti referans A ve alternatif T olarak ifade edilir.

ALT Referans okumadan farkli olan aleller.
Ornegin tek T ekleme islemi referans A ve alternatif AT olarak ifade edilir. A/T tek niikleotid
varyanti referans A ve alternatif T olarak ifade edilir.

QUAL Varyant arayan tarafindan atanan Phred 6lcekli kalite skoru.
Yuksek skorlar, varyant glveninin daha yuksek ve hata olasiliginin daha dusuk oldugunu belirtir.
Q kalite skoru igin, tahmini hata olasiligi 10719 seklindedir. Oregin Q30 arama seti %0,1 hata
orani igerir. Pek ¢cok varyant arayan, gézlemlenen hata orani ile ylksek oranda baglantili olan
istatistik modellerine gore kalite skorlar atar.
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VCF Dosyasi Ek Aciklamalari

Bashk Aciklama

FILTRE TUm filtreler basarl olursa filtre sGtununda BASARILI yazilir.

* LowDP — Kapsam derinligi 150x altinda olan alanlara uygulanir. Hem forward hem reverse
okuma kapsamindaki amplikon pozisyonlari icin bu deger, 300 adet Ust Uste gelen c¢ift sonlu
okumaya esittir.

® 920 —< 20 degerinde kalite skoru.

e MultiAllelicSite — Varyant diploid modele uygun dedgildir.

e R5x9—Varyant aramalarina yapilan bitisik tekrar sayisi > 9 degerindedir (1-5 bp uzunlugunda).

e SB—Zincir biasi belirtilen esikten ylksektir.

BiLGI BILGI stitunundaki olas girisler sunlari igerir:
e AC— Listelendigi sirada olmak lzere, her bir ALT aleli igin genotiplerdeki alel sayimi.
e AF—Listelendigi sirada olmak Uzere, her bir ALT aleli icin Alel Frekansi.
e AN—Aranan genotiplerdeki toplam alel sayisi.
e CD—En az 1 RefGen girisindeki kodlama bélgesinde SNP olustugunu belirten bir isaret.
e DP — Derinlik (bir pozisyona hizalanan ve varyant aramada kullanilan baz arama sayisi).
e Exon—RefGenden okunan ekson bolgelerinin virgllle aynimis listesi.
e FC—Fonksiyonel Sonug.
e Gl—RefGenden okunan gen Kimliklerinin virgtlle aynimis listesi.
e QD—Varyant Guveni/Derinlige gore Kalite.
e TI—RefGenden okunan transkript Kimliklerinin virgllle aynimis listesi.

BiCiM Bigim siitununda iki nokta ile aynlan alanlar listelenir. Ornegin GT:GQ. Saglanan alan listesi,

kullanilan varyant arayana bagl olarak degisiklik gdsterir. Kullanilabilir alanlar sunlar icerir:

e AD—X referans arama sayisl ve Y alternatif arama sayisi olmak Gzere X,Y formu girisidir.

e DP —Yaklasik okuma derinligi; MQ=255 olan veya hatali es iceren okumalar filtrelenir.

e GQ— Genotip kalitesi.

e GT—Genotip. 0 referans baza esittir, 1 ALT sttunundaki ilk girise esittir ve esitlikler benzer
sekilde devam eder. Egik cizgi (/) mevcut fazlama bilgisi olmadigini belirtir.

e NC —Aranmayan bazlarin veya baz kalitesi minimum esigin altinda olan bazlarnn orani.

e NL—Parazit dizeyi; bu pozisyondaki tahmini baz arama paraziti.

e SB—Bu pozisyondaki zincir biasl. Daha blyUk negatif degerler daha distk bias oldugunu
belirtirken 0'a yakin deger daha ytksek bias oldugunu belirtir.

e VF—Varyant frekansi; alternatif aleli destekleyen okuma ylzdesi.

NUMUNE Numune siitunu, BICIM siitununda belirtilen degerleri icerir.

Genom VCF Dosyalari

Genom VCF (gVCF) dosyalari, genomdaki tim alanlari mimkin oldugunca sikisik bicimde temsil etmek Uzere
bir dizi kuralin uygulandigi VCF v4.1 dosyalardir. gVCF (*.genome.vcf.gz) dosyalari, her bir numune icin tek bir
dosyadaki ilgi bolgesinde yer alan tim alanlari icerir.

gVCF dosyasi tum filtrelerden gecmeyen pozisyonlardaki arama yok durumlarini gosterir. ./. seklindeki bir
genotip (GT) etiketi arama yok durumunu belirtir.

Daha fazla bilgi icin bkz. sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.

Amplikon Kapsam Dosyasi

Her bir belirtim dosyasi icin amplikon kapsam dosyasi olusturulur. Dosya adindaki M# ifadesi, belirtim
numarasini temsil eder.

Her bir dosyada, belirtim ile iliskili numune kimliklerini iceren bir baslik satir bulunur. Dosya asagidaki bilgileri
icerir.

Belirtimde listelendigi sekilde Hedef Kimligi.
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Filtreden gegen okumalarin kapsam derinligi.

Tamamlayici Cikti Dosyalari

Asagidaki ¢kt dosyalari tamamlayici bilgiler sunar veya calistirma sonuclarini ve analiz hatalarini 6zetler.
Bu dosyalar analiz sonuclarinin degerlendirimesi icin gerekli olmasa da sorun giderme amaclariyla kullanilabilir.
Aksi belirtimedigi strece tim dosyalar Hizalama klasériinde bulunur.

Dosya Adi
AnalysisLog.txt

AnalysisError.txt

DemultiplexSummaryF1L1#.txt

AmpliconRunStatistics.xml

Analiz Klasoru

Aciklama

Gecerli ¢calistirma klasériintn analizi sirasinda meydana gelen her adimin
aciklandigr isleme gunligu. Bu dosya hata mesajlanni igcermez.
Hizalama klasérinde bulunur.

Analiz sirasinda meydana gelen tim hatalann listelendigi isleme gunlagu. Hicbir
hata meydana gelmezse bu dosya bos olur.
Hizalama klasériinde bulunur.

Kutucuk basina 1 satir ve numune basina 1 sttundan olusan bir tabloda gogullama
¢c6zme sonuglarini rapor eder. # ifadesi akis hucresinin 1, 2, 3 veya 4. seridini temsil
eder.

Hizalama klasériinde bulunur.

Calistirmaya 6zgU 6zet istatistiklerini igerir.
Hizalama klasériinde bulunur.

Analiz klasérU Local Run Manager yazilimi tarafindan olusturulan dosyalari icerir.

Ciktr Klasoru ile analiz klasérl arasindaki iliski asagida dzetlenmektedir:

Sekanslama sirasinda Gercek Zamanl Analiz (RTA) cikti klasériine gbrintl analizi, baz arama ve kalite

skorlama esnasinda olusturulan dosyalari yerlestirir.

RTA, dosyalari gergcek zamanl olarak analiz klasérine kopyalar. RTA her bir dongu icin her baza bir kalite
skoru atadiktan sonra yaziim her iki klasére RTAComplete.txt dosyasini yazar.

RTAComplete.txt dosyasi olustugunda analiz baglar.

Analiz devam ederken Local Run Manager, cikti dosyalarini analiz klasértine yazar ve ardindan dosyalari
ciktl klasérine geri kopyalar.

Hizalama Klasorleri

Analiz her yeniden kuyruga alindiginda Local Run Manager Alignment_N adinda bir Hizalama klasori
olusturur; burada N sirall bir sayidir.

Belge No 1000000030329 v04 TUR

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGIiNDIR

12



NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Klasor Yapis
(= Hizalama—*.bam, *.vcf, FASTQ dosyalarini ve analiz modultine dzel dosyalariicerir.
(= Tarih ve Saat Damgasi—YYYYAAGG_SSDDSS bigiminde analize iliskin tarih_saat damgasidir
5] AnalysisError.txt
[l AnalysisLog. txt
=] aggregate.report.html
=] aggregate.report.pdf
=l aggregate.summary.csv
=l AmpliconCoverage_M#.tsv
B AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
= Samplel.report.pdf
=] Sample1.summary.csv
=] Sample1.vcf.gz
=l Sample1.bam
= FASTQ
[ Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[T Stats
=] DemuxSummaryF1L1.txt
=l FastgSummaryF1L1.txt
([ Data
[ Intensities
([~ BaseCalls
= L001—*.bcl dosyalariniicerir.
(= LO01 —*.locs dosyalariniicerir.
[~ RTA Logs—RTA yaziim analizinin giinllk dosyalarini icerir.
= InterOp —Sekanslama calistirmasi metriklerini rapor etmek icin kullanilan ikili dosyalari icerir.
() Logs—Sekanslama sirasinda gergeklestirilen adimlar aciklayan gtinlik dosyalarini icerir.
=l RTAComplete.txt

El Runinfo.xml

[E] RunParameters.xml

Belge No 1000000030329 v04 TUR
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Baz Arama ve Dizin Cesitliligi

Numuneler NextSeq 550Dx cihazinda sekanslandiginda baz arama, belirli bir dongide akis hiicresindeki
gorintldleme alani veya belirtilen bir kutucugun her bir kimesi icin bir baz (A, C, G veya T) belirler.

NextSeq 550Dx cihazi iki kanalll sekanslama 6zelligini kullanir; bu dzellik, dért DNA bazinin verilerini sifrelemek
icin biri Kirmizi kanaldan ve biri yesil kanaldan olmak Uzere yalnizca iki géruntu gerektirir.

Baz arama dizin okumalarina iliskin islem, diger okumalar sirasinda baz aramadan farklidir.

Dizin okumalari ilk iki déngiden herhangi birinde G'den farkli en az bir baz ile baslamalidir. Bir Dizin Okumasi
iki G baz aramasi ile baslarsa hicbir sinyal yogunlugu olusturulmaz. Cogullama ¢dzmenin yapilabilmesi icin ik
iki dénguden herhangi birinde sinyal olmalidir.

Dizinler gesitlilik gerekliliklerini karsilamazsa calistirma olusturma sirasinda dizinler secilirken bir dUstk ¢esitlilik
uyarisi gértntdlenir. DisUk cesitlilik uyarisini nlemek icin her déngtide her iki kanalda sinyal saglayacak dizin
sekanslari secin.

Kirmizi kanal—A veya C
Yesil kanal—Aveya T

Bu baz arama iglemi, low-plex numuneler analiz edilirken dogruluk saglar. Dizinlerinizin sekanslari hakkinda
daha fazla bilgi icin TruSeq Ozel Amplikon Kiti Dx (belge no 1000000029772) kullanim talimatina bakin.

Local Run Manager'da cgalistirma olusturma sirasinda test edilecek numune sayisini segersiniz. Dizin ¢esitliligi
gerekliliklerini karsilayan dizin kombinasyonlari, yaziim tarafindan otomatik olarak yerlestirilir. Onerilen dizin
kombinasyonlarini kullanmak zorunda olmasaniz da kullanmaniz énerilir.

Belge No 1000000030329 v04 TUR

iN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM iGIiNDIR

14



NextSeq 550Dx icin Local Run Manager Germ Hatti Varyant Analiz ModUlU Is Akisi Kilavuzu

Revizyon Gecmisi

Belge Tarih Degisiklik Aciklamasi

Belge No 1000000030329 Agustos AB Yetkili Temsilcisinin adresi gtincellendi.
vO4 2021

Belge No 1000000030329 Nisan AB Yetkili Temsilcisinin adresi giincellendi.
v03 2020 Avustralya Sponsorunun adresi giincellendi.
Belge No 1000000030329 Ocak v2.5 reaktif kitleri hakkinda bilgi eklendi.
v02 2019

Belge No 1000000030329 Agustos Duzenleyici isaretlemeleri gincellendi.

vO1 2018

Belge No 1000000030329 Kasim ik striim,

v0O 2017
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Teknik Yardim

Teknik yardimicin lllumina Teknik Destek bolumuyle iletisim kurun.

Web sitesi: www.illumina.com
E-posta: techsupport@illumina.com

lllumina MUsteri Destek Birimi Telefon Numaralari

Bolge Ucretsiz Bolgesel

Kuzey Amerika +1.800.809.4566

Almanya +49 8001014940 +49 8938035677
Avustralya +1.800.775.688

Avusturya +43 800006249 +43 19286540
Belgika +32 80077160 +32 34002973
Birlesik Krallik +44 8000126019 +44 2073057197
Cin 400.066.5835

Danimarka +45 80820183 +45 89871156
Finlandiya +358 800918363 +358 974790110
Fransa +33 805102193 +33 170770446
Hollanda +31 8000222493 +31 207132960
Hong Kong 800960230

irlanda +353 1800936608 +353 016950506
ispanya +34 911899417 +34 800300143
isvec +46 850619671 +46 200883979
isvigre +41 565800000 +41 800200442
italya +39 800985513 +39 236003759
Japonya 0800.111.5011

Norvec +47 800 16836 +47 21939693
Singapur +1.800.579.2745

Tayvan 00806651752

Yeni Zelanda

0800.451.650

Diger ulkeler

+44.1799.534000

Guvenlik veri sayfalan (SDS'ler)—lllumina web sitesinde support.ilumina.com/sds.html adresinde mevcuttur.

Uriin belgeleri—lllumina web sitesinden PDF olarak indirilebilir. support.illumina.com adresine gidin, bir Grin
secin ve ardindan Documentation & Literature (Belge ve Literatir) 6gesine tiklayin.
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