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Kullanim Amaci

Illumina NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles), dogrulanmis testlerle birlikte kullanildiginda
numune kitapliklarinin sekanslanmasi igin tasarlanan bir dizi reaktif ve sarf malzemesidir. Kit, NextSeq 550Dx cihazi
ve analiz yazilimi ile birlikte kullaniimak Gzere tasarlanmistir.

Prosedir ilkeleri

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles), NextSeq 550Dx cihazinda sekanslama igin reaktiflerden
ve sarf malzemelerinden olusan 6zel bir tek kullanimlik settir. NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
Cycles) girdi igin, numune dizinlerinin ve yakalama sekanslarinin amplifiye hedeflere eklendigi, DNA'dan olusturulan
kitapliklar kullanir. Numune kitapliklar bir akis hiicresinde yakalanir ve sentezle sekanslama (SBS) kimyasiyla cihaz
Uzerinde sekanslanir. SBS kimyasi, blytyen DNA zincirlerine kaynastikca floresan etiketlemeli tek nikleotid
bazlarini saptamak igin dontsturilebilir terminatdr yontemini kullanir. Numune kitapliklarinin sayisi, ilk asama kitaplik
hazirlama yonteminin destekledigi ¢cogullamaya baglidir.

NextSeq 550D x Cihazi kullanim talimati belgesinde, NextSeq 550Dx cihazinda sekanslama gerceklestirmeye iliskin
talimatlar sunulmaktadir.

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) ile iligkili performans 6zellikleri ve prosedur kisitlamalari,
Local Run Manager Germline ve Somatic Variant Module kullanilarak belilenmistir.

Prosedur Kisitlamalari

1 In vitro tani amagli kullanim igindir.

2 ligerik uzunlugunun > 25 baz cifti (bp) oldugu insersiyon/delesyonlar (insersiyonlar, delesyonlar veya kombinasyonlar)
iceren okumalar, test yazilimi tarafindan hizalanmaz. Sonug olarak > 25 bp uzunlugundaki insersiyon/delesyonlar
test yazilimi tarafindan saptanamaz.

3 Test yazilimi, ug icerigi olan amplikon okumalarini hizalamayabilir ve bu durum, boélgenin yabani tip olarak
raporlanmasina neden olabilir. Bu tir ug igerikler sunlari icerir:

Ucten fazla insersiyon/delesyon igeren okumalar

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

Toplam amplikon uzunlugunun > %10'u kadar SNV icerigi bulunan < 30 bp uzunlugundaki okumalar (prob
bolgeleri dahil)

4 Coklu nlkleotid varyantlari (MNV) ve buylk insersiyon/delesyonlar dahil olmak tzere buylk varyantlar, ¢ikti VCF
dosyasinda ayri ayri daha kiguk varyantlar olarak raporlanabilir.

5 Delesyon uzunlugu bélinmus amplikonlarin arasindaki Ust Uste gelen kisimdan buyik veya bu kisma esitse iki
bélinmis amplikon yayilirken delesyon varyantlar filtrelenebilir veya kagirilabilir.
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6 Iinsersiyon/delesyon dogrudan bir primerin bitisiginde meydana gelirse ve (st iiste gelen bir amplikon yoksa sistem
insersiyon/delesyonlari saptayamaz. Ust iiste gelen amplikonlarin bulundugu bélgelerde, (ist Uiste gelme bélgesi
saptanacak delesyon boyutundan kiiglik oldugunda test delesyonlari saptayamaz. Oregin, iki bitisik amplikon
arasindaki Ust Uste gelme iki bazsa test bu bazlarin her ikisini iceren higbir delesyonu saptayamaz. Bu bazlardan
birinde meydana gelen tek baz delesyonu ise saptanabilir.

7 Tum hibridizasyon temelli kitaplik hazirlama is akislarinda oldugu gibi oligonukleotid baglama bdlgelerindeki altta
yatan polimorfizmler, mutasyonlar, insersiyonlar veya delesyonlar alellerin problanmasini ve dolayisiyla sekanslama
sirasinda yapilan aramalari etkileyebilir. Ornegin:

Primer bolgesinde varyant igeren fazdaki bir varyant, amplifiye edilmeyebilir ve bdylece yalanci negatif sonug
elde edilebilir.

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

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

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

Kuiglik MNV'ler dogrulanmamistir ve yalnizca Somatic Variant Module'de raporlanir.

10 Delesyonlar VCF'de, VCF bigimine gore onceki bazin koordinatinda raporlanir. Dolayisiyla, bagimsiz bir baz aramayi
homozigot referans olarak raporlamadan 6nce bitisik varyantlari degerlendirin.

11 Germ hattina 6zgu kisitlamalar:

NextSeq 550Dx i¢in Local Run Manager Germline Variant Module kullanan NextSeq 550Dx cihazi, germ hatti
varyant aramalari icin kalitatif sonuglar sunmak uzere tasarlanmistir (6r. homozigot, heterozigot, yabani tip).
Germline Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi igin gereken amplikon basina
minimum kapsam 150x seklindedir. Sonug olarak 150 destekleyici DNA pargasi gereklidir ve bu, 300 adet st
Uste gelen cift sonlu okumaya esdegerdir. Hedeflenen toplam baz sayisi ve numune sayisi kapsami etkiler. GC
icerigi ve diger genom icerigi, kapsami etkileyebilir.

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

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

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

12 Somatige 6zgu kisitlamalar:

NextSeq 550Dx igin Local Run Manager Somatic Variant Module kullanan NextSeq 550Dx cihazi, somatik
varyant aramasi igin kalitatif sonuglar sunmak tzere tasarlanmistir (6r. 0,05 saptama siniri ile =2 0,026 varyant
frekansi igeren somatik varyantin bulunmasi).

Somatic Variant Module ile birlikte kullanildiginda dogru varyant aramasi igin gereken amplikon basina minimum
kapsam, oligonukleotid havuzu basina 450x seklindedir. Sonug¢ olarak oligonUkleotid havuzu basina 450
destekleyici DNA pargasi gereklidir ve bu, 900 adet Ust Uste gelen ¢ift sonlu okumaya esdegerdir. Hedeflenen
toplam baz sayisi ve numune sayisi kapsami etkiler. GC igerigi ve diger genom igerigi, kapsami etkileyebilir.
Somatik varyant aramasinda, varyantin filtrelenmesi icin referansta en az alti tekrar olmasi gerekir ve yalnizca
en fazla 3 bp uzunlugundaki tekrarlar degerlendirilir (R3x6).

Somatic Variant Module, germ hatti ile somatik varyantlari ayirt edemez. Modil, genis bir varyant frekansi
yelpazesinde varyantlari saptamak igin tasarlanmistir ancak varyant frekansi somatik varyantlari germ hatti
varyantlarindan ayirmak icin kullanilamaz.

Numunedeki normal doku, varyantlarin saptanmasini etkiler. Raporlanan saptama siniri, hem timér dokusundan
hem de normal dokudan ekstrakte edilen toplam DNA'ya nispeten varyant frekansina baglhdir.
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Reaktif Kiti Bilesenleri

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

NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) Grinlinin her bir bileseni ayr kutuda saglanir. Uygun
sekilde performans elde etmek icin bilesenleri derhal belirtilen sicaklikta depolayin. Asagida, reaktif kiti bilesenlerinin

bir listesi verilmistir.

Tablo 1 Reaktif Kiti Bilesenleri
Bilesen Miktar
NextSeq 550Dx High Output Reagent 1 adet

Cartridge v2 (300 cycles)

NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 1 adet
(300 cycles)

NextSeq 550Dx High Output Flow Cell 1 adet
Cartridge v2.5 (300 cycles)

NextSeq 550Dx Accessory Box 1 tp
(300 cycles)

Dolum
Hacmi

Cesitli

Cesitli

Gegerli Degil

12 ml

Aciklama

Kimeleme ve sekanslama reaktifleri
Tamponlar ve yikama soliisyonu
Tek kullanimlik, gift sonlu, cam akis

hilicresi

Kitaplk seyreltme tamponu

*NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cycles) ortam sicakliginda gonderilir.

Lot Numaralari

Depolama*

-25°Cila-15°C

15°Cila 30 °C

2°Cila8°C

-25°Cila-15°C

Reaktif kiti, reaktif kiti lot numarasi olarak anilan tek bir lot numarasina sahiptir. Reaktif kitindeki her kutuda reaktif Kiti
lot numarasi yazar. Kutularin icerisindeki reaktif kiti bilesenlerinde, reaktif kiti lot numarasindan farkl, bilesene 6zgu
lot numaralan yazar. Kit-lot eglestirmesini muhafaza etmek igin sekanslama sarf malzemelerini kullanima hazir olana
dek kutularinda depolayin. Reaktif parga numaralari ve lot numaralari ile ilgili ayrintilar igin reaktif kitinin Analiz

Sertifikasina bakin.

Depolama ve Tasima

1 Oda sicakligi 15 °C ila 30 °C olarak tanimlanmistir.
2 Reaktif kiti bilesenleri, belirtilen depolama sicakliklarinda depolandiginda etiketteki son kulanim tarihine kadar

stabildir.

3 NextSeq 550Dx Accessory Box ve NextSeq 550Dx Reagent Cartridge belirtilen son kullanma tarihinden 6nce en fazla
bir kez oda sicakligina ¢ézdirme islemi igin stabildir. Reaktif kartusu, oda sicakliginda su banyosunda
¢cdzdiruldiginde 6 saate kadar stabildir. Alternatif olarak reaktif kartusu kullanimdan dnceki en fazla 5 giin sureyle

2 °C ila 8 °C'de ¢ozdurilebilir.

4 Reaktiflerin fiziksel gérinimuindeki degisiklikler materyallerin bozuldugunu gdsterebilir. Karistirma igleminin ardindan
reaktif renginde belirgin degisiklikler veya mikrobiyal kontaminasyonla gézle gérunir bulaniklik gibi fiziksel
gorinimde degisiklikler olusursa reaktifleri kullanmayin.

Gereken ve Ayri Satilan Ekipman ve Materyaller

NextSeq 550Dx Cihazi, Katalog No 20005715

Uyarilar ve Tedbirler

é DIKKAT

Federal yasalar, bu cihazin kullanilmak ya da kullaniimasini siparis etmek Uzere yalnizca hekimler ya da
faaliyet gosterdigi Eyalet kanunlarinca lisansli olan dider pratisyen hekimler tarafindan veya bu hekimlerin
siparisi Uzerine satilmasi ydninde kisitlama getirmektedir.
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1 NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 Cycles) potansiyel olarak tehlikeli kimyasallar igerir. Solunmasi,
yutulmasi, ciltle ve gézle temasi halinde kigisel yaralanmaya neden olabilir. Maruziyet riskine kargi gbz korumasi,
eldivenler ve laboratuvar 6nligl dahil olmak izere koruyucu ekipman giyin. Kullaniimig reaktifleri kimyasal atik olarak
ele alin ve gecerli bolgesel, ulusal ve yerel kanun ve dizenlemeler uyarinca atin.

2 Cevre, saglik ve givenlik bilgileri igin, support.illumina.com/sds.html adresindeki giivenlik veri sayfasina (SDS)
bakin.

3 Bu Urlnle ilgili olarak ortaya ¢ikan tum ciddi olaylari derhal lllumina'ya ve kullanicinin ve hastanin bulundugu tye
devletlerin Yetkili Makamlarina raporlayin.

4 Belirtilen prosedurlerin uygulanmamasi hatali sonuglara veya numune kalitesinde belirgin azalmaya neden olabilir.

5 Rutin laboratuvar tedbirlerini uygulayin. Agzinizla pipetlemeyin. Belirlenmis ¢alisma alanlarinda yemek yemeyin,
icecek tuketmeyin veya sigara igmeyin. Numuneleri ve test reaktiflerini kullanirken tek kullanimlik eldiven takin ve
laboratuvar 6nlagu giyin. Numuneleri ve test reaktiflerini elledikten sonra ellerinizi iyice yikayin.

6 PCR drunlerinin reaktifleri, cihazlari ve genomik DNA numunelerini kontamine etmesini dnlemek igin uygun
laboratuvar uygulamalarinin ve iyi dizeyde laboratuvar hijyeninin saglanmasi gerekir. PCR kontaminasyonu hatali ve
glvenilmez sonuglar elde edilmesine yol agabilir.

7 Kontaminasyonun 6nline gegmek icin pre-amplifikasyon ve post-amplifikasyon alanlarinda 6zel ekipmanlarin
bulundugundan emin olun (6r. pipetler, pipet uglari, vorteks cihazi ve santrif{j).

Kullanim Talimatlari
NextSeq 550D x Cihazi kullanim talimatina ve ilgili referans kilavuzlarina bakin.

Performans Ozellikleri
NextSeq 550Dx Cihazi kullanim talimatina bakin.

Revizyon Ge¢gmisi

Belge Tarih Degisiklik Aciklamasi
Belge No 1000000073349 v03 Kasim Ciddi olaylarin raporlanmasi bolimiine Uyarilar ve Tedbirler ifadesi eklendi.
2021 Revizyon Gegmisi tablosu eklendi.

Patentler ve Ticari Markalar

Bu belge ve igindekiler lllumina, Inc. ve bagh sirketlerinin ("lllumina") milkiyetinde olup yalnizca isbu belgede agiklanan Grinun/irinlerin
kullanimiyla baglantili olarak musterisinin s6zlesmeye iliskin kullanimi igindir. Bu belge ve icindekiler llumina'nin énceden yazil izni olmaksizin
baska higcbir 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 haklari ya da Gglinci taraflarin benzer haklari kapsaminda hicbir lisansi devretmez.

Bu belgede agiklanan urinin/irinlerin uygun ve givenli bir sekilde kullaniimasi igin nitelikli ve uygun egitim almis galisanlar bu belgedeki talimatlari
tam olarak ve agik bir sekilde uygulamalidir. S6z konusu Grtn/urinler kullaniimadan énce bu belgedeki tiim 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 IGCIN GEGERLI OLAN HER TURLU GARANTIYI
GECERSIZ KILACAKTIR.

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

© 2021 lllumina, Inc. TUm haklari saklidir.
Tim ticari markalar lllumina, Inc. veya ilgili sahiplerinin malidir. Ozel ticari marka bilgileri igin bkz. www_illumina.com/company/legal.html.

4 | Belge No 1000000073349 v03 TUR Kasim 2021


https://support.illumina.com/sds.html
http://www.illumina.com/company/legal.html

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

lletisim Bilgileri

ul e

Illumina
Avustralya Sponsoru

5200 Illumina Way
San Diego, California 92122 ABD IVD lllumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building

+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (Kuzey Amerika digindan) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Avustralya
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven
Hollanda

Uriin Etiketi

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