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Kullanim Amaci

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit (yeni nesil siralama) paneli formalinde fikse
edilmis parafine gébmuli (FFPE) yumurtalik timér dokusundan tiiretilen DNA'da BRCA1 ve
BRCA2 insan genlerinin kodlama bédlgelerindeki varyantlarin tanimlanmasi amaciyla
kullanilan molekiler tanilayici bir testtir. therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit paneli

yumurtalik kanserlerinin siniflandiriimasina yardimci olmasi amaciyla kullanilir.

Uyari

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin, lllumina MiSegDx platformu ve Biomedical
Genomics Workbench yazilimi (6zel bir analiz is akisi dahil) ile birlikte kullanimi

onaylanmistir.

ONEMLI: Bu el kitabi iki boliim olarak tedarik edilmistir. Bolim 1, 6zet ve aciklama, prosedur
ilkeleri ve yas kimya analiz laboratuvari is akisinin agiklamasini igerir:
® Genomik DNA ekstraksiyonu

e Hedef PCR amplifikasyonu

e Ornek havuzlama ve saflastirma

e Kutlphane olusturma

® Adaptdr bagli DNA temizleme

® Hassas boyut secgimi

o Saflastirnimis kituphanenin PCR amplifikasyonu

e Kitlphane temizleme, miktar tayini ve havuzlama

® Havuzlanmis kitiiphanelerin siralama icin hazirlanmasi

® Siralama galismasinin kurulumu ve baglatiimasi

® Sorun giderme kilavuzu
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Bolum 2 veri analizi ve kit performansi hakkinda bilgiler icerir:

e Veri analizi

® Analiz is akisinin kurulumu

® Analiz eklentisinin kurulumu

® MiSeqgDx'den lllumina FASTQ dosyalarini diga aktarma
® |llumina FASTQ dosyalarini ice aktarma

® Siralama analizi
® Sonuglarin yorumlanmasi
® Sorun giderme kilavuzu

e Performans ozellikleri

ONEMLI: is akisi, bu el kitabinda Bolim 1 ve Boélim 2'de anlatilan performansi saglamak
icin tasarlanmis ve optimize edilmistir. Kullanim talimatlarina harfiyen uyulmalidir. Bu el
kitabinda Bolim 1 ve Bolim 2'de bulunan talimatlardan her tir sapma QIAGEN'in
sorumlulugunu gegersiz kilacaktir. is akisinin timi rutin kullanima sokulmadan énce son

kullanici laboratuvar tarafindan bagimsiz dogrulamaya tabi tutulmahdir.
Prosedur Prensibi

Siralama lllumina Ureticisinin protokolliine uyarak gerceklestirilir. FASTQ dosyalari BRCA1/2
CE-IVD Workflow kullanilarak Biomedical Genomics Cancer Research Workbench
yaziliminda islenir. Her ornek igin bir varyant cagirma format dosyasi olusturulur ve varyant
degerlendirmesi igin Biomedical Genomics Cancer Workbench yazilimi énerilir.

Sonuglarin iyi kalitede olmasini saglamak igin kittiiphane hazirlama ve siralama ¢alismasinin
farkli adimlarinda islem igi kalite kontrol kriterleri kullanilir (Sekil 7). Bu kriterler kot
siralama sonuglari veren érnekleri tanimlamak veya olasi kontaminasyonu gostermek igin

is akisinin farkh adimlarinin dogrulanmasina olanak tanir.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (b6lim 2) 02/2017 5



DNA Kutuphane NGS Siralama

numunesi alma hazirlama calismasi analizi

DNA EEPE PCR hedef lllumina Biomedical
numune alma Kiti zenginlegtirme MiSeqDx Genomics

QC NGS Workbench ’

DNA miktar Havuzlama ve

galismast: Okuma kalitesi )
tayini saflagtirma Veri gikig! Q30 = %80,0 QC Analiz:
- v ‘ . 23,0Gb Bzgilluk
QC Numune Alma: = %380,0
- v = C T-PCR: = 700%
DNA Miktari Yéntemi: Adaptor m” Yéntemi: Minimum kapsama
Florometre baglama ’
40 ng (> 2,5 ng/l) g Florometre > 200x

QC Pozitif kontrol NA12878:

PCR Post-T-PCR miktar tayini < 20 ng/pl
amplifikasyonu Kutiphane miktar tayini > 120,0 nM
Tam hedef bolgesi, kapsam > 200x

m QC Sablonsuz kontrol:

Post-T-PCR saptanmadi
Kutiiphane Kutliphane > 1,0 nM

miktar tayini

QC Kutuphane:
Kutliphane Miktari

Normalizasyon

ve hedef Yéntemi: qPCR
havuzu > 80,0 nM

Sekil 7. Sureg ici kontrol kriterleri. T-PCR'I, kutiphane hazirlamayi ve siralama g¢alismasini
dogrulamak igin siralama is akisi araciliiyla (mavi kutular) pek ¢ok islem igi kontrol adimi
gerceklestirilir (sari baklavalar). Belli bir konumda iyi kalitede varyant cagirma saglamak igin kullanilan
son kriter elde edilen minimum kapsamadir. Ozgiilliik, hedef bélgeye hizalanmis ¢ift okumalarinin
ylzdesiyle ilgilidir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler:
Analiz

Bu prosediirde kullanilan cihazlarin Ureticinin onerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis

oldugundan emin olun.

Siralama ekipmani

® |llumina MiSegDx (lllumina, Inc.; kat. no. DX-410-1001)
® |llumina MiSeq yazilimi, sirim 2.5.0.5 veya (st

® |llumina Experiment Manager yazilimi, stiriim 1.9 veya usti

Siralama analizi i¢in yazilim

® Biomedical Genomics Workbench siirim 2.1.1, CLC bio'dan (www.clchio.com)
® CLC Genomics Server 7.0.2 , CLC bio'dan Biomedical Genomics Extension ile

® QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin
QIAGEN internet sitesinde therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit driin sayfasinin
Product Resources (Uriin Kaynaklari) sekmesinden indirilebilir.

e BRCA 1/2 CE-IVD Workflow
QIAGEN internet sitesinde therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit Grtin sayfasinin
Product Resources (Uriin Kaynaklari) sekmesinden indirilebilir.

CLC bio tarafindan énerilen sistem gereklilikleri

(www.clcbio.com/support/system-requirements)

e Windows Vista®, Windows® 7, Windows 8, Windows 10, Windows Server 2008 veya
Windows Server 2012
Mac 0S® 10.7 veya sonrasi

Linux: Red Hat® 5.0 veya sonrasi; SUSE® 10.2 veya sonrasl; Fedora® 6 veya sonrasi
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e 38 GB RAM gerekli; 16 GB RAM o&nerilir

® 1024 x 768 ekran gerekli; 1600 x 1200 ekran onerilir

e Intel® veya AMD® CPU gerekli

® Varsayilan igletim sistemi kullanici gegici dizininde en az 100 GB bos disk alani

® CLC_References dizininde (bir sunucuya bagl degilseniz) en az 90 GB bos disk alani
gerekli

Daha az disk alani mevcutsa referans veri konumu degistirilebilir. Bkz.
resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/biomedicalgenomicsworkbench
application/current/. Getting started (Bagslarken) bolimiinu genigletip Reference
data (Referans verileri) 6gesini agin ve Download and configure reference data

(Referans verilerini indir ve yapilandir) 6gesine tiklayin.

Okuma esleme icin 6zel gereklilikler

Asagidaki sayilar esleme ve analiz gorevleri galigtiran sistemler igin minimum ve Gnerilen
bellek miktarini belirtir. Onerilen gereklilikler genom boyutuna goredir.

e insan (3,2 Gb) ve fare (2,7 Gb)

® Minimum: 6 GB RAM,; onerilen: 8 GB RAM

Belirtilenden daha az bellede sahip sistemlerde eski okuma esleyici eklentisinin
kurulmasi yararl olacaktir (bkz. www.clcbio.com/clc-plugin/read-mapper-legacy-
version). Bu, standart egleyiciden daha yavastir ancak mevcut bellek miktarina gére

kendini ayarlar.
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3D Molecule Viewer icin 6zel gereklilikler

Sistem gereklilikleri

° OpenGL® 2.0"1 destekleyebilen bir ekran karti
® Gincellenmis grafik surtculeri

Ekran karti igin en son siiriciniin kurulu oldugundan liitfen emin olun.

Sistem Onerileri

e NVIDIA® veya AMD/ATI"den ayri bir ekran karti

Modern bitlinlesik ekran kartlari (Intel HD Graphics serisi gibi) da kullanilabilir ancak
bunlar genelde ayri kartlardan daha yavastir.

® Blylk yapilarla galigsmak igin 64-bit workbench stirimu onerilir

Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amach kullanim igin

Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar onligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézliik kullanin. Daha fazla bilgi igin litfen Urlin saglayicisindan edinebileceginiz,
uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bu belgeler, her bir QIAGEN Kkiti ve kit
bilesenlerine ait SDS'yi bulabilecediniz, goérintileyebilecediniz ve yazdirabileceginiz
www.giagen.com/safety adresinde ¢evrimici olarak PDF bigiminde mevcuttur.
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Genel 6nlemler

NGS testlerinin kullanimi kullanilan tim ekipmanlarin bakimi ve kalibrasyonu ve gecerli

yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygunluk dahil olmak Uzere iyi laboratuvar uygulamalari

gerektirir.

e Ornegi ve test atiklarini, yerel giivenlik prosediirlerinize uygun olarak imha edin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinde tedarik edilen reaktifler optimal olarak
seyreltilmigtir. Performans kaybi yasanabilecegi igin, reaktifleri daha fazla seyreltmeyin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitindeki tim reaktifler, yalnizca ayni kitte
verilen reaktiflerle birlikte kullaniimak Gzere gelistiriimistir. Performansi etkileyebilecegi
icin therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA kitleri arasinda higbir reaktifi birbiri yerine
kullanmayin.

e therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin ve gerekli olan ancak tedarik edilmemis
kitlerin son kullanma tarihi gegmis veya yanlis tasinmis ve saklanmis bilesenlerini
kullanmayin. Kullanmadan énce daima kontrol edin.

e inkiibasyon siirelerinin ve/veya sicakliklarin degistiriimesi hatali veya uyumsuz verilere
neden olabilir.

® Dogru ornek testi yapabilmek igin hatali 6rnek girigi, ylikleme hatasi, pipetleme hatasi
ve barkodlama hatasi gibi durumlara karsi dikkatli olunmalidir.

e Izlenebilirligi saglamak amaciyla siirekli dogru tanimlamayi garanti etmek igin
orneklerin sistematik bir sekilde kullanildigindan emin olun.

® Capraz kontaminasyonu engellemek icin ¢ok dikkat edin.

® Yanlis pozitif sinyale neden olabilecek PCR Urlni aktarma kontaminasyonunu
engellemek icin son derece dikkatli olun.

® DNA sablonlarinin bozulmasina yol agabilen DNase kontaminasyonunu engellemek
icin son derece dikkatli olun.
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® Nikleaz icermeyen laboratuvar ekipmani kullanin (6r. pipetler, pipet uglari, reaksiyon
siseleri). Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek igin tim
pipetleme adimlari i¢in yeni aerosole direngli pipet uglari kullanin.

e On-PCR ana karigimini higbir DNA matrisinin (cDNA, plazmid veya PCR Uriinleri) igeri
sokulmadigi ayriimig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.) kullanarak
hazirlayin. Kalibr ayri bir bélgede (tercihen farkli bir odada) 6zel malzemeler (pipetler,
uclar vb.) kullanarak ekleyin.

e ilave uyarllar, énlemler ve prosedirler icin lllumina MiSeqDx cihazi kullanim kilavuzuna
bagvurun. NGS platformunun gli¢ kaynagi saglamasi ve bir kez baslatildiginda

kullanicinin higbir etkilesimi olmamasini saglamasi i¢in dogru kurulmasi gereklidir.

e islem bitmeden lllumina MiSeqDx cihazini agmayin.
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Prosedur: Bolim 2

is akisina genel bakis

Is akiginin agagidaki semada anlatilan kisimlari tedarik edilmeyen kit ve reaktifleri iceren

adimlar dahil bu proseddr igin optimize edilmigtir.

& Lutfen asagidaki proseduri dikkatle okuyun ve talimatlar icin sadece
bu el kitabinda Bolim 1 ve Bolim 2'ye bakin.

DNA Kiutiphane \[€] Slrala_rr_na
ekstraksiyonu hazirlama calismasi analizi
DNA FFPE PCR hedef llumina Biomedical
numune alma kiti zenginlestirme MiSeqDx Genomics
DNA miktar Havuzlama ve
tayini  saflagtirma
Adaptor
baglama

PCR
amplifikasyonu

Kituphane
miktar tayini

Workbench

Normalizasyon

ve hedef
havuzu

Sekil 8. NGS is akigina genel bakis.
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Protokol: Veri analizi

Bu bolim yazihm kurulumunun ve siralama sirasinda olusturulan FASTQ dosyalarinin

analizinin bir agiklamasini igerir.

Veri analizi icin gerekli Grtinler ve yazilim:

® Biomedical Genomics Workbench yazilimi suriim 2.1.1 (www.clcbio.com)
® CLC Genomics Server 7.0.2, Biomedical Genomics Extension ile (www.clcbio.com)

® FASTQ dosyalari (eslestiriimis okumalar igin her érnek igin iki FASTQ dosyasi beklenir)

Siralama analizini gergeklestirmek igin 6zel test analiz is akigini uygulamak 6nemlidir.
Kullanicinin  CLC yazilim analizini “ydnetici” olmayan bir kullanici hesabindan

gergeklestirmesi beklenir.

Baglamadan 6nce yapilmasi gerekenler

e Kurulu degilse, test analizi BRCA 1/2 CE-IVD Workflow siralama analizi dncesinde
kurulmalidir. indirilebilir bir siirim QIAGEN internet sitesinde therascreen BRCA1/2
NGS FFPE gDNA Kit (iriin sayfasinin Product Resources (Uriin Kaynaklari)

sekmesinde mevcuttur.

e Kurulu degilse, QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin siralama analizi éncesinde

kurulmalidir.

Analiz is akisinin kurulumu
Analiz is akisi kurulumu igin iki secenek mevcuttur:

e Yerel kurulum (“Is akisi: yerel kurulum islemi’ni uygulayin)
e CLC Genomics Server'a kurulum (“Is akisi: yerel kurulum islemi’ni atlayip “Is akisi:

sunucu kurulumu islemi’ni uygulayin)

Test analizi BRCA 1/2 CE-IVD Workflow zaten kuruluysa, “Is akisi: yerel kurulum islemi” ve

“Is akisi: sunucu kurulumu islemi’ni atlayin.
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is akisi: yerel kurulum islemi

Bu kurulum iglemi test analizi BRCA 1/2 CE-IVD Workflow'u Biomedical Genomics

Workbench yaziliminin kurulu oldugu yerel bilgisayariniza kuracaktir.

Prosedir

1. Biomedical Genomics Workbench yazilimini baglatin.

2. Workflows (is Akislarl) dgesine, ardindan da Manage Workflows (is Akislarini Yénet)

6gesine tiklayin.
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3. Install from File (Dosyadan Kur) 6gesine tiklayin.

[ ] Manage Workflows ®

wr %

Custom Warkflows Rendy-to-Lige woriflows

41 | Duscription

Look |n |9 BRCA 1-2 CE-ND Workfow installer - @ |5 'EE]SZ

[ erca 1-2 cE-WD Workhow instaiter cpw

Ho W
I Pease cliok

Flie Hame: BRCA 1-2 CE-IVD Werkflow installer.cow

Files of Type: |Workfiow | cpwh -

| nstall Cancel

Heip | | install from File Close

4. s akisi dosyasini segin: BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw. Install (Kur)
6gesine tiklayin.

5. Bir klasor olusturup segin ve ardindan OK (Tamam) 6gesine tiklayin.

™ Lacation for bundled referance data »

Save in folder

(9]

e Falder Updase 4

Save in Tolder

o4 €LC_Data
7 il CLL
= 5] Home Made Reterences
o= £ HyoridWe
&= uclana
#-t3 Emrmanuel
e £ BRCAND
& 1] trainng
& L0 Plugin_data
o= guinaums
&= Sophle
£ Qlivier
"

Beference data_valldation_ workfiow_ 14032016
= Pernelle

- £ Esther

o Wirginle

Q- [center search termas
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6. Close (Kapat) 6gesine tiklayin.

B Manage Workflows x

%

Cuattom Warkflows Renidy-to-Lze workfiows

S BRCALZ-CEIVD_RC 1 ~] [ Deseription
Workflow id. HakioDx. BRCAL2-CEND.RCL
Emmanucl Prestut - cmmasms] | prestat@haliods com
HalioDx
01

Configure. Rename Uningia

Heip anstail from File Close

is akisi: sunucu kurulumu islemi

Bu kurulum islemi test analizi BRCA 1/2 CE-IVD Workflow'u CLC Genomics Server
(Biomedical etkinlestirilmis) Gzerine kuracaktir. Asagidaki prosedurde “serverlP"yi sunucu
IP adresi igin kullaniyoruz ve CLC Genomics Server baglanti noktasinin “7777” oldugunu
(varsayilan) varsayiyoruz.

Prosedur

1. Birinternet tarayici kullanarak http://serverlP:7777/ adresine baglanin.
“serverlP”yi sunucunun IP adresiyle degistirin veya internet tarayici dogrudan sunucu
Uzerinden c¢alistiriimigsa “localhost” kullanin.

2. CLC yonetici kimlik bilgilerini girin (varsayilan olarak kullanici adi “root” ve parola
“default” seklindedir).
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3. Admin (Yonetici) sekmesine tiklayin.

© CLC Genomics Serve... x

&

localhost:

=] SequenceText < Exportdatn [ Import data

® LBECLC_References

4. Workflows (is Akislari) 6gesini acip Install Workflow (is Akisini Kur) 6gesine tiklayin.

a8 18 =

Install workflow install file

Choose a workflow install file that will be imported and installed on the server.
If this is a replacement of an already installed Workflow, the workflow to be replaced has to be uninstalled first,

| Browse... | BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw

| Cancel || Install Workflow |

5. Is akisi dosyasi BRCA 1-2 CE-IVD Workflow Installer.cpw'yi secip Install Workflow
(Is Akisini Kur) égesine tiklayin.

Not: BRCA 1/2 CE-IVD Workflow kurulumu tamamlandiginda MiSeq cihazindan FASTQ

dosyalarini ice aktarmadan 6nce Biomedical Genomics Workbench yazilimi yeniden

baglatiimalidir.
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Analiz eklentisinin kurulumu
Analiz eklentisinin kurulumu igin iki segcenek mevcuttur:

® Yerel kurulum (“Eklenti: yerel kurulum iglemi’ni uygulayin)

® CLC Genomics Server'a kurulum (“Eklenti: yerel kurulum iglemi’ni atlayip “Eklenti:

sunucu kurulumu islemi’ni uygulayin)

Test analizi eklentisi zaten kuruluysa, “Eklenti: yerel kurulum iglemi” ve “Eklenti: sunucu

kurulumu islemi’ni atlayin.

Eklenti: yerel kurulum iglemi

Bu kurulum islemi QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin'i CLC Biomedical Genomics
Workbench'in kurulu oldugu yerel bilgisayariniza kuracaktir.

Prosedur

1. Biomedical Genomics Workbench yazilimini baglatin.

2. Plugins (Eklentiler) égesine tiklayip ardindan Download Plugins (Eklentileri indir)

6gesini segin.

Manage Plugins and Resources

@ QIAGEN GeneRead Panel Analysis

The GIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin is 3 reaty - 1o- use
workflow that Lan identify and annotate variants in Tageted
Amplicon Sequencing data generated with GeneRead DNAseq
Gone Pansls. The Gensitead DAASRR Gene Panels can sither Be
standard panels facused on 3 specific set of genes o1 can be
customized Lo include genes tallored 1o specific iesearth
interests,

i o 20-12;
The GLAGIN Geneltead panel asalysis plugin
Size 4.2 MY [

Dawmload and Instal

Helg Praxy Seilngs Check for Updates Irsstasll freen File Clese
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3. QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugin'i segip ardindan Download and Install

(Indir ve Kur) 6gesine tiklayin.

Eklenti: sunucu kurulumu iglemi

Bu kurulum islemi QIAGEN GeneRead Panel Analysis Plugini CLC Genomics Server
(Biomedical etkinlestiriimis) Uzerine kuracaktir. Asagidaki prosedirde “serverlP”yi
sunucu IP adresi icin kullaniyoruz ve CLC Genomics Server baglanti noktasinin “7777”

oldugunu (varsayilan) varsayiyoruz.

Prosedur

1. Birinternet tarayici kullanarak http://serverlP:7777/ adresine baglanin.
“serverlP”yi sunucunun IP adresiyle degistirin veya internet tarayici dogrudan sunucu

Uizerinden galistiriimissa “localhost” kullanin.

2. CLC yonetici kimlik bilgilerini girin (varsayilan olarak kullanici adi “root” ve parola
“default” seklindedir).

3. Admin (Yonetici) sekmesine tiklayin.

© CLC Genomics Serve... x | 4k

localhost:

GxS (LC Genomics Server - CLC server

Version 7.0.2 - Biomedical enabled

® ERcic [ History <] Sequence Text 5 Exportdata % import data 73 Admin
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5. Install new plugin (Yeni eklenti kur) paneline gidip Browse... (G6z at...) 6gesinden

dosya konumunu segin.

Install new plugin
Browse
Install plugin

Plugin settings
Edit Plugin settings... |

GeneRead Panel Analysis Server Plugin'in indirilebilir sirimiini (QIAGEN internet
sitesinde therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit Grlin sayfasinin Product

Resources (Uriin Kaynaklarl) sekmesinde bulunur) kurun.

MiSeq cihazindan lllumina FASTQ dosyalarini disa aktarma

MiSeq bilgisayarinda depolanan FASTQ dosyalarina Biomedical Genomics Workbench
yazilimindan ulasilabilmesi icin bunlarin MiSeq cihazindan sectiginiz hedefe (harici sirtci

veya sunucu) aktarilmasi gerekir.

Not: FASTQ dosyalari asagidaki siralama ¢alismasi klasériindedir:
MiSegAnalysis\RunID\Data\lntensities\BaseCalls.

Ardisik calismalar arasinda karisiklik olmasini engellemek ve yeterli disk alanini korumak
icin sonuglar dosyasinin NGS platformunda uzun dénem depolanmamasini dneririz.
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lllumina FASTQ dosyalarini ice aktarma

Ornek basina iki lllumina FASTQ dosyasi bulunur.

Prosedir

1. Biomedical Genomics Workbench yazilimini agin.

2. Import (ice Aktar) 6gesine tiklayip meniide lllumina'yi secin.

File Edit Yiew Toolbox Workspace Help

ERERE =
Show  Hew Import Export t Faste

Mawvipation &rea | (&, Standard Import.., tri-|

b O &8 Tracks...

£ CLC.Data | 2 sau/BAM Mapping Files..

% g cLC
& |3 Home N
& F1 Hybriay g2 Roche 454
& [ Lucianal e iiumina. .

—J Emmani w2 souD E

Fa BRCAIVE

= training &2 Sanger. .

5 Plugin._¢ 4 lon Torrent...

£ guillaume

=2 Sophie

1 Olivier

£ Aude

- .

=% Import Primer Pairs, ..

YT YYYTYTYY

3. Uygun secenegi isaretleyerek nerede cgalistirilacagini segin.
e BRCA 1/2 CE-IVD Workflow yerel olarak kurulduysa (yani, “is Akisi: yerel kurulum
islemi” kullanilarak kurulduysa) Workbench (Is istasyonu) égesini segin.
e BRCA 1/2 CE-IVD Workflow sunucu seviyesinde kurulduysa (yani, “Is Akisi: sunucu

kurulumu islemi” kullanilarak kurulduysa) CLC Server (CLC Sunucusu) 6gesini
segcin.
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Hllumina High-Throughput Sequencing Import

| se1 parameters
1. Choose where to run

& |Workbench
® CLC Server

The server Is not configured with any grid presets.

L] Remembear setting and skip this stap

=] oo | [ Vi | oXama ]

4. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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5. Onceki adimda CLC Server (CLC Sunucusu) 6gesi segildiyse asagidaki pencere

acllacaktir.

Illumina High-Throughput Sequencing Import

Set parameters
1. Choose where to run

2. Choose impart files
location

Where are your files [ocated?
® On my local disk or a place | have access to
() On the server or a place that the server has access (o

‘ ? I % . . € Previous | > Newt | " Finist i X Cancel

6. On my local disk or a place | have access to (Yerel surlicimde veya erisimim olan
bir yerde) 6gesini secip Next (ileri) égesine tiklayin.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (b6ltim 2) 02/2017

23



7. Analiz edilecek tim FASTQ dosyalarini asagida MiSeq dosyasi igindeki dizinden segin:
Analysis/Data/Intensities/BaseCalls.

Bx

1

2.

3

Illumina High-Throughput Sequencing Import x

Set parameters
Choose where to run

o0 | O—
Choose import files Look In: | BaseCalls ‘v o) o—

location D ‘mal
3425
r Cdmm
Import files and options
013425 uap-ncs-02
[} 3230 3 Miseganalysis
[} 2930 [ 150420_M70205_0009_000000000-ACSVD
3 Data
T Intensities
(] BaseCalls i
'S
File [ame:
Files of Type: |lllumina files (.txt/ fastg/ .fq/ .gseq) |v‘
General options Flease select afile

Paired reads

Paired read information
[ Discard read names

® Paired-end (forward-reverse) ) Mate-pair (reverse-forward)
[ Discard quality scores

Minirmurm distance |40 Maximum distance [400
lllumina options
REemove failed reads Quality scores |MCBI/Sanger or lllumina Pipeline 1.8 and later |v‘

[]Wiseq de-multiplexing
O

8. Asagidaki ayarlar segin:

Paired reads (Eslestiriimis okumalar) 6gesini isaretleyin
Paired-end (forward-reverse) (Eslestirilmis ug (ileri-geri)) 6gesini secin

Minimum distance (Minimum mesafe) alanina 40 ve Maximum distance
(Maksimum mesafe) alanina 400 yazin

Remove failed reads (Basarisiz okumalari ¢ikar) 6gesini isaretleyin

9. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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10. Asagidaki pencere agilacaktir. Save (Kaydet) segimini yapin ve Next (Sonraki)

digmesine tiklayin.

Illumina High-Throughput Sequencing Import

Result handling
1. Choose where to run

2. Choose import files
Incation

3. Import files and options

4. Result handling

Result handling
() Dpen
@ Save [ |Ino separate folders

Log handling
[] open log

‘ € Previous H = Next || ' Finish H X Cancel |

11. Eslestiriimis FASTQ dosyalarini saklamak igin bir klasor olusturun ve Finish (Bitir)

6gesine tiklayin.
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Siralama analizi

“Is akisi: yerel kurulum iglemi” veya “isakisi: sunucu kurulumu iglemi” kullanilarak
kurulmus BRCA 1/2 CE-IVD Workflow test analizli FASTQ dosyalarini isleyin. Eslestiriimis
FASTQ analizi i¢in asagida aciklanmis adim adim prosediru uygulayin.

Prosedir

1. Toolbox (Arag kutusu) sekmesini segip is akisi adina cift tiklayin.

File Edit View Toolbox Workspace Help

ESERE = [
Show MNew Save Impart Export Graphics FPrint Undo Reds Cut  Copy Paste Delete
MNavigation Area

b B O

-

o« g CLC

o [ CLC_References

o g CLC_References

Q- [<ener search term>

Toolbox

o [ Ingenuity Variant Analysis
o % Cloning and Restriction Sites
o [ Sanger Sequencing

o [agk Epigenomics Analysis

s
B BRCA
T BRCAL2-CEIVD_20150709_01
BRI Bz 3

B} BRCA12-CENVD_20151120_01
85 BRCA12-CENVD_20151124_01

B BRCALZ-CEVD_20151124_02
B BRCALZ-CENVD_20160202_01
B BRCALZ-CEVD_A

B BRCAIZ-CENVD_RC1

B;'b BRCA12-CENVD_multiplicom
B BRCALZ-CENVD_noTrimmed_20150917_01
B BRCALZ-CEVD_released

85 BRCA_BM

B BRCA_IVD_PAMEL

% BRCA_additionalaC

B BRCA plugin_1_8

B MarseilleBRCA-CE-IVD

B;'L Flugin 1.8 Locked

ses Favorites

Proce
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Asagidaki pencere acllir.

i Hllumina High-Throughput Sequencing Import x

S&1 parameters
1. Choose where to run

& [Workbench
® CLC Server

The server Is nat configured with any grid pressts.

[ Remember setting and skip this step

| ? | ! s | < et  Eini X cancel

2. Gegerli segenegi isaretleyin:
e BRCA 1/2 CE-IVD Workflow yerel olarak kuruluysa Workbench (is istasyonu)
6gesini segin.
® BRCA 1/2 CE-IVD Workflow sunucu seviyesinde kuruluysa CLC Server (CLC
Sunucusu) 6gesini segin.

3. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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RCA12-CEIVD_20150709_01

Select sequencing reads
Mavigation Area Selected elements (1)
2. Selert sequencing reads | [e G2 CLC_Data - 5 150122_M70103_00B0_00000000. . |
7 @ CLC
% [ Home_Macde_References
-

1. Choose where 10 run

1 HybridWr =

&3 Luciana

= Emmanuel

o £ Luciana workfow

% = BRCA
&

ot 00
iE 4105_51_L001_R1_001 (paired)
1 4272.53_L001_R1.001 (paired)
iE 4276.54_L001_R1_001 (paired)
15 4279.55_LO01_R1_001 (paired)
i 42B0_56.L001_R1_001 (paired)
{= 4281.57_L0O01_R1_001 (paired)
iE 4283_5B_L001_R1_001 (paired)
4287.59_L001_R1_001 (paired)
42BB.510_L001_R1.001 (paired)
NTC-manip27_512_L001_R1_001 (paired)
iE Undetermined_SO_LO01_R1.001 (paired)
o3 150122 _M70102_00E1_000000000-AB084
af Il 1]
Q' <enter search term= |

? | | € Previous || & Mext H ' Einish | X Cancel

4. FASTQ dosyalarini iceren klaséri segip Batch (Parti) 6gesini isaretleyin ve klasoru
secmek icim mavi oka |_ﬂ tiklayin.

5. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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6. Units (Birimler) panelinde 13 bilesenin segili oldugunu gérsel olarak onaylayin. Next
(Sonraki) 6gesine tiklayin.

BRCA12-CEIVD_20150709_01

| Batch overview
| Units Contents
2. Select sequencing reads | 3466_52 L001_R1 001 (paired) |
3564_511_L0O01_R1_001 (paired)
4105_51_L0O01_R1_001 {paired)

4272 53 L001_R1_001 (paired)
4276_54_L001_R1_001 (paired)
4279_55_L001_R1_001 (paired)
42B0_56_LO01_R1_001 (paired)
4281.57_L0O01_R1.001 (paired)
4283_58_L001_R1_001 (paired)
4287_59_L0O01_R1.001 (paired)
42BB.510_L001_R1_001 (paired)
NTC-manip27 512 _L001_R1.001 (paired)
Undetermined_SO_LO0O1_R1_001 (paired)

1. Choose where to run

3. Baxch overview

| Onty use elements containing: | |
| Exclude slements containing: | |

efl:s in total

[ i [[Eomio || e [[ Ensh ][ Xcance |

Not: BRCA 1/2 CE-IVD Workflow ilk kez kullanildidinda referans verilerini
CLC_References klasoriinden se¢gmelisiniz.

Biomedical Genomics Workbench'i ilk kez actiginizda referans verilerinin yerel veya
sunucu CLC_References havuzuna indirilebilecegini belirten bir mesaj beliren iletisim

kutusunda gorinur.
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[ New References Available for local download !_ 2 ‘

New or missing versions of the reference data
used in the cancer tools are available for
download to the local CLC_References.

7
Do you want to open Data Management now?

Click below to dismiss this dialog for local
references until new versions are available.

[ Never show this dialog again

(e e

Yes (Evet) 6gesini tiklatin. Bu sizi Manage Reference Data (Referans Verilerini Yonet)

sihirbazina gétirecektir.

Bu sihirbaza ayrica Biomedical Genomics Workbench'in sag Ust kdsesinde Data

Management (Veri Yonetimi) 6gesine tiklayarak erisilebilir.

.D.. m

7 Sl g [&

Workspace Plugins |Data Mansgement | Woridlows

Referans verilerini yiklemek icin Data Management (Veri Yénetimi) 6gesine tiklayin
ve asagidaki referans veritabanlarini indirin: 1000 Genomes Project, CDS, ClinVar,
Conservation Scores PhastCons, Cosmic, dbSNP, dbSNP Common, Genes, HapMap,
mRNA, Sequence, Target Primers, Target Regions.
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Manage Reference Data

The Reference Manager downloads references from the CLC bio reference library to your local disk or server, and lets you configure
the workflows using reference data with these downloads.

13 issues: 0 unconfigured, 0 inconsistent and 13 ready for update Download All

@ 1000 Cenomes Project: Mew version available (local)
Versions available from CLC bio: phase_1 (1377 MB) m Download
Workflow configuration... »

@ CDS: New version available (local)
Versions available from CLC bio: ensembl_v74 (12 MB) Iil Download

Workflow configuration... »
@ ClinVar: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 20131203 (3 MB) |I| Download

Workflow configuration... »

@ Conservation Scores PhastCons: New version available (local)
Versions available from CLC bio: hgl9 (3318 ME) |I| Download
Workflow configuration... ¥

@ COSMIC: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 70 (59 MB) El Download

Workflow configuration...
) dbsiF: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 138 (4197 MB) m Download

Workflow configuration... »

@ dbSNP Common: New version available (local)
Versions available from CLC bio: 138 (1210 ME) Iﬂ Download

U

Daha fazla bilgi icin bkz. Biomedical Genomics Workbench Uygulama Kilavuzu,
Bolum 4.1 “Referans verileri”.

Asagida verilen 7. ila 22. adimlari gergeklestirmek icin CLC_References iginden
referans verilerini segin.

Ornegin 7. adimda CDS igin akisi girdisi agsagidaki dizinden segilmelidir:
CLC_References/homo_sapiens/cds/ensemble_V74/Homo_sapiens_ensembl_v7
4 _CDS

Not: ilk kullanimdan sonra, asagidaki 16 adim (7—22) sadece ekranin altindaki Next

(lleri) 6gesini tiklayarak ekranlari gegmeyi gerektirir.

BRCA12-CEIVD A

[

Workiiow inpur 4§ Home_sapians_sersembl_v74_C05 ]
5 dalk

7. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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BRCA12-CEIVD A

cakfiow Inpil 972 Homo_Sapians_ensembl v74_Genas

Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

- BRCA12-CEIVD_A »

Wackfaw Inpun ¥4, Clmar_2013 1203

10. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

= BRCA12-CEIVD A »

1 Choose where 16 e,

e Workflow Inpun- 34 Home_sapesns ensembl, 74, mflks e

2. Select sequencing

4 CO5

7. dbinp

& mfna

11. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

5 BRCA12-CEIVD A ®

kel

Workdiow Input M Cosmic_v7i

9. Comemi

12. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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BRCAL12-CEIVD_A

1000 Genomas pops

ion
L Chesse where 1o nun
1000 Ganomes #t 100CCINCHES phise. 1 IUR, 1000CENONIS, phase, 1 AMR, 1000CENONIS, phase, 1 AFR o
2, Sebect sequencing data

2. Baten cverdw

B mRna
9, Cosmic

10, 1000 Genomes paputacan

13. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

- BRCA12-CEIVD A *
7 244 Information fram Ovarlaoping Genes

Cene track  F Homo_rapiens_snsembl_ o

&

PRFA track E Memo, saDiens_snien

3 Eateh overdew
4. Cos

S Cenes

. Cinvar
7 dbinp
£ mina

ensmes population

renatien fram
fing Ganas

Chaose where 1o nun

2 salerr saquencing daa

riaw

5. Genes
& Clinvar
7. dbinp
2, mPna
3. Cosmic
10 0 Genomas pepulation

I Asd Infarmatian fram
Overapping Cenes

12 Acd Exan Number

15. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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Tation abe
Conngurabls Paramat

£hasse where 1o rin

2. elent sequencng data €05 wack B2 Homo_sap
3. Bakch pveraew EHA track 3 Homs_sapsns o
‘
*  Locked Semngs
5. Cenes
& Cimwar
7. desnp
& mbna
9. Cosme
10. 1000 Censmes population

16. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

BRCA12-CEIVD A

infermation from COSMIC
anle Farameters

12, add Exon Murmber

1% il Informarion abou
2 Enanges

14, 2ad imormation frem
COBMIC {5}

17. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

BRCA12-CEIVI
)

Ada Information from
Configurable Parameters

invar

Choose where 10 run

g data Clinvar track M, Clinvar 20131203

»  Locked Settings

5. Genes
6. Clinvar
dbsnp
8 mRna

Cosmic

10. 1000 Genomes population

11, Add Informatian from
Overlapping Cenes

12. Add Exon Number

12, Add Information about
Amino Adid Changes

14, Add Information from
COSMIC (6)

#dd information from
Clinvar @3
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18. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

BRCA12-CEIVD_
Add Infermation from Common dBSNF (3)
Configurable Paramaters

Choose where 1o run

Select sequencing data Common dRSNP track M3, dbsnp.common.vi3E

Batch overview
b Locked Seftings
4. €DS

5. Genes

@

clinvar

dbsnp

»

mRna

9. Cosmic

0. 1000 Genemes population

o

Add Information from
Overlapping Genes

2. Add Exon Mumber

Add Information about
Amino Acid Changes

iy

Add Information from
COSMIC (5)

#dd inrermation from
Ciinvar (2

]

6. Addl Information from
Comman dbsHP 3)

19. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

1

= BRY

A0 [0
le Farametsrs

1 Choase where s run

2 Select sequencing data Kt

Arants track W DOGENCMES_ohase_ 1 EUR. 100

3

b Locked Semings
4 o8
5 Genes

& Cliar
dbing

£ mitna

» Cosmic

10, 1000 Ganomes pepulation

11 Add Informat
Crvertapy

17, Add Exon Mambsr

At Infarmarian

16, e Infarmation fram
NF (3

Cammian

fatin from
omes Froject (4)

20. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

CENOMES_phase_1 MR, I

{OMES_phase_1 &R g5
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BRCA12-CEIVI

Aad Information from Haphap (

hoose whers 10 run
LR CHGONR wikiE o Pl Configurable Parameters
2. Select sequencing daia Known variants track W, Selecied 12 elements e

3. Batch overew
»  Locked Setfings
4. DS

Genes

Clinvar

dbsnp

8. mRna
9. Cosmic
10. 1000 Genomes popuiation

11 Add Information from
Overlapping Genes

12. Add Exon Number

12. Add Information about
Amino Acid Changes

14. Add Information from
COSMIC (6)

15. Add Information from
clinvar(2)

15. Add Informatien from
Common dESHP @)

17,4 fitormation from
1000 Gerigmes Project (4)

18 Add information from
Hapliap 5)

21. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

Al Congarval

1 Choose where to
Farametar 1rack ks PRASIZons conservition, scores hg 19 "l
Seiect sequencing dasa

3 Barch pveriew

19, Add Conserasien Sceres

22. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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- BRCAL2-CEIVD A £

Result handing

Fesu handing

Log handiing
Open fag

23. Save (Kaydet) se¢imini yapin ve ardindan Finish (Bitti) 6gesine tiklayin. Siralama

analizi baglayacaktir.

Siralama analizi tamamlandiktan sonra ve varyant analizine ilerlemeden dnce:

® Pozitif kontrolde amplikon bagina minimum okuma sayisinin > 200x oldugunu

dogrulayin.
Bu, BRCA1/BRCA2 amplikonlari boyunca yeterli homojenlik bulundugunu gosterir.

e Orneklerde amplikon basina minimum okuma sayisinin > 200x oldugunu kontrol edin.

ONEMLI: Nihai analiz icin sadece kapsamasi > 200 okuma olan hedeflerin kullanilmasini
oneririz. Amplikon basina elde edilen minimum kapsama “Locally realigned trimmed reads
read mapping (coverage) region statistics” (Lokal olarak yeniden hizalanmis kirpiimis
okumalarin okuma eslemesi (kapsama) bolge istatistigi) raporunda bulunabilir.

Okuma 6zgulligu hedef bolge ile hizalanmis okumalarin ylzdesini belirler. Siralama
6zgUlliguni hesaplamak ve yeterli oldugunu saglamak igin “Mapping summary report”u
(Esleme Ozet raporu) (bkz. Tablo7) acip, toplam okuma sayisini bulup ardindan
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“Coverage summary report’u (Kapsama o6zet raporu) agin. Hedef bdlgeye hizalanmig
okumalar igin veriler “Kapsama 6zet raporu’nun “Hedef bolgelere genel bakis” kisminda
(bkz. Tablo 8) gdsteriimektedir. Bu 6rnek icin okuma 6zgullugl %92'dir. > %80 okuma

6zgulligu oneririz.

Tablo 7. Esleme 6zet raporu

Ozet istatistigi
Okumalarin Bazlarin
Say!i yuzdesi Ortalama uzunluk  Baz sayisi yuzdesi
Referanslar 25 - 123.827.759,24 3.095.693.981 -
Eslenmis okumalar  3.012.232 %98,91 143,92 433.521.188 %99,16
Eslenmemis 33.274 %1,09 110,32 3.670.839 %0,84
okumalar
Esli okumalar 2.962.962 %297,29 148,38 426.681.289 %97,60
Kirik esli okumalar  49.270 %1,62 138,82 6.839.899 %1,56
I Toplam okuma 3.045.506 I %100 143,55 437.192.027 %100
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Tablo 8. Hedeflenmis bolgelere genel bakis

Hedef bélgede

Toplam toplam
Hedeflenmis eslenmis eslenmis .
Eslenmis bélgede ) okuma, okuma, Ozgullak (%),
toplam eslenmisg Ozgullik  yoksayilanlar yoksayilanlar yoksayilanlar
Referans okuma okumalar (%) hari¢ hari¢ hari¢
1 0 0 - 0 0 -
2 0 0 - 0 0 —
3 0 0 - 0 0 -
4 0 0 - 0 0 =
5 0 0 - 0 0 -
6 0 0 - 0 0 -
7 0 0 - 0 0 -
8 0 0 - 0 0 -
9 0 0 - 0 0 -
10 0 0 - 0 0 -
11 0 0 - 0 0 -
12 0 0 - 0 0 -
13 1.606.916 1.606.916 100,0 1.606.916 1.606.916 100,0
14 0 0 - 0 0 -
15 0 0 - 0 0 -
16 0 0 - 0 0 -
17 1.200.127 1.200.127 100,0 1.200.127 1.200.127 100,0
18 0 0 - 0 0 -
19 0 0 - 0 0 -
20 0 0 - 0 0 -
21 0 0 - 0 0 -
22 0 0 - 0 0 -
0 0 - 0 0 -
0 0 - 0 0 -
MT 0 0 - 0 0 -
Toplam 2.807.043 2.807.043 100,0 2.807.043 2.807.043 100,0
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Kalite kontrol kriterleri

o NA12878 pozitif kontrolde amplikon bagina minimum kapsama 200x olmalidir.

Siralama galigsmasinin dogrulanmasini ve siralama hizalamasi saglamak igin
amplikonlar arasinda yeterli okuma derinligi kapsamasi bulunur.

e Orneklerde amplikon basina minimum kapsama 200x olmalidir.
Bu, kapsamanin homojenligini ve érneklerin kalitesini saglar.

® Primerlerin 6zgilliguni saglamak igin okumalarin > %80'i NA12878 pozitif kontrolde

hedef bolgeye hizalanmistir.

® Primerlerin 6zgilliguniu saglamak igin okumalarin > %80'i érneklerde hedef bdlgeye

hizalanmistir.

Bu kalite kontrol kriterleri saglanmazsa, bkz. “Sorun Giderme Kilavuzu”, sayfa 44.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Her 6rnek igin Varyant Cagirma Formati (VCF dosyasi) icindeki dosyayi agagida anlatildigi
sekilde disa aktarin ve varyantlarin klinik Gnemini tanimlamak igin istediginiz BRCA1/BRCA2
varyant veritabanina gonderin. Klinik patolojik etkisi olan varyantlarin tanimlanmis yanlis
pozitif varyantlar listesinde mevcut olup olmadigini kontrol edin (bkz. “Yanlis pozitif

varyantlar”, sayfa 59 ve Tablo 16, sayfa 64).

Bir varyantin bulundugu siralama tipine dikkat edin:

e intronik siralama

® Eksonik siralama

e Komgu/yan (hedef bolgenin dncesi ve sonrasinda 20 nt)
e Homopolimer

® Nikleotid germe bdlgesi

Not: Homopolimerler (> 6 niikleotid) ve niikleotid germe bdlgeleri (di- veya tri-nikloetid
tekrarlar) yanlis pozitif kaynaklaridir. Karsilik gelen varyantlar dikkatli degerlendirilmelidir.
Alternatif bir siralama yontemi kullanarak (Or. Sanger siralamasi) onaylayici bir deney

yapilmasini dneririz.

Not: Varyantlarin yorumlanmasi bir klinik genetikgi tarafindan yapilmalidir.
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VCF dosyasini digsa aktarma

1.

5.

Navigation Area (Navigasyon Alani) paneli icindeki “Annotated Variants”
(Ek Agiklamali Varyantlar) dosyasini secin (1).

Arag¢ cubugunda Export (Disa Aktar) digmesine tiklayin (2).

Select export format (Disa aktarma formatini se¢) penceresinde, VCF 6gesini

segin (3) ve Select (Seg) 6gesine tiklayin.
I Slomedical Genomics Workbench 21,1 - Evaluation
Eile Edin Yiew Toolbox jorkspace Help

O D

EQESEN- |~

Show T import| Crpert Ca Copy Fam Os
Navigation Area i

O T w
| &2 151130.M70103_0010 -

3 160108, M70103 0014, 000000000-AKHAL

*

-
= (2] Runl4 dev workllow
. De . Extension [Supgoned
B3 160108 M70103 OGO AHAD VK101 3 sam: scripnia nsion Supgoried for
(3 160114_M70206 000000000- ALNES VCF Export variant tracks to Variant Call Forman  [vef] Yes
t 0000000-ALND_
10.L001_R1_001 (Bairec) Tip Expart files and foldar structurs in €LC far . |zip] Vs
3.L001_R1_001 pared) o y pucy o !
g sy Expart annotations on saquences in G5V fo_ fcsd o
:0“-”-‘3'“ fpairac) Aneiotation Excal 20... Export annstaiioris on Sequances in Excel T... (s "
Ex i) Ne
£1.001 (paired)
Exs n sequence ] Ho

L601.P1.001 (paac)
L001_R1_G0L ipaired)
T RS Lt e . Exper magped reads in AN format jbam] Mo

1LR1_00L paired) trimmed (paired) magp) =
1.R1.00L (paired) trimmed (paired) Fead
1.R1.001 (paired) trimmed paired) (Read - r

2l el

1.R1.001 (Baired) tmmed paired) Read kb o) | St
001.1.001 (paired) tnmmed (paired) (Read
il B (A Idanndy rariann in whoin exome do
" Q0625 -Bc 10 510_L0OO1_R1_001 (paired) Annotated Variants I
S TR ETORT VI

Dato anclysis

Bir CLC Sunucusunda oturum actiysaniz disa aktarma isini Workbench ile mi yoksa
CLC Sunucusu ile mi yapmak istediginiz sorulacaktir. Workbench veya CLC Server

(CLC Sunucusu) 6gesini segin.

(71 Workbench

Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.
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6. Disa aktarilacak verinin se¢imini onaylayin. Export VCF (VCF Diga Aktar) iletisim
kutusu agilir.

[ XRNs) EXpoct VCF

Sel parameters

1. Select Variants

2. Set parameters

Reference sequence track
ST TN PO

Exclude chromosomes from enforced diploid export (Nothing selected)

Basic export parameters
Use compression | None

File name
Output file name 0287 _521_L0OL_R1_001 (paired) Annotated Variants.wef

Custom file name (1421

% Previous Cancel

Not: ik kullanimda Reference sequence track (Referans siralama izi) agagidaki
dizinden secilmelidir:

CLC_References/homo_sapiens/sequence/hgl9/Homo_sapiens_sequence_hg19.

7. Next (Sonraki) 6gesine tiklayin.

- NaN:]

Export VCF
1. Choose where to run 0l
2. Select Varlants I Macintosh HEL
3. Set parameters ¥ DEVICES 14 Applications
E Mucemtosh HO | JLEELY
4. Select output folder PLACES % Network
Ll System
| user Information
() users
_ New foider |
| 7] (&) Previous Next | mnish | Cancel

8. Disa aktarma klasoriini segip Finish (Bitir) 6gesine tiklayin.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit kullanarak
BRCA1/2 mutasyon durumu deg@erlendirmesinde ortaya gikabilecek her tiir problemi
cdzmeye yardimei olabilir. iletisim bilgileri igin arka kapaga bakin veya www.giagen.com

adresini ziyaret edin.

Diger kitler hakkinda sorun giderme bilgileri i¢in lttfen ilgili kit el kitaplarina bakin.

llumina MiSegDx cihazi ile Biomedical Genomics Workbench ve BRCA 1/2 CE-IVD
Workflow dahil ilgili yazilimlar hakkinda sorun giderme bilgileri igin IGtfen ilgili kullanim

kilavuzlarina ve el kitaplarina bakin.

Yorum ve Oneriler

Hedef DNA'da diisiik verim

a) gDNA konsantrasyonunu FFPE baglangi¢ materyalinden gDNA miktar tayini
kontrol edin icin bir florometre kullanilmasini dneririz.

Asagi yonde deneylerde yeterli 6rnek miktarini
garanti etmek icin gDNA konsantrasyonu > 2,5 ng/ul
olmalidir. Kit, her hedef PCR reaksiyonu igin (toplam
40 ng) 10 ng gDNA i¢in optimize edilmistir.

b) Hedef PCR (T-PCR) NA12878 pozitif kontroliin konsantrasyonu
havuzlama ve saflastirma 20 ng/pl'den az ise T-PCR sirasinda veya 6rnek
isleminin ardindan elde havuzlama ve saflastirma adimi sirasinda bir hata
edilen pozitif kontrol olugabilir.
konsantrasyonunu

Tum ornekler icin T-PCR adimini tekrarlayin.
kontrol edin
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Yorum ve Oneriler

c) T-PCR havuzlama ve 4 ng/ul kalite kontrol kriteri altindaki érnek
saflastirma isleminin konsantrasyonu bozulmus DNA'ya isaret edebilir.
ardindan orneklerin

Basarisiz olan 6rnekten DNA numunesi almayi
konsantrasyonunu

tekrarlayin.
kontrol edin
Dusiik kiituphane verimleri
a) T-PCR verimlerini T-PCR sonrasinda ve kiitiphane hazirlamaya
kontrol edin ilerlemeden 6nce pozitif kontrollerin ve drneklerin

konsantrasyonlari sirasiyla > 20 ng/ul ve > 4 ng/ul
olmalidir.

® Pozitif kontroliin konsantrasyonu disiikse, tim
ornekler icin T-PCR adimini tekrarlayin.

® Bir 6rnegin konsantrasyonu ¢ok disikse, érnek
DNA'nin numune alma iglemini tekrarlayin.

b) Kditiphane hazirlama Saflastiriimis ve boyutu segilmis kiitiphanelerin
ve boyut secim adimlari miktar tayinini lllumina uyumlu bir gPCR kitiphane
sonrasinda pozitif miktar tayini kitiyle yapin. Kalite kontrol kriterleri
kontroliin karsilanmazsa kituiphane miktar tayinini tekrarlayin.
konsantrasyonunu

_ NA12878 pozitif kontroliin konsantrasyonu
kontrol edin 120 nM'den azsa, kitliphane hazirlama, boyut
secimi, PCR amplifikasyonu veya PCR saflastirma

adimlari sirasinda bir hata olusmus olabilir.

Tum Ornekler igin kitiphane olusturmaya gDNA'dan
tekrar baslayin.
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Yorum ve Oneriler

c) Kditiphane hazirlama
ve boyut secim adimlari
sonrasinda Orneklerin
konsantrasyonunu
kontrol edin

Saflastiriimis ve boyutu segilmis kiitiphanelerin
miktar tayinini lllumina uyumlu bir gPCR kitiphane
miktar tayini kitiyle yapin. Protokolde anlatilan gPCR
kalite kontrol kriterlerine dikkat edin.

Ornek konsantrasyonu 80 nM'den azsa, kitiiphane
hazirlama, boyut se¢imi, PCR amplifikasyonu veya
PCR saflastirma adimlari sirasinda bir hata olusmus
olabilir.

ilgili drnek igin kiitiiphane olusturmaya gDNA'dan
tekrar baslayin.

Diisiik siralama verisi giktisi (Toplam okuma < 3 Gh)

lllumina siralama
kartusuna eklenen
kutiphane materyalinin

miktarini kontrol edin

Hedeflenen BRCA1/2 bdélgesinin bdlimlerini yanlis
okumaktan kaginmak icin toplam 3 Gb siralama
verisi ¢iktisi 6nerilir. 3 Gb kalite kriteri
karsilanmazsa, protokolu kutiphane miktar tayini
adimindan tekrar baglatin.

lllumina akis hiicresi gorintulerini Ureticinin
talimatlari dogrultusunda kontrol edin.

e Kitlphane asiri yiklenmisse (kiime
yogunlugunu doygunluga ulastiracak bigcimde)
kartusa eklenen havuzlanmis kitliphanelerin
miktarini azaltin.

e Kimelenme yogunlugu dislikse, kartusa
eklenen havuzlanmis kutiphanelerin miktarini

artirin.
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Yorum ve Oneriler

Diisiik siralama ozgiilliigii (BRCA1/2 hedef bolgesiyle hizalanmig

okumalarin %'si)

Boyuta gore segilmis %80 6zglllik kalite kontrol kriteri karsilanmamissa
ve saflastiriimis kutiphane pargacik boyutunu analiz ederek
kutiphanelerin ortalama saflastirma kalitesini degerlendirin. Ortalama

boyutunu kontrol edin amplikon boyutu 280 bp civarinda olmalidir.
Protokoll T-PCR'dan tekrar baslatin.

Diisiik okuma kapsamasi

Amplikon basina 200x kapsama kalite kriteri kargilanmiyorsa sunlari
minimum kapsamay! Oneririz:
kontrol edin

® 4 hedef PCR reaksiyonunun esdeger hacimlerde

havuzlanmig oldugunun kontrol edilmesi.

® 10 ornek arti pozitif kontrolde her 6rnek igin elde
edilen okuma sayisi| bazinda okuma

homojenliginin kontrol edilmesi.
Sablonsuz kontroliin (NTC) kontamine olmasi

a) T-PCR sonrasinda NTC igin 6rnek saptanirsa, T-PCR sirasinda veya
NTC'yi kontrol edin ornek havuzlama ve saflagtirma adimi sirasinda

kontaminasyon olmus olabilir.

T-PCR'yi yeniden basglatin.

b) Kditiphane hazirlama NTC konsantrasyonu 1 nM'den fazlaysa, kiitiphane
ve boyut se¢cim adimlari hazirlama, boyut segimi, PCR amplifikasyonu veya
sonrasinda NTC'nin PCR saflastirma adimlari sirasinda kontaminasyon
konsantrasyonunu olugsmus olabilir.
kontrol edin

T-PCR'yi yeniden baslatin.
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Kalite Kontrol

QIAGEN ISO sertifikall Kalite Yénetim Sistemi uyarinca, therascreen BRCA1/2 NGS FFPE
gDNA Kitinin her bir lotu tutarl Uriin kalitesi saglamak i¢cin dnceden belirlenmis 6zelliklere
gore test edilir.

Sinirlamalar

Kit, profesyonel kullanim igin Uretilmistir.

Uriin yalnizca ézel egitim almis, molekiiler biyoloji teknikleri konusunda 6grenim gérmiis ve
bu teknolojiyle ilgili bilgi sahibi olan personel tarafindan kullaniimalidir.

Bu kit, “Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler: Analiz”, sayfa 7'da belirtilen

onaylanmig bir cihazla birlikte bu kilavuzda verilen agagidaki talimatlarla kullaniimalidir.

Tdm bilesenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustlinde yazili olan son kullanma tarihlerine
dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri ge¢gmis bilesenleri kullanmayin.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti sadece tamponlu formalinle fikse edilmis

parafine géomulu doku igin dogrulanmigtir.
Ornek kiitiiphane siralamasi igin sadece lllumina MiSeqDx dogrulanmistir.

Bu Urtndn herhangi bir etiket digi kullanimi ve/veya bilesenlerin degistiriimesi QIAGEN
sorumlulugunu gecersiz kilar.
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QIAGEN performans calismalari kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan
herhangi bir prosedir igin sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin

sorumlulugundadir.

Mutasyonlarin tespit edilmesi, érnegin butinligline, tumor icerigine ve numune iginde

bulunan gogaltilabilir DNA'ya baghdir.

Analiz is akisiyla birlikte therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti kopya sayisi
varyasyonu (CNV) analizi i¢in uygun degildir.

Uriin ile elde edilmis herhangi bir tani amagli sonucun diger klinik ve laboratuvar bulgulari

ile birlikte yorumlanmasi gerekir.
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Performans Ozellikleri

ONEMLI: therascreen BRCAL1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin test performans o6zellikleri
BRCA 1/2 CE-IVD Workflow igeren Biomedical Genomics Workbench yazilimi raporlama
araciyla elde edilmistir. Is akisinin tiimii rutin kullanima sokulmadan 6énce laboratuvar son

kullanicisi tarafindan bagimsiz dogrulamaya tabi tutulmalidir.

Testin bildirilebilir arahgi

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin tasarimi BRCA1 ve BRCAZ2'nin tim
kodlama bdlgesinin yani sira her kodlama eksonunun yaninda ez 20 bp'yi kapsar. Kitin

kapsamasi hakkinda bilgi Tablo 9'da verilmigtir.

Tablo 9. Kapsama bilgisi

FFPE NA12878
Kapsama Deger sayisi 82 drneki 67 6rnek
Minimum kapsama Minimum 1863 813
Medyan 5624 4725
Ortalama 5591 5187
Maksimum 11.890 14.187
Kapsamasi = 200x olan %2100 %100
verinin %'si
Normalize edilmis minimum Minimum 1142 539
kapsama* Medyan 3499 3124
(siralama galismasi basina Ortalama 3494 3416
3 GB veriye esdegerdir .
ye esdegerdir) Maksimum 7383 9211
Kapsamasi = 200x olan %2100 %100
verinin %'si

* Siralama galismasi basina amplikon kapsamasi kit ile elde edilen minimum kapsamayi asagidaki oranla garparak
normalize edilmistir: 3 Gb (6nerilen minimum siralama verisi giktisi)/Calisma siralama ¢iktisi (Gb cinsinden).
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Amplifikasyon homojenligi

Veriler 82 FFPE 6rnek veri seti icinde hedeflenmis konumlarin %99,29'unun kapsamanin
ortalama derinliginin %20'sinden ylksek bir grup okuma ile kapsandigini gostermistir
(%95 tahmin aralig1 %96,81-100).

Engelleyici maddeler

FFPE DNA numune alma kitinden gelen reaktifler ve FFPE 6rneklerindeki olasi engelleyici
maddeler therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti performansi Uzerindeki olasi etkisi
acisindan test edilmistir. Engelleyici kosul veya maddelerin performans lGzerinde DNA ve

kutiphane miktar tayini, siralama veya varyant ¢cagirma agisindan bir etkisi gortilmemigtir.

Tasima

Spesifik oligonukleotid siralamalarinin baglanmasi lllumina kiime olusturma ve Orneklerin
tanimlanmasi igin kullanilir. 12'ser barkodlu 2 setin ardisik ¢alismalarda sirali kullanimi

kontaminasyon riskini azaltir.

ilk adaptor setiyle barkodlanmis érmekler Calisma 1 adli siralama calismasinda kullanilmistir.
Ornek olmadan Calisma 2 ve Calisma 3 adli iki ek siralama c¢alismasi gergeklestiriimis ve
ilk setten geriye kalan tim barkodlarin c¢aligmalar arasinda tasinmasi sirasinda
gerceklesen kontaminasyonu d&lgmek igcin Calisma 2 ve Calisma 3'te miktar tayini
yapilmistir. ikinci bir barkod seti kullanarak ayni deney seti gergeklestirilmistir. Calismadan
calismaya tasima sirasinda gerceklesen kontaminasyonun global yiizdesi, musterinin
mevcut iki barkod setini sirayla kullandigi disiinilerek Calisma 1 ve Calisma 3'ten elde
edilen okumalarin oraninin karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

Calisma 1'in Calisma 3'te saptanmaya devam eden 6rnek okumalarinin yizdesi olarak
tanimlanan galismadan ¢alismaya tasima birinci ve ikinci barkod setleri i¢in sirasiyla %0,43
ve %0,47'dir.
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isabetli okumalar (test 6zgulltigi)

isabetli okumalar hedef bélge ile hizali okumalarin rnekten elde edilen toplam okumalara
orani olarak belirlenir. Yuzde, su formule gére hesaplanir:

Hedef bolge ile hizali okumalarin sayisi x 100

isabetli okumalar (%) =
Toplam okuma sayisi

isabet istatistigi 52 FFPE kokenli DNA numunesinin 3 farkli kit lotunda kullanildigi 82 veri
setinden elde edilmistir. Ortalamada okumalarin %94,51'i hedef bolge ile hizahdir
(Tablo 10).

Tablo 10. isabetli okumalar (test 6zgiilliigii)

Ortalama Minimum Maksimum Standart sapma
%94,51 %87,67 %96,17 %1,4

Test hassasiyeti

Test tekrarlanabilirligi (calisma igi hassasiyeti) ve tekrar uretilebilirligi (calismalar arasi
hassasiyeti) allel frekansi (AF) agisindan degerlendirilmistir. %5 ile %15 arasinda beklenen
AF bulunan en fazla varyanti olusturmak igin iki karisik érnek uretilmistir. Bu ornekler
kopyali olarak 6 siralama c¢alismasinda 2 MiSeqDx platformu (cihazlar arasi tekrar
Uretilebilirlik), 3 kullanici (kullanicilar arasi tekrar Uretilebilirlik) ve 3 kit lotu (lotlar arasi
degiskenlik) kullanilarak test edilmigtir.

Amagc, her seviyede (lot, kullanici, cihaz, kopyalar) eklenen toplam degiskenligin bagil
oranlarini  belirlemektir. Degiskenlik bilesenlerinin analizi toplam degiskenligin ana
bileseninin tekrar edilebilirlik oldugunu gdéstermistir; yani calisma ici kopyalardan
kaynaklanmaktadir (bkz. Tablo 11; sutun Sr).
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Tablo 11. 2 6rnek icin 36 veri setinde saptanan tiim varyantlarin derlemesi

Hesapla-

Varyant nan

;?;iiy\?gfyin?a Beklenen XrFtal ama Cv* Guveni-
allel AF (n =36) SD* (%) Sr* Si* So*  Sin*  stotal* lirlik'
SUS2913055 999 999 006 006 006 000 000 000 006 100,00
2522913055 99,9 99,9 005 005 005 001 002 00l 005 8418
SLB2929387 999 097 016 016 011 009 012 002 018 3341
232915005 999 997 038 038 026 022 029 000 044 34,25
2082929387 99,9 997 019 019 015 010 012 000 021 47,81
OUSZIIN005 999 997 045 046 031 027 033 000 053 3418
2032906729 903 901 08 095 080 000 000 036 088 8349
SU32906729  gge 018 070 076 064 000 034 000 073 7830
?igzg%ﬁ% 54,5 52,5 178 340 154 048 069 074 190 6544
$2/82936040 5y 50,2 1,90 378 140 018 117 102 209 44,49
SUB21IN 439 462 168 364 156 000 025 072 173 80,86
SUMZIBL 5 a3 131 304 111 000 071 046 140 6331
329139 433 asp 127 284 110 000 079 000 135 6587
ANy 435 175 401 139 000 123 033 189 54,60
241244000 145 9 099 1027 099 000 000 000 099 100,00
23'4_11231516 14,2 12,9 094 729 065 000 065 050 105 39,14
S2R1219T80 142 12,2 098 805 091 000 044 000 101 81,35
211219804 142 12,2 097 795 091 000 041 000 100 83,03
241244435 14 11,9 066 558 062 000 011 025 068 8356
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Hesapla-

Varyant nan
Pozisyonu & Ref ortalama .
allel > Varyant Beklenen AF Cv . X Guveni-
allel AF (n =36) SD* (%) Sr* Si* So*  Sin*  stotal* lirlik'
(53";’:1245466 14,2 118 096 817 093 000 021 016 097 92,56
i§g1234470 14,2 11,7 057 490 054 000 015 019 059 83,18
ii’é‘1245237 14,2 11,6 112 965 107 000 021 033 114 88,24
CoMI244936 140 115 087 755 073 000 040 039 092 62,78
?5/041223094 14,2 11,4 065 570 062 000 022 000 066 8891
$§€1215416 13,6 9,3 078 843 078 000 000 000 078 100,00
21’:2890572 96 66 072 1095 072 000 011 000 072 97,88
/?552929232 9,5 12,4 076 613 076 000 000 000 076 100,00
ii’gzgzgze’z 9,5 6,7 068 1007 068 000 000 000 068 100,00
25/22911388 9.4 95 060 633 052 013 035 000 064 6508
(532;/:2890572 9.4 9,1 088 972 08 008 019 040 092 76,65
ifgzgnsgs 93 6.2 045 733 042 000 003 020 047 8141
gi’fzgl“ze"s 9,3 5,8 0,60 1027 055 000 026 012 062 78,49
S2/32915411
32915414 9.2 9,7 076 783 070 000 026 026 079 7835
AATT>-
S1/32915411
32915414 9,2 5,6 051 903 050 000 011 000 051 9565
AATT>-
22;/22907259 9,0 9,6 053 552 053 000 000 008 053 9753
21::1244935 5,7 7,0 070 996 057 000 048 000 075 59,27
SLA1219780 - 56 6.9 078 1123 073 000 000 033 08 8321
?ig1219804 5,6 6.9 077 1120 072 000 000 034 080 81,37
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Hesapla-

Varyant nan

sﬁéliiy\‘;;?yin?ﬁ Beklenen %ﬁalama Cv* Guveni-
allel AF (n=36) SD* (%) Sr* Si* So*  Sin*  stotal* lirlik'
Sua1245231 56 6,6 068 1039 069 000 000 000 069 100,00
$ig1244000 5,6 6,4 042 654 041 000 004 010 042 9321
11223094 55 6,3 046 7,29 044 000 018 000 047 8503
oLa12asATL 5y 6,6 072 1090 067 015 028 000 074 81,60
SLAL23AT0 54 6,5 056 861 054 000 009 015 057 90,40
oUAL2%400 5y 6,5 068 1055 062 000 035 000 071 7593
CUMIZIISIe 5y 6,4 062 981 054 000 035 013 066 6851
SLA1204485 - 5y 6,3 066 1061 063 000 024 000 068 87,22
22)’22913603 53 49 068 1402 065 000 025 010 070 8568

*

SD: standart sapma; CV: varyasyon katsayisi (Stotal/Ortalama) Sr: SD tekrarlanabilirlik (lot ici hassasiyet);

Si: SD lotlar arasi; So: SD kullanicilar arasi; Sin: SD cihazlar arasi; Stotal: SD toplam (lab i¢i hassasiyet).
" Guvenilirlik = (Srz/Stotal2) x 100
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Tespit Sinirn (LOD)
Test esigi

Allel frekansi igin test esidi Tablo 13, Tablo 14 ve Tablo 16'da anlatilan yanhs pozitif
varyantlarin ¢ikariimasindan sonra saptanan varyantlarin %99,9'unu dogru pozitif
varyantlarin olusturdugu minimum allel frekansi olarak tanimlanmigtir. Varyant allel
frekansi (VAF) esigi daha once karakterize edilmis 53 6rnek igin %5,75 olarak
hesaplanmistir: Coriell Tibbi Arastirma Enstitlisi havuzundan alinan 13 érnek ve 20 klinik

FFPE 6rnegi 3 kit partisi kullanilarak kopyali olarak test edilmigtir.

Testin %1,5 degerinde VAF saptayabildigini gostermek igin FFPE DNA timoérden elde
edilmis 4 ayri 6érnek bir baska FFPE DNA timdérden elde edilmis 6rnekle farkli oranlarda
karistirilimistir. Coklu o6rnekler arasindaki homojenlik azalmasini tekrar Uretmek igin,
siralama c¢alismalari 4 nM (6nerilen miktar) ile 0,125nM arasinda degisen kartusa
yuklenmis katiphane seklinde azalan miktarlarda kutuphane materyali kullanilarak
gerceklestiriimisti. NA12878 pozitif kontrol DNA miktarini artirarak toplam kitiphane

girdisi 4 nM sabit konsantrasyonda korunmustur.

Test hassasiyeti probit analizi ile hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 12'de bildirilmektedir.
4 nM'lik bir kutiphane girdisi igin test, varyantlari %1,54 diuzeyinde VAF'ta saptamaktadir.

Tablo 12. Test hassasiyeti: azalan kituphane girdisi ile saptanan minimum VAF

Kutliphane girdisi (6rnek) VAF LOD
4 nM %1,54
2 nM %1,54
1nM %1,54
0,5 nM %1,93
0,25 nM %3,16
0,125 nM %3,88
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%5,75 duzeyinde VAF saptamak i¢in minimum kapsama

%5,75 duzeyinde VAF esigini ¢gagirmak icin minimum kapsama (toplam okuma sayisi)
degerlendirilmistir. D6rt bagimsiz FFPE DNA tiimérden elde edilmis 6rnek diger bir FFPE
DNA timorden elde edilmis 6rnekle farkli oranlarda karistirilarak %5,25 ile %6,25 arasinda
degisen VAF degerleri elde edilmigtir (tahmini medyan VAF degeri %5,75). Ayni
karistirimig 6rnek setinin iki katli seri dilisyonlu ¢oklu siralama calismalari 4 nM ile
0,015625 nM arasinda degisen kitiiphane miktarlariyla gergeklestirilmistir. Ornegin
4 nM'lik bir kdtuphane girdisiyle 15.000x kapsama elde edildiyse, ayni varyant
0,015625 nM girdiyle 59x olarak saptanacaktir.

Her AF sinifinda LOD belirlenmesi igcin NCCLS EP17-A2 ybnergesini uygulayan bir ydntem
kullanilarak probit analizi yapilmistir (20). Nihai deger AF'yi %95 gliven ile saptamak igin

gereken kapsamadir. Ornek grafik Sekil 9'da gésterilmistir.

Dogruluk orani — Ortalama kapsama
Allel frekansi = %5,75 + %0,5

1,0 4 e L 2 3 L ]
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0,8 .
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Ortalama kapsama

Sekil 9. Probit analizi. Dogruluk orani kapsamaya goére saptanan varyantlarin ytizdesini temsil eder.

%5,75 dizeyinde VAF saptamak igin pozisyon basina en az 200 okuma gereklidir.
(159% LOD, 200x'e yuvarlanmistir.)
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Dogruluk

Dogruluk Coriell Tibbi Arastirma Enstitiisi havuzundan gelen DNA ve FFPE yumurtalik
timori 6rneklerinden numune alinan DNA dahil daha 6nce karakterize edilmis 6rnekler
kullanilarak tahmin edilmistir.

® Set 1: Coriell havuzundan gelen 13 érnek hedef bdlgeyi tamamen karakterize etmistir
(191 varyant beklenmistir)

® Set 2: Coriell havuzundan gelen 27 6rnek hedef bélgeyi 25 patojenik varyant icin
kismen karakterize etmistir (27 varyant beklenmistir)

® Set 3: FFPE yumurtalik timéri érneklerinden alinan DNA numunelerinden gelen
20 drnek hedef bolgeyi tamamen karakterize etmistir (570 varyant beklenmistir)

Beklenen tim varyantlar, BRCAl'de 40 nukleotidin iki blylk delesyonu dahil (BRCA1:
€.1175_1214del40 p.Leu392GInfs) Coriell 6rneklerinde (Set 1 ve Set 2) saptanmistir.

Dogruluk asagidaki formil ile hesaplanmistir:

(Dogru pozitiflerin sayisi + Dogru negatiflerin sayisi) x 100

Dogruluk (%) =
Hedef bélge (21.150 baz)

FFPE ornekleri (Set 3) icin dogruluk allel frekans esigini %5,75 olarak belirleyen bir probit

yaklasimi kullanilarak %99,988 olarak hesaplanmistir.
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Varyant kisitlamalari

Yanlis pozitif varyantlar

47 yanlig pozitifin bir listesi 6nceden karakterize edilmis orneklerin bir seti icin belirlenmigtir:
Coriell havuzundan alinan 13 drnek ve 20 klinik FFPE 6rnegdi kopyal olarak test edilmistir;
n = 53. Yanlis pozitif varyantlar homopolimerik demetleri > 6 nt olan siralamalar ve/veya di-
ve tri-nukleotid germe tekrarlar kargisinda cihazin kisitlamalarindan kaynaklanir. Yanhs
pozitif varyantlar ayrica primer dimerlerden kaynaklanan artefaktlar olabilir.

BRCA1 kromozom 17 icin yanhs pozitif varyantlarin listesi Tablo 13'te gdsterilmigtir.
BRCA2 kromozom 13 igin yanhs pozitif varyantlarin listesi Tablo 14'te gésterilmistir. Yanlis
pozitiflerin (FP) pozisyonu ilk situnda (Hg19 koordinatlar) agiklanmis, bunu takiben
bulunan referans (REF) ve alternatif (ALT) nikleotidler verilmistir. FP varyantlarinin
bulundugu veri setlerinin yizdesi (53 veri setinden) “Veri setleri %'si (n = 53)” sitununda
gOsterilmigtir. 53 veri setinin minimum, ortalama ve maksimum AF yizdeleri “Minimum
AF (%)", “Ortalama AF (%)” ve “Maksimum AF (%)” situnlarinda gdsterilmistir. Varyantlar
4 kategori altinda siniflandirilir: “Homopol” (> 6 nt homopolimerik demetlerden kaynakh
FP), “Primer dimer” (primer dimer artefaktlarindan kaynakh FP), “Germe” (di- ve tri-
nikleotid tekrarlarindan kaynaklanan FP) ve “Diger” (polimeraz sentezi ve/veya siralama
hatalarindan kaynaklanan FP).
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Tablo 13. BRCA1 kromozom 17'de saptanan yanhs pozitif (FP) varyantlarin listesi

Veri

setleri

%'si Minimum Ortalama Maksimum Yanhsg pozitif
Bolge REF ALT Tip (n =53) AF (%) AF (%) AF (%) siniflandirmasi
41231323 C T SNV 9,4 1,3 2,0 2,5 Diger
41231324 G A SNV 9,4 1,1 1,4 2,6 Diger
41231333 G C SNV 7,5 1,0 1,5 1,7 Germe
41231352 T C SNV 9,4 1,4 1,8 2,1 Diger
41231370 C A SNV 57 1,1 1,2 1,3 Diger
41231401 C T SNV 1,9 1,4 1,4 1,4 Diger
41231404 T C SNV 11,3 1,2 2,4 3,8 Diger
41231419 G A SNV 9,4 1,3 2,5 34 Diger
41242939..41242940 CA - Delesyon 100 3,1 4,8 6,1 Germe
41243524 A C SNV 92,5 11 1,7 2,7 Primer dimer
41244613 G A SNV 3,8 2,0 2,1 2,1 Diger
41245586"41245587 T Insersiyon 96,2 1,1 1,4 2,4 Homopol
41245587 T - Delesyon 100 2,3 3,2 3,9 Homopol
41246532 T - Delesyon 13,2 1,0 1,1 1,2 Homopol
41246926 A - Delesyon 94,3 1,0 1,4 2,0 Homopol
41267808 G - Delesyon 77,4 1,0 1,2 1,5 Homopol
41276152"41276153 — AT  Insersiyon 94,3 1,1 15 2,0 Germe
41276153..41276154 AT - Delesyon 100 1,9 2,7 33 Germe
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Tablo 14. BRCA2 kromozom 13'de saptanan yanlig pozitif (FP) varyantlarin listesi

Veri

setleri

%'si Minimum Ortalama Maksimum Yanhsg pozitif
Bolge REF ALT Tip (n =53) AF (%) AF (%) AF (%) siniflandirmasi
32893197/32893198 — T Insersiyon 100 43 5,6 6,8 Homopol
32893198 T - Delesyon 100 11,0 12,6 13,5 Homopol
32893198..32893199 TT - Delesyon 5,7 1,1 1,2 1,3 Homopol
32893318 G A SNV 3,8 1,3 1,8 2,2 Diger
32900364 - Delesyon 75,5 1,0 1,3 1,9 Homopol
32905197 T - Delesyon 18,9 1,0 1,1 1,3 Homopol
32905219132905220 - T Insersiyon 100 8,8 10,4 11,4 Homopol
32905219732905220 - TT insersiyon 96,2 1,0 12 1,6 Homopol
32905220 T - Delesyon 100 19,7 21,1 23,1 Homopol
32905220..32905221 TT — Delesyon 100 3,8 4.4 54 Homopol
32907421 A - Delesyon 94,3 2,2 3,1 3,9 Homopol
32907535"32907536 — T Insersiyon 100 6,8 7,7 10,0 Homopol
32907535732907536 TT Insersiyon 3,8 1,0 11 11 Homopol
32907536 T - Delesyon 100 21,4 23,8 26,3 Homopol
32907536..32907537 TT — Delesyon 100 3,6 4,6 6,2 Homopol
32911074 A - Delesyon 11,3 1,0 1,2 1,6 Homopol
32911443 A - Delesyon 9,4 1,0 1,1 1,2 Homopol
32912346 A - Delesyon 77,4 1,0 1,2 15 Homopol
32913559 A - Delesyon 100 1,0 1,5 2,0 Homopol
32913837 A - Delesyon 18,9 1,0 1,0 1,1 Homopol
32914828 A G SNV 100 2,4 4,1 6,8 Primer dimer
32921032 C T SNV 3,8 1,4 1,4 1,4 Diger
32953633 A - Delesyon 17,0 1,0 1,1 1,3 Homopol
32954022732954023 - A Insersiyon 13,2 1,0 11 12 Homopol
32954023 A - Delesyon 100 2,1 3,3 4,1 Homopol
32954303 T - Delesyon 100 1,5 2,3 2,8 Homopol
32968809 T - Delesyon 96,2 2,3 2,6 3,2 Homopol
32972287 T - Delesyon 5,7 1,0 1,1 1,2 Homopol
32972526 G A SNV 3,8 1,4 1,4 1,4 Diger

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti El Kitabi (b6lim 2) 02/2017

61



Yanlis negatif varyantlar

Bir genin DNA'sina ekstra baz ciftleri eklenebilir (insersiyon) veya c¢ikarilabilir (delesyon).
Sayi bir ila binlerce arasinda olabilir. Bu mutasyonlarin timine indeller denir. therascreen
BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit performansi substitiisyon varyantlarinin ve kiicik indellerin
(< 3 nt) saptanmasina dayanarak belirlenmistir. Blylk indeller (> 3 nt) saptanmistir ancak

bu biyuk indellerin saptanmasi i¢in performans 6zellikleri belirlenememisgtir.

Bu analiz is akisiyla birlikte therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti kopya sayisi
varyasyonu (CNV) analizi igin uygun degildir.

Segilen bdlgelerden varyantlarin varligindan kaginmak igin therascreen BRCA1/2 NGS
FFPE gDNA Kitinin primer baglanma alanlar segilir. Bu, primer baglanma bdlgesi bulunan
ve hatali amplifikasyona yol agan seyrek varyantlarin varligini ve klinik agidan ilgili olasi
mutasyonlarin varhdini olasilik digi birakmaz. Boyle bir fenomenden slipheleniliyorsa,
alternatif bir ydntem kullanarak onaylayici bir deney gerceklestiriimesini 6neririz.

Dogrulama sonuglari

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin dogrulama c¢aligmasi yumurta timor
dokusundan alinan FFPE ornekleri Gzerinde 2 ayri kit partisi kullanilarak yapilmistir. Bu
¢alisma normal kullanim kosullarindaki performansi degerlendirmistir: 40 ng girdi, %5,75

varyant allel frekansi esigi ve 200x kapsama.

Toplam 171 yumurtahk FFPE timoéri ornedi saglanmis ve birlikte galisan 3 laboratuvar
tarafindan karakterize edilmigtir: Biri Fransa'daki Curie Enstitlist, biri Almanya'da ve digeri
ingiltere'dedir. Laboratuvarlar BRCA1/2 varyantlarini tanimlamak igin kendi istedikleri
yontemi segmekte serbesttir ve varyant cagirma icin farkli platformlar, testler, yazihmlar ve

algoritmalar kullanmistir.
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Klinik 6rnekleri daha da karakterize etmek igin harici bir siralama hizmeti saglayicisi
bagimsiz biyoanalitik bir platform kullanarak sonug saglamak igin Multiplicom BRCA Tumor
MASTR"™ Plus Dx testini kullanmistir.

Tdm yodntemlerden gelen sonuglar varyantlari asagidaki sekilde siniflandirmak icgin

kullaniimistir:

® Dogru pozitif (TP): therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit verisine dayanan ve
diger yontemlerin en az birinde mevcut varyant gagirma

® Dogru negatif (TN): therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit sonuglarina ve
isbirliklerine dayanarak hi¢ varyant gagirma yok

® Yanlis pozitif (FP): therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit verisine dayanan ancak
diger yontemlerde bulunmayan varyant gagirma

® Yanls negatif (FN): therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit verisinde bulunmayan

ancak diger yéntemlerin en az birinde mevcut varyant cagirma

Dogru negatif varyantlarin sayisini hesaplamak igin hedef bolge 3 yontemin kesisimi olan
ve 19.612 nikleotidi temsil eden bolge olarak tanimlanmigtir. Bu hedef bdlgenin diginda

kalan (i¢ benzersiz varyant analizin diginda tutulmustur.

Siniflandirma sonrasinda 3 yontem ile elde edilmis 2130 varyant arasinda bir negatif
varyant ve 4 yanlig pozitif varyant goézlemlenmistir. BRCA1 kromozom 17 igin tutarsiz
sonug (yanhs negatif) Tablo 15'te gdsterilmistir. BRCA2 kromozom 13 igin tutarsiz sonuglar
(yanhs pozitif) Tablo 16'da gosterilmigtir.

Tablo 15. BRCA1 kromozom 17 i¢in 3 yonteme gore tutarsiz sonug (tiim varyantlar)

therascreen
Genom konumu kiti VAF* Beklenen Klinik Varyant
GRCh37 REF* ALT* Tip (%) VAF (%) onem siniflandirmasi
41276067 29 - Delesyon Saptanmadi 71,11 Patojenik Yanlis negatif

* REF: Referans nukleotid; ALT: Alternatif niikleotid; VAF: Varyant allel frekansi; SNV: Tek niikleotid varyasyonu.
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Tablo 16. BRCA2 kromozom 13 icin 3 yonteme gore tutarsiz sonuglar (tiim
varyantlar)

therascreen
Genom konumu kiti VAF* Beklenen Klinik Varyant
GRCh37 REF* ALT* Tip (%) VAF (%) 6nem siniflandirmasi
32906729 A C SNV* 99,83 Saptanmadi  Bilinmiyor Yanlis pozitif
32912299 T C SNV 34,59 Saptanmadi  Bilinmiyor Yanlis pozitif
32912299 T C SNV 71,86 Saptanmadi  Bilinmiyor Yanlis pozitif
32913709 T - Delesyon 43,18 Saptanmadi  Patojenik Yanhs pozitif

* REF: Referans nukleotid; ALT: Alternatif niikleotid; VAF: Varyant allel frekansi; SNV: Tek niikleotid varyasyonu.

BRCAL g.41276067 c.19_47del29 yanlis negatif varyanti bir yumurtalik FFPE 6rnegdinden
gelen BRCA1 uzerindeki 29 nikleotidin blylk bir delesyonudur. Bu delesyon daha 6nce
therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit is akigi kullanilarak mesaneden gelen bir
FFPE 6rneginde saptanmigtir.

Ug yanlis pozitif tek niikleotidlik varyant saptanmistir. Biri BRCA2 g.32906729 bolgesinde
ve ikisi BRCA2 g.32912299 bdlgesinde bulunmaktadir. Multiplicom testi bu bdlgeler igin
¢ok duslUk kapsama gostermistir: Sirasiyla 28x%, 38x ve 0x. BAM siralama hizalama
dosyalariyla yapilan arastirma iki varyantin esit allel frekanslarinda olustugunu
gOstermistir: Sirasiyla 28/28 (%100 VAF) ve 9/38 (%24 VAF). Tutarsizliklar muhtemelen bir
amplikon kopmasindan kaynaklidir.

BRCAZ2 g.32913709delT yanhs pozitif varyanti amplikonun ilk nikleotidinde bulunmaktadir.
Karsilik gelen amplifikasyon primeri, g.32913703 del TACT adl dogru bir patojenik varyant
iceren bir siralamay hibridlestirir. Bu delesyon therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kit
testi tarafindan saptanmistir ve bunun varligi bu yanlis pozitif varyantin ortaya ¢ikmasina
yol acan hatali hizalanmig primeri aciklayabilir. Bu hatali pozitif bir hastanin hatah
siniflandiriimasina asla yol agmayacaktir ¢linklii dogru patojenik varyantin saptanmasina
sistematik olarak baghdir.
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Calismanin sonuglari bir ihtimal tablosunda (Tablo 17) gdsterilmistir ve hassasiyet ve
6zgulligun genel degerlendirmesi Tablo 18'de gosterilmigtir.

e Kilinik hassasiyet pozitif uzlagim olarak tanimlanmigtir:
Dogru pozitif / (Dogru pozitif + Yanlis negatif)

e Kilinik 6zglllik negatif uzlagim olarak tanimlanmigtir:
Dogru negatif / (Yanhs pozitif + Dogru negatif)

® Dogruluk, test sonuglari ile igbirligi ve Uglincli yontemden gelen sonuglar arasindaki
genel uzlagim olarak tanimlanmigtir:
Dogru pozitif + Dogru negatif / Hedef bolgedeki baz sayisi

Tablo 17. therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kitinin hesaplanan performansiyla
ihtimal tablosu

isbirliginden ve Multiplicom
testinden gelen sonuglar
(Referans yontem)
Pozitif Negatif Toplam
therascreen Pozitif v2125 . 4 » 2129
BRCAL/2 NGS Dogru pozitif Yanhs pozitif
FFPE gDNA Kiti . 1 3.351.522
testi sonuglari N Yanls negatif ~ Dogru negatif Bl
Toplam 2126 3.351.526 3.353.652

Tablo 18. Diger yontemlere kiyasla hassasiyet, 6zgiilliik ve dogruluk

Parametre Sonug %095 GA

Hassasiyet %99,9530 %99,7382-100
Ozgiillik %99,9999 %99,9997-100
Dogruluk %99,9998 %99,9996-100
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket lizerinde gorulebilir:

Sembol Sembol tanimi
REF Katalog numarasi
Uretici
MAT Materyal numarasi
RN R harfi El Kitabi revizyonunu, n harfi ise revizyon numarasini
temsil eder
LOT Lot numarasi
GTIN Kiiresel Ticaret Parga Numarasi
IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz

c € Avrupa uyumlulugu icin CE isareti
g Son kullanma

W N reaksiyon i¢in yeterli reaktif icerir
<N>
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Sembol tanimi

Sicaklik sinirlamasi

Bilesenler (¢r. Uriine dahil edilenlerin listesi)

icindekiler (igerik)

Sayi (6r. flakon, sise)

Dikkat

Kullanim talimatlarina bakin

Glnes 1s1dindan uzak tutun
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Siparig Bilgileri

Diger gerekli Urlnler ve reaktifler ile ilgili siparis bilgileri Bolim 1, sayfa 15'teki Tablo 1'de

bulunabilir.
Uriin icindekiler Kat. no.
therascreen BRCA1/2 20 reaksiyon igin: BRCA1 ve BRCA2'deki 875011
NGS FFPE gDNA Kit varyantlarin lllumina MiSeqDx platformunda
CE (20) tanimlanmasi igin; BRCA Primer Karigimi 1,

BRCA Primer Karigimi 2, BRCA Primer
Karisimi 3, BRCA Primer Karisimi 4,
HotStarTaq DNA polimeraz, GR NGS Panel
5x PCR Tamponu V2, NTC i¢in nikleaz
icermeyen su

Gincel lisans bilgileri ve Urline 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya
kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici kilavuzlari www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.
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Bu drlin in vitro tani amagh kullanim igindir. QIAGEN riinleri tekrar satilamaz, yeniden satis igin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan ticari Griinler
(retmek Uizere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler énceden bildiriimeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gériilebilecek herhangi bir hata igin higbir sorumluluk kabul etmez. Bu belgenin
yayinlanma sirasinda tam ve dogru olduguna inaniimaktadir. Higbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla ilgili veya bundan dogan rastlantisal,
o6zel, goklu veya dolayl zarar igin yiikiimli olmaz.

QIAGEN {riinleri belirtilen 6zellikleri kargilamak lizere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yikimliligi ve misterinin yegane telafi hakki Griinlerin garanti
edildigi sekilde uygulanamamasi durumda driinlerin Ucretsiz olarak degistiriimesi ile sinirlidir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq therascreen® (QIAGEN Grup) AMD? (Advanced Micro Devices, Inc.); ATI (ATI Technologles)
Eppendorf® (Eppendorf AG) Windows®, Windows Vista® (Microsoft Corporation); Fedora®, Red Hat” (Red Hat, Inc.); Illumlna MiSeqDx™ (lllumina, Inc) Intel®
(Intel Corporation); Mac OS® (Apple Computer Inc.); MASTR™ (Multiplicom N.V.); NVIDIA® (NVIDIA Corporation); OpenGL® (Khronos Grup); SUSE” (SUSE PLC).
Bu belgede gegen kaytl isimler, ticari markalar, vb. agik¢a bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.

therascreen BRCA1/2 NGS FFPE gDNA Kiti igin Sinirli Lisans S6zlesmesi
Bu UrGintin kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1. Uriin yalnizca iiriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin icinde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi igin kendi fikri mlkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde denenmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN bu protokollerin tiglinci taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.

Agikga belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin iigiincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanslidir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.
QIAGEN aglkga ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tim lisanslari agikga reddeder.

o~ 0D

Bu kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylastirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini ve baska
birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlasmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tim durumlarda avukat ticreti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.qgiagen.com
HB-2197-002 1103449 157014158 02/2017
© 2017 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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