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Oversigt

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-programmet (DRAGEN for IDPE Dx) bruges til at
planlzegge og udfere sekundaer analyse af IDPE Dx-biblioteker genereret til sekventering pa NextSeq
550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx understatter sekventering til analyse, nar det bruges sammen med lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Biblioteksklargering, NextSeq 550Dx og lllumina DRAGEN Server for NextSeq
550Dx.

Analysemetoder

DRAGEN for IDPE Dx udfgrer demultipleksering, FASTQ-generering, laesning af kortlaagning, tilpasning
til et referencegenom og en mindre variantbestemmelse afhaengigt af den valgte arbejdsgang:

* FASTQ-generering
* Kimcelle FASTQ- og VCF-generering
* Somatisk FASTQ- og VCF-generering

BEMARK ORA-komprimering kan bruges med alle tre arbejdsgange. DRAGEN ORA-komprimering er
en helt tabsfri komprimeringssoftware, der opretter en fil med filendelsen Original Read
Archive (*.ora). Ora-formatet er et referencebaseret komprimeringsformat til FASTQ-filer,
der er designet til meget hurtig komprimering/dekomprimering og et hgjt
komprimeringsforhold.

Generering af FASTQ

De sammensatte sekvenser skrives til FASTQ-filer pr. preve. FASTQ-filerne er tekstfiler, der kun
indeholder sekventeringsdata og kvalitetsscorer for én preve. Der genereres separate FASTQ-filer pr.
flowcellebane, pr. sekventeringslaesning for hver prgve. Prgvens navn, som angives under kgrslens
konfiguration, er inkluderet i FASTQ-filens navn. FASTQ-filer er det primeere tilpasningsinput. Det forste
trin i FASTQ-generering er demultipleksering. Demultipleksering tildeler clustre, der passerer filteret, til
en prgve, ved at sammenligne hvert indekslaesningssekvens med de indekssekvenser. der er angivet
for kerslen. Ingen kvalitetsvaerdier tages i betragtning pa dette trin. Indekslaesninger identificeres ved
hjeelp af felgende trin:

* Prever nummereres fra og med 1 baseret pa den raekkefalge, de er anfart i for karslen.
* Prgve nummer O er forbeholdt clustre, som ikke er tildelt en prave.

* Clustre tildeles en prave, nar indekssekvensen matcher preecist, eller nér der er hejst én
uoverensstemmelse pr. indekslasning.
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Softwaren inkluderer ORA-komprimering til at komprimere FASTQ-filer. Dette format kan aktiveres
valgfrit. Ved brug af ORA-formatet (*.ora) bevares md5-kontrolsummen for FASTQ-indholdet efter en
komprimerings- og dekomprimeringscyklus for at sikre tabsfri komprimering.

Kortlaegning og tilpasning af DNA

Efter FASTQ-generering bliver laesningerne kortlagt og justeret til et referencegenom. Det forste stadie
i kortlaegningen er at generere kimen fra leesningen og derefter preve at finde eksakte matchii
referencegenomet. Disse resultater forbedres sé ved at kere fuld Smith-Waterman-tilpasning pa
placeringerne med den hgjeste densitet af kimmatch. Denne veldokumenterede algoritme fungerer ved
at sammenligne hver placering af lazesningen i forhold til alle referencens kandidatplaceringer. Disse
sammenligninger svarer til en matrix af potentielle tilpasninger mellem leesning og reference. Smith-
Waterman genererer scorer for hver af disse kandidattilpasningsplaceringer, der bruges til at evaluere
om den bedste tilpasning, der passerer gennem denne matrixcelle, nar den via en nukleotidmatch eller
mismatch (diagonal bevaegelse), en sletning (vandret beveegelse) eller en indsaettelse (lodret
bevaegelse). Et match mellem laesning og reference giver en bonus péa scoren, og en mismatch eller
indel treekker fra. Den samlede, hgjeste scoringslinje gennem matrixen er den tilpasning, der veelges.
Algoritmen er hardwareaccelereret pd DRAGENS feltprogrammerbare porttabel (FPGA-Kkort).
Referencegenomet, der bruges i appen, oprettes fra UCSC hg19 FASTA med DRAGEN-formatet for at
oprette en liftover-baseret alt-aware-hashtabel.

DRAGEN bestemmelse af kimcellevarianter

DRAGEN Germline Small Variant Caller tager tilknyttede og tilpassede DNA-lasninger som input og
bestemmer enkeltnukleotidpolymorfi (SNP’er) og indseettelser eller sletninger (indeler) gennem en
kombination af kolonnevis pavisning og lokal de novo-samling af haplotyper. For at aktivere DRAGEN
Germline Small Variant Caller skal du veelge arbejdsgangen for kimcellevarianter.

Bestemmelse af kimcellevarianter bruges typisk til Kimcellepraver, hvor ploidi er kendt for at veere to.
De referenceomréder der kan bestemmes, identificeres farst med tilstraekkelig tilpasningsdaekning.
Inden for disse referenceomrader vil en hurtig scanning af de sorterede laesninger identificere aktive
omrader, som er centreret om samlingen af kolonner med evidens for en variant. De aktive omrader er
polstret med tilstraekkelig kontekst til at daekke signifikant, ikke-reference-indhold i naerheden. Hvis der
er evidens for indeler, vil de aktive omrader fa ekstra polstring.

Tilpassede lzesninger klippes inden for hver aktivt omrade og samles i en De Bruijn-graf. Kanterne pa de
klippede laesninger vaegtes af observationstal, med referencesekvensen som et skelet. Efter lidt
oprydning og forenkling af grafen, ekstraheres alle source-to-sink-linjer som kandidat-haplotyper. Hver
haplotype er Smith-Waterman tilpasset til referencegenomet for at identificere de varianter, den
repraesenterer. Dette saet haendelser kan suppleres med en placeringsbaseret pavisning. For hvert
lzesning-haplotype-par estimeres sandsynligheden P(r|H) for at observere lzesningen, nér det antages
at haplotypen er den sande startprgve, ved brug af en par-skjult Markov-model (HMM).
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Ved scanning efter referenceplacering over det aktive omréde dannes der kandidatgenotyper fra
diploidkombinationer af varianthandelser (SNP’er eller indeler). For hver haendelse (herunder
reference) estimeres den betingede sandsynlighed P(r|e) for at observere hver overlappende laesning,
som den maksimale P(r|H) for haplotyper, der understatter denne haendelse. Disse kombineres til den
betingede sandsynlighed P(r|e1e2) for en genotype (haendelsespar) og multipliceres for at give den
betingede sandsynlighed P(R|e1e2) for at observere hele samlingen af laesninger. Ved hjzelp af Bayes
formel beregnes den posteriore sandsynlighed P(e1e2|R) for hver diploid-genotype, og vinderen
bestemmes.

DRAGEN for IDPE Dx anvender automatisk filtrering. Se VCF-filannotationer om kimcellearbejdsgang pa
side 13 for yderligere oplysninger.

DRAGEN bestemmelse af somatiske varianter

DRAGEN Somatic Small Variant Caller tager tilknyttede og tilpassede DNA-Isesninger som input og
bestemmer SNV'er og indeler gennem lokal de novo-samling af haplotyper i det aktive omrade. For at
aktivere DRAGEN Somatic Small Variant Caller skal du veelge et program til somatiske varianter.

Somatisk variationsbestemmelse bruges typisk til tumorprever. Med denne arbejdsgang foretager
DRAGEN ingen antagelser om ploidi, hvilket muligger detektion af lavfrekvente alleler. For loci med
daekning op til 100x i tumorpraven har DRAGEN en detektionsgraense ved variationsallelfrekvenser pa
5 %. Greensen skalerer med stigende dybde pr. locus og halveres, hver gang deekningen fordobles ud
over 100x. De referenceomrader der kan bestemmes, identificeres farst med tilstraekkelig
tilpasningsdaekning. Inden for disse referenceomrader vil en scanning af de sorterede laesninger
identificere aktive omrader, som er centreret om samlingen af kolonner med evidens for en variant i
tumorlaesningerne. De aktive omrader er polstret med tilstraekkelig kontekst til at daekke signifikant,
ikke-reference-indhold i nserneden. Hvis der er evidens for indeler, vil de aktive omrader fa ekstra
polstring.

Tilpassede laesninger klippes inden for hver aktivt omrade og samles i en De Bruijn-graf. Kanterne pa de
klippede laesninger vaegtes af observationstal, med referencesekvensen som et skelet. Efter lidt
oprydning og forenkling af grafen, ekstraheres alle source-to-sink-linjer som kandidat-haplotyper. Hver
haplotype er Smith-Waterman tilpasset til referencegenomet for at identificere de varianter, den
repraesenterer. For hvert laesning-haplotype-par estimeres sandsynligheden P(r|H) for at observere
laesningen ved brug af et par skjult Markov-model (HMM), nar det antages at haplotypen er den sande
startprove.

For at bestemme scoren for pavisningsgraensen for tumorer (TLOD), scanner DRAGEN Somatic Small
Variant Caller forst efter referenceposition for hver kandidat for somatisk heendelse samt
referencehaendelsen over det aktive omrade. Den betingede sandsynlighed P(r|e) for at observere hver
overlappende lzesning, som den maksimale P(r|H) for haplotyper, der understgtter denne haendelse.
Disse kombineres for at give den betingede sandsynlighed P(r|E) for en haendelseshypotese, E, der
involverer en blanding af referencen og kandidaten for somatisk allel over et omrade af mulige
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allelfrekvenser og multipliceret for at give den betingede sandsynlighed P(R|E) for at observere hele
samlingen af laesninger. Derfra beregnes TLOD-scoren som evidens for, at en ALT-allel er til stede i
tumorprgven ved en given locus.

DRAGEN for IDPE Dx anvender automatisk filtrering. Se VCF-filannotationer om somatisk arbejdsgang
pa side 16 for yderligere oplysninger.
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Opret en planlagt kersel

Brug felgende trin for at oprette en karsel i lllumina Run Manager enten pa NextSeq 550Dx eller ved
brug af en browser pa en netveerksforbundet computer. Brug en browser pa en netvaerksforbundet
computer, hvis du gnsker at importere provedata. Se Vejledning til softwaren lllumina Run Manager til
NextSeq 550Dx (dokumentnr. 200025239) for instruktioner om adgang lllumina Run Manager via en
netvaerksforbundet computer.

Der er to forskellige mader at oprette en ny, planlagt kersel pa:

* Import Run (Importér kersel) — Brug et preveark fra en eksisterende kgrsel som skabelon for en
ny kersel. Se Vejledning til softwaren lllumina Run Manager til NextSeq 550Dx (dokumentnr.
200025239) for oplysninger om, hvordan du importerer en karsel.

* Create Run (Opret karsel) — Indtast kerselsparametre manuelt. Felgende anvisninger beskriver,
hvordan man opretter en karsel.

BEMZERK De pakraevede indtastningsfelter i brugergreensefladen er markeret med et
asterisksymbol (*).

Program

1. Veelg Create Run (Opret karsel) under fanen Planned (Planlagt) i skaermbilledet Runs (Karsler).

2. Veelg DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-programmet, og vaelg sa Next (Naeste).

Kegrselsindstillinger

1. Indlzes et unikt kerselsnavn pa skaermbilledet Run Settings (Kerselsindstillinger). Kerselsnavnet
identificerer kerslen fra sekventering gennem analysen.
[Valgfri]l Angiv en karselsbeskrivelse for yderligere at identificere karslen.
Veelg indeksadaptersaet, der bruges under klargering af bibliotek.

Gennemga laeseleengden, og rediger om ngdvendigt. Laesning 1 og Laesning 2 har en standardvaerdi
pa 151 cyklusser. Indeks 1 og Indeks 2 har en fast veerdi pa 10 cyklusser, hvilket ikke kan a&ndres.

5. [Valgfri] Angiv et biblioteksrar-ID.
6. Veelg Next (Naeste).

Provedata

Prevedata omfatter Sample ID (Preve-ID), Well Position (Brandplacering) (brendplacering pa
indekspladen) og Library Name (Biblioteksnavn). Nar du bruger indeks A og B, omfatter Well Position
(Brandplaceringen) ogsa en Plate identifier (Pladeidentifikator).
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Der er to mader at indtaste prevedata pa:

* Import Samples (Importer prgver) — Brug en skabelonfil, der kan downloades pa skeermen
Sample Data (Pregvedata).

* Manually (Manuelt) — Indtast prevedataene direkte i tabellen p& skaermbilledet Sample Data
(Provedata).

Importér prever

Nar man planlaegger en sekvenskarsel via en browser pa en netvaerksforbundet computer, kan man
downloade en skabelonfil (* . csv) fra skeermbilledet Sample Data (Prgvedata). Skabelonfilen kan ikke
downloades, nar du far adgang til lllumina Run Manager via NextSeq 550Dxoperativsystemet. Ger
felgende for at indtaste prevedata ved hjeelp af funktionen Import Samples (Importér prover).

BEMARK Udfer trinene for Run Settings (Kerselsindstillinger), fer du fortseetter.

1. Veelg Download Template (Download skabelon) for at downloade en ikke-udfyldt CSV-fil.

2. Fra skabelonfilen skal du indtaste prevedata og derefter gemme filen. Biblioteksnavnet er valgfrit.

BEMZERK Nar du bruger indeks A og B, skal dataene for kolonne B omfatte bade plade- og
brendplacering (brendplacering pa indekspladen). Eksempel: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Veelg Import Samples (Importér praver), og ga til den skabelonfil, der indeholder prevedata fra det
forrige trin.

4. Veelg Open (Abn), Proceed (Fortsaet) og derefter Next (Naeste).

BEMAZARK Andring af Sample ID (Prave-ID), for du veelger Next (Naeste), kan resultere i en fejl. Afslut
opseetningen af karslen, fer du foretager aendringer for at undga fejl.

Indtast prever manuelt
Brug tabellen pa skaermbilledet Sample Data (Prgvedata) til manuelt at angive preveoplysningerne.
1. Angiv et unikt prgve-ID i feltet Sample ID (Preve-ID).

2. Brug Well Position (Brgndplacering) (indeks A eller indeks B) eller Plate — Well Position (Plade -
Brendplacering) (Indeks A og B) til at veelge det indeks, der knyttes til prgverne.
Felterne i7 Index (i7-Indeks), Index 1 (Indeks 1), i5 Index (i5-Indeks) og Index 2 (Indeks 2) udfyldes
automatisk.

3. [Valgfri] Angiv et biblioteksnavn.
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Tilfgj reekker, og gentag trin 1-3 efter behov, indtil alle praverne er fgjet til tabellen. Du kan tilfgje
flere reekker ad gangen ved ferst at indtaste det antal reekker, der skal tilfgjes, og derefter vaelge
ikonet +. Du kan ogsa fjerne raekker ved at markere feltet ved siden af reekkenummeret og derefter
klikke pa papirkurvsikonet.

Veelg Next (Naeste).

Analyseindstillinger

1.

Veelg den gnskede analysearbejdsgang:

* FASTQ-generering

« FASTQ- og VCF-generering for en kimcellearbejdsgang (manifestfil pakraevet)
« FASTQ- og VCF-generering for en somatisk arbejdsgang (manifestfil pakraevet)

[Valgfri] Generate ORA compressed FASTQs (Generér ORA-komprimerede FASTQ-filer), er
aktiveret som standard. FASTQ ORA-komprimering komprimerer tabsfri FASTQ-filer op til 5x
sammenlignet med fastq.gz. Fjern markeringen Generate ORA compressed FASTQs (Generér
ORA-komprimerede FASTQ-filer), hvis der foretraekkes ukomprimerede data (fastq.gz).

Der kraeves en manifestfil til kimcellearbejdsgange og somatiske arbejdsgange. Brug rullemenuen
Manifest File Selection (Valg af manifestfil) for at vaelge en manifestfil. Manifestfilen er en
tabulatorsepareret BED (* .bed), der angiver navnene og placeringerne pa de malrettede
referenceomrader. Se Manifestfil pa side 8 for yderligere oplysninger.

[Valgfri] For somatiske arbejdsprocesser skal du bruge rullemenuen Noise File Selection (Valg af
stgjfil) til at vaelge en fil for systematisk stgj.

Der kan angives en BED-fil (*.bed. gz) med centerspecifikt stgjniveau til at frasortere systematisk
stej. Se Stajfiltrering (Valgfri) pa side 9 for yderligere oplysninger.

Valg Next (Naeste).

Kegrsels- oversigt

1.

Pa skaermbilledet Review (Oversigt) skal du gennemga oplysningerne for Run Settings
(Kgrselsindstillinger), Sample Data (Prgvedata) og Analysis Settings (Analyseindstillinger).
Velg Save (Gem).

Kerslen gemmes under fanen Planned (Planlagt) pa skeermen Runs (Kersler).

Indstillinger

For at fa vist eller foretage andringer i DRAGEN for IDPE Dx programindstillinger skal du farst veelge
ikonet Applications (Programmer) pa hovedskarmen. Veelg derefter det program, du vil have vist eller
&ndre. Der kraeves en administratorkonto for at @endre indstillingerne.

Konfiguration

Konfigurationsskaermen viser falgende programindstillinger:
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* Library Prep Kits (Biblioteksklarkaringssaet) — Viser standardbiblioteksklargeringssaettet for
programmet. Denne indstilling kan ikke aendres.

* Index Adapter Kits (Indeksadaptersaet) — Viser standard indeksadaptersasttet for programmet.
Denne indstilling kan ikke andres.

* Read lengths (Laesningsleengder) — Laesningslaengder er indstillet til 151 p& programmet som
standard, men kan aendres under oprettelse af karslen.

* Manifest and Noise Files (Manifest- og stgjfiler) — Upload, og aendr indstillinger for manifest- og
stojfiler.

— Valg Upload File (Upload fil) for at uploade fil til brug i analyse.

— Veelg alternativknappen Default (Standard) for at indstille filen som standard manifest- eller
stgjfil under oprettelse af karslen, nar programmet er valgt.

— Veelg afkrydsningsfeltet Enabled (Aktiveret) for at indstille filen til at blive vist i rullemenuen
under oprettelse af karslen.

Rettigheder

Brug afkrydsningsfelterne pa skaermen Permissions (Godkendelser) to at administrere brugeradgang til
appen.

Manifestfil

Nar du bruger DRAGEN for IDPE Dx, er en manifestfil pakraevet input for felgende arbejdsgange:
* FASTQ- og VCF-generering for en kimcellearbejdsgang
* FASTQ- og VCF-generering for en somatisk arbejdsgang

Manifestfilen er en tabulatorsepareret tekstfil, der gar brug af BED-formatet (*.bed), der angiver
navnene og placeringerne pa de malrettede referenceomrader. Den centrale del af manifestfilen er
afsnittet Regions (Omrader), og den skal indeholde fglgende datakolonner:

Kolonne Beskrivelse

Navn Unikt brugerangivet navn for malet

Kromosom Kromosomplacering (f.eks. chr10, chr5 osv.)

Start 1-baseret indeks for malets startposition

Stop 1-baseret indeks for malets stopposition

Probelzengde opstrgms Laengden af proben opstrems. For appen DRAGEN for IDPE Dx

skal dette indstilles til O.

Probelzengde nedstrems Laengden af proben nedstrems. For appen DRAGEN for IDPE Dx
skal dette indstilles til O.
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BEMAAERK Der kreeves et gyldigt manifestfilformat til analyse. DRAGEN stopper analysen, hvis
manifestfilen er ugyldig.

Stoejfiltrering (Valgfri)

Filtrering af systematisk stgj er tilgeengeligt til bestemmelse af somatiske variationer og kan bruges til at
reducere falske positive bestemmelser ved at tage hgjde for stedspecifik stgj. Den systematiske stgifil
genereres ved fgrst at indsamle ca. 50 normale prever (helst specifikke for panelet, biblioteksklargaring
og sequenceren), og derefter divideres summen af allelfrekvenser, under 30 % pa hvert sted med
tilstraekkelig deekning, med det samlede antal praver (alle frekvenser over 30 % antages at veere
kimcellevariationer og ikke stgj). Nar stejveerdierne er genereret, vil somatiske varianter, der er
detekteret pa dette sted, blive filtrerede.

Filteret kan bruges i tilstanden Tumor-Normal, men er isaer praktisk anvendeligt i kerslerne Tumor-Only
(Kun tumor), hvor en matchet normal ikke er tilgaengelig. Den systematiske stgjfil skal bruge en BED-fil,
der har et filtypenavn (* .bed. gz), der skal indeholde fire kolonner: Chromosome, Start, End
(Kromosom, Start, Slut) og stedspecifikke stajniveauer for hver raekke. Filtrering af systematisk stgj er
valgfri.

Analyseoutput

Karsler, der aktuelt er i gang, vises under fanen Active (Aktiv). Fuldfgrte karsler vises i fanen Completed
(Fuldfert). DRAGEN for IDPE Dx opretter en analysemappe med et unikt navn for hver analyse, som er
adskilt fra mappen med sekventeringsdata. Analysemappen gemmer fglgende oplysninger:

* Manifestfil brugt

* Softwareversion

* Prgve-ID’er

* Tilpassede laesningeri alt

* Procentdel af tilpassede leesninger pr. prgve
* Antal bestemte SNV'er pr. prgve

* Antal bestemte indeler pr. prave

* Daekningsstatistik

Analyseoutputfiler

Placeringen af analysemappen er angivet af indstillingen for External Storage for Analysis Results
(Ekstern opbevaring af analyseresultater). Se Vejledning til softwaren lllumina Run Manager til NextSeq
550Dx (dokumentnr. 200025239) for yderligere oplysninger om indstillingen External Storage for
Analysis Results (Ekstern opbevaring af analyseresultater).
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Pa skaermbilledet Run Details (Kerselsoplysninger) viser feltet External Location (Ekstern placering)
stien til sekventeringsdata. Navnet pa den unikke analysemappe findes i feltet Analysis Output

(Analyseoutput) pa skeermbilledet Run Details (Karselsoplysninger). De eksakte, genererede filer vil

afheenge af, hvilken analysearbejdsgang der bruges. Programmet vil generere falgende

analyseoutputfiler.

BEM/ZERK Huvis der opstéar en fejl med begraensning af filstiens maksimale lasengde, nar du tilgar
analyseoutputfiler, kan du preve at flytte filen til en kortere stiplacering eller bruge en
anden metode til at abne filen.

Outputfil

Oversigtsrapport over
varianter (* .pdf)

FASTQ (*.fastqg.gz eller

* fastqg.ora)

Tilpasnings-BAM-filer
(* .bam)

Genome-VCF-filer
(*.gvcf.gz)

VCF-filer (*.vcf.gz)

Kerselsmalingsrapport

(*.csv)

FASTQ-filer

Beskrivelse

Indeholder en oversigt over filoplysninger, softwareversioner,
eksempeloplysninger, statistik pa lsesningsniveau og SNV,
indseettelser, sletninger og daekningsoversigter. Det er kun
kimcellearbejdsgange og somatiske arbejdsgange, der genererer
en rapport over varianter.

Midlertidige filer med kvalitetsscorede basebestemmelser.
FASTQ-filer er det primeere input til tilpasningstrinnet. Nar
ORA-komprimering er valgt, bruges filtypenavnet * . fastq.ora.

Indeholder tilpassede laesninger for en given prgve.

Indeholder genotype for hver placering, uanset om denne er
bestemt som en variant eller bestemt som en reference.

Indeholder varianter bestemt ved hver placering.

Indeholder kvalitetsmalinger om karslen, herunder samlet resultat
uden indeksering og Q30-score.

FASTQ (*.fastg.gz, *.fastq.ora) er et tekstbaseret filformat, der indeholder basebestemmelser og
kvalitetsveerdier for hver laesning. Hver fil indeholder felgende oplysninger:

* Preveidentifikatoren

* Sekvensen

* Phred-kvalitetsscorerne i et ASCIl + 33-kodet format

Prgveidentifikatoren er formateret som falger:

@Instrument:RunID:FlowCellID:Lane:Tile:X:Y

ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
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Eksempel:

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

<>; ##=><9=AAAAAAAAAAIH : <#<; <<<?27224#=

BAM-filer

En BAM-fil (*.bam) er en komprimeret, binaer version af en SAM-fil (Sequence Alignment Map), der
bruges til at repraesentere tilpassede sekvenser pa op til 128 Mb. BAM-filer bruger filnavnformatet
SampleName S#.bam. # er prgvenummeret ud fra den reekkefglge, som prgverne er angiveti for
karslen. | multinode-tilstanden er S# indstillet til S1, uanset praveraekkefglgen.

BAM-filer indeholder en hovedsektion og en tilpasningssektion:

* Header (Hoved) - Indeholder oplysninger om hele filen, sdsom prevenavn, prevelangde og
tilpasningsmetode. Tilpasninger i tilpasningssektionen er forbundet med specifikke oplysninger i
hovedsektionen.

* Alignments (Tilpasninger) —Indeholder laasningsnavn, laesningssekvens, laasningskvalitet,
tilpasningsoplysninger og brugerdefinerede tags. Laesningsnavnet inkluderer kromosomet,
startkoordinaten, tilpasningskvaliteten og den matchede beskrivelsesstreng.

Tilpasningssektionen inkluderer fglgende oplysninger for hver lsesning eller hvert lsesningspar:
* AS: Paired-end-tilpasningskvalitet.
* RG: Leesningsgruppe, hvilket indikerer antallet af laesninger for en specifik prove.

* BC: Stregkode-tag, hvilket angiver det demultiplekserede pr@ave-ID, der er forbundet med
lzesningen.

* SM: Single-end-tilpasningskvalitet.
* XC: Matchbeskrivelsesstreng.
* XN: Amplicons navnetag, der registrerer det amplicon-ID, der er forbundet med lasningen.

BAM-indeksfiler (*.bam.bai) giver et indeks over den tilhgrende BAM-fil.

VCF-filer

Variant Call Format-filerne (*.vcf) indeholder oplysninger om varianter fundet ved specifikke placeringer
i et referencegenom.

VCF-filhovedet inkluderer VCF-filformatets version, variantbestemmelsesprogrammets version og en
liste over de annoteringer, der er brugt i resten af filen. VCF-hovedet inkluderer ogsa
referencegenomfilen og BAM-filen. Den sidste linje i hovedet indeholder kolonneoverskrifter for
datalinjerne. Hver af VCF-filens datalinjer indeholder oplysninger om en enkelt variant.
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Tabel1 VCF-filens overskrifter

Overskrift
CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Beskrivelse

Referencegenomets kromosom. Kromosomerne vises i samme reekkefglge som
FASTA-referencefilen.

Variantens enkelt-base-placering i referencekromosomet. For SNV’er
(enkeltnukleotidvarianter) er denne placering referencebasen med varianten. For
indeler er denne placering referencebasen umiddelbart far varianten.

rs-tallet (reference-SNP) for den SNP, der er indhentet fra dbSNP. txt, hvis
relevant. Hvis der findes flere rs-tal pa denne placering, er listen
semikolonsepareret. Hvis der ikke findes en dbSNP-post pa denne placering,
bruges der en marker for den manglende veerdi ('.").

Referencegenotypen. For eksempel er en sletning af et enkelt T repraesenteret
som reference-TT og alternativ- T. En A til T-enkeltnukleotidvariant er
repraesenteret som reference-A og alternativ-T.

De alleler som er forskellige fra referencelasningen. En indsaettelse af et enkelt T
er for eksempel repraesenteret som reference-A og alternativ-AT. En A til T-
enkeltnukleotidvariant er repreesenteret som reference-A og alternativ-T.

En Phred-skala-kvalitetsscore tildelt af variantbestemmelsesprogrammet. Hajere
scorer indikerer starre tillid til varianten og lavere sandsynlighed for fejl. For en
kvalitetsscore pa Q er den estimerede sandsynlighed for en fejl 10-(Q/10). For
eksempel har seettet med Q30-bestemmelser en fejlrate pa 0,1 %. Mange
variantbestemmelsesprogrammer tildeler kvalitetsscorer baseret pa deres
statistike modeller, som er hgje i forhold til den observerede fejlrate.
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Brugervejledning til programmet DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx

Tabel 2 VCF-filannotationer om kimcellearbejdsgang

Overskrift  Beskrivelse

FILTER Hvis alle filtrene passeres, vil der st PASS (BEST,Z\ET) i filterkolonnen. Mulige
FILTER-poster omfatter:

DRAGENSnpHardQUAL - Bruges hvis SNP-variantens QUAL-score ikke
opfylder graensevaerdien

DRAGENIndelHardQUAL - Bruges hvis indelvariantens QUAL-score ikke
opfylder graenseveerdien

LowDepth - Filtreret af centret, fordi dybden af daekningen ikke opfylder
graenseveerdien

LowGQ - Filtreret af centret, fordi genotypekvaliteten ikke opfylder
greenseveerdien

PloidyConflict - Genotypebestemmelse fra variantbestemmelsesprogram er
ikke i overensstemmelse med kromosomploidi

base_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af alt-
laesningerne ved denne locus ikke opfylder graenseveerdien

filtered_reads - Filtreret af centret, fordi en for stor andel af laesningerne er
blevet frasorteret

fragment_length — Filtreret af centret, fordi den absolutte forskel pa den
gennemsnitlige fragmentlaangde af alt-leesninger og den gennemsnitlige
fragmentlaengde af ref-leesninger ved denne locus er over graenseveerdien
low_depth - Filtreret af centret, fordi leesningsdybden er for lav
low_frac_info_reads - Filtreret af centret, fordi fraktionen af informative
leesninger er under greenseveerdien

low_normal_depth - Filtreret af centret, fordi den normale prgvelaesningsdybde
er for lav

long_indel - Filtreret af centret, fordi indellaengden er for lang
mapping_quality — Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af
alt-leesningerne ved denne locus ikke opfylder graenseveerdien

multiallelic - Filtreret af centret, fordi mere end to alt-alleler passerer tumor-
LOD

non_homref_normal - Filtreret af centret, fordi den normale prgvegenotype
ikke er homozygot-reference

no_reliable_supporting_read - Filtreret af centret, fordi der ikke findes nogle
palidelige, understgttende, somatiske laesninger

panel_of_normals — Set i mindst en preve i panelet med normale vcf
read_position - Filtreret af centret, fordi medianen af afstande mellem start/slut
af leesningen, og denne locus er under graenseveaerdien

RMxNRepeatRegion - Filtreret af centret, fordi alle eller en del af variantallelen
er en gentagelse af referencen

strand_artifact - Filtreret af centret pa grund af alvorlig streng-bias
str_contraction - Filtreret af centret p& grund af formodet PCR-fejl, hvor alt-
allelen er en gentagelsesenhed under referencen
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Brugervejledning til programmet DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx

Overskrift  Beskrivelse

FILTER  too_few_supporting_reads - Filtreret af centret, fordi der er for fa
understgttende leesninger i tumorprgven
» weak_evidence — Somatisk variantscore opfylder ikke graenseveerdien
INFO Mulige INFO-poster omfatter:

AC - Alleltal i genotyper for hver ALT-allel i samme reekkefglge som angivet.
AF - Allelfrekvens for hver ALT-allel i samme raekkefelge som angivet.

AN - Samlet antal alleler i bestemte genotyper.

DB - dbSNP-medlemsskab.

FS - P-veerdi pa Phred-skala ved brug af Fishers eksakte test til pavisning af
bias af strenge.

QD - Variantkonfidens/-kvalitet efter dybde.

R2_5P_bias — Score baseret pa bias af mate og afstand fra 5 prim-ende.

SOR - Symmetrisk odds-forhold for 2x2 kontingenstabel til pavisning af bias af
strenge.

DP - Omtrentlig laesningsdybde (informativ og ikke-informativ). Nogle
laesninger kan veere blevet filtreret pd mapq osv.

END - Intervallets stopposition.

FractioninformativeReads - Fraktionen af informative lsesninger ud af det
samlede antal laesninger.

MQ - RMS-tilknytningskvalitet.

MQRankSum - Z-score fra Wilcoxons rangsumstest af kvaliteten af Alt- vs. Ref-
leesningstilknytninger.

ReadPosRankSum — Z-score fra Wilcoxons rangsumstest af bias af Alt vs. Ref-
lzesningsplaceringer.

SOMATIC - Mindst en variant pa denne placering er somatisk.
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Overskrift  Beskrivelse

FORMAT Formatkolonnen har kolonseparerede felter. For eksempel GT:GQ. Mulige
tilgeengelige felter:

AD - Alleldybder (teeller kun informative laesninger ud af det samlede antal
laesninger) for ref- og alt-allelerne i den raekkefalge, de er angivet.

AF - Allelfraktioner for alt-alleler i den raekkefglge, de er angivet.

DP — Omtrentlig laeesningsdybde (leesninger med MQ = 255 eller med darlige
mates filtreres).

F1R2 - Antal lzesninger i FIR2-parretning, der understotter hver allel.

F2R1 - Antal lsesninger i F2R1-parretning, der understegtter hver allel.

GT - Genotype. 0 svarer til referencebasen, 1 svarer til den fgrste post i ALT-
kolonnen osv. Skrastregen (/) indikerer, at der ikke er tilgeengelige oplysninger
om inddeling i faser.

MB - Statistik pr. preavekomponent til pavisning af mate-bias.

PS - ID-oplysninger for fysisk faseinddeling, hvor hvert unikt ID i en given prove
(men ikke pa tveers af prever) forbinder poster inden for en
faseinddelingsgruppe.

SB - Statistik pr. prevekomponent, som bestar af Fishers eksakte test til
pavisning af bias af strenge.

SQ - Somatisk kvalitet.

SAMPLE Pravekolonnen giver de vaerdier, der er angivet i kolonnen FORMAT.

(PROVE)
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Brugervejledning til programmet DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx

Tabel 3 VCF-filannotationer om somatisk arbejdsgang

Overskrift  Beskrivelse

FILTER Hvis alle filtrene passeres, vil der st PASS (BEST,Z\ET) i filterkolonnen. Mulige
FILTER-poster omfatter:

base_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af alt-
leesningerne ved denne locus ikke opfylder greenseveerdien

filtered_reads - Filtreret af centeret, fordi en for stor fraktion af laesningerne er
blevet frasorteret

fragment_length — Filtreret af centret, fordi den absolutte forskel pa den
gennemsnitlige fragmentlaangde af alt-laesninger og den gennemsnitlige
fragmentlaengde af ref-leesninger ved denne locus er over graenseveerdien
low_depth - Filtreret af centret, fordi leesningsdybden er for lav
low_frac_info_reads - Filtreret af centret, fordi fraktionen af informative
leesninger er under greenseveerdien

low_normal_depth - Filtreret af centret, fordi den normale prevelaesningsdybde
er for lav

long_indel - Filtreret af centret, fordi indelleengden er for lang
mapping_quality — Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af
alt-laesningerne ved denne locus ikke opfylder graensevaerdien

multiallelic - Filtreret af centret, fordi mere end to alt-alleler passerer tumor-
LOD

non_homref_normal - Filtreret af centret, fordi den normale prevegenotype
ikke er homozygot-reference

no_reliable_supporting_read - Filtreret af centret, fordi der ikke findes nogle
palidelige, understattende, somatiske lasninger

panel_of_normals — Set i mindst en preve i panelet med normale vcf
read_position - Filtreret af centret, fordi medianen af afstande mellem start/slut
af leesningen, og denne locus er under graensevaerdien

RMxNRepeatRegion - Filtreret af centret, fordi alle eller en del af variantallelen
er en gentagelse af referencen

strand_artifact - Filtreret af centret pa grund af alvorlig streng-bias
str_contraction - Filtreret af centret pa grund af formodet PCR-fejl, hvor alt-
allelen er en gentagelsesenhed under referencen

too_few_supporting_reads - Filtreret af centret, fordi der er for fa
understgttende leesninger i tumorprgven

weak_evidence — Somatisk variantscore opfylder ikke graenseveerdien
systematic_noise - Filtreret af centeret baseret pa evidens for systematisk stoj
i normaler
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Overskrift  Beskrivelse

INFO Mulige INFO-poster omfatter:

DP - Omtrentlig laesningsdybde (informativ og ikke-informativ). Nogle
lzesninger kan veere blevet filtreret pa mapq osv.

END - Intervallets stopposition.

FractioninformativeReads — Fraktionen af informative laesninger ud af det
samlede antal lzesninger.

MQ - RMS-tilknytningskvalitet.

MQRankSum - Z-score fra Wilcoxons rangsumstest af kvaliteten af Alt- vs. Ref-
laesningstilknytninger.

ReadPosRankSum - Z-score fra Wilcoxons rangsumstest af bias af Alt vs. Ref-
lzesningsplaceringer.

AQ - Score for systematisk stg;j.

hotspot — Kendt somatisk sted, brugt til at age tilliden til bestemmelsen.
SOMATIC - Mindst en variant pa denne placering er somatisk.

FORMAT Formatkolonnen har kolonseparerede felter. For eksempel GT:GQ. Mulige
tilgeengelige felter:

AD - Alleldybder (teeller kun informative laasninger ud af det samlede antal
lzesninger) for ref- og alt-allelerne i den raekkefelge, de er angivet.

AF - Allelfraktioner for alt-alleler i den raekkefelge, de er angivet.

DP - Omtrentlig leesningsdybde (lzesninger med MQ = 255 eller med dérlige
mates filtreres).

F1R2 - Antal lzesninger i F1IR2-parretning, der understeatter hver allel.

F2R1- Antal lzesninger i F2R1-parretning, der understotter hver allel.

GP - Posteriore sandsynligheder for genotyper ifelge Phred-skalaen, som
defineret i VCF-specifikationen.

GQ - Genotypekvalitet.

GT - Genotype. 0 svarer til referencebasen, 1 svarer til den fgrste posti ALT-
kolonnen osv. Skrastregen (/) indikerer, at der ikke er tilgeengelige oplysninger
om inddeling i faser.

MB - Statistik pr. prevekomponent til pavisning af mate-bias.

PL - Normaliseret sandsynlighed for genotyper ifalge Phred-skalaen, som
defineret i VCF-specifikationen.

PRI - Tidligere sandsynlighed for genotyper ifglge Phred-skalaen.

PS - ID-oplysninger for fysisk faseinddeling, hvor hvert unikt ID i en given prove
(men ikke pa tveers af prever) forbinder poster inden for en
faseinddelingsgruppe.

SB - Statistik pr. prevekomponent, som bestar af Fishers eksakte test til
pavisning af bias af strenge.

SQ - Somatisk kvalitet.
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Overskrift  Beskrivelse

SAMPLE Pravekolonnen giver de vaerdier, der er angivet i kolonnen FORMAT.
(PR@VE)

Genome VCF-filer

Genome VCF-filer (*.gvcf.gz) felger et saet konventioner til repraesentation af alle steder i genomet i et
rimeligt kompakt format. gVCF-filerne inkluderer alle steder i interesseomradet i en enkelt fil for hver
preve. gvVCF-filen viser manglende bestemmelser ved placeringer, der ikke passerer alle filtrene. Et
genotype-tag (GT) med ./. indikerer en manglende bestemmelse.

Genindsaettelse i analyseko

Du kan seette en analyse, som er blevet stoppet, i ka igen, hvis analysen mislykkedes, eller hvis du vil
analysere en kersel igen med andre indstillinger. Udfer felgende trin for at saette analysen i kg igen:

1. Veelg fanen Completed (Fuldfert) pa skeermbilledet Run (Karsel), og veelg derefter det kerselsnavn,
der skal analyseres igen.
Hvis der tidligere blev udfgrt Requeue Analysis (Genindsaet i analyseka), skal du veelge
kerselsnavnet for Parent Run (Overordnet karsel).

2. Fra skaermen Run Details (Kaerselsoplysninger), efter Sequencing Information
(Sekventeringsoplysninger), skal du veelge Requeue Analysis (Genindsaet i analyseka).

3. Veelg en mulighed:
* Requeue analysis with no changes (S&ddan genindsaettes i analyseko)
* Edit run settings and requeue analysis (Rediger karselsindstillinger, og genindsaet analyse i
ko)
* Requeue analysis with a different application (Genindsaet analyse i keen med et andet
program)
4. Bekraeft, at placeringen, hvor sekventeringsdataene aktuelt befinder sig, findes i feltet Sequencing
data file path (Sti til sekventeringsdatafilen).

BEMAERK Stien til sekventeringsdataene skal stemme overens med stien i indstillingen External
Storage for Analysis Results (Ekstern opbevaring af analyseresultater). Se Vejledning til
softwaren Illumina Run Manager til NextSeq 550Dx (dokumentnr. 200025239) for
oplysninger om andring af den eksterne opbevaringssti.

Reanalysis Reason (arsag til at der skal analyseres).
6. Veelg Requeue Analysis (Genindseet i analyseka).

7. Rediger de gnskede aendringer i indstillingerne for Run Settings (Kerselsindstillinger) Sample Data
(Prevedata) og Analysis Settings (Analyseindstillinger).
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8. Veelg Save (Gem). Analysen starter med de aktuelle analyseparametre.

Dokumentnr. 200025238 v0O
TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG.

19



Brugervejledning til programmet DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx pa NextSeq 550Dx

Teknisk hjeelp

Kontakt lllumina teknisk support for at fa teknisk hjaelp.

Websted: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Sikkerhedsdatablade (SDS'er) — Kan findes pé llluminas websted p& support.illumina.com/sds.html.

Produktdokumentation — Kan downloades pa support.illumina.com.
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