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Ulevaade

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Rakendust (DRAGEN IDPE Dx jaoks) kasutatakse
seadmega NextSeq 550Dx sekveneerimiseks loodud IDPE Dx teekide planeerimiseks ja sekundaarseks
analllsimiseks.

DRAGEN IDPE Dx jaoks toetab sekveneerimist anallilsini, kui seda kasutatakse koos Komplekt lllumina
DNA Prep With Enrichment Dx Library Prep, NextSeq 550Dx ja lllumina DRAGEN Server NovaSeq 550Dx
jaoks.

Analtuuisimeetodid

DRAGEN IDPE Dx jaoks teostab demultipleksimise, FASTQ genereerimise, lugemi kaardistamise,
joondamise vérdlusgenoomiga ja vaikestemahuliste variantide nimetamise, olenevalt valitud t66voost:

* FASTQ genereerimine
* Geeniraja FASTQ ja VCF-i genereerimine

* Somaatiline FASTQ ja VCF-i genereerimine

MARKUS_ ORA tihendus on saadaval kasutamiseks kdigi kolme td66vooga. DRAGEN ORA
tihendus on taielikult kadudeta tihendustarkvara, mis loob faili originaalse lugemise
arhiivi Original Read Archive (*.ora) laiendusega. Ora-formaat on FASTQ-failide
vordluspdhine tihendusformaat ja on méeldud vaga kiireks
tihendamiseks/dekompressiooniks ja omab suurt tihendussuhet.

FASTQ genereerimine

Koostatud jarjestused kirjutatakse FASTQ failidesse proovi kohta. FASTQ failid on tekstifailid, mis
sisaldavad sekveneerimisandmeid ja kvaliteediskoore ainult Uhe proovi kohta. Iga proovi kohta luuakse
eraldi FASTQ failid Iabivoolukuveti raja ja sekveneerimise lugemi kohta. Kaituse seadistamisel
madaratletud proovi nimi lisatakse FASTQ faili nimele. FASTQ-failid on joondamise peamine sisend.
FASTQ genereerimise esimene samm on demultipleksimine. Demultipleksimine maarab filtrit Iabivad
klastrid, proovile, vorreldes iga indeksi lugemisjarjestust kaituse jaoks maaratud indeksijarjestustega.
Selles etapis ei arvestata kvaliteedivaartustega. Indeksite lugemid identifitseeritakse jargmiste
sammudega:

* Proovid nummerdatakse alates 1-st, Iahtudes nende jarjestusest kaituse jaoks.
* Valimi number 0 on reserveeritud klastritele, mida proovile ei maaratud.

* Klastrid maaratakse proovile siis, kui indeksi jarjestus vastab tapselt v&i kui indeksi lugemi kohta on
kuni Gks mittevastavus.

Dokcument nr 200025238 v0O
KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS.



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx seadmel NextSeq 550Dx Rakenduse kasutajajuhend

Tarkvara sisaldab ORA tihendamist FASTQ failide tihendamiseks. Seda vormingut saab valikuliselt
lubada. ORA (*.ora) vormingu kasutamisel séilitatakse parast tihendamise ja dekompressiooni tsuklit
FASTQ sisumd5 kontrollsumma, et tagada kadudeta tihendus.

DNA kaardistamine ja joondamine

Parast FASTQ loomist kaardistatakse lugemid ja joondatakse referentsgenoomiga. Kaardistamise
esimene etapp on lugemist algete genereerimine ja siis vordluseks kasutatavas genoomis tapsete
vastete otsimine. Seejarel taiustatakse tulemusi, viies labi taielikud Smith-Watermani
joondamisprotseduurid asukohtades, kus Uhtivate algete tihedus on suurim. See hasti dokumenteeritud
algoritm toimib, vérreldes lugemi iga asendit kdigi referentsi kandidaatpositsioonidega. Need vdrdlused
vastavad lugemite ja referentsi véimalike joonduste maatriksile. Iga joonduspositsiooni variandi puhul
genereerib Smith-Watermani punktisummad, mida kasutatakse selleks, et hinnata, kas parim joondus,
mis labib maatriksraku, jduab selleni nukleotiidivastavuse voi -lahknevusega (diagonaalne liikkumine),
deletsiooniga (horisontaalne lilkkumine) vi insertsiooniga (vertikaalne liikumine). Lugemi ja referentsi
vaste annab skoorile boonuse ning lahknevus vai indel rakendab karistust. Maatriksi tldine kérgeim
punktiarvestustee on valitud joondamine. Algoritmi kiirendatakse DRAGEN valjaprogrammeeritavate
varavakimbu (FPGA) kaartide riistvaraga. Rakenduses kasutatav referentsgenoom luuakse UCSC hg19
FASTA-st koos DRAGEN-i valikuga, et luua liftipdhine alt-teadlik rasitabel.

DRAGEN iduliini variandi nimetamine

DRAGEN Germline Small Variant Caller (DRAGEN iduliini vdikesemahulise variandi nimetaja) votab
sisendiks kaardistatud ja joondatud DNA lugemid ning nimetab Uksiku nukleotiidi polimorfismid (SNP) ja
sisestused-deletsioonid (indelid), kasutades haplottitipide kohaliku de novo tuvastuse ja
veergudevahelise tuvastuse kombinatsiooni. DRAGEN Germline Small Variant Caller (DRAGEN iduliini
vaikesemahulise variandi nimetaja) lubamiseks valige iduliini variandi td6voog.

Iduliini variandi nimetamine kasutatakse tavaliselt geeniproovide puhul, kus ploidsus on teadaolevalt
kaks. Nimetatavad vordluspiirkonnad tuvastatakse kdigepealt piisava joonduse katvusega. Nendes
vordluspiirkondades identifitseerib sorditud lugemite kiire skannimine aktiivsed piirkonnad, mis on
tsentreeritud korrelatsiooniveergudel, kus esineb tdendeid variandi kohta. Aktiivsed piirkonnad on
polsterdatud piisava kontekstiga, et katta lahedalasuv oluline mittevdrdlussisu. Kui on tdendeid indelide
kohta, saavad aktiivsed piirkonnad taiendavat polstrit.

Joondatud lugemid karbitakse igasse aktiivsesse piirkonda ja koondatakse De Bruijni graafikule.
Karbitud lugemite servad kaalutakse tahelepanekute arvu pdhjal, mille aluseks on vérdlusjarjestus.
Parast mdningast graafiku puhastamist ja lihntsustamist eraldatakse kdik allika ja sisendi vahelised teed
kandidaathaplotutpidena. Iga haplotidp on Smith-Waterman, mis on joondatud vdrdlusgenoomiga, et
tuvastada esindatavad variandid. Seda siindmuste kogumit vdib tdiendada asukohapdhise
tuvastamisega. Iga lugemihaplotiilibi paari puhul hinnatakse lugemi jilgimise tdengosust P(r|H),
eeldades, et haplotitp on tdeline algproov, kasutades paaris varjatud Markovi mudelit (HMM).
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Kandidaatide genotllbid moodustatakse referentsasendi jargi aktiivses piirkonnas variantsiindmuste
(SNP-d vdi indelid) diploidsetest kombinatsioonidest. Iga juhtumi (sh referentsi) puhul hinnatakse iga
kattuva lugemi tingimusliku tdhelepaneku tdensosust P(r|e) siindmust toetavate haplotiilipide
hinnangulise maksimaalse P(r|H) vdartusena. Need liidetakse tingimuslikuks tdendosuseks P(r|e1e2)
genotllbi puhul (sindmuste paar) ja korrutatakse, et saada tingimuslik tdendosus P(R|e1e2) kogu
lugemikogumite tédhelepaneku tekkeks. Bayesi valemi abil arvutatakse iga diploidse genotutbi tagumine
téendosus P(e1e2|R) ja voitja nimetatakse.

DRAGEN IDPE Dx jaoks rakendab automaatset filtreerimist. Lisateavet leiate jaotisest /duliini t66voo
VCF-faili markused lehekdljel 13.

DRAGEN somaatiliste variantide nimetaja

The DRAGEN Somatic Small Variant Caller (DRAGEN somaatiliste vaikesemahuliste variantide nimetaja)
vdtab kaardistatud ja joondatud DNA lugemid sisendina ning nimetab SNV-d ja indelid haplotulpide
kohaliku de novo kooste kaudu aktiivses piirkonnas. DRAGEN Somatic Small Variant Caller (DRAGEN
somaatiliste vaikesemahuliste variantide nimetaja) lubamiseks valige somaatilise variandi rakendus.

Somaatiliste variantide nimetamist kasutatakse tavaliselt kasvajaproovide puhul. Selle t6dvooga ei tee
DRAGEN ploidsuse kohta eeldusi, mis véimaldab tuvastada madala sagedusega alleele. Kuni 100-
kordse katvusega lookuse puhul kasvajaproovis on DRAGEN-il tuvastamislavi variandi alleelisagedustel
5%. Piirskaleerub kasvava stigavusega lookuse kohta ja poolestub iga kord, kui katvus kahekordistub
Ule 100 korda. Nimetatavad vdrdluspiirkonnad tuvastatakse kdigepealt piisava joonduse katvusega.
Nendes vordluspiirkondades identifitseerib sorteeritud lugemite skaneering aktiivseid piirkondi, mis on
tsentreeritud kuhja veergudel, kus esineb tdendeid kasvaja lugemite variandi kohta. Aktiivsed
piirkonnad on polsterdatud piisava kontekstiga, et katta Iahedalasuv oluline mittevdrdlussisu. Kui on
téendeid indelide kohta, saavad aktiivsed piirkonnad taiendavat polstrit.

Joondatud lugemid karbitakse igasse aktiivsesse piirkonda ja koondatakse De Bruijni graafikule.
Karbitud lugemite servad kaalutakse tahelepanekute arvu pdhjal, mille aluseks on vérdlusjarjestus.
Parast mdningast graafiku puhastamist ja lihntsustamist eraldatakse kdik allika ja sisendi vahelised teed
kandidaathaplotutpidena. Iga haplotitp on Smith-Waterman, mis on joondatud vdrdlusgenoomiga, et
tuvastada esindatavad variandid. Iga lugemi haplotltbi paari puhul hinnatakse lugemi jalgimise
téendosust P(r|H), kasutades paaris varjatud Markovi mudelit (HMM), eeldades, et haplotlilip on tdeline
algproov.

Kasvaja tuvastuspiiri (TLOD) skoori maaramiseks skannib DRAGEN Somatic Small Variant Caller
(DRAGEN somaatiliste vaikesemahuliste variantide nimetaja) esmalt vdrdluspositsiooni iga somaatilise
sundmuse ja vordlussindmuse kohta aktiivses piirkonnas. lga kattuva lugemi tingimusliku tahelepaneku
t6endosust hinnatakse P(r|e) stindmust toetavate haplotiilpide hinnangulise maksimaalse P(r|H)
vaartusena. Need liidetakse stindmuse hipoteesi (E) tingimuslikuks tdendosuseks P(r|E), mis hdlmab
vordluse ja kandidaat-somaatilise alleeli segu mitmetel erinevatel vdimalikel alleelisagedustel, mis
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seejarel korrutatakse, et saada tingimuslik téendosus P(R|E) kogu lugemite kogumi jalgimiseks.

Jargnevalt arvutatakse TLOD-skoor tdendina selle kohta, et kasvajaproovis esineb antud lookuses ALT-
alleel.

DRAGEN IDPE Dx jaoks rakendab automaatset filtreerimist. Lisateavet leiate jaotisest Somaatilise
téovoo VCF-faili markused lehekiiljel 16.

Dokcument nr 200025238 v0O
KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS.



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx seadmel NextSeq 550Dx Rakenduse kasutajajuhend

Planeeritud kaituse loomine

Kasutage jargmisi samme kaituse seadistamiseks rakenduses lllumina Run Manager seadmes NextSeq
550Dx voi kasutades vérguihendusega arvuti brauserit. Kui soovite importida proovi andmeid,
kasutage vorku Uhendatud arvutis brauserit. Vérgustatud arvutist lllumina Run Manager juurdepaasu
kohta leiate juhiseid jaotisest lllumina Run Manager seadmele NextSeq 550Dx Tarkvara juhend
(dokument nr 200025239).

Uue planeeritud kaituse loomiseks on kaks erinevat viisi.

* Import Run (Impordikaitus)- kasutage proovilehte olemasolevast kaitusest uue kaituse mallina.
Vaadake jaotisest lllumina Run Manager seadmele NextSeq 550Dx Tarkvara juhend (dokument
nr 200025239), et saada teavet kaituse importimise kohta.

* Create Run (Kaituse loomine)- sisestage kaituse parameetrid kasitsi. Jargmised juhised
kirjeldavad kaituse loomist.

MARKUS. Kasutajaliidese kohustuslikud sisendvalju tahistab tarn (*).

Rakendus

1. Valige kuva Runs (Kaitused) vahekaardil Planned (Plaanitud) kdsk Create Run (Kaituse loomine).

2. Valige rakendus DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ja valige seejarel Next (Edasi).

Kaituse satted

1. Sisestage kuval Run Settings (Kaituse satted) kaituse kordumatu nimi. Kaituse nimi identifitseerib
kaituse sekveneerimisest analldsini.
[Valikuline] Sisestage kaituse kirjeldus kaituse tdiendavaks tuvastamiseks.
Valige indeksiadapteri komplekt(id), mida kasutatakse teegi ettevalmistamisel.

4. Vaadake lugemi pikkus Ule ja muutke seda vajaduse korral. Lugem 1ja lugem 2 on vaikevaartusega
151 tsiklit. Indeks 1 ja indeks 2 on fikseeritud vaartusega 10 tsiklit ja neid ei saa muuta.

[Valikuline] Sisestage teegikatsuti ID.
6. Valige Next (Edasi).

Proovi andmed

Proovi andmete hulgas on Sample ID (proovi ID), Well Position (slivendi asend) (indeksplaadi stivendi
asend) ja Library Name (teegi nimi). Indeksi A&B kasutamisel sisaldab Well Position (stivendi asend) ka
Plate Identifier'it (plaadi identifikaator).

Prooviandmete sisestamiseks on kaks vdimalust.
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* Import Samples (Proovide importimine)- kasutage proovi andmete kuval allalaadimiseks
saadaolevat mallifaili.

* Manually (Kasitsi)- sisestage Sample Data (proovi andmed) otse proovi andmete kuval olevasse
tabelisse.

Proovide importimine

Kui planeerite seadme kaitust vérguiihendusega arvutis veebilehitsejat kasutades, on Sample data
(proovi andmete) kuval allalaadimiseks saadaval mall (* . csv). Mallifail ei ole allalaadimiseks saadaval
NextSeq 550Dx operatsioonisusteemi tarkvara kaudu Illumina Run Manager paasemiseks. Proovi
andmete sisestamiseks Import Samples (impordiproovide) funktsiooni abil toimige jargmiselt.

MARKUS, Enne jatkamist taitke Run Settings (kaituse satted).

1. Tuhja CSV-faili allalaadimiseks valige kdsk Download Template (Laadi mall alla).

2. Sisestage mallifailist proovi andmed ja salvestage fail. Teegi nimi on valikuline.

MARKUS. Indeksi A&B kasutamisel peavad veeru B andmed sisaldama nii plaadi kui ka
stivendi asendit (indeksplaadi slivendi asend). Naide: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Valige Import Samples (Impordi proovid) ja sirvige eelmise etapi prooviandmete teavet sisaldava
mallifaili.

4. Valige Open (Ava), Proceed (Alusta), ja seejarel Next (Edasi).

MARKUS. Proovi ID muutmine enne Next (Jargmine) valimist vdib pdhjustada vea. Lopetage
kaituse seadistamine enne muudatuste tegemist, et valtida vigu.

Proovide sisestamine kasitsi
Proovi andmete kasitsi sisestamiseks kasutage kuva Sample Data (Proovi andmed) tabelit.
1. Sisestage valjale Sample ID (Proovi ID) unikaalne proovi ID.

2. Kasutage Well Position (Stivendi asend) (indeks A vdi indeks B) vdi Plate - Well Position (Plaadi -
slivendi asend) (indeks A&B), et valida proovidega seotud indeks.

Valjad i7 Index (i7 indeks), Index 1 (indeks 1), i5 Index (i5 indeks) ja Index 2 (indeks 2) taidetakse
automaatselt.
[Valikuline] Sisestage teegi nimi.

4. Lisage ridu ja korrake samme 1-3 vastavalt vajadusele, kuni k&ik proovid on tabelisse lisatud.
Korraga saate lisada mitu rida, sisestades esmalt lisamiseks ridade arvu ja valides seejarel ikooni +.
Samuti saate ridasid eemaldada, valides rea numbri k&rval oleva kasti ja kildpsates seejarel
prugikasti ikooni.
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5. Valige Next (Edasi).

Anallusi satted

1. Valige soovitud anallisi t66voog.
* FASTQ genereerimine
* FASTQ ja VCF-i genereerimine iduliini té6voo jaoks (vajalik on manifestifail)
« FASTQ ja VCF-i genereerimine somaatilise td0voo jaoks (vajalik on manifestifail)

2. [Valikuline] Generate ORA compressed FASTQs (ORA tihendatud FASTQ-de genereerimine) on
vaikimisi lubatud. FASTQ ORA tihendamine tihendab kadudeta FASTQ-faile kuni 5 korda rohkem
vorreldes fastq.gz-ga. Kui eelistate tihendamata andmeid (fastg.gz), eemaldage Generate ORA
compressed FASTQs (ORA tihendatud FASTQ-de genereerimine).

3. Iduliini ja somaatiliste td6voogude jaoks on ndutav manifestifail. Kasutage manifestifaili valimiseks
rippmeniid Manifest File Selection (Manifestifaili valimine). Manifest on tabeldusmargiga
eraldatud BED (*.bed) fail, mis maaratleb sihtreferentspiirkondade nimed ja asukohad. Lisateavet
vt Manifestifail leheklljel 8 (Manifestifail).

4. [Valikuline] Somaatiliste to0voogude jaoks kasutage Noise File Selection (MUrafaili valik)
rippmeniid, et valida siistemaatiline mirafail.

Slisteemse mira filtreerimiseks saab maarata asukohaspetsiifilise miratasemega BED-faili
(*.bed.gz). Lisateavet leiate jaotisest Murafilter (valikuline) lehekdljel 9 (Mira filtreerimine
(valikuline)).

5. Valige Next (Edasi).

Analiilis Ulevaade
1. Vaadake iile kuval Review (Ulevaatus) Run Settings (Kéituse sitted), Sample Data (Proovi andmed)
ja Analysis Settings (Anallusi satted) teave.

2. Valige kask Save (Salvesta).
Kaitus salvestatakse kuva Runs (Kaitused) vahekaardile Planned (Planeeritud).

Satted

DRAGEN IDPE Dx jaoks rakenduse satete vaatamiseks v8i muutmiseks valige pdhiekraanilt ikoon
Applications (Rakendused). Seejarel valige rakendus, mida soovite vaadata voi muuta. Satete
muutmiseks on vaja administraatori kontot.

Konfiguratsioon

Konfiguratsioonikuval kuvatakse jargmised rakenduse satted.

* Library Prep Kits (Teegi ettevalmistuskomplektid)- kuvab rakenduse jaoks vaikimisi teegi
ettevalmistuskomplekti. Seda satet ei saa muuta.
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* Index Adapter Kits (Indeksadapteri komplektid)- kuvab rakenduse vaikimisi kasutatava indeksi
adapteri komplekti. Seda satet ei saa muuta.

* Read lengths (Lugemipikkused)- vaikimisi seatakse rakenduse lugemipikkusteks 151, kuid neid
saab muuta kaituse loomisel.

* Manifest and Noise Files (Manifesti- ja miurafailid)— manifesti- ja mirafailide satete Uleslaadimine ja
muutmine.

— Valige Upload File (Laadi fail Ules), et laadida Ules failid anallilisis kasutamiseks.

— Valige raadionupp Default (Vaikimisi), et maarata fail kaituse loomisel valitud vaikimisi manifesti-
vOi mirafailiks, kui rakendus on valitud.

— Tahistage markeruut Enabled (Lubatud), et seada fail, mida kuvatakse rippmendus kaituse
loomisel.

Oigused

Kasutage mérkeruute kuval Permissions (Oigused), et hallata rakenduse kasutajate juurdepaasu.

Manifestifail

Rakenduse DRAGEN IDPE Dx jaoks kasutamisel on manifestifail vajalik jargmiste tddvoogude sisendiks.
* FASTQ ja VCF-i genereerimine iduliini to6voo jaoks
* FASTQja VCF-igenereerimine somaatilise todvoo jaoks

Manifestifail on tabeldusmargiga eraldatud BED-formaadis (*.bed) tekstifail, mis maaratleb
sihtreferentspiirkondade nimed ja asukohad. Manifestifaili p&hijaotis on Regions (Piirkonnad) jaotis ja
see peab sisaldama jargmisi andmeveergusid.

Veerg Kirjeldus

Nimi Sihtmargi kasutaja maaratud kordumatu nimi

Kromosoom Kromosoomi asukoht (nt chr10, chr5 jne)

Algus 1-pdhine indeks sihtmargi alguspositsiooni jaoks

Peatus 1-pdhine indeks sihtmargi Idppasendi jaoks

Ulevoolusondi pikkus Ulesvoolu sondi pikkus. DRAGEN IDPE Dx jaoks rakenduse puhul

tuleks see seada vaartusele 0.

Allavoolusondi pikkus Allavoolu sondi pikkus. DRAGEN IDPE Dx jaoks rakenduse puhul
tuleks see seada vaartusele 0.

MARKUS. Analllsimiseks on vaja kehtivat manifestifaili vormingut. DRAGEN peatab analiiusi,
kui manifestifail on kehtetu.
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Murafilter (valikuline)

Susteemne murafilter on saadaval somaatiliste variantide nimetamiseks ja seda saab kasutada
valepositiivsete nimetamiste vahendamiseks, vottes arvesse kohap&hist mira. Stistemaatiline murafail
luuakse esmalt ligikaudu 50 normaalse proovi kogumisega (eelistatavalt paneeli, teegi ettevalmistuse ja
sekveneerija suhtes spetsiifilised) ja seejarel jagatakse piisava katvusega allpool 30% olevate
alleelisageduste summa igas uuringukohas proovide koguarvuga (eeldatakse, et alleelisagedused Ule
30% on iduliini variandid, mitte mira). Kui miravaartused on loodud, filtreeritakse selles kohas
tuvastatud somaatilised variandid.

Filtrit saab kasutada reziimis Tumor-Normal (Tuumor - normaalne), kuid see on eriti kasulik Tumor-Only
(Tuumor - ainult) kaitustes, mille puhul pole olemas normaalselt sobitatud tulemusi. Sisteemne mirafail
peab kasutama BED-faili, millel on faililaiend (* .bed.gz) ja mis peab sisaldama neli veergu:
Kromosoomi-, algus-, 16pp- ja kohaspetsiifilised miratasemed iga rea jaoks. Slistemaatiline mrafilter
on valikuline.

Analuusi valjundid

Kaimasolevad kaitused kuvatakse vahekaardil Active (Aktiivne). Lopetatud kaitused kuvatakse
vahekaardil Completed (Ldpetatud). DRAGEN IDPE Dx jaoks loob iga anallilisi jaoks kordumatu nimelise
anallusikausta, mis on sekveneerimisandmeid sisaldavast kaustast eraldi. Anallilisikausta pannakse
jargmised andmed.

* Kasutatud manifestifail

* Tarkvaraversioon

* ProovilD-d

* Joondatud lugemite koguarv

* Uhtlustatud lugemite osakaal proovi kohta
* Proovi kohta nimetatud SNV-de arv

* Proovi kohta nimetatud indelite arv

* Katvuse statistika

Analliusi valjundfailid

AnallUsikausta asukoha maarab External Storage for Analysis Results (Anallusitulemuste valismalu)
satte. AnalUusitulemuste satte jaoks vélise salvestusruumi kohta lisateabe saamiseks vaadake jaotist
lllumina Run Manager seadmele NextSeq 550Dx Tarkvara juhend (dokument nr 200025239).

Kuval Run Details (Kaituse Uksisasjad) pakub vali External Location (Valine asukoht) teed
sekveneerimisandmete jaoks. Unikaalne anallisikausta nimi esitatakse valjal Analysis Output Folder

(Anallusi valjundkaust) kuval Run Details (Kaituse Uksikasjad). Tapsed loodavad failid séltuvad
kasutatavast anallilisi tddvoost. Rakendus loob jargmised analldsi valjundfailid.
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MARKUS. Kui anallilsi valjundfailidele juurdepaasul tekib maksimaalne failitee pikkuse
piiramise viga, proovige faili teisaldada Ilihema tee asukohta v&i kasutage faili
avamiseks teist meetodit.

Valjundfail Kirjeldus
Variantide kokkuvdtte Sisaldab failiteabe, tarkvaraversioonide, prooviteabe,
aruanne (* .pdf) lugemitaseme statistika ja SNV kokkuvdtet, insertsioone,

deletsioone ja katvuse kokkuvdtteid. Variantide aruande annavad
ainult geeniraja ja somaatilised téovood.

FASTQ (*.fastqg.gz vOi Vahefailid, mis sisaldavad kvaliteediskooriga aluste maaramisi.
* fastqg.ora) FASTQ-failid on joondamisetapi peamine sisend. Kui valitud on
ORA tihendamine, kasutatakse faililaiendit * . fastq.ora.

Joondamise BAM-failid Sisaldab antud proovi joondatud lugemeid.

(*.bam)

Genoomi VCF-failid Sisaldab iga positsiooni jaoks genotllpi, olenemata sellest, kas
(*.gvcf.gz) seda nimetatakse variandiks voi etaloniks.

VCF-failid (*.vcf.gz) Sisaldab igas positsioonis nimetatud variante.

Kaituse mdddikute raport Sisaldab kvaliteedimdddikuid kaituse kohta, sh indekseerimata
(*.csv) kogutootlus ja Q30 skoor.

FASTQ failid

FASTQ (*.fastg.gz, *.fastq.ora) on tekstip&hine failivorming, mis sisaldab aluste nimetamisi ja kvaliteedi
vaartusi Uhe lugemi kohta. Iga fail sisaldab jargmist teavet.

*  Prooviidentifikaator
* Jarjestus
* Phredikvaliteediskoorid ASCII + 33 kodeeritud vormingus

Proovi identifikaator vormindatakse jargmiselt.

@Instrument:RunID:FlowCellID:Lane:Tile:X:Y
ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Naide:

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

+

<>; ##=><9=AAAAAAAARAI# : <#<; <2272 24#=
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BAM-failid

BAM-fail (*.bam) on SAM-faili (sekveneerimise joonduse kaardi) tihendatud binaarversioon, mida
kasutatakse kuni 128 Mb joondatud jarjestuste kuvamiseks. BAM-failid kasutavad failinimede vormingut
SampleName S#.bam, Kus # on proovi number, mis on maaratud kaituseks jérjestatud proovide
jargnevuse alusel. Mitme s6lme reziimis on S# seatud S1-le, olenemata proovi jarjekorrast.

BAM-failid sisaldavad paisejaotist ja joondusejaotist:

* Header (Pais) — sisaldab teavet kogu faili kohta, naiteks proovi nimi, proovi pikkus ja
joondusmeetod. Joondusejaotises seostatakse joondused pdisejaotises oleva konkreetse teabega.

* Alignments (Joondused) — sisaldab lugemi nime, lugemi jarjestust, lugemi kvaliteeti,
joondamisteavet ja kohandatud silte. Lugemi nimi sisaldab kromosoomi, alguskoordinaati,
joondamiskvaliteeti ja vastavuse deskriptorstringi.

Joondusejaotises on iga lugemi voi lugemipaari kohta jargmine teave:

* AS: Paaristulemusega joondamiskvaliteet.

* RG: Lugemirihm, mis naditab konkreetse proovi lugemite arvu.

* BC:Voodtkoodi silt, mis naitab lugemiga seotud demultipleksitud proovi ID-d.
*  SM: Uksiktulemusega joondamiskvaliteet.

* XC: Vastavuse deskriptorstring

* XN: amplikoni nimesilt, mis salvestab lugemiga seotud amplikoni ID

BAM-i indeksfailid (*.bam.bai) sisaldavad vastava BAM-faili indeksit.

VCF-failid

Variandi nimetamise formaadi (*.vcf) failid sisaldavad teavet variantide kohta, mis on leitud
referentsgenoomi kindlatel positsioonidel.

VCF-faili pais sisaldab VCF-failivormingu versiooni ja variandi nimetaja versiooni ning loetleb faili
Ulejdanud osas kasutatud annotatsioonid. VCF-i pais sisaldab ka referentsgenoomi faili ja BAM-faili.
Paise viimane rida sisaldab andmeridade veerupaiseid. Iga VCF-faili andmerida sisaldab teavet lihe
variandi kohta.

tabel 1 VCF-faili pealkirjad

Pealkiri  Kirjeldus

CHROM  Referentsgenoomi kromosoom. Kromosoomid ilmuvad samas jarjekorras kui
viitefailis FASTA.
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Pealkiri

POS

REF

ALT

QUAL

Kirjeldus

Variandi ihe-aluseline positsioon referentskromosoomis. Uhe nukleotiidi variantide
(SNV-d) puhul on see positsioon variandiga referentsaluseks. Indelite puhul on see
positsioon referentsalus vahetult enne varianti.

Rakenduvuse korral SNP rs number (referentsi SNP), mis on hangitud failist

dbsSNP. txt. Kui selles asukohas on mitu rs-numbrit, on loend semikoolonitega
eraldatud. Kui sellel positsioonil ei ole dbSNP-kirjet, kasutatakse puuduva vaartuse
tahist ().

Referentsgenotlip. Naiteks tGihe T kustutamine on kujutatud referentsina TT ja
alternatiivina T. A-T Uksiknukleotiidi variant on kujutatud referentsina A ja
alternatiivina T.

Alleelid, mis erinevad referentslugemist. Naiteks on Uksiku T sisestamine esindatud
kui referents A ja alternatiiv AT. Uksiknukleotiidi variant A-T on esindatud kui
referents A ja alternatiiv T.

Phred-skaalaga kvaliteediskoor, mille maarab variandi nimetaja. Kérge skoor naitab
suuremat usaldust variandi suhtes ja vaiksemat vigade tdendosust. Q
kvaliteediskoori korral on vea hinnanguline tdendosus 10-(Q/10). Naiteks on Q30
nimetusekomplekti veamaar 0,1%. Paljud variantide nimetajad maaravad oma
statistiliste mudelite pdhjal kvaliteediskoori, mis on tdheldatud veamaara suhtes
kdrge.
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tabel 2 Iduliini todvoo VCF-faili markused

Pealkiri Kirjeldus

FILTER Kui kdik filtrid on Iabitud, kirjutatakse filtriveergu PASS (Labitud). V&éimalikud
FILTER-i kirjed on jargmised.

DRAGENSnhpHardQUAL- rakendatakse, kui SNP variandi QUAL skoor ei vasta
lavele

DRAGENIndelHardQUAL- rakendatakse juhul, kui indeli variandi QUAL skoor ei
vasta lavele

LowDepth- sait on filtreeritud, sest kattesligavus ei vasta lavele

LowGQ— sait on filtreeritud, sest genotiibi kvaliteet ei vasta lavele
PloidyConflict-genotiilbi nimetamine variandi nimetajalt, ei ole kooskdlas
kromosoomi ploidsusega

base_quality- sait on filtreeritud, sest selle lookuse alt-lugemite mediaanne
baaskvaliteet ei vasta lavele

filtered_reads- sait on filtreeritud, sest liiga suur osa lugemeid on valja
filtreeritud

fragment_length- sait filtreeritud, sest kdigi alt-lugemite fragmendi
mediaanpikkuste ja referentslugemite mediaanpikkuste absoluutne erinevus
antud lookuses Uletab lave

low_depth- sait filtreeritud, sest lugemi sligavus on liiga madal
low_frac_info_reads- sait on filtreeritud, sest informatiivsete lugemite
fraktsioon on allpool lave

low_normal_depth- sait on filtreeritud, sest normaalne proovi lugemi sligavus
on lilga madal

long_indel- sait on filtreeritud, kuna indel on liiga pikk

mapping_quality- sait filtreeritud, sest selle lookuse alt-lugemite mediaanne
kaardistuskvaliteet ei vasta lavele

multiallelic— sait filtreeritud, sest rohkem kui kaks alt alleeli Iabivad kasvaja
LOD-i

non_homref_normal— sait filtreeritud, sest normaalne proovi genotilp ei ole
homostigootne referents

no_reliable_supporting_read- sait filtreeritud, sest usaldusvaarset somaatilist
lugemit ei ole

panel_of_normals-kuvatakse vdhemalt lihes proovis normaalvaartuste
paneelis vcf

read_position- sait on filtreeritud, sest lugemi alguse/I6pu ja selle lookuse
vahemaade mediaan on alla lave

RMxNRepeatRegion- sait on filtreeritud, sest kogu v&i osa variantalleelist on
referentsvaartuse kordus

strand_artifact- sait filtreeritud tugeva ahela halbe tottu

str_contraction- sait filtreeritud kahtlustatava PCR-i vea t&ttu, kus alt-alleel on
Uhe kordusliksuse vorra referentsist vaiksem

too_few_supporting_reads- sait on filtreeritud, sest kasvajaproovis on liiga
vahe toetavaid lugemeid

weak_evidence-somaatilise variandi skoor ei vasta lavele
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Pealkiri Kirjeldus
INFO V&imalikud TEAVE kirjed on jargmised.
(TEAVE) o AC-alleelide arv genotulpides iga ALT-alleeli jaoks, samas jarjekorras nagu

loetletud.

AF-alleelide sagedus iga ALT-alleeli jaoks, samas jarjekorras nagu loetletud.
AN- alleelide koguarv nimetatud genotlupides.

DB- dbSNP liikmesus.

FS-Phred-skaalaga p-vaartus, kasutades Fisheri tapset testi ahela halbe
tuvastamiseks.

QD- variandi usaldatavus/kvaliteet stigavuse jargi.

R2_5P_bias- skoor, mis pdhineb mate kdrvalekaldel ja vahekaugusel ahela 5’
otsas.

SOR- summeetriline tdendosuste suhe 2x2 kontingentsustabelis ahela halbe
tuvastamiseks.

DP-ligikaudne lugemisiigavus (informatiivne ja mitteinformatiivne); mdned
lugemid vdivad olla filtreeritud mapq jms alusel.

END- intervalli peatamisasend.

FractioninformativeReads—- informatiivsete lugemite osa lugemite koguarvust.

MQ- RMS-i kaardistamise kvaliteet.

MQRankSum- Wilcoxoni astaksummatesti Z-skoor Alt vs Ref lugemi
kaardistamise kvaliteedinditajatest.

ReadPosRankSum- Wilcoxoni astaksummatesti Z-skoor Alt vs Ref lugemi
positsiooni halbest.

SOMATIC- vahemalt ks variant selles positsioonis on somaatiline.

FORMAT Vormindatud veerus on koolonitega eraldatud valjad. Nt GT:GQ. Saadaval on
(VORMING)  jargmised véljad:

AD- alleelsiigavused (ainult informatiivsed lugemid k&igist lugemitest)
loetletud jarjestuses ref ja alt alleelide kohta.

AF- alleelifraktsioonid alt alleelide kohta loetletud jarjekorras.

DP- ligikaudne lugemistgavus (lugemid MQ = 255 v&i halbade paarilistega
filtreeritakse).

F1R2- F1R2 paari orientatsiooniga lugemite arv, mis toetab iga alleeli.
F2R1- F2R1 paari orientatsiooniga lugemite arv, mis toetab iga alleeli.
GT-genotllp. 0 vastab etalonalusele, 1 vastab veeru ALT esimesele kirjele ja
nii edasi. Kaldkriips (/) nditab, et faasimise teave pole saadaval.

MB- proovikomponendi statistika mate halbe tuvastamiseks.

PS-flUsilise faasimise ID-teave, kus iga unikaalne ID konkreetses proovis
(kuid mitte proovide vahel) Ghendab kirjeid faasimise riihmas.

SB- proovikomponendi statistika, millest koosneb Fisheri tédpne test ahela
hélbe tuvastamiseks.

SQ- somaatiline kvaliteet.
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Pealkiri Kirjeldus
SAMPLE Proovi veerg annab veerus VORMING maaratud vaartused.
(PROOV)
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tabel 3 Somaatilise toovoo VCF-faili markused

Pealkiri Kirjeldus

FILTER Kui kdik filtrid on Iabitud, kirjutatakse filtriveergu PASS (Labitud). V&éimalikud
FILTER-i kirjed on jargmised.

base_quality- sait on filtreeritud, sest selle lookuse alt-lugemite mediaanne
baaskvaliteet ei vasta lavele

filtered_reads- sait filtreeritud, sest liiga suur osa lugemeid on valjafiltreeritud
fragment_length- sait filtreeritud, sest kdigi alt-lugemite fragmendi
mediaanpikkuste ja referentslugemite mediaanpikkuste absoluutne erinevus
antud lookuses Uletab lave

low_depth- sait filtreeritud, sest lugemi sligavus on liiga madal
low_frac_info_reads- sait on filtreeritud, sest informatiivsete lugemite
fraktsioon on allpool lave

low_normal_depth- sait on filtreeritud, sest normaalne proovi lugemi sligavus
on liiga madal

long_indel- sait on filtreeritud, kuna indel on liiga pikk

mapping_quality- sait filtreeritud, sest selle lookuse alt-lugemite mediaanne
kaardistuskvaliteet ei vasta lavele

multiallelic- sait filtreeritud, sest rohkem kui kaks alt alleeli Iabivad kasvaja
LOD-i

non_homref_normal— sait filtreeritud, sest normaalne proovi genotilp ei ole
homostigootne referents

no_reliable_supporting_read- sait filtreeritud, sest usaldusvaarset somaatilist
lugemit ei ole

panel_of_normals- kuvatakse vahemalt Uhes proovis normaalvaartuste
paneelis vcf

read_position- sait on filtreeritud, sest lugemi alguse/Idpu ja selle lookuse
vahemaade mediaan on alla lave

RMxNRepeatRegion- sait on filtreeritud, sest kogu v&i osa variantalleelist on
referentsvaartuse kordus

strand_artifact- sait filtreeritud tugeva ahela halbe téttu

str_contraction- sait filtreeritud kahtlustatava PCR-i vea t&ttu, kus alt-alleel on
Uhe kordusliksuse vorra referentsist vaiksem

too_few_supporting_reads- sait on filtreeritud, sest kasvajaproovis on liiga
vahe toetavaid lugemeid

weak_evidence-somaatilise variandi skoor ei vasta lavele
systematic_noise- sait filtreeritud lahtuvalt siisteemse miira téenditest
normaalvaartustel
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Pealkiri Kirjeldus
INFO V&imalikud TEAVE kirjed on jargmised.
(TEAVE) o DP-ligikaudne lugemistigavus (informatiivne ja mitteinformatiivne); méned

lugemid vdivad olla filtreeritud mapq jms alusel.

END- intervalli peatamisasend.

FractioninformativeReads- informatiivsete lugemite osa lugemite koguarvust.
MQ- RMS-i kaardistamise kvaliteet.

MQRankSum- Wilcoxoni astaksummatesti Z-skoor Alt vs Ref lugemi
kaardistamise kvaliteedinditajatest.

ReadPosRankSum- Wilcoxoni astaksummatesti Z-skoor Alt vs Ref lugemi
positsiooni halbest.

AQ- suisteemimura skoor.

hotspot- tuntud somaatiline sait, mida kasutatakse kindluse suurendamiseks
nimetamisel.

SOMATIC- vahemalt Uks variant selles positsioonis on somaatiline.

FORMAT Vormindatud veerus on koolonitega eraldatud valjad. Nt GT:GQ. Saadaval on
(VORMING) jargmised valjad:

AD- alleelsiigavused (ainult informatiivsed lugemid k&igist lugemitest)
loetletud jarjestuses ref ja alt alleelide kohta.

AF- alleelifraktsioonid alt alleelide kohta loetletud jarjekorras.

DP- ligikaudne lugemistigavus (lugemid MQ = 255 v&i halbade paarilistega
filtreeritakse).

F1R2- F1R2 paari orientatsiooniga lugemite arv, mis toetab iga alleeli.
F2R1- F2R1 paari orientatsiooniga lugemite arv, mis toetab iga alleeli.

GP- Phred-skaalaga posterioorsed téendosused VCF-i spetsifikatsioonis
maaratletud genotllpide puhul.

GQ- genotlibi kvaliteet.

GT-genotllp. O vastab etalonalusele, 1 vastab veeru ALT esimesele kirjele ja
nii edasi. Kaldkriips (/) naitab, et faasimise teave pole saadaval.

MB- proovikomponendi statistika mate halbe tuvastamiseks.

PL- normaliseeritud, Phred-skaalaga téendosus genotidpidele vastavalt VCF-i
spetsifikatsiooni maaratlusele.

PRI-Phred-skaalaga eelnevad tdendosused genotulpide suhtes.
PS-flusilise faasimise ID-teave, kus iga unikaalne ID konkreetses proovis
(kuid mitte proovide vahel) ihendab kirjeid faasimise riihmas.

SB- proovikomponendi statistika, millest koosneb Fisheri tapne test ahela
halbe tuvastamiseks.

SQ- somaatiline kvaliteet.

SAMPLE Proovi veerg annab veerus VORMING maaratud vaartused.

(PROOV)
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Genoomi VCF-failid

Genoomi VCF-failid (*.gvcf.gz) jargivad genoomi kdigi saitide mdistlikult kompaktses vormis esitamise
tavasid. gVCF failid sisaldavad uhes failis kdiki huvipakkuvas piirkonnas asuvaid saite iga proovi kohta.
gVCF-fail naitab nimetuse puudumist positsioonidel, mis ei Iabi kdiki filtreid. Genotllbi (GT) silt ./. nditab
nimetuse puudumist.

Analuuside uuesti jarjestamine

Voite analllsi uuesti jarjestada kui anallilisi peatati, kui anallitis ei 6nnestunud vdi kui soovite
analllsida kaitust uuesti erinevate seadistustega. Anallusi uuesti tellimiseks tehke jargmist.

1. Valige Run (Kaitus) ekraanil vahekaart Completed (L&petatud) ja seejarel valige uuesti
analtusimiseks kaituse nimi.
Kui kordusanalils tehti varem, valige vanema kaituse nimi.

2. Parast sekveneerimisteavet valige kuval Run Details (Kaituse Uksikasjad) Requeue Analysis
(AnalliUside uuesti jarjestamine).

3. Valige suvand:
* Requeue analysis with no changes (Analltsi kordusreastamine ilma muudatusteta)
* Edit run settings and requeue analysis (Kaituse satete redigeerimine ja anallilisi uuesti
tellimine)
* Requeue analysis with a different application (Taasta analls teise rakendusega)

4. Veenduge, et koht, kus sekveneerimisandmed praegu asuvad, on toodud Sequencing data file path
(sekveneerimisandmete failitee) véljal.

MARKUS. Sekveneerimisandmete tee peaks Uihtima External Storage for Analysis Results
(AnallUsitulemuste valismalu) satte teega. Valise salvestustee muutmise kohta
lllumina Run Manager seadmele NextSeq 550Dx Tarkvara juhend (dokument nr
200025239) vt.

Sisestage Reanalysis Reason (Kordusanaliius) pdhjus.
6. Valige Requeue Analysis (Jarjesta anallilis uuesti).

7. Redigeerige soovitud muudatusi satetes Run Settings (Kaituse satted), Sample Data (Proovi
andmed) ja Analysis Settings (AnallUsi satted).

8. Valige kask Save (Salvesta). Anallils hakkab kasutama praegusi analliusi parameetreid.
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Tehniline tugi

Tehnilise abi saamiseks pooérduge lllumina tehnilise toe poole.

Veebisait: www.illumina.com
E-post: techsupport@illumina.com

Ohutuse andmelehed (SDS-id): saadaval lllumina veebisaidil support.illumina.com/sds.html.

Toote dokumendid: allalaaditavad veebisaidilt support.illumina.com.
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