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Parskats

Lietojumprogramma DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (DRAGEN for IDPE Dx) tiek
izmantota, lai planotu un veiktu sekundaro analizi IDPE Dx bibliotékam, kas generétas sekvenésanai
NextSeq 550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx atbalsta sekvencésanu, lai veiktu analizi, ja to izmanto ar lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Bibliotékas sagatavoSana, NextSeq 550Dx un lllumina DRAGEN Server for NextSeq
550Dx.

Analizes metodes

Atkariba no izveletas darbpllismas DRAGEN for IDPE Dx veic demultiplekséSanu, FASTQ generésanu,
lasiSanas kartésanu, izlidzinaSanu ar atsauces genomu un mazo variantu noteikSanu:

* FASTQ generésana
* Germline §Unu FASTQ un VCF generésana

* Somatisko $linu FASTQ un VCF generésana

PIEZIME ORA saspieSana ir pieejama izmantosSanai visas tris darbplismas. DRAGEN ORA
Compression ir pilnigi bezzuduma saspieSanas programmatura, kas izveido datni ar
originala lasiSanas arhiva (*.ora) paplasinajumu. Ora formats ir uz atsaucém balstits
saspieSanas formats FASTQ datném, un tas ir paredzets |oti atrai saspieSanai/izpleSanai
un augstai saspieSanas pakapei.

FASTQ generésana

Samontétas sekvences tiek rakstitas FASTQ datnés katram paraugam. FASTQ datnes ir teksta datnes,
kas satur sekvencéSanas datus un kvalitates rezultatus tikai vienam paraugam. Katram paraugam tiek
generétas atseviskas FASTQ datnes katrai plismas $lnu joslai katra nolasitaja seciba. FASTQ datnes
nosaukuma ir ieklauts parauga nosaukums, ka noradits izpildes iestatiSanas laika. FASTQ datnes ir
galvena ievade lidzinasanai. Pirma FASTQ generésanas darbiba ir demultipleksésana.
Demultipleksé8ana pieskir paraugam klasterus, kas atbilst filtram, salidzinot katru raditaja lasiS8anas
secibu ar izpildei noraditajam raditaju secibam. Saja darbiba netiek nemtas véra kvalitates vértibas.
Raditaju nolasijumi tiek identificéti, veicot talak noraditas darbibas.

* Paraugitiek numuréti, sakot no 1., seciba, kada tie ir uzskaititi izpildes sérijas veiksanai.
* Nulles paraugs O ir rezervéts klasteriem, kas netika pieskirti paraugam.

* Klasterus piedkir paraugam, ja raditaja sekvence precizi atbilst vai ja katram raditaja nolasijumam
pastav ne vairak ka viena neatbilstiba.
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Programmatiira ir ietverta ORA saspie$ana, lai saspiestu FASTQ datnes. So formatu var iespéjot péc
izvéles. Izmantojot ORA (*.ora) formatu, FASTQ satura md5 kontrolsumma tiek saglabata péc
saspieSanas un izpleSanas cikla, lai nodroSinatu saspieSanu bez zudumiem.

DNS kartésSana un savietoSana

Pec FASTQ paaudzes nolasijumi tiek kartéti un lidzinati péc atsauces genoma. Pirmais kartéSanas
posms ir generét no nolasijuma izséjumu un tad meklét precizas atbilstibas atsauces genoma. P&c tam
Sie rezultati tiek precizéti, veicot pilnu Smith-Waterman izkartojumu vietas ar augstako izséjumu
sakritibu blivumu. Sis labi dokumentétais algoritms darbojas, salidzinot katru nolasijuma poziciju ar
visam atsauces kandidata pozicijam. Sie salidzinajumi atbilst potencidlo savietojumu matricai starp
nolasijumu un atsauci. Katrai no §im kandidata savietojuma pozicijam Smith-Waterman izkartojums
genereé rezultatus, kas tiek izmantoti, lai novértétu, vai vislabakais savietojums, kas iet caur $o matricas
Sunu, sasniedz to ar nukleotidu atbilstibu vai neatbilstibu (diagonalu kustibu), dzéSanu (horizontalu
kustibu) vaiievietoSanu (vertikalu kustibu). Sakritiba starp nolasijumu un atsauci nodroSina rezultatam
papildu punktu skaitu, un pretruna vai delécija nozimé punktu atnemsanu. Izvélétais savietojums ir ce|$
caur matricu ar visaugstako punktu skaitu. Algoritms tiek paatrinats DRAGEN uz vietas
programmeéjamas varteju masiva (FPGA) kartés. Lietojumprogramma izmantotais atsauces genoms
tiek izveidots no UCSC hg19 FASTA ar DRAGEN opciju, laiizveidotu uz parcelSanu balstitu alternativas
uzskaitosu restiSu tabulu.

DRAGEN Germline Sunu variantu noteikSana

DRAGEN Germline $inu mazo variantu noteicéjs par ievadiizmanto kartétus un lidzinatus DNS
nolasijumus un nosaka vienu nukleotida polimorfismus (SNP) un ievietojumus vai delécijas, izmantojot
uz kolonnam verstu noteikSanu un vietéjo de novo halotipu komplektu. Laiiespéjotu DRAGEN Germline
§linu mazo variantu noteikSanu, atlasiet cilmes Stinu varianta darbpldsmu.

Germline Snu variantu noteikSana parastiizmanto cilmes Slinu paraugus, par kuram zinams, ka
hromosomu komplektu skaits ir divi. Vispirms tiek identificéti nosakamie atsauces apgabaliar
pietiekamu savietojuma parklajumu. Sajos atsauces regionos, sakartoto nolasijumu atra skenésana
identificé aktivos regionus, kas tiek centréti uz kartojuma kolonnam ar pieradijumiem par variantu.
Aktivie regioni tiek atbalstiti ar pietiekamu kontekstu, lai aptvertu nozimigu tuvuma esosu, neatsauces
saturu. Ja ir pieradijumi par delécijam, aktivie regioni sanem papildu atblastu.

Lidzinatie nolasijumi tiek apgriezti katra aktivaja regiona un samontéti De Bruijna diagramma. Nogriezto
nolasijumu malas tiek svertas péc noverojumu skaita, par pamatu izmantojot atsauces sekvenci. Péc
noteiktas diagrammas tiriSanas un vienkar§o3anas visi no avota izejoSie celi tiek izguti ka kandidatu
haplotipi. Katrs halotips ar Smith-Waterman apstradi tiek ldzinats péc atsauces genoma, lai noteiktu,
kadas variacijas tas parstav. So notikumu kopu var papildinat uz poziciju balstita noteikana. Katram
nolasijuma-halotipa parim, izmantojot paru slépto Markova modeli (HMM), tiek aplésta varbitiba P(r|H)
noveérot nolasijumu, pienemot, ka haplotips ir patiess sakuma paraugs.
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Skenégjot ar atsauces poziciju aktivaja regiona, kandidata genotipi tiek izveidoti no variantu notikumu
(SNP vai deléciju) diploidu kombinacijam. Katram notikumam (ieskaitot atsauci) nosacijuma varbutiba P
(rle), novérojot katru nolasijumu, kas parklajas, tiek aprékinata ka maksimalais P(r|H) halotipiem, kas
atbalsta notikumu. Tie tiek apvienoti nosacijuma varbdtiba P(rle1e2) genotipam (notikumu parim) un
reizinati ar nosacijuma varbiitibas P(R|e1e2) rezultatu, novérojot visu nolasjumu uzkrajumu. Izmantojot
Bayes formulu, tiek aprékinata katra diploida genotipa muguréja varbitiba P(e1e2|R), un tiek noteikts
uzvaretajs.

DRAGEN for IDPE Dx veic automatisku filtreSanu. Papildu informaciju skatiet Cilmes sunu darbplismas
VCF datnu anotacijas, 13. Ipp.

DRAGEN Somatisko variantu noteikSana

DRAGEN Somatisko mazo variantu noteicéjs ka ievades izmanto kartétus un lidzinatus DNS
nolasijumus un nosaka SNV un delécijas, izmantojot vietéjo de novo halotipu komplektu aktivaja
regiona. Laiiespéjotu DRAGEN somatisko mazo variantu noteicéju, izvélieties somatisko variantu
lietojumprogrammu.

Somatisko variantu noteikSanu parastiizmanto audzéja paraugiem. Izmantojot §o darbpliasmu,
DRAGEN neveido nekadus ploidu pienémumus, kas |auj noteikt aléles ar zemu sastopamibu. Audzéja
parauga lokacijam ar parklajumu lidz 100x DRAGEN ir varianta alélu 5 % biezuma noteikSanas slieksnis.
lerobeZojuma skalas ar pieaugosu dzilumu uz lokacijas bazes tiek samazinatas uz pusi katru reizi, kad
parklajums dubultojas, parsniedzot 100x. Vispirms tiek identificeti nosakamie atsauces apgabaliar
pietiekamu savietojuma parklajumu. Sajos atsauces redionos, sakartoto nolasijumu skenésana
identificé aktivos regionus, kas tiek centréti uz kartojuma kolonnam ar pieradijumiem par variantu
audzéja nolasijumos. Aktivie regioni tiek atbalstiti ar pietiekamu kontekstu, lai aptvertu nozimigu
tuvuma esosu, neatsauces saturu. Ja ir pieradijumi par delécijam, aktivie regioni sanem papildu
atblastu.

Lidzinatie nolasijumi tiek apgriezti katra aktivaja regiona un samontéti De Bruijn diagramma. Nogriezto
nolasijumu malas tiek svertas péc novérojumu skaita, par pamatu izmantojot atsauces sekvenci. Péc
noteiktas diagrammas tiriSsanas un vienkar§o3anas visi no avota izejoSie celi tiek izguti ka kandidatu
haplotipi. Katrs halotips ar Smith-Waterman apstradi tiek lldzinats péc atsauces genoma, lai noteiktu,
kadas variacijas tas parstav. Katram nolasijuma-halotipa parim, izmantojot paru slépto Markova modeli
(HMM), tiek aplésta varbitiba P(r|H) novérot nolasijumu, pienemot, ka haplotips ir patiess sakuma
paraugs.

Lai noteiktu audzéja noteikSanas robezas (TLOD) rezultatu, DRAGEN somatisko mazo variantu
noteicéjs vispirms skené pec atsauces pozicijas katram kandidata somatiskajam notikumam, ka art
atsauces notikumu virs aktiva regiona. Nosacijuma varbitiba P(r|e), noverojot katru nolasijumu, kas
parklajas, tiek aprékinata ki maksimalais P(r|H) halotipiem, kas atbalsta notikumu. Tie tiek apvienoti
nosacijuma varbutiba P(r|E) notikuma hipotézei E, kas ietver atsauces un kandidata somatisko aléJu
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maisijumu dazadu iespéjamo aléJu bieZuma diapazonos, un reizinata ar novéroto nosacijuma varbutibu
P(R|E) visu nolasijumu uzkrajumam. No ta tiek aprékinats TLOD rezultats ka pieradijums, ka ALT aléle
pastav audzéja parauga noteiktaja pozicija.

DRAGEN for IDPE Dx veic automatisku filtreSanu. Papildinformaciju skatiet Somatiskas darbplismas
VCF datnu anotacijas, 16. Ipp.
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Planotas izpildes izveide

Veiciet talak noraditas darbibas, lai iestatitu izpildi lllumina Run Manager, izmantojot vai nu
NextSeq 550Dx, vai parlikprogrammu savienota datora. Ja nepiecieSams importét parauga datus,
izmantojiet parlikprogrammu tikla datora. Informaciju par piekjuvi lllumina Run Manager no tikla
savienota datora skatiet lllumina Run Manager paredzéets NextSeq 550Dx programmaturas
rokasgramata (dokuments nr. 200025239).

Ir divi dazadi veidi, ka izveidot jaunu planoto izpildi:
* Import Run (Importét izpildi) —izmantojiet esoSu izpildi ka veidni jaunai apstradei. Informaciju
par izpildes importésanu skatiet Seit lllumina Run Manager paredzets NextSeq 550Dx
programmatiras rokasgramata (dokuments nr. 200025239).

* Create Run (Izveidot izpildi) —manuali ievadiet izpildes parametrus. Talakie noradijumi
apraksta, ka izveidot izpildi.

PIEZIME NepiecieSamie ievades lauki lietotaja saskarné ir apzimeéti ar zvaigznites simbolu (*).

Lietojumprogramma

1. Ekrana Runs (Izpildes), cilné Planned (Izpildes) atlasiet Create Run (Izveidot izpildi).

2. Atlasiet DRAGEN for llumina DNA Prep with Enrichment Dx lietojumprogrammu un péc tam atlasiet
Next (Talak).

Izpildes iestatijumi

1. Ekrana Run Settings (Izpildes iestatijumi) ievadiet unikalu izpildes nosaukumu. Izpildes nosaukums
identifice izpildi sakot no sekvencésanas lidz pat analizei.
[Neobligati] levadiet izpildes aprakstu, lai papildu identificétu izpildi.
Atlasiet raditaju adapteru komplektu(-us), kas tika izmantots(-i) bibliotekas sagatavoSanas laika.

Parskatiet nolasiS8anas garumu un, ja nepiecieS§ams, mainiet to. Read 1 (1. nolasiSanas) un Read 2
(2. nolasiSanas) nokluséjuma vértiba ir 151 cikls. Index 1 (1. raditajs) un Index 2 (2. radiajs) ir fikséta
vértiba 10 cikli, un to nevar mainit.

5. [lzvéles] levadiet bibliotekas mégenes ID.
6. Atlasiet Next (Talak).

Parauga dati

Parauga datiietver parauga ID, iedobes pozicija (indeksa plaksnes iedobes vieta) un bibliotékas
nosaukums. Izmantojot indeksu A&B, iedobes pozicija ietver ari plaksnes identifikatoru.
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Parauga datus var ievadit divos veidos:
* Import Samples (Importét paraugus) —izmantojiet veidnes datni, kas pieejams lejupieladei
ekrana Sample Data (Parauga dati).

* Manually (Manuali) —ievadiet parauga datus tieSi tabula ekrana Sample Data (Paraugu dati).

Paraugu importésana

Planojot sekvencéSanas izpildi, izmantojot parllikprogrammu tikla esosa datora, ekrana Sample Data
(Paraugu dati) lejupieladei ir pieejama veidnes datne (*.csv). Veidnes datne nav pieejama lejupieladei,
kad piek|ustat, lllumina Run Manager izmantojot NextSeq 550Dx operétajsistémas programmaturu. Lai
ievaditu parauga datus, izmantojot funkciju Import Samples (Importét paraugus), veiciet talak
noraditas darbibas.

PIEZIME Pirms turpinat, pabeidziet darbibas, kas aprakstitas sadala Run Settings (Izpildes
iestatijumi).

1. lzveleties Download Template (Lejupieladét veidni), lai lejupieladétu tuksu CSV failu.

2. levadiet parauga datus veidnes datné un péc tam saglabajiet datni. Bibliotékas nosaukums nav
obligats.

PIEZIME Izmantojot indeksu A&B, datiem kolonna B jaietver gan plaksne, gan iedobes pozicija
(indeksa plaksnes iedobes pozicija). Example: A-A01, A-A02, A-A03.

3. lzvélieties Import Samples (Importét paraugus) un parlukojiet veidnes datni, kura ietverta parauga

v ==

datu informacija no iepriek§€jas darbibas.

4. Atlasiet Open(Atvért), Proceed (Turpinat) un péc tam Next (Nakamais).

PIEZIME Mainot parauga ID pirms Next (Talak) atlasiS8anas, var rasties klida. Pirms izmainu
veikSanas pabeidziet izpildes iestatiS8anu, lai izvairitos no kjadam.

Manuala paraugu ievade
Izmantojiet tabulu ekrana Sample Data (Paraugu dati), lai manualiievaditu paraugu datus.
1. levadiet unikalu parauga ID lauka Sample ID (Parauga ID).

2. Laiatlasitu ar paraugu saistito raditaju, izmantojiet lauku Well Position (ledobes pozicija) (Raditajs A
vai Raditajs B) vai Plate — Well Position (Plaksne —iedobes pozicija) (Raditajs A&B).
i7 Index (Radrtajsi7), Index 1 (Raditajs 1), i5 Index (Raditajs i5) un Index 2 (Raditajs 2). lauki tiek
aizpilditi automatiski.

3. [Neobligati] levadiet bibliotekas nosaukumu.
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Pievienojiet rindas un péc nepiecieSamibas atkartojiet 1.-3. darbibu, lidz tabula ir pievienoti visi
paraugi. Varat vienlaikus pievienot vairakas rindas, vispirms ievadot pievienojamo rindu skaitu un
péc tam atlasot + ikonu. Varat arinonemt rindas, atlasot lauku blakus rindas numuram un péc tam
noklikSkinot uz atkritumu tvertnes ikonas.

Atlasiet Next (Talak).

Analizes iestatijumi

1.

Atlasiet vélamo analizes darbplusmu:

* FASTQ generésana;

« FASTQ un VCF generésana cilmes $tinu darbplismai (nepiecieS$ama manifesta datne)
« FASTQ un VCF generésana somatiskajai darbplismai (nepiecieSama manifesta datne)

[Neobligati] Generate ORA compressed FASTQs (Izveidot ORA saspiestu FASTQ) opcija ir
iespéjota péc nokluséjuma. FASTQ ORA saspieSana bez zudumiem saspiez FASTQ datnes lidz
piecam (5) reizém salidzinajuma ar fastq.gz. Nonemiet atzimi no Generate ORA compressed
FASTQs (Izveidot ORA saspiestu FASTQ), vélaties nesaspiestus datus (fastq.gz).

Cilmes SUnu un somatiskajai darbplismaiir nepiecieSama manifesta datne. Izmantojiet nolaizamo
izvélni Manifest File Selection (Manifesta datnes izvéle), laiizvélétos manifesta datni. Manifests ir
ar tabulatoru ierobezota BED(* .bed ) datne, kura noraditi mérka atsauces regionu nosaukumiun
atrasanas vietas. Papildu informacija pieejama sadala Manifesta datne, 8. Ipp.

[Neobligati] Somatiskajam darbplismam izmantojiet nolaizamo izvélni TrokS$nu faila atlase, lai
izveletos sistematisko trokSnu datni.

Sistematisko troksnu filtréSanai var noradit BED (*.bed. gz ) datni ar telpai specifisku trokSna
imeni. Plagaku informaciju skatiet sadala Troksnu filtrésana (Neobligata), 9. Ipp.

Atlasiet Next (Talak).

Izpilde ParskatiSana

1.

Ekrana Review (ParskatiSana) parskatiet informaciju par Run Settings (Izpildes iestatijumi), Sample
Data (Paraugu dati) un Analysis Settings (Analizes iestatijumi).

Atlasiet Save (Saglabat).

Izpilde tiek saglabata ekrana Runs (Izpildes) cilné Planned (Planotas).

lestatijumi

Lai skatitu vai mainitu DRAGEN for IDPE Dx lietojumprogrammas iestatijjumus, vispirms galvenaja
ekrana atlasiet Applications (lietojumprogrammas) ikonu. PEc tam izvélieties lietojumprogrammu, kuru
vélaties skatit vai mainit. Lai mainttu iestatijumus, ir nepiecieSams administratora konts.

Konfiguracija

Konfiguracijas ekrans parada $adus lietojumprogrammas iestatijumus:
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* Library Prep Kits (Bibliotékas sagatavoSanas komplekti) — parada lietojumprogrammas
nokluséjuma bibliotékas sagatavosanas komplektu. So iestatjumu nevar maintt.

* Index Adapter Kits (Raditaju adapteru komplekti) — parada lietotnes noklus€juma raditaju
adapteru komplektu. So iestatijumu nevar mainit.

* Read lengths (Nolasijumu garumi) —lietotnei nolasijjumu garumi péc nokluséjuma ir iestatiti uz 151,
bet tos var mainit izpildes izveides laika.

* Manifest and Noise Files (Manifesta un trokSnu datnes) — augSupieladéjiet un mainiet manifesta
un trokdnu datnu iestatijumus.

— lzvélieties Augsupieladét datni, lai augSupieladétu datnes lietoSanai analize.
— lzvelieties Noklus€juma radio pogu, lai datni iestatitu ka izpildes izveides laika izveéleto
nokluséjuma manifesta vai troksnu failu, kad lietotne tiek atlasita.

— lzvélieties izvéles ritinu lespéjots, lai iestatitu datnes paradiSanu nolaizamaja izvélné izpildes
izveides laika.

Atlaujas

Lai parvaldrtu lietotnes lietotaju piekluvi, izmantojiet ekrana Permissions (Atlaujas) esoSas izvéles
ratinas.

Manifesta datne

Izmantojot DRAGEN for IDPE Dx, $adam darbplismam ir nepiecieSama manifesta datnes ievade:
* FASTQun VCF generésana cilmes $tinu darbplismai;
* FASTQun VCF generéSana somatiskajai darbplismai.

Manifests ir ar tabulatoru ierobezots teksta datne BED formata (*.bed), kura noraditi mérka atsauces
regionu nosaukumi un atrasanas vietas. Manifesta datnes galvena sadala ir sadala Regions (Apgabali),
un taja jabut Sadam datu kolonnam:

Kolonna Apraksts

Nosaukums Unikals lietotaja noraditais mérka nosaukums

Hromosoma Hromosomas lokacija (piem., chr10, chr5 utt.)

Sakt 1bazes raditajs mérka sakuma poZzicijai

Apturet 1bazes raditajs mérka beigu pozicijai

lepriekSejas zondes Plismas iepriek$éjas zondes garums. Lietotnei DRAGEN for IDPE
garums Dx tas jaiestata uz 0.

Nakamas zondes garums Plismas nakamas zondes garums. Lietotnei DRAGEN for IDPE Dx
tasjaiestatauzO.
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PIEZIME Analizé$anaiir nepiecie$ams derigs manifesta datnes formats. DRAGEN partrauks analizi,
ja manifesta datne nebus deriga.

Troksnu filtreSana (Neobligata)

Somatisko variantu noteikSanaiir pieejams sistematisko troksnu filtrs, to var izmantot, lai samazinatu
viltus pozitivo noteikSanu, nemot véra objektam raksturigos trokdnus. Sistematisko trokSnu datni
generg, vispirms savacot aptuveni 50 normalus paraugus (vélams specifiskus panelim, bibliotékai un
sekvencésanas iekartai), un tad aléJu bieZumu zem 30 % summa katra vieta ar pietiekamu parklajumu
tiek dalita ar kop€jo paraugu skaitu (alléJu biezums virs 30 % tiek uzskatits par cilmes Sunu variantiem
nevis troksni). Kad troksSnu vértibas ir generétas, noteiktaja vieta konstatétie somatiskie varianti tiks
filtreti.

Filtru var izmantot Tumor-Normal (Audzéji-Normals) reZima, bet tas ir ipasi noderigs Tumor Only (Tikai
audzéjs) izpildem, kuras atbilsto$a norma nav pieejama. Sistematisko trok8nu datneijaizmanto BED
datne, kuraiir (*.bed.gz ) datnes paplasinajums un kuram jaietver €etras kolonnas: Hromosoma, Sakt,
Beigt un vietai specifiskie trok8nu imeni katrai rindai. Sistematisko trok3nu filtréSana nav obligata.

Analizes rezultati

Cilné Active (Aktiva) tiek raditas paslaik notiekosas izpildes. Cilné Pabeigts tiek paraditas pabeigtas
izpildes. DRAGEN for IDPE Dx izveido katrai analizei paredzétu unikali nosauktu analizes mapi, kas ir
atseviSska no mapes, kas satur sekvencésanas datus. Analizes mapé ir ietverta talak noradita
informacija:

* izmantota manifesta datne;

* programmaturas versija;

* parauga(-u)ID;

* [idzinato nolasijumu kopskaits;

* [idzinato nolasijumu procentualais daudzums katram paraugam;

* noteikto SNV skaits katram paraugam;

* noteikto deléciju skaits katram paraugam;

* parklajuma statistika.

Analizes izvades dathes

Analizes mapes atrasanas vieta ir noradita iestatijjuma Analizu rezultatu aréja kopésana. Papildu
informaciju par analizu rezultatu aréjo kopésanu skatiet sadala lllumina Run Manager paredzéts
NextSeq 550Dx programmaturas rokasgramata (dokuments nr. 200025239).
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Ekrana Run Details (Izpildes informacija) lauka External Location (Aréja atradanas vieta) noradits
sekvencé8anas datu ce|S. Unikalais analizes mapes nosaukums ir noradits ekrana Run Details (Izpildes
informacija) lauka Analysis Output Folder (Analizé$anas izvades mape). Kadas datnes tiek generétas ir

atkarigs no ta, kura analizes darbplisma tiek izmantota. Lietojumprogramma generé $adas analizes

izvades datnes.

PIEZIME

Ja, pieklUustot analizes izvades datném, rodas datnes cela maksimala garuma
ierobezojuma k|tda, méginiet parvietot failu uzisaka cela atraSanas vietu vaiizmantojiet

citu metodi, lai atvertu datni.

lzvades datne

Variantu kopsavilkuma
zinojums (* . pdf)

FASTQ (*.fastqg.gz vai

* fastqg.ora)

SavietoSanas BAM datnes
(*.bam)

Genoma VCF datnes
(*.gvcf.gz)

VCF datnes (*.vcf.gz)

Izpildes raditaju parskats

(*.csv)

FASTQ datnhes

Apraksts

Satur kopsavilkumu par datnes informaciju, programmaturas
versiju, paraugu informaciju, nolasiSanas limena statistiku un
SNV, ievietojumu, dzéSanas un parklajuma kopsavilkumus.
Variantu zinojumu veido tikai cilmes Sunu un somatiska
darbplismas.

Starpposma datnes, kas ietver bazes noteikSanas vienumus ar
kvalitates radijumu. FASTQ datnes ir galvena ievade lldzinaSanas
solim. Jairizvéleta ORA saspieSana, tiek izmantots datnes
paplasinajums * . fastq.ora.

Satur dota parauga lidzinatos nolasijumus.

Satur katras pozicijas genotipu neatkarigi no ta, vai tas noteikts ka
variants, vai ka atsauce.

Satur variantus, kas noteikti katra pozicija.

letver izpildes kvalitates radiajus, tostarp neindeksétu kopé&jo
rezultatu un Q30 rezultatu.

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastg.ora) ir teksta datnes formats, kas satur bazu noteikSanas vienumus un
kvalitates vertibas katra lasijjuma. Katra datne satur $adu informaciju:

* Parauga identifikators

* Sekvence

* Kvalitates raditaji (Phred) ir ASCIl + 33 kodeta formata

Parauga identifikators tiek formatéts, ka noradits talak.

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

Dokuments nr. 200025238 v00
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ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Example:

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

<>; ##=><9=AAAAAAAAAAGH : <#<;<<<22224#=

BAM datnes

BAM datne (*.bam) ir SAM (sekvencu lldzinajuma kartes) datnes saspiesta binara versija, ko izmanto,
lai attélotu ldzinatas sekvences lidz 128 MB. BAM datnés tiek izmantots datnu nosaukumu formats
SampleName S#.bam, kur #ir parauga numurs, ko nosaka seciba, kada paraugi ir uzskaititi izpildei.
Vairaku mezglu reZima S# ir iestatits uz S1 neatkarigi no parauga secibas.

BAM datnes ietver galvenes sadalu un savietojuma sadalu, ka noradits talak.

* Galvene —ietverinformaciju par visu datni, pieméram, parauga nosaukumu, parauga garumu un
savietoSanas metodi. Savietojumi savietojumu sadala ir saistiti ar noteiktu informaciju galvenes
sadala.

* Lidzinajumi—ietver nolasijuma nosaukumu, nolasijuma sekvenci, nolasijuma kvalitati, savietojuma
informaciju un pielagotas atzimes. Nolasijuma nosaukuma ietilpst hromosoma, sakuma koordinata,
savietoSanas kvalitate un atbilstibas deskriptora virkne.

Savietojumu sadala par katru nolasijumu vai katru nolasijumu pariir ietverta talak noradita informacija.
* AS: nolasijumu para savietojumu kvalitate.

* RG: nolasijumu grupa, kura norada nolasijumu skaitu konkrétam paraugam.

* BC: svitrkoda atzime, kas norada ar nolasijumu saistita demultiplekséta parauga ID.

* SM:viena nolasijuma savietojuma kvalitate.

* XC: atbilstibas deskriptora virkne.

* XN:amplikona nosaukuma atzime, kas ieraksta ar nolasijumu saistita amplikona ID.

BAM raditaju datnes (*.bam.bai) norada atbilstoSa BAM datnes raditaju.

VCF datnes

Variantu noteikSanas formata (*.vcf) datnés ir informacija par konkrétas atsauces genoma pozicijas
atrastajiem variantiem.

VCF datnes galvené ir ieklauta VCF faila formata versija, varianta noteicéja versija, ka art uzskaititas
datnes atlikuSaja dala izmantotas anotacijas. VCF galvené ietilpst arfatsauces genoma datne un
BAM datne. Galvenes pédeja rinda ir datu liniju kolonnu virsraksti. Katra no VCF datnes datu rindamir
informacija par vienu variantu.

Dokuments nr. 200025238 v00 1
TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS LIETOSANAL.



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx uz NextSeq 550Dx lietojumprogrammas lietoSanas celvedis

Tabula1 VCF datnes virsraksti

Virsraksts Apraksts

CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Atsauces genoma hromosoma. Hromosomas ir redzamas tada pasa seciba ka
atsauces FASTA datne.

Varianta vienas bazes pozicija atsauces hromosoma. Vienu nukleotidu variantiem
(SNV) 81 pozicija ir atsauces baze ar variantu. Delécijam SI pozicija ir atsauces baze
tieSi pirms varianta.

Rs (atsauces SNP) numurs, kas ir ieglits no dbSNP. txt, ja piemérojams. Ja Saja
atrasanas vieta pastav vairaki rs skaitli, saraksts ir norobezots ar semikolu. Ja Saja
pozicija nepastav neviens doSNP ieraksts, tiek izmantots trikstoSas vértibas
markieris (".").

Atsauces genotips. Pieméram, atseviska T delécija tiek attélota ka atsauces TT un
alternativs T. Viens A-T nukleotida variants tiek attélots ka atsauce A un
alternativa T.

Aléles, kas atSkiras no atsauces nolasijuma. Pieméram, viena T ievietojums tiek
paradits ka atsauces A un alternativa AT. A-T viena nukleotida variants ir attélots
ka atsauce A un alternativa T.

Variantu noteicéjs pieskir kvalitates novértéjumu péc Phred skalas. Augstaki
vértéjuminorada uz augstaku ticamibu par variantu un zemaku kludu iespé&jamibu.
Kvalitates novértéjumam Q aplésta kludu iespéjamiba ir 10-(Q/10). Pieméram, Q30
noteik8anas vienumu kopaiir 0,1% kludu imenis. Daudzi variantu noteicéji pieskir
kvalitates raditajus, pamatojoties uz to statistiskajiem modeliem, kas ir augsti
attieciba pret novéroto k|udu limeni.
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Tabula 2 Cilmes Sunu darbplusmas VCF datnu anotacijas
Virsraksts Apraksts

FILTER Ja variants ir atbilst visiem filtriem, filtru kolonna tiek noradits PASS (ATBILST).
(Filtrs) lespéjamie FILTER (FILTRS) ierakstiietver:

« DRAGENSnpHardQUAL —tiek piemeérots, ja SNP varianta QUAL novertejums
neatbilst sliekdna vertibai

 DRAGENIndelHardQUAL —tiek piemeérots, ja delécijas varianta QUAL
novertéjums neatbilst sliekSna vertibai

» LowDepth — vieta filtréta, jo parklajuma dzilums neatbilst sliekSna vertibai

» LowGQ — vieta filtréta, jo genotipa kvalitate neatbilst sliek3na vertibai

» PloidyConflict — genotipa noteik8ana variantu noteicéja neatbilst hromosomu
ploiditatei

» base_quality — vieta filtréta, jo alternativo nolasijumu vidéja bazes kvalitate
Saja lokacija neatbilst sliekSna vertibai

« filtered_reads — vieta filtréta, jo parak liela nolasijumu dala ir filtréta

- fragment_length — vieta filtréta, jo absoluta atskiriba starp alternativo
nolasijumu fragmenta garumu medianu un atsauces nolasijumu fragmenta
garumu medianu $aja lokacija parsniedz sliekSna vértibu

» low_depth — vieta filtréta, jo nolasiSanas dzilums ir parak zems

» low_frac_info_reads — vieta filtréta, jo informativo nolasijjumu dala ir zem
sliekdna vertibas

» low_normal_depth — vieta filtréta, jo normala parauga nolasiS8anas dzilums ir
parak zems

 long_indel — vieta filtréta, jo delécijas garums ir parak liels

* mapping_quality — vieta filtréta, jo visu nolasijjumu medianas kartéSanas
kvalitate 3aja lokacija neatbilst sliekSna vertibai

o multiallelic — vieta filtréta, jo vairak neka divas aléles atbilst audzéja
noteikSanas imeni

» non_homref_normal — vieta filtréta, jo normala parauga genotips nav
homozigota atsauce

» no_reliable_supporting_read — vieta filtréta, jo nepastav uzticams atbalsta
somatisks nolasijums

» panel_of_normals —novérots vismaz viena parauga normalu vcf paneli

» read_position — vieta filtréta, jo attadlumu mediana starp nolasijumu
sakumu/beigam Saja lokacija ir zem sliekSna robezas

» RMxNRepeatRegion — vieta filtréta, jo visas vai dala varianta aléJu atkarto
atsauci

» strand_artifact — vieta filtréta lielas virknes novirzes dé|

 str_contraction — vieta filtréta, pastavot aizdomam par iespéjamu PKR kltdu,
kura alternativa aléle atkarto vienibu, kas ir mazaka par atsauci

» too_few_supporting_reads — vieta filtréta, jo audzé&ja parauga ir parak maz
atbalsta nolasijumu

» weak_evidence — somatisko variantu rezultats neatbilst sliekSna vértibai
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Virsraksts Apraksts

INFO lespéjamie INFO ierakstiietver:

AC — alé|u skaits genotipos katrai ALT alélei tada pasa seciba, ka noradits.
AF —aléles veidoSanas biezums katrai ALT alélei tada pasa seciba, ka
noradits.

AN — kopé€jais alé|u skaits noteiktajos genotipos.

DB — dbSNP daliba.

FS — Phred skalas p vértiba, izmantojot Fisher precizo testu, lai noteiktu
virknes novirzes.

QD — varianta ticamiba / kvalitate atkariba no dziluma.

R2_5P_bias —rezultats balstits uz matematisko neobjektivitati un attalumu no
5 primarajiem galiem.

SOR — simetriska varbutibu attieciba 2x2 viendabiguma tabula, lai noteiktu
virknes novirzes.

DP —aptuvenais nolasijuma dzilums (informativs un neinformativs); daZzi
nolasijumi var but filtréti, pamatojoties uz mapq utt.

END —intervala beigu pozicija.

FractioninformativeReads (Informativo nolasijumu dala) —informativo
nolasijumu dala no kopéja nolasijumu skaita.

MQ —RMS kartéSanas kvalitate.

MQRankSum — Vilkoksona ranz€juma summu testa z novertéjums salidzinot
alternativo un atsauces nolasijumu kartéSanas kvalitates.
ReadPosRankSum — Vilkoksona ranz&éjuma summu testa z novértéjums
salidzinot alternativo un atsauces nolasijumu poziciju novirzes.

SOMATIC (SOMATISKS) — vismaz viens variants Saja pozicija ir somatisks.
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Virsraksts Apraksts

FORMAT Formata kolonna uzskaititie lauki ir atdaliti ar koliem. Pieméram, GT:GQ. Ir
(FORMATS) pieejamitalak noraditie lauki:

AD —aléJu dzilumi (skaita tikai informativos nolasijumus no kopéja nolasijumu
skaita) atsauces un alternativajam alélem noraditaja seciba.

AF — alternativo alé|u dala noraditaja seciba.

DP — aptuvenais nolasijuma dzilums (nolasijumi ar MQ=255 vai ar nederigiem
pariem tiek filtréti).

F1R2 —nolasijumu skaits F1R2 paru orientacija, kas atbalsta katru aleli.
F2R1—nolasijumu skaits F2R1 paru orientacija, kas atbalsta katru aleli.

GT — genotips. Vértiba 0 atbilst atsauces bazei, 1 atbilst pirmajam ierakstam
kolonna ALT utt. Uz priekSu versta slipsvitra (/) norada, ka fazeSanas
informacija nav pieejama.

MB —katra parauga komponentu statistika, lai noteiktu atbilstibas novirzes.
PS —fiziskas fazeéSanas ID informacija, kura katrs unikalais attieciga parauga
(nevis starp dazadiem paraugu) identifikacijas numurs tiek sasaistits ar
fazeésanas grupu.

SB —katra parauga komponentu statistika, kas ietver Fisher precizo testu, lai
noteiktu virknu novirzes.

SQ—somatiska kvalitate.

SAMPLE Parauga kolonna ir redzamas vértibas, kas noraditas kolonna FORMATS.

(Paraugs)
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Tabula 3 Somatiskas darbplusmas VCF datnu anotacijas

Virsraksts Apraksts

FILTER Ja variants ir atbilst visiem filtriem, filtru kolonna tiek noradits PASS (ATBILST).
(FILTRS) lespéjamie FILTER (FILTRS) ierakstiietver:

base_quality — vieta filtréta, jo alternativo nolasijumu vidéja bazes kvalitate
Saja lokacija neatbilst sliekSna vertibai

filtered_reads — vieta ir filtréta, jo parak liela nolasijumu dala ir filtréta
fragment_length — vieta filtréta, jo absollta atskiriba starp alternativo
nolasijumu fragmenta garumu medianu un atsauces nolasijumu fragmenta
garumu medianu Saja lokacija parsniedz sliekSna vértibu

low_depth — vieta filtréta, jo nolasiSanas dzilums ir parak zems
low_frac_info_reads — vieta filtréta, jo informativo nolasijjumu dala ir zem
sliekSna vertibas

low_normal_depth — vieta filtréta, jo normala parauga nolasiSanas dzilums ir
parak zems

long_indel — vieta filtréta, jo delécijas garums ir parak liels

mapping_quality — vieta filtréta, jo visu nolasijumu medianas kartéSanas
kvalitate Saja lokacija neatbilst sliekSna vértibai

multiallelic — vieta filtréta, jo vairak neka divas aléles atbilst audzéja
noteik8anas limeni

non_homref_normal — vieta filtréta, jo normala parauga genotips nav
homozigota atsauce

no_reliable_supporting_read — vieta filtreta, jo nepastav uzticams atbalsta
somatisks nolasijums

panel_of_normals — novérots vismaz viena parauga normalu vcf panell
read_position — vieta filtréta, jo attalumu mediana starp nolasijumu
sakumu/beigam Saja lokacija ir zem sliekSna robezas

RMxNRepeatRegion — vieta filtréta, jo visas vai dala varianta aléJu atkarto
atsauci

strand_artifact — vieta filtréta lielas virknes novirzes dé|

str_contraction — vieta filtréta, pastavot aizdomam par iespéjamu PKR kltdu,
kura alternativa aléle atkarto vienibu, kas ir mazaka par atsauci
too_few_supporting_reads — vieta filtréta, jo audzéja parauga ir parak maz
atbalsta nolasijumu

weak_evidence — somatisko variantu rezultats neatbilst sliekSna vértibai
systematic_noise — vieta filtréta, pamatojoties uz pieradijumiem par
sistematisko troksni normas paraugos
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Virsraksts Apraksts

INFO lespéjamie INFO ierakstiietver:

DP —aptuvenais nolasijuma dzilums (informativs un neinformativs); daZzi
nolasijumi var but filtréti, pamatojoties uz mapq utt.

END —intervala beigu pozicija.

FractioninformativeReads — informativo nolasijumu dala no kopé&ja nolasijumu
skaita.

MQ —RMS kartéSanas kvalitate.

MQRankSum — Vilkoksona ranz€juma summu testa z novertéjums salidzinot
alternativo un atsauces nolasijumu kartéSanas kvalitates.
ReadPosRankSum — Vilkoksona ranZ&éjuma summu testa z novértéjums
salidzinot alternativo un atsauces nolasijumu poziciju novirzes.

AQ— sistematiska trok3na vertéjums.

hotspot — zinama somatiska vieta, ko izmanto, lai palielinatu noteikSanas
ticamibu.

SOMATIC —vismaz viens variants $aja pozicija ir somatisks.
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Virsraksts Apraksts

FORMAT Formata kolonna uzskaititie lauki ir atdaliti ar koliem. Pieméram, GT:GQ. Ir
(FORMATS) pieejamitalak noraditie lauki:

o AD — aléju dzilumi (skaita tikaiinformativos nolasijumus no kopé&ja nolasijumu
skaita) atsauces un alternativajam alélem noraditaja seciba.

o AF —alternativo alélu dala noraditaja seciba.

o DP —aptuvenais nolasijuma dzilums (nolasijumi ar MQ=255 vai ar nederigiem
pariem tiek filtréti).

» FIR2 —nolasijumu skaits F1R2 paru orientacija, kas atbalsta katru aléli.

* F2R1—nolasijumu skaits F2R1 paru orientacija, kas atbalsta katru aléli.

o GP —péc Phreda skalas noteiktas genotipu aizmuguréjas varbutibas, ka
noteikts VCF specifikacijas.

» GQ—genotipa kvalitate.

o GT —genotips. Vértiba O atbilst atsauces bazei, 1 atbilst pirmajam ierakstam
kolonna ALT utt. Uz priekSu vérsta slipsvitra (/) norada, ka fazeéSanas
informacija nav pieejama.

« MB —katra parauga komponentu statistika, lai noteiktu atbilstibas novirzes.

o PL —Normalizétas, ar Phred skalu novertétas genotipu ticamiba, ka noteikts
VCF specifikacijas.

o PRI —ar Phred skalu novértétas iepriekse€jas genotipu varbutibas.

o PS —fiziskas fazéSanas ID informacija, kura katrs unikalais attieciga parauga
(nevis starp dazadiem paraugu) identifikacijas numurs tiek sasaistits ar
fazésanas grupu.

» SB —Kkatra parauga komponentu statistika, kas ietver Fisher precizo testu, lai
noteiktu virknu novirzes.

« SQ—somatiska kvalitate.

SAMPLE Parauga kolonna ir redzamas vértibas, kas noraditas kolonna FORMATS.
(Paraugs)

Genoma VCF datnes

Genoma VCF (*.gvcf.gz) datnes ievéro konvenciju kopumu, lai saméra kompakta formata attélotu visas

genoma vietnes. gVCF datnés ir iekJautas visas intereséjosa regiona vietnes viena datné katram
paraugam. gVCF datne rada noteik§8anas vienumu neesamibu pozicijas, kas neiztur visus filtrus.
Genotipa (GT) atzime ./. norada, ka noteik§8ana nav notikusi.

Analizes atkartosSana

Péc analizes apturésanas, ja analize bija neveiksmiga vai ja vélaties atkartot analizi ar dazadiem

iestatijumiem, analizi var atkartoti ievietot rinda. Lai atkartotu analizi, veiciet talak noraditas darbibas.

Dokuments nr. 200025238 v00
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx uz NextSeq 550Dx lietojumprogrammas lietoSanas celvedis

1. Ekrana Run (Izpilde) izvélieties cilni Completed (Pabeigts) un pec tam izvélieties izpildes
nosaukumu, lai veiktu atkartotu analizi.
Ja atkartotas rindas analize tika veikta, Parent Run (Galvena izpilde) izvelieties izpildes nosaukumu.

2. Ekrana Run Details (Izpildes informacija) péc Sequencing Information (Sekvencésanas informacija)
izvelieties Requeue Analysis (Atkartot analizi).

3. lzvélieties opciju:
* Atkartot analizibezizmainam
* Redigét izpildes iestatijumus un atkartot analizi
* Atkartoti veiciet analizi, izmantojot citu lietojumprogrammu

4. Apstipriniet, ka atraSanas vieta, kura Sobrid atrodas sekvencéSanas dati, ir noradita lauka
Sequencing data file path (SekvencéSanas datnes cels).

PIEZIME Celam uz sekvencé3anas datiem ir jasakrit ar celu iestatjuma Aréja kratuve analizes
rezultatiem). Informaciju par aréjas kratuves cela mainu skatit lllumina Run Manager
paredzéts NextSeq 550Dx programmatiras rokasgramata (dokuments nr. 200025239).

levadiet atkartotas analizes iemeslu.
6. lzvelieties Atkartot analizi.

7. Redigéjiet vélamas izmainas iestatijlumos Run Settings (Izpildes iestatijumi), Sample Data (Paraugu
dati) un Analysis Settings (Analizes iestatijumi).

8. lzvélieties Saglabat. Analize tiek sakta, izmantojot paSreiz€jos analizes parametrus.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx uz NextSeq 550Dx lietojumprogrammas lietoSanas celvedis

Tehniska palidziba

Lai sanemtu tehnisko palidzibu, sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Timek]a vietne: ~ www.illumina.com
E-pasta adrese: techsupport@illumina.com

DrosSibas datu lapas (DDL) — pieejamas lllumina timek|a vietné: support.illumina.com/sds.html.

Produkta dokumentacija — pieejama lejupieladei timekla vietné: support.illumina.com.

Dokuments nr. 200025238 v00
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