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Apzvalga

+.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programa (,DRAGEN for IDPE Dx") naudojama
planuojant ir atliekant antrine ,IDPE Dx" biblioteky, sukurty sekos nustatymui,NextSeq 550Dx"
sistemoje, analize.

.DRAGEN for IDPE Dx" palaiko sekos nustatyma analizei, kai naudojama su ,lllumina DNA Prep with

Enrichment Dx"“ bibliotekos paruo$imu, ,NextSeq 550Dx" ir ,lllumina DRAGEN Server”, skirtas ,NextSeq
550Dx".

Analizés metodai

,DRAGEN for IDPE Dx" atlieka i8skirstyma, FASTQ faily generavimg, nuskaitymy kartografavima,
lygiavima su atskaitos genomu ir mazy varianty priskyrima, priklausomai nuo pasirinktos darbo eigos:

* FASTAQ faily generavimas
* Gonocity linijjos FASTQ ir VCF generavimas
* Somatiniy FASTQ ir VCF generavimas

PASTABA ORA glaudinimg galima naudoti su visomis trimis darbo eigomis. ,DRAGEN ORA"
suspaudimas yra visiSkai be nuostoliy glaudinima atliekanti programiné jranga, sukurianti
failg su originalaus skaitymo archyvo (*.ora) plétiniu. ORA formatas yra nuoroda
pagrjstas FASTQ faily glaudinimo formatas ir skirtas labai greitam glaudinimui /
iSskleidimui ir dideliam glaudinimo santykiui.

FASTQ faily generavimas

Surinktos sekos jraSomos j FASTQ failus kiekvienam méginiui. FASTQ failai yra tekstiniai failai, kuriuose
yra sekoskaitos duomenys ir kokybés jverciai tik vienam méginiui. Kiekvienam méginiui generuojami
atskiri FASTQ failai kiekviename pratekamosios kiuvetés takelyje kiekvienam sekos nuskaitymui.
Méginio pavadinimas, kaip nurodyta nustatant serijg, jtraukiamas j FASTQ failo pavadinimg. FASTQ
failai yra pirminé lygiavimo jvestis. Pirmasis FASTQ generavimo zingsnis yra iSskirstymas. ISskirstant
meéginiui priskiriamos sankaupos, praéjusios filtrg, lyginant kiekvieng indekso nuskaitymo seka su serijai
nurodytomis indekso sekomis. Atliekant $j veiksmg neatsizvelgiama j jokias kokybés vertes. Indeksy
nuskaitymai identifikuojami atliekant toliau nurodytus veiksmus.

* Méginiai numeruojaminuo 1, atsiZzvelgiant j tai, kokia tvarka jie yra iSvardyti serijoje.
* Meéginys, kurio numeris 0, rezervuojamas sankaupoms, kurios nebuvo priskirtos meginiui.

* Sankaupos méginiui priskiriamos, kai indeksy seka tiksliai atitinka arba kai yra ne daugiau kaip viena
indeksy nuskaitymo neatitiktis.
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Programiné jranga turi ORA glaudinimo funkcijg FASTQ failams suglaudinti. Sj formatg galima
pasirinktinai jjungti. Naudojant ORA (*.ora) formata, po glaudinimo ir iSskleidimo ciklo iSsaugoma
FASTQ turinio md5 kontroliné suma, kad buty uztikrintas glaudinimas be nuostoliy.

DNA kartografavimas ir lygiavimas

Po FASTQ generavimo nuskaitymai kartografuojami ir sulygiuojami su atskaitos genomu. Pirmasis
kartografavimo etapas yra generuoti séklas i$ nuskaitymo, tada ieskoti tiksliy atitikmeny atskaitos
genome. Tada Sie rezultatai yra tobulinami, paleidziant visus Smith-Waterman lygiavimus vietose,
kuriose yra didZiausias sékly atitikmeny tankis. Sis gerai dokumentuotas algoritmas veikia lygindamas
kiekvieng skaitymo pozicijg su visomis kandidatinémis atskaitos pozicijomis. Sie palyginimai atitinka
galimy skaitymo ir atskaitos lygiavimy matricg. Kiekvienai i$ Siy kandidato lygiavimo pozicijy Smith-
Waterman generuoja jvercius, kurie naudojami jvertinti, ar geriausias lygiavimas, einantis per tg
matricos langelj, jj pasiekia nukleotidy sutapimu arba nesutapimu (jstrizinis judéjimas), pasalinimu
(horizontalus judéjimas) arba jterpimu (vertikalus judéjimas). Nuskaitymo ir nuorodos sutapimas
suteikia papildomg jvertj, o nesutapimas arba intarpas / iSkrita — nuobauda. Pasirenkamas auksc&iausig
balg surinkes matricos kelias. Algoritmas yra aparatiSkai pagreitintas DRAGEN vietoje programuojamy
loginiy elementy matricos (FPGA) plokStése. Programoje naudojamas atskaitos genomas yra sukurtas
iS UCSC hg19 FASTA su DRAGEN parinktimi, leidziancCia sukurti liftover” pagrjstg alt-atpazjstama
maisos lentele.

DRAGEN gonocity linijos varianty priskyrimas

.DRAGEN Germline Small Variant Caller” kaip jvesties duomenys imami kartografuoti ir sulygiuoti DNA
nuskaitymai, o vienos dalies nukleotido polimorfizmai (SNP) ir jterpimai arba pasalinimai (intarpai /
iSkritos) priskiriami, derinant aptikima stulpeliuose ir vietinj de novo haplotipy surinkimg. Norédami
jjungti ,DRAGEN Germline Small Variant Caller”, pasirinkite gonocity linijos varianty darbo eiga.

Gonocity linijos varianty priskyrimas paprastai naudojamas gonocity linijos méginiams, kur zinoma
diploidija. Pirmiausia nustatomi priskiriami atskaitos regionai, turintys pakankama lyginimo aprépt;j.
Siuose atskaitos regionuose greituoju isriisiuoty nuskaitymy perzidros biadu nustatomi aktyvis
regionai, kuriy centre yra stulpeliai su varianty pozymiais. Aktyvieji regionai uzpildomi pakankamu kiekiu
konteksto, kad apimty reikSmingg, su nuoroda nesusijusj turinj, esantj netoliese. Jei yra intarpy / ikrity
pozymiy, aktyvus regionai papildomai uzpildomi.

Kiekviename aktyviame regione sulygiuoti nuskaitymaiiSkerpamiir sujungiamij De Bruijn grafa. ISkirpty
nuskaitymy krastai jvertinami pagal stebéjimy skaiciy, pamatine seka laikant pagrindu. Po tam tikro
grafoiSvalymo ir supaprastinimo visi,source-to-sink” takai iSskiriami kaip kandidatai j haplotipus.
Kiekvienas haplotipas yra Smith-Waterman metodu sulygiuojamas su atskaitos genomu, kad buty
galima nustatyti jo atstovaujamus variantus. Sj jvykiy rinkinj galima papildyti buvimo vieta pagrjstu
aptikimu. Kiekvienai nuskaitymo ir haplotipo porai nuskaitymo stebéjimo tikimybé P(r|H), darant
prielaidg, kad haplotipas yra tikrasis pradinis méginys, jvertinama naudojant poros pasléptajj Markovo
modelj (HMM).
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Skenuojant aktyvigja sritj pagal atskaitos pozicijg, kandidaty genotipai formuojami is diploidiniy varianty
jvykiy kombinacijy (SNP arba intarpy / iskrity). Kiekvieno jvykio (jskaitant nuorodg) salyginé tikimybé P
(rle), kad bus pastebétas kiekvienas persidengiantis nuskaitymas, apskai¢iuojama kaip didziausia P
(r|H) haplotipy, patvirtinanéiy jvykj, tikimybé. Jie sujungiamij salygine genotipo (jvykio poros) tikimybe P
(r|le1e2) ir padauginami, kad biity gauta saglyginé tikimybé P(R|e1e2), kad bus stebima visa nuskaitymy
sankaupa. Naudojant Bayes formule, apskaiCiuojama kiekvieno diploidinio genotipo aposterioriné
tikimybé P(e1e2|R) ir paskelbiamas nugalétojas.

.DRAGEN for IDPE Dx" taikomas automatinis filtravimas. Daugiau informacijos zr. Gonocity linijos darbo
eigos VCF faily komentarai13 psl..

DRAGEN somatiniy varianty priskyrimas

.DRAGEN Somatic Small Variant Caller” kaip jvesties duomenys imami kartografuoti ir sulygiuoti DNA
nuskaitymai, o SNV ir intarpai / iSkritos priskiriami, atliekant vietinj de novo haplotipy surinkimag
aktyviame regione. Norédami jjungti,,DRAGEN Somatic Small Variant Caller”, pasirinkite somatiniy
varianty programa.

Somatiniy varianty priskyrimas paprastai naudojamas naviko méginiams. Sioje darbo eigoje DRAGEN
nedaro jokiy prielaidy dél ploidiSkumo, o tai leidzia aptikti retai pasitaikancius alelius. Lokusy, kuriy
apréptis naviko méginyje yra iki 100x, DRAGEN aptikimo riba yra 5 % varianty aleliy daznio. Siriba
keiCiasi didéjant kiekvieno lokuso aprépties gyliui ir sumazéja perpus kaskart, kai apréptis padvigubéja
daugiau nei 100 karty. Pirmiausia nustatomi priskiriami atskaitos regionai, turintys pakankama lyginimo
apréptj. Siuose atskaitos regionuose i$rigiuoty nuskaitymy perzitiros blidu nustatomi aktyviis regionai,
kuriy centre yra stulpeliai su varianto pozymiais naviko nuskaitymuose. Aktyvieji regionai uzpildomi
pakankamu kiekiu konteksto, kad apimty reikSmingg, su nuoroda nesusijusj turinj, esantj netoliese. Jei
yra intarpy / iSkrity pozymiy, aktyvis regionai papildomai uzpildomi.

Kiekviename aktyviame regione sulygiuoti nuskaitymaiiSkerpamiir sujungiamij De Bruijn grafa. ISkirpty
nuskaitymy krastai jvertinami pagal stebéjimy skaiciy, pamatine sekga laikant pagrindu. Po tam tikro
grafo iSvalymo ir supaprastinimo visi ,source-to-sink” takai iSskiriami kaip kandidatai j haplotipus.
Kiekvienas haplotipas yra Smith-Waterman metodu sulygiuojamas su atskaitos genomu, kad buty
galima nustatytijo atstovaujamus variantus. Darant prielaidg, kad haplotipas yra tikrasis pradinis
meginys, kiekvienai nuskaitymo ir haplotipo porai nuskaitymo stebéjimo tikimybé P(r|H) jvertinama
naudojant poros pasléptajj Markovo modelj (HMM).

Norédami nustatyti naviko aptikimo ribos (TLOD) balg, ,DRAGEN Somatic Small Variant Caller” pirmag
kartg nuskaito pagal kiekvieno kandidato somatinio jvykio atskaitos padétjir atskaitos jvykj aktyviame
regione. Salyginé tikimybé P(r|e), kad bus pastebétas kiekvienas persidengiantis nuskaitymas,
apskaic¢iuojama kaip didZiausia P(r|H) haplotipy, patvirtinangiy jvykj, tikimybé. Jie sujungiamij salygine
tikimybe P(r|E) jvykio hipotezei E, apimandiai atskaitos ir kandidato somatinio alelio misinj per galimy
aleliy dazniy diapazona, ir padauginami, kad bty gauta salyginé tikimybé P(R|E), kad bus stebima visa
nuskaitymy sankaupa. IS ten TLOD jvertis apskaiiuojamas kaip jrodymas, kad tam tikroje vietoje naviko
méginyje yra ALT alelis.
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.DRAGEN for IDPE Dx" taikomas automatinis filtravimas. Daugiau informacijos zr. Somatinés darbo
eigos VCF faily komentarai 16 psl.
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Planuojamos serijos kurimas

Norédami nustatyti serijg ,lllumina Run Manager” naudodami ,NextSeq 550Dx" arba narsykle tinkle
esancCiame kompiuteryje, atlikite toliau nurodytus veiksmus. Jei norite importuoti méginio duomenis,
tinklo kompiuteryje naudokite narSykle. Perskaitykite ,lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx"
programinés jrangos vadovas (dokumento Nr. 200025239), kur nurodoma, kaip prieiti prie ,lllumina Run
Manager”is tinklo kompiuterio.
Yra du skirtingi budai sukurti naujg planuojama serija:
* Import Run (Importuoti serijg) — naudokite esamos serijos méginiy lapa kaip Sablong naujai
serijai. Informacijos, kaip importuoti serijg, zr. ,lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx"
programinés jrangos vadovas (dokumento Nr. 200025239).

* Create Run (Sukurti serijg) — rankiniu budu jveskite serijos parametrus. Toliau pateiktose
instrukcijose aprasoma, kaip sukurti serija.

PASTABA Privalomijvesties laukai naudotojo sgsajoje pazyméti zvaigzdute (*).

Programa

1. Ekrano ,Runs” (serijos) skirtuke ,Planned” (planuojamos) pasirinkite Create Run (sukurti serijg).

2. Pasirinkite ,DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx" programa, tada pasirinkite Next
(Toliau).

Serijos nuostatos

1. Ekrane ,Run Settings” (Serijos nuostatos) jveskite unikaly serijos pavadinima. Serijos pavadinimas -
pagal jj serija bus identifikuojama nuo sekoskaitos iki analizés.
[Pasirinktinai] Jveskite serijos aprasa, padedantj tiksliau identifikuoti serijg.
Pasirinkite indekso adapterio rinkinj (-ius), naudojama (-us) rengiant biblioteka.
PerZilrékite nuskaitymoilgjir, jei reikia, pakeiskite. 1ir 2 nuskaitymai turi numatytajag 151 ciklo verte.
1ir 2 indeksai turi fiksuotg 10 cikly verte ir negali bati kei¢iami.

5. [Pasirinktinai] Jveskite bibliotekos mégintuvélio ID.

6. Pasirinkite Next (Toliau).

Meéginio duomenys

Méginio duomenys apima meginio ID, Sulinéliy padétj (indekso plokstelés Sulinélio padétj) ir bibliotekos
pavadinima. Naudojant A&B indeksg, Sulinélio padétyje taip pat yra plokstelés identifikatorius.

Méginio duomenis galima jvesti dviem budais:
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* Import Samples (Importuoti méginius) — naudokite Sablono failg, kurj galima atsisiysti ekrane
.Sample Data” (Méginio duomenys).

* Manually (Rankiniu) budu - jveskite méginio duomenis tiesiaij lentele ekrane ,Sample Data“
(Méginio duomenys).

Méginiy importavimas

Planuojant sekoskaitos serijg naudojant narSykle tinkle esanCiame kompiuteryje, Sablono failg (*.csv)
galima atsisiysti ekrane ,Sample Data” (Méginio duomenys). Jeinantj lllumina Run Manager” per
NextSeq 550Dx" operacinés sistemos programine jrangg Sablono failo atsisiysti negalima. Norédami
jvesti méginio duomenis naudodami funkcijg ,Import Samples” (Importuoti méginius), atlikite toliau
nurodytus veiksmus.

PASTABA Pries tesdami, atlikite serijos nuostaty veiksmus.

1. Norédami atsisiysti tusCig CSV failg, pasirinkite Download Template (Atsisiysti Sablong).

2. 18 Sablono failo jveskite méginio duomenis ir iSsaugokite failg. Bibliotekos pavadinimas
neprivalomas.

PASTABA Naudojantindeksg A&B, B stulpelio duomenys turi apimtiir plokStele, ir Sulinélio padét;j
(indekso plokstelés Sulinélio padétj). Pavyzdys: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Pasirinkite Import Samples (Importuoti méginius) ir suraskite Sablono failg, kuriame yra ankstesnio
veiksmo méginio duomeny informacija.

4. Pasirinkite Open (Atidaryti), Proceed (Testi), o tada Next (Toliau).

PASTABA Pakeitus méginio ID pries$ pasirenkant ,Next” (Toliau), gali jvykti klaida. Pries atlikdami
pakeitimus, baikite serijos nustatyma, kad iSvengtuméte klaidy.

Neautomatinis meéginiy jvedimas

Naudodamilentele ekrane ,Sample Data” (Méginio duomenys), rankiniu budu jveskite méginio
duomenis.

1. Méginio ID lauke jveskite unikaly ,Sample ID“ (Méginio ID).

2. Naudokite Well Position (Sulinélio padétis) (A arba B indeksas) arba Plate - Well Position (Plokstelé
- Sulinélio padétis) (A&B indeksas), kad pasirinktuméte susijusj méginiy indeksa.
i7 indekso, 1indekso, i5 indekso ir 2 indekso laukai uzpildomi automatiskai.

3. [Pasirinktinai] Jveskite bibliotekos pavadinima.

Dokumento Nr. 200025238 00 versija
NAUDOTI IN VITRO DIAGNOSTIKAL.



.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

4. Pridékite eilutes ir pakartokite 1-3 veiksmus, jei reikia, kol j lentele bus jtraukti visi méginiai. Vienu

metu galite pridéti kelias eilutes, pirmiausia jvesdami pridétiny eilu€iy skaiciy, tada pasirinkdami +
piktograma. Taip pat galite pasalinti eilutes, pasirinkdamilangelj Salia eilutés numerio, tada
spustelédami Siuksliadézés piktograma.

5. Pasirinkite Next (Toliau).

Analizés nuostatos

1.

Pasirinkite pageidaujama analizés darbo eiga:

« FASTQ faily generavimas

* FASTQ ir VCF generavimas gonocity linijos darbo eigai (reikia pateikti manifesto failg)
*« FASTQ ir VCF generavimas somatinei darbo eigai (reikia pateikti manifesto failg)

[Pasirinktinai] Generate ORA compressed FASTQs (Generuoti ORA suglaudintus FASTQ failus)
jjungta pagal numatytuosius nustatymus. FASTQ ORA glaudinimas be nuostoliy suglaudina FASTQ
failus iki 5 karty, palyginti su fastq.gz. Jei pageidaujate nesuglaudinty duomeny (fastqg.gz),
pasalinkite zymeéjimg Generate ORA compressed FASTQs (Generuoti ORA suglaudintus FASTQ
failus).

Gonocity linijos ir somatinei darbo eigai reikalingas manifesto failas. Norédami pasirinkti manifesto
failg, naudokite iSskleidziamajj meniu Manifest File Selection (Manifesto failo pasirinkimas).
Manifestas yra BED (*.bed) failas su tabuliacijos skirtukais, kuriame nurodomi tiksliniy atskaitos
regiony pavadinimaiir vietos. Daugiau informacijos zr. Manifesto failas 8 psl..

[Pasirinktinai] Somatinése darbo eigose naudokite iSskleidziamajj meniu Noise File Selection
(Triuk8mo failo pasirinkimas), kad pasirinktuméte sisteminj triukSmo failg.

Sisteminiam triukSmui filtruoti galima nurodyti BED(* . bed. gz ) failg su konkrecios vietos triukSmo
lygiu. Daugiau informacijos zr. Triuksmo filtravimas (pasirinktinai) 9 psl.

Pasirinkite Next (Toliau).

Serija Perziura

1.

PerZilros ekrane ,Review" (Perziurékite) serijos nuostaty, méginiy duomeny ir analizés nuostaty
informacija.

Pasirinkite Save (Jrasyti).

Serija jraSoma ekrano ,Runs” (Serijos) skirtuke ,Planned” (Planucjamos).

Nuostatos

Norédami perziuréti arba pakeisti ,DRAGEN for IDPE Dx" programos nuostatas, pirmiausia
pagrindiniame ekrane pasirinkite piktograma , Applications” (Programos). Tada pasirinkite programa,
kurig norite perziliréti arba pakeisti. Nuostatoms pakeisti reikalinga administratoriaus paskyra.
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Konfiguracija
Konfiguracijos ekrane rodomos Sios programos nuostatos:

* Library Prep Kits (Bibliotekos paruoSimo rinkiniai) —rodomas numatytasis bibliotekos paruoSimo
rinkinys programai. Sios nuostatos pakeisti negalima.

* Index Adapter Kits (Indekso adapteriy rinkiniai) — rodomas numatytasis programos indekso
adapterio rinkinys. Sios nuostatos pakeisti negalima.

* Readlengths (Nuskaitymo ilgiai) — pagal numatytuosius nustatymus programos nuskaitymo ilgiai
yra 151, taciau juos galima pakeisti kuriant serija.

* Manifest and Noise Files (Manifesto ir triukSmo failai) — jkelkite ir pakeiskite manifesto ir triukSmo
faily nustatymus.
— Pasirinkite Upload File (Jkelti failg), kad jkeltuméte failus analizei.

— Pasirinkite radijo mygtukg Default (Numatytasis), kad nustatytuméte failg kaip numatytajj
manifestg arba triukSmo failg, pasirinktag kuriant serijg, kai pasirinkta programa.

— Pazymékite zymeés langelj Enabled (Jjungta), kad iSskleidziamajame meniu buty rodomas failas
kuriant serija.

Leidimai

Naudokite Zzymimuosius langelius ekrane ,Permissions” (Leidimai), kad galétuméte tvarkyti
programélés naudotojo prieiga.

Manifesto failas

Naudojant ,DRAGEN for IDPE Dx", reikia jvesti manifesto failg Sioms darbo eigoms:
* FASTQIir VCF generavimas gonocity linijos darbo eigai
* FASTQir VCF generavimas somatinei darbo eigai

Manifesto failas yra tabuliacijos skirtukais atskirtas tekstinis failas, naudojantis BED formatg (*.bed),
kuriame nurodomi tiksliniy atskaitos regiony pavadinimai ir vietos. Pagrindiné manifesto failo dalis yra
regiony skyrius, kuriame turi bati Sie duomeny stulpeliai:

Stulpelis Aprasymas

Pavadinimas Unikalus naudotojo nurodytas taikinio pavadinimas

Chromosoma Chromosomy vieta (pvz., chr10, chr5ir kt.)

Pradzia 1pagrjstas indeksas, skirtas taikinio pradzios pozicijai

Stabdymas 1 pagrjstas indeksas, skirtas taikinio stabdymo pozicijai

PrieSsrovinio zondo ilgis PrieSsrovinio zondo ilgis. ,DRAGEN for IDPE Dx"“ programai reikia
nustatyti 0.
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Stulpelis Aprasymas
Pasrovinio zondo ilgis Pasrovinio zondo ilgis. ,DRAGEN for IDPE Dx"“ programai reikia
nustatyti 0.

PASTABA Analizeireikalingas galiojantis manifesto failo formatas. DRAGEN sustabdys analize, jei
manifesto failas bus netinkamas.

TriukSsmo filtravimas (pasirinktinai)

Sisteminio triukS8mo filtrg galima naudoti somatiniy varianty priskyrimui, ir jis gali buti naudojamas
klaidingai teigiamiems priskyrimams sumazinti, atsizvelgiant j konkrecios vietos triukS§mag. Sisteminio
triukSmo failas sukuriamas i$ pradziy surinkus mazdaug 50 normaliy méginiy (pageidautina, kad jie
blty bldingi tam tikrai grupei, bibliotekos paruosimuiir sekoskaitos prietaisui), o tada aleliy dazniy,
mazesniy nei 30 % kiekvienoje pakankamai aprépiamoje vietoje, suma padalijama i$ bendro meginiy
skaiciaus (laikoma, kad aleliy dazniai, virSijantys 30 %, yra giminingi variantai, o ne triukS§mas). Sukdrus
triukSmo vertes, toje vietoje aptikti somatiniai variantai bus filtruojami.

Filtrg galima naudoti augliy ir normaliy parametry rezimu, taciau jis ypa¢ naudingas atliekant tik augliy
tyrimus, kai néra suderintos normos. Kaip sisteminis triukSmo failas turi buti naudojamas BED failas,
kuriame yra (*.bed.gz ) failo plétinys ir turi biti keturi stulpeliai: chromosomosoma, pradzia, pabaiga ir
konkrecios vietos triukSmo lygiai kiekvienai eilutei. Sisteminis triukSmo filtravimas yra neprivalomas.

Analizés rezultatai

Siuo metu vykdomos serijos rodomos skirtuke ,Active” (Aktyvios). Baigty serijy rezultatai rodomi
skirtuke ,Completed” (Baigta). ,,DRAGEN for IDPE Dx" kiekvienai analizei sukuria unikalaus pavadinimo
analizés aplanka, kuris yra atskiras nuo aplanko su sekoskaitos duomenimis. Analizés aplanke
pateikiama Si informacija:

* Naudojamas manifesto failas

* Programinés jrangos versija

* Meéginiy ID

* |§viso sulygiuoty nuskaitymy

* Sulygiuoty nuskaitymy viename méginyje procentiné dalis
* Vienam méginiui priskirty SNV skaicius

* Vienam méginiui priskirty intarpy / iSkrity skaicius

* Statistinés aprépties duomenys
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.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

Analizés iSvesties failai

Analizés aplanko vietg nurodo analizés rezultaty iSorinés saugyklos nustatymas. Daugiau informacijos
apie analizés rezultaty iSorinés saugyklos nustatymga zr. lllumina Run Manager for NextSeq 550D x"
programinés jrangos vadovas (dokumento Nr. 200025239).

Ekrane ,Run Details” (Serijos informacija) lauke ,External Location" (ISoriné vieta) pateikiamas
sekoskaitos duomeny kelias. Unikalus analizés aplanko pavadinimas pateikiamas analizés iSvesties
aplanko lauke, esanCiame ekrane ,Run Details” (Serijos informacija). Tikslus sugeneruotifailai priklauso
nuo to, kokia analizés darbo eiga naudojama. Programoje generuojami toliau nurodyti analizés iSvesties

failai.

PASTABA

Jei pasiekiant analizés iSvesties failus jvyksta didZiausia failo kelio ilgio apribojimo klaida,

pabandykite perkelti failg j trumpesne kelio vietg arba naudoti kitg metoda failui atidaryti.

ISvesties failas

Varianty suvestiné
ataskaita (*.pdf)

FASTQ (*.fastg.gz arba

* fastqg.ora)

Prilygiavimo BAM failai
(*.bam)

Genomo VCF failai
(*.gvcf.gz)

VCEF failai (* .vcf.gz)

Serijos metrikos ataskaita

(*.csv)

FASTQ failai

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastq.ora) - tai tekstiniy faily formatas. Siuose failuose pateikiami nuskaitymo

Aprasymas

Pateikiama failo informacijos, programinés jrangos versijy,
meéginio informacijos, nuskaitymo lygio statistikos bei SNV,
jterpimy, Salinimy ir aprépties santraukos. Tik gonocity linijos ir
somatinés darbo eigos sukuria varianto ataskaita.

Tarpiniai failai, kuriuose pateikiami kokybés jverciy bazés
priskyrimai. FASTQ failai yra pagrindiniai jvesties duomenys,
reikalingi prilygiavimo veiksmui atlikti. Pasirinkus ORA glaudinimg,
naudojamas *. fastq.ora failo plétinys.

Pateikiami konkretaus méginio sulygiuoti nuskaitymai.

Pateikiamas kiekvienos padéties genotipas, nesvarbu, ar
priskirtas kaip variantas, ar kaip atskaitos pagrindas.

Pateikiami variantai, priskirti kiekvienoje padétyije.

Pateikiama kokybés metrika apie serijg, jskaitant neindeksuotg
bendrg iSeigg ir Q30 bala.

baziy priskyrimai ir kokybés vertés. Kiekviename faile pateikiama toliau nurodyta informacija:

* Meéginio identifikatorius

* Seka

* ,Phred”kokybés jverciai ASCII + 33 koduotu formatu
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.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

Méginio identifikatorius formatuojamas taip:

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

Example:

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

+

<>; ##=><9=AAAAAAAARAO# : <#<;<<<227224#=

BAM failai

BAM failas (*.bam) —tai suglaudinto dvejetainio SAM (sekos sulygiavimo kartogramos) failo versija,
naudojama sulygiuotoms sekoms iki 128 Mb nurodyti. BAM faily vardo formatas yra SampleName
S#.bam, kur # yra méginio numeris pagal eilés tvarka, kuria iSvardyti serijos méginiai. Daugialypés
terpés rezimu S# nustatomas j S1, neatsizvelgiant j meéginio eiliSkuma.

BAM failuose yra antrastés dalis ir prilygiavimo dalis:

Header (Antrasté) — pateikiama informacija apie visg failg, pvz., méginio pavadinimas, méginio ilgis
ir sulygiavimo budas. Prillygiavimo dalyje pateikti prilygiavimo duomenys yra susije su konkrecia
informacija, pateikta antrastés dalyje.

Alignments (Prilygiavimai) — pateikiamas nuskaitymo pavadinimas, nuskaitymo seka ir kokybg,
sulygiavimo informacija bei tinkintos zymés. Nuskaitymo pavadinimg sudaro chromosoma, pradzios
koordinaté, prilygiavimo kokybé ir atitikties deskriptoriaus eiluté.

Prilygiavimo dalyje pateikiama toliau nurodyta informacija apie kiekvieng nuskaityma ar jy pora.

AS: abiejy seky prilygiavimo kokybé.

RG: nuskaitymo grupé, nurodanti konkretaus méginio nuskaitymy skaiciy

BC: brukSninio kodo zymé, nurodanti iSskirstyto méginio ID, susietg su nuskaitymu.
SM: vienos sekos prilygiavimo kokybé.

XC: atitikties deskriptoriaus eiluté.

XN: amplikono pavadinimo Zzymé, jraSanti su nuskaitymu susietg amplikono ID.

BAM indekso failuose (*.bam.bai) pateikiamas atitinkamo BAM failo indeksas.

VCF failai

Varianty priskyrimo formato (*.vcf) failuose pateikiama informacija apie variantus, aptiktus konkreciose
atskaitos genomo padétyse.
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VCEF faily antrasté apima VCF failo formato versijg, varianty priskyrimo priemonés versijg ir pateikia

likusioje failo dalyje naudojamas anotacijas. VCF antrasté taip pat apima atskaitos genomo failg ir BAM

failg. Paskutinéje antrastés eilutéje yra duomeny eiluciy stulpeliy antrastés. Kiekvienoje VCF failo
duomeny eilutéje pateikiama informacija apie vieng varianta.

lentelé 1 VCF faily antrastées
Antraste Aprasymas

CHROM Atskaitos genomo chromosoma. Chromosomos rodomos ta pacia eilés tvarka
(Chromosoma) kaip referentiniame FASTA faile.

POS (Padétis)  Varianto vienos bazés padétis referentinéje chromosomoje. Vieno nukleotido
variantams (SNV) Si pozicija yra atskaitos bazé su variantu. Intarpams /
iSkritoms Si padétis yra atskaitos bazé pries pat varianta.

ID Taiyra SNP rs (atskaitos SNP) numeris, gautas i$ dbSNP. txt, jei taikytina. Jei
Sioje vietoje yra keli rs numeriai, sgraso elementai atskiriami kabliataskiais. Jei
Sioje vietoje néra dbSNP jraso, naudojamas triikstamos vertés zymiklis ('.").

REF Atskaitos genotipas. PavyzdZziui, vieno T iSkrita zymima atskaitos gene TT ir
(Atskaitos) lyginamajame T. A-T pavienio nukleotido variantas Zymimas kaip atskaitos A
irlyginamasis T.

ALT Aleliai, kurie skiriasi nuo atskaitos nuskaitymo. Pavyzdziui, vieno T intarpa
(Lyginamasis) atitinka atskaitos A ir lyginamasis AT. A-T pavienio nukleotido variantg
nurodo atskaitos A ir lyginamasis T.

QUAL (Kokybé) ,Phred”kokybés jvertis, kurj priskyré varianty priskyrimo priemoné. Didesni
jverciai nurodo didesnj varianty pasikliovimo lygj ir mazesne klaidy tikimybe.
Kokybés jvertis Q reiskia, kad numatoma klaidos tikimybé yra 10-(Q/10).
Pavyzdziui, Q30 priskyrimy rinkinio klaidy koeficientas yra 0,1 %. Daugelis
varianty priskyrimo priemoniy kokybés jvercius priskiria pagal savo statistinius
modelius, kurie glaudziai susije su stebimu klaidy koeficientu.
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.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

lentelé 2 Gonocity linijos darbo eigos VCF faily komentarai

Antraste Aprasymas
FILTER Jei pereinami visi filtrai, filtro stulpelyje jraSoma PASS (Peréjo). Galimi FILTRO
(Filtras) jrasai:

DRAGENSnpHardQUAL - taikoma, jei SNP varianto QUAL balas neatitinka
slenkscio

DRAGENIndelHardQUAL - taikoma, jei intarpo / iSkritos varianto QUAL balas
neatitinka slenkscio

LowDepth - vieta filtruota, nes aprépties gylis neatitinka slenkstinés vertes
LowGQ - vieta filtruota, nes genotipo kokybé neatitinka slenkstinés vertés
PloidyConflict — varianto priskyrimo priemonés genotipo priskyrimas neatitinka
chromosomos ploidijos

base_quality - vieta filtruojama, nes lyginamuyjy nuskaitymy baziy kokybés
mediana Siame lokuse neatitinka ribos

filtered_reads - vieta filtruojama, nes isfiltruota per didelé nuskaitymy dalis
fragment_length - vieta filtruojama, nes absoliutus skirtumas tarp lyginamuyjy
nuskaitymy fragmento ilgio medianos ir atskaitos nuskaitymy fragmento ilgio
medianos Sioje vietoje virsija ribg

low_depth - vieta filtruojama, nes nuskaitymo gylis per mazas
low_frac_info_reads - vieta filtruojama, nes informaciniy nuskaitymy frakcija
yra mazesne uzribg

low_normal_depth - vieta filtruojama, nes normalus méginio nuskaitymo gylis
yra per mazas

long_indel - vieta filtruojama, nes intarpo / iskritos ilgis per didelis
mapping_quality — vieta filtruojama, nes lyginamuyjy nuskaitymy kartografavimo
kokybés mediana Siame lokuse neatitinka ribos

multiallelic - vieta filtruojama, nes daugiau nei du lyginamieji aleliai praeina
naviko LOD

non_homref_normal - vieta filtruojama, nes normalus méginio genotipas néra
homozigotiné atskaita

no_reliable_supporting_read - vieta filtruojama, nes néra patikimo palaikancio
somatinio nuskaitymo

panel_of_normals — pastebéta bent viename normaliyjy meginiy vcf grupés
méginyje

read_position — vieta filtruojama, nes atstumo tarp skaitymo pradzios /
pabaigos mediana ir Sis lokusas yra zemiau ribos

RMxNRepeatRegion - vieta filtruojama, nes visas varianto alelis arba jo dalis yra
atskaitos pakartojimas

strand_artifact - vieta filtruojama dél didelio gijy tendencingumo
str_contraction - vieta filtruojama dél jtariamos PCR klaidos, kai lyginamasis
alelis yra vienas kartotinis vienetas, mazesnis uz atskaita
too_few_supporting_reads — vieta filtruojama, nes naviko méginyje yra per
mazai palaikanciy nuskaitymy

weak_evidence — somatinis varianto balas neatitinka ribos
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Antrasté

INFO

Aprasymas

Galimi INFO (Informacijos) jrasai:

AC - aleliy skaiCius genotipuose (kiekvieno ALT alelio) taikant tg pacig eilés
tvarka kaip sgrase.

AF —aleliy daznis (kiekvieno ALT alelio), taikant tg pacig eilés tvarka kaip
sgrase.

AN - bendrasis aleliy skaicius priskirtuose genotipuose.

DB - dbSNP naryste.

FS - ,Phred”jvercio p verté, naudojant tiksly Fisher testg, kad bity galima
nustatyti gijy tendencinguma.

QD - varianty pasikliovimo lygis / kokybé pagal gyl;.

R2_5P_bias — balas, pagrjstas atitikmens tendencingumu ir atstumu nuo 5
pradmens galo.

SOR - simetrinis Sansy santykis 2x2 nenumatyty atvejy lenteléje, kad bty
galima nustatyti gijy tendencinguma.

DP - apytikslis nuskaitymo gylis (informacinis ir neinformacinis); kai kurie
nuskaitymai galéjo bati filtruojami pagal kartograma ir t. t.

END - intervalo sustabdymo padétis.

FractioninformativeReads - informaciniy nuskaitymy dalis i$ visy nuskaitymuy.

MQ - RMS kartografavimo kokybé.

MQRankSum - lyginamojo ir atskaitos nuskaitymo kartografavimo savybiy
Wilcoxon rangy sumos testo Z balas.

ReadPosRankSum - lyginamojo ir atskaitos nuskaitymo padéties
tendencingumo Wilcoxon rangy sumos testo Z balas.

SOMATIC - bent vienas variantas Sioje padétyje yra somatinis.
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Antrasteé Aprasymas

FORMAT Formato stulpelyje pateikiamas dvitaskiais atskirty lauky sgrasas. Pavyzdziui,
(Formatas) GT:GQ. Toliau iSvardyti galimilaukai.

AD - alelio gyliai (skaiCiuojant tik informacinius nuskaitymus i$ visy nuskaitymy)
atskaitos ir lyginamiesiems aleliams nurodyta tvarka.

AF - lyginamuyjy aleliy frakcijos nurodyta tvarka.

DP - apytikslis nuskaitymo gylis (filtruojami nuskaitymai, kuriy MQ = 255 arba
kurie turi blogy atitikmenuy).

F1R2 - nuskaitymy skaiCius F1R2 poros orientacija, palaikantis kiekvieng alelj.
F2R1- nuskaitymy skaiCius F2R1 poros orientacija, palaikantis kiekvieng alelj.
GT - genotipas. 0 atitinka atskaitos baze, 1 atitinka pirmajjjrasg ALT stulpelyje ir
t. t. DeSininis pasvirasis bruksnys (/) nurodo, kad faziy informacija
nepasiekiama.

MB - vieno méginio komponenty statistika, skirta aptikti atitikmens
tendencinguma.

PS - fizinio faziy derinimo ID informacija, kai kiekvienas unikalus ID
konkreCiame méginyje (bet ne visuose méginiuose) sujungia jrasus faziy
derinimo grupéje.

SB - kiekvieno méginio komponenty statistika, kurig sudaro Fisher tikslusis
tyrimas, skirtas nustatyti gijy tendencinguma.

SQ-somatiné kokybeé.

SAMPLE Méginio stulpelyje pateikiamos vertés, nurodytos stulpelyje FORMAT (Formatas).

(Méginys)
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lentelé 3 Somatinés darbo eigos VCF faily komentarai

Antraste Aprasymas
FILTER Jei pereinami visi filtrai, filtro stulpelyje jraSoma PASS (Peréjo). Galimi FILTRO
(Filtras) jrasai:

base_quality — vieta filtruojama, nes lyginamuyjy nuskaitymy baziy kokybés
mediana Siame lokuse neatitinka ribos

filtered_reads - vieta filtruojama, nes isfiltruota per didelé nuskaitymy dalis
fragment_length - vieta filtruojama, nes absoliutus skirtumas tarp lyginamuyjy
nuskaitymy fragmento ilgio medianos ir atskaitos nuskaitymy fragmento ilgio
medianos Sioje vietoje virsija ribg

low_depth - vieta filtruojama, nes nuskaitymo gylis per mazas
low_frac_info_reads - vieta filtruojama, nes informaciniy nuskaitymy frakcija
yra mazesné uz ribg

low_normal_depth - vieta filtruojama, nes normalus méginio nuskaitymo gylis
yra per mazas

long_indel - vieta filtruojama, nes intarpo / iskritos ilgis per didelis
mapping_quality - vieta filtruojama, nes lyginamuyjy nuskaitymy kartografavimo
kokybés mediana Siame lokuse neatitinka ribos

multiallelic - vieta filtruojama, nes daugiau nei du lyginamieji aleliai praeina
naviko LOD

non_homref_normal - vieta filtruojama, nes normalus meéginio genotipas néra
homozigotiné atskaita

no_reliable_supporting_read - vieta filtruojama, nes néra patikimo palaikancio
somatinio nuskaitymo

panel_of_normals — pastebéta bent viename normaliyjy meéginiy vcf grupés
meginyje

read_position — vieta filtruojama, nes atstumo tarp skaitymo pradzios /
pabaigos mediana ir Sis lokusas yra zemiau ribos

RMxNRepeatRegion - vieta filtruojama, nes visas varianto alelis arba jo dalis yra
atskaitos pakartojimas

strand_artifact - vieta filtruojama dél didelio gijy tendencingumo
str_contraction — vieta filtruojama dél jtariamos PCR klaidos, kai lyginamasis
alelis yra vienas kartotinis vienetas, mazesnis uz atskaitg
too_few_supporting_reads - vieta filtruojama, nes naviko méginyje yra per
mazai palaikanciy nuskaitymy

weak_evidence - somatinis varianto balas neatitinka ribos

systematic_noise — vieta filtruojama remiantis sisteminio triukSmo normaliuose
meéginiuose jrodymais

Dokumento Nr. 200025238 00 versija
NAUDOTI IN VITRO DIAGNOSTIKAL.

16



.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

Antrasteé Aprasymas

INFO Galimi INFO (Informacijos) jrasai:

DP - apytikslis nuskaitymo gylis (informacinis ir neinformacinis); kai kurie
nuskaitymai galéjo bdati filtruojami pagal kartograma ir t. t.

END - intervalo sustabdymo padeétis.

FractioninformativeReads - informaciniy nuskaitymy dalis i$ visy nuskaitymuy.
MQ - RMS kartografavimo kokybé.

MQRankSum - lyginamojo ir atskaitos nuskaitymo kartografavimo savybiy
Wilcoxon rangy sumos testo Z balas.

ReadPosRankSum - lyginamojo ir atskaitos nuskaitymo padéties
tendencingumo Wilcoxon rangy sumos testo Z balas.

AQ - sisteminis triukSmo balas.

hotspot - Zinoma somatiné vieta, naudojama priskyrimo patikimumui padidinti.
SOMATIC - bent vienas variantas Sioje padétyje yra somatinis.

FORMAT Formato stulpelyje pateikiamas dvitaskiais atskirty lauky sgrasas. Pavyzdziui,
(Formatas) GT:GQ. Toliau iSvardyti galimilaukai.

AD - alelio gyliai (skaiCiuojant tik informacinius nuskaitymus i$ visy nuskaitymy)
atskaitos ir lyginamiesiems aleliams nurodyta tvarka.

AF - lyginamuyjy aleliy frakcijos nurodyta tvarka.

DP - apytikslis nuskaitymo gylis (filtruojami nuskaitymai, kuriy MQ = 255 arba
kurie turi blogy atitikmeny).

F1R2 - nuskaitymy skaiCius F1R2 poros orientacija, palaikantis kiekvieng alelj.
F2R1- nuskaitymy skaiCius F2R1 poros orientacija, palaikantis kiekvieng alel;.
GP -, Phred” aposteriorinés genotipo tikimybés, kaip apibrézta VCF
specifikacijoje.

GQ - genotipo kokybé.

GT - genotipas. 0 atitinka atskaitos baze, 1 atitinka pirmajj jrasg ALT stulpelyje ir
t. t. DeSininis pasvirasis bruksnys (/) nurodo, kad faziy informacija
nepasiekiama.

MB - vieno méginio komponenty statistika, skirta aptikti atitikmens
tendencinguma.

PL - normalizuotos, ,Phred” genotipy tikimybés, kaip apibrézta VCF
specifikacijoje.

PRI -, Phred” apriorinés genotipo tikimybés.

PS - fizinio faziy derinimo ID informacija, kai kiekvienas unikalus ID
konkreciame méginyje (bet ne visuose méginiuose) sujungia jrasus faziy
derinimo grupéje.

SB - kiekvieno méginio komponenty statistika, kurig sudaro Fisher tikslusis
tyrimas, skirtas nustatyti gijy tendencinguma.

SQ - somatiné kokybé.
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.DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx" programos naudotojo vadovas

Antrasteé Aprasymas

SAMPLE Meginio stulpelyje pateikiamos vertés, nurodytos stulpelyje FORMAT (Formatas).
(Méginys)

Genomo VCF failai

Genomo VCF (*.gvcf.gz) failai, kuriuose naudojant tam tikras taisykles visos vietos genome
atvaizduojamos kompaktisku formatu. gVCF failai apima visas vietas dominancioje srityje (atskiras
failas kiekvienam méginiui). gVCF faile nurodomi nepriskyrimo atvejai vietose, kurios nepereina visy
filtry. Genotipo (GT) zyme ./. nurodo nepriskyrima.

Pakartotinis jtraukimas j analizes eile

Galite pakartotinaijtrauktij analizés eile, jei analizé buvo sustabdyta, ji nepavyko arba jei norite i$ naujo
analizuoti serijg naudodami kitas nuostatas. Norédami pakartotinai jtraukti j analizés eilg, atlikite Siuos
veiksmus:

1. Ekrane ,Run” (Vykdyti) pasirinkite skirtukg ,Completed” (Baigti), tada pasirinkite vykdymo
pavadinima, kad galétuméte pakartotinai analizuoti.
Jei pakartotinis jtraukimas j analizés eile buvo atliktas anksciau, pasirinkite pirminio tyrimo vykdymo
pavadinima.
2. Ekrane,Run Details” (Vykdymo informacija) po sekos informacijos pasirinkite Requeue Analysis
(Pakartotinis jtraukimas j analizés eilg).
3. Pasirinkite parinkt;:
* Pakartotinis jtraukimas j analizés eile be pakeitimy
* Redaguoti vykdymo nuostatas ir pakartotinj jtraukimg j analizés eile
* Pakartotinis jtraukimas j analizés eilg su kita programa

4. Patvirtinkite, kad sekos duomeny buvimo vieta pateikta lauke Sequencing data file path (Sekos
nustatymo duomeny failo kelias).

PASTABA Keliasjsekos nustatymo duomenis turi atitikti kelig, nurodytg nustatyme ,External
Storage for Analysis Results” (ISoriné analizés rezultaty saugykla). Informacijos apie
iSorinés saugyklos kelio keitimg zr. ,lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx"
programinés jrangos vadovas (dokumento Nr. 200025239).

5. Jveskite pakartotinés analizés priezastj.

6. Pasirinkite Requeue Analysis (Pakartotinai jtrauktijanalizés eilg).

7. Redaguokite norimus vykdymo nuostaty, méginiy duomeny ir analizés nuostaty pakeitimus.
8

Pasirinkite Save (Jrasyti). Analizé pradedama naudojant dabartinius analizés parametrus.
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Techniné pagalba

Dél techninés pagalbos kreipkités j ,lllumina“ techninés pagalbos skyriy.

Interneto www.illumina.com
svetainé
El. pastas: techsupport@illumina.com

Saugos duomeny lapai (SDL) prieinami ,lllumina”interneto svetainéje support.illumina.com/sds.html.

Produkto dokumentacijg galima atsisiystii$ interneto svetainés support.illumina.com.
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