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Przeglad

Aplikacja DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (DRAGEN for IDPE Dx) stuzy do
planowania i przeprowadzania dodatkowej analizy bibliotek IDPE Dx wygenerowanych do
sekwencjonowania w NextSeq 550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx obstuguje sekwencjonowanie do analizy w przypadku uzycia z przygotowaniem
biblioteki lllumina DNA Prep with Enrichment Dx oraz NextSeq 550Dx i Illumina DRAGEN Server for
NextSeq 550Dx.

Metody analizy

DRAGEN for IDPE Dx wykonuje demultipleksowanie, generowanie FASTQ, mapowanie odczytu,
dopasowanie do genomu referencyjnego i rozpoznawanie wariantdow matych w zaleznosci od wybranej
procedury:

* Generowanie pliku FASTQ
* Germline FASTQiVCF generation
* Somatic FASTQiVCF generation

UWAGA ORA compression jest dostepna do stosowania we wszystkich trzech procedurach.
DRAGEN ORA Compression to w petni bezstratne oprogramowanie kompresujgce, ktére
tworzy plik z rozszerzeniem Original Read Archive (*.ora). Format ora jest referencyjnym
formatem kompres;ji dla plikdw FASTQ i jest przeznaczony do bardzo szybkiej
kompresji/dekompresji i wysokiego wspotczynnika kompresji.

Generowanie pliku FASTQ

Zmontowane sekwencje sg zapisywane w plikach FASTQ dla kazdej prébki. Pliki FASTQ to pliki
tekstowe zawierajgce dane sekwencjonowania i wyniki jakosci dla tylko jednej prébki. Dla kazdej prébki
generowane s oddzielne pliki FASTQ dla pasma komory przeptywowej, na odczyt sekwencjonowania.
Nazwa probki okreslona podczas konfiguracji przebiegu jest zawarta w nazwie pliku FASTQ. Pliki
FASTQ to podstawowe dane wej$ciowe do dopasowywania. Pierwszym etapem generowania FASTQ
jest demultipleksowanie. Demultipleksowanie przypisuje klastry, ktore przejda przez filtr, do prébki
poprzez poréwnanie kazdej sekwencji odczytu indeksu z sekwencjami indeksu okreslonymi dla danego
przebiegu. Na tym etapie nie sg brane pod uwage zadne wartosci dotyczace jakosci. Odczyty indekséw
identyfikuje sie poprzez nastepujgce czynnosci:
* Prébki sg ponumerowane, poczagwszy od numeru 1, na podstawie kolejnosci, w jakiej je wymieniono
dla przebiegu.

*  Probka numer O jest zarezerwowana dla klastréw, ktére nie zostaty przypisane do prébki.
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* Klastry sg przypisywane do probki, gdy sekwencja indeksu jest doktadnie zgodna lub gdy na odczyt
indeksu przypada maksymalnie jedna niezgodnosé.

Oprogramowanie zawiera kompresje ORA do kompresowania plikéw FASTQ. Ten format mozna
opcjonalnie wigczy¢. W przypadku korzystania z formatu ORA (*.ora) suma kontrolna md5 zawartosci
FASTQ jest zachowywana po cyklu kompresji i dekompresji, aby zapewni¢ kompresje bezstratng.

Dopasowywanie i mapowanie DNA

Po wygenerowaniu pliku FASTQ odczyty sg mapowane i wyréwnywane z genomem referencyjnym.
Pierwszym etapem mapowania jest wygenerowanie punktéw poczatkowych z odczytu, a nastepnie
wyszukanie doktadnych dopasowan w genomie referencyjnym. Wyniki te sg nastepnie poprawiane poprzez
wykonanie petnych dopasowan Smitha-Watermana w lokalizacjach o najwyzszej gestosci dopasowanych
punktéw poczagtkowych. Ten dobrze udokumentowany algorytm dziata poprzez poréwnanie kazdej pozyc;ji
odczytu ze wszystkimi pozycjami kandydujgcymi odniesienia. Poréwnania te odpowiadajg matrycy
potencjalnych dopasowan miedzy odczytem a odniesieniem. Dla kazdej z tych pozycji kandydujgcych do
dopasowania metoda Smith-Waterman generuje wyniki, ktére sg wykorzystywane do oceny, czy najlepsze
dopasowanie przechodzace przez te komdrke matrycy dociera do niej przez dopasowanie, czy
niezgodnos¢ nukleotyddw (ruch ukosny), delecje (ruch poziomy) lub insercje (ruch pionowy). Dopasowanie
miedzy odczytem a odniesieniem zapewnia premig do wyniku, a niedopasowanie lub indel nakfada kare.
Sciezka o najwyzszej ogdlnej punktacji w matrycy to wybrane dopasowanie. Algorytm jest akcelerowany
sprzetowo na kartach DRAGEN programowalnych w terenie macierzy bramek (FPGA). Genom referencyjny
uzywany w aplikacji jest tworzony z UCSC hg19 FASTA z opcjg DRAGEN w celu utworzenia tabeli skrétéw z
mapowaniem alt-aware na podstawie przeniesienia.

Wykrywanie wariantu linii zarodkowej DRAGEN

DRAGEN Germline Small Variant Caller przyjmuje zmapowane i dopasowane odczyty DNA jako dane
wejsciowe i rozpoznaje polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP) oraz indele poprzez potgczenie
wykrywania kolumnowego i lokalnego tgczenia haplotypdw de novo. Aby wigczyé DRAGEN Germline Small
Variant Caller, wybierz procedure wariantu linii zarodkowej.

Potgczenie wariant linii zarodkowej jest zazwyczaj uzywane w przypadku prébek linii zarodkowej, w
przypadku ktérych wiadomo, ze ploidalnosci sg dwie. Rozpoznawalne obszary referencyjne sg najpierw
identyfikowane z wystarczajgcym pokryciem dopasowania. W obrebie tych obszaréw odniesienia szybkie
skanowanie posortowanych odczytéw identyfikuje obszary aktywne, ktére sg wysrodkowane na kolumnie
nagromadzenia z dowodami wariantu. Te obszary aktywne sg wyscietane kontekstem wystarczajgcym do
pokrycia pobliskich znaczgcych tresci bez odniesien. Jesli sg dowody na indele, obszary aktywne otrzymuja
dodatkowg wyscidtke.

Dopasowane odczyty sg przycinane w kazdym aktywnym obszarze itgczone na wykresie De Bruijn.
Krawedzie przycietych odczytéw sg wazone wedtug liczby obserwaciji, a sekwencja odniesienia stanowi
podstawe. Po pewnym oczyszczeniu i uproszczeniu wykresu wszystkie sciezki zrodto-odbiornik sg
wyodrebniane jako kandydujgce haplotypy. Kazdy haplotyp jest dopasowywany metodg Smitha-
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Watermana do genomu referencyjnego w celu identyfikacji reprezentowanych przez niego wariantéw. Ten
zestaw zdarzen moze zostac uzupetniony przez wykrywanie oparte na potozeniu. Dla kazdej pary odczyt-
haplotyp prawdopodobieristwo obserwacji odczytu P(r|H), przy zatozeniu, ze dany haplotyp jest
rzeczywistg probg poczatkowa, jest szacowane przy uzyciu pary ukrytego modelu Markowa (HMM).

Dzieki skanowaniu wedtug pozycji referencyjnej na obszarze aktywnym, kandydujgce genotypy sg
tworzone z diploidalnych kombinacji zdarzen wariantowych (SNP lub indeli). Dla kazdego zdarzenia (w tym
odniesienia) warunkowe prawdopodobienstwo obserwaciji P(r|e) kazdego zachodzacego na siebie odczytu
jest szacowane jako maksymalna warto$é P(r|H) dla haplotypéw uzasadniajgcych zdarzenie. Sg one
tgczone w warunkowe prawdopodobienstwo P(r|e1e2) dla genotypu (pary zdarzen) imnozone w celu
uzyskania warunkowego prawdopodobieristwa P(R|e1e2) obserwacji catego nagromadzenia odczytéw.
Przy uzyciu wzoru Bayesa oblicza sie prawdopodobieristwo a posteriori P(e1e2|R) kazdego genotypu
diploidalnego, a zwyciezca zostaje wykryty.

DRAGEN for IDPE Dx stosuje automatyczne filtrowanie. Patrz Adnotacje do pliku VCF procedury linii
zarodkowej na stronie 13, aby uzyskac¢ wiecej informacji.

Wykrywanie wariantu somatycznego DRAGEN

DRAGEN Germline Small Variant Caller przyjmuje zmapowane i wyrdwnane odczyty DNA jako dane
wejsciowe i rozpoznaje SNV iindele poprzez lokalny tgczenie de novo haplotypdw w obszarze aktywnym.
Aby wigczy¢ DRAGEN Somatic Small Variant Caller, wybierz aplikacje wariantu somatycznego.

Rozpoznawanie wariantéw somatycznych jest zwykle stosowane w przypadku prébek nowotwordw. Dzieki
tej procedurze DRAGEN nie przyjmuje zadnych zatozen dotyczgcych ploidalnosci, co umozliwia wykrywanie
alleli o niskiej czestotliwosci. W przypadku loci z pokryciem do 100x w prébce guza, DRAGEN ma prég
wykrywania przy czestotliwosci wariantu alleli wynoszacy 5%. Limit skaluje sie wraz ze wzrostem
gtebokosci na podstawie kazdego locus i zmniejsza sie o potowe za kazdym razem, gdy zasieg podwaja sie
powyzej 100x. Rozpoznawalne obszary referencyjne sg najpierw identyfikowane z wystarczajgcym
pokryciem dopasowania. W obrebie tych obszaréw odniesienia skanowanie posortowanych odczytéw
identyfikuje obszary aktywne, ktére sg wysrodkowane na kolumnach nagromadzenia z dowodami wariantu
w odczytach nowotworu. Te obszary aktywne sg wyscietane kontekstem wystarczajgcym do pokrycia
pobliskich znaczgcych tresci bez odniesien. Jesli sg dowody na indele, obszary aktywne otrzymujg
dodatkowg wysciotke.

Dopasowane odczyty sg przycinane w kazdym aktywnym obszarze itgczone na wykresie De Bruijn.
Krawedzie przycietych odczytéw sg wazone wedtug liczby obserwacji, a sekwencja odniesienia stanowi
podstawe. Po pewnym oczyszczeniu i uproszczeniu wykresu wszystkie sciezki zrodto-odbiornik sg
wyodrebniane jako kandydujgce haplotypy. Kazdy haplotyp jest dopasowywany metodg Smitha-
Watermana do genomu referencyjnego w celu identyfikacji reprezentowanych przez niego wariantéw. Dla
kazdej pary odczyt-haplotyp prawdopodobiefistwo obserwacji odczytu P(r|H) szacuije sie przy uzyciu pary
ukrytego modelu Markowa (HMM) przy zatozeniu, ze halotyp ten jest rzeczywistg probka poczatkows.
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W celu okreslenia wyniku granicy wykrywalnosci guza (TLOD), DRAGEN Somatic Small Variant Caller
najpierw skanuje kazde potencjalne zdarzenie somatyczne wedtug pozycji referencyjnej, jak réwniez
zdarzenie referencyjne w aktywnym regionie. Warunkowe prawdopodobieristwo obserwacji P(r|e) kazdego
zachodzacego na siebie odczytu jest szacowane jako maksymalna warto$é P(r|H) dla haplotypéw
uzasadniajgcych zdarzenie. S one tgczone w warunkowe prawdopodobieristwo P(r|E) dla hipotezy
zdarzenia, E, obejmujgce mieszanine alleli odniesienia i kandydata w zakresie mozliwych czestotliwosci
allelii mnozone w celu uzyskania warunkowego prawdopodobieristwa P(R|E) obserwacji catego
nagromadzenia odczytéw. Z tego poziomu obliczany jest wynik TLOD jako dowdd na obecnosé allelu ALT w
prébce guza w danym locus.

DRAGEN for IDPE Dx stosuje automatyczne filtrowanie. Patrz Adnotacje plikdw VCF przeptywu pracy
somatycznej na stronie 16, aby uzyskac wiecej informaciji.
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Tworzenie zaplanowanego przebiegu

Aby skonfigurowac przebieg w lllumina Run Manager na NextSeq 550Dx lub za pomocg przeglgdarki na
komputerze sieciowym, nalezy wykonac ponizsze czynnosci. Je$li wymagane jest zaimportowanie
przyktadowych danych, nalezy uzy¢ przegladarki na komputerze z dostepem do sieci. Instrukcje
dotyczgce uzyskiwania dostepu do lllumina Run Manager z komputera podtgczonego do sieci znajdujg
sie w lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx — przewodnik po oprogramowaniu (dokument nr
200025239).

Istniejg dwa rézne sposoby tworzenia nowego zaplanowanego przebiegu:

* Importowanie przebiegu — uzyj arkusza prébki z istniejgcego badania jako szablonu dla nowego
badania. Informacje na temat importowania przebiegu zawiera lllumina Run Manager for
NextSeq 550Dx - przewodnik po oprogramowaniu (dokument nr 200025239).

* Utwdrz przebieg — wprowadz recznie parametry badania. Ponizsze instrukcje opisujg sposob
tworzenia przebiegu.

UWAGA Polawymagane w interfejsie uzytkownika sg oznaczone gwiazdka (*).

Application (Aplikacja)
1. Nakarcie Planned (Zaplanowane) na ekranie Runs (Przebiegi) wybierz polecenie Create Run
(Utworz przebieg).

2. Woybierz aplikacje DRAGEN for Ilumina DNA Prep with Enrichment Dx, a nastepnie Next (Dalej).

Ustawienia przebiegu

1. Na ekranie Run Settings (Ustawienia przebiegu) wprowadz unikalng nazwe przebiegu. Nazwa
przebiegu to nazwa, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize.

2. [Opcjonalnie] Wprowadz opis przebiegu, aby dodatkowo utatwic¢ jego identyfikacje.
Wybierz zestawy adaptera indeksujgcego uzywane podczas przygotowywania biblioteki.

Sprawdz dtugos$¢ odczytu i zmodyfikuj jg w razie potrzeby. Wartosci domysine Read 1 (Odczyt 1) i
Read 2 (Odczyt 2) to 151 cykli. Index 1 (Indeks 1) i Index 2 (Indeks 2) majg statg wartos¢ 10 cyklii nie
moga by¢ modyfikowane.

5. [Opcjonalnie] Wprowadz ID probéwki Library.
6. Wybierz opcje Next (Dalej).
Dane probki

Dane probki obejmujg ID prébki, pozycje dotka (potozenie dotka na ptytce indeksowej) i nazwe biblioteki.
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W przypadku korzystania z indeksu A&B pozycja dotka zawiera rowniez identyfikator ptytki.
Istniejg dwa sposoby wprowadzania danych prébki:
* Import prébek — uzyj pliku szablonu dostepnego do pobrania na ekranie Sample Data (Dane prébki).

* Recznie - wprowadz dane prébki bezposrednio do tabeli na ekranie Sample Data (Dane prébeki).

Importowanie prébek

Podczas planowania przebiegu sekwencjonowania przy uzyciu przegladarki na komputerze podtgczonym
do sieci, plik szablonu (* . csv) jest dostepny do pobrania na ekranie Sample Data (Dane prébki). Plik
szablonu nie jest dostepny do pobrania podczas uzyskiwania dostepu do lllumina Run Manager przez
oprogramowanie systemu operacyjnego NextSeq 550Dx. Aby wprowadzi¢ dane prébki za pomoca funkgiji
Import Samples (Import probek), nalezy wykonaé nastepujgce czynnosci.

UWAGA Przed kontynuowaniem wykonaj kroki Run Settings (Ustawienia przebiegu).

1. Wybierz opcje Download Template (Pobierz szablon), aby pobra¢ pusty plik CSV.

2. Zpliku szablonu wprowadz przyktadowe dane, a nastepnie zapisz plik. Library Name (Nazwa biblioteki)
jest opcjonalna.

UWAGA W przypadku korzystania z indeksu A&B dane dla kolumny B muszg zawiera¢ zaréwno pozycje
ptytki, jak i dotka (pozycja dotka na ptytce indeksowej). Przyktad: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Woybierz polecenie Import Samples (Importuj probki) i przejdz do pliku szablonu zawierajgcego
informacje o danych prébki z poprzedniego kroku.

4. Wybierz Open (Otworz), Proceed (Kontynuuj), a nastepnie Next (Dalej).

UWAGA Zmiana ldentyfikatora prébki przed wybraniem Next (Dalej) moze spowodowac btgd. Zakoricz
konfigurowanie przebiegu przed wprowadzeniem zmian, aby unikng¢ btedow.

Reczne wprowadzanie probek
Uzyj tabeli na ekranie Sample Data (Dane proébki), aby recznie wprowadzi¢ dane o prébce.
1. Wprowadz unikalny identyfikator prébki w polu Sample ID (Identyfikator prébki).

2. Uzyj Well Position (Pozycja dotka) (Index A (Indeks A) lub Index B (Indeks B)) albo Plate - Well Position
(Ptytka — pozycja dotka) (Index A&B (Indeks A iB)), aby wybra¢ odpowiedniindeks dla prébek.
Pola i7 Index, Index 1, i5 Index i Index 2 wypetniajg sie automatycznie.

3. [Opcjonalne] Wprowadz nazwe biblioteki.
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Dodaj wiersze i powtarzaj kroki od 1 do 3, wedtug potrzeb, az wszystkie probki zostang dodane do tej
tabeli. Mozesz doda¢ wiele wierszy jednoczesnie, najpierw wprowadzajgc liczbe wierszy do dodania, a
nastepnie wybierajgc ikone +. Mozna réwniez usungé wiersze, zaznaczajgc pole obok numeru wiersza,
a nastepnie klikajgc ikone kosza.

Wybierz opcje Next (Dalej).

Ustawienia analizy

1.

Wybierz zgdang procedure analizy:

* Generowanie pliku FASTQ

» Generowanie plikdw FASTQ i VCF dla procedury linii zarodkowej (wymagany plik manifestu)
» Generowanie plikéw FASTQ i VCF dla procedury somatycznej (wymagany plik manifestu)

[Opcjonalnie] Generate ORA compressed FASTQs (Generowanie skompresowanych FASTQ ORA) jest
domysinie witgczone. Kompresja FASTQ ORA bezstratnie kompresuje pliki FASTQ nawet 5 razy bardziej
niz w przypadku fastq.gz. Usun zaznaczenie Generate ORA compressed FASTQs (Generu;j
skompresowane ORA FASTQ), jesli preferowane sg nieskompresowane dane (fastq.gz).

W przypadku procedur linii zarodkowej i somatycznych wymagany jest plik wykazu. Uzyj menu
rozwijanego Manifest File Selection (Wybor pliku wykazu), aby wybrac plik wykazu. Wykaz jest plikiem
BED (* .bed) rozdzielanym tabulatorami, ktéry okresla nazwy i lokalizacje docelowych obszaréw
odniesienia. Wiecej informacji mozna znalez¢ w czesci Plik wykazu na stronie 8 (Plik wykazu).

[Opcjonalnie]W przypadku procedur somatycznych uzyj menu rozwijanego Noise File Selection (Wybor
pliku szumu), aby wybra¢ systematyczny plik szumu.

Mozna okresli¢ plik BED (* .bed.gz) z poziomem szumu charakterystycznym dla danego miejsca w celu
odfiltrowania systematycznego szumu. Wiecej informacji podano w punkcie Filtrowanie szumow
(opcjonalnie) na stronie 9 (Filtrowanie szumu (opcja)).

Woybierz opcje Next (Dalej).

Przebieg Przeglad

1.

Na ekranie Review (Przeglad) wyswietlane sg informacje dla Run Settings (Ustawienia przebiegu),
Sample Data (Dane probki) i Analysis Settings (Ustawienia analizy).

Wybierz Save (Zapisz).

Przebieg zostanie zapisany na karcie Planned (Zaplanowane) na ekranie Runs (Przebiegi).

Ustawienia

Aby wyswietli¢ lub zmienic¢ ustawienia aplikacji DRAGEN for IDPE Dx, nalezy najpierw wybrac ikone
Applications (Aplikacje) na ekranie gldwnym. Nastepnie wybierz aplikacje, ktérg chcesz wyswietli¢ lub
zmieni¢. Do zmiany ustawien wymagane jest konto administratora.
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Konfiguracja
Na ekranie konfiguracji wyswietlane sg nastepujgce ustawienia aplikacji:

* Library Prep Kits — wyswietla domysIny zestaw do przygotowania biblioteki dla danej aplikacji. Tego
ustawienia nie mozna zmienic.

* Index Adapter Kits — wyswietla domysiny zestaw adapterdw indeksu dla danej aplikacji. Tego
ustawienia nie mozna zmienic.

* Readlengths - dlugosci odczytu sg domyslinie ustawione na 151 dla danej aplikacji, ale mozna je zmienic
podczas tworzenia przebiegu.

* Manifest and Noise Files — przesytanie i zmiana ustawien dla plikéw wykazu i szumu.
— Woybierz opcje Upload File (Przeslij plik), aby przesta¢ pliki do wykorzystania w analizie.
— Wybierz przycisk opcji Default (Domysine), aby ustawic plik jako domysiny plik wykazu lub plik
szumu wybrany podczas tworzenia przebiegu po wybraniu danej aplikacji.

— Zaznacz pole wyboru Enabled (Wtgczone), aby ustawic plik do wyswietlenia w menu rozwijanym
podczas tworzenia przebiegu.

Uprawnienia

Uzyj pol wyboru na ekranie Permissions (Uprawnienia), aby zarzgdza¢ dostepem uzytkownikéw do
aplikaciji.

Plik wykazu

W przypadku korzystania z DRAGEN for IDPE Dx, wymagane jest wprowadzenie pliku wykazu dla
nastepujgcych procedur:

* Generowanie FASTQ i VCF dla procedury linii zarodkowej
* Generowanie FASTQ i VCF dla procedury somatycznej

Plik wykazu jest tekstowym plikiem BED (*.bed) rozdzielanym tabulatorami, ktdry okresla nazwy i lokalizacje
docelowych obszardéw odniesienia. Gtdwng czescig pliku wykazu jest sekcja Regions (Regiony), ktdra
powinna zawierac¢ nastepujgce kolumny danych:

Kolumna Opis

Name (Nazwa) Unikatowa nazwa okreslona przez uzytkownika dla celu

Chromosom Lokalizacja chromosomu (np. chr10, chr5 itp.)

Start indeks oparty na 1 dla pozycji poczgtkowej celu

Dtop indeks oparty na 1 dla pozycji koricowej celu

Dtugos$¢ sondy Dtugosé sondy poprzedzajacej. Dla aplikacji DRAGEN for IDPE Dx
poprzedzajgcej nalezy ustawic na 0.
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Kolumna Opis

Dtugosc sondy nastepczej Dtugosc¢ sondy nastepczej. Dla aplikacji DRAGEN for IDPE Dx nalezy
ustawié¢ na 0.

UWAGA Do analizy wymagany jest prawidtowy format pliku wykazu. DRAGEN zatrzyma analize, jesli plik
wykazu bedzie nieprawidtowy.

Filtrowanie szumoéw (opcjonalnie)

Filtr szumu systematycznego jest dostepny dla rozpoznawania wariantéw somatycznych i moze by¢
uzywany do redukgcji fatszywie dodatnich rozpoznan poprzez uwzglednienie szumu charakterystycznego
dla danego miejsca. Systematyczny plik szumu jest generowany przez zebranie okoto 50 normalnych
probek (najlepiej specyficznych dla panelu, przygotowania biblioteki i sekwensera), a nastepnie suma
czestotliwosci alleli ponizej 30% w kazdym miejscu z wystarczajgcym pokryciem jest dzielona przez
catkowitg liczbe prébek (zaktada sie, ze czestotliwosci alleli powyzej 30% sg wariantami linii zarodkowej, a
nie szumem). Po wygenerowaniu wartosci szumu warianty somatyczne wykryte w tym miejscu zostang
przefiltrowane.

Filtr ten moze by¢ uzywany w trybie Tumor-Normal (Guz-normalny), ale jest szczegdlnie przydatny w przy
przebiegach Tumor-Only (Tylko guz), przy ktérych nie jest dostepny dopasowany tryb normalny.
Systematyczny plik szumoéw musi zawiera¢ plik z rozszerzeniem BED (* .bed. gz ) i musi zawiera¢ cztery
kolumny: Chromosome (Chromosom), Start (Poczatek), End (Koniec) i poziomy hatasu specyficzne dla
miejsca dla kazdego wiersza. Systematyczne filtrowanie szumodw jest opcjonalne.

Dane wyjsciowe analizy

Aktualnie trwajgce przebiegi wyswietlane sg na karcie Active (Aktywne). Ukoriczone przebiegi sg
wyswietlane na karcie Completed (Ukonczone). DRAGEN for IDPE Dx tworzy folder analizy o unikalnej
nazwie dla kazdej analizy, ktdry jest oddzielony od folderu zawierajgcego dane sekwencjonowania. Folder
analizy zawiera nastepujgce informacje:

* Uzyto pliku wykazu

* Wersja oprogramowania

* |dentyfikatory probek

* tgcznaliczba dopasowanych odczytow

* Procent dopasowanych odczytéw na prébke
* Liczba rozpoznanych SNV na prébke

* Liczba indelirozpoznanych na probke

* Statystyki pokrycia
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Pliki wyjsciowe analizy

Lokalizacja folderu analizy jest okreslona przez ustawienie External Storage for Analysis Results
(Zewnetrzna pamiec¢ dla wynikéw analizy). Wiecej informacji na temat ustawienia External Storage for
Analysis Results (Zewnetrzna pamie¢ dla wynikéw analizy) mozna znalez¢ w lllumina Run Manager for
NextSeq 550Dx — przewodnik po oprogramowaniu (dokument nr 200025239).

Na ekranie Run Details (Szczegdty przebiegu) pole External Location (Lokalizacja zewnetrzna) zawiera
$ciezke dla danych sekwencjonowania. Unikalna nazwa folderu analizy jest podana w polu Analysis Output
Folder (Folder wyjsciowy analizy) na ekranie Run Details (Szczegdty przebiegu). Dokladne wygenerowane
pliki zalezg od tego, ktdrg procedure analizy zastosowano. Nastepujgce pliki wyjsciowe analizy sg

generowane przez te aplikacje.

UWAGA Jesli wystapi btad ograniczenia maksymalnej dtugosci sciezki pliku podczas uzyskiwania
dostepu do plikdow wyjsciowych analizy, sprobuj przeniesé plik do lokalizacji o krétszej Sciezce
lub uzyj innej metody otwierania pliku.

Plik wyjsciowy
Raport podsumowujgcy
wariant (*.pdf)

FASTQ (*.fastqg.gz lub

* fastqg.ora)

Dopasowanie plikdw BAM
(*.bam)

Pliki VCF genomu
(*.gvcf.gz)

Pliki VCF (* .vcf.gz)

Uruchamianie raportu
wskaznikow (*.csv)

Pliki FASTQ

Opis
Zawiera podsumowanie informaciji o pliku, wersje oprogramowania,
informacje o probce, statystyki poziomu odczytu oraz SNV, insercje,

delecje i podsumowania pokrycia. Tylko procedury dla linii
zarodkoweji somatycznejtworzg raport wariantu.

Pliki posrednie zawierajgce wyniki jako$ciowe rozpoznawania
nukleotyddéw. Pliki FASTQ to podstawowe dane wejsciowe etapu
dopasowywania. Po wybraniu kompresji ORA uzywane jest
rozszerzenie pliku * . fastqg.ora.

Zawiera dopasowane odczyty dla danej prébki.

Zawierajg genotyp dla kazdej pozycji, rozpoznany jako wariant lub
materiat referencyjny.

Zawierajg warianty rozpoznane w kazdej pozycji.

Zawiera wskazniki jakosci dotyczgce przebiegu, w tym
nieindeksowany wynik uzysku catkowitego i Q30.

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastg.ora) to format pliku tekstowego, ktéry zawiera rozpoznane nukleotydy
i wartosci dotyczace jakosci dla kazdego odczytu. Kazdy plik zawiera nastepujgce informacje:

* Identyfikator prébki

* Sekwencja
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*  Wynikijakosciowe w skali Phred w formacie kodowania ASCII + 33
Identyfikator probkijest sformatowany w nastepujgcy sposob:
@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=AAAAAAAAAA# : <H#<; <222 2#=

Pliki BAM

Plik BAM (*.bam) jest skompresowang, binarng wersjg pliku SAM (sequence alignment map - mapa
dopasowania sekwenciji), ktéry stuzy do przechowywania odwzorowan dopasowanych sekwencji o
wielkosci do 128 Mb. W odniesieniu do plikéw BAM stosowany jest format nazwy sampleName S#.bam
(NazwaProébki S#.bam), gdzie #” jest numerem probki wynikajgcym z kolejnosci, w jakiej probki
uszeregowano do przebiegu. W trybie wieloweztowym numer S# jest ustawiony na S1, niezaleznie od
kolejnosci prébek.

Pliki BAM zawierajg sekcje nagtéwka i dopasowan:

* Header (Nagtdéwek) — zawiera informacje dotyczgce catego pliku, takie jak nazwa prébki, dtugosé prébki
i metoda dopasowania. Elementy w sekcji dopasowan sg powigzane z okreslonymiinformacjami
w sekcji nagtéwka.

* Alignments (Dopasowania) — zawiera nazwe odczytu, sekwencje odczytu, jakos$¢ odczytu, informacije
o dopasowaniu oraz znaczniki niestandardowe. Nazwa odczytu zawiera oznaczenia chromosomu,
wspotrzedne poczatkowe, jako$¢ dopasowania oraz cigg deskryptora dopasowan.

Sekcja dopasowan zawiera nastepujgce informacje dla kazdego odczytu lub sparowanego odczytu:
* AS:jakosc¢ dopasowania odczytu w trybie sparowanych koncow.
* RG: grupa odczytow wskazujgca liczbe odczytéw dla danej prébki.

* BC: znacznik kodu kreskowego, ktéry wskazuje identyfikator demultipleksowanej probki powigzany
z danym odczytem.

* SM:jakos¢ dopasowania odczytu w trybie pojedynczego konca.
* XC: cigg deskryptora dopasowan.
* XN: znacznik nazwy amplikonu stuzgcy do zapisu identyfikatora amplikonu powigzanego z odczytem.

Pliki indekséw BAM (*.bam.bai) zawierajg indeks odpowiedniego pliku BAM.
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Pliki VCF

Pliki formatu rozpoznania wariantu (*.vcf) zawierajg informacje o wariantach znalezionych w okreslonych
pozycjach w genomie referencyjnym.

Nagtéwek pliku VCF zawiera wersje formatu pliku VCF i wersje algorytmu do rozpoznawania wariantéw.
Wymienione sg w nim réwniez adnotacje uzywane w pozostatej czesci pliku. Nagtdéwek VCF zawiera takze
plik genomu referencyjnego i plik BAM. Ostatni wiersz nagtdwka zawiera nagtéwki kolumny dla wierszy
danych. Kazdy wiersz danych pliku VCF zawiera informacje o pojedynczym wariancie.

Tabela1 Nagtowki pliku VCF
Nagtowek Opis

CHROM Chromosom genomu referencyjnego. Chromosomy pojawiajg sie w takiej samej
(Chromosom)  kolejnoscijak w referencyjnym pliku FASTA.

POS (Pozycja) Pozycja pojedynczego nukleotydu w wariancie w chromosomie referencyjnym. W
przypadku wariantéw pojedynczych nukleotyddw (SNV) ta pozycja jest
nukleotydem referencyjnym dla danego wariantu. W przypadku indeli pozycja ta
jest nukleotydem referencyjnym bezposrednio poprzedzajgcym dany wariant.

ID Numer rs (odniesienia SNP) dla SNP uzyskanego z pliku dbSNP. txt, jeslima to

(Identyfikator) zastosowanie. Jesli w danejlokalizacji jest wiele numerdw rs, lista jest rozdzielona
srednikami. Jesli w danej pozycji nie ma zadnego wpisu dbSNP, stosuje sie
znacznik brakujgcej wartosci ('.").

REF Genotyp referencyjny. Przyktadowo delecja jednego nukleotydu T jest
(Referencja) przedstawiana jako referencyjny allel TT i alternatywny T. Wariant pojedynczego
nukleotydu A do T jest przedstawiany jako referencyjny allel Aialternatywny T.

ALT Allele réznigce sie od odczytu referencyjnego. Na przykfad: insercja jednego

(Alternatywa) nukleotydu T jest przedstawiana jako referencyjny allel Aialternatywny AT.
Wariant pojedynczego nukleotydu A do T jest przedstawiany jako referencyjny
allel Aialternatywny T.

QUAL Wynik jakosciowy w skali Phred przypisany przez algorytm do rozpoznawania

(Jakos¢) wariantédw. Wyzsze wyniki wskazujg wyzszy poziom ufnosci w odniesieniu do
wariantu i nizsze prawdopodobienstwo btedéw. W przypadku wyniku
jakosciowego Q szacowane prawdopodobienstwo btedu wynosi 10-(Q/10). Na
przyktad zestaw rozpoznan z wynikiem Q30 ma odsetek bteddéw rowny 0,1%. Wiele
algorytmoéw rozpoznawania wariantdéw przypisuje wyniki jakosciowe na podstawie
swoich modeli statystycznych, ktére sg wysokie w stosunku do obserwowanego
odsetka bteddw.
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Tabela 2 Adnotacje do pliku VCF procedury linii zarodkowej

Nagtowek Opis

FILTER Jesli wariant przeszedt przez wszystkie filtry, w kolumnie filtru wpisywana jest informacja
(Filtr) PASS (Powodzenie). Mozliwe wpisy FILTRA obejmuja:

DRAGENSnpHardQUAL - stosowany, jesli wynik QUAL wariantu SNP nie spetnia progu
DRAGENIndelHardQUAL - stosowany, jesli wynik QUAL wariantu indel nie spetnia
progu

LowDepth - miejsce filtrowane, poniewaz gtebokos¢ pokrycia nie spetnia progu
LowGQ — miejsce filtrowane, poniewaz jako$¢ genotypu nie spetnia progu
PloidyConflict — rozpoznanie genotypu z algorytmu rozpoznawania wariantéw nie jest
zgodne z ploidig chromosomul.

base_quality — miejsce filtrowane, poniewaz mediana jakosci nukletotydéw odczytéw
alternatywnych w tym locus nie spetnia progu

filtered_reads — miejsce filtrowane, poniewaz odfiltrowano zbyt duzg czesé odczytow
fragment_length — miejsce filtrowane, poniewaz réznica bezwzgledna miedzy mediang
dtugosci fragmentu odczytdow alternatywnych a mediang dtugosci fragmentow
odczytéw referencyjnych w tym locus przekracza prog

low_depth — miejsce filtrowane, poniewaz gtebokos¢ odczytu jest zbyt mata
low_frac_info_reads — miejsce filtrowane, poniewaz frakcja odczytédw informatywnych
jest ponizej progu

low_normal_depth — miejsce filtrowane, poniewaz normalna gtebokos$¢ odczytu prébek
jest zbyt mata

long_indel - miejsce filtrowane, poniewaz dtugosc indela jest zbyt duza
mapping_quality — miejsce filtrowane, poniewaz mediana jakos$ci odwzorowania
odczytdéw alternatywnych w tym locus nie spetnia progu

multiallelic - miejsce filtrowane, poniewaz wigecej niz dwa allele alternatywne
przekraczajg LOD nowotworu.

non_homref_normal — miejsce filtrowane, poniewaz genotyp probki normalnej nie jest
odniesieniem homozygotycznym

no_reliable_supporting_read — miejsce filtrowane, poniewaz nie ma wiarygodnego
potwierdzajgcego odczytu somatycznego

panel_of_normals — obserwowany w co najmniej jednej probce w panelu normalnych vcf
read_position — miejsce filtrowane, poniewaz mediana odlegtosci miedzy
poczatkiem/korncem odczytu i tym locus jest ponizej progu

RMxNRepeatRegion — miejsce filtrowane, poniewaz catos¢ lub czes¢ allelu tego
wariantu jest powtdrzeniem tego odniesienia

strand_artifact — miejsce filtrowane z powodu powaznego obcigzenia systematycznego
nici

str_contraction — miejsce filtrowane z powodu podejrzewanego btedu PCR, gdzie
alternatywny allel jest o jedng jednostke powtdrzenia mniejszy niz odniesienie
too_few_supporting_reads — miejsce filtrowane, poniewaz w prébce guza jest zbyt mato
pomocniczych odczytéw

weak_evidence — wynik wariantu somatycznego nie spetnia progu
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Nagtéwek Opis

INFO Mozliwe wpisy INFO obejmuja:
(Informacje) < AC -liczba alleliw genotypach dla kazdego allelu ALT, w takiej samej kolejnosci, jak na
liscie

o AF —czestosc¢ alleli dla kazdego allelu ALT, w takiej samej kolejnosci, jak na liscie

o AN -tgczna liczba alleli w rozpoznanych genotypach

o DB -udziatw dBSNP

o FS—wartos¢ P skalowana wedtug Phred przy uzyciu doktadnego testu Fishera w celu
wykrycia obcigzenia systematycznego nici

* QD - pewnosé/jakos¢ wariantu wedtug gtebokosci

» R2_5P_bias - wynik oparty na obcigzeniu mate i odlegtosci od 5 gtéwnych koncow

e SOR - symetryczny iloraz szans w tabeli kontyngencji 2x2 w celu wykrycia obcigzenia
systematycznego nici

o DP - przyblizona gtebokos$¢ odczytu (informatywna i nieinformatywna); niektére
odczyty mogty zostac¢ odfiltrowane na podstawie mapq itp.

« END - pozycja zatrzymania interwatu

» FractioninformativeReads — udziat odczytow informatywnych w catkowitej liczbie
odczytéw

* MQ-jakos¢ mapowania RMS

 MQRankSum - Z-score w tescie sumy rang Wilcoxona dla jakosci mapowania odczytéw
alternatywnych w poréwnaniu z referencyjnymi

» ReadPosRankSum - Z-score w tescie sumy rang Wilcoxona dla obcigzenia pozycji
alternatywnych w poréwnaniu z referencyjnymi

 SOMATIC - co najmniej jeden wariant w tej pozycji jest somatyczny
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Nagtéwek Opis

FORMAT W kolumnie formatu wymienione sg pola rozdzielone dwukropkami. Przyktadowo: GT:GQ
(Format) Do dostepnych pdl naleza:

AD - gtebokosci alleli (zliczanie tylko informatywnych odczytdw z catkowitej liczby
odczytéw) dla alleli referencyjnych i alternatywnych w podanej kolejnosci

AF - frakcje alleli dla alleli alternatywnych w podanej kolejnosci

DP - przyblizona gtebokos$¢ odczytu (odczyty z wartoscig MQ = 255 lub ze ztym
dopasowaniem par sg odfiltrowywane)

F1R2 - liczba odczytdéw w orientacji pary F1R2 potwierdzajgcych kazdy allel

F2R1 - liczba odczytdéw w orientacji pary F2R1 potwierdzajgcych kazdy allel

GT - genotyp. 0 odpowiada nukleotydowi referencyjnemu, 1 odpowiada pierwszemu
wpisowi w kolumnie ALT itd. Ukosnik (/) wskazuje brak informacji o fazowaniu.

MB - statystyki komponentéw na prébke w celu wykrycia obcigzenia parowania

PS - informacje o identyfikatorze fazowania fizycznego, gdzie kazdy unikatowy
identyfikator w danej prébce (ale nie w wielu prébkach) tgczy rekordy w grupie
fazowania

SB - statystyki komponentdw na probke, ktére sktadajg sie na doktadny test Fishera w
celu wykrycia obcigzenia systematycznego nici.

SQ-jakos¢ somatyczna

SAMPLE W kolumnie prébek sg podane wartosci wskazane w kolumnie FORMAT.
(Prébka)
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Tabela 3 Adnotacje plikdw VCF przeptywu pracy somatycznej

Nagtowek Opis

FILTER Jesliwariant przeszedt przez wszystkie filtry, w kolumnie filtru wpisywana jest
(Filtr) informacja PASS (Powodzenie). Mozliwe wpisy FILTRA obejmuja:

base_quality - miejsce filtrowane, poniewaz mediana jakosci nukletotyddéw
odczytdéw alternatywnych w tym locus nie spetnia progu

filtered_reads — miejsce filtrowane, poniewaz odfiltrowano zbyt duzg frakcje
odczytow

fragment_length — miejsce filtrowane, poniewaz réznica bezwzgledna miedzy
mediang dtugosci fragmentu odczytéw alternatywnych a mediang dtugosci
fragmentéw odczytéw referencyjnych w tym locus przekracza prog

low_depth — miejsce filtrowane, poniewaz gtebokos$¢ odczytu jest zbyt mata
low_frac_info_reads — miejsce filtrowane, poniewaz frakcja odczytow
informatywnych jest ponizej progu

low_normal_depth — miejsce filtrowane, poniewaz normalna gtebokos$¢ odczytu
probek jest zbyt mata

long_indel - miejsce filtrowane, poniewaz dtugos¢ indela jest zbyt duza
mapping_quality — miejsce filtrowane, poniewaz mediana jakosci odwzorowania
odczytéw alternatywnych w tym locus nie spetnia progu

multiallelic - miejsce filtrowane, poniewaz wiecej niz dwa allele alternatywne
przekraczajg LOD nowotworu.

non_homref_normal - miejsce filtrowane, poniewaz genotyp préobki normalnej nie
jest odniesieniem homozygotycznym

no_reliable_supporting_read — miejsce filtrowane, poniewaz nie ma wiarygodnego
potwierdzajgcego odczytu somatycznego

panel_of_normals — obserwowany w co najmniej jednej probce w panelu
normalnych vcf

read_position — miejsce filtrowane, poniewaz mediana odlegtosci miedzy
poczatkiem/koncem odczytu i tym locus jest ponizej progu

RMxNRepeatRegion — miejsce filtrowane, poniewaz catos¢ lub czes¢ allelu tego
wariantu jest powtdrzeniem tego odniesienia

strand_artifact — miejsce filtrowane z powodu powaznego obcigzenia
systematycznego nici

str_contraction — miejsce filtrowane z powodu podejrzewanego btedu PCR, gdzie
alternatywny allel jest o jedng jednostke powtdrzenia mniejszy niz odniesienie
too_few_supporting_reads — miejsce filtrowane, poniewaz w prébce guza jest zbyt
mato pomocniczych odczytow

weak_evidence — wynik wariantu somatycznego nie spetnia progu
systematic_noise — miejsce filtrowane na podstawie dowodéw systematycznego
szumu w wariantach normalnych
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Nagtéwek Opis

INFO Mozliwe wpisy INFO obejmuja:

(Informacje) -

DP - przyblizona gtebokos¢ odczytu (informatywna i nieinformatywna); niektére
odczyty mogty zostac¢ odfiltrowane na podstawie mapqitp.

END — pozycja zatrzymania interwatu

FractioninformativeReads — udziat odczytéw informatywnych w catkowitej liczbie
odczytéw

MQ - jako$¢ mapowania RMS

MQRankSum - Z-score w tescie sumy rang Wilcoxona dla jako$ci mapowania
odczytéw alternatywnych w poréwnaniu z referencyjnymi

ReadPosRankSum - Z-score w tescie sumy rang Wilcoxona dla obcigzenia pozycji
alternatywnych w poréwnaniu z referencyjnymi

AQ-wynik szumu systematycznego

hotspot — znane miejsce somatyczne, uzywane do zwiekszania wiarygodnosci
rozpoznania

SOMATIC - co hajmniej jeden wariant w tej pozycji jest somatyczny
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Nagtéwek Opis

FORMAT W kolumnie formatu wymienione sg pola rozdzielone dwukropkami. Przyktadowo:
(Format) GT:GQ Do dostepnych pdl naleza:

» AD - gtebokosci alleli (zliczanie tylko informatywnych odczytdw z catkowitej liczby
odczytéw) dla alleli referencyjnych i alternatywnych w podanej kolejnosci

o AF —frakcje alleli dla alleli alternatywnych w podanej kolejnosci

o DP - przyblizona gtebokos¢ odczytu (odczyty z wartoscig MQ = 255 lub ze ztym
dopasowaniem par sg odfiltrowywane)

» F1R2 - liczba odczytow w orientacji pary F1R2 potwierdzajgcych kazdy allel

o F2R1-liczba odczytéw w orientacji pary F2R1 potwierdzajgcych kazdy allel

o GP - prawdopodobienstwa a posteriori w skali Phred dla genotypdw zgodnie ze
specyfikacjg VCF

* GQ-jakosc¢ genotypu

o GT -genotyp. 0 odpowiada nukleotydowi referencyjnemu, 1 odpowiada
pierwszemu wpisowi w kolumnie ALT itd. Ukosnik (/) wskazuje brak informac;ji
o fazowaniu.

o MB - statystyki komponentéw na probke w celu wykrycia obcigzenia parowania

e PL - znormalizowane prawdopodobieristwo genotypdw w skali Phreda
zdefiniowane w specyfikacji VCF

» PRI - prawdopodobienstwo a priori genotypdw w skali Phread

» PS-informacje o identyfikatorze fazowania fizycznego, gdzie kazdy unikatowy
identyfikator w danej prébce (ale nie w wielu prébkach) tgczy rekordy w grupie
fazowania

o SB - statystyki komponentéw na probke, ktére sktadajg sie na doktadny test
Fishera w celu wykrycia obcigzenia systematycznego nici.

* SQ-jakos¢ somatyczna

SAMPLE W kolumnie prébek sg podane wartosci wskazane w kolumnie FORMAT.
(Prébka)

Pliki VCF genomu

Pliki VCF genomu (*.gvcf.gz) sg zgodne ze zbiorem konwencji dotyczacych przedstawienia wszystkich
miejsc w genomie w do$¢ kompaktowym formacie. Pliki gVCF zawierajg wszystkie miejsca w obszarze
docelowym w jednym pliku dla kazdej probki. W pliku gVCF w pozycjach, ktére nie przeszty wszystkich
filtrow, przedstawione sg nierozpoznane nukleotydy. Znacznik genotypu (GT) ,../.” wskazuje nierozpoznany
nukleotyd.

Ponowne umieszczanie analizy w kolejce

Analize mozna ponownie umiesci¢ w kolejce po jej zatrzymaniu w przypadku jej niepowodzenia lub w celu
ponownego przeanalizowania przebiegu przy réznych ustawieniach. Aby ponownie ustawi¢ analize w
kolejce, wykonaj nastepujgce czynnosci:
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1. Na ekranie Run (Przebieg) wybierz karte Completed (Ukoriczone), a nastepnie wybierz nazwe badania
do ponownej analizy.
Jesli ponownie ustawienie analizy w kolejce zostato wczesniej przeprowadzone, wybierz nazwe
przebiegu nadrzednego.

2. Na ekranie Run Details (Szczegdty przebiegu), po Sequencing Information (informacje o
sekwencjonowaniu), wybierz opcje Requeue Analysis (Ponownie umies¢ analize w kolejce).

3. Wybierz opcje:
* Requeue Analysis With No Changes (Ponownie umies$¢ analize w kolejce bez zmian)
* Edytuj ustawienia przebiegu i ponownie umiesc¢ analize w kolejce
* Umiesc analize w kolejce z inng aplikacjag

4. Potwierdz, ze lokalizacja, w ktorej obecnie znajdujg sie dane sekwencjonowania, jest podana w polu
Sequencing data file path (Sciezka do pliku danych sekwencjonowania).

UWAGA Sciezka do danych sekwencjonowania powinna by¢ zgodna ze $ciezkg w ustawieniu External
Storage for Analysis Results (Zewnetrzna pamiec dla wynikdéw analizy). Informacje na temat
zmiany zewnetrznej $ciezki przechowywania mozna znalez¢ w lllumina Run Manager for
NextSeq 550Dx — przewodnik po oprogramowaniu (dokument nr 200025239).

Wprowadz powdd ponownej analizy.
6. Wybra¢ Requeue Analysis (Ponowne umieszczanie analizy w kolejce).

Edytuj zgdane zmiany w Run Settings (Ustawienia przebiegu), Sample Data (Dane probki) i Analysis
Settings (Ustawienia analizy).

8. Woybierz Save (Zapisz). Analiza zostanie uruchomiona z jej biezgcymi parametrami.

Nr dokumentu: 200025238, wer. 00 19
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.



Podrecznik uzytkownika aplikacji DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550D x

Pomoc techniczna

W celu uzyskania pomocy technicznej nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy
[lumina.

Witryna: www.illumina.com
Adres e-mail: techsupport@illumina.com

Karty charakterystyki (SDS) — dostepne na stronie firmy Illumina pod adresem
support.illumina.com/sds.html.

Dokumentacja produktu jest dostepna do pobrania w witrynie support.illumina.com.
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