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Genel Bakis

DRAGEN for Illumina DNA Prep with Enrichment Dx uygulamasi (DRAGEN for IDPE Dx), NextSeq 550Dx
Uzerinde sekanslama igin olusturulan IDPE Dx kittphanelerinin ikincil analizini planlamak ve
gergeklestirmek igin kullanilir.

DRAGEN for IDPE Dx; lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Kitliphane Hazirhidi, NextSeq 550Dx ve
[llumina DRAGEN Server for NextSeq 550Dx ile birlikte kullanildiginda analiz etmek igin sekanslamay
destekler.

Analiz Yontemleri

DRAGEN for IDPE Dx, segilen is akislarina bagl olarak gogullama ¢ézme, FASTQ olusturma, okuma
esleme, bir referans genom ile hizalama ve kiliglk varyant arama gergeklestirir:

* FASTQolusturma
* Germ HattiFASTQ ve VCF olusturma
* Somatik FASTQ ve VCF olusturma

NOT ORA sikistirma islemi, Gg is akisinda da kullanilabilir. DRAGEN ORA Compression, Orijinal
Okuma Arsivi (*.ora) uzantisina sahip bir dosya olusturan tamamen kayipsiz bir sikistirma
yazilimidir. Ora formati, FASTQ dosyalariigin referans tabanli bir sikigtirma formatidir ve gok
hizli sikistirma/genisletme ve ylksek sikistirma oraniigin tasarlanmistir.

FASTQ Olusturma

Birlestirilen sekanslar, numune basina FASTQ dosyalarina yazilir. FASTQ dosyalari, yalnizca bir numune
igin sekanslama verilerini ve kalite skorlariniigeren metin dosyalaridir. Her numune igin okunan
sekanslama uyarinca akis hiicre seridi basina ayr FASTQ dosyalari olusturulur. Calistirma kurulumu
sirasinda belirtilen sekilde numunenin adi FASTQ dosya adina dahil edilir. FASTQ dosyalari hizalama igin
birincil girdidir. FASTQ olusturmanin ilk adimi gogullama ¢ézmedir. Cogullama ¢6zme, her bir dizin
okuma sekansini galistirma igin belirtilen dizin sekanslariyla karsilastirarak bir numuneye filtreden gegen
kimeler atar. Bu adim igin herhangi bir kalite degeri dikkate alinmaz. Dizin okumalari asagdidaki adimlar
kullanilarak belirlenir:

* Numuneler galistirma igin listelendikleri siralamaya gore Tden baslayarak numaralandirilir.
* Numune numarasi 0, bir numuneye atanmamig kiimeler igin ayriimigtir.

* KiUmeler, dizin sekansi tam olarak eslestiginde veya dizin okumasi basina tek bir uyusmazlik
oldugunda bir numuneye atanir.
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Yazim, FASTQ dosyalarini sikistirmak igin ORA sikistirmasi igerir. Bu format istede bagli olarak
etkinlestirilebilir. ORA (*.ora) formatini kullanirken, kayipsiz bir sikistirma saglamak igin FASTQ igeriginin
md5 saglama toplami, sikistirma ve genisletme dongiisiinden sonra korunur.

DNA Esleme ve Hizalama

FASTQ olusturmadan sonra okumalar eslenir ve bir referans genoma hizalanir. Eslemenin ilk agsamasi,
okumadan tohumlar olusturmak ve ardindan referans genomda tam eslesmeleri aramaktir. Daha sonra
bu sonuglar, en yiksek yogunlukta tohum eslesmelerine sahip konumlarda tam Smith-Waterman
hizalamalari ¢galistirilarak rétuslanir. Bu iyi belgelenmis algoritma, okumanin her konumunu referansin
tiim aday konumlariyla karsilastirarak galisir. Bu karsilastirmalar, okuma ve referans arasindaki
potansiyel hizalama matrisine karsilik gelir. Bu aday hizalama pozisyonlarinin her biri i¢in Smith-
Waterman, matris hlicresinden gegen en iyi hizalamanin bir nlkleotid eslesmesi veya eslesmemesi
(diyagonal hareket), bir delesyon (yatay hareket) veya bir insersiyon (dikey hareket) ile ona ulasip
ulasmadigini degerlendirmek igin kullanilan skorlar olusturur. Okuma ve referans arasindaki bir eslesme,
skora bonus verir ve bir uyumsuzluk veya indel (insersiyon/delesyon) ceza uygular. Matris boyunca
genel en ylksek skorlama yolu secilen hizalamadir. Algoritma, DRAGEN sahada programlanabilir gegit
dizisi (FPGA) kartlarinda donanimla hizlandirilir. Uygulamada kullanilan referans genom, bir kaldirma
tabanli alt-duyarl anahtarlama tablosu olusturmak icin DRAGEN secenegiyle UCSC hg19 FASTA'dan
olusturulur.

DRAGEN Germ Hatti Varyant Arama

DRAGEN Germ Hatti Klguk Varyant Arayici, eslenmis ve hizalanmig DNA okumalarini girdi olarak alir ve
sutun bazinda tespit ve haplotiplerin yerel de novo birlesimi yoluyla tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP'leri) ve insersiyon veya delesyonlari (indel'leri) arar. DRAGEN Germ Hatti Kliglik Varyant
Arayacisini etkinlestirmek icin germ hatti varyantiis akigini segin.

Germ hatti varyant arama tipik olarak ploidinin iki oldugu bilinen germ hatti numuneleriigin kullanilir.
Aranabilir referans bolgeler ilk olarak yeterli hizalama kapsamiyla tanimlanir. Bu referans bolgeler iginde
siralanan okumalarin hizli bir taramasi, varyant kanitiyla yidin situnlarinda ortalanan aktif bolgeleri
tanimlar. Aktif bolgeler, yakindaki 6nemli, referans olmayan igerigi kapsayacak sekilde yeterli baglamla
doldurulur. indel kaniti varsa, aktif bdlgeler ek doldurma alrr.

Hizalanmis okumalar her aktif bolge i¢inde kirpilir ve bir De Bruijn grafigine monte edilir. Kirpilan
okumalarin kenarlari, bir omurga olarak referans sekansi ile gézlem sayimlarina goére agirliklandirilir. Bir
miktar grafik temizligi ve sadelestirmeden sonra tim kaynak-lavabo yollari aday haplotipler olarak
ekstrakte edilir. Her haplotip, temsil ettigi varyantlari tanimlamak igin referans genoma hizalanmis
Smith-Waterman’dir. Bu olay kiimesi, konum tabanli bir tespit ile arttirilabilir. Her okuma-haplotip gifti
icin haplotipin gergek baslangig 6rnegi oldugu varsayilarak okumayi gézlemleme olasiligi P(r|H) gizli bir
Markov modeli (HMM) kullanilarak tahmin edilir.
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Aktif bolge lzerinde referans pozisyona gore tarama yaparken aday genotipler, varyant olaylarin
(SNP'ler veya indeller) diploid kombinasyonlarindan olusturulur. Her olay igin (referans dahil) her
ortiisen okumayi gézlemleme kosullu olasiligi P(r|e), olayi destekleyen haplotipler icin maksimum P(r|H)
olarak tahmin edilir. Bunlar, bir genotip (olay Gifti) igin kosullu olasilik P(r|e1e2) ile birlestirilir ve tiim
okuma yiginini gézlemlemenin P(R|e1e2) kosullu olasiligini elde etmek igin carpilir. Bayes Formiilii
kullanilarak her bir diploid genotipin posterior olasiligi P(e1e2|R) hesaplanir ve kazanan aranir.

DRAGEN for IDPE Dx, otomatik filtreleme uygular. Daha fazla bilgiicin Germ Hatti Is Akisi VCF Dosya
Notlari sayfa 12 bélimune bakin.

DRAGEN Somatik Varyant Arama

DRAGEN Somatik Kuglk Varyant Arayici, eslenmis ve hizalanmig DNA okumalarini girdi olarak alir ve
aktif bir bdlgedeki haplotiplerin yerel de novo montaiji yoluyla SNV’leri ve indel'leri arar. DRAGEN Somatik
Kiclk Varyant Arayicly etkinlestirmek igin somatik bir varyant uygulamasi segin.

Somatik varyant aramasi tipik olarak timdr numuneleriigin kullanilir. Bu is akisi ile DRAGEN, dusik
frekansli alellerin saptanmasini saglayan herhangi bir ploidi varsayiminda bulunmaz. TUmor
numunesinde 100x'e kadar kapsamaya sahip lokusler igin DRAGEN, varyant alel frekanslarinda %5'lik bir
tespit esigine sahiptir. Sinir, lokus basina bazda artan derinlikle dlgeklenir ve kapsam 100x'in Gzerinde
her iki katina giktiginda yariya iner. Aranabilir referans bdlgeler ilk olarak yeterli hizalama kapsamiyla
tanimlanir. Bu referans bolgeler icinde siralanan okumalarin bir taramasi, timoér okumalarinda bir
varyantin kanitiyla yi§in stitunlarinda ortalanan aktif bolgeleri tanimlar. Aktif bolgeler, yakindaki dnemli,
referans olmayan igerigi kapsayacak sekilde yeterli baglamla doldurulur. indel kaniti varsa, aktif
bdlgeler ek doldurma alir.

Hizalanmis okumalar her aktif bélge iginde kirpilir ve bir De Bruijn grafigine monte edilir. Kirpilan
okumalarin kenarlari, bir omurga olarak referans sekansiile gézlem sayimlarina goére agirliklandirilir. Bir
miktar grafik temizligi ve sadelestirmeden sonra tiim kaynak-lavabo yollari aday haplotipler olarak
ekstrakte edilir. Her haplotip, temsil ettigi varyantlari tanimlamak igin referans genoma hizalanmis
Smith-Waterman’dir. Her bir okuma-haplotip gifti icin P(r|H) okumayi gézlemleme olasiligi, haplotipin
gergek baslangig 6rnedi oldugu varsayilarak gift gizli Markov modeli (HMM) kullanilarak tahmin edilir.

TUmor tespit sinir (TLOD) skorunu belirlemek igin DRAGEN Somatik Kliglik Varyant Arayiciilk olarak her
bir aday somatik olay ve aktif bolge lizerindeki referans olay icin referans konumuna gore tarama
yapar. Her ortisen okumayi gdzlemleme kosullu olasiligi P(r|e), olayi destekleyen haplotipler icin
maksimum P(r|H) olarak tahmin edilir. Bunlar, referans ve aday somatik alelin olasi alel frekanslari
araliginda bir karisiminiigeren bir olay hipotezi olan E igin kosullu olasilik P(r|E) ile birlestirilir ve P(R|E)
tim okuma yiginini gdzlemlemenin kosullu olasiligini elde etmek igin ¢arpilir. Buradan, belirli bir lokusta
timor numunesinde bir ALT alelinin mevcut olduduna dair kanit olarak bir TLOD skoru hesaplanir.

DRAGEN for IDPE Dx, otomatik filtreleme uygular. Daha fazla bilgi icin Somatic is Akisi VCF Dosya
Notlari sayfa 14 bolimune bakin.
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Planl Bir Calistirma Olusturma

NextSeq 550Dx uzerinde veya aga bagli bir bilgisayarda bir tarayici kullanarak lllumina Run Manager'da
bir galistirma ayarlamak icin asagidaki adimlariizleyin. Ornek verilerin ice aktarimasi isteniyorsa aga
badl bir bilgisayarda bir tarayici kullanin. Aga bagl bir bilgisayardan Illumina Run Manager’a erisme
konusunda talimatlar igin bkz. NextSeq 550Dx igin lllumina Run Manager Yaziim Kilavuzu (belge no.
200025239).

Yeni bir planl galistirma olusturmanin iki farkl yolu vardir:

* Calistirmayiice Aktarma—Mevcut bir galistirmadan bir Ornek Sayfayi yeni bir calistirma igin
sablon olarak kullanin. Bir galistirmanin nasil ige aktarilacagi hakkinda bilgi igin bkz. NextSeq
550Dx igin Illumina Run Manager Yazilim Kilavuzu (belge no. 200025239).

* Galistirma Olusturma—~QCalistirma parametrelerini manuel olarak girin. Asagdidaki talimatlar
galistirma olusturmayi aciklamaktadir.

NOT Kullanici arayltzindeki gerekli girdi alanlari yildiz isareti (*) ile isaretlenmistir.

Uygulama

1. Runs (Calistirmalar) ekraninin Planned (Planlanan) sekmesinden, Create Run (Calistirma Olustur)
0gesini segin.

2. DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx uygulamasini ve ardindan Next (ileri) ogesini
segin.

Calistirma Ayarlari

1. Run Settings (Calistirma Ayarlari) ekranina benzersiz bir galistirma adi girin. Calistirma adi,
sekanslamadan analize kadar galistirmayi tanimlar.

2. [istege bagl] Calistirmayi daha fazla tanimlamak igin bir calistirma agiklamasi girin.
Kituphane hazirlama sirasinda kullanilan dizin adaptor kitlerini segin.

Okuma Uzunlugunu inceleyin ve gerekirse degistirin. Okuma 1ve Okuma 2'nin varsaylilan degeri 151
donguddr. Dizin 1 ve Dizin 2, 10 déngullk sabit bir dedere sahiptir ve dedistirilemez.

5. [istege bagl] Bir kiitiphane tiipl kimligi girin.

6. Next (ileri) 6gesini segin.

Numune Verileri

Numune verileri Numune Kimligi, Kuyucuk Konumu (dizin plakasi kuyucuk konumu) ve Kutliphane Adini
icerir. Dizin A ve B kullanilirken Kuyucuk Konumu ayni zamanda Plaka tanimlayiciyi da igerir.
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Numune verilerini girmenin iki yolu vardir:

*  Numuneleri ige Aktarma—Sample Data (Numune Verileri) ekraninda indirilebilecek bir sablon
dosyasi kullanin.

* Manuel Olarak—Numune verilerini dogrudan Sample Data (Numune Verileri) ekranindaki
tabloya girin.

Numuneleri ice Aktarma

Aga bagli bir bilgisayarda tarayici kullanarak bir sekanslama galistirmasi planlarken Sample Data
(Numune Verileri) ekraninda bir sablon dosyasi (* . csv) bulunur. Sablon dosyasi, NextSeq 550Dx
isletim sistemi yazilimindan lllumina Run Manager‘a erisilirken indirilemez. Import Samples (Numuneleri
ice Aktar) 6zelligini kullanarak numune verilerini girmek icin asagidaki adimlari uygulayin.

NOT Devam etmeden dnce Calistirma Ayarlari adimlarini tamamlayin.

1. Bos bir CSV dosyasi indirmek icin Download Template (Sablonu indir) 8gesini segin.

2. $Sablon dosyasindan numune verilerini girin ve ardindan dosyayi kaydedin. Kitiphane Adiistede
baglidir.

NOT Dizin A ve B kullanilirken B situnu igin veriler hem plakayl hem de kuyucuk konumunu (dizin
plakasi kuyucuk konumu) icermelidir. Ornek: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Import Samples (Numuneleriige Aktar) 6gesini segin ve énceki adimdan numune veri bilgilerini
iceren sablon dosyasina g6z atin.

4. Open (Ag), Proceed (ilerle) ve ardindan Next (ileri) Ogelerini segin.

NOT Next (ileri) 0gesini segmeden 6nce Numune Kimligini degistirme hataya neden olabilir.
Hatalari 6nlemek igin degisiklikler yapmadan dnce galistirmayi ayarlamayi bitirin.

Numuneleri Manuel Olarak Girme
Numune verilerini manuel olarak girmek igin Numune Verileri ekranindaki tabloyu kullanin.
1. Sample ID (Numune Numarasl) alanina benzersiz bir numune numarasi girin.

2. Numuneler igin iliskili dizini secmek Gizere Well Position (Kuyucuk Konumu) (Dizin A veya Dizin B) ya
da Plate - Well Position (Plaka - Kuyucuk Konumu) (Dizin A ve B) 6gelerini kullanin.
i7 Dizini, Dizin 1, i5 Dizini ve Dizin 2 alanlari otomatik olarak doldurulur.

3. [istede bagl] Bir kiitiphane adi girin.
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4. Satirlari ekleyin ve tim numuneler tabloya eklenene kadar 1-3 adimlarini gerektigi sekilde
tekrarlayin. Once eklenecek satir sayisini girip ardindan + simgesini secerek tek seferde birden fazla
satir ekleyebilirsiniz. Satir numarasinin yanindaki kutuyu segip ¢op kutusu simgesine tiklayarak da
satirlan kaldirabilirsiniz.

5. Next (ileri) 6gesini segin.

Analiz Ayarlari

1. Istenen analizis akisini segin:
« FASTQ olusturma
* Germ hattiis akisiicin FASTQ ve VCF olusturma (Belirtim Dosyasi gereklidir)
« Somatik is akislicin FASTQ ve VCF olusturma (Belirtim Dosyasi gereklidir)

2. [istege bagl] Generate ORA compressed FASTQs (ORA sikistirimis FASTQ'lar olustur) varsayilan
olarak etkindir. FASTQ ORA sikistirmasi, fastq.gz ile karsilastiriidiginda FASTQ dosyalarini 5 kata
kadar kayipsiz bir sekilde sikistirir. Sikistirilmamis veriler (fastq.gz) tercih ediliyorsa Generate ORA
compressed FASTQs (ORA sikistiriimis FASTQ'lar olustur) segenedinin isaretini kaldirin.

3. Germ hattive somatik is akislariicin bir belirtim dosyasi gereklidir. Bir belirtim dosyasi se¢cmek igin
Manifest File Selection (Belirtim Dosyasi Se¢imi) acgilir menisunu kullanin. Belirtim, hedeflenen
referans bodlgelerinin adlarini ve konumlarini belirten sekmeyle ayriimis bir BED (* . bed) dosyasidir.
Daha fazla bilgiigin Belirtim dosyasi sayfa 7 bélimune basvurun.

4. [istege bagl] Somatik is akislari igin sistematik bir giiriiltii dosyasi segmek lizere Noise File
Selection (Gurilti Dosyasi Segimi) agilir mentsind kullanin.

Sistematik gurtltiy filtrelemek icin sahaya 6zel glrliltl seviyesine sahip bir BED (* .bed.gz)
dosyasi belirtilebilir. Daha fazla bilgi igin bkz. Giirtiltii Filtreleme (istege Bagl) sayfa 8.

5. Next (ileri) 6gesini segin.

Calistirma inceleme

1. Review (inceleme) ekraninda, Galistirma Ayarlari, Numune Verileri ve Analiz Ayarlari bilgilerini
inceleyin.

2. Ardindan Save (Kaydet) 6gesini segin.
Calisma, Calismalar ekranindaki Planned (Planlanan) sekmesine kaydedilir.

Ayarlar

DRAGEN for IDPE Dx uygulama ayarlarini goriintiilemek veya dedistirmekiigin ilk olarak ana ekrandan
Uygulamalar simgesini segin. Ardindan goruntilemek veya degistirmek istediginiz uygulamayi segin.
Ayarlari dedistirmek icin bir Yonetici hesabi gereklidir.

Yapilandirma

Yapilandirma ekrani asagdidaki uygulama ayarlarini gérintuler:
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* Library Prep Kits (Kitliphane Hazirlik Kitleri) — Uygulama igin varsayilan kittiiphane hazirlik kitini
gorintuler. Bu ayar degistirilemez.

* Index Adapter Kits (Dizin Adaptor Kitleri) — Uygulama igin varsayilan dizin adaptor kitini gértntuler.
Bu ayar degistirilemez.

* Readlengths (Okuma uzunluklar)) — Okuma uzunluklari uygulama igin varsayilan olarak 151 olarak
ayarlanir, ancak galistirma olusturma sirasinda degistirilebilir.

* Manifest and Noise Files (Belirtim ve Gurlti Dosyalari) — Belirtim ve gurtlti dosyalariicin ayarlari
yukleyin ve degistirin.
— Analizde kullanmak tGizere dosyalari yliklemek igin Upload File (Dosya Ylkle) 6gesini segin.

— Dosyayi, uygulama segildiginde galistirma olusturma sirasinda segilen varsayilan belirtim veya
gurultl dosyasi olarak ayarlamak icin Default (Varsayilan) radyo diigmesini segin.

— Calistirma olusturma sirasinda acilir mentde gorintilenecek dosyayi ayarlamak igin Enabled
(Etkin) onay kutusunu segin.

izinler

Uygulamanin kullanici erisimini ydnetmek icin Permissions (izinler) ekranindaki onay kutularini kullanin.

Belirtim dosyasi

DRAGEN for IDPE Dx kullanirken asagidaki is akislariigin bir belirtim dosyasi giriimesi gerekir:
* Birgerm hattiis akisiigin FASTQ ve VCF olusturma
* Birsomatikis akisligin FASTQ ve VCF olusturma

Belirtim dosyasi, hedeflenen referans bdlgelerinin adlarini ve konumlarini belirten BED (*.bed) formatini
kullanan, sekmeyle ayriimis metin dosyasidir. Belirtim dosyasinin ana badlimu Bolgeler bolimudur ve
asagidaki veri situnlariniigermelidir:

Siitun Aciklama

Ad Hedef icin kullanici tarafindan belirlenen benzersiz ad
Kromozom Kromozom konumu (6r. chr10, chr5 vb.)

Baslama Hedefin baslangi¢ konumu igin 1 tabanli dizin

Durma Hedefin durma konumu igin 1 tabanli dizin

Yukari Akis Probu Yukari akis probunun uzunlugu. DRAGEN for IDPE Dx uygulamasi
Uzunlugu icin bu deger 0 olarak ayarlanmalidir.

Asadi Akis Probu Uzunlugu  Asagi akis probunun uzunlugu. DRAGEN for IDPE Dx uygulamasi
icin bu deger O olarak ayarlanmalidir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

NOT Analiz igin gegerli bir belirtim dosyasi formati gereklidir. Belirtim dosyasi gegersizse DRAGEN
analizi durduracaktir.

Guriiltii Filtreleme (istege Bagl)

Sistematik guirlltl filtresi somatik varyant arama igin mevcuttur ve sahaya 6zgu guriltlyu hesaba
katarak yanlis pozitif aramalari azaltmak igin kullanilabilir. Sistematik glirltli dosyasi, 6nce yaklasik 50
normal numunenin (tercihen panele, kiitiphane hazirigina ve sekanslayiclya 6zgt) toplanmasiyla
olusturulur ve ardindan yeterli kapsama sahip her bir sahada %30'un altindaki alel frekanslarinin
toplami, toplam numune sayisina boltndr (%30'un Uzerindeki alel frekanslarinin gurdlti degil, germ hatti
varyantlari oldugu varsayilir). Gurulti degerleri olusturulduktan sonra o sahada tespit edilen somatik
varyantlar filtrelenecektir.

Filtre, TUm&r Normal modunda kullanilabilir, ancak eslesen bir normalin mevcut olmadigi Sadece Tumor
galistirmalariigin 6zellikle faydalidir. Sistematik gurilti dosyasinin (* .bed.gz) dosya uzantisina sahip
bir BED dosyasl kullanmasi ve dort situn icermesi gerekir: Her satir igin Kromozom, Baslangig, Bitis ve
sahaya 6zgu guriltl seviyeleri. Sistematik gurtltd filtreleme istege baghdir.

Analiz Ciktilari

Su anda devam etmekte olan galismalar Aktif sekmesinde goruntulenir. Tamamlanan galistirmalar
Completed (Tamamlandi) sekmesinde goriintilenir. DRAGEN for IDPE Dx, her analiz igin sekanslama
verileriniigeren klasérden ayri olan ve benzersiz sekilde adlandirilan bir Analysis (Analiz) klasori
olusturur. Analysis (Analiz) klasoru asagidaki bilgileri igerir:

* Kullanilan belirtim dosyasi

*  Yazihm strimu

* Numune Kimlikleri

* Toplam hizalanmis okumalar

» Ornek basina hizalanan okumalarin yiizdesi
* Ornek basina aranan SNV sayisi

* Ornek basina aranan indel sayisi

* Kapsam istatistikleri

Analiz Cikti Dosyalar

Analiz klasori konumu, Analysis Results (Analiz Sonuglari) ortamiigin Harici Depolama ayariile belirtilir.
Analysis Results (Analiz Sonuglari) ortami igin Harici Depolama ayari hakkinda daha fazla bilgi igin bkz.
NextSeq 550Dx igin lllumina Run Manager Yazilim Kilavuzu (belge no. 200025239).
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Run Details (Galisma Ayrintilar) ekraninda, External Location (Harici Konum) alani sekanslama verileri
icin yol saglar. Benzersiz analiz klasoru adi, Run Details (Galistirma Ayrintilan) ekranindaki Analysis
Output Folder (Analiz Cikti Klasoru) alaninda saglanir. Olusturulan tam dosyalar, hangi analiz is akisinin
kullanildi§ina baghdir. Asagidaki analiz ¢ikti dosyalari uygulama tarafindan olusturulur.

NOT Analiz ¢ikti dosyalarina erisirken maksimum dosya yolu uzunlugu sinirlama hatasi olusursa
dosyayi daha kisa bir yol konumuna tasimayi deneyin veya dosyayl agmak igin farkl bir
yontem kullanin.

Cikti Dosyasi Aciklama

Varyant 6zeti raporu
(*.pdf)

FASTQ (*.fastqg.gz veya

* fastqg.ora)

Hizalama BAM dosyalari
(*.bam)

Genom VCF dosyalari
(*.gvcf.gz)

VCF dosyalari (*.vcf.gz)

Calistirma metrikleri
raporu (*.csv)

Dosya bilgileri, yazilim strtmleri, érnek bilgileri, okuma diizeyi
istatistikleri ve SNV, insersiyonlar, delesyonlar ve kapsam
Ozetlerinin bir dzetiniigerir. Yalnizca germ hatti ve somatik is
akislari varyant raporu olusturur.

Kaliteli puanl baz aramalariiceren ara dosyalar. FASTQ dosyalari
hizalama adimi igin birincil girdidir. ORA sikistirma segildiginde
*  fastqg.ora dosya uzantisi kullanilr.

Belirli bir numune i¢in hizalanmis okumalar icerir.

ister varyant ister referans olarak aransin, her pozisyon icin
genotip igerir.

Her pozisyonda aranan varyantlari icerir.

Dizine eklenmeyen toplam verim ve Q30 skoru dahil olmak tGizere
¢alistirma hakkinda kalite metriklerini igerir.

FASTQ Dosyalari

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastqg.ora), baz aramalari ve okuma basina kalite degerlerini iceren metin tabanli

bir dosya bigimidir. Her dosya asadidaki bilgileri icerir:

* Numune tanimlayici

* Sekans

* ASCII + 33 kodlanmis formatta Phred kalite skorlari

Numune tanimlayicisi agsagidaki gibi bigimlendirilir:

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

ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Example:

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+
<> ##=><9=AAAAAAAARAAO#H : <H#<;<<KL?22 4=

BAM Dosyalari

BAM dosyasi (*.bam), 128 Mb’ye kadar hizalanmis sekanslari temsil etmekigin kullanilan SAM (sekans
hizalama haritasi) dosyasinin sikistiriimisg ikili stirimddtr. BAM dosyalari, SampleName S#.bamdosya
adlandirma formatini kullanir. “#” galistirma igin numunelerin listelenme sirasiile belirlenen numune
numarasidir. Cok digiimli modda S#, numunenin sirasina bakilmaksizin S1olarak ayarlanir.

BAM dosyalari bir baslik bolimu ve bir hizalama bdlumu igerir:

* Baslk—Ornek adi, numune uzunlugu ve hizalama ydntemi gibi tiim dosya hakkinda bilgiler igerir.
Hizalamalar bélimndeki hizalamalar, baslik bdlimundeki belirli bilgilerle iligkilidir.

* Hizalamalar—Okuma adi, okuma sekansi, okuma kalitesi, hizalama bilgileri ve 6zel etiketler igerir.
Okunan ad; kromozomu, baslangi¢ koordinatini, hizalama kalitesini ve eslesme tanimlayici dizesini
igerir.

Hizalamalar boélim, her okuma veya okuma gifti igin asagidaki bilgileri igerir:

* AS: Eslestiriimis ug hizalama kalitesi.

* RG: Belirli bir numune igin okuma sayisini belirten okuma grubu.

* BC: Okuma ile iligkili demultipleks numune kimligini gosteren barkod etiketi.

®* SM: Tekugclu hizalama kalitesi.

* XC: Tanimlayici dizeyi eglestirme.

*  XN: Okuma ile iligkili amplikon kimligini kaydeden amplikon isim etiketi

BAM dizin dosyalari (*.bam.bai), ilgili BAM dosyasinin dizinini saglar.

VCF Dosyalari

Varyant arama formati (*.vcf) dosyalari, bir referans genomdaki spesifik konumlarda bulunan
varyantlara iligskin bilgileriigerir.

VCF dosya bashidi VCF dosya formati siriimUn ve varyant arayicisi sirimunu igerir, ayrica dosyanin
geri kalaninda kullanilan notlari listeler. VCF baslidi ayrica referans genom dosyasini ve BAM dosyasini
da icerir. Bagliktaki son satir, veri satirlariigin sutun basliklarini igerir. VCF dosyasi veri satirlarinin her biri
tek bir varyant hakkinda bilgi igerir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Tablo1 VCF Dosya Basliklar

Baslhk
CHROM

POS

Kimlik

REF

ALT

QUAL

Aciklama

Referans genomun kromozomu. Kromozomlar referans FASTA dosyasiyla ayni
sirada gorundr.

Referans kromozomdaki varyantin tek baz konumu. Tek niikleotid varyantlari
(SNV’ler) igin bu pozisyon, varyantin referans bazidir. indeller igin bu pozisyon,
varyanttan hemen oncekireferans bazdir.

Varsa dbsNP. txt'ten elde edilen SNPigin rs (referans SNP)numarasi. Bu konumda
birden fazla rs numarasi varsa, liste noktali virgllle sinirlandirilir. Bu pozisyonda bir
dbSNP girisi yoksa eksik bir deger isareti ('.") kullanilir.

Referans genotip. Ornek olarak, tek bir T'nin delesyonu referans TT ve alternatif T
olarak temsil edilir. Bir A'dan T'ye tek niikleotid varyanti referans A ve alternatif T
olarak temsil edilir.

Okunan referanstan farkli olan aleller. Ornegin, tek bir T'nin insersiyonu referans A ve
alternatif AT olarak temsil edilir. Bir Aila T tek nlikleotid varyantireferans A ve
alternatif T olarak temsil edilir.

Varyant arayici tarafindan atanan Phred 6lgekli kalite skoru. Daha yiiksek skorlar
varyantta daha fazla gliven ve daha diistik hata olasiligina isaret eder. Q kalite puani
igin tahmini hata olasiligi 10-(Q/10)'dur. Ornegin, Q30 aramalari kiimesinin %0,1 hata
orani vardir. Birgok varyant arayici, gézlemlenen hata oranina gore yliksek olan
istatistiksel modellerine dayali olarak kalite skorlari atar.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Tablo 2 Germ Hattiis Akisi VCF Dosya Notlar

Baslhk Aciklama
FILTRE  Tim filtreler gegerse filtre siitununa PASS (GECTI) yazilir. Olasi FILTRE girisleri

sunlariigerir:
DRAGENSnpHardQUAL—SNSP varyanti QUAL skoru esigi karsilamiyorsa
uygulanir.
DRAGENIndelHardQUAL—Indel varyanti QUAL skoru esigi karsilamiyorsa
uygulanir.

DuslikDerinlik—Kapsam derinligi esigi karsilamadigi igin saha filtrelenir.

Duisuk GQ—Genotip kalitesi esidi karsilamadidi i¢in saha filtrelenir.
PloidyConflict—Varyant arayicidan genotip aramasi kromozom ploidisi ile tutarli
dedgildir.

base_quality—Bu lokusta ALT okumalari medyan baz kalitesi esigini karsilamadigi
icin saha filtrelenir.

filtered_reads—Okumalarin ¢ok buytuk bir kismi filtrelendiginden saha filtrelenir.
fragment_length—Bu lokusta ALT okumalarinin medyan fragman uzunlugu ile ref-
okumalarin medyan fragman uzunlugu arasindaki mutlak fark esigi astigindan,
saha filtrelenir.

low_depth—Okuma derinligi gok diisuk oldugu igin saha filtrelenir.
low_frac_info_reads—Bilgilendirici okumalarin fraksiyonu esigin altinda oldugu igin
saha filtrelenir.

low_normal_derinlik—Normal numune okuma derinligi ok dislik oldugu igin saha
filtrelenir.

long_indel—Saha, indel uzunlugu ¢ok uzun oldugu igin filtrelenir.
map_quality—Bu lokusta ALT okumalarinin medyan haritalama kalitesi esigi
karsilamadigi igin saha filtrelenir.

multiallelic—ikiden fazla ALT alel tim&r LOD'sini gectigi igin saha filtrelenir.
non_homref_normal—Normal numune genotipi homozigot referans olmadigiigin
saha filtrelenir.

no_reliable_supporting_read—Guvenilir destekleyici somatik okuma mevcut
olmadigindan saha filtrelenir.

panel_of_normals—Vcf normaller panelinde en az bir numunede goruldr.
read_position—Saha, okumanin baslangici/bitisi ile bu lokus arasindaki
mesafelerin medyaninin esigin altinda olmasi nedeniyle filtrelenir.
RMxNRepeatRegion—Varyant alelinin timu veya bir kismi referansin tekrari
oldugu icin saha filtrelenir.

strand_artifact—Siddetli zincir yanlihdi nedeniyle saha filtrelenir.
str_contraction—ALT alelin referanstan bir tekrar birimi daha az oldugu stpheli
PCR hatasi nedeniyle saha filtrelenir.

too_few_supporting_reads—Timor numunesinde ¢ok az destekleyici okuma
oldugu igin saha filtrelenir.

weak_evidence—Somatik varyant skoru esigi karsilamiyor.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Baslk Aciklama

BILGI OlasI BiLGi girisleri sunlari igerir:

AC—Her ALT aleliigin genotiplerde listelenenle ayni sirada alel sayisi.
AF—Her ALT aleliigin listelenenle ayni sirada Alel Frekansi.

AN—Aranan genotiplerde bulunan alelin toplam sayisi.

DB—dbSNP Uyeligi.

FS—Zincir yanliidini tespit etmek igin Fisher'in kesin testi kullanilarak Phred
Olgedinde Olglilen p degeri.

QD—Derinlige Gore Varyant Guvenirligi/Kalitesi.

R2_5P_bias—Eslesme yanliigina ve 5 ana ugtan uzakliga dayali puan.
SOR—Zincir yanlhgini tespit etmek igin 2x2 beklenmedik durum tablosunun
Simetrik Oranlari.

DP—Yaklasik okuma derinligi (bilgilendirici ve bilgilendirici olmayan); bazi
okumalar mapq vb.'ye gore filtrelenmis olabilir.

BiTiS—Araligin durma konumu.

FractioninformativeReads—Toplam okumalardan bilgilendirici okumalarin
fraksiyonu.

MQ—RMS Esleme Kalitesi.

MQRankSum—Wilcoxon siralama toplami ALT ve Ref okuma eslestirme
kalitelerinin testinden Z-skoru.

ReadPosRankSum—Wilcoxon siralama toplami ALT ve Ref okuma konumu yanlilik
testinden Z-skoru.

SOMATIC—Bu pozisyonda en az bir varyant somatiktir.

FORMAT Format siitunu, iki nokta (st liste isaretleriyle ayrilan alanlari listeler. Ornegin,
GT:GQ. Mevcut alanlar sunlariigerir:

AD—Listelenen siradaki ref ve ALT aleller igin alel derinlikleri (toplam okumalardan
sadece bilgilendirici okumalari sayarak).

AF—Listelenen sirada ALT aleller igin alel fraksiyonlari.

DP—Yaklasik okuma derinligi (MQ=255 veya koti esler ile okumalar filtrelenir).
F1R2—Her bir aleli destekleyen F1R2 ¢ift oryantasyonundaki okumalarin sayisi.
F2R1—Her bir aleli destekleyen F2R1 gift oryantasyonunda okuma sayisi.

GT — Genotip. O referans bazina karsilik gelir, 1 ALT stunundaki ilk girise karsilik
gelir, vb. ileri kesme isareti (/), faz bilgisinin mevcut olmadigini gdsterir.

MB — Eslesme yanliligini tespit etmek i¢in numune basina bilesen istatistikleri.
PS —Fiziksel faz kimligi bilgileri; burada belirli bir numunedeki (ancak numuneler
arasinda degil) her bir benzersiz kimlik, bir faz grubu igindeki kayitlari baglar.

SB — Zincir yanlihgini saptamak igin Fisherin Kesin Testini olusturan numune
basina bilesen istatistikleri.

SQ — Somatik kalite.

ORNEK  Ornek siitunu, FORMAT siitununda belirtilen degerleri verir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Tablo 3 Somatic is Akisi VCF Dosya Notlari

Baslhk Aciklama

FILTRE  Tim filtreler gegerse filtre siitununa PASS (GECTI) yazilir. Olasi FILTRE girisleri
sunlariigerir:

base_quality—Bu lokusta ALT okumalari medyan baz kalitesi esigini karsilamadigi
icin saha filtrelenir.

filtered_reads—Okumalarin gok buyuk bir kismi filtrelendiginden saha filtrelenir.
fragment_length—Bu lokusta ALT okumalarinin medyan fragman uzunlugu ile ref-
okumalarin medyan fragman uzunlugu arasindaki mutlak fark esigi astigindan,
saha filtrelenir.

low_depth—Okuma derinligi gok dusuk oldugu igin saha filtrelenir.
low_frac_info_reads—Bilgilendirici okumalarin fraksiyonu esigin altinda oldugu igin
saha filtrelenir.

low_normal_depth—Normal numune okuma derinligi gok diisiik oldugu igin saha
filtrelenir.

long_indel—Saha, indel uzunlugu ¢ok uzun oldugu igin filtrelenir.
map_quality—Bu lokusta ALT okumalari medyan haritalama kalitesi esigini
karsilamadigi igin saha filtrelenir.

multiallelic—ikiden fazla ALT alel tiim&r LOD'’sini gectigi igin saha filtrelenir.
non_homref_normal—Normal numune genotipi homozigot referans olmadigi igin
saha filtrelenir.

no_reliable_supporting_read—Guvenilir destekleyici somatik okuma mevcut
olmadigindan saha filtrelenir.

panel_of_normals—Vcf normaller panelinde en az bir numunede goruldr.
read_position—Saha, okumanin baslangici/bitisi ile bu lokus arasindaki
mesafelerin medyaninin esigin altinda olmasi nedeniyle filtrelenir.
RMxNRepeatRegion—Varyant alelinin tiimu veya bir kismireferansin tekrari
oldudu icin saha filtrelenir.

strand_artifact—Siddetli zincir yanlligi nedeniyle saha filtrelenir.
str_contraction—ALT alelin referanstan bir tekrar birimi daha az oldugu stpheli
PCR hatasi nedeniyle saha filtrelenir.

too_few_supporting_reads—Timo&r numunesinde ¢ok az destekleyici okuma
oldudu icin saha filtrelenir.

weak_evidence—Somatik varyant skoru esigi karsilamiyor.
systematic_noise—Normallerdeki sistematik guriltl kanitina gore saha filtrelenir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Baslk Aciklama

BILGI OlasI BiLGi girisleri sunlari igerir:

o DP—Yaklasik okuma derinligi (bilgilendirici ve bilgilendirici olmayan); bazi
okumalar mapq vb.'ye gore filtrelenmis olabilir.

« BiTiS—Araligin durma konumu.

» FractioninformativeReads—Toplam okumalardan bilgilendirici okumalarin
fraksiyonu.

« MQ—RMS Esleme Kalitesi.

» MQRankSum—Wilcoxon siralama toplami ALT ve Ref okuma eslestirme
kalitelerinin testinden Z-skoru.

* ReadPosRankSum—Wilcoxon siralama toplami ALT ve Ref okuma konumu yanlilik
testinden Z-skoru.

o AQ—Sistematik gurtltl puani.

» hotspot—Aramada glveni artirmak igin kullanilan bilinen somatik ¢alisma merkezi.

» SOMATIC—Bu pozisyonda en az bir varyant somatiktir.

FORMAT Format siitunu, iki nokta lst Uiste isaretleriyle ayrilan alanlari listeler. Ornegin,

GT:GQ. Mevcut alanlar sunlariigerir:

o AD—Listelenen siradakiref ve ALT aleller igin alel derinlikleri (toplam okumalardan
sadece bilgilendirici okumalari sayarak).

o AF—Listelenen sirada ALT aleller igin alel fraksiyonlari.

o DP—Yaklasik okuma derinligi (MQ=255 veya kot esler ile okumalar filtrelenir).

o FIR2—Her bir aleli destekleyen F1R2 ¢ift oryantasyonundaki okumalarin sayisi.

o F2R1—Her bir aleli destekleyen F2R1 gift oryantasyonunda okuma sayisi.

* GP—VCEF spesifikasyonunda tanimlanan genotipler i¢in Phred 6lgekli posterior
olasiliklar.

* GQ— Genotip kalitesi.

o GT —Genotip. Oreferans bazina karsilik gelir, 1 ALT sttunundaki ilk girise karsilik
gelir, vb. ileri kesme isareti (/), faz bilgisinin mevcut olmadigini gdsterir.

 MB —Eslesme yanliidini tespit etmek icin numune basina bilesen istatistikleri.

» PL —VCF spesifikasyonunda tanimlandidi gibi genotipler igin normallestiriimis,
Phred &lgekli olasiliklar.

» PRI — Genotiplericin 6nceden belirlenmis olasiliklar.

o PS —Fiziksel faz kimligi bilgileri; burada belirli bir numunedeki (ancak numuneler
arasinda degil) her bir benzersiz kimlik, bir faz grubu icindeki kayitlari baglar.

o SB — Zincir yanliidini saptamak igin Fisher'in Kesin Testini olusturan numune
basina bilesen istatistikleri.

* SQ—Somatik kalite.

ORNEK Ornek siitunu, FORMAT siitununda belirtilen degerleri verir.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx on NextSeq 550Dx Uygulamasi Kullanim Kilavuzu

Genom VCF Dosyalari

Genome VCF (*.gvcf.gz) dosyalari, genom igindeki tim sahalari makul élgide kompakt bir bigimde
temsil etmek igin bir dizi kurala uyar. gVCF dosyalari, her bir numune igin tek bir dosyada ilgili bdlge
icindeki tim sahalariigerir. gVCF dosyasi tum filtreleri gegmeyen pozisyonlarda arama yapiimadigini
gOsterir. ./. genotip (GT) etiketi no call anlamina gelir.

Analizi Yeniden Kuyruga Alma

Analiz durdurulduysa, basarisizsa veya farkli ayarlarla bir ¢calistirmayi yeniden analiz etmek istiyorsaniz
analizi yeniden kuyruga alabilirsiniz. Analizi yeniden kuyruga almak igin asagidaki adimlari uygulayin:

1. Run (Galistirma) ekranindan, Completed (Tamamlandi) sekmesini segin ve ardindan yeniden analiz
edilecek ¢alistirma adini segin.
Analizi Yeniden Kuyruga Alma dnceden gergeklestiriimisse Ana Calistirmanin galistirma adini segin.

2. Run Details (Galistirma Ayrintilar) ekraninda, Sekanslama Bilgilerinden sonra Requeue Analysis
(Analizi Yeniden Kuyruga Alma) 6gdesini segin.

3. Bir secenek tercih edin:
* Analizi degisiklik olmadan yeniden kuyruga alma
* Calistirma ayarlarini dizenleme ve analizi yeniden kuyruga alma
* Farkli bir uygulamayla analizi yeniden kuyruga alma

4. Sekanslama verilerinin o anda bulundugu konumun Sequencing data file path (Sekanslama verileri
dosya yolu) alaninda saglandigini teyit edin.

NOT Sekanslama verilerinin yolu, Analysis Results (Analiz Sonuglari) igin External Storage (Harici
Depolama) ayarindaki yolla eslesmelidir. Harici depolama yolunu degistirme hakkinda bilgi igin
bkz. NextSeq 550Dx igin lllumina Run Manager Yazilim Kilavuzu (belge no. 200025239).

Bir Yeniden Analiz Nedeni girin.
Requeue Analysis (Analizi Yeniden Kuyruga Al) 6gesini segin.

Galistirma Ayarlari, Numune Verileri ve Analiz Ayarlarinda istenen degisiklikleri dizenleyin.

© N o o

Ardindan Save (Kaydet) 6gesini segin. Gegerli analiz parametreleri kullanilarak analiz baslatilir.
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Teknik Yardim

Teknik yardim igin lllumina Teknik Destek bolimdyle iletisim kurun.

Web sitesi: www.illumina.com

E-posta: techsupport@illumina.com
Giivenlik veri sayfalarn (SDS’ler) — lllumina web sitesinde support.illumina.com/sds.html adresinde
mevcuttur.

Uriin belgeleri— support.illumina.com adresinden indirilebilir.

Belge No 200025238 v00
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