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See dokument ja selle sisu kuuluvad ettevottele lllumina, Inc. ja selle titarettevotetele (,lllumina*®) ning on mdeldud
kasutamiseks ainult ettevotte lepingulistele klientidele seoses selles dokumendis kirjeldatud toote (toodete) kasutamisega
ega ole moéeldud mitte mingiks muuks otstarbeks. Seda dokumenti ega selle sisu ei tohi mis tahes viisil kasutada ega
muul eesmargil levitada ega/voi edastada, avaldada voi reprodutseerida ilma lllumina eelneva kirjaliku ndusolekuta.
lllumina ei anna selle dokumendiga kolmandale isikule oma patendi-, kaubamargi-, autori-, tava- voi muu sarnase diguse
alusel mitte Uhtegi litsentsi.

Kvalifitseeritud ja asjakohase koolituse saanud t66tajad peavad selles dokumendis kirjeldatud juhiseid jargima rangelt ja
Uksikasjaliselt, et tagada siin kirjeldatud toote (toodete) dige ja ohutu kasutusviis. Siinse dokumendi sisu tuleb enne
nimetatud toote (toodete) kasutamist taies ulatuses l&bi lugeda ja endale selgeks teha.

SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD JUHISTE MITTE LUGEMINE JA UKSIKASJALIK JARGIMINE VOIB KAHJUSTADA
TOODET (TOOTEID), VIGASTADA INIMESI (SH KASUTAJAID VOI TEISI) JA KAHJUSTADA MUUD VARA NING NIMETATUD
JUHUL El KEHTI UKSKI TOOTELE (TOODETELE) ANTUD GARANTII.

ILLUMINA EI VASTUTA SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD TOOTE (TOODETE) (SEALHULGAS TOOTE OSAD VOI
TARKVARA) VAARKASUTUSE EEST.

© 2021 lllumina, Inc. Kdik digused on kaitstud.

Koik kaubamargid kuuluvad ettevottele lllumina, Inc. voi nende vastavatele omanikele. Kaubamargi kohta lisateabe
saamiseks vt www.illumina.com/company/legal.html.
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Tarkvara Local Run Manager idutee variandi analutsimooduli tddvoo juhend seadmele NextSeq 550Dx

Tarkvara Local Run Manager idutee variandi moodul on mdeldud kasutamiseks koos seadme lllumina TruSeq
kohandatud amplikoni komplekti Dx testiga ja seadmega NextSeq 550Dx. Kui seda kasutatakse koos idutee
variandi mooduliga, on anallils ette nahtud perifeersetest taisvereproovidest DNA sekveneerimiseks
kasutatavate teekide ettevalmistamiseks.

Analtitisimoodul hindab variantide jaoks amplifitseeritud DNA lUhikesi piirkondi ehk amplikone. Amplikonide
fokuseeritud sekveneerimine vdimaldab kindlate piirkondade korget katvust. Vt pakendi teabelehte Seadme
TruSeq kohandatud amplikoni komplekt Dx (dokument nr 1000000029772).

Idutee variandi analttsimoodul nduab 300-tsuklilise sekveneerimise tarvikuid. Lisateavet vt pakendi infolehelt
Seadme NextSeq 550Dx suure véljundiga reaktiivikomplekt v2 vdi Seadme NextSeq 550Dx suure véljundiga
reaktiivikomplekt v2.5.

Teave selle juhendi kohta

Selles juhendis on toodud juhised sekveneerimise ja anallUsimise kaitusparameetrid idutee variandi
analltsimooduli jaoks. Lisateavet tarkvara Local Run Manager juhtpaneeli ja sUsteemi sdtete kohta vt
Seadme NextSeq 550Dx viitejuhend (dokument nr 7000000009513).

Tarkvara Local Run Manager kuvamine

Tarkvara Local Run Manager lides kuvatakse operatsioonististeemi NextSeq 550Dx (NOS) voi veebibrauseri
kaudu. Toetatud veebibrauser on Chromium.

3 MARKUS.
" Kui kasutate toetuseta brauserit, laadige teate ,Kinnita toetuseta brauser” kuvamisel alla toetatud brauser.
Chromiumi toetatud versiooni allalaadimiseks kidpsake siin.

Kuvamine seadme monitoril

1 Tarkvara Local Run Manager lidese kuvamiseks seadme monitoril valige Uks jargmistest voimalustest:
Valige NOS-iavakuval Local Run Manager.
NOS-i naasmiseks kldpsake paremas tlanurgas X-i.
Valige ikoon Minimeeri NOS, avage seadmel Chromiumi veebibrauser ja sisestage aadressiribale
http://localhost.
Ainult administraatorid saavad NOS-i minimeerida.

Kuvamine vorguuhendusega arvutis

1 Avage arvutis Chromiumi veebibrauser, millel on juurdepééas samale vorgule kui seadmel, ja Gthendage
seade, kasutades seadme IP-aadressi voi nime. Naiteks http://myinstrument.

Parameetrite maaramine

1 Logige sisse rakendusse Local Run Manager.
2 Valige Loo kéitus ja siis valige idutee variant.
3 Sisestage kaituse nimi, mis identifitseerib kaituse sekveneerimisest anallusini.
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Kasutage tahtnumbrilisi marke, tuhikuid, kriipse vai allkriipse.

[Valikuline] Sisestage kaituse kirjeldus, et aidata kaitust identifitseerida.
Kasutage tahtnumbrilisi marke, tuhikuid, kriipse voi allkriipse.

Valige rippmenuust proovide arv ja indeksikomplekt.
Moelge valiku tegemisel jargmisele teabele.

Rippmenuu sisaldab proovide arvu, millel on indeksikomplekt. Naiteks 24-komplekt 1 tahistab 24
testitavat proovi koos indeksikomplekti 1 indeksitega.

Indeksikomplekti numbrid viitavad erinevatele i5 indeksite komplektidele. Komplekt 1 ja komplekt 2
pakuvad indeksite mitmekesisust. Pakutakse kahte indeksikomplekti, mis aitavad véltida Ghe komplekti
ammendumist.

Valige proovide arv, mis on lahim testitavate proovide arvule. Kuiloendis tapset proovide arvu pole,
valige testimiseks vajalikule 1ahim, kuid proovide arvust vaiksem arv. Naiteks kui soovite testida 18 proovi,
valige 16 proovi.

Indeksi mitmekesisuse nduetele vastavad proovide kaevud ja indeksikombinatsioonid on esile tdstetud
rohelisega. Kui valite muud kaevud ja indeksikombinatsioonid, saate kaituse salvestamisel teate,
kui indeksite mitmekesisuse nduded pole taidetud.

Manifestifailide importimine kaituse jaocks

.
2
3

=

Veenduge, et imporditavad manifestid oleksid kattesaadavad juurdepaasetavas vorgus voi USB -draivil.
Valige Impordi manifestid.
Likuge manifestifaili juurde ja valige manifestid, mille soovite lisada.

MARKUS.

Manifestifailide kattesaadavaks tegemiseks koigi kaituste jaoks, kasutades idutee variandi analttdsimoodulit,
lisage manifestid funktsiooni Mooduli sdtted abil. See funktsioon néuab administraatori taseme Gigusi.
Lisateavet vt Seadme NextSeq 550Dx vitejuhendist (dokument nr 1000000009513).

Proovide maaramine kaituse jaoks

Maarake kéituse proovid, kasutades Uhte jargmistest valikutest ja juhistest.

Proovide sisestamine kasitsi — kasutage tlhja tabelit kuval Loo kéitus.

Proovide importimine — likuge komaeraldusega vaartuste (*.csv) vormingus vélise faili juurde.
Malli saab alla laadida kuvalt Kaituse loomine.

Péarast proovide tabeli taitmist saate proovide teabe eksportida valisesse faili. Kasutage faili vitena teekide
ettevalmistamisel voi teiseks kaituseks importimisel.

Proovide sisestamine kasitsi

1

Sisestage valjale Proovi ID kordumatu proovi ID.
Kasutage tahtnumbrilisi marke, kriipse vai allkriipse.

[Valikuline] Positiivsete voi negatiivsete kontrollproovide jaoks paremklépsake ja valige kontrollititp.

[Valikuline] Sisestage valjale Proovi kirjeldus proovi kirjeldus.

Kasutage tahtnumbrilisi méarke, kriipse voi allkriipse.

Proovi kirjeldused on seotud proovi nimega. Proovi kirjeldused kirjutatakse Ule, kui sama proovi nime
kasutatakse hiliem uuesti.
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4 Valige indeksi 1 adapter rippmenttst Indeks 1 (i7).
Soovitatud proovide kaevude kasutamisel taidab tarkvara i7 ja i5 indeksiadapterid, mis vastavad indeksi
mitmekesisuse nduetele. Kui loendis pole tapset testitavate proovide arvu, valige lisakaevude jaoks
kindlasti indeksiadapterid. Kui peate lisakaevude jaoks valima indeksid voi kui te ei kasuta soovitatud
indeksiadapteri kombinatsioone, lugege enne indeksite valimist kindlasti dokumendi Aluste nimetamine ja
indeksite mitmekesisus lehekuljel 14.

5 Valige indeksi 2 adapter rippmentust Indeks 2 (i5).
6 Valige rippmentdst Manifest manifestifail.

Valige suvand plaadi kujunduse vaatamiseks, printimiseks voi salvestamiseks viitena teekide
ettevalmistamisel:

Plaadi kujunduse kuvamiseks valige ikoon = Prindi. Plaadikujunduse printimiseks valige Prindi.
Valige Ekspordi, et eksportida proovi teave valisesse faili.
Veenduge, et manifesti ja proovide teave oleks dige. Vale teave voib tulemusi mojutada.

8 Valige Salvesta kéitus.

Proovide importimine

1 Valige Impordi proovid ja sirvige proovi teabefaili asukohta. Imporditavaid faile on kahte tGupi.
Uue plaadikujunduse tegemiseks valige Mall kuval Kaituse loomine. Mallifail sisaldab impordiks digeid
veerupdiseid. Sisestage igas veerus kaituses olevate proovide kohta proovide teave. Kustutage
naidisteave kasutamata lahtritest ja seejarel salvestage fail.
Kasutage idutee variandi moodulist ekspordifunktsiooni abil eksporditud proovide teabega faili.

2 Plaadi kujunduse kuvamiseks valige ikoon #Prindi.
Valige Prindi, et printida plaadi kujundus teekide ettevalmistamise naidisena.

4 [Valikuline] Valige Ekspordi, et eksportida proovide teave vélisesse fail.
Veenduge, et manifesti ja proovide teave oleks dige. Vale teave voib tulemusi mojutada.

5 Valige Salvesta kéitus.

Kaituse redigeerimine

Kaituses oleva teabe redigeerimise juhiseid enne jarjestamist vt Seadme NextSeq 550Dx viitejuhend
(dokument nr 1000000009513).

Idutee variandi analttsimoodul teostab jargmised anallilsietapid ja kirjutab seejarel analtusi valjundfailid
kausta Joondamine.

Demultipleksib indeksi lugemid
Loob FASTQ-failid

Joondab etaloniga

Tuvastab variandid
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Demultipleksimine

Demultipleksimine vordleb iga indeksi lugemi jarjestust kaituse jaoks maaratud indeksite jarjestustega.
Selles etapis ei arvestata kvaliteedivaartustega.

Indeksite lugemid identifitseeritakse jargmiste sammudega:
Proovid nummerdatakse alates 1-st, lahtudes nende jarjestusest kaituse jaoks.
Valimi number O on reserveeritud klastritele, mida proovile ei maaratud.

Klastrid maaratakse proovile siis, kui indeksi jarjestus vastab t&pselt voi kui indeksi lugemi kohta on kuni
Uks mittevastavus.

FASTQ-failide genereerimine

Parast demultipleksimist genereerib tarkvara vaheanalttsi failid FASTQ-vormingus, mis on tekstivorming,
mida kasutatakse jarjestuste esitamiseks. FASTQ-failid sisaldavad koéikide proovide lugemeid ja seonduvaid
kvaliteediskoore. Klastrid, mis ei labinud filtrit, on valistatud.

FASTQ-fail sisaldab ainult the proovi lugemeid ja selle proovi nimi sisaldub FASTQ-faili nimes. FASTQ-failid on
joondamise peamine sisend. Proovi kohta luuakse kaheksa FASTQ-faili, neli lugemist 1 ja neli lugemist 2.

Joondamine

Joondamisetapi ajal joondab Smith-Watermani ribaalgoritm iga proovi klastrid manifestifailis tapsustatud
amplikonjarjestuste kohaselt.

Smith-Watermani ribaalgoritm teostab semiglobaalseid jarjestuste joondusi, et méérata sarnased piirkonnad
kahele jarjestusele. Kogu jarjestuse vordlemise asemel vordleb Smith-Watermani algoritm kdigi voimalike
pikkustega segmente.

lga paaristulemusega lugemit hinnatakse selle joondamise suhtes selle lugemi asjakohaste sondijarjestustega.
Lugemit 1 hinnatakse allavoolu lookusekohaste oligode (DLSO) péérdkomplemendi suhtes.
Lugemit 2 hinnatakse Ulesvoolu lookusekohaste oligode (ULSO) suhtes.

Kui lugemi algus Uhtib sondijarjestusega, milles pole ronkem kui kolm erinevust (mittevastavus voi ninked
juhtivate indelite tottu), joondatakse lugemi taispikkus selle jarjestuse amplikoni sihtmargi suhtes.

Anallusikeemiat arvestades DLSO-s ja ULSO-s indeleid ei taheldata.

Joondused filtreeritakse joondamistulemuste pohjal, Iahtudes mittevastavuse maarast kas huvipakkuvas
piirkonnas voi kogu amplikonis, olenevalt amplikoni pikkusest. Filtreeritud joondused kirjutatakse
joondusfailidesse joondamata ja neid ei kasutata variantide nimetamisel.

Variandi nimetamine
lllumina valjatddtatud variandinimetaja Pisces identifitseerib DNA proovis esinevad variandid.
Variandinimetaja Pisces identifitseerib SNV-d, MNV-d ja vaiksed indelid 3 etapiga:

Vaatleb referentsgenoomi iga positsiooni eraldi

Loendab alused antud positsioonis joondatud lugemite korral, mis kattuvad positsiooniga

Arvutab Poissoni mudeli abil nimetamise kvaliteeti mootva variandiskoori. Variandid, mille kvaliteediskoor
on alla Q20, vélistatakse.

Kui variant 18bib kdik filtrid, on variant méargitud kui PASS VCF-s.

Lisateavet vt github.com/lllumina/Pisces/wiki.
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Lisateavet vahekaartide Kéaituse Ulevaade ja Sekveneerimise teave ja anallusi taotlemise kohta vt Seadme

Klopsake Local Run Manageri juhtpaneelil kaituse nime.

Vaadake vahekaardil Kaituse Ulevaade sekveneerimiskaituse moodikud Ule.

[Valikuline] Kéaituse valjundkausta tee kopeerimiseks klopsake ikooni Kopeeri Isikelauale .

Kéaitusparameetrite ja tarvikute teabe vaatamiseks kldpsake vahekaarti Sekveneerimise teave.

AnalUusiaruande asukoha vaatamiseks klopsake vahekaarti Proovid ja tulemused.
Kui anallUsi korrati, laiendage rippmenuuid Valige analuus ja valige sobiv analtus.

AnaltiUsikausta tee kopeerimiseks kldpsake ikooni Kopeeri Igikelauale .

NextSeq 550Dx viitejuhend (dokument nr 7000000009513).

Analltsitulemused voetakse kokku vahekaardil Proovid ja tulemused ning koondaruandena kaustas
Joondamine. Proovide aruanded on saadaval ka vastava proovi PDF-failis.

Teave vahekaartidel Proovid ja Tulemused

1

Proovi aruande nagemiseks kldpsake loendis proovil.

Tabel 1 Kaituse ja proovi teave

Veeru pealkiri
Kaituse olek

Kogusaagis (GB)

% = Q30

Proovi ID

PF lugemite koguarv
Lugemi 1 % = Q30
Lugemi 2 % = Q30

Autosoomi nimetuse maar

Kirjeldus
Naitab, kas sekveneerimiskaitus 6nnestus voi ebadnnestus.

Sekveneerimiskaitusel nimetatud aluste arv. Naitab kiinnise Uletamist ja dnnestumise voi
ebadnnestumise olekut.

Kvaliteediskooriga 30 (Q30) voi suuremaga sekveneerimiskaituse lugemite protsent.
Néitab kiinnise Uletamist ja Gnnestumise voi ebadnnestumise olekut.

Proovi ID, mis anti kéituse loomisel.

Filtrit 1abivate lugemite koguarv.

Lugemite protsent lugemis 1 proovi kvaliteediskooriga 30 (Q30) voi rohkem.
Lugemite protsent lugemis 2 proovi kvaliteediskooriga 30 (Q30) voi rohkem.

Autosoomide (kromosoomid 1-22) genoomsete positsioonide arv, mis vastab eelnevalt
kindlaksméadaratud usaldusvaartuse kiinnisele, jagatuna ndutud autosoomsete
genoomsete positsioonide koguarvuga. Nimetamismaara kirjeldatakse proovipohiselt ja
see esitatakse protsendina, mis arvutatakse 1 miinus autosoomsete positsioonide arv
koos mittetéielike nimetustega jagatuna sekveneeritud autosoomsete positsioonide
koguarvuga.

Tabel 2 Proovi aruande teave

Veeru pealkiri
Proov

Aruande kuupéev

Kirjeldus
Proovi ID, mis anti kaituse loomisel.

Aruande loomise kuupéaev.
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Veeru pealkiri Kirjeldus

Proovi teave Kaituse loomisel esitatud proovi ID, proovis filtri 1abinud lugemite koguarv,
proovi lugemite protsent kvaliteediskooriga 30 (Q30) voi rohkem ja autosoomne
nimetamise maar.

Amplikoni kokkuvote Sekveneeritud amplikoni piirkondade koguarv ja sekveneeritud amplikonide kogupikkus
aluspaarides sihtpiirkondades proovi kohta ning manifestifaili kohta. Manifestifail maarab
etalongenoomi ja sihitud etalonpiirkonnad, mida joondamisetapis kasutatakse.

Lugemi taseme statistika Etalonis iga positsiooni katva proovi lugemite arv ja protsent lugemi 1 ja lugemi 2 kohta.

Variantide kokkuvote Soovitatud vaéartused Uletanud tuvastatud SNV-de, sisestuste ja kustutuste arv proovi
kohta, et teha kindlaks, kas kvaliteeditulemused on vastuvdetavas vahemikus.

Katvuse kokkuvote Joondatud aluste koguarv jagatuna sihtpiirkonna suurusega ja amplikoni piirkondade
protsent, mille katvuse vaartus on suurem kui madala katvuse kinnis 0,2 * amplikoni
keskmine katvus proovi jaoks.

Katvusdiagrammid Diagramm Katvus amplikoni piirkondade kaupa néitab proovi amplikoni piirkondade
katvust. Piirkonnad, mille katvuse vaartus on vaiksem kui katvuse kiinnis, on esile téstetud
punasega. Koigi vaartuste keskmine téhistatakse oranzi joonega.

Tarkvaraversioonid Tarkvaraversioonid proovi sekveneerimise ajal. Sisaldab NextSeq 550Dx
operatsioonitarkvara (NOS), Local Run Manageri tarkvara, RTA tarkvara ja idutee variandi
mooduli versiooni.

Jargmised anallusi valjundfailid genereeritakse idutee variandi analltsimooduli jaoks ja need pakuvad
anallusi tulemusi joondamise ja variantide nimetamise kohta. Anallitsi valjundfailid asuvad kaustas
Joondamine.

Faili nimi Kirjeldus

Demultipleksimine (*.txt) Vahefailid, mis sisaldavad kokkuvotlike tulemuste demultipleksimist.

FASTQ (*.fastq.gz) Vahefailid, mis sisaldavad kvaliteediskooriga aluste nimetusi. FASTQ-failid on
joondamisetapi peamine sisend.

Joondusfailid BAM -vormingus Sisaldab antud proovi joondatud lugemeid.

(*.bam)

Variantide nimetuste failid genoomi Sisaldab iga positsiooni jaoks genotilpi, olenemata sellest, kas seda

VCF -vormingus (*.genome.vcf.gz) nimetatakse variandiks voi etaloniks.

Variandinimetuste failid VCF- Sisaldab koiki variante, mida nimetatakse kogu sihtpiirkonnas.

vormingus (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Sisaldab teavet iga pakutava manifesti katvuse kohta amplikoni ja proovi
osas. M# tahistab manifesti numbrit.

Failivormingu demultipleksimine

Demultipleksimisprotsess loeb igale klastrile lisatud indeksijarjestuse, et teha kindlaks, millisest proovist
klaster parineb. Klastrite ja proovinumbri vastendus kirjutatakse labivoolukiveti iga paani demultipleksimise
(*.demux) faili.

Demultipleksimise faili nimevorming on s_1_X.demux, kus X on paani number.
Demultipleksimise failid algavad péaisega:

Versioon (4-baidine taisarv), praegu 1

Klastrite arv (4-baidine taisarv)
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Ulejaanud fail koosneb paani klastrite proovide numbritest.

Kui demultipleksimise etapp on 16pule jdudnud, loob tarkvara demultipleksimise faili
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 failinimes tahistab labivooluklveti numbrit.
L1 failinimes tahistab raja numbrit.

Demultipleksimise tulemuseks on tabel, kus on 1 rida paani kohta ja 1 veerg proovi kohta,
sealhulgas proov O.

Koige sagedamini esinevad jarjestused indeksi lugemites.

FASTQ-failivorming

FASTQ on tekstipohine failivorming, mis sisaldab aluste nimetusi ja kvaliteedi vaartusi tihe lugemi kohta.
lga Kirje sisaldab 4 rida:

Identifikaator

Jarjestus

Plussmark (+)

Phredi kvaliteediskoorid ASCII + 33 kodeeritud vormingus
Identifikaator on vormindatud jargmiselt:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Naide:

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

n

<>; #H#=><9=AAAAAAAAAAH : <H#<; <K< 2 #=

BAM-failivorming

BAM-fail (*.bam) on SAM-faili tihendatud binaarversioon, mida kasutatakse kuni 128 Mb joondatud jarjestuste
kuvamiseks. SAM- ja BAM-vorminguid on Uksikasjalikult kirjeldatud failis samtools.github.io/hts-
specs/SAMv1.pdf.

BAM-failid kasutavad failinimede vormingut SampleName_S#.bam, kus # on proovi number, mis on
maaratud loendi alusel, mille jargi proovid on kaituse jaoks jarjestatud.

BAM-failid sisaldavad paisejaotist ja joondusejaotist:

Pais — sisaldab teavet kogu faili kohta, naiteks proovi nimi, proovi pikkus ja joondusmeetod.
Joondusejaotises seostatakse joondused paisejactises oleva konkreetse teabega.

Joondused - sisaldab lugemi nime, lugemi jarjestust, lugemi kvaliteeti, joondamisteavet ja kohandatud
silte. Lugemi nimi sisaldab kromosoomi, alguskoordinaati, joondamiskvaliteeti ja vastavuse
deskriptorstringi.

Joondusejaotises on iga lugemi voi lugemipaari kohta jargmine teave:
AS: paaristulemusega joondamiskvaliteet
RG: lugemirlhm, mis naitab konkreetse proovi lugemite arvu.
BC: vo6tkoodi silt, mis naitab lugemiga seotud demultipleksitud proovi ID-d.
SM: Uksiktulemusega joondamiskvaliteet.
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XC: vastavuse deskriptorstring

XN: amplikoni nim

esilt, mis salvestab lugemiga seotud amplikoni ID

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

VCF-failivorming

Variant Call Format (VCF) on levinud failivorming, mille on valja té6tanud genoomika teadusringkonnad.
See sisaldab teavet variantide kohta, mis on leitud referentsgenoomi kindlatel positsioonidel. VCF-failid

Idpevad laiendiga .vcf

VCF-faili péis sisaldab VCF-failivormingu versiooni ja variandi nimetaja versiooni ning loetleb faili Ulejaanud osas

kasutatud annotatsioonid. VCF-i péis sisaldab ka referentsgenoomi faili ja BAM-faili. Paise vimane rida
sisaldab andmeridade veerupaiseid. Kok VCF-failide andmeread sisaldavad teavet Uhe variandi kohta.

VCF-faili pealkirjad

Pealkiri
CHROM
POS

REF

ALT

QUAL

Kirjeldus
Referentsgenoomi kromosoom. Kromosoomid ilmuvad samas jarjekorras kui viitefailis FASTQ.

Variandi Uhe-aluseline positsioon referentskromosoomis.
SNP-de puhul on see positsioon referentsalus variandiga; indelite voi kustutuste puhul on see
positsioon referentsalus vahetult enne varianti.

Vajaduse korral saidilt dbSNP.txt saadud variandi rs number. Kui selles asukohas on mitu rs-
numbrit, on loend semikoolonitega eraldatud. Kui sellel positsioonil ei ole dbSNP-kirjet,
kasutatakse puuduva vaartuse markerit ('.").

Referentsgenotllp. Néiteks Uhe T kustutamine on kujutatud referentsina TT ja alternatiivina T.

A-T Uksiknukleotiidi variant on kujutatud referentsina A ja alternatiivina T.

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

Phred-skaalaga kvaliteediskoor, mille maarab variandi nimetaja.

Korge skoor néitab suuremat usaldust variandi suhtes ja vaiksemat vigade tdendosust.

Q kvaliteediskoori korral on vea hinnanguline tdendosus 10719 Naiteks on Q30
nimetusekomplekti veamaar 0,1%. Paljud variantide nimetajad maaravad oma statistiliste
mudelite pohjal kvaliteediskoori, mis on tdheldatud veamaara suhtes korge.
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VVCF-failiannotatsioonid

Pealkiri
FILTER

TEAVE

VORMING

PROOV

Kirjeldus

Kui koik filtrid on labitud, kirjutatakse filtriveergu PASS.

* LowDP - rakendatakse saitidele, mille katvuse stigavus on alla 150x. Nii edasi- kui ka
tagasilugemiga kaetud amplikoni positsioonide korral vordub see 300 kattuva
paaristulemusega lugemiga.

® 920 - kvaliteediskoor < 20.

e MultiAllelicSite — variant ei vasta diploidsele mudelile.

e R5x9 - kiilgnevate korduste arv (pikkusega 1 kuni 5 bp) variandi nimetustele > 9.

e SB - ahela nihe on suurem kui antud kunnis.

Veeru TEAVE voimalikud kirjed on:

e AC - alleelide arv genotlilipides iga ALT-alleeli jaoks, samas jarjekorras nagu loetletud.

e AF - alleelide sagedus iga ALT-alleeli jaoks, samas jarjekorras nagu loetletud.

¢ AN - alleelide koguarv nimetatud genotudpides.

e CD - lipp, mis naitab, et SNP esineb védhemalt Uhe referentsgeeni kirje kodeerivas piirkonnas.

e DP - sligavus (aluse nimetuste arv, mis on joondatud positsiooniga ja mida kasutatakse
variandi nimetamises).

* Exon —referentsgeenist loetud komaeraldusega eksonipiirkondade loend.

e FC - funktsionaalne tagajarg.

e Gl - referentsgeenist loetud komaeraldusega geeni ID-de loend.

e QD - variandi usaldatavus/kvaliteet sligavuse jargi.

e Tl - referentsgeenist loetud komaeraldusega transkriptsiooni ID-de loend.

Vormindatud veerus on koolonitega eraldatud valjad. Nt GT:GQ. Valjade loend séltub

kasutatavast nimetaja variandist. Saadaval on jargmised valjad:

e AD -vormi X,Y sisestamine, kus X on etalonnimetuste arv ja Y on alternatiivnimetuste arv.

e DP - ligikaudne lugemistigavus; lugemid MQ = 255 voi halbade paarilistega filtreeritakse.

e GQ - genotulbi kvaliteet.

e GT — genotllp. 0 vastab etalonalusele, 1 vastab veeru ALT esimesele kirjele ja nii edasi.
Kaldkriips (/) naitab, et faasimise teave pole saadaval.

e NC - murdosa alustest, mida ei nimetatud voi mille aluse nimetuse kvaliteet on alla
miinimumkdnnise.

e NL — mUratase; hinnang aluse nimetamise mura kohta sellel positsioonil.

e SB - aluse nihe sellel positsioonil. Suuremad negatiivsed vaartused naitavad vaiksemat nihet;
0 lahedal olevad vaartused naitavad suuremat nihet.

e VF — variandi sagedus; alternatiivset alleeli toetavate lugemite protsent.

Proovi veerg annab veerus VORMING maaratud vaartused.

Genoomi VCF-failid

Genoomi VCF-failid (QVCF) on VCF v4.1 failid, mis jargivad genoomi kdigi saitide maistlikult kompaktses vormis

esitamise tavasid. GVCF (*.genome.vcf.gz) failid sisaldavad Uhes failis kdiki huvipakkuvas piirkonnas asuvaid

saite iga proovi jaoks.

GVCF-fail naitab nimetuse puudumist positsioonidel, mis ei labi koiki filtreid. Genotllbi (GT) silt ./. naitab

nimetuse puudumist.

Lisateavet leiate asukohast sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.

Amplikoni katvusfail

Iga manifestifaili jaoks luuakse amplikoni katvusfail. Failinimes olev M # tahistab manifesti numbrit.

Iga fail sisaldab paiserida, mis sisaldab manifestiga seotud proovi ID-sid. Fail sisaldab jargmist teavet.

Sihtmargi ID sellisena, nagu see on manifestis toodud.

Lugemite l1&bip&&sufiltri katvusstgavus.
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Taiendavad valjundfailid

Jargmised valjundfailid pakuvad lisateavet voi votavad kokku kaituse tulemused ja anallitsivead. Kuigi neid
faile pole analtidsitulemuste hindamiseks vaja, saab neid torkeotsingu eesmarkidel kasutada. Kdik failid

asuvad kaustas Joondamine, kui pole mérgitud teisiti.

Faili nimi

AnalysisLog.txt

AnalysisError.txt

DemultiplexSummaryF1L1#.txt

AmpliconRunStatistics.xml

Analuusikaust

Kirjeldus

Tootluslogi, mis kirjeldab koiki toiminguid, mis toimusid praeguse kaituse kausta
analUusimisel. See fail ei sisalda veateateid.
Asub kaustas Joondamine.

Todtluslogi, mis loetleb analtUsimisel iimnenud vead. Kui vigu ei esinenud, on see
fail tahi.

Asub kaustas Joondamine.

Annab demultipleksimise tulemused tabelis, milles on 1 rida paanija 1 veerg proovi

kohta. # tahistab I&bivoolukiveti rada 1, 2, 3 voi 4.
Asub kaustas Joondamine.

Sisaldab kaitusele omast kokkuvotlikku statistikat.
Asub kaustas Joondamine.

Anallusikaust sisaldab tarkvara Local Run Manager loodud faile.

Valjundkausta ja anallitisikausta seos on kokku voetud jargmiselt:

Jarjestamise ajal tdidab reaalajas anallits (RTA) valjundkausta piltide anallitsi, aluste nimetamise ja

kvaliteedi hindamise kaigus loodud failidega.

RTA kopeerib failid anallilisikausta reaalajas. Parast seda, kui RTA maarab koigile tstklite alustele
kvaliteediskoori, kirjutab tarkvara faili RTAComplete.txt molemasse kausta.

Kui fail RTAComplete.txt on olemas, algab anallus.

Anallusi jatkudes kirjutab Local Run Manager valjundfailid analliisikausta ja kopeerib seejarel failid tagasi

valjundkausta.

Joonduste kaustad

Iga kord, kui seda analttsi ndutakse, loob Local Run Manager joonduskausta nimega Alignment_N,

kus N on jarjekorranumber.
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Kaustastruktuur
(= Joondamine - sisaldab *.bam, *.vcf, FASTQ-faile ning analiitisimoodulile omaseid faile.
= Kuupéeva ja kellaaja tempel — anallidsi kuupéeva ja kellaaja tempel YYYYMMDD_HHMMSS
= AnalysisError.txt
[l AnalysisLog. txt
= aggregate.report.html
=] aggregate.report.pdf
=l aggregate.summary.csv
=l AmpliconCoverage_M#.tsv
B AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
= Samplel.report.pdf
=] Sample1.summary.csv
=] Sample1.vcf.gz
=] Sample1.bam
= FASTQ
[ Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats
=] DemuxSummaryF1L1.txt

=l FastgSummaryF1L1.txt
(" Data
[ Intensities
([~ BaseCalls
([ L0O1 - sisaldab *.bcl faile.
([ L0O1 - sisaldab *.locs faile.
[ RTA logid — sisaldab RTA tarkvara analtisi logifaile.
= InterOp - sisaldab binaarfaile, mida kasutatakse sekveneerimise kaituse naitajate aruandluseks.
() Logid — sisaldab logifaile, mis kirjeldavad sekveneerimise ajal labitud etappe.
=l RTAComplete.txt

El Runinfo.xml

[E] RunParameters.xml
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Aluste nimetamine ja indeksite mitmekesisus

Kui proovid sekveneeritakse seadmel NextSeq 550Dx, maarab aluse nimetus kindlas tsuklis aluse (A, C, G voi
T) antud paaniiga klastri jaoks voi kujutise ala labivoolukivetil. Seade NextSeq 550Dx kasutab kahekanalilist
sekveneerimist, mis néuab nelja DNA-aluse andmete kodeerimiseks ainult kahte kujutist, Uks punasest ja
teine rohelisest kanalist.

Indeksi lugemite aluste nimetamise protsess erineb aluste nimetamisest teiste lugemite ajal.

Indeksi lugemid peavad algama kahes esimeses tsuklis vahemalt Uhe G-st erineva alusega. Kuiindeksilugem
algab kahe G aluse nimetamisega, siis signaali intensiivsust ei genereerita. Demultipleksimise toimivuse
tagamiseks peab signaal olema Uhes kahest esimesest tsUklist.

Indeksite valimisel kaituse loomise ajal imub vahese mitmekesisuse hoiatus, kui indeksid ei vasta
mitmekesisuse nduetele. Vahese mitmekesisuse hoiatuse valtimiseks valige indeksitstklid, mis annavad
signaali mélemas kanalis iga tstkli jaoks.

Punane kanal — A voi C
Roheline kanal— Avoi T

See aluste nimetamise protsess tagab madala pleksiga proovide analtitsimisel tdpsuse. Lisateavet indeksite
sekveneerimise kohta leiate pakenditeabelehelt Seadme TruSeq kohandatud amplikonikomplekt Dx
(dokument nr 71000000029772).

Tarkvaras Local Run Manager kaituse loomise ajal valite testitavate proovide arvu. Soovitatud
indeksikombinatsioonid, mis vastavad indeksite mitmekesisuse nduetele, taidab tarkvara automaatselt.
Kuigi te ei pea soovitatud indeksikombinatsioone kasutama, on see siiski soovitatav.
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Tehniline tugi

Tehnilise abi saamiseks po6rduge lllumina tehnilise toe poole.
Veebisait: www.illumina.com
E-post: techsupport@illumina.com

lllumina klienditoe telefoninumbrid

Piirkond Tasuta Piirkondlik
Pohja-Ameerika +1 800 809 4566

Austraalia +1 800 775 688

Austria +43 800 006 249 +43 1928 6540
Belgia +32 8007 7160 +32 3400 2973
Hiina 40 0066 5835

Hispaania +34 911899 417 +34 800 300 143
Holland +31 800 022 2493 +31 207 132 960
Hongkong 800960230

lirimaa +353 1800 936 608 +353 016950506
ltaalia +39 800 985 513 +39 236 003 759
Jaapan 080 0111 5011

Norra +47 8001 6836 +47 2193 9693
Prantsusmaa +33 805 102 193 +33 170 770 446
Rootsi +46 850 619 671 +46 200 883 979
Saksamaa +49 800 101 4940 +49 893 803 5677
Singapur +1 800 579 2745

Soome +358 800 918 363 +358 974 790 110
Sveits +41 565 800 000 +41 800 200 442
Taani +45 8082 0183 +45 8987 1156
Taiwan 008 0665 1752

Uus-Meremaa

08 0045 1650

Uhendkuningriik

+44 800 012 6019

+44 207 305 7197

Muud riigid

+44 179 953 4000

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

Toote dokumendid: allalaaditavad PDF-vormingus lllumina veebisaidilt. Minge veebisaidile
support.illumina.com, valige toode ning seejarel Dokumendid ja kirjandus.
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