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Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

&7 dokumenta un ta satura fpadumtiesibas pieder kompanijai lllumina, Inc. un tas saistitajiem uznémumiem (“llumina”),
un tos klientam paredzets izmantot tikai lguma noteiktaja veida saistiba ar Saja dokumenta aprakstito produktu lietosanu,
un tie nav paredzéti citiem noltikiem. So dokumentu un ta saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem nolikiem
un/vai citadi izzinot, atklat vai reproducét jebkada veida bez ieprieksejas rakstiskas lllumina piekriSanas. Ar So dokumentu
lllumina nenodod nevienu savu patentu, preCu zZimju, autortiesibu vai visparigo tiesibu licenci, ka ari nekadas lidzigas
jebkuras tre$as puses tiesibas.

Saja dokumenta sniegtos noradijumus ir stingri un precizi jaievéro kvalificétiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai
nodrosinatu Seit aprakstita produkta pareizu un drosu lietoSanu. Pirms $i produkta lietoSanas ir pilniba jaizlasa un jaizprot
viss 8T dokumenta saturs.

PILNIBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS SAJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES
PRODUKTA BOJAJUMI, PERSONU MIESAS BOJAJUMI, TOSTARP LIETOTAJU UN CITU PERSONU, UN CITA IPASUMA
BOJAJUMI, TURKLAT TIKS ANULETAS VISAS PRODUKTAM PIEMEROJAMAS GARANTIJAS.

ILLUMINA NEUZNEMAS NEKADU ATBILDIBU, KAS IZRIET NO NEPAREIZAS SAJA DOKUMENTA APRAKSTITA
PRODUKTA (TOSTARP TA DALU VAl PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.

© 2021 lllumina, Inc. Visas tiesibas paturétas.

Visas prec¢u zimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo Tpasnieku pasums. Konkrétu informaciju par prec¢u zimem skatiet vietne
www.illumina.com/company/legal.html.
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Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

Programmas Local Run Manager moduli Germline Variant ir paredzéts lietot ar testu lllumina TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx un NextSeq 550Dx. Kad Sis tests tiek lietots ar moduli Germline Variant, tests ir paredzéts, lai
sagatavotu bibliotekas, kuras tiek izmantotas DNA sekvencésanai no periféro pilnasinu paraugiem.

Analizes modulis izvérté pastiprinata DNA jeb amplikonu 1sos regionus attieciba uz variantiem. Izmantojot
fokusétu amplikonu sekvencésanu, konkrétos regionos var panakt augstu parklajumu. Skatiet iepakojuma
ieliktni TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokuments Nr. 1000000029772).

Germline Variant analizes modulim ir nepiecieSami 300 ciklu sekvencésanas paligmateriali. Plasaku informaciju
skatiet NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kitv2.5
iepakojuma ieliktnr.

Par So rokasgramatu

Saja rokasgramata ir sniegti noradijumi par izpildes parametru iestatidanu, lai veiktu sekvencéganu un analizi
Germline Variant analizes moduli. Informaciju par Local Run Manager informacijas panela un sistémas
iestatjumiem skatiet NextSeq 550Dx instrumenta atsauces rokasgramata (dokuments Nr. 700000000951 3).

Local Run Manager skatiSana

Local Run Manager saskarni var apskatit NextSeq 550Dx vadibas programmattra (NOS) vai timekla
parlukprogramma. Atbalstita timekla parlukprogramma ir Chromium.
;ri_ PIEZIME
" Ja izmantojat neatbalstitu parlukprogrammu, lejupieladéjiet atbalstito parlikprogrammu, kad tiek paradits
uzvednes zinojums "Confirm Unsupported Browser" (Apstiprinat neatbalstitu parlukprogrammu). Atlasiet
"here" (Seit), lai lejupieladétu atbalstito Chromium versiju.

SkatiSana instrumenta monitora
1 LaiLocal Run Manager saskarni skatitu instrumenta monitora, atlasiet kadu no talak noraditajam
opcijam.

NOS sakuma ekrana atlasiet Local Run Manager.
Kad tas ir pabeigts, labaja augseja sturt noklikSkiniet uz X, lai atgrieztos programmatura NOS.
Atlasiet ikonu Minimize NOS (Minimizet NOS), atveriet instrumenta esoso timekla parlikprogrammu
Chromium un adreses josa ierakstiet http://localhost.
Programmattru NOS var minimizét tikai lietotaji ar administratora tiesibam.

Skats no tiklam pievienota datora

1 Datora, kam ir piekluve tam pasam tiklam, kuram ir pievienots instruments, atveriet timekla parluku
Chromium un izveidojiet savienojumu, izmantojot instrumenta IP adresi vai instrumenta nosaukumu.
Pieméram, http://myinstrument.

Parametru iestatiSana

1 Piesakieties programmatura Local Run Manager.

2 Atlasiet Greate Run ( 1zveidot i zpildi) un pec t am atlasiet Germline Variant.
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Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

3 levadiet izpildes nosaukumu, kas identificé So izpildi no sekvencésanas, izmantojot analizi.
lzmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitrojumus vai defises.

4 [Neobligati] levadiet izpildes aprakstu, lai palidzetu identificet So izpildi.
Izmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitrojumus vai defises.

5 Nolaizamaja saraksta atlasiet paraugu skaitu un indeksu kopu.
Veicot atlasi, ir janem véra talak noradita informacija.

Nolaizamaja saraksta ir paraugu skaiti ar indeksu kopu. Pieméram, kopa 24-Set 1 norada, ka ir jateste
24 paraugi, izmantojot indeksus no indeksu kopas 1.

Indeksu kopu numuri attiecas uz dazadam i5 indeksu kopam. Gan kopa Set 1, gan kopa Set 2 nodrosina
indeksu dazadibu. Lai palidzetu noverst vienas kopas izsmelSanu, tiek piedavatas divas indeksu kopas.

Izvelieties tadu paraugu skaitu, kas ir vistuvakais jusu testéto paraugu skaitam. Ja saraksta nav precizi
atbilstoSa paraugu skaita, atlasiet vistuvako skaitu, bet mazaku par testéjamo skaitu. Pieméram, ja
vélaties testet 18 paraugus, atlasiet 16 paraugus.

Paraugu iedobju un indeksu kombinacijas, kas atbilst indeksu dazadibas prasibam, ir izceltas zala krasa.
Kad atlasat citas iedobju un indeksu kombinacijas, izpildes saglabasanas laika tiek paradits pazinojums,
ja indeksu dazadibas prasibas nav izpilditas.

Manifesta failuimportéSana izpildei

1 NodroSiniet, lai manifesti, kurus velaties importét, ir pieejami kada tikla atraSanas vieta vai USB atmina.
2  Atlasiet vienumu Import Manifests (Importét manifestus).

3 Dodieties uz manifesta failu un atlasiet manifestus, kurus vélaties pievienot.

;rﬂ PIEZIME
" Lai manifesta failus padaritu pieejamus visam izpildém, izmantojot Germline Variant analizes moduli,
pievienojiet manifestus, izmantojot funkciju Module Settings (Modula iestatijumi). Sai funkcijai ir
nepiecieSamas administratora Imena atlaujas. Plasaku informaciju skatiet NextSeq 550Dx instrumenta

atsauces rokasgramata (dokuments Nr. 7000000009513).

Paraugu noradisana izpildei
Noradiet paraugus izpildei, izmantojot vienu no talak noraditajam opcijam un virzieniem.

Enter samples manually (levadit paraugus manuali) — izmantojiet tukso tabulu ekrana Create Run
(Izveidot izpildi).

Import samples (Importet paraugus) — parejiet uz areju failu komatatdalitu vertibu (*.csv) formata. Ekrana
Create Run (Izveidot izpildi) ir pieejama lejupieladéjama veidne.

Kad paraugu tabula ir aizpildita, paraugu informaciju varat eksportét uz aréju failu. lzmantojiet So failu ka
atsauci, kad sagatavojat bibliotekas vai importéjiet failu citai izpildei.
Paraugu ievadisana manuali
1 levadiet unikalu parauga ID lauka Sample ID (Parauga ID).
Izmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, defises vai pasvitrojumus.
2 [ Neobligati] Pozitiviem un negativiem kontroles paraugiem noklikskiniet ar peles | abo pogu un atlasiet
kontroles tipu.

3 [ Neobligati] | evadiet parauga aprakstu | auka Sample Description ( Parauga apraksts).
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I[zmantojiet burtu un ciparu rakstzimes, defises vai pasvitrojumus.
Paraugu apraksti tiek piesaistiti paraugu nosaukumiem. Paraugu apraksti tiek parrakstiti, ja velaka izpilde
tads pats parauga nosaukums tiek izmantots atkal.

4 Atlasiet adapterilndex 1 (1. indekss) nolaizamaja saraksta Index 1 (i7).
Ja izmantojat ierosinatas paraugu iedobes, programmattra automatiski aizpilda i7 un i5indeksu
adapterus, kas atbilst dazadibas indeksu prasibam. Ja saraksta nav precizi atbilstosa testéjamo
paraugu skaita, noteikti atlasiet indeksu adapterus papildu iedobéem. Ja ir nepiecieSams atlasit indeksus
papildu iedobém vai ja nelietojat ieteiktas indeksu adapteru kombinacijas, pirms indeksu izvélesanas
noteikti izlasiet sadalu Bazu noteiksana un indeksu dazadiba 15. lpp.

5 Atlasiet adapteri Index 2 (2. indekss) nolaizamaja saraksta Index 2 (i5).
6 Atlasiet manifesta failu nolaizamaja saraksta Manifest.

7 lzvelieties kadu opciju, lai So plaksnes izkartojumu apskatitu, izdrukatu vai saglabatu ka atsauci
biblioteku sagatavosanai.
Atlasiet ikonu & Print (Drukat), lai paraditu plaksnes izkartojumu. Atlasiet Print (Drukat), lai izdrukatu
plaksnes izkartojumu.
Atlasiet Export (Eksportét), lai paraugu informaciju eksportétu uz aréju failu.
Parliecinieties, ka manifesta un paraugu informacija ir pareiza. Nepareiza informacija var ietekmet
rezultatus.

8 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Paraugu importéSana

1 Atlasiet Import Samples (Importét paraugus) un parlukojiet uz vietu, kur atrodas parauga informacijas
fails. Var importét divu veidu failus.

Atlasiet Template (Veidne) ekrana Create Run (Izveidot izpildi), lai izveidotu jaunu plaksnes
izkartojumu. Veidnes faila ir importéSanai piemérotie kolonnu virsraksti. levadiet paraugu informaciju
katra kolonna par izpildamajiem paraugiem. Izdzeésiet pieméra informaciju neizmantotajas Sunas un
péc tam saglabajiet failu.
Izmantojiet parauga informacijas failu, kas tika eksportéts no Germline Variant modula, izmantojot
funkciju Export (Eksportét).

2 Atlasiet ikonu = Print (Drukat), lai paraditu plaksnes izkartojumu.
Atlasiet Print (Drukat), lai izdrukatu plaksnes izkartojumu ka atsauci biblioteku sagatavosanai.

4 [Neobligati] Atlasiet Export (Eksportét), lai paraugu informaciju eksportétu uz aréju failu.
Parliecinieties, ka manifesta un paraugu informacija ir pareiza. Nepareiza informacija var ietekmét
rezultatus.

5 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Izpildes redigesana

Noradijumus par informacijas redigésanu jusu izpildé pirms sekvencésanas skatiet NextSeq 550Dx
instrumenta atsauces rokasgramata (dokuments Nr. 7000000009513).
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Germline Variant analizes modulis veic talak noraditas analizes darbibas un analizes izvades failus pec tam
ieraksta mapée Alignment (Izvietojums).

Demultipleksé indeksu nolasijumus
Genere FASTQ failus
Izvieto atbilstoSi atsaucei

|dentificé variantus

DemultiplekséSana

Veicot dekompleksésanu, katra indeksa nolasiSanas sekvence tiek salidzinata ar indeksu sekvencem, kuras
ir noraditas attiecigajai izpildei. Saja darbiba netiek nemtas vera nekadas kvalitates vértibas.

Indeksu nolasijumi tiek identificeti, izmantojot talak noraditas darbibas.
Paraugi tiek numuréti, sakot no 1, pamatojoties uz secibu, kada tie ir uzskaititi attiecigajai izpildei.
Parauga numurs O ir rezervéts klasteriem, kas nebija pieskirti paraugam.

Klasteri tiek pieskirti paraugam, ja indeksa sekvence sakrit precizi vai ja katra indeksa nolasijuma ir ne
vairak ka viena neatbilstiba.

FASTQ failu generésana

Péc demultipleksésanas programmattra generé starpposma analizes failus FASTQ formata — tas ir teksta
formats, kuru izmanto sekvencu attéloSanai. FASTQ failos ir nolasijumi katram paraugam un saistitie kvalitates
vertejumi. Klasteri, kas neizturéja filtra prasibas, tiek izslegti.

Katra FASTQ faila ir nolasijumi tikai par vienu paraugu, un 8 parauga nosaukums ir ieklauts FASTQ faila
nosaukuma. FASTQ falili ir galvena ievade izvietoSanai. Katram paraugam tiek generéti astoni FASTQ faili —
Cetrino izpildes Read 1 (1. nolasijums) un Cetri no izpildes Read 2 (2. nolasjums).

IzvietoSana
IzvietoSanas darbibas laika joslotais Smita-Vatermana (Smith-Waterman) algoritms katra parauga klasterus
izvieto pret manifesta faila noraditajam amplikona sekvencem.

Joslotais Smita-Vatermana algoritms veic semiglobalu sekvencu izvietoSanu, lai noteiktu idzigus regionus
starp divam sekvencem. Ta vieta, lai salldzinatu visu sekvenci, Smita-Vatermana algoritms salidzina visu
iespejamo garumu segmentus.

Katrs saparotu galu nolasijums tiek novertéts attieciba uz ta izvietojumu pret S nolasijuma attiecigajam
zondes sekvencem.

1. nolasijums tiek vertéts pret lejupstraumes lokusam raksturigo oligoelementu (Downstream Locus-
Specific Oligos — DLSO) reverso papildinajumu.

2. nolasijums tiek vertéts pret augSupstraumes lokusam raksturigajiem oligoelementiem (Upstream
Locus-Specific Oligos — ULSO).

Ja nolasijjuma sakums atbilst zondes sekvencei ta, ka nav vairak par tris atSkirlbbam (neatbilstibam vai
nobidem vadoso iespraudumu del), viss nolasijuma garums tiek izvietots pret amplikona mérki Sai
sekvencei.

Nemot vera testa Kimiju, iespraudumi DLSO un ULSO robezas netiek noveroti.
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Izvietojumi tiek atfiltréti no izvietoSanas rezultatiem, pamatojoties uz neatbilstibu koeficientiem vai nu
intereséjosajos regionos, vaivisa amplikona, atkariba no amplikona garuma. Atfiltrétie izvietojumi tiek ierakstiti
izvietojuma failos ka neizvietoti un netiek izmantoti variantu noteikSana.

Variantu noteikSana

llumina izstradatais variantu noteicéjs Pisces Variant Caller identificeé DNA parauga esoSos variantus.

Pisces variantu noteicéjs SNV, MNV un mazus iespraudumus identifice, izpildot 3talak aprakstitas darbibas.
Atseviski apsver katru poziciju atsauces genoma
Saskaita konkrétaja pozicija esosas bazes izvietotajiem nolasjumiem, kas parklajas ar So poziciju

Aprékina varianta novertejumu, kas méra noteikSanas kvalitati, izmantojot Puasona modeli. Varianti, kuru
kvalitates novertéjums ir zemaks par Q20, tiek izslegti.

Ja variants sekmigi iztur visus filtrus, Sis variants VCF tiek atziméts ka PASS.
Plasaku informaciju skatiet vietné github.com/lllumina/Pisces/wiki.

1 Local Run Manager informacijas panell noklikskiniet uz izpildes nosaukuma.

2 Cilne Run Overview (Izpildes parskats) apskatiet sekvencésanas izpildes metriku.

3 [Neobligati] Noklikskiniet uz ikonas Copy to ClipboardE (Kopét starpliktuve), lai nokopétu izvades
izpildes mapes celu.

4 Noklikskiniet uz cilnes Sequencing Information (Sekvencésanas informacija), lai apskatitu informaciju par
izpildes parametriem un paligmaterialiem.

5 Noklikskiniet uz cilnes Samples and Results (Paraugi un rezultati), lai apskatitu analizes atskaites
atrasanas vietu.
Ja analize tika atkartota, izversiet nolaizamo sarakstu Select Analysis (Atlasit analizi) un atlasiet
atbilstoso analizi.

6 Noklikskiniet uz ikonas Copy to Clipboard Lk (Kopét starpliktuve), lai nokopétu analizes mapes celu.

Plasaku informaciju par cilném Run Overview (Izpildes parskats) un Sequencing Information (Sekvencesanas
informacija) un par to, ka analizi ielikt rinda atkartoti, skatiet dokumenta NextSeq 550Dx instrumenta atsauces
rokasgramata (dokuments Nr. 7000000009513).

Analizes rezultatu kopsavilkums ir atrodams cilné Samples and Results (Paraugi un rezultati) un ka apkopota
atskaite mapé Alignment (Izvietojums). Atskaite par katru paraugu ir pieejama ari PDF faila formata katram
paraugam.

Dokuments Nr. 1000000030329 v04 LAV

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM


http://github.com/Illumina/Pisces/wiki

Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

Cilnes Samples and Results informacija

1 Lairedzétu parauga atskaiti, noklikSkiniet uz saraksta eso$a parauga.

1.tabula Izpildes un paraugu informacija

Kolonnas virsraksts
Run Status (Izpildes statuss)

Total Yield (GB) (Kopégjais
ieguvums (GB))

% = Q30

Sample ID (Parauga ID)

Total PF Reads (PF nolasijumi
kopa)

Read 1% = Q30 (2. nolasijuma %
>Q30)

Read 2% = Q30 (2. nolasijuma %
>Q30)

Autosome Call Rate (Autosomu
noteikSanas koeficients)

Apraksts
Norada, vai sekvencésanas izpilde bija sekmiga vai nesekmiga.

Sekvencesanas izpildé noteikto bazu skaits. Tiek radita sekmigas izpildisanas
sliekSnvertiba un sekmigas vai nesekmigas izpildes statuss.

Tadu nolasijumu procentualais daudzums sekvencésanas izpilde, kuru kvalitates
novertejums ir 30(Q30) vai lielaks. Tiek radita sekmigas izpildisanas sliekSnvertiba
un sekmigas vai nesekmigas izpildes statuss.

Parauga ID, kurs tika noradits, veidojot izpildi.

Filtra prasibas izturejuso nolasijumu kopéjais skaits.

Tadu nolasijumu procentualais daudzums 1. nolasijuma, kuru kvalitates
novertejums Sim paraugam ir 30(Q30) vai lielaks.

Tadu nolasijumu procentualais daudzums 2. nolasijuma, kuru kvalitates
novertejums Sim paraugam ir 30(Q30) vai lielaks.

Genomisko poziciju skaits autosomas (no 1. lidz 22. hromosomai), kas atbilst
iepriek$ definetajai parliecibas vértibas sliekSnvértibai, dalits ar izvaicato
autosomalo genomisko poziciju kopéjo skaitu. Noteik§8anas koeficients ir noradits
uz parauga bazes, un tas tiek zinots ka procentualais daudzums, kurs ir aprekinats
ka 1 minus (autosomalo poziciju skaits ar nepilnigu noteikSanu, dalits ar sekvencéto
autosomalo poziciju kopéjo skaitu.

2.tabula Sample Report informacija

Kolonnas virsraksts
Sample (Paraugs)
Report Date (Atskaites datums)

Sample Information (Paraugu
informacija)

Amplicon Summary (Amplikonu
kopsavilkums)

Read Level Statistics (Nolasijuma
imena statistika)

Variants Summary (Variantu
kopsavilkums)

Coverage Summary (Parklajuma
kopsavilkums)

Apraksts
Parauga ID, kurs tika noradits, veidojot izpildi.
Atskaites generéSanas datums.

Parauga ID, kurs tika noradits, veidojot izpildi, kopé€jais filtru izturéjuso nolasijumu
skaits §aja parauga, tadu nolasijumu procentualais daudzums Sim paraugam, kuru
kvalitates novertejums ir 30(Q30) vai lielaks, un autosomalas noteikSanas
koeficients.

Kopéjais sekvencéto amplikonu regionu skaits un kopéjais sekvencéto amplikonu
bazu paru garums mérka regionos $im paraugam un manifesta failam. Manifesta
fails norada atsauces genomu un mérka atsauces regionus, kuri tika izmantoti
izvietoSanas darbiba.

Parauga nolasijumu skaits un procentualais daudzums, kas noklaj katru poziciju
atsaucé 1. nolasijumam un 2. nolasijumam.

Konstateto SNV, ievietojumu un izdzésumu skaits tadam paraugam, kurs sekmigi
nokartoja ierosinatas vertibas, lai noteiktu, vai kvalitates rezultati atbilst
pienemamajam diapazonam.

lzvietoto bazu kopéjais skaits, dalits ar mérka regiona lielumu, un amplikonu regionu
procentualais daudzums ar parklajuma vertibam, kuras ir lielakas par zema
parklajuma slieksnvertibu 0,2 * amplikonu vidéjais parklajums, Sim paraugam.
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Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

Kolonnas virsraksts Apraksts
Coverage Plots (Parklajumu Diagramma Coverage by Amplicon Region (Parklajums péc amplikona regiona)
diagrammas) attiecigajam paraugam ir redzams parklajums amplikonu regionos. Regdioni, kuru

parklajuma vertibas ir mazakas par parklajuma sliekSnvertibu, ir izcelti sarkana
krasa. Visu vertibu videja vertibu ir norada ar oranzu [iniju.

Software Versions Programmatiras versijas, kad tika veikta parauga sekvencésana. letver
(Programmaturas versijas) NextSeq 550Dx vadibas programmaturas (NOS), Local Run Manager
programmaturas, RTA programmattras un Germline Variant Module versiju.

Germline Variant analizes modulim tiek generéti talak noraditie analizes izvades faili, un tie sniedz analizes
rezultatus attieciba uz izvietojumu un variantu noteikSanu. Analizes izvades faili atrodas mapé Alignment
(Izvietojums).

Faila nosaukums Apraksts
Demultipleksésana (*.txt) Starpposma faili, kuros ir demultiplekséSanas kopsavilkuma rezultati.
FASTQ (*.fastq.gz) Starpposma faili, kuros ir bazu noteikSanas ar kvalitates novertejumu. FASTQ

faili ir galvena ievade izvietoSanas darbibai.

lzvietojuma faili BAM formata (*.bam) Satur izvietotus nolasijumus attiecigajam paraugam.

Variantu noteikSanas faili genoma Satur genotipu katrai pozicijai, neatkarigi no ta, vai noteikti ka variants vai
VCF formata (*.genome.vcf.gz) noteikti ka atsauce.
Variantu noteikSanas faili VCF Satur visus noteiktos variantus mérka regiona.

formata (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Satur informaciju par parklajumu uz amplikonu katra parauga katram
noraditajam manifestam. M# apzimé manifesta numuru.

DemultiplekséSanas failu formats

DemultiplekséSanas procesa tiek nolasita katram klasterim pievienota indeksu sekvence, lai noteiktu, no kura
parauga attiecigais klasteris ir radies. Kartésana starp klasteriem un parauga numuru tiek ierakstita
demultiplekséSanas (*.demux) faila katram plusmas Sunas elementam.

Demultipleksésanas faila nosaukumdosanas formats ir s_1_X.demux, kur X ir elementa numurs.
DemultiplekséSanas faili sakas ar galveni:

Versija (4 baitu vesels skaitlis), paslaik 1

Klasteru skaits (4 baitu vesels skaitlis)
Faila atlikusi dala sastav no paraugu numuriem katram klasterim no attieciga elementa.

Kad demultiplekséSanas darbiba ir pabeigta, programmatira generé demultipleksésanas failu ar nosaukumu
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

Faila nosaukuma F1 norada plusmas Sunas numuru.
Faila nosaukuma L1 norada joslas numuru.

DemultiplekséSanas rezultati tabula ar 1 rindu katram elementam un 1 kolonnu katram paraugam, tostarp
paraugam O.

Indeksu nolasisanas visbiezak sastopamas sekvences.
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FASTQ failu formats

FASTQ ir teksta failu formats, kura ir bazu noteikSanas un kvalitates vertibas katram nolasjumam. Katra
ieraksta ir 4 talak noraditas rindas.

Identifikators

Sekvence

Plus zZime (+)

Phred kvalitates novertejumi ASCII + 33 kodéta formata
Identifikators ir formatets Sadi:

@Instruments:|zpildes|D: PlismasSinasID: Josla:Elements: X:Y
NolasjumaNum:FiltraKarodzin§:0: ParaugaNumurs

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

+

<> ##=><9=AAAAAAAAAAH : <H#<; <KL 4#=

BAM failu formats

BAM fails (*.bam) ir SAM faila kompreséta binara versija, kas tiek izmantota, lai attélotu izvietotas sekvences

idz 128 Mb lieluma. SAM un BAM formati ir plasak aprakstiti dokumenta samtools.github.io/hts-
specs/SAMv1.pdf.

BAM failos tiek izmantots nosaukumdosanas formats ParaugaNosaukums_S#.bam, kur # ir parauga numurs,

kuru nosaka seciba, kada paraugi ir noraditi izpildei.
BAM failos ir galvenes sekcija un izvietojuma sekcija.

Header (Galvene) — satur informaciju par visu failu, pieméram, parauga nosaukumu, parauga garumu un

izvietoSanas metodi. Izvietojumi izvietojumu sekcija ir saistiti ar konkrétu informaciju galvenes sekcija.

Alignments (Izvietojumi) — satur nolasijuma nosaukumu, nolasijuma sekvenci, nolasijuma kvalitati,
izvietojuma informaciju un pielagotus tagus. Nolasjuma nosaukums ietver hromosomu, sakuma
koordinati, izvietojuma kvalitati un atbilstibas deskriptora virkni.

Izvietojumu sekcija par katru nolasjumu vai nolasijumu pari ir ieklauta talak noradita informacija.
AS: saparoto galu izvietojuma kvalitate
RG: nolasjumu grupa, kura norada nolasijumu skaitu konkrétam paraugam.
BC: svitrkoda tags, kur§ norada demultiplekséta parauga ID, kurs ir saistits ar So nolasjumu.
SM: atsevisko galu izvietojuma kvalitate.
XC: atbilstibas deskriptora virkne
XN: amplikona nosaukuma tags, kurs$ ieraksta ar nolasijumu saistito amplikona 1D

BAM indeksa faili (*.bam.bai) nodrosina atbilstosa BAM faila indeksu.
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VCF failu formats

Variantu noteikSanas formats (Variant Call Format — VCF) ir parasti izmantotais faila formats, ko ir izstradajusi

genomikas zinatnieku kopiena. Taja ir informacija par variantiem, kas ir atrasti noteiktas atsauces genoma

pozicijas. VCF faili beidzas ar sufiksu .vcf

VCF faila galvena ir VCF failu formata versija un variantu noteicgja versija, ka ari uzskaititas atlikusaja faila dala

izmantotas anotacijas. VCF galvene ietilpst arm atsauces genoma fails un BAM fails. Galvenes pédéja rinda ir

kolonnu virsraksti datu rindam. Katra VCF faila datu rinda ir informacija par vienu variantu.

VCF failu virsraksti

Virsraksts
CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Apraksts

Atsauces genoma hromosoma. Hromosomas ir redzamas tada pasa seciba ka atsauces FASTQ
faila.

Varianta vienas bazes pozicija atsauces hromosoma.

Attieciba uz SNP &I pozicija ir atsauces baze ar variantu; attieciba uz iespraudumiem vai
izdzésumiem §I poZicija ir atsauces baze tiesi pirms varianta.

Varianta rs numurs, kas ir ieguts no dbSNP.txt, ja piemérojams. Ja Saja vieta ir vairaki rs numuri,
saraksta elementi ir atdaliti ar semikolu. Ja Saja pozicija nav neviena dbSNP ieraksta, tiek
izmantots trukstosas véertibas markieris ('.") .

Atsauces genotips. Pieméeram, vienas T dzéSana tiek paradita ka atsauces TT un alternativa T.
Vienas nukleotidu sekvences variants no A uz T tiek paradits ka atsauces A un alternativa T.

Aleles, kas atSkiras no atsauces nolasijuma.
Piemeram, vienas T ievietoSana tiek paradita ka atsauces A un alternativa AT. Vienas nukleotidu
sekvences variants no A uz T tiek paradits ka atsauces A un alternativa T.

Variantu noteic€ja pieskirts kvalitates novertéjums péc Phred skalas.

Augstaki vertejumi norada uz augstaku parliecibu par variantu un zemaku kludu iespéjamibu.
Kvalitates novértejumam Q aplésta kltadu iespajamiba ir 10" @19, Piemaram, Q30 noteiksanas
gadijumu kopai kludu intensitate ir 0,1%. Daudzi variantu noteicé&ji savus kvalitates noverteéjumus
pieskir, pamatojoties uz saviem statistiskajiem modeliem, kuri ir augsti attieciba pret noveroto
klGdu intensitati.
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Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

VCF failu anotacijas

Virsraksts
FILTER (Filtrs)

INFO

FORMAT (Formats)

SAMPLE (Paraugs)

Apraksts

Ja ir sekmigi nokartoti visi filtri, filtra kolonna ir rakstits PASS (Nokartots).

e LowDP — lietots vietam, kuru parklajuma dzilums ir zem 150x. Amplikonu pozicijam, kuras
parklaj gan nolasiSsana uz prieksu, gan nolasiSana atpakal, tas ir lidzvertigs 300 saparotu galu
nolasijumiem, kas savstarpéji parklajas.

® g20 — kvalitates novertejums < 20.

e MultiAllelicSite — variants neatbilst diploida modelim.

* R5x9 — blakus eso$o atkartojumu (kuru garums ir no 1 lidz 5 bp) skaits uz variantu
noteikSanas gadijumiem = 9.

e SB — dzislas nosliece parsniedz doto slieksnvertibu.

Kolonna INFO (Informacija) tostarp var but talak noraditie ieraksti.

e AC — alelu skaits genotipos katrai ALT alelei, tada pasa seciba, ka noradits.

e AF — alelu frekvence katrai ALT alélei, tada pasa seciba, ka noradits.

e AN — kopéjais alélu skaits noteiktajos genotipos.

e CD — karodzins, kurs norada, ka SNP notiek eksona ar vismaz 1 RefGene ierakstu.

e DP — dzilums (skaits bazu noteiksanam, kuras ir izvietotas pozicija un izmantotas variantu
noteiksana).

e Exon — komatatdalits saraksts ar eksonu regioniem, kas ir nolasiti no RefGene.

e FC — funkcionalas sekas.

e Gl — komatatdalits saraksts ar génu ID, kas ir nolasiti no RefGene.

e QD — varianta parlieciba/kvalitate péc dziluma.

e TI — komatadalits saraksts ar norakstu ID, kas ir nolasiti no RefGene.

Formata kolonna ir uzskaititi lauki, un tie ir atdaliti ar koliem. Piemeéram, GT:GQ. Sniegtais lauku

saraksts ir atkarigs no izmantota variantu noteicéja. Tostarp ir pieejami talak noraditie lauki.

e AD — ieraksts forma X,Y, kur Xir atsauces noteikSanas gadijumu skaits un Y ir alternativo
noteikS8anas gadijumu skaits.

e DP — aptuvens nolasiSanas dzilums; tiek affiltreti nolasijumi ar MQ=255 vai ar sliktu atbilstibu.

e GQ — genotipa kvalitate.

e GT — genotips. 0 atbilst atsauces bazei, 1 atbilst pirmajam ierakstam kolonna ALT un ta talak.
Uz priekSu versta slipsvitra (/) norada, ka nav pieejama nekada informacija par fazeSanu.

e NC — to bazu dala, kuras netika noteiktas vai kuru bazu noteikSanas kvalitate bija zem
minimalas slieksnvértibas.

e NL — trokSna limenis; aplése par bazu noteikSanas troksni Saja pozicija.

e SB— dzislas nosliece Saja pozicija. Lielakas negativas vértibas norada uz mazaku noslieci;
vertibas tuvu 0 norada uz lielaku noslieci.

e VF — variantu frekvence; alternativo aléli atbalstoSo nolasijumu procentualais daudzums.

Parauga kolonna ir vértibas, kuras ir noraditas kolonna FORMAT (Formats).

Genoma VCFfalili

Genoma VCF (gVCF) faili ir VCF v4.1 faili, kuros tiek izmantota kopa ar metodém visu genoma vietu attéloSanai
sapratigi kompakta formata. gVCF (*.genome.vcf.gz) failos katram paraugam viena faila ir visas interesgjosaja

regiona esosas vietas.

gVCF faila ir paraditas nenoteiktas vietas tajas pozicijas, kas nav izturéjusas visus filtrus. genotipa (GT) tags./.
norada uz nenoteikSanu.

Plasaku informaciju skatiet vietneé sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.
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Amplikona parklajuma fails

Katram manifesta failam tiek generéts viens amplikona parklajuma fails. Faila nosaukuma M# norada

manifesta numuru.

Katra faila ir galvenes rinda, kur ir ar manifestu saistitie paraugu ID. Faila ir talak noradita informacija.
Merka ID, kads ir noradits manifesta.

Parklajuma dzilums tiem nolasijumiem, kas sekmigi iztur filtru.

Papildu izvades faili

Talak noraditie izvades faili sniedz papildu informaciju vai apkopo izpildes rezultatus un analizes kltdas. Lai
gan Sie faili nav nepiecieSami, lai novertétu analizes rezultatus, tos var izmantot problemu novérSanai. Ja vien
nav noradits citadi, visi faili atrodas mapé Alignment (Izvietojums).

Faila nosaukums Apraksts

AnalysisLog.txt Apstrades zurnals, kura ir aprakstita katra darbiba, kas notika pasreizéjas izpildes
mapes analizes laika. Saja faila nav Kltidu zinojumu.
Atrodas mape Alignment (Izvietojums).

AnalysisError.txt Apstrades zurnals, kura ir uzskaititas visas klidas, kas notika analizes laika. Ja nav
bijis nevienas kltudas, Sis fails ir tukss.
Atrodas mapé Alignment (lzvietojums).

DemultiplexSummaryF1L1#.txt Zino demultipleksésanas rezultatus tabula ar 1 rindu katram elementam un
1 kolonnu katram paraugam. Ar # ir apziméta plismas Sunas josla 1, 2, 3 vai 4.
Atrodas mapé Alignment (lzvietojums).

AmpliconRunStatistics.xml Satur kopsavilkumu par izpildei raksturigo statistisko informaciju.
Atrodas mapé Alignment (lzvietojums).

Analizes mape
Analizes mapé ir faili, kurus ir generéjusi programmatra Local Run Manager.
lzvades mapes un analizes mapes attiecibu kopsavilkums.

Sekvencésanas laika reallaika analize (Real-Time Analysis — RTA) aizpilda izvades mapi ar failiem, kuri ir
generéti attéla analizes, bazu noteikSanas un kvalitates novértésanas laika.

RTA kope failus uz analizes mapi reallaika. Kad RTA pieskir kvalitates novertejumu katrai bazei katra
cikla, programmatura ieraksta failu RTAComplete.txt abas mapeés.

Kad ir pieejams fails RTAComplete.txt, sakas analize.

Analizei turpinoties, programmatura Local Run Manager ieraksta izvades failus analizes mapé un pec tam
kopé Sos failus atpakal uz izvades mapi.

lzvietojuma mapes

Katru reizi, kad analize tiek ielikta rinda atkartoti, Local Run Manager izveido izvietojuma mapi ar nosaukumu
Alignment_N, kur Nir kartas numurs.
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Mapju struktura

= Alignment (Izvietojums) — satur *.bam, *.vcf, FASTQ failus un failus, kas ir raksturigi attiecigajam analizes
modulim.

= Date and Time Stamp (Datuma un laika spiedogs) — analizes Date_time spiedogs formata
GGGGMMDD_HHMMSS

5] 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
=l Sample1.bam
= FASTQ
[ Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[~ Stats (Statistiska informacija)
=] DemuxSummaryF1L1.txt
=l FastgSummaryF1L1.txt
[ Data (Dati)

[~ Intensities (Intensitates)

[~ BaseCalls (Bazu nosauksanas vienumi)
[F71L001 — satur *.bcl failus.
(= L001 — satur *.locs failus.

[~ RTA Logs (RTA zurnali) — satur zurnalfailus no RTA programmaturas analizes.
= InterOp — satur binaros failus, kas tiek izmantoti, lai zinotu par sekvencésanas izpildes metriku.
() Logs (Zurnali) — satur zurnalfailus, kuros ir aprakstitas sekvencésanas laika veiktas darbibas.
=l RTAComplete.txt

El Runinfo.xml

[E] RunParameters.xml
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Bazu noteikSana un indeksu dazadiba

Kad NextSeq 550Dx instrumenta paraugiem tiek veikta sekvencésana, ar bazu noteikSanu tiek noteikta kada
baze (A, C, G vaiT) ikvienam klasterim attiecigaja elementa jeb attélveidoSanas apgabalam plismas $tna,
konkréeta cikla. NextSeq 550Dx instrumenta tiek izmantota divkanalu sekvencéSana, kurai etru DNA bazu
iekodéSanai ir nepieciesami tikai divi atteli — viens no sarkana kanala un viens no zala kanala.

Bazu noteikSanas indeksa nolasiSanas process atSkiras no bazu noteikSanas citu nolasisanu laika.

Indeksa nolasiSanai ir jasakas ar vismaz vienu bazi, kas nav G, kada no pirmajiem diviem cikliem. Ja indeksa
nolasiSana sakas ar diviem bazes noteikSanas gadijumiem bazei G, netiek generéta nekada signala
intensitate. Lai nodrosinatu demultipleksesanas veiktspéju, kada no pirmajiem diviem cikliem ir jabt
signalam.

Kad izpildes izveides laika tiek atlasttiindeksi, tiek paradits bridinajums par zemu dazadibu, ja indeksi
neatbilst dazadibas prasibam. Lai noverstu bridinajumu par zemu dazadibu, atlasiet indeksu sekvences, kas
ikvienam ciklam nodroSina signalu abos kanalos.

Sarkanais kanals — Avai C
Zalais kanals — Avai T

Sis bazu noteik&anas process nodrogina precizitati, analizéjot paraugus ar zemu pleksa skaitli. Plagaku
informaciju par jusu indeksu sekvencém skatiet iepakojuma ieliktni TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
(dokuments Nr. 1000000029772).

Kad programma Local Run Manager veidojat izpildi, jums ir jaizvelas testéjamo paraugu skaits. lerosinatas
indeksu kombinacijas, kas atbilst indeksu dazadibas prasibam, programmatura aizpilda automatiski. Lai gan
ierosinatas indeksu kombinacijas jums nav jaizmanto obligati, tas izmantot ir ieteicams.

Dokuments Nr. 1000000030329 v04 LAV 15

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM



Local Run Manager Germline Variant Analysis Module darbplismas rokasgramata NextSeq 550Dx instrumentam

Parskatijumu vésture

Dokuments Datums Izmainu apraksts

Dokumenta 2021. gada Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.

Nr. 1000000030329 v04 augusts

Dokumenta 2020. gada Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.
Nr. 1000000030329 v03 aprili Atjauninata Australijas sponsora adrese.
Dokuments 2019. gada Pievienota informacija par v2.5 reagentu komplektiem.
Nr. 1000000030329 v02 janvaris

Dokumenta 2018. gada Atjauninats normativais markejums.

Nr. 1000000030329 vO1 augusts

Dokumenta 2017. gada Sakotnejais laidiens.

Nr. 1000000030329 v00 novembris
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Tehniska palidziba

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

Timekla vietne:
E-pasta adrese:

lllumina klientu atbalsta dienesta talruna numuri

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Regions Bezmaksas Regionalais
Ziemelamerika +1.800.809.4566

Apvienota Karaliste +44 8000126019 +44 2073057197
Australija +1.800.775.688

Austrija +43 800006249 +43 19286540
Belgija +32 80077160 +32 34002973
Danija +45 80820183 +45 89871156
Francija +33 805102193 +33 170770446
Honkonga 800960230

Italija +39 800985513 +39 236003759
Trija +353 1800936608 +353 016950506
Japana 0800.111.5011

Jaunzélande

0800.451.650

Kina 400066 5835

Niderlande +31 8000222493 +31 207132960
Norvégija +47 800 16836 +47 21939693
Singapira +1.800.579.2745

Somija +358 800918363 +358 974790110
Spanija +34 911899417 +34 800300143
Sveice +41 565800000 +41 800200442
Taivana 00806651752

Vacija +49 8001014940 +49 8938035677
Zviedrija +46 850619671 +46 200883979

Citas valstis

+44.1799.534000

DroSibas datu lapas (DDL) — pieejamas lllumina timekla vietné: support.illumina.com/sds.html.

Produkta dokumentacija — pieejama lejupieladei PDF formata lllumina timekla vietneé. Dodieties uz vietni
support.illumina.com, atlasiet produktu un péc tam atlasiet Documentation & Literature (Dokumentacija un

literatura).
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