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Local Run Manager somatisko variantu analizes modula darbpltsmas celvedis instrumentam NextSeqg 550Dx
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Local Run Manager somatisko variantu analizes modula darbpltsmas celvedis instrumentam NextSeg 550Dx

Programmatdras Local Run Manager moduli Somatic Variant (Somatiskie varianti) paredz izmantot ar testu
lllumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx un NextSeq 550Dx. Kad testu izmanto kopa ar moduli Somatic
Variant (Somatiskie varianti), tests sagatavo bibliotékas, ko lieto DNS sekvencésanai audos, kas fikséti ar
formalinu un iegremdeéti parafina (Formalin-fixed Paraffin-embedded — FFPE). Tests nosaka somatiskas
mutacijas ar zemu variantu veidoSanas biezumu.

Analizes modulis novérté amplificeétas DNS Tsos regionus jeb amplikonus variantiem. Mérktieciga amplikonu
sekvencésana nodro$ina lielu parklajumu atseviskiem regioniem, kad paraugu ir daudz. Analizes modulis veic
sekundaro analizi un parskatu generé8anu no sekvencésanas izpildes sérijam, izmantojot divu virzienu pieeju
ar tieSajam un atgriezeniskajam oligonukleotidu kopam. Skatiet So lietoSanas instrukciju: TruSeq Custom
Amplicon Kit Dx (dokumenta Nr. 1000000029772).

Analizes modulim Somatic Variant (Somatiskie varianti) ir nepiecieSami sekvencésanas paligmateriali no
300 cikliem. Papildinformaciju skatiet Saja lietosanas instrukcija: NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2
vai NextSeq 550Dx High Output Reagent Kitv2.5.

Par So rokasgramatu

Saja rokasgramata ir sniegti noradijumi, ka iestatit somatisko variantu analizes modula izpildes parametrus
sekvenceésanai un analizei. Informaciju par Local Run Manager informacijas paneli un sistemas iestatijumiem
skatiet Instrumenta NextSeq 550Dx atsauces rokasgramata (dokumenta Nr. 1000000009513).

Local Run Manager skatiSana

Local Run Manager saskarne ir skatama, izmantojot instrumenta NextSeq 550Dx operétajsistemas
programmaturu (NOS) vai timekla parlikprogrammu. Atbalstita timekla parlukprogramma ir Chromium.

T’. _ PIEZIME
" Ja izmantojat neatbalstitu parlukprogrammu, lejupieladgjiet atbalstito parlukprogrammu, kad tiek paradita

uzvedne ar zinojumu “Confirm Unsupported Browser” (Apstiprinat neatbalstitu parlukprogrammu). Atlasiet
“here” (Seit), lai lejupieladétu atbalstto Chromium versiju.

SkatiSana instrumenta monitora

1 Laiinstrumenta monitora skatitu programmaturas Local Run Manager saskarni, atlasiet vienu no §im
opcijam:
NOS sakuma ekrana atlasiet programmattru Local Run Manager.
NoklikSkiniet uz simbola X augseja labaja sturi, lai peéc darba pabeigSanas atgrieztos uz NOS.
Atlasiet ikonu Minimize NOS (Minimizét NOS), atveriet timekla parlukprogrammu Chromium
instrumenta un adreses josla ievadiet http://localhost.
Minimizét NOS var tikai lietotaji ar administratora tiesioam.

Skatisana tikla datora

1 Datora, kam ir piekluve tam pasam tiklam ka instrumentam, atveriet timekla parlukprogrammu Chromium
un izveidojiet tikla savienojumu, izmantojot instrumenta IP adresi vai instrumenta nosaukumu. Pieméram,
http://myinstrument.

Dokumenta Nr. 1000000030330 v04 LAV

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM



Local Run Manager somatisko variantu analizes modula darbpltsmas celvedis instrumentam NextSeg 550Dx

Parametru iestatiSana

1 Piesakieties programmatura Local Run Manager.
2 lzvelieties Create Run (Izveidot izpildi) un atlasiet Somatic Variant (Somatiskais variants).
3 levadiet izpildes nosaukumu, kas identificé izpildi no sekvencéSanas lidz analizei.
lzmantojiet burtciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitras vai domuzimes.
4 [Neobligati] levadiet izpildes aprakstu, lai izpildi butu vieglak identificet.
Izmantojiet burtciparu rakstzimes, atstarpes, pasvitras vai domuzimes.
5 Nolaizamaja saraksta atlasiet paraugu skaitu un radijumu kopu.
Veicot izveli, nemiet vera talak noradito informaciju.

Nolaizamaja saraksta ir paraugu skaits ar radijumu kopu. Pieméram, 24-Set 1 (24 — 1. kopa) norada
24 testejamos paraugus ar radijumiem no 1. radijumu kopas.

Radijumu kopu numuri attiecas uz dazadam i5 radijumu kopam. Gan 1., gan 2. kopa nodrosina raditaju
dazadibu. Lai noverstu vienas kopas noplicinaanu, tiek piedavatas divas radijumu kopas.

Izvelieties paraugu skaitu, kas ir vistuvakais parbaudamo paraugu skaitam. Ja saraksta nav noradits
precizs paraugu skaits, atlasiet tuvako, bet mazaku par parbaudamo skaitu. Pieméeram, ja velaties
parbaudit 18 paraugus, atlasiet 16 paraugus.

Parauga nodalijumu un raditaju kombinacijas, kas atbilst raditaju dazadibas prasibam, ir izceltas zala
krasa. Ja atlasat citas paraugu nodaljumu un raditaju kombinacijas un ja nav izpilditas prasibas par
raditaja dazadibu, izpildes saglabasanas bridi tiek paradits pazinojums.

Izpildes manifestejamo failuimporteésana
1 Parliecinieties, vai importéjamas manifestacijas ir pieejama tikla vieta vai USB diska.
2 Atlasiet Import Manifests (Importét manifestacijas).
3 Dodieties uz manifestaciju failu un atlasiet manifestacijas, kuras velaties pievienot.
T‘. PIEZIME
" Lai manifestaciju failus padaritu pieejamus visam izpildem, izmantojot somatisko variantu analizes modulli,
pievienojiet manifestacijas, izmantojot funkciju Module Settings (Modula iestatijumi). Sai funkcijai ir vajadzigas

administratora Imena lietotaja atlaujas. Papildinformaciju skatiet Instrumenta NextSeq 550Dx atsauces
rokasgramata (dokumenta Nr. 71000000009513).

Izpildes paraugu noradisana
Noradiet izpildes paraugus, izmantojot vienu no opcijam un talak esosajiem noradijumiem.
Manuala paraugu ievade — izmantojiet tukSo tabulu ekrana Create Run (Izveidot izpildi).

Paraugu importé8ana — parejiet uz areju failu komatatdalito vertibu (*.csv) formata. Ekrana Create Run
(Izveidot izpildi) lejupieladei ir pieejama veidne.

Kad ir aizpildita paraugu tabula, varat eksportét parauga informaciju areja faila. 1zmantojiet failu ka atsauci,
sagatavojot bibliotekas vai importejot failu citai izpildei.
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Manuala paraugu ievade

1 levadiet unikalu parauga nosaukumu lauka Sample Name (Parauga nosaukums).
Izmantojiet burtciparu rakstzimes, domuzimes vai pasvitras.
Parauga nosaukums tiek ievadits automatiski atbilstoSaja nodaljuma otraja kopa.

2 [Neobligati] Pozitivas vai negativas kontroles paraugiem veiciet klikSki ar peles labo pogu un atlasiet
kontroles veidu.
Kontrole viena parauga nodaljuma automatiski aizpilda atbilstoSo nodaljumu otraja kopa ar tadu pasu
kontroli.

3 [Neobligati] levadiet parauga aprakstu lauka Sample Description (Parauga apraksts).
Izmantojiet burtciparu rakstzimes, domuzimes vai pasvitras.
Parauga apraksts tiek automatiski ievadits atbilstoSaja nodaljuma otraja kopa.
Paraugu apraksti ir saistiti ar paraugu ID. Paraugu aprakstus parraksta, ja tas pats parauga ID vélak tiek
izmantots cita izpildes sérija.

4 Atlasiet 1. raditaja adapteri 1. indeksa (i7) nolaizamaja saraksta.
Kad izmantojat ieteiktos paraugu nodaljumus, programmatura automatiski norada i7 un i5 raditaja
adapterus, kas atbilst prasibam par raditaja daudzveidibu. Ja precizais parbaudamo paraugu skaits nav
noradits saraksta, atlasiet indeksa adapterus papildu nodaljumiem. Ja nepiecieSams atlasit raditajus
papildu nodaljumiem vai arl, ja neizmmantojat ieteicamas raditaja adapteru kombinacijas, pirms raditaju
izveles obligati izlasiet sadalu Bazes noteiksana un raditaju daudzveidiba 16. Ipp.

5 Atlasiet 2. raditaja adapteri 2. raditaja (i5) nolaizamaja saraksta.

6 Atlasiet manifestacijas failu nolaizamaja saraksta Manifest (Manifestacija).
Akopa esoSiem paraugiem ir nepiecieSams cits manifestacija neka paraugiem B kopa.

7 lzvelieties opciju, lai skatitu, drukatu vai saglabatu plaksnes izkartojumu ka atsauci biblioteku
sagatavosanai.
Atlasiet ikonu = Print (Drukat), lai paraditu plates izkartojumu. Atlasiet opciju Print (Drukat), lai
drukatu plaksnes izkartojumu.
Atlasiet opciju Export (Eksportét), lai eksportétu parauga informaciju uz argjo failu.
Parliecinieties, ka manifestacijas un parauga informacija ir pareiza. Nepareiza informacija var ietekmet
rezultatus.

8 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

ParauguimporteSana

1 Izvelieties Import Samples (Importét paraugus) un atrodiet parauga informacijas faila atrasanas vietu. Ir
divu veidu faili, kurus varat importeét.

Ekrana Create Run (Izveidot izpildi) atlasiet Template (Veidne), lai izveidotu jaunu plates izkartojumu.
Veidnes fails satur pareizus kolonnu virsrakstus importésanai. Katra kolonna ievadiet informaciju par
izpildes paraugiem. Izdzésiet neizmantotajas Sunas esoso parauginformaciju un pec tam saglabajiet
failu.
Izmantojiet informacijas parauga failu, kas tika eksportéts no modula Somatic Variant (Somatiskais
variants), izmantojot funkciju Export (Eksportét).

2 Atlasiet ikonu = Print (Drukat), lai paraditu plates izkartojumu.

3 Atlasiet Print (Drukat), lai izdrukatu plates izkartojumu ka atsauci biblioteku sagatavosanai.
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4 [Neobligati] Izvelieties Export (Eksportét), lai eksportetu parauga informaciju areja faila.
Parliecinieties, ka manifestacijas un parauga informacija ir pareiza. Nepareiza informacija var ietekmet
rezultatus.

5 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Izpildes redigesana

Noradijumus par izpildes informacijas redigéSanu pirms sekvencésanas skatiet Instrumenta NextSeq 550Dx
atsauces rokasgramata (dokumenta Nr. 71000000009513).

Analizes modull Somatic Variant (Somatiskie varianti) tiek izpilditas talak noraditas analizes darbibas, un péc
tam analizes izvades faili tiek ierakstiti mapé Alignment (Salidzinasana).

Demultipleksétie raditaju nolasijumi
FASTQ failu generésana
Salidzinasana ar atsauci

Variantu identificeéSana

DemultipleksésSana

Demultipleksésana salidzina katra raditaja nolasijuma sekvenci ar raditaja sekvencém, kas noraditas izpildes
sérijai. Saja darbiba netiek nemtas véera kvalitates véertibas.

Raditaju nolasijumi tiek identificeti, veicot talak noraditas darbibas.
Paraugi tiek numuréti, sakot no 1, seciba, kada tie ir uzskaititi izpildes sérijas veikSanai.
Nulles paraugs (0) ir rezervéets klasteriem, kas netika pieskirti paraugam.

Klasterus pieskir paraugam, ja raditaja sekvence precizi atbilst vai ja katram raditaja nolasjumam pastav
ne vairak ka viena neatbilstiba.

FASTQ faila generéSana

Péc demultipleksésanas programmatdra generé starpposma analizes failus FASTQ formata, kas ir sekvencu
attélosana izmantots teksta formats. FASTQ failos ir katra parauga nolasijumi un ar tiem saistitie kvalitates
raditaji. Klasteri, kas netika cauri filtram, tiek izslegti.

Katra FASTQ faila ir nolasijumi tikai vienam paraugam, un Si parauga nosaukums ir ieklauts FASTQ faila
nosaukuma. FASTQ faili ir galvena salidzinasanas ievade. Katram paraugam tiek generéti astoni FASTQ faili
katra oligo kopa, ¢etrino Read 1 (1. nolasijuma) un ¢etri no Read 2 (2. nolasjuma), generéjot kopuma

16 FASTQ failus vienam paraugam.

Salidzinasana

SalidzinaSanas gaita joslotais Smita—Votermana algoritms salidzina klasterus no katra parauga ar amplikonu
sekvencem, kas noraditas manifestacijas faila.

Joslotais Smita—Votermana algoritms salidzina pusglobalas sekvences, lai divas sekvencés noteiktu lidzigus
regionus. Smita—Votermana algoritms salidzina nevis kopéjo sekvenci, bet visu iesp&jamo garumu
segmentus.
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Local Run Manager somatisko variantu analizes modula darbpltsmas celvedis instrumentam NextSeg 550Dx

Katru para galu nolasijumu noverte, salidzinot ar S nolasijuma attiecigajam zondes sekvencem.

1. nolasijums tiek vertéts, salidzinot ar lejupversto lokusam raksturigo oligonukleotidu (Downstream
Locus-Specific Oligos — DLSO) atgriezenisko komplementu.

2. nolasijums tiek vertéts, salidzinot ar augSupveérstajiem lokusam raksturigajiem oligonukleotidiem
(Upstream Locus-Specific Oligos — ULSO).

Ja nolasisanas sakums atbilst zondes sekvencei, kura nav vairak ka tris atSkiribas (neatbilstibas vai
nobides vado$o ievietojumu/deleciju dél), nolasijuma pilnais garums tiek salidzinats ar amplikona merki Sai
secibai.

levietojumi/delécijas DLSO un ULSO diapazona netiek noveroti, nemot véera testa izmantotas Kimiskas
vielas.

Salidzinajumi tiek izfiltréti no salidzinaSanas rezultatiem, nemot véra neatbilstibas koeficientus interesgéjosaja
regiona vai visa amplikona (atkariba no amplikona garuma). Filtrétie salidzinajumi tiek ierakstiti salidzinaSanas
failos ka nesalidzinati un netiek izmantoti variantu noteiksana.

Varianta noteikSana

lllumina izstradata lietojumprogramma Pisces, ko izmanto variantu noteikSanai, identifice DNS parauga to
variantu klatbatni, kuru veidoSanas biezums ir zems.

Pisces varianta noteicéjs identifice SNV, MNV un mazizmera ievietojumus/delécijas trijos posmos:
atseviski nem véra katru poziciju atsauces genoma;
saskaita bazes noteiktaja pozicija salidzinatiem nolasjumiem, kas parklajas ar poziciju;

aprékina varianta raditaju, kas nosaka noteikSanas vienuma kvalitati, izmantojot Puasona modeli.
Varianti, kuru kvalitates novertejums ir mazaks par Q30, netiek ieklauti.

Vispirms tiek noteikti varianti katrai kopai atseviski. PEéc tam varianti no katras kopas tiek salidzinati un
apvienoti viena izvades faila. Ja variants ir pieejams abas kopas un tas iziet cauri visiem filtriem, kas uzskaititi
sadala VCF failu anotacijas 12. Ipp., varianta noteikSanas vienuma faila (VCF) variants tiek atziméts ka PASS
(FILTRETS).

1 Local Run Manager informacijas panell noklikskiniet uz izpildes nosaukuma.

2 Cilne Run Overview (Izpildes parskats) parskatiet sekvenceéSanas izpildes metriku.

3 [Neobligati] Noklikskiniet uz ikonas Copy to Clipboard L& (Kopeét starpliktuve), lai kopétu izvades izpildes
mapes celu.

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

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

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

Papildinformaciju par cilneém Run Overview (Izpildes parskats) un Sequencing Information (Sekvencesanas
informaciju) un par to, ka analizi atkartoti ievietot rinda, skatiet instrumenta NextSeq 550Dx atsauces
rokasgramata (dokumenta Nr. 7000000009513).
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Analizes rezultati ir apkopoti cilné Samples and Results (Paraugi un rezultati) un ir pieejami ka apkopotais
parskats mapée Alignment (Salidzinasana). Parskats par katru paraugu ir pieejams ari ka atsevisks fails
PDF formata.

Informacija par cilni Samples and Results (Paraugi un rezultati)

1 Noklikskiniet uz parauga saraksta, lai redzetu parauga parskatu.

1.tabula Informacija par izpildi un paraugu

Kolonnas virsraksts Apraksts
Izpildes statuss Norada, vai sekvencésanas izpilde ir sekmiga vai nesekmiga.
Kopéjais apjoms (GB) Sekvenceésanas izpildé noteikto bazu skaits. Parada sekmigas izpildes robezvertibu

un sekmigas vai nesekmigas izpildes statusu.

% = Q30 Tadu nolasijumu procentualais daudzums sekvencésanas izpilde, kuru kvalitates
novertejums ir 30(Q30) vai lielaks. Parada sekmigas izpildes robezvertibu un
sekmigas vai nesekmigas izpildes statusu.

Parauga nosaukums Izpildes izveidoSanas bridi noraditais parauga nosaukums.

Kopéjais PF nolasijumu skaits Filtra prasibas izturéjuso nolasijumu kopé€jais skaits.

Read 1% = Q30 Tadu nolasijumu procentualais daudzums 1. nolasijuma, kuru kvalitates

(1. nolasijums % = Q30) novertejums paraugam ir 30(Q30) vai lielaks.

Read 2% = Q30 Tadu nolasijumu procentualais daudzums 2. nolasijuma, kuru kvalitates

(2. nolasijums % = Q30) novertejums paraugam ir 30(Q30) vai lielaks.

Autosomu noteikSanas vienuma Tads genomisko poziciju skaits autosomas (no 1. lildz 22. hromosomai), kas
koeficients sasniedz ieprieks$ noteiktu ticamibas robezvertibu, dalits ar pieprasito autosomalo

genomisko poziciju kop€jo skaitu. NoteikSanas vienuma koeficients tiek aprakstits,
pamatojoties uz katru paraugu, un tiek uzradits procentos, ko aprékina ka 1 minus
(autosomalo poziciju skaits ar nepilnigiem noteiksanas vienumiem, dalits ar
sekvenceto autosomalo poziciju kopéjo skaitu).

2.tabula Paraugaparskata informacija

Kolonnas virsraksts Apraksts

Paraugs Izpildes izveidoSanas bridi noraditais parauga nosaukums.

Parskata datums Parskata generésanas datums.

Informacija par paraugu Parauga ID, kurs tika noradits, veidojot izpildi, kopé€jais filtru izturejuso nolasijumu

skaits §aja parauga, tadu nolasijumu procentualais daudzums Sim paraugam, kuru
kvalitates novertejums ir 30(Q30) vai lielaks, un autosomu noteikSanas koeficients.

Amplikona kopsavilkums Kopéjais sekvencéto amplikonu regionu skaits un sekvencéto amplikonu bazes
paru kopéjais garums mérka regionos paraugam A kopa un B kopa un
manifestacijas fails, kas izmantots katrai kopai. Manifestacijas fails norada
atsauces genomu un mérka atsauces regionus, kurus izmanto izlidzinaganas
posma.

Nolasijuma limena statistika Tadu nolasijumu skaits un procentualais daudzums parauga, kas aptver katru
poziciju atsauce, 1. nolasijumam un 2. nolasjumam A kopa un B kopa.

Variantu kopsavilkums Paraugam, kas parsniedz ieteiktas vertibas, konstateto SNV, inserciju un deléciju
skaits, lai noteiktu, vai kvalitates rezultati ir pienemama diapazona.
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Kolonnas virsraksts Apraksts

Parklajuma kopsavilkums Kopéjais izlidzinato bazu skaits, dalits ar mérka apgabala lielumu, un to amplikonu
redionu procentualais daudzums, kuru parklajuma vértibas parsniedz 0,2 *
amplikona vidéja parklajuma zema parklajuma robezvertibu paraugam A kopa un
B kopa.

Parklajuma gabali Amplikona regiona gabala parklajums parada parauga parklajumu visos amplikonu
regionos. Regioni, kuru parklajuma vértibas ir zemakas par parklajuma robezveértibu,
iriezimeti sarkana krasa. Visu vértibu videjo vértibu norada ar oranzu liniju. A kopas
un B kopas seg8anai ir paredzets apgabals.

Programmaturas versijas Programmaturas versijas, kad paraugs tika sekvencets. letver instrumenta
NextSeq 550Dx operétajsistemas programmaturu (NOS), Local Run Manager
programmaturu, RTA programmattru un somatisko variantu modula versiju.

Sie analizes izvades faili tiek generéti Somatic Variant (Somatisko variantu) analizes modulim un nodro$ina
analizes rezultatus izlidzinasanai un variantu noteikSanai. Analizes izvades faili atrodas mapé Alignment
(Izhdzinasana).

Faila nosaukums Apraksts

DemultipleksésSana (*.txt) Starpposma faili, kas satur demultiplekseésSanas kopsavilkuma rezultatus.

FASTQ (*.fastq.gz) Starpposma faili, kas satur bazes noteikS8anas vienumus ar kvalitates
radijumu. SalidzinaSanas posma galvena ievade ir FASTQ faili.

Salidzinasanas faili BAM formata Satur dota parauga salidzinatus lasjumus.

(*.bam)

Katras kopas varianta noteikSanas Satur variantus, kurus nosaka katra pozicija no tiesas kopas vai

faili VCF formata (*.vcf) atgriezeniskas kopas.

Variantu noteikSanas faili genoma Satur katras pozicijas genotipu neatkarigi no ta, vai to nosaka ka variantu vai

VCF formata (*.genome.vcf.gz) ka atsauci.

Konsensa varianta noteiksanas faili Satur variantus, ko nosaka katra pozicija no abam kopam.

VCF formata (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Satur informaciju par parklajumu uz vienu amplikonu viena parauga par katru
sniegto manifestaciju. M# apzimé manifestacijas numuru.

DemultiplekséSanas faila formats

Demultipleksésanas procesa tiek nolasita raditaja sekvence, kas pievienota katram klasterim, lai noteiktu, no
kura parauga klasteris ir radies. Dati par klasteru un parauga numura kartéSanu tiek ierakstiti
demultipleksésanas faila (*.demux) katram plismas Stnas elementam.

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

versija (4 baitu vesels skaitlis), Sobrid versijas numurs ir 1;

klasteru skaits (4 baitu vesels skaitlis).
Atliku$o faila dalu veido paraugu numuri katram elementa klasterim.

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

Faila nosaukuma F1 apzimé plismas Sunas numuru.
Faila nosaukuma L1 apzimé joslas numuru.
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Demultipleksegjot tiek veidota tabula ar vienu rindu katra elementa un vienu kolonnu katra parauga,
ieskaitot 0. paraugu.

Visbiezak sastopamas sekvences raditaju nolasjumos.

FASTQ faila formats

FASTQ ir teksta faila formats, kas satur bazu noteikSanas vienumus un kvalitates vertibas katra lasijuma.
Katra ieraksta ir 4 rindas:

Identifikators

Sekvence

Pluszime (+)

Kvalitates raditaji (Phred) ir ASCII + 33 kodéta formata
Identifikators tiek formatéts sadi:

@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag: 0: SampleNumber
(@instruments:izpildes|D:pluismassunaslD:josla:elements:X:Y lasjumaNr:filtrakarodzing:0: parauganumurs)

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

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

BAM faila formats

BAM fails (*.bam) ir SAM faila saspiesta binara versija, ko izmanto, lai attélotu salidzinatas sekvences lidz
128 MB. SAM un BAM formati ir detalizeti aprakstiti dokumenta samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

BAM failos tiek izmantots failu nosaukSanas formats SampleName_S#.bam, kur # ir parauga numurs, ko
nosaka seciba, kada paraugi ir uzskaititi izpildes sérija.

BAM faili ietver galvenes sadalu un salidzinasanas sadalu, ka noradits talak.

Galvene — ietver informaciju par visu failu, pieméram, parauga nosaukumu, parauga garumu un
salidzinaSanas metodi. SalidzinaSanas sadala pieejamie salidzinajumi ir saistiti ar specifisku informaciju
galvenes sadala.

Salidzinajumi — ietver nolasjuma nosaukumu, nolasijuma sekvenci, nolasijuma kvalitati, salidzinasanas
informaciju un pielagotas atzimes. Nolasijuma nosaukuma ietilpst hromosoma, sakuma koordinata,
salidzinaSanas kvalitate un atbilstibas deskriptora virkne.

SalidzinaSanas sadala par katru nolasjumu vai katru nolasijumu pari ir ietverta talak noradita informacija:
AS: nolasijumu para salidzinaSanas kvalitate;
BC: svitrkoda atzime, kas norada ar nolasjumu saistita demultiplekséta parauga ID;
SM: viena nolasijuma salidzinaSanas kvalitate;
XC: atbilstibas deskriptora virkne;
XN: amplikona nosaukuma atzime, kas ieraksta ar nolasjumu saistita amplikona ID.
BAM indeksa faili (*.bam.bai) norada atbilstosa BAM faila raditaju.
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VCF faila formats

Variant Call Format (VCF) ir parasts faila formats, ko izstradajusi genomikas zinatniska kopiena. Taja ir
informacija par variantiem, kas atsauces genoma atrodami noteiktas pozicijas. VCF faili beidzas ar .vcf sufiksu

VCF faila galvene ir ieklauta VCF faila formata versija un varianta noteicéja versija, ka arr uzskaititas faila

atlikuSaja dala izmantotas anotacijas. VCF galveng ietilpst arm atsauces genoma fails un BAM fails. Galvenes
péedeéja rinda ir datu liniju kolonnu virsraksti. Katra no VCF faila datu rindam ir informacija par vienu variantu.

VCF failu virsraksti

Virsraksts
CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Apraksts

Atsauces genoma hromosoma. Hromosomas paradas tada pasa seciba ka atsauces FASTQ
fails.

Varianta vienas bazes pozicija atsauces hromosoma.
SNP gadijuma &I pozicija ir atsauces baze ar variantu; ievietojumiem vai delécijam §i pozicija ir
atsauces baze tiesi pirms varianta.

Varianta rs numurs, kas iegtts no dbSNP.txt, ja piemérojams. Ja Saja atrasanas vieta ir vairaki rs
skaitli, saraksts ir norobezots ar semikolu. Ja Saja pozicija nav dbSNP ieraksta, tiek izmantots
trikstosas vertibas markieris ('.").

Atsauces genotips. Pieméeram, atseviSka T delécija tiek attélota ka atsauces TT un alternativa T.
Viena nukleofida variants no A lidz T tiek attélots ka atsauce A un alternativa T.

Aleles, kas atSkiras no lasijuma atsauces.
Piemeram, viena T insercija tiek att€lota ka atsauce A un alternativa AT. A lidz T viena
nukleotida variants ir attélots ka atsauce A un alternativa T.

Phred skalas kvalitates raditajs, ko pieskir varianta noteicéjs.

Augstaks radijums norada uz lielaku varianta ticamibu un zemaku kladu iespéjamibu.

Q kvalitates raditajam aprékinata kladas iespéjamiba ir 10719, Pieméram, Q30 noteiksanas
vienumu kopai ir 0,1% kltdu limenis. Daudzi variantu noteicéji pieskir kvalitates raditajus,
pamatojoties uz to statistiskajiem modeliem, kas ir augsti attieciba pret noveroto kludu limeni.
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VCF failu anotacijas

Virsraksts Apraksts

FILTER (FILTRS) Ja variants ir izgajis cauri visiem filtriem, filtru kolonna tiek noradits PASS (FILTRETS).

e LowDP — lieto vietas, kur parklajuma dzilums kada no kopam ir mazaks par 450x. Amplikonu
pozicijas, kuras aptver gan tieSa, gan atgriezeniska nolasisana, Si vértiba ir lldzvertiga 900x
viena nolasijuma parklajumam.

e LowGQ — genotipésanas kvalitate (GQ) ir zemaka par robezvértibu.

e 30 — kvalitates raditajs < 30.

¢ LowVariantFreq — varianta veidoSanas biezums ir mazaks par noteikto robezvertibu.

e PB — zondes kopas novirze. Variants nav atrasts, vai ari atrada variantu ar mazu veidoSanas
biezumu viena vai divas zonzu kopas.

e R3x6 — blakus esosu atkartojumu skaits (garuma no 1 lidz 3 bp) varianta noteiksanas
vienumiem ir > 6.

e SB — pavediena novirze ir lielaka par noteikto robezvertibu.

INFO lespéjamie ieraksti kolonna INFO (INFORMACIJA) ir noraditi talak.
(INFORMACIJA) e AC — alélu skaits genotipos katrai ALT alélei tada pasa seciba, ka noradits.
e AF — aléles veidosanas biezums katrai ALT alélei tada pasa seciba, ka noradits.
e AN — kop€jais ale|u skaits noteiktajos genotipos.
e CD — karodzin§, kas norada, ka SNP notiek vismaz viena RefGene ieraksta kodesanas
regiona.
e DP — dzilums (bazes noteikSanas vienumu skaits, kas ir salidzinats ar poziciju un tiek
izmantots varianta noteikSana).
¢ Exon (Eksons) — komatatdalits eksonu regionu saraksts, kas nolasits no RefGene.
e FC — funkcionalas sekas.
e Gl — komatatdalits génu ID saraksts, kas nolasits no RefGene.
e QD — varianta ticamiba / kvalitate atkariba no dziluma.
e Tl — komatatdalits transkripciju ID saraksts, kas nolasits no RefGene.

FORMAT Formata kolonna uzskaititie lauki ir atdaliti ar kolu. Pieméeram, GT:GQ. Noradito lauku saraksts ir
(FORMATS) atkarigs no izmantota varianta noteicéja. Ir pieejami tostarp talak noraditie lauki.

e AD — ieraksts formata X,Y, kur X ir atsauces noteikSanas vienumu skaits un Y ir alternativo
noteik§anas vienumu skaits.

e DP — aptuvens nolasisanas dzilums; tiek filtreti nolasijumi ar MQ=255 vai ar nederigiem
pariem.

e GQ — genotipa kvalitate.

e GQX — genotipa kvalitate. GQX ir minimalais raditajs GQ vertiba un kolonna QUAL. Parasti Sis
vertibas ir lidzigas; minimala raditaja izmantosana padara GQX par konservativaku genotipa
kvalitates raditaju.

e GT — genotips. Vertiba 0 atbilst atsauces bazei, vértiba 1 atbilst pirmajam ierakstam kolonna
ALT utt. Uz prieksu versta slipsvitra (/) norada, ka fazéSanas informacija nav pieejama.

e NL — troksSna limenis; aprékinatais bazes noteikSanas troksnis Saja pozicija.

e PB — zondes kopas novirze. Vertibas, kas tuvakas 0, noradija, ka viena no zondes kopam bija
lielaka novirze un mazaks varianta noteikSanas vienuma ticamibas imenis.

e SB — pavediena novirze Saja pozicija. Lielakas negativas vértibas norada uz mazaku novirzi;
vertibas tuvu 0 norada uz lielaku novirzi.

e VVF — varianta veidoSanas biezums; to nolasijumu procentuala dala, kas atbalsta alternativo
aleli.

SAMPLE Parauga kolonna ir redzamas vértibas, kas noraditas kolonna FORMAT (FORMATS).
(PARAUGS)

Genoma VCFfalili

Genoma VCF (gVCF) faili ir VCF v4.1 faili, kas ievero konvenciju kopumu, lai saméra kompakta formata
attélotu visas genoma vietnes. gVCF (*.genome.vcf.gz) failos ir ieklautas visas intereséjo$a regiona vietnes
viena f aila katram paraugam.
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gVCF fails rada noteikSanas vienumu neesamibu pozicijas, kas neiztur visus filtrus. Genotipa (GT) tags ./.
norada uz noteic€ja neesamibu.

Papildinformaciju skatiet timek|a vietné sites.google.com/site/gvcftools/hnome/about-gvct.

Katras kopas VCF faili un apvienotie VCF faili

Darbpllsma Somatic Variant (Somatiskie varianti) generé divas variantu noteikSanas vienumu failu kopas.

Per-pool VCF files (Katras kopas VCF fail) — ietver variantus, kas tiek noteikti tieSaja vai atgriezeniskaja
kopa. Katras kopas faili tiek ierakstiti mapé VariantCallingLogs.

Consensus VCF files (Apvienotie VCF fail) — ietver variantus, ko nosaka abas kopas. Apvienotie faili tiek
ierakstiti mapé Alignment (Salidzinasana).

Katras kopas un apvienotie VCF faili ietver VCF (*.vcf) un gVCF (*.genome.vcf) failus un izmanto talak noradito
nosauksanas formatu, kur S# apzime secibu, kada paraugi ir uzskaititi izpildes sérija.

Parskati par visam vietam — SampleName_S#.genome.vcf
Parskati tikai par variantiem — SampleName_S#.vcf

Programmatura salidzina katras kopas VCF failus un apvieno datus katra pozicija, lai paraugam izveidotu
apvienoto VCF failu.

Katras kopas variantu noteikSanas vienumi tiek apkopoti apvienotajos VCF failos, izmantojot talak noraditos
kritérijus.

Kriteriji Rezultats

Atsauces noteikSanas vienums katra kopa Atsauces noteikS8anas
vienums

Atsauces noteikS8anas vienums pirmaja kopa un varianta noteikSanas vienums otraja kopa Filtréts varianta
noteik§anas vienums

Atbilstigo variantu noteikSanas vienums ar lidzigu veidoSanas biezumu katra kopa Varianta noteikSanas
vienums

Atbilstigo variantu noteikSanas vienumi ar butiski atskirigu veidoSanas biezumu katra kopa Filtrets varianta

noteiksanas vienums

Neatbilstigu variantu noteikS8anas vienumi katra kopa Filtrets varianta
noteikSanas vienums

Katras kopas raditaji tiek apvienoti, izmantojot talak noraditas vertibas.

Raditaji Veértiba

Dzilums DzijJuma palielinasana abas kopas

Varianta veidoSanas biezums Kopéjais variantu skaits, kas dalits ar kopéejo parklajuma dzilumu
Qraditajs Abu kopu minimala veértiba

Amplikona parklajuma fails

Katram manifestacijas failam tiek generéts amplikona parklajuma fails. Faila nosaukuma M# apzimé
manifestacijas numuru.

Katra faila ir galvenes rinda, kas ietver ar manifestaciju saistitos paraugu ID. Fails ietver talak noradito
informaciju:
meérka ID, ka tas ir noradits manifestacija;

to nolasijumu parklasanas dzilums, kas sekmigi iztur filtru.
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Papildu izvades faili

Talak noraditie izvades faili sniedz papildu informaciju vai apkopo izpildes sérijas rezultatus un analizes kludas.
Lai gan Sie faili nav nepiecieSami analizes rezultatu novertésanai, failus var izmantot problému noversanai. Visi
faili atrodas mapé Alignment (Salidzinasana), ja nav noradits citadi.

Faila nosaukums Apraksts

AnalysisLog.txt Apstrades zurnals, kura ir aprakstita katra darbiba, kas izpildita pasreizéjas izpildes
mapes analizes laika. Sis fails neietver kiiidu zinojumus.
Atrodas mapé Alignment (Salidzinasana).

AnalysisError.txt Apstrades Zurnals, kura uzskaititas visas kliidas, kas radas analizes laika. Sis fails ir
tukSs, ja nav nevienas kludas.
Atrodas mapé Alignment (Salidzinasana).

DemultiplexSummaryF1L1#.txt Sis fails apkopo demultipleksé$anas rezultatus tabula ar vienu rindu katra elementa
un vienu kolonnu katra parauga. Simbols # apzime plusmas Sunas 1., 2., 3. vai
4. joslu.
Atrodas mapée Alignment (Salidzinasana).

AmpliconRunStatistics.xml letver konkrétas izpildes sérijas statistikas datu kopsavilkumu.
Atrodas mapé Alignment (Salidzinasana).

Analizes mape

Analizes mapé ir faili, ko generé programmatira Local Run Manager.
Relacija starp izvades mapi un analizes mapi ir Sada:

Sekvencésanas gaita reallaika analize (Real-Time Analysis — RTA) ievieto izvades mapé failus, kas
generéti attélu analizes, bazes noteikSanas un kvalitates vértésanas gaita.

RTA reallaika kope failus uz analizes mapi. Kad RTA katrai bazei un katram ciklam ir pieskirusi kvalitates
raditaju, programmatura ieraksta failu RTAComplete.txt abas mapés.

Kad fails RTAComplete.txt ir pieejams, sakas analize.
Turpinot analizi, programmatura Local Run Manager ieraksta izvades failus analizes mapé un péc tam

kopé failus atpakal uz izvades mapi.
IzldzinaSanas mapes

Katru reizi, kad analize tiek atkartoti ievietota rinda, Local Run Manager izveido salidzinaSanas mapi ar
nosaukumu Alignment_N (Salidzinasana_N), kur N ir kartas numurs.

Dokumenta Nr. 1000000030330 v04 LAV 14

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM



Local Run Manager somatisko variantu analizes modula darbplismas celvedis instrumentam NextSeg 550Dx

Mapes uzbuve

[ﬁAIignment (Salidzinasana) — satur *.bam, *.vcf, FASTQ failus un attiecigajam analizes modulim piederigus

failus.

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

[E] AnalysisError.txt
=l AnalysisLog. txt
=l aggregate.report.html
=l aggregate.report.pdf
5l aggregate.summary.csv
= AmpliconCoverage_M#.tsv
5] AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
=l Samplel.report.pdf
=l Sample1.summary.csv
=l Samplel.vcf.gz
B Sample1.bam
[ FASTQ

(™ Sample1 (1. paraugs)

=l sample_1_L001_R1_001_fastq.gz
([ Stats (Statistika)
=l DemuxSummaryF1L1.txt
B FastgSummaryF1L1.txt
[~ Data (Dati)

("™ Intensities (Intensitates)

[~ BaseCalls (Bazu noteik3anas vienumi)
[F71L001 — satur *.bcl failus.
([0 LOO1 — satur *.locs failus.

[=RTA logs (RTA Zurnali) — satur RTA programmattras analizes zurnala failus.
= InterOp — satur binaros failus, ko izmanto, lai zinotu par sekvencésanas izpildes metriku.
= Logs (Zurnali) — satur Zurnalfailus, kas apraksta sekvencésanas laika veiktas darbibas.
[E] RTAComplete.txt
El Runinfo.xml

5] RunParameters.xml
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Kad instrumenta NextSeq 550Dx notiek paraugu sekvencésana, bazes noteikSanas funkcija nosaka bazi (A,
C, G vaiT) katram dota elementa klasterim vai attélveidoSanas apgabalam plusmas suna noteikta cikla.
Instrumenta NextSeq 550Dx tiek izmantota divu kanalu seciba, kam nepiecieSami tikai divi attéli, lai Sifrétu
datus Cetram DNS bazem, — viens no sarkana kanala un otrs no zala kanala.

Bazu noteikSanas raditaja nolasiSanas process atskiras no bazu noteikSanas citu lasijumu laika.

Raditaja lasjumiem viena no pirmajiem diviem cikliem jasakas ar vismaz vienu bazi, kas nav G. Ja radijuma
lasijums sakas ar diviem G bazes noteikSanas vienumiem, netiek generéta signala intensitate. Signalam jabut
klat viena no pirmajiem diviem cikliem, lai nodroSinatu demultipleksésanas veiktspéju.

Ja, atlasot raditajus izpildes izveides laika, raditaji neatbilst dazadibas prasibam, paradas bridinajums par
mazu dazadibu. Lai noverstu bridinajumu par mazu dazadibu, atlasiet raditaju sekvences, kas nodrosina
signalu abos kanalos katram ciklam.

Sarkans kanals — Avai C
Zal§kanals — Avai T

Sis bazes noteik$anas process nodrodina precizitati, analizgjot zemu plex vértibu paraugus. Papildinformaciju
par raditaju sekvencem skatiet lietosanas pamaciba TruSeq pielagots amplikonu komplekts Dx (dokumenta
Nr. 1000000029772).

Izveidojot izpildi programmatura Local Run Manager, jus izvélaties parbaudamo paraugu skaitu.
Programmatudra automatiski aizpilda ieteiktas raditaju kombinacijas, kas atbilst raditaju dazadibas prasibam.
Lai gan jums nav jaizmanto ieteiktas raditaju kombinacijas, tas ir ieteicams.
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Parskatijumu vésture

Dokuments Datums Izmainu apraksts

Dokumenta 2021. gada Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.

Nr. 1000000030330 v04 augusts

Dokumenta 2020. gada Atjauninata ES pilnvarota parstavja adrese.
Nr. 1000000030330 v03 aprili Atjauninata Australijas sponsora adrese.
Dokuments 2019. gada Pievienota informacija par v2.5 reagentu komplektiem.
Nr. 1000000030330 v02 janvaris

Dokumenta 2018. gada Atjauninats normativais markejums.

Nr. 1000000030330 vO1 augusts

Dokumenta 2017. gada Sakotnejais laidiens.

Nr. 1000000030330 v00 novembris
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Tehniska palidziba

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

Timekla vietne: www.illumina.com
E-pasta adrese: techsupport@illumina.com

lllumina klientu atbalsta dienesta talruna numuri

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).

Dokumenta Nr. 1000000030330 v04 LAV

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM

18


http://www.illumina.com/
mailto:techsupport@illumina.com
http://support.illumina.com/sds.html
http://www.illumina.com/support.ilmn

ul Ce

[llumina

5200 lllumina Way
San Diego, California 92122, ASV IVD
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas) EC | REP
techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Niderlande

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM ©

2021 lllumina, Inc. Visas tiesibas paturétas.

Dokumenta Nr. 1000000030330 vO4 LAV

Sponsors Australija

llumina Australia Pty Ltd
Masu asociacijas eka

Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Australija
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