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,Local Run Manager” ,Somatic Variant® modulis skirtas ,lllumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx" tyrimui
atlikti naudojant ,NextSeq 550Dx". Naudojant su ,Somatic Variant* moduliu, tyrimo paskirtis yra paruosti
bibliotekas, naudojamas DNR sekoms nustatyti i§ formalinu fiksuoty, j parafing jliety (angl. ,formalin-fixed,
paraffin-embedded”, FFPE) audiniy. Tyrimas padeda aptikti somatines mutacijas esant mazam varianty
dazniui.

Analizés modulis jvertina trumpus amplifikuotos DNR regionus, arba amplikonus, ieSkodamas varianty.
Kryptinga amplikony sekoskaita uztikrina didele konkreciy regiony apreptj esant dideliam méginiy skaiciui.
Analizés modulis atlieka antring analize ir ataskaity kurima pagal sekoskaitos serijas taikydamas dvigubos
grandinés metoda, apimantj tiesioginius ir atvirk&tinius oligonukleotidy telkinius. Zr. , TruSeq Custom Amplicon
Kit Dx" (dokumento Nr. 1000000029772) pakuotés lapel|.

»oomatic Variant® analizés moduliui reikia 300 cikly sekoskaitos eksploataciniy medziagy. Daugiau
informacijos zr. ,NextSeq 550Dx" didelio nasumo reagenty rinkinio (2 versija) arba ,,NextSeq 550Dx" didelio
nasumo reagenty rinkinio (2.5 versija) pakuotés lapelyje.

Apie Sj vadova

Siame vadove pateiktos instrukcijos, kaip nustatyti ,Somatic Variant* analizés modulio sekoskaitos ir analizés
serijos parametrus. Daugiau informacijos apie ,Local Run Manager” skydelj ir sistemos nuostatas zr.
,NextSeq 550Dx" prietaiso informaciniame vadove (dokumento Nr. 10000000095173).

,Local Run Manager” perziura

,Local Run Manager” sgsaja galima perzitréti naudojant ,NextSeq 550Dx" operacine programine jranga
(NOS) arba ziniatinklio narSykle. Palaikoma Ziniatinklio narsyklé yra ,Chromium®.

T’. PASTABA
" Jei naudojate nepalaikoma narsykle, sulauke raginimo pranesimo ,,Confirm Unsupported Browser*

(patvirtinti nepalaikoma narsykle) atsisiyskite palaikoma narsykle. Norédami atsisiysti palaikomg ,,Chromium®
versiig, pasirinkite &ia.

Perziura naudojant prietaiso monitoriy

1 Jei,Local Run Manager” sgsaja norite perziaréti naudodami prietaiso monitoriy, atlikite vieng is toliau
nurodyty veiksmuy.
Pagrindiniame NOS ekrane pasirinkite Local Run Manager.
VirSutiniame desiniajame kampe spustelékite X, kad grjiztuméte j NOS, kai baigsite.
Pasirinkite NOS lango suskleidimo piktograma, atidarykite prietaise jdiegta ziniatinklio narSykle
,Chromium®, tada adreso juostoje jveskite http://localhost.
NOS langa gali suskleisti tik naudotojai, turintys administratoriaus teises.

PerziGra naudojant prie tinklo prijungta kompiuter;j

1 Ziniatinklio naréykle ,Chromium*“ atidarykite kompiuteryje, kuris turi prieiga prie to paties tinklo kaip
prietaisas, tada prisijunkite jvede prietaiso IP adresg arba pavadinimg. PavyzdZziui, http://myinstrument.
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Parametry nustatymas

1 Prisijunkite prie ,Local Run Manager*.
2 Pasirinkite Create Run (kurti serijg) ir pasirinkite Somatic Variant.

3 |veskite serijos pavadinima, pagal kurj serija bus identifikuojama nuo sekoskaitos iki analizés.
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, pabraukimo briksnj ar braksn.

4 [Pasirinktinai] veskite serijos aprasg, padedantj identifikuoti serija.
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, pabraukimo briksnj ar bruksnj.

5 ISskleidZziamajame sgrase pasirinkite méginiy skaiciy ir indeksy rinkinj.
Rinkdamiesi atsizvelkite j toliau pateiktg informacija.

ISskleidZziamajame sgrase nurodytas meginiy skai€ius indeksy rinkinyje. Pavyzdziui, ,24-Set 1“ nurodo,
kad turi buti tiriami 24 meéginiai, taikant indeksus i$ 1 indeksy rinkinio.

Indeksy rinkinio skai¢iai nurodo skirtingus ,,i5“ indeksy rinkinius. Tiek ,Set 1“ (1 rinkinys), tiek ,Set 2“ (2
rinkinys) uztikrina indeksy jvairove. Du indeksy rinkiniai silomi siekiant iSvengti vieno rinkinio iSeikvojimo.

Pasirinkite méginiy skaiciy, kuo panasesnj j tiriamy meginiy skaiciy. Jei tikslaus méginiy skaiciaus sgrase
néra, pasirinkite panasiausig, bet mazesnj uz tiriamy meginiy skaiciy. PavyzdZziui, jei ketinate tirti 18
meginiy, pasirinkite 16.

Meéginiy Sulinéliai ir indeksy deriniai, atitinkantys indeksy jvairoves reikalavimus, paryskinami zalia spalva.
Jei pasirinksite kitus Sulinélius ir indeksy derinius, bandant iSsaugoti serijg, bus pateikiamas pranesimas,
jei nesilaikoma indeksy jvairovés reikalavimy.

Serijos deklaracijos faily importavimas

1 Patikrinkite, ar deklaracijos, kurias norite importuoti, prieinamos pasiekiamoje tinklo vietoje arba
USB atmintuke.

2 Pasirinkite Import Manifests (importuoti deklaracijas).
3 Raskite deklaracijos failg ir pasirinkite deklaracijas, kurias norite jtraukti.

'3 PASTABA

Kad deklaracijy failai baty prieinami visoms serijoms, kurios vykdomos naudojant ,Somatic Variant* analizés
modulj, deklaracijos failus jtraukite naudodami funkcijg ,Module Settings” (modulio nuostatos). Norint
naudotis Sia funkcija, reikia turéti administratoriaus lygio teises. Daugiau informacios zr. ,,NextSeq 550Dx*
prietaiso informaciniame vadove (dokumento Nr. 7000000009513).

Meginiy priskyrimas serijai

Norédami priskirti méginius serijai, pasirinkite vieng is parinkciy ir vykdykite tolesnius nurodymus.

Enter samples manually (jvesti méginius neautomatiskai) — naudokite tuscia lentele ekrane ,,Create Run”
(kurti serijg).

Import samples (importuoti méginius) — suraskite iSorinj kableliais atskirty verciy (*.csv) formato failg.
Ekrane ,Create Run” (kurti serijg) galima atsisiysti Sablona.
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UZpilde méginiy lentele, méginiy informacijg galite eksportuoti  iorinj failg. Siuo failu remkités ruosdami
bibliotekas arba importuokite failg kitai serijai.

Jveskite méginius rankiniu budu

1 Jveskite unikaly méginio pavadinima lauke ,Sample Name*® (meginio pavadinimas).
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, bruksnius ar pabraukimo brtuksnius.
Méginio pavadinimas automatiskai jvedamas atitinkamame Sulinélyje kitame telkinyje.

2 [Pasirinktinai] Kai naudojate teigiamos ar neigiamos kontrolinés medZiagos méginius, spustelékite
desiniuoju pelés klavisu ir pasirinkite kontrolinés medziagos tipa.
Vieno méginio Sulinélio kontroliné medziaga automatiskai uzpildo atitinkama Sulinélj kitame telkinyje ta
pacia kontroline medziaga.

3 [Pasirinktinai] Jveskite méginio aprasg lauke ,Sample Description (méginio aprasas).
Naudokite raides, skaitmenis, tarpus, bruksnius ar pabraukimo brtuksnius.
Méginio apraSas automatiskai jvedamas atitinkamame Sulinélyje kitame telkinyje.
Méginio apras$ai yra susieti suméginio ID. Méginio aprasai perrasomi, jei tas pats méginio ID dar kartg
naudojamas vykdant tolesne serija.

4 Pasirinkite adapterj ,Index 1 (1 indeksas) iSskleidZziamajame sarase ,Index 1“ (i7) (1 indeksas (i7).
Jei naudojate sitlomus meginiy Sulinglius, programiné jranga automatiSkai parenka i7" ir ,,i5" indeksy
adapterius, atitinkancius indeksy jvairovés reikalavimus. Jei tikslaus tiriamy méginiy skai€iaus sgrase
néra, butinai pasirinkite papildomiems Sulinéliams skirtus indeksy adapterius. Jei reikia pasirinkti
papildomiems Sulinéliams skirtus indeksus arba nenaudojate rekomenduojamy indeksy adapteriy
deriniy, prie$ pasirinkdami indeksus butinai perskaitykite skyriy Baziy priskyrimas ir indeksy jvairove
16 psl.

Pasirinkite adapterj ,Index 2“ (2 indeksas) iSskleidziamajame sagrase ,Index 2 (i5) (2 indeksas (i5).

6 ISskleidziamajame sarase ,Manifest” (deklaracija) pasirinkite deklaracijos faila.
,Pool A (A telkinys) esantiems méginiams reikalingas kitas deklaracijos failas, nei naudojamas ,Pool B* (B
telkinys) meginiams.

7 Pasirinkite atitinkama parinktj, jei norite perzidreti, iSspausdinti ar iSsaugoti ploksteles iSdestyma, kad juo
baty galima remtis ruoSiant bibliotekas.
Norédami pamatyti plokstelés iSdéstyma, pasirinkite piktograma = Print (spausdinti). Pasirinkite Print
(spausdinti), kad iSspausdintumeéte plokstelés iSdéstyma.
Pasirinkite Export (eksportuoti), kad eksportuotumete méginio informacija j iSorin;j failg.
Patikrinkite, ar deklaracijos ir méginio informacija yra tinkama. Netinkama informacija gali turéti jtakos
rezultatams.

8 Pasirinkite Save Run (iSsaugoti serijg).

Meginiy importavimas

1 Pasirinkite Import Samples (importuoti méginius) ir eikite j méginio informacijos failo vieta. Galima
importuoti dviejy rusiy failus.
Ekrane ,Create Run” (kurti serijg) pasirinkite Template (Sablonas), kad sukurtuméte naujg plokstelés
Sablona. Sablono faile pateikiamos tinkamos importuotinos stulpeliy antrastés. Kiekviename
stulpelyje jveskite serijos meginiy informacijg. IStrinkite informacija nenaudojamuose langeliuose ir
iSsaugokite failg.
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Naudokite méginio informacijos faila, kuris buvo eksportuotas is ,Somatic Variant* modulio,
naudodami funkcijg ,Export” (eksportuoti).

2 Norédami pamatyti plokstelés iSdéstyma, pasirinkite piktograma = Print (spausdinti).
3 Pasirinkite Print (spausdinti), kad iSspausdintumeéte plokstelés iSdestyma, kuris bus naudojamas ruosiant
bibliotekas.

4 [Pasirinktinai] Pasirinkite Export (eksportuoti), kad eksportuotumete méginio informacijg j iSorin;j failg.
Patikrinkite, ar deklaracijos ir méginio informacija yra tinkama. Netinkama informacija gali turéti jtakos
rezultatams.

5 Pasirinkite Save Run (iSsaugoti serijg).

Serijos redagavimas

Jeireikia instrukcijy, kaip redaguoti serijos informacijg pries nustatant sekas, zr. ,NextSeq 550Dx" prietaiso
informacinj vadova (dokumento Nr. 1000000009513).

,oomatic Variant” analizés modulis atlieka toliau nurodytus analizés veiksmus, tada analizés iSvesties failus
jraso j aplanka ,Alignment” (prilygiavimas).

ISskirsto indekso nuskaitymus.
Generuoja FASTQ failus.

Sulygiuoja su referentiniais duomenimis.
Identifikuoja variantus.

ISskirstymas

ISskirstymo funkcija kiekvieng indeksy nuskaitymo seka palygina su serijai priskirtomis indeksy sekomis.
Atliekant §j veiksma neatsizvelgiama j jokias kokybés vertes.

Indeksy nuskaitymai identifikuojami atliekant toliau nurodytus veiksmus.
Méginiai sunumeruojami pradedant nuo 1 tokia tvarka, kokia jie iSdéstyti serijai skirtame sgrase.
Méginys, kurio numeris yra O, rezervuojamas spieCiams, kurie nebuvo priskirti meéginiui.

Spieciai meginiui priskiriami, kai indeksy seka tiksliai atitinka arba kai yra ne daugiau nei viena indeksy
nuskaitymo neatitiktis.

FASTQ failo generavimas

Atlikus iSskirstyma programiné jranga sugeneruoja tarpinés analizés failus FASTQ formatu (tekstiniu formatu,
naudojamu sekoms apibudinti). FASTQ failai apima kiekvieno méginio nuskaitymus ir susijusius kokybés
jverCius. Spieciai, neperégje filtro, nejtraukiami.

Viename FASTQ faile yra tik vieno méginio nuskaitymai. To méginio pavadinimas yra jtrauktas j FASTQ failo
varda. FASTQ failai yra pagrindiniai jvesties duomenys, reikalingi prilygiavimo funkcijai. Sugeneruojami astuoni
vieno oligonukleotidy telkinio vieno meginio FASTQ failai: keturi is ,Read 1 (1 nuskaitymas) ir keturi is ,Read
2 (2 nuskaitymas). Taigi i$ viso sugeneruojama 16 meéginiui skirty FASTQ faily.
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Prilygiavimas
Prilygiavimo metu juostinis Smitho-Watermano algoritmas sulygiuoja kiekvieno méginio sankaupas pagal
amplikony sekas, nurodytas deklaracijos faile.

Juostinis Smitho-Watermano algoritmas atlieka pusiau visuotinj sekos prilygiavima, kad aptikty panaSius
regionus tarp dviejy seky. Uzuot lygines visa seka, Smitho-Watermano algoritmas lygina visy galimy ilgiy
segmentus.

Kiekvienas pagal gala suporuotas nuskaitymas jvertinamas pagal jo prilygiavima su atitinkamomis to
nuskaitymo zondo sekomis.

,Read 1“ (1 nuskaitymas) jvertinamas pagal pasroviniy konkrecios srities oligonukleotidy (angl.
,2Downstream Locus-Specific Oligos*, DLSO) atvirkstinj komplementa.

,Read 2“ (2 nuskaitymas) jvertinamas pagal prieSsrovinius konkrecios srities oligonukleotidus (angl.
,2Upstream Locus-Specific Oligos”, ULSO).

Jei nuskaitymo pradzia sutampa su zondo seka (ne daugiau kaip trys skirtumai, t. y. nesutapimai arba
poslinkiai dél svarbiausiy intarpy / iskrity (angl. ,indel®), visas nuskaitymo ilgis lygiuojamas pagal tos sekos
tikslinj amplikong.

Dél tyrimo cheminiy savybiy DLSO ir ULSO esantys intarpai / iskritos nestebimi.

Prilygiavimai isfiltruojami is prilygiavimo rezultaty, remiantis neatitikties rodikliais arba dominan¢iame regione,
arba visame amplikone, priklausomai nuo amplikono ilgio. Prilygiavimo failuose filtruoti prilygiavimai jraSomi
kaip nesulygiuoti ir jie nenaudojami priskiriant variantus.

Varianty priskyrimas
»llumina® sukurta priskyrimo priemoné ,Pisces Variant Caller” identifikuoja mazo daznio variantus DNR
meginyje.
»Pisces Variant Caller” varianty priskyrimo priemoné identifikuoja SNV, MNV ir mazus intarpus / iSkritas
atlikdama tris toliau nurodytus veiksmus:

Atskirai atsizvelgia j kiekvieng padetj referentiniame genome.

Suskaiciuoja bazes konkrecioje sulygiuoty nuskaitymuy, kurie persidengia su ta padétimi, padétyje.

Apskaiciuoja varianty jvertj, kuris iSmatuoja priskyrimo kokybe, taikant Puasono modelj. Variantai, kuriy
kokybés jvertis nesiekia Q30, nejtraukiami.

Pirmiausia variantai atskirai priskiriami kiekvienam telkiniui. Tada variantai is kiekvieno telkinio yra palyginami ir
sujungiamij vieng iSvesties faila. Jei variantas yra abiejuose telkiniuose ir pereina visus filtrus, nurodytus
skyriuje VCF faily anotacijos 12 psl., variantas pazymimas kaip PASS (peréjo) varianty priskyrimo faile (VCF).

1 ,Local Run Manager” skydelyje spustelekite serijos pavadinima.

2  Skirtuke ,Run Overview" (serijos apzvalga) perzirékite sekoskaitos serijos metrika.

3 [Pasirinktinai] Spustelékite piktograma Copy to ClipboardE (kopijuotij iSkarpineg), kad nukopijuotumeéte
iSvesties serijos aplanko kelig.

4 Norédami perziureti serijos parametrus ir informacijg apie eksploatacines medziagas, spustelékite
skirtuka ,Sequencing Information” (sekoskaitos informacija).
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5 Spustelékite skirtukg ,Samples and Results” (méginiai ir rezultatai), kad suzinotuméte, kur yra analizés
ataskaita.
Jeianalizé buvo pakartota, iSpléskite iSskleidziamajj sarasa ,Select Analysis” (pasirinkti analize) ir
pasirinkite atitinkamag analize.

6 Spustelékite piktograma Copy to CIipboardE (kopijuotij iSkarpine), kad nukopijuotumete analizés
aplanko kelig.

Daugiau informacijos apie skirtukus ,,Run Overview* (serijos apzvalga) ir ,Sequencing Information®
(sekoskaitos informacija) ir kaip analize vél jtrauktij eile, zr. ,NextSeq 550Dx" prietaiso informaciniame vadove
(dokumento Nr. 71000000009513).

Analizeés rezultaty suvesting pateikta skirtuke ,Samples and Results” (meginiai ir rezultatai), o apibendrinta
ataskaita pateikta aplanke ,Alignment* (prilygiavimas). Kiekvieno meginio ataskaita taip pat pasiekiama PDF
formatu.

Skirtuko ,,Samples and Results“ (méginiai ir rezultatai) informacija

1 Norédami pamatyti meéginio ataskaitg, spustelékite meginj sarase.

1 lent. Serijos ir méginio informacija

Stulpelio antraste AprasSas

»Run Status” (serijos busena) Nurodo, ar sekoskaitos serija sekminga, ar nepavyko.

LJotal Yield (GB)“ (bendrasis Per sekoskaitos serijg priskirty baziy skai¢ius. Nurodo fluorescencijos slenkstine verte
kiekis (GB) ir blisena (,pass” (peréjo) arba ,fail“ (neperejo).

% = Q30 Per sekoskaitos serija jvykusiy nuskaitymu, kuriy kokybés verté yra 30 (Q30) arba

didesne, procentinis dydis. Nurodo peréjimo slenkstine verte ir busena (,pass” (peréjo)
arba ,fail* (neperéjo).

y,sample Name* (meéginio Méginio pavadinimas, nurodytas kuriant serijg.

pavadinimas)

s1otal PF Reads” (bendrasis Bendrasis nuskaitymu, peréjusiy filtra, skaic¢ius.

filtra pereéjusiy nuskaitymuy

skaicius)

,Read 1% = Q30" (1 Per ,Read 1 (1 nuskaitymas) jvykusiu nuskaitymuy, kuriy meginio kokybés verte yra 30
nuskaitymo % = Q30) (Q30) arba didesnis, procentinis dydis.

,Read 2% = Q30" (2 Per ,Read 2“ (2 nuskaitymas) jvykusiy nuskaitymuy, kuriy meginio kokybes jvertis yra 30
nuskaitymo % = Q30) (Q30) arba didesnis, procentiné verté.

+Autosome Call Rate“ Genomo padeciy autosomose (1-22 chromosomose), kurios atitinka i$ anksto
(autosomy priskyrimo nustatyta pasikliovimo slenkstine verte, skaiCius, padalytas i§ bendrojo analizuojamy
koeficientas) genomo padeéciy autosomose skaiciaus. Priskyrimo daznis nustatomas kiekvienam

meginiui ir ataskaitoje pateikiamas kaip procentiné verte, apskaiciuota kaip [genomo
autosomy padéciy su nevisiSkais priskyrimais skaicius, padalytas is bendrojo
sekventuojamy autosomy padéciy, skaiciaus], atimtas is vieneto (1).
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2 lent. Méginio ataskaitos informacija

Stulpelio antrasté
L,Sample* (meginys)
,Report Date” (ataskaitos data)

,Sample Information* (méginio
informacija)

L~Amplicon Summary*
(amplikony suvesting)

,Read Level Statistics"
(nuskaitymo lygio statistiniai
duomenys)

»Variants Summary“ (varianty
suvesting)

,Coverage Summary*
(aprépties suvestine)

,Coverage Plots" (aprepties
diagramos)

,Software Versions*
(programinés jrangos versijos)

Aprasas
Meginio pavadinimas, nurodytas kuriant serijg.
Ataskaitos suktrimo data.

Méginio ID, pateiktas kuriant serijg, bendrasis méginio nuskaitymy, peréjusiy filtrg,
skai¢ius, méginio nuskaitymy, kuriy kokybés jvertis yra 30 (Q30) ar didesnis,
procentiné verté ir autosomy priskyrimo daznis.

Bendrasis amplikony regionuy, kuriy sekos nustatytos, skaicius, taip pat bendrasis ilgis
tiksliniy sri¢iy amplikony, kuriy sekos nustatytos, baziy poromis, skirtas meginiui is
LPool A“ (A telkinys) ir ,Pool B* (B telkinys), ir kiekvienam telkiniui naudotas
deklaracijos failas. Deklaracijos failas nurodo referentinj genoma ir tikslinius
referentinius regionus, naudojamus atliekant prilygiavimo veiksma.

Meginio nuskaitymuy skai¢ius ir procentas, apimant kiekviena referentine padetj, skirti
,Read 1 (1 nuskaitymas) ir ,Read 2“ (antras nuskaitymas), atliekamiems ,Pool A“ (A
telkinys) ir ,Pool B* (B telkinys).

Pavieniy nukleotido varianty (SNV), intarpy ir iskrity, aptikty meéginyje, kurie atitinka
sitlomas vertes, siekiant nustatyti, ar kokybes rezultatai patenka j priimting intervala,
skaicius.

Bendrasis sulygiuoty baziy skaiCius, padalytas i$ tikslinio regiono dydzio, taip pat
amplikony regionuy, kuriy aprépties vertés didesnés uz mazos aprépties slenkstine
verte (0,2 * vidutiné amplikony apreptis), procentiné verté, skirti meéginiui is ,Pool A“ (A
telkinys) ir ,Pool B* (B telkinys).

Diagramoje ,Coverage by Amplicon Region” (apreptis pagal amplikony regionus)
parodyta apréptis meginio amplikony regionuose. Regionai, kuriy aprépties vertés
mazesnés nei aprepties slenkstiné verte, paryskinti raudona spalva. Visy verciy vidurk]
nurodo oranziné linija. Diagrama parodo ,Pool A* (A telkinys) ir ,Pool B* (B telkinys)
apreptj.

Programinés jrangos versijos méginio sekoskaitos metu. Apima ,NextSeq 550Dx"
operacine programine jranga (NOS), ,Local Run Manager” programine jranga, RTA
programine jranga ir ,Somatic Variant“ modulio versijas.

Sugeneruojami toliau iSvardyti analizés iSvesties failai, skirti ,Somatic Variant* analizés moduliui. Juose
pateikiami prilygiavimo ir varianty priskyrimo analizés rezultatai. Analizés iSvesties failai saugomi aplanke
»2Alignment* (prilygiavimas).

Failo vardas ApraSas
ISskirstymas (*.txt)

FASTQ (*.fastq.gz)

Tarpiniai failai, kuriuose pateikiami iSskirstymo suvestinés rezultatai.
Tarpiniai failai, kuriuose pateikiami kokybés jvercCiy bazés priskyrimai. FASTQ
failai yra pagrindiniai jvesties duomenys, reikalingi prilygiavimo veiksmui atlikti.

Prilygiavimo failai BAM formatu Pateikiami nurodyto meéginio sulygiuoti nuskaitymai.

(*.bam)

Kiekvieno telkinio varianto
priskyrimo failai VCF formatu (*.vcf)

Pateikiami variantai, priskirti kiekvienoje padétyje is tiesioginio telkinio arba
atvirkstinio telkinio.

Apima kiekvienos padéties genotipa, priskirta kaip variantas arba kaip
referentinis.

Varianty priskyrimo failai genomo
VCF formatu (*.genome.vcf.gz)
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Failo vardas Aprasas

Suderinty varianty priskyrimo failai  Pateikiami variantai, priskirti kiekvienoje padétyje i$ abiejy telkiniy.
VCF formatu (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Pateikiama informacija apie kiekvienos pateiktos deklaracijos kiekvieno
meéginio amplikony apréptj. M# nurodo deklaracijos numersj.

Demultiplekso faily formatas

Fragmentavimo procesas nuskaito su kiekviena sankaupa susietg indeksavimo seka, kad nustatyty, i$ kurio
meéginio yra Si sankaupa. Sankaupy ir méginio numerio susiejimo duomenys jraSomi j pratekamosios kiuvetés
kiekvienos iSklotineés isskirstymo (*.demux) failg.

ISskirstymo failo vardo formatas yra s_1_X.demux (X yra iSklotinés numeris).
ISskirstymo failai prasideda antraste:

versija (4 baity sveikasis skai¢ius), Siuo metu taiyra 1;

sankaupy skaicius (4 baity sveikasis skaic¢ius).
Likusig failo dalj sudaro méginiy numeriai kiekvieno spiecCiaus TILL.

Pasibaigus iSskirstymo veiksmui, programiné jranga sugeneruoja isskirstymo failg vardu
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

Failo varde F1 atitinka pratekamosios kiuvetés numer;.

Failo varde L1 atitinka takelio numer;.

Dazniausiai pasitaikancios sekos indekso nuskaitymuose.

FASTQ faily formatas

FASTQ - tai tekstiniy faily formatas. Siuose failuose pateikiami nuskaitymo baziy priskyrimai ir kokybés vertés.
Kiekviename jrase yra 4 eilutes.

Identifikatorius
Seka
Pliuso zenklas (+)
Phred kokybés jver&iai ASCII + 33 uzkoduotu formatu
Identifikatorius formatuojamas kaip:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Pavyzdys:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
i

<>; ##=><9=AAAAAAARRRAOH : <#<; <<<22224=

BAM faily formatas

BAM failas (*.bam) — tai suglaudinto dvejetainio SAM failo versija, naudojama sulygiuotoms sekoms iki 128 Mb
nurodyti. SAM ir BAM formatai iSsamiai apibudinti Cia: samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.
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BAM faily vardo formatas yra SampleName_S#.bam, kur # yra méginio numeris pagal eilés tvarka, kuria

iSvardyti serijos méginiai.

BAM failuose yra antrastés dalis ir prilygiavimo dalis:

Header (antrasté) — pateikiama informacija apie visa failg, pvz., méginio pavadinimas, meginio ilgis ir
sulygiavimo budas. Prillygiavimo dalyje pateikti prilygiavimo duomenys yra susije su konkrecia informacija,
pateikta antrastés dalyje.

Alignments (prilygiavimai) — pateikiamas nuskaitymo pavadinimas, nuskaitymo seka ir kokybé, sulygiavimo
informacija bei tinkintos zymés. Nuskaitymo pavadinimg sudaro chromosoma, pradzios koordinaté,

prilygiavimo kokybé ir atitikties deskriptoriaus eilute.

Prilygiavimo dalyje pateikiama toliau nurodyta informacija apie kiekvieng nuskaityma ar ju pora.

AS: suporuoto pagal gala prilygiavimo kokybeé.

BC: bruksninio kodo zyme, nurodanti iSskirstyto méginio ID, susieta su nuskaitymu.

SM: vieno galo prilygiavimo kokybé.

XC: atitikties deskriptoriaus eilute.

XN: amplikono pavadinimo zyme, jraSanti su nuskaitymu susietg amplikono ID.

BAM indekso failuose (*.bam.bai) pateikiamas atitinkamo BAM failo indeksas.

VCF faily formatas

Varianty priskyrimo formatas (angl. ,Variant Call Format®, VCF) yra jprastas faily formatas, sukurtas geny

tyrimus atliekandiy mokslininky. Sio formato failuose pateikiama informacija apie variantus, aptiktus
konkrediose referentinio genomo padétyse. VCF failai baigiasi .vcf.

VCF faily antrasté apima VCF failo formato versijg, varianty priskyrimo priemonés versijg ir pateikia likusioje

failo dalyje naudojamas anotacijas. VCF antrasté taip pat apima atskaitos genomo failg ir BAM failg.

Paskutinéje antrastes eilutéje yra duomeny eiluCiy stulpeliy antrastés. Kiekvienoje VCF failo duomeny eilutéje

pateikiama informacija apie vieng variantg.

VCF faily antrastes

Antrasté ApraSas
CHROM Referentinio genomo chromosoma. Chromosomos rodomos ta pacia eilés tvarka kaip
(chromosoma) referentiniame FASTQ faile.

POS (padétis)

REF (referentinis)

ALT (lyginamasis)

QUAL (kokybé)

Varianto vienos bazés padeétis referentinéje chromosomoje.
SNP atveju §i padétis yra referentineé baze su variantu; intarpy ir iskrity arba iSkrity atveju —
referentine bazé pries pat varianta.

Tai yra varianto rs numeris, gautas is dbSNP.txt, jei taikytina. Jei Sioje vietoje yra keli rs numeriai,
sarado elementai atskiriami kabliataskiais. Jei Sioje vietoje dbSNP jrado néra, naudojamas
trikstamos vertés zymiklis ('.").

Referentinis genotipas. Pavyzdziui, vieno T iSkrita Zymima referentiniame gene TT ir
lyginamajame T. A-T pavienio nukleotido variantas zymimas kaip referentinis A ir lyginamasis T.

Aleliai, kurie skiriasi nuo referencinio nuskaitymo.
Pavyzdziui, vieno T intarpg atitinka referentinis A ir lyginamasis AT. A-T pavienio nukleotido
variantg nurodo referentinisA ir lyginamasis T.

Phred kokybés jvertis, kurj priskyre varianty priskyrimo priemone.

Didesni jverciai nurodo didesnj varianty pasikliovimo lygj ir mazesne klaidy tikimybe. Kokybes
jvertis Q reidkia, kad numatoma klaidos tikimybé yra 1079, Pavyzdziui, Q30 priskyrimy rinkinio
klaidy koeficientas yra 0,1 %. Daugelis varianty priskyrimo priemoniy kokybés jver¢ius priskiria
pagal savo statistinius modelius, kurie glaudziai susije su stebimu klaidy koeficientu.
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VCF faily anotacijos

Antrasté
FILTER (filtras)

INFO (informacija)

FORMAT
(formatas)

SAMPLE (méginys)

AprasSas

Jei pereiti visi filtrai, filtro stulpelyje jrasoma PASS (peréjo).

e LowDP (maza DP) — taikoma vietoms, kuriose aprépties gylis nesiekia 450x bet kuriame
telkinyje. Amplikony padetyse, kurias aprepia tiek tiesioginis nuskaitymas, tiek atvirkstinis
nuskaitymas, tai atitinka 900x vieno nuskaitymo aprept;.

° L owGQ (Zema GQ) — genotipo kokybé (GQ) nesiekia ribinés vertés.

® g30 - kokybeés jvertis yra < 30.

e | owVariantFreq (zemas varianty daznis) — varianty daznis yra mazesnis uz nurodyta slenkstine
verte.

e PB - zondo telkinio tendencingumas. Variantas nerastas arba rastas retai pasikartojantis
variantas viename arba dviejuose zondo telkiniuose.

* R3x6 — gretimy pasikartojimy (1-3 baziy pory ilgio) skaiCius varianty priskyrimams yra >6.

e SB - fragmento tendencingumas didesnis uz nurodyta slenkstine verte.

Toliau nurodyti galimi stulpelio INFO (informacija) duomenys.

e AC - aleliy skaicius genotipuose (kiekvieno ALT alelio) taikant ta pacia eilés tvarka kaip sarase.

e AF —aleliy daznis (kiekvieno ALT alelio), taikant ta pacig eilés tvarka kaip sarase.

e AN — bendrasis aleliy skaiCius priskirtuose genotipuose.

e CD - veliavélé, nurodanti, kad SNP yra bent vieno ,RefGen* (referentinis genomas) jraso
kodavimo regione.

e DP — gylis (baziy priskyrimy, sulygiuoty su padetimi ir naudojamuy priskiriant variantus, skaicius).

e Exon (egzonas) - kableliais atskirtas egzony sri¢iy, nuskaityty is ,RefGene* (referentinis
genomas), sarasas.

e FGC - funkciné pasekmé.

e Gl - kableliais atskirtas genuy ID, nuskaityty i§ ,RefGene” (referentinis genomas), sarasas.

e QD - varianty pasikliovimo lygis / kokybé pagal gylj.

e Tl - kableliais atskirtas transkriptony ID, nuskaityty i$ ,RefGene* (referentinis genomas),
sarasas.

Formato stulpelyje pateikiamas dvitaskiais atskirty lauky sarasas. Pavyzdziui, GT:GQ. Pateiktas
lauky sarasas skiriasi priklausomai nuo naudojamos varianty priskyrimo priemonés. Toliau
iSvardyti galimi laukai.

e AD - X, Y formos jvestis (X — referentiniy priskyrimy skaiCius, Y — alternatyviy priskyrimy
skaicius).

e DP - apytikslis nuskaitymo gylis; filtruojami nuskaitymai, kuriy MQ = 255 arba kurie turi blogy
atitikmenu.

e GQ - genotipo kokybeé.

e GQX - genotipo kokybé. GQX yra maziausia GQ verté ir QUAL stulpelio maziausia verte.
Apskritai Sios vertés yra panasios; kadangi naudojama maziausia verte, GQX yra
konservatyvesnis genotipo kokybés matas.

e GT — genotipas. 0 atitinka referenting baze, 1 atitinka pirmajj jraSa ALT stulpelyje ir t. t. DeSininis
pasvirasis brtksnys (/) nurodo, kad haplotipy vertinimo informacija nepasiekiama.

e NL — triukSmo lygis; baziy priskyrimo triukSmo Sioje padetyje jvertinimas.

e PB - zondo telkinio tendencingumas. Arciau 0 esancios vertés nurodo didesnj tendencinguma
viename zondo telkinyje ir mazesnj varianto priskyrimo pasikliovimo lygj.

e SB - fragmento tendencingumas $ioje padétyje. Didesnés neigiamos vertés rodo mazesn;
tendencinguma, o vertés, artimesnés O, rodo didesnj tendencinguma.

e VF - varianto daznis; nuskaitymuy, apimanciy alternatyvy alelj, procentine verté.

Meéginio stulpelyje pateikiamos vertés, nurodytos stulpelyje FORMAT (formatas).

Genomy VCF failai

Genomy VCF (gVCF) failai — tai VCF 4.1 versijos failai, kuriuose naudojant tam tikras taisykles visos vietos

genome atvaizduojamos kompaktisku formatu. gvVCF (*.genome.vcf.gz) failai apima visas vietas dominancioje
srityje (atskiras failas kiekvienam méginiui).
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gVCF faile nurodomi nepriskyrimo atvejai vietose, kurios nepereina visy filtry. Genotipo (GT) zyme ./. nurodo
nepriskyrima.

Daugiau informacijos Zr. sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.

Varianty is tiesioginio arba atvirkstinio telkinio ir teisingy varianty VCF
failai iS abiejy telkiniy
»oomatic Variant” darbo eiga sugeneruoja du varianty priskyrimo faily rinkinius.
VCF failai — varianty i$ tiesioginio arba i$ atvirkstinio telkinio failai. Telkinio failai jraSomi aplanke
,VariantCallingLogs".

Suderinimo VCF failai — teisingy varianty failai i$ abiejy telkiniy. Suderinimo failai jraSomi aplanke
»2Alignment* (prilygiavimas).

Telkinio ir suderinimo VCF failuose yra ir VCF (*.vcf), ir gVCF (*.genome.vcf) failai. Naudojamas toliau nurodytas

faily vardy formatas (S# nurodo eilés vieta, kurioje yra serijos meginys).
Visy viety ataskaitos — SampleName_S#.genome. vcf
Tik varianty ataskaitos — SampleName_S#.vcf

Programiné jranga palygina kiekvieno telkinio VCF failus ir sujungia kiekvienos padéties duomenis, kad
sukurty méginio suderinimo VCF failg.

Kiekvieno telkinio varianty priskyrimai suliejami j suderinimo VCF failus naudojant toliau pateiktus kriterijus.

Kriterijai Rezultatas

Referencijos priskyrimas kiekviename telkinyje Referencijos priskyrimas
Referencijos priskyrimas 1 telkinyje ir varianto priskyrimas kitame telkinyje I&filtruoto varianto priskyrimas
Atitinkantys varianty priskyrimai, kuriy daznis panasus kiekviename telkinyje Varianto priskyrimas
Atitinkantys varianty priskyrimai, kuriy daznis smarkiai skiriasi kiekviename telkinyje Varianto priskyrimas

isfiltruojamas

Neatitinkantys varianty priskyrimai kiekviename telkinyje ISfiltruoto varianto priskyrimas

Kiekvieno telkinio metrika suliejama vadovaujantis toliau pateiktomis taisyklémis.

Metrika Verté

Gylis Gylio pridéjimas i$ abiejy telkiniy

Varianto daznis Bendras varianty skaiCius, padalytas i§ bendro aprepties gylio
Q jvertis Maziausia abiejy telkiniy verté

Amplikony aprépties failas
Sugeneruojamas kiekvienam deklaracijos failui skirtas amplikony aprépties failas. Failo varde M# nurodo
deklaracijos numerj.

Kiekviename faile yra antrastés eilute, kurioje pateikiami meginio ID, susieti su deklaracija. Faile pateikiama
toliau nurodyta informacija.

»1arget ID (taikinio ID), kaip nurodyta sgrase deklaracijoje.
Filtrg peréjusiy nuskaitymy aprépties gylis.
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Papildomi iSvesties failai

Toliau nurodytuose iSvesties failuose pateikiama papildomos informacijos arba serijos rezultaty ir analizés
klaidy suvestine. Nors Sie failai néra butini norint jvertinti analizés rezultatus, jie gali buti naudojami Salinant
triktis. Visi failai yra aplanke ,Alignment* (prilygiavimas), nebent nurodyta kitaip.

Failo vardas

AnalysisLog.txt

AnalysisError.txt

DemultiplexSummaryF1L1#.txt

AmpliconRunStatistics.xml

Aprasas

Apdorojimo zurnalas, apibtdinantis kiekviena veiksma, atliktga analizuojant
dabartinés serijos aplanka. Siame faile nepateikiami klaidos pranesimai.
Jis saugomas aplanke ,Alignment“ (prilygiavimas).

Apdorojimo zurnalas, kuriame pateikiamas visy analizés klaidy sarasas. Jei klaidy
néra, Sis failas bus tuscias.
Jis saugomas aplanke ,Alignment” (prilygiavimas).

Pateikiami isskirstymo rezultatai lenteleje: po 1 eilute iSklotinei ir po 1 stulpelj
meginiui. Simbolis ,#“ nurodo pratekamosios kiuvetées 1, 2, 3 arba 4 takelj.
Jis saugomas aplanke ,Alignment” (prilygiavimas).

Pateikiami statistiniai konkreCios serijos suvestinés duomenys.
Jis saugomas aplanke ,Alignment” (prilygiavimas).

Aplankas ,,Analysis“ (analizé)

Aplanke ,Analysis” (analizé) saugomi ,,Local Run Manager” programinés jrangos sugeneruoti failai.

ISvesties aplanko ir analizés aplanko rySys apibendrintas toliau.

Nustatant seka, ,Real-Time Analysis” (analizé realiuoju laiku, angl. RTA) j iSvesties aplanka surenka failus,
sugeneruotus atliekant vaizdy analize, baziy priskyrimg ir kokybés jvertinima.

RTA realiuoju laiku nukopijuoja failus j analizés aplankg. Po to, kai RTA priskiria kokybeés jvertj kiekvieno
ciklo kiekvienai bazei, programiné jranga failg RTAComplete.txt jraso j abu aplankus.

Kai atsiranda failas RTAComplete.txt, prasideda analizé.

Vykstant analizei, ,L.ocal Run Manager*” iSvesties failus jraso j analizés aplanka, o tada failus vél
nukopijuoja j iSvesties aplanka.

Prilygiavimo aplankai

Kiekvieng kartg, kai analizé vél jtraukiama j eile, ,Local Run Manager” sukuria prilygiavimo aplankg
pavadinimu Alignment_N (N yra nuosekliai priskirtas sekos numeris).
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Aplanko struktlra
= Alignment (prilygiavimas) — ¢ia saugomi “.bam, *.vcf, FASTQ failai ir konkretaus analizés modulio failai.

(= Date and Time Stamp (datos ir laiko Zzyma) — analizés zyma ,Data_laikas" formatu MMMMmmDD_
HHMMSS

5] AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
=] aggregate.report.html
=l aggregate.report.pdf
=l aggregate.summary.csv
B AmpliconCoverage_M#.tsv
[E] AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
=] Samplel.report.pdf
=l Sample1.summary.csv
=l Samplel.vcf.gz
=l Sample1.bam
[ FASTQ
(= Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
([ ,Stats* (statistiniai duomenys)
=] DemuxSummaryF1L1.txt
=l FastgSummaryF1L1.txt
(™ Data (duomenys)
[~ Intensities (intensyvumas)
[C"BaseCalls (baziy priskyrimai)
(= LOO1 - &ia saugomi *.bcl failai.
(= LOO1 - &ia saugomi *.locs failai.
[ RTA Logs (RTA zurnalai) — €ia saugomi RTA programinés jrangos analizés zurnalo failai.

= InterOp (vidinés operacijos) — Cia saugomi dvejetainiai failai, naudojami sekoskaitos serijos metrikos
ataskaitoms.

= Logs (zurnalai) — zurnalo failai, apibtdinantys sekoskaitos veiksmus.
[E] RTAComplete.txt
= Runinfo.xml

5] RunParameters.xml
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,Local Run Manager" ,Somatic Variant" analizes modulio darbo eigos vadovas, skirtas ,NextSeq 550Dx"

Kai méginiuose esancios sekos nustatomos naudojant prietaisg ,NextSeq 550Dx", baziy priskyrimo funkcija
nustato baze (A, C, G arba T) kiekvienam konkrecios isklotinés spieciui arba vaizdavimo sritj pratekamojoje
kiuveteje, vykstant konkreciam ciklui. Prietaisas ,NextSeq 550Dx" atlieka dviejy kanaly sekoskaitg, todél

keturiy DNR baziy duomenims koduoti tereikia dviejy vaizdy — vieno i$ raudono kanalo ir kito i$ Zalio kanalo.

Baziy priskyrimo indekso nuskaitymo procesas skiriasi nuo baziy priskyrimo atliekant kitus nuskaitymus.

Indekso nuskaitymai turi prasidéti nuo bent vienos ne G bazés pirmuosiuose dviejuose cikluose. Jeiindekso
nuskaitymas prasideda dviem G bazeés priskyrimais, nebus sugeneruotas signalo intensyvumas. Siekiant
uztikrinti iSskirstymo nasuma, signalas turi bGti pirmuosiuose dviejuose cikluose.

Jeiindeksai pasirenkami kuriant serijg ir jie neatitinka jvairoves reikalavimy, pasirodys mazos jvairoves
jspéjimas. Kad nebuty sugeneruotas mazos jvairoves jspejimas, pasirinkite indeksy sekas, kurios pateikia
signalg abiejuose kiekvieno ciklo kanaluose.

Raudonas kanalas — A arba C
Zalias kanalas— Aarba T

Sis baziy priskyrimo procesas uztikrina tiksluma analizuojant Zemos fragmentacijos méginius. Daugiau
informacijos apie indeksy sekas zr. , TruSeq Custom Amplicon Kit Dx* (dokumento Nr. 1000000029772)
pakuotés lapelyje.

Kai kuriate serijg naudodami ,Local Run Manager®, turite pasirinkti tirtiny méginiy skaiCiy. Programiné jranga
automatiskai jveda sitlomus indeksy derinius, kurie atitinka indeksy jvairovés kriterijus. Nors neprivalote
naudoti sitlomy indeksy deriniy, juos naudoti rekomenduojama.
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,Local Run Manager" ,Somatic Variant" analizes modulio darbo eigos vadovas, skirtas ,NextSeq 550Dx"

Keitimy istorija

Dokumentas Data Keitimo aprasymas

Dokumento Nr. 1000000030330 v04 2021 m. Atnauijintas jgaliotojo atstovo ES adresas.
rugpjutis

Dokumento Nr. 1000000030330 v03 2019 m. Atnaujintas jgaliotojo atstovo ES adresas.
gruodis Atnaujintas uzsakovo Australijoje adresas.

Dokumento Nr. 1000000030330 v02 2019 m. Prideta informacija apie 2.5 versijos reagenty rinkinius.
sausis

Dokumento Nr. 1000000030330 vO1 2018 m. Atnaujintas norminis Zenklinimas.
rugpjutis

Dokumento Nr. 1000000030330 v0O 2017 m. Pirmasis leidimas.
lapkritis
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,Local Run Manager" ,Somatic Variant" analizes modulio darbo eigos vadovas, skirtas ,NextSeq 550Dx"

Techniné pagalba

Déltechninés pagalbos kreipkitésj ,lllumina“ techninés pagalbos tamyba.

Interneto svetainé
El. pastas:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Lumina“klienty aptarnavimo telefono numeriai

Regionas Nemokamas telefono numeris Regioninis
Siaurés Amerika +1.800.809.4566

Airija +353 1800936608 +353 016950506
Australija +1.800.775.688

Austrija +43 800006249 +43 19286540
Belgija +32 80077160 +32 34002973
Danija +45 80820183 +45 89871156
Honkongas 800960230

Ispanija +34 911899417 +34 800300143
Italija +39 800985513 +39 236003759
Japonija 0800.111.5011

Jungtiné Karalysté

+44 8000126019

+44 2073057197

Kinija

400.066.5835

Naujoji Zelandija

0800.451.650

Nyderlandai +31 8000222493 +31 207132960
Norvegija +47 800 16836 +47 21939693
Prancuzija +33 805102193 +33 170770446
Singapuras +1.800.579.2745

Suomija +358 800918363 +358 974790110
Svedija +46 850619671 +46 200883979
Sveicarija +41 565800000 +41 800200442
Taivanas 00806651752

Vokietija +49 8001014940 +49 8938035677
Kitos Salys +44 1799 534000

Saugos duomeny lapai (SDL) prieinami , lllumina“ interneto svetaingje support.illumina.com/sds.html.

Produkto dokumentacijg PDF formatu galima atsisiysti i$ ,lllumina®“ interneto svetainés. Apsilankykite
support.illumina.com, pasirinkite produkta, tada pasirinkite Documentation & Literature (dokumentacija ir

literatura).
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