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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wtasnosc¢ firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotow zaleznych (,lllumina”) i sa
przeznaczone wytacznie do zgodnego z umowa uzytku przez klienta firmy w zwiazku z uzytkowaniem produktéw
opisanych w niniejszym dokumencie, z wytaczeniem innych celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie beda
wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celdw i/lub publikowane w inny sposob, ujawniane ani kopiowane bez
pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licenciji
podlegajacych przepisom w zakresie patentow, znakéw towarowych czy praw autorskich ani prawu powszechnemu lub
prawom pokrewnym osoéb trzecich.

W celu zapewnienia wiasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane
instrukcje powinny by¢ scisle przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed
rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw nalezy zapoznac sie z cafg trescig niniejszego dokumentu.
NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKEADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Modut analizy wariantéw somatycznych lokalnego menedzera przebiegu jest przeznaczony do stosowania
z zestawem Dx do sekwencjonowania niestandardowych amplikondw TruSeq firmy lllumina iaparatem
NextSeq 550Dx. Oznaczenie to, gdy jest stosowane z modutem analizy wariantéw somatycznych, jest
przeznaczone do przygotowywania bibliotek uzywanych do sekwencjonowania DNA z tkanek utrwalonych
w formalinie i zatopionych w parafinie (ang. formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE). Oznaczenie wykrywa
mutacje somatyczne przy niskich czestosciach wystepowania wariantow.

Modut analizy ocenia krotkie regiony amplifikowanego DNA, czyli amplikony, pod katem wariantow.
Celowane sekwencjonowanie amplikonéw zapewnia wysokie pokrycie okreslonych regionow w duzej liczbie
prébek. Modut analizy przeprowadza analize wtdrng igeneruje raporty z sekwencjonowania z zastosowaniem
metody dwuniciowej uwzgledniajgcej pule oligonukleotyddw przednich oraz wstecznych. Patrz ulotka
dotgczona do opakowania zestawu Dx do sekwencjonowania niestandardowych amplikonow TruSeq
(nrdokumentu: 1000000029772).

Modut analizy wariantéw somatycznych wymaga materiatéw eksploatacyjnych na 300 cykli
sekwencjonowania. Wiecej informaciji znajduje sie w ulotce dotgczonej do opakowania zestawu odczynnikdw
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit wer. 2 lub NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit wer. 2.5.

Informacje na temat niniejszego przewodnika

W niniejszym przewodniku zawarto instrukcje dotyczace konfigurowania parametréw przebiegu
sekwencjonowania ianalizy przy uzyciu modutu analizy wariantow somatycznych. Informacje na temat panelu
lokalnego menedzera przebiegu i ustawien systemu zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx
(nrdokumentu: 1000000009513).

Lokalny menedzer przebiegu - przegladanie

Interfejs lokalnego menedzera przebiegu jest wyswietlany w oprogramowaniu NextSeq 550Dx Operating
Software (NOS) lub w przegladarce internetowej. Obstugiwang przegladarka jest Chromium.

;ri_ UWAGA
" W przypadku uzywania nieobstugiwanej przegladarki nalezy pobrac¢ obstugiwang przegladarke po
wyswietleniu w oknie monitu ,,Confirm Unsupported Browser” (Potwierdz nieobstugiwang przegladarke).
Wybrac ,here” (tutaj), aby pobrac¢ obstugiwana wersje przegladarki Chromium.

Wyswietlanie na monitorze aparatu

1 Aby przegladac interfejs lokalnego menedzera przebiegu na monitorze aparatu, nalezy wybrac¢ jedng
z nastepujacych opcii:

Na ekranie gtownym oprogramowania NOS wybrac opcje Local Run Manager (Lokalny menedzer
przebiegu).
Klikng¢ X w prawym goérnym rogu, aby po zakonczeniu wrdci¢ do ekranu oprogramowania NOS.
Wybrac¢ ikone minimalizacjiNOS, otworzy¢ przegladarke Chromium na aparacie, a nastepnie wpisac
http://localhost na pasku adresu.
Tylko administratorzy mogg zminimalizowac¢ oprogramowanie NOS.

Widok z komputera sieciowego

1 Otworzy¢ przegladarke internetowg Chromium na komputerze z dostepem do tej samej sieci co aparat
i potaczyC sie za pomoca adresu IP aparatu lub nazwy aparatu. Na przykfad http://myinstrument.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Ustawianie parametrow

;
2
3

Zalogowac sie do lokalnego menedzera przebiegu.
Wybrac¢ opcje Create Run (Utworz przebieg), a nastepnie opcje Somatic Variant (Wariant somatyczny).

Wprowadzi¢ nazwe przebiegu, ktdra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize.
Mozna uzywac znakdw alfanumerycznych, spacii, znakow podkreslenia lub tacznikdw.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis przebiegu, aby utatwi¢ jego identyfikacje.
Mozna uzywac znakdw alfanumerycznych, spacji, znakow podkreslenia lub facznikow.

Wybrac liczbe probek i zbior indeksow z listy rozwijane;.
Dokonujgc wyboru, nalezy uwzgledni¢ ponizsze informacije.

Lista rozwijana zawiera liczby probek ze zbiorem indeksow. Na przyktad ,24-Set 1” oznacza 24 prébki do
przetestowania z indeksami ze zbioru 1 indeksow.

Numery zbioréw indeksdw odnoszg sie do réznych zbioréw indeksow i5. Oba zbiory Set 1 (Zbidr 1) i Set 2
(Zbior 2) zapewniaja zréznicowanie indekséw. Proponowane sg dwa zbiory indeksow, aby zapobiec
wyczerpaniu pojedynczego zbioru.

Nalezy wybrac liczbe probek najblizsza liczbie prébek do testowania. Jesli doktadnej liczby prébek nie
ma na liscie, nalezy wybrac najblizszg wartos¢, jednak mniejsza od liczby testowanych probek. Na
przyktad: jesli testowanych ma by¢ 18 prébek, nalezy wybrac liczbe 16.

Kombinacje dotkéw probek iindeksdw spetniajgce wymagania dotyczace zrdéznicowania sg zaznaczone
na zielono. W przypadku wybrania innych kombinacji dotkéw iindeksow, jesli wymagania dotyczace
zroznicowania indeksow nie zostang spetnione, podczas zapisywania przebiegu pojawi sie
powiadomienie.

Importowanie plikow wykazow dla przebiegu

1

Nalezy sie upewnic¢, ze wykazy, ktére majg by¢ zaimportowane, znajduja sie w dostepnej lokalizaciji
sieciowej lub na dysku USB.
Wybrac¢ opcje Import Manifests (Importuj wykazy).

Przejs¢ do pliku wykazu iwybra¢ wykazy do dodania.

UWAGA
Aby udostepnic pliki wykazow dla wszystkich przebiegdw przy uzyciu modutu analizy wariantow
somatycznych, nalezy dodac wykazy za pomoca funkcji Module Settings (Ustawienia modutu). Do jej uzycia

wymagane sg uprawnienia administratora. Wiecej informaciji na ten temat zawiera Instrukcja obstugi aparatu
NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 10000000095173)
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Okreslanie probek do przebiegu

Prébki do przebiegu okresla sie za pomoca jednej z ponizszych opcji, zgodnie z podanymi wskazéwkami.

Enter samples manually (Wprowadz probki recznie) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).

Import samples (Importuj prébki) — nalezy przejs¢ do pliku zewnetrznego w formacie wartosci
rozdzielonych przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run (Tworzenie
przebiegu).

Po wypemieniu tabeli probek mozna wyeksportowac informacje o probce do pliku zewnetrznego. Plik ten
postuzy jako odniesienie podczas przygotowywania bibliotek lub importowania pliku na potrzeby kolejnego
przebiegu.

Reczne wprowadzanie probek

1

Wprowadzi¢ niepowtarzalng nazwe probki w polu Sample Name (Identyfikator probki).
Mozna uzywac znakdéw alfanumerycznych, tgcznikéw lub znakéw podkreslenia.
Podanie nazwy probki powoduje automatyczne wypetienie odpowiedniego dotka w drugiej puli.

[Opcjonalnie] W przypadku dodatnich lub ujemnych probek kontrolnych klikng¢ prawym przyciskiem
myszy iwybrac typ probki kontrolne;.

Podanie typu kontroli dla jednego dotka probki powoduje automatyczne wypetnienie tym samym typem
kontroli odpowiedniego dotka w drugiej puli.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w polu Sample Description (Opis probki).

Mozna uzywac znakdéw alfanumerycznych, tgcznikéw lub znakéw podkreslenia.

Podanie opisu probki powoduje automatyczne wypetnienie odpowiedniego dotka w drugiej puli.
Opisy probki sa powigzane zidentyfikatorem probki. Jesli ten sam identyfikator probki zostanie
ponownie uzyty w pozniejszym przebiegu, opisy probki zostang nadpisane.

Wybrac adapter Indeksu 1 z listy rozwijanej Index 1 (i7) (Indeks 1, i7).

W przypadku uzycia sugerowanych dotkéw probek oprogramowanie automatycznie wypetia adaptery
Indeksui7 orazib, ktére spetniaja wymogi dotyczace zréznicowania indeksu. Jesli na liscie nie ma
doktadnej liczby testowanych probek, nalezy wybra¢ adaptery indeksu dla dodatkowych dotkéw. Jesli
istnieje potrzeba, aby wybrac indeksy dla dodatkowych dotkéw lub nie beda uzywane zalecane
kombinacje adapterdw indeksu, przed wybraniem indekséw nalezy przeczyta¢ czes¢ Rozpoznawanie
nukleotyddw i zréznicowanie indeksu na stronie 17.

Wybrac adapter Indeksu 2 z listy rozwijanej Index 2 (i5) (Indeks 2, i5).

Wybrac plik wykazu z listy rozwijanej Manifest (Wykaz).
Probki w puli A wymagaja innego wykazu niz probki w puli B.
Wybra¢ odpowiednig opcje, aby wyswietlic, wydrukowac lub zapisac uktad ptytkijako odniesienie do
przygotowywania bibliotek.
Wybraé ikone S Drukuj, aby wyswietlié ukiad plytki. Wybraé opcije Print (Drukuj), aby wydrukowaé
uktad ptytki.
Wybrac¢ opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowac informacje o probce do pliku zewnetrznego.
Upewni¢ sie, ze wykaz iinformacje o probce sg prawidtowe. Nieprawidtowe informacje moga wptynac na
wyniki.

Wybrac¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Nr dokumentu: 1000000030330, wer. 04 POL
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO



Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Importowanie probek

1 Wybrac opcje Import Samples (Importuj probki) i przejs¢ do lokalizaciji pliku z informacjami o probce.
Mozna zaimportowac¢ dwa rodzaje plikow.
Wybrac¢ opcje Template (Szablon) na ekranie Create Run (Tworzenie przebiegu), aby przygotowac
nowy uktfad ptytki. Plik szablonu zawiera wiasciwe nagtéwki kolumn do zaimportowania. Dla probek
w przebiegu w kazdej kolumnie wprowadzi¢ informacije o probce. Usunac¢ przyktadowe informacje
w nieuzywanych komaérkach, a nastepnie zapisac plik.
Uzy¢ pliku zinformacjami o probce, ktory zostat wyeksportowany z modutu analizy wariantow
somatycznych przy uzyciu funkcji eksportowania.
2  Wybrac ikone E'Drukuj, aby wyswietli¢ uktad ptytki.
Wybrac¢ opcje Print (Drukuj), aby wydrukowac uktad ptytki jako odniesienie do przygotowania bibliotek.
[Opcjonalnie] Wybra¢ opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowac informacje o prébce do pliku
zewnetrznego.

Upewni¢ sie, ze wykaz iinformacie o probce sg prawidtowe. Nieprawidtowe informacje moga wptynac na
wyniki.

5 Wybrac opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Edycja przebiegu

Instrukcije na temat edytowania informacji dotyczacych przebiegu przed rozpoczeciem sekwencjonowania
zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

Modut analizy wariantéw somatycznych wykonuje wymienione ponizej etapy analizy, a nastepnie zapisuje pliki
wyjsciowe analizy w folderze Alignment (Dopasowanie).

Demultipleksowanie odczytow indekséw
Generowanie plikéw FASTQ
Dopasowanie do materiatu referencyjnego

Identyfikacja wariantow

Demultipleksowanie

Demultipleksowanie polega na poréwnywaniu kazdej sekwencji odczytu indeksow z sekwencjami indeksow
okreslonymi dla przebiegu. Na tym etapie nie sg brane pod uwage zadne wartosci dotyczace jakosci.

Odczyty indeksow identyfikuje sie poprzez nastepujace czynnosci:

Prébki sg ponumerowane, zaczynajac od numeru 1, na podstawie kolejnosci, w jakiej je wymieniono dla
przebiegu.

Prébka numer O jest zarezerwowana dla klastréw, ktére nie zostaly przypisane do probki.

Klastry sg przypisywane do prébki, gdy sekwencja jest doktadnie zgodna lub gdy wystepuje
maksymalnie jedna niezgodnos¢ na odczyt indeksu.

Nr dokumentu: 1000000030330, wer. 04 POL
DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO



Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Generowanie pliku FASTQ

Po zakoriczeniu demultipleksowania oprogramowanie generuje pliki analizy posredniej w formacie FASTQ,
ktory przedstawia sekwencje w postaci tekstowej. Pliki FASTQ zawierajg odczyty dla kazdej probki
i powiazane z nimi wyniki jakosciowe. Klastry, ktdre nie przeszty przez filtr, sg wykluczane.

Kazdy plik FASTQ zawiera odczyty dla tylko jednej probki. Nazwa tej probki jest uwzgledniona w nazwie pliku
FASTQ. Pliki FASTQ to podstawowe dane wejsciowe do dopasowywania. Generowanych jest osiem plikow
FASTQ na probke na pule oligonukleotydow, cztery zOdczytu 1 icztery zOdczytu 2, co daje tgcznie

16 plikow FASTQ na probke.

Dopasowywanie
Podczas etapu dopasowywania klastry z poszczegdlinych préobek sg dopasowywane za pomoca
pasmowego algorytmu Smitha-Watermana do sekwencji amplikonu okreslonych w pliku wykazu.

Pasmowy algorytm Smitha-Watermana wykonuje pdtglobalne dopasowania sekwencji w celu okreslenia
podobnych regionéw miedzy dwiema sekwencjami. Zamiast poréwnywac cata sekwencje, algorytm Smitha-
Watermana porownuje segmenty o wszystkich mozliwych dtugosciach.

Kazdy odczyt w trybie sparowanych koricow jest oceniany pod wzgledem dopasowania do sekwencji sondy
odpowiednich dla tego odczytu.
Odczyt 1 jest oceniany wzgledem odwrotnej zgodnosci oligonukleotyddw dalszych zaleznych od
umiejscowienia (ang. Downstream Locus-Specific Oligos, DLSO).
Odczyt 2 jest oceniany wzgledem zgodnosci oligonukleotyddw wczesniejszych zaleznych od
umiejscowienia (ang. Upstream Locus-Specific Oligos, ULSO).

Jesli przy dopasowaniu poczatku odczytu do sekwencji sondy wystepuja maksymalnie trzy réznice
(niedopasowania lub przesuniecia z powodu wiodgcych polimorfizmow typu insercja lub delecja [indel]),
petna dtugos¢ odczytu jest dopasowywana do amplikonu docelowego dla tej sekwencii.

Ze wzgledu na mechanizm dziatania oznaczenia, polimorfizmy typu indel w oligonukleotydach DLSO
iULSO nie sg obserwowane.

Dopasowania sg odfiltrowywane z wynikdéw na podstawie liczby niedopasowan w regionie docelowym lub
catym amplikonie, w zaleznosci od dtugosci amplikonu. Odfiltrowane dopasowania sa zapisywane w plikach
dopasowania jako niedopasowane inie sg uzywane do rozpoznawania wariantow.

Rozpoznawanie wariantow
Opracowany przez firme lllumina algorytm do rozpoznawania wariantow Pisces identyfikuje warianty
wystepujace z matg czestoscia w probce DNA.

Algorytm do rozpoznawania wariantow Pisces identyfikuje warianty SNV, warianty MNV i mate polimorfizmy
typu indel poprzez wykonanie trzech etapow:

Oddzielne rozwazenie kazdej pozycji w genomie referencyjnym.

Zliczenie nukleotyddw w okreslonej pozyciji pod katem dopasowanych odczytéw nakifadajgcych sie na te
pozycje.

Obliczenie wyniku dla wariantu, ktéry okresla jakos¢ rozpoznania przy uzyciu modelu Poissona. Warianty
zwynikiem jakosciowym ponizej Q30 sa wykluczane.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Warianty sg najpierw rozpoznawane osobno dla kazdej puli. Nastepnie warianty z kazdej puli sg
poréwnywane ifgczone w jeden plik wyjsciowy. Jesli wariant wystepuje w obu pulach iprzejdzie wszystkie
filtry wymienione w czesci Adnotacje w pliku VCF na stronie 13, zostanie opatrzony informacjg PASS
(Powodzenie) w pliku rozpoznawania wariantéw (VCF).

1 Klikng¢ nazwe przebiegu w panelu lokalnego menedzera przebiegu.

2  Przejrze¢ pomiary sekwencjonowania na karcie Run Overview (Przeglad przebiegu).

3 [Opcjonalnie] Klikng¢ ikone Kopiuj do schowkaEl, aby skopiowac sciezke do folderu wyjsciowego
przebiegu.

4 Klikng¢ karte Sequencing Information (Informacje dotyczace sekwencjonowania), aby przejrzec
parametry przebiegu iinformacje o materiatach eksploatacyjnych.

5 Kilikna¢ karte Samples and Results (Prébkiiwyniki), aby wyswietli¢ lokalizacje raportu z analizy.
Jedli analize powtarzano, rozwingc¢ liste Select Analysis (Wybierz analize) iwybra¢ odpowiednig
analize.

6 Kiliknac ikone Kopiuj do schowkaE, aby skopiowac Sciezke do folderu Analysis (Analiza).

Wiecej informacii na temat kart Run Overview (Przeglad przebiegu) i Sequencing Information (Informacije
dotyczace sekwencjonowania) oraz sposobu ponownego umieszczania analizy w kolejce zawiera Instrukcja
obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

Wyniki analizy sg podsumowane na karcie Samples and Results (Probki i wyniki) oraz w postaci raportu
zbiorczego w folderze Alignment (Dopasowanie). Raport dla kazdej probki jest tez dostepny w formacie
pliku PDF.

Informacje na karcie Samples and Results (Prébki i wyniki)
1 Klikng¢ probke na liscie, aby zobaczy¢ raport dotyczacy probki.

Tabela1 Informacje o przebiegu i probce

Nagtowek kolumny Opis

Run Status (Stan przebiegu) Stwierdzenie, czy sekwencjonowanie zakoriczyto sie powodzeniem czy
niepowodzeniem.

Total Yield (GB) (Uzysk catkowity, Liczba nukleotyddw rozpoznanych poprzez sekwencjonowanie. Przedstawienie

GB) progu powodzenia oraz stanu: powodzenie lub niepowodzenie.

% = Q30 Procent odczytow podczas sekwencjonowania z wynikiem jakosci rownym 30

(Q30) lub wyzszym. Przedstawienie progu powodzenia oraz stanu: powodzenie lub
niepowodzenie.

Sample Name (Nazwa probki) Nazwa probki podana w momencie tworzenia przebiegu.
Total PF Reads (Odczyty PF taczna liczba odczytow, ktore przeszty przez filtr.
tacznie)
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Nagtéwek kolumny

Read 1% = Q30
(% Odczytu 1 =Q30)

Read 2 % =Q30
(% Odczytu 2 = Q30)

Autosome Call Rate (Wskaznik
rozpoznan autosomow)

Opis

Odsetek odczytow w Odczycie 1 z wynikiem jakosci rownym 30 (Q30) lub wyzszym
dla probki.

Odsetek odczytow w Odczycie 2 z wynikiem jakosciowym rownym 30 (Q30) lub
wyzszym dla probki.

Liczba pozycji genomowych w obrebie autosomow (chromosomow od 1 do 22),
ktore spetniajg zdefiniowany wstepnie prog wartosci ufnosci, podzielona przez
catkowita liczbe przeanalizowanych autosomalnych pozycji genomowych.
Wskaznik rozpoznan jest opisywany w odniesieniu do probki i zgtaszany jako
odsetek obliczany wedtug wzoru: 1 minus (liczba pozycji autosomalnych

z niepetnymi rozpoznaniami podzielona przez tgczng liczbe sekwencjonowanych
pozycji autosomalnych).

Tabela 2 Informacje na raporcie dotyczacym prébki

Nagtéwek kolumny
Sample (Prébka)
Report Date (Data raportu)

Sample Information (Informacje
o probce)

Amplicon Summary
(Podsumowanie amplikonu)

Read Level Statistics (Statystyki
poziomu odczytu)

Variants Summary
(Podsumowanie wariantow)

Coverage Summary
(Podsumowanie pokrycia)

Coverage Plots (Wykresy
pokrycia)

Software Versions (Wersje
oprogramowania)

Opis
Nazwa prébki podana w momencie tworzenia przebiegu.
Data wygenerowania raportu.

Identyfikator probki podany w momencie tworzenia przebiegu, taczna liczba
odczytéw w prébce, ktére przeszty przez filtr, odsetek odczytdw dla probki o wyniku
jakosciowym réwnym co najmniej 30 (Q30) i wskaznik rozpoznan autosomalnych.

taczna liczba sekwencjonowanych regiondw amplikonu oraz catkowita dtugosc
par nukleotyddow sekwencjonowanych amplikonéw w regionach docelowych dla
probki w puli A i puli B oraz plik wykazu uzyty dla kazdej puli. Plik wykazu okresla
genom referencyjny i docelowe regiony referencyjne uzywane na etapie
dopasowywania.

Liczba iprocent odczytow dla probki z pokryciem kazdej pozycji w materiale
referencyjnym dla Odczytu 1 i Odczytu 2 w puli A i puli B.

Liczba wariantéw pojedynczych nukleotydow (SNV), insercji i delecji wykrytych dla
probki, ktére sg zgodne z wartosciami sugerowanymi w celu ustalenia, czy wyniki
jakosciowe nie przekraczajg dopuszczalnego zakresu.

taczna liczba dopasowanych nukleotydow podzielona przez rozmiar regionu
docelowego oraz odsetek regiondw amplikonu z wartosciami pokrycia powyzej
dolnego progu pokrycia wynoszgcego 0,2 x Srednie pokrycie amplikonu, dla probki
w puli A ipuli B.

Wykres pokrycia wedtug regionu amplikonu przedstawia pokrycie w obrebie

regionow amplikonu dla probki. Regiony z wartosciami pokrycia nizszymi od progu
pokrycia sg zaznaczone na czerwono. Srednia wszystkich wartosci jest wskazana
przez pomarariczowa linie. Wykres jest przedstawiony dla pokrycia w puli A i puli B.

Wersje oprogramowania uzywane podczas sekwencjonowania probki. Obejmuja
wersje oprogramowania sterujgcego aparatem NextSeq 550Dx (NOS), lokalnego
menedzera przebiegu, oprogramowania RTA i modutu analizy wariantow
somatycznych.

Na potrzeby modutu analizy wariantéw somatycznych generowane sg wymienione ponizej pliki wyjsciowe
analizy. Zawierajg one wyniki analizy potrzebne do dopasowywania irozpoznawania wariantéw. Pliki
wyjsciowe analizy znajdujg sie w folderze Alignment (Dopasowanie).
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Nazwa pliku Opis

Demultipleksowanie (*.txt) Pliki posrednie zawierajace podsumowanie wynikéw demultipleksowania.

FASTQ (*.fastq.gz) Pliki posrednie zawierajace wyniki jakosciowe rozpoznawania nukleotydow.
Pliki FASTQ to podstawowe dane wejsciowe etapu dopasowywania.

Pliki dopasowywania w formacie Zawiera dopasowane odczyty dla danej prébki.

BAM (*.bam)

Pliki rozpoznawania wariantéw na Zawieraja warianty rozpoznane w kazdej pozycji w puli oligonukleotydow

pule w formacie VCF (*.vcf) przednich lub wstecznych.

Pliki rozpoznawania wariantéw Zawieraja genotyp dla kazdej pozyciji, rozpoznany jako wariant lub materiat

w formacie VCF genomu referencyjny.

(*.genome.vcf.gz)

Pliki konsensusu rozpoznawania Zawierajg warianty rozpoznane w kazdej pozycji w obu pulach.
wariantéw w formacie VCF (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Zawiera informacje o pokryciu poszczegoélnych amplikondw na prébke
wedtug kazdego podanego wykazu. Litera M zliczbg oznacza numer wykazu.

Format pliku demultipleksowania

W procesie demultipleksowania nastepuje odczyt sekwencji indeksu dotgczonej do kazdego klastra, aby
okresli¢, z ktdrej prébki pochodzi klaster. Mapowanie miedzy klastramiinumerem probki jest zapisywane
w pliku demultipleksowania (*.demux) dla kazdej ptytki komory przeptywowe;.

Format nazwy pliku demultipleksowania to s_1_X.demux, gdzie ,X” to numer ptytki.
Plik demultipleksowania zaczyna sie od nagtéwka:

Wersja (4-bajtowa liczba catkowita), obecnie: 1

Liczba klastrow (4-bajtowa liczba catkowita)
Pozostata czes¢ pliku sktada sie znumerdw probek dla kazdego klastra z ptytki.

Po zakonczeniu etapu demultipleksowania oprogramowanie generuje plik demultipleksowania o nazwie
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 w nazwie pliku odpowiada numerowi komory przeptywowe;.
L1 w nazwie pliku odpowiada numerowi pasma.

Wyniki demultipleksowania przedstawione sg w tabeli z 1 wierszem na ptytke i 1 kolumng na probke,
zuwzglednieniem probki 0.

Najczesciej wystepujace sekwencje w odczytach indeksdw.

Format pliku FASTQ

FASTQ to format pliku tekstowego, ktdry zawiera rozpoznane nukleotydy iwartosci dotyczgce jakosci dla
kazdego odczytu. Kazdy rekord zawiera 4 wiersze:

Identyfikator

Sekwencja

Znak plus (+)

Wyniki jakosciowe w skali Phred w formacie kodowania ASCII + 33
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Identyfikator ma nastepujacy format:
@Aparat:IDprzebiegu:IDKomoryPrzeptywowej: Pasmo:Plytka: X:Y NrOdczytu:FlagaFiltra: 0: NumerPrébki
Przyktad:

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

"

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<L?222#=

Format pliku BAM

Plik BAM (*.bam) jest skompresowana, binarna wersja pliku SAM, ktéry stuzy do przechowywania
odwzorowan dopasowanych sekwenciji. Rozmiar pliku wynosi maksymalnie 128 Mb. Formaty SAM i BAM
opisano szczegdtowo w dokumencie samtools. github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

W odniesieniu do plikow BAM stosowany jest format nazwy NazwaProbki_S#.bam, gdzie ,#” jest numerem
probki wynikajacym z kolejnosci, w jakiej wymieniono probki dla przebiegu.

Pliki BAM zawieraja sekcje nagtdwka i dopasowan:

Header (Nagtowek) — zawiera informacije dotyczace catego pliku, takie jak nazwa probki, dtugos¢ probki
imetoda dopasowania. Elementy w sekcji dopasowan sg powigzane z okreslonymi informacjami w sekcji
nagtéwka.

Alignments (Dopasowania) — zawiera nazwe odczytu, sekwencje odczytu, jakos¢ odczytu, informacie
o dopasowaniu oraz znaczniki niestandardowe. Nazwa odczytu zawiera oznaczenia chromosomu,
wspotrzedne poczatkowe, jakosé dopasowania oraz cigg deskryptora dopasowan.

Sekcja dopasowan zawiera nastepujace informacije dla kazdego odczytu lub sparowanego odczytu:
AS: jakos¢ dopasowania odczytu w trybie sparowanych koncow.

BC: znacznik kodu kreskowego, ktéry wskazuje identyfikator demultipleksowanej probki powigzany
zodczytem.

SM: jakos¢ dopasowania odczytu w trybie pojedynczego konca.

XC: ciag deskryptora dopasowan.

XN: znacznik nazwy amplikonu stuzacy do zapisu identyfikatora amplikonu powigazanego z odczytem.
Pliki indekséw BAM (*.bam.bai) zawieraja indeks odpowiedniego pliku BAM.

Format pliku VCF

VCF (ang. Variant Call Format) to powszechnie uzywany format pliku opracowany przez spotecznosc
naukowa zajmujgca sie genomika. Plik zawiera informacje o wariantach znalezionych w konkretnych
pozycjach w genomie referencyjnym. Pliki VCF maja rozszerzenie .vcf.

Nagtéwek pliku VCF zawiera wersje formatu pliku VCF iwersje algorytmu do rozpoznawania wariantow.
Wymienione sg w nim rowniez adnotacije uzywane w pozostatej czesci pliku. Nagtéowek VCF zawiera takze
plik genomu referencyjnego i plik BAM. Ostatni wiersz nagtdwka zawiera nagtowki kolumny dla wierszy
danych. Kazdy wiersz danych pliku VCF zawiera informacje o pojedynczym wariancie.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Nagtowki pliku VCF

Nagtéwek

CHROM
(Chromosom)

POS (Pozycja)

ID (Identyfikator)

REF (Referencja)

ALT (Alternatywa)

QUAL (Jakos¢)

Opis

Chromosom genomu referencyjnego. Chromosomy pojawiaja sie w takiej samej kolejnosci, jak
w referencyjnym pliku FASTQ.

Pozycja pojedynczego nukleotydu w wariancie w chromosomie referencyjnym.

W przypadku polimorfizméw SNP ta pozycja to nukleotyd referencyjny z wariantem; w przypadku
polimorfizmow typu indel lub delecji ta pozycja to nukleotyd referencyjny bezposrednio przed
wariantem.

Numer rs wariantu uzyskany z pliku doSNP.txt, jesli ma to zastosowanie. Jesli w danej lokalizacji
istnieje wiele numerow rs, lista jest rozdzielona srednikami. Jesli w danej pozyciji nie istnieje
zaden wpis bazy danych SNP, zostanie zastosowany znacznik brakujgcej wartosci ('.").

Genotyp referencyjny. Przyktadowo delecja jednego nukleotydu T jest przedstawiana jako
referencyjny allel TT i alternatywny T. Wariant pojedynczego nukleotydu Ado T jest
przedstawiany jako referencyjny allel A i alternatywny T.

Allele rozniace sie od odczytu referencyjnego.

Na przyktad insercja jednego nukleotydu T jest przedstawiana jako referencyjny allel A

i alternatywny AT. Wariant pojedynczego nukleotydu A do T jest przedstawiany jako referencyjny
allel A ialternatywny T.

Wynik jakosciowy w skali Phred przypisany przez algorytm do rozpoznawania wariantow.
Wyzsze wyniki wskazuja wyzszy poziom ufnosci w odniesieniu do wariantu i nizsze
prawdopodobienstwo bteddw. W przypadku wyniku jakosciowego Q szacowane
prawdopodobienstwo btedu wynosi 107@19 Na przyktad zestaw rozpoznan z wynikiem Q30 ma
odsetek btedow rowny 0,1%. Wiele algorytmow rozpoznawania wariantow przypisuje wyniki
jakosciowe na podstawie swoich modeli statystycznych, ktére sa wysokie w stosunku do
obserwowanego odsetka btedow.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Adnotacje w pliku VCF

Nagtéwek
FILTER (Filtr)

INFO (Informacje)

FORMAT (Format)

SAMPLE (Prébka)

Opis

Jesli wariant przeszedt przez wszystkie filtry, w kolumnie filtru wpisywana jest informacja PASS

(Powodzenie).

e LowDP (Mata gtebokos¢) — ma zastosowanie do miejsc z gtebokoscia pokrycia ponizej 450x
w dowolnej puli. W przypadku pozycji amplikonu pokrytych zaréwno przez odczyt puli
oligonukleotyddéw przednich, jak i wstecznych, jest to odpowiednik pokrycia odczytu
pojedynczego 900x.

e LowGQ (Niska jakos¢ genotypu) —jakos¢ genotypowania (GQ) jest ponizej wartosci odciecia.

e 030 (Wynik jakosciowy) — wynik jakosciowy <30.

e | owVariantFreq (Mata czestos¢ wystepowania wariantow) — czestos¢ wariantow jest nizsza
niz dana wartos¢ progowa.

e PB - obciazenie systematyczne puli sond. Wariantu nie wykryto lub wykryto z matg czestoscia
w jednej lub dwdch pulach sond.

e R3x6 - liczba sasiednich powtdrzen (o dtugosci od 1 do 3 bp) do rozpoznan wariantow =6.

e SB - obciazenie systematyczne nici przekracza podany prog.

Do mozliwych wpisow w kolumnie INFO (Informacje) nalezga:

e AC — liczba alleli w genotypach dla kazdego allelu ALT, w takiej samej kolejnosci, jak na
liscie.

e AF — czestosc alleli dla kazdego allelu ALT, w takiej samej kolejnosci, jak na liscie.

e AN — faczna liczba alleli w rozpoznanych genotypach.

e CD - flaga wskazujgca, ze SNP wystepuje w regionie kodujgcym co najmniej 1 wpisu bazy
RefGene.

e DP - gtebokos¢ (liczba rozpoznan nukleotydéw dopasowanych do pozycji i uzytych
w rozpoznawaniu wariantow).

e Exon — rozdzielona przecinkami lista regiondw eksonéw odczytana z bazy RefGene.

e FC — funkcjonalna konsekwencja.

e Gl — rozdzielona przecinkami lista identyfikatorow genéw odczytana z bazy RefGene.

e QD - pewnosc/jakosé wariantu wedtug gtebokosci.

e Tl — rozdzielona przecinkami lista identyfikatorow transkryptéw odczytana z bazy RefGene.

W kolumnie formatu wymienione sa pola rozdzielone dwukropkami. Przyktadowo: GT:GQ. Lista
podanych pdl zalezy od uzytego algorytmu do rozpoznawania wariantéw. Do dostepnych pdl
naleza:

e AD — wpis w postaci ,X,Y”, gdzie Xjest liczbg rozpoznan referencyjnych, a 'Y jest liczba
rozpoznan alternatywnych.

e DP — przyblizona gtebokos¢ odczytu; odczyty z wartoscia MQ =255 lub ze ztym
dopasowaniem par sg odfiltrowywane.

e GQ — jakosc genotypu.

e GQX — jakosc¢ genotypu. GQX to minimalna wartos¢ sposrod wartosci GQ i kolumny QUAL.
Na ogot te wartosci sa podobne; przyjecie wartosci minimalnej powoduje, ze GQX staje sie
bardziej zachowawczym pomiarem jakosci genotypu.

e GT - genotyp. 0 odpowiada nukleotydowi referencyjnemu, 1 odpowiada pierwszemu wpisowi
w kolumnie ALT itd. Ukosnik (/) wskazuje brak informaciji o fazowaniu.

e NL - poziom szumu; szacowany szum przy rozpoznawaniu nukleotyddéw w tej pozyciji.

e PB - obcigzenie systematyczne puli sond. Wartosci bardziej zblizone do 0 wskazuja wigksze
obcigzenie systematyczne w kierunku jednej puli sond oraz mniejsza ufnos¢ przy rozpoznaniu
wariantu.

e SB - obciazenie systematyczne nici w tej pozycji. Wieksze wartosci ujemne wskazuja
mniejsze obcigzenie systematyczne; wartosci zblizone do 0 wskazujg wieksze obcigzenie.

e VF — czestos¢ wariantow; procent odczytow wspierajacych alternatywny allel.

W kolumnie probek sa podane wartosci wskazane w kolumnie FORMAT.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

PlikiVCF genomu

Pliki VCF genomu (gVCF) to pliki VCF wer. 4.1, ktére sa zgodne ze zbiorem konwenciji dotyczacych
przedstawienia wszystkich miejsc w genomie w dos¢ kompaktowym formacie. W jednym pliku gvVCF
(*.genome.vcf.gz) zawarte sg wszystkie miejsca w docelowym regionie dla okreslonej probki.

W pliku gVCF w pozycjach, ktére nie przeszty wszystkich filtréw, przedstawione sg nierozpoznane
nukleotydy. Znacznik genotypu (GT) ,../.” wskazuje nierozpoznany nukleotyd.

Wiecej informacii na ten temat mozna znalez¢ w witrynie sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.

Pliki VCF na pule i konsensusu

Procedura analizy wariantéw somatycznych generuje 2 zbiory plikéw rozpoznawania wariantow.

Pliki VCF na pule — zawierajg warianty rozpoznane w puli utworzonej przy uzyciu puli oligonukleotydow
przednich lub wstecznych. Pliki na pule sg zapisywane w folderze VariantCallingLogs.

Pliki VCF konsensusu — zawierajg warianty rozpoznane w obu pulach. Pliki konsensusu sa zapisywane
w folderze Alignment (Dopasowanie).

Pliki VCF na pule i konsensusu zawierajg zaréwno pliki VCF (*.vcf), jak i gVCF (*.genome.vcf). Stosowana jest
opisana ponizej konwencja nazewnictwa, gdzie litera S z liczbg odpowiada kolejnemu numerowi probki
wymienionej do przebiegu.

Raporty dotyczace wszystkich miejsc — NazwaProbki_S#.genome. vcf

Raporty dotyczgce tylko wariantéw — NazwaProbki_S#.vcf
Oprogramowanie poréwnuje pliki VCF na pule ifgczy dane dotyczace kazdej pozyciji, tworzac plik VCF
konsensusu dla probki.
Rozpoznania wariantéw z kazdej puli sg fgczone w pliki VCF konsensusu z zastosowaniem ponizszych
kryteriow.

Kryteria Wynik

Rozpoznanie referencyjne w kazdej puli Rozpoznanie
referencyjne

Rozpoznanie referencyjne w jednej puli i rozpoznanie wariantu w drugiej puli Filtrowane rozpoznanie
wariantu

Dopasowane rozpoznania wariantu o podobnej czestosci w obu pulach Rozpoznanie wariantu

Dopasowane rozpoznania wariantu o znaczgco roznych czestosciach w obu pulach Filtrowane rozpoznanie
wariantu

Niedopasowane rozpoznania wariantu w obu pulach Filtrowane rozpoznanie
wariantu

Pomiary z kazdej puli sg tgczone przy uzyciu ponizszych wartosci.

Pomiar Wartos$é

Depth (Gtebokos¢) Dodanie gtebokosci z obu puli

Variant Frequency (Czestos¢ kaczne liczby wariantow podzielone przez taczna gtebokos¢ pokrycia.
wariantu)

Q-Score (Wynik jakosciowy) Minimalna wartos¢ obu puli
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Plik pokrycia amplikonow
Dla kazdego pliku wykazu jest generowany plik pokrycia amplikondw. LiteraM z liczba w nazwie pliku
o0znacza numer wykazu.
Kazdy plik zawiera wiersz nagtéwka z identyfikatorami probek powigzanymi z wykazem. Plik zawiera
nastepujgce informacije:

Identyfikator regionu docelowego podany w wykazie.

Gtebokos¢ pokrycia odczytéw, ktdre przeszly przez filtr.

Dodatkowe pliki wyjsciowe

Wymienione ponizej pliki wyjsciowe zawieraja dodatkowe informacie lub podsumowania wynikéw przebiegu
i btedy analizy. Pliki te nie sg konieczne do oceny wynikéw analizy, jednak mozna ich uzy¢ na potrzeby
rozwigzywania problemow. Wszystkie pliki znajduja sie w folderze Alignment (Dopasowanie), chyba ze
podano inaczej.

Nazwa pliku Opis

AnalysisLog.txt Dziennik przetwarzania zawierajacy opis kazdego etapu wystepujacego podczas
analizy folderu biezacego przebiegu. Ten plik nie zawiera komunikatéw o btedach.
Znajduje sie w folderze Alignment (Dopasowanie).

AnalysisError.txt Dziennik przetwarzania zawierajacy liste wszystkich btedow, ktore wystapity
podczas analizy. Jesli nie wystapia btedy, ten plik bedzie pusty.
Znajduje sie w folderze Alignment (Dopasowanie).

DemultiplexSummaryF1L1#.txt Zawiera raporty wynikow demultipleksowania przedstawione w tabeli, w ktorej
kazdy wiersz odpowiada jednej ptytce, a kazda kolumna jednej probce. Znak #
odpowiada pasmu 1, 2, 3 lub 4 komory przeptywowe;j.

Znajduje sie w folderze Alignment (Dopasowanie).

AmpliconRunStatistics.xml Zawiera zbiorcze dane statystyczne dotyczace danego przebiegu.
Znajduje sie w folderze Alignment (Dopasowanie).

Folder analizy

Folder analizy zawiera pliki wygenerowane przez oprogramowanie lokalnego menedzera przebiegu.
Zwigzek miedzy folderem wyjsciowym ifolderem analizy mozna podsumowac w nastepujacy sposob:

Podczas sekwencjonowania oprogramowanie do analizy w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time Analysis,

RTA) wypetnia folder wyjsciowy plikami generowanymi podczas analizy obrazu, rozpoznawania
nukleotydow ioceny jakosciowej.

Oprogramowanie RTA kopiuje pliki do folderu analizy w czasie rzeczywistym. Po przypisaniu wyniku

jakosciowego do kazdego nukleotydu na kazdy cykl oprogramowanie RTA zapisuje plik RTAComplete.txt

w obu folderach.
Gdy plik RTAComplete.txt zostanie zapisany, rozpocznie sie analiza.
W trakcie analizy lokalny menedzer przebiegu zapisuje pliki wyjsciowe w folderze analizy, a nastepnie

kopiuje te pliki z powrotem do folderu wyjsciowego.

Foldery dopasowan

Za kazdym razem, gdy analiza jest ponownie umieszczana w kolejce, lokalny menedzer przebiegu tworzy
folder dopasowan o nazwie Alignment_N, gdzie ,N” jest kolejna liczba.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Struktura folderow
[ﬁAIignment — zawiera pliki dopasowania: *.bam, *.vcf, FASTQ oraz pliki swoiste dla modutu analizy.
(= Date and Time Stamp - znacznik data_godzina analizy w formacie RRRRMMDD_GGMMSS
= AnalysisError.txt
[l AnalysisLog. txt
= aggregate.report.html
=] aggregate.report.pdf
=l aggregate.summary.csv
=l AmpliconCoverage_M#.tsv
B AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
= Samplel.report.pdf
=] Sample1.summary.csv
=] Sample1.vcf.gz
=] Sample1.bam
[T FASTQ
[~ Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats
=] DemuxSummaryF1L1.txt

=l FastgSummaryF1L1.txt
(7 Data (Dane)
[T~ Intensities (Intensywnosci)
(= BaseCalls (Rozpoznania nukleotydéw)
(= LOO1 - zawiera pliki *.bcl.
(= LOO1 - zawiera pliki *.locs.
[~ RTA Logs — zawiera pliki dziennika z analizy oprogramowania RTA.
= InterOp — zawiera pliki binarne stuzace do raportowania pomiardow sekwencjonowania.
() Logs — zawiera pliki dziennika opisujace etapy przeprowadzane podczas sekwencjonowania.
=l RTAComplete.txt

El Runinfo.xml

[E] RunParameters.xml
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Podczas sekwencjonowania prébek w aparacie NextSeq 550Dx nastepuje rozpoznanie nukleotydu (A, C, G
lub T) dla kazdego klastra danej ptytki lub obszaru obrazowania w komorze przeptywowej w danym cyklu.
W aparacie NextSeq 550Dx wykorzystywane jest dwukanatowe sekwencjonowanie, ktére wymaga tylko
dwadch obrazéw do kodowania danych dla czterech nukleotyddw DNA, jednego z kanatu czerwonego
ijednego z kanatu zielonego.

Proces odczytu indeksdw rozpoznawania nukleotyddw rézni sie od rozpoznawania nukleotyddéw podczas
innych odczytow.

Odczyty indekséw musza zaczynac sie od co najmniej jednego nukleotydu innego niz G w jednym z dwdch
pierwszych cykli. Jesli odczyt indeksu zaczyna sie od dwoch rozpoznan nukleotyddéw G, intensywnosc¢
sygnatu nie jest generowana. Sygnat musi by¢ obecny w obu pierwszych dwdch cyklach, aby zapewnic
wydajnos¢ demultipleksowania.

Jedli przy wybieraniu indekséw podczas tworzenia przebiegu nie spetiajg one wymogdw dotyczacych
zréznicowania, pojawi sie ostrzezenie o matym zréznicowaniu. Aby zapobiec pojawieniu sie tego ostrzezenia,
nalezy wybrac¢ sekwencje indeksow zapewniajgce sygnat w obu kanatach dla kazdego cyklu.

Kanat czerwony — Alub C
Kanat zielony — Alub T

Proces rozpoznawania nukleotydoéw zapewnia doktadnos¢ podczas analizowania probek o niskiej krotnosci.
Wiecej informacii na temat sekwencji indekséw zawiera ulotka dotgczona do opakowania zestawu Dx do
sekwencjonowania niestandardowych amplikonow TruSeq (nr dokumentu: 7000000029772).

Podczas tworzenia przebiegu w lokalnym menedzerze przebiegu wybiera sie liczbe probek do
przetestowania. Sugerowane kombinacje indeksdéw, ktdre spetniajg wymogi zréznicowania, sa wypetianie
automatycznie przez oprogramowanie. Chociaz uzycie sugerowanych kombinaciji indekséw nie jest
wymagane, zaleca sie skorzystanie z nich.
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Przewodnik dotyczacy procedury dziatania modutu analizy wariantow somatycznych lokalnego menedzera
przebiegu w systemie NextSeq 550Dx

Historia wersiji

Dokument Data Opis zmiany

Nr dokumentu: Sierpien Zaktualizowano adres autoryzowanego przedstawiciela w UE.
1000000030330, wer. 04 2021 r.

Nr dokumentu: Kwiecien Zaktualizowano adres autoryzowanego przedstawiciela w UE.
1000000030330, wer. 03 2020r. Zaktualizowano adres sponsora australijskiego.

Nrdokumentu: Styczen Dodano informacje dotyczace zestawow odczynnikow w wersji 2.5.
1000000030330, wer. 02 2019r.

Nrdokumentu: Sierpien Zaktualizowano oznaczenia dotyczgce zgodnosci z przepisami.
1000000030330, wer. 01 2018r.

Nrdokumentu: Listopad Pierwsze wydanie.

1000000030330, wer. 00 2017r.
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Pomoc techniczna

W celu uzyskania pomocy technicznej nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina.

Witryna: www.illumina.com
Adres e-mail: techsupport@illumina.com

Numery telefondw do dziatu pomocy technicznej firmy lllumina

Region

Bezptatne

Regionalne

Ameryka Pétnocna

+1 800 809 4566

Australia +1800 775688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Belgia +32 80077160 +32 34002973
Chiny 400 066 5835

Dania +45 80820183 +45 89871156
Finlandia +358 800918363 +358 974790110
Francja +33 805102193 +33 170770446
Hiszpania +34 911899417 +34 800300143
Holandia +31 8000222493 +31 207132960
Hongkong 800960230

Irlandia +353 1800936608 +353 016950506
Japonia 0800 111 5011

Niemcy +49 8001014940 +49 8938035677
Norwegia +47 800 16836 +47 219 39693

Nowa Zelandia

0800 451 650

Singapur +1 800579 2745

Szwajcaria +41 565800000 +41 800200442
Szwecja +46 850619671 +46 200883979
Tajwan 00806651752

Wielka Brytania +44 8000126019 +44 2073057197
Wtochy +39 800985513 +39 236003759

Inne kraje

+44 1799 534000

Karty charakterystyki — dostepne na stronie firmy lllumina pod adresem support.illumina.com/sds.html.

Dokumentacja produktu jest dostepna do pobrania w formacie PDF w witrynie firmy lllumina. Nalezy
otworzy¢ strone support.illumina.com, wybrac produkt, a nastepnie zaznaczy¢ pozycje Documentation
& Literature (Dokumentacija iliteratura).
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