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Arbetsflodesguide for analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant) i Local Run Manager (lokal
kérningshanterare) pa NextSeq 550Dx

Modulen Somatic Variant (somatisk variant) i Local Run Manager (lokal kérningshanterare) ar avsedd att
anvandas tillsammans med analysen lllumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx och NextSeq 550Dx.

Vid anvandning med modulen Somatic Variant (somatisk variant) &r analysen avsedd fér beredning av
bibliotek som anvands vid sekvensering av DNA fran formalinfixerad, paraffininbaddad (FFPE) vavnad. Vid
analysen detekteras somatiska mutationer vid l&ga variantfrekvenser.

Analysmodulen utvarderar korta omraden av amplifierat DNA (amplikoner) med avseende pé varianter.
Fokuserad sekvensering av amplikoner mojliggor hog tackning av sarskilda omraden i ett stort antal prover.
Analysmodulen utfor en sekundar analys och genererar rapporter fran sekvenseringskorningar med hjalp av
en dubbelstrangsmetod som omfattar en framatriktad och en omvand oligo-pool. Se bipacksedeln till TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx (dokumentnr 1000000029772).

Analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant) kraver forbrukningsmaterial fér 300 sekvenseringscykler.
Mer information finns i bipacksedeln till NextSeq 550Dx hégproduktivt reagenskit v2 eller NextSeq 550Dx
hégproduktivt reagenskit v2.5.

Om den har handboken

Den har handboken innehéller anvisningar for hur du stéller in korningsparametrar for sekvensering och
analys fér analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant). Information om instrumentpanelen och
systeminstaliningarna i Local Run Manager (lokal kérningshanterare) finns i Referensguide fér NextSeq 550Dx-
instrument (dokumentnr 1000000009513).

Visa Local Run Manager (lokal kérningshanterare)

Granssnittet for Local Run Manager (lokal kérningshanterare) visas i NextSeq 550Dx systemprogramvara
(NOS) eller via en webblasare. Chromium ar den webblasare som stdds.
;rE_ OBS!
" Om du anvander en webblasare som inte stdds hamtar du den kompatibla webblasaren nar du uppmanas
till det i meddelandet "Confirm Unsupported Browser” (bekrafta webblasare som inte stdds). Valj har for att
hamta den version av Chromium som stéds.

Visa pa instrumentets skarm

1 Valjett av féliande alternativ om du vill visa gréanssnittet for Local Run Manager pé instrumentets skarm:
Ga till startskarmen iNOS och valj Local Run Manager (lokal kérningshanterare).
Klicka pa X i 6vre hogra hornet for att aterga till NOS nér du ar klar.
Valj ikonen Minimize NOS (Minimera NOS), éppna Chromium-webblasaren som finns pa instrumentet
och ange http://localhost i adressfaltet.
Endast administratérsanvandare kan minimera NOS.

Visa fran en natverksansluten dator

1 Oppna en Chromium-webblésare p& en dator med tillg&ng till samma nétverk som instrumentet och
anslut med hjalp av instrumentets IP-adress eller instrumentnamn. Till exempel http://myinstrument.
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Arbetsflodesguide for analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant) i Local Run Manager (lokal
kérningshanterare) pa NextSeq 550Dx

Stélla in parametrar

1 Logga iniLocal Run Manager (lokal kérningshanterare).
2 Valj Create Run (skapa kdrning) och sedan Somatic Variant (somatisk variant).

3 Ange ett namn pa korningen som identifierar kdrningen fran sekvensering till analys.
Anvand alfanumeriska tecken, blanksteg, understreck eller bindestreck.

4 [Valfritt] Ange en beskrivning av kérningen som hjalper till att identifiera korningen.
Anvand alfanumeriska tecken, blanksteg, understreck eller bindestreck.

5 Vaéljantal prover och indexset i listrutan.
Overvag féliande information nar du valier ett alternativ.

Listrutan visar antal prover och ett indexset. Exempelvis indikerar 24-Set 1 att 24 prover ska testas, med
index fran indexset 1.

Indexsetnumren hanvisar till olika set av i5-index. Set 1 och Set 2 ger bada indexmangfald. Tva indexset
erbjuds for att férhindra att ett enda set forbrukas.

Valj antalet prover som ar narmast det antal prov du testar. Om det exakta antalet prov inte finns med i
listan vélier du det narmaste antalet som innehaller farre prover an det antal som testas. Om du
exempelvis vill testa 18 prover valier du 16 prover.

Provbrunnar och indexkombinationer som uppfyller kraven for indexmangfald &r markerade med gront.
Om andra brunnar och indexkombinationer véljs visas ett meddelande om att kraven for indexmangfald
inte uppfylls nar kdrningen sparas.

Importera manifestfiler for kdrningen

1 Kontrollera att de manifest du villimportera finns pa en atkomlig plats i natverket eller pa en USB-enhet.
2 Valj Import Manifests (importera manifest).

3 Navigera till manifestfilen och valj de manifest som du vill lagga till.

'3 OBS!

v Lagg till manifesten via funktionen Module Settings (modulinstéliningar) for att géra manifestfierna tillgangliga
for alla kdrningar med analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant). Den héar funktionen kraver
behdrighet pa administratorsniva. Mer information finns i Referensguide fér NextSeq 550Dx-instrument
(dokumentnr 1000000009513).

Ange prover for korningen

Ange prover for kdrningen med hjdlp av ett av alternativen och anvisningarna som foljer.

Enter samples manually (ange prover manuellt) — Anvand den tomma tabellen pa skarmen Create Run
(skapa kdrning).

Import samples (importera prover) — navigera till en extern fil i ett format med kommmateckenavgransade
falt (*.csv). En mall kan hamtas pa skarmen Create Run (skapa kdrning).

Nar du har fylit i provtabellen kan du exportera provinformationen till en extern fil. Anvand filen som referens
nar du bereder bibliotek eller importerar filen fér en annan kérmning.
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Ange prover manuellt

1

8

Ange ett unikt provnamn i faltet Sample Name (provnamn).
Anvand alfanumeriska tecken, bindestreck eller understreck.
Provnamnet fylls automatiskt i for motsvarande brunn i den andra poolen.

[Valfritt] Hogerklicka och valj kontrolltyp for positiva eller negativa kontrollprover.
Kontrollen i en provbrunn fylls automatisk i motsvarande brunn i den andra poolen med samma kontroll.

[Valfritt] Ange en beskrivning av provet i faltet Sample Description (beskrivning av provet).

Anvand alfanumeriska tecken, bindestreck eller understreck.

Provets beskrivning fylls automatiskt i fér motsvarande brunn i den andra poolen.

Beskrivningar av prov ar kopplade till ett prov-ID. Beskrivningar av prov skrivs dver om samma prov-
ID anvands igen i en senare korning.

Valj en Index 1-adapter ilistrutan Index 1 (i7).

Om du anvander de foéreslagna provbrunnarna fyller programvaran automatiskt i i7- och i5-indexadaptrar
som uppfyller mangfaldskraven for index. Om det exakta antalet prov du testar inte finns med i listan
maste du komma ihag att valja indexadaptrar for extra brunnar. Om du behdver valja index for extra
brunnar eller inte anvander de rekommenderade kombinationerna av indexadaptrar bor du se till att 1asa
Basbestdmning och indexmangfald pa sidan 15 innan du valjer index.

Valj en Index 2-adapter i listrutan Index 2 (i5).

Valj en manifestfil i listrutan Manifest.
Proverna i pool A maste ha ett annat manifest an proverna i pool B.

Valj ett alternativ fér att visa, skriva ut eller spara plattlayouten som referens fér beredning av bibliotek:
Valj ikonen &= Print (skriv ut) for att visa plattlayouten. Valj Print (skriv ut) for att skriva ut plattlayouten.
Valj Export (exportera) for att exportera provinformation till en extern fil.

Se till att manifest- och provinformationen stammer. Felaktig information kan péverka resultatet.

Valj Save Run (spara kérning).

Importera prover

1

Valj Import Samples (importera prover) och bladdra till platsen dar flen med provinformation finns.

Tva typer av filer kan importeras.
Valj Template (mall) p& skarmen Create Run (skapa korning) for att skapa en ny plattlayout. Mallfilen
innehaller ratt kolumnrubriker for import. Ange provinformation i varje kolumn fér proverna i kérningen.
Ta bort exempelinformation i oanvanda celler och spara sedan filen.
Anvand en fil med provinformation som exporterats fran modulen Somatic Variant (somatisk variant)
med exportfunktionen.

Valj ikonen = Print (skriv ut) for att visa plattlayouten.
Valj Print (skriv ut) for att skriva ut plattlayouten som referens vid beredning av bibliotek.

[Valfritt] Valj Export (exportera) for att exportera provinformation till en extern fil.
Se till att manifest- och provinformationen stammer. Felaktig information kan péverka resultatet.

Valj Save Run (spara kérning).
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Redigera en korning

Information om hur informationen i korningen kan redigeras fore sekvensering finns i Referensguide for
NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr 1000000009513).

Analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant) utfor féliande analyssteg och skriver sedan
analysutdatafiler till mappen Alignment (inpassning).

Demultiplexerar indexldsningar
Genererar FASTQ-filer
Passar in mot en referens

|dentifierar varianter

Demultiplexning

Vid demultiplexning jamfors varje indexlasningssekvens med de indexsekvenser som angetts for kdrningen.
Inga kvalitetsvarden beaktas i det har steget.

Indexlasningar identifieras med féliande steg:
Prover numreras i den ordning de anges for kérningen, med borjan pa 1.
Provnummer O &r reserverat for kluster som inte tilldelats till nAgot prov.

Klustren tilldelas till ett prov nar indexsekvensen matchar exakt eller nar det finns hdgst en enskild
felparning per indexlasning.

Generering av FASTQ-filer

Efter demultiplexningen genererar programvaran intermedidra analysfiler i FASTQ-format, vilket ar ett
textformat som anvands for att representera sekvenser. FASTQ-filer innehéller lasningar for varje prov och
tilhérande kvalitetspoédng. Kluster som inte passerat filtret utesluts.

Varje FASTQ-fil innehaller endast lasningar for ett prov och namnet pa det provet ingar i FASTQ-filens namn.
FASTQ-filer &r inpassningens priméra indata. Atta FASTQ-filer genereras per prov per oligo-pool, fyra fran
lasning 1 och fyra frén lasning 2, vilket ger totalt 16 FASTQ-filer per prov.

Inpassning
Under inpassningssteget passar Smith-Waterman-bandalgoritmen in kluster fran varje prov mot
amplikonsekvenser som specificerats i manifestfilen.

Smith-Waterman-bandalgoritmen utfor semiglobal sekvensinpassning for att faststalla liknande regioner
mellan tva sekvenser. Smith-Waterman-algoritmen jamfor inte hela sekvensen utan jamfor i stallet segment av
alla maéjliga langder.

Varje paired end-lasning utvarderas med avseende pa dess inpassning till de relevanta sondsekvenserna for
lasningen.

Lasning 1 utvarderas mot det omvanda komplementet hos nedstréms lokusspecifika oligonukelotider
(Downstream Locus-Specific Oligos — DLSO).

Lasning 2 utvarderas mot uppstroms lokusspecifika oligonukleotider (ULSO).
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Om borjan péa en lasning matchar en sondsekvens med hogst tre skillnader (felparningar eller
forskjutningar pa grund av indels) passas hela avlasningens langd in mot amplikonmalet for den
sekvensen.

Indels inom DLSO och ULSO observeras inte pa grund av analysmetoden.

Inpassningar filtreras fran inpassningsresultat baserat pa felparningsfrekvensen éver antingen
intresseomréadet eller den fullstandiga amplikonen, beroende pa amplikonens langd. Filtrerade inpassningar
anges som gj inpassade i inpassningsfiler och anvands inte vid variantbestamning.

Variantbestamning

Variantbestdmningsprogrammet Pisces som utvecklats av lllumina identifierar varianter som férekommer i lag
frekvens i DNA-provet.

Variantbestamningsprogrammet Pisces identifierar SNV:er, MNV:er och sma indels i tre steg:
overvager varje position i referensgenomet separat
raknar baser vid den givna positionen for inpassade lasningar som dverlappar positionen

beréknar en variantpodng som méater bestamningens kvalitet med hjalp av Poisson-modellen. Varianter
med en kvalitetspoang under Q30 utesluts.

Varianter bestams forst for varje pool separat. Darefter jamfors varianterna fran vardera pool och kombineras
till en enda utdatafil. Om en variant forekommer i bada poolerna och passerar alla filter som anges i VCF-
filanteckningar pa sidan 12 marks varianten som PASS (godkand) i variantbestamningsfilen (VCF).

1 Klicka péa korningens namn fran instrumentpanelen i Local Run Manager (lokal kérningshanterare).

2 Gatil fiken Run Overview (kérningsoversikt) och granska vardena fran sekvenseringskorningen.

3 [Valfritt] Klicka pé& ikonen Copy to CIipboardE (kopiera till urklipp) fér att kopiera sdkvagen till kdrningens
utdatamapp.

4 Klicka pa fliken Sequencing Information (sekvenseringsinformation) for att granska korningsparametrar
och information om férbrukningsmaterial.

5 Kilicka pa fliken Samples and Results (prover och resultat) for att visa platsen for analysrapporten.
Om analysen upprepats expanderar du listrutan Select Analysis (valj analys) och valjer ratt analys.
6 Klicka paikonen Copy to ClipboardE (kopiera till urklipp) fér att kopiera sdkvagen till mappen Analysis
(analys).

Mer information om flikarna Run Overview (kérningséversikt) och Sequencing Information
(sekvenseringsinformation) finns i Referensguide f6r NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr
7000000009513).

Analysresultaten sammanfattas pa fliken Samples and Results (prov och resultat) och visas i form av en
samlingsrapport i mappen Alignment (inpassning). En rapport for varje prov finns aven i PDF-filformat fér varje
prov.
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Information pa fliken Samples and Results (prov och resultat)

1 Klicka pa ett prov ilistan for att se rapporten for provet.

Tabell 1
Kolumnrubrik
Run Status (korningsstatus)

Total Yield (GB) (totalt utbyte
(GB))

% = Q30

Sample Name (provnamn)

Total PF Reads (totalt antal
godkanda lasningar)

Read 1% = Q30 (lasning 1 % =
Q30)

Read 2% > Q30 (lasning 2 % >
Q30)

Autosome Call Rate

(bestamningsfrekvens for
autosomer)

Information om kérningar och prover

Beskrivning
Anger om sekvenseringskdrningen lyckades eller misslyckades.

Antal baser som bestamts i sekvenseringskérningen. Visar gransen for godkant
samt status (godkant eller misslyckat).

Procentandelen lasningar i sekvenseringskérningen med en kvalitetspoang pa 30
(Q30) eller hogre. Visar gransen for godkant samt status (godkant eller misslyckat).

Det provnamn som angivits nar kérningen skapades.

Totalt antal lasningar som passerat filtren.

Procentandel Iasningar i lasning 1 med en kvalitetspoang pa 30 (Q30) eller hogre
for provet.

Procentandel lasningar i lasning 2 med en kvalitetspoang pa 30 (Q30) eller hogre
for provet.

Antalet genomiska positioner i autosomerna (kromosom 1 till och med 22) som
uppfyller ett férdefinierat konfidenstréskelvarde, delat med det totala antalet
autosomala genomiska positioner som undersokts. Bestdmningsfrekvensen
beskrivs per prov och rapporteras som en procentandel som berdknas som 1 minus
antalet autosomala positioner med ofullstandiga bestamningar delat med det totala
antalet autosomala positioner som sekvenserats.

Tabell 2 Information i provrapporten

Kolumnrubrik
Sample (prov)
Report Date (rapportdatum)

Sample Information
(provinformation)

Amplicon Summary
(amplikonsammanfattning)

Read Level Statistics (statistik pa
l&sningsniva)

Variants Summary
(variantsammanfattning)

Coverage Summary
(tackningssammanfattning)

Beskrivning
Det provnamn som angivits nar kérningen skapades.
Datum nar rapporten genererats.

Det prov-ID som angavs nar kérningen skapades, totalt antal lasningar som
passerat filtret i provet, procentandel lasningar fér provet med en kvalitetspoéng pa
30 (Q30) eller hdgre samt autosomal bestamningsfrekvens.

Det totala antalet amplikonomréaden som sekvenserats och den totala langden, i
baspar, for sekvenserade amplikoner i malomradena, for provet i pool A och pool B
och fér manifestfilen som anvands i vardera pool. | manifestfilen specificeras det
referensgenom och de mélreferensomraden som anvants i inpassningssteget.

Antal och procentandel av l&sningarna for provet som tacker varje position i
referensen, for lasning 1 och lasning 2 i pool A och pool B.

Antal SNV:er, insertioner och deletioner som detekterats for provet och som
passerat de foreslagna vardena for att avgdra om kvalitetsresultaten ligger inom ett
acceptabelt intervall.

Det totala antalet inpassade baser delat med malomradets storlek, samt
procentandelen amplikonomraden med tackningsvarden éver den lagre
tackningstroskeln pa 0,2 * genomsnittlig amplikontéackning, for provet i pool A och
pool B.
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Kolumnrubrik Beskrivning
Coverage Plots Diagrammet Coverage by Amplicon Region (tdckning per amplikonomrade) visar
(tdckningsdiagram) tackningen i olika amplikonomraden for provet. Omraden med lagre

tackningsvarden an tackningstroskelvardet ar markerade med rétt. Genomsnittet for
alla varden anges med en orange linje. Ett diagram visar tdckningen f6r pool A och

pool B.
Software Versions Programvaruversioner da provet sekvenserades. Omfattar versionerna for NextSeq
(programvaruversioner) 550Dx systemprogramvara (NOS), programvaran Local Run Manager (lokal
kérningshanterare), programvaran RTA och modulen Somatic Variant (somatisk
variant).

Féliande analysutdatafiler genereras for analysmodulen Somatic Variant (somatisk variant) och ger
analysresultat for inpassning och variantbestamning. Analysutdatafiler finns i mappen Alignment (inpassning).

Filnamn Beskrivning

Demultiplexning (*.txt) Intermediéra filer som innehaller ssmmanfattande demultiplexningsresultat.

FASTQ (*.fastq.gz) Intermediéra filer som innehaller basbestamningar med kvalitetspoang.
FASTQ-filer &r inpassningsstegets priméara indata.

Inpassningsfiler i BAM-format Innehaller inpassade lasningar for ett givet prov.

(*.bam)

Variantbestamningsfiler per pool i Innehaller bestdmda varianter i varje position fran antingen den framatriktade

VCF-format (*.vcf.gz) poolen eller den omvanda poolen.

Variantbestamningsfiler i Genome Innehaller genotypen for varje position, oavsett om den bestamts som variant

VCF-format (*.genome.vcf.gz) eller som referens.

Sammanstallda Innehaller bestamda varianter i varje position fran bada poolerna.

variantbestamningsfiler i VCF-format

(*.vef.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Innehaller information om tackning per amplikon per prov for varje manifest

som anges. M-numret star for manifestets nummer.

Filformat for demultiplexning

Under demultiplexningsprocessen lases den indexsekvens som ar kopplad till varje kluster for att avgdra fran
vilket prov klustret kommer. Mappningen mellan kluster och provnummer skrivs till en demultiplexningsfil
(*.demux) for varje platta pa flddescellen.

Demultiplexningsfilens namngivningsformat ar s_1_X.demux, dar X ar plattans nummer.
Demultiplexningsfiler bérjar med en rubrik:

version (4-byte-heltal), foér narvarande 1

klusterantal (4-byte-heltal).
Resten av filen bestar av provnumren for varje kluster fran plattan.

Nar demultiplexningsteget avslutats genererar programvaran en demultiplexningsfil med namnet
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

| filnamnet star F1 for fiddescellens nummer.
| filnamnet star L1 for sparets nummer.
Demultiplexningen resulterar i en tabell med 1 rad per platta och 1 kolumn per prov, medraknat prov O.
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De vanligast forekommande sekvenserna i indexlasningar.

FASTQ-filformat

FASTQ ar ett textbaserat filformat som innehéller basbestamning och kvalitetsvarden per lasning. Varje post
innehaller fyra rader:

identifieraren
sekvensen
ett plustecken (+)
Phred-kvalitetspoang i ett ASCII + 33-kodat format.
Identifieraren ar formaterad som:
@Instrument:Kornings-1D:Flédescell-ID: Spar:Platta: X:Y Lasningsnummer:Filterflagga:0:Provhummer.
Exempel:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
n

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

BAM-filformat

En BAM-fil (*.bam) &r den komprimerade bindra versionen av en SAM-fil som anvands for att representera
inpassade sekvenser pa upp till 128 Mb. SAM- och BAM-format beskrivs i detalj i samtools.github.io/hts-
specs/SAMv1.pdf.

For BAM-filer anvands namngivningsformatet Provnamn_S#.bam. # ar provnumret som bestdms av den
ordning proverna angetts i korningen.

BAM-filer innehéller ett rubrikavsnitt och ett inpassningsavsnitt:

Header (rubrik) — innehaller information om hela filen, exempelvis provnamn, proviangd och
inpassningsmetod. Inpassningar i inpassningsavsnittet ar kopplade till specifik information i
rubrikavsnittet.

Alignments (inpassningar) — innehaller lasningsnamn, lasningskvalitet, inpassningsinformation och
anpassade taggar. Lasningens namn inbegriper kromosom, startkoordinat, inpassningskvalitet och
strangen for parningsbeskrivning.

Inpassningsavsnittet innehaller foliande information for varje lasning eller laspar:
AS: paired end-inpassningskvalitet.
BC: streckkodstagg som visar det demultiplexade prov-ID som ar kopplat till Iasningen.
SM: single end-inpassningskvalitet.
XC: strang med parningsbeskrivning.
XN: tagg fér amplikonnamn som registrerar det amplikon-ID som ar kopplat till lasningen.
BAM-indexfiler (*.bam.bai) innehaller en forteckning éver motsvarande BAM-fil.
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VCF-filformat

Variant Call Format (VCF) ar ett vanligt filformat som utvecklats av forskarsamfundet inom genomik.

Det innehaller information om varianter som finns pa sarskilda positioner i ett referensgenom. VCF-filer har

andelsen .vcf

VCF-filens rubrik innehaller VCF-filformatets version och variantbestdmningsprogrammets version samt anger

de anteckningar som anvands i resten av filen. | rubriken ingar &ven referensgenomfilen och BAM-filen. Den

sista raden i rubriken innehaller kolumnrubrikerna for dataraderna. Varje datarad i VCF-filen innehéller
information om en variant.

VCF-filrubriker

Rubrik
CHROM
POS

REF

ALT

QUAL

Beskrivning
Kromosom i referensgenomet. Kromosomer visas i samma ordning som i FASTQ-referensfilen.

Variantens enbasposition pa referenskromosomen.
For SNP:er &r den har positionen referensbasen hos varianten. For indels eller deletioner ar den
har positionen referensbasen direkt fore varianten.

Variantens rs-nummer som erhallits fran dbSNP.txt, om tillampligt. Om det finns flera rs-nummer
pa denna position ar listan semikolonavgransad. Om ingen doSNP-post finns pa den har
positionen anvands en markdr for saknat varde ('.’) .

Referensgenotypen. En deletion av ett enda T representeras exempelvis som referens TT och
alternativ T. En nukleotidvariant dar A ersatts av T representeras som referens A och
alternativ T.

De alleler som skiljer sig fran referenslasningen.
Exempelvis representeras en insertion av ett enda T som referens A och alternativ AT.
En nukleotidvariant dar A ersatts av T representeras som referens A och alternativ T.

En Phred-kvalitetspodng som tilldelats av variantbestamningsprogrammet.

Hogre poang anger hogre konfidensnivéa for varianten och lagre sannolikhet for fel.

For kvalitetspodngen Q &r den berdknade sannolikheten for fel 1079, Exempelvis har
uppsattningen av Q30-bestamningar en felfrekvens pa 0,1 %. Ménga
variantbestamningsprogram tilldelar kvalitetspodng utifran sina statistiska modeller, som &r héga
i forhallande till den observerade felfrekvensen.
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VCF-filanteckningar

Rubrik
FILTER

INFO

FORMAT

SAMPLE (prov)

Beskrivning

Om alla filter passeras skrivs PASS (godkand) i filterkolumnen.

e LowDP - galler platser med tackningsdjup under 450x i nagon av poolerna. For
amplikonpositioner som tacks av bade framatriktad och en omvand Iasning motsvarar det har
900x tackning vid enkel lasning.

e LowGQ - genotypbestdmningens kvalitet (GQ) ligger under cutoff.

® 030 - kvalitetspoang < 30.

e | owVariantFreq — variantfrekvensen ar lagre &n det angivna troskelvardet.

e PB - bias for sondpool. Varianten hittades inte eller hittades med lag frekvens i en eller tva
sondpooler.

* R3x6 — antalet upprepningar (1 till 3 bp l&nga) intill variantbestadmningamna = 6.

e SB - strangbias ar stérre an det givna troskelvardet.

Féliande ar mojliga poster i INFO-kolumnen:

e AC - allelantal i genotyper for varje ALT-allel, i samma ordning som de visas.

e AF - allelfrekvens for varje ALT-allel, i samma ordning som de visas.

e EN - det totala antalet alleler i bestdmda genotyper.

e CD -en flagga som anger att SNP férekommer i kodningsomrédet pa minst en RefGene-post.

e DP - djup (antal basbestamningar som passats in p& en position och anvands i
variantbestamning).

* Exon - en kommaseparerad lista dver exonomraden som lasts fran RefGene.

e FC - funktionell konsekvens.

e Gl - en kommaseparerad lista ¢ver gen-ID:n som l&sts fran RefGene.

e QD - variantkonfidens/kvalitet efter djup.

* Tl - en kommaseparerad lista dver transkript-ID:n som lasts fran RefGene.

| formatkolumnen visas falt separerade med kolon, exempelvis GT:GQ. Listan éver falt beror pa

vilket variantbestdmningsprogram som anvants. Foljande ar tillgangliga falt:

e AD -inmatning av X och Y, dar X ar antalet referensbestamningar och Y ar antalet alternativa
bestamningar.

e DP — ungefarligt 1dsningsdjup. Lasningar med MQ = 255 eller med felpamningar filtreras bort.

e GQ - genotypkvalitet.

e GQX - genotypkvalitet. GQX &r det mindre av GQ-vardet och QUAL-kolumnen. De har vardena
ar i allmanhet likartade, men genom att anvanda det minsta vardet blir GQX det mest
konservativa mattet pa genotypkvalitet.

e GT — genotyp. O motsvarar referensbasen, 1 motsvarar den férsta posten i ALT-kolumnen och
sé vidare. Snedstrecket (/) anger att ingen fasningsinformation finns tillganglig.

o NL - brusniva, en uppskattning av basbestamningsbrus vid den hér positionen.

e PB - bias for sondpool. Varden narmare 0 indikerar mer bias mot en sondpool och lagre
konfidensniva for en variantbestamning.

e SB - strangbias pa den har positionen. Storre negativa varden indikerar mindre bias medan
varden néara O visar pa storre bias.

e VF — variantfrekvens, procentandel av lasningarna som stdéder den alternativa allelen.

I provkolumnen anges de varden som specificerats i FORMAT-kolumnen.

Genome VCF-filer

Filer av typen Genome VCF (gVCF) ar VCF v 4.1-filer som folier en uppsattning konventioner for att
representera alla platser i genomet i ett relativt kompakt format. gvVCF-filerna (*.genome.vcf.gz) innehéller alla
platser i intresseomradet i en enda fil for varje prov.

gVCF-filen visar saknade bestamningar p& positioner som inte passerat alla fitter. En genotyptagg (GT) pa ./.

anger en saknad bestdmning.

Mer information finns pa sites.google.com/site/gvcftools/nome/about-gvct.
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VCF-filer, per pool och sammanstéllda

Arbetsflddet i Somatic Variant (somatisk variant) genererar 2 uppsattningar av variantbestamningsfiler:

VCF-filer per pool — innehaller varianter som bestamts i antingen den framatriktade eller den omvanda
poolen. Filerna per pool skrivs till mappen VariantCallingLogs.

Sammanstéallda VCF-filer — innehaller varianter som bestéamts fran bada poolerna. De sammanstéllda
filerna skrivs till mappen Alignment (inpassning).

VCF-filer per pool och sammanstéallda VCF-filer omfattar bade VCF-filer (*.vcf) och gVCF-filer (*.genome.vcf)
och féliande namngivningsregler anvands, dar S# representerar den ordning som provet visas for kdrningen.

Rapporter for alla platser - SampleName_S#.genome.vcf
Rapporter fér endast varianter — SampleName_S#.vcf

Programvaran jamfér VCF-filerna per pool och kombinerar data vid varje position for att skapa en
sammanstalld VCF-fil for provet.

Variantbestamningar frén varje pool sammanfogas till ssmmanstallda VCF-filer med hjalp av féliande kriterier.

Kriterier Resultat

En referensbestamning i varje pool. Referensbestamning

En referensbestamning i en pool och en variantbestdmning i den andra poolen. Filtrerad
variantbestamning

Matchande variantbestamningar med liknande frekvenser i varje pool. Variantbestamning

Matchande variantbestamningar med patagligt olika frekvenser i varje pool. Filtrerad

variantbestamning

Variantbestamningar som inte matchar i varje pool. Filtrerad
variantbestamning

Matt fran bada poolerna sammanfogas med hjélp av vardena nedan.

Matt Varde

Djup Summan av djupen fran bada poolerna.
Variantfrekvens Totalt antal varianter delat med totalt tackningsdjup.
Q-Score (kvalitetspoang) Minimivérde for bada poolerna.

Amplikontackningsfil
En amplikontackningsfil genereras for varje manifestfil. M-numret i flnamnet representerar manifestets
nummer.

Varije fil innehaller en rubrikrad som inbegriper alla prov-1D:n som &r kopplade till manifestet. Filen innehéller
féliande information:

mal-1D som det anges i manifestet.
tackningsdjupet for lasningar som passerar filtret.

Kompletterande utdatafiler

Foliande utdatafiler ger kompletterande information eller sammanfattar kérningsresultat och analysfel. Aven
om filerna inte kravs fér beddmning av analysresultaten kan de anvandas i felsékningssyfte. Alla filer finns i
mappen Alignment (inpassning) om inget annat anges.
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Filnamn Beskrivning

AnalysisLog.txt Bearbetningslogg som beskriver varje steg som vidtagits under analysen av den
aktuella kérningsmappen. Filen innehaller inga felmeddelanden.
Finns i mappen Alignment (inpassning).

AnalysisError.txt Bearbetningslogg som visar en lista Over alla fel som intraffat under analysen. Filen
artom om inga fel intraffat.
Finns i mappen Alignment (inpassning).

DemultiplexSummaryF1L1#.txt Rapporterar demultiplexningens resultat i en tabell med 1 rad per platta och 1
kolumn per prov. Numren representerar spar 1, 2, 3 eller 4 i flodescellen.
Finns i mappen Alignment (inpassning).

AmpliconRunStatistics.xml Innehaller kortfattad statistik som ar specifik for kdrningen.
Finns i mappen Alignment (inpassning).

Analysmapp

Analysmappen innehaller filer som genererats av programvaran Local Run Manager (lokal kérningshanterare).

Forhallandet mellan utdatamappen och analysmappen kan sammanfattas som foljer:

Under sekvenseringen fyller programvaran for realtidsanalys (RTA) utdatamappen med filer som
genererats vid bildanalys, basbestamning och kvalitetsbeddmning.

RTA kopierar filer till analysmappen i realtid. Nar RTA gett en kvalitetspoang till varje bas i varje cykel
skriver programvaran filen RTAComplete.txt till bada mapparna.

Analysen borjar s& fort filen RTAComplete.txt finns i mapparna.
Under analysens gang skriver Local Run Manager (lokal korningshanterare) utdatafiler till analysmappen

och kopierar sedan filerna tillboaka till utdatamappen.
Inpassningsmappar
Varje gang som analysen stalls tillbaka i ko skapar Local Run Manager (lokal kérningshanterare) en
inpassningsmapp med namnet Alignment_N (inpassning_N), dar N ar ett [bpnummer.
Mappstruktur

= Alignment (inpassning) — innehaller filer av typerna *.bam, *.vcf och FASTQ samt filer som ar specifika for
analysmodulen.

(= Date and Time Stamp (datum- och tidsstampel) — datum- och tidstampel for analysen i formatet

o 0 9o 0o

AAAAMMDD_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

= Sample1.coverage.csv
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= Sample1.report.pdf
5l Ssample1.summary.csv
= Sample1.vcf.gz
= Sample1.bam
[ FASTQ
= Sample1 (prov1)
=l Sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats (statistik)
E DemuxSummaryF1L1.txt
= FastgSummaryF1L1.txt
[~ Data
[~ Intensities (intensiteter)
(= BaseCalls (basbestamningar)
([ LOO1 — innehaller *.bcl-filer.
(7 LOO1 — innehaller *.locs-filer.
[T RTA Logs (RTA-loggar) — innehaller logdfiler fran RTA-programvaruanalys.
= InterOp - innehaller binarfiler som anvands for att rapportera varden fran sekvenseringskorming.
= Logs (loggar) — innehéller loggfiler som beskriver atgarder som utfors under sekvensering.
5] RTAComplete.txt
E Runinfo.xml

=l RunParameters.xmi

Nar prover sekvenseras i NextSeq 550Dx-instrumentet bestams via basbestamning en bas (A, C, G eller T) for
varje kluster pa en given platta, eller ett bildomrade pé flodescellen, i en viss cykel. | NextSeq 550Dx-
instrumentet anvands tvakanalssekvensering, som endast kraver tva bilder for att koda data for fyra DNA-
baser, en fran den roda kanalen och en fran den grona kanalen.

Processen for basbestamning vid indexlasning skilier sig fran basbestamning vid andra lasningar.

Indexlasningar méaste bérja med minst en annan bas an G i nagon av de forsta tva cyklerna. Om en
indexlasning boérjar med tva basbestamningar av G genereras inte nagon signalintensitet. Signalen méaste
finnas i ndgon av de forsta tva cyklerna for att demultiplexningen ska fungera.

Vid val av index nar korningen skapas visas en varning om lag mangfald ifall index inte uppfyller kraven for
mangfald. Undvik varningen om lag méangfald genom att valja indexsekvenser som ger signal i bdda kanalerna
for varje cykel.

Rod kanal: A eller C.
Gron kanal: Aeller T.
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Den hér processen for basbestamning sakerstaller att resultatet blir rattvisande vid analys av lagplex-prover.

Mer information om sekvenserna for dina index finns i bipacksedeln till TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
(dokumentnr 1000000029772).

Nar du skapar korningen i Local Run Manager (lokal kérningshanterare) valjer du antalet prover som ska
testas. Foreslagna indexkombinationer som uppfyller kraven for indexmangfald fylls automatiskt i av
programmet. De ar inte nédvandigt att anvanda de féreslagna indexkombinationerna men det
rekommenderas.
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Teknisk hjalp

Kontakta llluminas tekniska support for all form av teknisk hjalp.

Webbplats: www.illumina.com
E-post: techsupport@illumina.com

Telefonnummer till llluminas kundtjanst

Region

Avgiftsfritt

Lokalt

Nordamerika

+1 800-8094566

Australien +1 800-775688

Belgien +32 80077160 +32 34002973
Danmark +45 80820183 +45 89871156
Finland +358 800918363 +358 974790110
Frankrike +33 805102193 +33 170770446
Hongkong 800960230

Irland +353 1800936608 +353 016950506
Italien +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800-1115011

Kina 400-0665835

Nederlanderna

+31 8000222493

+31 207132960

Norge +47 800 16836 +47 21939693
Nya Zeeland 0800-451650

Osterrike +43 800006249 +43 19286540
Schweiz +41 565800000 +41 800200442
Singapore +1 800-5792745

Spanien +34 911899417 +34 800300143

Storbritannien

+44 8000126019

+44 2073057197

Sverige +46 850619671 +46 200883979
Taiwan 00806651752
Tyskland +49 8001014940 +49 8938035677

Ovriga lander

+44 1799-534000

Sakerhetsdatablad (SDS) — Finns pa llluminas webbplats pa support.ilumina.com/sds.html.

Produktdokumentation — Kan hamtas i PDF-format pa llluminas webbplats. Ga till support.illumina.com, valj
en produkt och klicka sedan pa Dokumentation och litteratur.
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