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betta skjal og innihald pess eru eign lllumina, Inc. og détturfélaga pess (,lllumina“) og eru eingéngu eetlud til
samningsbundinnar notkunar vidskiptavina pess i tengslum vid notkun peirrar véru/peirra vara sem hér er lyst og i engum
0drum tilgangi. betta skjal og efni pess skal ekki notad eda dreift i neinum 68rum tilgangi og/eda @ annan hatt midlad, birt
eda afritad an skriflegs sampykkis lllumina. lllumina veitir ekki leyfi samkvaemt einkaleyfi sinu, vorumerki, hofundarrétti
eda réttindum samkvaemt venjurétti né svipud réttindi pridja adila med pessu skjali.

Leidbeiningunum i pessu skjali verdur ad fylgja stranglega og a skyran hatt af haefu og vel pjalfudu starfsfolki til ad
tryggja rétta og 6rugga notkun vorunnar/varanna sem hér er lyst. Lesa verdur og skilja allt innihald pessa skjals ad fullu
adur en slik vara eda vorur eru notadar.

EF EKKI ER FARID NAKVAMLEGA EFTIR OLLUM LEIDBEININGUM SEM HER KOMA FRAM, GETUR PAD LEITT TIL
SKEMMDA A VORU/VORUM, MEIDSLA A FOLKI, PAR A MEDAL NOTENDUM OG OBRUM, AUK SKEMMDA A GBRUM
EIGNUM. SLIKT OGILDIR ALLA ABYRGD SEM GILDIR UM VORU/VORUR.

ILLUMINA BER EKKI ABYRGD VEGNA RANGRAR NOTKUNAR VORUNNAR/VARANNA SEM HER ER LYST (PAR A MEDAL
HLUTA PEIRRA EDA HUGBUNADAR).

© 2023 lllumina, Inc. Allur réttur askilinn.

Oll vérumerki eru eign lllumina, Inc. eda vidkomandi eigenda. Sérstakar upplysingar um vérumerki er ad finna &
www.illumina.com/company/legal.html.
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Yfirlit

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Forritid (DRAGEN for IDPE Dx) er notad til ad
skipuleggja og framkvaema auka greiningu 4 IDPE Dx s6fnum sem myndud eru fyrir radgreiningu a
NextSeq 550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx stydur radgreiningu til greiningar pegar pad er notad med lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx Library Prep, NextSeq 550Dxog lllumina DRAGEN Server for NextSeq 550Dx.

Greiningaraodferdir

DRAGEN for IDPE Dx framkvaemir affléttun, FASTQ myndun, lesvérpun og samstillingu vid
vidmidunarerféamengi og tilbrigdiskollun, allt eftir voldu vinnuflaedi.

* Gerd FASTQ-skraa
* Kimlinu FASTQ og VCF myndun
* Likamleg FASTQ og VCF myndun

ATHUGID ORA pjoppun er tiltaek til notkunar med 6llum premur vinnuflazadum. DRAGEN ORA
Compression er fullkomlega taplaus pjoppunarhugbtnadur sem byr til skra med
vioskeytinu Original Read Archive (*.ora). Ora-snidid er tilvisunarbundid pjoppunarsnid
fyrir FASTQ-skrdr og er hannad fyrir mjoég hrada pjéppun/afpjéppun og hatt
bjéppunarhlutfall.

FASTQ myndun

Samsettu radirnar eru skrifadar i FASTQ-skrar fyrir hvert syni. FASTQ-skrar eru textaskrar sem innihalda
radgreiningargdgn og geedastig fyrir adeins eitt syni. Fyrir hvert syni eru adskildar FASTQ-skrar bunar til
fyrir hverja flaedisflogurein, fyrir hverja radgreiningu. Nafn synisins eins og pad var tilgreint vid
uppsetningu keyrslu er innifalid i FASTQ-skraarnafninu. FASTQ-skrar eru adalinntakid fyrir samstillingu.
Fyrsta skrefid i myndun FASTQ-skraa er afbléndun. Adskiljun syna uthlutar kidsum sem fara i gegnum
siu til syna med pvi ad bera saman hverja visilestrar6d vid paer visiradir sem tilgreindar eru fyrir
keyrsluna. Engin gaedagildi eru tekin til greina i pessu skrefi. Visislestrar eru greindir med eftirfarandi
skrefum:

*  Synin eru numerud fra 1 eftir pvi i hvada réd pau eru skrad fyrir keyrsluna.
» Urtaksnumer O er fratekid fyrir klasa sem ekki var Uthlutad urtaki.

* Klésum er Uthlutad a syni pegar visisr68in passar nakvaemlega saman eda pegar allt ad eitt
ésamraemi er i hverjum visislestri.
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Hugbunadurinn inniheldur ORA-pjéppun til ad pjappa FASTQ-skréam. betta snid er haegt ad virkja
valfrjalst. Pegar ORA-snidid (*.ora) er notad er md5 préfsumma FASTQ innihaldsins vardveitt eftir
bjéppunar- og afpjoppunarferli til ad tryggja taplausa pjoppun.

DNA vOrpun & samstilling

Eftir FASTQ-myndun eru lestrar varpadir 8 og samstilltir vid vidmidunarerfdamengi. Fyrsta stig vorpunar
er ad bua til kim ur lestrinum og leita sidan ad nakveemum samsvérunum i vidmidunarerfdamenginu.
Pessar nidurstédur eru sidan betrumbaettar med pvi ad keyra fulla Smith-Waterman samstillingu 4 peim
stodum par sem péttleikinn af kimsamsvérunum er mestur. betta vel skjalfesta reiknirit virkar med pvi ad
bera saman hverja stodu lestursins vid allar mogulegar stodur vidmidsins. bessir samanburdir samsvara
fylki mégulegra samstillinga milli lestrar og vidmids. Fyrir hvern af pessum mdgulegu
samstillingarstédum reiknar Smith-Waterman adferdin stig sem eru notud til ad meta hvort besta
samstillingin sem fer i gegnum vidkomandi reit i fylkinu nai honum med kirnisamsvérun eda mispérun
(skahalla hreyfingu), urfellingu (laréttri hreyfingu) eda innskoti (I6dréttri hreyfingu). Samsvorun milli
lestrar og vidmids gefur bonus a stigatoéfluna, og misporun eda urfelling/innskot veldur refsingu. Leidin
sem faer haestu stig i gegnum fylkid er st rodun sem valin er. Reikniritid er vélbunadarhradad 4 DRAGEN
field-programmable gate array (FPGA) kortum. Vidmidunarerfdamengid sem notad er i forritinu er buid til
ur UCSC hg19 FASTA med DRAGEN valkostinum til ad bua til liftover-byggda alt-medvitada taetitoflu.

DRAGEN Germline Variant Calling

DRAGEN Germline Small Variant Caller notar vorpud og samreemd DNA-lesgdgn sem inntak og greinir
einkirnabreytileika (SNP) og innskot eda urfellingar (indels) med samsettri dalkagreiningu og
stadbundinni de novo samsetningu setrada. Til ad virkja DRAGEN Germline Small Variant Caller skaltu
velja vinnuflaedio fyrir kimlinutilbrigdi.

Kimlinutilbrig&akollun er venjulega notud fyrir kimlinusyni par sem vitad er ad litnun er tveir. Kallanleg
vidmidunarsvaedi eru fyrst greind med naegilegri samstillingarpekju. Innan pessara vidmidunarsveeda
greinir hradskonnun a flokkudum lestrum virk sveedi, sem eru midjud & uppsafnada dalka med
visbendingum um tilbrigdi. Virku svaedin eru fyllt med naegu samhengi til ad hylja mikilveegt efni sem er
ekki vidmid. Ef visbendingar eru um innskot eda urfellingar fa virk sveedi vidbotarfyllingu.

Samstilltir lestrar eru klipptir innan hvers virks svaedis og settir saman i De Bruijn graf. Endar klipptu
lestranna eru vigtadir ut fra fjdlda athugana, med viomidunarrédina sem grunnstod. Eftir nokkra hreinsun
og einféldun & grafinu eru allar leidir fra upptokum til afangastadar dregnar Ut sem mogulegar setradir.
Hver setrod er samstillt vid vidmidunarerfamengid med Smith-Waterman adferdinni til ad bera kennsl a
pau tilbrigdi sem hun taknar. Pessa atburdarads ma baeta vid med stadsetningarbyggdri greiningu.
Likurnar P(r|H) & ad sja lesturinn, ad pvi gefnu ad setrédin sé raunverulegt upphafssyni, eru fyrir hvert
par af lestri og setrdd dzetladar med para-foldu Markov-likani (HMM).

Med skimun eftir vidmidunarstddu yfir virka sveedid eru moégulegar arfgerdir myndadar Ur tvilitna
samsetningum tilbrigdisatburda (SNP eda indels). Fyrir hvern atburd (par med talid vidmid) eru skilyrt
likindi P(r|e) 4 ad sja hvern skarandi lestur metin sem hamarkslikindi P(r|H) fyrir paer setradir sem stydja
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vidkomandi atburd. bau eru sameinud i skilyrtu likindin P(r|e1e2) fyrir arfgerdina (atburdapar) og sidan
margféldud til ad fa skilyrtu likindin P(R|e1e2) fyrir alla lestraruppsdfnunina. Med pvi ad nota Bayes-
formuluna eru eftiralikur P(e1e2|R) fyrir hverja tvilitna arfgerd reiknadar, og st arfgerd sem hefur haestu
likur er valin.

DRAGEN for IDPE Dx beitir sjalfvirkri siun. Sja nanari upplysingar i Germline Workflow VCF File
Annotations & sidu 12.

DRAGEN Somatic Variant Calling

DRAGEN-greinirinn fyrir likamsfrumuafbrigdi notar vorpud og samraamd DNA-lesgdgn sem inntak og
greinir stakar kirnabreytingar (SNV) og innskot eda urfellingar (indels) med stadbundinni de novo
samsetningu setrada 4 virku svaedi. Til ad virkja DRAGEN Somatic Small Variant Caller skaltu velja forrit
fyrir likamleg tilbrigdi.

Greining likamsfrumusértaekra erfdabreytileika er venjulega notud fyrir sexlissyni. i pessu vinnufleedi
gerir DRAGEN engar forsendur um litningafjélda, sem gerir kleift ad greina Iagtiéni arfbrigdi. Fyrir
genasaeti med allt ad 100-falda pekju i eexlissyninu hefur DRAGEN greiningarprdskuld vid tidni
tilbrigdissamsaeta upp & 5%. broskuldurinn skalar med aukinni dypt fyrir hvert genasaeti og helmingast i
hvert sinn sem pekjan tvéfaldast umfram 100x. Kallanleg viomidunarsvaedi eru fyrst greind med
naegilegri samstillingarpekju. Innan pessara vidmidunarsvaeda greinir skonnun a flokkudum lestrum virk
svaedi, sem eru midjud a uppsafnada dalka med visbendingum um tilbrigdi i aexlislestrum. Virku sveedin
eru fyllt med naegu samhengi til ad hylja mikilveegt efni sem er ekki vidmid. Ef visbendingar eru um
innskot eda urfellingar fa virk svaedi vidbotarfyllingu.

Samstilltir lestrar eru Klipptir innan hvers virks svaedis og settir saman i De Bruijn graf. Endar klipptu
lestranna eru vigtadir Ut fra fjdlda athugana, med vidmidunarrédina sem grunnstod. Eftir nokkra hreinsun
og einfoldun & grafinu eru allar leidir fra upptokum til afangastadar dregnar Ut sem mdgulegar setradir.
Hver setrod er samstillt vid vidmidunarerfdamengid med Smith-Waterman adferdinni til ad bera kennsl a
bau tilbrigdi sem hin taknar. Fyrir hvert par af lestri og setréd eru likurnar P(r|H) & ad sja lesturinn, ad pvi
gefnu ad setrédin sé raunverulegt upphafssyni, aaetladar med para-foldu Markov-likani (HMM).

Til ad akvarda greiningarmork aexlis (TLOD) skimar DRAGEN Somatic Small Variant Caller fyrst eftir
vidmidunarstodu fyrir hvern mégulegan axlisbreytileika sem og vidmidunaratburdinn yfir virka svaedid.
Skilyrt likindi P(r|e) fyrir hvern skdrunarlestur eru dzetlud sem hamark P(r|H) fyrir paer setradir sem stydja
vidkomandi atburd. bau eru sidan sameinud i skilyrtu likindin P(r|E) fyrir atburdartilgatuna E. Hun felur i
sér bléndu af vidmidunar- og mégulegum samsastum yfir bil samsaetutidna. Ad lokum eru pau
margféldud til ad fa skilyrtu likindin P(r|E), sem lysa heildaruppséfnun lestrarins. Sidan eru TLOD-stig
reiknud sem sénnun pess ad ALT-samsaeta sé til stadar i axlissyninu i tilteknu genaseeti.

DRAGEN for IDPE Dx beitir sjalfvirkri siun. Sja nanari upplysingar i Somatic Workflow VCF File
Annotations a sidu 14.
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Bua til fyrirhugada keyrslu

Notio eftirfarandi skref til ad setja upp keyrslu lllumina Run Manager annad hvort 8 NextSeq 550Dx eda
notid vafra & nettengdri télvu. Notid vafra & nettengdri tolvu ef éskad er eftir ad flytja inn synisgdgn. Sj
nanari upplysingar i til ad fa upplysingar um snid visisplatnanna. lllumina Run Manager for NextSeq
550Dx Software Guide (skjal nr. 200025239) til a8 f4 leibeiningar um adgang lllumina Run Manager fra
nettengdri tolvu.

bpad eru tvaer mismunandi leidir til ad bua til nyja aaetlada keyrslu:

*  Flytja inn keyrslu—Notid synisblad Ur naverandi keyrslu sem snidmat fyrir nyja keyrslu. Sja
nanari upplysingar i lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx Software Guide (skjal nr.
200025239) til ad fa upplysingar um hvernig a ad flytja inn keyrslu.

* Stofna keyrslu—Sladu inn keyrslubreytur handvirkt. Eftirfarandi leidbeiningar lysa pvi hvernig a
ad bua til keyrslu.

ATHUGID Naudsynlegir innslattarreitir i notendavidmaotinu eru merktir med stjérnu (*).

Forrit

1. A skjanum Runs (Keyrslur), 4 flipanum Planned (Skipulagt), velji Create Run (Stofna keyrslu).
2. Veljid DRAGEN for llumina DNA Prep with Enrichment Dx forritid og sidan Next (Afram).

Keyrslustillingar

1. A skjanum Run Settings (Keyrslustillingar) skal sla inn einkvamt keyrsluheiti. Keyrsluheiti®
audkennir keyrsluna fra radgreiningu til greiningar.
[Valfrjalst] SI&du inn lysingu & keyrslunni til ad audkenna keyrsluna betur.
Veljid visislyklasett sem notud eru vid undirbuning safnsins.

4. Farid yfir lesturslengdina og breyttu ef porf krefur. Read 1 og Read 2 hafa sjalfgefid gildi upp &
151 lotur. Index 1 og Index 2 hafa fast gildi upp @ 10 lotur og er ekki haegt ad breyta peim.

[Valfrjalst] Sladu inn audkenni safnsrorsins.
6. Veljid Next (Afram).

Sample Data (Synisgogn)

Synisgdgnin innihalda synisaudkenni, brunnsstddu (brunnsstada visispldtunnar) og heiti safns. begar
visar A&B eru notadir inniheldur brunnstada einnig audkenni plétu.

Pad eru tveer leidir til ad sla inn synisgdgn:
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*  Flytja inn syni—Noti® snidmatsskrd sem hzegt er ad hlada nidur 4 skjanum Sample Data
(Synisgogn).

* Handvirkt— Sladu synishornsgdgnin beint inn i téfluna & skjanum Sample Data (Synisgdgn).

Flytja inn syni

Heegt er ad hlada nidur snidmati (* . csv) 8 skjanum Sample Data (Synisgdgn) pegar keyrsla er
skipul6gd. med pvi ad nota vafra @ nettengdri télvu. Snidmatsskrain er ekki tiltaek til nidurhals pegar
opnad er lllumina Run Manager i gegnum NextSeq 550Dx styrikerfishugbunadinn. Til ad feera inn
synisgdgn med pvi ad nota eiginleikann Import Samples skal fylgja eftirfarandi skrefum.

ATHUGID Ljuktu vid skrefin i keyrslustillingum adur en pu heldur afram.

1. Veljid Download Template til ad hlada nidur tomri CSV-skra.
2. Ur snidmatsskranni skal sla inn synisgdgn og vista sidan skrana. Heiti safns er valkveett.

ATHUGID  begar visar A&B eru notadir verda gognin fyrir dalk B ad innihalda baedi stadsetningu
plétunnar og brunnsins (visir fyrir stadsetningu plétu og brunns). Deemi: A-A01, A-A02,
A-A03.

3. Veljid Import Samples (Flytja inn syni) og flettid ad snidmatsskranni sem inniheldur upplysingar um
synishornsgdgnin Ur fyrra skrefi.

4. Veljid Open, Proceed, og sidan Next (Afram).

ATHUGID  Ad breyta synisaudkenninu adur en Next (Afram) er valio, getur leitt til villu. Ljuktu vid ad
setja upp keyrsluna adur en pu gerir breytingar, annars geta komid upp villur.

Sl&id inn syni handvirkt
Notid téfluna a skjanum Sample Data (Synisgdgn) til ad sla inn synisupplysingar handvirkt.
1. Sladu inn einkvaemt synisaudkenni i flipanum Sample ID.

2. Noti® Well Position (visir A eda visir B) eda Plate - Well Position (visir A&B) til ad velja videigandi visi
fyrir synin.
Reitirnir i7 Index, Index 1, i5 Index og Index 2 fyllast Ut sjalfkrafa.
[Valfrjalst] SIadu inn heiti safns.
Baetid vid rédum og endurtakid skref 1-3 eftir porfum par til 8llum synum hafa verid beett vid téfluna.
Pu getur baett vid mérgum rédum i einu med pvi ad sla fyrst inn fjélda rada sem & ad beeta vid og
velja sidan + taknid. bu getur lika fjarlaegt radir med pvi ad velja reitinn vid hlidina & radnumerinu og
smella sidan & rusltaknid.

5. Veljid Next (Afram).
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Greiningarstillingar

1.

Veljid aeskilegt greiningarvinnuflaedi:

e FASTQ-myndun

* FASTQ- og VCF-myndun fyrir kimlinuvinnufleedi (upplysingaskra naudsynleg)

¢ FASTQ- og VCF-myndun fyrir likamlegt vinnufleedi (upplysingaskra naudsynleg)

[Valfrjalst] Generate ORA compressed FASTQs er virkjad sjalfkrafa. FASTQ ORA tapslaus pjoppun
getur minnkad FASTQ-skrar allt ad fimmfalt midad vid fastq.gz. Afveljid Generate ORA compressed
FASTQs ef 6pjoppud gogn (fastq.gz) eru aeskileg.

Fyrir kimlinu- og likamlegt vinnuflaedi er upplysingaskra naudsynleg. Notid Manifest File Selection
(Val & yfirlitsskra) fellivalmyndina til ad bua til yfirlitsskra. Upplysingaskrain er BED-skra (* .bed)
med flipaskilgreiningu sem tilgreinir n6fn og stadsetningar vidmidunarmarksveeda. Fyrir nanari
upplysingar, sja Upplysingaskra a sidu 7.

[Valfrjalst]Fyrir likamlegt vinnuflaedi skal nota fellivalmyndina Noise File Selection til ad velja
kerfisbundna havadaskra.

Haegt er ad tilgreina BED-skra (* .bed.gz) med stadarsértaeku havadastigi til ad sia Ut kerfisbundinn
havada. Fyrir nanari upplysingar, sja Havadasiun (valfrjalst) a sidu 8.

Veljid Next (Afram).

Run (Keyrsla) Review (Skoda)

1.

A skjanum Review (Skoda) skal fara yfir upplysingarnar fyrir Run Settings (Keyrslustillingar), Sample
Data (Synisgdgn) og Analysis Settings (Greiningarstillingar).

Veljio Save (Vista).

Keyrslan er vistud a flipanum Planned (Skipulagt) a skjanum Runs (Keyrslur).

Stillingar

Til ad skoda eda breyta DRAGEN for IDPE Dx forritastillingum skaltu fyrst velja Applications (Forrit)-
taknid & adalskjanum. Veldu sidan forritid sem pu vilt skoda eda breyta. Stjérnandareikningur er
naudsynlegur til ad breyta stillingum.

Samskipan

Stillingaskjarinn synir eftirfarandi stillingar forritsins:

Library Prep Kits (Taeki fyrir undirbuning safns) — Synir sjalfgefid undirbuningssett safns fyrir
forritid. Pessari stillingu er ekki haegt ad breyta.

Index Adapter Kits (Visilyklasett) — Synir sjalfgefid visilyklasett fyrir forritid. bessari stillingu er ekki
haegt ad breyta.
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* Read lengths (Lestrarlengdir) — Lestrarlengdir eru sjalfgefid stilltar & 151 fyrir forritid en haegt er ad
breyta peim vid stofnun keyrslu.

* Manifest and Noise Files (Upplysinga- og havadaskrar) — Hlada upp og breyta stillingum fyrir
upplysinga- og havadaskrar.
— Veljid Upload File (Hlada upp skra) til ad hlada upp skram til notkunar i greiningu.

— Veljid Default (Sjalfgefid) utvarpshnappinn til ad stilla skrdna sem sjalfgefna upplysingaskra eda
havadaskra sem valin er vid stofnun keyrslu pegar forritid er valid.

— Veljid gatreitinn Enabled (Virkjud) til ad stilla skrana pannig ad hun birtist i fellivalmyndinni vid
stofnun keyrslu.

Heimildir

Notid gatreitina & Permissions (Heimildir)-skjanum til ad stjérna adgangi notenda ad forritinu.

Upplysingaskra

begar notad er DRAGEN for IDPE Dx er upplysingaskra naudsynleg fyrir eftirfarandi vinnuflaedi:
* FASTQ og VCF myndun fyrir kimlinuvinnufleedi
* FASTQ og VCF myndun fyrir likamlegt vinnuflaedi

Upplysingaskrain er BED-skra (*.bed) med flipaskilgreiningu sem tilgreinir heiti og stadsetningar
viomidunarmarksvaeda. Adalhluti upplysingaskrarinnar er Regions-hlutinn og eetti ad innihalda
eftirfarandi gagnadalka:

Dalkur Lysing

Heiti Einkveemt notandatilgreint heiti fyrir markid
Litningur Stadsetning litninga (t.d. chr10, chr5, o.s.frv.)
Start 1-basa visir fyrir upphafsstddu marksins
Stop 1-basa visir fyrir stodvunarstédu marksins

Upstream Probe Length Lengd uppstreymis preifarans. Fyrir DRAGEN for IDPE Dx forritid
aetti petta ad vera stillt 4 0.

Lengd uppstreymisproéfs Lengd nidurstreymis preifarans. Fyrir DRAGEN for IDPE Dx forriti®d
aetti petta ad vera stillt 4 0.

ATHUGID  Gilt snid fyrir upplysingaskra er naudsynlegt fyrir greiningu. DRAGEN mun stddva
greiningu ef upplysingaskrain er égild.
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Havadasiun (valfrjalst)

Kerfisbundin havadasia er tilteek fyrir kollun tilbrigda i likamsfrumum og ma nota til ad draga ur folskum
jakvaedum kollum med pvi ad taka tillit til stadbundins hdvada. Kerfisbundna havadaskrain er buin til med
bvi ad safna um pad bil 50 edlilegum synum (helst sértaekum fyrir spjaldid, undirbuning safnsins og
radgreiningartaekid). Sidan er samtala samsaetutidni undir 30% & hverjum stad med naegilegri pekju deilt
med heildarfjélda syna, (Gert er rad fyrir ad samsaetutioni yfir 30% endurspegli kimlinutilbrigdi en ekki
havada). Pegar havadagildin hafa verid buin til verda likamleg tilbrigdi sem greinast 4 peim stad siud.

Siuna ma nota i venjulegri eexlisstillingu, en hun er sérstaklega gagnleg fyrir eexliskeyrslur pegar
samsvarandi edlileg gildi eru ekki tilteek. Kerfisbundna havadaskrain verdur ad nota BED-skra sem hefur
skrdarendinguna (* .bed.gz) og verdur ad innihalda fjéra dalka: Litningur, upphafs-, endi- og
stadarbundin havadastig fyrir hverja r6d. Kerfisbundin havadasiun er valfrjals.

Greiningaruttak

Keyrslur sem eru i gangi eru birtar i flipanum Active (Virkar). Loknar keyrslur birtast i ,,Completed”-
flipanum (Lokid). DRAGEN for IDPE Dx byr til greiningarméppu med einkveemu nafni fyrir hverja
greiningu, sem er adskilin fra méppunni sem inniheldur radgreiningargégnin. Greiningarmappan hefur ad
geyma eftirfarandi upplysingar:

* Upplysingaskra notud

* Hugbunadarutgafa

* Synisaudkenni

* Heildarfjoldi samreemdra lestra

* Hlutfall samstilltra lestra a hvert syni

* Fjoldi kalladra SNV & hvert syni

* Fjoldi kalladra innskota og urfellinga a hvert syni

* pekjutolfraedi

Uttaksskrar greiningar

Stadsetning greiningarmoppunnar er tilgreind med stillingunni External Storage for Analysis Results (Ytri
geymsla fyrir greiningarnidurstédur). Sja nanari upplysingar i lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx
Software Guide (skjal nr. 200025239) fyrir frekari upplysingar um stillinguna External Storage for
Analysis Results (Ytri geymsla fyrir greiningarnidurstodur).

A skjanum Run Details (Keyrsluupplysingar) synir reiturinn External Location (Ytri stadsetning) slédina
fyrir radgreiningargdgnin. Einkveemt heiti greiningarmdppunnar er gefid upp i reitnum Analysis Output
Folder (Greiningaruttaksmappa) a skjanum Run Details (Keyrsluupplysingar). Nakveemlega hvada skrar
eru bunar til fer eftir pvi hvada greiningarvinnuflaedi er notad. Eftirfarandi Uttaksskrar Ur greiningu eru
myndadar af forritinu.
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ATHUGID  Ef villa kemur upp vardandi takmdrkun & hamarkslengd skraarslédar pegar reynt er ad
opna greiningaruttaksskrar skaltu reyna ad feera skrana a styttri sl6d eda nota adra
adferd til ad opna skrana.

Uttaksskra Lysing

Yfirlitsskyrsla um tilbrigdi
(*.pdf)

FASTQ (*.fastg.gz eda

* fastg.ora)

Samstillingar-BAM skrar
(*.bam)

Genome VCF-skrar
(*.gvcf.gz)

VCF-skrar (* .vcf.gz)

Skyrsla um meeligildi
keyrslu (*.csv)

FASTQ-skrar

Inniheldur samantekt a skraarupplysingum, hugbunadarutgafum,
upplysingum um syni, tolfreedi um lestrarstig og SNV, innskot,
urfellingar og samantektir a pekju. Adeins kimlinu- og
likamsvinnuflaedi bua til tilbrigdisskyrslu.

Milliskrar sem innihalda basakdll med geedaskori. FASTQ-skrar eru
adalinntakid fyrir samstillingarskrefid. begar ORA -pjéppun er valin
er nafnaukinn* . fastq.ora notadur.

Inniheldur samstillta lestra fyrir tiltekid syni.

Inniheldur arfgerdina fyrir hverja st68u, hvort sem hun er kollud
sem tilbrigdi eda viomid.

Inniheldur kollud tilbrigdi @ hverri stédu.

Inniheldur gaedameelikvarda um keyrsluna, par 8 medal
heildarafrakstur an visa og Q30 skor.

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastg.ora) er textabundid skrdarsnid sem inniheldur basakdll og geedagildi fyrir
hvern lestur. Skrain inniheldur eftirfarandi upplysingar.

* Audkenni synisins

* RO&8In

* Gadastig Phred i ASCIIl + 33 kddudu snidi

Audkenni synis er snidid a eftirfarandi hatt.

@Instrument:Run ID:FlowCell ID:Lane:Tile:X:Y

ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Dami :

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

+

<>; ##=><9=AAAAAAAARAAO# : <#<; <222 24%=
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BAM-skrar

BAM-skra (*.bam) er pjoppud tviundarskra af SAM-skra (sequence alignment map) sem er notud til ad
takna samstilltar radir allt ad 128 Mb. BAM skrar nota skrdarnafnssnidid SampleName S#.bam. # er
synisnimeri® sem akvardast af peirri réd sem synin eru skrad i fyrir keyrsluna. | fislhnGtastillingu er S#
stillt & S1, 6had rod synisins.

BAM-skrar innihalda hausahluta og samstillingarhluta:

* Siduhaus—Inniheldur upplysingar um alla skrana, svo sem nafn synis, lengd synis og
samstillingaradferd. Samstillingar i samstillingarhlutanum eru tengdar akvednum upplysingum i
hausahlutanum.

* Samstillingar—Inniheldur lestursheiti, lestursréd, lestursgaedi, upplysingar um samstillingu og

sérsnidin merki. Lestrarheitid inniheldur litninginn, upphafshnit, geedi samstillingar og lysingarstreng

samsvorunar.
Samstillingarhlutinn inniheldur eftirfarandi upplysingar fyrir hvern lestur eda lestrapar:
* AS: Geedi paradra enda samstillinga.
* RG: Lesturshopur, sem gefur til kynna fjélda lestra fyrir tiltekid syni.
* BC: Strikamerki sem gefur til kynna affléttad synisaudkenni sem tengist lestrinum.
®* SM: Gaedi samstillingar med einum enda.
* XC: Lysingarstrengur samsvoérunar.
*  XN: Nafnmerki fyrir amplicon, sem skrair auékenni ampliconsins sem tengist lestrinum

BAM-visisskrain (*.bam.bai) er visir fyrir samsvarandi BAM-skra.

VCF-skrar

Skrar & tilbrigdakallssnidi (*.vcf) innihalda upplysingar um tilbrigdi sem finnast a tilteknum stédum i
vidmidunarerfdamengi.

Siduhaus VCF-skrdarinnar inniheldur utgafu VCF-skraarsnidsins, utgafu tilorigdakallarans og lista yfir
skyringar sem notadar eru i afgangnum af skranni. Siduhaus VCF-skraarinnar inniheldur einnig

vidmidunarerfdamengisskrana og BAM-skrana. Sidasta linan i siduhausunum inniheldur dalkafyrirsagnir

fyrir gagnalinurnar. Hver gagnalina VCF-skraarinnar inniheldur upplysingar um eitt tilbrigdi.

Tafla1 Siduhausar VCF-skraa
Yfirskrift  Lysing

CHROM Litningur vidmidunarerfdamengisins. Litningar birtast i sému réd og i vidmidunar
FASTA-skranni.
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Yfirskrift
POS

REF

ALT

QUAL

Lysing

Einbasa stadsetning tilbrigdisins i vidmidunarlitningnum. Fyrir einkirnitilbrigdi (single
nucleotide variants, SNV) er pessi stadsetning vidmidunarbasinn med tilbrigdinu.
Fyrir innskot og urfellingar (indels) er pessi stadsetning vidmidunarbasinn rétt a
undan tilbrigdinu.

rs (vidmidunar-SNP)-numerid fyrir SNP sem fengid er Ur dbsNP. txt, ef vid 4. Ef pad
eru fleiri en eitt rs-nimer a pessum stad er listinn adskilinn med semikommu. Ef
engin dbSNP-faersla er til stadar & pessum stad er notad merki fyrir gildi sem vantar
().

Vidmidunarfgerd. Til deemis er urfelling @ einu T taknud pannig ad vidmidunarrunan
sé TT og vararunan T. Tilbrigdi & einu kirni fra Ai T er taknad sem vidmidunarkirnid A
og varakirnio T.

Samseeturnar sem eru frabrugdnar vidmidunarlestrinum. Til deemis er innskot & einu
T tadknad pannig ad vidmidunarrunan er A og vararunan AT. Tilbrigdi af stoku kirni
frad A til T er tdknad sem vidmidunar A og vara T.

Gaedastig sem er uUthlutad af afbrigdakallaranum, ut fra Phred-kvarda. Haerri stig
gefa til kynna meiri 6ryggi i tilbrigdinu og minni likur a villum. Fyrir geedastig Q eru
aaetladar likur a villu 10- (Q/10). Til deemis hefur mengi Q30-kallanna 0,1% villutidni.
Margir tilorigdakallarar uthluta geedastigum a grundvelli tolfraedilegra likana sinna,
0g eru pau oft ha midad vid pa villutidni sem sést.
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Tafla2 Germline Workflow VCF File Annotations

Yfirskrift
FILTER

Lysing
Ef allar siur eru taldar gildar, pa er skrifad PASS i siudalkinn. Mégulegar FILTER-faerslur
eru medal annars:

DRAGENSnpHardQUAL—Notad ef QUAL-stig SNP tilbrigdisins naer ekki proskuldi
DRAGENIndelHardQUAL—Notad ef QUAL-stig indel-tilbrigdisins naer ekki proskuldi
LowDepth—Stadur siadur Ut vegna pess ad pekjudypt naer ekki tilskildum proskuldi
LowGQ—Stadur siadur Ut vegna pess ad pekjudypt naer ekki tilskildum proskuldi
PloidyConflict—Arfgerdarkall fra tilbrigdakallara er ekki i samraemi vid litnun litninga
base_quality—Stadur var siadur par sem midgildi grunngaeda i alt-lestrum a pessum
stad uppfyliti ekki vidmidunarmork

filtered_reads—Stadur siadur ut vegna pess ad of stér hluti lestra hefur verid siadur Ut
fragment_length—Stadur siadur Ut vegna pess ad alger munur & midgildi brotlengdar
alt lestra og midgildi brotlengdar ref lestra i pessu genaseeti fer yfir proskuld.
low_depth—Stadur siadur Ut vegna pess ad lestrardyptin er of litil
low_frac_info_reads—Stadur siadur Ut vegna pess ad hlutfall upplysandi lestra er
undir proskuldi

low_normal_depth—Stadur siadur Ut vegna pess ad lestrardypt edlilegra syna er of litil
long_indel—Stadur siadur Ut vegna pess ad indel-lengd er of mikil
mapping_quality—Stadur siadur Ut vegna pess ad midgildi vorpunargaeda alt lestra i
pbessu genaseeti naer ekki proskuldi

multiallelic—Stadur siadur Ut vegna pess ad fleiri en tvaer alt samsaetur komast i
gegnhum axlis-LOD

non_homref_normal—Stadur siadur Ut vegna pess ad arfgerd edlilegs synis er ekki
arfhreint vidmid

no_reliable_supporting_read—bessi genastadur var siadur Ut par sem enginn
areidanlegur studningslestur fyrir lifsfrumusértaekan breytileika fannst.
panel_of_normals—Sést i ad minnsta kosti einu syni i spjaldi edlilegra vcf
read_position—Stadur siadur Ut vegna pess ad midgildi fjarleegda milli upphafs/loka
lesturs og pessa genaseetis er undir proskuldi

RMxNRepeatRegion—Stadur siadur Ut vegna pess ad oll eda hluti
tilbrigdissamsaestunnar er endurtekning a vidmidinu.

strand_artifact—Stadur siadur ut vegna mikillar skekkju i pradum
str_contraction—Set siad vegna gruns um PCR-villu par sem alt samsaetan er einni
endurtekningareiningu minni en vidmidunarsamsaetan
too_few_supporting_reads—Stadur siadur Ut vegna pess ad of fair studningslestrar
eru i axlissyninu.

weak_evidence— Stig likamstilbrigdis na ekki préskuldi
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Yfirskrift  Lysing

INFO Mogulegar INFO-faerslur eru medal annars:

AC—Fjoldi samseeta i arfgerdum fyrir hverja ALT samsaetu, i sdmu ré6 og talid er upp.
AF—Ti6ni samseeta fyrir hverja ALT samsaetu, i sOmu réd og talid er upp.
AN—Heildarfj6ldi samseeta i kélludum arfgerdum.

DB—dbSNP adild.

FS— Phred-kvardad p-gildi med pvi ad nota ndkveemnispréf Fishers til ad greina
bradskekkju.

QD—Tilbrigdis6ryggi/geedi eftir dypt.

R2_5P_bias—Stig byggo a porunarskekkju og fjarlaegd fra 5. adalenda.
SOR—Sambhverft gagnlikindahlutfall 2x2 tengslat6flu til ad greina skekkju i pradum.
DP—Azetlud lestrardypt (upplysandi og dupplysandi); dkvednir lestrar kunna ad hafa
verid fjarlaegdir vegna MAPQ-gilda o.fl.

END—Stddvunarstada bilsins.

FractioninformativeReads—HIutfall upplysandi lestra af heildarfjolda lestra.
MQ—RMS voérpunargaedi.

MQRankSum— Z-gildi Ur Wilcoxon-préfi 8 summu saetistalna fyrir eiginleika Alt, borid
saman vid Ref-lestrarvorpun.

ReadPosRankSum—Z-stig ur Wilcoxon-profi & saetisrédun Alt- og Ref-lestra til ad
meta skekkju i lestrarstddu.

SOMATIC—AS minnsta kosti eitt tilbrigdi 8 pessari stédu er likamlegt.

SNID i snidsdalknum eru reitir taldir upp og adskildir med tvipunktum. Til deemis, GT:GQ.
Tiltaekir reitir eru medal annars:

AD—Samseet dypt (adeins upplysandi lestrar taldir af heildarfjolda lestra) fyrir ref og
alt samsaetur i peirri r6d sem paer eru taldar upp.

AF—Samseet brot fyrir allar samsastur i peirri r6d sem paer eru taldar upp.

DP—Aaetlud lestrardypt (lestur med MQ=255 eda med sla&amum pdrunum er siadur Ut).
F1R2—Fjoldi lestra i F1IR2 parastefnu sem stydur hverja samseetu.

F1R2—Fjoldi lestra i F2R1 parastefnu sem sty8ur hverja samsaetu.

GT—Arfgerd. 0 samsvarar vidmidunarbasanum, 1 samsvarar fyrstu feerslunnii ALT-
dalknum og svo framvegis. Skastrikio (/) gefur til kynna ad engar upplysingar um fésun
eru tilteekar.

MB—TO0lfraedi fyrir hvert syni til ad greina porunarskekkju.

PS—Upplysingar um fésunaraudkenni, par sem hvert einkveemt audkenni innan
tiltekins synis (en ekki a milli syna) tengir saman faerslur innan fosunarhops.
SB—T0lfreedi um buta & hvert syni, sem felur i sér nakveemnispréf Fishers til ad greina
skekkju i pradum.

SQ—Likamleg gaedi.

SYNI Sample-dalkurinn synir pau gildi sem tilgreind eru i FORMAT-dalkinum.
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Tafla3 Somatic Workflow VCF File Annotations

Yfirskrift  Lysing

FILTER Ef allar siur eru taldar gildar, pa er skrifad PASS i siudalkinn. Mégulegar FILTER-
feerslur eru medal annars:

base_quality—Stadur var siadur par sem midgildi grunngaeda i alt-lestrum a
pessum stad uppfyliti ekki vidmidunarmork

filtered_reads—Stadur siadur Ut vegna pess ad of stér hluti lestra hefur verid
sfadur ut

fragment_length—Stadur siadur Ut vegna pess ad alger munur a midgildi
brotlengdar alt lestra og midgildi brotlengdar ref lestra i pessu genasaeti fer yfir
broskuld.

low_depth—Stadur siadur Ut vegna pess ad lestrardyptin er of litil
low_frac_info_reads—Stadur siadur Ut vegna pess ad hlutfall upplysandi lestra er
undir proskuldi

low_normal_depth—Stadur siadur Ut vegna pess ad lestrardypt edlilegra syna er
of Iitil

long_indel—Stadur siadur Ut vegna pess ad indel-lengd er of mikil
mapping_quality—Stadur siadur Ut vegna pess ad midgildi vorpunargaeda alt
lestra i pessu genaseeti naer ekki préskuldi

multiallelic—Stadur siadur Ut vegna pess ad fleiri en tveer alt samseaetur komast i
gegnum axlis-LOD

non_homref_normal—Stadur siadur Ut vegna pess ad arfgerd edlilegs synis er
ekki arfhreint vidmid

no_reliable_supporting_read—bessi genastadur var siadur Ut par sem enginn
areidanlegur studningslestur fyrir lifsfrumusértaskan breytileika fannst.
panel_of_normals—Sést i ad minnsta kosti einu syni i spjaldi edlilegra vcf
read_position—Stadur siadur Ut vegna pess ad midgildi fjarlaagda milli
upphafs/loka lesturs og pessa genasaetis er undir proskuldi
RMxNRepeatRegion—Stadur siadur Ut vegna pess ad 0ll eda hluti
tilbrigdissamsaetunnar er endurtekning a viomidinu.

strand_artifact—Stadur siadur Ut vegna mikillar skekkju i pradum
str_contraction—Set siad vegna gruns um PCR-villu par sem alt samsaestan er
einni endurtekningareiningu minni en vidmidunarsamsaetan
too_few_supporting_reads—Stadur siadur Ut vegna pess ad of fair
studningslestrar eru i axlissyninu.

weak_evidence— Stig likamstilbrig&is na ekki proskuldi
systematic_noise—Set siad eftir visbendingum um kerfisbundinn havada i
edlilegum gildum
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Yfirskrift  Lysing

INFO Mogulegar INFO-faerslur eru medal annars:

DP—Azetlud lestrardypt (upplysandi og dupplysandi); akvednir lestrar kunna ad
hafa verid fjarleegdir vegna MAPQ-gilda o.fl.

END—Stodvunarstada bilsins.

FractioninformativeReads—HIutfall upplysandi lestra af heildarfjolda lestra.
MQ—RMS vérpunargeedi.

MQRankSum—Z-gildi ur Wilcoxon-profi 8 summu saetistalna fyrir eiginleika Alt,
borid saman vid Ref-lestrarvorpun.

ReadPosRankSum—Z-stig ur Wilcoxon-profi 8 seetisrédun Alt- og Ref-lestra til
ad meta skekkju i lestrarstodu.

AQ—Kerfisbundin havadastig.

hotspot— bekkt likamsset, notad til ad auka 6ryggi i kéllum.

SOMATIC—AJ minnsta kosti eitt tilbrigdi & pessari st6du er likamlegt.

SNID i snidsdalknum eru reitir taldir upp og adskildir med tvipunktum. Til deemis, GT:GQ.
Tiltaekir reitir eru medal annars:

AD—Samsaet dypt (adeins upplysandi lestrar taldir af heildarfjélda lestra) fyrir ref
og alt samsaetur i peirri r6d sem peer eru taldar upp.

AF—Samsaet brot fyrir allar samseetur i peirri r6d sem peer eru taldar upp.
DP—Azetlud lestrardypt (lestur med MQ=255 eda med slaamum pdrunum er
siadur ut).

F1R2—Fjo6ldi lestra i F1R2 parastefnu sem stydur hverja samseetu.

F1R2—Fjoldi lestra i F2R1 parastefnu sem stydur hverja samseetu.

GP— Phred-kvoroud eftirdlikindi fyrir arfgerdir, eins og pau eru skilgreind i VCF-
forskriftinni.

GQ—Gee0i arfgerdar.

GT—Arfgerd. 0 samsvarar vidmidunarbasanum, 1 samsvarar fyrstu faerslunni i
ALT-dalknum og svo framvegis. Skastrikid (/) gefur til kynna ad engar upplysingar
um fésun eru tiltaekar.

MB—Tolfraedi fyrir hvert syni til ad greina porunarskekkju.

PL—Stadladar, Phred-kvardadar likur & arfgerdum eins og peer eru skilgreindar i
VCF-forskriftinni.

PRI—Phred-kvordud fyrirframlikindi fyrir arfgerdir.

PS—Upplysingar um fésunaraudkenni, par sem hvert einkveemt audkenni innan
tiltekins synis (en ekki & milli syna) tengir saman faerslur innan fosunarhdps.
SB—T04lIfreedi um buta a hvert syni, sem felur i sér nakveemnisprof Fishers til ad
greina skekkju i pradum.

SQ—Likamleg geedi.

SYNI Sample-dalkurinn synir pau gildi sem tilgreind eru i FORMAT-dalkinum.
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Genome VCF-skrar

Genome VCF (.gvcf.gz) skrar fylgja akvednum venjum til ad takna 6ll saeti i erféamenginu a tiltdlulega
sampjoppudu snidi. gVCF-skrarnar innihalda 6ll set innan svaedisins sem um reedir i einni skra fyrir hvert
syni. gVCF-skrain synir engin koll (no-calls) & stédum sem fara ekki i gegnum allar siur.
Arfgerdarmerkingin (GT) ./. gefur til kynna ekkert kall.

Endurtaka greiningu

PU getur endurtekid greininguna ef henni var haett, ef hin mistokst eda ef pu vilt keyra hana aftur med
6drum stillingum. Til ad endurtaka greiningu skaltu framkveema eftirfarandi skref:

1.

A Run (Keyrsla) skjanum skaltu velja flipann Completed (Loki&) og sidan velja heiti keyrslunnar til a8
endurgreina.
Ef Requeue Analysis hefur verid keyrt a8ur, veldu heiti upphaflegrar keyrslu (Parent Run).

A skjanum Run Details (Keyrsluupplysingar), 4 eftir Sequencing Information
(Radgreiningarupplysingar), veldu Requeue Analysis.

Veljid valkost:
* Endurtaka greiningu an breytinga
* Breyta keyrslustillingum og endurtaka greiningu
* Endurtaka greiningu med 60ru forriti

Stadfestid ad stadsetningin par sem radgreiningargégnin eru nu geymd sé tilgreind i reitnum
Sequencing data file path (SI68 ad radgreiningargdgnum).

ATHUGID Sl6din ad radgreiningargdgnunum eaetti ad passa vid slédina i stillingunni External Storage
for Analysis Results (Ytri geymsla fyrir greiningarnidurstddur). Sja ndnari upplysingar i
lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx Software Guide (skjal nr. 200025239) til ad fa
leidbeiningar um hvernig breyta ma sléd ytri geymslu.

5. SIai6 inn astaedu fyrir endurgreiningu.

Veljid Endurtaka greining.

Gerdu paer breytingar sem pu vilt 8 Run Settings (Keyrslustillingar), Sample Data (Synisgégn) og
Analysis Settings (Greiningarstillingar).

Veljid Save (Vista). Greining hefst med pvi ad nota nlverandi greiningarbreytur.
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Taeknileg adstod

Fyrir teeknilega adstod hafid samband vid lllumina taeknilega adstod.

Vefsida: www.illumina.com
Netfang: techsupport@illumina.com

Oryggisupplysingum (SDS)— Faanleg 4 vefsidu lllumina & support.illumina.com/sds.html.

Voruupplysingar— Haegt ad seekja a support.illumina.com.
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