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TOng quan

Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (DRAGEN for IDPE Dx) duoc str dung dé
l4p k& hoach va thuc hién phan tich thir cdp cac thu vién IDPE Dx dugc tao ra dé giai trinh tu trén hé
théng NextSeq 550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx ho trg tir budc gidi trinh tu dén phan tich khi dugc stir dung cung vdi lllumina DNA
Prep with Enrichment Dx Library Prep, NextSeq 550Dx va Illlumina DRAGEN Server for NextSeq 550Dx.

Phuong phap phén tich

DRAGEN for IDPE Dx thuc hién tach doan, tao FASTQ, anh xa doan doc, can chinh vai hé gen tham chiéu
va phat hién bién thé nhd tly thudc vao quy trinh céng viéc dugc chon:

* TaoFASTQ
* Tao FASTQ va VCF cho dong mam
* TaoFASTQ va VCF cho soma

LUUY NénORA cé thé st dung cho ca ba quy trinh céng viéc. DRAGEN ORA Compression la phan
meém nén hoan toan khéng mat dit liéu, tao tép vaéi phan mé rong Original Read Archive (*.ora).
Dinh dang ORA la dinh dang nén dua trén tham chi€u cho tép FASTQ, dugc thiét k€ dé nén/qgiai
nén rat nhanh va dat ty 1é nén cao.

Tao FASTQ

Cac trinh ty da 1ap rap dugc ghi vao cac tép FASTQ theo tirng mau. Tép FASTQ la tép van ban chira dir
liéu gidi trinh tu va diém chat lugng cho mdt mau duy nhat. Véi méi mau, cac tép FASTQ riéng biét duoc
tao cho ting lan té bao dong chay va cho tirng doan doc giai trinh tu. Tén mau dugc chi dinh trong qua
trinh thi€t 1ap [an chay sé& dugc dua vao tén tép FASTQ. Tép FASTQ la dau vao chinh dé can chinh. Budc
dau tién clia qua trinh tao FASTQ la tach doan. Qua trinh tdch doan sé gan cac cum di qua bd loc cho
mot mau bang cach so sanh mai trinh tu doc chi thi vdi cac trinh tu chi thi da dugc chi dinh cho lan chay.
Budc nay khdng xem xét gid tri chat lugng nao. Doan doc chi thi dugce xac dinh bang cac budc sau:

* Céac mau dugc danh sd bat dau tir 1 dua trén thir tu mau duoc liét ké cho lan chay.

* Mau s6 0 dugc danh riéng cho cdc cum khong dugc chi dinh cho mét mau.

*  Céac cum dugc chi dinh cho mdt mau khi trinh tu chi thi khdp chinh xac hodc khi cé t6i da mot [an
khdéng khdp trén moi doan doc chi thi.

Phan mém bao gom tinh nang nén ORA dé€ nén céac tép FASTQ. Dinh dang nay c6 thé dugc bat khong

bat budc. Khi st dung dinh dang ORA (*.ora), t6ng ki€m md5 clia ndéi dung FASTQ dugc gilt nguyén sau

mot chu ky nén va gidi nén dé dam bao nén khéng mat di liéu.
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Can chinh & anh xa DNA

Sau khi tao tép FASTQ, cac doan doc dugc anh xa va can chinh véi hé gen tham chiéu. Giai doan dau
tién clia anh xa la tao cac hat giéng tlr doan doc, va sau d6 tim céc vi tri khdp chinh xac trong hé gen
tham chiéu. Cac két qua nay dugc tinh chinh bang cach chay thuat todn Smith-Waterman day du tai
nhing vi tri cé mat dé hat gidng khdp cao nhat. Thuat toan da dugc kiém chiing nay hoat déng bang
cach so sanh ting vi tri cia doan doc vdi tat ca cac vi tri rng vién trén hé gen tham chiéu. Cac phép so
sanh nay tuong Ung véi mot ma tran cac kha nang can hang gilra doan doc va hé gen tham chiéu. DGi véi
mai vi tri can chinh Ung vién nay, thuat todn Smith-Waterman sé tao ra cac muc diém dugc dung dé
danh gia xem duong can chinh t6t nhat di qua 6 ma tran doé dat dugc bang cach: khdp hodc khdng khép
nucleotide (di chuyén theo dudng chéo), vling xda (di chuyén theo chiéu ngang), hay vung cheén (di
chuyén theo chiéu doc). Vi tri khdp gilra doan doc va tham chiéu sé& dugc cong diém thudng, va vi tri
khéng khdp hodc co bién dgi indel sé bi tinh diém phat. Duong di c6 téng sé diém cao nhat xuyén qua
ma tran chinh la phuong an can chinh dugc lya chon. Thuat toan nay dugc tang téc phan cing trén cac
thé 1ap trinh mang c6ng logic (FPGA) clia hé th6ng DRAGEN. Hé gen tham chi€u dugc s dung trong Ung
dung dugc tao tir tép UCSC hg19 FASTA véi tly chon DRAGEN dé tao bang bam c6 kha ndng nhan dién
céc alen thay thé dya trén co ché chuyén dgi toa do hé gen.

Phat hién bién thé dong mam DRAGEN

DRAGEN Germline Small Variant Caller nhan dau vao la cac doan doc DNA d3 duoc énh xa va can chinh
va phat hién cac da hinh nucleotide don (SNP) ciling nhu cac dét bién chén hodc mat doan (indel) thong
gua su k&t hop gilta phat hién theo cot va Iap rap ki€u don bdi de novo tai ché. DE kich hoat DRAGEN
Germline Small Variant Caller, hdy chon quy trinh céng viéc phan tich bién thé dong mam.

Viéc phat hién bién thé dong mam thudng dugc sir dung cho cac mau dong mam cé murc bdi thé mac
dinh |a hai. D3u tién, cac ving tham chiéu co thé phat hién sé dugc nhan dién dua trén pham vi cén
chinh day du. Trong cac vung tham chi€u nay, mét lugt quét nhanh cac doan doc da sap xép sé gilp xac
dinh cac vung hoat dong, von la cac vung tap trung quanh cac cot dit liéu chong 1ap c6 bang chiing vé
bi€n thé. Cac vling hoat déng nay dugc dém thém mét khoang trinh tu dd rong dé bao phu cac ndi dung
khéng khdp vdi tham chiéu quan trong & 1an can. Néu cé bang chirng vé indel, cac vung hoat dong sé
dugc dém thém dién tich.

Cac doan doc da can chinh sé dugc cat gon trong pham vi moéi ving hoat dong va lap rap thanh mot d6
thi De Bruijn. Cac canh cua cac doan doc dugc cat gon nay dugc gan trong s6 dua trén sé [an quan sat
duagc, vdi trinh ty tham chiéu ddéng vai tro 1a khung xuong. Sau khi lam sach va don gian hoa d6 thi, tat ca
cac dudang di tir diém ngudn dén diém dich sé dugc trich xuat dudi dang cac kiéu don boi trng vién. Mbi
ki€u don béi sau dé dugc can chinh theo thuat toan Smith-Waterman vai hé gen tham chiéu dé xac dinh
cac bién thé ma nd dai dién. Tap hop cac su kién nay co thé dugc bs sung bang phuong phap phat hién
dua trén vi tri. Dai v6i mdi cap doan doc-kiéu don bdi, xac suat P(r|H) clia quan st doan doc dé khi gid
dinh ki€u don béi la mau goc thuc su sé dugc udc tinh bang moé hinh Markov &n cap (HMM).
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Bang cach quét theo vi tri tham chi€u trén vung hoat déng, cac ki€u gen Ung vién dugc hinh thanh tlr
cac to hop ludng boi clia cac su kién bién thé (SNP hoac indel). D&i véi moi su kién (bao gém ca tham
chiéu), xac suat co diéu kién P(r|e) clia quan sat mdi doan doc chdng 1an dugc udc tinh 13 gid tri P(r|H)
toi da cho cac ki€u don bdi ho tro su kién dé. Cac gia tri nay dugc két hop thanh xac suat co diéu kién P
(rleTe2) cho mot ki€u gen (cap sy kién) va nhan lén dé tao ra xac suat ¢ diéu kién P(R|e1e2) clia quan
s&t toan bd cac doan doc chéng lap. Sir dung Cong thirc Bayes, xac sudt hau nghiém P(e1e2|R) ctia méi
ki€u gen ludng bbi sé& dugc tinh todn, va kiéu gen cd xac suat cao nhat sé dugc phat hién.

DRAGEN for IDPE Dx dp dung co ché loc tu déng. Tham khao phan Cac chu thich trong tép VCF cua quy
trinh céng viéc dong mam trén trang 13 dé biét thém thong tin.

Phat hién bién thé soma DRAGEN

DRAGEN Somatic Small Variant Caller nhan dau vao la cac doan doc DNA d3 dugc anh xa va can chinh
va phat hién cac SNV va indel théng qua viéc Iap rap kiéu don boi de novo tai cho trong mot vung hoat
dong. DE kich hoat DRAGEN Somatic Small Variant Caller, hdy chon (rng dung bién thé soma.

Phat hién bién thé soma thudng dugce str dung cho cdc mau khai u. Vai quy trinh céng viéc nay, DRAGEN
khéng dua ra bat ky gia dinh nao vé murc bdi thé, diéu nay cho phép phat hién cac alen cé tan suat thap.
Dai vdi cac 16-cut cé dé phu Ién t6i 100 Ian trong mau khoi u, DRAGEN cé ngudng phat hién tai tan suat
alen bién thé (VAF) la 5%. Gidgi han nay sé thay dai ti 1& thuan vdi d6 sau trinh tu tdng dan trén tng 16-
cut va giam di mot nira moi khi dd phu tang gap doéi vuot qua mic 100 Ian. Dau tién, cac vung tham chiéu
c6 thé phat hién sé dugc nhan dién dya trén pham vi can chinh day dd. Trong cac vung tham chiéu nay,
mot luot quét cac doan doc da sdp x€p sé gilp xac dinh cac ving hoat dong, vén la cac vung tap trung
quanh cac cot dir liéu chong 1ap c6 bang chiing vé bién thé trong cac doan doc tir khdi u. Cac vlng hoat
dong nay dugc dém thém mot khoang trinh tu dd rong dé bao phd cac ndi dung khong khdp véi tham
chiéu quan trong & 1an can. Néu c6 bang chiing vé indel, cac vung hoat déng sé dugc dém thém dién
tich.

Cac doan doc da can chinh sé dugc cat gon trong pham vi mbi ving hoat dong va lap rap thanh mot d6
thi De Bruijn. Cac canh cula cac doan doc dugc cat gon nay dugc gan trong s6 dua trén sé [an quan sat
duagc, vdi trinh ty tham chiéu ddéng vai tro 1a khung xuong. Sau khi lam sach va don gian hoa d6 thi, tat ca
cac dudang di tir diém ngudn dén diém dich sé dugc trich xuat dudi dang cac ki€u don boi trng vién. Mbi
ki€u don bdi sau do dugc can chinh theo thuat toan Smith-Waterman vai hé gen tham chi€u dé xac dinh
cac bién thé ma né dai dién. Dai véi mdi cap doan doc-kiéu don bdi, xac suat P(r|H) clia quan sat doan
doc dugc udc tinh bang mo hinh Markov an cap (HMM), khi gia dinh ki€u don boi la mau gbc thuc su.

DE xac dinh diém s6 gidi han phat hién khdi u (TLOD), trudc tién DRAGEN Somatic Small Variant Caller
quét theo vi tri tham chi&u cho tirng su kién soma tng vién cling nhu su kién tham chiéu trén khap vung
hoat dong. Xac suat cé diéu kién P(r|e) clia quan sat mdi doan doc chong lan dugc udc tinh 1a gid tri P
(r|H) t8i da cho céc kigu don bdi hd trg sy kién dé. Cac gia tri nay dugc két hop thanh xéc suat cé diéu
kién P(r|E) cho mot gia thuyét su kién E, bao gém mét hdén hgp gitra alen tham chiéu va alen soma ung
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vién trén mot dai tan suat alen cé thé xay ra va nhan lén dé tao ra xac suat cé diéu kién P(R|E) clia quan
sat toan b6 cac doan doc chéng 1ap. Tur do, diém s6 TLOD dugc tinh todn lam bang ching cho thay su
hién dién ctia mot alen THAY THE tai mot 16-cut nhat dinh trong mau khi u.

DRAGEN for IDPE Dx dp dung co ché loc tu déng. Tham khao phan Cac chu thich trong tép VCF cua quy
trinh céng viéc soma trén trang 15 d€ biét thém thong tin.
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Tao moét [an chay theo ké hoach

Thuc hién cac budc sau dé thiét 1ap moét [an chay trong lllumina Run Manager trén NextSeq 550Dx hoac
bang cach st dung trinh duyét trén may tinh két ndi mang. St dung trinh duyét trén may tinh k&t ngi
mang néu mudén nhap di liéu mau. Tham khao Hudng dan phan mém lllumina Run Manager for NextSeq
550Dx (tai liéu s6 200025239) d€ biét hudng dan truy cap lllumina Run Manager tir may tinh két néi
mang.
C4 hai cach dé tao mot 1an chay theo k& hoach mdi:
* Nhap lan chay—S{ dung Bang théng tin mau tr mot [an chay hién cé lam mau cho [an chay mai.
Tham khao Hudng dan phan mém lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx (tai liéu s&
200025239) dé biét théng tin vé cach nhap Ian chay.

* Tao lan chay—Nhép thu cong cac tham sd Ian chay. Cac hudng dan sau ddy mé ta cach tao mot
[an chay.

LUUY Céc trudng nhap bat budc trong giao dién ngudi dung dugc danh ddu hoa thi (*).

Ung dung

1. Tl tab Planned (D3 Ién k& hoach) clia man hinh Runs (Lan chay), chon Create Run (Tao lan chay).

2. Chon ting dung DRAGEN for llumina DNA Prep with Enrichment Dx, sau dé chon Next (Ti€p theo).

Cac ché d6 cai dat 1an chay

1. Trén man hinh Run Settings (Cai dat Ian chay), nhap tén lan chay duy nhat. Tén Ian chay giup xac
dinh [an chay t&r budc giai trinh ty dén budc phan tich.
[Khdng bat budc] Nhap mé ta cho [an chay dé gilip xac dinh Ian chay ro hon.
Chon (cac) bé kit adapter chi thi dugc str dung trong qua trinh chuén bi thu vién.

4. Xem lai Do dai doan doc va diéu chinh néu can thiét. Doan doc 1 va Doan doc 2 cé gia tri mac dinh la
151 chu ky. Chi thi 1 va Chi thi 2 cé gia tri cd dinh 1a 10 chu ky va khong thé thay déi.
[Khong bat budc] Nhap ID 6ng thu vién.

6. Chon Next (Tiép theo).

D{t liéu mau

D{r liéu mau bao géom ID mau, Vi tri giéng (vi tri giéng trén khay chi thi) va Tén thu vién. Khi sir dung Chi
thi A&B, Vi tri giéng cling bao géom ca ma dinh danh cta Khay.

C6 hai cach dé nhap dir liéu mau:

*  Nhap mau—Su{ dung tép mau cé san dé tai xudng trén man hinh Sample Data (D{r liéu mau).
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*  Thu cé6ng—Nhap di liéu mau truc ti€p vao bang trén man hinh Sample Data (D liéu mau).

Nhap mau

Khi 1ap k& hoach Ian chay giai trinh tu bang trinh duyét trén may tinh k&€t ndi mang, mét tép mau (* . csv)
c6 san dé tai xuéng trén man hinh Sample Data (D{ liéu mau). Tép mau khéng kha dung dé tai xudng khi
truy cap lllumina Run Manager théng qua phan mém hé diéu hanh NextSeq 550Dx. D& nhap dir liéu mau
bang tinh ndng Import Samples (Nhdp mau), hdy thuc hién cac budc sau.

LUUY Hoan tat cac budc Cai dat [an chay trudce khi tiép tuc.

1. Chon Download Template (Tdi mau xudng) dé tai xuong mot tép CSV tréng.

2. TUtép mau, nhap di liéu mau, roéi luu tép. Tén thu vién la khéng bat budc.

LUUY Khistrdung Chithi A&B, dir liéu cho cot B phai bao gém ca vi tri khay va vi tri giéng (vi tri giéng
trén khay chi thi). Vi du: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Chon Import Samples (Nhap mau) va duyét dén tép mau chira théng tin dir liéu mau tir budce trudce.

4. Chon Open (M&), Proceed (Tiép tuc) réi chon Next (Tiép theo).

LUUY Thay ddiID mau trudc khi chon Next (Tiép theo) cé thd dan dén 16i. H3y hoan tat viéc thiét 1ap
[an chay trudce khi thuc hién thay dai dé tranh 16i.

Nhap mau theo cach thl cong

S dung bang trén man hinh D liéu mau (Sample Data) dé nhap dir liéu mau theo cach thd cong.

1. Nhéap ID mau duy nhat vao truong Sample ID (ID mau).

2. Surdung Well Position (Vi tri gi€ng) (Chi thi A hodc Chi thj B) hodc Plate - Well Position (Khay - Vi tri
giéng) (Chi thi A&B) dé chon chi thi lién két cho cac mau.

Cac truong i7 Index (Chi thii7), Index 1 (Chi thi 1), i5 Index (Chi thii5) va Index 2 (Chi thi 2) sé tu
dong dugc dién.
[Khong bat budc] Nhap tén thu vién.

4. Thém cdc hang va lap lai budc 1-3 khi can cho dén khi tat ca mau da dugc thém vao bang. Ban cé
thé& thém nhiéu hang clng Itc bang cach nhap trudce sé lugng hang can thém, sau dé chon biéu
tuong +. Ban cling c6 thé xda cac hang bang cach chon 6 bén canh s6 hang, sau dé nhap vao biéu
tuong thung rac.

5. Chon Next (Tiép theo).

Cai dat phan tich

1. Chon quy trinh céng viéc phan tich mong mudn:
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e Tao FASTQ
« Tao FASTQ va VCF cho quy trinh cdng viéc dong mam (yéu cau Tép ban ké khai)
« Tao FASTQ va VCF cho quy trinh céng viéc soma (yéu cau Tép ban ké khai)

2. [Khong bat budc] Generate ORA compressed FASTQs (Tao FASTQ nén bang ORA) dugc bat theo
mac dinh. Nén FASTQ bang ORA gilp nén khong mat dit liéu cac tép FASTQ Ién dén 5 1an so vai
fastq.gz. Bd chon Generate ORA compressed FASTQs (Tao FASTQ nén bang ORA) néu ban mudn
d@ liéu khdong nén (fastg.gz).

3. Da6ivdicac quy trinh cong viéc dong mam va soma, can co tép ban ké khai. St dung menu tha xuéng

Manifest File Selection (Chon tép ban ké khai) dé chon tép ban ké khai. Tép ban ké khai la tép BED

(* .bed) dugc phan tach bang tab, dung dé chi dinh tén va vi tri cla cac vung tham chiéu dugc nham

muc tiéu. Tham khado phan Tép ban ké khai trén trang 8 dé biét thém thong tin.

4. [Khong bat budc] Daéi vdi cac quy trinh céng viéc Soma, sir dung menu tha xuéng Noise File
Selection (Chon tép nhiéu) dé chon tép nhiéu hé thong.
Co thé chi dinh mét tép BED(* . bed. gz) v&i mic d6 nhiéu theo vi tri d€ loc bd nhiéu hé thong. Dé
biét thém théng tin, tham khao phan Loc nhiéu (Khéng bat budc) trén trang 9.

5. Chon Next (Tiép theo).

Xem lai [an chay

1. Trén man hinh Review (Xem lai), hay kiém tra lai thdng tin cho muc Run Settings (Cai dat [an chay),
Sample Data (D@ liéu mau) va Analysis Settings (Cai dat phan tich).

2. Chon Save (Luu).
Lan chay dugc luu trén tab Planned (Bugc 1én k& hoach) trén man hinh Runs (Lan chay).

Cai dat

D& xem hodc thay d8i cai dat img dung DRAGEN for IDPE Dx, trudc tién hay chon biéu tugng Ung dung
tr man hinh chinh. Sau dé chon ng dung ban mudn xem hoac thay doi. Can cd tai khodn Quan tri vién
dé thay doi cai dat.

Cau hinh

Man hinh cdu hinh hién thi cac cai dat ing dung sau:

* Library Prep Kits (B kit chuan bi thu vién)—Hién thi b6 kit chudn bi thu vién mac dinh cho tng
dung. Cai dat nay khoéng thé thay déi.

* Index Adapter Kits (B0 kit adapter chi thi)—Hién thi bo kit adapter chi thi mdc dinh cho Ung dung.
Cai dat nay khong thé thay doi.

* Read lengths (D6 dai doan doc)—Dd dai doan doc dugc dat mac dinh la 151 cho ing dung, nhung
c6 thé thay déi trong qua trinh tao lan chay.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

* Manifest and Noise Files (T&p ban ké khai va nhiéu)—Tai Ién va thay d6i cai dat cho cac tép ban ké
khai va nhiéu.
— Chon Upload File (Tai Ién tép) dé tai lén tép s dung trong phan tich.
— Chon nut radio Default (M3c dinh) dé dat tép lam tép ban ké khai hodc nhiéu méac dinh duoc
chon trong qua trinh tao Ian chay khi chon trng dung.
— Chon hop kiém Enabled (D3 bat) dé hién thi tép trong menu tha xudng trong qua trinh tao lan
chay.

Cac quyén

S dung cac hop kiém trén man hinh Permissions (Quyén) dé quan ly quyén truy cap clia ngudi dung
cho tng dung.

Tép ban ké khai

Khi str dung DRAGEN for IDPE Dx, mdt tép ban ké khai la dau vao bat budc cho cac quy trinh cong viéc
sau:

* Tao FASTQ va VCF cho quy trinh céng viéc dong mam
* Tao FASTQ va VCF cho quy trinh cong viéc soma
Tép ban ké khai la tép van ban dugc phan cach bang tab str dung dinh dang BED (*.bed), trong d6 chi
dinh tén va vi tri clia cac ving tham chi€u dugc nham muc tiéu. Phan chinh cla tép ban ké khai la phan
Vung va phai chira cac cot dir liéu sau:
Cot M6 ta
Name (Tén) Tén duy nhat do nguoi dung chi dinh cho ving muc tiéu

Chromosome (Nhiém sac Vi tri nhiém s&c thé (vi du: chr10, chr5, ...)

thé)
Start (Bat dau) Chi thi bat dau clia vung muc tiéu tinh theo hé 1 base
Stop (DUng) Chi thi két thdc cta ving muc tiéu tinh theo hé 1 base

Upstream Probe Length D6 dai clia mau do phia ngugc dong. D6i vai iing dung DRAGEN for
(D0 dai mau do phia ngugc  IDPE Dx, gia tri nay phai dat la 0.

dong)

Downstream Probe Length D& dai cia mau do phia xudi dong. Daéi vdi (rng dung DRAGEN for
(D6 dai ciia mau do phia IDPE Dx, gia tri nay phai dat la 0.

xudi dong)

LUUY Dinh dang tép ban ké khai hgp Ié 1a bat budc cho phan tich. DRAGEN sé dirng phan tich néu
tép ban ké khai khéng hop 1é.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Loc nhiéu (Khong bat budc)

B6 loc nhiéu hé thdng c6 san cho qua trinh phat hién bién thé soma, va cé thé dugc sir dung dé giam cac
phat hién duong tinh gid bang cach tinh dén nhiéu dac hiéu theo vi tri. Tép nhiéu hé théng dugc tao ra
bang cach trudc tién thu thap khodng 50 mau binh thudng (t6t nhat Ia dac hiéu cho bang, quy trinh
chuan bi thu vién, va may gidi trinh tu), sau dé tong tan suat alen dudi 30% tai moi vi tri cé do phd du sé
dugc chia cho téng s& mau (cac tan suat alen trén 30% dugc gia dinh |a bién thé dong mam va khong
dugc coi la nhiéu). Khi cac gia tri nhiéu da dugc tao ra, cac bién thé soma dugc phat hién tai vi tri d6 sé
duoc loc bo.

B loc co thé dugce str dung trong ché dd Khéi u-Binh thudng, nhung dic biét hitu ich cho céc lan chay
Chi-Khai u khi khéng c6 mau binh thudng khdp. Tép nhiéu hé thdng phai st dung tép BED véi phan mé
rong tép (* .bed.gz) va phai bao gém bén cot: Nhiém sac thé, Vi tri bat dau, Vi tri két thic va mirc nhiéu
dac hiéu theo vi tri cho mdi hang. Khong bat budc phai dp dung loc nhiéu hé théng.

K&t qua phan tich

Cac lan chay dang dién ra dugc hién thi trong tab Active (Dang hoat déng). Cac Ian chay d& hoan thanh
dugc hién thi trong tab Completed (D& hoan tat). DRAGEN for IDPE Dx tao mét thu muc phan tich vdi tén
duy nhat cho mai lan chay, tach biét véi thu muc chira dit liéu gidi trinh tu. Thu muc phan tich bao gom
théng tin sau:

*  Tép ban ké khai dugc str dung

*  Phién ban phan mém

* IDméau

* T6ng so doan doc da can chinh

* Ty lé phan trdm doan doc da can chinh trén mbi mau
* S6lugng SNV dugc phat hién trén mbi mau

* S6lugng indel dugc phat hién trén méi mau

* Thoéngké do pha

Tép dau ra phan tich

Vi tri thu muc phéan tich dugc xac dinh bai thiét 1ap Luu trit bén ngoai cho két qua phéan tich. Tham khao
Hudng dan phan mém lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx (tai liéu s6 200025239) dé biét thém
thong tin vé thiét 1ap Luu trir bén ngoai dé cho két qua phan tich.

Trén man hinh Run Details (Chi tiét Ian chay), truong External Location (Vi tri bén ngoai) cung cap dudng
dan dén dir liéu giai trinh tu. Truang Analysis Output Folder (Thu muc dau ra phan tich) cung cap tén thu
muc phén tich duy nhat trén man hinh Run Details (Chi tiét [an chay). Cac tép chinh xac dugc tao ra phu
thudc vao quy trinh céng viéc phan tich duoc str dung. Ung dung tao ra cac tép dau ra phan tich sau
day.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

LUUY Né&ugap I6i gisi han do dai dudng dan tép t8i da khi truy cap tép dau ra phan tich, hay thir di
chuyén tép dén vi tri cé duong dan ngan hon hodc dung phuong phap khac dé ma tép.

Tép daura
Bdo cdo todm tat bién thé
(*.pdf)

FASTQ (*.fastqg.gz hoac

* fastqg.ora)

Tép Alignment BAM
(*.bam)

Tép Genome VCF
(*.gvecf.gz)

Tép VCF (*.vcf.gz)
Bdo cdo sd liéu lan chay

(*.csv)

Tép FASTQ

Mo ta

Chtra ban tom tat vé théng tin tép, phién ban phan mém, théng tin
mau, théng ké & murc doc, va cac tom tat vé SNV, chén, mat doan
cling nhu d6 pha. Chi cé quy trinh céng viéc dong mam va soma
mdi tao ra bao céo bién thé.

Tép trung gian chira céc phat hién base da dugc chdm diém chat
lugng. Tép FASTQ la dau vao chinh cho budc can chinh. Néu chon
nén ORA, phan ma réng sé la * . fastqg.ora.

Chtra cac doan doc da duoc can chinh cho mét mau cu thé.

Chtra ki€u gen cho turng vi tri, du dugc phat hién la bién thé hay
tham chiéu.

Chra cac bién thé dugc phat hién tai mai vi tri.

Chtra céc sd liéu chat lugng cla lan chay, bao gém téng hiéu suat
dit liéu thu dugc khéng cd chi thj va diém Q30.

FASTQ (*.fastg.gz, *.fastg.ora) Ia mét dinh dang tép van ban chira cdc phat hién base va gia tri chat
lugng cho méi doan doc. Méi tép chira nhitng thong tin sau:

* Manhandang mau

* Trinhtu

* Diém chat lugng Phred dugc ma hoa theo dinh dang ASCII + 33

M3& nhan dang mau dugc dinh dang nhu sau:

@Instrument:RunID:FlowCellID:Lane:Tile:X:Y

ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Vi du:

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

+

<>; ##=><9=AAAAAAAAAAG# : <#<;<<<2222#=
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Tép BAM

Tép BAM (*.bam) la phién ban nhj phan nén clia tép SAM (anh xa can chinh gidi trinh ty), dugc dung dé
biéu dién cac trinh ty da can chinh cé d6 dai lén dén 128 Mb. Tép BAM sir dung dinh dang tén tép
SampleName S#.bam.# |a s6 mau, dugc xac dinh theo thir tu cdc mau dugc liét ké trong lan chay. O ché
do da nut, ky hiéu S# luon dugc dat 1a S1, bat ké thir tu clla mau.

Tép BAM gbém cé phan dau va phan cén chinh:
* Phan dau—Chra théng tin vé toan bd tép, chang han nhu tén mau, dé dai mau, va phuong phap can
chinh. Cac cén chinh trong phan can chinh sé dugc lién két véi thong tin cu thé trong phan dau.

* Can chinh—Chtra tén doan doc, trinh ty doan doc, chat lugng doc, théng tin can chinh va thé tuy
chinh. Tén doan doc bao gém nhiém sac thé, toa dé bat dau, chat lugng cdn chinh, va chudi mé ta
khop.

Phan can chinh bao gém cac théng tin sau cho méi doan doc hodc cdp doan doc:

* AS: Chat lugng can chinh cua doan doc két doi.

* RG:Nhom doan doc, cho biét s6 lugng doan doc clia mét mau cu thé.

* BC: Thé ma vach, dung dé chi dinh ID mau da dugc tach doan gan véi doan doc.
* SM: Chat lugng can chinh cua doan doc don.

*  XC: Chubi md ta khédp.

* XN: Thé tén amplicon, ghi lai ID amplicon gan véi doan doc

Céc tép chi thi BAM (*.bam.bai) cung cdp mot chi thi cho tép BAM tuong Ung.

Tép VCF

Tép Variant call format (*.vcf) chira thong tin vé cac bién thé dugc tim thay & cac vi tri cu thé trong hé
gen tham chiéu.

Phan dau cua tép VCF bao gom phién ban dinh dang tép VCF, phién ban trinh phat hién bién thé, va
danh sach cac chu giai dugc st dung trong phan con lai cla tép. Phan dau cia VCF ciling bao gém tép
hé gen tham chiéu va tép BAM. Dong cudi cling trong phan dau chira tiéu dé cét cho cac dong dir liéu.
MG6i dong dit liéu trong tép VCF chira thong tin vé mét bién thé duy nhat.

Bang 1 CAac tiéu dé trong tép VCF
Tieude Mota
CHROM  Nhiém s3c thé cta hé gen tham chi€u. Cac nhiém sac thé xuat hién theo cling thir tu
nhu trong tép FASTA tham chiéu.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Tiéu dé

POS

REF

ALT

QUAL

M6 ta
Vi tri mOt base duy nhat clia bién thé trén nhiém sac thé tham chiéu. D6i vdi bién thé

daon nucleotide (SNV), vi tri nay la base tham chi€u co bién thé. Daéi véi indel, vi tri nay
la base tham chi€u ngay trudc bién thé.

SG rs (SNP tham chi€u) cho SNP 18y tir dbSNP. txt, néu cd. Néu cd nhiéu so rs tai
cung vi tri, danh sach sé dugc phan tach bang dau cham phay. Néu khéng cé muc
nhap dbSNP tai vi tri nay, sé sir dung Ky hiéu gia tri thiéu ('.").

Hé gen tham chi€u. Vi du: mét dot bién mat mot nucleotide T dugc bi€u dién la ki€u
gen tham chi€u TT va ki€u gen thay thé T. M6t bién thé don nucleotide tr Asang T
dugc biéu dién la ki€u gen tham chiéu A va ki€u gen thay thé T.

Cac alen khac véi doan doc tham chi€u. Vi du: mét vung chén thém moét T duy nhat
duogc biéu dién la kiéu gen tham chi€u A va ki€éu gen thay thé AT. M6t bién thé don
nucleotide tlr A sang T dugc bi€u dién la ki€u gen tham chi€u A va kiéu gen thay thé
T.

Diém chat lugng theo thang Phred do trinh phat hién bién thé gan. Diém cang cao thi
do tin cdy vé bién thé cang Idn va xac suat 16i cang thap. Vai diém chat lugng Q, xac
suat 16i udc tinh 1a 10-(Q/10). Vi du: bd phat hién Q30 cé ty 1€ 16i 0,1%. Nhiéu trinh
phat hién bién thé& gan diém chat lugng dua trén mo hinh thong k&, thudng cao hon
so véi ty 1& 16i quan sat duoc.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Bang 2 Cac chd thich trong tép VCF cla quy trinh cdng viéc dong mam

Tiéu de M6 ta

FILTER NEu tat ca cac bd loc déu dat, gia tri PASS sé dugc ghi trong c6t bd loc. Cac muc
nhap FILTER c6 thé bao gém:

DRAGENSnpHardQUAL—Ap dung néu diém QUAL cuia bién th& SNP khong dat
ngudng

DRAGENIndelHardQUAL—Ap dung néu diém QUAL cua bién thé indel khéng dat
ngudng

LowDepth—V;j tri biloc vi d6 sau pham vi khéng dat ngudng

LowGQ—Vi tri bj loc vi chat lugng ki€u gen khdng dat ngudng
PloidyConflict—Ki€u gen tu trinh phat hién bién thé khong phlu hgp véi mirc boi
thé cla nhiém sac thé

base_quality—Vi tri bi loc vi chat lugng base trung vi clia cac doan doc thay thé
tai 16-cut nay khong dat ngudng

filtered_reads—Vi tri bj loc vi ty 1é qua I&n cac doan doc da biloc bo
fragment_length—Vi tri bi loc vi chénh l&ch tuyét doéi gitra d6 dai phan doan trung
vi cla cac doan doc thay thé va tham chiéu tai 16-cut nay vugt ngudng
low_depth—Vi tri bi loc vi dd sdu doan doc qua thap

low_frac_info_reads—Vi tri bi loc vi ty Ié doan doc théng tin thdp hon ngudng
low_normal_depth—Vi tri bi loc vi d6 sdu doan doc cla mau binh thudng qua
thap

long_indel—Vi tri bi loc vi chiéu dai indel qua I6n

mapping_quality—Vi tri bi loc vi chat lugng anh xa trung vi clia cac doan doc thay
thé tai 16-cut nay khéng dat ngudng

multiallelic—Vi tri bj loc vi cé hon hai alen thay thé di qua ngudng LOD cua khéi u
non_homref_normal—Vi tri bi loc vi ki€u gen ctia mau binh thudng khdng phai la
tham chi€u dong hop tlr

no_reliable_supporting_read—Vi tri bi loc vi khdng c6 doan doc soma hé trg
dang tin cay

panel_of_normals—bDugc ghi nhan trong it nhat mét mau trong tép VCF clia bang
nhéap gia tri binh thudng

read_position—Vi tri bi loc vi trung vi khoang cach gilra dau/cudi doan doc va 16-
cut nay thap hon ngudng

RMxNRepeatRegion—Vi tri bi loc vi toan bé hodc mot phan alen bién thé la lap lai
cua tham chiéu

strand_artifact—Vi tri bi loc vi sai Iéch theo chiéu sgi nghiém trong
str_contraction—Vi tri bi loc do nghi ngo 16i PCR, trong dé alen thay thé it hon
mot dan vi 13p so vdi tham chiéu

too_few_supporting_reads—Vi tri bi loc vi cé qué it doan doc hd trg trong mau
khoi u

weak_evidence—Diém bién thé soma khong dat ngudng
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Tiéu de M6 ta

INFO Cac muc nhap INFO c6 thé bao gom:

AC—S35 Iugng alen trong kiéu gen ddi véi méi alen THAY THE (ALT), theo dung
thi tu dugc liét ké.

AF—T3an suat alen d6i véi méi alen THAY THE, theo duing thir tu duoc lidt ké.
AN—T0Gng s6 lugng alen trong céc ki€u gen da dugc phat hién.

DB—Thanh vién clia dbSNP.

FS—Gia tri p theo thang Phred st dung ki€ém dinh chinh xac Fisher dé& phat hién
sai léch theo chiéu sai.

QD—D6 tin cay/Chat lugng bién thé theo dd sau doc.

R2_5P_bias—Diém dua trén sailéch cap doc va khoang cach tlr ddu moi 5.
SOR-Ty s& chénh Iéch ddi xirng cla bang lién hop 2x2 dé phat hién sai léch theo
chiéu sai.

DP—DJ sau doan doc xap xi (thong tin va khéng théng tin); mot s6 doan doc co
th€ da bi loc dua trén chat lugng anh xa, v.v.

END—V; tri két thuc cla khoang.

FractioninformativeReads—TYy I& doc théng tin trén tong sé doc.

MQ—Chat lugng anh xa RMS.

MQRankSum— Gia tri Z-score tlr phép kiém dinh t6ng hang Wilcoxon, so sanh
chat lugng anh xa cua cac doan doc Thay thé so véi Tham chiéu.
ReadPosRankSum—Gia tri Z-score tlr phép kiém dinh t6ng hang Wilcoxon, so
sanh sai léch vi tri clia cac doan doc Thay thé so vdi Tham chiéu.
SOMATIC—C4 it nhat mot bién thé tai vi tri nay l1a soma.

FORMAT  Co4t dinh dang liét ké cac truong dugc phan tach bang diu hai cham. Vi du: GT:GQ.
Céc trudng co san bao gém:

AD—DJ sau alen (chi tinh cac doan doc thong tin trong téng s6 doan doc) cho
alen tham chiéu va alen bién thé& theo thir tu liét ké.

AF—TYy |é alen cho cac alen bién thé theo thir tu liét ké.

DP—D6 sau doan doc xap xi (cac doan doc cé MQ=255 hodc cap 16i s& bi loc bd).
F1R2—S0 lugng doan doc trong hudng cap F1R2 ho trg méi alen.

F1R2—S0 lugng doan doc trong hudng cap F2R1 ho trg mbi alen.

GT—Kiéu gen. 0 tuong Ung vaéi base tham chié€u. 1 twang ing véi muc nhap dau
tién trong cOt ALT. Va ti€p tuc nhu vay cho cac muc nhap ké tiép. Dau gach chéo
(/) cho biét khdng cé thong tin dinh pha.

MB—Thang ké thanh phan theo mau dé phat hién sai léch cap doc.

PS—Thong tin ID dinh pha vat ly, mbi ID duy nhat trong mot mau (ch khéng ap
dung gitra cdc mau) két ndi cac ban ghi trong mot nhom dinh pha.

SB—Thdng ké thanh phan theo mau, bao gém Kiém dinh chinh xac Fisher dé phat
hién sai Iéch theo chiéu soi.

SQ—Chat lugng soma.

SAMPLE  Cot mau cung cap cac gia tri dugc chi dinh trong c6t FORMAT.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Bang 3 Cac chu thich trong tép VCF cua quy trinh cong viéc soma

Tiéu de M6 ta

FILTER NEu tat ca cac bd loc déu dat, gia tri PASS sé dugc ghi trong c6t bd loc. Cac muc
nhap FILTER c6 thé bao gém:

base_quality—Vi tri bi loc vi chat lugng base trung vi clia cac doan doc thay thé
tai 16-cut nay khéng dat ngudng

filtered_reads—Vi tri bj loc vi ty 1& qua I&n cac doan doc da biloc bo
fragment_length—Vi tri bi loc vi chénh |&ch tuyét ddi gilra do dai phan doan trung
vi cla cac doan doc thay thé va tham chiéu tai I6-cut nay vugt ngudng
low_depth—Vi tri bj loc vi dd sdu doan doc qua thap

low_frac_info_reads—Vi tri bi loc vi ty 1& doan doc théng tin thap hon ngudng
low_normal_depth—Vi tri bi loc vi d6 sdu doan doc clia mau binh thudng qua
thap

long_indel—Vi tri bi loc vi chiéu dai indel qua I6n

mapping_quality—Vi tri bi loc vi chat lugng anh xa trung vi clia cac doan doc thay
thé tai 16-cut nay khéng dat ngudng

multiallelic—Vi tri bi loc vi cé hon hai alen thay thé di qua ngudng LOD cua khéi u
non_homref_normal—Vi tri bi loc vi ki€u gen ctiia mau binh thudng khéng phai la
tham chi€u déng hagp tu

no_reliable_supporting_read—Vi tri bi loc vi khéng cé doan doc soma hé trg
dang tin cay

panel_of_normals—bDugc ghi nhan trong it nhat mét mau trong tép VCF cla bang
nhap gia tri binh thudng

read_position—Vi tri bi loc vi trung vi khodng céch gilta dau/cudi doan doc va I6-
cut nay thap hon ngudng

RMxNRepeatRegion—Vi tri bi loc vi toan bd hodc mét phan alen bién thé 1a 13p lai
cla tham chiéu

strand_artifact—Vi tri bi loc vi sai Iéch theo chiéu sgi nghiém trong
str_contraction—Vi tri bi loc do nghi ng& 16i PCR, trong do alen thay thé it hon
mot dan vi l3p so véi tham chiéu

too_few_supporting_reads—Vi tri bi loc vi cé qua it doan doc hd trg trong mau
khai u

weak_evidence—Diém bién thé soma khdng dat ngudng

systematic_noise—Vi tri bj loc dua trén bang chiing vé nhiéu hé théng trong cac
mau binh thuong
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

Tiéu de M6 ta

INFO Cac muc nhap INFO c6 thé bao gom:

DP—DG sau doan doc xap xi (théng tin va khéng thong tin); mot sd doan doc cé
thé da bi loc dua trén chat lugng anh xa, v.v.

END—Vi tri két thic cua khoadng.

FractioninformativeReads—TYy I& doc théng tin trén tong sé doc.

MQ—Chat lugng anh xa RMS.

MQRankSum— Gid tri Z-score tlr phép kiém dinh t6ng hang Wilcoxon, so sanh
chat lugng anh xa clia cac doan doc Thay thé so véi Tham chiéu.
ReadPosRankSum—Gia tri Z-score tlr phép kiém dinh t6ng hang Wilcoxon, so
sanh sai léch vi tri clia cac doan doc Thay thé so véi Tham chiéu.

AQ—Diém nhiéu hé théng.

hotspot—Vi tri soma da biét, dugc stir dung dé tang do tin cay trong viéc phat
hién.

SOMATIC—CO4 it nhat mot bién thé tai vi tri nay 13 soma.

FORMAT  Cot dinh dang liét ké cac truong dugc phan tach bang dau hai cham. Vi du: GT:GQ.
Céc truong cé san bao gém:

AD—DG sau alen (chi tinh cac doan doc théng tin trong tong sé doan doc) cho
alen tham chi€u va alen bién thé theo thir tu liét ké.

AF—Ty |& alen cho cac alen bién thé theo thir tu liét ké.

DP—D6 sau doan doc xap xi (cac doan doc cé MQ=255 hodc cap 16i sé bi loc bd).
F1R2—S0 lugng doan doc trong hudng cdp F1R2 hé trg mbi alen.

F1R2—S0 lugng doan doc trong hudng cap F2R1 ho trg méi alen.

GP—Xac suat hau nghiém theo thang Phred cho ki€u gen, nhu dugc dinh nghia
trong thong s6 ky thuat VCF.

GQ—Chat lugng ki€u gen.

GT—Kiéu gen. 0 tuong Ung vaéi base tham chié€u. 1 twang ing véi muc nhap dau
tién trong cOt ALT. Va ti€p tuc nhu vay cho cac muc nhap ké tiép. Dau gach chéo
(/) cho biét khong cé thong tin dinh pha.

MB—Thang ké thanh phan theo mau dé phat hién sai léch cap doc.

PL—Xac suat hgp ly theo thang Phred da chudn héa cho ki€u gen, nhu dugc dinh
nghia trong thong sé k¥ thuat VCF.

PRI—X3&c suat tién nghiém theo thang Phred cho ki€u gen.

PS—Thdng tin ID dinh pha vat ly, moi ID duy nhat trong mét mau (chir khéng ap
dung gitra cadc mau) két ndi cac ban ghi trong mot nhéom dinh pha.

SB—Thong ké thanh phan theo mau, bao gém Kiém dinh chinh xac Fisher dé& phat
hién sai léch theo chiéu soi.

SQ—Chat lugng soma.

SAMPLE  C6t mau cung cép cac gia tri dugc chi dinh trong c6t FORMAT.
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Tép Genome VCF

Tép Genome VCF (*.gvcf.gz) tudn theo mot tap hop quy udc dé biéu dién tat ca cac vi tri trong hé gen
theo dinh dang gon nhe hogp ly. Cac tép gVCF bao gém toan b cac vj tri trong vung quan tdm trong mét
tép duy nhat cho méi mau. Tép gVCF hién thi khéng phat hién tai cac vi tri khdng di qua tat ca bé loc.
Mot thé ki€u gen (GT) co gia tri ./. biéu thj trang thai khdng phat hién.

Xép lai hang dgi phan tich

Ban co thé xé&p lai hang dgi phan tich néu qua trinh phan tich bi ngirng lai, khéng thanh céng hoac néu
ban mudn phan tich lai [an chay bang cac ché do cai dat khac. D€ x&p lai hang doi phan tich, hay lam
theo cac budc sau:

1. T man hinh Run (Chay), chon tab Completed (D& hoan tat), sau d6 chon tén [an chay can phan tich
lai.
NEéu trudc dé da thuc hién Xép lai hang doi phan tich, hdy chon tén Ian chay cua Parent Run (Lan
chay gac).

2. Tu man hinh Run Details (Chi tiét [an chay), sau phan Sequencing Information (Thong tin gidi trinh
tu), chon Requeue Analysis (Xép lai hang doi phan tich).

3. Chon mét tuy chon:
*  Xép lai hang dgi phan tich ma khéng thay dagi gi
* Chinh stra cai dat [an chay va x&p lai hang dgi phan tich
*  X&p lai hang doi phéan tich véi iing dung khac

4. Xac nhan rang vi tri dir liéu gidi trinh tu hién tai dd dugc cung cap trong trudong Sequencing data file
path (Duong dan tép dir liéu giai trinh tu).

LUUY bDudng dan dén di liéu giai trinh tu phai khdp véi dudng dan trong cai dat External Storage for
Analysis Results (Luu trir bén ngoai cho két qua phan tich). Tham khao Hudng dan phan mém
lllumina Run Manager for NextSeq 550Dx (tai liéu s6 200025239) dé biét théng tin vé cach
thay déi duong dan luu trir bén ngoai.

Nhap Ly do phan tich lai.
6. Chon Requeue Analysis (Xép lai hang dgi phan tich).

7. Chinh stra cac thay d6i mong mudén trong Run Settings (Cai dat lan chay), Sample Data (D@ liéu m4u)
va Analysis Settings (Cai dat phan tich).

8. Chon Save (Luu). Qua trinh phan tich sé bat dau stir dung cac thdng s6 phan tich hién tai.
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Hudng dan str dung Ung dung DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx trén NextSeq 550Dx

HO trg k{ thuat

D& dugc hé tro ky thuat, hay lién hé vai bo phan Hb trg k§ thuét cda lllumina.
Trang web: www.illumina.com

Email: techsupport@illumina.com

Cac bang dir liéu an toan (SDS)—Co trén trang web cua lllumina tai dia chi
support.illumina.com/sds.html.

Tai liéu hudng dan vé san pham—Co thé tai xuéng tlr support.illumina.com.
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