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Local Run Manager Germline Variant elemz&modul NextSeq 550Dx munkafolyamat-utmutato

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak tarsvallalatai (a tovabbiakban ,lllumina”) tulajdonat
képezi, és kizardlag a jelen dokumentumban ismertetett termék(ek) szerz8désszerli mikddtetéséhez hasznalhato.
Egyéb célokra nem hasznalhaté. A dokumentum és annak tartalma az lllumina elézetes irasos engedélye nélkil ettdl
eltéré célokra nem hasznalhato és forgalmazhatd, tovabba semmilyen formaban nem kommunikalhato, hozhato
nyilvanossagra vagy reprodukalhatd. Az lllumina a jelen dokumentummal nem adja at a tulajdonaban Iévé szabadalmi,
védjegyjogi, szerzdi jogi vagy szokasjogi licenceket, illetve a harmadik felek birtokaban lévé hasonlé jogosultsagokat.

A jelen dokumentumban szerepl§ utasitasokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigoruan be kell
tartania az itt ismertetett termék(ek) megfeleld és biztonsagos hasznalata érdekében. A termék(ek) hasznalata el6tt a
felhasznald koteles atolvasni és értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA
ESETEN A TERMEK(EK) MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELY| SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A
FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN
ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.

AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN
HASZNALATABOL FAKADO KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2021 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott tulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos
informaciokat lasd a www.illumina.com/company/legal.html oldalon.
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Local Run Manager Germline Variant elemz&modul NextSeq 550Dx munkafolyamat-utmutato

A Local Run Manager Germline Variant modul az lllumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx vizsgdlattal és a
NextSeq 550Dx eszkdzzel vald hasznalatra szolgal. A Germline Variant modullal vald hasznélat esetén a
vizsgalat célja a periférias telies vér mintakb ol szarmazé DNS-szekvenalasara szolgald konyvtarak
elékészitése.

Az elemz&modul kiértékeli a felerdsitett DNS révid régidit, azaz az amplikonokat a variansok tekintetében.
Az amplikonok fokuszalt szekvenalasa egy-egy adott régié nagy szintl lefedését teszi lehetévé. Lasd a
kovetkezd termék tajekoztatojat: TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokumentumszam: 1000000029772).

A Germline Variant elemz&modulhoz 300 ciklusos szekvenalasi fogydeszkdzdk szikségesek. Tovabbi

informacio: a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 vagy a NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5 termék tajékoztatodja.

Néhany sz06 a jelen utmutatordl
Ez az utmutaté a Germline Variant elemzdmodulon végezhetd szekvenaldsi és elemzési mlveletek futtatasi
paramétereinek beallitasara vonatkozé utasitasokat ismerteti. A Local Run Manager infépultjaval és a

rendszer beallitasaival kapcsolatos informaciokat illetéen lasd: NextSeq 550Dx referencia-utmutato
(dokumentumszam: 1000000009513).

A Local Run Manager megtekintése

A Local Run Manager kezel6felUletét a NextSeq 550Dx Operating Software (NOS) segitségével vagy
webbongész8bdl lehet megtekinteni. A tamogatott webbdngészé a Chromium.

r& MEGJEGYZES
" Nem tamogatott bdngészd hasznalata esetén tdltse le a tamogatott bdngészét, amikor megjelenik a
»confirm Unsupported Browser” (Nem tamogatott bongészd jovahagyasa) Uzenet. A Chromium tamogatott
verzidjanak letoltésehez kattintson ,ide”.

Megtekintés a mUszer monitorjan

1 A local Run Manager kezeléfellletének a mlszer monitorjan vald megjelenitéséhez kdvesse az alabbi
eljiarasok valamelyikét:
A NOS kezddkeépernydgjén valassza a Local Run Manager elemet.
Amikor végzett, a jobb felsd sarokban lévé X elemre kattintva léphet vissza a NOS rendszerbe.
Valassza a Minimize NOS (NOS kis méretre) ikont, nyissa meg a mlszeren a Chromium
webbongészét, majd irja be a cimsorba a kévetkezét: http://localhost.
A NOS kis méretre allitasahoz rendszergazdai jogosultsag szikséges.

Megtekintés haldzati szamitogeprdl

1 Nyissa meg a Chromium webbongészdét egy olyan szamitdégépen, amely hozzafér ahhoz a halézathoz,
amelyen a mUszer is talalhatd, majd csatlakozzon a miszer IP-cimének vagy nevének megadasaval.
Példaul: http://myinstrument.
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Local Run Manager Germline Variant elemz&modul NextSeq 550Dx munkafolyamat-utmutato

Paraméterek beallitasa

Jelentkezzen be a Local Run Manager szoftverbe.
Valassza a Create Run (Futtatas Iétrehozasa) lehetdséget, majd vélassza a Germline Variant lehetéséget.

Adjon meg egy nevet, amely a szekvendlastdl az elemzésig azonositja a futtatast.
Betlket, szamokat, szokdzt, alahuzasjelet és koétéjelet hasznalhat.

[Opcionalis] Adjon meg leirast a futtatashoz, amely segithet beazonositani a futtatast.
Betliket, szamokat, szokozt, alahuzasjelet és kdtdjelet hasznalhat.

Vélassza ki a mintak szamat és az indexkészletet a legordilé mentbdl.
A dontés soran vegye figyelembe az alabbiakat.

A legérduld lista mintaszamokat és indexkészleteket tartalmaz. Példaul a 24-Set 1 azt jelenti, hogy a
tesztelendd mintak szama 24, az indexeket pedig az 1. indexkészlet adja.

Az indexkészletszamok kiilonbdzé i5 indexkészleteket jeldlinek. A Set 1 és a Set 2 egyarant biztositja az
indexek diverzitasat. A két indexkészlet azt a célt szolgdlja, hogy az egyik kifogyasa esetén egy masik
biztosan rendelkezésre alljon.

Valassza ki azt a mintaszamot, amelyik a legkdzelebb esik a tesztelni kivant mintak szamahoz. Ha a
pontos mintaszam nem szerepel a listaban, akkor valassza ki a legkdzelebb esd szamot, de az legyen
kisebb, mint a tesztelni kivant mennyiség. Ha példaul 18 mintat szeretne tesztelni, akkor a 16 minta
lehet&séget valassza ki.

Azok a mintalyuk- és indexkombinaciok, amelyek megfelelnek az index diverzitasara vonatkozo
kdvetelményeknek, zdlddel vannak kiemelve. Ha olyan lyuk- és indexkombinaciot valaszt ki, amelynél az
index diverzitasara vonatkozé kdvetelmények nem teliestiinek, akkor a futtatas mentésekor egy
figyelmeztetd Gzenet jelenik meg.

Jegyzékfajlokimportalasa a futtatasba

1

2
3

n

= |-d

Gondoskodjon arrdl, hogy az importalni kivant jegyzékek rendelkezésre alljanak egy elérhetd haldzati
helyen vagy egy pendrive-on.

Valassza az Import Manifests (Jegyzékek importalasa) lehet8séget.
Lépjen a jegyzékfajlra, majd jeldlie ki a hozzaadni kivant jegyzékeket.

MEGJEGYZES

Ha azt szeretné, hogy a jegyzékfajlok az dsszes futtatasnal elérhetéek legyenek a Germline Variant
elemzémodulon, a Module Settings (Modulbeallitasok) funkciot hasznalva adja hozza a jegyzékeket. Ehhez a
funkcidhoz rendszergazdai jogosultsag szUkséges. Tovabbiinformacio: NextSeq 550Dx referencia-utmutato
(dokumentumszam: 1000000009513).

Mintak meghatarozasa a futtatashoz

A mintak futtatashoz valé meghatarozasahoz jarjon el az alabbi lehetéségek egyike szerint, és tartsa be az azt
kdvetd utasitasokat.

Mintdk megadéasa manudlisan — Haszndlja a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn lévd Ures
tablazatot.

1000000030329 sz. dokumentum, vO4 HUN valtozat

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA



Local Run Manager Germline Variant elemz&modul NextSeq 550Dx munkafolyamat-utmutato

Mintak importalasa — Navigaljon egy .csv formatumu kulsé fajlra. A Create Run (Futtatas létrehozasa)
képernydrdl letolthetd egy sablon.

Miutan kitoltotte a mintak tablazatat, kiexportalhatja a mintainformaciokat egy kulsé fajloa. Ez a fajl ezutan
referenciaként hasznalhaté a konyvtarak el6készitése soran, valamint egy masik futtatasba is importalhato.

Mintak megadasa manualisan

1 Adjon meg egy egyedi mintaazonositét a Sample ID (Mintaazonositd) mezdben.
Betliket, szamokat, kétéjelet és alahuzasjelet hasznalhat.

2 [Opciondlis] A pozitiv vagy negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal, majd
valassza ki a kontroll tipusat.

3 [Opciondlis] Adja meg a minta leirasat a Sample Description (Minta lefrasa) mez&ben.
Betlket, szamokat, kdtbjelet és alahuzasjelet hasznalhat.
A rendszer a minta lefrdsat a minta nevéhez rendeli hozza. igy ha az adott mintanevet Ujra felhasznélja
egy késdbbi futtatas soran, akkor a mintaleiras felUlirodik.

4 Valasszon ki egy Index 1 adaptert az Index 1 (i7) legordUlé listabal.
A felajanlott mintalyukak hasznalata esetén a szoftver automatikusan kit6lti az i7 és i5 indexadaptereket
ugy, hogy azok megfelelienek az indexdiverzitasra vonatkozd kévetelményeknek. Ha a listaban nem
szerepel a tesztelni kivant mintamennyiség pontos szama, akkor ne felejtse el kivalasztani az
indexadaptereket a plusz lyukakhoz. Ha a plusz lyukakhoz ki kell valasztani az indexeket, vagy ha nem
az ajanlott indexadapter-kombinaciokat haszndlja, akkor az indexek kivalasztasa elétt ne felejtse el
elolvasni a kdvetkezd részt: Bazisazonositas es indexdiverzitas, 15. oldal.

5 Valasszon ki egy Index 2 adaptert az Index 2 (i5) legordUlé listabal.
6 Valasszon ki egy jegyzékfajlt a Manifest (Jegyzék) legdrduld listabal.

7 Valasszon ki egy opcidt a lemezelrendezés megtekintéséhez, nyomtatasahoz vagy referenciaként vald
mentéséhez a konyvtarak elékészitésének részeként:
Alemezelrendezés megjelenitéséhez valassza a &= Print (Nyomtatas) ikont. Valassza a Print
(Nyomtatas) lehetbéséget a lemezelrendezés kinyomtatasahoz.
Valassza az Export (Exportalas) lehetéséget a mintaadatok kulsé fajlba vald exportalasahoz.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy a jegyzék- és mintaadatok helyesek-e. A helytelen adatok befolyasolhatjak a
végeredmeényt.

8 Vadlassza a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.

Mintak importalasa

1 Vaélassza az Import Samples (Mintak importélasa) lehetéséget, majd keresse meg a mintainformacios fajit.

Kétféle fajlt lehet importalni.
A Create Run (Futtatas létrehozasa) képernyén vélassza a Template (Sablon) lehetéséget egy Uj
lemezelrendezés létrehozasahoz. A sablonfajl az importalashoz megfelel oszlopfejléceket
tartalmazza. Adja meg a mintaadatokat a futtatasban szereplé mintak oszlopaiban. A nem hasznalt
cellakbdl torolie a példaadatokat, majd mentse a fajlt.

Olyan mintainformacioés fajlt hasznaljon, amely a Germline Variant modulbdl lett kiexportalva az Export

(Exportalas) funkcioval.

2 Alemezelrendezés megjelenitéséhez valassza a & Print (Nyomtatas) ikont.
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3 Valassza a Print (Nyomtatas) lehet8séget a lemezelrendezés kinyomtatasahoz, amelyet aztan
felhasznalhat referenciaként a konyvtarak elékészitésénél.

4 [Opciondlis] Valassza az Export (Exportalas) lehetéséget a mintaadatok kilsé fajlba térténd
exportalasahoz.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy a jegyzék- és mintaadatok helyesek-e. A helytelen adatok befolyasolhatjak a
végeredmeényt.

5 Vaélassza a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.

Futtatas szerkesztése

A futtatas adatainak szekvenalas el6tti szerkesztésére vonatkozo utasitasokat illetéen lasd: NextSeq 550Dx
referencia-utmutato (dokumentumszam: 1000000009513).

A Germline Variant elemz&modul az alabbi elemzési lépések elvégzése utan Kiirja az elemzésieredmény-
fajlokat az Alignment mappaba.

Indexkiolvasasok demultiplexelése
FASTQ-fajlok Iétrehozasa
Rendezés referenciaval

Variansok azonositasa

Demultiplexelés

A demultiplexelés funkcioé dsszehasonlitja az egyes indexkiolvasasi szekvenciakat a futtatasnal meghatarozott
indexszekvenciakkal. A rendszer ennél a lépésnél figyelmen kivil hagyja a minéségértékeket.

Az indexkiolvasasok azonositasa az aldbbiak szerint torténik:
A mintak 1-gyel kezd6d&en sorszamot kapnak a futtatasi listaban elfoglalt helyUk szerint.
A 0-s mintaszam azon klaszterek részére van fenntartva, amelyek nincsenek mintahoz rendelve.

A klaszterek akkor kertiinek hozzarendelésre egy mintahoz, amikor az indexszekvencia pontosan
megegyezik, vagy amikor indexkiolvasasonként legfeliebb egy eltérés van.

FASTQ-f4jl Iétrehozasa

A demultiplexelés utan a szoftver létrehoz egy FASTQ formatumu kdztes elemzési fajit. Ez egy szbveges
formatumu fajl, amely a szekvenciak reprezentdlasara szolgal. A FASTQ-fajlok az egyes mintak kiolvasasait és
az azokhoz tartozé mindségi pontszamokat tartalmazza. Azokat a klasztereket, amelyek nem mentek at a
szlirén, nem tartalmazza.

Minden FASTQ-fajl csak egy minta kiolvasasait tartalmazza. A minta neve szerepel a FASTQ-fajl nevében. A
FASTQ-fajlok a rendezés elsdédleges forrasai. A rendszer minden mintahoz nyolc FASTQ-fajlt hoz Iétre: négyet
az 1. kiolvasasbdl, és négyet a 2. kiolvasasbol.

Rendezés

A rendezésilépés soran a savos Smith—-Waterman-algoritmus dsszerendezi az egyes mintak klasztereit a
jegyzékfajloan meghatarozott amplikonszekvenciakkal.
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A savos Smith—Waterman-algoritmus félglobalis szekvenciarendezést hajt végre két szekvencia kozott a
hasonld régiok meghatarozasa céljiabdl. A telies szekvencia rendezése helyett a Smith—Waterman-algoritmus
az dsszes lehetséges hosszusagu szegmenst 6sszehasonlitja.

Minden paros végu kiolvasast kiértékel az adott kiolvasasnak megfeleld szondaszekvencia-rendezés
szempontjabdl.

Az 1. kiolvasast a DLSO forditott komplementerével hasonlitja 6ssze.
A 2. kiolvasast az ULSO-val hasonlitja dssze.

Ha egy kiolvasas kezdete ugy egyezik egy szondaszekvenciaval, hogy legfeliebb harom eltérés van (a
bevezetd indelek eltérései vagy elcsuszasai miatt), akkor a kiolvasas telies hosszat az adott szekvencia
amplikoncéliahoz igazitja.

A vizsgalat kémiai 6sszetétele miatt a DLSO-ban és az ULSO-ban Iévé indeleket figyelmen kivil hagyja.

A rendezéseket az eltérési gyakorisag szerint szdri a vizsgalt terlileten vagy a telies amplikon tertiletén, az
amplikon hosszatdl fuggden. A kiszdrt rendezések rendezetlenként kertinek kiirasra a rendezési fajlokba, és
a rendszer ezeket nem hasznalja fel a variansazonositasnal.

Variansok azonositasa

Az lllumina altal kifejlesztett Pisces Variant Caller a DNS-mintaban jelenlévé variansokat azonositja.
A Pisces variansazonositd harom lépésben azonositja az SNV-ket, az MNV-ket és a kis indeleket:
A referenciagenom egyes pozicioit kulon-kuldn veszi figyelembe.
Megszamolja a bazisokat egy adott pozicioban a poziciot atfedd rendezett kiolvasasok esetében.

A Poisson-modell alkalmazasaval kiszamolja a varianspontszamot, amely az azonositas minéségét méri.
Kizarja azokat a variansokat, amelyek nem érik el a Q20 mindségi pontszamot.

Ha egy varians az 6sszes szUrén atmegy, akkor megkapja a PASS (Megfelelt) jelolést a VCF-ben.
Tovéabbiinformacid: github.com/lllumina/Pisces/wiki.

1 AlLocal Run Manager infopultjan kattintson a futtatas nevére.

2 A Run Overview (Futtatas attekintése) lapon tekintse meg a szekvenalasi futtatas mérészamait.

3 [Opciondlis] Kattintson a Copy to Clipboard L& (Masolas vagdlapra) ikonra a futtatasieredmény-mappa
elérési Utvonalanak vagolapra masolasahoz.

4 Kattintson a Sequencing Information (Szekvenalasi adatok) fllre a futtatasi paraméterek és a
fogydeszkdzdk adatainak attekintéséhez.

5 Kattintson a Samples and Results (Mintak és eredmények) flilre az elemzésjelentés helyének
megtekintéséhez.

Az elemzés megismétlése esetén nyissa le a Select Analysis (Valasszon elemzést) legdrdulé men(t,
majd valassza ki a megfeleld elemzést.

6 Kattintson a Copy to Clipboard LW (Masolas vagolapra) ikonra az elemzés mappa elérési utvonalanak
vagolapra masolasahoz.

A Run Overview (Futtatas attekintése) és a Sequencing Information (Szekvenalasi adatok) lapokkal
kapcsolatos tovabbi informaciokért, valamint az elemzés Ujralitemezésével kapcsolatos informaciokért lasd:
NextSeq 550Dx referencia-utmutato (dokumentumszam: 1000000009513).
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Az elemzés eredményeinek dsszefoglalasa a Samples and Results (Mintak és eredmeények) lapon, a
csoportos jelentés pedig az Alignment mappaban talalhaté. Emellett az egyes mintakrol készilt jelentés PDF
formatumban is elérhetd.

A Samples and Results (Mintak és eredmények) lap adatai

1 A mintajelentés megtekintéséhez kattintson egy mintara a listaban.

1. tablazat: A futtatas és a minta adatai

Oszlopfejléc Leiras

Run Status (Futtatas allapota) Azt jelzi, hogy a szekvenalasi futtatas sikeres volt-e, vagy sem.

Total Yield (GB) (Osszhozam A szekvenalasi futtatasban azonositott bazisok szama. A megfelelési

(GB)) kiiszobértéket, valamint a sikeres vagy sikertelen allapotot mutatja.

% = Q30 A 30(Q30) vagy jobb minéségi pontszamot elért kiolvasasok szazalékos aranya a

szekvenalasi futtatasban. A megfelelési kiiszobértéket, valamint a sikeres vagy
sikertelen allapotot mutatja.

Sample ID (Mintaazonositd) A futtatas létrehozasakor megadott mintaazonosito.

Total PF Reads (Osszes PF- A sz(rén athalado kiolvasasok 6sszama.
kiolvasas szama)

Read 1% = Q30 (1% = Q30 A 30(Q30) vagy jobb minésegi pontszamot elért kiolvasasok szazalékos aranya a
kiolvasas) mintanal az 1. kiolvasasban.

Read 2% = Q30 (1% = Q30 A 30(Q30) vagy jobb minéségi pontszamot elért kiolvasasok szazalékos aranya a
kiolvasas) mintanal a 2. kiolvasasban.

Autosome Call Rate (Autoszom A genompoziciok szama azon autoszomokon (1-22. kromoszoma), amelyek
meghivasi sebesség) megfelelnek az elére meghatarozott konfidenciaérték-kiiszobnek, osztva a

megvizsgalt autoszom genompoziciok telies szamaval. Az azonositasi sebesség
megadasa mintaalapu, a jelentés pedig az 1 minuszként valdé szamitas szazalékos
formajaban tdrténik (hianyos meghivasokat tartalmazé autoszom poziciok szama
osztva a szekvenalt autoszom poziciok teljes szamaval).

2. tdblazat: Mintajelentés-adatok

Oszlopfejléc Leiras
Sample (Minta) A futtatas létrehozasakor megadott mintaazonosito.
Report Date (Jelentés datuma) A jelentés létrehozasanak datuma.

Sample Information (Mintaadatok) A futtatas Iétrehozasakor megadott mintaazonositd, a szlirén athaladt kiolvasasok
teljes szama a mintaban, a kiolvasasok szazalékos aranya a legalabb 30(Q30)
mindségi pontszamu mintaban és az autoszom azonositasi sebesség.

Amplicon Summary (Amplikon A szekvenalt amplikonrégiok teljes szama és a szekvenalt amplikonok
Osszefoglalas) bazisparjainak teljes hossza a célrégiokban a minta és a jegyzékfajl esetében.
A jegyzeékfajl hatarozza meg a rendezési lépésnél alkalmazott referenciagenomot
€s a megcélzott referenciarégiokat.

Read Level Statistics Azon kiolvasasok szama és szazalékos aranya a mintanal, amelyek lefedik az
(Kiolvasasiszint-statisztikak) egyes poziciokat a referenciaban az 1. és a 2. kiolvasasnal.
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Oszlopfejléc

Variants Summary (Variansok
osszefoglalasa)

Coverage Summary (Lefedettség
osszefoglalasa)

Coverage Plots (Lefedettségi
grafikonok)

Software Versions
(Szoftververziok)

Leiras
A felismert SNV-szam, valamint a beszurasok és torlések szama a javasolt

értékeknek megfeleld minta esetében, amelyekkel meghatarozhato, hogy a
mindseégi eredmények az elfogadhato tartomanyon belll vannak-e.

A rendezett bazisok teljes szama osztva a megcélzott régidomérettel, és azon
amplikonrégiok szazalékos aranya, amelyek lefedettsége nagyobb, mint a
0,2 *amplikon atlag lefedettség alsé hatarértéke a mintanal.

Az amplikonrégio-grafikonok az amplikonrégidkon vald lefedettséget mutatja a
mintanal. Azok a régiok, amelyek lefedettségi értéke alacsonyabb, mint a
lefedettségi kiiszobérték, pirossal vannak kiemelve. Az 8sszes érték atlagat egy
narancssarga vonal jelzi.

Az egyes szoftverek verzioszama a minta szekvenalasakor. Az alabbi szoftverek
verzioszamat jelzi: NextSeq 550Dx Operating Software (NOS), Local Run Manager,
RTA és Germline Variant modul.

A Germline Variant elemz&modul az alabbi elemzésieredmény-fajlokat hozza létre, amelyek a rendezéshez és
a variansazonositashoz hasznalt elemzési eredményeket tartalmazzak. Az elemzésieredmény-fajlok az

Alignment mappaban talalhatok.

Fajlnév

Demultiplexelés (*.txt)

FASTQ (*.fastq.gz)

BAM formatumu rendezési fajlok
(*.bam)

Genom VCF formatumu
variansazonositasi fajlok
(*.genome.vcf.gz)

Leiras
Koztes fajlok, amelyek a demultiplexelés 6sszefoglald eredményeit
tartalmazzak.

Koztes fajlok, amelyek a minéségi pontszammal ellatott bazisazonositokat
tartalmazzak. A FASTQ-fajlok a rendezési lépés elsédleges forrasai.

Egy adott minta rendezési kiolvasasait tartalmazzak.

Az egyes poziciok genotipusat tartalmazzak, fuggetlenul attdl, hogy
variansként vagy referenciaként vannak-e azonositva.

VCF formatumu variansazonositasi A célrégioban talalhatd Osszes variansazonositast tartalmazzak.

fajlok (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv

A megadott jegyzékek amplikononkénti lefedettségi informacioit tartalmazza
mintanként. Az M# a jegyzékszamot mutatja.

Demultiplexelési fajlformatum

A demultiplexelési eljaras soran a rendszer kiolvassa az egyes klaszterekhez csatolt indexszekvenalasokat
annak meghatarozasara, hogy mely mintabdl szarmazik a klaszter. A klaszterek és a mintaszamok kozotti
kapcsolatot egy demultiplexelési (*.demux) fajlba irja az aramlasi cella minden egyes csempéje esetében.

A demultiplexelési fajl elnevezésének formaja s_1_X.demux, ahol X a csempe szama.

A demultiplexelési fajlok fejléccel kezdddnek:

Version (Verzid) (4 béajtos egész szam), jelenleg 1

Cluster count (Klaszterszam) (4 bajtos egész szam)

A fajl tébbi része a csempe klasztereinek mintaszamait tartalmazza.

A demultiplexelési lépés befejezése utan a szoftver Iétrehoz egy DemultiplexSummaryF1L1.txt nevd

demultiplexelési fajlt.
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A fajl nevében szerepld F1 az aramlasi cella szamat mutatja.
A fajl nevében szereplé L1 a sor szamat mutatja.

A demultiplexelési eredmények egy tablazatban szerepelnek, ahol minden csempéhez egy sor és minden
mintahoz egy oszlop tartozik (a 0-s mintat is beleértve).

Az indexkiolvasasok leggyakrabban eléforduld szekvenciai.

FASTQ fajlformatum

A FASTQ egy szbveges fajliformatum, amely a bazisazonositokat és a kiolvasasonkénti minésegertékeket
tartalmazza. Minden rekord 4 sort tartalmaz:

Az azonositot

A szekvenciat

Egy plusz jelet (+)

A Phred mindségi pontszamokat ASCII + 33 kédolasu formatumban
Az azonosité formatuma:
@M(szer:Futtatési azonosité: Aramlésicella-azonosfté: Sav:Csempe:X:Y Kiolvasési
szam:Sz(rgjelzés: 0:Mintaszam
Példa:

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

n

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<LK?22 %=

BAM f3jlformatum

A BAM-fajl (*.bam) a SAM-fajl témoritett, binaris valtozata, amely a rendezett szekvenciak reprezentalasara
szolgal legfeliebb 128 MB-o0s méretig. A SAM és a BAM formatum részletes leirasat lasd:
samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

A BAM-fajlok nevének formatuma SampleName_S#.bam, ahol # az a mintaszam, amit a futtatasnal felsorolt
mintak sorrendje hataroz meg.

A BAM-fajlok egy fejléc részt és egy rendezési részt tartalmaznak:

Header (Fejléc) — A fajl egészérdl tartalmaz informaciokat, példaul a minta nevét, a minta hosszat és a
rendezés modszerét. A rendezésirészben szerepld rendezések a fejléc részben szerepld informaciokhoz
vannak tarsitva.

Alignments (Rendezések) — A kiolvasas nevét, a kiolvasasi sorrendet, a kiolvasasi minéséget, a rendezési
informaciokat és az egyéni cimkéket tartalmazza. A kiolvasasi név a kromoszomat, a kezddkoordinatat,
a rendezési mindséget és az egyezési leirdsztringet tartalmazza.

A rendezésirész az alabbiinforméacidkat tartalmazza minden egyes kiolvasas vagy kiolvasaspar esetében:
AS: Paros végu rendezési mindség.
RG: Kiolvasasi csoport, amely egy adott minta kiolvasasainak szamat mutatja.
BC: Vonalkédcimke, amely a kiolvasashoz tarsitott demultiplexelt mintaazonositét mutatja.
SM: Egyvégl rendezési minéség.
XC: Egyezési leirdsztring.
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XN: Amplikonnév cimke, amely a kiolvasashoz tarsitott amplikonazonositét régziti.

A BAM-indexfajlok (*.bam.bai) biztositjak az indexet a megfelelé BAM-fajl részére.

VCF fjjlformatum

A .vcf (Variant Call Format, variansazonositasi formatum) egy, a genommal foglalkozé tudomanyos kéz6sség
altal kifejlesztett altalanos fajlformatum. Ez a referenciagenom meghatarozott pozicidiban talalhato
variansokkal kapcsolatos informaciokat tartalmazza. A VCF-fajlok .vcf-re végzédnek.

A VCF-fajl fejléce a VCF fajliformatum és a variansazonosito verzidjat tartalmazza, valamint felsorolja a fajl
egyéb részeiben talalhaté megjegyzéseket. A VCF-fejléc ezenkivll a referenciagenom fajit és a BAM-fajlt is
tartalmazza. A fejléc utolso soraban az adatsorok oszlopfejlécei talalhaték. A VCF-fajl minden adatsora
egy-egy varians informacidit tartalmazza.

VCF-fajlfejécei

Fejléc Leiras

CHROM A referenciagenom kromoszémaja. A kromoszomak ugyanabban a sorrendben jelennek meg,
(Kromoszéma) mint a referencia FASTQ-fajlban.

POS (Pozicid) A varians egybazisu pozicidja a referenciakromoszomaban.

SNP-k esetében ez a pozicid a varians referenciabazisa; indelek vagy térlések esetében ez a
pozicid a kodzvetlenll a varians elétti referenciabazis.

ID (Azonosito) A varians dbSNP.txt fajlbdl szarmazo rs-szama (ha van). Ha az adott helyen tébb rs-szam is
talalhato, akkor a lista egyes elemei pontosvesszével vannak elvalasztva. Ha az adott helyen
nincs dbSNP bejegyzés, akkor a rendszer ezt egy hianyzéérték-jel6lével ('.") jeldli.

REF (Referencia) A referencia genotipus. Példaul egyetlen T torlése referencia TT és eltérd T értékként van

jeldlve. Egyetlen A-T nukleotidvarians referencia A és eltérd T értékként van jeldlve.

ALT (Eltérés) A referenciakiolvasastol eltérg allélok.
Példaul egyetlen T beszurasa referencia A és eltéré AT értékként van jeldlve. Egyetlen A-T
nukleotidvarians referencia A és eltéré T értékként van jeldlve.

QUAL (Min6ség) A variansazonosito altal hozzarendelt, Phred-skala szerinti minéségi pontszam.
A nagyobb pontszam magasabb varianskonfidenciat és alacsonyabb hibalehetfséget jelez. A Q
minéségi pontszamnal a hiba becstilt eléfordulasi lehetésége 10710, Példaul Q30 esetén a
hiba el6fordulasi gyakorisaga 0,1%. Szamos variansazonosito statisztikai modell alapjan
hatarozza meg a minéségi pontszamot, amely szoros dsszefliggésben van a megfigyelt
hibael6fordulasi gyakorisaggal.
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VCF-fajlmegjegyzései

Fejléc Leiras
FILTER (Szlir6) Az 6sszes szlirén vald athaladéas esetén a rendszer PASS (Megfelelt) értéket ir a szUir
oszlopba.

e LowDP (Alacsony DP) — Ezt a besorolast azok a régiok kapjak meg, amelyek
meélységlefedettsége 150x alatt van. Azon amplikonpoziciok esetében, amelyeknél oda-vissza
olvasas ment végbe, ez 300 atfedd, paros végu kiolvasast jelent.

® g20 - 20-nal alacsonyabb minéségi pontszam.

e MultiAllelicSite (Tobballélos régio) — A varians nem felel meg a diploid modellnek.

® R5x9 - A szomszédos ismétlések szama (1-5 bp hosszusag) a variansazonositasoknal = 9.

* SB - A szdlirany-eltérés nagyobb, mint a megadott kiiszobérték.

INFO (Informaciok) Az INFO oszlopban az alabbi bejegyzések szerepelhetnek:

e AC - A genotipus allélszama az egyes ALT alléloknal, a felsorolas sorrendjében.

e AF — Allélgyakorisag az egyes ALT alléloknal, a felsorolas sorrendjében.

e AN - Az allélok 6ssz-szama a meghivott genotipusoknal.

e CD - Figyelmeztet, hogy legalabb egy RefGene (Referenciagén) bejegyzés kédolasi régidjanal
SNP fordul elé.

e DP — Egy poziciohoz rendezett és a variansazonositasoknal hasznalt bazisazonositok
meélységszama.

e Exon - A RefGene (Referenciagén) bejegyzésbdl kiolvasott exonrégiok vesszdvel elvalasztott
listaja.

e FC - Funkcionalis kovetkezmény.

e Gl - A RefGene (Referenciagén) bejegyzésbdl kiolvasott génazonositok vesszével elvalasztott
listaja.

e QD - Varianskonfidencia/mélység szerinti minéség.

e Tl - A RefGene (Referenciagén) bejegyzésbdl kiolvasott masolatazonositok vesszbvel
elvalasztott listaja.

FORMAT A formatum oszlopban a mezd&k vannak felsorolva, kettésponttal elvalasztva. Példa: GT:GQ.
(Formatum) A megadott mezdk listaja a hasznalt variansazonositotdl fligg. Az elérheté mezdk az alabbiak:
e AD - Egy X,Y formatumu bejegyzés, ahol az X a referenciaazonositasok szama, az Y pedig az
eltérd azonositasok szama.
e DP - Hozzavetbleges kiolvasasi mélység; az MQ=255 értékkel, valamint a rossz parral
rendelkez6 kiolvasasokat kisz(ri.
* GQ - Genotipus min6sége.
e GT — Genotipus. A O a referenciabazisnak felel meg, az 1 az ALT oszlop elsé bejegyzésének
és igy tovabb. A perjel (/) azt jelzi, hogy a fazisoldsi informacié nem elérhetd.
e NC - Azoknak a bazisoknak a frakcidja, amelyek nem lettek azonositva, vagy amelyek
minésége nem éri el az alsé kliszdobértéket.
e NL - Zajszint; a bazisazonosito zajszintjienek becsult értéke az adott pozicidban.
e SB - Szaliranyeltérés az adott poziciéban. A nagyobb negativ értékek kisebb szdget jeleznek;
a 0 kozeli értékek nagyobb szdget jeleznek.
e VF — Variansgyakorisag; az eltérg allélt tamogato kiolvasasok szazalékos aranya.

SAMPLE (Minta) A minta oszlopban a FORMAT (Formatum) oszlopban meghatarozott értékek lathatok.

Genome VCF-fajlok

A Genome VCF (gVCF) fajlok olyan VCF v4.1 fajlok, amelyek meghatarozott konvenciok szerint a genom
Osszes régiojat reprezentaljiak egy észszerlen kis méretd formatumban. A gVCF (*.genome.vcf.gz) fajlok a
vizsgalt terllet 6sszes régidjat tartalmazzak, mintanként egy-egy fajlban.

A gVCF-fajlban azokon a poziciékon, amelyek nem haladtak at az 6sszes szUrén, nincsenek azonositasok.
Az azonositas hianyat a ./. genotipus (GT) jelzi.

Tovabbi informacio: sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.
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Amplikonlefedettség fajl
A rendszer minden jegyzékfajlhoz létrehoz egy amplikonlefedettségi fajlt. A fajinévben talalhaté M# a
jegyzékszamot jeldli.
Minden fajl tartalmaz egy fejlécsort, ahol a jegyzékhez tartozé mintaazonosité szerepel. A fajl az alabbi
informaciokat tartalmazza.

A jegyzékben feltintetett célazonosito.

A sz(rdn atjuto kiolvasasok lefedettségi mélysége.

Kiegészit6é kimeneti fajlok

Az alabbi kimeneti fajlok kiegészitd informacidkkal szolgalnak, vagy dsszefoglaljiak a futtatas eredmeényeit és
az elemzés soran fellépd hibakat. Habar ezek a fajlok nem szlikségesek az elemzés eredményeinek
kiértékeléséhez, hasznosak lehetnek hibaelharitaskor. Minden fajl az Alignment mappaban talalhato, hacsak
nincs masként jelezve.

Fajlnév Leiras
AnalysisLog.txt Feldolgozasi naplofajl, amely az aktualis futtatas elemzése soran eléfordult 6sszes

lépést leirja. A fajl nem tartalmaz hibatzeneteket.
Az Alignment mappaban talalhatoé.

AnalysisError.txt Feldolgozasi naplofajl, amely az elemzés soran felmerilt 6sszes hibat felsorolja.
Ha nem tortént hiba, akkor ez a fajl tres.
Az Alignment mappaban talalhato.

DemultiplexSummaryF1L1#.txt A demultiplexelési eredményeket tartalmazza tablazatos formaban, ahol minden
csempéhez egy sor és minden mintahoz egy oszlop tartozik. A # az aramlasi cella
1., 2., 3. vagy 4. sorat jelzi.
Az Alignment mappaban talalhato.

AmpliconRunStatistics.xml A futtatasra vonatkozé ¢sszefoglald statisztikakat tartalmazza.
Az Alignment mappaban talalhato.

Elemzés mappa
Az elemzés mappa tartalmazza a Local Run Manager szoftver altal létrehozott fajlokat.
A kimeneti mappa és az elemzés mappa kdzotti kapcsolat az aldbbiak szerint foglalhato dssze:

Szekvenalaskor a Real-Time Analysis (RTA) szoftver a képelemzeés, a bazisazonositas és a mindségi
pontszam kiszamitasa soran létrehozott fajlokat elhelyezi a kimeneti mappaban.

Az RTA valds id6ben atmasolja a fajlokat az elemzés mappaba. Miutan az RTA hozzarendelte a mindségi
pontszamot az egyes bazisokhoz az egyes ciklusoknal, a szoftver mindkét mappaban Iétrehozza az
RTAComplete.txt fajlt.

Amikor az RTAComplete.txt fajl a helyére keril, megkezdddik az elemzés.

Az elemzés soran a Local Run Manager a kimeneti fajlokat az elemzés mappaba helyezi, majd
visszamasolja azokat a kimeneti mappaba.

Rendezésimappak

Amikor az elemzést Ujrattemezik, a Local Run Manager létrehoz egy Alignment_N nevl rendezési mappat,
ahol az N egy sorszam.
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Mappaszerkezet

= Alignment — *.bam, *.vcf, FASTQ-fajlokat és olyan fajlokat tartalmaz, amelyek az elemzémodulhoz
tartoznak.

(= Date and Time Stamp — Az elemzés idébélyegzdje. Formatuma: EEEEHHNN_OOPPMM
5] AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
=] aggregate.report.html
=l aggregate.report.pdf
=l aggregate.summary.csv
B AmpliconCoverage_M#.tsv
[E] AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
=] Samplel.report.pdf
=l Sample1.summary.csv
=l Samplel.vcf.gz
=l Sample1.bam
= FASTQ
[ Samplet
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[T Stats
=] DemuxSummaryF1L1.txt
=l FastgSummaryF1L1.txt
([ Data
(7 Intensities
([ BaseCalls
(= L001 - *.bcl fajlokat tartalmaz.
[C=L001 - *.locs fajlokat tartalmaz.
= RTA Logs — Az RTA szoftver elemzésébdl szarmazd naplofajlokat tartalmazza.
= InterOp — A szekvenalasi futtatas mérdszamainak jelentésére szolgald binaris fajlokat tartalmazza.
= Logs — A szekvenalas soran végrehajtott Iépések leirasait tartalmazé naplofajlokat tartalmazza.
B RTAComplete.txt
El Runinfo.xml

5] RunParameters.xml
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Bazisazonositas és indexdiverzitas

A NextSeq 550Dx mUszeren végzett mintaszekvenalaskor a bazisazonositdé hatarozza meg a bazist (A, C, G
vagy T) egy adott csempe minden klasztere esetében, vagy a képalkotasi terlletet az aramlasi cellan egy
meghatarozott ciklus mellett. A NextSeq 550Dx kétcsatornas szekvenalast alkalmaz, igy minddssze két képre
van szUkség ahhoz, hogy az adatokat négy DNS-bazishoz kodolja: az egyiket a piros csatornarol, a masikat
pedig a zold csatornardl.

A béazisazonosito indexek kiolvasasanak folyamata eltér az egyéb kiolvasasok soran végzett
béazisazonositastol.

Az indexkiolvasasoknak az elsé két ciklus valamelyikében legalabb egy, a G-t eltérd bazissal kell
kezd&dnilk. Ha az indexkiolvasas két G bazisazonositoval kezd6dik, akkor a rendszer nem general
jelintenzitast. A jelnek az elsé két ciklus valamelyikében jelen kell lennie, maskuldnben a demultiplexelés kell§
hatasfoka nem biztositott.

Ha az indexek kivalasztasa vagy egy futtatas létrehozasa soran az indexek nem felelnek meg a diverzitasra
vonatkozo kovetelményeknek, akkor a rendszer alacsony diverzitas figyelmeztetést jelenit meg. Az ,alacsony
diverzitas” figyelmeztetés elkerllése érdekében olyan indexszekvencidkat valasszon ki, amelyek minden
ciklusnal mindkét csatornanal adnak jelet.

Piros csatorna — Avagy C
Z0ld csatorna— Avagy T

Ez a bazisazonositasi eljaras biztositja a pontossagot low-plex mintak elemzésekor. Az indexek
szekvenalasaval kapcsolatos tovabbi informaciokért lasd a TruSeq Custom Amplicon Kit Dx
(dokumentumszam: 1000000029772) tajekoztatojat.

Amikor létrehoz egy futtatast a Local Run Manager szoftverben, ki kell valasztania a tesztelni kivant mintak
szamat. A szoftver automatikusan megad egy olyan indexkombinacié-szamot, amely megfelel az
indexdiverzitasra vonatkozo kdvetelményeknek. Ezen érték hasznalata nem kotelezd, de ajanlott.
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Modositasi el6zmények

Dokumentum Datum Moédositasok leirasa

1000000030329 sz. 2021. Az eurdpai uniés meghatalmazott képviseld cimének frissitése.
dokumentum v04 augusztus

1000000030329 sz. 2020. Az eurdpai uniés meghatalmazott képviseld cimének frissitése.
dokumentum v03 aprilis Az ausztraliai szponzor cimének frissitése.
1000000030329 sz. 2019. Uj informaciok a v2.5 reagenskészletekrél.

dokumentum, vO2 valtozat januar

1000000030329 sz. 2018. Frissitett szabalyozasi jeldlések.

dokumentum vO1 augusztus

1000000030329 sz. 2017. Elsé kiadas.

dokumentum vOO november
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Local Run Manager Germline Variant elemz&modul NextSeqg 550Dx munkafolyamat-utmutato

Ha mUszakitamogatasra van szuksége, vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki

ugyféelszolgalataval.

Weboldal:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Az lllumina tgyfélszolgalati telefonszamai

Régid
Eszak-Amerika
Ausztralia
Ausztria
Belgium

Dania

Egyesiilt Kiralysag
Finnorszag
Franciaorszag
Hollandia
Hongkong
irorszag

Japan

Kina
Németorszag
Norvégia
Olaszorszag
Spanyolorszag
Svijc
Svédorszag
Szingapur
Tajvan
Uj-zéland
Egyéb orszagok

Ingyenesen hivhato
+1-800-809-4566
+1-800-775-688
+43 800006249
+32 80077160
+45 80820183
+44 8000126019
+358 800918363
+33 805102193
+31 8000222493
800960230

+353 1800936608
0800.111.5011
400.066.5835
+49 8001014940
+47 800 16836
+39 800985513
+34 911899417
+41 565800000
+46 850619671
+1.800.579.2745
00806651752
0800.451.650
+44.1799.534000

Regionalis

+43 19286540
+32 34002973
+45 89871156
+44 2073057197
+358 974790110
+33 170770446
+31 207132960

+353 016950506

+49 8938035677
+47 21939693
+39 236003759
+34 800300143
+41 800200442
+46 200883979

Biztonsagi adatlapok (SDS-ek) — Az lllumina support.illumina.com/sds.html cimen elérhetd weboldalan

talalhatok.

A termék dokumentécidja — PDF formatumban télthetd le az lllumina weboldalardl. Lépjen a
support.illumina.com weboldalra, valasszon egy terméket, majd valassza a Documentation & Literature
(Dokumentacid és szakirodalom) mendpontot.
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5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 Egyesiilt Allamok
+1.800.809.ILMN (4566)
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techsupport@illumina.com
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