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Modositasok leirasa

A szovegrdl (*.txt) BED-re (*.bed)
torténd jegyzékfajl-formatum
kijavitas a futtatas Iétrehozasara
vonatkozdé utasitasokban.

A konszenzusos VCF-fajloknak az
elemzés kimeneti részében [évé
VCF-fajlokra torténd javitasa.

Hozzaadva:

Bedllitasok rész.

Szisztematikus zajszlirési
szakasz.

A futtatas-létrehozasi utasitasok
frissitése, a részletes leirds
hozzaadasa miatt.

Elirasok és nyelvtani hibak
kijavitasa.

Annak meghatdrozasa, hogy
NovaSeq 6000Dx Instrument
készllékkel vald hasznalat esetén
az utasitasok az alkalmazas céljat
szolgaljak.

A VCF kimeneti fajl tartalmarol
sz6l6 informacidk frissitése.

Elsé kiadas.
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Attekintés

A DRAGEN™ for lllumina® DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazas elvégzi a demultiplikdlast, a FASTQ
generdldsat, a kiolvasasi leképezést, és a referenciagenomhoz valé illesztést és a varidnsazonositast a
kivalasztott elemzési munkafolyamattdl fliggéen.

Elemzési modszerek

A DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx elvégzi a demultiplikalast, a FASTQ generalasat, a
leolvasasi leképezést és a referenciagenomhoz valé illesztést a kivalasztott munkafolyamattdl fliggéen:

* FASTQ létrehozasa
* Csiravonal FASTQ és VCF generalas
* Szomatikus FASTQ és VCF generalas

FASTQ létrehozasa

Az Osszedllitott szekvencidk mintdnként FASTQ-fajlokba vannak irva. A FASTQ-fajlok olyan széveges
fajlok, amelyek csak egy minta szekvenalasi adatait és minéségi pontszamait tartalmazzak. Minden
egyes mintahoz kiilén FASTQ-fajlok jonnek Iétre dramlasi cella sdvonként, szekvenalasi
leolvasasonként. A futtatas beallitasa soran megadott minta neve szerepel a FASTQ fajlnévben. A
FASTQ-fajlok az igazitas elsédleges bemeneti adatai. A FASTQ generalds elsé 1épése a demultiplikalas.
A demultiplikalas szlrén atmend klasztereket rendel hozza egy mintahoz, az egyes indexkiolvasasi
szekvencidkat 6sszehasonlitva a futtatdshoz megadott index szekvencidkkal. Ebben a 1épésben nem
torténik minéségi értékek figyelembevétele. Az indexkiolvasasok azonositasa a kovetkezd lépésekben
torténik:

* Arendszer 1-t6l kezdédden szdmozza a mintakat, a futtatdshoz vald felsorolds sorrendjében.

* A 0-s mintaszam a mintahoz hozza nem rendelt klaszterek szamara van fenntartva.

* Aklaszterek akkor kerlilnek hozzarendelésre egy mintahoz, ha az indexszekvencia pontosan
megegyezik, vagy ha indexkiolvasasonként legfeljebb egy eltérés van.

A szoftver ORA-tomoritést ad hozza a FASTQ-fajlok témoritéséhez. ORA (*.ora) formatum hasznalata
esetén a veszteségmentes tomorités biztositasa érdekében a FASTQ tartalom md5 ellenérz66sszege a

,,,,,,

DNS leképezés és igazitas

A leképezés els6 fazisa a magok generdldsa a leolvasdsbdl, majd a pontos egyezések keresése a
referencia genomban. Ezeket az eredményeket ezutan a teljes Smith-Waterman igazitasok futtatasaval
igazitjuk a legnagyobb slrliségli magegyezéseket tartalmazd helyeken. Ez a jél dokumentalt algoritmus
ugy mikddik, hogy dsszehasonlitja az olvasas minden egyes pozicidjat a referencia 6sszes jeldlt
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pozicidjaval. Ezek az 6sszehasonlitasok megfelelnek a leclvasas és a referencia kézotti potencialis
igazitasok matrixanak. A Smith-Waterman minden egyes ilyen lehetséges igazitasi poziciéhoz
pontszamokat general, amelyek annak értékelésére szolgalnak, hogy az adott matrixcellan athalado
legjobb igazitas nukleotidegyezéssel vagy eltéréssel (atlds mozgas), delécidval (vizszintes mozgas)
vagy beillesztéssel (fliggéleges mozgas) éri-e el azt. Az olvasas és a hivatkozas kozotti egyezés
bonuszt jelent a pontszamnal, az eltérés vagy az indel pedig blintetést von maga utan. Az
0sszességében legmagasabb pontszamu Utvonal a matrixon keresztll a kivalasztott igazitas.

Az ebben az algoritmusban a pontszamokhoz kivalasztott specifikus értékek azt jelzik, hogy hogyan
lehet kiegyensulyozni — tobb lehetséges értelmezéssel bird illeszkedés esetén — egy vagy tobb SNP-vel
szemben az indel lehetéségét, vagy egy vagas nélkiili illeszkedés preferenciajat. Az alapértelmezett
DRAGEN pontozasi értékek észszerliek a mérsékelt hosszusagu kiolvasasok és egy teljes human
referenciagenom illesztéséhez a variansazonositasi alkalmazasokban. A Smith-Waterman pontozasi
paraméterek barmely halmaza a genomikai mutacio és szekvenalasi hibak pontatlan modelljét képviseli.
A klilénb6zé modon beallitott illesztéspontozasi értékek egyes alkalmazasoknal megfelelébbek
lehetnek.

DRAGEN csiravonal variansazonositas

A DRAGEN csiravonal kis varidansazonositdja a feltérképezett és illesztett DNS-kiolvasasokat hasznalja
bemenetként, és az SNP-ket, valamint az indeleket oszloponkénti detektalas és a haplotipusok helyi de
novo 0sszedllitdsanak kombinacidjaval azonositja.

A lehivhato hivatkozasi tartomanyokat el6szor megfelelé illesztési lefedettséggel kell azonositani.
Ezeken a hivatkozasi tartomanyokon beliil a rendszerezett kiolvasasok gyors szkennelése azonositja az
aktiv tartomanyokat, amelyek a varians bizonyitékaval rendelkezé halmozott oszlopok kdzepe tajan
helyezkednek el. Az aktiv tartomanyok elégséges kontextussal vannak kitdltve ahhoz, hogy a kdzelben
Iévé jelentds, nem referencidlis tartalmakat lefedjék. Ha indelre utald jelek vannak, az aktiv tartomanyok
tovabbi kitdltést kapnak.

Az egymashoz igazitott leolvasasokat az egyes aktiv tartomanyokban levagjak, és egy De Bruijn-grafba
illesztik. A levagott kiolvasasok széleit a megfigyelési szdmok sulyozzak, a referenciaszekvencia pedig
gerincként szolgal. Némi graftisztitas és egyszersités utan az dsszes forrastél a fogadasig tarté
utvonal jeldlt haplotipusként keril kivonasra. Minden egyes haplotipus Smith-Waterman-igazitasra kertdil
a referenciagenomhoz, hogy azonositani lehessen az altala képviselt varidnsokat. Ez az
eseménysorozat pozicidalapu észleléssel egészithetd ki. Minden egyes leolvasasi haplotipus par
esetében a leolvasas megfigyelésének P(r|H) valdszinliségét - feltételezve, hogy a haplotipus a valddi
kiindulasi minta — egy par rejtett Markov-modell (HMM) segitségével becsiiljik meg.

Az aktiv tartomany referenciapozicidja szerinti szkennelés soran a lehetséges genotipusok a varians
események (SNP-k vagy indelek) diploid kombinacidibdl jonnek Iétre. Minden egyes eseménynél
(beleértve a referenciat is) az egyes egymast atfedd kiolvasasok megfigyelésének P(r|e) feltételes
valdszinliségét az eseményt tdmogaté haplotipusok maximalis P(r|H) valészintiségeként becsiiljiik.
Ezeket egy genotipusra (eseménypérra) vonatkozé P(r|e1e2) feltételes valdszinliséggé kombinaljuk, és
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megszorozva megkapjuk a teljes olvasasi halmaz megfigyelésének P(R|e1e2) feltételes valdszinliségét.
A Bayes-képlet segitségével kiszamitjuk az egyes diploid genotipusok P(e1e2|R) utélagos
valdszinliségét, és kijeloljiik a nyertest.

A mérhet6 tobbmintas variansazonositashoz hasznalt gVCF médban a DRAGEN csiravonal kis
variansazonositdja mintanként futtathatd kdzbensé genomikai variansazonosité fajl (gVCF)
létrehozasahoz. A gVCF ezutan felhasznalhatd tébb minta hatékony k6zds genotipizalasara, amely
lehet6évé teszi a mintdk gyors novekményes feldolgozasat és a nagy kohorszméretekre torténé
skalazast.

Mivel a DRAGEN csiravonal kis variansazonositdja rendelkezik a korrelalt hibaknak a valédi variansoktol
vald hatékony megkiilénboztetésére alkalmas algoritmusokkal, a szlirési szabalyok nagyon egyszeriek.

DRAGEN szomatikus variansazonositas

A DRAGEN Somatic Small Variant Caller szomatikus kis valtozatu varidnsazonositéja bemenetként veszi
a leképezett ésillesztett DNS-leolvasasokat, és az aktiv tartomanyban Iévé haplotipusok helyi de novo
Osszedllitdsaval azonositja az SNV-ket és indeleket.

A lehivhaté hivatkozasi tartomanyokat elész6r megfelel§ illesztési lefedettséggel kell azonositani.
Ezeken a hivatkozasi tartomanyokon beliil a rendszerezett kiolvasasok szkennelése azonositja az aktiv
tartomanyokat, amelyek a tumorleolvasdsokban egy varidnsra utalé bizonyitékkal rendelkezé halmozott
oszlopok kézéppontja kornyékén helyezkednek el. Az aktiv tartomanyok elégséges kontextussal
vannak kitoltve ahhoz, hogy a kdzelben 1évé jelent8s, nem referencialis tartalmakat lefedjék. Ha indelre
utalo jelek vannak, az aktiv tartomanyok tovabbi kitoltést kapnak.

Az egymashoz igazitott leolvasasokat az egyes aktiv tartomanyokban levagjak, és egy De Bruijn-grafba
illesztik. A levagott kiolvasasok széleit a megfigyelési szdmok sulyozzak, a referenciaszekvencia pedig
gerincként szolgal. Némi graftisztitas és egyszer(sités utan az dsszes forrastél a fogadasig tarté
utvonal jeldlt haplotipusként keriil kivonasra. Minden egyes haplotipus Smith-Waterman-igazitasra kertdil
a referenciagenomhoz, hogy azonositani lehessen az altala képviselt varidnsokat. Minden egyes
kiolvasasi haplotipus par esetében a kiolvasas megfigyelésének valdszinliségét P(r|H) egy par rejtett
Markov-modell (HMM) segitségével becsiiljik meg, feltételezve, hogy a haplotipus a valddi kiindulasi
minta.

A TLOD-pontszam meghatarozasahoz a DRAGEN Somatic Small Variant Caller elsz6r
referenciapoziciénként beszkennel minden egyes jel6lt szomatikus eseményt, valamint az aktiv région
Iévé referenciaeseményt is. Az egyes egymast atfedé leolvasasok megfigyelésének feltételes
valdszinlisége P(r|e) maximumnak becsiilhetd P(r|H) az eseményt alatamaszté haplotipusok esetében.
Ezeket a P(r|E) feltételes valdszinliséggé kombinaljuk egy E eseményhipotézisre, amely a referencia- és
a jelolt szomatikus allél keverékét tartalmazza a lehetséges allélgyakorisagok tartomanyaban, és
megszorozzuk, hogy megkapjuk a teljes olvasési halmaz megfigyelésének P(R|E) feltételes
valdszinlségét. Ebbél szamitjak ki a TLOD-pontszamot annak bizonyitékaként, hogy egy adott I6kuszon
ALT-allél van jelen a tumormintaban.
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Futtatas létrehozasa

A kovetkezé Iépésekkel dllithatja be a futtatast az lllumina Run Manager szoftveren, vagy a
NovaSeq 6000Dx segitségével, vagy egy haldzatba kapcsolt szamitdgépen a béngészd hasznalataval.
A mintaadatok manualisan vagy egy mintalap importalasaval adhatok meg.

Alkalmazas és futtatasi beallitasok

1. ARuns (Futtatdsok) képerny6n valassza a Create Run (Futtatas létrehozasa) lehetéséget.

2. Vaélassza ki a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx alkalmazdast, majd kattintson a
Next (Kévetkez8) gombra.

3. A Run Settings (Futtatasi beadllitdsok) képernyén adjon meg egy futtatdsnevet. A futtatas neve
azonositja a futtatast a szekvenalastdl az elemzésig.

4. [Valaszthatd] Adja meg a futtatds leirdsat a futtatas tovabbi azonositdsahoz.

Gy6z8djon meg arrdl, hogy a kivalasztott konyvtar-elékészitd készlet lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx konyvtar-el6készité készlet.

6. Valassza ki a kivant index adapterkészletét.

7. Adja meg a kiolvasas hosszt.
Az 1. és 2. kiolvasds alapértelmezett értéke 151 ciklus.
Az 1. és 2. index rogzitett értéke 10 ciklus.

[Valaszthatd] Adjon meg egy kényvtarkémcs6-azonositot.

Valassza a Next (Tovabb) lehetéséget.

Mintaadatok

A Sample Data (Mintaadatok) képernyén 1évé tablazat segitségével manudlisan vihet be mintaadatokat.
Masik lehet6ségként valassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetéséget a mintaadatok
feltoltéséhez. A mintaadatok importaldsdval kapcsolatos informaciokért 1dsd Mintak importaldsa a(z) 5.
oldalon fejezetet.

Mintak manualis bevitele
1. Adjon meg egy egyedi mintaazonositét a Sample ID (Mintaazonositd) mezében.

2. Az lregpozicio kivalasztdsahoz hasznalja a Plate - Well Position (Lemez - liregpozicid) elemet.
Az i7 Index, Index 1, i5 Index és Index 2 mezd6k automatikusan kitoltésre kerlilnek.

[Valaszthato] Adja meg a konyvtar nevét.

Adjon hozza sorokat, és szlikség szerint ismételje meg az 1-3. |épéseket, amig az 6sszes mintat
hozza nem adta a tablazathoz.

5. Vdlassza a Next (Tovabb) lehet6séget.
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Mintak importalasa

Ha egy haldzatba kapcsolt szamitégépen 1évd béngészé segitségével tervez futtatast az lllumina Run
Manager szoftverben, a Sample Data (Mintaadatok) képernydn let6lthet6 egy sablonfajl (*.csv).

1. Ures CSV-f4jl letdltéséhez vélassza a Download Template (Sablon letdltése) lehetéséget.

2. Adja meg a mintaadatokat a CSV-fajlban, és mentse el a fjjlt.

A CVS-mintalapfajl a kdvetkez6 adatoszlopokat tartalmazza: Mintaazonositd, lemez — liregpozicio,
Opcionalis kdnyvtar neve.

Vdalassza az Import Samples (Mintak importalasa) lehetdséget, és tallézzon a CSV f4jl helyére.
Vélassza a Next (Tovabb) lehetéséget.

Elemzési bedllitasok

1. Valassza ki a kivant elemzési munkafolyamatot:
* FASTQ létrehozasa
* Csiravonal FASTQ és VCF létrehozasa csiravonal-munkafolyamathoz
* Szomatikus FASTQ és VCF létrehozasa szomatikus munkafolyamathoz

2. [Opcionalis] Ha kivanja, jelolje be az Generate ORA compressed FASTQs (ORA tomoritett FASTQ-k
Iétrehozasa) jelolénégyzetet a FASTQ ORA tomorités engedélyezéséhez.

3. [VCF létrehozasanak munkafolyamatai] Hasznalja a Manifest File Selection (Jegyzékfajl
kivalasztasa) legordiilé menit a jegyzékfajl kivalasztasahoz.
A jegyzékfajl bevitele szlikséges a DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx szoftverhez.
A jegyzékfajl egy tabulatorral elvalasztott BED (*.bed) fajl, amely meghatarozza a célzott
hivatkozasi tartomanyok nevét és helyét.

4. [Szomatikus FASTQ és VCF létrehozasanak munkafolyamata] A zajfajl kivalasztasahoz hasznalja
a Noise File Selection (Zajfajl kivalasztasa) legérdiilé meniit.
A szisztematikus zaj kiszliréséhez megadhaté egy helyspecifikus zajszint(i BED fajl. Tovabbi
informaciokért lasd a Zajszlirés a(z) 6. oldalon cimd részt.

5. Valassza a Next (Tovabb) lehetéséget.

Futtatas Attekintés

1. AReview (Attekintés) képernyén tekintse at a Run Settings (Futtatasi beallitasok), a Sample Data
(Mintaadatok) és az Analysis Settings (Elemzési beallitdsok) képernydkre bevitt adatokat.

2. Vaélassza a Save (Mentés) lehet6séget.
A futtatas mentésre keriil a Planned (Tervezett) lapon a Runs (Futtatasok) képernyén.

Beallitasok

Vélassza ki az alkalmazast az Applications (Alkalmazasok) képernyén az aktudlis beallitasok
megtekintéséhez és a beallitdsok médositasahoz.
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Konfiguracid

A konfiguracios képernyé a kdvetkez6 alkalmazasbeallitadsokat jeleniti meg:

* Library Prep Kits (Konyvtari el6készité készletek)—Megjeleniti az alkalmazas alapértelmezett
koényvtari el6készit6 készletét. Ez a beallitas nem modosithatd.

* Index Adapter Kits (Index adapterkészletek)—Megjeleniti az alkalmazashoz tartozé
alapértelmezett index adapterkészletet. Ez a bedllitds nem mdédosithatoé.

* Read lengths (Beolvasasok hossza)—A beolvasasi hosszak alapértelmezés szerint 151-re vannak
allitva az alkalmazdashoz, de a futtatas létrehozasa soran médosithatok.

* Manifest and Noise Files (Jegyzék- és zajfajlok)—A jegyzék- és zajfajlok beallitdsainak feltoltése
és modositasa.
— Vdlassza az Upload File (F3jl feltoltése) lehetdséget a féjlok elemzésben valé hasznalatahoz.

— Vdlassza a Default (Alapértelmezett) valasztégombot a féjl alapértelmezett jegyzék- vagy
zajfajlként vald beadllitdsahoz a futtatas létrehozdsa soran, amikor az alkalmazas ki van
valasztva.

— JelOlje be az Enabled (Engedélyezve) jelolénégyzetet a futtatds létrehozasa soran a legordilé
meniiben megjelenitendd fajl beallitdsahoz.

Engedélyek

Hasznalja a Permissions (Engedélyek) képernyén talalhatd jeldlénégyzeteket az alkalmazas
felhasznaldi hozzaférésének kezeléséhez.

Zajsz(irés

A szomatikus munkafolyamat hasznalata esetén szisztematikus zajsz(rés all rendelkezésre. A sz(ir§
hasznalhaté tumor-normal médban, de kiiléndsen hasznos olyan, csak tumoros futtatasoknal, ahol nem
all rendelkezésre parositott normal érték.

A szisztematikus zaj BED-et normal mintakbdl kell Iétrehozni. Javasoljuk, hogy olyan szisztematikuszaj-
fajlokat hozzon létre, amelyek konyvtar-el6készitési, szekvenalasi rendszer és panelspecifikusak. A
zajfajl Iétrehozdsahoz korilbellil 50 normal mintat ajanlott hasznalni.
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Elemzési eredményt tartalmazo fajlok

A DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a kovetkezé adatokat menti el az elemzési
mappaba. Csak a csiravonal és a szomatikus munkafolyamatok hoznak létre PDF-et.

* Hasznalt jegyzékfajl

* Szoftververzid

* Mintaazonositék

* Osszes illesztett kiolvasas

* lllesztett kiolvasasok szazaléka mintanként
* Az azonositott SNV-k szama mintanként

* Az azonositott indelek szama mintanként

* Lefedettségi statisztika

Elemzés kimeneti fajlok

Az alkalmazas a kovetkezd kimeneti fajlokat hozza létre. A 1étrehozott pontos féjlok attdl fliggenek,
hogy melyik elemzési munkafolyamatot hasznaljak. A kimeneti fajlok az elemzési mappaban talalhatok.

Kimeneti fajl

FASTQ (*.fastg.gz vagy *.fastq.ora)

lllesztési BAM fajlok (*.bam )

Genom VCEF fajlok (*.gvcf.gz)

VCF fajlok (*.vcf.gz)

Futtatdsi mérészamok jelentése (*.csv)
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Leiras

Koztes fajlok, amelyek minéségileg
pontozott bazisazonositasokat
tartalmaznak. A FASTQ-fajlok
tartalmazzak az illesztési lépéshez
hasznalt elsédleges bemeneti
adatokat. ORA-tomorités
kivalasztasa esetén a fajlnév ezt
tukrozi.

Egy adott minta illesztett kiolvasasait
tartalmazza.

Minden pozicié genotipusat
tartalmazza, akar variansként, akar
referenciaként van azonositva.

Az egyes pozicidkban azonositott
variansokat tartalmazza.

Minéségi mérészamokat tartalmaz a
futtatasrol, beleértve a teljes
hozamot és a Q30-pontszamot.
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FASTQ fajlok

A FASTQ (*.fastg.gz, *.fastq.ora) egy szévegalapu fajlformatum, amely tartalmazza a kiolvasasonkénti
bazisazonositasokat és mindségi értékeket. Minden fajl tartalmazza a kovetkezé adatokat:

A mintaazonositd
A szekvencia
Apluszjel (+)

A Phred minéségi pontszamok ASCII + 33 kédolt formatumban

A mintaazonosité a kbvetkezdéképpen van formazva.

@Instrument:RunID:FlowCellID:Lane:Tile:X:Y
ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Example:

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

+

<>; ##=><9=AAAAARAAAAAIH : <#<;<<<?27224#=

BAM fajlok

A BAM-f3jl (*.bam) a SAM (szekvenalas-illesztési leképezés) fajl tomoritett binaris verzidja, amely
legfeljebb 128 Mb-os illesztett szekvencidk megjelenitésére szolgal. A BAM fajlok a sampleName
S#.bam fajlelnevezési formatumot hasznaljak. A # a minta szama, amelyet a mintak futtatashoz vald
listdzasanak sorrendje hatdroz meg. Multinode lizemmddban az S# S1-re van allitva, fliggetlenil a minta
sorrendjétél.

A BAM-fajlok egy fejlécet és egy illesztési szakaszt tartalmaznak:

Fejléc—A teljes féjlra vonatkozd informdcidkat tartalmaz, mint példdul a minta neve, a minta hossza
és az illesztési modszer. Az illesztés szakaszban Iévé illesztések a fejléc részben talalhaté
specifikus informacidkhoz kapcsolddnak.

lllesztések—Tartalmazza a kiolvasasi nevet, a kiolvasasi sorrendet, a kiolvasas minéségét, az
illesztés adatait és az egyéni cimkéket. A kiolvasasi név tartalmazza a kromoszémat, az inditasi
koordinatat, az illesztés minéségét és az egyezés leird karakterlancat.

Az illesztések rész az alabbi informacidkat tartalmazza minden kiolvasashoz vagy kiolvasasi parhoz:

AS: Paros véglillesztési minéség.
RG: Kiolvasasi csoport, amely egy adott minta kiolvasasainak szamat jelzi.
BC: Vonalkddos cimke, amely a kiolvasashoz tarsitott csatornabontott mintaazonositét jelzi.

SM: Paratlan végu illesztési minéség.

200014776 sz. dokumentum v02
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

* XC: Megfelelést leird karakterlanc.

* XN: Aleolvasott BAM indexfajlokhoz (*.bam.bai) tarsitott amplikon névcimke, amely rogziti az
amplikon azonositdt, biztositja a megfeleld BAM fajl indexét.

VCF-fajlok

A variansazonositas formatumu (*.vcf) fajlok a referenciagenom meghatarozott helyein talalhato
variansokrdl tartalmaznak adatokat.

A VCF-féjl fejléce tartalmazza a VCF-fajlformatum verzidjat és a varidnsazonositd verzidjat, és felsorolja
a fajl fennmaradd részében hasznalt annotaciokat. A VCF-fejléc emellett tartalmazza a
referenciagenom-fajlt és a BAM-f4jlt is. A fejléc utolso sora tartalmazza az adatsorok oszlopfejléceit. A
VCF-fajl mindegyik adatsora egyetlen variansra vonatkozé informaciokat tartalmaz.

1tablazat VCF-fajl cimsora
Cimsor Leiras

CHROM A referenciagenom kromoszdmaja. A kromoszdmak ugyanabban a sorrendben
jelennek meg, mint a referencia FASTA-f3jl.

POS A varians egybazisu helyzete a referencia kromoszémaban. Egynukleotid-
varidnsok (SNV) esetén ez a pozicid a varians referenciabazisa. Indelek esetén ez
a pozicio a kdzvetlenil a varianst megel6z6 referenciabazis.

Azonosité  Azrs (referencia SNP) szam az SNP-re vonatkozdan, a dbSNP. txt-bél nyerve, ha
van ilyen. Ha t6bb rs-szam létezik ezen a helyen, a listat pontosvesszék valasztjak
el. Ha ezen a helyen nem létezik dbSNP-bejegyzés, akkor egy hidnyzé értékjeldlét
(".") kell hasznalni.

REF A referencia genotipus. Példaul egyetlen T delécidja TT referenciaként és T
alternativaként jelenik meg. Az A-T egynukleotid-varians A referenciaként és T
alternativaként jelenik meg.

ALT A referencia kiolvasastol eltéré allélok. Példaul egy szimpla T inzercidja A
referenciaként és AT alternativaként jelenik meg. Az A-T egynukleotid-varians A
referenciaként és T alternativaként jelenik meg.

QUAL A varidnsazonositas altal hozzarendelt Phred-skala szerinti minéségi pontszam. A
magasabb pontszamok a varians nagyobb megbizhatdsagat jelzik, és a hibak
kisebb valdszinliségét. Q minéségi pontszam esetén a hiba becsiilt valdszinlisége
10-(Q/10). Példaul a Q30-as azonositasok 0,1%-o0s hibaarannyal rendelkeznek.
Szamos varidnsazonositd a statisztikai modelljei alapjan hatdrozza meg a minéségi
pontszamokat, amelyek magasabbak a megfigyelt hibaaranyhoz képest.
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2 tablazat VCF-fajlfeliratok

Cimsor Leiras

SzURO Ha az 0sszes sz(r§ sikeres, a PASS (Sikeres) felirat jelenik meg a
szlr6éoszlopban.
A csiravonal-munkafolyamat lehetséges SZURO bejegyzései a kdvetkezdk:

DRAGENSnpHardQUAL—AKkor alkalmazandd, ha az SNP varians QUAL
pontszama nem éri el a kiiszobértéket

DRAGENIndelHardQUAL—AKkkor alkalmazandd, ha az indel varians QUAL
pontszama nem éri el a kiiszObértéket

LowDepth—Helyszin szlirve, mert a lefedettség mélysége nem éri el a
kiliszobértéket

LowGQ—Helyszin szlirve, mert a genotipus minésége nem ériel a
kiliszobértéket

PloidyConflict—A variansazonositétdl érkezé genotipus-azonositas nem felel
meg a kromoszdéma ploididnak

base_quality—Helyszin sz(irve, mert az alt kiolvasdsok median
bazisminésége ezen a Iékuszon nem éri el a kiiszobértéket
filtered_reads—Helyszin sz(irve, mert a kiolvasasok tul nagy téredéke kertilt
kisz(irésre

fragment_length—Helyszin sz(irve, mert az alt kiolvasasok median
fragmentumhossza és a ref kiolvasasok median fragmentumhossza k6zotti
abszolut kiilénbség ezen a Idkuszon meghaladja a kiiszobértéket
low_depth—Helyszin szlirve, mert a kiolvasasi mélység tul alacsony
low_frac_info_reads—Helyszin szlrve, mert az informativ kiolvasasok
frakcidja a kiiszObérték alatt van

low_normal_depth—Helyszin sz(irve, mert a normal mintakiolvasasi mélység
tul alacsony

long_indel—Helyszin sz(irve, mert az indelhossz tul hosszu
mapping_quality—Helyszin szlrve, mert az alt kiolvasasok median
leképezési minésége ezen a Iokuszon nem éri el a kiiszobértéket
multiallelic—Helyszin szlrve, mivel tdbb mint két alt allél felel meg a tumor
LOD-janak

non_homref_normal—Helyszin szlrve, mert a normal minta genotipusa nem
homozigéta referencia

no_reliable_supporting_read—Helyszin szlrve, mert nincs megbizhatd
tdmogatd szomatikus kiolvasas

panel_of_normals—A normalértékek vcf paneljében legalabb egy mintaban
lathato

read_position—Helyszin szlrve, mert a kiolvasads kezdése/ledllitdsa és a
I6kusz koz6tti tavolsagok medidnja a kiiszobérték alatt van
RMxNRepeatRegion—Helyszin sz(irve, mert a varians allél egésze vagy része
areferencia ismétlése
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Cimsor Leiras

SzZURO .
(folytatas) .

strand_artifact—Helyszin sz(irve, sulyos szaleltérés miatt
str_contraction—Helyszin szlrve PCR hiba gyanuja miatt, amikor az alt allél
egy ismétlési egységgel kevesebb, mint a referencia
too_few_supporting_reads—Helyszin sz(irve, mert tul kevés tdmogatd
kiolvasas van a tumormintaban

weak_evidence—A szomatikus varidns pontszdma nem éri el a kiiszobértéket

A szomatikus munkafolyamat lehetséges SZURO bejegyzései a kdvetkezdk:

base_quality—Helyszin szlirve, mert az alt kiolvasasok median
bazisminésége ezen a lokuszon nem éri el a kiiszobértéket
filtered_reads—Helyszin sz(irve, mert a kiolvasasok tul nagy téredéke lett
kisz(irve

fragment_length—Helyszin szlirve, mert az alt kiolvasasok median
fragmentumhossza és a ref kiolvasdsok median fragmentumhossza kozotti
abszolut kiilénbség ezen a Iokuszon meghaladja a kliiszobértéket
low_depth—Helyszin sz(irve, mert a kiolvasasi mélység tul alacsony
low_frac_info_reads—Helyszin sz(irve, mert az informativ kiolvasasok
frakcidja a kiiszobérték alatt van

low_normal_depth—Helyszin sz(irve, mert a normal mintakiolvasasi mélység
tul alacsony

long_indel—Helyszin szlrve, mert az indelhossz tul hosszu
mapping_quality—Helyszin szlrve, mert az alt kiolvasasok median
leképezési minésége ezen a Idkuszon nem éri el a kiiszobértéket
multiallelic—Helyszin sz(irve, mivel tébb mint két alt allél felel meg a tumor
LOD-janak

non_homref_normal—Helyszin szlrve, mert a normal minta genotipusa nem
homozigéta referencia

no_reliable_supporting_read—Helyszin szlrve, mert nincs megbizhatd
tdmogatd szomatikus kiolvasas

panel_of_normals—A normalértékek vcf paneljében legalabb egy mintaban
lathato

read_position—Helyszin sz(irve, mert a kiolvasas kezdése/ledllitasa és a
I6kusz kdzo6tti tavolsagok medianja a kiliszobérték alatt van
RMxNRepeatRegion—Helyszin sz(irve, mert a varians allél egésze vagy része
areferencia ismétlése

strand_artifact—Helyszin sz(irve, sulyos szaleltérés miatt
str_contraction—Helyszin sz(irve PCR hiba gyanuja miatt, amikor az alt allél
egy ismétlési egységgel kevesebb, mint a referencia
too_few_supporting_reads—Helyszin sz(rve, mert tul kevés tdmogatd
kiolvasas van a tumormintaban

weak_evidence—A szomatikus varians pontszama nem éri el a kiiszobértéket
systematic_noise—Helyszin szlirve, a normalértékekben 1évé szisztematikus
zajra utal¢ jelek alapjan
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Cimsor Leiras

INFO A csiravonal-munkafolyamat lehetséges INFO bejegyzései a kdvetkezdk:

AC—Az allélok szama a genotipusokban minden egyes ALT allélnal, a felsorolt
sorrendben.

AF—Minden egyes ALT allél allélgyakorisaga, a felsorolt sorrendben.
AN—AZz allélok teljes szama az azonositott genotipusokban.

DB—dbSNP tagség.

FS—Phred-skala szerinti p-érték a Fisher-féle egzakt teszt segitségével a
szaleltérés kimutatasara.

QD—Varidns megbizhatdsag/minéség mélység szerint.
R2_5P_bias—Pontszam, amely a pareltérésen és az 5 primer végtél mért
tavolsagon alapul.

SOR—A 2x2-es kontingenciatablazat szimmetrikus esélyhanyadosa a
szaleltérések észlelésére.

DP—Hozzavetbleges kiolvasasi mélység (informativ és nem informativ);
egyes kiolvasasok a mapq stb. alapjan sz(rve lehetnek.

END—Az intervallum befejezési pozicidja.

FractioninformativeReads—Az 0sszes kiolvasasbol megmutatkozé
informativ kiolvasasok hanyada.

MQ—RSM leképezési mindség.

MQRankSum—Z-pontszam a Wilcoxon-rangsor 6sszesitd tesztbél, az Alt vs.
Ref kiolvasas leképezési mindségei alapjan.
ReadPosRankSum—Z-pontszam a Wilcoxon-rangsor dsszesitd tesztbél, az
Alt vs. Ref kiolvasas poziciés eltérései alapjan.

SOMATIC—Ebben a pozicidban legalabb egy varians szomatikus.

A szomatikus munkafolyamat lehetséges INFO bejegyzései a kbvetkezbk:

DP—Hozzavetbleges kiolvasasi mélység (informativ és nem informativ);
egyes kiolvasasok a mapq stb. alapjan sz(rve lehetnek.

END—Az intervallum befejezési pozicidja.

FractioninformativeReads—Az dsszes kiolvasasbol megmutatkozé
informativ kiolvasasok hanyada.

MQ—RSM leképezési mindség.

MQRankSum—Z-pontszam a Wilcoxon-rangsor dsszesitd tesztbél, az Alt vs.
Ref kiolvasas leképezési minéségei alapjan.
ReadPosRankSum—Z-pontszam a Wilcoxon-rangsor dsszesitd tesztbél, az
Alt vs. Ref kiolvasas poziciods eltérései alapjan.
AQ—Szisztematikuszaj-érték.

hotspot—Ismert szomatikus hely, amely az azonositds megbizhatésaganak
novelésére szolgal.

SOMATIC—Ebben a pozicidban legalabb egy varians szomatikus.
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Cimsor Leiras

FORMATUM A forméatum oszlop a kettéspontokkal elvalasztott mezéket sorolja fel. Példaul
GT:GQ.
A csiravonal-munkafolyamat elérheté mez6i a kovetkez6k:

AD—AIlléImélységek (csak az informacidval bird kiolvasdsok az 6sszes
kiolvasasbol) a ref és alt allélokhoz a felsorolt sorrendben.

AF—AIlt allélok allélfrakcidi a felsorolt sorrendben.

DP—Hozzavetbleges kiolvasasi mélység (az MQ = 255 érték(, vagy a rossz
parral rendelkez6 kiolvasasok sz(irtek).

F1R2—Az egyes allélokat tamogatd, F1R2 parorientacioju kiolvasasok szama.
F2R1—Az egyes allélokat tamogato, F2R1 parorientacidju kiolvasasok szama.
GP—A VCF specifikaciéban meghatdrozott genotipusok Phred-skalazott
poszterior valdszinlségei.

GQ—Genotipus minésége.

GT—Genotipus. A 0 a referenciabazisnak, az1az ALT oszlop elsé
bejegyzésének felel meg, és igy tovabb. Az elére mutatd perjel (/) azt jelzi,
hogy nem all rendelkezésre fazishatasra vonatkozé informacio.
MB—Mintankénti komponensstatisztikak a pareltérések észlelésére.

PL—A VCF specifikaciéban meghatarozott genotipusok normalizalt,
Phred-skalazott valdszinlsége.

PRI—A genotipusok Phred-skalazott kordbbi valdszinlsége.

PS—Fizikai fazisazonosité adat, ahol egy adott mintan belil (de nem a mintak
k6zott) minden egyedi azonositd 6sszekapcsolja a rekordokat egy
faziscsoporton belil.

SB—Mintankénti komponensstatisztikak, amelyek a Fisher-féle egzakt
tesztet tartalmazzak a szaleltérés kimutatasara.

SQ—Szomatikus min6ség.

A szomatikus munkafolyamat elérheté mezdi a kbvetkezdk:

AD—AlléImélységek (csak az informacidval bird kiolvasasok az 6sszes
kiolvasasbol) a ref és alt allélokhoz a felsorolt sorrendben.

AF—AIlt allélok allélfrakcidi a felsorolt sorrendben.

DP—Hozzavetdleges kiolvasasi mélység (az MQ = 255 értékd, vagy a rossz
parral rendelkez6 kiolvasasok sz(irtek).

F1R2—Az egyes allélokat tamogatd, F1R2 parorientacioju kiolvasasok szama.
F2R1—Az egyes allélokat tamogatd, F2R1 parorientacidju kiolvasasok szama.
GT—Genotipus. A 0 a referenciabdzisnak, az 1az ALT oszlop elsé
bejegyzésének felel meg, és igy tovabb. Az elére mutatd perjel (/) azt jelzi,
hogy nem &ll rendelkezésre fazishatasra vonatkozé informacio.
MB—Mintankénti komponensstatisztikak a pareltérések észlelésére.
PS—Fizikai fazisazonosité adat, ahol egy adott mintan belll (de nem a mintak
k6z6tt) minden egyedi azonositd 0sszekapcsolja a rekordokat egy
faziscsoporton belll.
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Cimsor Leiras

FORMATUM  « SB—Mintankénti komponensstatisztikak, amelyek a Fisher-féle egzakt
tesztet tartalmazzak a szaleltérés kimutatasara.
* SQ—Szomatikus minéség.

MINTA A minta oszlop a FORMAT (Formatum) oszlopban meghatarozott értékeket adja
meg.

Genome VCF-fajlok

A Genome VCF (*.gvcf.gz) fajlok egy sor konvenciot kdvetnek a genomon beliili 6sszes hely észszer(ien

kompakt formatumban térténé abrazolasara. A gVCF-fajlok minden egyes minta esetében egyetlen
fajlban tartalmazzak a vizsgalt tartomanyban taldlhatd 6sszes helyet. A gVCF féjl nem mutat
azonositast olyan pozicidkban, amelyek nem felelnek meg az 6sszes sz(irének. A ./. genotipus (GT)
cimke nem-azonositast jelez.

Elemzési eredmények megtekintése

A jelenleg folyamatban lévé futtatasok az Active (Aktiv) lapon jelennek meg. A befejezett futtatasok a
Completed (Befejezett) lapon jelennek meg. Az eredmények megtekintésével kapcsolatos tovabbi
informaciokért I1asd: NovaSeq 6000Dx Termékdokumentacié (dokumentumszam: 200010105).
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MUszaki tamogatas

Ha miszaki tamogatdsra van szliksége, vegye fel a kapcsolatot az lllumina mdszaki ligyfélszolgalattal.

Weboldal: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

lllumina miiszaki ligyfélszolgalati telefonszamai

Régio Ingyenesen hivhaté Nemzetkozi
Ausztralia +611800 775 688

Ausztria +43 800 006249 +43 19286540
Belgium +32 80077160 +3234002973
Kanada +1 800 809 4566

Kina +86 400 066 5835
Dania +45 80820183 +45 89 87 11 56
Finnorszag +358 800 918 363 +358 97479 0110

Franciaorszag
Németorszag

Hongkong, Kina

+33 805102193
+49 800 1014940
+852 800 960 230

+3317077 04 46
+49 89 3803 5677

India +91 8006500375

Indonézia 0078036510048
irorszag +353 1800 936608 +353 1695 0506
Olaszorszag +39 800 985513 +39 236003759

Japan +81 0800 111501

Malajzia +60 1800 80 6789

Hollandia +31800 022 2493 +3120713 2960
Uj-Zéland +64 800 451650

Norvégia +47 800 16 836 +47 219396 93

Flilop-szigetek
Szingapur
Dél-Korea

Spanyolorszag
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+63 180016510798
18005792745
+82 80234 5300
+34 800 300143
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Régié Ingyenesen hivhaté
Svédorszag +46 2 00883979
Svajc +41800 200 442
Tajvan, Kina +886 8 06651752
Thaifold +66 1800 011 304
Egyesiilt Kiralysag +44 800 012 6019
Egyesiilt Allamok +1800 809 4566
Vietnam +84 1206 5263

Nemzetkozi
+46 8 50619671
+4156 580 0000

+44 2073057197
+1858 202 4566

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

talalhatok.

Termék dokumentaciéo—Letolthetd a support.illumina.com weboldalrdl.
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lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A.
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikan kivil)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

C€
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EC | REP

lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Hollandia
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