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Beskrivelse af aendring
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Oversigt

DRAGEN™ for Illumina® DNA Prep with Enrichment Dx-programmet udferer demultipleksering, FASTQ-
generering, laesningskortleegning og alignment til et referencegenom og variantbestemmelse afhaengigt
af den valgte analysearbejdsgang.

Analysemetoder

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx udfgrer demultipleksering, FASTQ-generering,
leesningskortlaegning og alignment til et referencegenom afheengigt af den valgte arbejdsgang:

* FASTQ-generering
* Kimcelle FASTQ- og VCF-generering
* Somatisk FASTQ- og VCF-generering

Generering af FASTQ

De sammensatte sekvenser skrives til FASTQ-filer pr. preve. FASTQ-filerne er tekstfiler, der kun
indeholder sekventeringsdata og kvalitetsscorer for én preve. Der genereres separate FASTQ-filer pr.
flowcellelinje, pr. sekventeringslaesning for hver prgve. Prgvens navn, som angives under karslens
konfiguration, er inkluderet i FASTQ-filens navn. FASTQ-filer er det primaere alignment-input. Det farste
trin i FASTQ-generering er demultipleksering. Demultipleksering tildeler clustre, der passerer filteret, til
en prave, ved at sammenligne hvert indekslaesningssekvens med de indekssekvenser. der er angivet
for kerslen. Ingen kvalitetsvaerdier tages i betragtning pa dette trin. Indekslaesninger identificeres ved
hjeelp af felgende trin:

* Prgver nummereres fra og med 1 baseret pa den raekkefglge, de er anfert i for kerslen.

*  Prgve nummer O er forbeholdt clustre, som ikke er tildelt en prove.

* Clustre tildeles en prave, nar indekssekvensen matcher preecist, eller nar der er hgjst én
uoverensstemmelse pr. indekslasning.

Softwaren inkluderer ORA-komprimering til at komprimere FASTQ-filer. Ved brug af ORA-formatet
(*.ora) bevares md5-kontrolsummen for FASTQ-indholdet efter en komprimerings- og
dekomprimeringscyklus for at sikre tabsfri komprimering.

Kortleegning og alignment af DNA

Det farste stadie i kortleegningen er at generere kimen fra laasningen, og derefter pragve at finde eksakte
match i referencegenomet. Disse resultater forbedres sa ved at kegre fuld Smith-Waterman-alignment
pa placeringerne med den hgjeste densitet af kimenmatch. Denne veldokumenterede algoritme
fungerer ved at sammenligne hver placering af laesningen i forhold til alle referencens
kandidatplaceringer. Disse sammenligninger svarer til en matrix af potentielle alignments mellem
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leesningen og referencen. Smith-Waterman genererer scorer for hver af disse kandidat-alignment-
placeringer, der bruges til at evaluere om den bedste alignment, der passerer gennem denne
matrixcelle, nar den via en nuklotidmatch eller mismatch (diagonal bevaegelse), en deletion (vandret
bevaegelse) eller en insertion (lodret bevasgelse). Et match mellem laesning og reference giver en bonus
pa scoren, og en mismatch eller indel treekker fra. Den samlede hgjeste scoringslinje gennem matrixen
er den alignment, der veelges.

De specifikke veaerdier, der veelges til scorer i denne algoritme, indikerer hvordan man balancerer, i
tilfeelde af en alignment med flere mulige tolkninger, muligheden for en indel, modsat en eller flere
SNP’er, eller om der foretraekkes en alignment uden klipning. DRAGENSs standard scoringsvaerdier er
rimelige til at tilpasse laesninger af moderat leengde til et helt humant referencegenom til
variantbestemmelsesprogrammer. Alle saet af Smith-Waterman-scoringsparametre repraesenterer en
upreecis model af genmutation og sekventeringsfejl. Anderledes justerede alignment-scoringsveerdier
kan veere mere passende for nogle programmer.

DRAGEN bestemmelse af kimcellevarianter

DRAGEN Germline Small Variant Caller tager kortlagte og tilpassede DNA-laesninger som input og
bestemmer SNP’er og indeler gennem en kombination af kolonnevis pavisning og lokal de novo-samling
af haplotyper.

De referenceomréder, der kan bestemmes, identificeres forst med tilstraekkelig alignment-daekning.
Inden for disse referenceomrader vil en hurtig scanning af de sorterede leesninger identificere aktive
omrader, som er centreret rundt om samlingen af kolonner med evidens for en variant. De aktive
omrader er polstret med tilstraekkelig kontekst til at daekke signifikant, ikke-reference-indhold i
naerheden. Hvis der er evidens for indeler, vil de aktive omrader modtage ekstra polstring.

Tilpassede laesninger klippes inden for hver aktivt omradde og samles i en De Bruijn-graf. Kanterne pa de
klippede laesninger vaegtes af observationstal, med referencesekvensen som et backbone. Efter lidt
oprydning og forenkling af grafen, ekstraheres alle source-to-sink-linjer som kandidat-haplotyper. Hver
haplotype er Smith-Waterman-tilpasset til referencegenomet for at identificere de varianter, den
repraesenterer. Dette saet haendelser kan suppleres med en placeringsbaseret pavisning. For hvert
leesning-haplotype-par estimeres sandsynligheden P(r|H) for at observere lzesningen, nér det antages
at haplotypen er den sande startprgve, ved brug af et par skjult Markov-model (HMM).

Ved scanning efter referenceplacering over det aktive omrade dannes der kandidat-genotyper fra
diploidkombinationer af varianthaendelser (SNP’er eller indeler). For hver haendelse (herunder
reference) estimeres den betingede sandsynlighed P(r|e) for at observere hver overlappende lzesning,
som den maksimale P(r|H) for haplotyper, der understatter denne haendelse. Disse kombineres til den
betingede sandsynlighed P(r|e1e2) for en genotype (haendelsespar) og multipliceres for at give den
betingede sandsynlighed P(R|e1e2) for at observere hele samlingen af leesninger. Ved hjzelp af Bayes
formel beregnes den posteriore sandsynlighed P(e1e2|R) for hver diploid-genotype, og vinderen
bestemmes.
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| gVCF-tilstanden, der bruges til skalerbar variantbestemmelse af multiple prever, kan DRAGEN
Germline Small Variant Caller kares pr. prave for at generere en midlertidig
genomvariantbestemmelsesfil (gVCF). gVCF kan derefter bruges til effektiv, feelles
genotypebestemmelse af multiple prever, hvilket muligger den hurtige, gradvise behandling af prgverne
og skaleringen til store kohortestarrelser.

Da DRAGEN Germline Small Variant Caller har algoritmer, hvormed den effektivt kan skelne mellem
korrelerede fejl og sande varianter, er filtreringsreglerne meget enkle.

DRAGEN bestemmelse af somatiske varianter

DRAGEN Somatic Small Variant Caller tager kortlagte og tilpassede DNA-laesninger som input og
bestemmer SNV'er og indeler gennem lokal de novo-samling af haplotyper i det aktive omrade.

De referenceomréder, der kan bestemmes, identificeres farst med tilstraekkelig alignment-daekning.
Inden for disse referenceomrader vil en scanning af de sorterede laesninger identificere aktive omréader,
som er centreret rundt om samlingen af kolonner med evidens for en variant i tumorlaesningerne. De
aktive omrader er polstret med tilstreekkelig kontekst til at deekke signifikant, ikke-reference-indhold i
naerheden. Hvis der er evidens for indeler, vil de aktive omrader fa ekstra polstring.

Tilpassede laesninger klippes inden for hver aktivt omrade og samles i en De Bruijn-graf. Kanterne pa de
klippede laesninger vaegtes af observationstal, med referencesekvensen som et backbone. Efter lidt
oprydning og forenkling af grafen, ekstraheres alle source-to-sink-linjer som kandidat-haplotyper. Hver
haplotype er Smith-Waterman-tilpasset til referencegenomet for at identificere de varianter, den
repraesenterer. For hvert laesning-haplotype-par estimeres sandsynligheden P(r|H) for at observere
laesningen ved brug af et par skjult Markov-model (HMM), nar det antages at haplotypen er den sande
startprove.

For at bestemme TLOD-scoren vil DRAGEN Somatic Small Variant Caller forst scanne efter
referenceplacering for hver kandidat for somatisk haendelse samt referencehandelsen over det aktive
omréde. Den betingede sandsynlighed P(r|e) for at observere hver overlappende lzesning estimeres
som den maksimale P(r|H) for haplotyper, der understoatter denne haendelse. Disse kombineres for at
give den betingede sandsynlighed P(r|E) for en haendelseshypotese, E, der involverer en blanding af
referencen og kandidaten for somatisk allel over et omrade af mulige allelfrekvenser og multipliceret for
at give den betingede sandsynlighed P(R|E) for at observere hele samlingen af laesninger. Derfra
beregnes TLOD-scoren som evidensen for, at en ALT-allel er til stede i tumorpreven ved en given locus.
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Oprettelse af en karsel

Brug felgende trin for at oprette en karsel i lllumina Run Manager enten pa NovaSeq 6000Dx eller ved
brug af en browser pa en netveerksforbundet computer. Pravedata kan indlaeses manuelt eller ved at
importere et proveark.

Program- og karselsindstillinger

1. Veelg Create Run (Opret karsel) pd skeermen Runs (Kersler).
2. Veelg DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-programmet, og vaelg s& Next (Neeste).

3. Indlees et karselsnavn pa skeermen Run Settings (Kerselsindstillinger). Karselsnavnet identificerer
kerslen fra sekventering gennem analysen.

4. [Valgfrit] Angiv en karselsbeskrivelse for yderligere at identificere karslen.

Kontrollér, at det bibliotekklargeringssaet, der er valgt, er et lllumina DNA Prep with Enrichment Dx-
biblioteksklarggringssaet.

6. Veelg det gnskede indeksadapterseet.

7. Angiv Read Length (Laesningsleengden).
Read 1 (Laesning 1) og Read 2 (Laesning 2) har en standardveerdig pa 151 cyklusser.
Index 1 (Indeks 1) og Index 2 (Indeks 2) har en fast vaerdi pa 10 cyklusser.

[Valgfrit] Angiv et biblioteksrer-ID.
9. Veelg Next (Naeste).

Provedata

Brug tabellen pa skaermen Sample Data (Prgvedata) til manuelt at angive preveoplysningerne. Eller
veelg Import Samples (Importér prever) for at uploade preveoplysningerne. Se Importér praver pa side
5 for oplysninger om importering af preveoplysninger.

Indtast prgver manuelt

1. Angiv et unikt prgve-ID i feltet Sample ID (Prgve-ID).

2. Brug Plate - Well Position (Plade - brgndplacering) til at vaelge brgndplaceringen.
Felterne i7 Index, Index 1, i5 Index og Index 2 udfyldes automatisk.

[Valgfrit] Angiv et biblioteksnavn.
Tilfgj raekker, og gentag trin 1-3 efter behov, indtil alle pr@verne er fgjet til tabellen.

Veelg Next (Neeste).
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Importér prever

Der kan downloades en skabelon (*.csv) fra skeermen Sample Data (Prevedata), nar der planlaegges en
kersel i lllumina Run Manager via en browser pa en netveerksforbundet computer.

1.
2.

Veelg Download Template (Download skabelon) for at downloade en ikke-udfyldt CSV-fil.

Abn CSV-filen, indtast preveoplysningerne, og gem filen.
Prgveark-CSV-filen inkluderer fglgende datakolonner: Sample ID (Prgve-ID), Plate - Well Position
(Plade - brgndplacering), Optional Library Name (Valgfrit Biblioteksnavn).

Veelg Import Samples (Importér praver), og ga til placeringen for CSV-filen.
Veelg Next (Naeste).

Analyseindstillinger

1.

Veelg den gnskede analysearbejdsgang:

* FASTQ-generering

* Kimcelle FASTQ- og VCF-generering for en kimcellearbejdsgang

* Somatisk FASTQ- og VCF-generering for en somatisk arbejdsgang

[Valgfrit] Veelg om snsket afkrydsningsfeltet Generate ORA compressed FASTQs (Generér ORA-
komprimerede FASTQ’er) for at aktivere FASTQ ORA-komprimering.

[Arbejdsgange for VCF-generering] Brug rullemenuen Manifest File Selection (Valg af manifestfil)
for at veelge en manifestfil.

En manifestfil er pakraevet input til DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Manifestfilen
er en tabulatorsepareret BED (*.bed), der angiver navnene og placeringerne pa de mélrettede
referenceomrader.

[Arbejdsgang for somatisk FASTQ- og VCF-generering] Brug rullemenuen Noise File Selection
(Valg af stgjfil) for at veelge en stagjfil.

Der kan angives en BED-fil med centerspecifikt stgjniveau til at frasortere systematisk stgj. Se
Staffiltrering pa side 6 for yderligere oplysninger.

Veelg Next (Naeste).

Karsels- oversigt

1.

2.

Pa skaermen Review (Oversigt) skal du gennemga de oplysninger, der er angivet pa
skaermbillederne Run Settings (Karselsindstillinger), Sample Data (Prevedata) og Analysis Settings
(Analyseindstillinger).

Velg Save (Gem).

Kerslen gemmes under fanen Planned (Planlagt) pa skeermen Runds (Kersler).

Dokumentnr. 200014776 v02
TIL IN VITRO-DIAGNOSTISK BRUG



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Instillinger

Vaelg programmet pa skaermen Applications (Programmer) for at se de aktuelle indstillinger og eendre
indstillingerne.

Konfiguration

Konfigurationsskaermen viser falgende programindstillinger:

* Library Prep Kits (Biblioteksklarkaringssaet) - Viser standard biblioteksklargeringsseettet for
programmet. Denne indstilling kan ikke andres.

* Index Adapter Kits (Indeksadaptersaet) - Viser standard indeksadaptersasttet for programmet.
Denne indstilling kan ikke andres.

* Read lengths (Laesningsleengder) - Laesningslaenger er indstillet til 151 pa programmet som
standard, men kan eendres under oprettelse af karslen.

* Manifest and Noise Files (Manifest- og stgjfiler) - Upload og eendr indstillinger for manifest- og
stojfiler.
— Valg Upload File (Upload fil) for at uploade fil til brug i analyse.

— Veelg radioknappen Default (Standard) for at indstille filen som standard manifest- eller stgjfil
under oprettelse af kerslen, nar programmet er valgt.

— Veelg afkrydsningsfeltet Enabled (Aktiveret) for at indstille filen til at blive vist i rullemenuen
under oprettelse af karslen.

Rettigheder

Brug afkrydsningsfelterne pa skaermen Permissions (Godkendelser) to at administrere brugeradgang
for appen.

Stojfiltrering

Filtrering af systematisk stgj er tilgeengelig ved brug af den somatiske arbejdsgang. Filteret kan bruges i
tilstanden Tumor-Normal (Tumor-normal), men er isaer praktisk anvendeligt i kerslerne Tumor-Only
(Kun tumor), hvor en matched normal ikke er tilgeengelig.

BED-filen for systematisk stej skal genereres fra normale praver. Det anbefales at opbygge filer for
systematisk stgj, der er specifikke for biblioteksklargaring, sekventeringssystem og panel. Det
anbefales, at der bruges ca. 50 normale prgver til generering af stgjfilen.
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Analyseoutput

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx gemmer fglgende oplysninger i analysemappen. Det
er kun kimcellearbejdsgange og somatiske arbejdsgange, der genererer en PDF.

* Manifestfil brugt

* Softwareversion

* Prove-IDer

* Tilpassede laesningeri alt

* Procentdel af tilpassede lzesninger pr. prove
* Antal bestemte SNV'er pr. prove

* Antal bestemte indeler pr. prgve

* Deaekningsstatistik

Analyseoutputfiler

Programmet vil generere fglgende outputfiler. De eksakte, genererede filer vil afhaenge af hvilken
analysearbejdsgang, der bruges. Outputfilerne findes i analysemappen.

Outputfil Beskrivelse

FASTQ (*.fastg.gz eller *.fastq.ora) Midlertidige filer med
kvalitetsscorede basebestemmelser.
FASTQ-filer er det primaere input til
alignment-trinnet. Hvis der veelges
ORA-komprimering, vil filnavnet
afspejle dette.

Alignment-BAM-filer (*.bam) Indeholder tilpassede lasninger for
en given prove.

Genome-VCF-filer (*.gvcf.gz) Indeholder genotype for hver
placering, uanset om denne er
bestemt som en variant eller bestemt
som en reference.

VCF-filer (*.vcf.gz) Indeholder varianter bestemt ved
hver placering.

Kerselsmalingsrapport (*.csv) Indeholder kvalitetsmalinger om
karslen, herunder samlet resultat og
Q30-score.
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FASTQ-filer

FASTQ (*.fastg.gz, *.fastq.ora) er et tekstbaseret filformat, der indeholder basebestemmelser og
kvalitetsveerdier for hver laesning. Hver fil indeholder felgende oplysninger:

Preveidentifikatoren
Sekvensen
Et plustegn (+)

Phred-kvalitetsscorerne i et ASCIl + 33-kodet format

Prgveidentifikatoren er formateret som folger.

@Instrument:KgrselsID:FlowCelleID:Bane:Flise:X:Y
LaesningsNum:FilterFlag:0:PrgveNummer

Eksempel:

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

+

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

BAM-filer

En BAM-fil (*.bam) er en komprimeret, binaer version af en SAM-fil (SAM, Sequence Alignment Map), der
bruges til at repraesentere tilpassede sekvenser pa op til 128 Mb. BAM-filer bruger filnavnformatet
SampleName S#.bam. # er prgvenummeret ud fra den reekkefglge, som prgverne er angivet i for
karslen. | multinode-tilstanden er S# indstillet til S1, uanset praveraekkefglgen.

BAM-filer indeholder en sidehovedsektion og en alignment-sektion:

Sidehoved - Indeholder oplysninger om hele filen, sdsom prgvenavn, preveleengde og alignment-
metode. Alignments i alignment-sektionen er forbundet med specifikke oplysninger i
sidehovedsektionen.

Alignments - Indeholder laesningsnavn, laasningssekvens, laesningskvalitet, alignment-oplysninger
og brugerdefinerede tags. Lasningsnavnet inkluderer kromosomet, startkoordinaten, alignment-
kvaliteten og den matchede beskrivelsesstreng.

Alignment-sektionen inkluderer fglgende oplysninger for hver laesning eller laesningspar:

AS: Paired-end alignment-kvalitet.
RG: Laesningsgruppe, hvilket indikerer antalle af leesninger for en specifik prave.

BC: Stregkode-tag, hvilket angiver det demultiplekserede prave-ID, der er forbundet med
leesningen.

SM: Enkeltende-alignment-kvalitet.
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* XC: Matchbeskrivelsesstreng.

*  XN: Amplikon-navnemaerke, der registrerer det amplikons-ID, der er forbundet med lsesningens
BAM-indeksfiler (*.bam.bai), giver et indeks over den tilsvarende BAM-fil.

VCF-filer

Variant Call Format-filerne (*.vcf) indeholder oplysninger om varianter fundet ved specifikke placeringer
i et referencegenom.

VCF-filens sidehoved inkluderer VCF-filformatets version og variantbestemmelsesprogrammets
version og en liste over de annoteringer, der er brugt i resten af filen. VCF-sidehovedet inkluderer ogsa
referencegenomfilen og BAM-filen. Den sidste linje i sidehovedet indeholder kolonneoverskrifter for
datalinjerne. Hver af VCF-filens datalinjer indeholder oplysninger om en enkelt variant.

Tabel 1 VCF-filens overskrifter
Overskrift  Beskrivelse

CHROM Referencegenomets kromosom. Kromosomerne vises i samme raekkefglge som
FASTA-referencefilen.

POS Variantens enkelt-base-placering i referencekromosomet. For SNV’er
(enkeltnukleotidvarianter) er denne placering referencebasen med varianten. For
indeler er denne placering referencebasen umiddelbart for varianten.

ID rs-tallet (reference-SNP) for den SNP, der er indhentet fra dbSNP. txt, hvis
relevant. Hvis der findes flere rs-tal pa denne placering, er listen
semikolonsepareret. Hvis der ikke findes en dbSNP-post pa denne placering,
bruges der en marker for den manglende vaerdi ('.").

REF Referencegenotypen. For eksempel er en deletion af et enkelt T repraesenteret
som reference TT og alternativ T. En A til T-enkeltnukleotidvariant er
repraesenteret som reference A og alternativ T.

ALT De alleler som er forskellige fra referenceleesningen. En insertion af et enkelt T er
for eksempel repraesenteret som reference A og alternativ AT. En A til T-
enkeltnukleotidvariant er repraesenteret som reference A og alternativ T.

QUAL En Phred-skala-kvalitetsscore tildelt af variantbestemmelsesprogrammet. Hgjere
scorer indikerer stgrre tillid til varianten og lavere sandsynlighed for fejl. For en
kvalitetsscore pa Q er den estimerede sandsynlighed for en fejl 10-(Q/10). For
eksempel har saettet med Q30-bestemmelser en fejlrate pa 0,1 %. Mange
variantbestemmelsesprogrammer tildeler kvalitetsscorer baseret pa deres
statistike modeller, som er hgje i forhold til den observerede fejlrate.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Tabel 2 VCF-filannoteringer

Overskrift  Beskrivelse

FILTER Hvis alle filtrene passeres, vil der std PASS (BESTAET) i filterkolonnen.
Kimcellearbejdsgang, mulige FILTER-poster inkluderer:

DRAGENSnhpHardQUAL - Bruges hvis SNP-variantens QUAL-score ikke
opfylder graensevaerdien

DRAGENIndelHardQUAL -Bruges hvis indelvariantens QUAL-score ikke
opfylder graensevaerdien

LowDepth - Filtreret af centret, fordi dybden af daekningen ikke opfylder
graenseveerdien

LowGQ - Filtreret af centret, fordi genotypekvaliteten ikke opfylder
greenseveerdien

PloidyConflict - Genotypebestemmelse fra variantbestemmelsesprogram er
ikke i overensstemmelse med kromosomploidi

base_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af alt-
laesningerne ved denne locus ikke opfylder greenseveerdien

filtered_reads - Filtreret af centret, fordi en for stor andel af laesningerne er
blevet frasorteret

fragment_length - Filtreret af centret, fordi den absolutte forskel pa den
gennemsnitlige fragmentleengde af alt-laesninger og den gennemsnitlige
fragmentlaengde af ref-laesninger ved denne locus er over graenseveerdien
low_depth - Filtreret af centret, fordi laesningsdybden er for lav
low_frac_info_reads - Filtreret af centret, fordi fraktionen af informative
leesninger er under greensevaerdien

low_normal_depth - Filtreret af centret, fordi den normale prgvelaesningsdybde
er for lav

long_indel - Filtreret af centret, fordi indelleengden er for lang
mapping_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af
alt-laesningerne ved denne locus ikke opfylder graensevaerdien

multiallelic - Filtreret af centret, fordi flere end to alt-alleler passerer tumor-
LOD

non_homref_normal - Filtreret af centret, fordi den normale prevegenotype ikke
er homozygot reference

no_reliable_supporting_read - Filtreret af centret, fordi der ikke findes nogle
palidelige, understettende somatiske laesninger

panel_of_normals - Set i mindst en prgve i panelet med normale vcf
read_position - Filtreret af centret, fordi medianen af afstande mellem start/slut
af leesningen og denne locus er under graenseveerdien

RMxNRepeatRegion - Filtreret af centret, fordi alle eller en del af variantallelen
er en gentagelse af referencen

strand_artifact - Filtreret af centret pa grund af stor streng-bias
str_contraction - Filtreret af centret pa grund af formodet PCR-fejl, hvor alt-
allelen er en gentagelsesenhed under referencen
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Overskrift  Beskrivelse

FILTER .
(fortsat)

too_few_supporting_reads - Filtreret af centret, fordi der er for fa
understgttende lsesninger i tumorprgven
weak_evidence - Somatisk variantscore opfylder ikke graensevaerdien

Somatisk arbejdsgang, mulige FILTER-poster inkluderer:

base_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af alt-
laesningerne ved denne locus ikke opfylder greenseveerdien

filtered_reads - Filtreret af centeret, fordi en for stor fraktion af laesningerne er
blevet frasorteret

fragment_length - Filtreret af centret, fordi den absolutte forskel pa den
gennemsnitlige fragmentleengde af alt-laesninger og den gennemsnitlige
fragmentlaengde af ref-leesninger ved denne locus er over graenseveerdien
low_depth - Filtreret af centret, fordi laesningsdybden er for lav
low_frac_info_reads - Filtreret af centret, fordi fraktionen af informative
leesninger er under greensevaerdien

low_normal_depth - Filtreret af centret, fordi den normale prevelaesningsdybde
er for lav

long_indel - Filtreret af centret, fordi indelleengden er for lang

mapping_quality - Filtreret af centret, fordi den gennemsnitlige basekvalitet af
alt-laesningerne ved denne locus ikke opfylder graensevaerdien

multiallelic - Filtreret af centret, fordi flere end to alt-alleler passerer tumor-
LOD

non_homref_normal - Filtreret af centret, fordi den normale prevegenotype ikke
er homozygot reference

no_reliable_supporting_read - Filtreret af centret, fordi der ikke findes nogle
palidelige, understettende somatiske laesninger

panel_of_normals - Set i mindst en prgve i panelet med normale vcf
read_position - Filtreret af centret, fordi medianen af afstande mellem start/slut
af leesningen og denne locus er under graenseveerdien

RMxNRepeatRegion - Filtreret af centret, fordi alle eller en del af variantallelen
er en gentagelse af referencen

strand_artifact - Filtreret af centret pa grund af stor streng-bias
str_contraction - Filtreret af centret pa grund af formodet PCR-fejl, hvor alt-
allelen er en gentagelsesenhed under referencen

too_few_supporting_reads - Filtreret af centret, fordi der er for fa
understgttende laesninger i tumorprgven

weak_evidence - Somatisk variantscore opfylder ikke graensevaerdien
systematic_noise - Filtreret af centeret baseret pa evidens for systematisk stgj
inormaler
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Overskrift  Beskrivelse

INFO Kimcellearbejdsgang, mulige INFO-poster inkluderer:

AC - Alleltal i genotyper for hver ALT-allel, i samme raekkefglge som angivet.
AF - Allelfrekvens for hver ALT-allel, i samme raekkefglge som angivet.

AN - Samlet antal alleler i bestemte genotyper.

DB - dbSNP-medlemsskab.

FS - P-vaerdi pd Phred-skala ved brug af Fishers eksakte test til pavisning af
bias af strenge.

QD - Variantkonfidens/-kvalitet efter dybde.

R2_5P_bias - Score baseret pa bias af makker og afstand fra 5 prim-ende.
SOR - Symmetrisk odds ratio for 2x2 kontingenstabel til pavisning af bias af
strenge.

DP - Omtrentlig leesningsdybde (informativ og ikke-informativ). Nogle
laesninger kan veere blevet filtreret pd mapq osv.

END - Intervallets stopposition.

FractioninformativeReads - Fraktionen af informative laesninger ud af det
samlede antal lsesninger.

MQ - RMS-kortlaegningskvalitet.

MQRankSum - Z-score fra Wilcoxons rank-sum test af kvaliteten af Alt- vs. Ref-
leesningskortlaegninger.

ReadPosRankSum - Z-score fra Wilcoxons rank-sum test af bias af Alt vs. Ref-
leesningsplaceringer.

SOMATIC - Mindst en variant pa denne placering er somatisk.

Somatisk arbejdsgang, mulige INFO-poster inkluderer:

DP - Omtrentlig leesningsdybde (informativ og ikke-informativ). Nogle
laesninger kan veere blevet filtreret pd mapgq osv.

END - Intervallets stopposition.

FractioninformativeReads - Fraktionen af informative laesninger ud af det
samlede antal lsesninger.

MQ - RMS-kortlaegningskvalitet.

MQRankSum - Z-score fra Wilcoxons rank-sum test af kvaliteten af Alt- vs. Ref-
leesningskortlaegninger.

ReadPosRankSum - Z-score fra Wilcoxons rank-sum test af bias af Alt vs. Ref-
leesningsplaceringer.

AQ - Score for systematisk stgj.

hotspot - Kendt somatisk sted, brugt til at age tilliden til bestemmelsen.
SOMATIC - Mindst en variant pa denne placering er somatisk.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Overskrift  Beskrivelse

FORMAT Formatkolonnen har kolonseparerede felter. For eksempel GT:GQ.
De mulige felter kimcellearbejdsgangen inkluderer:

AD - Alleldybder (taeller kun informative lzesninger ud af det samlede antal
laesninger) for ref- og alt-allelerne i den raekkefalge, de er angivet.

AF - Allelfraktioner for alt-alleler i den raekkefglge, de er angivet.

DP - Omtrentlig laesningsdybde (lasninger med MQ=255 eller med darlige
makkere filtreres).

F1R2 - Antal laesninger i F1R2-parretning, der understgtter hver allel.

F2R1 - Antal laesninger i F2R1-parretning, der understgtter hver allel.

GP - Posteriore sandsynligheder for genotyper ifglge Phred-skalaen, som
defineret i VCF-specifikationen.

GQ - Genotypekvalitet.

GT - Genotype. 0 svarer til referencebasen, 1 svarer til den forste post i ALT-
kolonnen osv. Skrastregen (/) indikerer, at der ikke er tilgeengelige oplysninger
om inddeling i faser.

MB - Statistik pr. prevekomponent til pavisning af makker-bias.

PL - Normaliserede sandsynligheder for genotyper ifalge Phred-skalaen, som
defineret i VCF-specifikationen.

PRI - Tidligere sandsynligheder for genotyper ifelge Phred-skalaen.

PS - ID-oplysninger for fysisk faseinddeling, hvor hver unikt ID i en given preve
(men ikke pa tveers af prever) forbinder poster inden for en
faseinddelingsgruppe.

SB - Statistik pr. prevekomponent, som bestar af Fishers eksakte test til
pavisning af streng-bias.

SQ - Somatisk kvalitet.

De tilgaendlige felter for somatisk arbejdsgang inkluderer:

AD - Alleldybder (teeller kun informative lzesninger ud af det samlede antal
lzesninger) for ref- og alt-allelerne i den raekkefelge, de er angivet.

AF - Allelfraktioner for alt-alleler i den raekkefalge, de er angivet.

DP - Omtrentlig leesningsdybde (laesninger med MQ=255 eller med darlige
makkere filtreres).

F1R2 - Antal laesninger i F1R2-parretning, der understgtter hver allel.

F2R1 - Antal laesninger i F2R1-parretning, der understgtter hver allel.

GT - Genotype. 0 svarer til referencebasen, 1 svarer til den forste post i ALT-
kolonnen osv. Skrastregen (/) indikerer, at der ikke er tilgeengelige oplysninger
om inddeling i faser.

MB - Statistik pr. prevekomponent til pavisning af makker-bias.

PS - ID-oplysninger for fysisk faseinddeling, hvor hver unikt ID i en given preve
(men ikke pa tveers af prever) forbinder poster inden for en
faseinddelingsgruppe.

SB - Statistik pr. prevekomponent, som bestar af Fishers eksakte test til
pavisning af streng-bias.

SQ - Somatisk kvalitet.
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DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Overskrift  Beskrivelse

SAMPLE Prgvekolonnen giver de veerdier, der er angivet i kolonnen FORMAT.
(PROVE)

Genom VCF-filer

Genom VCF-filerne (*.gvcf.gz) felger et saet konventioner til repraesentation af alle steder i genomet i et
rimeligt kompakt format. gVCF-filerne inkluderer alle steder i regionen af interesse i en enkelt fil for hver
preve. gvVCF-filen viser manglende bestemmelser ved placeringer, der ikke passerer alle filtrene. Et
genotype-tag (GT) pa ./. indikerer en manglende bestemmelse.

Visning af analyseresultater

Karsler der aktuelt er i gang vises under fanen Active (Aktiv). Fuldferte kaersler vises under fanen
Completed (Fuldfert). Se NovaSeq 6000Dx Product Documentation (Produktdokumentation til NovaSeq
6000Dx) (dokumentnr. 200010105) for yderligere oplysninger om visning af resultater.
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Teknisk hjeelp

Kontakt lllumina teknisk support for at fa teknisk hjaelp.

Websted:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Telefonnumre til lllumina teknisk support

Omrade
Australien
Ostrig
Belgien
Canada
Kina
Danmark
Finland
Frankrig
Tyskland
Hong Kong, Kina
Indien
Indonesien
Irland
Italien
Japan
Malaysia
Holland
New Zealand
Norge
Filippinerne
Singapore

Sydkorea
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Gratis

+611800 775 688
+43 800 006249
+3280077160
+1800 809 4566

+4580820183
+358 800 918 363
+33 805102193
+49 800 1014940
+852 800 960 230
+91 8006500375

+353 1800 936608
+39 800 985513
+810800 111 501
+60 1800 80 6789
+31 800022 2493
+64 800 451 650
+47 80016 836
+63 180016510798
18005792745
+82 80234 5300

Internationalt

+43 19286540
+3234002973

+86 400 066 5835
+45 898711 56
+358 97479 0110
+3317077 04 46
+49 89 3803 5677

0078036510048

+353 1695 0506

+39 236003759

+3120713 2960

+47 2193 96 93
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Omrade
Spanien
Sverige
Schweiz
Taiwan, Kina
Thailand
Storbritannien
USA

Vietham

Sikkerhedsdatablade (SDS'er) — Kan findes pa llluminas websted pa support.illumina.com/sds.html.

Produktdokumentation — Kan downloades pa support.illumina.com.
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Gratis

+34 800 300143

+46 200883979

+41 800 200 442

+886 8 06651752
+66 1800 011 304
+44 800 012 6019
+1800 809 4566

+84 1206 5263

Internationalt
+34 911899 417
+46 8 50619671
+41 56 580 00 00

+44 20 7305 7197
+1858 202 4566
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lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A.
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (uden for Nordamerika)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com
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