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TruSight Whole Genome Analysis Application

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (déle jen
Jumina®). Slouzi vyluéné zakaznikovi ke smluvnim G&ellm v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd

a k zadnému jinému Gcelu. Tento dokument a jeho obsah nesmi byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym tcelem ani jinak
sdélovan, zverejnovan ¢i rozmnozovan bez predchoziho pisemného souhlasu spoleénosti lllumina. Spole¢nost lllumina
nepiedava timto dokumentem Zzadnou licenci na svij patent, ochrannou zndmku, autorské pravo &i prava na zakladé
zvykového prava ani zadna podobna prava kterychkoli tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt ddsledné& a vyslovné dodrZovany kvalifikovanym a fadné proskolenym persondlem,
aby bylo zajiténo spravné a bezpedéné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite
pfed pouzitim takovych produktl beze zbytku preéist a pochopit.
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V8echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFisludnych viastnikl. Podrobné
informace o ochrannych znamkach viz adresa www.illumina.com/company/legal.html.
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Prehled

TruSight Whole Genome Analysis Application se pouziva k planovani sekvenacnich analyz pro TruSight
Whole Genome a k automatickému zahajeni analyzy po dokonéeni cyklu. Analyza zahrnuje
demultiplexovani, generovani FASTQ, mapovani &teni, zarovnani s lidskym referenénim genomem
GrCh38/hg38 s podporou grafu a pfirazeni variant pomoci systému lllumina DRAGEN Server for
NovaSeq 6000Dx.

V riznych fazich pracovniho postupu analyzy provadi aplikace kontrolu kvality (QC) podle definovaného
sekvenovani, FASTQ a metrik knihovny vzork{ a generuje vykazy s vysledky. U vzorkd, které projdou
véemi kroky kontroly kvality, aplikace generuje podpdrné vystupni soubory pro pouziti v naslednych
aplikacich analyzy germinalniho genomu.

Aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application spousti detektory variant systému DRAGEN,
véetné detektoru malych variant, detektoru variant poc¢tu kopii (CNV) a detekce expanze repetic
pomoci systému ExpansionHunter.

Aplikace také provadi anotaci nizké, stfedni nebo vysoké urovné spolehlivosti pro malé varianty a tuto
anotaci zahrne do vystupniho souboru.

Zaciname

Ujistéte se, Ze aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application je nainstalovana v NovaSeq
6000Dx instrument, ktery bude pouzit pro sekvenovani, jako souéast systému TruSight Whole Genome.
Nainstalované aplikace naleznete na obrazovce Applications (Aplikace) v pfistroji NovaSeq 6000Dx
Instrument nebo v systému lllumina Run Manager pomoci prohlize¢e na pocitaci pfipojeném k siti.
Potfebujete-li pomoc s naplanovanim instalace, obratte se na mistniho zastupce spolec¢nosti lllumina.

Pozadavky na ukladani dat

Obecné informace o vystupu a ukladani dat naleznete v Dokumentace k pfistroji NovaSeq 6000Dx
(dokument €. 200010105) a Dokumentace k produktu DRAGEN Server for NovaSeq 6000Dx (dokument
¢.200014171).

Aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application uklada data do slozky Run (B&h) a do slozky
Analysis (Analyza) v externim Ulozisti. Minimalni poZadavky na ulozisté Ize pfiblizné odhadnout
z velikosti vystupu dat do kazdé slozky pro jeden sekvenacni béh uvedeny nize.

Konfigurace Slozka béhu (GB) Slozka analyzy (GB)
Pritokova kyveta S2 (6 vzorkd) pfibl. 430 pfibl. 350
Pritokova kyveta S4 (16 vzorkd) pfibl. 1110 pfibl. 890
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Pfiblizna doba analyzy

Analyza se spusti automaticky po dokonceni sekvenacniho cyklu a probiha postupné u vzorkd v rémci
béhu. Vystupni soubory dat budou k dispozici v externim Ulozisti po dokonceni analyzy pro vSéechny
vzorky v béhu a po dokonéeni pfenosu kopie do externiho Ulozisté. Pfi spusténi sekvenacniho béhu na
obou stranach A a B souc¢asné bude sekvenovani probihat soub&zné. Analyzu téchto sekvenacnich
béhl provede aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application postupné po dokonéeni
sekvenovani. Béh, jehoz sekvenovani a pfenos se dokonéi jako prvni, bude analyzovan jako prvni. Druhy
béh sekvenovani bude pfenesen a zafazen do fronty pro analyzu po dokonéeni prvni analyzy. Informace
o uréeni stavu aktivnich nebo nelspésnych bé&hd naleznete v &asti Zobrazeni béhu a vysledkina

strané 7.

Pfiblizna doba, nez budou k dispozici vysledky analyzy po dokonéeni sekvenovani, je uvedena nize pro
situaci, kdy jsou strana A i strana B naplnény souc¢asné se stejnou konfiguraci.

Konfigurace Analyza 1. béhu Analyza 2. béhu

Pritokova kyveta S2 pfibl. 12 hodin pfibl. 24 hodin
(6 vzork()

Pritokova kyveta S4 pfibl. 24 hodin pfibl. 48 hodin
(16 vzork()

Nastaveni

Pro zobrazeni aktualni konfigurace a zménu opravnéni vyberte TruSight Whole Genome Analysis
Application na obrazovce Applications (Aplikace).

Konfigurace

Konfigura¢ni obrazovka zobrazuje nasledujici nastaveni aplikace:
* Application Name (Nazev aplikace)

* Application Version (Verze aplikace)

* DRAGEN Version (Verze)

* RTA Version (Verze RTA)

* Release Date (Datum vydani)

* Organization (Organizace)

* Device Identifier (Identifikator prostfedku)

* Production Identifier (Identifikator vyroby)

* Library Prep Kits (Sady pro pfipravu knihoven) — zobrazuje sadu pro pfipravu knihovny. Toto
nastaveni nelze zménit.
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* Index Adapter Kits (Sady indexovych adaptérll) - zobrazuje sady indexovych adaptér, které Ize
pouzit.

* Index Reads (Cteniindexd)

* Read Type (Typ ¢teni)

* Index Lengths (Délky indexU)

* Read Lengths (Délky ¢teni) — délky ¢teni jsou nastaveny ve vychozim nastaveni pfi vybéru sady
indexU. Toto nastaveni nelze zménit.

Opravneéni

Uréeny spravce ma pfistup k polozce Permissions (Opravnéni) a miize pomoci zaskrtavacich poli¢ek na
obrazovce Permissions (Opravnéni) spravovat pfistup uzivatell k aplikaci TruSight Whole Genome
Analysis Application.

Dal$i informace o opravnénich a spravé uzivatell naleznete v ¢asti Konfigurace systému v
Dokumentace k pfistroji NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200010105).
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Vytvoreni béhu

Nové béhy v rezimu IVD mizete vytvaiet bud na pfistroji, nebo pfistupem k lllumina Run Manager (IRM)
pomoci prohlize¢e na pocitaci pfipojeném k siti. Pro vzdaleny pfistup k pfistroji pouzijte adresu a
informace o uzivatelském Uctu poskytnuté zastupcem spole¢nosti lllumina. Dalsi informace viz
Dokumentace k pfistroji NovaSeq 6000Dx (dokument &. 200010105).

Create Run (Vytvofit béh) je doporu¢ena metoda pro planovani béhd. Pouziti moznosti Import Sample
Sheet (Importovat seznam vzorkd) se nedoporucéuje. Soubory seznamU vzork( ve slozkach béhu a
analyzy nejsou vhodné pro import béhem planovani béhu.

Vytvoreni béhd

1. Naobrazovce Runs (Béhy) vyberte moznost Create Run (Vytvofit béh).
Vyberte aplikaci TruSight Whole Genome Analysis Application a potom vyberte Next (Dalsi).

3. Na obrazovce Run Settings (Nastaveni béhu) zadejte nazev béhu. Nazev béhu identifikuje béh od
sekvenovani aZz po analyzu.

4. [Volitelné] Pro dalsi identifikaci béhu zadejte popis béhu. Souprava pro pfipravu knihovny je ve
vychozim nastaveni nastavena jako TruSight Whole Genome a nelze ji zménit.

5. Vyberte pozadovanou sadu index{ systému TruSight Whole Genome z rozeviraci nabidky Index
Adapter Kit (Sada indexového adaptéru).
Délka &teni bude nastavena podle vychoziho nastaveni a nelze ji zménit. (Cteni 1 a 2 pouziva
151 cyklU; indexovani 1 a 2 pouziva 10 cykld).

6. Zadejte ID knihovny zkumavek (doporu¢eny format jako DX1234567-LIB) a poté vyberte Next
(Dalsi).
Pokud v tomto kroku neni specifikovano zadné ID knihovny zkumavek, bude nutné pfed zalozenim
sekvenéniho spotfebniho materialu vybrat planovany béh. Pokud je v tomto kroku zadano
nespravné ID knihovny zkumavek, musi se planovany béh pfed vlozenim spotfebniho materialu
opravit. Viz Revize béhu na strané 5, kde je uveden protokol pro opravu béhu, kdyz jste pfipraveni
vlozit spotfebni material.

7. Na obrazovkach Sample Data (Data vzorku) a Sample Settings (Nastaveni vzorku) budou zadany
informace o vzorku. Data vzorkd Ize zadat ru¢né nebo importem souboru seznamu vzorkd. ID
vzorku musi byt pro kazdy vzorek jedine¢né a mize obsahovat pouze alfanumerické znaky,
podtrzitka a poml¢ky. Nepouzivejte mezery. Well Position (Pozice jamky) odkazuje na jamku ve
formatu AO1 az HO4 indexovaci desti¢ky. Po zadani pozice jamky indexovaci desti¢ky se
automaticky vyplni informace o sekvenciindex{. Pohlavi musi byt zadano jako Male (Muz), Female
(Zena) nebo Unknown (Neni zndmo). Library Plate ID (ID desti¢ky knihovny) a Library Well ID (ID
jamky knihovny) (napf. format AO1) jsou povinna pole.

Dokument &. 200049931 v00
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



TruSight Whole Genome Analysis Application

— Chcete-li zadat data vzorku ruéné, pridejte fadky (celkem 6 pro kyvetu S2 nebo 16 pro kyvetu
S4) a zadejte pozadované informace do poli Sample ID (ID vzorku) a Well Position (Poloha
jamky). Informace Ize také kopirovat a vkladat z aplikace Excel. Vyberte moZnost Next (Dalsi).
Na obrazovce Sample Settings (Nastaveni vzorku) zadejte Library Plate ID (ID desti¢ky
knihovny), Library Well ID (ID jamky knihovny) a Sex (Pohlavi). Vyberte moznost Next (Dalsi).

— Chcete-liimportovat soubor s Gdaji vzorkd, vyberte moznost Import Samples (Importovat
vzorky) a nahrajte soubor s Udaji vzorkd. Informace budou automaticky vypinény do fadkd. Na
této obrazovce je k dispozici ke stazeni Sablona (*.csv). Vyberte moznost Next (Dalsi). Na
obrazovce Sample Settings (Nastaveni vzorku) budou informace automaticky vyplnény do
fadkl z importovaného souboru s Udaji vzork(. Vyberte moznost Next (Dalsi).

8. Na obrazovce Analysis Settings (Nastaveni analyzy) zadejte nazev davky zaznamenany béhem
planovani davky a béhu.

9. [Volitelné] Vyberte typ pritokové kyvety, S2 nebo S4.

10. Potvrdte nebo zruste zaskrtnuti policka pro generovani souborl FASTQ komprimovanych metodou

ORA a poté vyberte Next (Dalsi).

POZ NAM KA Ve vychozim nastaveni TruSight Whole Genome Analysis Application generuje
soubory FASTQ komprimované metodou ORA. Zména tohoto nastaveni zvétsi
velikost kone¢ného datového vystupu.

11. Na obrazovce Run Review (Kontrola béhu) zkontrolujte zadané informace. Pokud nejsou nutné
zadné zmény, vyberte moznost Save (Ulozit). Pokud jsou nutné zmény, vyberte podle potfeby Back
(Zpét) a vratte se na pfislusnou obrazovku.

/N UPOZORNEN]

TruSight Whole Genome byl validovan pro 6 vzorkU pfi pouZiti pritokové kyvety NovaSeq
6000Dx S2 a 16 vzorkl pfi pouZiti pritokové kyvety NovaSeq 6000Dx S4. Ujistéte se, ze je
zadan spravny pocet vzorkl pro vybranou konfiguraci pritokové kyvety.

Revize béhu

Pokud jsou po vytvoreni béhu a pfed viozenim spotfebniho materialu pro sekvenovani nutné zmény,
revidujte béhy v rezimu IVD bud' na pfistroji, nebo pfistupem k lllumina Run Manager (IRM) pomoci
prohlizece na sitovém pocitaci.

1. Vyberte moznost Runs (Behy).

2. Vyberte nazev béhu na karté Planned Runs (Planované béhy).

3. Vyberte moznost Edit (Upravit).
4

Podle potfeby aktualizujte informace o béhu nebo vzorku. Napfiklad zadejte nebo opravte Library
Tube ID (ID zkumavky knihovny) tak, aby odpovidalo tomu, které bylo pouzito pfi pfipravé
pracovniho postupu.
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5. Vybirejte moznost Next (Dalsi) az po Run Review (Revize béhu).
6. Vyberte moznost Save (Ulozit).
7. Vyberte moznost Exit (Ukoncit).

Vratte se k sekvenovani v rezimu IVD a opakujte vlozeni spotfebniho materidlu. Béh by mél byt nyni
automaticky zvyraznén.

Pokud pfi vkladani spotfebniho materialu aktualizujete Library Tube ID (ID zkumavky knihovny), vratte
se k moznosti Run Selection (Vybér béhu) v Control Software (Ridici software) a vyberte moznost
Refresh (Obnovit) pro souvisejici sloupec A nebo B. Béh by mél byt nyni automaticky zvyraznén. Pokud
neni, vyberte Back (Zpét) a zopakujte vioZeni spotfebniho materialu.

Opétovné zarazeni analyzy

Informace o tom, ktery typ op&tovného zafazeni analyzy je nejvhodné&jsi, naleznete v ¢asti Redeni
problému v Pfibalovy letak k produktu TruSight pro analyzu celého genomu (dokument ¢. 200050132).

Opétovné zarazeni analyzy beze zmén

1. Vyberte moznost Completed Runs (Dokoncéené béhy), aby se zobrazily Run Details (Podrobnosti
béhu).

Vyberte moznost Requeue Analysis (Znovu zafadit analyzu).

Vyberte moznost Requeue Analysis with no changes (Znovu zafadit analyzu beze zmén).
Zadejte podrobnosti do pole Reanalysis Reason (Dlvod opétovné analyzy).

Vyberte moznost Requeue Analysis (Znovu zafadit analyzu).

® o R W N

Opustte stavajici strdnku a prejdéte na stranku Active Runs (Aktivni béhy), abyste se ujistili, ze
opétovné zarazeni analyzy probiha.

Opétovné zarazeni analyzy se zmé&nami

1. Vyberte moznost Completed Runs (Dokoncené béhy), aby se zobrazily Run Details (Podrobnosti
béhu).
Vyberte moznost Requeue Analysis (Znovu zaradit analyzu).

3. Vyberte moznost Edit run settings (Upravit nastaveni béh) a Requeue Analysis (Znovu zafadit
analyzu).

4. Zadejte podrobnosti do pole Reanalysis Reason (Dlvod opétovné analyzy).
Vyberte moZnost Requeue Analysis (Znovu zafadit analyzu).

6. Potvrdte nebo aktualizujte Run Settings (Nastaveni béhu) a poté vyberte moznost Next (Dalsi).
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7. Opravte informace o vzorku podle potfeby ruéni aktualizaci poli nebo vyberte moznost Download
Template (Stahnout $ablonu) a vytvorte soubor sampledata.csv s aktualnimi informacemi.
Opravte informace a odstrafite stavajici Fadky na karté Sample Data (Data vzorku) pfedtim, nez
pouzijete moznost Import Samples (Importovat vzorky) k vyplnéni opravenych dat vzorku.

8. Na obrazovce Run Review (Kontrola béhu) zkontrolujte informace o béhu a vybérem moznosti Save
(Ulozit) spustte opakovanou analyzu.

9. Vyberte moznost Exit (Ukon¢it) a pfejdéte na stranku Active Runs (Aktivni béhy), abyste se ujistili,
Ze opétovné zafazeni analyzy probiha.
Aby mohla byt opakovana analyza Uspé&sné dokoncéena, musi byt pdvodni slozka dat béhu pfitomna
v externim ulozisti specifikovaném v ¢asti Run Details (Podrobnosti béhu). Pokud se opétovna
analyza nezdafi, ujistéte se, Ze béh nebyl pfesunut ani odstranén.

Zobrazeni béhu a vysledkl

1. Na hlavni obrazovce lllumina Run Manager v rezimu IVD vyberte moznost Runs (B&hy).

2. Na karté Completed Runs (Dokon¢ené béhy) vyberte ndzev béhu.
Na této karté se také zobrazi béhy, které byly ukonéeny z ddvodu selhani sekvenovani, pfenosu dat
nebo analyzy. Aktivni béhy a jejich stav se zobrazuji na karté Active Runs (Aktivni béhy). Dalsi
informace viz Dokumentace k pfistroji NovaSeq 6000Dx (dokument &. 200010105).

3. Vybérem ndzvu béhu na karté Completed Runs (Dokonéené béhy) zobrazite Run Details
(Podrobnosti béhu) a Results (Vysledky) pro cestu k vystupni slozce analyzy.

U nelspésnych béhll zkontrolujte Status (Stav) kazdého kroku a poté se podivejte do ¢asti Redeni
problémU v Pfibalovy letak k produktu TruSight pro analyzu celého genomu (dokument
¢.200050132).

4. Prejdéte do slozky analyzy na mistnim disku a oteviete Consolidated Report (Konsolidovana
zpréva), abyste si prohlédli vysledek PASS/FAIL (USPESNY/NEUSPESNY) pro kazdy krok kontroly
kvality nasledujicim zplsobem:

— Informace o kontrole kvality sekvenéniho béhu naleznete v Summary Sequencing QC Result
(Souhrnny vysledek kontroly kvality sekvenovani).

— Informace o kontrole kvality FASTQ pro kazdy vzorek v béhu naleznete v Summary FASTQ QC
Result (Souhrnny vysledek kontroly kvality FASTQ).

— Informace o kontrole kvality knihovny pro kazdy vzorek v béhu naleznete v Summary Sample
Library QC Result (Souhrnny vysledek kontroly kvality knihovny).

Pokud je zji$tén vysledek FAIL (NEUSPESNY), poznamenejte si krok kontroly kvality a prejdéte k

&asti Redeni problém( v Pribalovy letak k produktu TruSight pro analyzu celého genomu (dokument

¢.200050132).
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Souhrn vystupniho souboru

Aplikace TruSight Whole Genome Analysis Application ulozi nasledujici hlavni vystupni soubory.
Umisténi hlavnich vystupnich soubor( naleznete v ¢astech s informacemi o souborech nize.

Pro béhy a vzorky, které nesplfuji kritéria platnosti, se nevytvareji soubory CRAM, ROH ani
*genome.vcf.

Vystupni soubor Popis
Konsolidovany vykaz Obsahuje metriky kvality pouzivané pro validitu béhu (véetné
(*.csv) celkového vytézku a Q30), metriky validity vzorku (v&etné vytézku

FASTQ), metriky kontroly kvality knihovny a metriky For
Information Only (FIO) (Pouze pro informaci) pro vSechny vzorky
v béhu.

Vzorovy vykaz (*.csv) Obsahuje vysledky sekvenéni QC, FASTQ a QC knihovny vzork.
Vykaz také obsahuje konkordanci ploidie a metriky FIO pro
jednotlivé vzorky a také souvisejici sekvenacni béh.

Mald varianta a mSNV VCF  Obsahuje informace o pfifazeni pro malé varianty (SNV, indels)
(*.annotated.hard-filtered- a mitochondrialni SNV.

gvcf.gz)

CNV VCF (*.cnv.vcf.gz) Obsahuje informace o pfifazeni varianty pro zisky a ztraty poctu
kopii.

Repeats VCF Obsahuje informace o pfifazeni variant na rozsifenich STR a SMN1.

(*.repeats.vcf.gz)

ROH BED (*.roh.bed) Obsahuje informace pro oblasti homozygozity.

FASTQ (*.fastq.gz nebo Pfechodné soubory obsahuijici pfifazeni bazi se skérem kvality.

* fastq.ora) Soubory FASTQ jsou primarnim vstupem pro krok zarovnani.

Pokud je vybrana komprese ORA, odrazi se to v ndzvu souboru.

CRAM zarovnani (*.cram) Obsahuje zarovnana &teni pro dany vzorek.

Informace o vykazu kontroly kvality

Konsolidovany vykaz <<RunID>> Consolidated Report.csv Se hachaziv adresafi
TruSightWholeGenomeAnalysis x.x.x run-complete a obsahuje informace o metrikach kvality
pouzivanych k uréeni, zda vzorky splfiuji nebo nespliiuji pozadavky v riiznych fazich analyzy. Vykazy
jednotlivych vzorkl <<Sample ID>> Sample Report.csv haleznete ve slozkdch <Sample_ID> v
adresafi TruSightWholeGenomeAnalysis x.x.x run-complete.
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Zahlavi vykazu obsahuji nasledujici informace o béhu: verze aplikace, nazev davky, ID zkumavky smési
knihovny, nazev sekvenéniho béhu, ID sekvenéniho béhu a typ pritokové kyvety. Nasledujici tabulky
popisuji informace obsazené v konsolidovaném vykazu. Jednotlivy vzorovy vykaz obsahuje stejné
informace s vyjimkou demultiplexni metriky.

Tabulka1 Metriky kontroly kvality sekvenovani

Metrika Specifikace Popis

Neindexovana — 74dna specifikace, protoze béhy s nizsi vytéznosti mohou

celkovd vést k tomu, Ze knihovny vzorkd budou vyhovujici.

vytéznost (GB) Ocekavejte =3 000 Gbp pro S4 a =1 000 GB pro pritokovou
kyvetu S2.

Celkové % =285 Mira kvality bazi na Grovni béhu. Je stanovena minimalni

2Q30 specifikace, protoze pfili§ nizké %Q30 béhl bude mit za

nasledek, ze baze Q30 neprojdou pfi kontrole kvality
knihovny vzorkd.

Souhrnny PASS V pfipadé nespinéni pozadavkd kontroly kvality si prostudujte
vysledek (Uspésné) &ast Reseni problémd v Pribalovy letdk k produktu TruSight
kontroly kvality nebo FAIL pro analyzu celého genomu (dokument ¢. 200050132).
sekvenovani (Neuspesné)

Tabulka 2 Metriky demultiplexovani

Metrika Specifikace  Popis

Procento — Celkovy zlomek ¢teni v béhu, které prosly filtrem, jez byly
identifikovanych pfitazeny ke vzorkdm bé&hem demultiplexovani.

¢teni

Procento CV — Poskytuje méfitko rovnomérnosti demultiplexovanych ¢teni

pro kazdy indexovy par v béhu. U cykll bez selhani
vysledku kontroly kvality FASTQ oekavejte hodnotu <25 %.

Tabulka 3 Metriky kontroly kvality FASTQ

Metrika Specifikace Popis

Vytéznost =90 000000000 Minimalni hodnota je nastavena tak, aby odpovidala

na vzorek pfiblizné 26nasobnému pridmérnému autozomalnimu pokryti
(bps) za UCelem tiidéni kninoven vzorkd, které neprojdou

kontrolou kvality, aby se zkratila doba analyzy.

Souhrnny PASS (Uspé&sné) V pfipadé nesplnéni pozadavkl kontroly kvality FASTQ si

vysledek nebo FAIL prostudujte &ast Redeni problém( v Piibalovy letak k
kontroly (NeuUspesné) produktu TruSight pro analyzu celého genomu (dokument
kvality ¢.200050132).

FASTQ
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Tabulka 4 Metriky kontroly kvality knihovny vzorkd

Metrika Specifikace Popis

Primérné =35 Primérné pokryti v ramci véech autozomd. Minimalni
autozomaini specifikace je nastavena tak, aby byla zajiSténa analyticka
pokryti ucinnost.

Procento 293,94 Mira rovnomérnosti pokryti, které detekuje problémy, které
autozomd nemusi nutné souviset se zkreslenim GC. Minimalni

s pokrytim specifikace je nastavena tak, aby byla zaji$téna analyticka
vétsim nez 20X ucinnost.

Normalizované 0,82 =<x =< Mira rovnomérnosti pokryti, ktera detekuje zkresleni GC,

pokrytipfi60 % 1,13
az79 % dili GC

konkrétné ztratu pokryti v oblastech genomu s vy§sim
procentudlnim podilem GC bézi a niz$im procentualnim
podilem AT bazi. Minimaini a maximalni specifikace je
nastavena tak, aby byla zaji$téna analyticka u¢innost.
Normalizované 0,97 =x =
pokryti pfi20 % 1,06

az 39 % dill GC

Mira rovhomérnosti pokryti, ktera detekuje zkresleni GC,
konkrétné ztratu pokryti v oblastech genomu s nizsim
procentudinim podilem GC bazi a vy$Sim procentudlnim
podilem AT bazi. Minimalni a maximalni specifikace je
nastavena tak, aby byla zajisténa analyticka ucinnost.

Primérné =500 Pokryti mitochondrialniho chromozomu. Minimalni

mitochondridlni specifikace je nastavena tak, aby byl zajistén limit detekce

pokryti mitochondridlnich SNV.

Procento bazi =285 Mira kvality bazi. Minimalini specifikace je nastavena tak, aby

Q30 byla zajiSténa analyticka ucinnost.

Odhadovana =0,005 Detekuje kontaminujici éteni z jinych vzorkd. Maximalni

kontaminace specifikace je nastavena tak, aby byl zajistén limit detekce

vzorku mitochondridlnich SNV (typ variant s nejvys$si citlivosti na
kontaminaci).

Souhrnny PASS V pfipadé nesplnéni pozadavkl kontroly kvality si

vysledek (Uspésné) prostudujte ¢ast Redeni problém v Pribalovy letdk k

kontroly kvality ~ nebo FAIL produktu TruSight pro analyzu celého genomu (dokument

knihovny vzorkl  (NeUspe$né)  &.200050132).
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Tabulka 5 Metriky kontroly kvality ploidie

Metrika

Zadana
ploidie
pohlavnich
chromozomd

Odhad ploidie

Souhrnny
vysledek
ploidie

Specifikace Popis

— Pohlavi zadané operatorem béhem vytvareni béhu (Zena,
muz, nezname).

— Pohlavni ploidii odhaduje DRAGEN.

CONCORDANT, CONCORDANT (Shodné) oznacuje shodu mezi zadanou a

DISCORDANT odhadovanou pohlavni plodii. ND (Neuré¢eno) oznacuje

nebo ND pohlavi uvedené jako Nezndmé nebo odhad jiny nez XX

nebo XY. U vysledkd DISCORDANT (Neshodné) bylo béhem
vytvareni béhu zadano nespravné pohlavi nebo mohlo dojit
k vyméné vzorkd. Viz &ast Redeni problémd v P¥ibalovy
letak k produktu TruSight pro analyzu celého genomu
(dokument ¢. 200050132).

Tabulka 6 Metriky pouze pro informaci

Metrika

Median délky
insertd

Procento
mapovanych
éteni

Procento ¢teni
s dopliikovymi
zarovnanimi

Procento
duplicitnich
oznacenych
¢teni
Procentualni
podil bazi
odstranénych
metodou soft
clipping -
Cteni 1

Popis

Cilje 450 bp, ale oCekava se proménlivost v zavislosti na sekven&nim béhu a
operatorovi. Pfijatelné je rozmezi pfiblizné 360 az 550 bp. Trvaly provoz mimo
tento rozsah mlze vést k vy$$imu vyskytu nevyhovujicich vzorka.

Procento Cteni, ktera se shoduiji s referenénim genomem. Mize se snizit v
reakci na kontaminaci nehumanni gDNA, Spatnou kvalitu vzorku nebo pfili§
malou délku insertu, coZ vede k problémdm s mapovanim.

Procento ¢teni s mapovanim, které se rozdéli na rizna mista v referenénim
genomu.

Ocekavejte <20 %. MUze byt zvy$ena, pokud je vytéznost pfipravy knihovny
nizka nebo vkladani do fondu je mensi nez poZzadovany objem, pfipadné v
reakci na problémy souvisejici se sekvenovanim.

UZite¢né pfi diagnostice hlavni pfi¢iny selhani primérného autozomalniho
pokryti.
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Metrika Popis

Procentualni UzZite¢né pri diagnostice hlavni pri¢iny selhani primérného autozomainiho
podil bazi pokryti.

odstranénych

metodou soft

clipping -

Cteni 2

Procentudlni UzZite¢né pfi diagnostice hlavni pri¢iny selhani primérného autozomalniho
pocet pokryti.

ofiznutych

bazi - Cteni 1

Procentualni UZite¢né pfi diagnostice hlavni pfi¢iny selhani primérného autozomalniho
pocet pokryti.

ofiznutych

bazi - Cteni 2

Informace o souboru pfifazeni varianty

Soubory VCF

Soubory ve formatu pfifazeni variant (*.vcf) obsahuji informace o variantach nalezenych na urditych
pozicich v referenénim genomu a Ize je nalézt v adresafi <sample ID>/Analysis.

Zahlavi souboru VCF obsahuje verzi formatu souboru VCF a verzi detektoru variant a uvadi poznamky
pouzité ve zbytku souboru. Posledni fadek v zahlavi obsahuje nadpisy sloupctll pro datové fadky. Kazdy
z datovych rfadkl souboru VCF obsahuje informace o jedné referenéni pozici.

V8echny soubory VCF obsahuji zahlavi s popisem vystupnich sloupct a Udaje o pfifazeni variant ve

sloupcich ozna¢enych jako CHROM, POS, ID, REF, ALT, QUAL, FILTER, INFO, FORMAT, SAMPLE.
Definice hodnot sloupct se mohou u rlznych detektord variant lisit.

Malé varianty a mSNV VCF

Vystup je uloZzen v souboru <Sample ID>.annotated.hard-filtered.gvcf.gz v adresafi

<Sample ID>/Analysis.

Genomovy soubor VCF (gVCF) obsahuje informace o variantach a pozicich uréenych jako homozygotni
vUci referené¢nimu genomu. U homozygotnich oblasti soubor gVCF obsahuje statistické Gdaje, které
ukazuji, jak dobfe ¢teni podporuje nepfitomnost variant nebo alternativnich alel. Soubor gVCF obsahuje
umélou <NON_REF> alelu. Cteni, kterd nepodporuji referenci nebo jakékoli varianty, jsou pfifazeny alele
<NON_REF>. DRAGEN pouziva tato ¢teni k uréeni, zda Ize pozici oznacit jako homozygotni referenci,

Dokument &. 200049931 v00 12
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



TruSight Whole Genome Analysis Application

misto toho, aby zlstala nepfifazena. Vysledné skdre predstavuje Uroven ddvéryhodnosti
homozygotniho referenéniho pfifazeni podle stupnice Phred. V germindinim rezimu je skére
FORMAT/GQ.

DRAGEN poskytuje filtrovani variant po VCF na zakladé anotaci pfitomnych v zaznamech VCF. Tvrdé
filtrovani variant je popsano nize. Vzhledem k povaze algoritm( sekundarni analyzy DRAGEN, které
zahrnuji hypotézu o korelovanych chybach z jddra detektoru variant, ma vsak plan lepSi schopnosti pfi
rozliSovani skute¢nych variant od Sumu, a proto se podstatné sniZuje zavislost na post-VCF filtrovani.

TruSight Whole Genome Analysis Application poskytuje anotaci skére spolehlivosti a urovné
spolehlivosti pro malé varianty, které Ize pouzit k dalSimu zlepSeni vykonnosti. Anotace lUrovné
spolehlivosti neni filtrem kvality, a proto se pfimo neodrazi ve stavu kvality pfifazeni variant. Proto Ize
vidét vyhovujici pfifazeni variant, ktera jsou nicméné anotovana jako malo spolehliva.

Tabulka 7 Zahlavi souboru VCF
Zahlavi Popis

CHROM Chromozom referen¢niho genomu. Chromozomy se zobrazuji ve stejném poradi
jako referenéni soubor FASTA.

POS Jednobazova pozice varianty v referenénim chromozomu. Pro jednonukleotidové
varianty (SNV) je tato pozice referenéni bazi s danou variantou. U indell je tato
pozice referenéni bazi bezprostfedné pfedchazejici dané varianté.

ID vidy .

REF Nazev referenéniho genotypu. Napfiklad delece jediného T je reprezentovana
jako referencni TT a alternativni T. Varianta jednoho nukleotidu Aaz T je
reprezentovana jako referenéni A a alternativni T.

ALT Alely, které se lisi od referenéniho ¢teni. Napfiklad inzerce jediného T je
reprezentovana jako referenéni A a alternativni AT. Varianta jednoho nukleotidu A
az T je reprezentovana jako referenéni A a alternativni T.

QUAL Skore kvality podle stupnice Phred pfifazené detektorem variant. Vy$Si skére
ukazuje na vy$$i divéryhodnost dané varianty a nizéi pravdépodobnost chyb. U
skore kvality Q je odhadovana pravdépodobnost chyby 10-(Q/10). Napfiklad
sada pfitazeni Q30 m4 0,1 % chybovost. Rada detektor( variant pfitazuje skére
kvality na zakladé svych statistickych model(, které jsou ve vztahu k pozorované
chybovosti vysoké.
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Tabulka 8 Poznamky k soubordim VCF

Zahlavi Popis

FILTR .

PASS (Uspésné) — Vsechny filtry byly Uspésné.

DRAGENSnpHardQUAL - nastavte, pokud je hodnota true:QUAL <10,41
DRAGENIndelHardQUAL - nastavte, pokud je hodnota true:QUAL <7,83
LowDepth - nastavte, pokud je hodnota true:DP <=1

LowGQ — nastavte, pokud je hodnota true:GQ = 0

PloidyConflict — pfifazeni genotypu detektorem variant neni konzistentni s
chromozomovou ploidii

base_quality — misto je filtrovano, protoZze median kvality bazi alternativnich
¢teni v tomto lokusu nesplriuje prahovou hodnotu

filtered_reads — misto je filtrovano, protoze byla odfiltrovana pfilis velka
frakce ¢teni

fragment_length — misto je filtrovano, protoze absolutni rozdil mezi
medianem délky fragmentu alternativnich ¢teni a medidnem délky fragmentu
referencnich ¢teni v tomto lokusu prekracuje prahovou hodnotu

low_af - frekvence alel nesplfiuje prahovou hodnotu

low_depth — misto je filtrovdno, protoze hloubka &teni je pfili$ nizka
low_frac_info_reads — misto je filtrovano, protoze frakce informativnich ¢teni
je pod prahovou hodnotou

low_normal_depth — misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni normalniho
vzorku je pfili$ nizka

long_indel — misto je filtrovano, protoze délka indelu je pfili§ dlouha
mapping_quality — misto je filtrovano, protoze median kvality mapovani
alternativnich ¢teni v tomto lokusu nesplfiuje prahovou hodnotu

multiallelic — misto je filtrovano, protoze vice nez dvé alely splfiuji LOD nadoru
non_homref_normal — misto je filtrovano, protoZe genotyp normainiho vzorku
neni homozygotni referenci

no_reliable_supporting_read — misto je filtrovano, protoze neexistuje
spolehlivé podplrné somatické éteni

panel_of_normals — zobrazeno alespon v jednom vzorku ve vcf panelu
normald

read_position — misto je filtrovano, protoze median vzdalenosti mezi
zacatkem/koncem ¢teni a timto lokusem je pod prahovou hodnotou
RMxNRepeatRegion — misto je filtrovano, protoze celd variantni alela nebo jeji
¢ast je opakovanim reference

strand_artifact - misto je filtrovano z divodu zavazného vychyleni vidkna
str_contraction — misto je filtrovano kvuli podezieni na chybu PCR, kde je
alternativni alela o jednu opakovanou jednotku mensi nez reference
too_few_supporting_reads — misto je filtrovano, protoze ve vzorku nadoru je
pfili§ malo podplrnych &teni

weak_evidence - skére somatickych variant nesplfiuje prahovou hodnotu
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Zahlavi
INFORMACE

Popis

DB - ¢lenstvi v dbSNP

FS - p-hodnota podle stupnice Phred méfena pomoci Fisherova exaktniho
testu k detekci vychyleni vidkna

QD - dlvéryhodnost/kvalita variant podle hloubky

R2_5P_bias - skore zalozené na ,mate bias" a vzdalenosti od 5 prime konce.
SOR - symetricky pomér pravdépodobnosti 2x2 kontingencéni tabulky pro
detekci vychyleni vlidkna

DP - pfiblizna hloubka ¢teni (informativni a neinformativni); néktera ¢teni
mohla byt filtrovana na zakladé mapq atd.

END - poloha zastaveni intervalu

FractioninformativeReads — frakce informativnich &teni z celkového poctu
¢teni

MQ - kvalita mapovani RMS

MQRankSum - Z-skére z Wilcoxonova sumarniho testu kvality mapovani
¢teni Alt oproti ¢teni Ref

ReadPosRankSum - Z-skore z Wilcoxonova sumarniho testu poradi vychyleni
pozice pfi ¢teni Alt oproti Eteni Ref

SOMATIC - alespori jedna varianta na této pozici je somaticka

ILENS - délky indell pro kazdou variantu ALT.

SCORE - skére spolehlivosti pro kazdy typ varianty pfitomny v daném misté
jako (typ varianty):(skoére spolehlivosti).

TIER - Uroven spolehlivosti pro kazdy typ varianty pfitomny v daném misté
jako (typ varianty):(Uroven spolehlivosti).
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Zahlavi Popis
FORMAT Ve sloupci FORMAT (Format) jsou uvedena pole oddélena dvojte¢kami, napfiklad
GT:GQ.

» AD - hloubky alel (pocitaji se pouze informativni ¢teni z celkovych &teni) pro
ref a alt alely v uvedeném poradi

o AF -alelové frakce pro alt alely v uvedeném poradi

o DP - pfiblizna hloubka &teni (¢teni s MQ = 255 nebo se Spatnymi ,mate” jsou
filtrovana)

o F1R2 - pocet Cteni v parové orientaci F1R2 podporujici kazdou alelu

o F2R1-pocet ¢teni v parové orientaci F2R1 podporujici kazdou alelu

o GP - posteriorni pravdépodobnosti podle stupnice Phred pro genotypy, jak
jsou definovany ve specifikaci VCF

» GQ - kvalita genotypu

e GT -genotyp

o ICNT - pocet informativnich &teni INDEL na zakladé referenéniho modelu
spolehlivosti

o MB - statistiky komponent vztaZzené na vzorek pro detekci,mate bias”

e MIN_DP - minimalni DP pozorovany v bloku GVCF

o PL -normalizované pravdépodobnosti podle stupnice Phred pro genotypy,
jak jsou definovany ve specifikaci VCF

« PRI - predchozi pravdépodobnosti podle stupnice Phred pro genotypy

o PS -informace o ID fyzického fazovani, kde kazdé jedinec¢né ID v daném
vzorku (ale nikoli napFi¢ vzorky) spojuje zaznamy v ramci skupiny fazovani

« SB - statistiky komponent vztazené na vzorek, které tvofi Fisher(v exaktni
test pro detekci vychyleni vlidkna

e SPL - normalizované pravdépodobnosti SNP podle stupnice Phred na zakladé
referenéniho modelu spolehlivosti

» SQ - somatickd kvalita

VZOREK Sloupec vzorku uvadi hodnoty specifikované ve sloupci FORMAT.

VCF pro varianty poctu kopii

Faze cilovych poctd je prvni fazi zpracovani planu CNV systémem DRAGEN, ktera vytvafi soubor
<Sample ID>.target.counts.gz, poté se provede GC Bias Correction (Korekce zkresleni GC) a
vytvorli se soubor *.target.counts.gc-corrected.gz. FAze normalizace vytvafi soubor
*.tn.tsv.gz. Hostitelsky software systému DRAGEN vytvaii mnoho mezisoubord.

* .seg.called.merged je koneény soubor pfifazeni, ktery obsahuje amplifika¢ni a dele¢ni udalosti.
Spolu se segmentovym souborem DRAGEN odesild pfifazeni ve standardnim formatu VCF. Vystup je
uloZen v souboru <Sample ID>.cnv.vcf.gzVadresafi<Sample ID>/Analysis.

Definice sloupcl specifickych pro detektor CNV:
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Sloupec POS je pocatecéni poloha varianty. Podle specifikace VCF, pokud je néktera z alel ALT
symbolickou alelou, napfiklad <DEL>, pak se vyzaduje vyplfiova baze a POS oznacuje soufadnici baze
pfedchazejici polymorfismu. VSechny soufadnice ve VCF jsou zalozeny na 1.

Sloupec ID slouzi k reprezentaci udalosti. Pole 1D kdéduje typ udalosti a soufadnice udalosti.
Sloupec REF obsahuje N pro vSechny udalosti CNV.

Sloupec ALT specifikuje typ udalosti CNV. Jelikoz VCF obsahuje pouze udalosti CNV, pouziva se pouze
polozka DEL nebo DUP.

Sloupec QUAL obsahuje odhadované skére kvality pro udalost CNV, které se pouziva pfi tvrdém
filtrovani.

Sloupec FILTER obsahuje hodnotu pass (Uspé&sné), pokud udalost CNV projde véemi filtry, jinak
sloupec obsahuje nazev nelspésného filtru.

Sloupec INFO obsahuje informace o udélosti. PoloZzka REFLEN oznaduje délku udalosti. Polozka
SVTYPE je vzdy CNV. Polozka END oznacuje koncovou pozici udalosti.

Pole FORMAT (Format) jsou popsana v zahlavi.

®* GT-genotyp

* sM-pomér linearni kopie stfedni hodnoty segmentu
* cN-odhadované &islo kopie

* BC-pocet dill v regionu

* pE-pocet nespravné sparovanych koncovych éteni na pocatecnich a koncovych bodech zlomu

VCF pro opakovani

ExpansionHunter provede nové zarovnani ¢teni na zdkladé grafu sekvenci, kterd pochazi z kazdého
opakovani cile a jeho okoli. ExpansionHunter pak genotypuje délku repetice v kazdé alele na zakladé
téchto zarovnani grafl.

Dalsi informace a analyzy jsou k dispozici v ndsledujicich pracich tykajicich se systému
ExpansionHunter:

* Dolzhenko et al., Detection of long repeat expansions from PCR-free whole-genome sequence data
2017

* Dolzhenko et al., ExpansionHunter: A sequence-graph based tool to analyze variation in short
tandem repeat regions 2019

Katalog variant TruSight Whole Genome Analysis Application STR obsahuje specifikace repetic
zpUsobujicich onemocnéni, které se nachazeji v genech AFF2, AR, ATN1, ATXN1, ATXN10, ATXN2,
ATXN3, ATXN7, ATXN8OS, COORF72, CACNA1A, CBL, CNBP, CSTB, DIP2B, DMPK, FMR1, FXN, GLS,
HTT, JPH3, NIPA1, NOP56, NOTCH2NL, PABPN1, PHOX2B, PPP2R2B a TBP.
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Vysledky opakované genotypizace jsou vyvedeny jako samostatny soubor VCF, ktery poskytuje délku

kazdé alely u kazdé pfifaditelné repetice definované v katalogovém souboru specifikace repetic. Nazev
tohto souboru je <sample ID>.repeats.gz alzejejnajit vadresafi <sample ID>/Analysis.

Nékteré sloupce jsou specifické pro detektor expanze repetic:
Tabulka 9 Zakladni pole VCF

Pole
CHROM
POS

ID

REF
ALT
QUAL
FILTR

Popis

Identifikator chromozomu

Pozice prvni baze pred oblasti repetice v referenci

Vzdy .

Referenéni baze na pozici POS

Seznam opakovanych alel ve formatu <sTRn>. N je poCet opakovanych jednotek.
Vzdy .

Filtr LowDepth se pouzije, kdyZ je celkova hloubka lokusu pod 10ndsobkem nebo pocet
¢teni, ktera presahuji jeden nebo oba zlomy, je pod 5.

Tabulka 10 Dalsi pole s informacemi

Pole

END

REF
REPID
RL

RU
VARID

Popis

Poloha posledni baze pfed oblasti repetice v
referenci

Cislo referenéni kopie

ID varianty z katalogu variant

Délka reference v bp

Jednotka opakovani v referenéni orientaci

ID varianty z katalogu variant

Tabulka 11 Pole GENOTYPE (pro kazdy vzorek)

Pole
AD
ADFL
ADIR
ADSP
DST

GT

Popis

Hloubky alel pro referenéni a alternativni alely v uvedeném poradi
Pocet doprovodnych &teni konzistentnich s alelou

Pocet ¢teni v ramci repetice konzistentnich s alelou

Pocet preklenovacich ¢teni konzistentnich s alelou

Vysledky (+ detekovano, - nedetekované, ? neuréeno) testu reprezentovaného
variantou

Genotyp

Dokument &. 200049931 v00
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Pole Popis

LC Pokryti lokusu

REPCI Interval spolehlivosti pro REPCN

REPCN  Pocet opakovanych jednotek pfeklenutych alelou

RPL Pomeér logaritmické pravdépodobnosti pro pfitomnost referencni alely

SO Typ ¢teni, kterd podporuji alelu. Hodnoty mohou byt SPANNING, FLANKING nebo
INREPEAT. Tyto hodnoty udavaji, zda ¢teni pfesahuiji repetici, jsou s ni soubézna
nebo jsou pIné obsazena v repetici.

Soubor <Sample ID>.repeats.vcf.gz obsahuje vystup SMN spolu s veskerymi cilenymirepeticemi.
Vystup SMN je reprezentovan jako jediné pfifazeni SNV na pozici ovliviujici splice v SMN1 (NM_
000344.3:¢c.840C/T) se stavem spinalni svalové atrofie (SMA) v nasledujicich vlastnich polich.

Tabulka 12 Vysledky SMA ve vystupnim souboru repeats.vcf
Pole Popis
VARID  SMN oznaduje pfifazeni SMN.
GT Pfifazeni genotypu na této pozici pomoci modelu normalniho (diploidniho) genotypu.

DST Pfifazeni stavu SMA:
+ oznacuje detekované
- oznacuje nedetekované
? oznacuje neurcené

AD Celkové pocty ¢teni, které podporujialeluC a T.

RPL Pomér pravdépodobnosti Log10 mezi neovlivnénymi a ovlivnénymi modely. Kladné skore
naznacduje, ze neovlivnény model je pravdépodobnéjsi.

ROH BED

Oblasti homozygozity (ROH) jsou detekovany v ramci detektorl malych variant. Detekéni program
detekuje a zobrazuje béhy homozygozity z celogenomovych pfifazeni na autozomalnich lidskych
chromozomech. Pohlavni chromozomy jsou ignorovany, pokud pohlavni karyotyp vzorku neni XX, jak je
uréeno pomoci nastroje pro odhad ploidie. Vystup ROH umoziiuje naslednym nastrojiim vyhledavat a
prfedpovidat pfibuzenské vztahy mezi rodic¢i probanda.

Oblast je definovana jako po sobé jdouci pfifazeni variant na chromozomu bez velké mezery mezi
témito variantami. Jinymi slovy, oblasti jsou rozbity chromozomem nebo velkymi mezerami bez
pfifazeni SNV. Velikost mezery je nastavena na 3 Mbaze.

Detektor ROH vytvofi vystupni soubor ROH s ndzvem <Sample ID>.roh.bed Vv adresafi <Sample
ID>/Analysis. Kazdy fadek pfedstavuje jednu oblast homozygozity. Soubor .bed obsahuje nasledujici
sloupce:
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Chromozom Zacatek Konec Skére #PocCet homozygotnich #Pocet heterozygotnich

Kde

* Skore je funkci poctu homozygotnich a heterozygotnich variant, kde kazda homozygotni varianta
zvyS8uje skore 0 0,025 a kazda heterozygotni varianta snizuje skoére 0 0,975.

* Pocatelnia koncova pozice jsou polootevfeny interval zalozeny na 0.

* #Homozygous (Pocet homozygotnich) je poet homozygotnich variant v regionu.

* #Heterozygous (Pocet heterozygotnich) je pocet heterozygotnich variant v regionu.

Detektor také vytvofi soubor metrik s ndzvem <Sample ID>.roh metrics.csv, ktery uvadi pocet
velkych ROH a procento SNP ve velkych ROH (>3 MB).

Metriky pro odhad ploidie

Ve vychozim nastaveni b&zi nastroj pro odhad ploidie. Nastroj pro odhad ploidie pouziva ¢teni z
mapovace/zarovnavace k vypoctu hloubky sekvenovani pokryti pro kazdy autozom a alozom v lidském
genomu. Pohlavni karyotyp vzorku je pak odhadnut pomoci pomérli medianu pokryti pohlavniho
chromozomu k medidanu autozomalniho pokryti. XX nebo XY a CONCORDANT, DISCORDANT nebo ND
(neurceno) ve srovnani s poskytnutymi Gdaji o vzorcich jsou uvedeny v konsolidované zpravé.
Podrobné vysledky, véetné kazdého normalizovaného medianu pokryti na contig, jsou uvedeny v
souboru <sample ID>.ploidy estimation metrics.csv.

Soubory FASTQ

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastg.ora) je textovy format souboru obsahujici pfifazeni bazi a hodnoty kvality na
jednotlivé ¢teni. Kazdy soubor obsahuje nasledujici informace:

* Identifikator vzorku

* Sekvence

* Znaménko plus (+)

* Skére kvality Phred v kédovaném formatu ASCII + 33

Software vygeneruje jeden soubor FASTQ pro kazdy vzorek, ¢teni a Fadu. Napfiklad pro kazdy vzorek v
cyklu s parovym koncem software vygeneruje dva soubory FASTQ: jeden pro ¢teni 1a jeden pro ¢teni 2.
Kromé téchto soubord FASTQ pro vzorky vygeneruje software také dva soubory FASTQ pro kazdou
fadu obsahujici vSechny neznamé vzorky. Soubory FASTQ pro Index Read 1 (Indexové ¢teni 1) a Index
Read 2 (Indexové ¢teni 2) se negeneruji, protoze sekvence je zahrnuta v zahlavi kazdého zaznamu
FASTQ. Format nazvu souboru je sestaven z poli zadanych v seznamu vzork{ a pouziva format
pojmenovani souboru <sample ID> S# LO0# R# 001.fastqg.gz

Soubory FASTQ jsou uloZeny v adreséfi <sample ID>/Conversion.V adreséafi FASTQ slozky analyzy
se nachazi adresar Logs (Protokoly) s protokoly pfevodu BCL do FASTQ a adresar Reports (Zpravy),
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ktery obsahuje rlizné soubory s metrikami ¢teni a soubor SampleSheet . csv pouzity pro pfevod do
FASTQ. Soubory FASTQ z neuréenych ¢teni se nachazeji v adresafi Undetermined/Conversion
(Neuréené/Konverze) ve slozce Analysis (Analyza).

Identifikdtor vzorku je naformatovan nasledovné:

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

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

+

<>; ##=><9=

Off 1 <#<;<<<22224=

Soubory CRAM

Soubory Compressed Reference-oriented Alignment Map (komprimovana referenéné orientovana mapa
zarovnani) nebo-li CRAM (*.cram) jsou uloZeny v adreséfi <sample ID>/Analysis aobsahujizahlavia
zaznamy o zarovnani vzhledem ke genomickému referenénimu souboru pouzivanému béhem
zarovnani. Cesta k referen¢nimu souboru je uvedena v souboru <Sample ID>/Analysis/<Sample
ID>-replay.json jako parametr --ht-reference, nastaveny na hg38. fa.

Soubory CRAM obsahuji sekci zahlavi a sekci zarovnani:

* Header (Zahlavi) — obsahuje informace o celém souboru, jako je ndzev vzorku, délka vzorku a
metoda zarovnani. Zarovnani (Alignments) jsou v sekci zarovnani spojena s konkrétnimi
informacemi v sekci zahlavi.

* Alignments (Zarovnani) — obsahuje nazev &teni, sekvenci ¢teni, kvalitu ¢teni, informace o zarovnani
a vlastni tagy. Nazev ¢teni zahrnuje chromozom, poc¢ateéni soufadnici, kvalitu zarovnani a fetézec
deskriptoru shody.

Sekce zarovnani obsahuje nasledujici informace pro kazdé &teni nebo par &teni:

* AS: Kvalita zarovnani parového konce.

* RG: Skupina ¢teni, ktera oznacuje pocet ¢teni pro konkrétni vzorek.

* BC: Tags ¢arovym kodem, ktery oznacuje ID demultiplexovaného vzorku spojené se ¢tenim.
* SM: Kvalita zarovnani jednoho konce.

* XC:Shoda fetézce deskriptoru.

*  XN:Znacka nazvu amplikonu, kterd zaznamenava ID amplikonu spojeného se ¢tenim

Chcete-li zobrazit zaznamy o zarovnani, |ze samtools pouzit jako samtools view --reference
<path to reference folder>/hg38.fa <Sample ID>.cram.

Generuje se také indexovy soubor a soubor s kontrolnim souctem.
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Technicka pomoc

Pokud potiebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu spoleénosti lllumina.

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

Bezpecnostni listy (SDS) - k dispozici na webu spole¢nosti lllumina na adrese
support.illumina.com/sds.html.

Dokumentace k produktu -k dispozici ke stazeni z webu support.illumina.com.
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