illumina

DRAGEN for lllumina DN
Enrichment Dx na NextSe

UZzivatelska pfirucka k aplikaci

VLASTNICTVi SPOLECNOSTI ILLUMINA
Dokument ¢. 200025238 v0O
Unor 2023

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.




UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti Illumina, Inc. a jejich prfidruzenych spole¢nosti (dale jen
Jllumina®). Slouzi vyluéné zadkaznikovi ke smluvnim Géellm v souvislosti s pouzitim zde popsanych produkt

a k zadnému jinému ucelu. Tento dokument a jeho obsah nesmi byt pouzivan ani Sifen za Zadnym jinym ucelem ani
jinak sdélovan, zverejfiovan ¢i rozmnozovan bez predchoziho pisemného souhlasu spole¢nosti lllumina. Spole¢nost
lllumina nepiedava timto dokumentem z&dnou licenci na svdj patent, ochrannou zndmku, autorské pravo ¢i prava na
zakladé zvykového prava ani zadna podobna prava kterychkoli tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt disledné a vyslovné dodrzovény kvalifikovanym a fadné progkolenym
persondlem, aby bylo zaji$téno spravné a bezpeéné pouzivani zde popsanych produktd. Veskery obsah tohoto
dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktl beze zbytku piedist a pochopit.

NEDODRZEN{ POZADAVKU NA PRECGTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU
MUZE VEST K POSKOZEN{ PRODUKTU, PORANEN{ 0SOB, AT UZ UZIVATELU €I JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO
MAJETKU A POVEDE KE ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICI SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITI ZDE
POPSANYCH PRODUKTU (VEETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2023 lllumina, Inc. V8echna préva vyhrazena.

Vechny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFisludnych viastnikd. Podrobné
informace o ochrannych zndmkéach najdete na strance www.illumina.com/company/legal.html.

Dokument €. 200025238 vOO
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.


http://www.illumina.com/company/legal.html

UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény
200025238 v00 Unor Prvni vydani.
2023

Dokument €. 200025238 vOO
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Obsah

Historie reVizi iii
Prehnled 1
Metody aNalyzy .. . 1
Vytvorfeniplanovanéhobéhu ... . 5
NaStaAVENT 7
Soubor ManifestU 8
Filtrovani Sumu (VOIteING) ..o e 9
VYSTUPY @NaIYZY .o 9
SoUBOIY FAS T Q . 10
SOUDOIY BAM 1
SoUBOIY VO .. L
Opétovné zarazenianalyzy ... 18
Technickd POMOC ... ... 19

Dokument €. 200025238 vOO
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO.



UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Prehled

Aplikace DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx (DRAGEN for IDPE Dx) se pouziva k
planovani a provadéni sekundarni analyzy knihoven IDPE Dx generovanych pro sekvenovani na
NextSeq 550Dx.

DRAGEN for IDPE Dx podporuje sekvenovani do analyzy pfi pouziti s pfipravou lllumina DNA Prep with
Enrichment Dx knihovny, NextSeq 550Dx a Server lllumina DRAGEN pro NextSeq 550Dx.

Metody analyzy

DRAGEN for IDPE Dx provadi v zavislosti na vybraném pracovnim postupu demultiplexovani, generovani
FASTQ, mapovani ¢teni, zarovnani s referenénim genomem a pfifazeni malych variant:

* Generovani FASTQ
* Generovani Germline FASTQ a VCF
* Generovani Somatic FASTQa VCF

POZNAMKA Komprese ORA je k dispozici pro vSechny tfi pracovni postupy. DRAGEN ORA
Compression je pIné bezztratovy kompresni software, ktery vytvafi soubor s pfiponou
Original Read Archive (*.ora). Format ora je referenéni kompresni format pro soubory
FASTQ a je navrzen pro velmirychlou kompresi/dekompresi a vysoky kompresni
pomeér.

Generovani FASTQ

Sestavené sekvence jsou zapsany do souborl FASTQ za kazdy vzorek. Soubory FASTQ jsou textové
soubory, které obsahuji data sekvenovani a skére kvality pouze pro jeden vzorek. Pro kazdy vzorek jsou
generovany samostatné soubory FASTQ podle drahy pritokové kyvety na kazdé &teni sekvenovani.
Nazev vzorku, jak je specifikovan béhem nastaveni béhu, je zahrnut v ndzvu souboru FASTQ. Soubory
FASTQ jsou primarnim vstupem pro zarovndni. Prvnim krokem generovani FASTQ je demultiplexovani.
Demultiplexovani pfifazuje klastry, které projdou filtrem, k uréitému vzorku tim, Ze porovna kazdou
sekvenci ¢teniindexU s indexovymi sekvencemi specifikovanymi pro dany béh. V tomto kroku nejsou
zvazovany zadné hodnoty kvality. Cteniindexu jsou identifikovdna pomoci nésledujicich krokd:

* Vzorky jsou ¢islovany od 1 podle porfadi, vjakém jsou uvedeny pro dany béh.
* Vzorek &islo 0 je vyhrazen pro klastry, které nebyly pfitazeny ke vzorku.

* Klastryjsou pfifazeny ke vzorku, kdyz se indexova sekvence pfesné shoduje nebo kdyz existuje
nejvyse jedna neshoda na jednotlivé ¢teniindexu.
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Software obsahuje kompresi ORA pro kompresi souborl FASTQ. Tento format Ize voliteIné povolit. P¥i
pouziti formatu ORA (*.ora) je kontrolni sou¢et md5 obsahu FASTQ po cyklu komprese a dekomprese
zachovan, aby byla zajiSténa bezeztratova komprese.

Mapovani a zarovnani DNA

Po generovani FASTQ jsou ¢teni mapovana a zarovnana s referenénim genomem. Prvni fazi mapovanije
generovani seedd ze ¢teni a nasledné hledani presnych shod v referenénim genomu. Tyto vysledky jsou
pak upfesnény uplnym zarovnanim Smith-Waterman na mistech s nejvy$si hustotou shod seedd. Tento
dobfe zdokumentovany algoritmus funguje tak, Ze porovnava kazdou pozici ¢teni se vSemi kandidatnimi
pozicemireference. Tato porovnani odpovidaji matici potencidlnich zarovnani mezi ¢tenim a referenci. Pro
kazdou z téchto kandidatnich pozic zarovnani Smith-Waterman generuje skoére, ktera se pouzivaji k
vyhodnoceni, zda nejlepsi zarovnani prochazejici touto burfkou matice k ni dospéje shodou nebo
neshodou nukleotidl (diagonalni pohyb), deleci (horizontalni pohyb) nebo inzerci (vertikalni pohyb).
Shoda mezi ¢tenim a referenci poskytuje bonus ve skdre a neshoda nebo indel vede k penalizaci. Vybrano
je zarovnani, které prochazi matici s celkové nejvy$sim poétem bodd. Algoritmus je hardware akcelerovan
na kartach FPGA (field-programmed gate array) DRAGEN. Referenc¢ni genom pouzity v aplikaci je
vytvofen z UCSC hg19 FASTA s moznosti DRAGEN pro vytvoreni alt-aware hash tabulky zalozené na
liftoveru.

Pfifazovani germinalnich variant v aplikaci DRAGEN

Detekéni program DRAGEN Germline Small Variant Caller pfebira mapovanou a zarovnanou DNA jako
vstup a pfifazuje jednonukleotidové polymorfismy (SNP) a inserce nebo delece (indely) pomoci kombinace
detekce ve sloupcich a mistniho de novo sestaveni haplotypl. Chcete-li povolit DRAGEN Germline Small
Variant Caller, vyberte pracovni postup pro germinalini varianty.

Pfifazovani germindlnich variant se obvykle pouziva pro germindlni vzorky, u kterych je znamy pocet
ploidie dva. Pfifaditelné referenéni oblasti jsou nejprve identifikovany s dostateénym pokrytim zarovnani.
Rychlé skenovani sefazenych ¢teniidentifikuje v téchto referenénich oblastech aktivni oblasti, které jsou
soustiedény do sloupct pileup s dlikazy o varianté. Aktivni oblastijsou doplnény dostateénym kontextem,
aby pokryly vyznamny nereferenéni obsah v okoli. Pokud existuji ddikazy indel(, aktivni oblasti dostanou
dalsi doplnéni (padding).

Zarovnana Ctenijsou v kazdé aktivni oblasti klipovana a sestavena do De Bruijnova grafu. Okraje
klipovanych ¢teni jsou vaZzeny poctem pozorovani, pfi¢emz referenéni sekvence je patefni. Po vy¢isténia
zjednodus$eni grafu jsou vSechny cesty source-to-sink extrahovany jako kandidatni haplotypy. Kazdy
haplotyp je algoritmem Smith-Waterman zarovnan s referenénim genomem pro identifikaci variant, které
predstavuje. Tato sada udalosti mlze byt roz$ifena detekci na zakladé pozice. Pro kazdy par ¢teni-
haplotyp se pravdépodobnost P(r|H) pozorovani &teni - za ptedpokladu, Ze haplotyp je skuteény
pocatecéni vzorek — odhaduje pomoci parového skrytého Markovova modelu (HMM).
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PFi skenovani podle referenéni pozice nad aktivni oblastijsou kandidatni genotypy vytvofeny z diploidnich
kombinaci variantnich udalosti (SNP nebo indely). Pro kazdou pfihodu (véetné reference) je podminéna
pravdépodobnost P(r|e) pozorovani kazdého prekryvajiciho se &teni odhadnuta jako maximalini P(r|H) pro
haplotypy podporujici pfihodu. Ty jsou kombinovény do podminé&né pravdépodobnosti P(r|e1e2) pro
genotyp (par udalosti) a zndsobeny tak, aby byla ziskdna podminéna pravdépodobnost P(R|e1e2)
pozorovani celého pileup ¢teni. Pomoci Bayesova vzorce se vypocita posteriorni pravdépodobnost P
(e1e2|R) kazdého diploidniho genotypu a vitéz se pfitadi.

DRAGEN for IDPE Dx pouziva automatické filtrovani. DalSiinformace naleznete v Pozndmky k VCF
souboru pro germinalni pracovni postup na strané 13.

Pfifazeni somatickych variant v aplikaci DRAGEN

Detekéni program DRAGEN Somatic Small Variant Caller pfebira mapovanou a zarovnanou DNA jako
vstup a pfifazuje SNV a indely pomoci mistniho de novo sestaveni haplotyp( v aktivni oblasti. Pro povoleni
DRAGEN Somatic Small Variant Caller vyberte aplikaci somatickych variant.

Pro vzorky nadoru se obvykle pouziva pfifazeni somatickych variant. S timto pracovnim postupem
DRAGEN nevytvaii zadné neopodstatnéné ploidy, coz umozniuje detekci nizkofrekvencénich alel. U lokusd
s pokrytim az 100x ve vzorku nadoru ma DRAGEN detekéni prah pfi frekvenci variantnich alel 5 %. Limit se
stupriuje s rostouci hloubkou na zdkladé jednotlivych lokus( a snizuje se na polovinu pokazdé, kdyz se
pokryti zdvojnasobi nad 100x. Prifaditelné referencéni oblasti jsou nejprve identifikovany s dostate¢nym
pokrytim zarovnani. Skenovani sefazenych &teni identifikuje v téchto referenénich oblastech aktivni
oblasti, které jsou ve ¢tenich nadoru soustiedény do sloupct pileup s diikazy o varianté. Aktivni oblasti
jsou doplnény dostateé¢nym kontextem, aby pokryly vyznamny nereferenéni obsah v okoli. Pokud existuji
dikazy indell, aktivni oblasti dostanou dal$i dopInéni (padding).

Zarovnana Ctenijsou v kazdé aktivni oblasti klipovana a sestavena do De Bruijnova grafu. Okraje
klipovanych &tenijsou vazeny po¢tem pozorovani, pfi¢emz referenéni sekvence je patefni. Po vycisténia
zjednodus$eni grafu jsou vS§echny cesty source-to-sink extrahovany jako kandidatni haplotypy. Kazdy
haplotyp je algoritmem Smith-Waterman zarovnan s referenénim genomem pro identifikaci variant, které
predstavuje. Pro kazdy par &teni-haplotyp se pravdépodobnost P(r|H) pozorovani &teni odhaduje pomoci
parového skrytého Markovova modelu (HMM) - za pfedpokladu, ze haplotyp je skutecny pocatecni
vzorek.

Aby bylo mozZné stanovit skére limitu detekce nadoru (TLOD), DRAGEN Somatic Small Variant Caller
nejprve naskenuje referenéni pozici pro kazdou kandidatni somatickou udalost a také referenc¢ni udalost
nad aktivni oblasti. Podmin&na pravd&podobnost P(r|e) pozorovani kazdého prekryvajiciho se &tenije
odhadnuta jako maximalni P(r|H) pro haplotypy podporujici pfihodu. Ty se zkombinuji do podminéné
pravdépodobnosti P(r|E) pro hypotézu udélosti E, kterd zahrnuje smés referenéni a kandidatské
somatické alely vrozsahu moznych frekvenci alel, a vynasobi se, aby se ziskala podminéna
pravdépodobnost P(R|E) pozorovéni celého pileup &teni. Odtud se vypodita skére TLOD jako dlikaz, Ze ve
vzorku nadoru je vdaném lokusu pfitomna alela ALT.
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DRAGEN for IDPE Dx pouziva automatické filtrovani. DalSiinformace naleznete v Poznamky k VCF
souboru VCF pro somaticky pracovni postup na strané 16.
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Vytvoreni planovaneho béhu

Pomoci nasledujicich krokd mlzZete vytvofit béh v lllumina Run Manager na pfistroji NextSeq 550Dx
nebo pomoci prohlizede na poditadi pfipojeném k siti. Pokud chcete importovat data vzork({, pouZzijte
prohlize¢ na pocitaci pripojeném k siti. Pokyny k pfistupu k lllumina Run Manager ze sitového pocitace
naleznete v PFirucka k softwaru Illumina Run Manager pro NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).
Existuji dva rdzné zpUsoby, jak vytvofit novy planovany béh:

* Import Run (Importovat béh) — pouzijte vzorovy list z existujiciho béhu jako Sablonu pro novy

béh. Informace o importu béhu naleznete v Pfiru¢ka k softwaru lllumina Run Manager pro
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).

* Create Run (Vytvofit béh) — zadejte parametry béhu ru¢né. Nasledujici pokyny vysvétluji, jak
postupovat pfi vytvareni béhu.

POZNAMKA Pozadovana vstupni pole v uzivatelském rozhranijsou oznaéena hvézdiékou (*).

Aplikace

1. Nakarté Planned (Pldanované) na obrazovce Runs (Béhy) vyberte moznost Create Run (Vytvofit
béh).

2. Vyberte aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a potom vyberte Next (Dalsi).

Nastaveni béhu

1. Na obrazovce Run Settings (Nastaveni béhu) zadejte jedine¢ny nazev béhu. Nazev béhu
identifikuje béh od sekvenovaniaz po analyzu.
[Volitelné] Pro dalsi identifikaci béhu zadejte popis béhu.
Vyberte sadu (sady) indexového adaptéru pouzitou b&éhem pfipravy knihovny.

4. Zkontrolujte délku &teni a v pfipadé potieby ji upravte. Vychozi hodnota Read 1 (1. ¢teni) a Read 2
(2. ¢teni) je 151 cyklG. Index 1a Index 2 maji pevnou hodnotu 10 cykll a nelze je ménit.

[Volitelné] Zadejte ID zkumavky knihovny.

6. Vyberte moznost Next (DalSi).

Data vzorku

Data vzorku zahrnuji ID vzorku, pozici jamky (pozice jamky na desce indexu) a ndzev knihovny. P¥i
pouzitiindexu A a B zahrnuje pozice jamky také identifikator desky.

Udaje o vzorcich Ize zadat dvéma zptisoby:
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* Import Samples (Importovat vzorky) — pouzijte vzorovy soubor, ktery je k dispozici ke stazenina
obrazovce Sample Data (Data vzorku).

* Manually (Ru¢né) - na obrazovce Sample Data (Data vzorku) zadejte data vzorku pfimo do
tabulky.

Importovani vzork

PFi planovani sekvenovani pomoci prohlizece na sitovém pocditacije na obrazovce Sample Data (Data
vzorku) k dispozici ke stazeni Sablona (* . csv). Vzorovy soubor neni k dispozici ke stazeni pfi pFistupu k
[llumina Run Manager prostfednictvim softwaru operaéniho systému NextSeq 550Dx. Chcete-li zadat
data vzorkd pomoci funkce Import Samples (Importovat vzorky), provedte nasledujici kroky.

POZNAMKA Nez budete pokracovat, provedte kroky nastaveni b&hu.

1. Chcete-li stahnout prazdny soubor CSV, vyberte moznost Download Template (Stahnout Sablonu).

2. Zevzorového souboru zadejte data vzorku a poté soubor ulozte. Nazev knihovny je volitelny.

POZNAMKA Pii pouzitiindexu A a B musi Udaje pro sloupec B zahrnovat pozici desky i jamky (pozice
jamky na desce indexu). Pfiklad: A-A01, A-A02, A-A03.

3. Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a pfejdéte na vzorovy soubor obsahujici
informace o datech vzorkl z pfedchoziho kroku.

4. Vyberte moznost Open (Otevfit), Proceed (PokraCovat) a poté Next (Dalsi).

POZNAMKA Zména ID vzorku pred vybérem moznosti Next (Dal$i) mize vést k chybé. Pred
provedenim zmén dokoncete nastaveni béhu, abyste predesli chybam.

Ruéni zadani vzorku

Pomoci tabulky na obrazovce Sample Data (Data vzorku) zadejte ru¢né udaje o vzorku.

1. Do pole Sample ID (ID vzorku) zadejte jedine¢né ID vzorku.

2. Pro vybér pfislusného indexu pro vzorky pouzijte moznost Well position (Pozice jamky, index A nebo
index B) nebo Plate - Well Position (Deska — poloha jamky, index A a B).
Pole Indexi7, Index 1, Index i5 a Index 2 se vypini automaticky.
[Volitelné] Zadejte nazev knihovny.

Podle potfeby pfidejte Fadky a opakujte kroky 1-3, dokud nebudou do tabulky pfidany vSechny vzorky.
MU zete pridat vice fadkd najednou tak, Ze nejprve zadate pocet fadkd, které chcete pfidat, a poté
vyberete ikonu +. Radky mlizete také odstranit tak, Zze vyberete poli¢ko vedle &isla Fadku a poté
kliknete na ikonu koSe.

5. Vyberte moznost Next (Dalsi).
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Nastaveni analyzy

1. Vyberte pozadovany pracovni postup analyzy:
e Generovani FASTQ
* Generovani FASTQ a VCF pro germinalni pracovni postup (vyZaduje se soubor manifestu)
» Generovani FASTQ a VCF pro somaticky pracovni postup (vyzaduje se soubor manifestu)

2. [Volitelné] Generate ORA compressed FASTQs (Generovani ORA komprimovanych FASTQ) je ve
vychozim nastaveni povoleno. ORA komprese FASTQ bezztratové komprimuje soubory FASTQ az 5x
ve srovnani s fastq.gz. Pokud preferujete nekomprimovana data (fastq.gz), zruste zaskrtnuti policka
Generate ORA compressed FASTQs (Generovat ORA komprimované FASTQ).

3. U germinalnich a somatickych pracovnich postupl je vyZzadovan soubor manifestu. Pomoci rozeviraci
nabidky Manifest File Selection (Vybér souboru manifestu) vyberte soubor manifestu. Manifest je
soubor BED (*.bed), ve kterém jsou Udaje oddéleny pomoci tabuldtoru a ktery specifikuje nazvy a
umisténi cilovych referencnich oblasti. DalSiinformace naleznete v ¢asti Soubor manifestu na
strané 8 (Soubor manifestu).

4. [Volitelné] Pro somatické pracovni postupy pouZijte rozbalovaci nabidku Noise File Selection (Vybér
souboru Sumu) a vyberte soubor systematického Sumu.

Pro odfiltrovani systematického Sumu Ize specifikovat soubor BED (* .bed.gz) s Urovni Sumu pro
dané pracovisté. DalSiinformace naleznete v ¢asti Filtrovani sumu (volitelné) na strané 9 (Filtrovani
Sumu - volitelné).

5. Vyberte moznost Next (Dalsi).

Béh Kontrola
1. Na obrazovce Review (Kontrola) zkontrolujte informace pro Run Settings (Nastaveni béhu), Sample
Data (Data vzorku) a Analysis Settings (Nastaveni analyzy).

2. Vyberte moznost Save (Ulozit).
Béh se ulozi na karté Planned (Planované) na obrazovce Runs (Béhy).

Nastaveni

Pro zobrazeni nebo zménu nastaveni DRAGEN for IDPE Dx aplikace nejprve vyberte ikonu Aplikace na
hlavni obrazovce. Poté vyberte aplikaci, kterou chcete zobrazit nebo zménit. Pro zménu nastaveni je
vyzadovan Ucet spravce.

Konfigurace

Konfiguracni obrazovka zobrazuje nasledujici nastaveni aplikace:

* Library Prep Kits (Sady pro pfipravu knihoven) — zobrazuje vychozi sadu pro pfipravu knihovny pro
aplikaci. Toto nastaveni nelze zménit.
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* Index Adapter Kits (Sady indexového adaptéru) — zobrazuje vychozi sadu indexového adaptéru pro
aplikaci. Toto nastaveni nelze zménit.

* Readlengths (Délky ¢teni) — délky ¢teni jsou pro aplikaci ve vychozim nastaveni nastaveny na 151, ale
Ize je b&hem vytvareni béhu zménit.

* Manifest and Noise Files (Soubory manifestd a Sumu) - umozriuje nahravani a zménu nastaveni pro
soubory manifest a Sumu.

— Vyberte moznost Upload File (Nahrat soubor), abyste nahrali soubory pro pouziti v analyze.

— Vyberte pfepinac¢ Default (Vychozi) a nastavte jako vychozi soubor manifestu nebo Sumu soubor
vybrany béhem vytvareni béhu, kdyz je vybrana aplikace.

— ZaSkrtnutim policka Enabled (Povoleno) nastavte soubor, ktery se ma zobrazit v rozeviraci
nabidce béhem vytvareni béhu.

Opravnéni

Pomoci zaskrtavacich poli¢ek na obrazovce Permissions (Opravnéni) mlzete spravovat piistup uzivatell k
aplikaci.

Soubor manifestu

PFi pouziti DRAGEN for IDPE Dx je pro nasledujici pracovni postupy vyzadovan vstup souboru manifestu:
* Generovani FASTQ a VCF pro germinalni pracovni postup
* Generovani FASTQ a VCF pro somaticky pracovni postup

Soubor manifestu je textovy soubor formatu BED (*.bed), ve kterém jsou Udaje oddéleny pomoci
tabulatoru a ktery specifikuje nazvy a umisténi cilovych referencénich oblasti. Hlavni ¢asti souboru
manifestu je ¢ast Regions (Regiony) a méla by obsahovat nasledujici datové sloupce:

Sloupcova Popis

Nazev Jedineény uZivatelem specifikovany nazev cile

Chromozom Umisténi chromozomu (napf. chr10, chr5 atd.)

Zacatek Index 1 pro pocateéni pozici cile

Konec Index 1 pro koncovou pozici cile

Délka upstream sondy Délka upstream sondy. Pro aplikaci DRAGEN for IDPE Dx by méla

byt nastavena na 0.

Délka downstream sondy Délka downstream sondy. Pro aplikaci DRAGEN for IDPE Dx by méla
byt nastavena na 0.
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UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

POZNAMKA Pro analyzu je vyzadovén platny format souboru manifestu. Pokud je soubor manifestu
neplatny, DRAGEN analyzu zastavi.

Filtrovani Sumu (volitelné)

Filtr systematického Sumu je k dispozici pro pfifazovani somatickych variant a Ize jej pouzit ke snizeni
falesné pozitivnich pfifazeni tim, Ze se zohledni hluk na pracovisti. Soubor systematického Sumu se
generuje tak, Ze se nejprve odebere pfiblizné 50 normalnich vzorkl (nejlépe specifickych pro panel,
pfipravu knihovny a sekvenator) a poté se soucet frekvenci alel pod 30 % na kazdém pracovisti s
dostateénym pokrytim vydéli celkovym pocétem vzork( (pfedpoklada se, Ze frekvence alel nad 30 % jsou
germinalni varianty a nikoli Sum). Po vygenerovani hodnot Sumu budou filtrovany somatické varianty
detekované vdaném misté.

Filtr Ize pouzit v rezimu Tumor-Normal (Nador-Normal), ale je zvlast uzite¢ny pro béhy Tumor-Only
(Pouze nador), kde neni k dispozici odpovidajici normal. Soubor systematického Sumu musi pouzivat
soubor BED s pfiponou (*.bed.gz ) a musi obsahovat ¢tyfi sloupce: Hladiny hluku specifické pro
chromozom, zacatek, konec a pracovisté pro kazdy fadek. Filtrovani systematického Sumu je volitelné.

Vystupy analyzy

Aktualné probihajici béhy se zobrazuji na karté Active (Aktivni). Dokon&ené cykly se zobrazuji na karté
Completed (Dokoncéeno). DRAGEN for IDPE Dx vytvofi pro kazdou analyzu slozku s jedineénym nazvem
analyzy, ktera je oddélena od slozky obsahujici data sekvenovani. Slozka analyzy obsahuje nasledujici
informace:

*  Pouzity soubor manifestu

* Verze softwaru

* ID vzorku

* Celkovy pocet zarovnanych éteni

* Procento zarovnanych hodnot na vzorek
* Pocet pfifazenych SNV na vzorek

* Pocet pfitazenych indell na vzorek

* Statistika pokryti

Vystupni soubory analyzy

Umisténi slozky analyzy je uréeno nastavenim External Storage for Analysis Results (Externi UloZisté pro
vysledky analyzy). Dalsiinformace o nastaveni External Storage for Analysis Results (Externi Ulozisté pro
vysledky analyzy) naleznete v Pfiru¢ka k softwaru Illumina Run Manager pro NextSeq 550Dx (dokument

¢. 200025239).
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Na obrazovce Run Details (Podrobnosti béhu) poskytuje pole External Location (Externi umisténi) cestu k

datlim sekvenovani. Jedineény nazev slozky analyzy je uveden v poli Analysis Output Folder (SloZka

vystupld analyzy) na obrazovce Run Details (Podrobnosti béhu). Pfesné vygenerované soubory zavisi na
tom, ktery pracovni postup analyzy bude pouzit. Aplikace generuje nasledujici vystupni soubory analyzy.

POZNAMKA Pokud pfi pfistupu k vystupnim soubor@im analyzy dojde k chyb& omezeni maximalni délky

cesty k souboru, zkuste soubor pfesunout na kratsi Usek cesty nebo soubor oteviete

jinym zpUsobem.

Vystupni soubor

Souhrnny vykaz variant
(*.pdf)

FASTQ (*.fastg.gz hebo

* fastqg.ora)

Zarovnané soubory BAM
(*.bam)

Soubory VCF genomu
(*.gvcf.gz)
Soubory VCF (*.vcf.gz)

Sestava metrik béhu

(*.csv)

Soubory FASTQ

Popis

Obsahuje souhrn informaci o souboru, verze softwaru, informace o
vzorku, statistiku Urovné ¢tenia SNV, inserce, delece a souhrny
pokryti. Pouze germinaini a somatické pracovni postupy vytvareji
vykaz variant.

Pfechodné soubory obsahuijici pfifazeni baze se skore kvality.
Soubory FASTQ jsou primarnim vstupem pro krok zarovnani. Je-li

vybrana komprese ORA, pouziva se pfipona souboru * . fastq.ora.

Obsahuji zarovnana ¢teni pro dany vzorek.

Obsahuji genotyp pro kazdou pozici, at uz pfifazen jako varianta
nebo jako reference.

Obsahuiji varianty pfifazené na kazdé pozici.

Obsahuje metriky kvality béhu, véetné neindexované celkové
vytéznostia skére Q30.

FASTQ (*.fastq.gz, *.fastg.ora) je textovy format souboru obsahuijici pfifazeni bazi a hodnoty kvality na
jednotlivé &teni. Kazdy soubor obsahuje nasledujiciinformace:

* |dentifikator vzorku

* Sekvence

*  Skore kvality Phred v kédovaném formatu ASCII + 33

Identifikator vzorku je naformatovan nasledovné:

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

ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

Example:

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
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TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+
<> ##=><9=AAAAAAAARAAO#H : <H#<;<<KL?22 4=

Soubory BAM

Soubor BAM (*.bam) je komprimovana binarni verze souboru SAM (mapa zarovnani sekvence), ktery se
pouziva k reprezentaci zarovnanych sekvenci do 128 Mb. Soubory BAM pouzivaji format pojmenovani
souboru SampleName S#.bam, pfi€emz # je €islo vzorku uréené pofadim, ve kterém jsou uvedeny vzorky
pro dany béh. V rezimu vice uzll je S# nastaveno na S1bez ohledu na potadi vzorku.

Soubory BAM obsahuiji 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 nasledujiciinformace pro kazdé ¢teni nebo par ¢teni:

AS: Kvalita zarovnani parového konce.

RG: Skupina ¢teni, kterd oznacuje pocet &teni pro konkrétni vzorek.

BC: Tag s ¢arovym kédem, ktery oznacuje ID demultiplexovaného vzorku spojené se ¢tenim.
SM: Kvalita zarovnani jednoho konce.

XC: Shoda fetézce deskriptoru.

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

Soubory indexu BAM (*.bam.bai) uvadéji index odpovidajiciho souboru BAM.

Soubory VCF

Soubory ve formatu pfifazeni variant (*.vcf) obsahujiinformace o variantach nalezenych na urcitych
pozicich v referen¢nim genomu.

Zahlavi souboru VCF obsahuje verzi formatu souboru VCF, verzi detekéniho programu pro varianty a
uvadi poznamky pouzité ve zbytku souboru. Zahlavi VCF také obsahuje referen¢ni soubor genomu a
soubor BAM. Poslednifadek v zahlavi obsahuje nadpisy sloupcl pro datové fadky. Kazdy z datovych fadku
souboru VCF obsahuje informace o jedné varianté.
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Tabulka 1 Zahlavi souboru VCF

Zahlavi

CHROM

POS

REF

ALT

QUAL

Popis

Chromozom referenéniho genomu. Chromozomy se zobrazuji ve stejném poradijako
referenéni soubor FASTA.

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

Cislo rs (referenéni SNP) pro SNP ziskané z dbSNP . txt, je-li to relevantni. Pokud na
tomto misté existuje vice Cisel rs, seznam je oddélen stfedniky. Pokud zaznam dbSNP
na této pozici neexistuje, pouzije se znacka chybéjici hodnoty ('.").

Nazev referenéniho genotypu. Napiiklad delece jediného T je reprezentovdna jako
referenéni TT a alternativni T. Varianta jednoho nukleotidu A az T je reprezentovana
jako referenéni A a alternativni T.

Alely, které se liSi od referenéniho ¢teni. Napfiklad inzerce jediného T je reprezentovana
jako referenéni A a alternativni AT. Varianta jednoho nukleotidu Aaz T je
reprezentovana jako referen¢ni A a alternativni T.

Skore kvality na stupnici Phred pfifazené detekénim programem pro varianty. Vyssi
skore ukazuje na vy$si divéryhodnost dané varianty a niz$i pravdépodobnost chyb. U
skore kvality Q je odhadovana pravdépodobnost chyby 10-(Q/10). Napfiklad sada
pfitazeni Q30 ma 0,1% chybovost. Rada detekénich program( pro varianty pfitazuje
skore kvality na zékladé svych statistickych modeld, které jsou ve vztahu k pozorované
chybovosti vysoké.
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Tabulka 2 Poznamky k VCF souboru pro germinalni pracovni postup

Zahlavi P

opis

FILTER Pokud jsou vSechny filtry Uspésné, zapiSe se do sloupce filtru VYHOVUJE. MozZné
vstupy FILTRU zahrnuiji:

Dokument ¢. 20002

DRAGENSnpHardQUAL - pouziva se, pokud skdre QUAL varianty SNP nesplriuje
prahovou hodnotu

DRAGENIndelHardQUAL - pouziva se, pokud skére QUAL indelové varianty
nesplfiuje prahovou hodnotu

LowDepth — misto je filtrovano, protoze hloubka pokryti nesplfiuje prahovou
hodnotu

LowGQ - misto je filtrovano, protoze kvalita genotypu nesplfiuje prahovou
hodnotu

PloidyConflict — pfifazeni genotypu od detekéniho programu pro varianty neni
konzistentni s chromozomovou ploidii

base_quality — misto je filtrovano, protoze median kvality bazi alternativnich
éteni v tomto lokusu nespliuje prahovou hodnotu

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

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

low_depth — misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni je pfilis nizka
low_frac_info_reads — misto je filtrovano, protoze frakce informativnich ¢tenije
pod prahovou hodnotou

low_normal_depth — misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni normainiho vzorku
je pfilis nizka

long_indel - misto je filtrovano, protoze délka indelu je pfilis dlouha
mapping_quality — misto je filtrovano, protoZze median kvality mapovani
alternativnich ¢teni v tomto lokusu nesplfuje prahovou hodnotu

multiallelic — misto je filtrovano, protoze vice nez dvé alely splfiuji LOD nadoru
non_homref_normal - misto je filtrovano, protoze genotyp normalniho vzorku
neni homozygotnireferenci

no_reliable_supporting_read — misto je filtrovano, protoze neexistuje spolehlivé
podpdrné somatické ¢teni

panel_of_normals — zobrazeno alespori v jednom vzorku ve vcf panelu normald
read_position — misto je filtrovdno, 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 dlvodu zavazného vychyleni viakna
str_contraction — misto je filtrovano kvlli podezieni na chybu PCR, kde je
alternativni alela o jednu opakovanou jednotku mensinez reference
too_few_supporting_reads — misto je filtrovdno, protoze ve vzorku nadoru je
piilis malo podplrnych &teni

weak_evidence - skdre somatickych variant nesplfiuje prahovou hodnotu
5238 v00 13
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Zahlavi Popis

INFORMACE Mozné zaznamy INFORMACE zahrnuiji:

AC - pocet alel vgenotypech pro kazdou ALT alelu, ve stejném poradi, vjakém
jsou uvedeny

AF - frekvence alel pro kazdou alelu ALT, ve stejném poradi, vjakém jsou
uvedeny

AN - celkovy pocet alel v pfifazenych genotypech

DB - ¢lenstvi v dbSNP

FS - p-hodnota skdlovana podle Phred méfend pomoci Fisherova exaktniho
testu k detekci vychyleni vidkna

QD - dlivéryhodnost/kvalita variant podle hloubky

R2_5P_bias — skore zaloZzené na ,mate bias” a vzdalenosti od 5 prime konce.
SOR - symetricky pomér pravdépodobnosti 2x2 kontingencni tabulky pro detekci
vychyleni vlidkna

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

END - poloha zastaveniintervalu

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-skére z Wilcoxonova sumarniho testu pofadi vychyleni
pozice pfi teni Alt oproti ¢teni Ref

SOMATIC - alespori jedna varianta na této pozici je somaticka
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Zahlavi Popis

FORMAT Ve sloupci formatu jsou uvedena pole oddélena dvojte¢kami. Napfiklad GT:GQ.
Dostupna pole zahrnuji:

AD - hloubky alel (po¢itaji se pouze informativni &teni z celkovych &teni) pro ref a
alt alely vuvedeném poradi

AF - alelové frakce pro alt alely v uvedeném poradi

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

F1R2 - pocet Cteni v paroveé orientaci F1R2 podporujici kazdou alelu

F2R1- pocet ¢teniv paroveé orientaci F2R1 podporujici kazdou alelu

GT - genotyp; 0 odpovida referenéni bazi, 1 odpovida prvnimu zdznamu ve
sloupci ALT atd. Pfedni lomitko (/) signalizuje, ze nejsou k dispozici zadné
informace o fazovani.

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

PS -informace o ID fyzického fazovani, kde kazdé jedine¢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 vidkna

SQ- somaticka kvalita

VZOREK Sloupec vzorku uvadi hodnoty specifikované ve sloupci FORMAT.
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Tabulka 3 Poznamky k VCF souboru VCF pro somaticky pracovni postup

Zahlavi Popis

FILTR Pokud jsou vSechny filtry Uspésné, zapiSe se do sloupce filtru VYHOVUJE. MozZné
vstupy FILTRU zahrnuiji:

base_quality — misto je filtrovano, protoze median kvality bazi alternativnich
¢teni vtomto lokusu nespliuje prahovou hodnotu

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

fragment_length — misto je filtrovano, protoze absolutnirozdil mezi medidnem
délky fragmentu alternativnich ¢teni a medidnem délky fragmentu referenénich
¢teni v tomto lokusu prekracuje prahovou hodnotu

low_depth — misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni je pfilis nizka
low_frac_info_reads — misto je filtrovano, protoze frakce informativnich ¢tenije
pod prahovou hodnotou

low_normal_depth - misto je filtrovano, protoZe hloubka ¢teni normalniho vzorku

je prilis nizka

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

multiallelic — misto je filtrovano, protoze vice nez dvé alely splfuji LOD nadoru
non_homref_normal — misto je filtrovano, protoze genotyp normalniho vzorku
neni homozygotni referenci

no_reliable_supporting_read — misto je filtrovano, protoze neexistuje spolehlivé
podplrné somatické &teni

panel_of_normals — zobrazeno alespori 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 viakna
str_contraction — misto je filtrovano kvili podezieni na chybu PCR, kde je
alternativni alela o jednu opakovanou jednotku mens$i 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
systematic_noise — misto je filtrovdno na zakladé dikazl systémového Sumu v
normalech
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Zahlavi Popis

INFORMACE Mozné zaznamy INFORMACE zahrnuiji:

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

END - poloha zastaveniintervalu

FractioninformativeReads - frakce informativnich ¢teni z celkového poctu éteni
MQ - kvalita mapovani RMS

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

ReadPosRankSum - Z-skére z Wilcoxonova sumarniho testu pofadi vychyleni
pozice pfi teni Alt oproti ¢teni Ref

AQ - skére systémového Sumu

hotspot - zndmé somatické misto, které se pouziva ke zvyseni diivéryhodnosti
pfifazeni.

SOMATIC - alesponi jedna varianta na této pozici je somaticka

FORMAT Ve sloupci formatu jsou uvedena pole oddélena dvojteckami. Naptiklad GT:GQ.
Dostupna pole zahrnuiji:

AD - hloubky alel (pocitaji se pouze informativni ¢teni z celkovych ¢éteni) pro ref a
alt alely vuvedeném pofadi

AF - alelové frakce pro alt alely v uvedeném poradi

DP - pfibliznd hloubka ¢teni (¢teni s MQ = 255 nebo se $patnymi,mate”jsou
filtrovana)

F1R2 - pocet ¢teni v parové orientaci F1R2 podporujici kazdou alelu

F2R1- pocet Cteni v paroveé orientaci F2R1 podporujici kazdou alelu

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

GQ - kvalita genotypu

GT - genotyp; 0 odpovida referenéni bazi, 1 odpovida prvnimu zdznamu ve
sloupci ALT atd. Pfednilomitko (/) signalizuje, Ze nejsou k dispozici zadné
informace o fazovani.

MB - statistiky komponent vztazené na vzorek pro detekci ,mate bias"”

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

PRI - pfedchozi pravdépodobnosti podle stupnice Phred pro genotypy

PS -informace o ID fyzického fazovani, kde kazdé jedine¢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 viakna

SQ - somaticka kvalita

VZOREK Sloupec vzorku uvadi hodnoty specifikované ve sloupci FORMAT.
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UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Soubory VCF genomu

Soubory VCF genomu (*.gvcf.gz) se Fidi souborem konvenci pro reprezentaci vSech mist vgenomu v
pfiméfené kompaktnim formatu. Soubory gVCF zahrnuji vSechna mista v oblasti zajmu do jednoho
souboru pro kazdy vzorek. Soubor gVCF zobrazuje pfipady bez pfifazeni na pozicich, které neprojdou
vSemi filtry. Tag genotypu (GT) ./. oznaduje pfipad bez pfifazeni.

Opétovné zarazeni analyzy

Analyzu Ize opétovné zafadit v pfipadé, ze byla zastavena, nezdafila se nebo chcete-li znovu analyzovat
béh s jinym nastavenim. Pro opétovné zafazeni analyzy provedte nasledujici kroky:

1. Na obrazovce Runs (Béhy) vyberte kartu Completed (Dokon&eno) a poté vyberte nazev cyklu, ktery
chcete znovu analyzovat.
Pokud bylo Requeue Analysis (Opétovné zafazenianalyzy) jiz provedeno, vyberte ndzev Parent Run
(nadrazeného béhu).

2. Na obrazovce Run Details (Podrobnosti béhu) vyberte za poloZzkou Sequencing Information
(Informace o sekvenovani) moznost Requeue Analysis (Opétovné zafazeni analyzy).

3. Vyberte moznost:
* Opétovné zafazenianalyzy beze zmén
* Uprava nastaveni b&hu a opétovné zarazeni analyzy
* QOpétovné zafazeni analyzy s jinou aplikaci

4. Potvrdte, ze umisténi, kde se momentdlné nachazeji data sekvenovani, je uvedeno v poli Sequencing
data file path (Cesta k souboru dat sekvenovani).

POZNAMKA Cesta k dat&im sekvenovani by méla odpovidat cesté v nastaveni External Storage for
Analysis Results (Externi Ulozisté pro vysledky analyzy). DalSiinformace o zméné cesty
externiho UloZisté naleznete v Pfirucka k softwaru lllumina Run Manager pro
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 200025239).

Zadejte dlvod opétovné analyzy.
6. Vyberte moznost Requeue Analysis (Znovu zaradit analyzu).

7. Upravte pozadované zmény v ¢astech Run Settings (Nastaveni béhu), Sample Data (Data vzorku)
a Analysis Settings (Nastaveni analyzy).

8. Vyberte moznost Save (UloZit). Analyza pak bude zahdjena s pouzitim aktualnich parametrd.
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UZivatelska priru¢ka k aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx na NextSeq 550Dx

Technicka pomoc

Pokud potrebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

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

Bezpecnostnilisty (SDS) — k dispozici na webu spoleénosti lllumina na adrese
support.illumina.com/sds.html.

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