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Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

Modul Germline Variant softwaru Local Run Manager Germline slouzi pro pouziti s rozborem lllumina TruSeq
Custom Amplicon Kit Dx a systémem NextSeq 550Dx. Pokud je rozbor pouzit s modulem Germline Variant,
slouzi k pripravé knihoven pouzivanych pro sekvenovani DNA ze vzork( periferni plné krve.

Analyticky modul vyhodnocuije varianty pro kratké oblasti amplifikované DNA, neboli amplikony. Soustfedéné
sekvenovani amplikonl umoznuje vysoké pokryti konkrétnich oblasti. Viz pfilozena dokumentace sady
TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokument ¢. 1000000029772).

Analyticky modul Germline Variant vyzaduje spotfebni material pro sekvenovani se 300 cykly. Dalsi informace
naleznete v pfilozené dokumentaci sady NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 nebo NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5.

Popis této prirucky

Tato pfiru¢ka obsahuje pokyny pro nastaveni parametrd béhu sekvenovani a analyzy pro analyticky modul
Germline Variant. Dal&i informace o hlavnim panelu softwaru Local Run Manager a nastaveni systému
naleznete v Referencni priru¢ce pro pristroj NextSeq 550Dx (dokument &. 1000000009513).

Zobrazeni softwaru Local Run Manager

Rozhrani softwaru Local Run Manager Ize zobrazit v operacnim softwaru systému NextSeq 550Dx (NOS)
nebo ve webovém prohlizeci. Podporovanym webovym prohlizeSem je Chromium.

A POZNAMKA
" Pouzivate-li nepodporovany prohlize¢, objevi se zprava ,,Confirm Unsupported Browser” (Potvrdit
nepodporovany prohlizet), ktera vas vyzve ke stazeni podporovaného prohlizeCe. Vyberte moznost ,here
(Zde) a stahnéte si podporovanou verzi Chromia.

Zobrazenina monitoru pristroje

1 Chcete-li, aby se rozhrani softwaru Local Run Manager zobrazilo na monitoru pfistroje, zvolte nékterou
z nasledujicich moznostt:
Na domovské obrazovce NOS vyberte program Local Run Manager.
Po skon&eni se kliknutim na X v pravém hornim rohu vratte do systému NOS.
Vyberte ikonu Minimize NOS (Minimalizovat NOS), na pfistroji oteviete webovy prohlize¢ Chromium
ado adresniho fadku zadejte http://localhost.
Systém NOS mohou minimalizovat pouze uzivatelé s opravnénim spravce.

Zobrazeniz pocitacCe pripojeného k siti

1 Na pocitaci s pfistupem ke stejné siti, ke které je pfipojen pfistroj, oteviete webovy prohlize¢ Chromium
apomoci IP adresy nebo nazvu pfistroje se pfipojte. Napfiklad http:/myinstrument.

Nastaveni parametrt

1 Prihlaste se k softwaru Local Run Manager.

2 Vlyberte moznost Create Run (Vytvorit béh) a poté moznost Germline Variant.
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

3 Zadejte nazev béhu, ktery odliSuje béh od sekvenovani prostrfednictvim analyzy.
Pouzijte alfanumerické znaky, mezery, podtrzitka nebo pomicky.

4 [Volitelné] Zadejte popis béhu, ktery usnadni identifikaci béhu.
Pouziite alfanumerické znaky, mezery, podtrzitka nebo pomicky.

5 Vrozeviracim seznamu vyberte pocet vzork( a sadu indexd.
Pri vybéru zohlednéte nasleduijici informace.

Rozeviraci seznam obsahuje pocty vzork( se sadou indexu. Napfiklad 24-Set 1 oznacduje 24 vzorkl k
testovani, s indexy ze sady 1.

Cisla sad index(i oznaduji réizné sady index{l i5. Sady Set 1 a Set 2 zajistuiji diverzitu indexd. V nabidce
jsou dvé sady indexd, coz brani vycerpani jedné sady.

Zvolte pocet vzorkd, ktery se nejvice blizi poctu testovanych vzork(. Pokud neni pfesny pocet vzork(
uveden v seznamu, vyberte nejblizsi pocet, ktery je nizsi nez testovany pocet. Pokud napfiklad chcete
testovat 18 vzork(, vyberte 16 vzork({.

Jamky pro vzorky a kombinace indexd, které spliuji pozadavky na diverzitu index(, jsou zvyraznény
zelené. Pokud pfi ukladani béhu vyberete jiné jamky a kombinace index( a pozadavky na diverzitu
nejsou spinény, zobrazi se upozornéni.

Import soubor’ manifestd pro béh

1 Ujistéte se, zda jsou manifesty, které chcete importovat, k dispozici v pfistupném sitovém umisténi nebo
na disku USB.

2 Vyberte moznost Import Manifests (Importovat manifesty).

3 Prejdéte k souboru manifest a vyberte manifesty, které chcete pridat.

& POZNAMKA

Chcete-li zpfistupnit soubory manifestd pro véechny béhy pomoci analytického modulu Germline Variant,
pridejte manifesty pomoci funkce Module Settings (Nastaveni modulu). Tato funkce vyzaduije uzivatelska
opravnéni na Urovni spravce. Dalsi informace naleznete v Referencni prirucce pro pristroj NextSeq 550Dx
(dokument ¢. 1000000009513).

Zadanivzorkd probéh
K zadani vzorkd pro béh pouziite nékterou z nasledujicich moznosti a fid'te se prislusnymi pokyny:
Ruéni zadanf vzork(l — Pouzijte prazdnou tabulku na obrazovce Create Run (Vytvorit béh).

Import vzorkl — Vyberte externi soubor ve forméatu s hodnotami oddélenymi ¢arkou (*.csv). Na obrazovce
Create Run (Vytvorit béh) je k dispozici Sablona ke stazeni.

Po vyplnéni tabulky vzork( mizete exportovat informace o vzorcich do externiho souboru. Tento soubor
pouzijte jako referenci pfi pfipravé knihoven nebo importu souboru pro dalsi béh.

Rucni zadani vzorkd

1 Do pole Sample ID (ID vzorku) zadejte jedine¢ny identifikator vzorku.
Pouziite alfanumerické znaky, poml¢ky nebo podtrzitka.

2 [Volitelné] Chcete-li nastavit pozitivni nebo negativni kontrolu vzork(, kliknéte pravym tlacitkem a vyberte
typ kontroly.
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

[Volitelné] Zadejte popis vzorku v poli Sample Description (Popis vzorku).
Pouziite alfanumerické znaky, poml¢ky nebo podtrzitka.

Popis vzorku je pfidruzen k nazvu vzorku. Pokud je v pozdéjSim béhu znovu pouzit stejny nazev vzorku, je
popis vzorku prepsan.

4V rozeviracim seznamu Index 1 (i7) vyberte adaptér Index 1.

Pokud pouZilete navrzené jamky pro vzorky, software automaticky vypIni adaptéry indexd i7 a i5, které
spliuji pozadavky na diverzitu indext. Pokud neni v seznamu uveden presny pocet testovanych vzork(,
vyberte adaptéry indexu pro dodatec¢né jamky.Pokud potrebujete vybrat index pro dodatecné jamky
nebo nepouzivate doporucené kombinace adaptérd indexu, prectéte si pred volbou indexd ¢ast
Prirazeni baze a diverzita indext na strané 15.

5  Vrozeviracim seznamu Index 2 (i5) vyberte adaptér Index 2.

6 Vrozeviracim seznamu Manifest vyberte soubor manifestd.

7 Zvolte moznost zobrazeni, tisku nebo ulozeni usporfadani desky pro referenci pfi pfipravé knihoven:
Kliknutim na ikonu = Print (Tisk) zobrazite usporadani desky. Vybérem moznosti Print (Tisk)
vytisknete usporadani desky.

Vybérem moznosti Export exportujete informace o vzorcich do externiho souboru.
Ujistéte se, zda jsou informace o manifestu a vzorcich spravné. Nespravné informace mohou ovlivnit
vysledky.

8 Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Import vzork(

1 Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a vyhledejte soubor s informacemi o vzorcich.

Importovat Ize dva typy soubord.
Chcete-li vytvorit nové usporadani desky, vyberte na obrazovce Create Run (Vytvorit béh) moznost
Template (Sablona). Soubor Sablony obsahuje spravna zahlavi sloupct pro import. Do kazdého
sloupce pro vzorky béhu zadejte informace o vzorku. Ukazkoveé informace v nepouzitych burikach
odstrante a soubor ulozte.
Pouzijte soubor s informacemi o vzorcich, ktery byl exportovan z modulu Germline Variant pomoci
funkce Export.

2 Kliknutim na ikonu = Print (Tisk) zobrazite usporadani desky.

Vybérem moznosti Print (Tisk) vytisknete usporadani desky pro referenci pfi pfipraveé knihoven.

4 [Volitelné] Vybérem moznosti Export exportujete informace o vzorcich do externiho souboru.

Ujistéte se, zda jsou informace o manifestu a vzorcich spravné. Nespravné informace mohou ovlivnit
vysledky.

5 Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Uava behu

Pokyny k Upravé informaci v béhu pred sekvenovanim naleznete v Referencni priru¢ce pro pristroj NextSeq
550Dx (dokument &. 1000000009513).

Analyticky modul Germline Variant provadi nasledujici kroky analyzy a po jejich dokonceni zapisuje vystupni
soubory analyzy do slozky Alignment (Zarovnani).
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

Demultiplexovani ¢teni indexu
Generovani souborl FASTQ
Zarovnani k referenci
Identifikace variant

Demultiplexovani
Béhem demultiplexovani se porovnavaiji jednotlivé sekvence ¢teniindexu se sekvencemi indexu uréenymi k
béhu. V tomto kroku se neuvazuji zadné hodnoty kvality.
Cteni indexu jsou oznagena v nasleduiicich krocich:
Vzorky jsou Cislovany pocinaje hodnotou 1 na zakladé poradi, ve kterém jsou uvedeny v béhu.
Cislo vzorku 0 je vyhrazeno pro klastry, které nebyly pfitazeny zadnému vzorku.

Klastry jsou pfifazovany ke vzorku tehdy, kdyz sekvence indexu presné souhlasi nebo v pfipadé nejvyse
jednoho nesouladu na &teni indexu.

Generovani soubori FASTQ

Po demultiplexovani vygeneruje software pribézné soubory analyzy ve formatu FASTQ, které maji textovy
format slouzici k vyjadreni sekvenci. Soubory FASTQ obsahuji ¢teni pro kazdy vzorek a pridruzena skoére
kvality. Klastry, které nesplnily filtr spésnosti, jsou vylouceny.

Kazdy soubor FASTQ obsahuje ¢teni pouze pro jeden vzorek, pfic¢emz nazev daného vzorku je uveden v
nazvu souboru FASTQ. Soubory FASTQ jsou hlavnim vstupem pro zarovnani. Pro kazdy vzorek je generovano
osm soubort FASTQ, ¢tyri ze ¢teni 1 a Ctyfi ze ¢teni 2.

Zarovnani

Béhem kroku zarovnani jsou pomoci Smithova-Watermanova algoritmu zarovnany klastry z kazdého vzorku
vUci sekvencim amplikon( uréenym v souboru manifesta.

Smithlv-Waterman(yv algoritmus s pasovou matici provadi semiglobalni zarovnani sekvenci za Gcelem uréent
podobnych oblasti mezi dvéma sekvencemi. Namisto porovnani celkové sekvence Smithdv-Watermandyv
algoritmus porovnava segmenty vSech moznych délek.

Kazdeé Cteni parového konce je vyhodnoceno z hlediska jeho zarovnani k prisluSnym zkusebnim sekvencim
pro dané ¢teni.

Cteni 1 je vyhodnoceno vi&i obracenému doplitku DLSO (Downstream Locus-Specific Oligos).
Cteni 2 je vyhodnoceno va&i ULSO (Upstream Locus-Specific Oligos).

Pokud zacatek Cteni souhlasi se zkusebni sekvenci s maximalné tfemi rozdily (neshody nebo posuny v
dUsledku tvodnich inzerci/deleci), je cela délka ¢teni zarovnana vaci amplikonovému cili pro danou
sekvenci.

Inzerce/delece v ramci DLSO a ULSO nejsou s ohledem na chemii rozboru pozorovany.

Zarovnani jsou v zavislosti na délce amplikonu filtrovana z vysledkd zarovnani na zékladé miry neshod budiia
oblasti zdjmu, nebo na celém amplikonu. Filtrovana zarovnani jsou zapséana do soubor( zarovnani jako
nezarovnana a nejsou pouzita v pfirazeni variant.

Prifrazeni variant
Program pro pfifazeni variant Pisces Variant Caller, vyvinuty spole¢nosti lllumina, identifikuje varianty pfitomné
ve vzorku DNA.
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

Program pro pfifazeni variant Pisces Variant Caller identifikuje jednonukleotidové varianty (SNV),
vicenukleotidové varianty (MNV) a malé i inzerce/delece ve 3 krocich:

Prozkouma kazdou pozici v referencnim genomu samostatné.
Spocte baze na dané pozici pro zarovnana Cteni, ktera prekryvaji pozici.

Pomoci Poissonova modelu vypocita skore varianty, které urCuje kvalitu pfifazeni. Varianty se skore
kvality pod Q20 jsou vylouceny.

Pokud varianta spini vdechny filtry Uspésnosti, je v souboru VCF oznaCena jako PASS (spInéno).

Dalsi informace naleznete na webové strance github.com/lllumina/Pisces/wiki.

1 Na hlavnim panelu softwaru Local Run Manager kliknéte na nazev béhu.

2 Nakarté Run Overview (Pfehled béhu) si prohlédnéte metriky béhu sekvenovani.

3 [Volitelné] Kliknutim na ikonu Copy to Clipboard LW (Kopirovat do schranky) mizete zkopirovat cestu k
vystupni slozce béhu.

4 Kliknutim na kartu Sequencing Information (Informace o sekvenovani) zobrazite parametry béhu a
informace o spotfebnim materialu.

5 Kliknutim na kartu Samples and Results (Vzorky a vysledky) zobrazite umisténi vykazu analyzy.
Pokud byla analyza opakovana, rozbalte rozeviraci seznam Select Analysis (Vyberte analyzu) a
vyberte pfislusnou analyzu.

6 Kliknutim na ikonu Copy to Clipboard L (Kopirovat do schranky) mizete zkopirovat cestu ke slozce s
analyzou.

Dalsi informace o kartach Run Overview (Prehled béhu) a Sequencing Information (Informace o sekvenovani)
a o postupu opétovného zarazeni analyzy naleznete v Referencni pfirucce pro pristroj NextSeq 550Dx
(dokument ¢. 1000000009513).

Vysledky analyzy jsou shrnuty na karté Samples and Results (Vzorky a vysledky) a jako souhrnny vykaz ve
slozce Alignment (Zarovnani). Pro kazdy vzorek je také k dispozici soubor vykazu ve formatu PDF.

Informace o karté Samples and Results (Vzorky a vysledky)

1 Kliknutim na vzorek v seznamu zobrazite vykaz vzorku.

Tabulka 1 Informace o béhu a vzorku

Zahlavi sloupce Popis

Run Status (Stav béhu) Udava, zda byl béh sekvenovani uspésny, nebo neulspésny.

Total Yield (GB) (Celkova Pocet piifazeni bazi v béhu sekvenovani. Zobrazuje prahovou hodnotu pro
vytéznost (GB)) Uspésnost a Uspésny/neldspésny stav.

% = Q30 Procento ¢teni v béhu sekvenovani se skore kvality 30(Q30) nebo vice. Zobrazuje

prahovou hodnotu pro Uspésnost a Uspésny/neldspésny stav.
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Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém

NextSeq 550Dx

Zahlavi sloupce

Popis

Sample ID (ID vzorku)

ID vzorku poskytnuté pfi vytvoreni béhu.

Total PF Reads (Celkovy pocet
cteni PF)

Celkovy pocet ¢teni, ktera splnila filtr Uspésnosti.

Read 1% = Q30 (Cteni 1 — % =
Q30)

Procento ¢teni v béhu 1 se skdre kvality pro dany vzorek 30(Q30) nebo vice.

Read 2% = Q30 (Cteni 2 — % =
Q30)

Procento ¢teni v béhu 2 se skdre kvality pro dany vzorek 30(Q30) nebo vice.

Autosome Call Rate (Mira
prifazeni autozomu)

Pocet genomickych pozic mezi autozomy (chromozomy 1 az 22), které spliuji
preddefinovanou prahovou hodnotu spolehlivosti, déleno celkovym poétem
vySetfovanych autozomalnich genomickych pozic. Mira pfifazeni je popisovana po
jednotlivych vzorcich a vykazovana jako procento, které se vypocita podle vzorce 1
minus (poCet autozomalnich pozic s nekompletnimi pfifazenimi déleno celkovym
poctem sekvenovanych autozomalnich pozic).

Tabulka 2 Informace o vykazu vzorku

Zahlavi sloupce

Popis

Sample (Vzorek)

ID vzorku poskytnuté pfi vytvoreni behu.

Report Date (Datum vykazu)

Datum, kdy byl vykaz vygenerovan.

Sample Information (Informace o

vzorku)

ID vzorku poskytnuté pfi vytvoreni béhu, celkovy pocet &teni, ktera spinila filtr
Uspésnosti ve vzorku, procento ¢teni vzorku se skore kvality 30 (Q30) nebo vice a
mira pfifazeni autozomda.

Amplicon Summary (Souhm
amplikon()

Celkovy pocet sekvenovanych oblasti amplikont, celkova délka v bazovych parech
sekvenovanych amplikont v cilovych oblastech pro vzorek a soubor manifestd.
Soubor manifestu urCuje referenéni genom a cilené referenéni oblasti pouzité v
kroku zarovnani.

Read Level Statistics (Statistiky
Urovné cten)

Pocet a procento ¢teni pro vzorek pokryvajici kazdou referenéni pozici: pro ¢tenf 1
a Cteni 2.

Variants Summary (Souhrn
variant)

Pocet jednonukleotidovych variant, inzerci a deleci detekovanych ve vzorku, které
splnily navrzené hodnoty urcujici, zda vysledky kvality spadaji do prijateiného
rozsahu.

Coverage Summary (Souhrn
pokryti)

Celkovy pocet zarovnanych bazi déleno velikosti cilené oblasti a procento oblasti
amplikon( s hodnotami pokryti vy$simi, nez je prahova hodnota nizkého pokryti (0,2
x pradmeérmé pokryti amplikonu) pro vzorek.

Coverage Plots (Grafy pokryti)

Graf pokryti podle oblasti amplikon znazorfiuje pokryti v oblastech amplikon(
daného vzorku. Oblasti, které maji hodnoty pokryti pod prahovou hodnotou pokryti,
jsou zvyraznény ¢ervené. Pramér vdech hodnot oznacuje oranzova céra.

Software Versions (Verze
softwaru)

Verze softwaru pfi sekvenovani vzorku. Zahrnuje verze softwaru NextSeq 550Dx
Operating Software (NOS), softwaru Local Run Manager, softwaru RTA a modulu
Germline Variant.
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Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

Pro analyticky modul Germline Variant jsou generovany nasledujici vystupni soubory analyzy. Tyto soubory
obsahuiji vysledky analyzy pro zarovnani a pfirazeni baze. Vystupni soubory analyzy jsou umistény ve slozce
Alignment (Zarovnani).

Nazev souboru Popis

Demultiplexovani (*.txt) PréibéZzné soubory obsahujici souhrnné vysledky demultiplexovani.

FASTQ (*.fastq.gz) Priibézné soubory obsahujici pfitazeni bazi se skére kvality. Soubory FASTQ
jsou hlavnim vstupem kroku zarovnani.

Soubory zarovnani ve formatu BAM Obsahuje zarovnana ¢teni pro dany vzorek.

(*.bam)

Soubory pfifazeni variant ve formatu  Obsahuje genotyp pro kazdou pozici bez ohledu na to, zda byla pfifazena

VCF genomu (*.genome.vcf.gz) jako varianta, nebo jako reference.

Soubory prirfazeni variant ve formatu  Obsahuje vSechny varianty pfifazené v celé cilové oblasti.
VCF (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv Obsahuje informace o pokryti na amplikon a vzorek pro kazdy poskytnuty
manifest. Hodnota M# predstavuje ¢islo manifestu.

Format souboru demultiplexovani

Proces demultiplexovani ¢te sekvenciindexu pripojenou ke kazdému klastru, aby urcil, ze kterého vzorku
klastr pochazi. Prifazeni mezi klastry a Cislem vzorku je zapsano do souboru demultiplexovani (*.demux) pro
kazdou dlazdici pritokové kyvety.

Format pojmenovani souboru demultiplexovani je s_1_X.demux, kde X je ¢islo dlazdice.
Soubory demultiplexovani zaginaji timto zahlavim:

Verze (4bajtové celé &islo), aktualné 1

Pocet klastr( (4bajtové celé Cislo)
Zbyvajici ¢ast souboru obsahuije &isla vzorkd pro jednotlivé klastry ze souboru.

Po dokonceni kroku demultiplexovani vygeneruje software soubor demultiplexovani s nazvem
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

Text F1 v ndzvu oznacuije Cislo pritokové kyvety.
Text L1 v nazvu oznacuie Cislo cesty.

Vysledky demultiplexovani v tabulce s 1 fadkem na kazdou dlazdici a 1 sloupcem na kazdy vzorek,
vCetné vzorku 0.

Nejcastéji se vyskytujici sekvence ve ¢tenich indexu.

Format souboru FASTQ

FASTQ je textovy format souboru, ktery obsahuje pfifazeni baze a hodnoty kvality pro jednotliva ¢teni. Kazdy
zdznam obsahuje 4 fadky:

Identifikator

Sekvence

Znak +

Skore kvality Phred ve formatu kédovani ASCII + 33
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Identifikator ma nasleduijici format:
@pfistroj:ID_bé&hu:ID_pritokové_kyvety:cesta:dlazdice:X:Y &islo_&ten(: pfiznak_filtru:0:&islo_vzorku
Priklad:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
n

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<L?222#=

Format souboru BAM

Soubor BAM (*.bam) je komprimovana binarni verze souboru SAM, ktera slouzi k vyjadreni zarovnanych
sekvenci do velikosti 128 Mb. Formaty SAM a BAM jsou podrobné popsany v dokumentu
samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

Soubory BAM vyuzivaji format nazvu NazevVzorku_S#.bam, kde # je Cislo vzorku ur¢ené poradim, ve kterém
jsou vzorky uvedeny v béhu.

Soubory BAM obsahuiji ¢ast zahlavi a ¢ast zarovnani:

Header (Z&hlavi) — obsahuje informace o celém souboru, jako je ndzev vzorku, délka vzorku a zpUsob
zarovnani. Zarovnani v ¢asti zarovnani jsou pfidruzena ke konkrétnim informacim v ¢asti zahlavi.

Alignments (Zarovnani) — obsahuje nazev Cteni, sekvenci ¢teni, kvalitu Cteni, informace o zarovnani a
vlastni znaCky. Nazev ¢teni zahrnuje chromozom, pocateéni souradnici, kvalitu zarovnani a fetézec
popisovace shody.

Cést zarovnani obsahuje nésleduiici informace pro kazdé &teni nebo par &ten.
AS: Kvalita zarovnani parového konce
RG: Skupina Ctenli, ktera oznacCuje pocet ¢teni konkrétniho vzorku.
BC: Znacka Carového kodu, ktera oznacuje ID demultiplexovaného vzorku pfidruzené ke Cteni.
SM: Kvalita zarovnani jednoduchého konce.
XC: Retézec popisovace shody
XN: Znacka nazvu amplikonu, ktera zaznamenava ID amplikonu pfidruzené ke ¢tenf
Soubory indexu BAM (*.bam.bai) obsahuji index pfislusného souboru BAM.

Format souboru VCF

Format prifazeni variant (VCF) je bézny format souboru vyvinuty genomickou védeckou komunitou.
Obsahuje informace o variantach nalezenych na konkrétnich pozicich v referenénim genomu. Soubory VCF
maji pfiponu .vcf

V zahlavi souboru VCF je uvedena verze formatu souboru VCF a verze programu pro pfifazeni variant.

Ve zbyvaijici ¢asti souboru jsou uvedeny poznamky. Zahlavi souboru VCF také obsahuje soubor referencniho
genomu a soubor BAM. Posledni fadek zahlavi obsahuje zahlavi sloupcl k datovym rfadkim. Kazdy datovy
fadek souboru VCF obsahuje informace o jedné varianté.
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Zahlavisouboru VCF

Zahlavi

CHROM
(CHROMOZOM)

POS (POZICE)

REF (REFERENCE)

ALT

QUAL (KVALITA)

Popis

Chromozom referenéniho genomu. Chromozomy se zobrazuji ve stejném poradi jako referenéni
soubor FASTQ.

Jednobazova pozice varianty v referenénim chromozomu.
Pro SNP je tato pozice referencni bazi varianty. Pro indely (inzerce/delece) nebo delece je tato
pozice referencni bazi bezprostfedné pred variantou.

Cislo rs pripadné varianty ziskané ze souboru dbSNP.txt. Pokud je v tomto umisténi vice Gisel rs,
jsou polozky v seznamu oddéleny stfedniky. Pokud na této pozici neexistuje Zzadna polozka
dbSNP, je pouzita znacka chybégjici hodnoty (.).

Referen¢ni genotyp. Delece jednoho nukleotidu T je napfiklad vyjadiena jako referenéni TT a
alternativni T. Varianta s jednim nukleotidem z A na T je vyjadfena jako referencni A a
alternativni T.

Alely, které se lisi od referenéniho &teni.
Inzerce jednoho nukleotidu T je napfiklad vyjadfena jako referen¢ni A a alternativni AT. Varianta
s jednim nukleotidem z A na T je vyjadfena jako referencni A a alternativni T.

Skore kvality podle stupnice Phred pfifazené programem pro pfifazeni variant.

\y$S§i hodnoceni znaci vyssi spolehlivost varianty a nizsi pravdépodobnost chyb. Pro skore
kvality Q je odhadovana pravdépodobnost chyby 10" @19 Napiiklad sada piitazeni Q30 ma
chybovost 0,1 %. Mnoho programd pro piifazeni variant pfifazuje na zékladé statistickych
modell skére kvality, ktera jsou vysoka ve vztahu k pozorované chybovosti.
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Poznamky k soubortim VCF

Zahlavi
FILTER (FILTR)

INFO (INFORMAGCE)

FORMAT (FORMAT)

SAMPLE (VZOREK)

Popis

Pokud jsou splnény vSechny filtry Uspésnosti, zapiSe se do sloupce filtru hodnota PASS

(splnéno).

e LowDP - pouzito na mistech s hloubkou pokryti nizsi nez 150x. U pozic amplikond pokrytych
dopfednym i reverznim ¢tenim jde o ekvivalent 300 prekryvajicich se ¢teni parovych koncd.

® 920 — skore kvality < 20.

e MultiAllelicSite — varianta nespliiuje diploidni model.

® R5x9 — pocet sousedicich opakovani (délky 1 az 5 bp) k pfifazenim varianty = 9.

e SB - zkresleni prodlouzenim (strand bias) je vétsi nez zadana prahova hodnota.

Mozné zaznamy ve sloupci INFO zahmuiji:

e AC - pocet alel (allele count) v genotypech pro kazdou alternativni alelu ve stejném poradi, jak
jsou uvedeny.

e AF —frekvence alel (allele frequency) pro kazdou alternativni alelu ve stejném poradi, jak jsou
uvedeny.

e AN - celkovy pocet alel v pfifazovanych genotypech.

e CD - pfiznak, ktery oznacuje, ze se SNP vyskytuje v oblasti kddovani alespor 1 zaznamu
referencniho genu.

e DP - hloubka (pocet prifazeni baze zarovnanych k pozici a pouzitych v pfifazovani variant).

e Exon — ¢arkami oddéleny seznam oblasti exonl prectenych z referenéniho genu.

e FC - funkéni konsekvence.

e Gl - ¢arkami oddéleny seznam ID genl prectenych z referenéniho genu.

e QD - spolehlivost/kvalita variant podle hloubky.

e Tl - ¢arkami oddéleny seznam ID prepist prectenych z referenéniho genu.

Ve sloupci formatu jsou pole oddélena dvojteckami. Napriklad GT:GQ. Seznam poskytnutych

poli zavisi na pouzitém pfifazeni variant. Dostupna pole zahrnuiji:

e AD - zaznam ve tvaru X,Y, kde X je pocet referenénich prifazeni a Y je pocet alternativnich
prifazeni.

e DP - priblizna hloubka ¢teni, ¢teni s MQ=255 nebo Spatnymi vazbami jsou odfiltrovana.

e GQ - kvalita genotypu.

e GT — genotyp. O odpovida referenéni bazi, 1 odpovida prvnimu zaznamu ve sloupci ALT atd.
Lomitko (/) znacli, ze nejsou k dispozici zadné informace fazovani.

e NC - podil bazi, které nebyly pfifazeny nebo meély kvalitu baze nizsi, nez je minimalni prah.

e NL — Uroven sumu (noise level), odhad Sumu v pfifazeni bazi na této pozici.

e SB - zkresleni prodlouzenim (strand bias) na této pozici. Vétsi zapomné hodnoty znac¢i mensi
zkresleni, hodnoty blizko 0 znac&i vétsi zkresleni.

e VF - frekvence variant (variant frequency), procento ¢teni podporujicich alternativni alelu.

Sloupec vzorku udava hodnoty ur¢ené ve sloupci formatu.

Soubory VCF genomu

Soubory VCF genomu (gVCF) jsou soubory typu VCF v4.1, které se fidi sadou konvenci pro vyjadreni vsech
mist v ramci genomu v pfimérené kompaktnim formatu. Soubory gvVCF (*.genome.vcf.gz) obsahuji vSechna
mista v oblasti zajmu v jediném souboru pro kazdy vzorek.

Soubor gVCF znazorfiuje absence pfifazeni na pozicich, které nesplnily vSechny filtry uspésnosti.
Znacka genotypu (GT) ./. oznaCuje absenci pfifazen.

Dalsi informace naleznete na weboveé strance sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.
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Soubor pokryti amplikont

Soubor pokryti amplikonl je vytvoren pro kazdy soubor manifest’. Hodnota M# v ndzvu souboru oznacuje
¢islo manifestu.

Kazdy soubor obsahuje radek zahlavi, ktery obsahuje ID vzorkl pridruzenych k manifestu. Soubor obsahuje
nasleduijici informace.
Cilové ID uvedené v manifestu.

Hloubka pokryti Cteni, ktera splnila filtr Uspésnosti.

Doplnujici vystupni soubory

Nasledujici vystupni soubory obsahuji doplfiujici informace nebo shrnuji vysledky béhu a chyby analyzy.
Tyto soubory nejsou nutné k vyhodnoceni vysledk( analyzy, Ize je vSak pouzit za Ucelem rfeSeni probléma.
Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny soubory umistény ve slozce Alignment (Zarovnani).

Nazev souboru Popis

AnalysisLog.txt Protokol zpracovani, ktery popisuje jednotlivé kroky analyzy aktualni slozky béhu.
Tento soubor neobsahuje chybové zpravy.
Nachazi se ve sloZzce Alignment (Zarovnani).

AnalysisError.txt Protokol zpracovani, ktery obsahuje pfipadné chyby analyzy. Pokud nedoslo k
zadnym chybam, bude tento soubor prazdny.
Nachazi se ve slozce Alignment (Zarovnani).

DemultiplexSummaryF1L1#.txt Vykaz vysledkl demultiplexovani v tabulce s 1 fAdkem na kazdou dlazdici a 1
sloupcem na kazdy vzorek. Znak # je nahrazen ¢islem cesty 1, 2, 3 nebo 4
pratokové kyvety.

Nachazi se ve slozce Alignment (Zarovnani).

AmpliconRunStatistics.xml Obsahuje souhrnnou statistiku tykajici se b&hu.
Nachazi se ve slozce Alignment (Zarovnani).

Slozka Analysis (Analyza)
Ve slozce Analysis (Analyza) se nachazeji soubory vytvorené softwarem Local Run Manager.
Vztah mezi vystupni sloZzkou a slozkou analyzy Ize shrnout takto:

Béhem sekvenovani vyplni proces analyzy v realném Sase (RTA) vystupni slozku soubory, které byly
vygenerovany béhem analyzy snimkd(, pfifazeni béze a vyhodnocovani kvality.

Proces RTA zkopiruje soubory do slozky analyzy v redlném Case. Jakmile proces RTA pfifradi skore kvality
kazdé bazi pro kazdy cyklus, software zapiSe soubor RTAComplete.txt do obou slozek.

Pokud je pritomen soubor RTAComplete.txt, bude zahajena analyza.

Béhem pokracuijici analyzy zapiSe software Local Run Manager vystupni soubory do slozky analyzy a
poté zkopiruje soubory zpét do vystupni slozky.

Slozky Alignment (Zarovnani)

Pri kazdém opétovném zarazeni analyzy vytvori software Local Run Manager slozku Alignment (Zarovnani) s
nazvem Alignment_N, kde N je porfadoveé Cislo.

Dokument €. 1000000030329 v04 CZE 13

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO



Prdvodce pracovnimipostupy pro analyticky modul Germline Variant softwaru Local Run Manager pro systém
NextSeq 550Dx

Struktura slozek

= Alignment (Zarovnani) — obsahuje soubory *.bam, *.vcf, FASTQ a soubory tykajici se analytického
modulu.

(= Date and Time Stamp (Oznaceni data a ¢asu) — Oznaceni data a ¢asu analyzy ve formatu
RRRRMMDD_HHMMSS

[E] AnalysisError.txt
=l AnalysisLog. txt
=l aggregate.report.html
=l aggregate.report.pdf
5l aggregate.summary.csv
= AmpliconCoverage_M#.tsv
5] AmpliconRunStatistics.xml
= Sample1.genome.vcf.gz
= Samplel.coverage.csv
=l Samplel.report.pdf
=l Sample1.summary.csv
=l Samplel.vcf.gz
B Sample1.bam
[ FASTQ
(™ Sample1 (Vzorek)
=l sample1_L001_R1_001_fastq.gz
([ Stats (Statistika)
=l DemuxSummaryF1L1.txt
B FastgSummaryF1L1.txt
[~ Data
(T Intensities (Intenzity)
[~ BaseCalls (Pfifazeni baze)
[~ LOO1 — obsahuje soubory *.bcl.
(= Lo01 - obsahuje soubory *.locs.
= RTA Logs (Protokoly RTA) — obsahuje soubory protokolll z analyzy softwaru RTA.
= InterOp — obsahuje binarni soubory slouzici k vykazovani metrik béht sekvenovani.
= Logs (Protokoly) — obsahuje soubory protokolu popisujici kroky provedené béhem sekvenovani.
[E] RTAComplete.txt
El Runinfo.xml

5] RunParameters.xml
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Prifrazeni baze a diverzita indexu

Pri sekvenovani vzork( pristrojem NextSeq 550Dx pfifazeni bazi uréuje béazi (A, C, G nebo T) pro kazdy klastr
dané dlazdice nebo snimaci oblast pritokové kyvety, a to pro konkrétni cyklus. Pristroj NextSeq 550Dx
pouziva dvoukanalové sekvenovani, které vyzaduje k zakddovani dat pro Etyfi baze DNA pouze dva snimky,
jeden z Cerveného ajeden ze zeleného kanalu.

Proces Cteni indexu pfifazeni baze se lisi od pfifazeni baze béhem jinych cteni.

Cteni indexu musf za¢inat nejméné jednou bazi jinou nez G ve kterémkoliv z prvnich dvou cykld. Pokud &teni
indexu za¢ina dvéma pfifazenimi baze G, neni generovana zadna intenzita signalu. Signal musi byt pfitomen v
kazdém z prvnich dvou cyklt, aby bylo zajisténo radné provedeni demultiplexovani.

Pokud pfi vybéru indext béhem vytvareni béhu nesplni indexy pozadavky na diverzitu, zobrazi se upozornéni
na nizkou diverzitu. Chcete-li zabranit zobrazeni upozornéni na nizkou diverzitu, vyberte sekvence indexu,
které poskytuiji signal na obou kanalech pro kazdy cyklus.

Cerveny kandl - Anebo C
Zeleny kandl— Anebo T

Tento proces pfifazeni bazi zajiStuje presnost pfi analyze malého poctu vzorkd. Dalsi informace o sekvencich
indext naleznete v pfilozené dokumentaci sady TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokument €.
7000000029772).

Béhem vytvareni béhu v softwaru Local Run Manager zvolite pocet vzork( k testovani. Navrzené kombinace
indexd, které spliuji poZzadavky na diverzitu indexu, jsou softwarem vyplnény automaticky. A¢koliv pouziti
navrzenych kombinaci indexd neni pozadovano, je doporuceno.
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Historie revizi

Dokument Datum Popis zmény

Dokument ¢. Srpen Aktualizovana adresa opravnéného zastupce v EU.
1000000030329 v04 2021

Dokument ¢&. Duben Aktualizovéana adresa opravnéného zastupce v EU.
1000000030329 v03 2020 Aktualizovana adresa australského sponzora.
Dokument ¢&. Leden 2019 Byly doplnény informace o sadach reagencii v2.5.
1000000030329 v02

Dokument ¢&. srpen 2018 Byla aktualizovana regulacni oznaceni.
1000000030329 vO1

Dokument ¢&. listopad Prvni vydani.

1000000030329 v0O 2017
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Technicka pomoc

Pokud potrebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu spolecnosti
[llumina.

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

Telefonni Cisla na zékaznickou podporu spolecnosti lllumina

Oblast

Bezplatna linka

Regionalni linka

Severni Amerika

+1 800 809 4566

Australie +1.800.775.688

Belgie +32800771 60 +3234002973
Cina 400 066 5835

Déansko +45808 201 83 +45898 711 56
Finsko +358 800918 363 +358 974 790 110
Francie +33 805102 193 +33170 770 446
Hongkong 800960230

Irsko +353 180 093 6608 +353 016 950 506
Italie +39800 985513 +39 236 003 759
Japonsko 0800.111.5011

Némecko +49 800 101 4940 +49 893 803 5677
Nizozemsko +31 800 022 2493 +31207 132 960
Norsko +47 800 168 36 +47 219 396 93
Novy Zéland 0800.451.650

Rakousko +43 800 006 249 +43 192 865 40
Singapur +1 800579 2745

Spojené kralovstvi +44 800012 6019 +44 207 305 7197
Spanélsko +34 911899417 +34 800 300 143
Svédsko +46 850619671 +46 200 883 979
Svycarsko +41 565 800 000 +41 800200 442
Tchaj-wan 00806651752

Ostatni zemé

+44.1799.634000

Bezpednostni listy (SDS) — k dispozici na webu spolednosti lllumina na adrese support.illumina.com/sds.html.

Dokumentace k produktu - je k dispozici ke stazeni z webu spole¢nosti lllumina ve formatu PDF. Prejdéte na

web support.ilumina.com, vyberte produkt a potom vyberte moznost Documentation & Literature
(Dokumentace a literatura).
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