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Prirucka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) sa ma pouzivat s testom
lllumina TruSeq Custom Amplicon Kit Dx a pristrojom NextSeq 550Dx. Ked' sa test pouziva s modulom
Somatic Variant, test je uréeny na pripravu kniznic pouzivanych na sekvenovanie DNA zo vzoriek tkaniva
fixovanych formalinom a zaliatych do parafinu (FFPE). Test deteguje somatické mutacie pri nizkej frekvencii
variantov.

Analyticky modul vyhodnocuije kratke oblasti amplifikovanej DNA, resp. amplikony, z hladiska variantov.
Cielené sekvenovanie amplikénov umoznuje vysoké pokrytie konkrétnych oblasti vo velkom mnozstve
vzoriek. Analyticky modul vykonava sekundarnu analyzu a vytvara spravy zo sekvenovacich chodov za
pouzitia dvojviaknového pristupu, ktory zahffia priame aj reverzné oligo pooly. Pozrite si pribalovy letak k
suprave TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokument &. 1000000029772).

Analyticky modul Somatic Variant vyzaduje sekvenovaci material na 300 cyklov. Viac informacii najdete v
pribalovom letéaku k suprave reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2 alebo NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5.

Informacie o tejto prirucke

V tejto prirucke su uvedené pokyny na nastavenie parametrov chodu na sekvenovanie a analyzu pre
analyticky modul Somatic Variant. Informacie o oviadacom paneli softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) a nastaveniach systému najdete v referencnej prirucke pristroja NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).

Zobrazenie softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov)

Rozhranie softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) sa zobrazuje v rémci operacného softvéru
NextSeq 550Dx (NOS) alebo prostrednictvom webového prehliadac¢a. Podporovanym webovym
prehliadacom je Chromium.
A POZNAMKA
" Ak pouzivate nepodporovany webovy prehliadac, po zobrazeni hlasenia ,,Confirm Unsupported Browser*
(Potvrdit nepodporovany prehliadad) si stiahnite podporovany prehliadad. Podporovanu verziu prehliadaca
Chromium si stiahnete kliknutim na ,here” (tu).

Zobrazenie na monitore pristroja

1 Ak chcete zobrazit rozhranie softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) na monitore
pristroja, vyberte jednu z nasledujucich moznostt:
Na domovskej obrazovke NOS vyberte moznost Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov).
Po dokonceni sa do NOS vratite kliknutim na X v pravom hornom rohu.
Vyberte ikonu Minimize NOS (Minimalizovat NOS), otvorte webovy prehliadaé Chromium, ktory je
nainStalovany v pristroji, a do riadka na adresu zadajte http://localhost.
Len pouzivatelia s opravneniami spravcu mdzu minimalizovat NOS.

Zobrazenie z pocitaCa pripojeného k sieti

1 Otvorte v pocitadi s pristupom k tej istej sieti, ku ktorej je pripojeny pristroj, webovy prehliada¢ Chromium
a pripojte sa pomocou IP adresy pristroja alebo nazvu pristroja. Napriklad http://myinstrument.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Nastavenie parametrov

1 Prihlaste sa do softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov).
2 Vyberte moznost Create Run (Vytvorit chod) a potom Somatic Variant (Somaticky variant).
3 Zadajte nazov chodu, ktorym sa identifikuje chod od sekvenovania cez analyzu.
Pouzite alfanumerické znaky, medzery, znaky podciarknutia alebo pomicky.
4 [Volitelné] Zadajte opis chodu, o pom&ze pri identifikacii chodu.
Pouzite alfanumerické znaky, medzery, znaky podciarknutia alebo pomicky.
5 Zrozbalovacieho zoznamu vyberte pocet vzoriek a sibor indexov.
Pri vybere zvazte nasledujuce informacie.

V rozbalovacom zozname sa nachadzaju podty vzoriek so siborom indexov. Napriklad 24-Set 1
znamena, ze sa ma otestovat 24 vzoriek s indexmi zo suborov indexov 1.

Cisla suboru indexov ozna&uju rézne stbory indexov i5. Stibor 1 aj stibor 2 predstavujl index diverzity.
Dva subory indexov sa ponukaju preto, aby sa zabranilo vy¢erpaniu jedného suboru.

Vyberte taky pocet vzoriek, ktory sa nachadza najblizSie k pocCtu vzoriek, ktoré chcete testovat. Ak sa v
zozname nenachadza presny pocet vzoriek, vyberte ten najblizsi, no musi byt nizsi ako pocet vzoriek,
ktoré chcete testovat. Napriklad ak chcete otestovat 18 vzoriek, vyberte 16 vzoriek.

Kombinécie jamiek na vzorky a indexov, ktoré spifaju poziadavky diverzity, st zvyraznené nazeleno.
Ak vyberiete iné kombinacie jamiek a indexov a poziadavky diverzity nie su splnené, budete o tom
informovani pri ukladani chodu.

Importovanie suborov manifestu pre chod

1 Uistite sa, Ze manifesty, ktoré chcete importovat, su dostupné v sietovom umiestneni alebo na
jednotke USB.

2 Vyberte moznost Import Manifests (Importovat manifesty).

3 Prejdite do suboru manifestov a vyberte manifesty, ktoré chcete pridat.

B POZNAMKA

v Ak chcete spristupnit’ stbory manifestov pre vietky chody vyuzivajice analyticky modul Somatic Variant,
manifesty pridajte pomocou funkcie Module Settings (Nastavenia modulu). Tato funkcia vyzaduje povolenia
pouZzivatela na Urovni spravcu. Viac informacii najdete v referencnej prirucke pristroja NextSeq 550Dx
(dokument ¢. 1000000009513).

Specifikovanie vzoriek pre chod
Specifikujte vzorky pre chod pomocou jednej z moznosti a pokynov, ktoré nasleduiu.
Manualne zadanie vzoriek — pouzite prazdnu tabulku na obrazovke Create Run (Vytvorit chod).

Importovanie vzoriek — prejdite do externého suboru vo formate s hodnotami oddelenymi Ciarkami (*.csv).
Vzor si mbzete stiahnut na obrazovke Create Run (Vytvorit chod).

Po vyplneni tabulky na vzorky si mézete informacie o vzorkach exportovat do externého suboru. Subor
pouzivajte ako referenciu pri priprave kniznic alebo ho importujte pre dalsi chod.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Manualne zadavanie vzoriek

1

Do pola Sample Name (Nazov vzorky) zadajte jedine¢ny nazov vzorky.
Pouzite alfanumerické znaky, pomlCky alebo znaky poddiarknutia.
Nazov vzorky sa automaticky doplIni do prislusnej jamky v dalSom poole.

2 [Volitelné] Pri pozitivnych alebo negativnych kontrolnych vzorkach kliknite pravym tlacidlom a vyberte typ
kontrolnej vzorky.
Typ kontrolnej vzorky v jednej jamke na vzorky sa automaticky doplni v prislusnej jamke v inom poole s
tou istou kontrolnou vzorkou.
3 [Volitelné] Do pola Sample Description (Popis vzorky) zadajte popis vzorky.
Pouzite alfanumerické znaky, pomlCky alebo znaky poddiarknutia.
Popis vzorky sa automaticky doplni do prislusnej jamky v dalsom poole.
Popisy vzoriek su pridruzené k ID vzorky. Ak sa to isté ID vzorky pouZije v neskorSom chode, popisy
vzorky sa prepiSu.
4 Zrozbalovacieho zoznamu Index 1 (i7) vyberte Index 1.
Ak pouzijete navrhované jamky na vzorky, softvér automaticky vyplni adaptéry indexov i7 a i5, ktoré
spifaju poZiadavky na diverzitu indexov. Ak nie je v zozname uvedeny presny po&et vzoriek, ktoré chcete
otestovat, nezabudnite vybrat adaptéry indexov pre dodato¢né jamky. Ak potrebujete vybrat indexy pre
dodatocné jamky alebo nepouzijete odporuc¢ané kombinacie adaptérov indexov, pred vyberom indexov
si precitajte Cast Stanovenie baz a diverzita indexov na strane 15.

5 Zrozbalovacieho zoznamu Index 2 (i5) vyberte Index 2.

6 Zrozbalovacieho zoznamu Manifest vyberte subor manifestu.
Vzorky v poole A vyZzaduju iny manifest ako vzorky v poole B.

7 Zvolte moznost zobrazenia, tlaCe alebo ulozenia rozlozenia platnicky ako referencie pri priprave kniznic:
Rozlozenie platniCky zobrazite vyberom ikony & tlage. Ak chcete vytlacit rozlozenie platnicky,
vyberte moznost Print (Tlagit).

Ak chcete exportovat informacie o vzorke do externého suboru, vyberte moznost Export
(Exportovat).
Uistite sa, Ze manifest a informacie o vzorke su spravne. Nespravne informacie mézu ovplyvnit vysledky.

8 Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).

Importovanie vzoriek

1 Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a vyhladajte umiestnenie suboru s informaciami o

vzorke. Importovat mdzete dva typy suborov.
Ak chcete vytvorit nové rozlozenie platnicky, na obrazovke Create Run (Vytvorit chod) vyberte
moznost Template (Vzor). Vzorovy stibor obsahuje spravne nadpisy stipcov na importovanie.
Do kazdého stlpca zadajte informécie pre vzorky v chode. Vymazte ukazkové informacie v polickach,
ktoré nepouZiete, a potom subor ulozte.
Pouzite subor s informaciami o vzorke, ktory sa exportoval z modulu Somatic Variant pomocou
funkcie Export (Exportovat).

2 RozloZenie platniky zobrazite vyberom ikony &= tlade.

3 Ak chcete rozlozenie platnicky vytlacit ako referenciu pri priprave kniznic, vyberte moznost Print (Tlacit).
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

4 [Volitelné] Ak chcete exportovat informacie o vzorke do externého suboru, vyberte moznost Export
(Exportovat).
Uistite sa, Ze manifest a informacie o vzorke su spravne. Nespravne informacie mézu ovplyvnit vysledky.

5 Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).

Uprava chodu

Pokyny na Upravu informacii vo vaSom chode pred sekvenovanim najdete v referencnej prirucke pristroja
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513).

Analyticky modul Somatic Variant vykonava nasledujlce kroky analyzy a potom zapisuje subory s vystupmi
analyzy do prieCinka Alignment (Zarovnanie).

Demultiplexuje ¢itania indexov.
Generuje subory FASTQ.
Zarovnava s referenciou.
Identifikuje varianty.

Demultiplexovanie

Demultiplexovanie porovnava kazdu sekvenciu ¢itania indexu so sekvenciami indexov Specifikovanych pre
chod. V tomto kroku sa neberu do Uvahy Ziadne kvalitativne hodnoty.

Citania indexov sa identifikuju tymito krokmi:
Vzorky sa ocCisluju od 1 podla poradia, v akom su uvedené pre chod.
Cislo vzorky 0O je vyhradené pre klastre, ktoré neboli priradené ku vzorke.

Klastre sa ku vzorke prirad'uju vtedy, ked' sa sekvencia indexov presne zhoduje alebo ked' existuje
maximalne jedna nezhoda na Citanie indexu.

Generovanie suborov FASTQ

Po demultiplexovani softvér vygeneruje subory predbeznej analyzy vo formate FASTQ, €o je textovy format
pouzivany na znazornenie sekvencii. Subory FASTQ obsahuju Citania kazdej vzorky a suvisiace kvalitativne
skore. Klastre, ktoré nesplnaju poziadavky filtra, su vylucené.

Kazdy subor FASTQ obsahuje Citania len jednej vzorky, pricom nazov tejto vzorky je uvedeny v nazve suboru
FASTQ. Subory FASTQ predstavuju primarny vystup na zosuladenie. Na vzorku na oligo pool sa vygeneruje
osem suborov FASTQ (Styri z Citania 1 a Styri z Citania 2), vysledkom ¢oho je celkovo 16 suborov FASTQ na
vzorku.

Zarovnanie

PocCas kroku zarovnania pasmovy Smithov-Watermanov algoritmus zarovnava klastre z kazdej vzorky oproti
sekvenciam amplikénov Specifikovanych v subore manifestu.

Pasmovy Smithov-Watermanov algoritmus vykonava semiglobélne zarovnania sekvencii s cielom urcit
podobné oblasti medzi dvoma sekvenciami. Namiesto porovnania celej sekvencie Smithov-Watermanov
algoritmus porovnava segmenty vSetkych moznych dizok.

Citanie oboch koncov (tzv. paired-end) sa vyhodnocuje v stvislosti s jeho zarovnanim voéi relevantnym
sekvenciam prob pre dané ditanie.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Citanie 1 sa vyhodnocuije oproti reverznému komplementu nizsie poloZenych oligonukleotidov, ktoré su
Specifické pre lokus (DLSO).

Cttanie 2 sa vyhodnocuje oproti vy&sie polozenym oligonukleotidom, ktoré su &pecifické pre lokus (ULSO).

Ak sa zaciatok Citania zhoduje so sekvenciou préby a existuju maximalne tri rozdiely (nezhody alebo
posuny kvoli hlavnym indelom), cela dlzka Citania sa zarovna s cielovym amplikénom tejto sekvencie.

Indely v ramci DLSO a ULSO neboli vzhladom k chemickym vlastnostiam analyzy pozorované.

Na zaklade frekvencie nezhdd bud' v oblasti zaujmu, alebo celom amplikéne (v zavislosti od dizky amplikénu)
sa zarovnania filtruju z vysledkov zarovnani. Vyfiltrované zarovnania sa zapiSu do suborov zarovnania a
nepouziju sa pri stanoveni variantov (tzv. calling).

Stanovenie variantov

Program Pisces Variant Caller, ktory vyvinula spoloc¢nost lllumina, identifikuje varianty s malym vyskytom vo
vzorke DNA.

Program Pisces Variant Caller identifikuje SNV, MNV a malé indely v troch krokoch:
Samostatne zvazuje kazdu poziciu v referenénom gendme.
Pocita bazy v danej pozicii pre zarovnané &itania, ktoré presahuju poziciu.

Vypocitava skore variantu, ktoré meria kvalitu stanovenia pomocou Poissonovho modelu. Varianty s
kvalitativnym skoére nizSim ako Q30 sa vylucia.

Varianty sa najskor stanovuju samostatne pre kazdy pool. Potom sa varianty z kazdého poolu porovnaju a
zluc¢ia do jedného vystupného suboru. Ak sa variant nachadza v oboch pooloch a vSetky poziadavky filtrov
uvedené v Poznamky v suboroch VCF na strane 12 suU splnené, variant sa v subore stanovenia variantov (VCF)
oznadi ako PASS (Uspesny).

1 Na ovladacom paneli softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) kliknite na nazov chodu.

2 Na karte Run Overview (Prehlad chodu) skontrolujte metriku sekvenovacieho chodu.

3 [Volitelné] Ak chcete skopirovat drahu prie€inka s vystupom chodu, kliknite na ikonu kopirovania do
schranky L)

4 Kliknutim na kartu Sequencing Information (Informacie o sekvenovani) skontrolujte parametre chodu a
informacie o spotrebnom materiali.

5 Ak chcete zobrazit umiestnenie spravy o analyze, kliknite na kartu Samples and Results (Vzorky a
vysledky).
Ak sa analyza opakovala, otvorte rozbalovaci zoznam Select Analysis (Vybrat analyzu) a vyberte
prislusnu analyzu.

6 Ak chcete skopirovat drahu prieCinka s analyzou, kliknite na ikonu kopirovania do schranky L}

Viac informacii o kartach Run Overview (Prehlad chodu) a Sequencing Information (Informacie o sekvenovani)
a o tom, ako zmenit poradie analyzy, najdete v referencnej prirucke pristroja NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009513).
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Vysledky analyzy su zhrnuté na karte Samples and Results (Vzorky a vysledky) a ako suhrnna sprava v
priecinku Alignment (Zarovnanie). Pre kazdu vzorku je taktiez k dispozicii sprava vo formate suboru PDF.

Informacie o karte Samples and Results (Vzorky a vysledky)

1 Kliknutim na vzorku v zozname zobrazite spravu o vzorke.

Tabulka 1
Hlaviéka stipca
Run Status (Stav chodu)

Total Yield (GB)
(Celkova vytaznost (GB))

% = Q30

Sample Name (Nazov vzorky)
Total PF Reads

(Celkovy pocet ¢Citani PF)
Read 1% = Q30

(Citanie 1 % = Q30)

Read 2% = Q30

(Citanie 2 % = Q30)

Autosome Call Rate (Miera
stanovenia autozomov)

Informacie o chode a vzorke

Popis
Uvadza, &i bol sekvenovaci chod uspesny alebo neulspesny.

Pocet baz stanovenych v sekvenovacom chode. Zobrazuje prahovi hodnotu
Uspesnosti a Uspesny alebo nelspesny stav.

Percento Citani v sekvenovacom chode so skore kvality 30 (Q30) alebo vyssim.
Zobrazuje prahovu hodnotu Uspesnosti a Uspesny alebo neuspesny stav.

Nazov vzorky poskytnuty pri vytvarani chodu.

Celkovy pocet ¢itani, ktoré splnili poziadavky filtra.
Percento Citani v Citani 1 pre vzorku so skore kvality 30 (Q30) alebo vyssim.
Percento Citani v Citani 2 pre vzorku so skore kvality 30 (Q30) alebo vyssim.

Podet genémovych pozicii medzi autozémami (chromozémy 1 aZ 22), ktoré spifaju
vopred definovanu prahovu hodnotu spolahlivosti, vydeleny celkovym poc¢tom
vySetrovanych autozomalnych gendémovych pozicii. Miera stanovenia sa opisuje po
jednotlivych vzorkach a nahlasuje sa ako percento, ktoré sa vypocitava ako 1 minus
(pocCet autozomalnych pozicii s nekompletnymi stanoveniami vydeleny celkovym
poc¢tom sekvenovanych autozomalnych pozicii).

Tabulka 2 Informacie o sprave o vzorke

Hlaviéka stipca
Sample (Vzorka)
Report Date (Datum spravy)

Sample Information
(Informacie o vzorke)

Amplicon Summary
(Zhrnutie amplikonov)

Read Level Statistics
(Statistika Grovne &itania)

Variants Summary
(Suhrn variantov)

Popis
Néazov vzorky poskytnuty pri vytvarani chodu.
Datum vytvorenia spravy.

ID vzorky poskytnuté pri vytvarani chodu, celkovy pocet Citani vo vzorke, ktoré vyhoveli
poziadavkam filtra, percento ¢itani vzorky so skére kvality 30 (Q30) alebo vysSsim a
miera autozomalnych stanoveni.

Celkovy poéet sekvenovanych oblasti amplikénov a celkova dizka v bazovych paroch
sekvenovanych amplikénov v cielovych oblastiach pre vzorku a subor manifestov.
Subor manifestov urCuje referenény genom a cielové referencné oblasti pouzité v
kroku zarovnania.

Pocet a percento &itani vzorky, ktoré pokryvaju kazdu referenénu poziciu pre Citanie 1
a Citanie 2 v poole A a poole B.

Pocet SNV, inzercii a delécii detegovanych pre vzorku, ktoré splnili navrhnuté hodnoty
s cielom urcit, ¢i sa kvalitativne vysledky nachadzaju v ramci prijatelného rozsahu.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Hlaviéka stipca Popis

Coverage Summary
(Suhrn pokrytia)

Celkovy pocet zarovnanych baz vydeleny velkostou cielovej oblasti a percento oblasti
amplikénov s hodnotami pokrytia va¢simi ako dolna prahova hodnota pokrytia

(0,2 * priememé pokrytie amplikénu) pre vzorku v poole A a poole B.

Coverage Plots (Grafy pokrytia)

Graf pokrytia oblasti amplikdonov znazornuje pokrytie v ramci oblasti amplikénov vzorky.

Oblasti s hodnotami pokrytia nizsimi ako je prahova hodnota pokrytia sa zvyraznia
nacerveno. Priemer vSetkych hodnot oznacuje oranzova Ciara. Poskytne sa graf
pokrytia poolu A a poolu B.

Software Versions
(Verzie softvéru)

Verzie softvéru pri sekvenovani vzorky. Zahtha verziu operaéného softvéru NextSeq
550Dx (NOS), softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov), softvéru RTA

a modulu Somatic Variant.

Pre analyticky modul Somatic Variant sa generuju nasledujuce subory s vystupmi analyzy, ktoré poskytuju
vysledky analyzy na zarovnanie a stanovenie variantov. Subory s vystupmi analyzy sa nachadzaju v priecinku

Alignment (Zarovnanie).

Nazov suboru
Demultiplexovanie (*.txt)

FASTQ (*.fastq.gz)

Subory zarovnania vo formate BAM
(*.bam)

Subory so stanovenymi variantami na
pool vo formate VCF (*.vcf)

Subory so stanovenymi variantmi v
genéme vo formate VCF
(*.genome.vcf.gz)

Subory so stanovenymi
konsenzualnymi variantmi vo
formate VCF (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv

Popis
Predbezné subory obsahujuce suhrnné vysledky demultiplexovania.

Predbezné subory obsahujice stanovené bazy s kvalitativnym skore.
Subory FASTQ predstavuju primarny vstup na krok zarovnania.

Obsahuju zarovnané &itania pre danu vzorku.

Obsahuju varianty stanovené v kazdej pozicii bud’ z priameho, alebo
reverzného poolu.

Obsahuju genotyp pre kazdu poziciu, ¢i uz stanovenu ako variant, alebo
ako referencia.

Obsahuju varianty stanovené v kazdej pozicii pre oba pooly.

Obsahuje informacie o pokryti na amplikén pre kazdy poskytnuty manifest.
M¢E. predstavuje Cislo manifestu.

Format suborov demultiplexovania

Pri procese demultiplexovania sa ¢itaju sekvencie indexov pripojené ku kazdému klastru s cielom urdit,
z ktorej vzorky klaster pochadza. Mapovanie medzi klastrami a ¢islom vzorky sa zapisuje do suboru
demultiplexovania (*.demux) pre kazdu dlazdicu prietokovej komorky.

Format pomenovania suboru demultiplexovania je s_1_X.demux, kde X je Cislo dlazdice.

Subory demultiplexovania sa zacinaju nadpisom:

verzia (4-bajtové celé &islo), aktualne 1,

pocet klastrov (4-bajtové celé Cislo).

ZvySok suboru tvoria Cisla vzoriek pre kazdy klaster z dlazdice.

Po dokonceni kroku demultiplexovania softvér vygeneruje subor demultiplexovania s nazvom

DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 v ndzve suboru predstavuje Cislo prietokovej komorky.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

L1 v nazve suboru predstavuje ¢islo pruhu.
Vysledky demultiplexovania v tabulke s 1 riadkom na dlazdicu a 1 stipcom na vzorku vratane vzorky O.

NajCastejSie sa vyskytujuce sekvencie v ¢itaniach indexov.

Format suborov FASTQ

FASTQ je textovy format suborov, ktory obsahuje stanovené bazy a kvalitativne hodnoty na &itanie.
Kazdy zaznam obsahuje 4 riadky:

identifikator,
sekvencia,
znamienko plus (+),
Phredovo skore kvality v ASCII + 33 kodovanom formate.
Identifikator je naformatovany ako:
@Pristroj:ID chodu:ID prietokovej komdrky:Pruh:Dlazdica:X:Y C. &itania:Priznak filtra:0: Cislo vzorky

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<<LK?2722¢#

Format suborov BAM

Subor BAM (*.bam) je komprimovana binarna verzia suboru SAM, ktora sa pouziva na zobrazenie
zarovnanych sekvencii do 128 Mb. Formaty SAM a BAM su podrobne opisané na stranke
samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

Subory BAM vyuzivaju format pomenovania NazovVzorky_S#.bam, kde # je Cislo vzorky ur¢ené podla
poradia, v ktorom su vzorky uvedené pre chod.

Subory BAM obsahuju ¢ast's hlavickou a ¢ast so zarovnanim:

Hlavi¢ka — Obsahuje informécie o celom stbore (napr. ndzov vzorky, dizka vzorky a metéda zarovnania).
Zarovnania v ¢asti so zarovnanim su spojené so Specifickymi informaciami v asti s hlavi¢kou.

Zarovnania — Obsahuje nazov Citania, sekvenciu ¢itania, informacie o zarovnani a prispésobené priznaky.
Nazov ¢itania zahiffia chromozdm, Startovacie suradnice, kvalitu zarovnania a retazec deskriptora zhody.

V Casti so zarovnanim su uvedené nasledujuce informacie pre kazdé Citanie alebo Citany par:
AS: kvalita zarovnania na oboch koncoch,
BC: stitok (tzv. tag) Ciarového kodu, ktory indikuje ID demultiplexovanej vzorky suvisiacej s Citanim,
SM: kvalita zarovnania na jednom konci,
XC: retazec deskriptora zhody,
XN: §titok (tzv. tag) nazvu amplikénu, v ktorom je zaznamenané ID amplikénu suvisiaceho s ¢itanim.
Subory indexov BAM (*.bam.bai) poskytuju index zodpovedajuceho suboru BAM.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Format suborov VCF

Format stanovenia variantov (VCF) je bezny format suborov vyvinutych v genomickej odbornej komunite.
Obsahuje informacie o variantoch zistenych v Specifickych poziciach v referenénom gendéme. Subory VCF
maju priponu .vcf.

V hlavi¢ke suborov VCF sa uvadza verzia formatu suboru VCF a verzia prekladaca (tzv. caller) variantu a tiez
poznamky pouzité vo zvysku suboru. V hlavicke suboru VCF je tiez uvedeny subor referenéného gendmu a

stibor BAM. V poslednom riadku hlaviky st uvedené nadpisy stipcov pre riadky s tidajmi. V kazdom riadku s

udajmi suborov VCF su uvedené informacie o jednom variante.

HlaviCky suborov VCF
Hlavi¢ka Popis
CHROM Chromozom referenéného gendmu. Chromozdémy sa zobrazuju v rovnakom poradi ako v

referenénom subore FASTQ.

POS Jednobazova pozicia variantu v referenénom chromozome.
Pre SNP je tato pozicia referencna baza s variantom; pre indely a delécie je tato pozicia
referenéna baza bezprostredne pred variantom.

ID Cislo rs pre variant ziskany z doSNP.txt (ak je to uplatnitelné). Ak sa na tomto mieste nachadza
viacero Cisel rs, zoznam je oddeleny bodkociarkami. Ak pre tuto poziciu neexistuje ziadny
dbSNP vstup, pouzije sa znacka chybajucej hodnoty (,,.“).

REF Referencny genotyp. Napriklad delécia jedného T je vyjadrena ako referenény TT alebo
alternativny T. Variant s jednym nukleotidom z A na T je vyjadreny ako referencny A a
alternativny T.

ALT Alely, ktoré sa lisSia od referencného cCitania.
Napriklad inzercia jediného T je vyjadrena ako referencny A a alternativny AT. Variant s jednym
nukleotidom z A na T je vyjadreny ako referenény A a alternativny T.

QUAL Skére kvality podla Phredovej Skaly priradené k prekladacu (tzv. caller) variantu.
VysSie skore oznacuje vySsiu istotu vo variante a nizsiu pravdepodobnost chyb. Pre skore kvality
Q je odhadovanéa pravdepodobnost chyby 10719 Napriklad stbor stanoveni Q30 ma mieru
vyskytu chyby 0,1 %. Mnoho prekladacov variantov prideluje skore kvality na zaklade svojich
Statistickych modelov, ktoré su vysoké v porovnani s pozorovanou mierou vyskytu chyb.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Poznamky v suboroch VCF

Hlavi¢ka
FILTER

INFO
(INFORMACIE)

FORMAT
(FORMAT)

SAMPLE
(VZORKA)

Popis

Ak je vyhovené véetkym filtrom, do stipca na filter sa zapise PASS (Uspedné).

o LowDP - plati pre miesta s hibkou pokrytia pod 450x v kazdom poole. Pri pozicidch amplikénov
pokrytych priamym aj reverznym &itanim ide o ekvivalent pokrytia jedného ¢itania 900x.

e LowGQ - kvalita genotypizacie (GQ) je pod hrani¢nou hodnotou.

® 30 - skore kvality < 30.

e | owVariantFreq - frekvencia variantov je pod danou prahovou hodnotou.

e PB - odchylka poolu prob. Variant sa nenasiel alebo sa nasiel v jednom alebo dvoch pooloch
préb pri nizkej frekvencii.

* R3x6 — pocet susediacich opakovani (dizky 1 aZ 3 bp) stanoveniam variantov = 6.

e SB - odchylka vlakna je vacsia ako dana prahova hodnota.

V stipci INFO st mozné tieto zaznamy:

e AC - pocet alel v genotypoch pre kazdu ALT alelu v tom istom poradi, ako st uvedené.

e AF - frekvencia alel pre kazdu ALT alelu v takom istom poradi, ako sU uvedené.

e AN - celkovy pocet alel v stanovenych genotypoch.

e CD - priznak, ktory oznacuje, ze sa SNP vyskytuje v oblasti kédovania aspon 1 zéznamu
referenéného génu (RefGene).

e DP - hibka (po&et stanoveni baz zarovnanych k pozicii a pouZitych pri stanoveni variantov).

e Exon — Ciarkami oddeleny zoznam oblasti exonov precitanych z referenéného génu.

e FC - funk¢ny doésledok.

e Gl - Ciarkami oddeleny zoznam ID génov precitanych z referenéného génu.

* QD - spolahlivost/kvalita variantov podra hibky.

e Tl - Ciarkami oddeleny zoznam ID transkriptov precitanych z referenéného génu.

V stipci formatu su poli¢ka oddelené dvojbodkami. Napriklad GT:GQ. Zoznam poskytnutych

poli¢ok zavisi od pouZzitého prekladaca (tzv. caller) variantov. K dispozicii su tieto policka:

e AD - zaznam v tvare X, Y, kde X je pocet referencnych stanoveni a Y je pocet alternativnych
stanoveni.

 DP - priblizna hibka ¢itania; &itanie s MQ = 255 alebo zlymi vazbami st odfiltrované.

e GQ - kvalita genotypu.

e GQX - kvalita genotypu. GQX je minimum hodnoty GQ a stipca QUAL. Vo véeobecnosti s tieto
hodnoty podobné; kedZe GQX predstavuje minimum, je to konzervativnejSie meradlo kvality
genotypu.

e GT - genotyp. 0 zodpoveda referendnej baze, 1 zodpoveda prvému zaznamu v stipci ALT atd’.
Lomka (/) znamena, Ze k dispozicii nie su ziadne informacie o fazovani.

e NL — Uroven Sumu; odhad Sumu stanovenia baz v tejto pozicii.

e PB - odchylka poolu préb. Hodnoty blizSie k O oznacuju vacsiu odchylku smerom k jednému
poolu prob a nizsiu istotu pri stanoveni variantu.

e SB - odchylka viakna v tejto pozicii. Vacsie negativne hodnoty oznacuju mensiu odchylku;
hodnoty blizko 0 ozna&uju vacsiu odchylku.

e VF - frekvencia variantov; percento Citani podporujucich alternativnu alelu.

Stipec vzorky udéva hodnoty $pecifikované v stipci FORMAT (FORMAT).

Subory VCF gendému

Subory VCF gendmu (gVCF) su subory typu VCF v4.1, ktoré sa riadia siborom konvencii na vyjadrenie
vSetkych miest v ramci gendomu v primerane kompaktnom formate. Subory gvVCF (*.genome.vcf.gz) obsahuiju
vSetky miesta v oblasti zaujmu v jedinom subore pre kazdu vzorku.

Subor gVCF zobrazuje absenciu stanovenia v poziciach, ktoré nesplnili vSetky poziadavky filtrov.
Stitok genotypu (GT) ./. oznaCuje ziadne stanovenie.

Viac informacii najdete na stranke sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvct.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Subory VCF Per-Pool a Consensus

Pracovny postup modulu Somatic Variant generuje 2 skupiny suborov stanovenia variantov.

Subory VCF Per-pool — obsahuju varianty stanovené bud' v priamom, alebo reverznom poole.
Subory Per-pool sa zapisuju do priecinka VariantCallinglLogs.

Subory VCF Consensus — obsahuju varianty stanovené v oboch pooloch. Subory Consensus sa zapisuju
do prieCinka Alignment (Zarovnanie).

Subory VCF Per-pool a Consensus VCF zahfmaju subory VCF (*.vcf) aj gVCF (*.genome.vcf) a pouzivaju
nasledujucu konvenciu pomenovania, kde S# predstavuje poradie, v akom je vzorka uvedena pre chod:

Spravy pre v3etky miesta — SampleName_S#.genome.vcf
Spravy len pre varianty — SampleName_S#.vcf

Softvér porovnava subory VCF Per-pool a kombinaciou Udajov z kazdej pozicie vytvara subor Consensus pre
vzorku.

Stanovenia variantov z kazdého poolu sa do suborov VCF Consensus zlu€uju za pozitia nasledujucich kritérii.

Kritéria Vysledok

Stanovenie referencie v kazdom poole Stanovenie referencie
Stanovenie referencie v 1 poole a stanovenie variantu v druhom poole Filtrované stanovenie variantu
Zodpovedajuce stanovenia variantov s podobnymi frekvenciami v kazdom poole Stanovenie variantu
Zodpovedajuce stanovenia variantov so zna¢ne odliSnymi frekvenciami v kazdom Filtrované stanovenie variantu
poole

Nezodpovedajuce stanovenia variantov v kazdom poole Filtrované stanovenie variantu

Metriky z kazdého poolu sa zlucuju pomocou nasledujucich hodnot.

Metrika Hodnota

Hibka Suéet hibok z oboch poolov

Frekvencia variantov Celkovy po&et variantov vydeleny celkovou hibkou pokrytia
Skore kvality Minimalna hodnota oboch poolov

Subor pokrytia amplikbnov
Subor pokrytia amplikénov sa generuje pre kazdy subor manifestu. MC. v nazve suboru predstavuje &islo
manifestu

V kazdom subore je riadok s hlavickou, kde su uvedené ID vzoriek suvisiacich s manifestom. V subore su
uvedené nasledujuce informacie.

Cielové ID tak, ako je uvedené v manifeste.
Hibka pokrytia &itani, ktoré splnili poZiadavky filtra.

Doplnkové subory s vystupmi

Nasledujuce subory s vystupmi obsahuju dopliujuce informacie alebo sumarizuju vysledky chodu a chyby
analyzy. Hoci sa tieto subory nevyzaduju na hodnotenie vysledkov analyzy, mézu sa pouzit na rieSenie
problémov. Pokial nie je uvedené inak, vSetky subory sa nachadzaju v priecinku Alignment (Zarovnanie).

Dokument €. 1000000030330 v04 SLK 13

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO



Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Nazov suboru

AnalysisLog.txt

AnalysisError.txt
DemultiplexSummaryF1L1#.txt

AmpliconRunStatistics.xml

Prie€inok analyzy

V priecinku analyzy sa nachadzaju subory, ktoré vygeneroval softvér Local Run Manager (Spravca lokalnych

chodov).

Popis

Protokol spracovania, v ktorom su opisané jednotlivé kroky, ktoré sa vyskytli po¢as
analyzy priec¢inka aktualneho chodu. V tomto subore nie st uvedené chybové
hlasenia.

Nachadza sa v prieCinku Alignment (Zarovnanie).

Protokol spracovania, v ktorom su uvedené vsetky chyby, ktoré sa vyskytli poCas
analyzy. Ak sa nevyskytli ziadne chyby, tento subor bude prazdny.
Nachadza sa v prie¢inku Alignment (Zarovnanie).

Tu su uvedené vysledky demultiplexovania v tabulke s 1 riadkom na dlazdicu a 1
stfpcom na vzorku. Znak # predstavuje pruh 1, 2, 3 alebo 4 prietokovej komorky.
Nachadza sa v prie€inku Alignment (Zarovnanie).

Obsahuje statistické zhmutie, ktoré je Specifické pre chod.
Nachadza sa v prie¢inku Alignment (Zarovnanie).

Vztah medzi prieCinkom s vystupmi a priecinkom analyzy je zhrnuty takto:

Pocas sekvenovania zaplni softvér Real-Time Analysis (RTA) prieCinok s vystupmi suboru, ktoré sa

vygenerovali po¢as analyzy snimok, stanovenia baz a kvalitativheho skérovania.

Softvér RTA skopiruje subory do priecinka analyzy v realnom ¢ase. Po tom, ako softvér RTA priradi skére

kvality kazdej baze kazdého cyklu, softvér zapiSe subor RTAComplete.txt do oboch prieCinkov.

Analyza sa zaCne vtedy, ked je pritomny subor RTAComplete.txt.

V priebehu analyzy softvér Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) zapisuje subory s vystupmi do
priecinka analyzy a potom kopiruje subory spat do prie€inka s vystupmi.

PrieCinky Alignment (Zarovnanie)

Pri kazdom opé&tovnom zaradeni analyzy do frontu vytvori softvér Local Run Manager (Spravca lokalnych

chodov) prieCinok Alignment (Zarovnanie) s nazvom Alignment_N, kde N je poradové Cislo.

Struktura priedinkov

= Alignment (Zarovnanie) — obsahuije subory *.bam, *.vcf, FASTQ a subory, ktoré su Specifické pre

analyticky modul.

(= Date and Time Stamp (Oznacenie datumu a ¢asu) — oznacenie datumu a ¢asu analyzy vo formate

RRRRMMDD_HHMMSS
5] AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt

=l aggregate.report.html

=l aggregate.report.pdf

=l aggregate.summary.csv

[E] AmpliconCoverage_M#.tsv

[E] AmpliconRunStatistics.xml

= Sample1.genome.vcf.gz
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

=l Sample1.coverage.csv
[E] Sample.report.pdf
E Sample1.summary.csv
= Sample1.vcf.gz
= Sample1.bam
[ FASTQ
(= Sample1 (Vzorka 1)
=l Sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats (Statistika)
= DemuxSummaryF1L1.txt
= FastgSummaryF1L1.txt
[ Data (Udaje)
[~ Intensities (Intenzity)
[~ BaseCalls (Stanovenie baz)
(= LOO1 - obsahuje stibory *.bcl.
(7 L001 - obsahuije stbory *.locs.

[T RTA Logs (Protokoly RTA) — obsahuje subory protokolov z analyzy softvéru RTA.
= InterOp — obsahuje binarne stbory sluziace na nahlasovanie metriky sekvenovacieho chodu.
= Logs (Protokoly) — obsahuje subory protokolov opisujuce kroky, ktoré sa vykonali poCas sekvenovania.
El RTACOMplete. txt
=l Runinfo.xml

El RunParameters.xml

Pri sekvenovani vzoriek v pristroji NextSeq 550Dx sa stanovenim baz uréuje baza (A, C, G alebo T) kazdého
klastra danej dlazdice alebo snimacej oblasti v prietokovej kombrke v konkrétnom cykle. Pristroj NextSeq
550Dx pouziva dvojkanalové sekvenovanie, ktoré si na kodovanie Udajov Styroch DNA baz vyzaduije len dve
snimky: jednu z Cerveného kanala a druhu zo zeleného kanala.

Proces Citania indexov pri primarnej analyze baz sa odliSuje od stanovenia baz pocas inych ¢itani.

Citania indexov sa musia zaginat minimalne jednou bazou inou ako G v ktoromkolvek z prvych dvoch cyklov.
Ak sa Citanie indexov zaCne dvoma stanovenymi bazami G, nevygeneruje sa ziadna intenzita signalu. Signal
musi byt v ktoromkolvek z prvych dvoch cyklov pritomny, aby sa zabezpecilo fungovanie demultiplexovania.

Ak indexy nespifiaju poZiadavky na diverzitu, pogas vyberu indexov pri vytvarani chodu sa zobrazf varovanie
tykajuce sa nizkej diverzity. Ak chcete predist varovaniu tykajucemu sa nizkej intenzity, vyberte sekvencie
indexov, ktoré poskytuju signal v oboch kanaloch pre kazdy cyklus.

Cerveny kandl — A alebo C
Zeleny kandl— Aalebo T
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
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Tento proces stanovenia baz zabezpecuje spravnost pri analyzovani malého poctu vzoriek. Viac informacii o
sekvenciach vasich indexov najdete v pribalovom letdku supravy TruSeq Custom Amplicon Kit Dx (dokument
¢. 1000000029772).

Pocas vytvarania chodu v softvéri Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) vyberiete pocet vzoriek,
ktoré sa maju testovat. Navrhované kombinécie indexov, ktoré spifiaju poZziadavky na diverzitu, automaticky
doplni softvér. Hoci nie je pouzitie navrhovanych kombinacii indexov povinné, odporuca sa.
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Prirucka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca

lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Historia revizii

Dokument

Datum

Popis zmeny

Dokument ¢. 1000000030330 v04

August 2021

Aktualizovana adresa autorizovaného zastupcu EU.

Dokument ¢. 1000000030330 v03 April 2020 Aktualizovand adresa autorizovaného zastupcu EU.
Aktualizovana adresa australskeho zadavatela.
Dokument ¢. 1000000030330 v02 Januar 2019 Pridané informacie o supravach reagencii v2.5.

Dokument ¢. 1000000030330 vO1

August 2018

Aktualizované regulacné oznacenia.

Dokument ¢. 1000000030330 vOO
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November 2017

Uvodné vydanie.
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Priruc¢ka pracovnych postupov pre analyticky modul Somatic Variant softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov) pristroja NextSeq 550Dx

Technicku pomoc vam poskytne oddelenie technickej podpory spolocnosti lllumina.

Webova lokalita: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Telefonne Cisla oddelenia zakaznickej podpory spolo¢nosti lllumina

Region

Severna Amerika

Bezplatné
+1.800.809.4566

Regionalne

Australia +1.800.775.688

Belgicko +32 80077160 +32 34002973
Cina 400.066.5835

Dansko +45 80820183 +45 89871156
Finsko +358 800918363 +358 974790110
Francuzsko +33 805102193 +33 170770446
Holandsko +31 8000222493 +31 207132960
Hongkong 800960230

irsko +353 1800936608 +353 016950506
Japonsko 0800.111.5011

Nemecko +49 8001014940 +49 8938035677
Nérsko +47 800 16836 +47 21939693
Novy Zéland 0800.451.650

Rakusko +43 800006249 +43 19286540
Singapur +1.800.579.2745

Spojené kralovstvo
Spanielsko

Svajdiarsko

+44 8000126019
+34 911899417
+41 565800000

+44 2073057197
+34 800300143
+41 800200442

Svédsko +46 850619671 +46 200883979
Taiwan 00806651752
Taliansko +39 800985513 +39 236003759

Ostatné krajiny

+44 1799 534000

Karty bezpe&nostnych udajov (Safety data sheets, SDS) — k dispozicii na webovej lokalite spolocnosti lllumina

na stranke support.illumina.com/sds.html.

Produktova dokumentécia — k dispozicii na prevzatie vo formate PDF z webovej lokality spolo¢nosti lllumina.
Prejdite na stranku support.illumina.com, vyberte produkt a potom polozku Documentation & Literature
(Dokumentacia a literatura).
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