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

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

Pokyny v tomto dokumentu musi byt ddsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné proskolenym persondlem,
aby bylo zaji$t&no spravné a bezpedné pouzivani zde popsanych produktd. Vedkery obsah tohoto dokumentu musite
pfed pouzitim takovych produktd beze zbytku piecist a pochopit.

NEDODRZEN{ POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU
MUZE VEST K POSKOZENi PRODUKTU, PORANENI 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 POUZIT| ZDE
POPSANYCH PRODUKTU (VEETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2022 lllumina, Inc. V8echna prava vyhrazena.

V&echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFislugnych viastnikl. Podrobné
informace o ochrannych zndmkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.
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Prehled

Aplikace DRAGEN™ for Illumina® DNA Prep with Enrichment Dx provadi v zavislosti na vybraném
pracovnim postupu analyzy demultiplexovani, generovani FASTQ, mapovani ¢teni a zarovnani s
referenénim genomem a pfifazeni variant.

Metody analyzy

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx provadi v zavislosti na vybraném pracovnim postupu
demultiplexovani, generovani FASTQ, mapovani ¢teni a zarovnani s referen¢nim genomem:

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

Generovani FASTQ

Sestavené sekvence jsou zapsany do soubord FASTQ za kazdy vzorek. Soubory FASTQ jsou textové
soubory, které obsahuji data sekvenovani a skore kvality pouze pro jeden vzorek. Pro kazdy vzorek jsou
generovany samostatné soubory FASTQ podle drahy prdtokové kyvety na kazdé ¢teni sekvenovani.
Nazev vzorku, jak je specifikovan béhem nastaveni béhu, je zahrnut v nazvu souboru FASTQ. Soubory
FASTQ jsou primarnim vstupem pro zarovnani. Prvnim krokem generovani FASTQ je demultiplexovani.
Demultiplexovani pfifazuje klastry, které projdou filtrem, k uréitému vzorku tim, ze porovna kazdou
sekvenci ¢teni indexd s indexovymi sekvencemi specifikovanymi pro dany béh. V tomto kroku nejsou
zvazovany zadné hodnoty kvality. Cteni indexu jsou identifikovana pomoci nésledujicich krokd:

* Vzorky jsou ¢islovany od 1 podle pofadi, v jakém jsou uvedeny pro dany béh.

* Vzorek ¢islo O je vyhrazen pro klastry, které nebyly pfifazeny ke vzorku.

* Kilastry jsou pfifazeny ke vzorku, kdyz se indexova sekvence presné shoduje nebo kdyz existuje
nejvyse jedna neshoda na jednotlivé ¢teni indexu.

Software obsahuje kompresi ORA pro kompresi soubort FASTQ. Pfi 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

Prvni fazi mapovani je generovani seedd ze ¢teni a nasledné hledani presnych shod v referenénim
genomu. Tyto vysledky jsou pak upfesnény Uplnym zarovnanim Smith-Waterman na mistech s nejvyssi
hustotou shod seedU. Tento dobfe zdokumentovany algoritmus funguje tak, Ze porovnava kazdou
pozici ¢teni se véemi kandidatnimi pozicemi reference. Tato porovnani odpovidaji matici potencidlnich
zarovnani mezi ¢tenim a referenci. Pro kazdou z téchto kandidatnich pozic zarovnani Smith-Waterman
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generuje skore, ktera se pouzivaji k vyhodnoceni, zda nejlepsi zarovnani prochazejici touto burnkou
matice k ni dospéje shodou nebo neshodou nukleotidl (diagonalni pohyb), deleci (horizontaIni pohyb)
nebo inzerci (vertikalni pohyb). Shoda mezi ¢tenim a referenci poskytuje bonus ve skére a neshoda
nebo indel vede k penalizaci. Vybrano je zarovnani, které prochazi matici s celkové nejvyssim poctem
bodd.

Specifické hodnoty vybrané pro skore v tomto algoritmu ukazuji, jak vyvazit, pro zarovnani s vice
moznymi interpretacemi, moznost indelu na rozdil od jednoho nebo vice SNP nebo preferenci zarovnani
bez clippingu. Vychozi hodnoty skérovani DRAGEN jsou pro aplikace pfifazovani variant pfimérené pro
zarovnani stfedni délky ¢teni s celym lidskym referenénim genomem. Kazda sada parametr( skérovani
Smith-Waterman pfedstavuje nepfesny model genomové mutace a chyb sekvenovani. Pro nékteré
aplikace mohou byt vhodnéjsi odlisné vyladéné hodnoty skdrovani zarovnani.

Pfifazovani germinalnich variant v aplikaci DRAGEN

Detekéni program DRAGEN Germline Small Variant Caller pfebird mapovanou a zarovnanou DNA jako
vstup a pfifazuje SNP a indely pomoci kombinace detekce ve sloupcich a mistniho de novo sestaveni
haplotypd.

Prifraditelné referencni oblasti jsou nejprve identifikovany s dostateénym pokrytim zarovnani. Rychlé
skenovani sefazenych ¢teni identifikuje v téchto referenénich oblastech aktivni oblasti, které jsou
vycentrovany kolem sloupct pileup s dikazy o varianté. Aktivni oblasti jsou doplnény dostate¢nym
kontextem, aby pokryly vyznamny nereferenéni obsah v okoli. Pokud existuji dlkazy indeld, aktivni
oblasti dostanou dal$i dopInéni (padding).

Zarovnana ¢teni jsou v kazdé aktivni oblasti klipovana a sestavena do De Bruijnova grafu. Okraje
klipovanych &teni jsou vazeny poctem pozorovani, pficemz referenéni sekvence je paterni. Po vycisténi
a zjednoduseni grafu jsou v8echny 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 miZe byt rozs$ifena detekci na zakladé pozice. Pro kazdy par
&teni-haplotyp se pravdépodobnost P(r|H) pozorovani &teni — za predpokladu, Ze haplotyp je skute&ny
pocatelni vzorek — odhaduje pomoci parového skrytého Markovova modelu (HMM).

Pfi skenovani podle referenéni pozice nad aktivni oblasti jsou kandidatni genotypy vytvoreny 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
maximalni P(r|H) pro haplotypy podporujici pfihodu. Ty jsou kombinovény do podminéné
pravdépodobnosti P(r|e1e2) pro genotyp (par udalosti) a znédsobeny tak, aby byla ziskdna podmin&na
pravdépodobnost P(R|e1e2) pozorovani celého pileup &teni. Pomoci Bayesova vzorce se vypoé&ita
posteriorni pravdépodobnost P(e1e2|R) kazdého diploidniho genotypu a vitéz se pritadi.

V rezimu gVCF pouzivaném pro pfifazeni Skalovatelné vicevzorkové varianty Ize spustit detek&ni
program DRAGEN Germline Small Variant Caller pro kazdy vzorek a vytvofit tak pfechodny soubor
pfifazeni genomové varianty (gVCF). gVCF Ize potom pouzit k u¢inné spole¢né genotypizaci vice
vzork{, coz umozfiuje rychlé pfirlstkové zpracovani vzorkd a $kalovani na velké velikosti kohort.
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Vzhledem k tomu, Ze detekéni program DRAGEN Germline Small Variant Caller ma algoritmy, které
umoznuji efektivni rozliSeni korelovanych chyb od skuteé¢nych variant, pravidla filtrovani jsou velmi
jednoducha.

Prifazeni somatickych variant v aplikaci DRAGEN

Detekéni program DRAGEN Somatic Small Variant Caller pfebird mapovanou a zarovnanou DNA jako
vstup a pfifazuje SNV a indely pomoci mistniho de novo sestaveni haplotypd v aktivni oblasti.

Prifaditelné referencni oblasti jsou nejprve identifikovany s dostateénym pokrytim zarovnani. Skenovani
sefazenych Cteni identifikuje v téchto referencnich oblastech aktivni oblasti, které jsou ve ¢tenich
nadoru vycentrovany kolem sloupct pileup s dikazy o varianté. Aktivni oblasti jsou doplnény
dostate¢nym kontextem, aby pokryly vyznamny nereferenéni obsah v okoli. Pokud existuji dikazy
indell, aktivni oblasti dostanou dal$i dopInéni (padding).

Zarovnana ¢teni jsou v kazdé aktivni oblasti klipovana a sestavena do De Bruijnova grafu. Okraje
klipovanych &teni jsou vazeny poctem pozorovani, pfi¢emz referen¢ni sekvence je paterni. Po vycisténi
a zjednoduseni grafu jsou v§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) pozorovéni &teni odhaduje
pomoci parového skrytého Markovova modelu (HMM) — za pfedpokladu, Ze haplotyp je skute¢ny
pocatecni vzorek.

Aby bylo mozné stanovit skére TLOD, DRAGEN Somatic Small Variant Caller nejprve skenuje podle
referenéni pozice kazdou kandidatni somatickou pfihodu a také i referenéni udalost nad aktivni oblasti.
Podmine¢nd pravd&podobnost P(r|e) pozorovani kazdého prekryvajiciho se &teni je odhadnuta jako
maximalini P(r|H) pro haplotypy podporuijici danou udalost. Ty se zkombinuji do podminéné
pravdépodobnosti P(r|E) pro hypotézu udélosti E, kterd zahrnuje smés referenéni a kandidatské
somatické alely v rozsahu moznych frekvenci alel, a vynasobi se, aby se ziskala podminéna
pravdépodobnost P(R|E) pozorovani celého pileup &teni. Odtud se vypoéita skére TLOD jako dikaz, ze
ve vzorku nadoru je v daném lokusu pfitomna alela ALT.
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Vytvoreni béhu

Pomoci nasledujicich krokl mlzete vytvorit béh v lllumina Run Manager na pfistroji NovaSeq 6000Dx
nebo pomoci prohlizee na poditadi pfipojeném k siti. Data vzork{ Ize zadat ru¢né nebo importem
seznamu vzorkd.

Nastaveni aplikace a béhu

1. Naobrazovce Runs (Béhy) vyberte moznost Create Run (Vytvofit béh).
2. Vyberte aplikaci DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a potom vyberte Next (Dalsi).

3. Naobrazovce Run Settings (Nastaveni béhu) zadejte ndzev béhu. Nazev béhu identifikuje béh od
sekvenovani az po analyzu.

4. [Volitelné] Pro dalsi identifikaci béhu zadejte popis béhu.

Ujistéte se, Ze vybrana Library Prep Kit (Sada pro pfipravu knihoven) je sada pro pfipravu knihoven
[llumina DNA Prep with Enrichment Dx.

6. Vyberte pozadovanou sadu indexového adaptéru.

7. Zadejte Read Length (Délka ¢teni).
Vychozi hodnota Read 1 (1. &teni) a Read 2 (2. ¢teni) je 151 cyKkId.
Index 1a Index 2 maji pevnou hodnotu 10 cyKIU.

[Volitelné] Zadejte ID zkumavky knihovny.

9. Vyberte moznost Next (Dalsi).

Data vzorku

Pomoci tabulky na obrazovce Sample Data (Data vzorku) zadejte ru¢né informace o vzorku. Pfipadné
vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a informace o vzorcich nahrajte. Informace o
importu informaci o vzorcich najdete v ¢asti Import vzork(ina strané 5 (Importovat vzorky).

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

2. PouZijte moznost Plate - Well Position (Desti¢ka - Poloha jamky) pro vybér polohy jamky.
Pole i7 Index, Index 1, i5 Index a Index 2 se vyplni automaticky.

[Volitelné] Zadejte nazev knihovny.

Podle potieby pridejte Fadky a opakujte kroky 1-3, dokud nebudou do tabulky pfidany vSechny
vzorky.

5. Vyberte moznost Next (Dalsi).
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Import vzork(

Kdyz v lllumina Run Manager planujete béh pomoci prohlize¢e na pocitadi pfipojeném k siti, na
obrazovce Sample Data (Data vzorku) je k dispozici ke stazeni Sablona (*.csv).

1.
2.

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

Zadejte informace o vzorku ze souboru CSV a soubor uloZte.
Soubor CVS se seznamem vzorkl obsahuje nasledujici datové sloupce: Sample ID (ID vzorku), Plate
- Well Position (Desti¢ka - Poloha jamky), volitelny Library Name (Nazev knihovny).

Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a prejdéte na umisténi souboru CSV.
Vyberte moznost Next (Dalsi).

Nastaveni analyzy

1.

Vyberte pozadovany pracovni postup analyzy:

* Generovani FASTQ

* Generovani Germline FASTQ a VCF pro germinalni pracovni postup
* Generovani Somatic FASTQ a VCF pro somaticky pracovni postup

[Volitelné] V pfipadé potfeby zaskrtnéte policko Generate ORA compressed FASTQs (Generovat
ORA komprimované FASTQ), ¢imZ povolite kompresi FASTQ ORA.

[Pracovni postupy generovani VCF] Pomoci rozeviraci nabidky Manifest File Selection (Vybér
souboru manifestu) vyberte soubor manifestu.

Soubor manifestu je vyzadovanym vstupem pro DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx.
Manifest je soubor BED (*.bed), ve kterém jsou Udaje oddéleny pomoci tabulatoru a ktery
specifikuje ndzvy a umisténi cilovych referencnich oblasti.

[Pracovni postup generovani Somatic FASTQ a VCF] Pomoci rozeviraci nabidky Noise File
Selection (Vybér souboru Sumu) vyberte soubor Sumu.

Pro odfiltrovani systematického Sumu Ize specifikovat soubor BED s tUrovni Sumu pro dané
pracovisté. DalSi informace najdete v &asti Filtrovani Sumu na strané 6 (Filtrovani Sumu).

Vyberte moznost Next (Dalsi).

Béh Kontrola

1.

Na obrazovce Review (Kontrola) zkontrolujte informace zadané na obrazovkach 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

Vybérem aplikace na obrazovce Applications (Aplikace) zobrazite aktudlni nastaveni a zménite
nastaveni.
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Konfigurace

Konfigura¢ni obrazovka zobrazuje nasledujici nastaveni aplikace:
* Library Prep Kits (Sady pro pfipravu knihoven) — zobrazuje vychozi sadu pro pfipravu knihovny pro
aplikaci. Toto nastaveni nelze zménit.
* Index Adapter Kits (Sady indexového adaptéru) — zobrazuje vychozi sadu indexového adaptéru pro
aplikaci. Toto nastaveni nelze zménit.
* Read lengths (Délky ¢teni) — délky ¢teni jsou pro aplikaci ve vychozim nastaveni nastaveny na 151,
ale Ize je béhem vytvareni béhu zménit.
* Manifest and Noise Files (Soubory manifestli a Sumu) - umoZziiuje nahravani a zménu nastaveni pro
soubory manifestd a Sumu.
— Vyberte moznost Upload File (Nahrat soubor), abyste nahrdli soubory pro pouziti v analyze.
— Vyberte pfepina¢ Default (Vychozi) a nastavte jako vychozi soubor manifestu nebo Sumu
soubor vybrany b&hem vytvafeni béhu, kdyz je vybrana aplikace.
— Zaskrtnutim policka Enabled (Povoleno) nastavte soubor, ktery se ma zobrazit v rozeviraci
nabidce béhem vytvareni béhu.

Opravneéni

Pomoci zadkrtavacich poli¢ek na obrazovce Permissions (Opravnéni) mizete spravovat pfistup
uzivatell k aplikaci.

Filtrovani Sumu

Pfi pouziti somatického pracovniho postupu je k dispozici filtrovani systémového Sumu. 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.

BED systémového Sumu by mél byt generovan z normalnich vzork{. Doporucuje se vytvaret soubory
systémového Sumu, které jsou specifické pro pfipravu knihovny, sekvenacéni systém a panel. Pro
generovani souborl Sumu se doporudéuje pouzit pfiblizné 50 normélnich vzorka.
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Vystupy analyzy

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ulozi nasledujici informace do slozky analyzy. Pouze
germinalni a somatické pracovni postupy vytvareji PDF.

* Pouzity soubor manifestu

* Verze softwaru

* [Dvzorku

* Celkovy pocet zarovnanych ¢teni

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

* Pocet pfifazenych indell na vzorek

* Statistika pokryti

Vystupni soubory analyzy

Aplikace generuje nasledujici vystupni soubory. Pfesné vygenerované soubory zavisi na tom, ktery
pracovni postup analyzy bude pouzit. Vystupni soubory jsou umistény ve sloZce analyzy.

Vystupni soubor Popis

FASTQ (*.fastg.gz nebo *.fastqg.ora) Pfechodné soubory obsahujici
pfifazeni baze se skoére kvality.
Soubory FASTQ jsou primarnim
vstupem pro krok zarovnani. Pokud je
vybrana komprese ORA, odrazi se to
vV ndzvu souboru.

Zarovnané soubory BAM (*.bam) Obsahuji zarovnana ¢teni pro dany
vzorek.

Soubory VCF genomu (*.gvcf.gz) Obsahuji genotyp pro kazdou pozici,
at uz prifazen jako varianta nebo jako
reference.

Soubory VCF (*.vcf.gz) Obsahuji varianty pfifazené na kazdé
pozici.
Sestava metrik béhu (*.csv) Obsahuje metriky kvality béhu,

vCetné celkového vytézku a skore
Q30.
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Soubory FASTQ

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

* I|dentifikator vzorku

* Sekvence

* Znaménko plus (+)

* Skoére kvality Phred v kddovaném formatu ASCII + 33

Identifikdtor vzorku je naformatovan nasledovné.
@Instrument:RunID:FlowCellID:Lane:Tile:X:Y
ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Priklad:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

+

<>; ##=><9=

OFf 1 <#<;<<<K22224=

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 Cislo vzorku ur€ené poradim, ve kterém jsou uvedeny
vzorky pro dany béh. V rezimu vice uzll je S# nastaveno na S1 bez ohledu na pofadi vzorku.

Soubory BAM obsahuji sekci zdhlavi a sekci zarovnani:

* Zahlavi-obsahuje informace o celém souboru, jako je nazev vzorku, délka vzorku a metoda
zarovnani. Zarovnani jsou v sekci zarovnani spojena s konkrétnimi informacemi v sekci zahlavi.

* Zarovnani- obsahuje nazev ¢teni, sekvenci ¢teni, kvalitu ¢teni, informace o zarovnani a vlastni tagy.
Nazev ¢teni zahrnuje chromozom, poc¢atecéni soufadnici, kvalitu zarovnani a fetézec deskriptoru
shody.

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

* AS: Kvalita zarovnani parového konce.

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

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

* XC: Shoda fetézce deskriptoru.
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* XN: Tag nazvu amplikonu, ktery zaznamenava ID amplikonu pfidruzené ke ¢tenym souborlm indexu
BAM (*.bam.bai), poskytuje index odpovidajiciho souboru BAM.

Soubory VCF

Soubory ve formatu pfifazeni variant (*.vcf) obsahuji informace o variantach nalezenych na urcitych
pozicich v referenénim genomu.

Zahlavi souboru VCF obsahuje verzi formatu souboru VCF a verzi detekéniho programu pro varianty a
uvadi pozndmky pouzité ve zbytku souboru. Zahlavi VCF také obsahuje referenéni soubor genomu a
soubor BAM. Posledni fadek v zéhlavi obsahuje nadpisy sloupcl pro datové fadky. Kazdy z datovych
radkd souboru VCF obsahuje informace o jedné varianté.

Tabulka1 Zahlavi souboru VCF
Zahlavi  Popis

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

POS Jednobdzova pozice varianty v referenénim chromozomu. Pro jednonukleotidové
varianty (SNV) je tato pozice referenéni bazi s danou variantou. U indell je tato
pozice referen¢ni bazi bezprostiedné pfedchazejici dané varianté.

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

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

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

QUAL Skore kvality na stupnici Phred pfifazené detekénim programem pro varianty. VySsi
skore ukazuje na vy3$si dlvéryhodnost dané varianty a niz$i pravdépodobnost chyb.
U skore kvality Q je odhadovana pravdépodobnost chyby 10-(Q/10). Napfiklad sada
pfitazeni Q30 mé& 0,1% chybovost. Rada deteké&nich program( pro varianty pfifazuje
skore kvality na zakladé svych statistickych modeld, které jsou ve vztahu k
pozorované chybovosti vysoké.
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Tabulka 2 Poznamky k soubortim VCF
Zahlavi Popis

FILTER (FILTR) Pokud jsou vSechny filtry Uspésné, zapiSe se do sloupce filtru PASS

(VYHOVUJE).

Mozné vstupy FILTER (FILTR) v germinalnim pracovnim postupu zahrnuiji:

o DRAGENSnpHardQUAL - pouziva se, pokud skére QUAL varianty SNP
nespliiuje prahovou hodnotu

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

o LowDepth - misto je filtrovano, protoze hloubka pokryti nesplfuje prahovou
hodnotu

» LowGQ - misto je filtrovano, protoze kvalita genotypu nespliuje 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
¢teni v tomto lokusu nesplfiuje prahovou hodnotu

« filtered_reads — misto je filtrovano, protoZze byla odfiltrovana pfili§ velka
frakce Cteni

» fragment_length — misto je filtrovano, protoZze absolutni rozdil mezi
medianem délky fragmentu alternativnich ¢teni a medianem délky
fragmentu referenénich ¢teni v tomto lokusu pfekracuje prahovou hodnotu

o low_depth — misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni je pfilis nizka

» low_frac_info_reads — misto je filtrovano, protoze frakce informativnich
¢teni je pod prahovou hodnotou

o low_normal_depth — misto je filtrovano, protoZe hloubka ¢teni normalniho
vzorku je pfili§ nizka

 long_indel - misto je filtrovano, protoze délka indelu je pfilis dlouha

* mapping_quality — misto je filtrovano, protoze median kvality mapovani
alternativnich &teni v tomto lokusu nespliuje prahovou hodnotu

» multiallelic —- misto je filtrovano, protoZe vice nez dvé alely splfuji LOD
nadoru

» non_homref_normal —misto je filtrovano, protoze genotyp normainiho
vzorku neni homozygotni referenci

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

» panel_of_normals — zobrazeno alespofi v jednom vzorku ve vcf panelu
normall

« read_position — misto je filtrovdno, protoZze medidn 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 dGivodu zavazného vychyleni vidkna

Dokument &. 200014776 v02
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO



DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx

Zahlavi Popis

FILTER (FILTR) o
(pokracovani)

str_contraction — misto je filtrovano kvuli podezieni na chybu PCR, kde je
alternativni alela o jednu opakovanou jednotku mensi nez reference
too_few_supporting_reads — misto je filtrovano, protoze ve vzorku nadoru
je pfili$ malo podpdrnych éteni

weak_evidence - skére somatickych variant nesplfiuje prahovou hodnotu

Mozné vstupy FILTER (FILTR) v somatickém pracovnim postupu zahrnuji:

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

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

fragment_length — misto je filtrovadno, protoze absolutni rozdil mezi
medianem délky fragmentu alternativnich ¢teni a medianem délky
fragmentu referencnich ¢teni v tomto lokusu prekra¢uje prahovou hodnotu
low_depth - misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni je pfilis nizka
low_frac_info_reads — misto je filtrovano, protoZe frakce informativnich
¢teni je pod prahovou hodnotou

low_normal_depth - misto je filtrovano, protoze hloubka ¢teni normalniho
vzorku je pfilis nizka

long_indel — misto je filtrovano, protoze délka indelu je pfili§ dlouha
mapping_quality — misto je filtrovano, protoze median kvality mapovani
alternativnich &teni v tomto lokusu nespliiuje prahovou hodnotu
multiallelic - misto je filtrovano, protoze vice nez dvé alely splfiuji LOD
nadoru

non_homref_normal — misto je filtrovano, protoze genotyp normainiho
vzorku neni homozygotni referenci

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

panel_of_normals — zobrazeno alespon v jednom vzorku ve vcf panelu
normall

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 diivodu zavazného vychyleni vidkna
str_contraction — misto je filtrovano kvili podezieni na chybu PCR, kde je
alternativni alela o jednu opakovanou jednotku mensi nez reference
too_few_supporting_reads — misto je filtrovano, protoze ve vzorku nadoru
je pfili$ malo podpdrnych &teni

weak_evidence - skére somatickych variant nesplfiuje prahovou hodnotu
systematic_noise — misto je filtrovdno na zakladé ddkazl systémového
sumu v normalech
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Zahlavi Popis

INFO Mozné vstupy INFO v germinalnim pracovnim postupu zahrnuiji:

(INFORMACE) -

AC - pocet alel v genotypech pro kazdou ALT alelu, ve stejném poradi, v
jakém jsou uvedeny

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

AN - celkovy pocet alel v pfifazenych genotypech

DB - ¢lenstvi v dbSNP

FS - p-hodnota $kalovana podle Phred méfend pomoci Fisherova exaktniho
testu k detekci vychyleni viakna

QD - dlvéryhodnost/kvalita variant podle hloubky

R2_5P_bias — skére zaloZené na ,mate bias" a vzdalenosti od 5 prime konce.

SOR - symetricky pomér pravdépodobnosti 2x2 kontingencéni tabulky pro
detekci vychyleni vidkna

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

END - poloha zastaveni intervalu

FractionInformativeReads - frakce informativnich ¢teni z celkového poctu
¢teni

MQ - kvalita mapovani RMS

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

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

SOMATIC - alesponi jedna varianta na této pozici je somaticka

Mozné vstupy INFO v somatickém pracovnim postupu zahrnuji:

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

END - poloha zastaveni intervalu

FractioninformativeReads - frakce informativnich ¢teni z celkového poctu
¢teni

MQ - kvalita mapovani RMS

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

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

AQ - skére systémového Sumu

hotspot — znamé somatické misto, které se pouziva ke zvyseni
dlvéryhodnosti pfifazeni.

SOMATIC - alesponi jedna varianta na této pozici je somaticka
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Zahlavi Popis
FORMAT Ve sloupci formatu jsou uvedena pole oddélena dvojteckami. Napfiklad
(FORMAT) GT:GQ.

Dostupna pole germinalniho pracovniho postupu zahrnuiji:

AD - hloubky alel (pocitaji se pouze informativni ¢teni z celkovych ¢teni) pro
ref a alt alely v uvedeném 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 ¢teni v parové orientaci F1R2 podporujici kazdou alelu

F2R1- pocet &teni v parové 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 referen¢ni bazi, 1 odpovida prvnimu zaznamu ve
sloupci ALT atd. Pfedni lomitko (/) 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 Fisherlv exaktni
test pro detekci vychyleni vliakna

SQ - somaticka kvalita

Dostupna pole somatického pracovniho postupu zahrnuiji:

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

AF - alelové frakce pro alt alely v uvedeném poradi

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

F1R2 - pocet ¢teni v parové orientaci F1IR2 podporujici kazdou alelu

F2R1- pocet &teni v paroveé orientaci F2R1 podporujici kazdou alelu

GT - genotyp; 0 odpovida referen¢ni bazi, 1 odpovida prvnimu zaznamu ve
sloupci ALT atd. Pfedni lomitko (/) signalizuje, Ze nejsou k dispozici zadné
informace o fazovani.

MB - statistiky komponent vztazené 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 Fisherlv exaktni
test pro detekci vychyleni vidkna

SQ - somaticka kvalita
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Zahlavi Popis
SAMPLE Sloupec vzorku uvadi hodnoty specifikované ve sloupci FORMAT (FORMAT).
(VZOREK)

Soubory VCF genomu

Soubory VCF genomu (*.gvcf.gz) se Fidi souborem konvenci pro reprezentaci véech mist v genomu v
pfimérfené 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.

Zobrazeni vysledkU analyzy

Aktudiné probihajici béhy se zobrazuji na karté Active (Aktivni). Dokonéené béhy se zobrazuji na karté
Completed (Dokonceno). Dalsi informace o zobrazeni vysledkl viz Dokumentace k pfistroji NovaSeq
6000Dx (dokument ¢. 200010105).
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Technicka pomoc

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

Web:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Telefonni Cisla na technickou podporu spolec¢nosti lllumina

Oblast
Australie
Rakousko
Belgie
Kanada
Cina
Dansko
Finsko
Francie
Némecko
Hongkong, Cina
Indie
Indonésie
Irsko

Italie
Japonsko
Malajsie
Nizozemsko
Novy Zéland
Norsko
Filipiny
Singapur
Jizni Korea

Spanélsko
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Bezplatna linka
+611800 775 688
+43 800 006249
+32 80077160
+1800 809 4566

+4580820183
+358 800 918 363
+33 805102193
+49 800 1014940
+852 800 960 230
+918006500375

+353 1800 936608
+39 800 985513
+810800 111 5011
+60 1800 80 6789
+31 800022 2493
+64 800 451 650
+47 800 16 836
+63 180016510798
18005792745
+82 80234 5300
+34 800 300143

Mezinarodni

+43 19286540
+3234002973

+86 400 066 5835

+45 89 87 11 56

+358 97479 0110

+3317077 04 46
+49 89 3803 5677

0078036510048
+353 1695 0506
+39 236003759

+3120 713 2960

+47 2193 96 93

+34 911899 417
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Oblast

Svédsko
Svycarsko
Tchaj-wan, Cina
Thajsko

Spojené kralovstvi
USA

Vietham

Bezplatna linka
+46 2 00883979
+41800 200 442
+886 8 06651752
+66 1800 011 304
+44 800 012 6019
+1 800 809 4566
+84 1206 5263

Mezinarodni
+46 8 50619671
+4156 580 00 00

+44 2073057197
+1858 202 4566

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

Dokumentace k produktu — k dispozici ke stazeni z webu support.illumina.com.
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San Diego, Kalifornie 92122, USA

+1800 809 ILMN (4566)
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