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Popis zmeny

Opraveny format suboru manifest
z textu (*.txt) na BED (*.bed) v
pokynoch na vytvorenie chodu.
Opravené konsenzualne subory
VCF na subory VCF v sekcii
vystupu analyzy.

Pridané:

Cast Nastavenia.

Cast Systematické filtrovanie
hluku.

Pokyny na vytvorenie chodu, aby
obsahoval podrobnejSie
informacie boli aktualizované.
Boli opravené preklepy a
gramatické chyby.

Bolo Specifikované, ze pokyny su
ur¢ené pre aplikaciu pri pouziti s
pristrojom NovaSeq 6000Dx.
Informacie o obsahu vystupného
suboru VCF boli aktualizované.

Uvodné vydanie.
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Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len
Lllumina“) a su uréené vyluéne na zmluvné pouzitie u zdkaznika v suvislosti s pouzivanim produktu (produktov)
opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na ziadny iny Gcel. Tento dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani
Sirit na Ziadny iny ucel a/alebo inak poskytovat, zverejiiovat alebo reprodukovat akymkolvek spésobom bez
predchadzajuceho pisomného suhlasu spolo¢nosti lllumina. Spolo¢nost lllumina tymto dokumentom neposkytuje Ziadnu
licenciu na zaklade patentu, ochrannej znamky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, ¢i podobnych prav
tretich stran.

Pokyny v tomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vyskolenym personalom,
aby sa zabezpecilo spravne a bezpecné pouzivanie tu popisaného vyrobku (vyrobkov). Pred pouzitim takéhoto vyrobku
(vyrobkov) je nutné precitat si cely obsah tohto dokumentu s porozumenim.

NEPRECITANIE VSETKYCH POKYNOV TU OBSIAHNUTYCH A ICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK
POSKODENIE VYROBKU (VYROBKOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZIVATELOV ALEBO INYCH 0SOB,
POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOENOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU
POPISANEHO VYROBKU (VYROBKOV) (VRATANE SUCAST( ALEBO SOFTVERU).

© 2022 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

VSetky ochranné znadmky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislu§nych vlastnikov. Informacie
o konkrétnych ochrannych znamkach najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.
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Zakladné informacie

DRAGEN™ for Illumina® DNA Prep with Enrichment Dx vykondva demultiplexovanie, generovanie
stborov FASTQ, mapovanie ¢itania a zarovnanie s referenénym gendmom a analyzou variantov v
zavislosti od vybraného pracovného postupu analyzy.

Metddy analyzy

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx vykonava demultiplexovanie, generovanie suborov
FASTQ, mapovanie Citania a zarovnanie s referenénym genédmom v zavislosti od vybraného pracovného
postupu:

* Generovanie suborov FASTQ

* Generovanie suborov Germline FASTQ a VCF

* Generovanie somatickych suborov FASTQ a VCF

Generovanie suborov FASTQ

Zostavené sekvencie su zapisané do suborov FASTQ na kazdu vzorku. Subory FASTQ su textové
subory, ktoré obsahuju Udaje a skoére kvality sekvenovania iba pre jednu vzorku. Pre kazdu vzorku sa
vygeneruju samostatné subory FASTQ na kazdy pruh prietokového ¢lanku a na kazdé Citanie
sekvenovania. Nazov vzorky, ktory je uvedeny pocas nastavenia chodu, je uvedeny v nazve suboru
FASTQ. Subory FASTQ predstavuju primarny vstup na zarovnanie. Prvym krokom pri generovani
suborov FASTQ je demultiplexovanie. Demultiplexovanie priraduje klastre, ktoré prejdu filtrom do
vzorky, porovnanim kazdej sekvencie Citania indexu so sekvenciami indexov Specifikovanymi v ramci
chodu. V ramci tohto kroku sa nezohladriuju ziadne kvalitativne hodnoty. Identifikacia nac¢itania indexov
prebieha podla nasledujucich krokov:

* Vzorky su ocislované od 1 na zaklade poradia, v akom su uvedené v ramci chodu.
 Cislo vzorky 0 je vyhradené pre klastre, ktoré neboli priradené k vzorke.

* Kilastre sa priraduju k vzorke vtedy, ked' sa sekvencia indexu presne zhoduje, alebo vtedy, ak
nacitanie indexu vykazuje max. jednu nezhodu.

Softvér obsahuje komprimaciu ORA na komprimaciu suborov FASTQ. Pri pouziti formatu ORA (*.ora) sa

kontrolny su¢et md5 obsahu suborov FASTQ zachova po cykle komprimacie a dekomprimacie za

uc¢elom predchadzania strat.

Mapovanie & zarovhanie DNA

Prvou fazou mapovania je generovanie zdrojov z ¢itania a potom hladanie presnych zhéd v
referenénom gendme. Tieto vysledky sU potom spresnené spustenim Uplnych Smith-Watermanovych
zarovnani na miestach s najvysSou hustotou zhdd zdrojov. Tento dobre zdokumentovany algoritmus
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funguje tak, Ze porovnava kazdu poziciu &itania so vSetkymi kandidatskymi poziciami referenénych
hodn6t. Tieto porovnania zodpovedaju matici potencialnych zoradeni medzi ¢itanou a referenénou
hodnotou. Pre kazdu z tychto kandidatskych pozicii Smith-Watermanove zarovnanie vygeneruje skore,
ktoré sa pouziva na vyhodnotenie toho, ¢i sa najlepSie zarovnanie prechadzajlce touto matricovou
bunkou dosiahne zhodou alebo nezhodou nukleotidov (diagonalny pohyb), vymazanim (horizontalny
pohyb) alebo vioZzenim (vertikdlny pohyb). Zhoda medzi ¢itanou a referenénou hodnotou poskytuje
bonus za skdre a nezhoda alebo indel uklada trest. Vybrana je celkova cesta cez maticu s najvyssim
skore.

Specifické hodnoty zvolené pre skére v tomto algoritme naznaduju ako v rdmci zarovnania s viacerymi
moznymi interpretaciami vyvazit moznost indelu na rozdiel od jedného alebo viacerych SNP alebo
predvolbu zarovnania bez orezania. Predvolené hodnoty hodnotenia DRAGEN su primerané na
zarovnanie ¢&itania strednej dizky s celym ludskym referenénym gendmom pre aplikacie analyzy
variantov. Akykolvek slbor parametrov Smith-Watermanovho hodnotenia predstavuje nepresny model
gendmovych mutacii a chyb sekvenovania. Pre niektoré aplikacie m6zu byt vhodnejsie rozne ladené
skdrovacie hodnoty zarovnania.

Analyza variantu DRAGEN Germline

DRAGEN Germline Small Variant Caller vykonava mapované a zarovnané ¢itania DNA ako vstup a
analyzuje SNP a indel prostrednictvom kombindcie stipcovej detekcie a lokalnej zostavy haplotypov de
novo.

Analyzovatelné referencné oblasti sU najprv identifikované s dostato¢nym pokrytim zarovnania. V rdmci
tychto referenénych oblasti rychlym skenom zoradenych &itani sa identifikuju aktivne oblasti, ktoré su
vycentrované okolo nahromadenych stipcov s dékazom variantu. Aktivne oblasti st vyplnené
dostatkom kontextu na pokrytie vyznamného nereferenéného obsahu v blizkosti. Ak existuju dékazy o
indeloch, aktivne oblasti dostanu dodato¢nu vypln.

Zarovnané Citania su orezané v kazdej aktivnej oblasti a zostavené do grafu De Bruijn. Okraje orezanych
Citani st vazené poc¢tom pozorovani, pricom referenéna sekvencia bude opornou hodnotou. Po uréitom
vycisteni a zjednodus$eni grafu sa vSetky cesty typu source-to-sink extrahuju ako kandidatske
haplotypy. Kazdy haplotyp je Smith-Watermanovym algoritmom zarovnany s referenénym genémom,
aby sa identifikovali varianty, ktoré predstavuje. Tento subor udalosti méze byt rozsireny detekciou na
zéklade pozicie. Pre kazdy par haplotypu &itania sa pravdepodobnost P(r|H) pozorovania &itania, za
predpokladu, Ze haplotyp je skuto¢nou vychodiskovou vzorkou, odhaduje pomocou parového skrytého
Markovho modelu (HMM).

Skenovanie podla referenénej polohy nad aktivnou oblastou, kandidatske genotypy su vytvorené z
diploidnych kombindcii variantnych udalosti (SNP alebo indel). Pre kazdu udalost (vratane referencie)
sa podmienena pravdepodobnost P(r|e) pozorovania kazdého prekryvajlceho sa &itania odhadne ako
maximalna P(r|H) pre haplotypy podporujlce udalost. Tieto sa skombinuju do podmienenej
pravdepodobnosti P(r|e1e2) pre genotyp (par udalosti) a vyndsobia sa, aby sa ziskala podmienena
pravdepodobnost P(R|e1e2) pozorovania celého ¢&itania. Pomocou Bayesovho vzorca sa vypodita
posteriérna pravdepodobnost P(e1e2|R) kazdého diploidného genotypu a vykona sa analyza vitaza.
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V reZime gVCF, ktory sa pouziva na $kalovatelné predkladanie viacvzorkového variantu, mozno spustit
DRAGEN Germline Small Variant Caller pre kazdu vzorku, aby sa vygeneroval pomocny subor analyzy
gendmovych variantov (gVCF). Rezim gVCF sa potom mdze pouzit na efektivne spolo¢né
genotypovanie viacerych vzoriek, ¢o umozfiuje rychle postupné spracovanie vzoriek a Skalovanie na
velké kohorty.

PretoZze DRAGEN Germline Small Variant Caller ma algoritmy, ktoré umozriuju efektivne rozlisit
korelované chyby od skutoénych variantov, pravidla filtrovania su velmi jednoduché.

Analyza somatického variantu DRAGEN

DRAGEN Somatic Small Variant Caller berie zmapované a zarovnané ¢itania DNA ako vstup a analyzuje
SNV aindely prostrednictvom lokalnej de novo zostavy haplotypov v aktivnej oblasti.

Analyzovatelné referencné oblasti su najprv identifikované s dostato¢nym pokrytim zarovnania. V ramci
tychto referenénych oblasti skenovanie triedenych hodn6t identifikuje aktivne oblasti, ktoré su
sustredené okolo nahromadenych stipcov s dékazom variantu v Gdajoch o nadore. Aktivne oblasti s
vyplnené dostatkom kontextu na pokrytie vyznamného nereferenéného obsahu v blizkosti. Ak existuju
dbkazy o indeloch, aktivne oblasti dostanu dodato¢nu vypln.

Zarovnané Citania su orezané v kazdej aktivnej oblasti a zostavené do grafu De Bruijn. Okraje orezanych
¢itani su vazené po¢tom pozorovani, pricom referenénd sekvencia bude opornou hodnotou. Po uréitom
vycCisteni a zjednodus$eni grafu sa vSetky cesty typu source-to-sink extrahuju ako kandidatske
haplotypy. Kazdy haplotyp je Smith-Watermanovym algoritmom zarovnany s referenénym gendmom,
aby sa identifikovali varianty, ktoré predstavuje. Pre kazdy par haplotyp &itania sa odhaduje
pravdepodobnost P(r|H) pozorovania &itania pomocou parového skrytého Markovovho modelu (HMM)
za predpokladu, Ze haplotyp je skuto¢nou vychodiskovou vzorkou.

Na uréenie skére TLOD DRAGEN Somatic Small Variant Caller najprv skenuje podla referenénej pozicie
kazdu kandidatsku somaticku udalost, ako aj referenénu udalost v aktivnej oblasti. Podmienena
pravdepodobnost P(r|e) pozorovania kazdého prekryvajiceho sa &itania sa odhaduje ako maximéine P
(r|H) pre haplotypy podporujice udalost. Tieto sa spajaju do podmienenej pravdepodobnosti P(r|E) pre
hypotézu udalosti, E, zahffiajucej zmes referenénej a kandidatskej somatickej alely v rozsahu moznych
frekvencii alel a s vyndsobené, aby sa ziskala podmienena pravdepodobnost P(R|E) pozorovania
v8etkych nazhromazdenych ¢&itani. Odtial sa skore TLOD vypocita ako dékaz, Ze alela ALT je pritomna
vo vzorke nadoru na danom mieste.
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Vytvorenie chodu

Pomocou nasledujucich krokov nastavte chod v Spravca chodu spolo¢nosti lllumina NovaSeq 6000Dx
alebo pomocou prehliadaca v sietovom poéitaéi. Udaje o vzorke je mozné zadat manudline alebo
importovanim harku vzoriek.

Nastavenia aplikacie & chodu

1. Na obrazovke Runs (Chody) vyberte Create Run (Vytvorit chod).
2. Vyberte aplikaciu DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx a potom moZnost Next (Dalej).

3. Naobrazovke Run Settings (Nastavenia chodu) zadajte ndzov chodu. Zadajte ndzov chodu, ktorym
sa bude oznacovat chod od sekvenovania po analyzu.

4. [Volitelné] Na zjednodus$enie oznac¢enia chodu zadajte opis chodu.

Uistite sa, Ze zvolena pripravna suprava kniznice je pripravna suprava kniznice lllumina DNA Prep
with Enrichment Dx.

6. Vyberte pozadovanu supravu adaptéra indexu.

7. Zadajte dizku gitania.
Citanie 1 a &itanie 2 maju predvolent hodnotu 151 cyklov.
Index 1 aindex 2 maju fixnu hodnotu 10 cyklov.

[Volitelné] Zadajte ID skimavky kniznice.

9. Vyberte moznost Next (Dalej).

Udaje o vzorke

Do tabulky na obrazovke Sample Data (Udaje o vzorke) zadajte informéacie o vzorke manualne. Pripadne
vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) na nahratie informacii o vzorke. Informacie o
importovani informacii o vzorke ndjdete v asti Importovat vzorky na strane 5.

Manualne zadanie vzoriek
1. Do pola Sample ID (ID vzorky) zadajte jedine¢né ID vzorky.

2. Vyberte moznost Plate - Well Position (Dosticka — poloha jamky) a vyberte polohu jamky.
Polia indexu i7, indexu 1, indexu i5 a indexu 2 sa vyplnia automaticky.

[Volitelné] Zadajte nazov kniznice.

Pridajte riadky a podla potreby opakujte kroky 1-3, kym do tabulky nepridate postupne vsetky
vzorky.

5. Vyberte moZnost Next (Dalej).
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Importovat vzorky

Sabldna (*.csv) je dostupna na stiahnutie na obrazovke Sample Data (Udaje o vzorke) pri planovani
chodu Spravca chodu spolo¢nosti lllumina pomocou prehliada¢a na sietovom pocitadi.

1.
2.

Pre stiahnutie pradzdneho stboru CSV kliknite na moZnost Download Template (Stiahnut $ablénu).

Zo suboru CSV zadajte informacie o vzorke a subor ulozte.
Subor CVS harku vzoriek obsahuje nasledujlce stipce tdajov: Sample ID (ID vzorky), Plate - Well
Position (Dosti¢ka — poloha jamky), ndzov Optional (Volitelné) kniznice.

Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a prejdite na umiestnenie siboru CSV.

Vyberte moznost Next (Dalej).

Nastavenia analyzy

1.

Vyberte pozadovany pracovny postup analyzy:

* Generovanie suborov FASTQ

* Generovanie suborov Germline FASTQ a VCF pre pracovny postup germline
* Generovanie suborov Somatic FASTQ a VCF pre pracovny postup somatic

[Volitelné] V pripade potreby vyberte moZnost Generate ORA compressed FASTQs (Generovat
ORA komprimované subory FASTQ) na povolenie komprimacie FASTQ ORA.

[Pracovné postupy generovania stiborov VCF] Vyberte moznost Manifest File Selection (Vyber
suboru manifest) z rozbalovacej ponuky.

Subor manifest je potrebny vstup pre DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx. Manifest
je subor BED (*.bed), ktory obsahuje nazvy a umiestnenia cielovych referenénych oblasti.

[Pracovné postupy generovania stiborov Somatic FASTQ a VCF] Vyberte moznost Noise File
Selection (Vyber stboru Sumu) z rozbalovacej ponuky.

Na filtrovanie systematického Sumu je mozné Specifikovat subor BED s hladinou Sumu $pecifickou
pre dané pracovisko. Dal$ie informéacie najdete v &asti Filtrovanie Sumu na strane 6.

Vyberte moznost Next (Dalej).

Kontrola chodu

1.

Na obrazovke Review (Kontrola) skontrolujte informacie zadané na obrazovkach Run Settings
(Nastavenia cyklu), Sample Data (Udaje o vzorke) a Analysis Settings (Nastavenia analyzy).

2. Vyberte moznost Save (Ulozit).
Cyklus sa ulozi na kartu Planned (Planované) na obrazovke Runs (Chody).
Nastavenia

Ak chcete zobrazit aktualne nastavenia a zmenit ich, vyberte aplikdciu na obrazovke Applications
(Aplikacie).
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Konfiguracia
Na konfiguracnej obrazovke sa zobrazuju nasledujice nastavenia aplikacie:
* Library Prep Kits (Supravy na pripravu kniZnice) — zobrazuje predvolenu slpravu na pripravu
kniznice v raémci aplikdcie. Toto nastavenie nie je mozné zmenit.
* Index Adapter Kits (Supravy indexovych adaptérov) — zobrazuje predvolenu supravu indexovych
adaptérov v ramci aplikacie. Toto nastavenie nie je mozné zmenit.
* Read lengths (Dizka &itania)- dizka &itania je pre aplikaciu predvolene nastavena na 151, ale moze
sa zmenit pocas vytvarania chodu.
* Manifest and Noise Files (Stbory manifest a Sumu) — nahrajte a zmente nastavenia suborov
manifest a Sumu.
— Ak chcete nahrat subory na pouzitie v analyze, vyberte moznost Upload File (Nahrat subor).
— Stla¢enim Default (predvoleného) tlacidla nastavite stbor ako predvoleny subor manifest alebo
hluku vybraty poc¢as vytvarania chodu, ked' je vybrata aplikacia.
— Zaciarknutim policka Enabled (Aktivované) nastavte subor, ktory sa ma zobrazit v rozbalovacej
ponuke pocas vytvarania chodu.

Povolenia

Zaciarkavacie policka na obrazovke Permissions (Povolenia) pouzite na spravu pristupu pouzivatela v
ramci aplikacie.

Filtrovanie Sumu

Pri pouziti somatického pracovného postupu je k dispozicii systematické filtrovanie Sumu. Filter je
mozné pouzit v rezime Tumor-Normal (Nador-bezny), ale je obzvlast uzitoény pri chodoch Tumor-Only
(Len nador), pri ktorych nie je dostupna zhoda pri normal (bezny).

Systematicky hluk BED by sa mal generovat z beznych vzoriek. Odporuca sa vytvarat systematické
subory hluku, ktoré su $pecifické pre pripravu kniznice, systém sekvenovania a panel. Na vytvorenie
suboru hluku sa odporuca pouzit priblizne 50 beznych vzoriek.
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Vystupy analyzy

DRAGEN for lllumina DNA Prep with Enrichment Dx ulozi nasledujuce informacie do priecinka analyzy.
Iba pracovné postupy germline a somatic generuju PDF subor.

*  Pouzity subor manifestu

* Verzia softvéru

* |IDvzorky

* Celkovy pocet zarovnanych gitani

* Percentualny podiel zarovnanych ¢itani na kazdu vzorku
* Pocet SNV stanovenych na kazdu vzorku

* Pocetindelov stanovenych na kazdu vzorku

» Statistika pokrytia

Subory s vystupmi analyzy

Aplikacia vygeneruje nasledujlce vystupné stbory. Presné vygenerované subory zavisia od toho, ktory
pracovny postup analyzy bude pouzity. Vystupné subory sa nachadzaju v prie¢inku analyzy.

Vystupny subor Popis

Subory FASTQ (*.fastg.gz alebo *.fastqg.ora) Medzisubory obsahujuce primarne
analyzy baz so skdre kvality. Subory
FASTQ predstavuju primarny vstup
na krok zarovnania. Ak je vybrana
komprimacia ORA, v nazve suboru to
bude uvedené.

Zarovnanie suborov BAM (*.bam) Obsahuju zarovnané &itania danej
vzorky.

Gendémové VCF subory (*.gvcf.gz) Obsahuju genotyp pre kazdu poziciu,
¢i uz stanovenu ako variant alebo ako
referencia.

Subory VCF (*.vcf.gz) Obsahuju varianty stanovené v
kazdej pozicii.

Sprava o metrike chodu (*.csv) Obsahuje metriky kvality chodu
vratane celkovej vynosnosti a skére
Q30.
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Subory FASTQ

Subor FASTQ (*.fastq.gz, *.fastq.ora) je textovy format suboru obsahujuci primarne analyzy baz a
hodnoty kvality kazdého ¢itania. V kazdom subore su uvedené nasledujice informacie:

Identifikator vzorky
Sekvencia
Znak plus (+)

Phred skore kvality v k6dovanom formate ASCII + 33

Identifikdtor vzorky je naformatovany nasledovne.

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

Example:

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

+

<>; ##=><9=

OFf 1 <#<;<<<K22224=

Subory BAM

Subor BAM (*.bam) je komprimovana binarna verzia suboru SAM (mapa zarovnania sekvencie), ktora sa
pouziva na zobrazenie zarovnanych sekvencii do 128 Mb. Subory BAM vyuZivaju format pomenovania
SampleName S#.bam, kde # je Cislo vzorky ur¢ené podla poradia, v ktorom su vzorky uvedené v rdmci
chodu. V rezime s viacerymi uzlami je S# nastavené na S1 bez ohladu na poradie vzorky.

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

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

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

V Casti so zarovnanim su uvedené nasledujice informacie pre kazdé Citanie alebo ¢itany par:

AS: kvalita zarovnania na oboch koncoch.

RG: skupina ¢itania, ktora indikuje pocet Citani Specifickej vzorky.

BC: Stitok (tzv. tag) ¢iarového kédu, ktory indikuje ID demultiplexovanej vzorky suvisiacej s Citanim.
SM: kvalita zarovnania na jednom konci.

XC: retazec deskriptora zhody.
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*  XN:Znacka nazvu Amplicon, ktora zaznamenava ID amplikénu spojené so subormiindexu &itania
BAM (*.bam.bai) poskytuje index prislusného siboru BAM.

Subory VCF

Subory analyzy variantu (*.vcf) obsahuju informacie o ndjdenych variantoch na $pecifickych pozicidch
v referenénom gendéme.

V hlavi¢ke suborov VCF sa uvadza verzia formatu stiboru VCF a verzia analyzy (tzv. caller) variantu a
tiez pozndmky pouzité vo zvysku suboru. V hlavi¢ke suiboru VCF je tiez uvedeny subor referenéného
genému a stbor BAM. V poslednom riadku hlaviéky st uvedené nadpisy stipcov pre riadky s idajmi. V
kazdom riadku s Udajmi suiborov VCF su uvedené informacie o jednom variante.

Tabulka 1 Hlavicky suborov VCF
Hlavicka Popis

CHROM Chromozom referenéného gendmu. Chromozdmy sa zobrazuju v rovnakom poradi
ako v referenénom subore FASTA.

POS Jednobazova pozicia variantu v referenénom chromozdéme. Pre varianty s jednym
nukleotidom (SNV) je tato pozicia referenénou bazou s variantom. V pripade indelov
je tato pozicia referenénou bazou bezprostredne pred variantom.

ID Cislo rs (referenéné SNP) pre SNP ziskané z dbsNP. 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 chybajlce;j
hodnoty (,.”).

REF Referenény 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 liSia od referenéného cCitania. Napriklad inzercia jediného T je
vyjadrena ako referenény A a alternativny AT. Variant s jednym nukleotidom z A na
T je vyjadreny ako referenény A a alternativny T.

QUAL Skore kvality podla Phredovej Skaly priradené k prekladacu (tzv. caller) variantu.
Vyssie skére oznacuje vyssiu istotu vo variante a nizsiu pravdepodobnost chyb. Pre
skére kvality Q je odhadovana pravdepodobnost chyby 10-(Q/10). Napriklad stbor
stanoveni Q30 ma mieru vyskytu chyby 0,1 %. Mnoho prekladacov variantov
prideluje skére kvality na zaklade svojich Statistickych modelov, ktoré su vysoké v
porovnani s pozorovanou mierou vyskytu chyb.
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Tabulka 2 Poznamky v suboroch VCF

Hlavicka
FILTER

Popis

Ak je vyhovené véetkym filtrom, do stipca na filter sa zapise PASS (Uspesné).
Mozné pracovné postupy FILTER Germline zahffiaju:
« DRAGENSnpHardQUAL - pouZije sa, ak skére QUAL variantu SNP nespitia

prahovu hodnotu

DRAGENIndelHardQUAL - pouZije sa, ak skére QUAL indel variantu
nespiha prahovu hodnotu

LowDepth - filtrované pracoviskom, pretoze hibka pokrytia nespifia
prahovu hodnotu

LowGQ - filtrované pracoviskom, pretoze kvalita genotypu nespiiia
prahovu hodnotu

PloidyConflict — analyza genotypu od tzv. callera variantu nie je v sulade s
ploidiou chromozdmov

base_quality - filtrované pracoviskom, pretoze stredna kvalita bazy alt
&itani na tomto mieste nespifia prahovi hodnotu

filtered_reads - filtrované pracoviskom, pretoze bola odfiltrovana prili$
velka ¢ast ¢itani

fragment_length - filtrované pracoviskom, pretoze absolutny rozdiel
medzi strednou dizkou fragmentu alt &itaniami a strednou dizkou
fragmentu ref ¢itani na tomto mieste prekracuje prahovu hodnotu
low_depth - filtrované pracoviskom, pretoze hibka &itania je prili§ nizka
low_frac_info_reads - filtrované pracoviskom, pretoZe zlomok
informativnych ¢itani je pod prahovou hodnotou

low_normal_depth - filtrované pracoviskom, pretoze normalna hibka
Citania vzorky je prili$ nizka

long_indel - filtrované pracoviskom, pretoze indel je prili$ dlhy
mapping_quality - filtrované pracoviskom, pretoze stredna kvalita
mapovania alt &itani na tomto mieste nespifia prahovi hodnotu
multiallelic - filtrované pracoviskom, pretoze viac ako dve alt alely
prechadzaju LOD nadoru

non_homref_normal - filtrované pracoviskom, pretoze bezny genotyp
vzorky nie je homozygotny referencny

no_reliable_supporting_read - filtrované pracoviskom, pretoze neexistuje
spolahlivé podporné somatické Citanie

panel_of_normals — nachadza sa aspon v jednej vzorke v paneli beznych
suborov vcf

read_position - filtrované pracoviskom, pretoze median vzdialenosti medzi
zaciatkom/koncom ¢&itania a tymto miestom je pod prahovou hodnotou
RMxNRepeatRegion - filtrované pracoviskom, pretoze celd alebo ¢ast alely
variantu je opakovanim referen¢nej
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Hlavicka Popis

FILTER o
(pokraovanie)

strand_artifact - filtrované pracoviskom z dévodu zavazného predpétia
vldkna

str_contraction —filtrované pracoviskom z dévodu podozrenia na chybu
PCR, ked'je alela alt o jednu opakovaciu jednotku mensia ako referen¢na
too_few_supporting_reads — filtrované pracoviskom, pretoze vo vzorke
nadoru je prili§ malo podpornych &itani

weak_evidence - skdre somatickych variantov nespifia prahovi hodnotu

Mozné polozky FILTRA pre somaticky pracovny postup zahrfnaju:

base_quality - filtrované pracoviskom, pretoze stredna kvalita bazy alt
&itani na tomto mieste nespifia prahovi hodnotu

filtered_reads —filtrované pracoviskom, pretoZe bola odfiltrovana prili$
velka Cast Citani

fragment_length - filtrované pracoviskom, pretoze absolutny rozdiel
medzi strednou dizkou fragmentu alt ¢itaniami a strednou dizkou
fragmentu ref &itani na tomto mieste prekracuje prahovu hodnotu
low_depth - filtrované pracoviskom, pretoze hibka &itania je prili§ nizka
low_frac_info_reads - filtrované pracoviskom, pretoze zlomok
informativnych ¢itani je pod prahovou hodnotou

low_normal_depth — filtrované pracoviskom, pretoze normalna hibka
¢itania vzorky je prili$ nizka

long_indel —filtrované pracoviskom, pretoze indel je prili$ dlhy
mapping_quality - filtrované pracoviskom, pretoze stredna kvalita
mapovania alt &itani na tomto mieste nespifia prahovi hodnotu
multiallelic - filtrované pracoviskom, pretoze viac ako dve alt alely
prechadzaju LOD nadoru

non_homref_normal - filtrované pracoviskom, pretoze bezny genotyp
vzorky nie je homozygotny referenény

no_reliable_supporting_read — filtrované pracoviskom, pretoze neexistuje
spolahlivé podporné somatické ¢itanie

panel_of_normals — nachadza sa aspon v jednej vzorke v paneli beznych
suborov vcf

read_position - filtrované pracoviskom, pretoze median vzdialenosti medzi
zacCiatkom/koncom ¢&itania a tymto miestom je pod prahovou hodnotou
RMxNRepeatRegion - filtrované pracoviskom, pretoze celd alebo ¢ast alely
variantu je opakovanim referenénej

strand_artifact - filtrované pracoviskom z dévodu zdvazného predpétia
vlakna

str_contraction —filtrované pracoviskom z dévodu podozrenia na chybu
PCR, ked'je alela alt o jednu opakovaciu jednotku mensia ako referen¢na
too_few_supporting_reads - filtrované pracoviskom, pretoze vo vzorke
nadoru je prili§ malo podpornych &itani
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Hlavicka Popis

INFO .
(INFORMACIE) =

weak_evidence - skére somatickych variantov nespl'ﬁa prahovu hodnotu
systematic_noise - filtrované pracoviskom na zaklade dékazov o
systematickom Sumu v beznych hodnotach

Medzi mozné zdznamy o INFORMACIACH z pracovného postupu Germline
patria:

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

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

AN — celkovy pocet alel v stanovenych genotypoch.

DB - dbSNP ¢&lenstvo.

FS - P-hodnota vyhodnotena pomocou Fisherovho presného testu na
zistenie vychylenia vidkna.

QD - spolahlivost/kvalita variantov podla hI'bky.

R2_5P_bias - skore zaloZzené na sparovanom vychyleni a vzdialenosti od 5
hlavnych koncov.

SOR - symetricky pomer pravdepodobnosti 2 x 2 pohotovostnej tabulky na
zistenie vychylenia vidkna.

DP - priblizna hibka &itania (informativna a neinformativna): niektoré ¢itania
mohli byt filtrované na zdklade mapq atd.

END - poloha zastavenia intervalu.

FractioninformativeReads — podiel informativnych &itani z celkovych
Citani.

MQ - kvalita mapovania RMS.

MQRankSum - Z-skdre z Wilcoxonovho testu suc¢tu poradia kvality
mapovania Alt vs. Ref.

ReadPosRankSum - Z-skére z Wilcoxonovho testu sucétu poradia
vychylenia pozicie Alt vs. Ref.

SOMATIC - aspon jeden variant v tejto pozicii je somaticky.

Medzi mozné zadania INFORMACIi o pracovnych postupoch Somatic patria:

DP - priblizna hibka &itania (informativna a neinformativna): niektoré ¢itania
mohli byt filtrované na zdklade mapq atd.

END - poloha zastavenia intervalu.

FractioninformativeReads — podiel informativnych &itani z celkovych
Citani.

MQ - kvalita mapovania RMS.

MQRankSum - Z-skdre z Wilcoxonovho testu suc¢tu poradia kvality
mapovania Alt vs. Ref.

ReadPosRankSum - Z-skére z Wilcoxonovho testu sucétu poradia
vychylenia pozicie Alt vs. Ref.

AQ - systematické skére Sumu.
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Hlavicka Popis

FORMAT .
(FORMAT)

hotspot — znama somaticka lokalita, ktora sa pouziva na zvySenie dévery v
analyzu.
SOMATIC - aspon jeden variant v tejto pozicii je somaticky.

V stipci formatu su poli¢ka oddelené dvojbodkami. Napriklad GT:GQ.
Dostupné polia pracovného postupu Germline zahfnaju:

AD - alelické hibky (poé&itanie iba informativnych &itani z celkovych &itani)
pre ref. a alt. alely v uvedenom poradi.

AF - alelové frakcie pre alt alely v uvedenom poradi.

DP - priblizna hibka ¢&itania (&itanie s MQ = 255 alebo zlymi vdzbami su
odfiltrované).

F1R2 - pocet Citani v parovej orientacii F1IR2 podporujucich kazdu alelu.
F2R1 - pocet Citani v parovej orientacii F2R1 podporujucich kazdu alelu.
GP - posteriérne pravdepodobnosti podla Phred skére genotypov
definované v Specifikacii VCF.

GQ - kvalita genotypu.

GT - genotyp. 0 zodpoveda referenénej baze, 1 zodpoveda prvému
zaznamu v stipci ALT atd. Lomka (/) znamen3, ze k dispozicii nie su ziadne
informacie o fazovani.

MB - Statistiky jednotlivych komponentov na kazdu vzorku na detekciu
vychylenia parovania.

PL - normalizované, pravdepodobnosti pre genotypy podla Phred skére,
ako su definované v Specifikacii VCF.

PRI - predchadzajuce pravdepodobnosti pre genotypy podla Phred skore.
PS - fyzikalne informacie o ID fazovania, kde kazdé jedinec¢né ID v ramci
danej vzorky (ale nie v rdmci vzoriek) spaja zaznamy v ramci skupiny
fazovania.

SB - Statistiky jednotlivych vzoriek, ktoré obsahuju Fisherov presny test na
detekciu vychylenia vlakna.

SQ - somaticka kvalita.

Dostupné polia pracovného postupu Somatic zahfhaju:

AD - alelické hibky (pocitanie iba informativnych &itani z celkovych &itani)
pre ref. a alt. alely v uvedenom poradi.

AF — alelové frakcie pre alt alely v uvedenom poradi.

DP - priblizna hibka &itania (&itanie s MQ = 255 alebo zlymi vazbami sU
odfiltrované).

F1R2 - podet Citani v parovej orientacii F1R2 podporujucich kazdu alelu.
F2R1 - pocet Citani v parovej orientacii F2R1 podporujucich kazdu alelu.
GT - genotyp. 0 zodpoveda referenénej baze, 1 zodpoveda prvému
zdznamu v stipci ALT atd’. Lomka (/) znamena, Ze k dispozicii nie su Ziadne
informacie o fazovani.

MB - Statistiky jednotlivych komponentov na kazdu vzorku na detekciu
vychylenia parovania.
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Hlavicka Popis

SAMPLE o PS -fyzikdlne informacie o ID fazovania, kde kazdé jedine¢né ID v ramci

(VZORKA) danej vzorky (ale nie v ramci vzoriek) spaja zaznamy v ramci skupiny
fazovania.

o SB - Statistiky jednotlivych vzoriek, ktoré obsahuju Fisherov presny test na
detekciu vychylenia vladkna.

* SQ - somaticka kvalita.

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

Subory VCF gendmu

Subory VCF (*.gvcf.gz) dodrziavaju subor konvencii na vyjadrenie vSetkych miest v ramci gendmu v
primerane kompaktnom formate. Subory gVCF obsahuju vSetky miesta v oblasti zaujmu v jedinom
subore pre kazdu vzorku. Stbor gVCF zobrazuje absenciu stanovenia v poziciach, ktoré nesplinili vietky
poziadavky filtrov. Stitok genotypu (GT) ./. oznaduje Ziadne stanovenie.

Zobrazenie vysledkov analyzy

Aktudlne prebiehajuce chody sa zobrazia na karte Active (Aktivne). Dokon¢ené chody sa zobrazia na
karte Completed (Dokon&ené). Dal$ie informacie o zobrazovani vysledkov najdete v &asti Produktova
dokumentacia NovaSeq 6000Dx (dokument ¢. 200010105).
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Technicka pomoc

Technicku pomoc vam poskytne technicka podpora spoloénosti lllumina.

Webova lokalita:

E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

lllumina Telefénne Cisla technickej podpory

Regidn
Australia
Rakusko
Belgicko
Kanada
Cina
Dansko
Finsko
Francuzsko
Nemecko
Hongkong, Cina
India
Indonézia
irsko
Taliansko
Japonsko
Malajzia
Holandsko
Novy Zéland
Noérsko
Filipiny
Singapur
Juzna Kérea

Spanielsko
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Bezplatné
+611800 775 688
+43 800 006249
+3280077160
+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

Medzinarodné

+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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Regidn

Svédsko

Svajéiarsko

Taiwan, Cina

Thajsko

Spojené kralovstvo
Spojené staty americké

Vietnam

Bezplatné

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

Medzinarodné
+46 8 50619671
+4156 580 00 00

+44 2073057197
+1858 202 4566

Karty bezpecénostnych tUdajov (Safety data sheets, SDS) — k dispozicii na webovej lokalite spolo¢nosti
lllumina na stranke support.illumina.com/sds.html.

Produktova dokumentacia — k dispozicii na stiahnutie z webovej lokality support.illumina.com.
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lllumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 USA

+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com
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