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1. Uvod

Pred pouzitim softwaru doporucujeme peclivé si precist pokyny. Tisténou verzi téchto pokynl
vam na pozadani poskytne tym podpory spolec¢nosti SeqOne (support@segone.com). Abyste pfi
pouzivani platformy dosahli co nejlepsich vysledk(, peclivé si prectéte vSechna bezpecnostni

opatreni oznacena symbolem A . RGzné regulaéni symboly a dal§i symboly pouzivané v tomto
navodu a softwaru jsou nasledujici:

Symbol Vyznam

Vyrobce

Datum vyroby (datum vydani softwaru)

E Oznacuje zplnomocnéného zastupce usazeného ve Svycarsku.
VD |

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro.

UDI Jedineény identifikator zafizeni

Odkaz na katalog vyrobce

Splnuje pozadavky evropského nafizeni (EU) 2017/746
459 | Oznaceni CE s identifikacnim Cislem oznameného subjektu

Varovani
Tento bezpecnostni symbol oznacuje, Ze pfi pouzivani pristroje je tfeba dbat
zvlastni opatrnosti.

REF
€.
[:E] PfecCtéte si navod k pouZiti

Stitek (vetné informaci o verzi softwaru SeqOne a kontaktnich Udajd) a tento dokument
popisujici ndvod k pouziti (v riznych jazycich) jsou k dispozici v sekci "About".
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2. Kontakt na vyrobce a svycarského zastupce

SeqOne S.A.S

M Web: https://seqone.com/
22 rue Durand
34000 Montpellier
FRANCIE

Podpora uzivateli :

SUQQOI’U@SEQOHE.COIT\

Arazy Group Swiss GmbH
E Bruderholzallee 53

4059 Basilej, Svycarsko

swiss.ar@arazygroup.com

3. Dozor nad zdravotnickych prostredkaii

Pokud pfi pouzivani prostfedku dojde nebo muize dojit k zdvaznému incidentu, zadame
uzivatele, aby incident bez zbyte¢ného odkladu nahlasili vyrobci a pfisluSnému organu v zemi,
kde k incidentu doslo nebo mUze dojit.

Platné predpisy a seznam pfislusnych organt v EU jsou k dispozici na této adrese:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-requlations/contacts_en

IVD C € 0459

4. Zamyslené pouziti platformy
4.1. Zamyslené pouziti

SeqOne platform je softwarovy diagnosticky lékarsky pfistroj in vitro urCeny k podpore
zdravotnickych pracovnikl pfi analyze a interpretaci nezpracovanych genomickych a
sekvenacénich dat od pacient(l, ktefi podstupuji analyzu NGS nebo CGH array. Platforma
poskytuje kvalitativni a prakticky vyuZzitelné poznatky a funguje jako systém pro podporu
rozhodovani, ktery pomaha zdravotnickym pracovnikdm pfi klinickych rozhodnutich.
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4.2. Indikace k pouziti

SeqOne Platform podporuje sekundarni a terciarni analyzu ze surovych sekvenacnich dat i
samotnou terciarni analyzu. Jeji analytické schopnosti nezavislé na patologii maji uplatnéni v
rGznych Iékarskych oborech, v€éetné onkologie a vzacnych onemocnéni.

4.3. Popis

SeqOne platform je softwarovy diagnosticky lékarsky pfistroj in vitro, ktery integruje sadu
aplikaci pracujicich ve vzéjemné soucinnosti a poskytuje odbornym uzivateldm vykonnou sadu
ndstroju pro interpretaci komplexnich genomickych a sekvenacnich dat.

SeqOne platform integruje zavedené informace z celé rfady externich zdroji, vCetné verejnych
databazi, védecké literatury a vlastnich znalostnich databazi. Tyto externi zdroje dat poskytuji
identifilkovanym genomickym variantam kontext a vyznam.

Vstupni soubory pro r{izné aplikace v ramci platformy jsou zpracovavany pomoci pfizplisobené
kombinace bioinformatickych a anotaci modull, coz zajiStuje, Ze kazdd analyza je
optimalizovana pro své specifické pozadavky.

Bioinformatické moduly provadéji sekundarni analyzu pomoci vypocetnich metod, jako
je zarovnavani a volani variant, k identifikaci genetickych variant v datech sekvenovani DNA a
RNA porovnanim s referenénim genomem (hg19 nebo hg38). Data, ktera Ize pouzit pro
zarodeCnou i somatickou analyzu, lze ziskat ze sekvenovani celého genomu, sekvenovani
exomu nebo cilenych genovych paneld.

Anotacni moduly provadéji terciarni analyzu, ktera anotuje varianty s podrobnostmi, jako
je gen a jeho znama funkce, umisténi varianty v genu a publikace nebo klinické zpravy, které se o
genu nebo varianté zminuji. Tato anotace urCi, ktera klasifikacni pravidla ACMG a
AMP/CAP/ASCO se vztahuji na jednotlivé varianty, a na tomto zakladé Ize dospét k verdiktu o
patogenité. Anotace je rovnéz provadéna prostrednictvim DiagAl — sady ndstrojl vyuzivajicich
umélou inteligenci, které pomahaji analyzovat genetické varianty a rychle identifikovat
potencialné kauzalni varianty.

Diky této moduldrni architekture je SeqOne vysoce pfizplsobitelny riznym typim analyz a
vyzkumnych dotazl. Vstupni soubory pro rizné aplikace v ramci platformy jsou zpracovavany
pomoci na miru vytvorené kombinace téchto bioinformatickych a anotaénich moduld, coz
zajistuje, ze kazdd analyza je optimalizovdna pro své specifické pozadavky. Integraci téchto
rznorodych zdroji dat a analytickych nastroji umoziuje SeqOne odbornym uZivatelim ziskat
hluboky vhled do komplexniho prostfedi genomickych dat a jejich dlisledkd pro lidské zdravi a
choroby.
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Platforma funguje jako cloudové feseni typu SaaS (software jako sluzba) a v§echny jeji funkce
jsou dostupné prostfednictvim webového prohlizece. Jeji soucasti je SeqOne Flow, volitelny
nastroj, ktery Ize nasadit bud v cloudu AWS, nebo na serverech zakaznika, aby se usnadnil
prenos dat a integrace pracovnich postupd.

V ramci zabezpeceni jsou vSechna data v klidovém stavu Sifrovana pomoci Sifrovani AES-256 a
provoz mezi uzivateli a platformou je zabezpecen pomoci certifikat( SSL.

4.4. Populace pacientt

ReSeni je vhodné pro kazdého pacienta vyZzadujiciho genomickou analyzu. Cilovymi pacienty
mohou byt osoby s rakovinou, vzacnymi chorobami, dédi¢nymi nemocemi, genetickou
predispozici k rakoviné nebo zdravé osoby.

4.5. Zamysleni uzivatelé

SeqOne Platform je urCena pro zdravotnické pracovniky odpovédné za rutinni klinickou
genomickou analyzu. To zahrnuje analyzu a interpretaci surovych souborli generovanych
sekvendtorem ze sekvenovanych biologickych vzorku. Cilovymi uzivateli platformy jsou genetici,
bioinformatici, biologové, inzenyfi a technici platformy NGS.

4.6. Charakteristika

Kazda aplikace (workset) se sklada z nékolika bioinformatickych a anotaci moduld, z nichz
kazdy je zodpovédny za konkrétni analytické ukoly. V této kapitole jsou vykony hodnoceny na
Grovni moduld, aby bylo zajiSténo podrobné posouzeni pfesnosti a spolehlivosti kazdé slozky.

Analytické latky detekované SeqOne Platform spadaji do dvou kategorii genomovych zmén:

- Genetické varianty, jako jsou SNV, indely, MNV, CNV, UPD, genové fuze, strukturalni
varianty, splicing varianty, Alu inzerce a FLT3-ITD (Internal Tandem Duplication).
- Signatures nebo komplexni biomarkery, jako je stav IGHV, nestabilita mikrosatelitovych

mist (MSI), Tumor Mutational Burden (TMB), metylace nebo defekty opravy
dvouretézcovych zlom( prostfednictvim homologni rekombinace (HRD, Homologous
Recombination Deficiency).
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Bioinformaticky modul

Workset

Typ analyzované latky

Detekce CNV Exom Germline

CNVExome, GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

Detekce CNV Panel Germline

CNVCapture

Geneticka varianta

SNV/Indel Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Geneticka varianta

SV Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Geneticka varianta

UPD

GermVar, GermVar Family,
GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family

Geneticka varianta

Alu inzerce

GermlineVar, GermlineFamily, SomaVar,
SomaVar LF, SomaCGP, SomaHemato,
GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

MNV

GermlineVar, GermlineFamily, GermVar,
GermVar Family, GermVar Tertiary,
GermVar Family Tertiary, SomaVar,

SomaVar LF, SomaCGP, SomaHemato,

SomalBx, SomaVar Tertiary

Geneticka varianta

SNV/Indel Somaticka

SomaVar, SomaHemato, SomaRNA,

Geneticka varianta

SomaCGP
SNV/Indel somaticka LF SomaVar LF Geneticka varianta
CNV Somatické velké panely SomaCGP Geneticka varianta
Index metylace SomaMethyl Signatura
Fuze somatické DNA SomaCGP, Somavar, SomaVar LF, Geneticka varianta
SomaHemato
Somatic LBx DNA faze SomalBx Geneticka varianta
TMB SomaCGP Signatura
MSI SomaCGP, SomaMSI Signature
Gl pravdépodobnost (GiP) SomaHRD Signature

Sentieon SNV/Indel Germline

GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

Mosaické varianty Germline

GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

CNV WGS GermVar, GermVar Family Geneticka varianta

Sentieon SNV/Indel Somaticka SomaLBX Geneticka varianta

Fuzni RNA SomaRNA Geneticka varianta

Splicingova RNA SomaRNA Geneticka varianta

CNV Maly somaticky panel SomaCNVCapture Geneticka varianta
Stav IGHV SomaHemato Signatura
Podskupiny IGHV (subsets) SomaHemato Signatura

CFH GermlineVarLR Geneticka varianta

FLT3 SomaVar, SomaHemato Geneticka varianta
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4.6.1. Analyticka vykonnost

Vykonnost uvedena v tomto navodu k pouziti odpovidd nejnovéjSim verzim worksetld pro
diagnostiku in vitro, které jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Nazev worksetu Verze
CNVCapture 2.6
CNVExome 2.2
GermlineVar 2.6

GermlineFamily 2.6
GermlineVar LR 1.2
GermVar 3.12
GermVar Family 3.12
GermVar Tertiary 1.16
GermVar Tertiary Family 1.14
SomaCGP 1.6
SomaCNVCapture 2.4
SomaHemato 0.6
SomaHRD 1.5
SomalLBx 0.7
SomaMethyl 0.3
SomaMSI| 1.1
SomaRNA 3.3
SomaVar 29
SomaVar LF 2.1
SomaVar Tertiary 2.4
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4.6.2.

Bioinformatické moduly

e Detekce CNV Exome Germline a Panel Germline

. Verze | Pozitivni [Skutecné pozitivni| Falesné Kritéria -
D DVEIEL) genomu | kontroly vysledky negativni | pfijatelnosti Citlivost
Detekce CNVExom | opnpas| g 8 0 100% | 100%
Germline (GermlineVar)

Detekf:e CNVExom | o~ os 8 8 0 100% 100%
Germline (GermVar)
Detekce CNV Panel GRCh37 15 15 0 100% 100%

Germline
Detekce CNV Panel | opopsg| 1 1 0 100% | 100%

Germline

e SNV /Indel Germline - udaje z panelu

Citlivost pred

Verze genomu | Typ varianty| Kritéria prijatelnosti filtrovanim Citlivost po filtrovani
GRCh37 SNV 100 % 98 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 98 % 100 %

Verze genomu |Typ varianty | Kritéria prijatelnosti | Pfresnost pred filtrem Pi.ﬁf;zztn?o
GRCh37 SNV 100 % 90 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 90 % 100 %

e SNV /Indel Germline — data exomu

Verze genomu Typg o Kritéria prijeti” C|t||vosE p’red Citlivost po filtrovani
variant filtrovanim
GRCh37 SNV >98 % 98,7 98,5 %
Indel >80 % 88,0 % 87,5 %
GRCh38 SNV >98 % 98,5 % 98,3 %
Indel >80 % 84,9 % 84,3

" pro detekci variant nachazejicich se v oblastech s vysokou spolehlivosti u NA12878 a NA24385.

Verze genomu -‘Zf;:: Kritéria pfijatelnosti’ | Pfesnost pred filtrem P;ﬁf:)‘:’ztn?o
GRCh37 SNV >90 % 92,1 % 94,4 %
Indel >80 % 84,7 % 89,0 %
GRCh38 SNV >90 % 94,2 % 95,4 %
Indel >80 % 82,2 % 87,6 %

" pro detekci variant nachazejicich se v oblastech s vysokou spolehlivosti NA12878 a NA24385.
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e SNV /Indel Germline - Opakovatelnost a Reprodukovatelnost

o Opakovatelnost

Typ varianty Citlivost Piesnost
SNV 98,59 % + 0 % 95,92 % +0 %
indel 87,75% + 0 % 81,63% +0 %
"All" 98,38 % £ 0 % 95,630 %
o Reprodukovatelnost
Typ varianty Citlivost Presnost
SNV 98,57 % + 0,03 % 95,93 % + 0,08 %
indel 86,58 % + 0,42 % 78,97 % + 0,96 %
celkem 98,34 % % 0,03 % 95,58 £ 0,09 %
e Mozaikové varianty Germline
o Citlivost SNV
Pocet 2 cors
Verze genomu VAF biny [ skuteényc "I.(nterla . C'.:II%OSt
S E T prijatelnosti X
GRCh38 [0,05; 0,1] 3704 40 % 47,6 %
GRCh38 [0,1,0,2[ 747 70 % 73,1 %
GRCh38 [0,2; 0,3] 685 90 % 90,7 %
GRCh38 [0,3; 1,0[ 76 90 % 93,4 %
o Citlivost Indeli
Pocet cps -
Verze genomu VAF biny [ skuteényc v.}.(”te”a . C':I(%OSt
S vE T prijatelnosti X
GRCh38 [0,05; 0,1] 87 40 % 43,7 %
GRCh38 [0,1; 0,2] 14 70 % 78,6 %
GRCh38 [0,2; 0,3] 15 90 % 100 %
GRCh38 [0,3; 1,0[ 0 ‘N/A ‘N/A
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e SV Germline

A Skuteéné =5 -
Typ varianty o ioz;tlvln : pozitivni Falets'ne, v.l.("te"a . Citlivost
genomu ontroly vjsledky negativni prijatelnosti
SV Germline| GRCh37 2 2 0 100 % 100 %
e Aluinzerce
PR Skutecné s -
Verze genomu iozmvnl pozitivni Fales'ne, v.'.("te"a . Citlivost
ontroly vysledky negativni prijatelnosti
GRCh37 1 1 0 100 % 100 %
GRCh38 1 1 0 100 % 100 %
e MNV
Verze genomu Typ varianty Kritéria prijeti A se=ncst
exomu genomu
GRCh37 MNV > 85 % 87,0 % 86,9 %
GRCh38 MNV >85% 93,0 % 91,5 %
e SNV/Indel somaticky
o Citlivost
... . | Skuteéné =5 -
o Typ varianty iozmvln ! pozitivni Fales'ne’ v.!("te"a o Citlivost
genomu ontroly vysledky negativni prijatelnosti
SNV (>=5 %) 121 121 0 100 % 100 %
GRCh37 =
'”dec!/§> > 21 21 0 100 % 100 %
SNV (>= 5 %) 121 121 0 100 % 100 %
GRCh38 =
'“del/§> > 21 21 0 100 % 100 %

"Kritérium prijatelnosti pro detekci variant je definovano jako 100% citlivost pro SNV a indely s
oc¢ekavanou VAF nad 5 %.
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o Spravnost

Presnost
GRCh37 GRCh38
Gene | variant | TSI | elvenoe’ | 0% fodvence | a
KIT p.D816V 10 % 9,07 % +/-0,79 % 0,97 % 9,07 % +/-0,79% | 097 %
PIK3CA p.E545K 8,80 % 7,88 % +/-0,84 % 1,04 % 787 %+/-0,83% | 1,05 %
EGFR p.E746_A750del 1,90 % 1,53 % +/-0,5 % 0,40 % 1,53 % +/-0,5% | 0,40 %
KRAS p.G12D 6,30 % 6,27 % +/-0,76 % 0,57 % 6,27 % +/-0,76 % | 0,97 %
KRAS p.G13D 15% 1459 % +/-086% | 0,69% |14,59 % +/-0,86% | 0,69 %
EGFR p.G719S 24,50 % 24,5% +/-1,39 % 1,15 % 245%+/-139% | 1,15%
PIK3CA p.H1047R 17,50 % 17,47 % +/- 1,04 % 0,77% (17,47 % +/-1,04% | 0,77 %
EGFR p.L858R 2,80 % 3,58 % +/- 0,51 % 0,83 % 3,58 % +/-0,51% | 0,83 %
NRAS p-Q61K 12,50 % 11,27 % +/-1,19 % 127% |11,27 %+/-1,19% | 1,27 %
EGFR p.T790M 0,90 % 1,33% +/-0,15% 0,43 % 1,33%+/-0,15% | 0,58 %
BRAF p.V600E 10,70 % 11,68 % +/- 0,62 % 098% [11,68% +/-0,62%| 0,98 %
"Priimér frekvenci je ziskén z 12 opakovanych méfeni vzorku HD200.
e SNV/Indel somaticka LF
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Kritéria -~
verze kontroly falesné negativy pfijatelnosti” Citlivost
GRCh37 42 42 0 100 % 100 %
GRCh38 42 42 0 100 % 100 %
"Kritérium prijatelnosti pro detekci variant je definovano jako 100% citlivost u SNV a indell s
ocekavanou hodnotou VAF vyssinez 0,1 %.
e CNV somatické velké panely
oo, | varamy | fomtd | Sateiné | Fiind | piéria | ciavos
Zisk 27 26 1 90 % 96,3 %
GRCh37 Loss 20 19 1 90 % 95,0 %
LOH 11 11 0 90 % 100,0 %
Zisk 27 26 1 90 % 96,3 %
GRCh38 Loss 20 19 1 90 % 95,0 %
LOH 11 10 1 90 % 90,9 %
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¢ Index metylace

Verze genomu | Kritéria prijatelnosti | Vazena shoda
GRCh37 >99 % 99,88
e Fuze somatické DNA
Genom Pozitivni Skutecné FalesSné Prijeti Citlivost
verze kontroly falesneé negativy Kritéria
GRCh37 9 9 0 100 % 100 %
GRCh38 9 9 0 100 % 100 %
e Somatic LBx DNA fuze
Verze Frakce Pozitivni | Skutecné Falesné Kritéria .
genomu nadoru kontroly pozitivni | negativni | pFijatelnosti Chilves:
1% 22 21 1 85 % 95,5 %
GRCh38 0,5 % 22 19 3 85 % 86,4 %
0,1 % 22 21 1 85 % 95,5 %
e TMB
Verze genomu | Kritéria pfijatelnosti | Citlivost | Pfesnost
GRCh37 >80 % 83 % 85 %
e MSI

Verze Pozitivni | Negativni | Skutecné | Falesné

Kritéria Citlivost | P t
genomu | kontroly | kontroly | pozitivni | negativni | pfijatelnosti Ithives resnos
GRCh37 22 24 22 0 100 % 100 % 100 %
GRCh38 6 17 6 0 100 % 100 % 100 %

e GiP
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Pfijeti Citlivost
verze kontroly falesné negativy Kritéria Itiivos
GRCh37 171 165 6 90 % 96,5 %
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti PF ;
verze kontroly falesné pozitivni Kritéria resnos
GRCh37 171 165 7 90 % 95,9 %

SEQ-027_IFU_CZ_V6 17/182




e Sentieon SNV / Indel Germline

Verze genomu Type of variant v_!(“te"a " Citlivost Citlivost Genom
prijatelnosti Exome
SNV >90 % 98,9 % 98,5 %
GRCh37
Indel > 80 % 96,5 % 98,5 %
SNV >90 % 98,5 % 99,3 %
GRCh38
Indel >80 % 95,5 % 99.1 %

" pro detekci variant nachazejicich se v oblastech s vysokou spolehlivosti u NA12878 a NA24385

. Kritéria Presnost .
Verze genomu Type of variant e » Presnost genomu
prijatelnosti Exome

SNV >90 % 98,7 % 98,5 %
GRCh37

Indel >80 % 96,5 % 98,6 %

SNV >90 % 99,6 % 99,6 %
GRCh38

Indel > 80 % 97,2 % 99,5 %

" pro detekci variant nachéazejicich se v oblastech s vysokou spolehlivosti u NA12878 a NA24385.

e CNV WGS
Verze L, Skutecné FaleSné Kritéria L
Pozitivni kontroly e, . . .| Citlivost
genomu pozitivni pozitivni prijatelnosti
Duplikace 1kb-5kb 8 10 % 37,5 %
Duplikace =5kb 3 10 % 100 %
GRCh38
Delece 1kb-5kb 321 80 % 61,7 %
Delece z5kb 132 80 % 92,4

Ackoli citlivost na malé delece (1-5 kb) nedosahuje akceptaénich kritérii, je toto snizeni
prijatelnym kompromisem za ucelem maximalizace detekce vyznamnéjSich velkych udalosti a
duplikaci.

Verze ., Skutecné Falesné Kritéria .
Pozitivni kontroly .t e, . .| Presnost
genomu pozitivy pozitivni prijatelnosti
Duplikace 1kb-5kb 8 "NA" 30
Duplikace =5kb 3 "NA" 75 %
GRCh38
Delece 1kb-5kb 321 "NA" 94,3 %
Delece =25kb 132 "NA" 92,4 %
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e Sentieon SNV/Indel somaticky

Verze . Pozitivni Skutecné Falesné Kritéria cors
Typ varianty A e ... .| Citlivost
genomu kontroly pozitivni pozitivni [ pfijatelnosti
SNV 39 37 2 85 % 95 %
GRCh38
Indel 21 16 5 75 % 76 %
- Fazni RNA
Genom Pozitivni Skutecné FalesSné Prijeti Citlivost
Verze kontroly falesné negativy Kritéria itivos
GRCh37 20 20 0 100 % 100 %
GRCh38 20 19 1 95 % 95 %
e Splicing RNA
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti Citlivost
Verze kontroly falesné negativy Kritéria itivos
GRCh37 3 3 0 100 % 100 %
GRCh38 3 3 0 100 % 100 %
e CNV Maly panel somatickych
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti Citlivost
Verze kontroly falesné negativy Kritéria IHIVos
GRCh37 4 4 0 100 % 100 %
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e Status IGHV IMGT
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti Citlivost
verze kontroly falesné negativy Kritéria itivos
GRCh37 122 116 6 95 % 95,9 %
e Status IGHV igblast
Pozitivni Skutecné FaleSné Kritéria cors
Verze genomu DA s - . Citlivost
kontroly pozitivni negativni prijatelnosti
GRCh37 122 117 5 95 % 95,1 %
e Podskupiny IGHV
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti Citlivost
verze kontroly falesné negativy Kritéria itivos
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
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Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti P t
verze kontroly falesné negativy Kritéria resnos
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
e CFH
Genom Pozitivni Skutecné Falesné Prijeti Citlivost
verze kontroly falesné negativy Kritéria itiivos
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e FLT3
200
a
L 150
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|_
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L 50
50 100 200
ITD size (bp)

Pozorovana vs. teoreticka velikost udalosti FLT3-ITD. Pearsonuyv koeficient R2 > 0,99

Vysledky ukazuji 100% citlivost pfi detekci udalosti FLT3-ITD a témér dokonalou korelaci

mezi ocekavanymi a pozorovanymi velikostmi udalosti z analyzy.
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e UPD

o Citlivost
P . .| Skuteéné i L.
Type of Verze Pozitivni |[Negativni ... .| Falesné Kritéria .
analysis | genomu | kontroly [ kontroly pozitivni negativni | pijatelnosti Citlivost
vysledky
Singleton | GRCh37/38 23 7 0 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 2 6 80 % 86 %
o Presnost
Negativn Skutecn
Type of Verze Pozitivni g' é Falesné Kritéria .
. i s E | — .| Pfesnost
analysis genomu | kontroly pozitivni | pozitivni |pfijatelnosti
kontroly | *,
vysledky
Singleton | GRCh37/38 23 7 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 2 6 80 % 100 %
4.6.3. Anotacni moduly
e '"DiagAl Score"
Datovy soubor Analyza Metrické Krit?ria Metrika
typu vyhodnoceno Kritéria hodnota
Exome ) ppzfuvm na vzacne Zarngcna Stfedni pofadi -1 1
onemocnéni linie
Exome ) p,ozmvnl na  vzacna Zarngcna top_10 > 90 % 95 %
onemocneéni linie
Exome CNV vzacnych onemocnéni Zarﬁrc]iizcna Stredni poradi =1 1
Exc’Jme-: s pozmvnlrrv] r’lalezem CNV u Zarngcna top_1 >80 % 83.3 %
vzacnych onemocnéni linie
e Somatické skore DiagAl
Tt e Analyza Metrika wl.(ritéria - Hodnpta
typu vyhodnoceno prijatelnosti metriky
Pozitivni na rakovinu TSO500 ‘Somatic" top_10 >90 % 100 %
SEQ-027_IFU_CZ_V6 21/182




~ v

e DiagAl uzsi vybér

Datovy soubor Analyza Metrika Prijeti Hodnota
typu hodnoceno Kritéria metriky
Exome vp,ozmvnl na  Vzath®l vGermline" citlivost >90 95
onemocnéni
Exome ) p’ozmvnl na vzacna Zarngcna Pramérna délka <25 18,475
onemocnéni linie
Exome vp,ozmvnl na  vzacna Zarngcna Stiedni délka <25 17
onemocnéni linie
e DiagAl smartpicks
. Analyza Metrika Prijeti Hodnota
Datovy soubor o .
vy typu hodnoceno Kritéria metriky
Exome . p,OZI'[IVI‘II na VZ8CNe! vGermline” citlivost >40 % 45
onemocnéni
Exome _pozitivni na VZacnal us o ine” presnost >80 % 78 %
onemocneéni
e ACMG CNV
B o TyP Metrika “l.(ntena . Hodnpta
analyzy vyhodnoceno prijatelnosti metriky
Datovy soubor CNV s poznamkamil|, . - 0
odbornikil ACMG Germline citlivost >70 % 76
e ACMG SNV
et e Ty|? Metrika v.l-(rlterla . Hodn.ota
analyza vyhodnoceno prijatelnosti metriky
Datovy soubor s poznamkamil, C . 0 o
odbornikil ACMG Germline presnost >50 % 56 %
e DiagAl UP2
., Analyza Metrika Kritéria Metrika
Datovy soubor = .
typu vyhodnoceno prijatelnosti hodnota
: . o . Zarodecna .
Varianty zpusobujici onemocnéni linie citlivost 90 % 92 %
e DiagAl UP2 SV
i Analyza Metrika Kritéria Metrika
Datovy soubor - .
typu hodnoceno prijatelnosti | hodnota
Varianty zpUsobujici onemocnéni ‘Germline’ citlivost 90 % 98 %
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e DiagAl Phenogenius

Datov¥ soubor Analyza Metrika Kritéria Metrika
y typu hodnoceno prijatelnosti hodnota
Spojitosti genli a symptomu Zarﬁgieecna top_100 50 % 49,8 %
Spoijitosti mezi geny a symptomy Zarlci)rcliizcna top_200 60 % 60,7 %
Souvztaznosti geni a symptom Zarfi)rc]jiicna top_500 75 % 77,0 %
— ) Zarodecna L
Spojitosti mezi geny a symptomy linie Median v top 100 <20 15
. . . . Zarodecna .y
Souvztaznosti gen a symptom( linie Prameér v top 100 <30 25
e Compermed
Datov¥ soubor Analyza Metrika Kritéria Metrika
y typu vyhodnoceno prijatelnosti hodnota
Pozitivni na rakovinu TSO500 "Somatic" citlivost 90 % 91 %

4.6.4.

Klinicka vykonnost

Platforma SeqOne neni urc¢ena k posuzovani konkrétniho klinického stavu nebo fyziologického
stavu. Ackoli poskytuje informace o fyziologickém stavu pacienta, jako je identifikace urcitych
variant, neni ur¢ena k posuzovani konkrétnich klinickych stavl nebo fyziologickych stavd.
Platforma SeqOne proto sama o sobé nevyzaduje prokazani klinické vykonnosti.
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5. Bezpecnostni opatreni

5.1. Vhodné pouziti

(Viz ¢ést Ur€eni uzivatelé)

Jakékoli nevhodné pouziti platformy je zakazano.
Uzivatelé jsou odpovédni za kontrolu, zda je platforma vzdy funkeni, a za zajiSténi nezbytnych
podminek pro jeji spravny vykon.

5.2. Upozornéni

A Poskytnuté vysledky by nemély byt jedinym zakladem pro zménu pécCe o pacienta.
Uzivatelé proto musi pfi pouzivani softwaru a jeho vysledk( postupovat s nalezitou opatrnosti.
Diagnozy by mély byt potvrzeny rliznymi klinickymi a lékarskymi vysetfenimi.

Vysetfeni onemocnéni pomoci NGS mize odhalit sekundarni nebo ndhodné ndlezy, jako je
predispozice k rakoving, z genl nesouvisejicich s primarnim onemocnénim (Kuhlen a Borkhardt
2015). Navzdory politickym prohlaSenim agentur jako AMP a ACMG (Green et al. 2013; Allyse a
Michie 2013; predstavenstvo ACMG 2015; Hegde et al. 2015) se narodni smérnice tykajici se
hlaseni ndhodnych nalezl lisi. Proto je zdsadni zajistit dokument ,informovaného souhlasu”
(Anderson et al. 2016). OSetfujici Iékarf je odpovédny za to, aby pacient nebo jeho zdkonny
zastupce porozumél potencidlnim vysledkim a rizikim predtim, nez objedna jakykoli test NGS.

Tento produkt nezaruCuje detekci vSech genetickych variant pfitomnych ve vzorku.
Pravdépodobnost detekce hledané varianty je ze své podstaty zavisla na kvalité a vlastnostech
vstupniho vzorku (napf. integrita vzorku, pfiprava knihovny, hloubka a rovnomérnost
sekvenovani, bioinformatické filtrovani a typ i kontext varianty). Negativni vysledek definitivné
nevylucuje pfitomnost patogenni varianty, pokud je jeji frekvence (VAF) pod detekénimi prahy
pouzitého analytického modulu. Spolehliva detekce rozsahlych genomovych prestaveb (strukturalni
varianty, véetné CNV a deleci celych chromozomi) neni zaruc¢ena. To je zplsobeno inherentnim
omezenim dat sekvenovani nové generace (NGS) s kratkymi ¢tenimi, coz ztéZuje identifikaci téchto
udalosti. Jelikoz ¢teni NGS jsou kratka (priblizné 150-200 bp), je toto omezeni charakteristické pro
samotnou sekvenacni technologii a nejedna se o omezeni SeqOne Platform. (Viz Tan R. et al., Hum
Mutat. 2014 Jul;35(7):899-907. doi: 10.1002/humu.22537 a odkazy v ném uvedené). Uzivatelé
musi vyhodnotit vhodnost vybraného pracovniho souboru a kvalitu sekvenovani ve vztahu k
oCekavanym variantam, aby zajistili, Ze byl pokryt pfislusny klinicky kontext.

Klinickd rozhodnuti zalozend na vysledcich screeningu novorozencl nebo Carrier screeningu

musi byt pfijimana s mimoradnou opatrnosti a nikdy se nesmi spoléhat vyhradné na vystupy
tohoto softwaru. U screeningu novorozencl vyzaduje pozitivni nalez okamzitou klinickou
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korelaci se symptomy ditéte a urgentni potvrzujici testy pred zahajenim |écby ménici Zzivot nebo
dietnich omezeni. U carrier screeningu negativni vysledek nevylucuje riziko, ze se jedna o nosice,
ale spisSe jej snizuje na uroven zbytkového rizika, protoze urcité genomové varianty mohou
klesnout pod detekéni limit softwaru. Vzhledem k tomu, ze vysledky z tohoto zafizeni pfimo
ovlivAuji nevratna reprodukéni rozhodnuti a kritickou neonatalni péci, musi byt vSechny nalezy
vyzadujici zasah ovéreny pomoci alternativni validované metody a interpretovany kvalifikovanym
odbornikem v kontextu uplné klinické anamnézy pacienta a relevantnich biochemickych nebo
fenotypovych udaju.

Nové objevené varianty, které dosud nejsou dikladné zdokumentovany ve védecké literature,
mohou byt nespravné klasifikovany.

Vysledky jsou pfesné v dobé analyzy a odrazeji soucasné védecké poznatky. Opakovani analyzy
na novéjsi verzi platformy v§ak m(ze pfinést odlisné vysledky.

Vysledky klasifikace z SeqOne Platform se snazi byt v souladu s obecné pfijimanym
konsensem. Uvédomte si, ze jakékoli vysledky generované po zméné nastaveni klasifikace jsou
mimo rozsah CE-IVD a nejsou proto validovany.

Tento software obsahuje komponenty umélé inteligence (Al). Uzivatelé si musi byt védomi
nasledujicich omezeni, ktera jsou vlastni t€mto nastrojim zaloZzenym na Al, a zohlednit je pfi
interpretaci vysledkd:

- Trénovaci data pochazeji prevazné z evropskych/kavkazskych populaci predku
vzhledem ke slozeni soucasnych klinickych referenénich databazi;

- Vykonnost se muze liSit u vzacnych variant s omezenym zastoupenim v trénovacich
datech;

- Skoére spolehlivosti odrazi nejistotu modelu, nikoli klinickou jistotu; musi byt
interpretovana ve spojeni s klinickym kontextem;

- Vykonnost se mlze zhorSit v disledku datového posunu zpusobeného novymi
sekvenacnimi platformami nebo protokoly pFipravy knihoven, které nejsou
zastoupeny v trénovacich datech;

- Vykonnost prioritizace genu nastroje DiagAl Phenogenius je hodnocena na zakladé
asociaci genti a symptomU a zavisi na kvalité a Uplnosti anotace termind HPO ze
strany oSetfujiciho Iékare.

5.3. Omezeni

"Carrier screening" podléha specifickym vnitrostatnim pravnim predpisiim a etickym pravidliim. Je
odpovédnosti laboratofe a poskytovatele zdravotni péce zajistit, aby byly v ramci jejich konkrétni
jurisdikce splnény vSechny zakonné pozadavky, vCetné povinného genetického poradenstvi,
objednavky pod vedenim Iékare a informovaného souhlasu.
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5.4. Poruchy

V pfipadé poruchy:
- Okamzité prestante software pouzivat
- Zkuste identifikovat nebo odstranit pfi¢iny podle postupu feseni problém( popsaného v
této pirucce (viz ast Redeni problémi a chybové zpravy)
- Pokud se vam nepodafi identifikovat nebo odstranit pfi¢inu pomoci této prirucky, zaslete
e-mail tymu podpory na adresu support@segone.com.

6. Minimalni pozadavky
6.1. Hardware

Softwarové moduly platformy SeqOne jsou instalovany v rezimu klient-server. Poskytovatelem
sluzby musi byt linuxovy server, aby byla zajiSténa kompatibilita s vétsinou ndstrojli bézné
pouzivanych v bioinformatice. Kazda polozka systému je zapouzdrena do béhového prostredi,
jako je kontejner Docker® , ktery Ize nasadit na libovolnou vyhovuijici platformu Docker® bez
ohledu na zakladni hardwarovou architekturu. Uzivatelé musi mit k dispozici pocitac s
pfipojenim k internetu a webovy prohlize¢ (viz nize).

Minimalni systémové pozadavky na klientsky pocitac jsou nasledujici:
- 4 GBRAM
- Dvoujadrovy procesor
- Pristup k internetu
- Prohlize¢ Chrome (od verze 36.0.1985) nebo Firefox (od verze 31) nebo Microsoft Edge
(vSechny verze zalozené na Chromiu).

6.2. Sit

Minimalni doporucena rychlost nahravani/stahovani pro pouzivani platformy pres internet je 100
Mb/s. Pro pfipojeni k platformé se pouziva protokol HTTPS. Pro spravny pfistup k platformé
doporucujeme pozadat oddéleni IT o autorizaci nasledujicich adres :

* eu.seqone.com
*.common.seqone.com
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7. Oveérovani
7.1. Prihlaseni

Z bezpecnostnich divodld mohou uzivatelé pristupovat k platformé pouze po pfihlaSeni na
domovské obrazovce.

Domovska obrazovka je k dispozici na nasledujici adrese URL:

Pro Evropu a Afriku: https://auth.eu.seqone.com/
Pro Svycarsko: https://auth.ch.seqone.com/
Pro Asii a Oceanii: https://auth.au.seqone.com/

Pro Ameriku: https://auth.us.seqone.com/

Pfi prihlaSovani na domovské obrazovce musite zadat své:
- Prihlasovaci jméno nebo e-mailova adresa v poli "Username” nebo "Email".
- Heslo v poli "Password"

Seg®@ne

Welcome back!

Please enter your details.

Username or email

Password

[J Remember me

Forgot Password ?

Obrazek 1: Prihlasovaci stranka
Pokud je pro vas ucet aktivovano dvoufaktorové ovérovani, budete muset zadat Sestimistny

ovérovaci kod zaslany e-mailem na adresu pfidruzenou k vasemu uc¢tu SeqOne. Tento kod je
platny po dobu 30 minut.
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Pokud mate pfistup k nékolika pracovnim prostorim nebo entitdm, budete vyzvani k vybéru
entity, ke které se chcete pfipojit, prostfednictvim rozeviraci nabidky v cCasti "Choose a

workspace".

Heslo si mlzete zménit kliknutim na "Forgot Password". Podle pokynd zadejte e-mailovou
adresu spojenou s vasim u¢tem SeqOne a obdrzite e-mail, ktery vam umozni obnovit heslo.

Zasady pouzivani hesel se fidi nasledujicimi pravidly:
e Minimalni délka: 12 znakd.
e Slozitost: hesla musi obsahovat alespon jedno velké pismeno, jedno malé pismeno,

e Historie hesel: zadné opakované pouziti pfedchozich hesel.
e 74dna maximalni délka: aby bylo mozné pouzivat tajné fraze.

Uzivatelé nemohou ménit své vlastni ID uzivatele.

7.2.

Odhlaseni

Uzivatelé se mohou odhlasit kliknutim na logo uZzivatelského uctu v pravém hornim rohu stranky
a poté na "Logout”.

7.3.

Domovska stranka

Po ovéreni pfistupuje uzivatel na stranku ovladaciho panelu, ktera je rozdélena na dvé Casti:
- vyhledavaci a akéni banner, ktery je pfistupny v celé navigaci zleva doprava:

ikonu SeqOne, abyste se mohli kdykoli vratit na ovladaci panel,
vyhledavaci panel pro pfimy pfistup k dané analyze,

VKB search icon pro vyhledavani variant vyhodnocenych v databazi VKB
(viz ¢4st Hodnoceni variant),

ikona@ , kterd otevie seznam ukoll uzivatele ("To do list"), z néhoz mize
pristupovat k analyzam, které mu byly pridéleny (viz oddil Zadani analyz pro
interpretaci),

listu nabidek, dostupnou prostrednictvim ikony , ktera umoznuje pristup k
uzivatelskym parametriim, panelu spravce, uzivatelské pfiru¢ce, podminkam
pouzivani, e-mailové adrese podpory a kterda umoznuje odhlaseni uzivatele (viz
¢dast Sprava uzivatelskych uctua).

- hlavni obrazovka pro spravu projektt a analyz.
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Seq@ne Q Search an analysis / patient record
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#5753 #6012 #6057

Obrazek 2: Uzivatelsky panel

Do uzivatelského panelu mizete kdykoli vstoupit kliknutim na logo . SGQ@HG

7.4. Sprava uzivatelskych ucta

Svij uzivatelsky ucet mliZzete spravovat kliknutim na logo v pravém hornim rohu hlavniho panelu.
V této ¢asti ma uzivatel moznost:

- pfistup k nastaveni uctu kliknutim na "My account”

- pfistup k uzivatelskym parametrdm kliknutim na "Entity Settings"

- zména entity, ke které je uzivatel pfipojen, kliknutim na "Entity" a vybérem pozadované entity v
casti "Choose your workspace”,

- pfistup k panelu administratora kliknutim na "Admin", ktery umoznuje pfistup k seznamu
uzivatell s pfistupem k entité a vytvareni, Upravu nebo mazani uzivatelskych Gcta.

- kliknutim na "About" ziskate pfistup k uzivatelské pfiru¢ce v rlznych jazycich, informacim o
verzi softwaru SeqOne a kontaktnim udajim,

- pfistup k podminkam vasi licence SeqOne kliknutim na "Terms of Use’,

- kliknutim na "Support” ziskate pfistup k e-mailové adrese podpory pro jakékoli dotazy nebo
problémy zjisténé na platformé,

- pristup ke zkratce kliknutim na "Keyboard Shortcuts”

- pfepinani mezi standardni verzi a verzi preview aplikace kliknutim na "SeqOne Mode" a
vybérem bud "SeqOne" (standard mode) nebo "SeqOne Preview" (preview mode). Aktudlné
aktivni rezim je oznacen zaskrtnutim.

- odhlaseni kliknutim na "Logout".
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7.4.1. Sprava "My Account"

V sekci "My account" mlze uzivatel:

- nahrat sv(j podpis a zahrnout jej do klinické zpravy,

- zménit své heslo kliknutim na "Change your password" (otevie se v nové karté) v sekci
"Manage your credentials”.

7.4.2.  Sprava uzivatelskych nastaveni - definice

V uzivatelském nastaveni mize uzivatel spravovat nastaveni, soubory a konfigurace popsané
nize.
Entity
Entitou se rozumi zafizeni nebo tym, ktery si poridil licenci platformy SeqOne. Platforma je

navrzena tak, aby ji mohlo pouzivat nékolik élenll v ramci jedné skupiny. V uzivatelskych
nastavenich slouzi karta Ucet ke spravé informaci tykajicich se subjektu.

Users
U této karty se prosim podivejte na Sprava administratora - rozhrani.

Worksets

Na této karté jsou uvedeny rlizné worksety analyzy, které jsou k dispozici u entity, k niz je
uzivatel pfipojen. ProtoZe na platformé SeqOne mUze vedle sebe existovat nékolik verzi uréitych
pracovnich sad, mlze uzivatel v této nabidce urcit, kterd verze ma byt pfi spusténi analyzy
predem vybrana.

Zmény provedené v tomto seznamu jsou sledovany, takze se automaticky zobrazuje uzivatel,
ktery definoval verzi, jez se ma spustit jako vychozi workset, a datum zmény.

Manifest

Manifest zobrazuje genomické oblasti zajmu (ROI) jako soubor BED, ktery miiZze byt doplnén
souvisejicimi anotacemi. Novy manifest muizete nahrat prostfednictvim karty Manifest v
uzivatelskych nastavenich kliknutim na "Add manifest" (Pridat manifest) a vybérem souboru
manifestu, ktery chcete nahrat. Po nahrani bude tento manifest k dispozici véem uzivatel(im pfi
vytvareni nového projektu a pfi pouziti panelu in silico v analyze.

Panels - Transcript

Uzivatelé mohou nahrat novy seznam referencnich transkriptl (RefSeq) prostfednictvim karty
Transcript.
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Panels - Genes

Tato karta umoznuje importovat nebo generovat panely gen(i na zakladé NCBI GenelD kliknutim
na "Add gene list".

Ocekdvanym formatem souboru je tabulkovy soubor (napf. soubor .tsv) bez zahlavi sloupcu,
ktery je podrobné popsan na platformé. Prvni sloupec oCekdvaného souboru je vénovan
identifikatordm gen( (NCBI Entrez gene ID), druhy sloupec (nepovinny) obsahuje transkript
zajmu (RefSeq ID) a treti sloupec (nepovinny) obsahuje symbol HGNC genu. Tento soubor Ize
také vygenerovat vloZzenim pozadovaného seznamu genl oddélenych ¢arkou do pole "Gene
symbols" (Symboly gent).

Marker

Tato karta slouzi k importu seznamu marker genetické identity kliknutim na "Add marker
config". O¢ekdvanym formatem souboru je tabulkovy soubor (.tsv nebo .txt soubor) se zahlavim
obsahujicim 5 sloupcl s podrobnostmi: chromozom (CHR), identifikator varianty nebo rsID (ID),
genomicka pozice (POS), referenéni alela (REF) a alternativni alela (ALT). Soubor nesmi
obsahovat vice nez 100 radkl véetné zahlavi.

Protocols

Analyticky protokol je preddefinovana kombinace ukoll navrzena ke standardizaci interpretace
analyzy. Prislusna karta umoznuje uzivatelim zobrazit seznam protokoll dostupnych v entité,
jejich verze a vytvaret je.

Chcete-li vytvorit protokol, kliknéte na "New protocol’, poté pfidejte a sefadte ukoly, které
odpovidaji SOP vasi laboratore. Chcete-li upravit existujici protokol, kliknéte na ikonu tuzky vedle
néj a ulozte novou verzi protokolu.

Vyberte protokol pfi spusténi analyzy nebo jej pfipojte pozdéji z karty Workflow v panelu analyzy.
Oznacte ukoly jako dokoncCené pfimo v panelu analyzy. Kazdy dokonceny ukol automaticky
zaznamena uzivatele a datum pro plnou sledovatelnost.

Reporting - Global settings

Sekce Global settings na karté Reporting umoziuje uzivatellm povolit nebo zakazat
automatické uzamceni analyzy, kdyz se stav zméni na “Reporting Validating”, a pfizplsobit
sekce klasifikace a reportovani. Chcete-li tak ucinit, v ¢asti Germline / Somatic kliknéte na "New
section"’, zadejte nazev sekce a vyberte tag, ktery chcete pfidruzit k pozadované klasifikaci.
Varianty, které odpovidaji jednomu z vybranych tagl nebo klasifikaci, jsou do této sekce pridany
automaticky. Chcete-li tuto funkci pouzivat, musite nejprve vytvorit tagy na prislusné karte.

SEQ-027_IFU_CZ_V6 31/182



Reporting - Template list

Karta Reporting pod “Template list” umoznuje uzivatellm konfigurovat Sablony pouzivané pfi
exportu vysledk( analyzy. Na této karté mizete pfizplsobit informace obsaZzené v generovanych
reportech.

Tags

Karta "Tags" umoznuje uzivatelim spravovat vlastni Stitky pro organizaci a filtrovani variant v
ramci VKB a reportu. Uzivatelé mohou vytvaret tagy kliknutim na "Add tag", nebo prfejmenovavat
a mazat tagy, které jsou dostupné v§em uzivatelim v radmci entity, pomoci odpovidajicich ikon
pera a koSe.

API Keys

Klic API je jedinecny autentiza¢ni token, ktery umoznuje externim aplikacim nebo skriptim
programové komunikovat s platformou SeqOne. Na karté APl Keys si muzete prohlédnout
vSechny existujici klice spolu s pfidruzenymi informacemi.

Novy kli¢ vytvorite kliknutim na "+ New API Key". Proslé klice Ize zobrazit nebo skryt pomoci
prepinace "Show expired key". Kazdy kli¢ Ize odstranit jednotlivé. Klice API musi byt uchovavany
v tajnosti, protoze udeéluji pfistup k platformé s pfisluSnymi opravnénimi.
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7.4.3. Sprava administratora - rozhrani

Toto rozhrani je ur€eno spravcdm uctl a umoznuje jim :

- pfistup k seznamu uzivatell v entité,

- vytvaret nové uzivatele,

- upravovat uzivatelska prava: vytvaret projekty a nahravat vzorky, spoustét analyzy, mazat
vzorky, analyzy nebo projekty, vyvhodnocovat varianty ve VKB, vytvaret zpravy, spravovat
profily filtr(, spravovat pfifazeni.

- aktivovat dudlni ovérovani,

- deaktivovat uzivatelsky ucet.

D FIRST NAME LAST NAME EMAIL ADDRESS PERMISSIONS
L natses Y ot i, nas nd Prject Y rst an o ampies Y ot Dgroi rom v 7 e

Launch Analyses ] Delete Sample, Analysis and Project ] Create and pload Samples J Validate Diagnosis from VKB /' Edit
Manage organisation wide Filter Presets ] Create Report ]

aa / Edit

Obrazek 3: Panel spravce
ID odpovida uzivatelskému jménu uzivatele. Musi byt psano malymi pismeny a nesmi obsahovat
zadné diakritické znaménka ani mezery; specidlni znaky, jako je tecka a podtrzitko, jsou

pfipustné. Pri vytvareni nového uzivatele je vhodné dodrzovat nomenklaturu jméno.pfijmeni.

Pokud jde o e-mailovou adresu uZivatele, z bezpe¢nostnich divodd dirazné nedoporuéujeme
pouzivat obecnou e-mailovou adresu.

Protoze jsou opravnéni ve vychozim nastaveni deaktivovana, je na spravci, aby je aktivoval
rucné:
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Permissions

Admin privileges

Grant full access to all system features, users management and settings
Create and upload Samples

Create Report

Delete Sample, Analysis and Project

Edit restricted panels

Launch Analyses

Manage assignments

Manage organisation wide Filter Presets
Manage VKB Knowledge Base

Protocols Management

Report template

Unlock Analyses

Update project settings (lock filters for now)

Validate Diagnosis from VKB

Advanced

Activate 2FA

Enable email two-factor authentication for enhanced security

Temporarily suspending the access. The data is retained, but the user cannot log in or use the system

2. Disable User

until re-enabled.

Obrazek 4: Opravnéni uzivatele
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Zabezpeceni mUzete zvysit také aktivaci dudlniho ovérovani. Tato moznost odesle uzivateli
jedine¢ny kéd pfi kazdém pfipojeni k platformé.

Role "Manage organization wide Filter Presets" umoZnuje uZivateli upravovat verejné profily
filtrG. Pokud tuto roli nemate, mlzete upravovat pouze soukromé profily filtr(.

Opravnéni spravuje administrator entity z panelu Admin. Pfi vytvofeni uzivatele jsou vSechna
opravnéni ve vychozim nastaveni zakazana a administrator musi ru¢né povolit prava
vyzadovana pro daného uzivatele. Prava pfidélena uzivateli se vztahuji na vSechny entity
(pracovni prostory), ke kterym ma uzivatel pfistup na platformé SeqOne (napfiklad pokud ma
uzivatel pfistup k vice entitam, plati pro né stejna sada opravnéni).

Pokud se zobrazi chybova zprava, kontaktujte zdkaznickou podporu na adrese
support@segone.com.
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7.4.4. Prepinani mezi rezimy Main a Preview

Pripojeni k SeqOne pres vychozi pfihlasovaci URL
presmeéruje uzivatele do rezimu “Main” jejich subjektu.
Tento vychozi rezim hosti pracovni sady oznacené

znackou CE a dalsi mistni certifikace. l Entity

Entity Settings

My Account

Pro vCasny pfistup k novym funkcim a verzim

, < v v. “ . “« Admi
pracovnich sad prepnéte do rezimu “Preview” (RUO: e
Research Use Only) tak, Ze prejdete do dolni &asti FiterBY o About Seqone
nabidky nastaveni a v casti SeqOne One vyberete
“Preview" Terms of Use

Support
Rezimy “Main” a “Preview” sdileji stejna zakladni data
(projekty, vzorky, analyzy), opravnéni, prostfedky
(soubory, Sablony, manifesty, seznamy gen(), znalosti
(VKB) a frekvence (data o frekvenci vzorkd, vyskyty).

Keyboard Shortcuts

SeqOne v SeqOne Mode &

st SeqOne Preview Logout

Pfi navigaci v rezimu “Preview” se zobrazi logo “SeqOne Preview
RUQ” jako pfipominka, Ze tento rezim obsahuje funkce a pracovni
sady RUO.

Seqg®ne

Preview @

i

V rezimu “Main” se analyzy spusténé v “Preview" Name & Nersion
zobrazuji Sedé. Pokud kliknete na jednu z téchto

zaSedlych analyz, platforma vas vyzve k prepnuti @
> . e . I Preview mode
do rezimu Preview, abyste si ji mohli prohlédnout.

<
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8. Popis operacnich krok

Krok Popis

Vytvoreni projektu
Analyzy provadéné na platformé SeqOne jsou organizovany v rdmci projektd, které

1 definuji charakteristiky analyzovanych vzork( prostrednictvim metadat zadanych
uzivatelem (typ sekvenovani, metoda pfipravy, geny zdjmu).
Nahrani vzorku

2 Samples se nahravaji jako surové sekvenaéni soubory (FASTQ), které je treba

umistit do uréeného projektu. Po nahrani souborl se pred jakoukoli analyzou
provede ovérovaci krok, ktery zajisti integritu zaslanych soubord.

Spusténi analyzy

Po nahrani dat na servery SeqOne si uzivatel mGze vybrat z nabidky aplikaci nebo
3 "worksets," v zavislosti na typu analyzovaného vzorku a typu hledanych

genomickych zmén (SNV, CNV, genové flze, splicing varianty atd.). Tyto aplikace

provadeéji bioinformatickou analyzu.

Kontrola kvality dat
Aplikace dostupné na platformé SeqOne zahrnuji nékolik modull vénovanych

4 analyze kvality dat pomoci rGznych sekvenacnich metrik, zarovnani a hloubky
pokryti.
Interpretace vysledki analyzy

5 Genomové odchylky zjisténé ve vzorku se zobrazuji v rlznych zalozkach nebo
"viewers", kde miiZze uzivatel vyhledat diagnostickou variantu odpovédnou za
patologii pacienta.

6 Ziskani terapeutickych doporuceni a klinickych studii souvisejicich s patologii
pacienta.
Vydani zpravy

7 Vysledky analyzy lze exportovat do zpravy ve formatu PDF, kterou Ize nasledné

stahnout.
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9. Vytvoreni projektu

Analyzy provddéné na platformé SeqOne jsou organizovany v ramci projektQ, které definuji
charakteristiky analyzovanych vzork( prostfednictvim metadat zadanych uzivatelem (typ
sekvenovani, metoda pfipravy, geny zajmu).

9.1. Vytvoreni projektu

Po kliknuti na tlacitko "New project” jsou uZzivatelé vyzvani k zadani hodnot nékolika typt
informaci nebo metadat, které se pouzivaji k popisu projektu a souvisejicich vzork.

e Project description
e Sekvencovani:

o

o

o

o

Assay type: typ analyzy (Germline alebo Somatic),

m Projekty Germline (typ testu Germline) maiji zaskrtdvaci poli¢ko
UMI Trimming, které umoznuje zpracovavat vzorky obsahujici UMI.
Zaskrtnutim této moznosti budou UMI ofezany ze sekvenci FASTQ,
stejné jako v rezimu zakazaného UMI pro somatické pracovni sady
(viz ¢4st Volba rezimu zpracovani UMI).

Sequencing platform: sekvenacni platforma

Library type: typ provedeného read sekvenovani (Paired-end nebo
Single-end),

Data type: DNA, RNA, ctDNA nebo Methylation Sequencing,

m Pokud je jako typ dat vybrana DNA, je tfeba zadat metodu
sekvenovani pomoci rozeviraci nabidky “DNA Sequencing method”
a metodu amplifikace (Capture nebo Amplicon) prostfednictvim
“Amplification method”.

File input type: Soubory Fastq, VCF

Genome: verze referenéniho genomu (GRCh37 nebo GRCh38),
Low-Quality Mapping Region: volani variant v oblastech s nizkou kvalitou
zarovnani pomoci ¢teni MAPQO,

Sequencing method: Gene Panel, Whole exome sequencing,
Comprehensive Genomic Profiling, Shallow WGS, Whole genome
sequencing, CGH MicroArrays.

Secondary analysis provider: AmoyDX, Pillar, Thermofisher,

Manifest: Manifest v pfipadé panelu gend,

ID marker (nepovinné): soubor s oznacenim identity.

e Vzorku:

O
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(Nepovinné) Nova vzorovd metadata lIze pfidat kliknutim na moZznost
"MUzete si také vytvorit vlastni metadata”. Po vyzvé zadejte nazev a
hodnotu metadat.
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Po zadani rliznych metadat projektu jsou uzivatelé vyzvani k vytvoreni projektu kliknutim na
tlacitko "Create project".

9.2. Rizeni projektl

Prostfednictvim "Dashboardu" mohou uzivatelé spravovat rGzné projekty vytvofené na
platformé. Mohou zejména:

- Pristup k projektim ziskate na karté "Projects a ke vzorkiim a analyzam kazdého
projektu kliknutim na loga "Samples" a "Analysis"

- Pristup k analyzam je mozny pfimo pres kartu Analysis.

- Novy projekt vytvofite kliknutim na "New project” (viz ¢ast Vytvoreni projektu).

9.3. Delete project

Chcete-li projekt odstranit, musi uzivatelé:
- Vyberte projekt
- Kliknéte na kartu "Settings” a poté na "Delete project".
- Potvrdte zaskrtnutim "Yes" v zobrazené zpravé. Tato akce je nevratna.

9.4. Data DNA (sekvenovani DNA, sekvenovani ctDNA)

Low-Quality Mapping Region. PFfi sekvenovani genovych panelll, exom{ nebo genom( muze
uzivatel prfi volani variant zahrnout oblasti s nizkou kvalitou zarovnani. Tyto oblasti odpovidaji
tzv. ¢tenim MAPQO, jejichz kvalita zarovnani je rovna 0, jako jsou pseudogeny a homologni
oblasti genomu.

Tato moznost se vztahuje na konkrétni cilové geny nebo oblasti. Pro pouziti této moznosti je
uzivatel vyzvan k nacteni manifestu zaméreného na pozadované oblasti nebo k jeho vybéru
prostiednictvim rozbalovaci nabidky.

Tato moznost muze snizit kvalitu a prfesnost vysledkd. Mize vnést Sum do frekvence alel na
pozadi a mit negativni dopad na prioritizaci variant. M{Ze také prodlouzit dobu analyzy v
disledku vyssiho vypocetniho zatiZeni.

Exome. V pripadé sekvenovani exomu nemusi uzivatelé specifikovat manifest, ktery ma byt
pouzit; jsou vyzvani, aby si vybrali vyrobce pouzitého kitu kliknutim na jednu z ikon v kategorii
Exome kit provider. Rozbalovaci nabidka pak uzivateli umozni vybrat pozadovany manifest.
Pokud pozadovany manifest neni na platformé k dispozici, je uZivatel vyzvan, aby kontaktoval
uzivatelskou podporu support@seqone.com.
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Gene panel. V pfipadé panelu genud jsou uzivatelé vyzvani, aby v rozbalovaci nabidce vybrali
"Amplification method" a také manifest (ve formatu BED) odpovidajici genlim, které je zajimaji.
Pokud pozadovany manifest neni na platformé k dispozici, Ize jej nahrat vybérem moznosti
"Upload new manifest” (Nahrat novy manifest) a nasledovanim pokyn( na obrazovce.

Shallow WGS, CGH MicroArrays, Whole genome sequencing. V prfipadé sekvenovani genomu
nemusi uzivatel urCovat, ktery manifest ma byt pouzit.

Capture. PFi vybéru metody amplifikace Capture je k dispozici ikona UMI (Unique Molecular
Identifiers). Jedineéné molekularni identifikatory jsou indexy, které se pfidavaji pfed amplifikaci,
aby pomohly eliminovat duplicity PCR a snizit Sum pozadi po analyze.

Amplicon. Pfi analyze amplikon( je tfeba vénovat zvlastni pozornost amplifikacnim primeram.
Pfi vytvareni projektu pro data amplikond se uZivatelim doporucuje vybrat manifest, ve kterém
oblasti odpovidajici cilim neobsahuji sekvence primerl. Pokud takovy BED neni k dispozici, Ize
zvolit moznost ofezat pevnou délku na konci sekvenci.

Identity monitoring. Pro metody sekvenovani odpovidajici panelu genl, Exome, Genomovému
profilovani (CGP) nebo Genomovému (mélké WGS) ze soubor FASTQ je uzivatel vyzvan, aby z
rozbalovaci nabidky vybral soubor markerd pro monitorovani identity. Pokud poZzadovany soubor
neni na platformé k dispozici, Ize jej importovat vybérem moznosti "Upload new markers"
(Nahrat nové markery) a nasledovanim pokynud na obrazovce (viz také odstavec Marker v ¢4sti
Sprava uzivatelskych nastaveni)).
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9.5. Data RNA (sekvenovani RNA)

Pokud je jako typ dat vybrana RNA, musi uzivatelé prostfednictvim rozeviraci nabidky Stranded
protocol urcit, zda jejich protokol zachovava informace o plivodnim vlakné. Pokud je protokol
specificky pro dané vldkno, je tfeba zadat poradi syntézy vldken (dopredu-dozadu nebo
dozadu-dopredu) pomoci mozZnosti Read orientation (Orientace ¢teni). Nakonec je tfeba zadat
metodu sekvenovani (Gene panel).

Read orientation. Pro zadani orientace sekvence jsou k dispozici dvé moznosti:

- Forward-Reverse : prvni read (R1) pro kazdy par odpovidd sekvenci prepsané
messengerové RNA (sense strand).

- Reverse-Forward: prvni read (R1) pro kazdy par odpovidd komplementarni sekvenci
prepisované messengerové RNA (antisense vlakno).

Obecné je orientace reads u nize uvedenych sad nasleduijici:

- Agilent: Reverse-Forward

- lllumina: Unstranded

- Roche Kapa Hypercap: Reverse-Forward
- Twist: Reverse-Forward

V pfipadé pochybnosti se obratte na podporu (support@segone.com).

Po zadani typu dat a spravné konfiguraci projektu jsou uzivatelé vyzvani k ovéreni kliknutim na
tlacitko "Next step”.
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9.6. Nastaveni projektu

Na karté "Settings" projektu mdzete :
- upravit nazev a popis projektu v polich "Project name" a "Project description”,
- upravit profil kontroly kvality (QC),
- zmeénit vychozi profil filtru v tabulce variant,
- trvale odstranit projekt.

9.6.1.  Konfigurace vychozich metrik QC projektu

Uzivatel si muze vybrat, zda chce pouzit vychozi metriky kontroly kvality, nebo definovat vlastni
prahové hodnoty na karté Nastaveni projektu. UzZivatel je vyzvan, aby se obratil na uzivatelskou
podporu (support@segone.com ) a definoval pozadované hodnoty.

Budou pouzity vlastni metriky QC :
- QC checks v zobrazeni Analyses projektu,
- Kontroly kontroly kvality v Casti automatické validace kontroly kvality na karté kontroly
kvality analyzy,
- nakartu GeneCov analyzy.

9.6.2.  Nastaveni vychoziho profilu filtru projektu

Uzivatel miZe na karté Nastaveni projektu nastavit preddefinovany profil filtru, ktery se pouzije
na vychozi tabulku variant (viz také ¢ast Pouziti preddefinovaného profilu filtru).

Profil filtru Ize vybrat pro kazdou workset pomoci rozeviraci nabidky, pokud je verejny. Profil filtru
se pak pouzije ve vychozim nastaveni pfi zobrazeni tabulky variant pro véechny analyzy projekt(
pro vSechny uzivatele v organizaci.

Pokud uzivatel tento parametr pfi vytvareni projektu nezméni, bude vychozi hodnotou profil
definovany spolec¢nosti SeqOne.

Vychozi profily filtr(i Ize uzamknout kliknutim na prepinac "Lock Variants Filters".
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10. Nahrani vzorku

10.1. Nahravani vzorku

Uzivatelé mohou importovat své vzorky pomoci ikony "Add samples” v kazdém projektu. Vzorky
Ize do platformy SeqOne importovat dvéma zpUsoby:

Z pocitace

Uzivatelé mohou nahrat své soubory FastQ pfimo ze slozky v pocitaci kliknutim na kartu "From
your computer" na ikoné "Add files". UZivatelé mohou také pretahnout soubory ze svého pocitace
do vyhrazené oblasti v rozhrani.

Pres SDS (SeqOne Data Sync)
SDS je volitelny prémiovy modul pro automatické vytvareni projektl, prenos dat, spousténi

analyz a obnovu strukturovanych dat (TSV) pro integraci do systému spravy laboratornich
informaci (LIMS).

Tento modul kompatibilni s operacnimi systémy Linux, MacOS a Windows je spustitelny , ktery
umoznuje uzivatellm ovéfovat se a komunikovat s rozhranim SeqOne API v predem
definovaném a vysoce zabezpeceném prostredi.

Minimalni pozadavky:

- Linux minimalné 1.19

- Mac0S 10.15 s minimalnim procesorem Intel

- MacOS s minimalné procesorem Apple Silicon (Cip M1)

- Minimalné 64bitovy systém Windows 10

- 4 GB RAM (8 GB pro Windows)

- Ctyfjadrovy procesor

- Pristup k internetu a platformé SeqOne (app.eu.seqone.com)
- Pristup k systému ukladani dat (pfimo nebo pres sit).

Pokud chcete toto rfeseni pouZit nebo ziskat dalsi informace, kontaktujte nds tym podpory
(support@segone.com).

Stav nahravani vzorku
Platforma SeqOne pouziva rizné stavy, které uzivateldm umoznuji sledovat pribéh nahravani

vzorkd:
- Upload pending: probiha import,
- Verifying sample...: ovéfuje se shoda vzorku,
- Mapping...: krok zarovnani vzorku,
- Verified sample: ovérené vzorky
- Upload failed: import se nezdafil.
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Kapacita nahravani

Kapacita nahravani soubor(i (zejména soubor( fastq.gz) zavisi pfimo na internetovém pfipojeni
uzivatele. Pfi nahrdvani vzork( je proto tfeba brat v Gvahu rychlost internetového pfipojeni. Pro
jasnéjsi predstavu o odhadovanych ¢asech nahravani viz nasledujici tabulka:

Estimation du temps d'attente

ADSL Fibre optique (Mbits/s)
Ethernet: 10 Wifi: 7,5 Mbits/s Ethernet : 100 Wifi : 90
Mbits/s Mbits/s Mbits/s
100Mo 1min 20s 1min 45s 8s 9s
Z’Olds 1Go 13min 20s 17min 45s 1min 20s 1 min 30s
u

fichier ) ) ,

10Go 2h 13min 20s 2h 57mn 13min 20s 15 min
fastq

100Go 22h 22min 30h 2h 13min 20s 2h 30min

Obrazek 5: Odhadovana doba nahravani v zavislosti na velikosti souboru a rychlosti
internetového pfipojeni.

10.2. Format vstupniho souboru

10.2.1.  Soubory primarni analyzy

Format souboru, ktery se ma nahrat pro kazdy vzorek, zavisi na pouzité sekvenacni platformé.
Nazvy soubor(l musi odpovidat konvenci pro pojmenovani soubor( v kazdém sekvenatoru.

Pred importem do platformy je tfeba soubory komprimovat pomoci pfipony .gz (gzip). V pfipadé
parového sekvenovani se ocekavaji dva soubory odpovidajici reads z obou koncli kazdé
molekuly.

Pokud byl vzorek v dobé importu platformou spravné rozpoznan, zobrazi se cely nazev souboru.
Poté je mozné soubor pfejmenovat kliknutim na néj. Parové soubory se automaticky spoji do
jednoho vzorku.

Platforma podporuje nasledujici sekvencery:

lllumina format fastq.gz, pouze parové zakonceni,

Element Biosciences : format fastq.gz, pouze parové koncovky,

MGI : format fastq.gz, pouze pdrové fretézce. OcCekdvané nazvy soubord jsou:
sample_1.fq.gz a sample_2.fq.gz nebo  flowcelllD_LO1_sample_1.fq.gz a
flowcelllD_LO1_sample_2.fq.gz.
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10.2.2.  Soubory sekundarni analyzy

Format souboru, ktery se ma nahrat pro kazdy vzorek, zavisi na sekvenacni platformé a aplikaci
pouzité pro sekundarni analyzu. Soubory musi byt pred importem z platformy komprimovany s
pfiponou .gz (gzip), pokud neni uvedeno jinak.

Format importu soubor( sekundarnich analyz vytvofenych pomoci aplikaci Illumina, Oxford
Nanopore Technologies, Agilent, AmoyDx, Pillar, Thermofisher zavisi na pouzité pracovni sadé
(viz ¢4st Soubory analyz dostupné ze soubori sekundarnich analyz).

Pokud platforma pfi importu spravné rozpozna vzorek, zobrazi cely nazev souboru. Kliknutim na
soubor jej mliZete prejmenovat. Soubory, které maji stejny zakladni nazev, se automaticky spoji
do jednoho vzorku.

Soubory DRAGEN. Soubory a formaty o¢ekavané pro jednotlivé worksety jsou nasledujici, pokud
jsou pfi vytvareni projektu vybrany soubory VCF - Secondary Analysis data a metadata lllumina:

GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family sample.hard-filtered.vcf.gz
sample.cnv.vcf.gz
sample.sv.vcf.gz
sample.repeats.vcf.gz

Soubory Oxford Nanopore Technologies. O¢ekdvané soubory a formaty jsou pfi vybéru soubort
VCF nasledujici - data sekundarni analyzy a metadata Oxford Nanopore Technologies pfi
vytvareni projektu. Uzivatelé mohou importovat bud samotny soubor Variant (SNP), nebo jej
kombinovat s doplfikovymi soubory pro analyzu CNV, STR nebo SV:

GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family sample.wf_snp.vcf.gz

sample.wf_cnv.vcf.gz

sample.wf_str.vcf.gz

sample.wf_sv.vcf.gz
Thermofisher/Affymetrix files. Format importu pro soubory sekundarni analyzy CGH je format
ixt generovany aplikaci Affymetrix spolecnosti Thermofisher. Tento format je podporovan
pouze v pfipadé, Ze jsou pfi vytvareni projektu vybrany metadata Thermofisher/Affymetrix i CGH
MicroArrays. Soubory a formaty oCekavané pro kazdou pracovni sadu jsou nasleduijici:

GermVar Tertiary ARRAY_SamplelD.txt

Soubory CGH MicroArrays. Formatem pro import souborl sekundarni analyzy CGH je format .xIs
generovany aplikaci Agilent Cytogenomics. Tento format je podporovan pouze v pfipadé, ze jsou
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pfi vytvareni projektu vybrana metadata Agilent i CGH MicroArrays. Soubory a formaty
ocekavané pro jednotlivé worksety jsou nasleduijici:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls

Soubory Alissa Reporter. Importni format pro soubory sekundarni analyzy Alissa Reporter je
format .xls generovany aplikaci Alissa Reporter spole¢nosti Agilent. Tento format je podporovan
pouze v pfipadé, Ze jsou pfi vytvareni projektu vybrana metadata Agilent i CGH MicroArrays.
Soubory a formaty oCekavané pro jednotlivé worksety jsou nasleduijici:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls
ABERRATION_&_LOH_INTERVAL_sample.xls

PacBio-HiFi files. Pokud jsou pfi vytvareni projektu vybrany soubory VCF (Secondary Analysis
data) a metadata PacBio-HiFi, ocekavané soubory a formaty pro kazdy workset jsou ndsleduijici:

GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family sample.hard-filtered.vcf.gz
sample.cnv_sv.vcf.gz
sample.repeats.vcf.gz

Soubory VCF pro panely somatickych gend.. Forméatem pro import soubor( sekundarni analyzy
SNV, CNV a fuzi je format .vcf.gz generovany aplikacemi Illlumina, AmoyDx, Pillar a
Thermofisher. Plvodni ndzvy soubor( je tfeba prevést tak, aby odpovidaly pozadovanému
formatu pojmenovani popsanému nize.

Pfi vybéru souborll VCF se oc¢ekavaji nasledujici soubory a formaty - data sekunddrni analyzy a
metadata Gene Panel prfi vytvareni somatického projektu. Uzivatelé mohou importovat bud
samotny soubor Variant (SNV), nebo jej kombinovat s dopliikovymi soubory pro analyzu CNV
nebo fuzi:

SomaVar Tertiary sample.snv.vcf.gz
sample.cnv.vcf.gz
sample.fus.vcf.gz

Pfi vybéru metadat ,VCF files - Secondary Analysis data“ a ,Comprehensive Genomic Profiling“
béhem vytvareni somatického projektu se ocekavaji nasledujici soubory a formaty. UzZivatelé
mohou importovat multi-variant VCF soubor, napfiklad soubor VCF ,All Variants” z Oncomine™
Comprehensive Assay V3/Plus.

SomaVar Tertiary Oncomine_<LibPreplD>_<analysisID>.vcf
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10.3. Metadata vzorku

Pro kazdy nahrany vzorek mohou uzivatelé pfiradit hodnoty metadat, které vybrali pri vytvareni
projektu, nebo definovat nové hodnoty kliknutim na ikonu v pravém hornim rohu seznamu

vzorkU . E+

Néktera vzorova metadata lze nahrat pfimo jako soubor s hodnotami oddélenymi tabulatory
vybérem ikony . L
Tato kritéria hraji dllezitou roli pfi zajistovani sledovatelnosti Udaji a pfi vzajemném
porovnavani rdznych analyz provadénych na platformé. Do procesu identifikace variant jsou
zapojena néktera metadata, jako je pohlavi, ID nemoci a HPO.

Pokud je pole ,Assay Type" vyplnéno hodnotou ,Germline”, jsou metadata spojena se vzorkem
ve vychozim nastaveni ,HPQO" ,Sex” a skupina ,GnomAD". Pokud je pole ,Assay Type"“ vyplnéno
hodnotou ,Somatic”, jsou metadata spojena se vzorkem ve vychozim nastaveni ,Disease” a

"

2Sex”.

Chcete-li pfidat nebo upravit HPO ve vzorku, miZete po vybéru vzorku kliknout na "+ Add' ve
sloupci HPO. Tim se otevie vyskakovaci okno umoznujici postupné pfidavani HPO vyhledanim
fenotypu nebo kédu HPO ve vyhledavacim fadku pfipojeném k rozhrani API hpo.jax.org. Je také

o
mozné importovat textovy soubor obsahujici HPO koédy kliknutim na ikonu . Poté je k
dispozici prehled zadanych termin(i s moznosti pfipadného odstranéni termin(.

X HPOs

Abnormality of the vertebral column
Renal magnesium wasting
Scoliosis

Obrazek 6: Vyskakovaci okno pro import HPO
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10.4. Upravit vzorek

Nazev i metadata spojend se vzorkem miZe uzivatel kdykoli upravit, a to vybérem vzorku v

\J
seznamu "Samples” a kliknutim na ikonu /7 Aby byly zmény uc¢inné, musi byt nasledné
potvrzeny.

10.5. Odstranéni vzorku

Uzivatelé mohou soubory FastQ vzorku z platformy odstranit kliknutim na ikonu [ x| po vybéru
pozadovaného vzorku. Tyto soubory uvolni misto v ulozisti a vysledky budou stale k dispozici na
platformé SeqOne.

Chcete-li vzorek odstranit, kliknéte po vybéru pozadovaného vzorku na ikonu na karté
"Samples". "Sample" |ze trvale odstranit az po odstranéni v§ech analyz, které jsou s nim spojeny.
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11. Analyza

11.1.  Spusteéni nové analyzy

Uzivatelé mohou spustit novou analyzu kliknutim na "New analysis" na obrazovce Overview pro
kazdy projekt.

Spusténi analyzy se provadi ve tfech rliznych krocich, které jsou popsany nize.

Krok "1. Workset" umoziiuje vybrat vhodnou pracovni sadu analyzy (viz ¢ast Vybér pracovniho
setu pro analyzu).

Krok "2. Select Samples" je rozdélen na dvé ¢asti:

e 2.1. Nastaveni mozZnosti:
o popisuje vybranou sadu a referencni genom
umoznuje pridani vyplné prostiednictvim funkce "Extra calling padding" (viz ¢ast
Vybér pracovniho setu pro analyzu).
o Umoznuje vybrat rezim zpracovani UMI (viz ¢ast Volba rezimu zpracovani UMI),
pokud je to vhodné.
o umoziuje zvolit CNV baseline, MSI baseline nebo upravit minimalni prah VAF, je-li
to mozné.
o Consente di scegliere il protocollo.
e 2.2 Select sample(s): umozZriuje vybrat vzorky pro analyzu. UZivatelé mohou konkrétné
vybrat nové vzorky, které jsou oznaceny jako "New" (Nové), pomoci funkce "select all
new" (Vybrat v§echny nové).

V kroku "3. Confirm Analysis" se provede shrnuti vybranych vzorkd. Pro kazdou analyzu, kterd ma
byt spusténa, je mozné pouzit omezeny panel vybérem jednoho nebo vice genovych panell
prostrednictvim moZnosti "Restricted panel'(viz ¢ast Modalni zobrazeni Panel)).

) ) Sample _
GermlineVar - Patient Restricted panel
PATIENT

Moznost "Restricted panel” pouzije na analyzu filtr v podobé jednoho nebo vice panell gen(.
Tato moznost nema vliv na volani variant, které je urceno manifestem projektu a pfidanym
paddingem. Volba uzamcenych panell je vratng; uzivatel mlze tyto panely upravit na karté Panel
postranniho panelu pro spravu analyzy po provedeni analyzy (viz ¢ast Modalni zobrazeni Panel).
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11.1.1.  Vybér pracovniho setu pro analyzu

K dispozici je nékolik analytickych worksetl pro zodpovézeni rlznych biologickych otazek.
"Worksets" navrzené pfi vytvareni nové analyzy zavisi na metadatech, ktera byla definovana pfi
vytvareni projektu, a mohou se proto liSit v zavislosti na datech.

Worksets Analysis dostupné ze soubori FASTQ

Pokud jsou pfi vytvareni projektu vybrana metadata Fastq files - Primary Analysis data, jsou k
dispozici nasledujici worksety.

S vyjimkou projektll, kde je metoda amplifikace amplikon, umoZriuji nékteré worksety (tj.
GermlineVar, GermlineFamily, SomaVar, SomaVar LF (verze> 2.0), SomaCGP (verze= 0.6),
GermVar, GermVar Family, SomaLBx, SomaMethyl) rozsifit oblast vyhledavani pro volani variant
a pridat k plvodnimu manifestu 0 az 100 bp padding.

Apply extra padding on the manifest for calling, this won't
affect the computation of QC metrics.

Extra calling padding

(between 0 and 100bp) 0

Tato moznost je k dispozici v kroku 2 (Select Samples) spusténi analyzy prostfednictvim funkce
"Extra calling padding". Ve vychozim nastaveni je hodnota nastavena na 0 a musi se jednat o
celé prirozené Cislo.

Nékteré pracovni sady (napf. SomaVar (verze > 2.6) a SomaHemato (verze =0.2)) nabizeji
moznost nastavit minimalni prahovou hodnotu VAF pro detekci variant. Tato prahova hodnota
muze byt nastavena v rozmezi 0,01 % az 1 %, pficemz vychozi hodnota je 1 %.

Minimal VAF threshold Apply ? custom‘rrlnrlumal VAF thlréshold for short variant
detection. Sensitivity and precision cannot be guaranteed when

0, 0,
(between 0.01% and 1 /°) deviating from the default pipeline value (1% for SomaVar)

Dalsi informace o této mozZnosti ziskdte od uzivatelské podpory na adrese support@seqone.com.
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GermlineVar

GermlineVar se pouziva k detekci zarodecnych mutaci na zakladé
sekvenovani panelu genll nebo exomu pacienta.

Pfi provadéni analyzy GermlineVar jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",
- Vyberte vzorky, které chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step”,
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

GermVar

GermVar umoznuje detekci zarodeCnych mutaci na zakladé
sekvenovani panelu gen(, exomu nebo genomu pacienta.

Pfi provadéni analyzy GermVar jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",
- Vyberte model, ktery se ma pouzit,
- Vyberte vzorek (vzorky) k analyze a kliknéte na "Next step”,
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

GermlineVarLR

GermlineVarLR se pouziva k detekci zarode¢nych mutaci v long-read
sekvenacénich datech ze sekvenovani genovych paneld.

Pfi provadéni analyzy GermlineVarLR jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi workset, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",
- Vyberte model, ktery se ma pouzit, a vzorek (vzorky), ktery se ma analyzovat, a kliknéte
na "Next step".
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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GermlineFamily

GermlineFamily slouzi k detekci dédicnych mutaci na zakladé
sekvenovani panelu gend, exomu nebo genomu pacienta a ¢lenl jeho
rodiny. Tuto pracovni sadu |ze pouzit také pro Carrier screening.

Pfi provadéni analyzy GermlineFamily musi uzivatelé:

Pfi

Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select”,

Vyberte alespon 2 vzorky

V ¢asti "Set conditions" (Nastavit podminky) uvedte, zda je vzorek pacientlv nebo
rodinného pfislusnika, a to definovanim rodinného odkazu v ¢ésti "Family link" (Rodinny
odkaz). Pacient je automaticky oznacen jako "affected". V pfipadé screeningu nosi¢stvi
uvedte u kazdého vzorku rodinny vztah pomoci "Mother" (Matka) nebo "Father" (Otec),
aniz byste zaskrtli policko "Is affected?" (Je postizen?).

Zkontrolujte, zda parametry odpovidaji, a kliknéte na "Next step”,

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

GermVar Family

GermVar Family umoznuje detekci zarode¢nych mutaci na zakladé
sekvenovani panelu gen(, exomu nebo genomu pacienta.

provadéni analyzy GermVar Family jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select”,

Vyberte model, ktery se ma pouzit,

Vyberte alespon 2 vzorky,

V Casti "Set conditions" (Nastavit podminky) uvedte, zda je vzorek pacientlv nebo
rodinného pfislusnika, a to definovanim rodinného odkazu v ¢ésti "Family link" (Rodinny
odkaz). Pacient je automaticky oznacen jako "affected". V pfipadé screeningu nosicstvi
uvedte u kazdého vzorku rodinny vztah pomoci "Mother" (Matka) nebo "Father" (Otec),
aniz byste zaskrtli policko "Is affected?" (Je postizen?).

Zkontrolujte, zda parametry odpovidaji, a kliknéte na "Next step’,

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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CNVCapture

CNVCapture slouzi k detekci zarode¢nych variaci poctu kopii (CNV) z
dat ziskanych z genovych panel(.

Pfi provadéni analyzy CNVCapture jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",
- Vyberte minimalni pocet 8 vzork( k analyze a kliknéte na "Next step",
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

CNVExome

CNVExome slouzi k detekci variaci po¢tu kopii (CNV) z dat ziskanych z
exomu.

Pfi provadéni analyzy CNVExome jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi workset, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select".
- Vyberte model, ktery se ma pouzit, a vzorek (vzorky), ktery se ma analyzovat, a kliknéte
na "Next step".
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

SomaVar

SomaVar detekuje somatické mutace ze vzorkd nadorl. Tuto pracovni
sadu Ize pouzit se zachytovymi a Ampliconovymi daty.

Pfi provadéni analyzy SomaVar jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select".
- V. moznostech vyberte z rezim0 zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢4ast Volba rezimu zpracovani UMI).
- Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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SomaCNVCapture

SomaCNVCapture slouzi k detekci somatickych variaci poctu kopii
(CNV) z dat ziskanych z panelu capture.

Pfi provadéni analyzy SomaCNVCapture jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi workset, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select".

V moznostech vyberte z rezim( zpUlsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢ast Volba rezimu zpracovani UMI).

Vyberte minimalni pocet osmi vzorkd, které chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step”.
Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis”.

SomaRNA

SomaRNA Ize pouzit k detekci genovych fuzi z dat zachycenych
metodou RNA-seq.

Pfi provadéni analyzy SomaRNA jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko " Select ".

V moznostech vyberte z rezimu zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢ast Volba rezimu zpracovani UMI).

vyberte vzorek (vzorky), ktery (které) chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step”,
Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis”.

SomaMSI

m SomaMSI zjistuje stav mikrosatelitnich oblasti (MSS nebo MSI).

Pfi provadéni analyzy SomaMSiI jsou uZivatelé vyzvani, aby:

Vyberte minimalni pocet osmi vzorkd, které chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step"”.
V moznostech vyberte z rezimu zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢ast Volba rezimu zpracovani UMI).

vyberte minimalni pocet 8 vzork( k analyze a kliknéte na "Next step”,

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis”.
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SomaHRD

SomaHRD umoznuje detekci HRD statusu z mélkych WGS dat
samotnych nebo doprovdzenych panelem genl vcetné BRCA1 a
BRCA2.

Pfi provadéni analyzy SomaHRD jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi worksetu, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select ".

Zadejte metadata o bunécnosti (% nadorovych bunék) pro kazdy vzorek (viz oddil
Metadata vzorku).

Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step’,

Pro kazdy vzorek vyberte pfislusnou analyzu SomaVar nebo SomaCGP (GRCh37 nebo
GRCh38) pomoci moznosti "Select panel analysis (Optional)",

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis”.

SomaVar LF

Detekce nizkofrekvenénich kratkych variant a strukturalnich variant,
jakoz i fuznich genl ze vzork( nadord (solidni nebo tekuté biopsie,
cirkulujici nddorova DNA) obohacenych o zachyt panelu gend.

Pfi provadéni analyzy SomaVar LF jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi worksetu, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select ".

V moznostech vyberte z rezimu zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢4st Volba rezimu zpracovani UMI).

Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis”.
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SomaCGP

SomaCGP umoznuje detekci somatickych mutaci, strukturnich variant,
genovych fuzi a také MSI a TMB statusu ze vzork( nador(. Tato pracovni
sada je urCena pro analyzu FFPE DNA pripravené pomoci panelu SureSelect
Cancer CGP Assay spolecnosti Agilent a je k dispozici pouze tehdy, pokud
jsou pfi vytvareni projektu vybrana metadata Comprehensive Genomic
Profiling. Tuto pracovni sadu lze pouzit s daty ze zachytu.

Pfi provadéni analyzy SomaCGP jsou uZivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi worksetu, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select ".

Na pozadani vyberte ,CNV baseline” a/nebo ,MSI baseline” (pokud neni vybrana zadna
zakladni hodnota, analyza bude provedena bez detekce CNV/MSI).

V moznostech vyberte z rezimu zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢4st Volba rezimu zpracovani UMI).

Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

SomaHemato

SomaHemato umoziuje detekci somatickych mutaci ze vzorkl( s
hematologickou specifitou. Tuto pracovni sadu lze pouzit s daty ze
zachytu.

Pfi provadéni analyzy SomaHemato jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Vyberte verzi worksetu, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select ".

V moznostech vyberte z rezimu zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢4st Volba rezimu zpracovani UMI).

Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step”.

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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SomalBx

SomalBx umoznuje detekci nizkofrekvenénich somatickych mutaci,
strukturnich variant a genovych fuzi z ctDNA. Tato pracovni sada je
urCena k analyze ctDNA a Ize ji pouzit s daty ze zachytu.

Pfi provadéni analyzy SomalLBx jsou uzivatelé vyzvani, aby:

Pri

Vyberte verzi workset, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select ".

Vyberte ,CNV baseline” (pokud neni vybrana zadna zakladni linie, analyza bude probihat
bez detekce CNV).

V moznostech vyberte z rezim( zpUsobilych pro analyzu pfislusny rezim zpracovani UMI
(viz ¢4st Volba rezimu zpracovani UMI).

Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".

Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

SomaMethyl

SomaMethyl umoznuje detekci metylovanych CpG ostrovi z
cirkulujicich vzorkd nadorové DNA. Tato pracovni sada je uréena k
analyze metylace v ctDNA a lze ji pouzit s daty zachycenymi
bisulfatem.

provadéni analyzy SomaMethyl jsou uzivatelé vyzvani, aby:

vybrat verzi workset k provedeni a kliknout na "Select”,

vybrat "Methyl baseline” odpovidajici kontrolni kohorté (pokud neni vybrana zadna
kohorta, analyza bude spusténa bez detekce prahové hodnoty a diferencialni metylace),
vybrat vzorek (vzorky) k analyze a kliknout na “Next step”,

spustit analyzu kliknutim na “Start analysis”.
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Soubory analyz dostupné ze soubor( sekundarnich analyz

Nasledujici worksets jsou k dispozici, pokud jsou pfi vytvareni projektu vybrany soubory VCF -
Secondary Analysis data nebo pokud jsou vybrana metadata Agilent i CGH MicroArrays (viz ¢ast
Secondary Analysis files). V tomto pfipadé platforma obdrzi vystupni data z aplikace vybraného
poskytovatele, pfistoupi k anotaci a vlozi varianty do prislusnych vizualiza¢nich rozhrani.

GermVar Tertiary

Analyza variant detekovanych aplikaci lllumina Germline nebo aplikaci
EPI2ME od Oxford Nanopore Technologies z dat WGS a WES nebo

- variant detekovanych aplikaci Agilent Cytogenomics z dat MicroArray
TERTIARY CGH.

Pfi provadéni terciarni analyzy GermVar jsou uZivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi workset, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select’,
- Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".

GermVar Tertiary Family

Analyza variant detekovanych aplikaci lllumina Germline nebo aplikaci
EPI2ME od spolec¢nosti Oxford Nanopore Technologies z dat WGS a
WES.

Pfi provadéni analyzy GermVar Tertiary Family jsou uzivatelé vyzvani, aby:

- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",

- Vyberte alespon 2 vzorky,

-V casti "Set conditions" (Nastavit podminky) uvedte, zda je vzorek pacientllv nebo
rodinného pfislusnika, a to definovanim rodinného odkazu v ¢ésti "Family link" (Rodinny
odkaz). Pacient je automaticky oznacen jako "affected". V pfipadé screeningu nosicstvi
uvedte u kazdého vzorku rodinny vztah pomoci "Mother" (Matka) nebo "Father" (Otec),
aniz byste zaskrtli policko "Is affected?" (Je postizen?).

- Zkontrolujte, zda parametry odpovidaji, a kliknéte na "Next step”,

- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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SomaVar Tertiary

SomaVar Tertiary je pipeline terciarni analyzy zalozena na VCF, ktera
zpracovava jak soubory VCF lllumina WES, tak soubory VCF genovych
paneld od rlznych poskytovateld kitl (viz ¢4st Format vstupniho
souboru).

Pfi provadéni SomaVar Tertiary analyzy jsou uzivatelé vyzvani, aby:
- Vyberte verzi pracovni sady, kterou chcete spustit, a kliknéte na tlacitko "Select",
- Vyberte vzorek (vzorky), ktery chcete analyzovat, a kliknéte na "Next step".
- Spustte analyzu kliknutim na "Start analysis".
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11.1.2.  Volba rezimu zpracovani UMI

Prezentace rezimu zpracovani UMI
V praxi platforma navrhuje jednu nebo vice metod zpracovani UMI pfi provadéni analyzy:

Standard mode (doporuceny): konsenzus je generovan z PCR duplikatll se stejnym UMI,
pokud je jejich pocet vétsi nebo roven 2. UMI reprezentované jednou sekvenci
(singletony) jsou rovnéz zachovany. Minimalni alelickd frekvence uvadénych variant a
minimalni pocet reads podporujicich mutaci (AO, Alternate Observation) se liSi podle
pouzitého pracovniho souboru:

- U SomaVar, SomaHemato, SomaRNA, SomaCNVCapture, SomaCGP a SomaMSI
je minimalni alelicka frekvence 1 % a AO jsou minimalné 3 reads.

- U SomaVar LF a SomaLBx je minimalni alelicka frekvence 0,1 % a minimalni AO
jsou 2 reads. Tato pracovni sada umoznuje detekci variant s frekvenci alel nizsi
nez 1 %. Doporucuje se, pokud je hloubka sekvenovani vétsi nez 5000x, a pro
takové aplikace, jako je sekvenovani ctDNA.

UMI disabled (k dispozici pouze v SomaVar, SomaRNA, SomaHemato, SomalLBx,
SomaCNVCapture, SomaCGP a SomaMSI): UMI se nepouzivaji pro deduplikaci a pred
analyzou jsou z konce sekvenci ofiznuty. Proto jsou data generovana touto analytickou
radou surova (nededuplikovana). Minimalni alelickd frekvence uvadénych variantje 1 % a
minimalni pocet reads podporujicich mutaci (AO) je 3.

Rozdily v nastaveni téchto rezim0 jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

UMI disabled UMI standard
Minimalni median/pramérna kvalita 30 30
mutované baze (skére Phred)*
Minimalni pocet reads podle konsensu N/A 2
Minimalni kvalita kazdého zakladu v N/A 30
konsensu (skére Phred)
Read without filtered consensuses N/A no

Tabulka 1: Nastaveni riznych konfiguraci zpracovani UMI

* Tyto filtry se vztahuji pouze na varianty, které nejsou vybrany modelem SVM po volani variant

(pipeline SomaVar a SomaRNA).
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Proces oSetreni UMI

Struktura UMI zavisi na jednotlivych dodavatelskych sadach a v soucCasné dobé jsou na
platformé SeqOne k dispozici nasledujici sady:

QIAGEN QlAseq

Agilent XTHS/Low input
Agilent XTHS V2

[llumina TruSight Oncology 500
Twist UMI Adapter System
Roche KAPA HyperCap

QlAseq targeted DNA Pro

A\ Warning: Konfigurace UMI "QlAseq Targeted DNA Pro" by se méla pouzivat pouze pro
SomaVar s délkou ¢teni alespon 150 bp. Pro vice informaci kontaktujte podporu.

Zpracovani UMI je zaloZeno na pouziti sady nastroju fgbio, ktera dokaze zpracovdavat UMI a
reads oznacena UMI. Nas postup analyzy UMI se sklada z nasledujicich kroku:

1.

V pfipadé potieby ofiznéte UMI na konci sekvenci a z paru soubor FASTQ vygenerujte
nezarovnany BAM,

Zarovnani sekvenci bez UMI pomoci BWA-MEM2 (DNA/ctDNA) nebo STAR (RNA)
Slouceni souborli BAM obsahujicich UMI se zarovnanymi sekvencemi pomoci
ZipperBam,

Seskupte Cteni, pokud maji stejnou pozici a sdileji stejny UMI,

Vytvoreni konsenzualni sekvence pro kazdou skupinu UM],

Filtrujte kazdou bazi podle jeji kvality: divéra v konsenzudlni sekvenci se zvysSuje s
poctem reads na skupinu,

Filtrovani konsenzualnich sekvenci: pokud je v konsenzualni sekvenci filtrovano vice nez
20 % bazi, konsenzudlni sekvence se nezachova,

Prevod téchto filtrovanych konsenzualnich sekvenci do fastq a konec¢né zarovnani na
referenéni genom pomoci BWA-MEM2 (DNA/ctDNA) nebo STAR (RNA).

Kompatibilita s analytickymi worksety

SomaVar, SomaHemato, SomaCGP, SomalLBx, SomaMethyl, SomaVar LF, SomaCNVCapture,
SomaMSI a SomaRNA Worksets jsou kompatibilni s daty UMI. MozZnosti zpracovani, které jsou k
dispozici pfi spusténi jednotlivych worksetu, jsou popsany v tabulce nize:

UMI disabled UMI standard
SomaVar Ano Ano
SomaCNVCapture Ano Ano
SomaMSI Ano Ano
SomaRNA Ano Ano
SomaVar LF Ne Ano
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SomaCGP Ano Ano
SomalLBx Ano Ano
SomaHemato Ano Ano
SomaMethyl Ne Ano

Tabulka 2: MozZnosti zpracovani UMI dostupné pri spousténi kompatibilnich pracovnich sad.

11.2.  Stav analyzy

Po spusténi analyzy pouzivda platforma SeqOne rlizné stavy, které uzivatelim umoznuji sledovat
prabéh analyzy:

- Bioinformatics Pending: platforma ¢eka na ukonceni dalsi analyzy

- Bioinformatics Running: analyza probihg; tento stav také ukazuje, v jaké fazi analyzy se
nachazi.

- Bioinformatics Finished: analyza byla dokoncena

- Analysis failed: béhem analyzy doslo k chybé; v tomto pfipadé jsou uzivatelé vyzvani, aby
kontaktovali tym uzivatelské podpory.

- Interpretation - new: analyza je hotova a pfipravena k interpretaci, zadny uzivatel ji zatim
neotevrel.

- Analysis failed - error: Analyza narazila na chybu. V tomto pfipadé je uzivatel vyzvan, aby
kontaktoval "User support".

- Analysis failed - canceled: Analysis did not start because the sample attached to it
encountered an error during loading or verification.

11.3. Kvalita vzorku

Karta kontroly kvality projektu je rozdélena na 2 dil¢i karty: "General statistics” a "ID check
summary".

General statistics. Na této karté se zobrazi tabulka s celkovou kvalitou zarovnani a pokryti pro

kazdy vzorek projektu. Uzivatel mize tabulku exportovat jako soubor TSV kliknutim na . ¥~

Vypocet je zaloZzen na nastroji SeQC, coz je program vyvinuty spolecnosti SeqOne pro vypocet
statistik zarovnani a pokryti ze vSech Cteni zarovnanych ke genomu.

Uzivatel si mdze vybrat, zda chce pouzit vychozi metriky kontroly kvality, nebo definovat viastni
prahové hodnoty na karté "Settings" projektu (viz ¢ast Konfigurace vychozich metrik kontroly

kvality projektu).

Navrhované metriky jsou nasleduijici:
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- celkovy pocet precteni

- pramérna délka reads

- median velikosti fragment( DNA v knihovné (inzerty)

- procento kvalitnich reads >30

- procento reads zarovnanych s referen¢nim genomem.

- procento cilovych reads

- procento duplikovanych reads

- mira pfechodu/prevodu

- Prdmérné pokryti

- Podil cilll pokrytych pfi rliznych prahovych hodnotach v zavislosti na kontextu (Amplicon,
Capture).

Cile panelu nebo exomu jsou ureny ze souboru BED vybraného pfi vytvareni projektu.
ID check summary. Na této karté jsou pro kazdy vzorek uvedeny genotypy vSech marker(

zahrnutych do jeho analyz (viz odstavec Marker v ¢d4sti Sprava uzivatelskych nastaveni -
definice). Radek odpovida vzorku a kazdy sloupec piedstavuje marker s pfifazenym ID. UZivatel

muZze tuto tabulku exportovat jako soubor TSV kliknutim na . ¥~
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12. Kontrola kvality dat

12.1. Metriky a zprava o kontrole kvality

12.1.1.  Metriky a kontroly kvality

Na karté QC ma uzivatel pristup ke kontrolam kvality pouzitym na analyzu ve formé dilCich karet
popsanych v nize uvedenych oddilech: V téchto podkapitolach jsou uvedeny kontroly kvality: QC
report, ID check (pokud je to relevantni) a Technical report.

V pripadé analyzy MicroArray CGH neni karta QC k dispozici. Technicka zprava je vSak k
dispozici na karté Files tab" v analyze reportu ve formatu report.html.

V horni ¢asti karty QC je oddil "QC auto-validation”, ktery uzivateli umoznuje barevné oznacit
metriky QC jako Passed, Warning nebo Failed. Kliknutim na pfidruzenou ikonu ziska uzivatel
pfistup k pouzitym prahim a podrobnostem QC: pohlavi, kontaminace, rodicovstvi a
pfibuzenské vztahy, hloubka pokryti, % na cili, 30X nebo 100X pokryti, % duplikatl, % Ccteni
zarovnanych s referencnim genomem nebo % bp Q30.

& QC auto-validation

MPLE F FILE QC METRICS

Exomet Exome Constit Sex @ Contamination @ Mother | @ Fathe: Consanguinity | @ Cov. depth = @ % on target

@ cov.30x @%dup. | @ %aligned reads

12.1.2. ZpravaQC

Globdlni zprdva o kontrole kvality pro proces sekvenovani obsahuje rlizné metriky popisujici
kvalitu a zarovnani sekvenci, pokryti oblasti v manifestu a nékteré statistiky tykajici se variant.
Tato zprdva se sklada z nasledujicich oddild:

Alignment details (Podrobnosti zarovnani) (SomaMethyl). Celkovy pocéet zpracovanych cteni,
unikatné a neunikatné zarovnana ¢teni a mira neshod.

Deduplication (Deduplikace) (SomaMethyl). Metriky duplikace pro zarovnana &teni, upozoriujici
na potencialni problémy s pfipravou knihovny.

Cytosine coverage & methylation (Pokryti cytosinu a methylace) (SomaMethyl). Mira konverze
cytosinu na uracil pro kazdy kontext (CpG, CHG, CHH).

UMI groups statistics (pouze SomaVar, SomaVar LF, SomaMethyl a SomaRNA UMI). Viz odstavec
Volba rezimu zpracovani UMI.
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Zprava o kontrole kvality analyz SomaVar, SomaVar LF, SomaMethyl a SomaRNA nabizi
podrobnéjsi pohled na slozeni vzorku, zejména na rozlozeni UMI podle poctu sekvenci, které je
obsahuji.

Statistiky popisuji zejména:
e Podil singletond (UMI nesenych jedine¢nou sekvenci)
e Primérna a medianova velikost skupin UMI, stejné jako standard deviation.
e Velikost nejvétsi skupiny a podil vSech sekvenci, které zahrnuje.

UMI groups statistics
UMI Groups distribution

Singletons 48.76% 50 °
Mean group size 3.23 §
Standard deviation 336

Median group size 2

counts (%)

UMI relative

Largest group 54 (< 0.00019%)

Obrazek 7: Statistiky tykajici se rozdéleni UMI z hlediska poctu sekvenci ve vzorku.

Globalni metriky kontroly kvality pro projekt jsou také podrobné;jsi a rozdélené do tfi oddil:
- Metriky kontroly kvality po zpracovani UMI, které udavaji trend kazdé metriky (v
procentech) na zakladé nezpracovanych udaju.
- Raw QC metrics vypoctené ze vSech sekvenci (pfed zpracovanim UMI).
- Rozdéleni UMI z hlediska poctu sekvenci v kazdém vzorku.

Cross-contamination estimate (pouze SomaVar LF). Cross-contamination estimate se odhaduje
individualné pomoci nastroje GATK CalculateContamination. Ten vyuziva signal referencnich
alel zjisténych v homozygotnich lokusech k vypoctu podilu sekvenci v jedinci pochazejicich z
kfizové kontaminace.

Sample integrity and identity (Germline analyses only). Tento oddil uvadi metriky tykajici se
integrity a identity vzorku:

"Family link" : metadata definovana uzivatelem

Original sex: metadata tykajici se pohlavi zadana uzivatelem (muz/Zena/neznamy)
Zjisténé pohlavi: zjisténé pohlavi (Muz/Zena/neznamy)

Koeficient pribuznosti : koeficient pribuznosti vypoc¢teny pomoci nastroje Somalier pro
kazdy vzorek v analyze rodiny, tato metrika se zobrazuje N/A pro samotny vzorek.

e Contamination: odhadované procento kontaminace vzorku cizi DNA pomoci ndstroje
verifyBamID2.
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Dale je uveden pocet homozygotnich a heterozygotnich variant, pomér téchto dvou hodnot
(pomér Hom/Het), pocet homozygotnich a heterozygotnich variant na chromozomu X,
ekvivalentni pomér na chromozomu X (pomér Het/Hom na chr X) a pocet variant na
chromozomu Y.

Metriky Family link a Relationship coefficient, které slouzi ke kontrole pfibuznosti mezi jedinci v
rodiné, se zobrazuji pouze v analyzéach tfi rodin (GermlineVar Family nebo GermVar Tertiary
Family).

Metriky pohlavi se pouzivaji ke kontrole shody mezi zadanym pohlavim a pohlavim zjisténym v
datech.

Metrika kontaminace se nepocita pro worksety GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family.

Na urovni projektu nebo analyzy jsou k dispozici kontroly kvality tykajici se shody pohlavi,
kontaminace a pribuznosti, které umoznuji snadno identifikovat pfipadné shody nebo neshody.

Alignment metrics. V této ¢asti jsou uvedeny hlavni metriky vypoctené na konci zarovnani, jako
napr.:

Celkovy pocet sekvenci ve vzorku,

Median velikosti inzertl, vypocteny ze vzdalenosti mezi dvéma reads stejného paru,
jejichz pfislusna délka je zahrnuta,

Primérna délka sekvence,

Podil sekvenci uspésné zarovnanych s referen¢nim genomem,

Mira duplicit (pouze zachyceni),

Podil bazi, jejichz kvalita je vys$si nez 30,

Primérné pokryti cilovych oblasti, stanovené na zakladé analyzy manifestu.

Coverage. Diagram zndazorfujici podil cilovych oblasti pokrytych pfi rdznych prahovych
hodnotach, vyznacenych na ose x. Hodnoty pokryti Ize zobrazit v tabulkové formé kliknutim na
tlaCitko, které uzivateli umozni tyto hodnoty zkopirovat/vlozit.

QC graphs. Grafy z analyzy kvality FastQC, které znazornuji zejména obsah GC v sekvencich a
kvalitu bazi podle jejich umisténi v sekvencich.

Variant statistics. Seznam statistickych Udajl o variantach zjiSténych v analyze, které zahrnuji
zejména:

- Pocet prechodt (Ts) a transverzi (Tv) mezi zjiSténymi substitucemi,

- PomérTs/Ty,

- Celkovy pocet zjisténych mutaci,

- Podil SNV, MNV a indel(i na tomto celkovém poctu.
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12.1.3.  Zprava ID-Check

Zalozka "ID check" je vénovana vysledkim sledovani identity v zaloZzce QC pracovnich sad
vyvolavajicich varianty.

Vysledky se zobrazi ve formé tabulky s nasledujicimi informacemi:
- Popis kazdého markeru na zakladé genomickych souradnic, napfiklad: chr-start-ref-alt,
- Stitek (rsID, vlastni $titek), pokud jej zadd uzivatel,
- sledovany genotyp (GT) nebo frekvence alel (VAF),
- hloubka pokryti v misté znacky (COV),
- kvalitu databaze (QUAL).

Pokud je do analyzy zahrnuto vice vzork(, sloupce pro jednotlivé vzorky (GT/VAF, QUAL, COV) se
opakuji pro kazdy vzorek zvlast.

Vybérem varianty v tabulce se v nové zalozce otevie prohlize¢ IGV, ktery se soustfedi na
genomické souradnice varianty.

12.1.4. Technicka zprava

V technické zpraveé jsou uvedeny nastroje pouzité pfi analyze a jejich verze. Je pfistupna na karté
QC analyzy a poté v ¢asti "Technical report".

Popisuje zejména :

- obecné informace o konfiguraci a metadatech projektu a analyzy, jako je typ
sekvenovani, verze genomu a verze pouzité pracovni sady;
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QC report ID check Technical report

Technical Report

This report describes the back-end process used for the secondary analysis.

Seg@ne

GENOMICS

General Infos

Project Name VerificationTest - 1D Marker Multiple samples
Experiment Type dna-seq

Sequencing Type paired-end

Sequencing Equipment lllumina

Sequencing Method panel

Amplification Method capture

UMI Mode standard

Genome Version GRCh37

Analysis Name SomaVar - toy_fusions48

Workset Name SomaVar

Workset Description Detection of somatic variants based only on the index sample
Workset Version v2.5.11

- podrobnosti o pouzitém manifestu, jako je nazev, velikost, délka (bp) a vypln pfidana do
analyzy;
- podrobnosti o pouzitych databazich a bioinformatickych nastrojich.
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12.1.5. Zprava UPD

Zprava UPD je k dispozici v sekci QC kompatibilnich zarodecnych analyz (napf. GermVar a
souvisejici pracovni postupy). Shrnuje vysledky detekce UPD a poskytuje vizudlni prvky na
podporu interpretace.

Zprava UPD obvykle obsahuije:

e Prehled vysledk(: indikace, zda analyza detekovala udalost podobnou UPD a typ udalosti
(napf. uplna nebo segmentalni; v analyzach tria mlze zprava také podpofit rodicovsky
plvod a podtypy uddlosti, jako je UPD | Iso / UPD | Het).

e Seznam udalosti: seznam detekovanych udalosti s jejich chromozomalnim umisténim a
velikosti a pridruzenym skére, které pouziva algoritmus.

e Vizualiza¢ni grafy: grafy zaloZené na genotypech SNP (napf. frekvence B-alely (BAF) a
signal homozygotnosti/ROH), které pomahaji potvrdit pfitomnost dlouhych
homozygotnich oblasti a hranic.

Informace o kontrole kvality: metriky tykajici se spolehlivosti detekce (napf. hustota SNP / pocet
SNPs) a varovani, pokud data nejsou dostatecna pro spolehlivé volani.

Detekované udalosti UPD se také zobrazuji v Large Variant Viewer (LVV) se specifickymi Stitky
(napf. UPD | Iso a UPD | Het).

Skore UPD
Skore UPD je numericky indikator pouzivany ke kvantifikaci toho, jak silné vzorek vykazuje signal
podobny UPD podél genomu. Detekce UPD v SeqOne spoléha na vzorce genotypu SNP:
e Vsingletonové (sélo) analyze algoritmus hledd velké oblasti homozygotnosti (ROH) a
nahlé zmény v distribuci SNPs podél chromozomd.
e V analyze tria se vzorec SNP navic pouziva k uréeni rodi¢ovského plvodu udalosti a k
rozliseni izodisomie (UPD | Iso) od heterodisomie (UPD | Het).

V praxi skére UPD odrazi silu a konzistenci signalu podporujiciho udélost UPD (napf. jasny
vzorec ROH/BAF a dobfe ohrani¢ené hranice). Vyssi skére naznacuje, Ze udalost je s vétsi
pravdépodobnosti skute¢nou udalosti UPD, zatimco nizsi hodnoty naznacuiji slabsi nebo
hlu¢néjsi signaly.

Skore UPD musi byt vzdy interpretovano spolec¢né s prvky uvedenymi na karté Zprava UPD
(sekce QC), véetné:

e vizualizacnich grafli UPD (napf. frekvence B-alely / signdl homozygotnosti),

e velikosti a chromozomalniho umisténi udalosti,

e metrik kvality analyzy (napf. hustota SNP / pocet SNPs).
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Graf frekvence B-alely (BAF) ze zpravy UPD

Graf frekvence B-alely (BAF) je vizualizace genotypd SNP podél genomu a pouziva se k
hodnoceni alelické nerovnovahy a ztraty heterozygotnosti (LOH).

Pro kazdou pozici SNP odpovida BAF podilu sekvenacnich ¢teni podporujicich alelu "B" a
pohybuje se od 0 do 1:

e Hodnoty blizké 0 odpovidaji homozygotnimu genotypu (AA).

e Hodnoty blizké 0,5 odpovidaji heterozygotnimu genotypu (AB).

e Hodnoty blizké 1 odpovidaji homozygotnimu genotypu (BB).

[ J
V normalni diploidni oblasti graf BAF obvykle ukazuje tfi pasy kolem 0, 0,5 a 1. V dlouhych
oblastech homozygotnosti (ROH) nebo isodisomie UPD je heterozygotni pas (kolem 0,5) snizen
nebo chybi, coz podporuje pritomnost signalu podobného UPD.

Dllezitd omezeni:

e Signal podobny UPD Ize také pozorovat v kontextu pfibuznosti rodict (vice oblasti ROH
napfi¢ genomem).

e Volani UPD je zalozeno predevsim na distribuci SNPs a nemusi samo o sobé stacit k
odliseni nékterych vzorcl UPD od udalosti souvisejicich s poétem kopii; v pfipadé
potieby provedte kfizovou kontrolu s dal$imi dostupnymi dlikazy (napf. pokryti /
vysledky CNV).
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13. Interpretace vysledki analyzy

13.1.  Vysledky analyzy

Uzivatelé mohou ziskat pfistup k analyzam projektu kliknutim na ikonu "Analyses" v pfidruzeném
poli nebo kliknutim na stejnojmennou ikonu v levém hornim rohu uzivatelského panelu.

Pokud byla analyza dokoncena a je k dispozici k prohlizeni, zobrazi se se stavem "Interpretation -

n

new-.

Vysledky analyzy jsou pak k dispozici v podobé nékolika sestav, které Ize otevfit pfimo kliknutim
na ne.

Existuje nékolik variant stavu "Interpretace” v zavislosti na dosazeném pokroku pfi interpretaci
vysledkd:

- New - tabulka variant jesté nebyla zobrazena

- In progress - tabulka variant byla zobrazena, ale zatim nebyly ovéfeny zadné varianty.

- Evaluating - alespon jedna varianta byla ovérena

- Reporting validated - pro analyzu byla vygenerovana zprava.

13.1.1.  Sprava pracovniho postupu interpretace analyzy

13.1.1.1.  Zadani analyz pro interpretaci

Spravci entit mohou na karté Analyzy projektu pfirfadit jednu nebo vice analyz, které maji byt
interpretovany rznymi uzivateli entit. To do this, the administrator can select one or more

2\ Edit assignment
analyses and then click on the button at the bottom of the page.

Okno "Assignment" umoznuje pfifadit jednoho nebo vice uZivatell k vybranym analyzam, a to
vyhledanim identifikatoru uzivatele (uzivatelského jména) pomoci vyhrazeného vyhleddvaciho
panelu. Prifazeni je také mozné upravit pfidanim nebo odstranénim uzivatel(. Uzivatelé, kterym
je analyza pfifazena, jsou uvedeni ve sloupci "Assigned To." (Pfifazeno). UzZivatelé, ktefi se nikdy
neprihlasili do SeqOne, nemohou byt pfifazeni, dokud si nevytvori své pfihlasovaci Udaje.
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Uzivatelé maji pfistup k analyzam, které jim byly pfidéleny
(zélozka To do), a k ovéfenym analyzam (zalozka Done) X To do list

ve svém seznamu To do, ktery je pristupny Todo © .
odo one

prostrednictvim ikony@ v pravém hornim rohu stranky. U
kazdého nového prifazeni se zobrazi oznameni. @ somaHRD - sample_pos_with_BRCA

Uzivatelé mohou k pfifazenym analyzam pfistupovat
pfimo kliknutim na né. Sv{j ukol mohou potvrdit kliknutim
na prislusné zaskrtavaci policko na karté "K provedeni" a
presunout jej na kartu "Done". Tato akce je vratna.

@ somaHRD - sample_pos_with_BRCA

Analyzy se zobrazuji v nasledujicim poradi podle svého stavu: dokoncené, spusténé nebo
neuspésné. U kazdé analyzy je podrobné uvedeno datum zadani, ndzev analyzy a nazev
projektu.

13.1.1.2.  Analyza uzamceni

Spravce subjektu mliZze analyzu uzamknout nebo odemknout. V nastaveni entity mize na karté
"Account" a poté "Workflow" aktivovat automatické zamykani validovanych analyz pomoci funkce

m,

"Auto-lock analyses on status change to Reporting (VALIDATED)™"

B Manifest [ Transcript = 4 deprecated R Genes & Marker L Worksets

23 Group settings

Logo Group's info Workflow

Quality & Method

Create a new template or ~ my template name v
Validation workflow

Auto-lock analyses on status change to
© Credentials

Change your password (4

Kdyz uzivatel na konci své interpretacni prace zméni stav analyzy v ¢asti "Reporting - validated",
analyza se automaticky uzamkne. U uzamcenych analyz se zobrazuje stav "Reporting - Validated
& Locked" (Hlaseni - validovdano a uzamceno), ktery je viditelny pomoci ikony
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Pokud je analyza uzamcena, uzivatelé nemohou z rozhrani provadét nasledujici akce :

- Add or modify variant evaluations in VKB,
- Add nebo upravit komentéare souvisejici s variantami,
- vygenerovat novou zpravu z okna Selection,
- vygenerovat novou zpravu HRD,
- rucné upravit stav analyzy,
- provedte jednu z nasledujicich akci na panelu analyzy:
- upravit pfifazeni testu (v ¢asti "Pfifazeni").
- Modifier pohlavi pacienta
- pridat nebo upravit HPOs
- Modifier (
- smazat klinickou zpravu

Pokud se uzivatel pokusi o nékterou z téchto akci, bude vyzvan, aby analyzu odemkl, pokud k
tomu ma opravnéni, nebo aby kontaktoval svého spravce, pokud opravnéni nema. Uzivatel, ktery
chce analyzu odemknout, musi mit opravnéni "Unlock analyses".

13.1.1.3.  Boc¢ni panel pro spravu analyzy

BocCni panel analyzy alias "Analysis Drawer" je pfistupny z kterékoli karty analyzy.

Results

@ Patient v 2 Qc il GeneCov @ 7876 # Variants % CNVs Reporting S Files Selection o 2 Analysis

) , .. @ Analysis ) ) ) N
Kliknutim na tlacitko v pravém hornim rohu v banneru karet analyzy muze uzivatel

pfimo zobrazit a spravovat data analyzy a HPO pacienta, aniz by opustil aktualni obrazovku.

"Analysis Drawer" obsahuje 4 zobrazeni:
e Workflow: umoznuje organizovat a sledovat pracovni postup pro analyzu.
e Patient: umoznuje zobrazit a upravit metadata pacienta.
e HPOs: umoznuje pfidat nebo upravit terminy HPO v analyze, dostupné pouze pro analyzy
v ustavnim kontextu.
e Panel: umoziuje pouZzit seznam gen( pro analyzu a filtrovat vysledky analyzy na zakladé
tohoto seznamu.
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Modalni zobrazeni Workflow

Toto zobrazeni umoznuje organizovat a sledovat pracovni postupy uzivateld pro interpretovanou

analyzu.

b4 Analysis
Workflow ~ Patient ~ HPOs ()

Assigned To

This analysis isn't assigned yet

+ Add assignee

Action Log

Panel

Assigned To. Toto zobrazeni zobrazuje ukoly
pfifazené pro aktudlni analyzu. Ulohy mohou
pfifazovat pouze spravci nebo uzZivatelé s
opravnénim "Manage assignments" (viz ¢ast
Sprava sprdvcl - prezentace rozhrani).

Po prifazeni UkolG k aktudlni analyze se zobrazi
seznam vSech pfifazenych uzivatell spolu s datem
a casem dokonceni. Tento seznam se automaticky
aktualizuje, jakmile uzivatel ukol dokonci.

Uzivatelé mohou upravovat pouze své vlastni ikoly
zaskrtnutim nebo zrusenim zaskrtnuti prislusného
policka. Po najeti na ukol urc¢eny pouze pro Cteni se
zobrazi ndpovéda "M(zZete dokondéit pouze svj".

Pokud nebyly pfifazeny zadné ukoly, zobrazi se v zobrazeni zprava "Tato analyza jesté neni

pfifazena".

Pokud se neautorizovany uzivatel pokusi pfifadit ukol kliknutim na tlacitko "+ Add assignee”,
zobrazi se chybova zprava "K prifazeni analyzy musite mit opravnéni spravce. V pfipadé potreby
se obratte na spravce platformy a pozadejte o pfislusny pfistup.”

Action Log. V banneru "Analysis Action Log (Audit Trail)" se zobrazuje historie vSech akci
provedenych na stavu HRD v analyze SomaHRD, filtrech, profilech filtr(i a panelech omezenych
gend v tabulce variant s uvedenim typu akce, uzivatele, Casového razitka a popisu akce.

Nejnové;jsi akce se zobrazuji v horni ¢asti seznamu. Strankovani umoznuje uzivatelim efektivné
prochazet historii akci. Celou historii Ize stdhnout ve formatu .csv pomoci ikony "Download

Log".
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Modalni zobrazeni Patient

Toto zobrazeni umoziuje zobrazit a upravit metadata pacienta, napfiklad pohlavi (Female, Male
nebo Unknown), genetickd skupina predkii GnhomAD (pouze Germline) nebo indikace (pouze
Somatic).

Zobrazeni a uprava indikace je k dispozici pouze pro somatické analyzy:

- Pokud byl udaj zadan pred spusténim analyzy (viz %
Metadata vzorku), je pro vzorek definovan jako
vychozi, je pak oznacen hvézdiCkou a v seznamu o ir10w Patient HPOs Panel
se zobrazuje na prvnim misté.

- Pokud je indikace béhem interpretace zménéna,
zobrazi se varovné hlaseni, ze vybrana indikace se
lisi od puvodni indikace, a podbarveni tablet v
podsloupci "A" ve sloupci Clinical Evidences bude
aktualizovano (viz "Selection"). Female Male Unknown

- Pokud neni k dispozici zadna indikace pro
analyzu, zobrazi se zprava 'No available
indication".

Analysis

Active sample: sample2

Sex

Indication

Ovarian endometrial cancer (Female reprod... *

Unsaved changes detected. Save now to avoid losing

your updates.

Cancel Save modifications

Zobrazeni a Uprava "GnomAD genetic ancestry group” je kK @ GnomAD genetic ancestry group
dispozici pouze pro analyzy germline. Vychozi hodnota je \

prazdnd a je povazovana za kombinovanou populaci
GnomAD African/African American

Amish
Ashkenazi Jewish
Admixed American

East Asian
Zmeény provedené v tomto zobrazeni je tfeba ulozit nebo

zrusit  kliknutim na prislusné  ikony  "Save
modifications/Cancel" v dolni ¢asti panelu, aby bylo
mozné zmeénit "Tabs".

European (Finnish)
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Modalni zobrazeni HPO

Toto zobrazeni, které je k dispozici pouze v projektech Germline, umozruje zobrazit, upravit a
priradit terminy HPO tykajici se vzorku, a to bud ru¢né, nebo z klinického popisu pacienta.

Uzivatel si mlze zobrazit seznam termin(i HPOs, které jiz byly se vzorkem spojeny pred
analyzou. V pfipadé nepfitomnosti HPOs kéd( se zobrazi zprava "No HPOs yet" (Zatim zadné
HPOs).

Pokud chce uzZivatel pfidat terminy ruéné, mize je zadat z vyhleddvaciho panelu "Enter
phenotypes one by one" (Zadat fenotypy po jednom) vyhledanim fenotypu nebo HPO kdédu.

MUze také importovat textovy soubor obsahujici HPO kédy kliknutim na ikonu - (viz také
oddil Metadata vzorku).

X Analysis
HPO
Workflow Patient os Panel

Active sample: S1_DNA

e
g

Added HPOs

Colon cancer

Obrazek 8: Pohled na panel analyzy HPOs

Uzivatel miZe generovat terminy HPO na zakladé klinického popisu pacienta pomoci nastroje

DiagAl. Kliknutim na ikonu e , se zobrazi dialogové okno, které uzivatele vyzve k popisu
klinického profilu pacienta (tento popis je omezen na 4000 znak() a poté kliknutim na "Extract
HPOs with DiagAl" (Odvodit HPO pomoci DiagAl) vygeneruje seznam nalezenych HPO. Terminy
HPO jsou barevné zvyraznény a uzivatel je mliZe pfiradit k pacientovi tak, Ze na né najede mysi a
klikne na "Add" (Pridat), nebo pfida vSechny nalezené terminy HPO kliknutim na "Add all" (viz
také ¢ast Editace podle metadat vzorku s panelem analyzy).
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X Analysis X Analysis
. HPOs HPOs
Workflow  Patient 1) Panel Workflow Patient o Panel
Active sample: S1_DNA .
Active sample: S1_DNA
Enter here a clinical description to automatically
extract HPOs > 2 HPOs found + Add all %
Cancel | 42 Extract HPOS with DiagAl patient has hyperlipidemia and hypertension

Obrazek 9: Extrakce termin(i HPO pomoci nastroje DiagAl ze zobrazeni HPO v "Analysis Drawer'

Pokud jsou v tomto zobrazeni pfidany nebo zménény
HPO, zobrazi se modry banner, ktery navrhuje, aby
byla analyza znovu zpracovana s novymi HPO.

Vybérem moznosti "Re-process analysis”" mize
uzivatel aktualizovat skore DiagAl a klasifikaci variant
(Short list nebo SmartPick) podle nové zadanych
HPO.

Tento krok opétovného zpracovani na nékolik minut
zmrazi tabulku variant, aby bylo mozné aktualizovat
klasifikaci variant a sloupec DiagAl.

X Analysis

Workflow Patient HPOs o Panel

¢'5 You modified the HPOs

To update annotation, ranking and phenotype
matching we need to re-process parts of the
analysis.

This process may take up to 10 minutes.

@ Re-process analysis
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Modalni zobrazeni Panel

Toto zobrazeni je k dispozici pro vSechny worksety kromé worksetd pro analyzu CNV

(CNVExome, CNVCapture a SomaCNVCapture).

Umoznuje pristup k funkci "Restricted panels”, ktera
umoznuje omezit a uzamknout analyzu na vybrané geny
na zplsob panelu in silico.

Za timto Ucelem mize uZivatel prostfednictvim
rozbalovaci nabidky vybrat jeden nebo vice seznaml
gentl, které se maji pouzit, z dfive importovanych (viz
odstavec Gene list, v Casti Sprava uzivatelskych
nastaveni). UloZzenim vybranych panell prostfednictvim
"Save modifications" (UloZit Gpravy) se na celou analyzu

Analysis

2 Panel

x BRCA1 x BRCA2 Q

Unsaved changes detected. Save now to avoid losing

pouzije filtr podle vybraného panelu (vybranych panel() Cancel
genl.
Restricted panels" lze vybrat ihned po spusténi
analyzy (viz ¢4st Spusténi nové analyzy) nebo v X
zobrazeni Panel po analyze.
Workflow Patient

Pfi pfidani nebo Upravé genovych panell upozorni
uzivatele na zménu modry banner ("You modified the
locked panel") a nabidne obnoveni analyzy s novymi
panely pomoci funkce "Refresh analysis".

Kliknutim na tlacitko "Refresh analysis" si uzivatel
zvoli aktualizaci tabulky variant, zalozky CNV (pokud
je k dispozici) a zélozky GeneCov podle nového
panelu.
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x BRCA1 x BRCA2

your updates.

Save modifications

Analysis

HPOs 2 Panel e

Q

(' You modified the locked panel

To update analysis based on the locked panel,

refresh the page.

<O Refresh analysis
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13.1.1.4.  Bocni panel pro spravu hodnoceni

Panel Selection je pristupny z kterékoli karty v

ramci analyzy. Umoznuje uzivateli zobrazit malé
varianty a CNV anotované ve VKB pro aktualni analyzu,
vygenerovat soubor JSON ("Generate file") a upravit
klinickou zpravu ("Generate report").

CNV validované ve VKB jsou rovnéz k dispozici v této
sekci, pouze v pfipadé CNV z analyz exomu, genomu a
CGH Microarray.

Malé varianty validované ve VKB jsou odliSeny logem

" zatimco CNV jsou zobrazeny logem ¥ a slovy
"gain" nebo "loss".
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X Selection @)

4, Generate file Generate report
Variants
# SLC25A22

®

The frameshift variant ¢.813_814del
5| Ep.AIa272GInfsTer1 44) in the gene SLC25A22
NM_001191061.2) is not found in control...

#SLC25A22
G

The missense variant ¢.818G>A (p.
& gArgz73Lys)) in the gene SLC25A22
NM_001191061.2) is extremely rare, with onl...

CNVs

" 6q14.3 Loss
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13.1.2.  Prehled vysledki analyzy na karté Dashboard

U nékterych worksetl je uzivatelim pristupna karta “Dashboard”, kterd shrnuje vSechny vysledky
a metriky kontroly kvality a kterd se ve vychozim nastaveni zobrazuje pfi otevieni analyzy. Karta
“Dashboard” poskytuje prehled vysledk( analyzy v nékolika sekcich. Dostupné oddily se lisi v
zavislosti na typu pracovni sady. Tato karta je k dispozici pro SomaCGP, SomaVar Tertiary a
SomalLBx.

Patient. Tato ¢ast shrnuje metadata vzorku: nazev vzorku (Sample ID), pohlavi a patologickou
indikaci (Indication).

Quality Controls. Tato ¢ast obsahuje informace o nékolika klicovych ukazatelich tykajicich se
kvality vzork(l a sekvenovani:

- Cistota nadoru,

- Vzorek ploidie,

- procento bazi, jejichz kvalita je vétsi nebo rovna 30 (% bazi Q30),

- pramérné pokryti zajmovych oblasti (primérné pokryti ROI) pred a po zpracovani UMI,

- procento oblasti zajmu s pokrytim vétsim nez 200X (ROl > 200X) pfed a po zpracovani

uMl.

Signatures. V ¢asti vénované signaturam jsou uvedeny klicové udaje pro analyzy TMB, MSI a
HRD:

- Vypocet TMB (Tumor Mutational Burden): po¢et mutaci/Mb.

- Microsatellite instability: procento nestabilnich mist.

- HRD status (Homologous Recombination Deficiency).
Stav skére TMB a MSI si mize uzivatel vybrat pomoci rozeviracich nabidek umisténych pod
kazdym skore.

Selection. V této Casti jsou zobrazeny varianty hodnocené v databazi VKB pro aktualni analyzu.

Suggested by SeqOne. Genomové zmény zjiSténé pfi analyze jsou prezentovany jako redukovany
seznam klinicky relevantnich variant. Variant: je vybran, pokud je jejich tfida ComPerMed 5, nebo
pokud maji tvrzeni urovné | odpovidajici indikaci pacienta, nebo tvrzeni drovné Il pro
experimentalni terapie souvisejici s touto indikaci, nebo tvrzeni drovné | pro jinou indikaci.
Uzivatel m(ze pridat varianty z této kategorie do sekce Selection kliknutim na tlacitko "Add".

Soubor JSON Ize vygenerovat kliknutim na "Generate JSON file" a obsahuje v§echny informace
ze “Dashboard” stranky.
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13.1.3.  Podrobné pokryti podle exont

Na karté GeneCov mohou uzivatelé zobrazit miru pokryti genli zahrnutych do analytického
manifestu pro kazdy exon, at uz se jedna o panel genti nebo exom.

Metodika
Tento modul protne uZzivatelsky manifest s anotacemi RefSeq pro vS§echny geny zahrnuté do
panelu nebo exomu, pficemz na kazdé strané ponecha 10bp, aby pokryl splice junctions, a poté

vypocéitd hloubku pokryti pro kazdou bazi zahrnutou do tohoto prliseciku pomoci néstroje
mosdepth.

Jsou nastaveny rizné prahové hodnoty, aby bylo mozné kazdému exonu pfifadit stav (pokryty,
varovani, nelispésny) podle procenta bazi pod témito prahovymi hodnotami pokryti.

Status: je definovan na zakladé Coverage v exonu vcetné prilehlych 10bp.
Pokud jsou pouzity UMI, vypocita se pokryti po deduplikaci.

Prahové hodnoty platné pro rlizné typy analyz jsou podrobné uvedeny v nasleduijici tabulce*:

GermlineVar / Germline Family/ SomaVar SomaRNA SomaVar LF SomaCGP
GermVar / GermVar Family

Panel Exome Panel Panel Panel Panel
Capture Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov.
100x 30x < 30x 10x 500x 200x 200x 50x 5000x | 2500x 100x 50x

<100% | 100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100% | <100%

Amplicon Cov. Cov. Cov. Cov. Cov. Cov.
100x 30x 1000x 500x 200x 50x
<100% | <100% <100% | <100% | <100% | <100%

Tabulka 3: Prahové hodnoty pokryti pro modul Coverage podle typu analyzy.

*Pokud uZivatel preddefinoval vlastni metriky QC z parametrt projektu, budou pouZity na karté
GeneCov (viz ¢ast Konfigurace vychozich metrik QC projektu).
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Zobrazeni a vyklad

Kazdy gen lIze vizualizovat v grafickém znazornéni a vysledky z nastroje Gene Coverage Ize
filtrovat na zakladé gend, in silico panelt a seznami transkript(l. Cilené exony jsou zobrazeny
bud zelené (pokryto), oranzové (varovani) nebo Cervené (Failed) podle vysSe popsanych
prahovych hodnot.

Exon status criteria
Gene coverage table @

NEW | Mean Coverage v

74850-GV1_S7 b4

PROFILE GENE STATUS SUMMARY @

Capture Panel constit

GENE TABLES

Manifest | Selectamanifest ~ = Gene Panel Select panel ~ | Transcripts Selecttranscripts ~ | Gene Search gene symbol Ttolof1 1
GENE TRANSCRIPT STATUS EXONS COVERAGE
PTEN NM_000314.8 ~ I - = . = . - - I See details

[ ] O uTR ot sequence e e e @ Coverage faile:

Obrazek 10: Podrobnosti karty GeneCov

Moznosti filtrovani
Nabidka filtrl umozZnuije:
- omezit zobrazeni na podmnozinu oblasti pomoci souboru .bed, ktery byl dfive
importovan do rozhrani, pomoci filtru "Manifest",
- pouzit seznam genu pomoci filtru "Gene panel’,
- pouzit seznam prepisu prostiednictvim filtru "Transcripts”,
- vyhledat konkrétni gen pomoci filtru "Gene".

Metdédy vypoctu Coverage.
Uzivatel mize vybrat metodu vypoctu pokryti, kterd se pouzije, pomoci rozeviraci nabidky "Exon
status criteria" v pravém hornim rohu stranky:

1. Mean Coverage (vychozi): K uréeni stavu pokryti se pouzivg ! Exon status criteria ,_
primérna hloubka pokryti celého exonu. | [4ev] Mean Coverage v |

2. Minimum Coverage : Pouzivd minimalni podil bazi, které "
splnuji urCity prah pokryti. Tim je zajisténo, ze urcité
procento bazi ma alespon minimalni pozadovanou hloubku Min. Coverage
pokryti.

NEW | Mean Coverage
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Rozbalovaci nabidka "Gene status criteria”" umoznuje uzivatelim pouzit tyto metody vypoétu na
drovni gend:

e Mean coverage (default): K uréeni stavu pokryti pouziva pridmérnou hloubku pokryti u
v§ech exon( genu.

e Worst exon status: Urcuje stav pokryti genu na zakladé nejh(re fungujiciho exonu. Pokud
kterykoli exon nesplni prah pokryti, gen je povazovan za nepokryty. V pfedchozich verzich
to byla jedina podporovana metoda.

Zobrazena data

Exony, které nejsou nebo jsou ¢astecné pokryty ndvrhem (< 80 % prekryti mezi manifestnim
intervalem a hranicemi exonu RefSeq), jsou povazovany za necilené. Tyto exony jsou v grafu
znazornény Sedé (Not sequenced).

Podrobné zobrazeni kazdého genu lze pouzit k zobrazeni metrik pokryti exont kliknutim na "See
details": primérné pokryti, median, procento kazdé oblasti pokryté 10x, 30x, 50x, 100x, 200x,

300x a 500x.

Okno IGV umoznuje pro kazdy exon podrobnéji zobrazit pokryti sekvence a zarovnani.

Export dat GeneCov

Kompletni data analyzy pokryti jsou K pownload genes from S1_DNA as tsv file
dispozici jako soubor

sample_genecov.v2.tsv.gz, ktery je genesstatus

pFistupny na karté Soubory analyzy. Failed Warnings Covered

Na karté GeneCov mlZe uzivatel ™nscripts

exportovat analyzu pokryti podle @ Canonical Al
metody  vypoctu pokryti (Mean
Coverage nebo Min Coverage)

Close Download

¥
prostifednictvim ikony — vedle nazvu
vzorku v levém hornim rohu karty vzorku.

Uzivatel si m(ze vybrat, zda chce exportovat data podle stavu pokryti genl (Failed, Warning,
Covered) a zda chce exportovat pouze kanonicky transkript (Canonical) nebo v§echny dostupné
transkripty (All), nez klikne na Download, aby ziskal pozadovany soubor.

Data se exportuji jako soubor .tsv obsahujici nasledujici sloupce:

- Genes (gene_symbol),
- Cislo genu podle HGNC (gene_id),
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- Kanonicky prepis (is_canonical_transcript),

- Transcript: Status (transcript_status)

- Exon (exon_number)

- Type exonu CDS nebo UTR (exon_type)

- Stav pokrytého nebo nepokrytého exonu (exon_status)
- Region, na ktery se manifest vztahuje, nebo ne (cil)

- Genomicka pozice (interval_id)

- Cislo chromozomu (Chr)

- Vychozi pozice (start)

- Koncova poloha (konec)

- Forward nebo reverzni vlakno (pramen)

- % pokryti pfi 1, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500 a 1000x (cov_)
- Primérné pokryti (cov_avg)

- Median Coverage (cov_med)
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13.1.4. Malé varianty

Metodika

Detekce malych variant se provadi kombinaci nékolika nastroju, které se mohou v jednotlivych
worksetech lisit.

At uz jde o analyzu exomu nebo genového panelu, je volani variant ur¢eno manifestem (ve
formatu BED) pridruzenym k projektu, véetné interval(l oblasti zajmu a vyplné aplikované na tyto
oblasti (viz ¢ast Create project).

Kromé toho jsou varianty voldny s ohledem na kvalitu zarovnani reads v lidském genomu (verze
GRCh37 nebo GRCh38). Takzvana ¢teni "MAPQO" s kvalitou zarovnéni (mapovani) rovnou 0,
protoze se zarovnavaji na nékolika mistech genomu, se pfi vyvolavani variant pro pracovni
soubory somatické analyzy neberou v Uvahu. V analyzach "Germline" jsou ¢teni MAPQO brana v
uvahu pro vyvolani variant, pokud je pfi vytvareni projektu v metadatech Low-Quality Mapping
Region (Oblast mapovani s nizkou kvalitou) zadan manifest specifikujici oblasti zarovnani s
nizkou kvalitou. Varianty zjisténé ze ¢teni MAPQO jsou v tabulce variant oznaceny napovédou
"_mapq0" viditelnou ve sloupci CAL (Caller).

SNVs / indels. Pro detekci SNV a indel( :

- Freebayes’ je pouzivan jako jediny volaci kéd variant v pracovnich sadach GermlineVar
(exom), GermlineFamily (exom), SomaRNA a SomaVar LF. Dolni detekéni prahy jsou
nasledujici:

- VAF =10 % v GermlineVar pro exom,

- VAF = 5% v GermlineVar pro genového panelu,
- VAF =1 % v SomaRNA,

- VAF 20,1 % v pfipravku SomaVar LF,

- Je doplnén nastrojem GATK HaplotypeCaller? v GermlineVar - Panel workset (panel).

- Jeho somaticky protéjsek, Mutect2® , se pouziva spolu s Freebayes v pracovnich sadach
SomaVar, SomaHemato a SomaCGP. Minimalni prah detekce je u téchto dvou volajicich
v systému SomaVar VAF =1 %.

- Sentieon* je pouzivan jako hlavni volaci kod variant v pracovnich sadach GermVar,
GermVar Family a SomaLBx.

- Clair3° se pouziva jako jediny kod volani variant v workset GermlineVar LR.

' https://github.com/freebayes/freebayes

2 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360037225632-HaplotypeCaller
3 https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/360037593851-Mutect2

4 https://github.com/Sentieon

® https://github.com/HKU-BAL/Clair3
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Analyzy GermVar a GermVar Family spoléhaji na bioinformatické komponenty Sentieon pro
klicové kroky sekundarni analyzy. Zejména:
- Zarovnani se provadi pomoci optimalizované implementace BWA-MEM?2 od spolecnosti
Sentieon a duplicitni ¢teni jsou oznacena.
- Zérodecné volani (SNVs/Indels) se provadi pomoci Sentieon DNAScope®.
- Sentieon TNScope’ Ize pouzit k detekci mozaikovych variant s nizkym VAF (v zavislosti
na konfiguraci GermVar).
Poznamka k regionim s nizkou mapovatelnosti (MAPQO): ve vysoce homolognich regionech
(napf. SMN1/SMN2) mohou byt varianty odfiltrovany filtrovanim strojového uceni vyvoldvace. V
pfipadé potieby poskytuje SeqOne volitelny modul MAPQO (modul regionl s nizkou kvalitou)
zaloZeny na Freebayes s pfizplisobenymi prahy pro zvys$eni citlivosti v uzivatelem definovanych
regionech.

Analyzy SomalLBx spoléhaji na bioinformatické komponenty Sentieon pro klicové kroky
sekundarni analyzy tekuté biopsie. Zejména:

- Zarovnani cCteni se provadi pomoci Sentieon (BWA-MEM) a pipeline zahrnuje
zpracovani/konsenzus UMI zalozené na Sentieon pro podporu vysoce citlivych
pracovnich postupl ctDNA.

- Somatické voldani kratkych variant (SNVs/Indels) se provadi pomoci Sentieon TNScope
v rezimu pouze pro nador (tumor-only), s podporou velmi nizké alelové frakce (VAF = 0,1
% v zavislosti na konfiguraci).

- Poznamka: genotypy variant jsou ve vysledcich SNV/indel SomalLBx standardné hlaseny
jako heterozygotni, protoze Sentieon TNscope neprovadi predikci genotypu.

7

SVs - Structural Variants. Inzerce a delece, jejichz délka je blizka nebo vétsi nez délka
sekvenéniho readu, jsou detekovany pomoci SV calleru GRIDSS® v pracovnich sadach
GermlineVar (panel/exom), SomaVar, SomaVar LF SomaHemato a SomaCGP worksets. Tyto
udalosti jsou detekovany pomoci SV caller Delly’ v pracovnich GermVar a GermVar Family
worksets. V somatickych worksets jsou detekovany pouze inzerce a delece mensi nez 300bp,
zatimco v pracovni sadé GermlineVar (pro verze = 2.0) GermVar a GermVar Family worksets
(versions = 3.5) je pouzit limit 10kb. Varianty detekované pomoci GRIDSS jsou detekovany bez
ohledu na VAF.

FLT3-ITD. Specificky detekéni modul pro interni tandemové duplikace genu FLT3 (FLT3-ITD) je k
dispozici pouze ve worksets SomaVar a SomaHemato, od verze v2.2. Tento modul je zaloZen na
nastroji FiLT3r'°.

® https://github.com/Sentieon/sentieon-dnascope-ml

7 https://github.com/Genomic-Medicine-Linkoping/TNscope
8 https://github.com/PapenfussLab/gridss

° https://github.com/dellytools/delly

% https://gitlab.univ-lille.fr/filt3r/filt3r

SEQ-027_IFU_CZ_V6 86/182



Alu Insertions. Spoleénost SeqOne vyvinula také modul pro detekci inzerce transponovatelnych
elementld (AIUMEI), jako jsou Alu elementy. Vyuzivaji ho pracovni sady GermlineVar
(panel/exom), GermlineFamily (panel/exom), GermVar (panel/exom/genom), GermVar Family
(panel/exom/genom), SomaHemato a SomaVar. Pro varianty detekované pomoci AIUMEI se
nepouziva zadny spodni prah VAF.

Kombinované varianty Freebayes, HaplotypeCaller (nebo Mutect2) a FiLT3r caller jsou k dispozici
v souboru final.vcf.gz analyzy. Varianty specifické pro GRIDSS, FiLT3r nebo AIUMEI jsou k
dispozici v pfislusnych souborech VCF (gridss.vcf.gz, filt3r.vcf.gz a variants.alumei.vcf.gz),
které jsou rovnéz k dispozici ke stazeni na karté Soubory analyzy.

V konkrétnim pfipadé FiLT3r:
- Varianty FiLT3r spolecné pro Freebayes a Mutect2 jsou k dispozici ve finalnim VCF
analyzy (final.vcf.gz),
- varianty jedinecné pro FiLT3r a varianty spolec¢né pro FiLT3r a GRIDSS jsou uvedeny ve
FiLT3r VCF (filt3r.vcf.gz).

Dva dalSi moduly vyvinuté spole¢nosti SeqOne pak umoznvu;i :
- Zachovani vicenukleotidovych variant neboli MNV, které jsou kddované a omezené na
jeden kodon béhem procesu rozkladu variant podobnych delinam.
- Rekalibrace alelické frekvence variant indell a delind zjiSténych pomoci Freebayes a
GATK (nastroj Kraf).

Tyto dva moduly se tykaji pouze pracovnich sad GermlineVar (panel/exom), SomaVar,
SomaRNA a SomaVar LF.

Kraf pouziva strategii s jednim k-mersem bez zarovnani. Rekalibrovana alelicka frekvence indell
a delind je zachovana pouze v pfipadé, Ze je vyssi nez plvodni alelicka frekvence varianty.
Varianty jsou pak anotovany predevsim pomoci néstroje Variant Effect Predictor’” (VEP) a dalsi
informace jsou doplnény z nasledujicich databazi:

- Clinvar

- OMIM (komeréni verze) + PanelApp Australia + PanelApp England

- CKB

- dbSNP

- COSMIC (komeréni verze)

- GnomAD (data exomu + genomu)

- Dfam

- DGV

- LOVD

Kromé toho jsou k dispozici nasledujici vysledky in silico:

" https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
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- Scores. (MaxEntScan, GeneSplicer, dbscSNV)

- Skére zachovani (GERP++, PhastCons100way, PhastCons20way, PhyloP100way obratlovci,
PhyloP20way savci, SiPhy)

- Functional Prediction" (REVEL, DANN, FATHMM, FATHMM-MKL, LRT, MetalR, MetaSVM,
MutationAssessor, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT, PLI).
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Vizualizace a interpretace

Karta Varianty - umoznuje zobrazit, filtrovat a anotovat varianty ziskané béhem analyzy. Ty
jsou zobrazeny ve formé tabulky, pficemz kazdy radek odpovida jiné varianté. Pocet vybranych
variant po filtrovani (vybrané varianty) a celkovy pocet zjisténych variant (celkovy pocet variant)

se zobrazuje v pravém hornim rohu zahlavi tabulky variant pomoci nasledujici ikony: .
Strankovani ve spodni ¢dsti stranky umoziuje pfechazet z jedné stranky vysledkd na dalsi.
Pokud analyza pouziva omezeny panel, bude zahlavi tabulky obsahovat také celkovy pocet
variant v omezeném panelu (celkovy pocet variant v omezeném panelu) .

Tuto navigaci usnadnuji klavesové zkratky pomoci klaves « a — na klavesnici.

Ve vychozim nastaveni je v tabulce zobrazeno nékolik popisnych sloupcl. Uzivatelé mohou

tabulku exportovat jako soubor TSV kliknutim na .

Pro kazdou variantu mlze byt k dispozici nékolik Transcripts, jejichz oo
pocet je zobrazen vlevo na kazdém radku. Varianty jsou anotovany na
transkriptech RefSeq, s vyjimkou mitochondridlnich variant, které jsou NM_005962.5 @) 500

anotovany na Ensembl.

NM_015252.5 €.-29642T>G
Transcripts MANE Select a MANE Clinical Plus jsou oznaceny ikonou MANE Plus Clinical transcript |
. . o NM_000132.4 e
, respektive , doplnénou napovédou. p-V17926

Pro stejnou variantu, s vyjimkou mitochondrialnich variant, jsou transkripty sefazeny podle nize
uvedeného poradi:

a) [high'>'moderate’' > 'low' > 'modifier]]

b) Type: ['NM", "XM", "NR", "XR"] (pro Transcripts RefSeq)

c) Type: [Mane Select > MANE Clinical Plus > non MANE]

d) alfanumerické poradi

U mitochondridlnich variant jsou transkripty sefazeny v nasledujicim poradi:
a) impact ['high' > 'moderate’ > 'low' > 'modifier/]
b) pokud je dopad "modifier":
i)  'non_coding_transcript_exon_variant' efekt
i)  [protein coding > Mt_rRNA > Mt_tRNA]
c) alfanumerické poradi
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DiagAl. Tento sloupec zobrazuje skére od 0 do 100 na zakladé sady DiagAl vyuzivajici strojové
uceni. DiagAl Score je zalozeno na Ctyfech slozkach:
- Algoritmus UP?, ktery pfedpovida patogenitu varianty.
- matice PhenoGenius, kterd hodnoti shodu mezi genem a HPO pacienta (pokud byly
zadany béhem analyzy).
- Shoda mezi pozorovanym genotypem a zplUsobem prenosu onemocnéni popsanym v
databdazich GenCC, OMIM a PanelApp (Austrélie a Anglie).
- Kvalita varianty

v »
Cim vice se skére blizi hodnoté 100, tim vice se predpoklada, Ze dana varianta +' DIAGAI

je patogenni a diagnosticky zajimava. Cim blize je skére k 0, tim vice se

predpoklada, Ze je varianta benigni. a-*_il
86

Na urcité zajmové varianty upozornuji také dvé ikony:

+ . PR . ..
- lkona® znamend, Ze dana varianta ma vyssi pravdépodobnost, Ze je =

pri¢inou onemocnéni (Al Smart Pick). 81
- IkonaE oznacCuje, Ze se varianta nachazi na kratkém seznamu
variant, u nichz je vysoka pravdépodobnost, ze jsou pficinou ?BE
onemocnéni pacienta.
-
78

Terminy HPO Ize zadat pred spusténim analyzy Upravou metadat vzorku (viz

¢ast Metadata vzorku). Lze je také upravovat béhem interpretace pomoci

modalniho zobrazeni HPO v postrannim panelu analyzy (viz oddil Modalni zobrazeni HPO). V
takovém pfipadé muze uzivatel znovu zpracovat skoére DiagAl a klasifikaci variant (Short list
nebo SmartPick) podle nové zadanych HPO pomoci funkce "Re-process with new HPOs" (Znovu
zpracovat s novymi HPO).

Pokud uzivatel klikne na ikonu skére DiagAl, otevie se stranka varianty pfimo na karté DiagAl s
podrobnym popisem skoére (viz DiagAl v ¢asti Variantni stranka nize).
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ACMG. Klasifikace patogenity kazdé varianty se vypocitava v ramci poloautomatického procesu
podle doporuceni vydanych American College of Medical Genetics and Genomics. Uzivatelé
mohou klasifikaci revidovat ve vyhrazené zalozce na strance varianty, ktera se pak pouzije k
vygenerovani kone¢ného hodnoceni varianty.

ComPerMed. Klasifikace patogenity kazdé varianty se vypocitava v ramci poloautomatického
procesu podle doporuceni vydanych belgickym vyborem odbornikli ComPerMed (Personalised
Medicine Commission). UzZivatelé maiji pfistup k podrobnym informacim o klasifikaci na zvlastni
karté na strance Variant.

AMP (Pouze verze analyzy SomaVar v1.8 nebo novéjsi, SomaVar LF nebo SomaCGP). Tento
sloupec se ve vychozim nastaveni zobrazuje v analyzach, které obsahuji anotace CKB, a
zobrazuje Uroven AMP kazdé varianty, pokud je k dispozici (Groven | nebo Il). Zobrazend uroven
AMP vychazi z nejlepsich klinickych dlikaz( u vSech typl bez ohledu na vybranou indikaci.

VKB. Evaluations provedené
uzivatelem béhem pfedchozich analyz ~ « =1  Sortby: DiagAl [{EE}
jsou ulozeny ve znalostni bazi

uzivatele. Toto hodnoceni se objevi ve + Likely Pathogenic TRANSCRIPT
SlOUpCi VKB tabulky pro kazdy novy' Comment: this is my previous comment...
vyskyt varianty. V napovédé se rychle @ (a0 &) o BRCATR M NMO072944 @

zobrazi tfida a komentar souvisejici s
hodnocenou nebo dfive hodnocenou

variantou.
Gene. Pojmenovani gent podle HGNC a souvisejici pfiznak OMIM : -~ GENE Nt
- Cervena vlajka: "OMIM gene' s fenotypy a klinickymi
charakteristikami ", RPE6S ®  NMooo
- Red obrysovy praporek: "OMIM gene" s fenotypy, ale bez V"
klinickych pfiznaka ", ') Decipher 1206
- Cerveny bod: "OMIM gene’ without phenotypes or clinical features Orphanet
" ) MedGen 1005

e
uelhv.

Genes, o0 nichz je znamo, Ze jsou podle aplikace PanelApp (Australie) imprintingovymi geny, jsou

zvyraznény ikonou “* . Souvisejici tooltip oznaluje, zda je gen matefsky exprimovany,
paterndlné exprimovany, nezndmy, nebo zda se vztahuje k nékolika imprintingtim.

Kliknutim na vlajeCku vedle nazvu genu se dostanete pfimo na stranku OMIM. Kliknutim na
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nazev Gene se zobrazi rozbalovaci nabidka, ktera poskytuje odkazy na databaze OMIM gene'?,
Decipher gene'®, Orphanet gene' MedGen gene a GenCC gene'*'® . Kazdy odkaz vede piimo na
stranku odpovidajici vybranému genu.

Informace tykajici se OMIM a databazi jsou k dispozici pouze pro zarodecné analyzy.

HGVSC. V tomto sloupci je uvedena anotace HGVS varianty na HGVSC
komplementarni DNA (cDNA) a na proteinu.

¢.10580G>A
p.R3527Q
Effect. Tento sloupec popisuje dopad varianty na protein a vliv na transkript.
Dopad se vypocitava podle 4 drovni:
- High (high impact, in red): Variant ma vysoky rusivy dopad  EFFecT
na protein, pravdépodobné zplsobuje zkraceni proteinu,
ztratu funkce nebo spousti jeho rozpad zprostfedkovany missense
nesmyslem.
- (moderate impact, Zluté): nenarusujici varianta, splice polypyrimidine tract | +1

ktera pravdépodobné zmeéni ucinnost proteinu.
- Low (low impact, Sedé): predpokldadd se, Ze varianta je
neskodna nebo Zze pravdépodobné nezméni chovani

missense

missense

proteinu.

- Modifier (modifying impact, "blue"): obecné nekddujici missense
varianty nebo varianty ovlivhujici nekddujici oblasti nebo
geny, u nichz jsou predpovédi obtizné nebo neni prokazan missense
dopad.

Pro kazdou variantu m(ze byt ve sloupci Effect k dispozici nékolik U¢inkl na transkript. V
takovém pfipadé je zobrazen pouze ucinek s nejvyssim disledkem podle VEP' , za nimz
ndasleduje ¢islo (napf. +2) pro ostatni dostupné ucinky. Podrobnosti o nich jsou zobrazeny v
prislusném tooltipu.

2 https://www.omim.org/

3 https://www.deciphergenomics.org/genes

% https://www.orpha.net/fr/disease/gene

'S https://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen/

'® https://search.thegencc.org/

7 http://www.ensembl.org/info/genome/variation/prediction/predicted_data.html
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Transmission. Tento sloupec oznacuje zplsob prenosu

TRANSMISSION

onemocnéni spojenych s geny uvedenymi v databazich GenCC

a OMIM. Barevné odznaky jsou viditelné pro rychlou

AD ' AR (—a CompHet Verified

identifikaci zplisobU prenosu na zékladé predpovédi DiagAl: +1
° ||De NOVOII AD (7]
e "Compound Het - Verified"
e "Recessive Hom AD ( De Novo
e "Compound Het - Suspected"
AR
De Novo, Compound Het - Verifled a Recessive Hom se
zobrazuji pouze v rodinnych analyzach.
AD

K vybéru variant s témito odznaky lze pouzit filtr (viz cast

Filtrovani variant - Transmission.

Transmission AR, AD X

OMIM:7638289
AD, AR OMIM AD 3 ® 2 GenCC AR @ 3 GenCC
OMIM:0019200
AD, AR OMIM AR @ 3 GenCC
MONDQ:739002
AR @ 3 GenCC
OMIM:10939229

AD, AR OMIM

Definitive to Moderate Supportive @ Limited to Unknown

+3

Kliknutim na odkazy na zpUsoby pfenosu v
tomto sloupci se otevie vyskakovaci okno,
kde uZivatelé mohou najit nemoci, které jsou
uvedeny v seznamu, s jejich nazvy a odkazy
na databaze (OMIM, MONDO - pokud neni k
dispozici OMIM - nebo GenCC).

Nemoci jsou usporadany ve specifické
hierarchii: nejprve se objevuji nemoci
nalezené v databazich OMIM i GenCC, poté
zdznamy pouze v databazi OMIM a nakonec
zaznamy pouze v databazi GenCC.

Kazda polozka obsahuje barevné odliSené Stitky: Znacky OMIM maiji zelené okraje, zatimco
znacky GenCC pouzivaji systém semaforu (zelend/zlutd/cervend) pro oznaceni sily diikazu:

e Zelena: Definitivni + Silny + Stredni
e Zluta barva: Podp(irné

e Red: Cervend: omezena, zvifeci, neznama
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Clinical Evidences. (pouze Analysis SomaVar v1.8 nebo novéjsi, CLINICAL EVIDENCES
SomaVar LF nebo SomaCGP). Tento sloupec se ve vychozim
nastaveni zobrazuje v analyzach obsahujicich anotace CKB. Je

rozdélen do tfi podsloupc, z nichz kazdy obsahuje celkovy pocet 0 0
daného typu dlikaz(: A (Actionability), D (Diagnosis) a P ne
(Prognosis). Ve sloupci A je také zobrazen pocet citlivych (vlevo) 54 . )
a rezistentnich (vpravo) terapeutickych tvrzeni jako odznak. 53 2
o4 0 0
53 2

Hodnoty v téchto dilCich sloupcich jsou barevné odliseny:
- Pokud je nalezena rezistence (> 0 tvrzeni), je vzdy
zobrazena Cervené bez ohledu na indikaci a jinak Sedé.
- Citlivost je zvyraznéna zelené pouze v pfipadé, ze je vybrana pfislusna indikace, a Sedé v
opacném pfipadé.

Pokud se alespon jeden dikaz tohoto typu shoduje s indikaci vybranou v tabulce variant (Panel

indikaci), zobrazi se v ndpovédé pred oznacenim indikace zatrzitko. Pokud neni nalezena zadna
shoda, popisek se nezobrazi.
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Phenotypes. Tento sloupec, dostupny pro projekty Germline, umoznuje pfifazeni genu k
termindm HPO pomoci matice PhenoGenius' . Pokud jsou se vzorkem spojeny terminy HPO,
zobrazi se nejvyssi procentualni shoda mezi genem a fenotypem spolu s pomérem termin(, s
nimiz je gen spojen. Pokud se zadanym HPO neshoduje zadny gen, sloupec vrati zpravu "no
match"; pokud vzorek nema zadné HPO terminy, sloupec zobrazi zpravu "see HPQO". V obou
pfipadech jsou nicméné znamé terminy pro dany "Gene" navrzeny v souvisejicim vyskakovacim

okné.

@ Phenogenius ) 4 Phenotypes
@ Patient phenotypes matching P3H1 T80 25)

. ( % | 2/5
HP:0000773 Short ribs
HP:0003026 Short long bone YD)

HP:0004443 Lambdoidal craniosynostosis

m HE:0100832 Vitreous floaters ("o match )

HP:0008479 Hypoplastic vertebral bodies

{ no match )

Other phenotypes described for P3H1

Abnormal bane collagen fibril morphology (ﬂ)

Abnormal cartilage collagen . Type 1 collagen overmodification R
no mateh )

Decreased calvarial ossification = Femoral bowing

{_no match
! Transcript NA Mutation  AA Mutation  Impact Effect Transmission Phenotypes

@ Phenogenius X

Known phenotypes described For SLC25A22

Epileptic encephalopathy  Encephalopathy  EEG with burst suppression = Focal myoclonic seizure

EEG with spike-wave complexes

Obrazek 11 : Zobrazeni informaci o programu Phenogenius

'8 Kevin Yauy a kol., " Learning phenotypic patterns in genetic diseases by symptom interaction modeling
", medRxiv, p. 2022.07.29.22278181, janv. 2022, doi: 10.1101/2022.07.29.22278181.
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PanelApp. Tento sloupec integruje anotace z databaze panell PanelApp Australia’PanelApp
England? . Indikuje pocet panell spojenych s genem, pro ktery byla zjiSténa varianta, podle nize
popsané klasifikacni trovné.

PANELAPP
Pokud se gen v panelu nenachdzi, zobrazi se ve sloupci "N/A".
®s5 73 94
®s 02

V souvisejicim vyskakovacim okné se zobrazi podrobnosti o asociaci genu a fenotypu, jakoz i
zpUsob prenosu spojeny s fenotypem, zplisob prenosu spojeny s fenotypem a databaze, ze
které je panel odvozen, PanelApp Australia (AUS) nebo PanelApp England (ENG) (Obrazek 12).

Kazdému genu bude pfifazen jeden nebo vice panelll podle tfistupriového klasifikacniho
systému zaloZzeného na dlkazech o souvislosti genu a fenotypu: Vysoka dlkaznost v zelené
barvé jsou oznaceny stfedni dikazy a ¢ervenou barvou jsou oznaceny nizké
dikazy.

W PanelApp

@ Panels with L1ICAM in high evidence
BE AUS | AR Cerebral Palsy (30) Neurology and neurodevelopmental ...
B8 AUS = AD Hirschsprung disease (13) Gastroenterological disorders
= ENG = AD Additional findings_Paediatric (1425) Screening

#ENG = AD,AR Fetal anomalies (1425)

Panels with L1CAM in moderate evidence

= ENG AR Polymicrogyria and Schizencephaly (83) Neurology and...

@ Panels with L1ICAM in low evidence

B8 AUS = AD Arthrogryposis (208) Neurology and neurodevelopmenta..

Obrazek 12: Vizualizace informaci aplikace PanelApp.

"% https://panelapp-aus.org
20 https://panelapp.genomicsengland.co.uk/
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Clinvar Germline. Tento sloupec zobrazuje informace ziskané z "ClinVar" béhem analyzy.
Poskytuje fadu informaci, véetné tfidy patogenity, podrobnosti a poc¢tu podani pro kazdou tfidu
ACMG, stavu revize a preferovaného stavu/nemoci ClinVar. Kliknutim na buriku v tabulce Variant
bude uzivatel pfesmérovan na pfislusnou stranku "ClinVar".

ClhinVar Garm ling
Submission delails
Classification } J— Review status
O
Clinvar “preferred” disease/condition e
M Pathogent of Likely Pathogenic Pathagens, low péneirance of Likely Pathogenst, lon péneirancs
pnficting classifications of pathogenicity [with P/LP sulbmisssons D
£ Conficting classifications of pathogenicity | withaut PILP submissions ﬂ- IWCE AT RifiiPse A e ﬂ
ﬂ Baerigh of Likely Benegr m Established risk allele, Likely risk alele &0 Drug response
Oy
Dalsi informace naleznete na adrese

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/review_status/.

GnomAD. Tento sloupec zobrazuje 6 prvky z databaze GnomAD pro konkrétni variantu v
populaci: alelickou frekvenci (AF), pocet alel (AC), pocet homozygotli (HOM), poéet hemizygotl
(HEM), frekvence hlavni alely (MAF) a pro projekty GRCh37 verzi GnomAD, pro kterou se tato
varianta nachazi (VER).

Kliknutim na hodnotu zobrazenou ve sloupci AF je uzivatel pfesmérovan do databaze GnomAD
ve verzi v4, pfipadné ve verzi v2. Pokud varianta neni v databazi uvedena, bude hodnota
zobrazena v tomto sloupci N/A.

Pokud je tato varianta pfitomna v databazi GnomAD, ale
GNOMAD neprojde vSemi filtry kvality alespon pro jeden ze dvou
soubor( dat (exom nebo genom), zobrazi se ve sloupci
VER upozornéni. V takovém pfipadé se zobrazené hodnoty
e1 47775 6503 A 4,4 Prizplsobi hodnotdm, které jsou pro tuto variantu k
dispozici, a zobrazi se filtry, které vystrahu vyvolaly, spolu
s kratkou zpravou uvadeéjici porusujici datovou sadu

(sady).
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Score UP? Skére funkéni predikce UP? (Universal Pathogenicity Prediction) v rozsahu -1 aZ 1
klasifikuje patogenitu variant pomoci pfistupu strojového uceni podle tfi kategorii: P (Pathogenic
: skére > 0,1), VUS (Variant of Unknown Significance : skére > -0,1 et < 0,1) nebo B (Benign :
skore < -0,1). Skére UP? se v tabulce variant zobrazuje ve vychozim nastaveni, ale uzivatel mize

sloupec UP? deaktivovat na panelu spravy sloupct kliknutim na tlacitko

Cl-SpliceAl. Tento sloupec zahrnuje skore predikce vypoctené pomoci pfistupu
strojového uceni pro identifikaci variant s vlivem na alternativni sestfih po vzoru Cl-SpliceAl . #'

gy oAl
AG DG AL DL Link

0.01 0.02 062 084 >
Position: -2bp
0.01 022 0.01 009 &

0.01 0.02 0.12 001 &
0.01 0.62 0.02 001 &
()

Open variant in SpliceAl Lookup

(o]

SpliceAl score was not significant (Delta score <0.2)

Scores se vypocita pro podmnozinu variant, které splnuji
ndsledujici kritéria: splice varianty podle VEP (splice_*) s
frekvenci GnomAD mensi nez 102 a P ngsledujici kritéria
kvality (QA > 20, AO > 10, DP > 20).

Pokud je vypocteno, sloupec uvadi 4 delta skére pro danou
variantu, a to pro zisk akceptoru (AG), ztratu akceptoru (AL),
zisk donoru (DG) a ztratu donoru (DL).

Skére delta varianty, které se pohybuje od 0 do 1, odpovida
pravdépodobnosti, ze varianta modifikuje splicing. Pro
prahové hodnoty delta skére se pouziva barevny kéd: zelena

(>0,2 ; vysoka odvolatelnost), Zluta (>0,5; doporu¢end) = Cervena (>0,8; vysoka presnost). Pokud
je delta skére nizsi nez 0,2, povazujeme skore za nevyznamné. Ve sloupci je pak uvedeno "No

splicing impact".

Pro kaZdou variantu je uveden odkaz na pfislusné rozhrani SpliceAl pro vyhledavani®?

2 https://github.com/YStrauch/CI-SpliceAl__Annotation
22 https://spliceailookup.broadinstitute.org/
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REVEL. Skore predikce REVEL je zaloZzeno na celkové metodé predikce patogenity missense
variant pomoci kombinace skére z 13 jednotlivych nastroji: MutPred, FATHMM v2.3, VEST 3.0,
PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP a
phastCons.

REVEL G . oy : . vy e
© Skore se muze pohybovat od 0 do 1 pro missense variantu, pficemz vyssi skore

odrazi vétsi pravdépodobnost, Ze varianta zpUsobuje onemocnéni. Pouziji se
ndsledujici prahové hodnoty: REVEL skére > 0,5 pro P (Pathogenic) a REVEL skoére <
0,5 pro: B (Benign). Skére miize uZzivatel zobrazit v tabulce variant zaskrtnutim

o policka REVEL ve vloZzce "Columns" (Sloupce) v ¢dsti "Functional Prediction”
(Funkeéni predikce).

ALM. Skére predikce AlphaMissense? je k dispozici ve sloupci ALM. AlphaMissense je predikéni
model, ktery posuzuje patogenitu missense variant pomoci hlubokého uceni. Model je postaven
na strukturalnich predpovédich AlphaFold, aby se zvysila jeho presnost.

AlphaMissense integruje evolucni konzervaci a strukturni kontext pro
posouzeni potencialniho dopadu missense variant na funkci proteinu.

EVEL D AWM @

Skore se pohybuje v rozmezi od 0 do 1, pricemz vyssi hodnoty naznacuiji vétsi
pravdépodobnost, ze varianta je Skodliva. Pouziji se tyto prahové hodnoty:
ALM skoére > 0,564 pro P (Likely Pathogenic) a ALM skére < 0,34 pro B (Likely
Benign). V ostatnich pfipadech (0,34 < ALM skére < 0,564) bude oznacena jako
P a4 vus (Ambiguous).

Sample Freq. Tento sloupec zobrazuje pro kazdou variantu jeji ¢etnost v

SAMPLE FREQ.
projektu (podsloupec PROJECT) a ve vSech projektech subjektu s
podobnymi metadaty (podsloupec "ALL").
Sample frequency. v projektu (PROJECT) odpovida poctu vzorkd, u nichz 2/13 741%
byla zjiSténa varianta, ve vztahu k celkovému pocCtu vzorkd
analyzovanych v projektu.
2/13 7.41%

Sample Freq. ALL odpovida procentu analyzovanych vzorkd, ve kterych
se dana varianta vyskytuje u dané entity, v rdmci podobnych projekt(

B https://alphamissense.hegelab.org/
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metadat. Kliknutim na hodnotu zobrazenou ve sloupci "ALL" ziska uzivatel pfistup k ndzvim
projektll a poCtu vzork(, v nichz se varianta vyskytuje, a také k podrobnostem o vSech
podobnych metadatovych projektech (moznost Zobrazit vSechny projekty).

Ve vychozim nastaveni je podsloupec ALL v tabulce variant skryty, ale Ize ji znovu aktivovat na

oy
panelu spravy sloupcl kliknutim na ikonu ®  a aktivaci tlagitka ,Sample Frequency Entity
(Entity)“.

Exon. V tomto sloupci je uveden celkovy pocet exonll v genu podle pfislusného transkriptu a
pocet exond ovlivnénych mutaci ve formé zlomku. V ndpovédé je uvedena vzdalenost mezi
variantou a nejbliz§im mistem splicing. Pokud se varianta nachazi pred mistem sestfihu, bude
hodnota kladng, a pokud se nachazi za nim, bude zaporna.

GT (Genotype). V tomto sloupci je uveden genotyp predpovézeny programy pro detekci variant.
RGzné mozné piktogramy jsou popsany v ¢asti Filters.

Pokud Ize v analyze trojic (GermlineFamily) urcit plvod heterozygotni varianty, bude oznaéen
nasledujicim barevnym kédem:

- — heterozygotni ptivod matky

- blue — heterozygotni ptivod otce

- red — De novo heterozygotni varianta

- — Mendelovo poruseni

Barva se nepouzije, pokud je prenos neurcity (napf. pokud jsou oba rodi¢e heterozygoti), nebo u
homozygotnich variant.
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® Patient Father Mother

GT VAF QUAL COV GT VAF QUAL COV GT VAF QUAL cov

o 50.8% 34 o O 82 (P 446% 33 83
@ 53% 34 3 O 9 O 100
@ 469% 34 o4 () 488% 33 s O 86

Paternal heterozygous Maternal heterozygous
De novo heterozygous Mendelian violation

Obrazek 13: Barevny kod pouzity pro heterozygotni genotypy na zakladé prenosu
GermlineFamily

Fazovani variant je k dispozici pro analyzy GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family pomoci
souborll VCF ze sekvenatori Oxford Nanopore Technologies. Kdyz jsou varianty rozfazovany,

zobrazi se ikony genotyp( takto : 7 T . Zaskrtnuti znamena, ze varianta je fazovana.
Fazované varianty s ¢ernou Casti na stejné strané a patfici ke stejnému "Phase ID" jsou ve fazi,
tj. na stejném vlakné.

Kliknutim na genotyp ziskate seznam cis nebo
trans variant, pokud jsou pfitomny. Zobrazeno je ~ Variantsin trans 298 X

pouze 5 variant s nejvy$Sim hodnocenim podle

) o " . ® Compound heterozygous candidates for (P
DiagAl, jak je uvedeno na protéjsi strané.

SLC25A22 chr11:9.792142C>T @

Kompletni seznam variant je k dispozici po
kliknuti na "Browse all variants". ! <3> SLC25A22 chr11:9.792146_T92147del @
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VAF (Variant Allele Frequency). Tento sloupec udava frekvenci variantnich alel, tj. podil ¢teni
podporujicich alternativni alelu (AO) k celkovému poctu ¢teni na dané pozici (COV), vyjadreny v
procentech.

Analyzy pouzivajici worksety SomaVar verze = 2.5, SomaCGP verze = 0.7 a SomaVar LF verze =
2.1 zobrazuji nasledujici doplfujici informace:

e napovéda zobrazuje hodnoty VAF, AO a COV vypoctené dvéma variant callery Freebayes
a Mutect2, které danou variantu deteku;ji.

e varovna ikonaA upozornuje uzivatele na pfipadny nesoulad mezi 2 variant callers u
variant detekovanych s nizkou hodnotou VAF. U variant, které ve sloupci VAF vykazuji
VAF nizsi nez 5 %, se tedy varovani zobrazi v pfipadé, Zze mezi VAF vypoctenymi
Freebayesem a Mutect?2 je rozdil > 10 %.

AO (Alternate Observation). Tento sloupec uddva pocet reads nesoucich danou variantu.

CAL (Caller). V tomto sloupci je uvedeno jméno variant caller (s) ktery (ktefi) danou variantu
zjistil (zjistili).

Cov (Coverage). Tento sloupec udava pocet celkovych reads na pozici varianty.

SOR. Strand Odds Ratio (SOR) je metrika vlaknové predpojatosti (strand-bias) odvozena z testu
symetrického poméru Sanci (Symmetric Odds Ratio), kterd méfi nerovnovahu éteni
podporujicich variantu mezi pfimymi (forward) a zpétnymi (reverse) vlakny. Vyssi SOR

naznacuje vyssi pravdépodobnost artefaktu, zatimco nizsi SOR naznacuje vyvazenéjsi podporu
vlaken a je konzistentnéjsi se skute¢nou variantou.
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Tridéni variant

Na karté Variant: je nékolik moznosti tfidéni variant. Ty jsou dostupné z rozbalovaci nabidky v
pravém hornim rohu tabulky. U kazdé moznosti fazeni je mozné seradit vzestupné nebo

sestupné kliknutim na ikonu fazeni b ve vychozim nastaveni jsou vSechny moznosti
sefazeny v sestupném poradi, s vyjimkou moznosti "Locus”, ktera je sefazena vzestupné.

7 ¢f DiagAl ~ =] 198 VariAction Rank ~ 7]
PHEN
DiagA -y SeqOne Rank+ . @10
MG VariAction Rank | @10
ACMG
L ]
Laene
LN ]
Locus
®s
. . Allele Frequency
Allgle Frequency . r@n
. = c GnomaAD Allele Frequency
Gnom ale Frequency
U= 1 @15
e = : GnomaAD Allele Count
GnomAD Allele Count
- 0 - . 5
Obrazek 14: Okno pro vybér moznosti tfidéni variant
DiagAl Score. Tato moznost fazeni je ve vychozim nastaveni pouzita pro vSechny

analyzy germline a umoznuje sefadit varianty podle jejich skére DiagAl (nahrazuje SeqOne
Rank+ v analyzach provedenych po 2. fijnu 2024).

SeqOne Rank+. Algoritmus prioritizace SeqOne Rank+, zalozeny na starSim modelu
umélé inteligence nez DiagAl Score, zlstava k dispozici a je standardné aplikovan na vSechny
analyzy provedené pred 2. fijnem 2024.

Je zaloZen na 4 hlavnich slozkach:
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- Nova implementace klasiflkace ACMG zalozena na strojovém uceni vycviceném na
ClinVar (skére UP2.

- Fenotyp pacienta (pokud jsou se vzorkem spojeny terminy HPO).

- Shoda mezi zjisténym genotypem a zplisobem pfenosu patologie popsanym v
databdazich GenCC, OMIM a PanelApp (Austrélie).

- Kvalita Variant

VariAction Rank. Algoritmus VariAction Rank pro prioritizaci somatickych variant je
navrzen v analyzach SomaVar od verze 1.8. Tento systém vyuziva anotaci JaxCKB k vypoctu
skore prioritizace variant na zakladé jejich klinické akénosti. Tato prioritizacni skére zohlednuji
dopad varianty, jeji patogenitu pomoci skére ComPerMed, AMP Tier, specificnost varianty s
molekularnim profilem a také shodu s indikaci, pokud bylo onemocnéni zadano pred zahajenim
analyzy.

ACMG. Vybérem této moznosti Ize varianty seradit podle jejich klasifikace ACMG. Ve
vychozim nastaveni jsou varianty fazeny sestupné od patogenni tfidy 5 po benigni tfidu 1.

Locus. Vybérem této moznosti |ze varianty sefadit podle jejich genomové pozice.

Allele frequency. Vybérem této moznosti lze varianty seradit podle frekvence alel. Ve vychozim
nastaveni budou varianty sefazeny sestupné. Seradit vzestupné je mozné kliknutim na ikonu

fazeni .

GnomAD Allele Frequency, GnomAD Allele Count. Varianty Ize sefadit podle jejich frekvence alel
(AF) nebo poctu alel (AC) v GnomAD ve vzestupném nebo sestupném poradi (pokud jsou data
GnomAD k dispozici).

UP2. Varianty Ize radit podle skére patogenity UP?, coz je slozka DiagAl Score.

Gene. Varianty lze fadit vzestupné nebo sestupné podle abecedy podle symbolu genu.

U variant ovliviujicich pfekryvajici se geny je pro fazeni pouzit symbol genu spojeny s variantou
s nejvy$Sim dopadem na zakladé pravidel prioritizace transkriptll popsanych vyse. Pfi rozsifeni
seznamu transkriptd mQze uzivatel vidét druhy prekryvajici se gen, ktery se muze jevit jako
nezafazeny. Razeni se také nemusi projevit v pfipadé, Ze je na tabulku variant aplikovéno vice
filtr( najednou.

Konfigurace sloupct tabulky Variant

Sloupce zobrazené v tabulce variant Ize konfigurovat v nabidce Organise your columns, ktera je

o
pristupnd prostrednictvim tlacitka v pravém hornim rohu tabulky variant. Zobrazeni
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sloupcli mGze uzivatel modifikovat kliknutim na ikony c pro aktivaci pozadovaného sloupce
(sloupcl) v levé ¢asti. Prava ¢ast zobrazuje aktivni sloupce v analyze a umoziuje uZivatelim
vytvaret a ukladat profily sloupct z rozbalovaci nabidky kliknutim na ikonu "Select profile”.

Kliknutim a pretazenim aktivnich sloupcl na pozadované misto Ize zménit jejich poradi. Ve
vychozim nastaveni jsou sloupce usporadany podle "Germline" a "Somatic" profild.

Kdyz uzivatel najede na nazev profilu sloupce v rozbalovaci nabidce predvolby, zobrazi se
napovéda, ktera workset dany profil vytvoril. To uzivatele upozorni, pokud by jejich profil mohl
mit sloupce nekompatibilni s aktualni pracovni sadou.

Chcete-li vytvorit novy profil sloupce, jednoduse zadejte nazev do pole "Create a new preset” a
kliknéte na tlacitko "Save".

Uprava metadat vzorku z panelu analyzy

Uzivatel mlZe upravovat metadata vzorku pfimo z analyzy a zadat pohlavi pacienta nebo HPO
(pouze pro zarodeéné analyzy) ze zasuvky analyzy, ktera je pfistupna kliknutim na tlaéitko

€@ Analysis , , . e , p .
y v pravém hornim rohu stranky (viz ¢ast Postranni panel pro spravu analyzy).

V zobrazeni Pacient ma uzivatel pfistup k Upravé pohlavi (viz ¢ast Patient modal view).

V analyzach projektu Germline ma uzivatel v zobrazeni HPOs pfistup k nékolika funkcim pro
Upravu termint HPOs:

- Zobrazeni jiz zadanych termin( pred spusténim
analyzy

X Analysis

Workflow Patient Hgs Panel

- Ruéni pfidani kédd HPO nebo fenotypli pomoci
vyhledavaciho panelu "Enter phenotypes one by

one.

Active sample: ST_DNA

- Import textového souboru obsahujiciho kédy HPO
Added HPOs

- Generovani terminG HPO na zakladé klinického

popisu pacienta vyvolanim DiagAl pomoci ikony

=

Colon cancer

. Tato funkce vyzve uzivatele k popisu
klinického profilu pacienta v italstiné (popis je omezen na 4000 znakl). Poté se po
kliknuti na "Extract HPOs with DiagAl" (Vypis HPO pomoci DiagAl) vygeneruje barevné
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zvyraznény seznam HPO. Nakonec m(iZe uzivatel pfifadit vSechny navrzené terminy HPO
k pacientovi kliknutim na "Add all" (Pridat vSechny) nebo je vybrat jednotlivé najetim mysi
na vybrané terminy a naslednym kliknutim na "Add" (Pridat).

Pridani a uprava HPO z tohoto zobrazeni dava uzivateli moznost znovu zpracovat skoére DiagAl a

klasifikaci variant (Short list nebo SmartPick) podle novych HPO zadanych prostfednictvim
funkce "Re-process analysis".
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Varianty filtrovani

Na karté Variant: miZete vyhledavani zpfesnit pomoci nize uvedenych kategorii filtr(i. Panel filtrd

je pristupny prostrednictvim ikony

= Filters

umisténé v levém hornim rohu tabulky variant nebo

stisknutim klavesy F na klavesnici. Filtry jsou k dispozici na karté "Basic". V horni ¢asti panelu
filtr( se v ¢4sti ,Active Filters” zobrazuje pocet aktualné pouzitych filtr(.

Filtry Genes & Variants

Nazev a prehled filtru

Description

v Genes ®

Search gene symbols

Omezi seznam variant na jeden nebo vice gend.

Variants

Search by HGVSc

Omezuje seznam variant na jednu nebo vice variant podle
nomenklatury HGVSc nebo HGVSp.

Sekce Samples & Quality
Nazev a prehled filtru Description
~ Coverage @ °;  |Definuje minimalni prahovou hodnotu pro hloubku pokryti (COV).
]
® Maximalni hodnota zobrazena timto filtrem odpovida nejvyssi
1 g3 |hodnoté pokryti identifikované mezi variantami.
v Allele Frequency @ % [Filters varianty podle Cetnosti mutantni alely v analyzovaném vzorku.
0% 100%
[ _
0 100
v Quality @ .. |Primeérna kvalita (phred skore) kazdé baze nesouci mutovanou alely,
. ktera udava ddvéryhodnost detekce varianty:
o Medium o - Medium (= QUAL=20): 1 Sance na nespravné volani ze 100,
® - High (= QUAL=30): 1 $ance na nespravné volani z 1000.
Tento filtr se vztahuje na vS§echny vzorky.
v Quality ® .. |U analyz GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family na datech od
Low - spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies indikuje kvalita zaloZzena
® na skore Phred dlvéru v detekci variant.
= QUAL=8 (Low): (QUAL (QUAL)): 1 $ance na nespravné volani z 8,
= QUAL=20 (Medium): 1 $ance na nespravné volani ze 100,
= QUAL=30 (High): 1 sance na nespravné volani z 1000.
Tento filtr se vztahuje na vSechny vzorky.
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v Genotype ®

@ Homozygous

() Heterozygous

O None

@) Biallelic Variant
@ Biallelic Variant
@ Unknown

@ Unknown

Filtry variant podle sledovaného genotypu.

v Alternate Observations ®

0

o=
-0

Definuje pocet sekvenci nesoucich mutaci (alternativni pozorovani
nebo AO).

[ _ NP o e . s

0 4se [Maximalni hodnota zobrazend timto filtrem odpovidd nejvyssi
hodnoté AO identifikované mezi variantami.

Strand Odds Ratio Filtruje varianty podle skdre strand odds ratio (SOR) vypocitaného v

misté varianty.

0 5

® ®

0 1 2 =5
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Sekce Frequencies

Nazev a prehled filtru Description
v Sample frequency ® Vylou¢i varianty na zakladé jejich opakovaného vyskytu ve
Al zkoumaném projektu, od nejc¢astéjsich (vSechny) po nejméné casté
P (vzacné).
all rare
v Relative pop frequency ® % |Vybira varianty podle Cetnosti jejich mutantni alely v kombinované
all 102 103 104 105 10-6 absent populaci projektt ExAc a gnomAD.
o o
« Absolute pop frequency ©® .. |Vybira varianty na zakladé poctu alel v kombinované populaci ExAc a
GnomAD.
0 1609917
o o
« Absolute homozygous pop frequency @ o3 |Vybird varianty na zdakladé jejich homozygotnich frekvenci v
kombinované populaci ExAc a GhomAD.
0 803576
o @
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Sekce Genetics

Nazev a prehled filtru

Description

v Impact ® Vliv mutace na protein.
High Modifier: ovliviuje nekédujici geny
[ o
Keep
D - |SO (Sequence Ontology) terminy, které popisuji nejvice rusivé
nasledky na urovni gen(. Tento filtr umoznuje vybrat dopad mutace
> Loss of Function 10 @D |ha gen a moznosti jsou pro lepsi orientaci uspofadany do logickych
e Transcript ablation 10 @ |kategorii: Loss of Function, Coding, Splicing region, Silent variant,
Intronic, UTR, ncRNA, Upstream/Downstream, Regulatory, Others.
Splice acceptor 10 ‘)
Splice donor 10 ‘)
e Stop gained 10 ‘)
® Frameshift 10 ‘D
Stop lost 10 ‘)
Start lost 10 ‘)
Transcript amplification 10 ‘)

Gene panel

Vyberte a pouzijte jeden nebo vice genového panelu.
Tento filtr zobrazi vSechny Gene panels dostupné pro danou entitu.

Tento filtr neni k dispozici, pokud byl na analyzu pouzit omezeny
panel z karty Panel v podokné spravy analyzy (viz ¢ast Modalni
zobrazeni panelu). Zprava informuje uzivatele, Ze filtr "Gene panel”
nelze pouzit s omezenym panelem.

v Panel in-silico ®

Dyslipidemia_panel_1_Twist %

Vybere a pouzije panel in silico.
Tento filtr zobrazi vSechny dostupné soubory BED pro danou
skupinu.  Ndazev souboru pouzitého pfi analyze je zvyraznén

hvézdickou.

Tento filtr zachovava pouze varianty, jejichz poc¢atecni pozice (start)

se nachazi v jednom z interval( vybraného souboru lGzka.
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v PanelApp ®

Epi

= ENG | Blepharophimosis ptosis and epicanthus i

= ENG | Early onset or syndromic epilepsy

= ENG | Epidermodysplasia verruciformis

Umoznuje filtrovat varianty podle seznamu in-silico panelld v
katalozich PanelApp Australia a PanelApp England. Odznak oznacuje
databazi, ze které panel in silico pochazi: AUS (Austrélie) nebo ENG
(Anglie).

V obou katalozich nejsou k dispozici superpanely pro vybér, stejné
jako panely, které neobsahuji alespon jeden gen. Napriklad panel
obsahujici pouze STRs nebude mozné vybrat.

v Gene occurrences ©

Usable only if they are fewer than 2000 selected
variants.

Definuje prahovou hodnotu pro pocet vyskyt(i daného genu v tabulce
variant.

v Chromosomes & MT ®
X
Y

M

Zachovava varianty na pohlavnich chromozomech a/nebo

mitochondridlnim chromozomu (M).

v RefSeq transcripts ®

BARD1_2transcripts.txt

Vybere seznam transkriptl RefSeq pro filtrovani variant.

Sekce Databases

Nazev a prehled filtru

Description

v Variant Databases ®
® dbsnp
cosmic
® civic
® lovd

clinvar

Vybird varianty anotované v nasledujicich databazich: dbsnp, cosmic,
lovd, clinvar a civic.
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v Clinvar ©®

M porLP
P/LP low penetrance
Conflicting (with P/LP subs)

A Conflicting (without P/LP subs)

@ Uncertain significance
BorlLB

ORisk allele

& Drug response

Keep others

Umoznuje filtrovat varianty podle jejich stavu patogenity na ClinVar.
Pole "Ponechat ostatni" slouzi k ponechani variant bez anotace
ClinVar.

v OMIM ®
™ omim morbid clinic
® omim without phenotypes

F1 omim morbid

Umoznuje filtrovat podle morbidni kliniky OMIM, OMIM bez fenotyp(
a morbidnich variant OMIM. Tento filtr ma tlacitko in/out, které Ize
pouzit k vybéru nebo odstranéni stavu.

v SeqOne Artifacts ®

Remove artifacts

Tlacitko k odstranéni opakujicich se variant pfitomnych v 5 %
kohorty 500 exomi povazovanych za artefakty podle algoritmu

SeqOne.

Sekce Transmission & Phenotypes

Nazev a prehled filtru

Description

v Description keywords ®

Pomoci klicovych slov charakterizuje fenotyp(y) spojeny(é) s
variantami pomoci dotaz( do databazi OMIM, Medgen a Litvar. Tato
funkce nebere v Uvahu HPOs, protoze tém je vénovan zvlastni filtr
(viz nize).

K dispozici jsou dva rezimy vyhledavani: sjednoceni a prinik.
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HPO Phenotypes &) o . . ; N ; L
Umoznuje filtrovat varianty na zakladé dfive zadanych termint HPO,

a to bud pred analyzou vzorku (viz metadata vzorku), nebo po
Default Extended analyze na karté HPO v podokné analyzy (viz modalni zobrazeni
HPO).

Filter mode

Filtering on HPOs
Shody jsou identifikovany pomoci naseho pfistupu PhenoGenius,

Prostat . v sl w o . s . .
rosta ecansc:n:ple @D |ktery se pfi vybéru genii opira o matrici HPO-genu.

Quadriceps muscle weakness V rezimu filtru jsou k dispozici 2 moznosti :

Sample
e Vychozi filtrovani, které vyvazuje pfesnost a poCet vracenych
Zonular cataract genu.
sample e Rozsifené filtrovani maximalizujici pfesnost s vice geny
Zygotic cleavage failure Moznost "See gene list" poskytuje seznam genl spojenych s HPO
Sample vybranymi v tomto filtru. Tato funkce je k dispozici pouze v pfipadé,
ze jsou zaskrtnuty podminky HPO.
Otevie se vyskakovaci okno s ID kazdého genu, symbolem,
hodnocenim v programu Phenogenius a skore v programu
Phenogenius. Seznam genl si muzete stdhnout pomoci ikony
Stahnout nebo zkopirovat pomoci tlacitka Kopirovat/vlozit.
Transmission Mode UmozZnuje uzivateltm filtrovat varianty pomoci odkaz( na dédi¢nost
z nemoci souvisejicich s lidskou IékaFfskou genetikou.
~ Dominant 10 ‘D
AD - Aut | domi t inherita... 10 . o o v . , . ,
(rosomel fominant imnerta @ Varianty Ize filtrovat podle zpiisobd prenosu (dominantni, recesivni,
e X-linked dominant inheritance 10 ' ) |.. . co v ee s .
jiné) a zdrojli pfenosu (OMIM, GenCC nebo jiné databaze).
po | XXX 10 Q
PO XXX 10 Q
> Recessive
> Other
oMIM
GenCC 10 [ @)
Definitive ‘D
Supportive ‘D
® Limited [ @)

Outside known sources
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Umoznuje vybér variant podle heterozygotniho slozeného
(predpokladaného nebo ovéreného), homozygotné recesivniho nebo
de novo zplisobu prenosu na zakladé DiagAl.

v Transmission pattern

(@ Compound Het - Suspected 10

(& Compound Het - Verified 10 . . .
Upozoriujeme, Ze filtry "Compound Het - Verified", "Recessive Hom"

a "De Novo' jsou k dispozici pouze v rodinnych analyzach.

Recessive Hom 10

868686 .

® De Novo 10
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Sekce Classification

Nazev a prehled filtru

Description

v VKB ©®

New = Unknown variant

@ Pathogenic

Likely Pathogenic

@ Uncertain Significance

@ Likely Benign

Benign

@ Possible artifact

Analysis only

Umoznuje vybrat neznamé varianty, které nebyly vyhodnoceny (New -
Unknown variant) nebo ovéreny ve VKB na vsech analyzéach subjektu.
Pokud je zaskrtnuto policko "Analysis only", budou varianty
vyhledavany pouze na analyze, ktera je pravé anotovana.

Likely Pathogenic

Unknown significance (VUS)

Pathogenicity classification’ pro zarodec¢né varianty, vypoctena na
stupnici od 1 (benigni) do 5 (pathogenic).

v ComPerMed ®
@ Pathogenic
Likely Pathogenic

(G vus

@ Likely Benign
E Benign

"Select" somatic variants according to their ComPerMed
pathogenicity class on a scale of 1 (benign) to 5 (pathogenic).

v Evidence Type (CKB) ®
Actionable
Diagnostic

Prognostic

Vybira varianty podle 3 typl dlikazd (CKB): Akcni, diagnostické,
prognostickeé.
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v AMP/ASCO/CAP Tier ©®

"Select" according to their assigned AMP level (levels |, Il and N/A) in
somatic context analysis only.

Sekce Scores

Nazev a prehled filtru

Description

v Cl-SpliceAl ®

all >0.2 >0.5 >0.8

Keep unknown

Vyberte skére delta.

Pole "Keep unknown" ponechava varianty s hodnotou "N/A", ale
vylucuje varianty bez vlivu na sestfih (varianta "No splicing impact").

v Conservation @

Highly Conserved

Stupen ochrany lokality vypocteny z vice skére ochrany.

v Metasvm ®

Bere v Uvahu skére 10 aplikaci pro predikci variant a maximalni
frekvenci pozorovanou v populaci 1000genomes.

Keep unknown

Damaging Highly Damaging
L .
Universal Pathogenicity Predictor (UP?) Vybira varianty podle univerzalniho prediktoru patogenity (UP?).

Pathogenic

[ .
1 1

LOEUF Vybira varianty podle skére LOEUF.
Intolerant

{ @

0 2
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CADD Vybira varianty podle skore CADD Phred.

Pathogenic
® @
1 99
Keep unknown
REVEL Vybira varianty podle skére REVEL.
Pathogenic
® @

0 1
Keep unknown
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Vyberte indikaci

V systémech SomaVar, SomaVar LF a SomaCGP je mozné vybrat pfeddefinovanou patologickou
indikaci z databaze JaxCKB z rozbalovaci nabidky dostupné na karté Patient v postrannim
panelu spravy analyz (viz ¢ast Modalni zobrazeni pacienta).

Ontologicky systém je zaloZen na ontologii nemoci?* a obsahuje terminy specifické pro JaxCKB.
Informace o citlivosti v podsloupci ‘A’ sloupce Clinical Evidences (viz oddil Stranka s variantami)
jsou zvyraznény zelené pouze tehdy, pokud indikace pro danou variantu odpovida vybrané
indikaci. Pokud jsou pro variantu nalezena tvrzeni o rezistenci, pfislusna burika ve sloupci "A"
bude zvyraznéna Cervené bez ohledu na indikaci. V opacném pripadé bude Seda.

Pokud bylo onemocnéni vybrano béhem nacitani vzorku a e Analysis
pred analyzou (viz Metadata vzorku), stane se vychozi

. . L, . . Workflow Patient HPOs Panel
indikaci definovanou pro vzorek a na karté Patient
bo¢niho panelu spravy analyzy. Je oznacen ikonou
v .~ .. , v Active sample: CTDN
hvézdicky a v seznamu se zobrazuje jako prvni. Zména s et
indikace v postrannim panelu spravy analyz neaktualizuje
pfedem vybrané onemocnéni pro vzorek (metadata
Female Male Unknown

onemocnéni).

Indication

w Colorectal cancer (Colorectal cancer)

% https://disease-ontology.org/
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Pouziti preddefinovaného profilu filtru

Uzivatelé mohou vybrat preddefinovany profil filtru z rozbalovaci nabidky kliknutim na ikonu
"Select profile". SeqOne platform nabizi ve vychozim nastaveni nékolik preddefinovanych profil(
filtrG: GermVar, My Selection, Research, DiagAl.

Uprava a ukladani profild filtrd

Uzivatelé mohou ulozit aktualni polohu kurzord pro kazdy filtr jako profil filtru tak, Ze profil
pojmenuji a kliknou na "Save as new". Profil filtru pak bude k dispozici prostfednictvim stejné
rozbalovaci nabidky v kategorii Private.

Pfi ukladani profilu filtru se otevre se formular pro vytvoreni entity a uzivatel mize vybrat tlaéitko
s ndzvem entity, aby ji zpfistupnil ostatnim uzivateldm entity. Pokud uZzivatel vybere tlacitko
"Private” (Soukromy), bude profil pfistupny pouze uzivateli, ktery jej vytvoril.

Pouze uzivatel, ktery profil filtru plvodné vytvoril, jej bude moci upravit kliknutim na tlaéitko
"Update’; pokud profil upravi jiny uzivatel v entité, bude vyzvan, aby jej ulozil pod jinym nazvem.
Pokud uzivatel nema opravnéni k Upravé verejného profilu filtru, bude vyzvan, aby kontaktoval
spravce svého subjektu. Profily filtri SeqOne nelze upravovat a ukladat pod jinym profilem filtru.

Lze resetovat jeden nebo vice filtrG. Staci kliknout na ikonu -

hornim rohu pole "Filters".

vpravo od filtru nebo v pravém

Oblibené profily filtrd

Uzivatelé si mohou nastavit profily filtri jako oblibené, a to kliknutim na ikonu vpravo od
profilu, takZe se zobrazi jako zastupce pfimo v panelu rychlého pfistupu nad tabulkou variant.
Entity presets v

Chcete-li profil filtru odebrat z oblibenych polozek, staci

# De Novo 4 WO
kliknout na stejnou ikonu . Ve vychozim nastaveni je

profil My Selection definovan jako oblibeny. Seqone Dieg
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Kombinace profili filtrd
Profily filtrd Ize kombinovat pod podminkou NEBO
kliknutim na kartu Kombinace na panelu filtri a poté na
"Create a combo". Ve vychozim nastaveni se ve formulafri Basic Combo
pro vytvoreni zobrazi 2 skupiny profill filtrd, ale uzivatelé
mohou pfidat dalsi kliknutim na "Add a group".

X Filters o O

Po vybéru profild jsou uzivatelé vyzvani, aby si sv@j Activegroups 2 Sauessnad
kombinovany profil ulozili kliknutim na "Save as new".
Stejné jako u profilt filtrd mize uZivatel ve formulafi pro
vytvoreni zpfistupnit sv(lj kombo profil vSéem uzivatelGm
subjektu. Pouze uzivatel, ktery kombi profil plvodné
vytvoril, jej bude moci upravit kliknutim na "Update”.

Group 1

(%) SeqOne-diag -
OR

Pokud je profil upraven jinym uzivatelem subjektu, bude Group 2
tento uzivatel vyzvan, aby jej ulozil pod jinym nazvem.
Pokud uzivatel nema opravnéni upravovat vefejny kombo
profil, bude vyzvan, aby kontaktoval spravce svého
subjektu.

B3 Filter _ACMG -

Add a group

Profily filtrd SeqOne

My Selection. Tento profil filtru umoziuje, aby se varianty vyhodnocené jako 3 (VUS), 4 (Likely
Pathogenic) a 5 (Pathogenic) zobrazovaly pfimo ve VKB v interpretované analyze.

DiagAl. Tento profil filtru, ktery je k dispozici v zarode¢nych analyzach (GermlineVar,
GermlineFamily, GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family), zobrazuje redukovany seznam
variant s vysokou pravdépodobnosti, ze jsou pfi¢inou onemocnéni pacienta. Tento profil vyuziva
algoritmus prioritizace DiagAl a vyskyt varianty v projektu (filtr Frekvence vzork).

Lze ji pouzit, pokud jsou nebo nejsou se vzorkem spojeny vyrazy HPOQ, ale jeji citlivost se zvysuje
v pfitomnosti vyrazi HPO. V pfipadé rodinné analyzy se profil filtru automaticky pfizptsobuje
velikosti analyzované rodiny, protoze bere v Uvahu, Ze vyskyt varianty v projektu muize byt vétsi.
Uzivatelé mohou filtr Frekvence vzork( v projektu také kdykoli upravit.

Zadejte HPOs a zobrazte varianty SmartPick s nejvy$si pravdépodobnosti, Ze zpUsobuiji
onemocneéni.

Family profiles. V analyzdch GermlineFamily a GermVar Tertiary Family budou profily filtri De
Novo (novinka), Recessive Hom (novinka) a Compound Het (novinka) k dispozici pouze pro
analyzy trojic zahrnujici postizeny indexovy pfipad, nepostizeného otce a nepostizenou matku. V
opacném pripadé budou tyto profily deaktivovany.
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Pri vytvareni a ukladani osobniho profilu se nedoporucéuje upravovat profily filtri De Novo (novy),
Recessive Hom (novy) a Compound Het (novy). Pri vytvareni varianty téchto profilG se doporucuje
zacit od zacatku.

Carrier screening. Tento profil filtru je v GermlineFamily k dispozici pouze pro duo
analyzy (rodi¢e bez indexového vzorku) a identifikuje recesivni geny s potencidlné patogenni
heterozygotni variantou u obou "nepostizenych" rodic¢t pro prekoncepéni testovani.

Somatic FFPE. Tento profil filtru zobrazuje redukovany seznam somatickych variant v
somatickych analyzach (SomaVar, SomaCGP) provedenych na FFPE DNA.

Somatic LF. Tento profil filtru zobrazuje redukovany seznam somatickych variant v analyzach
SomaVar LF.

Oznacit jako zobrazenou funkci

"Mark as viewed" je funkce, ktera umoznuje uzivateli selektivné skryt urcité varianty. K tomu

Y. ~ . . . . ® Mark as viewed
staci vybrat poZzadovanou variantu (varianty) a kliknout na |konu_ zobrazenou ve
spodni ¢asti tabulky variant. Vybér variant se poté zobrazi Sedé. Pro odstranéni vybéru mize

- - . C Reset all viewed P . o
uzivatel bud’ kliknout na ikonu zobrazenou v horni ¢asti tabulky variant, ¢imz

zobrazeni obnovi, nebo vybrat variantu (varianty) a kliknout na . A

Uzivatel mGze vyskakovaci okno skryt kliknutim na kfizek. Tim se zrusi vybér vSech variant,
které vSak zlistanou Sedé.

Vybér variant

Varianty Ize pridat do panelu "Selection" panel vSech vyhodnocenych variant (viz ¢ast nize).
Chcete-li tak ucinit, vyberte varianty zaskrtnutim policek na levé strané tabulky variant a poté
kliknéte na ikonu ,Pfidat do vybéru“ v dolni ¢asti tabulky.

Hodnoceni variant

Varianty Ize rychle vyhodnotit z tabulky variant kliknutim do sloupce VKB a zadanim jejich tridy
patogenity a volitelného komentare. Tato hodnoceni a komentare jsou pristupné vSem
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uzivatelim platformy v ramci jednoho subjektu prostfednictvim ikony "Selection” v analyze (viz
oddil Panel pro spravu hodnoceni). Variant: Ize také hodnotit z jeji vyhrazené stranky.

Komentare Ize zadavat ru¢né nebo je generovat automaticky. Rozhrani obsahuje prazdné pole
"Classification" pro komentare a tlacitko "Autofill with DiagAl"' pro automatické generovani.
Béhem generovani komentari se zobrazuje indikator. U stavajicich komentard umoznuje
moznost "Improve with DiagAl" jejich vylepSeni. Kazdy vygenerovany komentar lze schvalit,
upravit nebo resetovat. Po
schvédleni se komentare ulozi s
tfidou  patogenity, datem a
obsahem. Po validaci je Ize upravit
nebo odstranit, pficemz zlstane < Autofill with DiagAl English v
zachovana jejich historie.

Comment

Add a manual comment about this variant (will be shown in the

French

Chcete-li vybrat jazyk pro DiagAl, &> New @ ...
kliknéte na tfi teCky v pravém
hornim rohu pole pro komentare a + DiagAl Score Italian
z rozeviractho menu vyberte

L. )059.4(BRCA2):c.7351G>C p. 0] g| German
preferovany jazyk. $1His)

— /& UDN ———————— | ncc

Varianty Ize také klasifikovat kliknutim do sloupce klasifikace, jehoz zahlavi ma vlajecku.
Chcete-li variantu klasifikovat, kliknéte na ikonu +. Otevie se postranni panel klasifikace, ktery
uzivateli umoznuje pfidat tfidu patogenity, komentar a

tag. - X Classification
. . . .. , Variant Viewer IKBKG NM_001099857.5
Chcete-li tuto klasifikaci pfidat do databaze VKB,

ariants

aktivujte prepina¢ "Add to VKB". Pokud jiz klasiflkace — .
v databazi VKB existuje, kliknutim na "Apply VKB" ji

. . e . v, -~ .. Eo ©o Apply VKB v
aplikujte na aktualni zaznam. Dal$i moznosti jsou k 2% esec "”

. . . . , v " " . Apply class only
dispozici kliknutim na Sipku vedle "Apply VKB" (viz , Lov | Cisifaton Aoty descripton only
krok 1 na obrazku nize). — h" Apply tags only

/: i
.gsm\ Apply all
Klasifikaci potvrdte kliknutim na "Save" v pravem 512  ede
hornim rohu postranniho panelu. o | ot ot
Mis B I U @ R/ PMID
i H H H i T 812 MOdeﬁ Add your comment
Chcete-li upravit klasifikaci pfimo v databazi VKB, mis

kliknéte na presmérovaci odkaz VKB (viz krok 2 na
obrazku niZe) a otevrete okno "VKB Entry".
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V okné "VKB Entry" kliknéte na "Edit" vpravo nahofe pro Upravu hodnoceni, poté kliknéte na
"Save" pro ulozeni zmén. Historie VKB a vyskyty varianty jsou pfistupné prochazenim
vyhrazenych karet.

x VKB Entry m

VKB Classification (1) VKB History Occurrences 1

Classification

Variant Description

No description found for this variant

Classification tags

VKB Search. Bo¢ni panel je k dispozici po kliknuti na tlaCitko "VKB" ve vyhledavacim panelu v
zahlavi SeqOne. Ten umoznuje vyhledavat anotované varianty v databazi VKB podle nazvu genu,
transkriptu, anotace HGVS nebo identifikatoru SeqOne
(Genome_variant_chromosome_location_REF_ALT). Vyhledavani Ize filtrovat podle referencniho
genomu (GRCh37 nebo GRCh38) a/nebo tfidy patogenity.

7 VKB Search ruo X

Q  Gene, transcript, HGVS notation or Seqone id

RUO

The variant search in VKB is a beta (RUO) feature that currently only
allows searching for SNVs/INDELs that have been annotated on the
platform. VKB Imported variants won't be reachable, unless you have
annotated them in a SeqOne analysis.
Please send your feedback to
product@seqone.com

Obrazek 15: VKB Search.

SEQ-027_IFU_CZ_V6 123/182



Po kliknuti na hodnocenou variantu se otevie podrobnéjsi stranka s informacemi o varianté, jako
je jeji genomicka pozice, jeji anotace HGVS na komplementarni DNA (cDNA) a na proteinu, tfidy
patogenity, analyzy a souvisejici komentare, kde byla hodnocena, a poté odkaz na analyzy.

< Details X

BRCA1 NM_007294.3

€.2834_2836delinsC p.Ser945ThrfsTer6

gDNA chr17:9.41244712_41244714delinsG D
cDNA NM_007294.3:¢c.2834_2836delinsC D
Protein NP_009225.1:p.Ser945ThrfsTer6 n|
VCF 17-41244712-TAC-G D

6 a— )

Latest ©
classification @ )
@ @O —o

©
®—o

Open on analysis

@ Apr 19,2024 7

demo + GermlineVar

PP5: Found a Clinvar Pathogenic entry
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/54694) having at least
1 star. PM1: Found pathogenic hotspot in ClinVar with 28 pathogenic
variants out of 68 (73.68%) on 36bp window, above 66.67% threshold.
PM2: GnomAD max frequency (0.0 for population ) is inferior to
1/10000. PVS1: Predicted LoF variant (frameshift variant) in BRCA1
gene where there is 3418 out of 3641 pathogenic LoF variants found in
Clinvar (93.88%) above 10.00% threshold.

Obrazek 16 : Okno s podrobnostmi o varianté ve VKB

Stranka variant

Kliknutim na variantu v tabulce variant se otevie postranni panel s nékolika zalozkami, ktery
obsahuje dalsi informace. Uzivatelé mohou otevrit stranku s variantami na jiné karté kliknutim
na "Open in new window" v pravém hornim rohu. Bo¢ni panel Ize zavfit pomoci klavesy "Esc".

Uzivatelé mohou v tomto okné hodnotit a komentovat variantu. Stejné jako hodnoceni a
komentare provedené z hlavni tabulky variant mohou tato hodnoceni a komentare vidét vSichni

¢lenové skupiny pouzivajici platformu.

Na této strance mohou uzivatelé také ziskat pfistup k informacim o variantach, v€etné genotypu
(GT), alelické frekvence (VAF), hloubky pokryti (COV) a phred skére (QA).

Karty na strance Variant jsou popsany nize.
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Variant. Karta je rozdélena do nékolika blokd, které jsou popsany nize.

Nomenclature: jsou uvedeny rizné nomenklatury (g., c., p., polozka VCF) s moZnosti
kopirovani informaci z celého bloku nebo z kazdého fadku do schranky pomoci ikony

DiagAl Score: pouziva blok pro souhrnny vypocet skére DiagAl, ktery je k dispozici na
karté Skore DiagAl na strance varianty (viz odstavec DiagAl Score).

ClinVar: informace prevzaté ze sloupce ClinVar Germline tabulky variant, které uvadeji
tfidu patogenity pfifazenou varianté, jeji klinicky stav a pocet zdznam( v ClinVar (viz

Vizualizace a interpretace v ¢asti Malé varianty). lkona otevre stranku ClinVar na
nové karté.

Annotations: dopad transkriptu, pfislusny exon, vzdalenost od nejblizsiho mista sestfihu
a typ mutace.

Transmission: odkazy na databaze OMIM a GenCC, pokud je s genem spojeno jedno
nebo vice onemocnéni.

Slozeni Heterozygous Candidates, tento blok je rozdélen na 2 ¢asti:

o "Short Variants" seskupuje vSechny kandidatni SNV nachazejici se ve stejném
genu (na zakladé ID genu) a fadi je podle jejich skére DiagAl. Variant. vybrany na
strance Variant. se zobrazi jako prvni a v seznamu je Seda.

o V casti CNVs je uvedeno, zda byly nalezeny CNVs, sefazené podle tfidy ACMG.
Tento oddil je k dispozici pouze v pripadé, ze byla provedena analyza CNV, jinak
se zobrazi varovna zprava "CNVs not available" (CNVs nejsou k dispozici).

Kliknutim na jeden z vysledkl se otevie nova karta se strankou varianty (pokud se jednd
o malou variantu) nebo strankou CNV (pokud se jedna o kopirovanou variantu). Pokud
nejsou nalezeny zadné CNV, zobrazi se varovné hlaseni se slovy 'no CNVs found".

Tools: odkazy na dalsi databaze (LitVar, LOVD, VarSome, dbSNP, Cosmic, GhomAD, CKB,
UCSC, Decipher, Ensembl).

GnomAD: pokud je varianta v této databazi znama, zobrazi se tabulka shrnujici ¢etnost
varianty v rGznych populacich a pfimy pfistup do GhomAD je umoznén pomoci ikony .
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Momenclature u| Clinvar [ Likely Pathogenic '_ 4

gDNA chrd{GRCHh3E] . 15461 18B3G-C L] Criteria Provided, Mukiple Submitters, Mo

DA HM_O21870. 3FEE)c 223csa ) Review status Conflicts & %

Protein HP_D686S6 2 Alstoacy 0 Reectansifiond by Segiine

VCF 415461 1003-6-¢ 0 Submissions 2P 9LF 2VUS

Congenial Fibrinogen Deficiency
Disease Thwombes
Annotations

Impact/Effect . PSS Teanauiashon AR

Emonfintron &9 —
DIZEASE MM MEDGEN

Bictype prodein coding
Hypofibrinogenemia, congental AR

Compound Heterozygous candidates
Tools

Variant database

Short variants

- Mew (J £323Ce@ O miasen
) S Mtvar o  dsee
7 @ nor| (D o-6GT ® Ipme Gene database
- = Q@
1o~ of 1
Genome database
CHVs
Ty g
M CMve Pourd [ ’m ﬂ,
GnomaD WK 3.840-3 :Auiuic-z' ]

OC Emorme | PASS | OC Genemse | PASS |

Popalaticn AF AT HOM
African Amanican populaton G124 46 0
American population 6.5Ted 40 O
Amish 0.00e40 O a
Ashkenazi Jewish 1523 45 0
East Asiam population 0.00e+0 Q Q
Finnish population 1083 &7 0
Mddle Eastern population Gfied 4 a
Maon-Finnish Ewropean population 38483 4526 N
Other populations 1633 102 1
South Asian popilabon G054 55 0
Man-UKE combined population 2.38e3 1854 5
Combinsd populstion 1.03e=13 4088 12

Obrazek 17: Karta Variant na strance Variant
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oEEEsssssSSs—————
I__ fﬂvl/l

L —— @)

:'39 Family pettern Dis

© Quality checks

ClinMar

Nevinrd s 6 subsmingions n Vo fwith PILP submi

o4l by

i I— -
Splicing precict oFeE

GnsmAD
mAD 0.0

P —

PR3

i
Exom nurmier
Vanans iz NO'T exsre:
ntres number
Infrom poettion e/ 18

PUS1 Elinvarime

Clinvarllme® anetgbams
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PhenoGenius Map Gene-Phenotype associations

PIH1 Rank 302
Best matching genes  FGFR3, MECPZ, HRAS, COL1AT, GEA, FMRT, SLC16AZ, BRAF, EXTZ, FEN1

L (EsSelode —— L

Premature birth - Patient

—— 30% Global developmental delay' ==

Score boosts Gene-Phenotype associations

(1) selected transmission mode
Transmission mode that was selacted by DisgAl to evaluate the variam. Retrisved fram Variant g
CIMIM/ MedgenFanelApp.

TR R

&m..’.

% Inheritance Compatibility

%2 Famity pattermn

Score boosts in Diaghl b een delined bas

:'E ) (©) Quality checks

== PanelApp

Indicate i the gene i

Leam moce abous UF

( o— viopt )

/:. 83% Increased susceptibility to fractures )
/,—a—-'\_ 78% Type 1 collagen overmodification )

"

P3H1

\ 719% Multiple prenatal fractures |

I [ +1 other HPO |

| { 77% Abnormal bone callagen fibeil morphology |

Leam mare about PhenoGenius

{ — i)

+ Sequencing basics

+6pt )
neasurement based on sequencing and mapping infermations
The qualty critaria includes QUAL > 20, 0F > 10 VAF » 2%, AD > 2
(o )

ol Known 19 be diseas causing, based on PanalApp (Australia) infermations.

elic etpert inputs and irained based on eal world cofiorts (o assocate ules with ralevan weight i tha model 10 contribute 10 ranking.

Obrazek 18: Vizualizace karty DiagAl na strance varianty
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DiagAl. Karta obsahuje vysvétleni DiagAl Score pfifazeného varianté. Tato karta je k dispozici
pouze pro analyzy GermlineVar, GermlineFamily , GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family

(od verze 1.8).

Karta DiagAl je rozdélena do 4 hlavnich ¢asti:

DiagAl Score - Germline Summary Block Showing the Score, SmartPick Status,
and Listing the Main Characteristics Contributing to the Overall Score and the
Associated Number of Points.

Vodopadovy graf vysvétlujici skére UP? (Universal Pathogenicity Predictor).

Varovna zprava se zobrazi, kdyz uzivatel vyhleda stranku varianty,
jejiz transkript se lisi od transkriptu pouzitého pro vypocCet UP2,

Blok vysvétlitelnosti mapy PhenoGenius, ktery je barevné oznacen, pokud jsou ke
vzorku pfifazeny terminy HPO. Blok obsahuje podrobnosti o pofadi genu, seznam
10 nejlépe asociovanych gen(i a mapu PhenoGenius, barevné oznac¢enou podle
shody mezi HPOs pacienta a genem: modra barva pro HPOs pouze pacienta,
fialova barva pro HPOs pacienta a odpovidajici genu, Cervena barva pro HPOs
pouze genu. Sekce je Seda, pokud pro pacienta nejsou zadany zadné terminy
HPO.

Sekce Score boosts zahrnuje 5 dil¢ich funkci, které mohou, ale nemusi pfispivat
(Disabled) ke skére: Rezim Transmission: Kompatibilita dédictvi, Rodinny vzor,
PanelApp a Kontrola kvality.

ACMG. Karta umoznuje uzivatelim zobrazit a zkontrolovat kritéria pouzita pfi automatické
klasifikaci ACMG. Mohou upravit vybér zaskrtnutim rliznych poZzadovanych kritérii a poté pouzit
klasifikaci k hodnoceni varianty kliknutim na "Use for Evaluation” (PouZit k hodnoceni). Je také
mozné upravit Uroven dikazl (podpdrnd, stiedni, silnd a velmi silnd) a pfiradit kazdému kritériu
jiny pocet bodu, které budou zohlednény pfi vypocétu konec¢ného skére ACMG. Za kazdou Uroven
dikaz( bude udéleno: 1 bod za podplrné, 2 body za stfedné silné, 4 body za silné a 8 bod( za
velmi silné. Body za jednotliva kritéria se poté secCtou a varianté se pfidéli status ACMG:

Pathogenic: 10 bod

Likely Pathogenic: 9 az 6 bodu
Uncertain Significance: 5 az 0 bod
Likely Benign: -6 az -1 bod

Benign: od -7 bodu

U kritéria BA1 nemUze uzivatel zvolit Groven dlikazu, protozZe se jedna o samostatnou tfidu.
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sample

TP53
NM_000546.6 ¢.1083del p.S362AfsTer8 @ Frameshift

oT/vaF O1.25%

COvV/0A 319 34

Add a manual comment about this variant (will be shown
in the output report) ... p

Predicted:

() Use ClinGen point-based system Use for evaluation

Automatic tags First level tags Second level tags Tags that do not apply

PVS1 | Strong I PM2 | Moderate
PP5 | Moderate

v Automatic tags (3 / 3)

PVS1/| strong O]
Predicted null variant in a gene where LOF is a known mechanism of disease

Non-sense or frameshift variant, NOT predicted to underge NMD, but truncated
region is critical to protein function (11 non-truncating pathogenic variants found
in Clinvar).

Obrazek 19: Vizualizace karty ACMG na strance Variant.

TP53. Zalozka je k dispozici pouze v prfipadé, ze je varianta anotovana v genu TP53. Tato
zalozka poskytuje informace o mutacich genu TP53 a jejich klinickém vyznamu podle databaze
IARC? . Karta TP53 je rozdélena do nékolika blokd, které jsou popsany nize.

Blok anotaci (Annotations) zobrazuje nasledujici informace spojené s variantou:
- Mutation Rate: mira substituce spojena s pozici varianty
- Hotspot (yes/no): pfitomnost varianty v misté opakované mutace (hotspot).
- Structural Motif: strukturni motiv ovlivnény mutaci
- Domain: funkéni doména proteinu ovlivnéna mutaci.

Blok Funkéni udaje (Functional Data) zobrazuje klasifikace a funkéni informace spojené s
variantou:
- DNE Class: dominantné negativni Uc¢inek (DNE) na transaktivaci divokého typu proteinu
p53
- DNELof Class: funkéni klasifikace pro ztratu potlaceni riistu a negativni dominantni
aktivity
- Transactivation Class: Funkéni klasifikace zaloZena na globalni transkripéni aktivité (TA)
- Structure Function Class: Functional Prediction.

% https://tp53.cancer.gov/
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Bloky "Graphics" a "Sample Details" poskytuji podrobnosti o vzorcich, na které se odkazuje v
databdzi IARC pro danou variantu. Uzivatel si m{ze vybrat, zda chce zobrazit idaje spojené se
somatickymi nebo zarode¢nymi vzorky, a to vybérem moznosti Somatické nebo Zarodecné.

Blok "Graphics" zobrazuje dva grafy s rozbalovacimi nabidkami, které ukazuji rozdéleni vzork(
podle jejich vlastnosti.

Blok Podrobnosti o vzorku zobrazuje podrobné informace o vzorku v tabulkové formé.

ComPerMed. (pouze somaticka analyza). Tfida patogenity kazdého Variantu je vypoc¢itana podle
doporuceni belgické odborné komise ComPerMed (Komise pro personalizovanou medicinu).
Uzivatel ma pristup k podrobnym informacim o této klasifikaci ze specialni zalozky na strance
Variant.

Evidences. Na karté je uveden seznam terapii spojenych s vybranou variantou z databaze
JaxCKB. Uzivatel miZe prochazet jednotlivé radky a najit podrobnosti o terapiich nebo
indikacich.

sample
BRCAZ2
NM_000059.4 ¢.1310_1313del p.K437IfsTer22 @ frameshift

GT/VAF (P437%

COV/QA 126 29

Add a manual comment about this variant (will be

shown in the output report) .. P
> G Evidences New (6]
@ The following information is provided for informational purposes only
Actionable (€5 (0]
Therapy Tier  Response Indication

Olaparib 1A Sensitive Breast cancer ~ Her2-receptor negative breast cancer +6 hd

Select indication = Breast cancer

Evidence type
Actionable Drugs

Olaparib (PARP Inhibitor (Pan))
Molecular profile

BRCAZ2 inact mut Description
Lynparza (olaparib) is included in guidelines as systemic treatment for patients with recurrent or
Approval metastatic breast cancer harboring BRCA1/2 germline mutations (NCCN.org).

N/A

Rucaparib 1A Sensitive Ovarian cancer Prostate cancer +3 >

Obrazek 20: Vizualizace karty Evidence na strance varianty

Evaluations. Tato karta umoznuje pfistup k historii hodnoceni a interpretaci varianty v priibéhu
casu:
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-V aktudlni analyze (leva ¢ést karty)
-V dalsich analyzach provadénych v ramci skupiny (prava ¢ast karty)

Occurrences. Karta identifikuje ostatni vzorky obsahujici danou variantu bez ohledu na
hodnoceni. Pro kazdy vyskyt se zadava nazev vzorku, alelicka frekvence, odkaz na pfislusnou
analyzu a nazev projektu.

Publications (Publikace). Tato karta poskytuje pfistup k védecké literatufe spojené s variantou a
genem. Kliknutim na dil¢i kartu "Variant" (Varianta) nebo "Gene" (Gen) zobrazite publikace
PubMed odkazujici na variantu nebo gen. Odkaz PMID prfesmeéruje na zaznam PubMed a odkaz
na plny text otevre cely ¢lanek, pokud je k dispozici.

Scores. Zalozka je k dispozici pro varianty s chybéjicim, ztracenym startem a ziskanym stop
efektem. S vyjimkou téchto pripadl bude skoére Sedé. Tato karta umoziuje zobrazit vysledky
predikénich skére nékolika ndstrojd, jako jsou REVEL, DANN, FATHMM, FATHMM-MLK, LRT,
MetalR, MetaSVM, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT a PLi. Poskytuje také pristup k skore
zachovani, jako jsou GERP++, PhastCons100way Vertebrate, PhastCons20way Mammalian,
PhyloP100way Vertebrate, PhyloP20way Mammalian a SiPHhy.

IGV. Tato zalozka umoznuje uzivateli zobrazit reads zarovnané k pozici varianty prostrednictvim
webové verze prohlizee genomu IGV. V oblastech s vysokym pokrytim ¢teni jsou Cteni ve
vychozim nastaveni podvzorkovana, tj. nejsou zobrazena vSechna ¢teni. Jsou pouzity vychozi
parametry prohlizeni, tj. maximalné 100 reads na 50nukleotidové okno. Tyto oblasti Ize
identifikovat podle c¢erné ¢ary pod profilem pokryti (downsampling). Po kliknuti na ni se zobrazi
[ ]
pocet reads odstranénych ze zobrazeni (# downsampling). Z ikony . je k dispozici nabidka,
ktera nabizi tfi moznosti:

- Otevrit na nové karte: otevie zobrazeni varianty IGV na nové karteé.

- Track setting: umoznuje pridat do zobrazeni dalSi vzorky ze stejného nebo jiného
projektu.

- Open local IGV: pfesméruje aplikaci IGV Desktop na soufadnice aktualné interpretované
varianty. Chcete-li zobrazit SNV nebo jiné varianty, musi byt vzorek BAM nejprve nacten
do aplikace IGV Desktop. Tato moznost je kompatibilni pouze s aplikaci IGV Desktop
verze = 17.

IGV podporuje rozdélené zobrazeni, napriklad zkopirovanim dvou sad souradnic do panelu pro
vyhleddvani lokust oddélenych mezerou. Rizna nastaveni jsou k dispozici po kliknuti na
ozubena kolecka vpravo od prohlizeCe genomu. Chcete-li napriklad pfimo zobrazit nezarovnané

Cteni (soft clips), vyberte moznost "Show soft clips”.

Gene. Karta obsahuje dalsi informace o genu a souvisejici bibliografii.
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Vytvoreni klinické zpravy

Uzivatel mlze upravovat exportovatelnou klinickou zpravu ve formatu PDF a .docx kliknutim na
tlacitko "Generate report” (Generovat zpravu) na karté "Selection” (Vybér) pfi prochazeni analyzy.

V horni ¢4sti stranky pro Upravy mUlze uZzivatel vybrat $ablonu, nastavit stav zpravy na novou
nebo koncept, vybrat vzorek (pro rodinné analyzy lIze vybrat vice vzork() a vybrat jazyk Uprav.
UZzivatel mlZe také pfepinat mezi zobrazenim "Edition" (Uprava) a zobrazenim "Preview"
(Nahled) pred ulozenim konceptu nebo pfechodem na dalsi krok pomoci tlaéitek "Save Draft" a
"Next Step".

Sablony zprav Ize vytvéiet v sekci "Reporting’, pod "Template list" v nastaveni subjektu (Entity
settings).

V zobrazeni pro Upravy muze uzivatel upravovat rlzné ¢asti zprdvy a vybirat vice moznosti. V
zobrazeni nahledu mize uzivatel zkontrolovat zpravu pred pokraéovanim v Upravach, uloZzenim
konceptu nebo ovérenim zpravy.

Uzivatel miZze ulozit koncept a znovu k nému pfistoupit z karty "Selection", a poté kliknout na
"Generate report’, stejné jako pfi vytvareni nové zpravy. Po vygenerovani zpravy ve formatu PDF
se tato zprdva automaticky zobrazi na karté "Reporting” (Zpravy) pfislusné analyzy. AZ po
ovéreni Ize zpravu exportovat jako .PDF nebo .DOCX. Uzivatel miZe zprdvu smazat nebo vytvorit
dalSi zpravy pro stejnou analyzu.

(o5} v @Qc  wlGeneCov @ 77 # Variants % CNVs % CNVs&SVs Reporting 5 Files Selection @ R Analysis

none " [ o © © g "  Save draft m

v = Header

Report title
Patient indication

Patient HPO(s)

C Refresh HPO from sample

Select metadata to include from the list below (Optional)

Include bioinformatic information in the report

Obrazek 21 : Zobrazeni karty klinické zpravy.
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13.1.5. CNV

13.1.5.1.  CNV v panelech gent

Metodika

Detekce CNV v datech genového panelu, v programech GermlineVar, GermVar/GermVar Family,
SomaVar a SomaHemato je zaloZzena na vybéru kontrolnich vzork(l z koanalyzované kohorty
podle jejich korelace.

Korelace se vypocita z tabulky pokryti, ktera se zase vypocita ze vSech oblasti v manifestu, ale
bez pohlavnich chromozomd.

Kritéria pro to, aby byl vzorek zpUsobily pro analyzu CNV, jsou nasledujici:
- Aby byla oblast zachovana v analyze CNV, je minimalni pokryti 50 reads.
- Prahové hodnota korelace pro vybér kontrolnich vzork( je 0,90 pro zdrodeény kontext a
0,75 pro somaticky kontext.
- Minimalni pocet kontrol poZzadovany pro kazdy vzorek je Sest.

Pfed spusténim CNVcapture nebo SomaCNVCapture je tfeba definovat pohlavi vzork(
(metadata vzorku), aby bylo mozné provadét volani genl lokalizovanych na pohlavnich
chromozomech. A konec¢nég, k provedeni analyzy CNVCapture nebo SomaCNVCapture v systému
SeqOne je zapotrebi alespon osm vzork.

Kritéria, ktera se uplatnuji na uzivatelsky manifest, aby byl gen panelu zpUsobily pro analyzu
CNYV, jsou nasledujici:

- manifestni oblasti jsou anotovany na zakladé kanonického transkriptu uréeného podle
zdroje NCBI MANE Select. Pokud neni k dispozici zadny transkript MANE Select, je
anotace zalozena na zdroji NCBI RefSeq.

- analyzovany jsou pouze exony, u nichz se manifestni interval a exon prekryvaji na = 80 %.
Pokud se zadny exon genu neprekryva = 80 % s manifestnim intervalem, nebude gen do
analyzy CNV zahrnut.

- analyzovany jsou pouze introny, u nichz se manifestni interval a intron prekryvaji z = 60
%.

CNVCapture Analysis (verze = 2.4) zahrnuje oblasti nachazejici se 20 kb pred a za geny, na které
se vztahuje manifest, pokud jsou tyto oblasti zahrnuty v navrhu manifestu. Konkrétné je
analyzovan kazdy z 20 segmentl o délce 1 kb tvoficich oblast 20 kb, pokud se alespon 20 %
segmentu prekryva s plvodnim manifestem.
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Zobrazeni a vyklad

Na karté CNVs se zobrazi tabulka se seznamem gen(, u nichz byly identifikovany odchylky v
kopiich. Tato karta je k dispozici v pracovnich souborech popsanych v ¢asti Metodika vyse.

Terminologie pouzivana k popisu stavu volanych gent je nasledujici:

Gain: Gene je ovlivnén ¢astecnou nebo uplnou amplifikaci.
Loss: v genu je ¢astecna nebo Uplna delece.

Normal: Gene nenese Zzadnou CNV
Partially not called: Gene je ¢aste¢né zavolan
Not called: gen je z analyzy CNV vyloucen.

Partially not called: je genu pfifazen, pokud je stav jeho kopie normalni, ale alespon jeden exon
nebyl zavolan (se stavem "Failed").

Navzdory zpUlsobilosti pro CNV analyzu je gen z analyzy vylouc¢en (Not called), pokud :
Gene je na pohlavnim chromozomu a metadata o pohlavi nejsou vyplnéna,
vSechny exony Failed podle nize uvedenych kritérii: Number of controls, percentage of
variation. Status: "Failed" status genu je definovan pouze na zakladé CDS. Intronické a
upstream/downstream oblasti jsou vylou€eny, pokud jsou volany exony CDS.

Manifest | Selectam

GENE

PMS2

Tsc1

Loss(4) [ Not called genes (3 Partilly not called genes

PMS2 TSC

#  Region type

15 Exon-CDS

Filtry a

v | Searchgene | Genenome

TRANSCRIPT COPY NUMBER STATUS

NM_000535

NM_000368

NM_032043 Loss

NM_002354 Loss

NM_000249 Loss

1 4 BRIP1 4 EPCAM *MLHT

Peregion details &

Chr  Start Stop Size  Status

7 6013009 6013192 183

Obrazek 22: Vizualizace karty CNVs v analyze GermlineVar.
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Nabidku filtrd Ize pouzit k:
- Omezeni zobrazeni na podmnozinu oblasti/geny pomoci souboru BED, ktery byl predtim
nahran do rozhrani pomoci funkce "Manifest".
- Vyhledani konkrétniho genu pomoci funkce "Search Gene"

K dispozici jsou dvé moznosti tridéni CNV: =1 Sort by: Location =
- Type (default): logika tfidéni proudu (Gain a pak '
Loss) =1 Sort by c

- Location: slouzi k sefazeni CNV podle

chromozom( a jejich vychozi pozice, vzestupné Type

Location

nebo sestupné, kliknutim na ikonu fazeni.

Uzivatel muze také vybrat geny podle jejich statusu: Genes may be selected according to state:
Gain, Loss, Normal genes, Partially not called genes or Not called genes.

Gain Loss (0) Not called genes (69) Partially not called genes (0) Normal genes -

Podrobnosti podle regionu

Tabulka s podrobnostmi pro jednotlivé oblasti zobrazuje podrobnosti pro kazdou oblast pro
kazdy Gene:

#: Cislo oblasti (exony a introny)

- Region type: typ regionu (upstream, utr-exonic, coding-exonic, intronic, downstream).

- Chr: chromozom

- Start/Stop: pocatecni a koncova poloha CNV

- Size: velikost CNV (bp)

- Status: stav oblasti (gain = duplikace, ztrata = delece, normalni = Zzadnd CNV, nevolat =
oblast nebyla zahrnuta do analyzy CNV).

- Copy-ratio: pomér poctu kopii k normalu (n=2).

- Z-score: pocet smérodatnych odchylek, které déli vysledek od primeéru. Vysoké kladné
nebo zaporné hodnoty ukazuji na silnou dlvéru ve volani CNV.

- CV: koeficient variability méfici relativni rozptyl v ramci kohortnich vzorkd.

- Warning flag: Prilezitostné se m(ze zobrazit chybové hlaseni podle nasledujicich kritérii:

- Low zscore: Absolutni hodnota Z-score: <4

- High variation: koeficient variability (CV) > 0,1

- Low coverage: pokryti oblasti pro tento vzorek <100

- Number of controls: Pocet kontrol je nedostatecny, aby bylo mozné provést volani
v této oblasti.

- Percentage of variation: Variance je pfili§ velka napfi¢ vzorky na to, aby tato oblast
byla schopna provést volani.
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- Read depth: nedostate¢né pokryti oblasti (<50) a Copy-ratio >0,1
- Missing Gender: oblast se nachazi na pohlavnim chromozomu a metadata o
pohlavi nebyla zadana.

Warning: oblast bohatd na Soft clips, jako je velky indel nebo Alu inzerce, mlize byt
interpretovana jako pokles pokryti worksety CNVCapture a SomaCNVCapture a detekovana jako
ztrata kopie, pokud je velikost inzerce stejného fadu jako velikost volané oblasti.

CNVs @/ €D CNVBrowser CNV Analysis ~ SomaCNVCapture - SeqoneDi v
Manifest tamenffest v Searchgene  Genename Min gain fraction (%): 0 =1 Sortby: Type 11020 of 144 123 45 L4
ANKRD26(28%)  chr10 BMPRIA(18%) chr10 BRCA1(7%) chr17 BRIP1(100%) chr17 CBFB(17%) chr16 CD798(50%) chr17 CHEK2(11%) chr22 CTLA4(50%) chr2
NM_014915 12232 NM_004329 12:1.93 | NM_007294 126,61 | NM_032043 12=32.83 | NM_022845 122351 | NM_000626 12=18 | NM_007194 122278 | NM_005214 12=2.61
EPHA3(6%) chr3 EPHAS(6%) chra ERCC5(20%) chr3 ERG(7%) chr21 EWSR1(14%) chr22 FANCC(7%) chro FANCD2(45%) chrg FAT1(7%) chra
NM_005233 12:32  NM_001281766 12=3.66 | NM_000123 12189 NM_182918 12=3.15 |  NM_005243 12227 NM_000136 12=28 | NM_001018115 12643 | NM_005245 122432
FGF14(50%) chr13 FGF2(17%) chra. FGF9(25%) chr13 FGFR2(24%) chr1o
NM_004115 12=352  NM_001361665 12=3.11 | NM_002010 122458  NM_000141 12=3.46
Loss (25) Not called genes (69 Partially not called genes (0) Normal genes [Ill M Normal  ® Not called Gain - & Loss
ANKRD26 BMPRIA BRCA1 BRIP1 CBFB cD798 CHEK2 CcTLA4 EPHA3 EPHAS ERCCS ERG EWSR1 FANCC FANCD2 FAT1 FGF14 GF2 FGF9 FGFR2
Per-region details ¥ Copy-ratio graph
# Regiontype  Chr Start stop Size Status Copyratio  Z-score CV  Waming flag +
2 ExonCDS 17 59938787 59938919 132 2925 10.46 0184 | I Tm—————
3 ExonCDS 17 59937136 59937287 151 3355 15299 0154 | 8
4 ExonCDS 17 59934398 59934611 213 3217 14651 0151 | 7
5  ExonCDS 17 59926469 59926636 167 31 15877 0132 | 6
6 ExonCDS 17 59924441 59924600 159 3242 16839 0133 | K
£
7 Exon-CDS 17 59885807 59886137 330 2868 1113 (RGN rich variation 2,
z
8  ExonCDS 17 59878593 59878854 261 3335 16478 0142 | g
9 ExonCDS 17 59876440 59876679 239 2949 13319 0146 | )
10 Exon-CDS 17 59870037 59871100 172 3081 12701 0161 |
1
11 ExonCDS 17 59861610 59861804 194 3273 17612 0129 |
o
12 ExonCDS 17 59858180 59858385 205 3678 32828 0.082

Regions

Show all regions (not only those concerning CNVs)

Obrazek 23: Vizualizace karty CNVs v analyze SomaVar

V pripadé analyz SomaCNVCapture je sice metoda detekce podobna metodé CNVCapture, ale
pro grafické znazornéni variant se pouziva méfitko genu, nikoliv exonu. Zobrazeni je zndzornéno
jako fada rameck(. To poskytuje symbol genu,

genomickou pozici, kanonicky Refseq transkript, Genesymbol % of affected regions  Genamic location
absolutni z-score a v pfipadé zisku pocet kopii > :

BRAF (74%) chr7
nebo v pfipadé ztraty genotyp. NM_004333 12253 ¢—_ absolute zscore

I (highest region z-score)
/ ) Gain: estimated number of copies
Vyskakovaci okno s vysvétlenim téchto poli je k ~ GerorcalRefSeatanseipt  § oss: genotype

<0.3: Hom
m

dispozici nad filtry v ¢asti ‘more info..". >=0.3: Het

Procento zobrazené v kazdém rdmecku vyjadfuje podil genu (min gain fraction) ovlivnény
zjiSténou CNV. Pomér odstépeni Ize pouzit k filtrovani vysledk(. Ve vychozim nastaveni je filtr
nastaven na 0 % a vztahuje se pouze na zisky kopii.
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Na vymazani zjisténa touto potrubni linkou se tento filtr nevztahuje a méla by byt interpretovana
s opatrnosti. Schopnost tohoto nastroje detekovat zmény kopie genu totiz zavisi na povaze a
kvalité vzorku, zejména na frakci nadoru.

Warning: Pokud je u téhoz genu zjiSténa amplifikace i delece, bude gen standardné povazovan
za amplifikovany, a proto se na néj bude vztahovat vysSe popsany filtr min. podilu zisku.

CNV Browser

Na karté zobrazeni CNV v analyzach GermlineVar, GermlineFamily, SomaVar nebo SomaHemato

. ) o CNV Browser[] L. . 3 .
je k dispozici ikona pro otevreni prohlizeCe CNV v nové karté. Graf CNV Browser

zobrazuje frekvenci alel B (BAF) SNP (Single Nucleotide Polymorphism) pfitomnych v manifestu
analyzovaného vzorku a pfitomnych v datové sadé SNP array od spolecnosti Illumina a SNP z
jinych patefi, jako je napriklad OneSeq od spolecnosti Agilent, aby se usnadnila vizualizace
uréitych typl udalosti, jako je LoH (Loss of Heterozygosity).

BAF je frekvence nereferenéni alely (alela B) pozorovana u zarode¢ného heterozygotniho SNP.
Ve vychozim nastaveni graf zndzorfuje BAF variant (osa y) v celém genomu (osa x), rozdéleny
podle chromozom( (1-22, X a Y). Filtr umoznuje uzivateli zobrazit varianty na daném

chromozomu v levém hornim rohu.

V kontextu analyz CNV Ize tyto informace o BAF pouzit k prokazani zmény poctu kopii
specifickych pro alelu, ztraty heterozygotnosti nebo alelické nerovnovahy.

CNV Browser

Select a chromosome |

o e A W N =
]
L
s
. -
-
]
s
-

B Allele Frequency
-
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-
dule
-
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Position

Obrazek 24: Vizualizace karty CNV Browser v analyze GermlineVar.

Export dat CNV
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lkonu

vpravo nahofe lze pouzit k exportu dat analyzy CNV ve formé souboru .tsv

obsahujiciho nasledujici sloupce:

Gene:

RefSeq transkript (refseq_id),

Status: Status (Status),

chromozom (chr),

genomické souradnice CNV: pocatecni a koncova pozice,

podil genu ovlivnéného CNV (gene_fraction_cnv),

pomér poctu kopii (copy_ratio) k normalu (n=2),

pocet smérodatnych odchylek, které déli vysledek od priiméru (zscore).
pocet exonl prekryvajicich CNV (exony) v pfipadé analyzy CNVCapture.

Pro kazdy gen Ize ikonu = vedle polozky "Per-region details" pouzit ke konkrétnimu exportu
dat analyzy CNV pro vybrany gen ve formé souboru .tsv obsahujiciho nasledujici pole:

Gene.

chromozom (chr),

genomické souradnice: pocatecni a koncova pozice,
¢islo exonu nebo intronu (exon_intron_number),
Status:

Type (exon nebo intron, typ),

souvisejici chybova hlaseni (warning_flags, fail_flags),
upravena kriticka hodnota pravdépodobnosti (padj),
kritickd hodnota pravdépodobnosti (pvalue),

pomér poctu kopii k normalu (ratio),

mira relativniho rozptylu v rdmci vzorku (variabilita),
standard deviation vysledku od priiméru (zscore).
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13.1.5.2. CNV v analyze SomaCGP a SomaLBx

Metodika

SomaCGP a SomalLBx pouzivaji PureCN* k detekci CNV a LOH (loss of heterozygosity). PureCN
identifikuje somatické varianty z dat detekce variant za uc¢elem posouzeni ploidie a Cistoty
nadoru vzorku. Tyto informace se pouzivaji k urCeni poctu kopii kazdé udalosti.

Vizualizace a interpretace

Karta vizualizace CNV v SomaVar Tertiary Analysis funguje stejné jako karta v SomaCGP a
Somalbyx, jak je popsano nize.

CNV jsou prezentovany v tabulce, kterou lze filtrovat. Kazda CNV zobrazuje nasledujici
informace:

- Gen: Gene:

- Location: cytoband

- Souradnice udalosti / Velikost udalosti: souradnice a velikost udalosti

- Transcript: Reference transcript

- Exons: Exons:

- Type: typ udalosti (LoH, Loss or Gain)

- Pocet kopii: absolutni pocet kopii

- Function: funkce genu, je-li to relevantni, onkogen nebo Tumor Suppressor Gene (TSG)

Uzivatel maze vyhledat CNV ovliviujici dany gen pomoci vyhleddvaciho pole a zaskrtnutim
policka "Show genes in LOH regions" zvolit, zda se maji zobrazit geny pfitomné v oblastech LOH.
Tabulku vysledk Ize exportovat pomoci ikony pro stazeni v pravém hornim rohu.

CNV Browser[-] . . i . i . )
Ikona otevre prohlize¢ CNV Browser na nové karté. Na této karté se zobrazi graf

zobrazujici frekvenci alel B (BAF) SNP v analyzovaném vzorku a LOH SNP z vybranych publikaci
a patefe OneSeq Agilent. Druhy graf predstavuje data logRatio generovana PureCN. Dalsi
podrobnosti jsou k dispozici v ¢asti CNV v panelech genii v ¢asti CNV Browser.

% https://github.com/lima1/PureCN
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13.1.5.3.  CNV v exomech a genomech

Karta vizualizace CNV pro exomova data je k dispozici v analyzach GermlineVar,
GermlineFamily, GermVar a GermVarFamily pfi pouziti soubori FASTQ jako primarniho vstupu a
spusténi analyzy CNVExome. Tato karta také zobrazuje vysledky CNV pro data genomu v
analyzach GermVar a GermVar Family pfi pouziti souborl FASTQ a v analyzdch GermVar
Tertiary a GermVar Tertiary Family pfi pouziti soubort VCF nebo dat CGH MicroArrays.

Metodika pro exome

Tato metodika se vztahuje konkrétné na nastroj CNVExome. Stejné jako u pipelines pro analyzu
CNV na datech genovych panell zavisi proces identifikace variant v tomto pfipadé na analyze
hloubky pokryti. Analyza CNVExome pomoci nastrojeGermlineCNVCaller  GATK je vSak
individudlni, protoZe kazdy vzorek je porovnavan s modelem HHMM (Hierarchical Hidden Markov
Model) vypoctenym néstrojem SeqOne.

Aby se zohlednily technické odchylky pfi pfipravé vzork(, je tento model zalozen na velké
kohorté od jednoho do nékolika stovek vzork( sekvenovanych laboratofi za pouziti:

- Stejny protokol pfipravy knihovny

- Stejna sada pro zachyceni

- Stejna sekvenacni platforma a délka read

Tyto pozadavky a proménlivy pocet vzorkl potfebnych k sestaveni modelu Ize vysvétlit potfebou
kohorty, kterd nabizi homogenni Groven pokryti. Je tfeba vzit v Gvahu nékolik faktord, jako je
hloubka sekvenovani, mira variability v rdmci kohorty a reprodukovatelnost protokol(l pfipravy
vzorkd.

Pred zahdjenim analyzy CNVExome je tfeba vyplnit metadata o pohlavi (viz Metadata vzorku), aby
bylo mozné ovéfit ploidii pohlavnich chromozomi. Pokud neni vyplnéno, zobrazi se v rozhrani
pro zobrazeni CNV varovna zprava "Ploidy".

Omezeni: Dokumentace GATK GermlineCNVCaller doporucuje vylouCit oblasti PAR
(pseudoautozomalni oblasti), tj. oblasti PART a PAR2, pokud je jejich podil na celkovém pokryti X
neumeérny. Ve skutecnosti je ploidii pro konce chromozomu X odpovidajici oblastem PAR u
mnoha modell vypoctenych ndstrojem SeqOne obtizné vypocitat. Vysledkem je, Ze ploidie neni
spravné vypoctena pro tyto oblasti, které jsou detekovany arteficialné v 1 kopii, zatimco cely
chromozom X je detekovan ve 2 kopiich.

UZivatelé se mohou obratit na tym uZivatelské podpory na adrese support@seqone.com, aby se
dozvédéli vice o postupu nastaveni CNVExome ve své skupiné.
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Metodology pro genom

U verzi do v3.6 integruji analyzy GermVar a GermVar Family na genomovych datech nastroj
Sentieon?” CNVScope pro detekci CNV. Od verze v3.7 pouzivaji worksets GermVar a GermVar
Family nastroj Cue? pro volani CNV na genomovych datech.

Data o segmentalni duplikaci jsou detekovana pomoci Sentieon's SegDup Caller, ktery je
specificky navrzen k identifikaci udalosti pocCtu kopii ve vysoce homolognich genomickych
oblastech na datech WGS pouze pomoci GermVar. Tento vyvolavaC se zaméfuje na vybrany
soubor klinicky relevantnich gend, o kterych je zndmo, Ze jsou naro¢né pro standardni pfistupy k
detekci variant. Vysledné udalosti jsou automaticky integrovany do analytického pipeline a
vizualizovany v prohlize¢i CNVs & SVs jako CNV (zisk i ztrata), coZ umoznuje identifikaci variant
v genomickych oblastech, které byly dfive pro standardni analyzu nepfistupné.

Zobrazeni a vyklad

Na karté CNV je k dispozici interpretacni rozhrani pro analyzy CNVExome, GermVar a
GermVarFamily, GermVar Tertiary nebo GermVar Tertiary Family. Rozhrani je rozdéleno na dvé
casti: vlevo je tabulka s vysledky CNV a vpravo je podrobna stranka CNV s nékolika zalozkami.

Tabulka vysledki CNV

Tabulka vysledk( zobrazuje identifikované CNV spolu s nabidkou filtrd zaloZzenych na jejich
pfitomnosti v morbidnich genech OMIM [https://omim.org/], velikosti, frekvenci vyskytu CNV v
kohorté nebo LogRatio v pripadé analyzy MicroArray CGH.

+

4392 elements in total

V horni ¢asti tabulky CNV se zobrazi pocet filtrovanych CNV (vybrané CNV)
a celkovy pocet zjisténych CNV (prvky celkem). CNvs @/
lkona visaciho zamku oznaCuje, Ze analyza pouziva panel s omezenym ~ JErySos—"
pristupem, a podrobnosti o CNV se zobrazuji v souvisejicich popiscich
ndstroju.

* 392 elements in total

CNVs @/

Pri zjisténi abnormalni hodnoty ploidie a/nebo v pfipadé, ze pred spusténim analyzy nebyla
y - ) . Ploid
vyplnéna metadata o pohlavi (viz Metadata vzorku), se zobrazi varovna zprava . o

Kliknutim na ikonu "Ploidy" si uZivatel mize zobrazit ploidii pro kazdy chromozom a pohlavi
pacienta. Abnormalni hodnoty jsou zvyraznény zluté.

2 https://support.sentieon.com/appnotes/cnvscope/
8 https://github.com/PopicLab/cue
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Obrazek 25: Overview of detected CNVs and filter menu of a CGH analysis (left) and a standard
analysis (right).

V pfipadé analyzy CGH MicroArrays v kombinaci s matici SNP (CGH+SNP) jsou zji$téné pripady
ztraty heterozygotnosti (LOH) uvedeny v tabulce vysledk( CNV. Tyto udalosti odpovidaji ztraté
heterozygozity neutrdini z hlediska kopii (CN-LOH). Jinymi slovy, oblast si zachovava dvé kopie,
které jsou vsak identické, charakterizované pfitomnosti homozygotnich SNP.

V pripadé analyzy CGH MicroArrays je mozné v rozeviraci nabidce "Bind NGS" vybrat analyzu
SNV, kterd neni CGH (GermlineVar, GermlineFamily, GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family),
aby se zobrazily varianty, které se prekryvaji s detekovanou CNV.
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Filters

OMIM morbid only. Tento filtr je ve vychozim nastaveni aktivovan pro snadnou identifikaci CNV
ovliviujicich klinické geny, anotované OMIM Morbid na zakladé jejich NCBI identifikatoru (NCBI
gene_id) nebo, pokud to neni mozné, na zakladé nazvu genu a synonym (gene_symbol a
gene_synonyms). Staci zrusit tento filtr a zobrazi se vSechny CNV zjisténé ve vzorku.

Size. Uzivatel muze filtrovat CNV podle jejich ocekdvané velikosti (v kb).

Sample frequency. Uzivatel muze filtrovat CNV podle jejich velikosti a frekvence (Sample
frequency). Tato frekvence odpovidd vyskytu CNV mezi vSemi vzorky analyzovanymi do data
analyzy a porovndvanymi se stejnym modelem, véetné vzork( pouzitych k sestaveni modelu.
Frekvence vzorku je zaloZena na 95% prekryvu a zohledriuje stejny typ CNV (gain/loss/deletion).
Po najeti mysi na jeji hodnotu zobrazenou v procentech se uzivateli zobrazi odpovidajici podil.
Po otevreni analyzy miZe aktualizace frekvence trvat nékolik minut.

Gene Panel. Stejné jako panel in silico umoZnuje tento filtr uzivateli vybrat a pouZzit seznam genl(
pro filtrovani CNV zjiSténych v analyze pomoci rozbalovaci nabidky (viz Sprava uzivatelskych
parametr(). Tento filtr neni k dispozici, pokud byl na analyzu pouzit omezeny panel ze zalozky
Panel bo¢niho panelu pro spravu analyzy (viz ¢ast Panel modal view).

Genes. Umoznuje filtrovat zjiSténé CNV obsahujici geny vybrané pomoci tohoto filtru.

Log Ratio. U analyz zalozenych na datech MicroArray CGH se v dalSim sloupci zobrazuje Log
Ratio (mezi surovym signalem a kontrolnim signdlem) obsazeny ve vstupnich souborech
Agilent. Pridruzeny filtr umoZznuje uzivateli vybrat minimalni hodnoty pro pfirtstky kopii (min pro
pfirdstek) a maximalni hodnoty pro ubytky kopii (max pro ubytek). Udalosti LOH (loss of
heterozygosity) jsou zachovany i po pouziti tohoto filtru.

#Probes. U analyz zaloZzenych na datech CGH MicroArrays sloupec #Probes udava pocet sond
pouzitych v kazdé oblasti (exonické, intergenické nebo intronické). Tyto hodnoty jsou prevzaty
ze vstupniho souboru IntervalBasedReport.xls a souvisejici filtr umoznuje uzivateli vybrat
minimalni a maximalni pocet pouzitych sond. V kombinované analyze CGH+SNP udava pocet
sond pocet homozygotnich SNP v oblasti LOH.

Tridéni CNV
Seznam CNV lze také serfadit podle tfidy patogenity ACMG (ACMG), genomové pozice

(Location), velikosti (Size), frekvence vzorku (Freq.), poctu kopii (Type), skére kvality (QUAL) v
GermVar Tertiary a podle LogRatio v CGH MicroArray (LogRatio).
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ACMG. Trida patogenity kazdé varianty se vypocitava poloautomaticky podle doporuceni
American College of Medical Genetics and Genomics. Tfida patogenity je vychozim zplsobem
razeni v tabulce CNV.

Udalosti LOH (Loss of Heterozygosity) v CGH MicroArrays jsou vzdy zafazeny do tfidy 3 (VUS).

Type (Copy number). U CNV zjisténych na autozomalnich chromozomech (1 az 22) se zobrazuje
zména poctu kopii (napf.: +2, -1, +3), protoze pocet kopii je ve vychozim nastaveni nastaven na
2.

U CNV detekovanych na gonozomech (pohlavni chromozomy X a Y) se v§ak zobrazuje absolutni
pocet kopii (napf.: 0, 1, 2), nikoliv ndsobnd zména.

Na rozdil od analyzy genovych paneld nejsou pro zahrnuti pohlavnich chromozom( do volani
CNV v exomu vyzadovana metadata vzorku souvisejici s pohlavim.

U kombinovanych analyz CGH+SNP jsou udalosti CN-LOH, které si zachovavaji dvé kopie, ve

sloupci Typ reprezentovany odznakem .

QUAL. Skére kvality Phred se vypocita v CNVExome pomoci nastroje GATK caller. Pokud se CNV
skladd z nékolika genomovych intervall, je CNV pfifazeno nejvy$si skére QUAL ze vsech
intervall. U tercidrnich analyz se zobrazi skére QUAL ziskané ze vstupniho souboru VCF
(DRAGEN nebo ONT).

CNV Browser

Ilkona otevie v nové zdloZce prohlize¢ CNV Browser, ktery zobrazuje frekvenci alel B (BAF)
jednotlivych SNP (Single Nucleotide Polymorphism) pfitomnych v analyzovaném vzorku. Graf je
popsan v predchozi ¢asti (CNV v panelech genl, v ¢4sti CNV Browser).

Podrobna stranka CNV

Shrnuti CNV. Tato uvodni karta obsahuje fadu informaci a anotaci o vybrané CNV, vCetné:

- Podrobnosti o automatickeé klasifikaci ACMG

- Klinické oblasti a geny zahrnuté do intervalu ovlivnéného danou variantou. Anotace
klinickych oblasti vychazi z databazi ClinGen a OMIM. Ve vychozim nastaveni se
zobrazuji pouze klinické geny s anotaci OMIM Morbid. Pro zobrazeni v§ech klinickych
gend muze uzivatel aktivovat funkci "Show all genes" v pravé ¢ésti stranky.

- Prekryvy mezi detekovanymi CNV a databazi DGV.

- Malé varianty (SNV a indely) detekované v genech ovlivnénych CNV. Ve vychozim
nastaveni je aktivovan filtr SeqOne-diag. Chcete-li tento filtr deaktivovat, kliknéte na
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SeqOne-diag a zruste vybér SeqOne-diag z profill filtrd. Pro zobrazeni vSech variant
mohou uzivatelé aktivovat funkci "Show all variants" v pravé ¢asti stranky.

- Specialni oddil pro databazi znalosti variant (VKB) pro identifikaci variant shodnych z
vice nez 95 %, které jiz byly ve skupiné validovany, a jejich pfislusna hodnoceni.

ACMG Classification (Automatic) (O

Genomic content

2C1 +09

Clinical regions
Region name
CHROMOSOME 16p13.3 DELETION SYNDROME, PROXIMAL

CHROMOSOME 16p13.3 DUPLICATION SYNDROME

Genes or Genomic regions

ALPHA-THALASSEMIA/IMPAIRED INTELLECTUAL DEVELOPMENT SYNDROME, DELETION TYPE

Clinical genes

Gene symbol Databases Phenotype(s)
PKD1 ™ omim [AD] Polycystic kidney disease, ad.
DGV overlaps
0,

4 100%
D Fraction overlap CNV type
gssvG13891 100%
gssvG13898 88.78%
gssvL42059 44.04% # Loss
gssvL42061 32.63% ¥ Loss
Variants Y | SeqOne-diag ~

Gene number

ClinGen haploinsufficiency score

3

CNV size
51.76kb
25.42kb
25.71kb

10.27kb

Lo 2= ]

1.54%

Localisation

16:2,138,711-2,190,473

16:2,165,630-2,191,053

16:2,147,425-2,173,136

16:2,178,475-2,188,740

Literature and databases

No selected tags, only 40 is assessed.

pLI (GnomAD)

0.12051

26

Frequency
20.24%
0.13%
100%

7 46%

Obrazek 26: Overview of the CNV summary tab

Inheritance patterns

Not assessed

Overlap Link Description
0.29% OoMIM
0.29% OMIM
0.29% oMIM
Show all genes
Exons Fraction overlap Variants

12/46 48.39%

11

# Samples # Studies

©000Q
0000

Show all variants

- Prohlize¢ genomu IGV, kde Ize vizualizovat CNV (neni k dispozici v analyzdch GermVar
Tertiary a GermVar Tertiary Family). Pro kontrolu stability signalu lze kromé

analyzovaného jedince zobrazit az pét dalSich pacient( z konfiguraéni nabidky # grafu
predstavujiciho pocet kopii (DCN).
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Obrazek 27: Pohled na CNV z integrovaného prohlizece IGV

Barevny kdd je pro vybraného pacienta ndsledujici: blue (0 az 0,5 kopie), fialova (0,5 az 1,5
kopie), zelena (1,5 az 2,5 kopie), oranzova (2,5 az 3,5 kopie) a red (>3,5 kopie). Ostatni vzorky

jsou

zobrazeny Sedé.

CNV Occurrences. Tato karta slouzi k identifikaci dalSich vzork( obsahujicich CNV nezavisle na
hodnoceni. Pro kazdy vyskyt se zadaji nasledujici informace:

nézev vzorku (Sample),

ndzev analyzy a odkaz na ni (Analyza),
ndazev projektu (Project),

genomické umisténi CNV (lokalizace),
velikost CNV (Size),

CNV-Type,

prekryti frakci.

Zasahy jsou serazeny sestupné podle procenta prekryti. Zobrazené CNV je mozné filtrovat podle
minimalni frakce prekryti vyplnénim pole "min fraction overlap (%)" v horni ¢asti seznamu. Ve
vychozim nastaveni je tento filtr nastaven na 80 %.
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017:21,445,000-21,628,999 | 17p112 :
seq[GRCh38] 17p11.2(21445000_21628999)x1 184 kb 2.88%

Add a manual comment about this env

CNV Occurrences @) TR B @ B | >REIPHER o7 ocaliGy

CNV Occurrences min fraction overlap (%) 80 Tto3~ of3 1

Sample Analysis Project location size CNV Type Fraction overlap

10y_NA00372 GermVar Tertiary - toy_NAOO372 VerificationTest - ONT WGS 17:21,445,000-21,628,999 184 kb -1 100%

Obrazek 28: Overview" zalozky Occurrence v analyze CNVExome

Evaluations. Klasifikaci patogenity pro kazdou CNV miZe definovat uzivatel a doplnit ji
interpretaci ve formé komentare. Kazdé nové hodnoceni také pomaha naplnit osobni znalostni
databazi laboratore.

UcscC. Externi odkaz na UCSC Genome Browser umoznuje uzivatellm zobrazit genomickou
oblast CNV. Tato stranka se otevie v dalSi zalozce prohlizeCe a obsahuje osobni nastaveni
uzivatele pro dany prohlize¢, ¢imz nabizi personalizované zobrazeni.

CNV-Hub. Externi odkaz na klasifikator_CNV-Hub umoziuje vizualizovat klasifikaci CNV s
prihlédnutim k vice klasifikaénim ndstrojim. Odkaz otevie dalsSi kartu prohlize¢e a integruje
osobni nastaveni prohlizece uzivatele, ¢imz nabizi personalizovanou vizualizaci.

DECIPHER Genome Browser. Externi odkaz na DECIPHER Genome Browser umoznuje zobrazit
CNV v genomu. Odkaz otevre dalSi kartu prohlizeCe a integruje osobni nastaveni prohlizeCe
uzivatele, ¢imz nabizi personalizovanou vizualizaci.

Local IGV. Tento odkaz presméruje aplikaci na soufadnice pravé interpretovaného CNV. Pro
zobrazeni CNV je nutné, abyste predtim nacetli vzorek BAM do aplikace IGV Desktop. Tato
moznost je kompatibilni pouze s aplikaci IGV Desktop verze = 17. IGV Desktop?

Kromé zarovndvacich souborl jsou na karté Soubory v analyze CNVExome k dispozici ke
staZeni rGizné soubory:

- Vysledky analyzy CNV v podobé tabulkového souboru (cnv.tsv).

- ploidie pro kazdy chromozom (contig_ploidy.tsv)

- Predpokladany pocet kopii pro kazdy exon v manifestu (denoise.tsv)

2 https://igv.org/doc/desktop/
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Export dat CNV

lkona —

vpravo nahofe umoznuje exportovat soubor TSV, ktery obsahuje nasledujici idaje pro

prislusny CNV:

jeho hodnoceni VKB a komentar,
Hodnoceni ISCN,

ACMG Classification,
chromozomu, pocatec¢ni a koncové pozice a cytobandu,
CNV velikost in tip,

Copy number:

Copy number:

Sample Freq.

skore kvality (stupnice Phred)
Log2Ratio

pocet zapojenych sond (Probes)
pocet gend ovlivnénych CNV.

Informace o souvisejicim genu (genech) jsou popsany v ndsledujicich sloupcich:

ndzev genu (Gene_Symbol),

Fenotyp OMIM (OMIM_Phenotypes),

pravdépodobnost genové intolerance viic¢i LoF (Pli_Score)

Skoére haploinsuficience a triplosenzitivity ClinGen (HI_Score, TS_Score)
pocet exonu prekrytych CNV (Nb_overlap_exon),

celkovy pocet exont v genu (Nb_total_exon).

Pokud se néktera popisna pole tykaji pouze urcitych CNV (napfiklad v pfipadé MicroArray CGH),
maji tato pole hodnotu "NA".
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13.1.6.  Prohlize¢ velkych variant pro CNVs a SVs (LVV)

Prohlize¢ velkych variant (Large Variant Viewer, LVV) umoznuje uZzivateli vizualizovat a
analyzovat CNVs a strukturni varianty (SVs) na jedné karté. Rozhrani se sklddd z centrdlni
tabulky variant, panelu filtrG vlevo a postranniho panelu, ktery se otevie vpravo pfi vybéru
varianty, podobné jako na karté variant (¢ast Malé varianty).

V kompatibilnich analyzach se prohlize¢ nachazi na karté oznacené "CNVs & SVs" (CNVs a SVs)
nebo "SVs", v zavislosti na typu dat:
- Karta CNVs & SVs zobrazuje CNVs (Ztrata/Zisk), SVs (Delece/Duplikace) a udalosti
LOH/UPD.
- Starsi karta "CNV": CNVs se také zobrazuji ve starSim prohlizeci, aby se zachovala
zpétna kompatibilita se stavajicimi pracovnimi postupy.
- SVsjsou pristupné pouze na karté "CNVs & SVs" nebo "SVs".

Dostupnost dat v prohlizeci velkych variant zavisi na typu analyzy:

- WGS: PIné kompatibilni (CNVs, SVs, UPDs).

- WES: PIné kompatibilni (CNVs, SVs, UPDs). CNVs se zobrazi pouze v pfipadé, Ze je jako
soucast analyzy spustén modul pro volani CNV.

- Panely: Caste¢né kompatibilni (pouze SVs).

- Terciarni analyza (VCF/aCGH):

- aCGH: Zobrazuji se vSechny udalosti poctu kopii.

- VCF: Jsou zobrazeny CNVs a SVs (symbolické ALT alely). SVs se specifickymi
sekvencemi ALT jsou zobrazeny v prohlizeCi malych variant.

Tabulka vysledkd CNVs & SVs

Podobné jako tabulka malych variant, hlavni tabulka zobrazuje jeden radek pro kazdou udalost, s
nasledujicimi sloupci poskytujicimi metriky specifické pro variantu:

DiagAl. Prioritizacni skére od 1 do 100, pfizplisobené pro velké varianty, které fadi varianty podle
pravdépodobnosti, Ze zplisobuji onemocnéni a jsou diagnosticky relevantni v kontextu daného
pfipadu (zejména pokud jsou poskytnuty terminy HPO). Skére DiagAl kombinuje nékolik
komponent, vcetné: predikce patogenity prostrednictvim skoére UP? shody fenotypu
prostfednictvim PhenoGenius (fizené HPO) a expertnich pravidel/pravidel dédi¢nosti a kvality.

ACMG. Indikator klasifikace ACMG zalozeny na velkych variantach je zobrazen jako klasifikacni
skore 1-5 v tabulce LVV. V zasuvce s podrobnostmi zobrazuje karta ACMG zakladni kritéria a
Zivy souhrn klasifikace od Patogenni po Benigni (hlavné pro CNV Zisk/Ztrata).

Klasifikace (ikona vlajky), kterd umoznuje uzivateli klasifikovat variantu ve VKB.
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Typ CNV/SV (zisk nebo ztrata), velikost, umisténi a cytopruh, Oblasti (exonové, intronové, UTR) a
geny prekryvajici se s CNV (nazvy geni HGNC), pfitomnost v OMIM, podil kédujicich genl a
podrobnosti o prekryvajicich se exonech. Varianty jsou anotovany prekryvajicimi se geny a geny
nachdzejicimi se do 5 kb od zlomovych bod (5 kb presah).

Geny spojené s variantou jsou sefazeny podle klinické relevance (napf. morbidni stav v OMIM,
procento prekryti, skére omezeni). Tfi nejrelevantnéjsi geny se zobrazuiji v hlavni tabulce. Upliny

seznam je k dispozici na karté "Genes & Regions" (Geny a regiony) v postrannim panelu ("Details
Drawer" (Zasuvka s podrobnostmi)).

RMSK %. Procento udalosti prekryvajici se s anotacemi RepeatMasker (napf. repetitivni oblasti).

ClinVar & Decipher (Klinické databaze). Oba sloupce zobrazuji poéet shod z pfislusné klinické
databdze. Nejlepsi shoda je definovana jako udalost, kde je prekryti databaze > 50 %. Klasifikace
ClinVar a Decipher jsou mapovany na Benigni (B), VUS nebo Patogenni (P).

DGV Gold & GnomAD (Populacni databaze). Tabulka zobrazuje maximalni populaéni frekvenci
nalezenou pro variantu. Udalosti jsou povazovany za shodné, pokud je prekryti varianty >80 % a
typ udalosti je ekvivalentni. Karta Frekvence v postrannim panelu uvadi vSechny prekryvajici se
udalosti s prekrytim > 1 %.

Phenotypes (Fenotypy). Kliknutim na Cisla zobrazend ve sloupcich odpovidajicich vysledkim
algoritmu Phenogenius m(Ze uzivatel ziskat pfistup k:

- procentu shody, coz je nejvyssi skore shody mezi jednim postizenym genem a terminy
HPO pacienta.

- zlomku shody, coz je pocet termini HPO pacienta, které se shoduji s alespon jednim
postizenym genem.

- Urodinné analyzy se parovani provadi pomoci termint HPO probanda.

SampleFreq (Interni frekvence vzorku). Frekvence varianty v ramci aktualniho projektu a subjektu
je zobrazena v pfislusnych sloupcich.

- Shody jsou zalozeny na > 80 % prekryti varianty a stejném typu udalosti.

- Frekvence aktualizace: data jsou zaloZzena na snimku analyz provedenych pred
spusténim aktudlni analyzy. V Details Drawer je k dispozici manualni tlacitko "Refresh"
(Obnovit) pro aktualizaci téchto dat.

Sloupce skdre. UzZivatel si mize zobrazit vice skore:

- UPZ skore predikce patogenity, které je soucasti DiagAl.
pLl, LOEUF: intolerance ke ztraté funkce.

pTriplo, pHAPLO: Triplosenzitivita a Haploinsuficience.
HI ClinGen, TS ClinGen.

SEQ-027_IFU_CZ_V6 150/182



Sloupce vzorku. Tyto sloupce zobrazuji metriky udalosti specifické pro zdroj dat:

- Pro rodinné analyzy (s vyjimkou aCGH) se metriky vzorku zobrazuji pro vSechny ¢leny
rodiny.
- Genotype: pro CNVs, kde vyvoldvac (caller) neposkytuje genotyp, systém odvodi genotyp
na zakladé absolutniho poctu kopii vzhledem k ploidii:
- Homozygot (hmz) s plnym tmavym bodem
- Heterozygot (htz) s poloviénim tmavym bodem
- VAF / #Reads: frekvence alely varianty a podpurna ¢teni (k dispozici pro SVs).
- #Copy: absolutni pocet kopii (k dispozici pro CNVs).
- LogRatio / Probes: k dispozici pro data aCGH.
- QUAL: skore kvality z vyvolavace variant nebo vstupniho souboru.

Tridéni, filtrovani, prohlizeni a interpretace

Filtrovani. Panel filtrG umoznuje uZivateli filtrovat varianty na zékladé dat sloupct, podobné jako
systém filtrovani na karté Malé varianty (viz pfislusnd ¢ast).

- Genovy panel: filtruje udalosti prekryvajici se s geny ve specifickém seznamu genu.

- Kvalita: filtruje na zakladé sloupce QUAL. Ve vychozim nastaveni jsou udalosti bez skore
kvality (N/A) skryty, pokud neni vybrano "Keep unknown" (Ponechat neznamé).

- Predvolby: konfigurace filtr(i Ize uloZit jako predvolby pro budouci pouziti.

- U rodinnych analyz pouziva filtr kvality logiku "OR" (NEBO). Varianta se zobrazi, pokud
alespon jeden ¢len rodiny splnuje prah kvality.

Tridéni. Ve vychozim nastaveni je tabulka sefazena podle DiagAl Score (sestupné). Uzivatel
muze tfidit podle UP2, Size, Location nebo Sample Freq. Entity, vzestupné nebo sestupné.

Stejné jako ve starsi karté CNV muze uzivatel otevrit okna ploidie a prohlize¢ CNV v horni ¢asti
tabulky (viz ¢ast CNV: Zobrazeni a interpretace). Ikona spravy sloupcl je také k dispozici zcela
vpravo v zahlavi.

Postranni panel CNV/SV (Details Drawer)

Podobné jako na strance variant (¢ast Malé varianty) se vybérem varianty v Large Variant Viewer
otevre na pravé strané obrazovky podrobna stranka. Tato stranka obsahuje nékolik karet:

Varianty. Tato souhrnna karta obsahuje nomenklaturu varianty, skére DiagAl, seznam
podezfelych sloZenych heterozygotl (Suspected Het Compound), informace o genech a
regionech a odkazy na databaze.

ACMG. Podrobna klasifikace.

Geny a regiony. uplny seznam gend a regionl spojenych s variantou, s podrobnymi klinickymi
informacemi, jako je morbidni stav OMIM, procento prekryti, skore omezeni a shoda fenotypu.
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Klasifikace. Klasifikujte aktualni variantu ve vasi VKB v horni ¢asti postranniho panelu a uloZte ji.
Aktuadlni klasifikaci a vyskyty této varianty v jinych analyzach naleznete na této strance.

Frekvence. UZivatel ma pfistup k podrobnostem o frekvencich variant v databazich DGV Gold a
GnomAD, stejné jako pro subjekt a aktualni projekt.

Klinické databaze. ClinVar & Decipher.

Viewer. Uzivatel si mlze vybrat, zda chce variantu zobrazit v SeqOne viewer nebo IGV. Na
podkarté IGV mUze uzivatel zobrazit "Start" (Za¢atek) nebo "End" (Konec) udalosti, nebo "Start
to End" (Od zacatku do konce). Na podkarté SeqOne muze uzivatel pfistupovat ke Genome
Browser a vizualizovat uddlost v jedné z mnoha dostupnych vrstev: CNV, SV, UPD, Gene, CN
(copy number), BAF, DGV.
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13.1.7.  Znaky v analyze SomaCGP

Metodika vypoctu MSI skore

Analyza MSI je individudlni analyza provadéna na zakladé standardizované reference. Tato
reference se skladd ze souboru predem vybranych a sdruzenych negativnich vzorkd. Nadorovy
vzorek se s touto referenci porovnava pomoci nastroje MSisensor. Poté se vypocita skore, které
je reprezentovano procentem nestabilnich mikrosatelitnich oblasti pokrytych panelem.

Panel normalnich vzorkd, ktery v sou¢asné dobé podporuje SomaCGP, odpovida panelu Agilent
SureSelect Cancer CGP. Pouziti jiné soupravy nebo vlastniho navrhu odvozeného od CGP bude
vyzadovat vytvoreni specidlniho panelu normal(.

Metodika vypoctu skore TMB
TMB se vypocita ve tfech krocich:

1. Vypocet velikosti kédovacich oblasti zahrnutych do panelu
2. ldentifikace somatickych variant
3. Vypocet poétu somatickych mutaci na megabazi (mut/Mb)

Identifikace somatickych variant je zaloZena na sadé nize popsanych filtr(:

e Variant: Typ: Filter
o Pouze SNV (MNV jsou vylouceny)
o Zachované efekty: zisk stop kodonu, posun ¢teciho ramce, sestfihova varianta
(akceptor a donor), ablace transkriptu, delece/inserce ve fazi, missense varianta,
synonymni varianta.

Synonymni varianty jsou z vypoctu nesynonymniho skére TMB vylouceny.

e Variant: Filters
Varianty detekované nastrojem Mutect?2, které prosly filtry FilterMutectCalls
o Hloubka pokryti (DP) = 50x
o Skore kvality > 30
o Pomér alelické podpory (ASR) > 0,1
e Filters somatickych variant
o Frekvence variantnich alel (VAF) mezi 5 a 40 %.
o Frekvence v obecné populaci (GnomAD) < 0,0001

O
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Rizika pouzivani syntetickych kontrolnich vzork( TMB
- Distribuce nepfirozenych mutaci:

- Upravené mutace nemusi odrazet genomicky kontext skuteénych nadord (napf.

shlukovani mutaci, zkresleni vlaken, sekvencni kontext).
- Nedostatek heterogenity nadoru:

- Syntetické vzorky nenapodobuiji klonalni diverzitu ani Cistotu nadoru, coz
ovliviuje rozlozeni frekvence variantnich alel (VAF).

- Z&dny $um na pozadi nebo artefakty FFPE: skute¢né vzorky obsahuiji artefakty
sekvenovani, poskozeni FFPE a Copy number variations, které se v syntetickych
materialech nevyskytuiji.

- Rozdilna velikost fragmentl a chemické chovani:

- Syntetické konstrukty se ¢asto chovaji odliSné béhem pfipravy knihovny,

hybridniho zachytu a sekvenovani.

Vizualizace a interpretace
Na karté "Signatures” se zobrazuji vysledky analyz MSI a TMB ve dvou sekcich:

Microsatellite Instability. Toto zobrazeni zobrazuje informace jako :
- pocet mikrosatelitnich oblasti s pokrytim vétSim nebo rovnym 50x (Mista s pokrytim nad
50x),
- pocet somatickych mist,
- MSI skére v procentech a 95% interval spolehlivosti (Cl),
- Status:

Tumor Mutational Burden. Toto zobrazeni zobrazuje nasledujici informace:
- velikost kédujici oblasti vyjadfena v Mb (velikost kédujici oblasti),
- pocet somatickych a nesynonymnich variant prochdazejicich filtry (Somatické varianty
prochazejici filtry a Somatické nesynonymni varianty prochazejici filtry),
- TMB skoére vSech somatickych variant, které prosly filtry, v mut/Mb (TMB skére),
- TMB skore nesynonymnich variant, které projdou mut/Mb filtry.

¥
Kazdy vysledek Ize stdhnout kliknutim na ikonu =~  vpravo nahofe u kazdé sekce jako soubor
tsv.
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v Microsatellite Instability 66.67%

Sites above 50X coverage 3
MSI Score
Somatics sites 2
MSI Status
v Tumor Mutational Burden 0 mut/Mb
Coding region size 1.7 Mb
TMB Score
Somatic variants passing filters 0
Non-synonymous TMB score
Somatic non-synonymous variants passing filters 0

Obrazek 29: Zobrazeni karty “Signatures” analyzy SomaCGP.
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13.1.8.  Kratké tandemové repetice (STRs)

Vizualizace kratkych tandemovych repetic (STRs) je k dispozici pro worksety analyzy GermVar
Tertiary a GermVar Tertiary Family uréené k analyze dat celogenomového sekvenovani (WGS),
pokud jsou generovana sekvenovanim Oxford Nanopore Technologies.

Detekce kratkych tandemovych repetic (STR) je také k dispozici v analytickych pracovnich
sadach GermVar a GermVar Family pro WGS z dat FASTQ generovanych pomoci lllumina,
Element Biosciences, MGl a Oxford Nanopore Technologies.

Metodika

Kratké tandemové repetice z FASTQ

Data kratkych tandemovych repetic (STR) jsou detekovana pomoci ExpansionHunter, ktery
zpracovava soubor BAM spolecné s referencnim genomem a katalogem variant definujicim
cilové lokusy. Vysledny VCF je poté anotovan programem Stranger, ktery klasifikuje kazdy lokus
jako Normalni, Pre-mutaci nebo Patogenni na zakladé pozorovaného poctu repetic a znamych
prahovych hodnot onemocnéni.

Oba nastroje jsou integrovany pfimo do pipelint GermVar a GermVar Family.

ExpansionHunter: https://github.com/Illumina/ExpansionHunter
Stranger: https://github.com/moonso/stranger

Kratké tandemové repetice z VCF

Data tandemovych repetic jsou extrahovdna ze souboru VCF (sample.wf_str.vcf.gz)
vygenerovaného z pracovniho postupu wf-human-variation v2.3.0 aplikace EPI2ME (Oxford
Nanopore Technologies) a dodaného uzivatelem. ProtoZe tato data byla anotovana pro kazdy
lokus nesouci STR z katalogu variaci udrzovaného aplikaci EPI2ME, nase pipeline anotace
nemeéni. Premutovany nebo patogenni status kazdé alely je urc¢en podle poctu sekvenovanych
opakovani a znamych prahovych hodnot premutace a patogenity.

Zobrazeni a vyklad

Karta STRs umoznuje zobrazit kratké tandemové repetice ve formé tabulky, ktera zobrazuje
nasledujici udaje pro kazdy genotypovany lokus:

Informace o lokusech a anotace
- Gene: nazev genu (HGNC) a odpovidajici odkaz.
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Site: genomické souradnice opakovani.

Repeat Unit: opakujici se nukleotidovy motiv.

Onemocnéni: souvisejici onemocnéni podle databaze OMIM a odpovidajici odkaz.
Transmission: znamy zplGsob prenosu.

Premutation range: rozsah premutace odpovidajici minimalnimu a maximalnimu poctu
opakovani, které urcuji status premutace.

Pathogenic range: dolni hranice opakovani urcujici patogenni status.

Podrobnosti specifické pro kazdy vzorek

GT: homozygotni, bialelicky nebo heterozygotni genotyp lokusu.

Pocet opakovani alel: poCet opakovani na alelu. Homozygotni lokusy nesou jedinou
hodnotu. U bialelickych a heterozygotnich lokust je uveden pocet opakovani pro obé
alely. Status kazdé alely je urCen poctem opakovani: divoky typ zelené, premutovany
oranzoveé a patogenni v Cervené.

Supp. reads: pocet podporujicich ¢teni pro kazdou alelu. U homozygotnich lokust je
uvedena jedna hodnota, zatimco u bialelickych a heterozygotnich lokust jsou uvedeny
hodnoty pro 2 alely.

@ sample_WGS ~ @ Qc # Variants % CNVs < STRs Reporting S Files Selection o 2 Analysis
STRs @ @ L
Gene Site Repeat unit Disease Transmission et (s GT e Supp-
range range repeats reads
PABPN1 «chr14:23321472-23321490 GCG Oculopharyngeal Muscular Dystrophy AD 10-11 >11 © 16 - 6 0-0
ATXN3 chr14:92071009-92071042 CTG Machado—Joseph disease AD 44-60 > 60 [ ] 15 0
ATXN10 chr22:45795354-45795424 ATTCT Spinocerebellar Ataxia types 10 AD 32-800 > 800 © 14 - 12 0-0
NIPA «chr15:22786677-22786701 CGCGGG Amyotrophic lateral sclerosis-parkinsonism/dementia complex, AD 8-10000 >10000 © 6 - 4 0-0

ATN1

susceptibility to

¢hr20:2652733-2652757 GCCTGG Spinocerebellar Ataxia types 36 AD 14-650 > 650 © 8§ -5 0-0
chr20:2652757-2652775 GCCTGG Spinocerebellar Ataxia types 36 AD 14-650 > 650 © 7 - 4 0-0
chr12:6936716-6936773 CAG Dentatorubropallidoluysian Atrophy AD 35-48 >48 © 25 - 19 0-0

Obrazek 30: Zobrazeni zalozky STRs Tertiary analyzy GermVar.

Tabulku Ize stahnout jako soubor repeats.tsv pomoci ikony T vpravo nahore u tabulky. Tento
soubor je rovnéz k dispozici na karté "Files" v analyze.
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Modul GRIDSS (Genome Rearrangement IDentification Software Suite), specializovany na
detekci genomovych prestaveb a implementovany v pracovnich sadach SomaVar a SomaVar LF,
se pouziva k detekci genovych fuzi ze sekvenovani DNA, obohacenych o zachyt zaméreny na

13.1.9.  Fuzni geny

13.1.9.1.  Fuaze zjisténé z DNA

Metodika

panel gend.

Zalozka Fuze somatické analyzy (SomaVar, SomaVar LF, SomaCGP, SomaVar Tertiary) zobrazuje
seznam fuzi, které prosly rliznymi filtry GRIDSS, ve formé tabulky s podrobnymi informacemi o

Zobrazeni a vyklad

fuzi a kazdém zucastnéném partnerovi:

Informace o fuzi

fuze se symboly gent jednotlivych partnerd,

typ uddlosti (translokace, duplikace, inverze nebo delece),
vyskyt fuze v databazi COSMIC,

frekvence alel (VAF),

pocet reads podporujicich fuzi,

celkové pokryti,

filters pfifazené sluzbou GRIDSS.

Informace tykajici se partneru

genomické souradnice bodu fuze (breakend),

prislusny transkript RefSeq,

misto odpovidajici bodu splynuti (bod zlomu): UTR, 3'UTR, Intron, Exon (nekéduijici bod
zlomu), CDS (kédujici bod zlomu) nebo Splice site,

¢islovani exonu nebo intronu zapojeného do fuze vzhledem k celkovému poctu exon(
nebo intron(.

Nabidka filtrl umozZnuje

vyhledat konkrétni fuzi nebo gen zapojeny do fuze pomoci vyhledavaciho panelu,
zobrazit fuze, které neprosly filtry GRIDSS (LOW_QUAL), zaskrtnutim poli¢ka "Zobrazit
filtrované fuze". Toto policko je ve vychozim nastaveni nezaskrtnuté.
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@ vt conapa.. v @ O GeneCov @12 # Variants 3 Fusions & Reporting @ Files €@ Analysis
Search gene Show filtered fusions (1) Gene fusions @ ¥

FUSION BREAKEND 1 5 BREAKEND 2 & TYPE DATABASES < TRANSCRIPT1  SITE1 EXON/INTRON1  TRANSCRIPT2  SITE2 EXON/INTRON2 VAF S SUPP.READS T COVERAGE FILTER

ALK :: EML4 2:29446685 (-) 2:42523824 (+) inversion cosmic NM_004304 intron  19/28 NM_019063 intron  12/22 0329% 14 4251 PASS

NRAS :: LINC00486 1:115256634 () 2:33141297 (+) translocation ~ N/A NM_002524 intron  2/6 NR_027098 intron  3/5 5.629% 128 2274 PASS

LINC00486 :: RET 2:33141301 (+) 10:43612238 (+)  translocation ~ N/A NR_027098 intron  3/5 NM_020975  intron 11/19 3617% 118 3262 PASS

LINC00486 :: FGFR3 2:33141349 (+) 4:1803528 (+) translocation ~ N/A NR_027098 intron  3/5 NM_000142 intron  5/17 0352% 28 7963 PASS

PRIM2 :: HRAS 6:5733

998 (+) 11:533875 () translocation ~ N/A NM_000947 intron  6/13 NM_005343 CDS 3/6 0126% 6 4753 LOW_QUAL

Obrazek 31: Vizualizace karty Fuze pro analyzu SomaVar nebo SomaVar LF.

Udaje v tabulce Ize tfidit podle genomickych soufadnic (breakend), pfitomnosti fize v COSMIC
(Databases), alelické frekvence (VAF) a poctu ¢teni podporujicich fuzi (Supporting reads).

Odkaz spojeny s genomickymi souradnicemi kazdého bodu zlomu otevre rozdélené zobrazeni
bodu fuze na IGV. Otisky ndstroju podrobné uvadéji pocet split readl a neshodnych pari ve
sloupci Supporting reads (Podptrna ¢teni) a pokryti v kazdém bodé zlomu (Cov. 1 a Cov. 2) ve
sloupci Coverage (Pokryti).

Ve sloupci Filters jsou zobrazeny 3 filtry kvality pouzivané systémem GRIDSS, které udavaji
davéryhodnost fazniho volani:
- PASS: fuze prosla filtry kvality. Skore kvality je vétsi nebo rovno 500 a je povazovano za
volani se stfedni nebo vysokou diivérou (pokud je > 1000).
- LOW_QUAL: fize ma skore kvality nizsi nez 500 alespon pro jeden ze dvou breakendl
zapojenych do flze a je povazovéna za volani s nizkou divérou.
- ASSEMBLY_ONLY: fuze je vyvolana na zakladé sestavy, nikoli na zakladé Cteni, které ji
podporuje. Sestava se tykda rekonstrukce sekvenci kolem potencidlnich bodu fuze, které

jsou poté znovu zarovnany za ucelem identifikace fuze.

Pokud je pro stejnou fuzi k dispozici vice filtrll, zobrazi se ve sloupci Filters vSechny filtry se
znaménkem "+".

Kromé vysledkl prezentovanych v rozhrani je na karté "Files" nebo na ikoné 2 vV pravém
hornim rohu stranky k dispozici ke stazeni soubor fusions.tsv s podrobnymi informacemi o
zjisténych fuzich. Obsahuje nasledujici informace:

- ndzev fluze se symboly gen( pro kazdého partnera (fuze)

- genomické souradnice kazdého bodu fuze (breakend_1 a breakend_2).

- kanonicky transkript pro kazdého partnera (transcript_canonical_1 a 2).

- misto odpovidajici bodu flze pro kazdého partnera (site_1 a site_2).
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- Cislovani exonu nebo intronl podle prFislusného transkriptu RefSeq (exon_1 a 2).
- 60bp doprovodnych sekvenci obklopujicich fazni bod (flanking_region_1 a 2).
- filtry kvality prifazené GRIDSS (filtr)

- typ udalosti (type)

- pocet split read (split_reads)

- pocet nesouhlasnych read pairs (discordant_pairs)

- pokryti pro kazdého partnera (pokryti_1 a pokryti_2)

- podil ¢teni podporujicich fuzi (read_fraction)

- pocet ¢teni podporujicich flzi (supporting_reads)

- celkové pokryti (pokryti)

- Identifikator fize COSMIC (cosmic_id)

Tento soubor obsahuje:
- Faze zobrazené v rozhrani, které prosly filtry kvality (filtr = PASS),
- Zjisténé fuze, ale se skore kvality niz§im nez 500 pro alespon jeden ze dvou breakend(
zapojenych do fuze (filtr = LOW_QUAL).

Skoére kvality pro kazdy breakend Ize nalézt v souboru gridss.raw.vcf.gz (sloupec QUAL), ktery
Ize stahnout ze zalozky Files tab.

13.1.9.2.  Fuaze zjisténé z RNA

SomaRNA ndstroj pro analyzu dat RNA-seq z cilenych pfistupd, jako je zachyceni a amplikon,
coz znamend, ze uzivatelé mohou identifilkovat a zobrazit udalosti genové fuze na urovni
transkriptu.

Metodika

K detekci a zobrazeni fizi pomoci SomaRNA se pouzivd kombinace dvou néstroj:

- STAR: nastroj pro zarovnavani dat RNA-seq urceny k zarovnavani nesouvislych sekvenci
pfimo k referencnimu genomu.
- Arriba: detekuje genové fuze z chimérickych zarovnani.

Na zakladé chimérickych zarovndni ze systému STAR pouziva Arriba sadu filtrd k eliminaci
znamych artefaktd a transkripti pozorovanych v nepatologickych kontextech. Kazdé potencidlni
uddlosti fuze prifadi skére divéryhodnosti, které zavisi na nékolika kritériich:

- Pocet sekvenci podporujicich fuzi

- Rovnovaha mezi split read a nesouhlasnymi partnery

- Vzdalenost mezi zlomovymi body, jejich blizkost (intragenova nebo jina).
- Typ udalosti
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https://academic.oup.com/bioinformatics/article/29/1/15/272537
https://github.com/suhrig/arriba

Fuze detekované s vysokou nebo strfedni dlivéryhodnosti pomoci Arriba jsou zobrazeny na
SeqOne. Fuze s nizkou divérou jsou uvedeny v souborech "arriba_discarded" (viz nize). Dlvéra
Arriba odrazi pravdépodobnost aberantniho transkriptu, ktery nebyl pozorovan ve zdravé tkani,
moznost zakladni genomové prestavby a vylouceni artefakt(.

Dal$i podrobnosti o Udrovni ddvéryhodnosti najdete v  dokumentaci Arriba:

https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/08-Interpretation-of-results.md.

Chcete-li pochopit, pro¢ je fuze "low confidence", podivejte se do sloupce "Filters" (AA) v
souboru "vyfazeno'. Je v ném uveden filtr, ktery uddlost vyradil. Podrobnosti o jednotlivych
filtrech: https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/11-Internal-algorithm.md

Zobrazeni a vyklad

Na karté Fuze analyzy SomaRNA ziska uzivatel seznam predpovédi fuzi ve formé rliznych karet.
V horni ¢asti stranky jsou uvedeny podrobnosti o fuzi a jednotlivych zi¢astnénych partnerech:
Obecné informace o fuzi

- pocet ¢teni spojovaciho spoje, ktery se rovna souctu pfislusnych split read(i kazdého z 5'
a 3' gend zapojenych do fuze,

- pocet nesouhlasnych partnerd,

- skore dlvéryhodnosti pridélené spole¢nosti Arriba (vysoké, stfedni nebo nizké),

- typ udalosti, ktera vedla k fuzi (translokace, duplikace, inverze nebo delece),

- vliv fuze na ram ¢teciho zafizeni,

- pfipadné vyskyt fuze v databazi COSMIC.

Informace o kazdém fuznim partnerovi

- symbol pro kazdy gen,

- Transcript: Refseq nebo, pokud to neni mozné, ENSEMBL pro kazdy gen,
- Cislovani exond, které se podileji na fuzi,

- genomické souradnice kazdého bodu zlomu,

- celkové pokryti v bodé fuze (Coverage),

- read ¢ast podporuijici fuzi.

Split reads jsou reads zarovnana prevazné v genu 1 nebo genu 2 a prekryvajici fuzi. V pripadé
discordant read pairs je jedno ze Cteni v genu 1 a druhé v genu 2, aniz by se nutné prekryvalo s
fazi.
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https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/08-Interpretation-of-results.md
https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/11-Internal-algorithm.md

Frakce ¢éteni je soucet rozdélenych readd a discordant read pairs spojenych s genem vydéleny
celkovym pokrytim. Hodnota podilu ¢teni maze byt vyssi nez 100 %, pokud jsou rozdélena ¢teni
spojend s genem také soucdsti nesouhlasnych parQ ¢éteni. Tato reads se pak pocitaji dvakrat

misto jednou.

DHRSX - TCEANC POLR2J2 - EFCAB13 POLR2J2 - EFCAB13 MEGF8 - CNFN

General informations Partners informations
# of spanning junction reads 568 Sprim
# of discordant mates 246 Gene NPM1 ALK
Confidence high Transcript ENST00000517671 @ NM_004304.4
Fusion type translocation Exons 5/12 20/29
Reading frame in-frame Breakpoint 5:170818803 (+) 2:29446394 (-)
Database cosmic Coverage 14004 8455

Read fraction 3.9%

Obrazek 32: Vizualizace informaci o fuzi z analyzy SomaRNA.

6.08%

Ve spodni ¢asti stranky jsou graficky zndzornény flze na drovni gen a exonll a na udrovni

proteinl. Tato posledni ¢4st je rozdélena do dvou zalozek:

- Prvni zélozka predstavuje strukturu fuze a zapojené partnery, pficemz pokryti exond,
které jsou zahrnuty do analytického manifestu, je znazornéno jako diagram na zlutém

pozadi:

SEQ-027_IFU_CZ_V6

162/182



chromosome 2 chromosome 2

p21 p232
f — — @

breakpaint breakpaoint
2:42522656 2:29446412

Coverage

GTAGAGCCCACACCTGGGAAAGGACCTAAAG CTGACCACCCACCTGCAGTGTACCGCCGGA

4 kbp

b————— | introns nat fo scale

exons covered in manifest

Obrazek 33: Pohled na fuzni udalost mezi dvéma geny

-V .druhém pohledu jsou zvyraznény zachované proteinové domény po fuzi:

RETAINED PROTEIN DOMAINS
in-frame fusion

HELP modtit
WD domain, G-bata repeat

EML4 ALK

Protein tyrosineg kinase

Obrazek 34: Pohled na polypeptid vznikly fuzi dvou genl

SEQ-027_IFU_CZ_V6 Zverejnéno 2026-04-29 163/182



Kromé vysledkl prezentovanych v rozhrani jsou k dispozici rizné soubory ke stazeni:
- Faze uchovavané systémem Arriba ve formatu TSV (soubor arriba.tsv),
- Fuze vyrazené filtry Arriba ve formatu TSV (soubor arriba_discarded_standard.tsv),
- faze vyrazené filtry Arriba a uvedené v COSMIC ve formatu TSV (soubor
arriba_discarded_cosmic.tsv),
- rGzné obrazky zobrazené v rozhrani ve forméatu SVG.

13.1.10. Klonalnost

,JIGHV mutational status report” v zalozce ,Clonality“ analyzy SomaHemato zobrazuje vysledky
mutacniho stavu.

- IGHV Mutacni stav a procento homologie:
- Mutated: pokud je homologie <98% identity se zarodecnou linii
- Unmutated: pokud je homologie =98% totozna se zarodecnou linii.
- Borderline: pro klony v rozmezi 97-98 % identity.
- Polyclonalni: zadny vyznamny klon nad 20 %
- Non-Conclusive: pokud néktery ze zakladnich QC selze.
- Uréend podmnozina (s klinickym dopadem) a spolehlivost: *2 (vysoké riziko), *8 nebo
zadna
- Varovné upozornéni, pokud se ve zprave objevi varovani.

V casti "Clonality" jsou uvedeny identifikované klony s jejich ¢etnosti a stavem produktivity
(Productive, Un-productive).

Kazdy klon ma vyhrazeny oddil, ve kterém je uveden jeho mutacni stav, frekvence, odkaz na
stranku IMGT_quest a dalsi podrobnosti (homologie, Uplnost) spolu s kontrolou kvality.
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13.1.11.  Varianty spojovani

Metodika

SomaRNA workset vyuzivd sadu nastroju Regtools k detekci preskokl( exonu a identifikaci
alternativnich sestfihovych variant ze sekvenovani RNA obohaceného o zachyceni zamérené na
panel genl. Regtools extrahuje exon-exonové spoje ze souboru BAM vygenerovaného
zarovhavacem dat RNA-seq STAR a anotuje je podle znamé struktury transkriptu na zakladé
souboru GTF a anotaci Ensembl.

Vizualizace a interpretace

Zalozka Splice variants analyzy SomaRNA se zaméfuje na vizualizaci splice variant
nasledujicich klinicky relevantnich gend a jejich hlavni akéni varianty:

- MET (protoonkogen MET, receptorova tyrozinkindza) a akéni varianta META14
- EGFR (receptor epidermalniho rlistového faktoru) a jeho akéni splice variant EGFRvIII
- AR (androgenni receptor) a akéni varianta AR-V7

Kompletni seznam variant splicing zjisténych v analyze SomaRNA, kromé vySe uvedenych, Ize
stahnout pfimo jako soubor TSV pomoci ikony Download v rozhrani nebo na karté Files v
analyze.

U kazdého vyse uvedeného genu se zobrazi stav detekce (detekovano nebo nedetekovano)
hlavni akcni varianty spolu s po¢tem dalSich alternativnich udalosti detekovanych pro dany gen.

Podrobnosti o hlavnich zjisténych variantach spoje si uzivatelé mohou prohlédnout otevienim
specialni vlozky, ktera je rozdélena do tfi ¢asti:

- Vlevo jsou zobrazeny informace o hlavni akéni varianté sestfihu: genomické souradnice,
nazev genu, transkript RefSeq, typ zjiSténé varianty s podrobnym popisem chybégjicich
exond, faze ¢teni, podil ¢teni a pocet ¢teni podporujicich variantu. Nakonec je uveden
pramérny pocet ¢teni s kanonickou podporou. To odpovida priméru 5' a 3' reads
podporujicich zarazeni exonu.

- vpravo je zobrazen graf sashimi (Junction Plot), ktery zndzorfuje zjiSténé spoje mezi
exony a pocet ¢teni podporujicich kazdy spo;j.

- v dolni ¢asti jsou uvedeny informace o zjiSténych alternativnich udalostech, tj.
izoformach jinych nez hlavni varianta zajmu popsana vysSe: typ zjiSténé varianty
(chybéjici ¢isla exonl v zavorkach), faze ¢teni, podil a pocet ¢teni podporujicich variantu,
primérny pocet ¢teni podporujicich kanonicky transkript (Avg. canonical support), stav
PASS nebo FAILED podle nize popsanych filtrd.
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&) SomaRNA-RNA1 - Results W Gene Coverage CRRENER < Splice variants i Veriants | (m Files
o

This section only shows gene isoforms of MET, EGFR and AR.

Results across all genes

Download

cluded in the assay can be obtained from the RNA1.alternate_splice tsv file

v m Low Support | +7 Alterative events

Genomic location (GRCh37) 7:116411708 (+) Junction Plot

Gene MET

54
Transcript NM_001127500

Variant type Exon skipping (14)
Reading frame in-frame
Read fraction 26%

Supp. Read: 54
upp. Reads 1902 2131

Avg. canonical support 20165

Alternative events @
Variant type Reading frame Read fraction Supp. reads Avg. canonical support Filter PASS

Exon skipping (2) Inframe 58% 119 1916

Obrazek 35: Vizualizace zaloZky Splice variants analyzy SomaRNA.

Detekce sestfihovych variant v genech zobrazenych na karté Splice variants nepodléha pouziti
detekéenich filtrd.

Ikona "Nizka podpora" spojena s detekci META14 a EGFRUVIIl v§ak uzivateli ukazuje, ze metriky
tykajici se podporujicich ¢teni jsou pod nasledujicimi prahovymi hodnotami: podil ¢teni <5 %
nebo pocet podporujicich ¢teni < 10.

Tyto prahové hodnoty se pouzivaji i pro stav PASS nebo FAILED u ostatnich alternativnich
udalosti:

- PASS: podil reads >= 5 % a pocet reads >= 10.

- Failed : podil reads < 5 % nebo pocet reads < 10.

Soubor TSV, ktery Ize stahnout, obsahuje nasledujici informace o vSech zjisténych udalostech
spojovani: RefSeq transcript, gene, strand direction (+ or -), fraction of reads and number of
reads supporting the variant, number of missing exons and corresponding exon numbers,
reading phase, genomic coordinates of junctions. V souboru je také v Casti FILTER_PASS
(yes/no) uvedeno, zda varianta projde prahovymi hodnotami pouZzitymi na podplrna ¢teni (podil
¢teni >= 5 % a pocet Cteni >= 10), a v ¢asti Actionable (yes/no) je uvedena akéni zplsobilost
varianty.
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13.1.12.  Stav MSI/MSS

Pracovni sada analyzy SomaMSI je k dispozici pfi spusténi nové analyzy na datech genového
panelu a slouzi k ur¢eni stavu MSI nebo MSS vzorku nadoru.

Metodika

Tato neindividualni kohortova analyza je podobna analyze CNVCapture nebo SomaCNVCapture.
K provedeni analyzy je zapotiebi nejméné osm vzorkd.

Nastroj vygeneruje referencni vzorek ze vzork( v kohorté, u nichZ se odhaduje, Ze jsou negativni.
Protoze tento stav vzork( neni pfedem znam, je tento odhad zalozen na vypocétu miry deleci
pozorovanych v mikrosatelitnich oblastech: polovina vzork( v kohorté s nejnizsi mirou deleci je
proto vybrana k vytvoreni referencniho vzorku, pficemz kazdy vzorek tak prispiva ¢asti svych
sekvenci.

Kazdy vzorek nadoru je nasledné porovnan s referencnim vzorkem pomoci nastroje MSlsensor.
Vypocita se skore, které predstavuje procento studovanych mikrosatelitnich oblasti, které
vykazuji nestabilitu. Studované oblasti jsou mikrosatelitové oblasti, které pokryva panel a které
jsou detekovany pomoci MSlsensor.

Na zdékladé tohoto skoére je stav MSI nebo MSS rlznych vzork( dén prahem, ktery se vypodéita
takto: max(10, medidn + max (3*median-abs-dev, 0,3*median)).
Princip tohoto hodnoceni je nasledujici:
- Pfi analyze vzork( MSI a MSS se prah obvykle rovna medianu + 3*median-abs-dev.
- Pokud vsak maiji vSechny vzorky stav MSS, pokud je jejich skére velmi nizké a pokud je
jejich rozlozeni velmi blizké, bude prahova hodnota nastavena na 10, aby nedochazelo ke
generovani fale$né pozitivnich vysledka.

Zobrazeni a vyklad

Po dokonéeni analyzy Ize z analyzy SomaMSI zobrazit vysledky v§ech vzork(. Zalozka Results
(Vysledky) je rozdélena na dvé ¢ésti:

MSI graph: grafické znazornéni vysledk(, kde je kazdy vzorek zobrazen podle svého skére.

Prahovd hodnota uréena podle kohorty vzork( vytvafi v grafu dvé zény predstavujici vzorky
povazované za MSI, respektive MSS.
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MSI graph

100

MSI Score (%)
Threshold: 31.15%

Obrazek 36: Krabicovy graf znazornujici rozloZeni skére MSI pro vybérovou kohortu.

Per sample details: rozdéleni skore a stat prirazeny ke kazdému vzorku jsou k dispozici v pravém
panelu.

Per sample details

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5

@ o @ G @ @ o

Sample & Sample 7 Sample & Sample 9 Sample 10

@ o @& D @ GO

Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14 Sample 15

@« @& O
Sample 16

« o

Obrazek 37: Rozdéleni skdre a stavu vSech vzork( zahrnutych do analyzy SomaMSI.
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13.1.13.  Stav HRD/HRP

Metodika

Detekce stavu HRD navrzena spolecnosti SeqOne je zalozena na analyze dat sekvenovani
genomu s nizkym pokrytim (sWGS), ke kterym lze pfidat vysledky analyzy genového panelu,
pokud tento zahrnuje geny BRCA1 a BRCA2.

Princip je nasledujici:

- Kvantifikovat genomickou nestabilitu z dat sSWGS a identifikovat velké prestavby (LGA) a
ztraty rodi¢ovskych kopii (LPC), které by odrazely ztratu heterozygotnosti.

- Identifikovat zmény v pocétu kopii (CNV) v klicovych genech, u nichz je popséan
potencialni vliv na HRD status.

- Volitelné detekovat patogenni varianty v genech BRCA1, BRCA2 a TP53, pokud jsou pro
prislusného pacienta k dispozici vysledky panelu v rozhrani SeqOne. V tomto pfipadé se
berou v Uvahu typy variant zjiSténé pracovni sadou SomaVar: SNV, indely a SV (zjisténé
pomoci Freebayes, Mutect2 a GRIDSS).

HRD status. HRD status. je definovan alespon jednim z ndsledujicich Udajii (pouze verze
SomaHRD v1.2 a v1.3): (1) alespon jedna patogenni mutace BRCA1/2 a/nebo (2) HRD
probability vétsi nebo rovna 0,5.

Od verze 1.4 worksetu SomaHRD je status analyzy definovan pouze skére genomické
nestability (Gl skore). UzZivatelé mohou vedle stavu Gl vybrat stav HRD (pozitivni, negativni nebo
nekonkluzivni) a zahrnout jej do zpravy misto stavu Gl.

HRD probability. (pouze verze SomaHRD v1.2 a v1.3) Pravdépodobnost HRD SeqOne odpovida
pravdépodobnosti, ze nador je HRD pozitivni na zakladé charakteristik genomové nestability
LGA a LPC stanovenych z dat sWGS. Velké genomové zmény (LGA) jsou definovany jako pocet
zlomovych bod(, kde zlomovy bod odpovidda zméné pocétu kopii mezi dvéma genomovymi
segmenty o délce nejméné 10 Mb a vzdalenymi od sebe nejvyse 3 Mb. Losses of Parental Copy
(LPC) jsou definovany jako pocet haploidnich segmentl dlouhych nejméné 10 Mb. HRD
probability je linearni kombinaci obou charakteristik genomové nestability, prevedenou pomoci
logistické regrese tak, aby se hodnoty umistily na stupnici pravdépodobnosti mezi 0 a 1.

Gl probability (GiP) (ze SomaHRD v1.4) Pravdépodobnost genomové nestability (Gl) predstavuje
pravdépodobnost, ze nador vykazuje genomovou nestabilitu, na zakladé mélkého sekvenovani
celého genomu (sWGS). Vypocet této pravdépodobnosti zavisi na dvou typech charakteristik
genomové nestability LGA a LPC. LGA je definovéana jako pocet zlomovych bodd poétu kopii.
Bod zlomu odpovida zméné poctu kopii mezi dvéma dostatecné velkymi genomovymi segmenty
v tésné blizkosti. Skére LGA neni jedinym méfitkem, ale spiSe souborem nékolika variant. Tyto
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odchylky se vypocitavaji pomoci rGznych parametrd pro minimalni velikost fragmentu a
vzdalenost mezi fragmenty. Skére LPC se naproti tomu vztahuje k poctu haploidnich segment(
o délce alespon 10 Mb. Pravdépodobnost genomové nestability SeqOne neni pfimou funkci
prdmérnych skoére LGA a LPC. Vypocitadvda se pomoci posilovaciho modelu, ktery integruje
nékolik funkci LGA a LPC, ¢imz zvySuje presnost predpovédi. Kone¢na pravdépodobnost je
primérem 100 pravdépodobnosti (v rozmezi od 0 do 1) vypocitanych pomoci rliznych
parametrd modelu.

Gl status. (ze SomaHRD v1.4) Pozitivni stav genomové nestability (Gl status) je definovén
pravdépodobnosti genomové nestability vyssi nez 50 %.

BRCA Status. Pro detekci patogennich variant a urCeni statusu BRCA nezdavisle na
pravdépodobnosti HRD nebo pravdépodobnosti Gl se na varianty BRCA1 a BRCA2 z analyzy
SomaVar pacienta pouziji nasledujici kritéria:

- Allele frequency = 15 % (verze SomaHRD v1.2 a v1.3),

- Allele frequency = 10 % (ze SomaHRD v1.4)

- Coverage = 35

- Primérna kvalita kazdé baze nesouci variantu (skére Phred) > 20

- Nahradni pozorovani (poc¢et sekvenci nesoucich mutaci) = 5

- Klasifikace 4 (Likely Pathogenic) nebo 5 (Pathogenic) podle naseho ndstroje pro

klasifikaci patogenity variant na zakladé kritérii ACMG.

TP53 variants. Na patogenni varianty TP53 z analyzy SomaVar provedené u pacienta se vztahuji
nasledujici kritéria:

- Coverage =100

- Prdmérna kvalita kazdé baze nesouci variantu (skére Phred) = 20

- Nahradni pozorovani (poc¢et sekvenci nesoucich mutaci) = 5

- Klasifikace 4 (Likely Pathogenic) nebo 5 (Pathogenic) podle naseho nastroje pro

klasifikaci patogenity variant na zakladé kritérii ACMG.

Tyto varianty se ve zpravé o analyze SomaHRD zobrazuji pouze bez minimalni prahové
frekvence alel, ale nejsou urCujici pro HRD status. Ve zpravé HRD bude uvedena pouze
patogenni varianta TP53 s nejvyssi frekvenci alel.

Cellularity. Metadata o bunéénosti (% nadorovych bunék ve vzorku) jsou nutnad ke spusténi
analyzy SomaHRD. Lze je zadat pfi nacitani vzorku nebo pred spusténim analyzy upravou
prislusnych metadat vzorku (viz Metadata vzorku). Pokud je hodnota nizsi nez 20 %, vysledek
bude neprikazny. HRD status vSak muze byt pozitivni, pokud je analyza doplnéna panelem
zahrnujicim BRCA1 a BRCAZ2, ktery udava pozitivni stav BRCA.

Postup varovani pred nadorovou frakci: "Analysis" SomaHRD obsahuje vystrazny mechanismus,
ktery indikuje, Ze vzorek mize mit nizky obsah nadorové frakce. Ten je zaloZen na statistickém
opatfeni zvaném ‘statistika prekryvani’, které hodnoti podobnost mezi po sobé jdoucimi
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genomovymi segmenty z hlediska poméru poctu kopii. Vzorky s vyraznym prekryvem maiji Casto
niz$i podil nadord, coz ztézuje rozliSeni genomové nestability.

Abychom stanovili spolehlivy prah pro toto varovani, korelovali jsme statistiku prekryvani s
frekvenci variantnich alel (VAF) mutaci TP53 pomoci klinickych Gdajd. Vystraha se spusti, pokud
statistika prekryvani prekroCi predem definovanou prahovou hodnotu. Toto upozornéni
upozoriuje na potencialni nesrovnalosti s ruéné zadanym procentem obsahu nadoru, coz miize
znamenat, Ze podil nadoru je nizsi nez 20 %. U vzorkd s podilem nador( pod touto hranici je
zvysené riziko vzniku fale$né negativnich vysledk(. Takové vzorky v§ak nejsou odmitdny a
upozornéni slouzi jako voditko pro peclivou interpretaci vysledkd HRD.

Minimum coverage. Minimalni pokryti potfebné pro provedeni testu je 0,1x, ale doporucujeme
minimalni pokryti 0,5x, idealné 1x. Pfi snizeni pokryti na 0,1X se chybovost klasifikace zvysi o 5
%.

Ackoli data sSWGS mohla byt generovana ze soupravy, ktera ma UMI, pfi analyze SomaHRD se k
nim neprihlizi. V pracovni sadé je zahrnut krok ofezavani pro adaptéry i UMI.

Vizualizace a interpretace

Po dokonceni analyzy jsou vysledky k dispozici v analyze SomaHRD. Kromé "QC report" a
"Technical report” je na karté HRD Report (zprdva HRD) pfimo pfistupnd zprava HRD (verze
SomaHRD v1.2 av1.3).

Od verze v1.4 worksetu SomaHRD se vysledky analyzy zobrazuji na zvlastni karté HRD. Kazda
¢ast karty odrdzi ¢ast zprdvy HRD popsanou nize (HRD Summary, Sample quality, Genomic
instability features, BRCA1/BRCA2 & TP53 mutations, Copy number variations).

Na této karté mize uzivatel tyto vysledky exportovat jako soubor CSV nebo jako zpravu HRD ve
formatu PDF. V pfipadé exportu do formatu PDF mize uZivatel vybrat jazyk zpravy HRD ze
seznamu dostupnych jazykl: Francouzstina, Spanélstina, angli¢tina, italianstina, némcina.
Vychozi volbou je anglictina.

HRD report je rozdélen do nésledujicich oddild.

V zahlavi jsou uvedena metadata pacienta a analyzy, typ provedeného testu a stav HRD
(SomaHRD v1.2 a v1.3) nebo stav Gl (SomaHRD = v1.4).

Sample quality. V této ¢asti jsou shrnuty hlavni ukazatele kvality analyzy a minimalni
pozadované prahové hodnoty.

Kontroly QC se zobrazuji jako tabulka. Pro kazdy parametr jsou k dispozici nasledujici
informace:
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Nazev : nazev parametru

Hodnota : hodnota parametru, v€etné :
- lkona oznadujici, zda je filtr vyhovujici, varovny nebo nelspésny.
- Hodnota parametru pro vzorek

Description : Kratky popis parametru

SAMPLE QUALITY

NAME VALUE DESCRIPTION
% of tumoral cells @ 90% Low value of tumoral cells is likely to generate false negative results
Coverage 0.43X Average sequencing coverage of the genome
% correct mapping @ 96.5% Proportion of reads correctly mapped
Confidence in genomic instability @& 1.00 Large values indicates high confidence in genomic instability computation
Low tumor fraction @& NORMAL  Low tumor fraction detected from the shallow WGS

SAMPLE QUALITY
NAME VALUE DESCRIPTION
::/oelclef moral 30% A percentage of tumoral cells below 20% is likely to generate false negative results.
Coverage @ o07x The average sequencing coverage of the genome should be above 0.1x.

. : A large dispersion reflects high variability in the genomic instability computation, indicating

Gl Dispersion & 0.93 low precision in the estimated score.
Ir;%l\éléumor WARNING  Low cellularity detected from the genomic profile.

Obrazek 38 : Shrnuti metrik QC souvisejicich se vzorkem sWGS v SomaHRD v1.2 (nahorfe) a

SomaHRD v1.5 (dole).

Kontroly kvality se provadéji u nasledujicich parametri podle prahovych hodnot uvedenych na
konci zpravy HRD (oddil VZOROVE KONTROLY KVALITY):

procento nadorovych bunék pouze na zakladé hodnoty zadané uzivatelem.

pramérné pokryti sekvenovani genomu,

podil spravné zarovnanych reads vypocteny po kroku ofezani adaptérl (pouze verze
SomaHRD v1.2 av1.3),

metrika ddvéryhodnosti genomické nestability (LGA a LPC) na zakladé udaji o pokryti
(pouze verze SomaHRD v1.2). Tato kontrola kvality se pouziva k méfeni divéryhodnosti
vraceného stavu HRD status. Nékteré pozitivni a negativni vysledky jsou oznaceny
stitkem "low confidence" (nizka dlvéryhodnost), ktery identifikuje vzorky s nejnizsi
ddvéryhodnosti stavu.

a interval spolehlivosti HRD (interval spolehlivosti HRD) (pouze verze SomaHRD v1.3).
Tato metrika bude mit stav Warning (Varovani), pokud je standardni chyba (smérodatna
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odchylka) vétsi nez 0,07; bude mit stav Failed (Nevyhovujici), pokud interval spolehlivosti
pravdépodobnosti HRD obsahuje hodnotu 0,5.

- interval spolehlivosti pravdépodobnosti Gl (interval spolehlivosti pravdépodobnosti Gl)
(pouze verze SomaHRD v1.4). Tato metrika bude mit stav Warning (Varovani), pokud je
standardni chyba (smérodatnd odchylka) vétsi nez 0,07; bude mit stav Failed
(Nevyhovujici), pokud interval spolehlivosti pravdépodobnosti G/ zahrnuje hodnotu 0,5.

- rozptyl Gl (pouze verze SomaHRD v1.5), ktery ukazuje rozptyl 100 vypoctd
pravdépodobnosti Gl. Tato metrika zobrazi stav "Warning" s oznacenim "Moderate" vedle
hodnoty, pokud je rozptyl > 2,6, a stav "Failed" s oznacenim "High", pokud je > 2,7. V
opacném pripadé se vedle skére zobrazi oznaceni "Low".

- v pfipadé podezfeni na nizky obsah nadoru (Low tumoral fraction) na zadkladé sWGS se
zobrazi zpradva WARNING. Pokud tomu tak neni, zobrazi kontrola zpravu NORMAL
(normailni).

Pokud je néktera z nasledujicich metrik QC pod ocekavanymi prahovymi hodnotami selhani,
bude vysledek analyzy neprikazny (NON CONCLUSIVE):

- % tumor cells

- Coverage

- % spravné zarovnanych ¢teni (pouze pro verze SomaHRD v1.2 a v1.3).

- Gl disperze > 2,7, pokud také 0,37 < GiP < 0,59 (pouze pro SomaHRD v1.5)

V tomto pfipadé se metriky dlivéryhodnosti genomové nestability a nizké nddorové frakce
nepocitaji a v pfislusnych oddilech se zobrazuji N/A (pro verzi SomaHRD < v1.5).

Pro SomaHRD v1.3, Pokud je dlivéra v metriku genomické nestability Failed, tj. pod o¢ekdvanym
prahem neuspésnosti, vysledek analyzy bude:

- POSITIVE LOW CONFIDENCE" pokud je pravdépodobnost HRD vétsi nebo rovna 50 %.

- NEGATIVE LOW CONFIDENCE, pokud je pravdépodobnost HRD mensi nez 50 %.
V tomto pfipadé je vysledek analyzy doprovazen varovanim.

Nicméné pokud je analyza doprovazena panelem obsahujicim BRCA1 a BRCA2 a panel vrati
pozitivni stav BRCA, bude stav HRD pozitivni, i kdyz je metrika kontroly kvality tykajici se vzorku
SWGS pod prahem selhani (pouze pro verze SomaHRD v1.2 a v1.3).

Copy number variations. Tento oddil je vénovan Copy number variations genli CCNE1 a RAD51 z
hlediska pocCtu zjisténych kopii. Ty se pfi vypoctu pravdépodobnosti HRD a pravdépodobnosti Gl
neberou v Uvahu.

Genomic instability features. V této Casti jsou uvedeny podrobnosti o vlastnostech, které byly

vypocCteny pro urCeni genomové nestability nadoru. Tyto rysy se pouzivaji k urCeni
pravdépodobnosti SeqOne HRD (SomaHRD verze 1.2 a 1.3) a pravdépodobnosti GI (SomaHRD
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verze = 1.4). Tento oddil je uréen k pochopeni zplisobu vypoctu pravdépodobnosti. Pro kazdou z
funkci jsou uvedeny nasledujici informace:

- Nazev : Nazev prvku (napf. LGA Status nebo LGA Score).
- Value : Hodnota vypoctena pro pacienta.
- Popis : Strucny popis funkci

V piipadé NEZAVERECNYCH vysledkd, které se tykaji metrik kontroly kvality pod o&ekavanymi
prahovymi hodnotami, se sekce AMPLIFICATIONS a GENOMIC INSTABILITY FEATURES ve zpravé
zobrazi Sedé.

4 GENOMIC INSTABILITY FEATURES

The following variables are used to determine the HRD Probability.

NAME VALUE DESCRIPTION
LGA Status 23 Large Genomic Alteration Status
LPC Status 15 Loss of Parental Copy Status

Obrazek 39: Znaky pravdépodobnosti HRD souvisejici s genomickou nestabilitou.

BRCAT1/BRCA2 & TP53 mutations. V pfipadé kompletniho HRD testu vcetné analyzy SomaVar
poskytujeme dalsi ¢ast vénovanou patogennim variantam zjiSténym v genech BRCA1, BRCA2 a
TP53. Jsou zde uvedeny vSechny patogenni varianty gen BRCA1 a BRCA2 odpovidajici kritériim
popsanym v casti Metodika. Uvedena vSak bude pouze patogenni nebo pravdépodobné
patogenni varianta TP53 s nejvyssi frekvenci alel. Ostatni patogenni varianty TP53 Ize zobrazit v
souvisejici analyze SomaVar. Tento oddil je skryty pouze pro "Report" sWGS.

Zjisténé mutace jsou uvedeny v tabulce s nasledujicimi sloupci:
- Gene & Transcript: Gene & Transcript: RefSeq transcript ID
- Variant: HGVSC a HGVSP nomenklatura varianty
- Evaluation: Variant evaluation according to ACMG criteria (Pathogenic or Likely
Pathogenic)
- VAF: Alelicka frakce varianty

Pokud nebyly v analyze propojeného panelu identifikovany zadné patogenni mutace BRCA,
zobrazi se v této ¢asti zpravy nasledujici zprava: "No pathogenic mutations have been identified
on BRCA1 and BRCA2 genes."

Pokud nebyly v analyze propojeného panelu identifikovany zadné patogenni mutace TP53,

zobrazi se v této ¢asti zpravy nasledujici zprava: "No pathogenic mutations have been identified
on TP53 gene."
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BRCA1/BRCA2 & TP53 MUTATIONS

GENE & TRANSCRIPT VARIANT EVALUATION VAF
BRCA1 NM_007294.4 gf\ufoass}éﬁff‘gers Pathogenic 60.68%
BRCA1 NM_007294.4 g%};%g&é?ﬁﬂgﬁg Pathogenic 58.18%
BRCA1 NM_007294.4 g%ﬂ%g&éﬁggeﬂ Pathogenic 60.08%
TP53 NM_000546.6 €.524G>A Pathogenic 39.29%

p.Arg175His

Obrazek 40: TP53 variants.

HRD summary. Tato posledni ¢4st zpravy je vénovana vysledkim. Cilem této ¢asti je poskytnout
podrobny pohled na vysledky a zobrazit nasledujici informace:

HRD Probability SomaHRD v1.2 a v1.3): HRD probability value, mezi 0 a 1. Status je
kladny, pokud je hodnota vétsi nebo rovna 0,5.
Gl probability (SomaHRD verze = v1.4): Stav je pozitivni, pokud je tato hodnota vétsi
nebo rovna 0,5.
BRCA Status: status urCeny detekci alespon jedné patogenni mutace BRCA: MUTATED:
DIVOKY TYP nebo N/A v pfipadé, Ze neni provedena panelovéa analyza.
HRD Status or Gl Status : POSITIVE, NEGATIVE, NEGATIVE LOW CONFIDENCE, POSITIVE
LOW CONFIDENCE or NON CONCLUSIVE as displayed in the report header
Metoda : Metoda (nebo zpisob), kterd byla pouzita k vytvoreni skére HRD:

- UpIny HRD = 'WGS SHALLOW + BRCA1/2 GENE PANEL'

- Pouze mélké = "SHALLOW WGS ONLY"

V pfipadé vysledkG NEGATIVE LOW CONFIDENCE, POSITIVE LOW CONFIDENCE nebo NON
CONCLUSIVE jsou tyto vysledky zobrazeny svétle Sedou barvou.

Podrobnosti o jednotlivych hodnotach zobrazenych ve zpravé a o celkové metodice testu jsou
uvedeny v oddilech "Footnotes” a "Methodology”, které nasleduji za vysledkem.

Kromé zpradvy HRD jsou na karté Soubory analyzy SomaHRD k dispozici ke stazeni grafy
genomické nestability spojené s analyzou HRD. Tyto grafy predstavuji normalizované pokryti
v§ech chromozom( z dat sWGS.

V piipadé NEZAVERECNYCH vysledkd, které se tykaji metrik kontroly kvality pod ocekévanymi
prahovymi hodnotami, se grafy genomové nestability negeneruiji.
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13.1.14.  Metylacni data pro SomaMethyl

Methylation Index (Index metylace)

O s v ©QC | -oMethylation g5 Files Selection @) R Analysis

Mi

Sample Methyl Index

0.154

Index metylace (MI) je jediné Ciselné skore, které kvantifikuje celkovy stav metylace
biologického vzorku a shrnuje signal metylace spojeny s nadorem. Dokaze citlivé detekovat i
nizké hladiny DNA pochazejici z nadoru na pozadi normalni DNA. V SomaMethyl se Ml pocita ve
standardnim rezimu pomoci proprietarniho algoritmu spolecnosti Agilent (MethylAlgo). Pokud
je k dispozici referen¢ni kohorta, Ize MI vzorku porovnat s hodnotami Ml kohorty a interpretovat
pomoci prahové hodnoty definované uzivatelem. Pro vyhodnoceni MI poskytla spoleénost
Agilent titracni vzorky s ocekavanymi hladinami metylace. Hodnoty MI vypocitané modulem
SomaMethyl ve standardnim rezimu se porovnaji s ocekavanymi hodnotami MI poskytnutymi
spolecnosti Agilent a vykon se shrne pomoci vazené metriky shody definované jako 1 - wMAPE
(Vazena primérna absolutni procentualni chyba).

Methylation level (Urovei metylace)

Methylation level

CpG coverage % CpG Methylation

Cooqg 22 oL
02 02 o2 08 > 03 3217 09 07 05 03 03 02 0.1 01 01 01 0.1 01
; . ) : : i ! ' ; : :

CpG coverage (histogram) (Pokryti CpG (histogram))

Distribuce hloubky ¢teni napfi¢ misty CpG v cilovych oblastech (manifest).

Osa X (pokryti ¢teni log10): pokryti na misto CpG (pocet éteni podporujicich volani metylace na
daném CpgG, tj. pocet metylovanych + nemetylovanych).

Osa Y (# mist CpG): pocet mist CpG v manifestu, kterd maji toto pokryti.

MlZete zkontrolovat, zda jsou cilové CpG dostatecné pokryty a zda je pokryti dostatecné
rovhomeérné pro spolehlivou interpretaci procent metylace.
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% CpG methylation (histogram) (% metylace CpG (histogram))

Distribuce tUrovni metylace napfi¢ misty CpG v cilovych oblastech (manifest).

Osa X (% metylace): pro kazdé misto CpG zlomku metylovanych cteni ze vSech ¢&teni
pokryvaijicich toto CpG.

Osa Y (# mist CpG): pocet mist CpG v manifestu vykazujicich tuto Grovern metylace.

Poskytuje pohled na udrovni vzorku na stavy metylace CpG napfi¢ cilovymi oblastmi (¢asto
ukazuje vrcholy v blizkosti nizké a vysoké metylace v zavislosti na zachycenych oblastech a
biologii vzorku).

Mista CpG s velmi nizkym pokrytim poskytuji méné spolehliva procenta metylace, protoze maly
pocet Cteni mlze % vychylit nahoru nebo doll. Z tohoto dlivodu by mél byt histogram %
metylace CpG vzdy interpretovan spoleéné s histogramem pokryti CpG (a dal$imi metrikami
kontroly kvality).

Methylation profile (Profil metylace)

Methylation profile

Graf profilu metylace ukazuje signal metylace CpG vzorku napfi¢ genomem, zobrazeny podle
chromozomu. Kazdy bod odpovida primérnému procentu metylace CpG vypocitanému v po
sobé jdoucich genomickych oknech (jako ve vystupu .mcpg.track.bedGraph). Tento pohled
pomaha vizualizovat Siroké vzorce metylace a identifikovat oblasti s vy$Si nebo nizsi metylaci ve
srovnani se zbytkem genomu.

Methylation Table (Tabulka metylace)
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Table

REGION

Clorf94

EPHA10

HPCAL4

Tabulka metylace uvadi genomické oblasti (chromozom:zacatek-konec), ve kterych SomaMethyl
shrnuje metylaci CpG (pevna okna nebo slouéené segmenty, v zavislosti na kroku). Pro kazdou
oblast METH. LEVEL hlasi agregovanou uroven metylace vypocitanou z volani metylace CpG v
tomto intervalu a CpG NBR. udava, kolik mist CpG pfispélo k vypoctu. Kazdy radek je poté
anotovan pomoci CpG REGIONS (ostrov, breh, Self, kde je to vhodné) a funkénimi anotacemi,
vcetné prekryvajicich se regulacnich prvki GENOMIC FEATURE (promotor, enhancer, silencer) a

METH. LEVEL

1

3

5

3

24

CpG NBR.

53

42

51

61

26

22

28

28

47

43

CpG REGIONS

Island +1

Island +1

Island

31t0 40~ of 2217

informaci REFSEQ CDS (koédujici sekvence).
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14. Zprava

14.1.1.  Vystupni soubory

Na karté Soubory jsou uvedeny soubory vytvorené v rliznych fazich worksetu. Kazdy soubor Ize

stahnout kliknutim na ikonu .

Nékteré soubory neobsahuji nazev vzorku jako predponu. Chcete-li je stahnout s timto prefixem,
musite aktivovat moznost "Prefix with sample name" v pravém hornim rohu stranky.

Soubory jsou k dispozici ke stazeni v riznych sekcich rozhrani:

- Soubory FastQ jsou k dispozici na karté Samples projektu po vybéru pfislusného vzorku

a poté ikony .

- Manifesty (soubory BED) jsou k dispozici v nastaveni uzivatele prostfednictvim ikony v
pravém hornim rohu ovladaciho panelu a poté na karté Manifesty.

- Zprava(y) o analyze ve formatu PDF je(jsou) k dispozici na karté Reporting po vybéru
analyzy.

- Soubory vygenerované béhem analyzy (BAM, VCF atd.) a rlizné zpravy HTML (kvalita,
technické atd.) jsou k dispozici na karté Soubory pro kazdou analyzu.
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15. Re3eni problémi a chybové zpravy

K upozornéni uZivateld na chybu se pouziva nékolik zprav.

Chybova zprava

Description

Login failed

Forgot Password ?

Irvalid username or password.

Heslo a/nebo prihlaSovaci udaje jsou
nespravné.

Uzivatelé jsou vyzvani, aby znovu
zadali své prihlasovaci jméno a heslo
nebo klikli na "Forgot password?" a
obnovili své heslo.

Upload pending

Nahravani vzorku probiha.

Uzivatellm doporucujeme vyckat,
nezavirat okno prohlizece a
neprerusovat pfipojeni k internetu.

X Upload failed

Vzorek se nepodafilo nahrat.

K této chybé muzZe dojit, pokud bylo
okno prohlize¢e zavieno nebo pokud
béhem nahravani doslo k vypadku
internetového pripojeni.

Uzivatelé jsou vyzvani, aby se pokusili
soubor(y) nahrat znovu.

Ukazuje priibéh aktualniho nahravani

Uzivateldm doporucujeme vyckat,
nezavirat okno prohlizece a
neprerusovat pripojeni k internetu.

Nacteni stranky.

Uzivatelé jsou vyzvani, aby pockali.
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- Bioinformatics - pending

Na analyzu se ceka.

Uzivatelé jsou vyzvani, aby pockali.

¥ Failed - eror

Analysis failed:

UZivatelé jsou vyzvani, aby
zkontrolovali nastaveni a data pouzita
ke spusténi analyzy a poté ji znovu
spustili.

A Something went wrong

Something went wrong, you should refresh this page before continue.
Feel free to contact the support if the problem persist.

Doslo k chybé.

Uzivatel je vyzvan, aby kliknul na
klavesu "Esc".

Pokud problém pretrvava, kontaktujte
podporu na adrese
support@seqone.com.

X Missing fastq files

U tohoto vzorku chybi souvisejici
soubory FastQ, coz znamena, ze pro
tento vzorek nelze spustit zadné nové
analyzy.

unexpected EOF

X Verification failed ‘IR

Zprava "Unexpected EOF" (End Of File)
odpovida zkracenému souboru.

Uzivatel je vyzvan, aby zkontroloval
data a znovu nacetl prislusné soubory.

Uzivatelé mohou kontaktovat tym podpory kliknutim na Iogo v pravém hornim rohu

uzivatelského panelu a poté na ikonu . @ Support
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16. Zaruka

Viz zarucni podminky ve vasi smlouvé o udrzbé.

17. Pravni upozornéni

17.1. Podminky pouziti

Informace o uzivatelské licenci ziskate kliknutim na logo uzivatelského ucCtu, po kterém
nasleduji "Terms of use". Uzivatelé si mohou informace zobrazit a stahnout ve formatu PDF z
vyskakovaciho okna kliknutim na "OPEN PDF".

17.2. Omezeni odpovédnosti

Spolec¢nost SeqOne se zfika jakékoli odpovédnosti za jakékoli zneuziti nebo neodborné pouziti
platformy SeqOne.

SeqOne je nastroj pro podporu klinického rozhodovani a neni zodpovédny za diagndzy odvozené
ze ziskanych vysledka.

Uzivatelé proto musi pfi pouzivani softwaru a jeho vysledk( postupovat s nalezitou opatrnosti.
Diagno6zy by mély byt potvrzeny rliznymi klinickymi a lIékafskymi vySetfenimi.

17.3.  Autorska prava a ochranné znamky

Nazvy spolecnosti a produktl uvedené v této priruéce mohou byt ochrannymi znamkami
pfislusnych vlastnikd.
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