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1. Introduccion

Le recomendamos que lea atentamente las instrucciones antes de utilizar el software. Puede
solicitar una versiéon impresa de estas instrucciones al equipo de soporte de SeqOne
(support@segone.com). Para obtener los mejores resultados al utilizar la plataforma, lea

atentamente todas las precauciones resaltadas con el simbolo A . Los distintos simbolos
normativos y otros simbolos utilizados a lo largo de esta guia y del software son los siguientes:

Simbolo Significado

“ Fabricante

 cH [REP| |Indica el representante autorizado establecido en Suiza.

& Fecha de fabricacién (Fecha de lanzamiento del software)
Dispositivo médico de diagndstico in vitro.

UDI Identificador Gnico de dispositivo

REF Referencia del catalogo del fabricante

c € Cumple los requisitos del Reglamento europeo (UE) 2017/746
0459 | Marcado CE con el numero de identificacion del organismo notificado

I:E:] Consulte las instrucciones de uso

Advertencia
A Este simbolo de seguridad indica que se requiere un cuidado especial al
utilizar el aparato.

La etiqueta (que incluye informacién sobre la version del software SeqOne y datos de contacto)
y este documento que describe las instrucciones de uso (en varios idiomas) estan disponibles
en la seccion "About”.
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2. Contactar con el fabricante y el representante suizo

SeqOne S.A.S

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

Soporte al usuario :

SUQQOI’U@SEQOHE.COIT\

Arazy Group Swiss GmbH
E Bruderholzallee 53

4059 Basilea, Suiza

swiss.ar@arazygroup.com

3. Vigilancia de los productos sanitarios

Si se produce o es probable que se produzca un incidente grave al utilizar el dispositivo, se pide
a los usuarios que notifiquen el incidente sin demora injustificada al fabricante y a la autoridad
competente del pais donde se haya producido o sea probable que se produzca el incidente.

Las normas aplicables y la lista de autoridades competentes en la UE estan disponibles en la
siguiente direccion:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-reqgulations/contacts_en

IVD c € 0459

4. Uso previsto de la plataforma
4.1. Uso previsto

SeqOne platform es un dispositivo médico de diagndstico in vitro basado en software, disefiado
para apoyar a los profesionales de la salud en el andlisis e interpretacion de datos genémicos y
de secuenciacion brutos de pacientes sometidos a analisis NGS o CGH arrays. Al proporcionar
informacion cualitativa y accionable, la plataforma funciona como un sistema de apoyo a la
decision, ayudando a los profesionales de la salud a tomar decisiones clinicas.
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4.2. Indicacion de uso

SeqOne Platform admite tanto el analisis secundario y terciario a partir de datos de
secuenciacion brutos, asi como el andlisis terciario por si solo. Sus capacidades analiticas,
independientes de la patologia, tienen aplicaciones en diversos campos médicos, incluyendo la
oncologiay las enfermedades raras.

4.3. Descripcion

SeqOne Platform es un dispositivo médico de diagndstico in vitro basado en software que
integra varias aplicaciones que trabajan en conjunto para proporcionar a los usuarios expertos
una poderosa herramienta para interpretar datos gendmicos y de secuenciaciéon complejos.

SeqOne Platform integra informacion consolidada de una amplia gama de fuentes externas,
incluyendo bases de datos publicas, literatura cientifica y bases de conocimiento propietarias.
Estas fuentes externas de datos proporcionan contexto y significado a las variantes genémicas
identificadas.

Los archivos de entrada para diversas aplicaciones dentro de la plataforma se procesan
utilizando una combinacidén personalizada de moédulos bioinformaticos y de anotacion, lo que
garantiza que cada anadlisis se optimice para sus requisitos especificos.

Los Méoédulos de Bioinformatica realizan analisis secundarios mediante métodos
computacionales, como el alineamiento y la identificacion de variantes, para identificar
variantes genéticas en datos de secuenciacion de ADN y ARN, comparandolos con un genoma
de referencia (hg19 o hg38). Los datos, utiles tanto para analisis germinales como somaticos,
pueden generarse a partir de secuenciacién del genoma completo, secuenciacién del exoma o
paneles de genes dirigidos.

Los Mddulos de Anotacion realizan el analisis terciario para anotar variantes con
detalles como el gen y su funcion conocida, la localizacion de la variante dentro del gen y
cualquier publicacion o reporte clinico que mencione el gen o la variante. Esta anotacion
determina qué reglas de clasificacion ACMG y AMP/CAP/ASCO aplican a cada variante y, a
partir de ahi, se puede llegar a un veredicto de patogenicidad. La anotacion también se realiza a
través de DiagAl, un conjunto de herramientas impulsadas por IA que ayuda a analizar
rapidamente variantes genéticas e identificar posibles variantes causales.

Esta arquitectura modular permite a SeqOne ser altamente adaptable a diferentes tipos de
analisis y preguntas de investigacion. Los archivos de entrada para las diversas aplicaciones
dentro de la plataforma se procesan utilizando una combinacion personalizada de estos
modulos de Bioinformatica y Anotacion, asegurando que cada analisis esté optimizado para
sus requisitos especificos. Al integrar estas diversas fuentes de datos y herramientas de
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analisis, SeqOne permite a los usuarios expertos obtener una visién profunda del complejo
panorama de los datos gendmicos y sus implicaciones para la salud y la enfermedad humanas.

La plataforma funciona como una solucién SaaS basada en la nube, con todas las
funcionalidades accesibles a través de un navegador web. Incluye SeqOne Flow, una
herramienta opcional que puede desplegarse en la nube de AWS o en los servidores del cliente
para facilitar la transferencia de datos y la integracion de flujos de trabajo.

Por seguridad, todos los datos se cifran en reposo usando cifrado AES-256 y el trafico entre los
usuarios y la plataforma esta protegido mediante certificados SSL.

4.4. Poblacion de pacientes

La solucidon es adecuada para cualquier paciente que requiera un analisis gendmico. La
poblacién diana pueden ser personas con cancer, enfermedades raras, enfermedades
hereditarias, predisposicion genética al cancer o personas sanas.

4.5. Usuarios previstos

SeqOne Platform esta disefiada para profesionales de la salud responsables del andlisis clinico
rutinario de datos gendmicos. Esto incluye el analisis e interpretacién de archivos brutos
generados por secuenciadores a partir de muestras bioldgicas secuenciadas. Los usuarios
objetivo de la plataforma son genetistas, bioinformaticos, biélogos, ingenieros y técnicos de
plataformas NGS.

4.6. Caracteristicas

Cada aplicacién (workset) consta de multiples médulos de bioinformatica y anotacién, cada
uno de los cuales se encarga de tareas analiticas especificas. En este capitulo, se evalta el
rendimiento a nivel de modulo para garantizar una valoracion detallada de la precision y
fiabilidad de cada componente.

Los analitos detectados por la SeqOne Platform se clasifican en dos categorias de alteraciones
gendémicas:

- Variantes genéticas como SNV, indeles, MNV, CNV, UPD, fusiones génicas, variantes
estructurales, variantes de splicing, inserciones de Alu y FLT3-ITD (duplicacién en
tdndem interna).

- Marcadores caracteristicos o biomarcadores complejos, como el estado de IGHV, la

inestabilidad de los microsatélites (MSI), la carga mutacional tumoral (TMB), la
metilacion o los defectos en la reparacién de roturas de doble cadena mediante
recombinacién homaéloga (HRD, Homologous Recombination Deficiency).
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Modulo de bioinformatica

Workset

Tipo de analito

Deteccion de CNV
Exome Germline

CNVExome, GermVar, GermVar Family

Variante genética

Deteccion de CNV
Panel Germline

CNVCapture

Variante genética

SNV/Indel Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Variante genética

SV Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Variante genética

UPD

GermVar, GermVar Family,
GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family

Variante genética

Inserciones Alu

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

Variante genética

MNV

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

Variante genética

SNV/Indel Somatico

SomaVar, SomaHemato, SomaRNA,

Variante genética

SomaCGP
SNV/Indel somatico LF SomaVar LF Variante genética
CNV Paneles somaticos amplios SomaCGP Variante genética
indice de metilacion SomaMethyl Firma
Fusion de ADN somatico SomaCGP, Somavar, Somavar LF, Variante genética
SomaHemato
Fusion de ADN somatico LBx SomalBx Variante genética
TMB SomaCGP Firma
MsSI SomaCGP, SomaMSI Firma
Probabilidad Gl (GiP) SomaHRD Firma

Sentieon SNV/Indel Germline

GermVar, GermVar Family

Variante genética

Variantes mosaicas Germline

GermVar, GermVar Family

Variante genética

CNV WGS

GermVar, GermVar Family

Variante genética

Sentieon SNV/Indel Somatic SomalLBX Variante genética
Fusion de ARN SomaRNA Variante genética
Splicing RNA SomaRNA Variante genética
Panel pequ’ef“\o de CNV SomaCNVCapture Variante genética
somaticas
Estado de IGHV SomaHemato Firma
Subconjuntos IGHV (subsets) SomaHemato Firma

CFH

GermlineVarLR

Variante genética

FLT3

SomaVar, SomaHemato

Variante genética
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4.6.1. Rendimiento analitico

El rendimiento indicado en estas instrucciones de uso corresponde a las ultimas versiones para
diagndstico in vitro de los worksets, que se enumeran en la tabla siguiente:

Nombre del workset Version
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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4.6.1.1.

Modulos bioinformaticos

e Deteccion de CNV en el exoma Germline y en el Panel Germline

Version o
Type of variant del Cg:;{&':: Ve;:ziat(;l::s)s neFa:::i?/ is c"te:'os. f’e Sensibilidad
genoma p p g aceptacion
Deteccion de CNV exoma GRCh37 8 8 0 100% 100%
Germline (GermlineVar)
Detecmo_n de CNV exoma GRCh37 8 8 0 100% 100%
Germline (GermVar)
Deteccion de CNV Panel GRCh37 15 15 0 100% 100%
Germline
Deteccion de QNV Panel GRCh38 11 11 0 100% 100%
Germline

e SNV /Indel en la linea germinal - Datos del panel

Version del Tipo de Criterios de Sensibilidad antes del | Sensibilidad tras el
genoma variante aceptacion filtro filtro
GRCh37 SNV 100 % 98 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 98 % 100 %

Version del Tipo de Criterios de Precision antes del Precision tras el
genoma variante aceptacion filtro filtro
GRCh37 SNV 100 % 90 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 90 % 100 %

e SNV / Indel Germline - Datos del exoma

Version del Tipo de Criterios de Sensibilidad antes del | Sensibilidad tras el
genoma variante aceptacion” filtro filtro
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 %

" para la deteccién de variantes ubicadas en las regiones de alta confianza de NA12878 y NA24385.

Version del Tipo de Criterios de Precision antes del Precision tras el
genoma variante aceptacion” filtro filtro
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 %

" para la deteccién de variantes ubicadas en las regiones de alta confianza de NA12878 y NA24385.
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e SNV /Indel Germline - repetibilidad y reproducibilidad

o Repetibilidad

Tipo de variante

Sensibilidad

Precision

SNV 98,59 % +0 % 95,92 % +0 %
indel 87,75% +0 % 81,63 % +0 %
todo 98,38 % £ 0 % 95,63+0 %
o Reproducibilidad
Tipo de variante Sensibilidad Precision

SNV 98,57 % + 0,03 % 95,93 % + 0,08 %
indel 86,58 % *+ 0,42 % 78,97 % *+ 0,96 %
todo 98,34 % + 0,03 % 95,58 £ 0,09 %
e Variantes mosaicas Germline
o Sensibilidad SNV
Intervalos de N.° de Criterios de | Sensibilidad
Version del genoma VAF variantes .. 100
verdaderas aceptacion 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 Sensibilidad a indeles
Intervalos de N.° de Criterios de | Sensibilidad
Version del genoma VAF variantes L. 100
verdaderas aceptacion 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 delalinea Germline

Type of | Versiondel | Controles | Verdaderos Falsos Criterios de [Sensibilida
variant genoma positivos positivos negativos aceptacion d
SVdela
linea GRCh37 2 2 0 100 % 100 %
germinal
e Inserciones de Alu
Version del Controles Verdaderos Falsos Criterios de Sensibilida
genoma positivos positivos negativos aceptacion d
GRCh37 1 1 0 100 % 100 %
GRCh38 1 1 0 100 % 100 %
e MNV
Version del . . Criterios de Precision del | Genoma de
Tipo de variante . . ..
genoma aceptacion exome precision
GRCh37 MNV > 85 % 87,0 % 86,9 %
GRCh38 MNV > 85 % 93,0 % 91,5 %
e SNV/Indel somatico
o Sensibilidad
Versiondel | Tipode [ Controles | Verdaderos Falsos Criterios de  |Sensibilida
genoma variante positivos | positivos negativos aceptacion® d
SNV (>=5%)| 121 121 0 100 % 100 %
GRCh37 =
'”del/g> > 21 21 0 100 % 100 %
SNV (>=5 %) 121 121 0 100 % 100 %
GRCh38 =
'”dec!/§> > 21 21 0 100 % 100 %
(o]

"El criterio de aceptacion para la deteccion de variantes se define como una sensibilidad del 100 %
para SNV e indeles con un VAF esperado superior al 5 %.
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o Exactitud

Exactitud
GRCh37 GRCh38
Gene Variant Frecuencia Frecu*encia Sesgo Frecuenci? Sesgo
esperada de sesgo
KIT p.D816V 10 % 9,07% +0,79 % 0,97 % 907%+0,79% | 0,97 %
PIK3CA p.E545K 8,80 % 788 % 10,84 % 1,04 % 787 %+083% | 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 % | 0,57 %
KRAS p.G13D 15% 14,59 % + 0,86 % 0,69 % 14,59 %+ 0,86 % | 0,69 %
EGFR p.G719S 24,50 % 245%+1,39% 1,15 % 245%+139% | 1,15%
PIK3CA p.H1047R 17,50 % 17,47 % £ 1,04 % 0,77 % 1747 % +1,04% | 0,77 %
EGFR p.L858R 2,80 % 3,58% 0,51 % 0,83 % 358%+051% | 0,83%
NRAS p.Q61K 12,50 % 11,27 % +1,19% 1,27 % 11,27% £1,19% | 1,27 %
EGFR p.T790M 0,90 % 1,33% 0,15 % 0,43 % 1,33%+20,15% | 0,58 %
BRAF p.V600E 10,70 % 11,68 %+ 0,62 % 0,98 % 11,68 % +0,62% | 0,98 %
" La media de las frecuencias se obtiene a partir de 12 réplicas de la muestra HD200.
e SNV/Indel Somatic LF
Genoma Positivos Verdaderos Falsos Criterios de Sensibilida
Version control positivos negativos aceptacioén” d
GRCh37 42 42 0 100 % 100 %
GRCh38 42 42 0 100 % 100 %

"El criterio de aceptacion para la deteccion de variantes se define como una sensibilidad del 100 %
para SNV e indeles con una VAF esperada superior al 0,1 %.

e Somatic Large Panels de CNV

Version del Tipo de Controles |Verdaderos Falsos Criterios de |Sensibilida

genoma variante positivos positivos | negativos aceptacion d
Gain 27 26 1 90 % 96,3 %

GRCh37 Loss 20 19 1 90 % 95,0 %
LOH 11 11 0 90 % 100,0 %
Gain 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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e indice de metilacién

Version del Criterios de Concordancia
genoma aceptacion ponderada
GRCh37 >99 % 99,88 %
e Fusion de ADN somatico
Genoma Positivo Verdaderos Falsos Aceptacion Sensibilida
Version controles positivos negativos Criterios d
GRCh37 9 9 0 100 % 100 %
GRCh38 9 9 0 100 % 100 %
e Fusion de ADN somatico LBx
Version del Fraccion Controles |Verdadero| Falsos Criterios de | Sensibilida
genoma tumoral positivos (s positivos| negativos | aceptacion d
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
Version del Criterios. fle Sensibilid Precision
genoma aceptacion ad
GRCh37 >80 % 83 % 85%
o MSI
Version del| Controles | Controles |Verdadero| Falsos Criterios de [Sensibilida Precisié
genoma | positivos | negativos |s positivos| negativos | aceptacion d recision
GRCh37 22 24 22 0 100 % 100 % 100 %
GRCh38 6 17 6 0 100 % 100 % 100 %
e GiP
Genoma Control Verdadero Falsos Aceptacion Sensibilida
version controles positivos negativos Criterios d
GRCh37 171 165 6 90 % 96,5 %
Genoma Controles Verdaderos Falsos Aceptacion Precisié
Version controles positivos positivos Criterios recision
GRCh37 171 165 7 90 % 95,9 %
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e Sentieon SNV / Indel Germline

Version del . Criterios de Sensibilidad Sensibilidad
Type of variant co
genoma aceptacion Exome Genoma
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 %

" para la deteccién de variantes ubicadas en las regiones de alta confianza de NA12878 y NA24385

Version del . . Criterios de Precision Precision del
Tipo de variante . .
genoma aceptacion Exome genoma
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 %

" para la deteccién de variantes ubicadas en las regiones de alta confianza de NA12878 y NA24385.

e CNV WGS
Version
. Verdaderos Falsos Criterios de | Sensibilida
del Controles positivos .. .. L
positivos positivos aceptacion d
genoma
Duplicacién 1kb-5kb 8 10 % 37,5%
Duplicacién =5kb 3 10 % 100 %
GRCh38 -
Delecion 1kb-5kb 321 80 % 61,7 %
Delecion =5kb 132 80 % 92,4 %

Aunque la sensibilidad a las deleciones pequefias (1-5 kb) queda por debajo de los criterios de
aceptacion, esta reduccion es un compromiso aceptable para maximizar la deteccion de
eventos grandes y duplicaciones de mayor impacto.

Version L
. Verdaderos Falsos Criterios de .
del Controles positivos o e .. Precision
positivos positivos aceptacion
genoma
Duplicacién 1kb-5kb 8 "NA" 30 %
Duplicacion =5kb 3 "NA" 75 %
GRCh38
Delecion 1kb-5kb 321 "NA" 94,3 %
Delecion =25kb 132 "NA" 92,4 %
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Sentieon SNV/Indel Somatic

Version del Tipo de Controles | Verdaderos Falsos Criterios de I
. i o e .. |Sensibilidad
genoma variante positivos positivos positivos | aceptacion
SNV 39 37 2 85 % 95 %
GRCh38
Indel 21 16 5 75 % 76 %
- ARN de fusién
Genoma Positivo Verdadero Falsos Aceptacion Sensibilida
Version controles positivos negativos Criterios d
GRCh37 20 20 0 100 % 100 %
GRCh38 20 19 1 95 % 95 %
e Splicing RNA
Genoma Positivo Verdadero Falsos Aceptacion Sensibilida
Version controles positivos negativos Criterios d
GRCh37 3 3 0 100 % 100 %
GRCh38 3 3 0 100 % 100 %
e Panel reducido de CNV somaticas
Genoma Positivo Verdaderos Falsos Aceptacion Sensibilida
Version controles positivos negativos Criterios d
GRCh37 4 4 0 100 % 100 %
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e Status del IGHV IMGT
Genoma Positivo Verdadero Falsos Aceptacion Sensibilida
version control positivos negativos Criterios d
GRCh37 122 116 6 95 % 95,9 %
e Estado de IGHV igblast
Version del Controles Verdaderos Falsos Criterios de Sensibilid
genoma positivos positivos negativos aceptacion ad
GRCh37 122 117 5 95 % 95,1 %
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e Subconjuntos de IGHV

Genoma Control Verdaderos Falsos Aceptacion Sensibilida
Version control positivos negativos Criterios d
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
Genoma Control Verdadero Falsos Aceptacion Precisic
Version controles positivos negativos Criterios recision
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
e CFH
Genoma Control Verdadero Falsos Aceptacion Sensibilida
version controles positivos negativos Criterios d
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e FLT3
200
o
L 150
()
N
()]
« 100
o
|_
—
L 50
50 100 150 200
ITD size (bp)

Tamano observado frente al tedrico de los eventos FLT3-ITD. Coeficiente de Pearson R?
>0,99

Los resultados muestran una sensibilidad del 100 % para la deteccion de eventos
FLT3-ITD y una correlaciéon casi perfecta entre los tamafios de evento esperados y

observados a partir del analisis.
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e UPD

o Sensibilidad
Controle
. Verdader . oo
Type of |Version del |Controles s os Falsos | Criterios de | Sensibilid
analysis genoma | positivos neg:tlvo Bositives negativos | aceptacion ad
Singleton |GRCh37/38 23 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 2 80 % 86 %
o Precision
Controle
Tipo de | Version del [Controles s Verdader Falsos | Criterios de .
pis e . os i ‘s Precision
analisis genoma | positivos | negativo s positivos | aceptacion
s positivos
Singleton | GRCh37/38 7 23 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 7 2 80 % 100 %
4.6.1.2. Mddulos de anotacion
e Puntuacion DiagAl
Conjuntto de datos Ana!nsns de Métrico AcePtaf:mn Métrica
tipos evaluada Criterios valor
Exomes positivos para enfermedades ‘Germline’ | Rango medio -1 1
raras 9
Exomas positivos para enfermedades 'Germline” ton. 10 >90 % 95 %
raras P- ° °
Exomas de CNV de enfermedades]| . L . _
Germline Rango medio =1 1
raras
Exomes con CNV positivos para ‘Germline’ top_1 >80 % 83.3 %
enfermedades raras
e Puntuacion somatica de DiagAl
Conjunto de datos T'p,o. d.e s Crlterlos. fle Valqr ‘fle la
analisis evaluada aceptacion métrica
Cancer positivo TSO500 "Somatic" top_10 >90 % 100 %
e Listas de preseleccion de DiagAl
P o e AnaI'|S|s de Métrica Ace.pta‘c|on Valgr <.1e la
tipo evaluadas Criterios métrica
Exomas positivos Paral »Germline" Sensibilidad >90 95 %
enfermedades raras
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Exomas positivos Paral vGermline" Longitud media <25 18,475
enfermedades raras
Exomes positivos Paral »Germline Longitud media <25 17
enfermedades raras
e Selecciones inteligentes de DiagAl
Conjunto de datos Anal.|3|s de Métrica Aceptaleon Valczr (.1e la
tipo evaluada Criterios métrica
Exomes positivos para enfermedades ‘Germline’ Sensibilidad > 40 % 45%
raras
Exomes positivos para enfermedades| _— o 0 o
Germline precision >80 % 78 %
raras
e ACMG CNV
Conjunto de datos Type o.f Metrica Crlterlos. fle Valqr c.le a
analysis evaluado aceptacion métrica
Conjunto de datos de CNV anotado "Germline" Sensibilidad >70% 76 %
por expertos de la ACMG
e SNV dela ACMG
Eonjunto/de/datos Tlp’O. qe Métrica CrlterwS. fje Valgr qe la
analisis evaluado aceptacion métrica
Conjunto de datos anotado por|, - L
% %
expertos de la ACMG Germline precision > 50 56
e DiagAl UP2
. Andlisis de Métrica Criterios de Métrica
Conjunto de datos . L.
tipo evaluada aceptacion valor
Variantes causantes e
'a ausa d ‘Germline’ Sensibilidad 90 % 92 %
enfermedades
e DiagAl UP2 SV
. Analisis Métrica Criterios de Métrica
Conjunto de datos . ‘r
de tipo evaluada aceptaciéon valor
Variantes causantes 9 Germiine”|  Sensibilidad 90 % 98 %
enfermedades
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e DiagAl Phenogenius

Conjunto de datos a?:l;;; el\\/rI:Itl:;c daa (;rci::rt:);g: Mv‘itlr(i):a
Asociaciones genéticas-sintomas "Germline" top_100 50 % 49,8 %
Asociaciones entre genes y sintomas |"Germline" top_200 60 % 60,7 %
Asociaciones entre genes y sintomas |"Germline" top_500 75 % 77,0 %

Mediana en el top

Asociaciones entre genes y sintomas | ‘Germline’ 100 <20 15

Asociaciones gen-sintoma "Germline"| Media en el top 100 <30 25
e Compermed

Cancer positivo TSO500 Sen:idbilid sensibilidad 90 % 91 %

4.6.2. Rendimiento clinico

La SeqOne Platform no esta destinada a utilizarse para la evaluacién de una afeccion clinica o
un estado fisiolégico concretos. Aunque proporciona informacion sobre el estado fisiolégico de
un paciente, como la identificacién de determinadas variantes, no esta destinada a evaluar
afecciones clinicas o estados fisiologicos especificos. Por lo tanto, la SeqOne Platform en si
misma no requiere una demostracion de rendimiento clinico.
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5. Precauciones
5.1. Uso conforme

(Véase la seccién «Usuarios previstos»)

Queda prohibido cualquier uso inadecuado de la plataforma.
Los usuarios son responsables de comprobar que la plataforma esté operativa en todo
momento y de garantizar las condiciones necesarias para su correcto funcionamiento.

5.2. Advertencias

A Los resultados proporcionados no deben ser la Unica base para modificar la atencién al
paciente. Por consiguiente, los usuarios deben actuar con la debida precaucién al utilizar el
software y sus resultados. Los diagndsticos deben confirmarse mediante diversos examenes
clinicos y médicos.

La investigacion de enfermedades mediante NGS puede revelar hallazgos secundarios o
incidentales, como la predisposicion al cancer, a partir de genes no relacionados con la
afeccion primaria (Kuhlen y Borkhardt 2015). A pesar de las declaraciones de politica de
organismos como la AMP y la ACMG (Green et al. 2013; Allyse y Michie 2013; Junta Directiva de
la ACMG 2015; Hegde et al. 2015), las directrices nacionales sobre la notificacién de hallazgos
incidentales varian. Por lo tanto, es fundamental obtener un documento de «consentimiento
informado» (Anderson et al. 2016). El médico responsable del tratamiento es responsable de
garantizar que el paciente o su representante legal comprenda los posibles resultados y riesgos
antes de solicitar cualquier prueba de NGS.

Este producto no garantiza la deteccion de todas las variantes genéticas presentes en una
muestra. La probabilidad de detectar una variante de interés depende intrinsecamente de la
calidad y las caracteristicas de la muestra de entrada (por ejemplo, la integridad de la muestra,
la preparacion de la biblioteca, la profundidad y uniformidad de la secuenciacion, el filtrado
bioinformatico y el tipo o contexto de la variante). Un resultado negativo no descarta de forma
definitiva la presencia de una variante patégena si su frecuencia (VAF) estd por debajo de los
umbrales de deteccién del médulo analitico utilizado. No se garantiza la deteccién fiable de
reordenamientos gendémicos a gran escala (variantes estructurales, incluidas las CNV vy las
deleciones de cromosomas completos). Esto se debe a la limitacién inherente de los datos de
secuenciacion de nueva generacién (NGS) de lectura corta, lo que dificulta la identificacion de estos
eventos. Dado que las lecturas de NGS son cortas (aproximadamente 150-200 pb), esta restriccion
es una caracteristica de la propia tecnologia de secuenciacion y no una limitacion de la SeqOne
Platform. (Véase Tan R. et al., Hum Mutat. Julio de 2014; 35(7):899-907. doi: 10.1002/humu.22537 y
referencias alli citadas). Los usuarios deben evaluar la idoneidad del workset seleccionado y la
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calidad de la secuenciacioén en relacion con las variantes esperadas para garantizar que se ha
cubierto el contexto clinico adecuado.

Las decisiones clinicas basadas en los resultados del cribado neonatal o de portadores deben
tomarse con extrema precaucidon y nunca basarse Unicamente en los resultados de este
software. En el cribado neonatal, un resultado positivo requiere una correlacion clinica
inmediata con los sintomas del lactante y pruebas de confirmacioén urgentes antes de iniciar
tratamientos que alteren la vida o restricciones dietéticas. En el cribado de portadores, un
resultado negativo no elimina el riesgo de ser portador, sino que lo reduce a un nivel de riesgo
residual, ya que ciertas variantes gendmicas pueden estar por debajo del limite de deteccién del
software. Dado que los resultados de este dispositivo influyen directamente en decisiones
reproductivas irreversibles y en la atencion neonatal critica, todos los hallazgos que requieran
actuacién deben verificarse mediante un método alternativo validado e interpretarse por un
profesional cualificado en el contexto del historial clinico completo del paciente y de los datos
bioquimicos o fenotipicos pertinentes.

Las variantes recién descubiertas que aun no estan exhaustivamente documentadas en la
literatura cientifica pueden clasificarse erroneamente.

Los resultados son precisos en el momento del andlisis y reflejan los conocimientos cientificos
actuales. Sin embargo, volver a realizar el andlisis en una versidon mas reciente de la plataforma
puede arrojar resultados diferentes.

Los resultados de clasificacion de la SeqOne Platform pretenden ajustarse al consenso
general. Tenga en cuenta que cualquier resultado generado tras modificar la configuracion de
clasificacion queda fuera del ambito de aplicacién de la CE-IVD vy, por lo tanto, no esta validado.

Este software incorpora componentes de inteligencia artificial (IA). Los usuarios deben ser
conscientes de las siguientes limitaciones inherentes a estas herramientas basadas en IA 'y
tenerlas en cuenta a la hora de interpretar los resultados:

- Los datos de entrenamiento proceden predominantemente de poblaciones
ancestrales europeas/caucasicas debido a la composicion de las bases de datos
clinicas de referencia actuales;

- El rendimiento puede variar en el caso de variantes raras con representacion
limitada en los datos de entrenamiento;

- Las puntuaciones de confianza reflejan la incertidumbre del modelo, no la certeza
clinica; deben interpretarse en conjuncién con el contexto clinico;

- El rendimiento puede verse reducido por la deriva de datos procedente de nuevas
plataformas de secuenciacion o protocolos de preparacidn de bibliotecas no
representados en los datos de entrenamiento;

- El rendimiento de la priorizacion de genes de DiagAl Phenogenius se evalua en
funcion de las asociaciones entre genes y sintomas y depende de la calidad y la
exhaustividad de la anotacion de términos HPO realizada por el médico solicitante.
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5.3. Limitaciones

"Carrier screening” para enfermedades genéticas estd sujeto a la legislacién nacional especificay a
las normas éticas. Es responsabilidad del laboratorio y del profesional sanitario garantizar que se
cumplan todos los requisitos legales —incluidos el asesoramiento genético obligatorio, la solicitud
por parte de un médico y el consentimiento informado— dentro de su jurisdiccién especifica.

5.4. Averias

En caso de mal funcionamiento:
- Deje de utilizar el software inmediatamente
- Intente identificar o eliminar las causas siguiendo el procedimiento de resolucion de
problemas descrito en esta guia (consulte la secciéon «Resolucion de problemas y
mensajes de error»)
- Si no puede identificar o eliminar la causa utilizando esta guia, envie un email al equipo
de asistencia a support@seqone.com .
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6. Requisitos minimos
6.1. Hardware

Los modulos de software de la plataforma SeqOne se instalan como parte de un acuerdo
cliente-servidor. El proveedor de servicios debe ser un servidor Linux para garantizar la
compatibilidad con la mayoria de las herramientas utilizadas habitualmente en bioinformatica.
Cada elemento del sistema se encapsula en un entorno de ejecucién como el contenedor
Docker®, que puede desplegarse en cualquier plataforma Docker® conforme,
independientemente de la arquitectura de hardware subyacente. Los usuarios deben disponer
de un ordenador con conexién a Internet y un navegador web (véase mas abajo).

Los requisitos minimos del sistema para un ordenador cliente son los siguientes:
- 4 GBRAM
- Procesador de doble nucleo
- Acceso a Internet
- Navegador Chrome (version 36.0.1985 en adelante) o Firefox (version 31 en adelante) o
Microsoft Edge (todas las versiones basadas en Chromium).

6.2. Red

La velocidad minima de subida y bajada recomendada para utilizar la plataforma a través de
Internet es de 100 Mbps. Para conectarse a la plataforma se utiliza el protocolo HTTPS. Para
acceder correctamente a la plataforma, le recomendamos que solicite a su departamento de
informatica que autorice las siguientes direcciones :

* eu.seqone.com
*.common.seqone.com
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7. Autenticacion

7.1. Conexion

Por motivos de seguridad, los usuarios sélo pueden acceder a la plataforma tras iniciar sesién
en la pantalla de inicio.

La pantalla de inicio esta disponible a través de la siguiente URL:

- Para Europa y Africa: https://auth.eu.seqone.com/

- Para Suiza: https://auth.ch.seqone.com/

- Para Asiay Oceania: https://auth.au.seqone.com/
- Para América: https://auth.us.seqone.com/

Al iniciar sesién en la pantalla de inicio, debe introducir su:
- Direccion de correo electrénico o de inicio de sesién en el campo “Username” or “email”
- Contraseha en el campo “Password”

Seg@ne

Welcome back!

Please enter your details.

Username or email

Password

[] Remember me

Forgat Password ?
Figura 1: Pagina de inicio de sesién
Si la autenticacién de dos factores esta activada para su cuenta, debera introducir un cédigo de

verificacién de 6 digitos enviado por correo electrénico a la direccidén asociada a su cuenta
SeqOne. Este codigo es valido durante 30 minutos.
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Si tiene acceso a varios espacios de trabajo o entidades, se le pedira que seleccione la entidad
a la que desea conectarse mediante un menu desplegable en "Choose a workspace”.

Puede cambiar su contrasefa haciendo clic en "Forgot Password". Siga las instrucciones
introduciendo la direccion de correo electronico asociada a su cuenta SeqOne y recibira un
correo electrénico que le permitira restablecer su contrasefia.

La politica de contrasenas sigue las siguientes reglas:

e Longitud minima: 12 caracteres.

e Complejidad: las contrasefias deben incluir al menos una letra mayuscula, una letra
minuscula, un numero y un caracter especial. Cuanto mayor sea el conjunto de
caracteres, mas segura sera la contrasefa.

Historial de contrasenas: no reutilizacién de contrasefias anteriores.
Sin longitud maxima: para permitir el uso de frases secretas.

No es posible que los usuarios cambien su propio ID de usuario.

7.2. Desconexion

Los usuarios pueden cerrar la sesién haciendo clic en el logotipo de la cuenta de usuario en la
esquina superior derecha de la pagina y luego en "Logout".

7.3. Pagina principal

Tras la autenticacion, el usuario accede a la pagina del salpicadero, que se divide en dos partes:
- un banner azul de busqueda y accion, accesible en toda la navegacion, que comprende
de izquierda a derecha :
- elicono SeqOne para volver al panel de control en cualquier momento,
una barra de busqueda para acceder directamente a un analisis determinado,

- unicono de busqueda VKB para buscar variantes evaluadas en la base de
datos VKB (véase la seccién Evaluar las variantes),

- un icono@ que abre la "To do list" del usuario, desde la que puede acceder a
los andlisis que le han sido asignados (véase el apartado Asignacion de
analisis para interpretacion),

- una barra de mendus, disponible a través del icono , que da acceso a los
parametros del usuario, al panel del administrador, al manual del usuario, a las
condiciones de uso, a la direccion de correo electronico de soporte y que permite
al usuario desconectarse (véase la seccién Gestion de cuentas de usuarios).

- la pantalla principal de gestion de proyectos y analisis.
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Seq@ne Q Search an analysis / patient record

A quality projects

B Analyses % New project
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Figura 2: Panel de usuario

Puede acceder al panel de usuario en cualquier momento haciendo clic en el logotipo

|

7.4. Gestion de cuentas de usuarios

Puede gestionar su cuenta de usuario haciendo clic en el logotipo de la esquina superior
derecha de la barra de tareas.

En esta seccion, el usuario tiene la posibilidad de:

- acceder a la configuracion de la cuenta haciendo clic en "My account"

- acceder a los parametros del usuario haciendo clic en "Entity Settings"

- cambiar la entidad a la que esta conectado el usuario haciendo clic en "Entity" y
seleccionando la entidad de su eleccion en "Choose your workspace”,

- acceder al panel de administracion haciendo clic en "Admin", permitiendo el acceso a la
lista de usuarios con acceso a la entidad, y la creacion, modificacion o eliminacién de
cuentas de usuario.

- hacer clic en "About" para acceder al manual de usuario en varios idiomas, informacién
sobre la version del software SeqOne y datos de contacto,

- acceder a los términos de su licencia SeqOne haciendo clic en "Terms of Use",

- hacer clic en "Support" para acceder a la direccién de correo electronico de soporte
para cualquier pregunta o problema detectado en la plataforma,

- acceder a los accesos directo haciendo clic en "Keyboard Shortcuts"
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- cambiar entre la versidn estandar y la version de vista previa de la aplicacion haciendo
clic en "SeqOne Mode" y seleccionando "SeqOne" (standard mode) o "SeqOne Preview"
(preview mode). El modo activo actualmente se indica con una marca de verificacion.

- cerrar sesion haciendo clic en "Logout".

7.4.1.  Gestion de "My Account"

En la seccidon "My account", el usuario puede:

- cargar su firma para incluirla en el informe clinico,

- cambiar su contrasefa haciendo clic en "Change your password" (abre una nueva pestafia) en
la seccién "Manage your credentials”.

7.4.2. Gestion de la configuracion del usuario - definiciones

En la configuraciéon de usuario, el usuario puede gestionar los ajustes, archivos y
configuraciones descritos a continuacion.

Entity

La entidad se refiere al centro o equipo que ha contratado una licencia de la plataforma
SeqOne. La plataforma esta disefiada para ser utilizada por varios miembros de un mismo
grupo. Desde los ajustes de usuario, la pestafia Cuenta se utiliza para gestionar la informacién
relativa a la entidad.

Users
Para esta pestanfia, consulte la Gestion administrativa - presentacion de la interfaz.

Worksets

Esta pestafia enumera los diferentes worksets de anadlisis disponibles en la entidad a la que
esta conectado el usuario. Dado que en la plataforma SeqOne pueden coexistir varias versiones
de determinados pipelines, el usuario puede definir desde este menu qué version debe
preseleccionarse al lanzar el analisis.

Se hace un seguimiento de las modificaciones realizadas en esta lista, de modo que se muestra

automaticamente el usuario que definio la versién que debe lanzarse por defecto de un workset,
asi como la fecha de la modificacion.
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Manifest

El manifiesto muestra las regiones genémicas de interés (ROI) como un archivo BED, que puede
ir acompafiado de sus anotaciones asociadas. Puede cargar un nuevo manifiesto a través de la
pestafia Manifest de la configuracion de usuario haciendo clic en "Add manifest" y
seleccionando el archivo de manifiesto que desea cargar. Una vez cargado, este manifiesto
estara disponible para todos los usuarios al crear un nuevo proyecto y al aplicar un Panel in
silico en un anélisis.

Panels - Transcript
Los usuarios pueden cargar una nueva lista de transcripciones de referencia (RefSeq) a través
de la pestafa Transcript.

Panels - Genes
Esta pestana le permite importar o generar paneles de genes basadas en el NCBI GenelD
haciendo clic en "Add gene list".

El formato de archivo esperado es un archivo tabular (por ejemplo, un archivo .tsv) sin
encabezados de columna, que se detalla en la plataforma. La primera columna del archivo
esperado estd dedicada a los identificadores de genes (NCBI Enter gene ID), la segunda
columna (optional) contiene el transcrito de interés (RefSeq ID) y la tercera columna (opcional)
contiene el simbolo HGNC del gen. Este archivo también puede generarse insertando la lista de
genes deseada, separada por una coma, en el campo "Gene symbols".

Marker

Esta pestafia se utiliza para importar una lista de marcadores de identidad genética haciendo
clic en "Add marker config". El formato de archivo esperado es un archivo tabular (archivo .tsv o
.txt) con una cabecera de columnas que contiene 5 columnas que detallan: cromosoma (CHR),
identificador de variante o rsID (ID), posicién genémica (POS), alelo de referencia (REF) y alelo
alternativo (ALT). El archivo no debe contener mas de 100 lineas, incluida la cabecera.

Protocols

Un protocolo de analisis es una combinacién predefinida de tareas disefiada para estandarizar
la interpretaciéon de los analisis. La pestafia correspondiente permite a los usuarios ver la lista
de protocolos disponibles en la entidad, sus versiones, y crearlos.

Para crear un protocolo, haga clic en "New protocol’, luego anada y ordene las tareas que
coincidan con los SOP de su laboratorio. Para editar un protocolo existente, haga clic en el
icono del lapiz junto a él y guarde la nueva versién del protocolo.

Seleccione un protocolo al iniciar el analisis, o adjuntelo mas tarde desde la pestafia Workflow
en el panel de analisis. Marque las tareas como completadas directamente desde el panel de
anadlisis. Cada tarea completada registra automaticamente el usuario y la fecha para una
trazabilidad total.
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Reporting - Global settings

La seccién Global settings de la pestafia Reporting permite a los usuarios activar o desactivar el
bloqueo automatico del andlisis cuando el estado cambia a “Reporting Validating”, y
personalizar las secciones de clasificaciéon y de informes. Para ello, en Germline / Somatic,
haga clic en "New section", introduzca un nombre de seccidn y seleccione una etiqueta para
asociarla a la clasificacion deseada. Las variantes que coincidan con una de las etiquetas o
clasificaciones seleccionadas se afiadiran automaticamente a esta seccion. Primero debe crear
etiquetas en la pestafia correspondiente para utilizar esta funcién.

Reporting - Template list

La pestafia Reporting bajo “Template list” permite a los usuarios configurar las plantillas
utilizadas al exportar los resultados del analisis. Desde esta pestafia, puede personalizar la
informacion incluida en los informes generados.

Tags

La pestafia "Tags" permite a los usuarios gestionar etiquetas personalizadas para organizar y
filtrar variantes dentro de la VKB y el informe. Los usuarios pueden crear etiquetas haciendo clic
en "Add tag", o renombrar y eliminar etiquetas que estan disponibles para todos los usuarios
dentro de la entidad utilizando los iconos de lapiz y papelera correspondientes.

API Keys

Una clave API es un token de autenticacion unico que permite que aplicaciones o scripts
externos interactien con la plataforma SeqOne de forma programatica. Desde la pestafia API
Keys, puede ver todas las claves existentes junto con su informacion asociada.

Cree una nueva clave haciendo clic en "+ New APl Key". Las claves caducadas pueden
mostrarse u ocultarse mediante el interruptor "Show expired key". Cada clave puede eliminarse
individualmente. Las claves APl deben mantenerse confidenciales, ya que otorgan acceso a la
plataforma con sus permisos asociados.
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7.4.3. Gestion administrativa - presentacion de la interfaz

Esta interfaz esta dedicada a los administradores de cuentas y les permite :

- acceder a la lista de usuarios de la entidad,

- crear nuevos usuarios,

- modificar los derechos de los usuarios: crear proyectos y cargar muestras, lanzar
analisis, eliminar muestras, analisis o proyectos, evaluar variantes en VKB, crear
informes, filtrar la gestién de perfiles, gestionar asignaciones.

- activar la doble autenticacién,

- desactivar una cuenta de usuario.

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

Delete Sample, Analysis and Project ] Create and upload Samples J Validate Diagnosis from VKB 7 Edit
Manage organisation wide Filter Presets ] Create Report ]

aa / Edit

Figura 3: Panel del administrador

El ID corresponde al nhombre de usuario del usuario. Debe estar en minusculas y no contener
acentos ni espacios; se aceptan caracteres especiales como el punto y el guién bajo. Se
aconseja seguir la nomenclatura nombre.apellido al crear un nuevo usuario.

En cuanto a la direccién de correo electronico del usuario, desaconsejamos encarecidamente
utilizar una direccién de correo electrénico genérica por motivos de seguridad.

Como los permisos estan desactivados por defecto, corresponde al administrador activarlos
manualmente:
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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.

Figura 4: Permisos de usuario
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También puedes mejorar la seguridad activando la doble autenticacion. Esta opcién envia un
cédigo unico al usuario cada vez que se conecta a la plataforma.

La funcién "Manage organization wide Filter Presets" permite al usuario modificar los perfiles de
filtro publicos. Si no dispone de esta funcion, solo podra modificar los perfiles de filtro privados.

Los permisos son gestionados por un administrador de entidad desde el panel Admin. Cuando
se crea un usuario, todos los permisos estan desactivados por defecto, y el administrador debe
activar manualmente los derechos requeridos para ese usuario. Los derechos asignados a un
usuario se aplican a todas las entidades (espacios de trabajo) a las que el usuario tiene acceso
en la plataforma SeqOne (por ejemplo, si el usuario puede acceder a varias entidades, se aplica
el mismo conjunto de permisos en todas ellas).

Si recibe un mensaje de error, pdngase en contacto con el servicio de atencion al cliente en
support@segone.com.
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7.4.4.

Conectarse a SeqOne a través de la URL de inicio de
sesion predeterminada lleva a los usuarios al modo
“Main” de su entidad. Este modo predeterminado aloja
conjuntos de trabajo con marcado CE y otras
certificaciones locales.

Para obtener acceso anticipado a nuevas funciones y
versiones de conjuntos de trabajo, cambie al modo
“Preview” (RUO: Research Use Only) yendo a la parte
inferior del menu de configuracion y, en SeqOne One,
seleccionando “Preview".

Los modos “Main” y “Preview” comparten los mismos
datos principales (proyectos, muestras, andlisis),
permisos, recursos (archivos, plantillas, manifiestos,

listas de genes), conocimiento (VKB) y frecuencias :n

(datos de frecuencia de muestras, ocurrencias).

Seg®ne

Preview @

En el modo “Main“, los analisis iniciados en
“Preview" aparecen atenuados. Si hace clic en uno
de estos andlisis atenuados, la plataforma le
indica que cambie al modo Preview para verlo.
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Cambiar entre los modos Main y Preview

+2 New patient l

Filter by

SeqOne v

SeqOne Preview

Name &

My Account

Entity

Entity Settings

Admin

About SeqOne

Terms of Use

Support

Keyboard Shortcuts

SeqOne Mode B

Logout

Al navegar en el modo “Preview”, aparece el logotipo de “SeqOne
Preview RUO” como recordatorio de que este modo contiene
funciones y conjuntos de trabajo RUO.

Version

@ ' This analysis belongs to v2.8.7 RUO
Preview mode
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8. Descripcion de las etapas operativas

Paso Descripcion

Creacion de proyectos

Los andlisis realizados en la plataforma SeqOne se organizan dentro de proyectos,
1 que definen las caracteristicas de las muestras analizadas mediante metadatos

introducidos por el usuario (tipo de secuenciacion, método de preparacion, genes

de interés).

Carga de muestras
Las muestras se cargan como archivos de secuenciacion en bruto (FASTQ), que

2 deben colocarse en el proyecto designado. Una vez cargados los archivos, un paso
de verificacion garantiza la integridad de los archivos enviados antes de cualquier
analisis.

Analisis Lanzamiento

Una vez cargados los datos en los servidores de SeqOne, el usuario puede elegir
entre una seleccién de aplicaciones o "worksets", en funcion del tipo de muestra
analizada y de los tipos de alteraciones genémicas buscadas (SNV, CNV, fusiones
génicas, variantes de splicing, etc.). Estas aplicaciones realizan analisis
bioinformaticos.

Comprobacion de la calidad de los datos

Las aplicaciones disponibles en la plataforma SeqOne incluyen varios moédulos
dedicados al andlisis de la calidad de los datos, utilizando diversas métricas de
secuenciacion, alineacién y profundidad de cobertura.

Interpretacion de los resultados de los analisis

Las variaciones genomicas detectadas en la muestra se muestran en varias
pestafnas o ‘'vista", donde el usuario puede buscar la variante diagnodstica
responsable de la patologia del paciente.

Obtencion de recomendaciones terapéuticas y ensayos clinicos asociados a la
patologia del paciente.

Emision de un informe
7 Los resultados del andlisis pueden exportarse en forma de informe PDF, que luego
puede descargarse.
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9. Creacion de proyectos

Los andlisis realizados en la plataforma SeqOne se organizan dentro de proyectos, que definen
las caracteristicas de las muestras analizadas mediante metadatos introducidos por el usuario
(tipo de secuenciacion, método de preparacion, genes de interés).

9.1. Crear un proyecto

Tras hacer clic en "New project’, se pide a los usuarios que introduzcan los valores de varios
tipos de informacion, o metadatos, que se utilizan para describir el proyecto y las muestras

asociadas.

e Descripcion del proyecto
e Secuenciacion:

o

Assay type: tipo de andlisis (linea germinal o somatica),

m Los proyectos Germline (Assay type Germline) incluyen una casilla
de verificacion UMI Trimming, que permite procesar muestras que
contienen UMI. Al seleccionar esta opcidn, las UMI se recortaran
de las secuencias FASTQ, como en el modo de UMI desactivado
para los workset somaticos (consulte la seccién Eleccion del
modo de procesamiento de UMI).

Sequencing platform: la plataforma de secuenciacion

Library type: tipo de secuenciaciéon de read realizada (Paired-end o
Single-end),

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

m Si se selecciona ADN para el tipo de datos, debe especificarse el
método de secuenciacién mediante el menu desplegable “DNA
Sequencing method”, asi como el método de amplificacion
(Captura o Amplicén) mediante “Amplification method”.

File input type: Archivos Fastq, VCF

Genome: la versién del genoma de referencia (GRCh37 o GRCh38),
Low-Quality Mapping Region: la llamada de variantes en regiones de
alineamiento de baja calidad considerando las reads MAPQQ,

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

Secondary analysis provider: AmoyDX, Pillar, Thermofisher,

Manifest: el manifiesto en el caso de un panel de genes,

Marcador de identidad (opcional): el archivo del marcador de identidad.

e Muestras:
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o (Opcional) Se pueden afiadir nuevos metadatos de muestra haciendo clic
en "You can also create your own metadata". Cuando se le solicite,
introduzca el nombre y el valor de los metadatos.

Una vez introducidos los diferentes metadatos del proyecto crear su proyecto pulsando el botén
"Create project".

9.2. Gestion de proyectos

A través del panel de control, los usuarios pueden gestionar los diferentes proyectos que se han
creado en la plataforma. En concreto, pueden:

- Acceda a los proyectos a través de la pestafia Projects, asi como a las muestras y
andlisis de cada proyecto haciendo clic en los logotipos "Samples" y "Analysis",
respectivamente.

- Acceda directamente a los andlisis a través de la pestafa Analysis.

- Cree un nuevo proyecto haciendo clic en "New project" (véase el apartado Crear un
proyecto).

9.3.  Suprimir un proyecto

Para eliminar un proyecto, los usuarios deben:
- Seleccione el proyecto
- Haga clic en la pestafia "Settings” y luego en "Delete project".
- Confirme marcando "Yes" en el mensaje que aparece. Esta accion es irreversible.

9.4. Datos de ADN (DNA Sequencing, ctDNA Sequencing)

Low-Quality Mapping Region. Al secuenciar paneles de genes, exomas o0 genomas, el usuario
puede incluir regiones de baja calidad de alineaciéon al llamar variantes. Estas regiones
corresponden a las llamadas reads MAPQO, cuya calidad de alineacién es igual a 0, como
pseudogenes y regiones homologas del genoma.

Esta opcidn es aplicable a genes o regiones diana especificos. Para utilizar esta opcién, se
invita al usuario a cargar el manifiesto dirigido a las regiones deseadas, o a seleccionarlo
mediante un menu desplegable.

Esta opcidn puede reducir la calidad y precision de los resultados. Puede introducir ruido de

fondo en la frecuencia alélica y tener un impacto negativo en la priorizacion de variantes.
También puede aumentar el tiempo de andlisis debido a una mayor carga computacional.
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Exome. En el caso de la secuenciacion del exoma, los usuarios no necesitan especificar el
manifiesto que se va a utilizar; se les invita a seleccionar el fabricante del kit utilizado haciendo
clic en uno de los iconos de la categoria Proveedor de kit de exoma. A continuacion, un menu
desplegable permite al usuario seleccionar el manifiesto deseado. Si el manifiesto deseado no
esta disponible en la plataforma, se invita al usuario a ponerse en contacto con el servicio de
soporte al usuario (support@segone.com).

Gene panel. En el caso de un panel de genes, se pide a los usuarios que seleccionen el método
de amplificacién, asi como el manifiesto (en formato BED) correspondiente a los genes de
interés en un menu desplegable. Si el manifiesto requerido no esta disponible en la plataforma,
puede cargarse seleccionando "Upload new manifest" y siguiendo las instrucciones que
aparecen en pantalla.

Shallow WGS, CGH MicroArrays, Whole genome sequencing. En el caso de la secuenciacion del
genoma, el usuario no necesita especificar qué manifiesto utilizar.

Capture. Al elegir el método de amplificacion captura, aparece un icono UMI (Unique Molecular
Identifiers). Los identificadores moleculares unicos son indices que se afiaden antes de la
amplificacién para ayudar a eliminar los duplicados de PCRy reducir el ruido de fondo después
del anélisis.

Amplicon. Al analizar los amplicones, debe prestarse especial atencion a los cebadores de
amplificacién. Al crear un proyecto para datos de amplicones, se aconseja a los usuarios que
seleccionen un manifiesto en el que las regiones correspondientes a los objetivos no incluyan
las secuencias de cebadores. Si no se dispone de tal BED, se puede seleccionar una opcion
para recortar una longitud fija al final de las secuencias.

Identity monitoring. Para los métodos de secuenciacion correspondientes a panel de genes,
exoma, perfil genémico (CGP) o genoma (WGS superficial) a partir de archivos FASTQ, se invita
al usuario a seleccionar el archivo de marcadores de control de identidad en un menu
desplegable. Si el archivo deseado no esta disponible en la plataforma, puede importarse
seleccionando "Upload new markers" y siguiendo las instrucciones en pantalla (véase también
el parrafo Marker en la seccion Gestion de la configuracion del usuario).
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9.5. Datos de ARN (RNA Sequencing)

Si se selecciona ARN como tipo de datos, los usuarios deben especificar si su protocolo
conserva la informaciéon de la cadena original mediante el menu desplegable Protocolo de
cadenas. Si el protocolo es de hebra especifica, se debe especificar el orden de sintesis de las
hebras (hacia adelante-atrds o hacia atrds-adelante) mediante la opcidn Orientacién de read. Por
ultimo, debe especificarse el método de secuenciacion (panel de genes).

Read orientation. Existen dos opciones para especificar la orientacion de la secuencia:

- Forward-Reverse: la primera read (R1) de cada par corresponde a la secuencia del ARN
mensajero transcrito (cadena sentido).

- Reverse-Forward : la primera read (R1) de cada par corresponde a la secuencia
complementaria del ARN mensajero transcrito (cadena antisentido).

En general, la orientacién de las reads es la siguiente para los kits mencionados a continuacion:

- Agilent: Reverse-Forward

- lllumina: Unstranded

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

En caso de duda, pédngase en contacto con el servicio de soporte (support@segone.com).

Una vez especificado el tipo de datos y configurado correctamente el proyecto, se pide al
usuario que lo valide pulsando el boton "Next step".
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9.6. Configuracion del proyecto

En la pestafia “Settings” del proyecto, puede :
- modifique el nombre y la descripcion del proyecto en los campos "Project name" y
"Project description’,
- modificar el perfil de control de calidad (QC),
- cambiar el perfil de filtro por defecto en la tabla de variantes,
- eliminar definitivamente el proyecto.

9.6.1.  Configurar las métricas QC del proyecto por defecto

El usuario puede optar por utilizar las métricas de control de calidad predeterminadas o definir
valores umbral personalizados desde la pestafia “Settings” del proyecto. Se invita al usuario a
ponerse en contacto con el servicio de soporte al usuario (support@segone.com) para definir
los valores deseados.

Se aplicaran métricas de control de calidad personalizadas :
- Comprobaciones de control de calidad en la vista Analisis del proyecto,
- Comprobaciones de control de calidad en la seccion de autovalidacion de control de
calidad de |la pestafia de control de calidad del analisis,
- ala pestafa GeneCov del andlisis.

9.6.2. Establecer el perfil de filtro predeterminado del proyecto

El usuario puede elegir establecer el perfil de filtro predefinido aplicado a la tabla de variantes
por defecto desde la pestaiia “Settings” del proyecto (véase también la seccién Utilizar un perfil
de filtros predefinidos).

Se puede seleccionar un perfil de filtro para cada workset mediante un menu desplegable,
siempre que sea publico. El perfil de filtro se aplicara por defecto cuando se visualice la tabla de
variantes, para todos los analisis de proyectos, para todos los usuarios de la organizacion.

Si el usuario no modifica este parametro, al crear el proyecto, el valor por defecto sera el perfil
definido por SeqOne.

Los perfiles de filtro por defecto pueden bloquearse haciendo clic en el interruptor "Lock
Variants Filters".
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10. Carga de muestras

10.1. Cargar muestras

Los usuarios pueden importar sus muestras a través del icono "Add samples” de cada proyecto.
Las muestras pueden importarse a la plataforma SeqOne de dos formas:

Desde un PC
Los usuarios pueden cargar sus archivos FastQ directamente desde una carpeta de su PC

haciendo clic en la pestafa "From your computer" del icono "Add files". Los usuarios también
pueden arrastrar y soltar los archivos desde su PC al area dedicada en la interfaz.

A través de SDS (SeqOne Data Sync)
SDS es un modulo premium opcional que permite crear proyectos automaticamente, transferir

datos, iniciar analisis y recuperar datos estructurados (TSV) para integrarlos en el sistema de
gestion de informacién de laboratorio (LIMS).

Este modulo compatible con Linux, MacOS y Windows es un ejecutable que permite a los
usuarios autenticarse e interactuar con las APl de SeqOne en un entorno predefinido y
altamente seguro.

Requisitos minimos:

- Linux 1.19 minimo

- MacO0S 10.15 con CPU Intel como minimo

- MacOS con CPU Apple Silicon (chip M1) como minimo

- Windows 10 64bits minimo

- 4GB de RAM (8 GB para Windows)

- Procesador de cuatro nucleos

- Acceso a Internet y a la plataforma SeqOne (app.eu.seqone.com)

- Acceso al sistema de almacenamiento de datos (directamente o a través de la red)

Si desea utilizar esta solucion o para mas informacion, pongase en contacto con nuestro equipo
de soporte (support@segone.com).

Estado de la carga de muestras
La plataforma SeqOne utiliza diferentes estados para que los usuarios puedan seguir el

progreso de la carga de sus muestras:
- Upload pending : importacién en curso,
- Verifying sample... : conformidad de la muestra en curso de verificacion,
- Mapping... : etapa de alineacion de la muestra,
- Verified sample : muestra verificada,
- Upload failed : importacidn fallida.
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Capacidad de carga
La capacidad de carga de archivos (especialmente de archivos fastq.gz) depende directamente

de la conexion a Internet del usuario. Por lo tanto, debe tenerse en cuenta la velocidad de la
conexion a Internet a la hora de cargar muestras. Consulte la siguiente tabla para obtener una
idea mas clara de los tiempos de carga estimados:

Estimation du temps dattente

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
EOIdS 1Go 13min 20s 17min 45s 1min 20s 1 min 30s
u

fichier ) ) .

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

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

Figura 5: Tiempo estimado de carga segun el tamafo del archivo y la velocidad de conexion a
Internet.

10.2. Formatos de archivo de entrada

10.2.1.  Archivos de analisis primarios

El formato del archivo que debe cargarse para cada muestra depende de la plataforma de
secuenciacion utilizada. Los nombres de los archivos deben ajustarse a la convencion de
nomenclatura de archivos de cada secuenciador.

Los archivos deben comprimirse con la extensién .gz (gzip) antes de importarlos a la
plataforma. En el caso de la secuenciacion por pares, se esperan dos archivos,
correspondientes a las reads de ambos extremos de cada molécula.

Cuando la plataforma ha detectado correctamente una muestra en el momento de la
importacion, aparece el nombre completo del archivo. A continuacién, es posible cambiar el
nombre del archivo haciendo clic sobre él. Los archivos de extremos pareados se combinan
automaticamente en una sola muestra.

La plataforma admite los siguientes secuenciadores:

- [lllumina : formato fastq.gz, sélo paired-end,
- Element Biosciences : formato fastq.gz, s6lo paired-end,
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- MGI : formato fastq.gz, s6lo paired-end. Los nombres de archivo esperados son:
sample_1.fq.gz y sample_2.fq.gz o flowcelllD_LO1_sample_1.fq.gz y
flowcelllD_LO1_sample_2.fq.gz

10.2.2. Archivos de analisis secundarios

El formato del archivo que debe cargarse para cada muestra depende de la plataforma de
secuenciacion y de la aplicacion utilizada para el analisis secundario. Los archivos deben
comprimirse con la extension .gz (gzip) antes de importarlos a la plataforma, a menos que se
especifique lo contrario.

El formato de importacién de los archivos de anadlisis secundarios generados con aplicaciones
lllumina, Oxford Nanopore Technologies, Agilent, AmoyDx, Pillar, Thermofisher depende del
workset utilizado (véase la secciéon Archivos de analisis secundarios).

Cuando la plataforma detecta correctamente una muestra durante la importacién, muestra el
nombre completo del archivo. Puede cambiar el nombre del archivo haciendo clic sobre él. Los
archivos que comparten el mismo nombre base se combinan automaticamente en una sola
muestra.

Archivos DRAGEN. Los archivos y formatos esperados para cada workset son los siguientes,
cuando se seleccionan los archivos VCF files - Secondary Analysis data y metadatos de Illlumina
al crear el proyecto:

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

Archivos de Oxford Nanopore Technologies . Los archivos y formatos esperados son los
siguientes al seleccionar archivos VCF files - Secondary Analysis data, y metadatos de Oxford
Nanopore Technologies durante la creacion del proyecto. Los usuarios pueden importar un
archivo de variantes (SNP) por si mismo o combinarlo con archivos suplementarios para
analisis CNV, STR o 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
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Archivos de Thermofisher/Affymetrix.El formato de importacion para los archivos de analisis
secundario de CGH es el formato .txt generado por la aplicacién Affymetrix de Thermofisher.
Este formato solo es compatible cuando se seleccionan tanto los metadatos de
Thermofisher/Affymetrix como los de MicroArrays CGH durante la creacion del proyecto. Los
archivos y formatos esperados para cada workset son los siguientes:

GermVar Tertiary ARRAY_SamplelD.txt

Archivos CGH MicroArrays. El formato de importacion para los archivos de analisis secundarios
de CGH es el formato .xls generado por la aplicacién Cytogenomics de Agilent. Este formato
sb6lo se admite cuando se seleccionan tanto los metadatos de Agilent como los de CGH
MicroArrays durante la creacién del proyecto. Los archivos y formatos esperados para cada
workset son los siguientes:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls

Archivos Alissa Reporter. El formato de importacion para los archivos de analisis secundario de
Alissa Reporter es el formato .xIs generado por la aplicacion Alissa Reporter de Agilent. Este
formato sélo se admite cuando se seleccionan tanto los metadatos de Agilent como los de
CGH MicroArrays durante la creacion del proyecto. Los archivos y formatos esperados para
cada workset son los siguientes:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls
ABERRATION_&_LOH_INTERVAL_sample.xls

PacBio-HiFi files. Al crear un proyecto, si se seleccionan archivos VCF (Secondary Analysis data)
y metadatos de PacBio-HiFi, los archivos y formatos esperados para cada workset son los
siguientes:

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

Archivos VCF de paneles de genes somaticos. El formato de importacién para los archivos de
analisis secundarios SNV, CNV, Fusions es el formato .vcf.gz generado por las aplicaciones
[llumina, AmoyDx, Pillar, Thermofisher. Los nombres de archivo originales deben convertirse
para que coincidan con el formato de nomenclatura requerido que se describe a continuacion.

Los archivos y formatos esperados son los siguientes cuando se seleccionan archivos VCF files
- Secondary Analysis data y metadatos de paneles de genes durante la creacidén de proyectos
somaticos. Los usuarios pueden importar un archivo de variantes (SNV) por si mismo o
combinarlo con archivos suplementarios para el analisis CNV o de fusiones:
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SomaVar Tertiary sample.snv.vcf.gz
sample.cnv.vcf.gz
sample.fus.vcf.gz
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Los archivos y formatos esperados son los siguientes al seleccionar “VCF files - Secondary
Analysis data” y metadatos de “Comprehensive Genomic Profiling” durante la creacion de un
proyecto somatico. Los usuarios pueden importar un archivo VCF multivariante como el archivo
VCF "All Variants" del Oncomine™ Comprehensive Assay V3/Plus.

SomaVar Tertiary Oncomine_<LibPreplD>_<analysisID>.vcf
10.3. Metadatos de muestra

Para cada muestra cargada, los usuarios pueden asignar valores a los metadatos que
seleccionaron al crear el proyecto o definir nuevos valores haciendo clic en el icono de la

. . . +
esquina superior derecha de la lista de muestras . E

Algunos metadatos de muestra pueden cargarse directamente como archivo de valores

separados por tabulaciones seleccionando el icono L .

Estos criterios desempefian un papel importante para garantizar la trazabilidad de los datos y
para establecer referencias cruzadas entre los distintos analisis realizados en la plataforma.
Algunos metadatos, como el sexo, la enfermedad y los ID de OPH, intervienen en el proceso de
identificacion de variantes.

Cuando el campo Assay Type se llena con "Germline", los metadatos asociados a la muestra
por defecto son “HPO”, “Sex” y grupo “GnomAD”. Cuando el campo “Assay Type” se llena con
"Somatic", los metadatos asociados a la muestra por defecto son “Disease” y “Sex”.

Para afiadir o modificar HPO en una muestra, el usuario puede hacer clic en "+ Add" en la
columna HPO después de seleccionar una muestra. Esto abre una ventana emergente que
permite afiadir HPOs uno a uno, buscando un fenotipo o cédigo HPO en la barra de busqueda.
También es posible importar un archivo de texto que contenga cédigos HPO haciendo clic en el

1T
. - . .7 ’ . . .
icono . A continuacién se ofrece un resumen de los términos introducidos, con la

posibilidad de suprimir términos si es necesario.
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X HPOs

Abnormality of the vertebral column
Renal magnesium wasting

Scoliosis
Figura 6: Ventana emergente de importacién de HPO

10.4. Editar una muestra
El nombre, asi como los metadatos asociados a una muestra, pueden ser editados por el
usuario en cualquier momento, seleccionando la muestra en la lista "Samples” y haciendo clic

\J
en el icono 7 A continuacion, las modificaciones deben validarse para que surtan efecto.

10.5. Borrar una muestra

Los usuarios pueden eliminar los archivos FastQ de una muestra de la plataforma haciendo clic

en el icono B3 después de seleccionar la muestra deseada. Estos archivos liberaran espacio
de almacenamiento y los resultados seguiran estando disponibles en SeqOne.

Para eliminar una muestra, haga clic en el icono . de la pestana "Samples" después de
seleccionar la muestra deseada. La muestra sélo puede eliminarse definitivamente tras borrar
todos los andlisis asociados a ella.
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11. Analisis

11.1. Iniciar un nuevo analisis

Los usuarios pueden iniciar un nuevo analisis haciendo clic en "New analysis" en la pantalla
Overview de cada proyecto.

El lanzamiento del analisis se realiza en tres etapas distintas, que se describen a continuacién.

El paso "1. workset" le permite elegir el workset de andlisis adecuado (véase el apartado
Eleccion del workset de anlisis).

El paso "2. Select Samples" se divide en dos partes:

e 2.1. Set options:
o describe el workset seleccionado y el genoma de referencia
o permite afadir padding mediante la funcién "Extra calling padding” si procede
(véase la seccion Eleccion del workset de analisis)
o Permite elegir el modo de procesamiento UMI (véase el apartado Elegir el modo
de tratamiento UMI) si procede.
o permite seleccionar el baseline de CNV, el baseline de MSI o ajustar el umbral
minimo de VAF, si corresponde.
o Permite elegir el protocolo.
e 2.2 Select sample(s): permite seleccionar muestras para su andlisis. Los usuarios
pueden seleccionar especificamente muestras nuevas, marcadas como "New",
mediante la funcién "select all new".

El paso "3. Confirm Analysis" resume las muestras seleccionadas. Para cada andlisis que se
vaya a lanzar, es posible aplicar un panel restringido seleccionando una o mas paneles de
genes mediante la opcién "Restricted panel" (véase también la seccién Vista modal Panel).

) ) Sample _
GermlineVar - Patient Restricted panel
PATIENT

La opcion "Restricted panel" aplicara un filtro al analisis en forma de una o mas paneles de
genes. Esta opcidn no afecta a la llamada de variantes, que viene determinada por el manifiesto
del proyecto y el padding afiadido. La eleccién de paneles bloqueados es reversible; el usuario
puede modificar estos paneles desde la pestafia Panel del panel lateral de gestién del analisis
después del analisis (véase la seccion Vista modal Panel).
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1.1.1. Eleccion del workset de analisis

Existen varios workset de andlisis para responder a diversas preguntas biolégicas. Los workset
propuestos al crear un nuevo andlisis dependen de los metadatos que se definieron al crear el
proyecto y, por tanto, pueden variar en funcién de los datos.

Workset de analisis disponibles a partir de archivos FASTQ

Los siguientes workset estan disponibles cuando se seleccionan los metadatos Fastq files -
Primary Analysis data durante la creacién del proyecto.

Excluyendo los proyectos en los que el método de amplificacién es el amplicon, algunos
workset (es decir, GermlineVar, GermlineFamily, SomaVar, SomaVar LF (versiones= 2.0),
SomaCGP (versionz 0.6), GermVar, GermVar Family, SomaLBx, SomaMethyl) permiten ampliar el
area de busqueda para la llamada de variantes y afiadir entre 0 y 100 pb de relleno al manifiesto
inicial.

Extra calling padding Apply extra padding on the manifest for calling, this won't
(between 0 and 100bp) affect the computation of QC metrics.

La opcion estd disponible en el paso 2 (Seleccionar muestra) del lanzamiento del andlisis a
través de la funcion "Extra calling padding". Por defecto, el valor es 0 y debe ser un numero
entero natural.

Algunos worksets (es decir, SomaVar (versiones = 2.6) y SomaHemato (version =0.2)) ofrecen
una opciodn para ajustar el umbral minimo de VAF para la deteccion de variantes. Este umbral se
puede configurar entre el 0,01 % y el 1 %, siendo el 1 % el valor predeterminado

Minimal VAF threshold Apply a custom minimal VAF threshold 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)

Para obtener mds informacion sobre esta opcidn, contacte con el servicio de asistencia al
usuario en support@seqone.com.

SEQ-027_IFU_ES_V6 52/188



GermlineVar

GermlineVar se utiliza para detectar mutaciones de la linea germinal a
partir de la secuenciacion de un panel de genes o del exoma del
paciente.

Al ejecutar un analisis GermlineVar, :

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select”,
Seleccione las muestras que desea analizar y haga clic en "Next step",
Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".

GermVar
GermVar permite detectar mutaciones de la linea germinal a partir de

la secuenciacion de un panel de genes, el exoma o el genoma de un
paciente.

Al ejecutar un analisis GermVar:

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select’,
Seleccione el modelo a utilizar,

Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step",
Inicie el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

GermlineVarLR

GermlineVarLR se utiliza para detectar mutaciones de la linea germinal
en datos de secuenciacién long-read procedentes de la secuenciacién
de paneles de genes.

Al ejecutar un analisis GermlineVarLR:

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select’,

Seleccione el modelo que desea utilizar y la(s) muestra(s) que desea analizar y, a
continuacion, haga clic en "Next step".

Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".
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GermlineFamily

GermlineFamily se utiliza para detectar mutaciones hereditarias a
partir de la secuenciacion de un panel de genes, el exoma o el genoma
de un paciente y los miembros de su familia. Este Workset también
puede utilizarse como parte de una prueba de predisefio (Carrier
Screening).

Al ejecutar un analisis GermlineFamily, los usuarios deben:

Seleccione la versién del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select",

Seleccione al menos 2 muestras

En la seccion "Set conditions”, indique si la muestra es del paciente o de un familiar
definiendo el vinculo familiar en "Family link". El paciente se marca automaticamente
como "affected". En el caso de una prueba de predisefio (Carrier Screening), indique para
cada muestra el parentesco mediante "Mother" o "Father" sin marcar la casilla "Is
affected?".

Compruebe que los parametros coinciden y haga clic en "Next step”,

Inicie el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

GermVar Family

GermVar Family permite la deteccion de mutaciones en la linea
germinal, a partir de la secuenciacién de un panel de genes, exoma o
genoma de un paciente

Al ejecutar un analisis GermVar Family:

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select”,

Seleccione el modelo a utilizar,

Seleccione al menos 2 muestras,

En la seccion "Set conditions”, indique si la muestra es del paciente o de un familiar
definiendo el vinculo familiar en "Family link". El paciente se marca automaticamente
como "affected". En el caso de un cribado de portadores, indique para cada muestra el
parentesco mediante "Mother" o "Father" sin marcar la casilla "Next step".

Compruebe que los parametros coinciden y haga clic en "Siguiente paso’,

Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".
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CNVCapture

CNVCapture se utiliza para detectar variaciones en el nimero de
copias (CNV) de la linea germinal a partir de datos de captura de
paneles de genes.

Al ejecutar un analisis CNVCapture:
- Seleccione la versidn del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select”,
- Seleccione un numero minimo de 8 muestras para analizar y, a continuacién, haga clic
en "Next step”,
- Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

CNVExome

CNVExome se utiliza para detectar variaciones en el numero de copias
(CNV) a partir de datos de captura de exomas.

Al ejecutar un analisis CNVExome:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".
- Seleccione el modelo que desea utilizar y la(s) muestra(s) que desea analizar y, a
continuacion, haga clic en "Next step”.
- Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".
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SomaVar

SomaVar detecta mutaciones somaticas en muestras tumorales. Este
workset puede utilizarse con datos de captura y amplicon.

Al ejecutar un analisis SomaVar:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".
- En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
- Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".
- Inicie el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaCNVCapture

SomaCNVCapture se utiliza para detectar variaciones somaticas del
nimero de copias (CNV) a partir de datos de captura de paneles de
genes.

Al ejecutar un analisis SomaCNVCapture:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".
- En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
- Seleccione un numero minimo de ocho muestras para analizar y, a continuacion, haga
clic en "Next step".
- Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".
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SomaRNA

SomaRNA puede utilizarse para detectar fusiones de genes a partir de
datos de captura de RNA-seq.

Al ejecutar un analisis de SomaRNA:
- Seleccione la versidn del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".
- En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
- seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y, a continuacion, haga clic en "Next
step”,
- Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaMsSI

m SomaMSiI detecta el estado de las regiones microsatélite (MSS o MSI).

Al ejecutar un analisis SomaMSiI:
- Seleccione un numero minimo de ocho muestras para analizar y, a continuacion, haga
clic en "Next step".
- En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
- seleccione un numero minimo de 8 muestras para analizar y haga clic en "Next step’,
- Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaHRD

SomaHRD permite la deteccion del estado HRD a partir de datos WGS
poco profundos solos o acompafiados de un panel de genes
incluyendo BRCA1 y BRCA2.

F;‘.

Al ejecutar un analisis SomaHRD:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".
- Introduzca los metadatos de celularidad (% de células tumorales) para cada muestra
(véase la seccion Metadatos de muestra).
- Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step",
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Seleccione el analisis SomaVar o SomaCGP (GRCh37 o GRCh38) apropiado para cada
muestra utilizando la opcién 'Seleccionar andlisis de panel (Opcional),
Ejecute el analisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaVar LF

Deteccidon de variantes cortas de baja frecuencia y variantes
estructurales, asi como genes de fusién, a partir de muestras
tumorales (biopsias soélidas o liquidas, ADN tumoral circulante)
enriquecidas por captura en un panel de genes.

Al ejecutar un analisis SomaVar LF:

Seleccione la versién del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".

En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step”.

Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaCGP

SomaCGP permite la deteccion de mutaciones somaticas, variantes
estructurales, fusiones génicas, asi como el estado MSI y TMB de muestras
tumorales. Este workset esta dedicado al analisis de ADN FFPE preparado
con el panel SureSelect Cancer CGP Assay de Agilent, y solo esta disponible
cuando se seleccionan los metadatos Comprehensive Genomic Profiling en
la creacién del proyecto. Este workset puede utilizarse con datos de captura.

Al ejecutar un analisis SomaCGP:

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".

Si se solicita, seleccione un "CNV baseline" y/o un "MSI baseline" (si no se selecciona
ningun baseline, el andlisis se ejecutara sin deteccion de CNV/MSI),

En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".

Inicie el andlisis haciendo clic en "Start analysis".
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SomaHemato

SomaHemato permite la deteccion de mutaciones somaticas a partir de
muestras con especificidades hematoldgicas. Este workset puede
utilizarse con datos de captura.

Al ejecutar un analisis SomaHemato:

Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".

En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".

Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".

SomalBx

SomalLBx permite la deteccion de mutaciones somaticas de baja
frecuencia, variantes estructurales, fusiones génicas, a partir de ctDNA.
Este workset esta dedicado al analisis de ctDNA y puede utilizarse con
datos de captura.

Al ejecutar un analisis SomalLBx:

Seleccione la versién del workset que desea ejecutar y haga clic en "Select".

Seleccione un "CNV baseline" (si no se selecciona ningun baseline, el andlisis se
ejecutara sin detecciéon de CNV).

En las opciones, seleccione el modo de procesamiento UMI aplicable de entre los
modos elegibles para el andlisis (véase el apartado Elegir el modo de tratamiento UMI).
Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".

Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".

SomaMethyl

SomaMethyl permite la deteccion de islas CpG metiladas a partir de
muestras de ADN tumoral circulante. Este workset esta dedicado al
analisis de la metilacion en el ADN tumoral circulante y se puede
utilizar con datos de captura de bisulfito.

Al ejecutar un analisis SomaMethyl, se invita a los usuarios a:

Seleccionar la version del workset que se va a ejecutar y hacer clic en «Select».
Seleccionar una «Methyl baseline» correspondiente a la cohorte de control (si no se
selecciona ninguna cohorte, el analisis se ejecutara sin detecciéon de umbral ni
metilacion diferencial).
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- Seleccionar la muestra o0 muestras que se van a analizar y, a continuacién, hacer clic en
«Next step».
- Iniciar el analisis haciendo clic en “Start analysis".
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Workset de analisis disponibles a partir de archivos secundarios

Los siguientes workset estan disponibles cuando se selecciona Archivos VCF - Datos de analisis
secundarios durante la creacion del proyecto o cuando se seleccionan tanto los metadatos de
Agilent como los de CGH MicroArrays (véase la seccion Archivos de analisis secundarios). En
este caso, la plataforma recibe los datos de salida de la aplicacion del proveedor seleccionado,
procede a anotar e inyectar las variantes en sus respectivas interfaces de visualizacién.

GermVar Tertiary

Canal de analisis de una sola muestra de variantes detectadas por la
aplicacién Germline de lllumina o la aplicacion EPI2ME de Oxford
Nanopore Technologies, a partir de datos WGS y WES o variantes
TTlARY~ detectadas por la aplicacion Cytogenomics de Agilent a partir de datos
CGH de MicroArray.

Al ejecutar un analisis GermVar Tertiary:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en workset "Select”,
- Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".
- Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".

GermVar Tertiary Family

Pipeline de analisis multimuestra de variantes detectadas por la
aplicacion lllumina Germline o la aplicacién EPI2ME de Oxford
Nanopore Technologies, a partir de datos WGS y WES.

Al ejecutar un analisis de GermVar Tertiary Family:

- Seleccione la versidn del workset que desea ejecutar y haga clic en workset "Select”,

- Seleccione al menos 2 muestras,

- En la seccién "Set conditions", indique si la muestra es del paciente o de un familiar
definiendo el vinculo familiar en "Family link". El paciente se marca automaticamente
como "affected".

- Compruebe que los ajustes coinciden.

- Ejecute el andlisis haciendo clic en "Start analysis".
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SomaVar Tertiary

SomaVar Tertiary es un pipeline de analisis terciario basado en VCF
que procesa tanto archivos VCF de Illumina WES como archivos VCF
de paneles de genes de varios proveedores de kits (ver seccién Input
file format).

Al ejecutar un analisis SomaVar Tertiary:
- Seleccione la version del workset que desea ejecutar y haga clic en workset "Select”,
- Seleccione la(s) muestra(s) que desea analizar y haga clic en "Next step".
- Inicie el analisis haciendo clic en "Start analysis".
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11.1.2.  Elegir el modo de tratamiento UMI

Presentacion de los modos de tratamiento UMI

En la practica, la plataforma propone uno o varios métodos para procesar las UMI al ejecutar un
andlisis:

1. Standard mode (recomendado): se generan consensos a partir de los duplicados de PCR
que presentan la misma UMI cuando su nimero es mayor o igual a 2. También se
conservan las UMI representadas por una Unica secuencia (singletons). La frecuencia
alélica minima de las variantes notificadas y el nimero minimo de reads que apoyan la
mutacion (AO, Alternate Observation) difieren segun el workset utilizado:

- En SomaVar, SomaHemato, SomaRNA, SomaCNVCapture, SomaCGP y SomaMSI,
la frecuencia alélica minima es 1% y el AO es un minimo de 3 reads.

- En SomaVar LF y SomalLBx, la frecuencia alélica minima es del 0,1% y el AO
minimo es de 2 reads. Este workset permite la deteccidn de variantes con una
frecuencia alélica inferior al 1%. Se recomienda cuando la profundidad de
secuenciacion es superior a 5000x, y para aplicaciones como la secuenciacién
de ctADN.

2. UMI disabled (disponible so6lo en SomaVar, SomaRNA, SomaHemato, SomalLBx,
SomaCNVCapture, SomaCGP y SomaMSI): Las UMI no se utilizan para la deduplicacion
y se recortan del final de las secuencias antes del andlisis. Por lo tanto, los datos
generados por esta linea de andlisis son brutos (no deduplicados). La frecuencia alélica
minima de las variantes notificadas es del 1% y el nimero minimo de reads que apoyan
la mutacion (AO) es 3.

Las diferencias de configuracion entre estos modos se resumen en la siguiente tabla:

UMI disabled UMI standard
Calidad minima mediana/media de la base 30 30
mutada (puntuacion Phred)*.
Numero minimo de reads por consenso N/A 2
Calidad minima de cada base en el N/A 30
consenso (puntuacion Phred)
reads sin consensos filtrados N/A no

Tabla 1: Ajustes de las distintas configuraciones de procesamiento de la UMI

* Estos filtros sélo se aplican a las variantes que no son seleccionadas por el modelo SVM
después de la llamada de variantes (pipelines SomaVar y SomaRNA).
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Proceso de tratamiento UMI

La estructura de las UMI depende de cada kit del proveedor y actualmente estan disponibles los
siguientes kits en la plataforma SeqOne:

QIAGEN QlAseq

Agilent XTHS/Low input
Agilent XTHS V2

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

QlAseq targeted DNA Pro

VAN Warning: La configuracién UMI "QlAseq Targeted DNA Pro" solo debe utilizarse para
SomaVar, con una longitud de lectura de al menos 150 bp. Para mas informacién, contacte con
el soporte.

El procesamiento de UMI se basa en el uso de la suite de herramientas fgbio, que puede
manejar UMIs y reads etiquetadas con UMIs. Nuestro proceso de analisis UMI consta de los
siguientes pasos:

1.

Si es necesario, recorte los UMI del final de las secuencias y genere un BAM no alineado
a partir del par de archivos FASTQ,

Alinear secuencias sin UMIs con BWA-MEM2 (ADN/ctADN) o STAR (ARN)

Fusione los archivos BAM que contienen las UMI con las secuencias alineadas
utilizando ZipperBam,

Agrupa las reads si tienen la misma posicién y comparten la misma UMI,

Generar la secuencia consenso para cada grupo de UMls,

Filtre cada base en funcién de su calidad: la confianza en la secuencia de consenso
aumenta con el niumero de reads por grupo,

Filtrar secuencias consenso: si se filtra mas del 20% de las bases de la secuencia
consenso, ésta no se conserva,

Conversion de estas secuencias consenso filtradas en FASTQ y realineamiento final en
el genoma de referencia con BWA-MEM2 (ADN/ADNCct) o STAR (ARN).

Compatibilidad con los workset de analisis

Los worksets SomaVar, SomaHemato, SomaCGP, SomalLBx, SomaMethyl, SomaVar LF,
SomaCNVCapture, SomaMSI y SomaRNA son compatibles con los datos UMI. En la tabla
siguiente se describen las opciones de procesamiento disponibles al iniciar los distintos
workset:

UMI desactivada Norma UMI

SomaVar Si Si
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SomaCNVCapture Si Si
SomaMSI Si Si
SomaRNA Si Si

SomaVar LF No Si
SomaCGP Si Si
SomalLBx Si Si

SomaHemato Si Si
SomaMethyl No Si

Tabla 2: Opciones de procesamiento de UMI disponibles al iniciar los workset compatibles.

11.2. Estado del analisis

Tras iniciar un analisis, la plataforma SeqOne utiliza diferentes estados para que los usuarios

puedan seguir el progreso de su analisis:

- Bioinformatics Pending: |a plataforma espera a que termine otro analisis

- Bioinformatics Running: el andlisis esta en curso; este estado también muestra en qué

fase del andlisis se esta llevando a cabo
- Bioinformatics Finished: el andlisis ha concluido

- Analysis failed: se ha producido un error durante el analisis; en este caso, se pide a los

usuarios que se pongan en contacto con el equipo de soporte al usuario.

- Interpretation - new: el andlisis esta terminado y listo para su interpretacion, ningun

usuario lo ha abierto todavia

- Analysis failed - error: El andlisis ha encontrado un error. En este caso, se invita al

usuario a ponerse en contacto con el servicio de atencién al usuario.

- Analysis failed - canceled: el analisis no se ha iniciado porque la muestra adjunta ha

encontrado un error durante la carga o la verificacion.

11.3. Calidad de las muestras

La pestafia Control de calidad del proyecto se divide en 2 subpestafias: ‘General statistics’y ‘ID

check summary’.

General statistics. Esta pestafia muestra una tabla que representa la calidad general de la
alineacion y la cobertura de cada muestra del proyecto. El usuario puede exportar la tabla como

archivo TSV haciendo clicen. ¥ ~

El calculo se basa en la herramienta SeQC, un programa desarrollado por SeqOne para calcular

las estadisticas de alineacion y cobertura de todas las reads alineadas con el genoma.
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El usuario puede optar por utilizar las métricas de QC predeterminadas o definir valores umbral
personalizados desde la pestafia "Settings" del proyecto (véase la seccién Configurar las
métricas QC del proyecto por defecto).

Las métricas propuestas son las siguientes:
- numero total de reads
- longitud media de las reads
- tamaiio medio de los fragmentos de ADN de la biblioteca (insertos)
- porcentaje de reads de calidad >30
- porcentaje de reads alineadas con el genoma de referencia
- porcentaje de reads en el objetivo
- porcentaje de reads duplicadas
- tasa de transicion/transversion
- Cobertura media
- Fraccion de objetivos cubiertos en diferentes umbrales dependiendo del contexto
(amplicon, captura).

Los objetivos del panel o del exoma se determinan a partir del archivo BED seleccionado al
crear el proyecto.

ID check summary. Esta pestafa detalla los genotipos de todos los marcadores incluidos en
sus andlisis para cada muestra (véase el parrafo Marker en la seccion Gestion de la
configuracion del usuario - definiciones). Una fila corresponde a una muestra, y cada columna
representa un marcador con su ID asociado. El usuario puede exportar esta tabla como archivo

TSV haciendo clicen . ¥ ~
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12. Comprobacion de la calidad de los datos

12.1. Meétricas e informes de control de calidad

12.1.1. Métricas QC y controles QC

Desde la pestafia QC, el usuario accede a los controles de calidad aplicados al analisis, en
forma de subpestafas que se describen en las secciones siguientes: Informe de QC,
Comprobacién de ID (si procede) e Informe técnico.

En el caso de un analisis MicroArray CGH, la pestafia QC no esta disponible. Sin embargo, el
informe técnico esta disponible en la pestafia Files del analisis en formato report.html.

En la parte superior de la pestafia Control de calidad, una seccién de "QC auto-validation"
permite al usuario codificar por colores los parametros de control de calidad como Passed,

0 Failed. Haciendo clic en el icono asociado, el usuario accede a los umbrales
aplicados y a los detalles del control de calidad: sexo, contaminacion, parentesco y
consanguinidad, profundidad de la cobertura, % sobre el objetivo, cobertura 30X o 100X, %
duplicados, % reads alineadas con el genoma de referencia o % pb Q30.

& QC auto-validation

MPLE ’ROFILE 2C METRIC

Exomeb Exome Constit Sex @ Contamination & Mother | € Fathe: Consanguinity | & Cov. depth € % on target

©@cov.30x @%dup. | @ %aligned reads

12.1.2. Informe QC

El informe global de control de calidad del proceso de secuenciacion contiene diversas métricas
que describen la calidad y la alineacion de las secuencias, la cobertura de las regiones del
manifiesto y algunas estadisticas relacionadas con las variantes. Este informe se compone de
las siguientes secciones:

Alignment details (Detalles de alineacion) (SomaMethyl). Total de lecturas procesadas, lecturas
alineadas de forma Unica y no Unica, y tasas de desajuste.

Deduplication (Deduplicacion) (SomaMethyl). Métricas de duplicacién para lecturas alineadas,
destacando posibles problemas con la preparacion de la biblioteca.

Cytosine coverage & methylation (Cobertura de citosina y metilacion) (SomaMethyl). Tasas de
conversién de citosina a uracilo para cada contexto (CpG, CHG, CHH).
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UMI groups statistics (s6lo SomaVar SomaVar LF, SomaMethyl y SomaRNA UMI). Véase el
parrafo Elegir el modo de tratamiento UMI.

El informe de control de calidad de los analisis SomaVar, SomaVar LF, SomaMethyl y SomaRNA
ofrece una vision mas detallada de la composicién de la muestra, en particular de la
distribucién de las UMI en funcién del nimero de secuencias que las albergan.

Las estadisticas describen en particular:
- Lafraccion de singletons (UMI transportada por una secuencia Unica)
- Eltamano medio y mediano de los grupos de UMI, asi como la desviacion tipica
- Eltamano del grupo mas grande y la fraccion del total de secuencias que incluye.

UMI groups statistics
UMI Groups distribution

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

Median group size 2

UMI relative
counts (%)

Largest group 54 (< 0.00019%)

Figura 7: Estadisticas relativas a la distribucion UMI en términos de nimero de secuencias
dentro de una muestra.

Las métricas globales de control de calidad del proyecto también son mas detalladas y se
dividen en tres secciones:
- Métricas de control de calidad tras el procesamiento UMI, que indican la tendencia de
cada métrica (en porcentaje) a partir de los datos brutos.
- Métricas de control de calidad brutas calculadas a partir de todas las secuencias (antes
del procesamiento UMI).
- Distribucion de UMI en términos de numero de secuencias dentro de cada muestra.

Cross-contamination estimate (sélo SomaVar LF). La contaminacién cruzada se estima
individualmente utilizando la herramienta CalculateContamination de GATK. Esta ultima utiliza
la sefial de los alelos de referencia detectados en los loci homocigotos para calcular la fraccién
de secuencias en el individuo procedentes de la contaminacién cruzada.

Sample integrity and identity (sélo andlisis de la linea germinal). Esta seccién enumera las
meétricas relacionadas con la integridad y la identidad de las muestras:

e Family link : metadatos definidos por el usuario
e Original sex: metadatos relativos al sexo introducidos por el usuario
(Masculino/Femenino/Desconocido)
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Detected sex: sexo detectado (Masculino/Femenino/Desconocido)
Relationship coefficient : coeficiente de relacion calculado mediante la herramienta
Somalier para cada muestra del analisis familiar, esta métrica muestra N/A para la
propia muestra.

e Contamination: porcentaje estimado de contaminacién de la muestra por ADN extrafo,
utilizando la herramienta verifyBamID2.

También se enumeran el nimero de variantes homocigéticas y heterocigéticas, la proporcion de
estos dos valores (proporcion Hom/Het), el nimero de variantes homocigéticas vy
heterocigéticas en el cromosoma X, la proporcién equivalente en el cromosoma X (proporcién
Het/Hom en el cr X) y el nimero de variantes en el cromosoma Y.

Las métricas Family link y Relationship coefficient, utilizadas para comprobar el parentesco entre
los individuos de una familia, sélo se muestran en los andlisis de trio familiar (GermlineVar
Family o GermVar Tertiary Family).

Las métricas de género se utilizan para comprobar la correspondencia entre el género
introducido y el detectado en los datos.

La métrica de contaminacién no se calcula para los worksets GermVar Tertiary y GermVar
Tertiary Family.

Las comprobaciones de control de calidad sobre coincidencia de género, contaminacion y
parentesco estan disponibles a nivel de proyecto o de andlisis para identificar facilmente
cualquier coincidencia o falta de coincidencia.

Alignment metrics. Esta seccién enumera las principales métricas calculadas al final de la
alineacién, como:
- El ndmero total de secuencias de la muestra,
- El tamafio mediano de los insertos, calculado a partir de la distancia entre las dos reads
del mismo par, cuya longitud respectiva esta incluida,
- Lalongitud media de la secuencia,
- Lafraccion de secuencias alineadas con éxito con el genoma de referencia,
- Latasa de duplicados (sélo captura),
- Lafraccion de bases cuya calidad es superior a 30,
- La cobertura media de las regiones objetivo, determinada a partir del manifiesto de
analisis.

Coverage. Grafico que muestra la fraccion de regiones objetivo cubiertas con diferentes
umbrales, indicados en el eje x. Los valores de cobertura pueden mostrarse en forma de tabla

View as table

|. il
haciendo clic en el botén que permite al usuario copiar/pegar estos valores.
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QC graphs. Graficos del andlisis de calidad FastQC, que ilustran en particular el contenido en GC
de las secuencias, asi como la calidad de las bases segun su posicion en las secuencias.

Variant statistics. Una lista de estadisticas en torno a las variantes detectadas en el analisis, que
incluyen en particular:
- El ndmero de transiciones (Ts) y transversiones (Tv) entre las sustituciones detectadas,
- Larelacion Ts/ Ty,
- El nimero total de mutaciones detectadas,
- La fraccion de SNVs, MNVs e indels en este total.
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12.1.3. Informe ‘ID-Check’

La pestafia "ID check" esta dedicada a los resultados del control de identidad en la pestafia QC
de los workset que llaman a variantes.

Los resultados se muestran en forma de tabla con la siguiente informacion:
- Una descripcion de cada marcador basada en coordenadas gendémicas, por ejemplo:
chr-start-ref-alt,
- una etiqueta (rsID, etiqueta personalizada) cuando se la da el usuario,
- genotipo observado (GT) o frecuencia alélica (VAF),
- la profundidad de cobertura en la ubicacién del marcador (COV),
- lacalidad de la base de datos (QUAL).

Cuando se incluyen varias muestras en el analisis, las columnas especificas de la muestra
(GT/VAF, QUAL, COV) se repiten para cada muestra individualmente.

Al seleccionar una variante en la tabla, se abre un navegador IGV en una nueva pestafia,
centrado en las coordenadas genémicas de la variante.
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12.1.4. Informe técnico

El informe técnico enumera las herramientas utilizadas durante el andlisis y su versién. Se
puede acceder a él desde la pestafia Control de calidad de un analisis y, a continuacion, en
"Technical report".

En particular, describe :

- informacién general sobre la configuracién y los metadatos del proyecto y el andlisis,
como el tipo de secuenciacion, la version del genoma y la version del workset utilizada;

QC report ID check Technical report

Technical Report

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

Seqg@ne

GENOMICS

General Infos

Project Name VerificationTest - ID 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

- detalles del manifiesto utilizado, como nombre, tamafio, longitud (pb) y padding afiadido
al analisis;
- detalles de las bases de datos y las herramientas bioinformaticas utilizadas.
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12.1.5. Informe UPD

El Informe UPD esta disponible en la seccidon QC de los andlisis de linea germinal compatibles
(p. €j., GermVar y flujos de trabajo relacionados). Resume los resultados de deteccién de UPD y
proporciona elementos visuales para apoyar la interpretacion.

El Informe UPD generalmente incluye:

e Resumen de resultados: indicacion de si el analisis detect6 un evento de tipo UPD y el
tipo de evento (p. ej., completo o segmentario; en los analisis de trio, el informe también
puede respaldar el origen parental y los subtipos de eventos como UPD | Iso / UPD |
Het).

e Lista de eventos: una lista de los eventos detectados con su ubicacién cromosémica y
tamafio, y la(s) puntuacién(es) asociada(s) utilizada(s) por el algoritmo.

e Gréficos de visualizacion: graficos basados en genotipos SNP (p. €j., frecuencia del alelo
B (BAF) y sefial de homocigosidad/ROH) que ayudan a confirmar la presencia de
regiones homocigotas largas y sus limites.

e Informacion de control de calidad: métricas relacionadas con la fiabilidad de la
deteccion (p. ej., densidad de SNP / nimero de SNPs) y advertencias cuando los datos
no son suficientes para una llamada segura.

Los eventos UPD detectados también se muestran en el Large Variant Viewer (LVV) con
etiquetas especificas (p. ej., UPD | Iso y UPD | Het).

Puntuacion UPD

La puntuacién UPD es un indicador numérico utilizado para cuantificar con qué fuerza la
muestra muestra una sefal de tipo UPD a lo largo del genoma. La deteccion de UPD en SeqOne
se basa en los patrones de genotipo SNP:

e En un andlisis de un solo individuo (solo), el algoritmo busca grandes regiones de
homocigosidad (ROH) y cambios abruptos en la distribuciéon de SNPs a lo largo de los
cromosomas.

e En un andlisis de trio, el patron de SNP se utiliza adicionalmente para determinar el
origen parental del evento y para distinguir la isodisomia (UPD | Iso) de la heterodisomia
(UPD | Het).

En la practica, la puntuacién UPD refleja la fuerza y consistencia de la sefal que respalda un
evento UPD (p. €j., patron claro de ROH/BAF y limites bien delimitados). Una puntuacién mas
alta indica que es mas probable que el evento sea un verdadero evento UPD, mientras que
valores mas bajos indican sefiales mas débiles o ruidosas.
La puntuacion UPD siempre debe interpretarse junto con los elementos proporcionados en la
pestafia Informe UPD (seccién QC), que incluyen:

e los graficos de visualizacion de UPD (p. ej., frecuencia del alelo B / sefial de

homocigosidad),
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e el tamano y la ubicaciéon cromosémica del evento,
e las métricas de calidad del andlisis (p. €j., densidad de SNP / nimero de SNPs).

Grafico de frecuencia del alelo B (BAF) del informe UPD

El gréfico de frecuencia del alelo B (BAF) es una visualizacién de los genotipos SNP a lo largo
del genoma y se utiliza para evaluar el desequilibrio alélico y la pérdida de heterocigosidad
(LOH).

Para cada posicion SNP, la BAF corresponde a la fraccién de lecturas de secuenciacion que
respaldan el alelo "B"y variade 0 a 1:

e Los valores cercanos a 0 corresponden a un genotipo homocigoto (AA).

e Los valores cercanos a 0.5 corresponden a un genotipo heterocigoto (AB).

e Los valores cercanos a 1 corresponden a un genotipo homocigoto (BB).

En una region diploide normal, el grafico BAF normalmente muestra tres bandas alrededor de 0,
0.5y 1. En regiones largas de homocigosidad (ROH) o isodisomia UPD, la banda heterocigota
(alrededor de 0.5) se reduce o estd ausente, lo que respalda la presencia de una sefial de tipo
UPD.

Limitaciones importantes:

e También se puede observar una sefial de tipo UPD en el contexto de consanguinidad
parental (multiples regiones ROH en todo el genoma).

e La llamada de UPD se basa principalmente en la distribucion de SNPs y puede no ser
suficiente por si sola para distinguir algunos patrones de UPD de los eventos
relacionados con el nimero de copias; cuando sea necesario, verifique con otra
evidencia disponible (p. €j., cobertura / resultados CNV).
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13. Interpretacion de los resultados de los analisis

13.1. Resultados de los analisis

U

Los usuarios pueden acceder a los analisis de un proyecto haciendo clic en el icono "Analyses'
del cuadro asociado o en el icono del mismo nombre situado en la esquina superior izquierda
del cuadro de mandos del usuario.

Cuando un analisis se ha completado y esta disponible para su visualizacion, se muestra con el
estado "Interpretation - New"

A continuaciodn, los resultados del analisis estan disponibles en forma de varios informes, que
pueden abrirse directamente haciendo clic sobre ellos.

Existen varias variaciones del estado "Interpretation”, en funcion de los progresos realizados en
la interpretacion de los resultados:

- New - la tabla de variantes aun no se ha visto

- In progress: se ha consultado la tabla de variantes, pero aun no se ha validado ninguna.

- Evaluating - se ha validado al menos una variante

- Reporting validated : se ha generado un informe para el andlisis.

13.1.1.  Gestion del flujo de trabajo de interpretacion de analisis

13.1.1.1.  Asignacion de analisis para interpretacion

Los administradores de la entidad pueden elegir asignar uno o mas analisis para que sean
interpretados por diferentes usuarios de la entidad desde la pestafia Andlisis del proyecto. Para
ello, el administrador puede seleccionar uno o varios analisis y, a continuacion, hacer clic en el

) i i i Agi
botén situado en la parte inferior de la pagina.

Una ventana "Assignment” permite asignar uno o varios usuarios a los analisis seleccionados,
buscando el identificador del usuario (nombre de usuario) mediante la barra de busqueda
dedicada. También es posible modificar la asignacion afiadiendo o eliminando usuarios. Los
usuarios a los que se asigna un analisis aparecen en la columna "Assigned to". Los usuarios
que nunca han iniciado sesion en SeqOne no pueden ser asignados hasta que creen su
credencial.
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Los usuarios pueden acceder a los analisis que se les han
asignado (pestafia "To do") y a los andlisis validados X To do list

(pestaiia "Done") en su "To do list", accesible a través del
To do o Done

icono@ situado en la parte superior derecha de la
pagina. Aparecera una notificacion para cada nueva @ somaHRD-sample_pos_with_BRCA
asignacion.

Los usuarios pueden acceder directamente a los analisis @ somatRo - sample_pos.with BRCA
asignados haciendo clic en ellos. Pueden validar su tarea

haciendo clic en la casilla correspondiente de la pestana

"To do" para desplazarla a la pestafia "Done". Esta accion es reversible.

Los andlisis se muestran en el siguiente orden segun su estado: finalizados, en ejecucién o
fallidos. Para cada analisis se detalla la fecha de asignacién, el nombre del andlisis y el nombre
del proyecto.

13.1.1.2.  Bloqueo de analisis

El administrador de una entidad puede bloquear o desbloquear un analisis. En los Settings de la
entidad, en la pestafia Account y luego Worfklow, pueden activar el bloqueo automatico de los
analisis validados mediante la funcion "Auto-lock analyses on status change to Reporting
(VALIDATED)":

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

s 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

Al final de su trabajo de interpretacion, cuando un usuario cambia el estado del analisis en
Reporting - validated, el anadlisis se bloquea automaticamente. Los analisis bloqueados
muestran el estado "Reporting - Validated & Locked", visible con el icono
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Cuando un analisis esta bloqueado, los usuarios no pueden realizar las siguientes acciones
desde la interfaz :

- afadir o modificar evaluaciones de variantes en VKB,

- afadir o modificar comentarios asociados a las variantes,

- generar un nuevo informe desde la ventana Selection,

- generar un nuevo informe DRH,

- modificar manualmente el estado del andlisis,

- realice una de las siguientes acciones en el panel de analisis:
- modificar la asignacién de ensayos (en "Assignment")
- modificar el sexo del paciente
- afadir o modificar HPO
- modificar los paneles de analisis
- eliminar informe clinico

Si un usuario intenta realizar cualquiera de estas acciones, se le pedira que desbloquee el
analisis, si tiene permiso, 0 que se ponga en contacto con su administrador si no lo tiene. Un
usuario que desee desbloquear un andlisis debe tener permiso para "Unlock analyses".

13.1.1.3.  Panel lateral para la gestion de analisis

Se puede acceder al panel lateral de anadlisis, también conocido como "Analysis Drawer", desde
cualquier pestana de analisis.

Seq@ne Q, Search an an tient record

A& demo projects Demo Exome Trio Analysis M GermlineVar - Patient Results

@ Patient ~ @ Qac il GeneCov € 7876 2 Variants 7, CNVs Reporting &S Files Selection o % Analysis

. . . @ Analysis ] ] )
Haciendo clic en el botén situado en la esquina superior derecha del banner de

pestafas de analisis, el usuario puede ver y gestionar directamente los datos de analisis y las
OPH de los pacientes sin salir de la pantalla actual.

El cajon de analisis contiene 4 vistas:
e Workflow : permite organizar y rastrear el flujo de trabajo para su andlisis.
e Patient : permite ver y modificar los metadatos del paciente
e HPO: permite afadir o modificar términos HPO en el andlisis, sélo disponible para
analisis en contexto constitucional.
e Panel : permite aplicar una lista de genes al andlisis y filtrar los resultados del andlisis en
funcidn de esta lista.
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Vista modal Workflow

Esta vista permite organizar y seguir los flujos de trabajo del usuario para el andlisis que se esta
interpretando.

Assigned To. Esta vista muestra las tareas
asignadas para el analisis actual. Soélo los
administradores o usuarios con permiso para
"Manage assignments" pueden asignar tareas
(véase la seccion Gestion administrativa -
presentacion de la interfaz).

b4 Analysis
Workflow Patient HPOs o Panel

Assigned To

Cuando se asignan tareas al andlisis actual, se
muestra una lista de todos los usuarios asignados,
junto con la fecha y hora de finalizacion. Esta lista
se actualiza automaticamente en cuanto un
usuario completa una tarea.

This analysis isn't assigned yet

+ Add assignee

Los usuarios sélo pueden editar sus propias tareas
marcando o desmarcando la casilla
correspondiente. Al pasar el ratén por encima de
una tarea de soélo read, un tooltip indica "You can only complete yours".

Action Log >

Si no se ha asignado ninguna tarea, la vista muestra "This analysis isn't assigned yet".

Si un usuario no autorizado intenta asignar una tarea haciendo clic en el botén "+ Add
assignee", el mensaje de error indica "You must have administrator privileges to assign analysis.
If needed, please contact your platform administrator to request the appropriate access.".

Action Log. El banner "Analysis Action Log (Audit Trail)" muestra el historial de todas las
acciones realizadas sobre el estado HRD en SomaHRD, en filtros, perfiles de filtros y paneles de
genes restringidos en la tabla de variantes, detallando el tipo de accion, el usuario, la marca de
tiempo y una descripcién de la accion.

Las acciones mas recientes aparecen al principio de la lista. La paginacion permite a los

usuarios navegar eficazmente por el historial de acciones. El historial completo puede
descargarse en formato .csv mediante el icono "Download Log".
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Vista modal Patient

Esta vista le permite ver y modificar los metadatos del paciente, como el sexo (Femenino,
Masculino o Desconocido), el GhomAD genetic ancestry group (solo Germline) o la Indicacién

(solo Somatic).

La visualizacion y edicion de la indicacion solo esta disponible para los analisis somaticos:

- Si la indicacion se introdujo antes de iniciar el
andlisis (véase Metadatos de la muestra), se
define por defecto para la muestra, se marca con
una estrella y aparece en primera posicion en la
lista.

- Si se cambia la indicacién durante la
interpretacion, un mensaje de advertencia indica
que la indicacion seleccionada es diferente de la
indicacion original y se actualizara la coloracién
de las pastillas en la subcolumna "A" de la
columna Clinical Evidences (véase Seleccionar
una indicacion).

- Si no hay ninguna indicacién disponible para el
anadlisis, aparecera el mensaje "No available
indication".

La visualizacién y edicion del "GnomAD genetic
ancestry group" solo esté disponible para andlisis de
germline. El valor predeterminado esta vacio y se trata
como la poblacion GnomAD combinada.

Las modificaciones realizadas en esta vista deben
guardarse o cancelarse haciendo clic en los iconos
"Save modifications/Cancel" correspondientes, situados

en la parte inferior del panel, para poder cambiar de pestana.
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X Analysis

Workflow Patient HPOs Panel
Active sample: sample2

Sex

Female Male Unknown

Indication

Ovarian endometrial cancer (Female reprod... *

Unsaved changes detected. Save now to avoid losing

your updates.

Cancel Save modifications

€ GnomAD genetic ancestry group

African/African American
Amish

Ashkenazi Jewish
Admixed American

East Asian

European (Finnish)
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Vista modal HPOs

Esta vista, disponible s6lo en proyectos Germline, permite ver, editar y asignar términos HPO
relativos a la muestra, ya sea manualmente o a partir de una descripcion clinica del paciente.

El usuario puede visualizar la lista de términos HPOs ya asociados a la muestra antes del
analisis. En ausencia de cédigos HPOs, aparece el mensaje "No HPOs yet".

Para anadir términos manualmente, el usuario puede introducirlos desde la barra de busqueda
"Enter phenotypes one by one", buscando un fenotipo o un cédigo HPO. También puede

a2 .
importar un archivo de texto que contenga codigos HPO haciendo clic en el icono (véase
también la seccion Metadatos de muestra).

* Analysis
HPOs
Workflow Patient o Panel

Active sample: S1_DNA

Added HPOs

Colon cancer

Figura 8: Vista de las OPH del panel de analisis

El usuario puede generar términos HPO a partir de la descripcion clinica del paciente utilizando

DiagAl. Haciendo clic en el icono , aparece una ventana de didlogo en la que se pide al
usuario que describa el perfil clinico del paciente (esta descripcion estd limitada a 4000
caracteres) y, a continuacion, haga clic en "Extract HPOs with DiagAl" para generar una lista de
los HPO encontrados. Los términos HPO aparecen resaltados en color y el usuario puede
asociarlos al paciente pasando el ratén por encima de ellos y haciendo clic en "Add", o afadir
todos los términos HPO encontrados haciendo clic en "Add all" (véase también la seccion Editar
los metadatos de la muestra desde el panel de analisis).
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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

Figura 9: Extraccion de términos HPO con DiagAl desde la vista HPO en el cajon de analisis

Cuando se afaden o modifican HPO desde esta vista,
aparece un banner azul, sugiriendo que se vuelva a
procesar el analisis con los nuevos HPO.

X Analysis

Workflow Patient HPOs o Panel

Seleccionando "Re-process analysis’, el usuario
puede actualizar la puntuacion DiagAl y la
clasificacién de variantes (Short list o SmartPick) en
funcién de los nuevos HPO introducidos.

¢'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.
Este paso de reprocesamiento congela la tabla de

variantes durante varios minutos para actualizar la
clasificacién de variantes y la columna DiagAl.

@ Re-process analysis

Vista modal Panel

Esta vista esta disponible para todos los worksets excepto para los worksets de anadlisis CNV
(CNVExome, CNVCapture y SomaCNVCapture).

X Analysis
Da acceso a la funcién Restricted panels, que permite '
restringir y bloquear el analisis a los genes  workiiow Patient POs 2 Panel
seleccionados, a la manera de un panel in silico.

x BRCA1 x BRCA2 x Q
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Unsaved changes detected. Save now to avoid losing
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Para ello, el usuario puede seleccionar una o varias listas de genes a aplicar, mediante un menu
desplegable, de entre las importadas previamente (véase el apartado Genes , en la seccion
Gestion de la configuracion del usuario - definiciones). Al guardar los paneles seleccionados
mediante "Save modifications”, se aplica un filtro a todo el analisis en funcion de lo(s) panel(es)
de genes seleccionada(s).

Los paneles restringidos pueden seleccionarse en

cuanto se inicia el andlisis (véase la seccién Iniciar X Analysis

un nuevo analisis) o desde la vista Panel después del

analisis. Workflow Patient HPOs 2 Panele
Cuando se afiaden o modifican paneles de genes, un x BRCAT x BRCA2 Q
banner azul advierte al usuario del cambio ("You

modified the locked panel") y sugiere actualizar el (' You modified the locked panel

andlisis con los nuevos paneles mediante la funcion To update analysis based on the locked panel,
"Refresh analysis". refresh the page.

< Refresh analysis
Al hacer clic en "Refresh analysis", el usuario elige
actualizar la tabla de variantes, la pestafia CNVs (si
procede) y la pestafia GeneCov de acuerdo con el nuevo panel.
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13.1.1.4.  Panel lateral para gestionar las evaluaciones

Se puede acceder al panel Selection desde

cualquier pestafia de un analisis. Permite al usuario
ver las pequeinas variantes y CNV anotadas en VKB
para el analisis actual, para generar un archivo JSON
("Generate file") y editar un informe clinico ("Generate
report").

Las CNVs validadas en VKB también estan disponibles
en esta seccion, solo en el caso de CNVs procedentes
de analisis de exoma, genoma y CGH Microarray.

Las variantes pequeias validadas en VKB se

diferencian por el logotipo *** , mientras que las CNV

se muestran con el logotipo ¥ y las palabras "gain"
(ganancia) o "loss" (pérdida).
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X Selection @)

4, Generate file Generate report
Variants
#SLC25A22

®

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

##SLC25A22

®

The missense variant c.818G>A (p.
& ?ArgZ73Lys)) in the gene SLC25A22
NM_001191061.2) is extremely rare, with onl...

CNVs

" 6q14.3 Loss
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13.1.2. Resumen de los resultados del analisis en la pestafa Dashboard

Para algunos workset, los usuarios pueden acceder a una pestafa "Dashboard" que resume
todos los resultados y métricas de control de calidad y que aparece por defecto al abrir un
analisis. La pestafia "Dashboard" proporciona una vision general de los resultados del analisis a
través de multiples secciones. Las secciones disponibles varian segun el tipo de workset. Esta
pestafia esta disponible para SomaCGP, SomaVar Tertiary y SomaLBx.

Patient Esta seccién resume los metadatos de la muestra: nombre de la muestra (ID de la
muestra), sexo e indicacién de la patologia (Indicacion).

Quality Controls. Esta seccion proporciona informacion sobre varias métricas clave
relacionadas con la calidad de las muestras y la secuenciacion:
- Pureza del tumor,
- Ploidia de la muestra,
- el porcentaje de bases cuya calidad es superior o igual a 30 (% Q30 bases),
- cobertura media de las regiones de interés (cobertura media ROI) antes y después del
procesamiento UMI,
- porcentaje de regiones de interés con cobertura superior a 200X (ROl > 200X) antes y
después del procesamiento UMI.

Signatures. La seccidn sobre firmas muestra las cifras clave de los analisis TMB, MSl y HRD:

- Cdlculo de la carga mutacional tumoral (TMB): nimero de mutaciones/Mb.

- Inestabilidad de microsatélites: porcentaje de sitios inestables.

- Estado HRD (deficiencia de recombinacién homdloga)..
Los estados de las puntuaciones TMB y MSI pueden ser seleccionados por el usuario a través
de los menus desplegables ubicados debajo de cada puntuacion.

Selection. Esta seccidon muestra las variantes evaluadas en la base de datos VKB para el
analisis actual.

Suggested by SeqOne. Las alteraciones gendmicas detectadas en el analisis se presentan como
una lista reducida de variantes clinicamente relevantes. Las variantes se seleccionan si su clase
ComPerMed es 5, o si tienen una afirmacion Tier | correspondiente a la indicacion del paciente,
o una afirmacion Tier Il para terapias experimentales relacionadas con esta indicacion, o una
afirmacién Tier | para otra indicacién. El usuario puede agregar variantes de esta categoria a la
seccion Selection haciendo clic en "Add".

El archivo JSON se puede generar haciendo clic en "Generate JSON file" y contiene toda la
informacién de la pagina "Dashboard".
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13.1.3.  Cobertura detallada por exén

En la pestana Gene coverage, los usuarios pueden ver la tasa de cobertura de los genes
incluidos en el manifiesto de analisis para cada exdn, ya sea un panel de genes o un exoma.

Metodologia

Este mddulo interseca el manifiesto del usuario con las anotaciones RefSeq para todos los
genes incluidos en el panel o el exoma, manteniendo 10bp a cada lado para cubrir las uniones
de splicing, luego procede a calcular la profundidad de cobertura para cada base incluida en
esta interseccion utilizando la herramienta mosdepth.

Se establecen diferentes umbrales para asignar a cada exdén un estado (covered, warning,
failed) en funcién del porcentaje de bases por debajo de estos umbrales de cobertura.
El estado se define a partir de la cobertura de bases en el exdn, incluidos los 10 pb adyacentes.

Si se utilizan UMI, la cobertura se calcula después de la deduplicacién.

Los umbrales aplicables a los distintos tipos de analisis se detallan en el cuadro siguiente*:

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%

Tabla 3: Umbrales de cobertura para el mddulo Gene Coverage segun el tipo de analisis.

*Si el usuario ha predefinido métricas de QC personalizadas a partir de los parametros del
proyecto, éstas se aplicaran en la pestafia GeneCov (véase la seccion Configurar las métricas
QC del proyecto por defecto).
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Visualizacion e interpretacion

Cada gen puede visualizarse en una representacion grafica, y los resultados de Gene Coverage
pueden filtrarse en funcion de los genes, los paneles in silico y las listas de transcritos. Los
exones seleccionados se representan en verde (Covered), naranja (Warning) o rojo (Failed)
segun los umbrales descritos anteriormente.

Exon status criteria
Gene coverage table @

NEW | Mean Coverage v

74850-GV1_S7 *

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

®cos Outr Not sequenced Properly covered Coverage warning (¥ @ Coverage failed

Figura 10: Detalles de la pestafia GeneCov

Opciones de filtrado
Un menu de filtros te permite:
- restringir la visualizacién a un subconjunto de regiones mediante un archivo .bed
previamente importado a la interfaz, a través del filtro "Manifiest",
- aplicar una lista de genes mediante el filtro "Gene Panel",
- aplicar una lista de transcripciones mediante el filtro "Transcripts”,
- buscar un gen especifico a través del filtro "Gene".

Métodos de calculo de la cobertura
El usuario puede seleccionar el método de cdlculo de la cobertura que se aplicara utilizando el
menu desplegable "Exon status criteria" situado en la parte superior

derecha de la pagina:
.l Exon status criteria

1. Mean Coverage (por defecto): Utiliza la profundidad de | [new|Mean Coverage v
cobertura media en todo el exén para determinar el estado "
de cobertura.

2. Minimum Coverage : Utiliza la fraccion minima de bases Min. Coverage
que cumplen un umbral de cobertura especifico. Esto
garantiza que un determinado porcentaje de bases tenga al menos la profundidad de
cobertura minima requerida.

NEW | Mean Coverage
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El menu desplegable "Gene status criteria" permite a los usuarios aplicar estos métodos de
calculo a nivel de gen:

e Mean coverage (default): Utiliza la profundidad de cobertura media en todos los exones
del gen para determinar el estado de la cobertura.

e Worst exon status: Determina el estado de cobertura del gen basandose en el exdn con
peor rendimiento. Si algun exén no alcanza el umbral de cobertura, el gen se considera
no cubierto. Este era el unico método admitido en versiones anteriores.

Datos mostrados

Los exones no cubiertos o parcialmente cubiertos por el disefio (solapamiento < 80% entre el
intervalo manifiesto y los limites del exén RefSeq) se consideran no seleccionados. Estos
exones se representan en gris (Not Sequenced) en el grafico.

Una vista detallada de cada gen permite visualizar las métricas de cobertura de los exones
haciendo clic en "See details": cobertura media, mediana, porcentaje de cada region cubierta a
10x, 30x, 50x, 100x, 200x, 300x y 500x.

Para cada exon, una ventana IGV permite a los usuarios ver la cobertura de la secuencia y la
alineacién con mayor detalle.

Exportacion de datos GeneCov
Los datos completos del analisis de pownload genes from S1_DNA as .isv file
cobertura estan disponibles como

archivo sample_genecov.v2.tsv.gz, Genes status
accesible desde la pestafia Archivos Falled [ Wamings ~ Covered
del andlisis.

Transcripts

Desde la pestafia GeneCov, el usuario @ Canonical Al
puede exportar el analisis de
cobertura segun el método de calculo
de cobertura (Cobertura Media o
Cobertura Minima), a través del icono

Close Download

— situado junto al nombre de la muestra en la esquina superior izquierda de la pestafia de la
muestra.

El usuario puede elegir exportar los datos segun el estado de la cobertura génica (Failed,
Warning, Covered) y exportar sélo la transcripcion candnica (Canonical) o todas las
transcripciones disponibles (All) antes de hacer clic en Download para obtener el archivo
deseado.
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Los datos se exportan como un archivo .tsv que contiene las siguientes columnas:

Gen (gene_symbol),

Numero de gen segin HGNC (gene_id),
Transcripcién candnica (is_canonical_transcript),
Estado del expediente académico (transcript_status)
Exén (exon_number)

Tipo de exén CDS o UTR (exon_type)

Exoén cubierto o no cubierto (exon_status)

Region cubierta o no por el manifiesto (objetivo)
Posiciéon genémica (interval_id)

Numero cromosoémico (chr)

Posicién inicial (start)

Posicion final (end)

Cadena (strand) directo o inverso

% de cobertura a 1, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500 y 1000X (cov_)
Cobertura media (cov_avg)

Cobertura mediana (cov_med)
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13.1.4. Pequenas variantes

Metodologia

La deteccion de pequenas variantes se realiza mediante una combinacién de varias
herramientas, que pueden variar de un workset a otro.

Ya sea para analisis de exoma o de panel de genes, la lamada de variantes viene determinada
por el manifiesto (en formato BED) asociado al proyecto, incluidos los intervalos de las regiones
de interés y el relleno aplicado a estas regiones (véase la seccidn Crear un proyecto).

Ademas, las variantes se llaman teniendo en cuenta la calidad de alineacion de las reads en el
genoma humano (versién GRCh37 o GRCh38). Las llamadas reads "MAPQQ" con una calidad de
alineacién (mapeo) igual a 0, debido a que se alinean en varios sitios del genoma, no se tienen
en cuenta a la hora de llamar variantes para los workset de analisis somatico. En los analisis
"Germline", las reads MAPQO se tienen en cuenta para la llamada de variantes si se introduce un
manifiesto que especifique regiones de alineacién de baja calidad cuando se crea el proyecto
en los metadatos Low-Quality Mapping Region. Las variantes detectadas a partir de reads
MAPQO se identifican en la tabla de variantes mediante un tooltip "_mapqg0" visible en la
columna CAL (Caller).

SNVs /indels. Para la deteccion de SNVs e indels :

- Freebayes’ se utiliza como Unico llamador de variantes en los worksets GermlineVar
(exoma), GermlineFamily (exoma), SomaRNA y SomaVar LF. Los umbrales de deteccién
mas bajos son los siguientes:

- VAF = 10% en GermlineVar para el exoma,

- VAF = 5% en GermlineVar para paneles de genes,
- VAF = 1% en SomaRNA,

- VAF =0,1% en SomaVar LF.

- Se acomparia de GATK HaplotypeCaller? en el workset GermlineVar (panel).

- Su homodlogo somatico, Mutect2?, se utiliza junto con Freebayes en el workset SomaVar,
SomaHemato y SomaCGP. El umbral minimo de deteccién es VAF =1% para estas dos
llamadas en SomaVar.

- Sentieon* se utiliza como llamada principal en los workset GermVar, GermVar Family y
SomalLBx.

- Clair3’ se utiliza como unico llamador de variantes en el workset GermlineVarLR.

' 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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Los analisis GermVar y GermVar Family se basan en los componentes bioinformaticos Sentieon
para los pasos clave del andlisis secundario. En particular:

- La alineacion se realiza utilizando la implementacién optimizada de BWA-MEM2 de
Sentieon, y se marcan las lecturas duplicadas.

- Lallamada de linea germinal (SNVs/Indels) se realiza utilizando SentieonDNAScope®.

- Sentieon TNScope’ se puede utilizar para detectar variantes en mosaico de bajo VAF
(dependiendo de la configuracion de GermVar).

- Alignment is performed using Sentieon’s optimized implementation of BWA-MEM2, and
duplicate reads are marked.

Nota sobre las regiones de baja mapeabilidad (MAPQO): en regiones altamente homologas (p.
ej.,, SMN1/SMNZ2), las variantes pueden ser filtradas por el filtrado de aprendizaje automatico del
llamador de variantes. Cuando es necesario, SeqOne proporciona un médulo MAPQO opcional
(moédulo de regiones de baja calidad) basado en Freebayes con umbrales adaptados para
aumentar la sensibilidad en regiones definidas por el usuario.

Los analisis SomalLBx se basan en los componentes bioinformaticos Sentieon para los pasos
clave del analisis secundario de biopsia liquida. En particular:

- La alineacion de lecturas se realiza con Sentieon (BWA-MEM), y el pipeline incluye el
procesamiento/consenso de UMI basado en Sentieon para soportar flujos de trabajo de
ctDNA de alta sensibilidad.

- La llamada somatica de variantes cortas (SNVs/Indels) se realiza utilizando Sentieon
TNScope’ en modo solo tumor (tumor-only), con soporte de fraccion alélica muy baja
(VAF = 0.1% dependiendo de la configuracion). Nota: los genotipos de variantes se
reportan como heterocigotos por defecto en los resultados SNV/indel de SomalLBx
porque Sentieon TNscope’ no realiza prediccion de genotipo.

SVs - Structural Variants. Las inserciones y deleciones cuya longitud es cercana o superior a la
de una read de secuenciacion, se detectan utilizando el SV caller GRIDSS® en los workset
GermlineVar (panel/exoma), SomaVar, SomaVar LF, SomaHemato y SomaCGP. Estos eventos se
detectan utilizando el SV caller Delly’ en los worksets GermVar y GermVar Family. Solo se
detectan inserciones y deleciones inferiores a 300 pb en los worksets somaticos, mientras que
se aplica un limite de 10 kb en el workset GermlineVar (para versiones = 2.0) y en los worksets
GermVar y GermVar Family (versiones = 3.5). Las variantes detectadas por GRIDSS se detectan
sea cual sea el VAF.

® 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
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FLT3-ITD. Un mddulo de deteccion especifico para duplicaciones internas en tandem del gen
FLT3 (FLT3-ITD) sélo esta disponible en los worksets SomaVar y SomaHemato, a partir de la
version v2.2. Este médulo se basa en la herramienta FiLT3r '°.

Alu Insertions. Por ultimo, SeqOne también ha desarrollado un médulo para detectar inserciones
de elementos transponibles (AIUMEI), como los elementos Alu. Lo utilizan los worksets
GermlineVar (panel/exoma), GermlineFamily (panel/exoma), GermVar (panel/exoma/genoma),
GermVar Family (panel/exoma/genoma), SomaHemato y SomaVar. No se aplica un umbral VAF
inferior para las variantes detectadas por AluMEI.

Las variantes combinadas de Freebayes, HaplotypeCaller (o Mutect2) y FiLT3r caller estan
disponibles en el archivo final.vcf.gz del andlisis. Las variantes especificas de GRIDSS, FiLT3r o
AluMEI estan disponibles en sus respectivos archivos VCF (gridss.vcf.gz, filt3r.vef.gz y
variants.alumei.vcf.gz), también disponibles para su descarga en la pestafia Archivos del
analisis.

En el caso concreto de FiLT3r:
- Las variantes de FiLT3r comunes a Freebayes y Mutect2 estan disponibles en el VCF final
del anadlisis (final.vcf.gz),
- Las variantes exclusivas de FiLT3r, asi como las variantes comunes a FiLT3r y GRIDSS,
se enumeran en el VCF de FiLT3r (filt3r.vcf.gz).

Dos médulos adicionales desarrollados por SeqOne permiten a continuacion :
- Retencién de variantes multinucleétidas, o MNVs, codificantes y restringidas a un Unico
coddn durante el proceso de descomposicion de variantes tipo delins.
- Recalibracion de la frecuencia alélica de las variantes indels y delins detectadas por
Freebayes y GATK (herramienta Kraf).

Estos dos modulos sélo afectan a los worksets GermlineVar (panel/exoma), SomaVar,
SomaRNA y SomaVar LF.

Kraf utiliza una Unica estrategia k-mers, sin alineamiento. La frecuencia alélica recalibrada de
indels y delins sélo se conserva si es superior a la frecuencia alélica inicial de la variante.
A continuacioén, las variantes se anotan principalmente utilizando la herramienta Variant Effect
Predictor’” (VEP), y se afiade informacién adicional de las siguientes bases de datos:

- Clinvar

- OMIM (versién comercial) + PanelApp Australia + PanelApp Inglaterra

- CKB

- dbSNP

- COSMIC (versiéon comercial)

% https://gitlab.univ-lille.fr/filt3r/filt3r
" https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
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- GnomAD (datos exoma + genoma)
- Dfam

- DGV

- LOVD

Ademas, se dispone de las siguientes puntuaciones in silico:
- Puntuaciones de splicing (MaxEntScan, GeneSplicer, dbscSNV)
- Puntuacion de conservacion (GERP++, PhastCons100way, PhastCons20way,
PhyloP100way Vertebrados, PhyloP20way Mamiferos, SiPhy)
- Predicciones funcionales (REVEL, DANN, FATHMM, FATHMM-MKL, LRT, MetaLR,
MetaSVM, MutationAssessor, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT, PLI)
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Visualizacion e interpretacion

La pestafia Variantes - permite visualizar, filtrar y anotar las variantes obtenidas durante un
analisis. Estas se muestran en forma de tabla, en la que cada fila corresponde a una variante
diferente. El nimero de variantes seleccionadas tras el filtrado (variantes seleccionadas) y el
numero total de variantes detectadas (nimero total de variantes) se muestran en la esquina

9
superior derecha de la cabecera de la tabla de variantes mediante el siguiente icono:

Una paginacién en la parte inferior de la pagina permite navegar de una pdgina de resultados a
la siguiente. Si el analisis utiliza un panel restringido, la cabecera de la tabla también incluira el
numero total de variantes en el panel restringido (total number of variant in the restricted panel) .

Esta navegacién se facilita mediante atajos de teclado que utilizan las teclas < y — del
teclado.

Por defecto, en la tabla aparecen varias columnas descriptivas. Los usuarios pueden exportar la

tabla como archivo TSV haciendo clic en .

Puede haber varios transcritos disponibles para cada variante, y su N
ndamero se muestra a la izquierda de cada fila. Las variantes se anotan
en los transcritos RefSeq, a excepcion de las variantes mitocondriales NM_0089625 @) & 50CE

que se anotan en Ensembl.

NM_015252.5 C.-296+2T>G
Las transcripciones de MANE Select y MANE Clinical Plus se T
. . . . . NM_000132.4 e
identifican mediante un icono, o , respectivamente, p-V17926

acompafiado de un tooltip.

Para una misma variante, excepto para las variantes mitocondriales, los transcritos se clasifican
segun el orden que se indica a continuacion:

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

b) tipo de transcripcion [NM', 'XM', 'NR', 'XR] (para transcripciones RefSeq)

c) Tipo de transcripcion MANE [Mane Select > MANE Clinical Plus > no MANE].

d) orden alfanumérico

Para las variantes mitocondriales, los transcritos se clasifican en el siguiente orden:
a) impacto [high' > 'moderate’ > 'low' > 'modifier]
b) sielimpacto es "modifier" :
i) el efecto "non_coding_transcript_exon_variant”
ii) el biotipo [codificacion de proteinas > Mt_rRNA > Mt_tRNA
c) orden alfanumérico
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DiagAl. Esta columna muestra la puntuacion de 0 a 100 basada en el conjunto DiagAl mediante
aprendizaje automatico. La puntuacion DiagAl se basa en cuatro componentes:

El algoritmo UP?, que predice la patogenicidad de la variante

La matriz PhenoGenius, que evalia la concordancia entre el gen y los HPO del paciente
(si se han introducido durante el andlisis).

La concordancia entre el genotipo observado y el modo de transmision de la
enfermedad descrito en las bases de datos GenCC, OMIM y PanelApp (Australia y
England).

La calidad de la variante

. L. . . . +' DIAGAI
Cuanto mas se acerque la puntuacion a 100, mas se predice que la variante es
patogénica y de interés diagndstico. Cuanto mas se acerque a 0, mas benigna
se predice que es la variante. -t
86"
Ademas, dos iconos llaman la atencién sobre determinadas variantes de
interés: =
+
- El icono® significa que la variante tiene una mayor probabilidad de 81
ser la causa de la enfermedad (Al Smart Pick).
. = . . . . *=
- El icono «= indica que la variante esta presente en la lista corta de S
: . 78
variantes con una alta probabilidad de ser la causa de la enfermedad
del paciente.
-
78

Los términos HPO pueden introducirse antes de iniciar el analisis editando los

metadatos de la muestra (véase la seccion Metadatos de muestra). También pueden editarse
durante la interpretacién utilizando la vista modal HPOs en el panel lateral del anélisis (véase la
seccioén Vista modal HPOs). En este caso, el usuario puede reprocesar la puntuacion DiagAl y la
clasificacién de variantes (Short list o SmartPick) de acuerdo con los nuevos HPOs
introducidos, utilizando la funcién "Re-process with new HPOs".

Si el usuario hace clic en el icono de puntuacion DiagAl, la pagina de la variante se abre
directamente en la pestafia DiagAl que detalla la puntuacion (véase mas adelante la seccién
DiagAl en la pagina Variante).
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ACMG. La clasificacion de patogenicidad de cada variante se calcula como parte de un proceso
semiautomatizado de acuerdo con las recomendaciones emitidas por el American College of
Medical Genetics and Genomics. Los usuarios pueden revisar la clasificacién en una pestafa
especifica de la pdgina de variantes, que luego se utiliza para generar la evaluacion final de una
variante.

ComPerMed. La clasificacion de patogenicidad de cada variante se calcula como parte de un
proceso semiautomatizado de acuerdo con las recomendaciones emitidas por el comité de
expertos belga ComPerMed (Comisién de Medicina Personalizada). Los usuarios pueden
acceder a informacién detallada sobre la clasificacién en una pestafia especifica de la pagina
de variantes.

AMP. (Andlisis SomaVar version v1.8 o posterior, sélo SomaVar LF o SomaCGP). Esta columna se
muestra por defecto en los analisis que contienen anotaciones CKB y muestra el nivel de AMP
de cada variante cuando esta disponible (Nivel | o Il). El nivel de AMP mostrado se basa en la
mejor evidencia clinica de todos los tipos, independientemente de la indicacién seleccionada.

VKB. Las evaluaciones realizadas por

el usuario durante andlisis anteriores ~ « =1  Sortby: DiagAl [}

se almacenan en la base de

conocimientos del usuario. Esta 0‘ TRANSCRIPT
evaluacion aparece en la columna SR e 15T BRI Gk cOHIT eDks

VKB de la tabla para cada nueva M 5 ) 81 <5> = BRCA1%*:. ™  NM_007294.4 &
aparicion de la variante. Un tooltip
muestra rapidamente la clase y el
comentario asociados a la variante evaluada o previamente evaluada.

-

Gene. Denominacion de genes segun HGNC y bandera OMIM asociada :

- Bandera roja: " OMIM gene with phenotypes and clinical ® GENE TRANSC
characteristics”,
- Bandera de contorno roja: " OMIM gene with phenotypes but no RPE6S M Moo
clinical features ", OMIM
- Punto rojo: " OMIM gene without phenotypes or clinical features ". '-':;. Decipher 1206
) Orphanet
Los genes que se sabe que son genes de Imprinting segun PanelApp &)  wmedcen 1_00s!
(Australia) se resaltan con el icono “* . El tooltip asociado indicasiel ~ ... = ... ..

gen es de expresion materna, paterna, desconocida o si se hace
referencia a varias improntas.

Haciendo clic en la bandera situada junto al nombre del gen se accede directamente a la pagina
OMIM. Al hacer clic en el nombre del gen, aparece un menu desplegable con enlaces a las
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bases de datos OMIM™ , Decipher' , Orphanet™ , MedGen' y GenCC' . Cada enlace lleva
directamente a la pagina correspondiente al gen seleccionado.

La informacion relativa a OMIM y a las bases de datos sélo esta disponible para los analisis de
la linea germinal.

HGVSC. Esta columna proporciona la anotacion HGVS de la variante en el ADN  HGVSC

complementario (ADNc) y en la proteina.

¢.10580G>A
p.R3527Q

Effect. Esta columna describe el impacto de la variante en la proteina y el efecto en la
transcripcion.

El impacto se calcula segun 4 niveles: EFFECT
- High (alto impacto, en rojo): la variante tiene un alto impacto
disruptivo en la proteina, probablemente causando truncamiento

de la proteina, pérdida de funcién o desencadenando su

missense

decaimiento mediado por sinsentido. splice polypyrimidine tract | +1
- (impacto moderado, en amarillo): variante no
disruptiva que puede modificar la eficacia de la proteina. missense

- Bajo (impacto bajo, en gris): variante que se supone inofensiva o
que es poco probable que modifique el comportamiento de la

missense

proteina. .
. . . . missense
- Modifier (impacto modificador, en azul): generalmente variantes
no codificantes o que afectan a regiones o genes no issense

codificantes, para las que las predicciones son dificiles o no hay

pruebas de impacto
Para cada variante, pueden estar disponibles varios efectos sobre la transcripcion en la
columna Efecto. En este caso, s6lo se muestra el efecto con la mayor consecuencia segun
VEP" , seguido de un numero (por ejemplo, +2) para los demas efectos disponibles. Los
detalles de éstos se muestran en el tooltip correspondiente.

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. Esta columna indica el modo de transmisién de

las enfermedades asociadas a genes notificados en las bases

TRANSMISSION

de datos GenCC y OMIM. Las insignias de colores son visibles

para identificar rapidamente los patrones de transmision

basados en las predicciones de DiagAl:

De Novo

Compuesto Het - Verificado
Hom recesivo

Compuesto Het - Sospechoso

AD ' AR (g CompHet Verified
+1
AD ‘g

AD (O De Novo

AR

Las insignias De Novo, Compound Het - Verified y Recessive

Hom sélo se muestran en los analisis familiares.

AD
+3

Se puede utilizar un filtro para seleccionar variantes con estos
distintivos (véase la seccion Filtrar variantes - Transmission & Phenotypes).

Transmission AR, AD X

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

AD, AR  OMIM

Definitive to Moderate Supportive @ Limited to Unknown

Al hacer clic en los enlaces de modos de
transmision en esta columna, se abrird una
ventana emergente donde los usuarios
pueden encontrar enfermedades listadas
con sus nombres y enlaces a bases de datos
(OMIM, MONDO -si OMIM no esta
disponible- o GenCC).

Las enfermedades estan organizadas en una
jerarquia especifica: aquellas que se
encuentran tanto en OMIM como en GenCC
aparecen primero, seguidas por las entradas
exclusivas de OMIM, y luego las entradas
exclusivas de GenCC.

Cada entrada incluye etiquetas codificadas por colores: las etiquetas OMIM tienen bordes
verdes, mientras que las etiquetas GenCC utilizan un sistema de seméforo (verde/amarillo/rojo)

para indicar la solidez de la evidencia:

e Verde: Definitive + Strong + Moderate
e Amarillo: Supportive
e Rojo: Limited, Animal, Unknown

SEQ-027_IFU_ES_V6

97/188



Clinical Evidences. (Sélo andlisis SomaVar v1.8 o posterior,
SomaVar LF o SomaCGP). Esta columna se muestra por defecto CLINICAL EVIDENCES
en los analisis que contienen anotaciones CKB. Se divide en
tres subcolumnas, cada una de las cuales contiene el nimero

total de un determinado tipo de prueba: A (Accionabilidad), D 0 0
(Diagnéstico) y P (Prondstico). La columna A también muestra ng
el nimero de afirmaciones terapéuticas sensibles (izquierda) y 54 0 )
resistentes (derecha) como una insignia. 53 2
>4 0 0
53 2

Los valores de estas subcolumnas estan codificados por
colores:
- La resistencia, cuando se encuentra (> 0 afirmaciones), se muestra siempre en rojo
independientemente de la indicacion, y en gris en caso contrario.
- La sensibilidad se resalta en verde solo cuando se selecciona la indicacion
correspondiente, y en gris en caso contrario.

Si al menos una prueba de este tipo coincide con la indicacion seleccionada en la tabla de
variantes (panel de indicaciones), aparecerd una marca en la informacién sobre herramientas
delante de la etiqueta de la indicacién. Si no se encuentra ninguna coincidencia, la etiqueta no
aparecera.
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Phenotypes. Esta columna, disponible para los proyectos Germline, permite la asociacién de un
gen con términos HPO utilizando la matriz PhenoGenius' . Si los términos HPO estan
asociados a la muestra, se muestra el mayor porcentaje de coincidencia entre el gen y el
fenotipo, junto con la proporcién de términos con los que estd asociado el gen. Si ningln gen
coincide con los HPO introducidos, la columna devuelve el mensaje "no match’; si la muestra no
tiene términos HPO, la columna muestra el mensaje "see HPO". En ambos casos, los términos
conocidos para el gen se proponen no obstante en la ventana emergente asociada.

@ Phenogenius ) 4 Phenotypes

@ Patient phenotypes matching P3H1 - p
(a8% 1 2/5)

HP:0000773 Short ribs

HP:0003026 Short long bone YD)

@ HP:00V4443 Lambdoidal craniosynostosis
m HP:0100832 Vitreous floaters e rateh

“no mateh )
HP:0008479 Hypoplastic vertebral bodies )

(no mateh)

Other phenotypes described for P3H1

Abnormal bane collagen fibril morphology \f 24% m,}
Abnormal cartilage collagen  Type 1 collagen overmodification P .
no match |

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

Figura 11 : Visualizacién de la informacion sobre Phenogenius

'8 Kevin Yauy et al., " 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. Esta columna integra anotaciones de la base de datos de paneles de PanelApp
Australia y PanelApp Inglaterra® . Indica el nimero de paneles asociados al gen para el que se
ha detectado una variante, segin el nivel de clasificaciéon descrito a

continuacion.

PANELAPP
Si un gen no se encuentra en un panel, la columna mostrara "N/A". SERS RS
®s 2

La ventana emergente asociada muestra detalles de la asociacién gen/fenotipo, asi como el
modo de transmisién asociado al fenotipo, el modo de transmisién asociado al fenotipo y la
base de datos de la que procede el panel, PanelApp Australia (AUS) o PanelApp Inglaterra (ENG)
(Figura 12).

A cada gen se le asignara uno o mas paneles segun un sistema de clasificacion de tres niveles
basado en la evidencia de la asociacion del geny el fenotipo: Evidencia alta en verde, evidencia
moderada en y evidencia baja en rojo.

W PanelApp

@® Panels with L1CAM in high evidence
B8 AUS = AR Cerebral Palsy (30) Neurology and neurodevelopmental ...
B8 AUS = AD Hirschsprung disease (13) Gastroenterological disorders
S ENG = AD Additional findings_Paediatric (1425) Screening

#ENG = AD,AR Fetal anomalies (1425)

Panels with L1CAM in moderate evidence

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

@ Panels with L1ICAM in low evidence

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

Figura 12: Visualizacion de la informacion de PanelApp.

"% https://panelapp-aus.org
20 https://panelapp.genomicsengland.co.uk/
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ClinvVar Germline. Esta columna muestra informacion extraida de ClinVar durante el analisis.
Proporciona una serie de informacidn, incluida la clase de patogenicidad, los detalles y el
nimero de presentaciones para cada clase ACMG, el estado de revision y la enfermedad
preferida de ClinVar. Al hacer clic en la celda de la tabla de variantes, el usuario sera redirigido a
la pagina de ClinVar correspondiente.

ClinVar Germling

Submission dalals

. l Review status
Classification i__‘_'__.___ .
S
Clirvar “preferred” disease/condition al
M Pathogens: of Likily Palhogand Palhogenic, low pensirance or Likely Pallhogers W el ance
il i ¥

sifliciing classihcanons of pathogenscity (with PILP submissions) ﬂ
.i-l. nflicling classifications of pathogenicity [without P/LP submesssons D Uncertan ssgrificance G: 8 1LB
.D Baensigen o Likely Benigr {:I Established) iisk allebe, Likely risk alele @)  Drug eaponss m |

Para mas informacidn, consulte https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/review_status/

GnomAD. Esta columna muestra 6 elementos de la base de datos GhomAD para una variante
especifica en la poblacion: la frecuencia alélica (AF), el nimero de alelos (AC), el nimero de
homocigotos (HOM), el nimero de hemicigotos (HEM), la frecuencia del alelo mayor (MAF) y
para los proyectos GRCh37, la version de GnomAD para la que se encuentra esta variante (VER).

Al hacer clic en el valor que aparece en la columna AF, el usuario es redirigido a la base de datos
GnomAD en su version v4 o, en su defecto, en su version v2. Si una variante no figura en la base
de datos, el valor mostrado en esta columna sera N/A

Se muestra una alerta en la columna VER si esta variante
GNOMAD estad presente en GnomAD, pero no pasa todos los filtros
de calidad para al menos uno de los dos conjuntos de
datos (exoma o genoma). En este caso, los valores
e1 47775 9503 A 4,4 mostrados se adaptan a los valores disponibles para esta
variante, y se muestran los filtros que activaron la alerta,
junto con un breve mensaje que menciona el conjunto o
conjuntos de datos infractores.
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Score UP? La puntuacion de prediccion funcional UP? (Universal Pathogenicity Prediction), que
va de -1 a 1, clasifica la patogenicidad de las variantes utilizando un enfoque de aprendizaje
automatico segun tres categorias : P (Patogénica : puntuacion > 0,1), VUS (Variante de
Significado Desconocido : puntuacién = -0,1 et < 0,1) o B (Benigna : puntuacién < -0,1). La
puntuaciéon UP?2 se muestra por defecto en la tabla de variantes, pero el usuario puede
desactivar la columna UP? desde el panel de gestién de columnas haciendo clic en el botén

i

Cl-SpliceAl. Esta columna incorpora puntuaciones de prediccion calculadas mediante un
enfoque de aprendizaje automatico para identificar variantes con un impacto en el splicing
alternativo a la manera de CI-SpliceAl . ¥

Ty ice Las puntuaciones se calculan para un subconjunto de
AG DG AL DL Link variantes que cumplen los siguientes criterios: variantes de
001 002 062 084 G splicing segin VEP (splice_*) con una frecuencia GnomAD

Position: -2bp
0.01 022 0.01 009 &

inferior a 10% y que cumplen los siguientes criterios de
calidad (QA > 20, AO > 10, DP > 20).
0.01 0.02 0.12 0.01 &
0.01 0.62 0.02 0.01 GD
- Si se calcula, la columna proporciona 4 puntuaciones delta
para la variante en cuestion, para la ganancia del aceptor
@ (AG), la pérdida del aceptor (AL), la ganancia del donante

(DG) y la pérdida del donante (DL).

La puntuacion delta de una variante, que va de 0 a 1, corresponde a la probabilidad de que la
variante modifique el splicing. Se aplica un cédigo de colores a los umbrales de la puntuacion
delta: verde (>0,2 ; recall alto), (>0,5; recomendado) y rojo (> 0,8; precision alta). Sila
puntuacién delta es inferior a 0,2, la consideramos insignificante. La columna especifica
entonces "No splicing impact”.

Para cada variante, se proporciona un enlace a la correspondiente interfaz de busqueda
SpliceAl* .

2 https://github.com/YStrauch/CI-SpliceAl__Annotation
22 https://spliceailookup.broadinstitute.org/
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REVEL. La puntuacion de prediccion REVEL se basa en un método global para predecir la
patogenicidad de las variantes de sentido erréneo utilizando una combinacién de puntuaciones
de 13 herramientas individuales: MutPred, FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN,
MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP, y phastCons.

REVEL (O . . . . .
La puntuacién puede variar de 0 a 1 para una variante missense, reflejando las

puntuaciones mas altas una mayor probabilidad de que la variante cause la
enfermedad. Los umbrales aplicados son los siguientes: Puntuaciéon REVEL > 0,5
para P (Patogénico) y puntuacion REVEL < 0,5 para: B (Benigno). El usuario puede

o visualizar la puntuacion en la tabla de variantes marcando la casilla REVEL en la
insercion Columnas, en la seccién Prediccién Funcional.

ALM. La puntuacion de prediccion de AlphaMissense® esta disponible en la columna ALM.
AlphaMissense es un modelo de prediccién que evalua la patogenicidad de las variantes
missense mediante aprendizaje profundo. El modelo se basa en las predicciones estructurales
de AlphaFold para mejorar su precision.

AlphaMissense integra la conservacion evolutiva y el contexto estructural para
evaluar el impacto potencial de las variantes missense en la funcion de las
proteinas.

EVEL D AWM @

La puntuacion oscila entre 0 y 1, y los valores mas altos sugieren una mayor
probabilidad de que una variante sea deletérea. Los umbrales aplicados son:
Puntuacién ALM > 0,564 para P (Probable Patogénico) y puntuaciéon ALM <
P d 0,34 para B (Probable Benigno). En los demds casos (0,34 < puntuaciéon ALM <
0,564), se etiqueto (Ambiguo).

Sample Freq. Esta columna muestra para cada variante su frecuencia en

SAMPLE FREQ.
el proyecto (subcolumna PROJECT) y en todos los proyectos de la
entidad con metadatos similares (subcolumna ALL).
La frecuencia de muestras del proyecto (PROJECT) corresponde al 2/13 7.41%
numero de muestras en las que se detecta la variante en relacién con el
nuamero total de muestras analizadas en el proyecto.
2/13 7.41%

El frec. de muestras ALL corresponde al porcentaje de muestras
analizadas en las que se encuentra la variante en la entidad, dentro de
proyectos de metadatos similares. Haciendo clic en el valor que aparece en la columna ALL, el
usuario puede acceder a los nombres de los proyectos y al nimero de muestras en las que esta
presente la variante, asi como a los detalles de todos los proyectos de metadatos similares

B https://alphamissense.hegelab.org/
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(opcioén “Show all projects”).
Por defecto, la subcolumna ALL esta oculta en la tabla de variantes, pero puede reactivarse

g
desde el panel de gestidén de columnas haciendo clic en el icono ¢ y activando el botén «
Sample Frequency Entity (Entity) ».

Exon. Esta columna indica el nimero total de exones del gen segun el transcrito en cuestion, asi
como el numero afectado por la mutacidn, en forma de fraccién. Un tooltip indica la distancia
entre la variante y el sitio de splicing mas cercano. Si la variante se encuentra aguas arriba del
sitio de splicing, el valor sera positivo y si se encuentra aguas abajo, sera negativo.

GT (Genotype). Esta columna muestra el genotipo predicho por los programas de deteccion de
variantes. Los distintos pictogramas posibles se describen mas adelante en la seccidn "Filtrar
las variantes":

En un andlisis de trio (GermlineFamily), si se puede determinar el origen de una variante
heterocigota, se indicara con el siguiente cédigo de colores:

- — Origen heterocigoto materno

- azul — Origen heterocigoto paterno

- rojo — Variante heterocigota de novo

- — Violacion mendeliana

No se aplica color si la transmisién es indeterminada (por ejemplo, si ambos progenitores son
heterocigotos), o para variantes homocigotas.
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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

Figura 13: Cédigo de colores aplicado a los genotipos heterocigotos segun la transmision
GermlineFamily

El desfase de variantes esta disponible para los analisis GermVar Tertiary y GermVar Tertiary
Family que utilizan archivos VCF de secuenciadores de Oxford Nanopore Technologles Cuando

las variantes estan en fase, los iconos de genotipo aparecen de la siguiente manera: | = s,
La marca de verificacién indica que la variante esta en fase. Las variantes en fase con la parte
negra en el mismo lado y pertenecientes a la misma "Phase ID" estan en fase, es decir, en la

misma hebra.

Puede hacer clic en el genotipo para obtener una
lista de variantes cis o trans, si estan presentes. ~ Variantsin trans 29X o

Sélo se presentan las 5 variantes mejor
clasificadas por DiagAl, como se muestra al
lado.

(® Compound heterozygous candidates for

SLC25A22 chr11:9.792142C>T @

La lista completa de variantes esta disponible ‘ <r) SLC25A22 chri1:9.792146_792147del @
haciendo clic en "Browse all variants".
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VAF (Variant Allele Frequency). Esta columna indica la frecuencia alélica variante, es decir, la
proporcién de reads que apoyan el alelo alternativo (AO) respecto al nimero total de reads en
esa posicion (COV), expresada en porcentaje.

Los analisis que utilizan los worksets SomaVar version = 2.5, SomaCGP versién = 0.7 y
SomaVar LF versién = 2.1 muestran la siguiente informacién adicional:

e un tooltip muestra los valores VAF, AO y COV calculados por los 2 llamadores de
variantes Freebayes y Mutect2 que detectan la variante.

e un icono de advertenciaA alerta al usuario de cualquier desacuerdo entre los 2
llamadores de variantes para variantes detectadas con un VAF bajo. Asi, para las
variantes que muestran un VAF inferior al 5% en la columna VAF, la advertencia se
muestra en caso de una discrepancia VAF > 10% entre los VAF calculados por Freebayes
y Mutect2.

AO (Alternate Observation). Esta columna indica el nimero de reads portadoras de la variante.

CAL (Caller). Esta columna indica el nombre de la persona o personas que han detectado la
variante.

Cov (Coverage). Esta columna indica el nimero de reads totales en la posicion de la variante.

SOR. El Strand Odds Ratio (SOR) es una métrica de sesgo de hebra derivada de la prueba de
Odds Ratio Simétrico que mide el desequilibrio de las lecturas que respaldan la variante entre
las hebras de avance (forward) y de retroceso (reverse). Un SOR mds alto sugiere una mayor
probabilidad de un artefacto, mientras que un SOR mas bajo sugiere un soporte de hebra mas
equilibrado y es mas consistente con una variante verdadera.

Clasificar las variantes

Existen varias opciones para ordenar las variantes en la pestafia Variantes. Estan disponibles en
un menu desplegable situado en la esquina superior derecha de la tabla. Para cada opcion de
ordenacion, es posible ordenar en orden ascendente o descendente pulsando sobre el icono de

ordenacion ik . Por defecto, todas las opciones se ordenan en orden descendente, a
excepcion de la opcidn "Locus”, que se ordena en orden ascendente.
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imAD Allele Frequency
GnomAD Allele Frequency
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Figura 14: Ventana de seleccién de opciones de clasificacion de variantes

DiagAl Score Esta opcion de clasificacion se aplica por defecto a todos los andlisis de linea
germinal y permite clasificar las variantes segln su puntuacién DiagAl (sustituye a SeqOne
Rank+ en los analisis realizados después del 2 de octubre de 2024).

SeqOne Rank+ . El algoritmo de priorizacién SeqOne Rank+, basado en un modelo de
inteligencia artificial mas antiguo que DiagAl Score, sigue estando disponible y se aplica por
defecto a todos los andlisis realizados antes del 2 de octubre de 2024.
Se basa en 4 componentes principales:
- Una nueva implementacion de la clasificacién ACMG, basada en aprendizaje automatico
entrenado en ClinVar (puntuacién UP?)
- Elfenotipo del paciente (si los términos HPO estan asociados a la muestra)
- La concordancia entre el genotipo observado y el modo de transmision de la patologia
descrito en las bases de datos GenCC, OMIM y PanelApp (Australia)
- Calidad variante

VariAction Rank. El algoritmo VariAction Rank para priorizar variantes somaticas se propone en
los analisis SomaVar a partir de la version v1.8. Este sistema utiliza la anotacion JaxCKB para
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calcular las puntuaciones de priorizacion de variantes en funcion de su accionabilidad clinica.
Estas puntuaciones de priorizacién tienen en cuenta el impacto de la variante, su patogenicidad
mediante la puntuacion ComPerMed, el nivel AMP, la especificidad de la variante con el perfil
molecular, asi como la correspondencia con la indicacién, si la enfermedad se introdujo antes
de iniciar el andlisis.

ACMG . Las variantes pueden ordenarse segun su clasificacion ACMG seleccionando esta
opcidn. Por defecto, las variantes se clasifican en orden descendente desde la clase patégena 5
hasta la clase benigna 1.

Locus. Las variantes pueden clasificarse seguin su posicién gendmica seleccionando esta
opcion.

Allele frequency. Las variantes pueden ordenarse por frecuencia alélica seleccionando esta
opcioén. Por defecto, las variantes se ordenaran en orden descendente. Es posible ordenarlas en

orden ascendente haciendo clic en el icono de ordenacion

GnomAD Allele Frequency, GnomAD Allele Count. Las variantes se pueden ordenar por su
GnomAD Allele Frequency (AF) o su Allele Count (AC) en orden ascendente o descendente (si
los datos de GhomAD estan disponibles).

UP2. Las variantes pueden ordenarse por la puntuacién de patogenicidad UP?, un componente
de DiagAl Score.

Gene. Las variantes pueden ordenarse en orden alfabético ascendente o descendente segun el
simbolo del gen.

Para las variantes que afectan a genes superpuestos, el simbolo del gen utilizado para la
clasificaciéon es el asociado a la variante con mayor impacto, basdandose en las reglas de
priorizacién de transcritos descritas anteriormente. Al ampliar la lista de transcritos, el usuario
puede ver el segundo gen superpuesto, que puede aparecer sin clasificar. También puede
parecer que la clasificacion no se aplica cuando se aplican varios filtros a la tabla de variantes.

Configuracion de las columnas de la tabla de variantes
Las columnas que se muestran en la tabla de variantes pueden configurarse desde el menu

03
Organise your columns, accesible a través del botén situado en la parte superior derecha

de la tabla de variantes. El usuario puede modificar la visualizaciéon de las columnas haciendo

clic en los iconos «@© para activar la(s) columna(s) deseada(s) en la seccién izquierda. La
seccion derecha muestra las columnas activas en el analisis y permite a los usuarios crear y
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guardar perfiles de columnas desde un menu desplegable haciendo clic en el icono "Select
profile".

Las columnas activas se pueden reordenar haciendo clic y arrastrandolas a la ubicacion
deseada. Por defecto, las columnas estan organizadas segun los perfiles "Germline" y
"Somatic".

Cuando los usuarios pasan el cursor sobre el nombre de un perfil de columna en el menu
desplegable de preajustes, aparece un mensaje que muestra en qué workset creé ese perfil.
Esto advierte a los usuarios si su perfil podria tener columnas incompatibles con el workset
actual.

Para crear un nuevo perfil de columnas, simplemente ingrese un nombre en el campo "Create a
new preset"y haga clic en "Save".

Editar los metadatos de la muestra desde el panel de analisis

El usuario puede editar los metadatos de la muestra directamente desde el analisis e introducir
el sexo del paciente o los HPO (sélo para analisis de linea germinal) desde el cajon de analisis,

. . €@ Analysis . . . ,
accesible pulsando el boton Y en la parte superior derecha de la pdgina (véase la

seccion Panel lateral para la gestion de analisis).

Desde la vista Paciente, el usuario accede a la edicion de género (véase el apartado Vista
modal Patient).

En los andlisis de proyectos Germline, desde la vista HPOs, el usuario tiene acceso a varias
funciones de edicion de términos HPOs:

- Ver los términos ya introducidos antes de iniciar el
analisis

Analysis

L . . Workflow Patient Hgs Panel
- Adiciéon manual de cdédigos HPO o fenotipos a
través de la barra de busqueda ‘Introducir

fenotipos uno a uno".

Active sample: ST_DNA

B

. L G
- Importar un archivo de texto con cédigos HPO ’

Added HPOs
- Generacion de términos HPO a partir de la
descripcion clinica del paciente, llamando a DiagAl

Colen cancer

o
a través del icono' | . Esta funcion pide al

usuario que describa el perfil clinico del paciente en inglés (descripcion limitada a 4000
caracteres). A continuacion, tras hacer clic en "Extract HPOs with DiagAl", se genera una
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lista de HPO resaltadas en color. Por ultimo, el usuario puede asociar todos los términos
HPO propuestos al paciente haciendo clic en "Add all", o seleccionarlos individualmente
pasando el ratén por encima de los términos elegidos y haciendo clic en "Add".

Afadir y editar HPOs desde esta vista da al usuario la opciéon de reprocesar la puntuacién

DiagAl y la clasificacién de variantes (Short list o SmartPick) segun los nuevos HPOs
introducidos a través de la funcionalidad "Re-process analysis".
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Filtrar las variantes

Puede afinar las busquedas en la pestafia “Variants” utilizando las categorias de filtros que se

detallan a continuacion. Se puede acceder al panel de filtros a través del icono

= Filters

situado

en la parte superior izquierda de la tabla de variantes o pulsando la tecla "F" del teclado. Los
filtros estan disponibles en la pestana Basico. La seccién « Active Filters », ubicada en la parte
superior del panel de filtros, indica la cantidad de filtros aplicados.

Filtros Genes & Variants

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Genes ®

Search gene symbols

Restringe la lista de variantes a uno o mas genes.

Variants

Search by HGVSc

Restringe la lista de variantes a una o mds variantes segun la
nomenclatura HGVSc o HGVSp.

Seccion Samples & Quality

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Coverage ®

1

1

o-
-o

Define un umbral minimo para la profundidad de cobertura (COV).

El valor maximo mostrado por este filtro corresponde al valor de
cobertura mas alto identificado entre las variantes.

v Allele Frequency ®

0%

o-
-o

100%

Filtra las variantes segun la frecuencia del alelo mutante en la
muestra analizada.

o .
0 100
v Quality © o Calidad media (puntuacion phred) de cada base portadora del alelo
' mutado, que indica la confianza en la deteccién de la variante:
o Medium o - Media (= QUAL=20): 1 probabilidad entre 100 de llamada
® incorrecta,
- Alta (= QUAL=30): 1 posibilidad entre 1000 de llamada
incorrecta.
Este filtro se aplica a todas las muestras.
v Quality ® .. |Para los andlisis GermVar Tertiary y GermVar Tertiary Family sobre
Low - datos de Oxford Nanopore Technologies, la calidad basada en la
° puntuacion Phred indica la confianza en la deteccién de variantes.

> QUAL=8 (Bajo): 1 posibilidad entre 8 de llamada incorrecta,
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= QUAL=20 (Media): 1 posibilidad entre 100 de llamada incorrecta,
= QUAL=30 (Alto): 1 posibilidad entre 1000 de llamada incorrecta.
Este filtro se aplica a todas las muestras.

v Genotype ®

@ Homozygous

( Heterozygous

O None

@) Biallelic Variant
@ Biallelic Variant
@ Unknown

® Unknown

Filtra las variantes segun el genotipo observado.

v Alternate Observations ®

0

0

o-
-0

458

Define un ndmero de secuencias portadoras de la mutacion
(observacién alternativa u OA).

El valor maximo mostrado por este filtro corresponde al valor mas
alto de AO identificado entre las variantes.

Strand Odds Ratio

o

o
iy
N

Filtra las variantes segun la puntuacién strand odds ratio (SOR)
calculada en el sitio de la variante.

Seccion Frequencies

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Sample frequency ®

all

all

rare

Elimina las variantes en funciéon de su recurrencia en el proyecto
estudiado, de la mas frecuente (todas) a la menos frecuente (raras).

v Relative pop frequency ©

all 10-2 103 104

o=
=

10-6 absent

Selecciona variantes segun la frecuencia de su alelo mutante en la
poblacién combinada de los proyectos ExAc y gnomAD.

v Absolute pop frequency ®

0

o—
-0

1609917

Selecciona variantes en funcién del
poblacién combinada de ExAc y GnomAD.

nimero de alelos en la

SEQ-027_IFU_ES_V6

112/188




v Absolute homozygous pop frequency ®

o-
-o

803576

Selecciona variantes en funcion de sus frecuencias de homocigosis
en la poblaciéon combinada ExAc y GnomAD.

Seccion Genetics

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Impact ® El impacto de la mutacién en la proteina.
High Modificador: afecta a los genes no codificantes
o o
Keep
v Effects - [Términos SO (Sequence Ontology) que describen la consecuencia
mas perturbadora a nivel del gen. Este filtro permite seleccionar el
> Loss of Function 10 [ ©) impacto de la mutacion en el gen, y las opciones estan organizadas
e Transcript ablation 10 @ |en categorias logicas para mejorar la navegacion: Loss of Function,
Coding, Splicing region, Silent variant, Intronic, UTR, ncRNA,
Spli t 10
plice aceeptor @ Upstream/Downstream, Regulatory, Others.
Splice donor 10 ‘)
e Stop gained 10 ‘)
e Frameshift 10 ‘)
Stop lost 10 ‘)
Start lost 10 ‘)
Transcript amplification 10 ‘)

Gene panel

Seleccione y aplique una o varias paneles de genes.

Este filtro muestra todas los paneles de genes disponibles para la
entidad.

Este filtro no esta disponible si se ha aplicado un panel restringido al
andlisis desde la pestafia Panel del panel de gestion del analisis
(véase la seccién Vista modal Panel). Un mensaje informa al usuario
de que el filtro "Gene panel" no puede utilizarse con un panel
restringido.

v Panel in-silico ®

Dyslipidemia_panel_1_Twist %

Selecciona y aplica un panel in-silico.
Este filtro muestra todos los archivos BED disponibles para el grupo.
El nombre del archivo utilizado durante el andlisis se resalta con una

estrella.

Este filtro sélo retiene las variantes cuya posicion inicial (start) se
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encuentra dentro de uno de los intervalos del archivo de lecho
seleccionado.

v PanelApp ®

Epi
=+ ENG
= ENG

Early onset or syndromic epilepsy

=+ ENG | Epidermodysplasia verruciformis

Blepharophimosis ptosis and epicanthus i

Le permite filtrar variantes segun una lista de paneles in-silico en los
catalogos de PanelApp Australia y PanelApp Inglaterra. Un distintivo
identifica la base de datos de la que procede el panel in-silico: AUS
(Australia) o ENG (Inglaterra).

En ambos catdlogos, los superpaneles no estan disponibles para la
seleccion, asi como los paneles que no incluyan al menos un gen.
Por ejemplo, un panel que sélo contenga STR no se podra
seleccionar.

v Gene occurrences @

Usable only if they are fewer than 2000 selected

variants.

Define un umbral para el niumero de apariciones de un gen
determinado en la tabla de variantes.

v Chromosomes & MT ®
X
Y

M

Conserva las variantes localizadas en los cromosomas sexuales y/o
en el cromosoma mitocondrial (M)

v RefSeq transcripts ®

BARD1_2transcripts.txt

Selecciona una lista de transcritos RefSeq para filtrar las variantes.
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Seccion Databases

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Variant Databases ©®

Selecciona variantes anotadas por las siguientes bases de datos:
dbsnp, cosmic, lovd, clinvar y civic.

P/LP low penetrance
Conflicting (with P/LP subs)
A\ Conflicting (without P/LP subs)
@ Uncertain significance

BorlLB
ORisk allele
7% Drug response

Keep others

® dbsnp
cosmic
® civic
® lovd
clinvar
v Clinvar ® Permite filtrar las variantes seguin su estado de patogenicidad en
b orLp ClinVar. La casilla 'Mantener otras' se utiliza para mantener las

variantes sin anotacién en ClinVar.

v OMIM ©®
M omim morbid clinic
® omim without phenotypes

F1 omim morbid

Permite filtrar por OMIM clinica mérbida, OMIM sin fenotipos y
OMIM variantes morbidas. Este filtro tiene un boton de
entrada/salida que se puede utilizar para seleccionar o eliminar un
estado.

v SeqOne Artifacts ®

Remove artifacts

Botdn para eliminar variantes recurrentes presentes en el 5% de una
cohorte de 500 exomas considerados como artefactos segun el
algoritmo SeqOne.

Seccion Transmission & Phenotypes

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v Description keywords ® (0]

Utiliza palabras clave para caracterizar el fenotipo o fenotipos
asociados a las variantes mediante consultas a las bases de datos
OMIM, Medgen y Litvar. Esta funcién no tiene en cuenta las HPO, ya
que se les dedica un filtro especifico (véase mas adelante).

SEQ-027_IFU_ES_V6

115/188



Existen dos modos de busqueda: unién e interseccion.

HPO Phenotypes O
] Permite filtrar las variantes en funcién de los términos HPO
Filter mode introducidos previamente, bien antes del analisis de la muestra
Default Extended (véase Metadatos de muestra), bien después del andlisis desde la
pestafia HPO del panel de andlisis (véase Vista modal HPOs).
Filtering on HPOs
Drostate cancer Las coincidencias se identifican utilizando nuestro enfoque
Sample @D |PhenoGenius, que se basa en una matriz de genes HPO para
seleccionar los genes.
Quadriceps muscle weakness
Sample 2 opciones estan disponibles en el modo Filtro:
Zonular cataract e Filtrado predeterminado que equilibra la precision y el
sample numero de genes devueltos.
e Filtrado extendido que maximiza la precisiéon con mas genes
Zygotic cleavage failure
Sample La opcion "See gene list" proporciona una lista de genes asociados
con los HPO seleccionados en este filtro. Esta funcién solo esté
disponible si se han marcado términos HPO.
Se abre una ventana emergente que muestra el ID, simbolo, rango de
Phenogenius y puntuaciéon de Phenogenius de cada gen. Puede
descargar la lista de genes usando el icono Download o copiarla
usando el botén de copiar/pegar.
Transmission Mode
_ Permite a los usuarios filtrar variantes utilizando vinculos de
v Dominart @& @ herencia de enfermedades relacionadas con la genética médica
AD - Autosomal dominant inherita... 10 ‘D humana.
e X-linked dominant inheritance 10 ‘D
: ::: :: 8 Las variantes se pueden filtrar segun los modos de transmisidn
(Dominant, Recessive, Other) y las fuentes de transmision (OMIM,
> Recessive GenCC u otras bases de datos).
> Other
oMIM
GenCC 10 [ @)
Definitive ‘D
Supportive O
® Limited [ @)

Outside known sources
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v Transmission pattern

@ Compound Het - Suspected 10

(& Compound Het - Verified 10

Recessive Hom 10

8888 .

® De Novo 10

Permite la seleccion de variantes segun los modos de transmision
heterocigoto compuesto (sospechado o verificado), homocigoto
recesivo o de novo basado en DiagAl.

Tenga en cuenta que los filtros "Compound Het - Verified",
"Recessive Hom" y "De novo" sélo estdn disponibles en los analisis
familiares.

Seccion Classification

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v VKB ©®

New = Unknown variant

@ Pathogenic

Likely Pathogenic
@ Uncertain Significance

@ Likely Benign

Benign

@ Possible artifact

Analysis only

Permite seleccionar variantes desconocidas no evaluadas (Nuevo -
Variante desconocida) o validadas en VKB en todos los andlisis de la
entidad. Si se marca la casilla "Analysis only", las variantes se
buscaran Unicamente en el andlisis que se esté anotando en ese
momento.

Likely Pathogenic

<3> Unknown significance (VUS)

Clasificacion de la patogenicidad de las variantes de la linea
germinal, calculada en una escala de 1 (benignas) a 5 (patégenas).

v ComPerMed ®

@ Pathogenic
Likely Pathogenic

G s

@ Likely Benign

G Benign

Selecciona las variantes somaticas segun su clase de patogenicidad
ComPerMed en una escala de 1 (benignas) a 5 (patdgenas).
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v Evidence Type (CKB) ®
Actionable
Diagnostic

Prognostic

Selecciona variantes segun 3 tipos de evidencia (CKB): Accionable,
Diagnéstico, Pronéstico.

v AMP/ASCO/CAP Tier ©®

Seleccionar variantes segun el nivel de AMP asignado (niveles |, Il y
N/A) s6lo en analisis de contexto somatico.

Seccion Scores

Nombre y apertura del filtro

Descripcion

v CI-SpliceAl ®
all >0.2

Keep unknown

>0.5 >0.8

Seleccione las puntuaciones delta.

La casilla "Mantener desconocido" mantiene las variantes con valor
"N/A", pero excluye las variantes sin impacto de splicing (variante
"Sin impacto de splicing").

v Conservation ®

Highly Conserved

Grado de conservacion del lugar, calculado a partir de multiples
puntuaciones de conservacion.

v Metasvm ®

Tiene en cuenta la puntuacién de 10 aplicaciones de prediccién de
variantes y la frecuencia maxima observada en la poblacién de

Damaging Highly Damaging 1000
genomes.

o o

Universal Pathogenicity Predictor (UP?) Selecciona las variantes segun el predictor universal de

. )
pathogenic patogenicidad (UP?).

[ o

1 1

LOEUF Selecciona las variantes segun la puntuacién LOEUF.
Intolerant
o @

0 2
Keep unknown
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CADD Selecciona las variantes segun la puntuacion CADD Phred.

Pathogenic
& ®
1 99
Keep unknown
REVEL Selecciona las variantes segun la puntuacion REVEL.
Pathogenic
® @

0 1
Keep unknown
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Seleccionar una indicacion

En SomaVar, SomaVar LF y SomaCGP, es posible seleccionar una indicacidon de patologia
predefinida de la base de datos JaxCKB desde un menu desplegable disponible en la pestana
Paciente de la barra lateral de gestidn de analisis (véase la seccion Vista modal Patient).

El sistema ontoldgico se basa en la Ontologia de Enfermedades? e incluye términos especificos
de JaxCKB. La informacion de sensibilidad, en la subcolumna 'A' de la columna Evidencias
Clinicas (ver seccion Pagina de Variantes), se resalta en verde so6lo cuando la indicacién para
esa variante coincide con la indicacién seleccionada. Si se encuentran afirmaciones de
resistencia para una variante, la celda correspondiente en la columna 'A' se resaltara en rojo,
independientemente de la indicacion. En caso contrario, aparecera en gris.

Si la enfermedad se ha seleccionado durante la carga de e Anaiysia
la muestra y antes del andlisis (véase Metadatos de la
muestra), se convierte en la indicaciéon por defecto
definida para la muestra y en la pestafia Paciente del
panel lateral de gestion del analisis. Se marca con un
icono de estrella y aparece en primer lugar en la lista.
Cambiar la indicacion en el panel lateral de gestién de
analisis no actualiza la enfermedad preseleccionada para
la muestra (metadatos Enfermedad).

Workflow Patient HPOs Panel

Active sample: CTDNA_toy

Sex

Female Male Unknown

Indication

W Colorectal cancer (Colorectal cancer)

% https://disease-ontology.org/
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Utilizar un perfil de filtros predefinidos

Los usuarios pueden seleccionar un perfil de filtro predefinido en un menud desplegable
haciendo clic en el icono "Select profile". La plataforma SeqOne ofrece por defecto varios
perfiles de filtro predefinidos: GermVar, My Selection, Research, DiagAl.

Editar y guardar perfiles de filtro

Los usuarios pueden guardar la posicién actual de los cursores para cada filtro como un perfil
de filtro dando un nombre al perfil y haciendo clic en "Save as new". A continuacion, el perfil de
filtro estara disponible a través del mismo menu desplegable en la categoria Private.

Al guardar un perfil de filtro, se abre un formulario de creacion y el usuario puede seleccionar el
botén con el nombre de la entidad para hacerla accesible a otros usuarios de la entidad. Si el
usuario selecciona el botén "Private”, el perfil sélo sera accesible para el usuario que lo creé.

Sélo el usuario que cred inicialmente el perfil de filtro podra editarlo haciendo clic en “Update”; si
el perfil es modificado por otro usuario de la entidad, se le pedird que lo guarde con otro
nombre. Si el usuario no tiene permiso para modificar un perfil de filtro publico, se le pedira que
se ponga en contacto con el administrador de su entidad. Los perfiles de filtro SeqOne no
pueden modificarse y guardarse bajo otro perfil de filtro.

O

Es posible restablecer uno o varios filtros. Basta con hacer clic en el icono situado a la

derecha del filtro o en la esquina superior derecha del cuadro Filtros.

Pefrfiles de filtro favoritos
Los usuarios pueden configurar los perfiles de los filtros como favoritos, haciendo clic en el

icono situado a la derecha del perfil, para que aparezcan como acceso directo en la barra de
acceso rapido situada encima de la tabla de variantes.
Entity presets v

Para eliminar un perfil de filtro de los favoritos, basta

# De Novo 4 0O
con hacer clic en el mismo icono . Por defecto, el

perfil My Selection esta definido como favorito. SeqOne Diag
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Combinacion de perfiles de filtro

Los perfiles de filtro pueden combinarse bajo la condicion ~ * Fitters @ ©
0 haciendo clic en la pestafia Combo del panel de filtros y,

a continuacion, en “Create a combo”. Por defecto, el Basic Combo
formulario de creacion muestra 2 grupos de perfiles de
filtro, pero los usuarios pueden afiadir mas haciendo clic ~
en “Add a group”. Active groups 2
Una vez seleccionados los perfiles, se invita a los usuarios
a guardar su perfil de combo haciendo clic en "Save as Group 1
new". Como en el caso de los perfiles de filtro, el usuario (%) SeqOne-diag -
puede hacer que su combo sea accesible a todos los
usuarios de la entidad en el formulario de creacién. Sélo =
el usuario que cred inicialmente el perfil combo podra

. . . Group 2
editarlo haciendo clic en "Update".

B Filter_ACMG -

Si el perfil es modificado por otro usuario de la entidad, se

le pedira que lo guarde con otro nombre. Si el usuario no ——
tiene permiso para modificar un perfil de combo publico,

se le pedira que se ponga en contacto con el administrador de su entidad.

Perfiles de filtro SeqOne

My Selection. Este perfil de filtro permite que las variantes evaluadas como 3 (VUS), 4
(Probablemente patdgenas) y 5 (Patégenas) se muestren directamente en VKB en el andlisis que
se esta interpretando.

DiagAl . Este perfil de filtro, disponible en los analisis de linea germinal (GermlineVar,
GermlineFamily, GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family), muestra una lista reducida de
variantes con una alta probabilidad de ser la causa de la enfermedad del paciente. Este perfil
explota el algoritmo de priorizaciéon DiagAl y la ocurrencia de la variante en el proyecto (filtro
Sample Frequency).

Puede aplicarse cuando los términos HPO estan o no asociados a la muestra, pero su
sensibilidad aumenta en presencia de términos HPO. En el caso de un analisis familiar, el perfil
del filtro se adapta automaticamente al tamafio de la familia analizada, ya que tiene en cuenta
que la ocurrencia de variantes en el proyecto puede ser mayor. Los usuarios también pueden
modificar el filtro Frecuencia de muestreo en el proyecto en cualquier momento. Al introducir el
HPO se muestran las variantes SmartPick con mayor probabilidad de causar la enfermedad.

Family profiles. En los andlisis GermlineFamily y GermVar Tertiary Family, los perfiles de filtro De
Novo (New), Recessive Hom (New) y Compound Het (New) sélo estaran disponibles para los
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analisis de trio que incluyan un caso indice afectado, el padre no afectado y la madre no
afectada. En caso contrario, estos perfiles estaran desactivados.

No se recomienda modificar los perfiles de filtro De Novo (New), Recessive Hom (New) et
Compound Het (New) al crear y guardar un perfil personal. Se recomienda empezar de cero al
crear una variante de estos perfiles.

Carrier screening Este perfil de filtro sélo esta disponible en Germlinefamily para analisis de
duos (padres sin muestra indice) e identifica genes recesivos con una variante heterocigota
potencialmente patogénica en ambos padres "no afectados" para pruebas de preconcepcion.

Somatic FFPE. Este perfil de filtro muestra una lista reducida de variantes somaticas en analisis
somaticos (SomaVar, SomaCGP) realizados en ADN FFPE.

Somatic LF. Este perfil de filtro muestra una lista reducida de variantes somaticas en los analisis
SomaVar LF.

Funcionalidad Mark as viewed

"Mark as viewed" es una funcion que permite al usuario ocultar selectivamente determinadas
variantes. Para ello, basta con seleccionar la variante o variantes deseadas y hacer clic en el

. ® Mark as viewed . . . .,
|cono_ que aparece en la parte inferior de la tabla de variantes. La seleccion de
variantes aparece entonces en gris. Para eliminar la seleccidn, el usuario puede hacer clic en el

. C' Reset all viewed . . .
icono en la parte superior de la tabla de variantes para restablecer la vista, o

seleccionar la variante o variantes y hacer clic en . RS SCEMESICUEY

El usuario puede ocultar la ventana emergente haciendo clic en la cruz. Esto anulara la
seleccion de todas las variantes, pero permaneceran en gris.
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Seleccion de variantes

Las variantes se pueden afadir al panel de "Selection” junto con las variantes evaluadas (ver la
seccidn siguiente). Para ello, seleccione las variantes marcando las casillas del lado izquierdo
de la tabla de variantes y, a continuacién, haga clic en el icono "Add to selection" en la parte
inferior de la tabla.

Evaluar las variantes

Las variantes pueden evaluarse rapidamente desde la tabla de variantes haciendo clic en la
columna VKB y especificando su clase de patogenicidad y un comentario opcional. Estas
evaluaciones y comentarios son accesibles para todos los usuarios de la plataforma dentro de
la misma entidad a través del icono "Seleccion" en el andlisis (véase la seccion Panel lateral
para gestionar las evaluaciones). Una variante también puede evaluarse desde su pagina
dedicada.

Los comentarios pueden introducirse manualmente o generarse automaticamente. La interfaz
incluye un campo "Clasificacion" vacio para los comentarios y un botén "Autofill with DiagAl"
para la generacion automatica. Durante la generacion de comentarios aparece un indicador.
Para los comentarios existentes, la opcion "Improve with DiagAl' permite mejorarlos. Cada
comentario generado puede aprobarse, modificarse o anularse. Una vez validados, los
comentarios se guardan con su

clase de patogenicidad, fecha y . mment

contenido. Pueden modificarse o

suprimirse  después de |la

validacion, conservando su < Autofill with DiagAl English %
historial.

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

French

Para seleccionar el idioma de O New @
DiagAl, haga clic en los tres
puntos de la esquina superior + DiagAl Score Italian
derecha del cuadro de

X . L )059.4(BRCA2):c.7351G>Cp. [0 g German
comentarios y elija su idioma 5
preferido en el menu desplegable. - muen——————— nee

Spanish
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Las variantes también se pueden clasificar haciendo clic en la columna de clasificacién, cuyo
encabezado tiene una bandera. Para clasificar una variante, haga clic en el icono +. Se abre un
panel lateral de clasificacion que permite al usuario afadir la clase de patogenicidad, un

comentario y una etiqueta.

Para anadir esta clasificacion a la base de datos VKB,
active el interruptor "Add to VKB". Si ya existe una
clasificacion en la base de datos VKB, haga clic en
"Apply VKB" para aplicarla a la entrada actual. Existen
opciones adicionales haciendo clic en la flecha situada
junto a "Apply VKB" (véase el paso 1 en la figura
siguiente).

Valide la clasificacion haciendo clic en "Save" en la parte
superior derecha del panel lateral.

Para editar una clasificacion directamente en la base de
datos VKB, haga clic en el enlace de redireccion VKB
(véase el paso 2 en la figura siguiente) para abrir la
ventana "VKB Entry".

Variant Viewer

ariants

EXON
INTRON EEG
8/9 Low
Spli
4/4 High
@ Sto)
5/12 Moder
Mis
9/20 Moder
Mis
8/12 Moder

Mis

X Classification

IKBKG NM_001099857.5

Classification

Comment

B I u

Add your comment

Apply VKB v
Apply class only
Apply description only
Apply tags only

Apply all

RY| PMID

En la ventana "VKB Entry", haga clic en "Edit" en la parte superior derecha para modificar la
evaluacion, luego haga clic en "Save" para aplicar los cambios. El historial de VKB y las
ocurrencias de la variante son accesibles navegando a través de las pestafias dedicadas.

X VKB Entry

VKB Classification VKB History

Classification

Variant Description

No description found for this variant

Classification tags
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VKB Search . Se puede acceder a un panel lateral haciendo clic en el boton "VKB" de la barra de
busqueda de la cabecera de SeqOne. Esto permite buscar variantes anotadas en la base de
datos VKB por nombre de gen, transcripcion, anotacién HGVS o identificador SeqOne
(Genome_variant_chromosome_location_REF_ALT). La busqueda puede filtrarse por genoma de
referencia (GRCh37 o GRCh38) y/o clase de patogenicidad.

Vs 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

Figura 15: Ventana de busqueda VKB

Al hacer clic en una variante evaluada, se abre una pagina mas detallada con informacion sobre
la variante, como su posicién gendémica, sus anotaciones HGVS en el ADN complementario
(ADNc) y en la proteina, las clases de patogenicidad, los analisis y sus comentarios asociados
en los que se evalud y, a continuacién, un enlace a los analisis.
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& Details X

BRCA1 nmo07204.3

€.2834_2836delinsC p.Ser945ThrfsTer6

gDNA chr17:9.41244712_41244714delinsG ||_]
¢DNA  NM_007294.3:c.2834_2836delinsC 0
Protein NP_009225.1:p.Ser945ThrfsTer6 I_IZI
VCF 17-41244712-TAC-G I_|:|

6 a—— )

Latest ©

classification @ — O
@ @@ ———o
©

® ©

Open on analysis

@ Apr 19, 2024 e

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.

Figura 16 : Ventana de detalles de la variante en VKB

Pagina variante

Al hacer clic en una variante de la tabla de variantes, se abre un panel lateral con mas
informacion y varias pestafas. Los usuarios pueden abrir la pagina de variantes en otra pestafia
pulsando "Abrir en ventana nueva' en la esquina superior derecha. El panel lateral puede
cerrarse con la tecla "Esc".

Los usuarios pueden evaluar y comentar una variante en esta ventana. Al igual que las
evaluaciones y comentarios realizados desde la tabla principal de variantes, estas evaluaciones
y comentarios pueden ser vistos por todos los miembros del grupo que utilicen la plataforma.
Desde esta pagina, los usuarios también pueden acceder a informacién sobre variantes,
incluidos el genotipo (GT), la frecuencia alélica (FAV), la profundidad de cobertura (COV) y la
puntuacién phred (QA).

A continuacion se describen las pestafias de la pagina de variantes.

Variant : la ficha se divide en varios bloques, que se describen a continuacion.
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e Nomenclature: se enumeran las distintas nomenclaturas (g., c., p., entrada VCF), con la
posibilidad de copiar la informacién de todo el bloque o de cada linea al portapapeles

mediante el icono .

e DiagAl Score: utiliza el bloque resumen de calculo de la Puntuacion DiagAl disponible en
la pestafia Puntuacién DiagAl de la pagina de variantes (véase el parrafo DiagAl).

e ClinVar: informacion tomada de la columna ClinVar Germline de la tabla de variantes,
dando la clase de patogenicidad asignada a la variante, su estado clinico y el nimero de
entradas en ClinVar (ver Visualizacion e Interpretacion en la seccién Pequeiias

Variantes). El icono abre la pagina ClinVar en una nueva pestana.
e Annotations: impacto del transcrito, exdn afectado, distancia al sitio de splicing mas
cercano y tipo de mutacion.
e Transmission: enlaces a las bases de datos OMIM y GenCC si una o varias
enfermedades estan asociadas al gen.
e Compound Heterozygous Candidates, este bloque se divide en 2 partes:
o La seccion Variantes Cortas agrupa todas las SNV candidatas localizadas en el
mismo gen (basandose en el ID del gen) y las clasifica segin su puntuacién
DiagAl. La variante seleccionada en la pagina Variantes se muestra en primer
lugar y aparece atenuada en la lista.
o La seccidon CNVs indica si se han encontrado CNVs, ordenados por clase ACMG.
Esta seccidén solo esta disponible si se ha ejecutado un analisis CNV; de lo
contrario, se muestra un mensaje de advertencia que dice 'CNVs not available'
(CNVs no disponibles).

Al hacer clic en uno de los resultados se abrird una nueva pestana con la pagina de la
variante (si se trata de una variante pequefia) o la pagina de la CNV (si se trata de una
variante de copia). Si no se encuentra ninguna VNC, aparecerda un mensaje de
advertencia con las palabras "no se ha encontrado ninguna VNC".

e Tools: enlaces a otras bases de datos (LitVar, LOVD, VarSome, dbSNP, Cosmic, GhnomAD,
CKB, UCSC, Decipher, Ensembl).

e GnomAD: si la variante es conocida por esta base de datos, se muestra una tabla que
resume la frecuencia de la variante en diferentes poblaciones, y se proporciona acceso

directo a GnomAD a través del icono .
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Figura 17: Pestafia de variantes en la pagina de variantes
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Figura 18: Visualizacion de la pestafia DiagAl en la pagina de variantes
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DiagAl. La ficha contiene explicaciones de la puntuacién DiagAl asignada a la variante. Esta
pestafia sélo esta disponible para los andlisis GermlineVar, GermlineFamily , GermVar Tertiary y
GermVar Tertiary Family (a partir de la v1.8).

La pestana DiagAl esta dividida en 4 secciones principales:

- Un bloque de resumen de DiagAl Score - Germline que muestra la puntuacion, el
estado SmartPick y enumera las principales caracteristicas que contribuyen a la
puntuacién global y el nimero de puntos asociados.

- Un grafico en cascada que explica la puntuaciéon UP? (Universal Pathogenicity

Predictor). Se muestra un mensaje de advertencia cuando el
usuario consulta la pagina de una variante cuya transcripcion difiere de la
utilizada para calcular el UPZ2,

- Un bloque de explicabilidad del Mapa PhenoGenius, coloreado si los términos
HPOs estan asociados a la muestra. El bloque detalla el rango del gen, una lista
de los 10 genes mejor asociados, y el mapa PhenoGenius, codificado por colores
segun la correspondencia entre las HPOs del paciente y el gen: azul para las
HPOs del paciente solamente, purpura para las HPOs del paciente y
correspondientes al gen, rojo para las HPOs del gen solamente. La seccién
aparece en gris si no se han introducido términos HPO para el paciente.

- Una seccion de potenciacion de la puntuacion que integra 5 subcaracteristicas
que pueden o no contribuir (Desactivadas) a la puntuacién: Modo de transmision,
Compatibilidad hereditaria, Patron familiar, PanelApp y Control de calidad.

ACMG. La pestafia permite a los usuarios ver y revisar los criterios utilizados durante la
clasificacion automatizada ACMG. Pueden modificar la seleccién marcando los diferentes
criterios requeridos y, a continuacion, utilizar la clasificacion para evaluar la variante haciendo
clic en Utilizar para evaluacion. También es posible modificar el nivel de evidencia (Apoyando,
Moderado, Fuerte y Muy Fuerte) para asignar un nimero diferente de puntos a cada criterio, que
se tendran en cuenta a la hora de calcular la puntuacion ACMG final. Cada nivel de evidencia
otorgara: 1 punto por Apoyar, 2 puntos por Moderado, 4 puntos por Fuerte y 8 puntos por Muy
Fuerte. Los puntos de cada criterio se sumaran para asignar un estatus ACMG a la variante:

- Patdgeno : 10 puntos

- Probable patégeno : 9 a 6 puntos

- Significado incierto : 5 a 0 puntos

- Probable benigno : -6 a -1 puntos

- Benigno : a partir de -7 puntos

Para el criterio BA1, el usuario no puede seleccionar el nivel de prueba, ya que se trata de una
clase independiente.
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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).

Figura 19: Visualizacion de la pestafia ACMG en la pagina de variantes

TP53. La pestafna esta disponible sélo si la variante esta anotada en el gen TP53. Esta pestafa
proporciona informacién sobre las mutaciones TP53 y su importancia clinica segun la base de
datos IARC?* . La pestafia TP53 estd dividida en varios bloques, descritos a continuacion.

Un bloque de anotaciones (Annotations) muestra la siguiente informacién asociada a la
variante:
- Mutation Rate: tasa de sustitucion asociada a la posicion de la variante
- Hotspot (yes/no) : presencia de la variante en un lugar de mutacién recurrente (hotspot)
- Structural Motif : motivo estructural afectado por la mutacién
- Dominio: dominio funcional de la proteina afectada por la mutacion

El bloque Datos funcionales (Functional Data) muestra clasificaciones e informacién funcional
asociada a la variante:
- Clase DNE : efecto dominante negativo (DNE) sobre la transactivacion de la proteina p53
de tipo salvaje.
- Clase DNELof: clasificacion funcional para la pérdida de actividades de supresion del
crecimiento y dominantes negativas.
- Clase de transactivacion: clasificacion funcional basada en la actividad transcripcional
global (AT)

% https://tp53.cancer.gov/
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- Estructura Funcion Clase : predicciones funcionales.

Los bloques “Graphics” y “Sample details” proporcionan detalles de las muestras referenciadas
en la base de datos IARC para la variante. El usuario puede elegir ver los datos asociados a
muestras somaticas o de linea germinal, seleccionando “Somatic” o de “Germline”.

El bloque “Graphics” muestra dos graficos, con menus desplegables, que muestran la
distribucién de las muestras segun sus caracteristicas.

El bloque “Sample details” muestra informacion detallada de la muestra en forma de tabla.

ComPerMed (sélo andlisis somdtico). La clase de patogenicidad de cada variante se calcula
siguiendo las recomendaciones del comité de expertos belga ComPerMed (Comisién de
Medicina Personalizada). El usuario tiene acceso a informacién detallada sobre esta
clasificaciéon desde una pestafia especifica en la pagina de variantes.

Evidences. La pestafia proporciona una lista de terapias asociadas a la variante seleccionada de
la base de datos JaxCKB. El usuario puede desplazarse por cada linea para encontrar detalles
de las terapias o indicaciones.

sample

BRCA? e
NM_000059.4 ¢.1310_1313del p.K437IfsTer22 @ frameshift

cT/vaF @ 437%

COV/QA 126 29

Add a manual comment about this variant (will be

shown in the output report) y
O 2 [ G Evidences New [ ]
O 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 v
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 (NCGN.org)
N/A
Rucaparib 1A Sensitive QOvarian cancer Prostate cancer +3 >

Figura 20: Visualizacion de la pestaia Evidencias en la pagina de variantes
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Evaluations. Esta pestafia permite acceder al historial de evaluaciones e interpretaciones de la
variante a lo largo del tiempo:

- En el andlisis actual (seccion izquierda de la pestafia)

- Enlos demas andlisis realizados dentro del grupo (seccién derecha de la ficha)

Occurrence. La pestafia identifica las demdas muestras que contienen la variante,
independientemente de cualquier evaluacion. Para cada ocurrencia, se introduce el nombre de
la muestra, la frecuencia alélica, el enlace al analisis pertinente y el nombre del proyecto.

Publications (Publicaciones). Esta pestafia proporciona acceso a la literatura cientifica asociada
a la variante y al gen. Haga clic en la subpestaiia "Variant" (Variante) o "Gene" (Gen) para ver las
publicaciones de PubMed que hacen referencia a la variante o al gen. Un enlace PMID redirige al
registro de PubMed, y el enlace al texto completo abre el articulo completo cuando esta
disponible.

Scores. La pestafia esta disponible para variantes con un missense, start lost o stop gained
effects. A excepcidn de estos casos, la puntuacién aparecera atenuada. Esta pestafia le permite
ver los resultados de las puntuaciones de prediccion de varias herramientas como REVEL,
DANN, FATHMM, FATHMM-MLK, LRT, MetalLR, MetaSVM, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT y PLi.
También proporciona acceso a puntuaciones de conservacion como GERP++, PhastCons100way
Vertebrados, PhastCons20way Mamiferos, PhyloP100way Vertebrados, PhyloP20way Mamiferos y
SiPHhy.

IGV. La pestafia permite al usuario ver las reads alineadas con la posicion de la variante a través
de la version web del IGV Genome Browser. En areas de alta cobertura de reads, las reads se
submuestrean por defecto, es decir, no se muestran todas las reads. Se aplican los parametros
de visualizacion por defecto, es decir, un maximo de 100 reads por ventana de 50 nucleétidos.
Estas regiones pueden identificarse por la linea negra situada debajo del perfil de cobertura
(submuestreo). Al hacer clic en ella se muestra el nimero de reads eliminadas de la
[

visualizacién (# downsampled). El icono . ofrece un menu con tres opciones:

- Abrir en nueva pestana: abre la vista de variantes IGV en una nueva pestana.

- Ajuste de pista: permite afiadir a la vista otras muestras del mismo proyecto o de
proyectos diferentes.

- Abrir IGV local: redirige la aplicacion IGV Desktop a las coordenadas de la variante que
se esta interpretando en ese momento. Para ver SNVs u otras variantes, la muestra BAM
debe cargarse primero en la aplicacién IGV Desktop. Esta opcion solo es compatible con
las versiones > 17 de IGV Desktop.

IGV admite vistas divididas, por ejemplo, copiando dos conjuntos de coordenadas en la barra de
busqueda de locus, separadas por un espacio. Hay varios ajustes disponibles haciendo clic en
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las ruedas dentadas situadas a la derecha del Navegador del genoma. Por ejemplo, para ver
directamente las reads no alineadas (soft-clips), seleccione la opcion "Show Soft clips”.

Gene. La pestafia contiene informacion adicional sobre el gen y la bibliografia asociada.
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Generar un informe clinico

El usuario puede editar un informe clinico exportable en formato PDF y .docx haciendo clic en el
botdn "Generate report" (Generar informe) de la pestafa "Selection" (Seleccién) mientras navega
por el analisis.

En la parte superior de la pagina de edicién, el usuario puede seleccionar una plantilla,
establecer el estado del informe como nuevo o borrador, seleccionar una muestra (se pueden
seleccionar mdltiples muestras para andlisis familiares) y seleccionar el idioma de edicién. El
usuario también puede alternar entre la vista "Edition" (Edicién) y la vista "Preview" (Vista previa)
antes de guardar un borrador o pasar al siguiente paso usando los botones "Save Draft"y "Next
Step".

Las plantillas de informes se pueden crear en la seccion "Reporting” bajo "Template list" en la
configuracién de la entidad (Entity settings).

En la vista de edicidn, el usuario puede editar las diferentes secciones del informe y seleccionar
multiples opciones. En la vista de vista previa, el usuario puede revisar el informe antes de
continuar la edicion, guardar el borrador o validar el informe.

El usuario puede guardar un borrador y acceder a él de nuevo desde la pestafia "Selection’, y
luego en "Generate report’, como cuando se crea un nuevo informe. Cuando se genera un
informe en PDF, se muestra automaticamente en la pestafia "Reporting” (Informes) del analisis.
Solo después de la validacion se puede exportar el informe como .PDF o .DOCX. El usuario
puede eliminar el informe o crear informes adicionales para el mismo analisis.

@ v ©Qc il GeneCov @ 77 # Variants % CNVs % CNVs&SVs Reporting G5 Files Selection @ R Analysis

None v new v v 8 English [ Save draft Next step >

Edition Preview

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

Figura 21 : Ver pestafia del informe clinico.
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13.1.5. CNV

13.1.5.1.  CNV en paneles de genes

Metodologia

La deteccion de CNVs en los datos del panel de genes, en GermlineVar, GermVar/GermVar
Family, SomaVar y SomaHemato, se basa en la seleccién de muestras de control de la cohorte
co-analizada, segun su correlacion.

La correlacion se calcula a partir de una tabla de cobertura, que a su vez se calcula a partir de
todas las regiones del manifiesto, pero excluyendo los cromosomas sexuales.

Los criterios para que una muestra sea elegible para el andlisis CNV son los siguientes:
- Para que una region sea retenida en el analisis CNV, la cobertura minima es de 50 reads.
- El valor umbral de correlacién para seleccionar las muestras de control es de 0,90 para
el contexto de la linea germinal y de 0,75 para el contexto somatico.
- El'ndmero minimo de controles necesarios para cada muestra es de seis.

Es necesario definir el sexo de las muestras (metadatos de la muestra) antes de iniciar
CNVcapture o SomaCNVCapture para realizar la llamada de genes localizados en cromosomas
sexuales. Por ultimo, se necesitan al menos ocho muestras para realizar un analisis
CNVCapture o SomaCNVCapture en SeqOne.

Los criterios aplicados al manifiesto del usuario para que un gen del panel sea elegible para el
analisis de CNV son los siguientes:

- Las regiones manifiestas se anotan a partir de la transcripcién canénica determinada
segun el recurso NCBI MANE Select. Si no se dispone del transcrito MANE Select, la
anotacion se basa en el recurso RefSeq del NCBI.

- solo se analizan los exones para los que existe un solapamiento = 80% entre el intervalo
manifiesto y el exén. Si ningun exdn del gen se solapa = 80% con el intervalo manifiesto,
el gen no se incluira en el analisis CNV.

- sOlo se analizan los intrones para los que existe un solapamiento > 60% entre el
intervalo manifiesto y el intrén.

El andlisis CNVCapture (versién = 2.4) incluye regiones situadas 20kb aguas arriba y aguas
abajo de los genes cubiertos por el manifiesto, si tales regiones estan incluidas en el disefio del
manifiesto. En concreto, cada uno de los 20 segmentos de 1kb que constituyen la regiéon de
20kb se analiza si al menos el 20% del segmento se solapa con el manifiesto inicial.
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Visualizacion e interpretacion

La pestafia CNVs mostrara un grafico que representa la lista de genes en los que se han
identificado variaciones de copia. Esta pestafia esta disponible en los worksets descritos en la
seccion Metodologia.

La terminologia utilizada para describir el estado de los genes llamados es la siguiente:
- Gain: el gen esta afectado por una amplificacion parcial o total
- Loss: el gen presenta una delecién parcial o total
- Normal: el gen no presenta ninguna CNV
- Partially not called : el gen esta parcialmente llamado
- Not called : el gen esta excluido del analisis CNV

El estado parcialmente no llamado se asigna a un gen cuando su estado de copia es normal
pero al menos un exén no ha sido llamado (con estado "failed")

A pesar de su elegibilidad para el analisis de CNV, un gen se excluye (No se llama) del andlisis si

- el gen se encuentra en un cromosoma sexual y no se han rellenado los metadatos de
género,

- todos los exones fallan segun los criterios especificados a continuacién: nimero de
controles, porcentaje de variacion. El estado “fallido” de un gen se define sé6lo en CDS.
Las regiones intrénicas y aguas arriba/aguas abajo se excluyen si se llama a los exones
CDS.

CNVs @/ @D CNV Analysis | v22 ture - Benchmar v

Manifest | Selecte v Searchgene | Genename S Sortby:Type Tto5of12 (1 2 3

1+

GENE TRANSCRIPT COPY NUMBER STATUS GENEVIEW

~0
Cln}
-0
«0
-0
~0
»0
-0

O

O

O

PMS2 NM_000535

=0

=0
Cln|
=[]
-0
=[]
©[]
O
O
O
O

Tsc1 NM_000368

S|

BRI NM_032043 Loss

~E
«[4
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«[4
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~E
GC]
@

-

EPCAM NM_002354 Loss

-H &5 -H B
-0
-0
-0
-0
-0
-0
-0

\ oooOosoOoOooooo 0 m}
L NM_000249 Loss 2 3 4 § 6 7 8 9 W 1 12 13 14 18 1% 17 18 19
Loss (4) Not called genes (3 Partially not called genes Normal genes [l — Intron / Flanking region EICDS [JUTR Not sequenced EINormal  ( Not called Gain & Loss

PMS2 T5C1 4 BRIP1 4 EPCAM *MLHT

Peregion details & Copy-atio graph

#  Region type Chr  Start Stop Size Status  Copyratio Z-score o Warning flag

15 Exon-CDS 7 6013009 6013192 183 1161 5105 0.031

copy number

Figura 22: Visualizacioén de la pestafia CNVs en un andlisis GermlineVar.
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Filtros y opciones de clasificacion

El menu de filtros puede utilizarse para:
- Restringir la visualizacién a un subconjunto de regiones/genes utilizando un archivo BED
que se haya cargado previamente en la interfaz con la funcion Manifiesto.
- Buscar un gen especifico con la funcién Buscar gen

Existen dos opciones de clasificacién de CNV:
- Tipo (por defecto): légica de clasificacién de
corriente (Ganancia y luego Pérdida)

=1  Sort by: Location =

T _ ' ] =1 Sort by &
- Localizacién: permite clasificar las CNV segun
los cromosomas y su posicion inicial, en orden Type
ascendente o descendente, haciendo clic en el Location =

icono de clasificacion.

El usuario también puede seleccionar los genes segun su estado: Ganancia, Pérdida, Genes
normales, Genes parcialmente no llamados o Genes no llamados.

Gain Loss (0) Not called genes (69) Partially not called genes (0) Normal genes -

Detalles por region
La tabla de detalles por regién muestra los detalles de cada region para cada gen:

- #:numero de regién (exones e intrones)

- Tipo de region: tipo de region (upstream, utr-exonic, coding-exonic, intronic,
downstream)

- Chr: cromosoma

- Inicio/Parada: Posicion inicial y final de la CNV

- Tamaiio: tamafio de la CNV (pb)

- Estado: estado de la region (ganancia = duplicacién, pérdida = delecion, normal = sin
CNV, no llamada = regién no incluida en el anélisis de CNV)

- Copy-ratio: relacion entre el nimero de copias y la normalidad (n=2).

- Puntuacion Z: nimero de desviaciones estandar que separan un resultado de la media.
Los valores positivos o negativos elevados indican una gran confianza en la llamada
CNV.

- CV: coeficiente de variacion que mide la dispersion relativa dentro de las muestras de la
cohorte.

- Bandera de advertencia: Ocasionalmente puede aparecer un mensaje de error segun los
siguientes criterios:

- Low zscore: Valor absoluto de la puntuacion Z <4
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- High variation : coeficiente de variacién (CV) > 0,1

- Low coverage: cobertura de la regién para esta muestra <100

- Number of controls: El nimero de controles es insuficiente para poder realizar la
llamada en esta region

- Percentage of variation: La variacion es demasiado grande entre las muestras
para que esta region pueda realizar la llamada

- Read depth: cobertura insuficiente de la region (<50) y proporcién de copias >0,1

- Missing Gender: la region esta situada en un cromosoma sexual y no se han
introducido los metadatos de sexo.

Atencion : una region rica en soft-clips, como una indel grande o una insercién Alu, puede ser
interpretada como una caida de cobertura por los worksets CNVCapture y SomaCNVCapture y
detectada como una pérdida de copia, si el tamafo de la insercion es del mismo orden que el
de la region llamada.

more info. CNVs @/ €D CNV Browser [ CNVAnalysis  SomaCNVCapture - SeqoneDi v
Manifest  Selectamanifest v Searchgene  Genename Min gain fraction (%): 0 =1 Sortby: Type Tt0200f144 1 2 3 4 s 3
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 12193 | | NM_007294 126,61 | NM_032043 123283 | NM_022845 12=3.51  NM_000626 1218 NM_007194 12278 NM_005214 12:2.61
EPHA3(6%) chr3 EPHAS(6%) chra ERCCS(20%) chri3 ERG(7%) chr21 EWSR1(14%) chr22 FANCC(7%) chr9 FANCD2(45%) chr3 FAT1(7%) chrd
NM_005233 12:32  NM_001281766 12:366  NM_000123 12189 NM_182018 12315 | NM_005243 12=227 | NM_000136 1228 NM_001018115 12643 | NM_005245 12:432
FGF14(50%) chr3 FGF2(17%) chra FGF9(25%) chr13 FGFR2(24%) chr1o
NM_004115 12352 NM_001361665 12311 NM_002010 12458 NM_000141 12=3.46
hss (25) Not called genes (69 Partially not called genes (0) Normal genes [l W Normal & Lo
ANKRD2€ BMPRIA BRCA1 BRIP1 CBFB D798 HEK2 TLA4 EPHA3 EPHAS ERCCS ERG EWSR1 FANCC FANCD2 FAT1 FGF14 FGF2 FGF FGFR
Per-region details ¥ Copy-ratio graph
# Regiontype  Chr Start stop Size Staus Copyratio  Z-score CV  Waming flag +
2 ExonCDS 17 59938787 59938919 132 2925 10.46 0184 [ 3 sTas ey R RIE B R R T e
3 ExonCDS 17 59937136 59937287 151 3355 AERCEI R EVR ich varation | 8
4 ExonCDS 17 59934398 59934611 213 3217 LTI RETR ich vriation | 7
5 ExonCDS 17 59926469 59926636 167 31 R 7o RE 7 I ich varation | 6
6 ExonCDS 17 59924441 59924600 159 3242 16839 0133 3 i
€
7 ExonCDS 17 59885807 59886137 330 2868 1113 [RTEI ioh vaiaton | 2,
-y
8  ExonCDS 17 59878593 59878854 261 3335 16478 0142  ([TIEEED 8
9 ExonCDS 17 59876440 59876679 239 2949 R TR PR ich varation | )
=2
10 ExonCDS 17 59870937 59871109 172 3081 12741 0161 [ 3
1
11 ExonCDS 17 59861610 59861804 194 3273 17612 0129 [ 3
o
12 ExonCDS 17 59858180 59858385 205 3678 32828 0082 -

Show all regions (not only those concerning CNVs)

Regions

Figura 23: Visualizacion de la pestafia CNVs en un analisis SomaVar

En el caso de los analisis SomaCNVCapture, aunque el método de deteccion es similar al de
CNVCapture, la escala utilizada para la representacion grafica de las variantes es el gen, en
lugar del exon. La representacion se muestra
como una serie de recuadros. Esto proporciona
el simbolo del gen, la posicion gendmica, el
transcrito candnico Refseq, la puntuacién z
absoluta y, en el caso de ganancia, el numero de

copias o, en el caso de pérdida, el genotipo.
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Encima de los filtros, en la seccidén "more info...", hay una ventana emergente que explica estas
casillas.

El porcentaje que aparece en cada recuadro refleja la fracciéon del gen (fraccion de ganancia
minima) afectada por la CNV detectada. La proporcion de trozos puede utilizarse para filtrar los
resultados. Por defecto, el filtro se establece en 0% y s6lo se aplica a ganancias de copias.

Las deleciones detectadas por este pipeline no estan sujetas a este filtro, y deben interpretarse
con precaucién. De hecho, la capacidad de esta herramienta para detectar variaciones de la
copia de un gen depende de la naturaleza y la calidad de la muestra, en particular de la fraccién
tumoral.

Advertencia: Si se detectan tanto una amplificacion como una delecién en el mismo gen, éste se
considerara amplificado por defecto y, por tanto, estara sujeto al filtro de fraccidén de ganancia
minima descrito anteriormente.

CNV Browser

. CNV Browser[] L ) 5 . ) .. L
Un icono esta disponible en la pestana de visualizacion CNV de los analisis

GermlineVar, GermlineFamily, SomaVar o SomaHemato para abrir un CNV Browser en una
nueva pestafa. El grafico CNV Browser muestra la frecuencia alélica B (BAF) de SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) presentes en el manifiesto de la muestra analizada y presentes en
un conjunto de datos de arrays SNP de lllumina y SNP de otros backbones como OneSeq de
Agilent, para facilitar la visualizacién de ciertos tipos de eventos como LoH (Loss of
Heterozygosity).

El BAF es la frecuencia del alelo no de referencia (alelo B) observada para un SNP heterocigoto
de linea germinal.

Por defecto, el grafico representa el BAF de las variantes (eje y) sobre todo el genoma (eje x),
desglosado por cromosomas (1-22, X e Y). Un filtro permite al usuario visualizar las variantes de
un cromosoma determinado en la esquina superior izquierda.

En el contexto de los analisis CNV, esta informacion BAF puede utilizarse para mostrar una

alteracion en el numero de copias alelo-especifico, pérdida de heterocigosidad o desequilibrio
alélico.
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Figura 24: Visualizacion de la pestafia CNV Browser en un analisis GermlineVar.
Exportacion de datos CNV

El icono * situado en la parte superior derecha permite exportar los datos del anadlisis CNV
en forma de archivo .tsv que contiene las siguientes columnas:

- gen (nombre_gen),

- Transcripcion RefSeq (refseq_id),

- estado del gen (status),

- cromosoma (chr),

- coordenadas gendmicas de la CNV: posiciones inicial y final,

- fraccién del gen afectado por la CNV (gene_fraction_cnv),

- relacién entre el nimero de copias (copy_ratio) y la normalidad (n=2),

- numero de desviaciones estandar que separan un resultado de la media (puntuacién z)

- numero de exones que se solapan con la CNV (exones), en el caso de un analisis

CNVCapture.

Para cada gen, el icono junto a "Per-region details" puede utilizarse para exportar
especificamente los datos del andlisis CNV para el gen seleccionado en forma de archivo .tsv
que contiene los siguientes campos:

- gen (nombre_gen),

- cromosoma (chr),

- coordenadas gendmicas: posiciones inicial y final,

- numero de exdn o intrén (exon_intron_number),

- estado,

- tipo (exén o intrén, tipo),

- mensajes de error asociados (warning_flags, fail_flags),

- valor critico de probabilidad ajustado (padj),

- valor critico de probabilidad (valor p),

- relacién entre el nimero de copias y el normal (ratio),

- medida de la dispersion relativa dentro de las muestras (variabilidad),

- desviacion estandar del resultado con respecto a la media (puntuacion z)
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13.1.5.2.  CNV en el andlisis SomaCGP y SomaLBx

Metodologia

SomaCGP y SomalBx utilizan PureCN* para detectar CNVs y LOHs (pérdida de
heterocigosidad). PureCN identifica variantes somaticas a partir de los datos de deteccién de
variantes para evaluar la ploidia y la pureza tumoral de la muestra. Esta informacion se utiliza
para determinar el nimero de copias de cada evento.

Visualizacion e interpretacion

La pestafa de visualizacion de CNV en el analisis SomaVar Tertiary funciona de forma idéntica
a la de SomaCGP y SomalLBx, como se describe a continuacion.

Las CNV se presentan en una tabla que se puede filtrar. Cada CNV muestra la siguiente
informacion:

- Gene: nombre del gen

- Location: cytoband

- Event coordinates / Event size : coordenadas y tamafio del evento

- Transcript

- Exons: Exones afectados

- Type: tipo de evento (LoH, Pérdida o Ganancia)

- Copy number: numero absoluto de copias

- Function : funcién del gen si procede, oncogén o gen supresor de tumores (GST)

El usuario puede buscar CNV que afecten a un gen determinado mediante un campo de
busqueda y elegir si desea 0 no mostrar genes presentes en regiones LOH marcando la casilla
"Mostrar genes en regiones LOH". La tabla de resultados puede exportarse utilizando el icono de
descarga situado en la esquina superior derecha.

. CNV Browser[F 5 .
El icono abre un Navegador CNV en una nueva pestafia. Esta pestafia muestra

un grafico con la frecuencia alélica B (BAF) de SNPs en la muestra analizada y SNPs LoH de
publicaciones seleccionadas y el backbone OneSeq Agilent. Un segundo grafico representa los
datos logRatio generados por PureCN. Encontrara mas detalles en la seccion CNV: Gene Panels
en CNV browser.

% https://github.com/lima1/PureCN
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13.1.5.3.  CNV en exomas y genomas

La pestafa de visualizaciéon de CNV para datos de exoma esta disponible en los analisis
GermlineVar, GermlineFamily, GermVar y GermVarFamily cuando se utilizan archivos FASTQ
como entrada primaria y se ejecuta un analisis CNVExome. Esta pestafia también muestra los
resultados de CNV para los datos del genoma en los analisis GermVar y GermVar Family
utilizando archivos FASTQ, asi como en los analisis GermVar Tertiary y GermVar Tertiary Family
utilizando archivos VCF o datos de microarrays CGH.

Metodologia para el exoma

Esta metodologia se aplica especificamente a la herramienta CNVExome. Al igual que los
pipelines de analisis CNV sobre datos de panel de genes, el proceso de identificacién de
variantes en este caso depende de un analisis de la profundidad de la cobertura. Sin embargo,
el analisis CNVExome utilizando la herramienta GATK GermlineCNVCaller es individual, ya que
cada muestra se compara con un modelo HHMM (Hierarchical Hidden Markov Model) calculado
por SeqOne.

Para tener en cuenta las variaciones técnicas que conlleva la preparacion de las muestras, este
modelo se basa en una cohorte amplia que oscila entre uno y varios centenares de muestras
secuenciadas por el laboratorio que las utiliza:

- El'mismo protocolo de preparacion de bibliotecas

- El'mismo kit de captura

- La misma plataforma de secuenciacion y longitud de read

Estos requisitos y el nimero variable de muestras necesarias para establecer el modelo pueden
explicarse por la necesidad de una cohorte que ofrezca un nivel homogéneo de cobertura. Hay
que tener en cuenta varios factores, como la profundidad de secuenciacion, el grado de
variabilidad dentro de la cohorte y la reproducibilidad de los protocolos de preparacion de
muestras.

Los metadatos de sexo (véase Metadatos de muestra) deben rellenarse antes de iniciar el
analisis CNVExome para permitir la verificacion de la ploidia de los cromosomas sexuales. Si no
se cumplimenta, aparecerd un mensaje de advertencia de "Ploidia" en la interfaz de
visualizacién de CNV.

Limitacion: La documentacion de GATK GermlineCNVCaller recomienda excluir las regiones
PAR (PseudoAutosomal Regions), es decir, las regiones PAR1 y PAR2, si su contribucion a la
cobertura total del cromosoma X es desproporcionada. De hecho, la ploidia es dificil de calcular
para los extremos del cromosoma X correspondientes a las regiones PAR para muchos
modelos calculados por SeqOne. Como resultado, la ploidia no se calcula correctamente para
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estas regiones, que se detectan de forma artificial en 1 copia, mientras que todo el cromosoma
X se detecta en 2 copias.

Invitamos a los usuarios a que se pongan en contacto con el equipo de atencion al usuario en
support@segone.com para obtener mas informacion sobre el procedimiento para configurar
CNVExome en su grupo.

Metodologia para el genoma

En las versiones hasta la v3.6, los analisis GermVar y GermVar Family sobre datos genémicos
integran la herramienta Sentieon CNVScope?’ para la deteccion de CNV. A partir de la version
v3.7, los worksets GermVar y GermVar Family utilizan la herramienta Cue®® para la identificacion
de CNV en datos gendmicos.

Los datos de duplicacién segmentaria se detectan utilizando Sentieon's SegDup Caller, que esta
disefiado especificamente para identificar eventos de nimero de copias en regiones gendémicas
altamente homologas en datos WGS unicamente utilizando GermVar. Este llamador se dirige a
un conjunto seleccionado de genes clinicamente relevantes que se sabe que son dificiles para
los enfoques estandar de deteccidon de variantes. Los eventos resultantes se integran
automaticamente en el pipeline de analisis y se visualizan en el visor de CNVs & SVs como CNV
(tanto ganancia como pérdida), lo que permite la identificaciéon de variantes en regiones
gendmicas que antes eran inaccesibles para el andlisis estandar.

Visualizacion e interpretacion

En la pestafia CNV hay disponible una interfaz de interpretacién para los andlisis CNVExome,
GermVar y GermVarFamily, GermVar Tertiary o GermVar Tertiary Family. La interfaz se divide en
dos secciones: una tabla de resultados de CNV a la izquierda y una pagina detallada de CNV
con multiples pestafas a la derecha.

Tabla de resultados de la CNV

Una tabla de resultados muestra las CNVs identificadas, junto con un menu de filtros basados
en su presencia en genes OMIM mérbidos [https://omim.org/], tamafio, frecuencia de aparicion
de CNV en la cohorte, o LogRatio en el caso del analisis MicroArray CGH.

%, 392 elements in total

CNVs @/

2 https://support.sentieon.com/appnotes/cnvscope/
8 https://github.com/PopicLab/cue
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El nimero de CNV filtrados (CNV seleccionados) y el nimero total de CNV detectados
(elementos en total) se muestran en la parte superior de la tabla de CNV.

El icono de un candado indica que el analisis utiliza un panel restringido, y
los detalles de las CNV aparecen en la informaciéon sobre herramientas
asociada.

R . Ploidy .
Se muestra un mensaje de advertencia cuando se detecta un valor de ploidia

anormal y/o cuando no se han rellenado los metadatos de género (véase Metadatos de
muestra) antes de iniciar el analisis.

Haciendo clic en el icono "Ploidia", el usuario puede ver la ploidia de cada cromosomay el sexo
del paciente. Los valores anormales aparecen resaltados en amarillo.

Samph el s Raper |
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Figura 25: Vision general de las CNV detectadas y menu de filtros de un analisis CGH
(izquierda) y un andlisis estandar (derecha).

En el caso de un andlisis CGH MicroArray combinado con un array SNP (CGH+SNP), los eventos
de pérdida de heterocigosidad (LOH) detectados se reportan en la tabla de resultados CNV.
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Estos eventos corresponden a una pérdida de heterocigosidad neutra (CN-LOH). En otras
palabras, la region conserva dos copias, pero éstas son idénticas, caracterizadas por la
presencia de SNPs homocigotos.

En el caso de un analisis CGH MicroArray, es posible seleccionar un analisis SNV no CGH
(GermlineVar, GermlineFamily, GermVar Tertiary y GermVar Tertiary Family) en el menu
desplegable 'Bind NGS' para mostrar las variantes que se solapan con la CNV detectada.

Filtro

OMIM morbid only. Este filtro esta activado por defecto para identificar facilmente las CNVs que
afectan a genes clinicos, anotados OMIM Morbid en base a su identificador NCBI (NCBI
gene_id) o, en su defecto, en base al nombre del gen y sus sinénimos (gene_symbol y
gene_synonyms). Basta con levantar este filtro para visualizar todas las CNV detectadas en la
muestra.

Size. El usuario puede filtrar las CNVs segun su tamafio esperado (en kb).

Sample frequency. El usuario puede filtrar las CNV en funcién de su tamafo y frecuencia
(Frecuencia de la muestra). Esta frecuencia corresponde a la aparicion de la CNV entre todas
las muestras analizadas hasta la fecha del andlisis y comparadas con el mismo modelo,
incluidas las muestras utilizadas para construir el modelo. La frecuencia de la Muestra se basa
en un solapamiento del 95% y considera el mismo tipo de CNV (ganancia/pérdida/delecion). Al
pasar el raton por encima de su valor mostrado como porcentaje, el usuario vera aparecer la
fraccion correspondiente. La frecuencia puede tardar varios minutos en actualizarse tras abrir el
analisis.

Gene Panel. Al igual que un panel in silico, este filtro permite al usuario seleccionar y aplicar una
lista de genes para filtrar las CNV detectadas en el andlisis mediante el menu desplegable
(véase la seccion Gestion de la configuracién del usuario - definiciones). Este filtro no estd
disponible si se ha aplicado un panel restringido al analisis desde la pestana Panel del panel
lateral de gestion del andlisis (véase la seccién Vista moda Panel).

Genes. Permite filtrar las CNV detectadas que contienen los genes seleccionados mediante
este filtro.

Log Ratio. Para los analisis basados en datos MicroArray CGH, el Log Ratio (entre la sefial sin
procesar y la sefial de control) presente en los archivos de entrada Agilent se muestra en una
columna adicional. El filtro asociado permite al usuario seleccionar valores minimos para
ganancias de copias (min para ganancia) y valores maximos para deleciones de copias (max
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para pérdida). Los eventos LoH (Pérdida de Heterocigosidad) se mantienen incluso después de
aplicar este filtro.

#Probes. Para los analisis basados en datos de CGH MicroArray, la columna #Probes indica el
nimero de sondas utilizadas en cada regién (exoénica, intergénica o intrénica). Estos valores se
toman del archivo de entrada IntervalBasedReport.xls, y el filtro asociado permite al usuario
seleccionar el numero minimo y maximo de sondas utilizadas. En un analisis combinado
CGH+SNP, el nimero de sondas indica el nimero de SNPs homocigotos en la region LOH.

Clasificacion CNV

La lista de CNVs también puede ordenarse por clase de patogenicidad ACMG (ACMG), posicion
gendmica (Location), tamafo (Size), frecuencia de muestra (Freq.), nimero de copias (Type),
puntuaciéon de calidad (QUAL) en GermVar Tertiary y por LogRatio en CGH MicroArray
(LogRatio).

ACMG. La clase de patogenicidad de cada variante se calcula de forma semiautomatica
siguiendo las recomendaciones del American College of Medical Genetics and Genomics. La
clase de patogenicidad es el modo de clasificacion por defecto en la tabla CNV.

Los eventos LoH (Pérdida de Heterocigosidad) en CGH MicroArray se asignan siempre a la
clase 3 (VUS).

Type (Copy number). Se muestra la variacién del nimero de copias (por ejemplo: +2, -1, +3) para
las VNC detectadas en cromosomas autosémicos (1 a 22), ya que el numero de copias esta
fijado en 2 por defecto.

Sin embargo, se muestra el nimero de copias absoluto (por ejemplo: 0, 1, 2) para las CNV
detectadas en gonosomas (cromosomas sexuales X e Y) y no el cambio de pliegue.

A diferencia del analisis de paneles de genes, los metadatos de la muestra relacionados con el
Sexo no son necesarios para incluir los cromosomas sexuales en la lamada de CNV del exoma.

Para los analisis combinados CGH+SNP, los eventos CN-LOH, que conservan dos copias, se

representan en la columna Tipo mediante la insignia .

QUAL. La puntuacion de calidad Phred es calculada en CNVExome por el caller de GATK.
Cuando una CNV se compone de varios intervalos genémicos, se asigna a la CNV la puntuacion
QUAL mas alta entre todos los intervalos. Para los analisis terciarios, la puntuacion QUAL
mostrada es la obtenida del archivo VCF de entrada (DRAGEN u ONT).

Navegador CNV
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El icono abre un Navegador CNV en una nueva pestafia mostrando la frecuencia alélica B (BAF)
de los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) presentes en la muestra analizada. El grafico se
describe en la seccién anterior (CNV: Gene Panels, en CNV browser).

Pagina detallada de la CNV

CNV summary. Esta pestafa inicial presenta una gran cantidad de informacién y anotaciones
sobre la CNV seleccionada, incluyendo:

Detalles de la clasificacion automatica ACMG

Las regiones clinicas y los genes incluidos en el intervalo afectado por la variante. La
anotacion de las regiones clinicas se basa en las bases de datos ClinGen y OMIM. Por
defecto, sélo se muestran los genes clinicos anotados en OMIM Morbid. Para mostrar
todos los genes clinicos, el usuario puede activar la funcién "Mostrar todos los genes" a
la derecha de la pagina.

Solapamientos entre la CNV detectada y la base de datos DGV.

Las pequefias variantes (SNVs e indels) detectadas en genes afectados por CNV. Por
defecto, el filtro SeqOne-diag esta activado. Para desactivar este filtro, haga clic en
SeqOne-diag y anule la seleccion de SeqOne-diag en los perfiles de filtro. Para mostrar
todas las variantes, los usuarios pueden activar la funcién "Mostrar todas las variantes"
a la derecha de la pagina.

Una seccion dedicada a la base de conocimiento de variantes (VKB) para identificar
variantes con mas de un 95% de identidad que ya han sido validadas en el grupo y sus
respectivas evaluaciones.
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Figura 26: Visualizacion general de la pestafia de resumen de CNV

- EI'IGV del navegador Genome donde se pueden visualizar las CNV (no disponible en los
andlisis GermVar Tertiary y GermVar Tertiary Family). Para comprobar la estabilidad de la
sefial, se pueden visualizar hasta otros cinco pacientes ademas del individuo analizado

desde el menu de configuracién n del grafico que representa el nimero de copias
(DCN).
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Figura 27: Visualizacion de las CNV desde un navegador integrado de IGV.

El cédigo de colores es el siguiente para el paciente seleccionado: azul (de 0 a 0,5 copias),
morado (de 0,5 a 1,5 copias), verde (de 1,5 a 2,5 copias), naranja (de 2,5 a 3,5 copias) y rojo
(>3,5 copias). Las demds muestras aparecen en gris.

CNV Occurrences. Esta pestana se utiliza para identificar otras muestras que contengan la CNV,
independientemente de cualquier evaluacion. Para cada ocurrencia, se introducira la siguiente
informacion:

Los

el nombre de la muestra (Sample),

el nombre del andlisis y un enlace al mismo (Analisis),
el nombre del proyecto (Project),

la localizacion genémica de la CNV (localizacion),

el tamafo de la NVC (Tamafiio),

el tipo de CNV,

el solapamiento de fracciones.

resultados se ordenan en orden descendente segun el porcentaje de solapamiento. Es

posible filtrar las CNV mostradas segun la fraccion minima de solapamiento rellenando el
campo 'min fraction overlap (%)' en la parte superior de la lista. Por defecto, este filtro esta
fijado en el 80%.
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Figura 28: Visién general de la pestafia de ocurrencias de CNV en el analisis del CNVExoma.

Evaluations. El usuario puede definir la clasificacion de patogenicidad de cada NVC,
acompafada de interpretaciones en forma de comentarios. Cada nueva evaluacién también
ayuda a poblar la base de conocimientos personal del laboratorio.

UCSC. Un enlace externo al Navegador del Genoma de la UCSC permite a los usuarios ver la
region gendémica de la CNV. Esta pagina se abre en una pestafia adicional del navegador e
incluye la configuracidon personal del usuario para ese navegador, ofreciendo asi una vista
personalizada.

CNV-Hub. Un enlace externo al clasificador CNV-Hub permite visualizar la clasificacion de CNV
teniendo en cuenta multiples herramientas de clasificacion. El enlace abre una pestafia
adicional del navegador e integra la configuracién personal del navegador del usuario,
ofreciendo una visualizacion personalizada.

DECIPHER Genome Browser. Un enlace externo al Navegador del Genoma DECIPHER permite
visualizar las CNVs en el genoma. El enlace abre una pestafia adicional del navegador, e integra
la configuracion personal del navegador del usuario, ofreciendo una visualizacién
personalizada.

IGV local. Este enlace redirige la aplicacion IGV Desktop® a las coordenadas del VNC que se
estd interpretando en ese momento. Para ver el CNV, es necesario haber cargado previamente
el BAM de la muestra en la aplicacién IGV Desktop. Esta opcién so6lo es compatible con las
versiones = 17 de IGV Desktop.

Ademas de los archivos de alineacién, se pueden descargar varios archivos desde la pestana
Archivos del analisis CNVExome:

- Los resultados del andlisis CNV como archivo tabular (cnv.tsv)

- La ploidia de cada cromosoma (contig_ploidy.tsv)

- El ndmero previsto de copias para cada exén en el manifiesto (denoise.tsv)

2 https://igv.org/doc/desktop/
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Exportacion de datos CNV

4+
Elicono = situado en la parte superior derecha le permite exportar un archivo TSV que
contiene los siguientes datos para el CNV en cuestién:

su calificacién VKB y su comentario,
Clasificacién ISCN,

Clasificacion ACMG,

cromosoma, posiciones inicial y final y citobanda,
Tamanio y tipo de la CNV,

nuamero de copias

namero de copias

frecuencia de muestreo

puntuacion de calidad (escala Phred)
Log2Ratio

nimero de sondas implicadas (Sondas)
numero de genes afectados por la CNV.

La informacién sobre el gen o genes asociados se describe en las siguientes columnas:

Nombre del gen (Gene_Symbol),

Fenotipo OMIM (OMIM_Fenotipos),

probabilidad de intolerancia génica a LoF (Pli_Score)

Puntuaciones ClinGen de haploinsuficiencia y triplosensibilidad (HI_Score, TS_Score)
el nimero de exones solapados por la CNV (Nb_overlap_exon),

el niumero total de exones del gen (Nb_total_exon).

Si algunos campos descriptivos sélo se refieren a determinadas CNV (en el caso de MicroArray
CGH, por ejemplo), estos campos tienen el valor "NA".
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13.1.6.  Visor de variantes grandes para CNVs y SVs (LVV)

El visor de variantes grandes (Large Variant Viewer, LVV) permite al usuario visualizar y analizar
CNVs y variantes estructurales (SVs) en una sola pestafia. La interfaz consta de una tabla
central de variantes, un panel de filtros a la izquierda y un panel lateral que se abre a la derecha
cuando se selecciona una variante, similar a la pestafa de variantes (seccién Variantes
pequenas).

En los analisis compatibles, el visor se encuentra en una pestafia etiquetada como "CNVs &
SVs" (CNVs y SVs) o "SVs", dependiendo del tipo de datos:
- La pestafia CNVs & SVs muestra CNVs (Pérdida/Ganancia), SVs (Delecién/Duplicacién)
y eventos LOH/UPD.
- Pestafia "CNV" heredada: Los CNVs también se muestran en el visor heredado para
mantener la compatibilidad con los flujos de trabajo existentes.
- Solo se puede acceder a los SVs en la pestana "CNVs & SVs" 0 "SVs".

La disponibilidad de los datos en el visor de variantes grandes depende del tipo de analisis:

- WGS: Totalmente compatible (CNVs, SVs, UPDs).

- WES: Totalmente compatible (CNVs, SVs, UPDs). Los CNVs solo aparecen si el médulo
de llamada de CNV se ejecuta como parte del analisis.

- Paneles: Parcialmente compatible (solo SVs).

- Andlisis terciario (VCF/aCGH):

- aCGH: Se muestran todos los eventos de nimero de copias.

- VCF: Se muestran los CNVs y SVs (alelos ALT simbdlicos). Los SVs con secuencias ALT
especificas se muestran en el visor de variantes pequefias.

Tabla de resultados de CNVs & SVs

Similar a la tabla de variantes pequefias, la tabla principal muestra una fila por evento, con las
siguientes columnas que proporcionan métricas especificas de la variante:

DiagAl. Puntuacion de priorizacién de 1 a 100, adaptada para variantes grandes, que clasifica
las variantes segun la probabilidad de que causen enfermedades y sean diagndsticamente
relevantes en el contexto del caso (especialmente cuando se proporcionan términos HPO). La
puntuacién DiagAl combina multiples componentes, que incluyen: prediccién de patogenicidad
a través de la puntuacién UP?, coincidencia de fenotipos a través de PhenoGenius (impulsado
por HPO) y reglas de expertos/herencia y calidad.

ACMG. El indicador de clasificacion ACMG basado en variantes grandes se muestra como una
puntuacion de clasificacién de 1 a 5 en la tabla LVV. En el cajon de detalles, una pestafia ACMG
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muestra los criterios subyacentes y un resumen de clasificacion en vivo de Patogénico a
Benigno (principalmente para CNV Ganancia/Pérdida).

Clasificacion (icono de bandera) que permite al usuario clasificar la variante en la VKB. Tipo de
CNV/SV.

Tipo de CNV/SV (ganancia o pérdida), tamafio, ubicacién y citobanda, Regiones (exdnica,
intrénica, UTR) y genes que se superponen con el CNV (nombres de genes HGNC), presencia en
OMIM, fraccion de genes codificantes y detalles sobre exones superpuestos. Las variantes se
anotan con genes superpuestos y genes ubicados a menos de 5 kb de los puntos de ruptura
(margen de 5 kb).

Genes asociados a una variante se ordenan por relevancia clinica (p. ej., estado mérbido en
OMIM, porcentaje de superposicién, puntuaciones de restriccion). Los tres genes mads
relevantes se muestran en la tabla principal. La lista completa esta disponible en la pestafna
"Genes & Regions" (Genes y Regiones) del panel lateral ("Details Drawer" (Cajon de detalles)).

RMSK %. Porcentaje del evento que se superpone con las anotaciones de RepeatMasker (p. €j.,
regiones repetitivas).

ClinVar & Decipher (Bases de datos clinicas). Ambas columnas muestran el nimero de
coincidencias de la base de datos clinica correspondiente. La mejor coincidencia se define
como un evento donde la superposicion de la base de datos es > 50%. Las clasificaciones de
ClinVar y Decipher se mapean a Benigna (B), VUS o Patogénica (P).

DGV Gold & GnomAD (Bases de datos de poblacion). La tabla muestra la frecuencia de poblacién
maxima encontrada para la variante. Los eventos se consideran coincidentes si la
superposicion de la variante es > 80% y el tipo de evento es equivalente. La pestana Frecuencias
en el panel lateral enumera todos los eventos superpuestos con una superposicion > 1%.

Phenotypes (Fenotipos). Al hacer clic en los nimeros que se muestran en las columnas
correspondientes a los resultados del algoritmo Phenogenius, el usuario puede acceder a:

- el porcentaje de coincidencia, que es la puntuacién de coincidencia mas alta entre un
solo gen afectado y los términos HPO del paciente.

- la fraccién de coincidencia, que es el nimero de términos HPO del paciente que
coinciden con al menos un gen afectado.

- Para el andlisis familiar, la coincidencia se realiza utilizando los términos HPO del
probando.

SampleFreq (Frecuencia de muestra interna). La frecuencia de la variante dentro del proyecto y
entidad actuales se muestra en las columnas correspondientes.

- Las coincidencias se basan en > 80% de superposicién de variante y un tipo de evento
idéntico.
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- Frecuencia de actualizacioén: los datos se basan en una instantanea de los analisis
realizados antes del inicio del andlisis actual. Un botén manual de "Refresh" (Actualizar)
esta disponible en el Details Drawer para actualizar estos datos.

Columnas de puntuacion. El usuario puede mostrar multiples puntuaciones:

- UPZ puntuacion de prediccion de patogenicidad que es un componente de DiagAl.
- pLl, LOEUF: intolerancia a la pérdida de funcion.

- pTriplo, pHAPLO: Triplosensibilidad y Haploinsuficiencia.

- HIClinGen, TS ClinGen.

Columnas de muestra. Estas columnas muestran métricas de eventos especificas de la fuente
de datos:

- Para los andlisis familiares (excluyendo aCGH), las métricas de muestra se muestran
para todos los miembros de la familia.

- Genotype: para los CNVs donde el llamador de variantes no proporciona un genotipo, el
sistema infiere el genotipo basandose en el numero de copias absoluto relativo a la
ploidia:

- Homocigoto (hmz) con un punto completamente oscuro
- Heterocigoto (htz) con un punto medio oscuro

- VAF / #Reads: frecuencia alélica de la variante y lecturas de apoyo (disponible para
SVs).

- #Copy: nimero absoluto de copias (disponible para CNVs).

- LogRatio / Probes: disponible para datos aCGH.

- QUAL: puntuacion de calidad del llamador de variantes o archivo de entrada.

Clasificacion, Filtrado, Visualizacion e Interpretacion

Filtrado. El panel de filtros permite al usuario filtrar variantes basandose en los datos de las
columnas, similar al sistema de filtrado de la pestafia Variantes pequefias (ver la seccién
correspondiente).

- Panel de genes: filtra los eventos que se superponen con genes en una lista de genes
especifica.

- Calidad: filtra basandose en la columna QUAL. Por defecto, los eventos sin puntuacién
de calidad (N/A) estdn ocultos a menos que se seleccione "Keep unknown" (Mantener
desconocidos).

- Ajustes preestablecidos: las configuraciones de filtro se pueden guardar como ajustes
preestablecidos para uso futuro.

- Para los analisis familiares, el filtro de Calidad utiliza la l6gica "OR" (0). La variante se
muestra si al menos un miembro de la familia cumple con el umbral de calidad.
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Clasificacion. Por defecto, la tabla estd ordenada por DiagAl Score (descendente). El usuario
puede ordenar por UP2, Size, Location o Sample Freq. Entity, en orden ascendente o
descendente.

Al igual que en la pestafia CNV heredada, el usuario puede abrir las ventanas de ploidia y el
navegador CNV en la parte superior de la tabla (ver seccién CNV: Visualizaciéon e
interpretacion). También hay un icono de gestion de columnas disponible en el extremo derecho
del encabezado.

Panel lateral CNV/SV (Details Drawer)

Al igual que en la pdgina de variantes (seccién Variantes pequeias), al seleccionar una variante
en el Large Variant Viewer se abre una pagina detallada en el lado derecho de la pantalla. Esta
pagina contiene multiples pestafas:

Variantes. Esta pestafia de resumen incluye la nomenclatura de la variante, la puntuacion
DiagAl, la lista de heterocigotos compuestos sospechosos (Suspected Het Compound),
informacion sobre el gen y la regidn, y enlaces a bases de datos.

ACMG. Clasificacion detallada.

Genes y Regiones. La lista completa de genes y regiones asociados a la variante, con
informacion clinica detallada como el estado mérbido OMIM, porcentaje de superposicion,
puntuaciones de restriccion y coincidencia de fenotipos.

Clasificacion. Clasifique la variante actual en su VKB en la parte superior del panel lateral y
guardela. La clasificacion actual y las ocurrencias de esta variante en otros andlisis se pueden
encontrar en esta pagina.

Frecuencias. El usuario puede acceder a los detalles sobre las frecuencias de las variantes en
las bases de datos DGV Gold y GnhomAD, asi como para la entidad y el proyecto actual.

Bases de datos clinicas. ClinVar & Decipher.

Viewer. El usuario puede elegir ver la variante en el SeqOne viewer o en IGV. En la subpestana
IGV, el usuario puede ver el "Start" (Inicio) o el "End" (Fin) del evento, o "Start to End" (De inicio a
fin). En la subpestafia SeqOne, el usuario puede acceder al Genome Browser y visualizar el
evento en una de las multiples capas disponibles: CNV, SV, UPD, Gene, CN (copy number), BAF,
DGV.
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13.1.7. Firmas en el andlisis SomaCGP

Metodologia para calcular la puntuacion del MSI

El analisis MSI es un andlisis individual realizado frente a una referencia normalizada. Esta
referencia consiste en un conjunto de muestras negativas previamente seleccionadas y
agrupadas. La muestra tumoral se compara con esta referencia utilizando la herramienta
MSisensor. A continuacion se calcula una puntuacion, representada por el porcentaje de
regiones de microsatélites inestables cubiertas por el panel.

El panel de normales actualmente soportado por SomaCGP corresponde al panel Agilent
SureSelect Cancer CGP. El uso de otro kit o de un disefio personalizado derivado del CGP
requerira la creacion de un panel dedicado de normales.

Metodologia para calcular la puntuacion TMB
El TMB se calcula en tres pasos:

1. Cdlculo del tamario de las regiones codificantes incluidas en el panel
2. Identificacién de variantes somaticas
3. Calculo del nimero de mutaciones somdticas por megabase (mut/Mb)

La identificacion de variantes somaticas se basa en un conjunto de filtros que se describen a
continuacion:

e Tipo de variante y filtros de efectos
o Soélo SNV (se excluyen los MNV)
o Efectos retenidos: ganancia de codén de parada, cambio de marco de read,
variante de splicing (aceptor y donante), ablacién de transcripcion,
delecion/insercion en fase, variante missense, variante sinénima.

Las variantes sindnimas se excluyen del calculo de la puntuacion TMB no sinénima.

e Variantes de los filtros de calidad
Variantes detectadas por Mutect2 que pasan los filtros FilterMutectCalls
o Profundidad de cobertura (DP) = 50X
o Indice de calidad > 30
o Ratio de apoyo alélico (ASR) > 0,1
e Filtros de variantes somaticas
o Frecuencia alélica variante (FAV) entre el 5% y el 40%.
o Frecuencia de la poblacién general (GhomAD) < 0,0001

o
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Riesgos del uso de muestras de control sintético de TMB:
- Distribucidon de mutaciones no naturales:

- Las mutaciones creadas pueden no reflejar el contexto gendmico de los tumores
reales (por ejemplo, agrupacién de mutaciones, sesgo de hebra, contexto de
secuencia).

- Falta de heterogeneidad tumoral:

- Las muestras sintéticas no reproducen la diversidad clonal ni la pureza tumoral,
lo que afecta a la distribucién de la frecuencia alélica variante (VAF).

- Sin ruido de fondo ni artefactos FFPE: Las muestras reales presentan artefactos
de secuenciacion, dafios FFPE y variaciones en el nimero de copias, lo que no
ocurre con los materiales sintéticos.

- Diferente tamafio de fragmento y comportamiento quimico:

- Las construcciones sintéticas suelen comportarse de forma diferente durante la

preparacion de bibliotecas, la captura de hibridos y la secuenciacion.

Visualizacion e interpretacion
La pestana Firmas muestra los resultados de los analisis MSly TMB en 2 secciones:

Microsatellite Instability. Esta vista muestra informacién como :
- el nimero de regiones de microsatélites con una cobertura superior o igual a 50X (Sitios
por encima de 50X de cobertura),
- el ndmero de sitios somaticos,
- Puntuacion MSI en porcentaje e intervalo de confianza (IC) del 95%,
- Estado del ICM

Tumor Mutational Burden. Esta vista muestra la siguiente informacion:

- el tamafio de la regién codificante expresado en Mb (tamafio de la regién codificante),

- el nimero de variantes somaticas y no sinénimas que pasan los filtros (Variantes
somaticas que pasan los filtros y Variantes somaticas no sinénimas que pasan los
filtros),

- la puntuacion TMB de todas las variantes somaticas que pasan los filtros en mut/Mb
(Puntuacién TMB),

- la puntuacion TMB de las variantes no sinénimas que pasan los filtros mut/Mb.

¥
Cada resultado puede descargarse haciendo clic en el icono —  situado en la parte superior
derecha de cada seccion como archivo tsv.
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v Microsatellite Instability 66.67%

Sites above 50X coverage 3 66.67 %
MSI Score 9‘2:1;1313}'
Somatics sites 2 *
MSI Status
v Tumor Mutational Burden 0 mut/Mb
Coding region size 1.7 Mb
TMB Score 0 mut/Mb
Somatic variants passing filters 0
Non-synonymous TMB score 0 mut/Mb
Somatic non-synonymous variants passing filters 0

Figura 29: Visualizacién de la pestafia Firmas de un analisis SomaCGP.
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13.1.8. Repeticiones cortas en tandem (STR)

La visualizacion de las repeticiones cortas en tdndem (STR) estd disponible para los workset de
analisis GermVar Tertiary y GermVar Tertiary Family dedicados al analisis de datos de
secuenciacion del genoma completo (WGS), cuando se generan a partir de la secuenciacién de
Oxford Nanopore Technologies.

La deteccion de repeticiones en tdndem cortas (STR) también estd disponible en los conjuntos
de trabajo de analisis GermVar y GermVar Family para WGS a partir de datos FASTQ generados
con lllumina, Element Biosciences, MGl y Oxford Nanopore Technologies.

Metodologia

Repeticiones en tandem cortas a partir de FASTQ

Los datos de repeticion en tandem corta (STR) se detectan utilizando ExpansionHunter, que
procesa el archivo BAM junto con un genoma de referencia y un catalogo de variantes que
define los locus objetivo. El VCF resultante es luego anotado por Stranger, que clasifica cada
locus como Normal, Premutacion o Patogénico en funcién del recuento de repeticiones
observado y los umbrales de enfermedad conocidos.

Ambas herramientas estan integradas directamente en los pipelines GermVar y GermVar
Family.

ExpansionHunter: https://github.com/Illumina/ExpansionHunter
Stranger: https://github.com/moonso/stranger

Repeticiones en tandem cortas a partir de VCF

Los datos de las repeticiones en tdndem se extraen del archivo VCF (sample.wf_str.vcf.gz)
generado a partir del flujo de trabajo wf-human-variation v2.3.0 de la aplicacién EPI2ME (Oxford
Nanopore Technologies) y suministrado por el usuario. Como estos datos han sido anotados
para cada locus portador de STR, a partir de un catalogo de variaciones mantenido por EPI2ME,
nuestro pipeline no modifica las anotaciones. El estado de premutacién o patogenicidad de
cada alelo se determina en funcion del numero de repeticiones secuenciadas y de los umbrales
de premutacién y patogenicidad conocidos.

Visualizacion e interpretacion

La pestafia STRs le permite ver las repeticiones cortas en tandem en forma de tabla mostrando
los siguientes detalles para cada locus genotipado:

Informacidn sobre locus y anotaciones
- Gene: nombre del gen (HGNC) y enlace correspondiente.
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- Site: las coordenadas gendmicas de la repeticion.

- Repeat Unit: motivo de nucleétidos repetidos.

- Disease: la enfermedad asociada segun la base de datos OMIM y el enlace
correspondiente.

- Transmission: el modo de transmision conocido.

- Premutation range: el rango de premutacién correspondiente al ndmero minimo y
maximo de repeticiones que determinan el estado de premutacion.

- Pathogenic range: umbral inferior de repeticiones que determina el estatus patogénico.

Detalles especificos de cada muestra

e GT: el genotipo homocigético, bialélico o heterocigético del locus.

e Allele repeats: nimero de repeticiones por alelo. Los loci homocigoéticos llevan un dnico
valor. Para los loci bialélicos y heterocigotos, se indica el nimero de repeticiones para
ambos alelos. El estado de cada alelo viene determinado por el nimero de repeticiones:
tipo salvaje en verde, premutado en naranja y patégeno en rojo.

e Supp. reads: numero de reads de apoyo para cada alelo. Los loci homocigoéticos llevan
un unico valor, mientras que los valores para 2 alelos se muestran para los loci bialélicos
y heterocigoticos.

@ sample_WGS ~ @aQc # Variants % CNVs < STRs Reporting | &5 Files Selection @) R Analysis
STRs @ @ &
Gene Site Repeat unit Disease Transmission LT [z GT Ko Supp-
range range repeats reads
PABPN1 chr14:23321472-23321490 GCG Oculopharyngeal Muscular Dystrophy AD 10-11 =11 © 16 - 6 0-0
ATXN3 «¢hr14:92071009-92071042 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
susceptibility to
NOP56 chr20:2652733-2652757 GCCTGE Spinecerebellar Ataxia types 36 AD 14-650 > 650 © g -5 0-0
NOP56 chr20:2652757-2652775 GCCTGE Spinecerebellar Ataxia types 36 AD 14-650 > 650 © 7 - 4 0-0
ATN1 chr12:6936716-6936773 CAG Dentatorubropallidoluysian Atrophy AD 35-48 >48 © 25 - 19 0-0

Figura 30: Visualizacion de la pestafia STRs de un analisis GermVar Tertiary.

La tabla puede descargarse como archivo repeats.tsv a través del icono ¥ situadoenla parte
superior derecha de la tabla. Este archivo también esta disponible en la pestafia Archivos del
analisis.
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13.1.9. Genes de fusion

13.1.9.1.  Fusiones detectadas a partir del ADN

Metodologia

El médulo GRIDSS (Genome Rearrangement IDentification Software Suite), especializado en la
deteccion de reordenamientos gendmicos, e implementado en el workset SomaVar y SomaVar
LF, se utiliza para detectar fusiones génicas a partir de secuenciacion de ADN, enriquecidas por
captura dirigida a un panel de genes

Visualizacion e interpretacion

La pestafia Fusiones de un andlisis somatico (SomaVar, SomaVar LF, SomaCGP, SomaVar
Tertiary) muestra la lista de fusiones que superan los distintos filtros GRIDSS en forma de tabla
que detalla informacién sobre la fusién y cada socio implicado:

Informacion sobre la fusion

fusién con los simbolos genéticos de cada socio,

el tipo de evento (translocacion, duplicacién, inversion o delecién),
la aparicién de la fusién en la base de datos COSMIC,

la frecuencia alélica (FAV),

el nimero de reads que apoyan la fusién,

cobertura total,

filtros asignados por GRIDSS.

Informacion relacionada con los socios

las coordenadas gendmicas del punto de fusion (breakend),

el transcrito RefSeq implicado,

el sitio correspondiente al punto de fusion (breakpoint): 5UTR, 3'UTR, Intrén, Exén (punto
de ruptura no codificante), CDS (punto de ruptura codificante) o sitio de splicing,

la numeracion del exén o intron implicado en la fusion, en relacion con el numero total
de exones o intrones.

Un menu de filtros le permite

buscar una fusion especifica o un gen implicado en una fusién mediante una barra de
busqueda,

mostrar las fusiones que no han pasado los filtros GRIDSS (LOW_QUAL) marcando la
casilla 'Mostrar fusiones filtradas'. Esta casilla no esta marcada por defecto.
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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

Figura 31: Visualizacion de la pestafia Fusiones para un analisis SomaVar o SomaVar LF.

Los datos de la tabla pueden ordenarse segun las coordenadas gendmicas (breakend), la
presencia de la fusion en COSMIC (Databases), la frecuencia alélica (VAF) y el nimero de reads
que apoyan la fusién (Supporting reads).

El enlace asociado a las coordenadas gendmicas de cada punto de rotura abre una vista
dividida del punto de fusién en IGV. Los tooltips detallan el nimero de split reads y pares no
coincidentes en la columna Supporting reads, y la cobertura en cada punto de rotura (Cov. 1y
Cov. 2) en la columna Coverage.

La columna Filtro muestra 3 filtros de calidad utilizados por GRIDSS y da una indicacién de la
confianza en la llamada de fusion:

- PASS: la fusion ha superado los filtros de calidad. La puntuacién de calidad es mayor o
igual a 500 y se considera una llamada de confianza media o alta (si > 1000).

- LOW_QUAL: la fusion tiene una puntuacion de calidad inferior a 500 para al menos una
de las dos rupturas implicadas en la fusion, y se considera una llamada de baja
conflanza.

- ASSEMBLY_ONLY: la fusién se llama sobre la base de un ensamblaje y no sobre la base
de la read que lo soporta. El ensamblaje se refiere a la reconstruccién de secuencias
alrededor de posibles puntos de fusion, que luego se vuelven a alinear para identificar la
fusion.

Si hay varios filtros disponibles para la misma fusién, el signo "+" muestra todos los filtros en la

columna Filtro.

Ademas de los resultados presentados en la interfaz, se puede descargar un archivo fusions.tsv
. " : . r

que detalla las fusiones detectadas desde la pestafia Archivos o desde el icono situado en

la parte superior derecha de la pagina. Contiene la siguiente informacién
- nombre de la fusién con simbolos de genes para cada socio (fusién)
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- coordenadas genémicas de cada punto de fusién (breakend_1 y breakend_2)

- transcripcién candnica para cada socio (transcript_canonical_1y 2)

- sitio correspondiente al punto de fusién para cada socio (sitio_1 y sitio_2)

- numeracion de los exones o intrones segun el transcrito RefSeq asociado (exon_1y 2)
- 60 pb de secuencias flanqueantes que rodean el punto de fusién (flanking_region_1y 2)
- filtros de calidad asignados por GRIDSS (filtro)

- tipo de evento (type)

- numero de split reads (split_reads)

- numero de pares de reads discordantes (discordant_pairs)

- cobertura para cada socio (cobertura_1y cobertura_2)

- fraccién de reads que apoyan la fusion (read_fraction)

- numero de reads que apoyan la fusién (supporting_reads)

- cobertura total (cobertura)

- Identificador de fusion COSMIC (cosmic_id)

Este archivo contiene :
- Fusiones mostradas en la interfaz, habiendo pasado los filtros de calidad (filtro = PASS),
- Fusiones detectadas pero con una puntuacion de calidad inferior a 500 para al menos
una de las dos rupturas implicadas en la fusién (filtro = LOW_QUAL).

La puntuacién de calidad de cada breakend se encuentra en el archivo gridss.raw.vcf.gz
(columna QUAL), descargable desde la pestafia Archivos

13.1.9.2. Fusiones detectadas a partir de ARN

Herramienta SomaRNA para el andlisis de datos RNA-seq procedentes de enfoques dirigidos
como la captura y el amplicén, lo que significa que los usuarios pueden identificar y visualizar
eventos de fusion de genes a nivel de transcripcion.

Metodologia

Se utiliza una combinacion de dos herramientas para detectar y visualizar fusiones por
SomaRNA:

e STAR: un alineador de datos de ARN-seq disefado para alinear secuencias no contiguas
directamente con el genoma de referencia.
e Arriba: detecta fusiones de genes a partir de alineaciones quiméricas

A partir de las alineaciones quiméricas de STAR, Arriba aplica un conjunto de filtros para
eliminar los artefactos conocidos y las transcripciones observadas en contextos no
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patolégicos. Asigna una puntuacién de confianza a cada posible evento de fusion que depende
de varios criterios:

- El numero de secuencias que apoyan la fusién

- El equilibrio entre split reads y discordant mates

- Ladistancia entre los puntos de ruptura, su proximidad (intragénica o no)
- Eltipo de acontecimiento

Las fusiones detectadas con una confianza media o alta por Arriba se muestran en SeqOne. Las
que tienen una confianza baja aparecen en los archivos "arriba_discarded" (véase mds abajo).
La confianza de Arriba refleja la probabilidad de una transcripcion aberrante no observada en
tejido sano, la posibilidad de un reordenamiento genémico subyacente y la exclusién de
artefactos.

Mas detalles sobre el nivel de confianza en la documentacion de Arriba
https://qithub.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/08-Interpretation-of-results.md

Para saber por qué una fusién es de "Baja confianza", consulte la columna "filtros" (AA) del
archivo "descartados". Indica el filtro que descarté el evento. Detalles de cada filtro :
https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/11-Internal-algorithm.md

Visualizacion e interpretacion

Desde la pestafa Fusiones de un analisis SomaRNA, el usuario obtiene una lista de
predicciones de fusién, en forma de diferentes pestanas.

En la parte superior de la pagina figuran los detalles de la fusién y de cada uno de los socios
participantes:

Informacion general sobre la fusion

- el numero de spanning junction reads, igual a la suma de las respectivas splits reads de
cada uno de los genes 5'y 3'implicados en la fusion,

- el numero de discordant mates,

- la puntuacién de confianza asignada por Arriba (Alta, Media o Baja),

- el tipo de evento que da lugar a la fusion (translocacion, duplicacién, inversién o
delecion),

- el impacto de la fusion en el marco de read,

- ensu caso, la apariciéon de la fusion en la base de datos COSMIC.

Informacion sobre cada socio de fusion

- el simbolo de cada gen,
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- latranscripcion Refseq o, en su defecto, ENSEMBL para cada gen,
- lanumeracién de los exones implicados en la fusion,

- las coordenadas genémicas de cada punto de ruptura,

- la cobertura total en el punto de fusién (Cobertura),

- lafraccion de read que apoya la fusién.

Las split reads son reads alineadas predominantemente en el gen 1 o0 en el gen 2 y que solapan
la fusion. En el caso de pares de reads discordantes, una de las reads se encuentraen el gen 1y
la otra en el gen 2, sin solapar necesariamente la fusion.

La read fraction es la suma de las split reads y los pares de reads discordantes asociados a un
gen, dividida por la cobertura total. El valor de la read fraction puede ser superior al 100%
cuando las split reads asociadas a un gen también forman parte de pares de reads
discordantes. Estas reads se cuentan dos veces en lugar de una.

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% 6.08%

Figura 32: Visualizacion de la informacion de fusién de un analisis de SomaRNA.

La parte inferior de la pagina muestra representaciones graficas de la fusién, tanto a nivel de
genes y exones como de proteinas. Esta ultima seccidn se divide en dos pestafas:

- La primera pestafia presenta la estructura de la fusion y los socios implicados, donde la
cobertura de los exones cubiertos por el manifiesto de andlisis se representa en forma
de diagrama sobre fondo amarillo:
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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

Figura 33: Visualizacion de un evento de fusién entre dos genes

- Los dominios proteinicos retenidos tras el evento de fusion se resaltan en una segunda
vista:

RETAINED PROTEIN DOMAINS
in-frame fusion

HELP maofif
WD domain, G-bela repeat

EML4 ALK

Protein tyrosing kinase

Figura 34: Visualizacion del polipéptido resultante de una fusion entre dos genes.
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Ademas de los resultados presentados en la interfaz, se pueden descargar varios archivos:
- Las fusiones retenidas por Arriba en formato TSV (archivo arriba.tsv),
- Las fusiones eliminadas por los filtros Arriba en formato TSV (archivo
arriba_discarded_standard.tsv),
- las fusiones eliminadas por los filtros Arriba y listadas en COSMIC en formato TSV
(archivo arriba_discarded_cosmic.tsv),
- las diferentes figuras que aparecen en la interfaz en formato SVG

13.1.10.  Clonality

El "IGHV mutational status report" en la pestafia “Clonality” del andlisis de SomaHemato
muestra los resultados del estado de mutacién.

La seccidn 'Resultados IGHV' muestra:
- el estado de mutacion IGHV y el porcentaje de homologia:
- Mutated: si la homologia es <98% de identidad germinal
- Unmutated: si la homologia es 298% de identidad con la linea germinal
- Borderline: para clones con entre 97 y 98% de identidad.
- Polyclonal: ningun clon importante por encima del 20%.
- Non-Conclusive: si falla uno de los controles de calidad esenciales
- El subconjunto determinado (con impacto clinico) y la confianza: *2 (High risk),
*8, 0 None
- Una notificacion de advertencia si aparecen advertencias en el informe.

La seccion “Clonality” enumera los clones identificados con su frecuencia y su estado de
productividad (Productive, Un-productive). Cada clon tiene una seccién dedicada en la que se
indica su estado de mutacion, frecuencia, enlace a la pagina IMGT_quest y detalles adicionales
(homologia, integridad,), asi como los controles de calidad.

13.1.11.  Variantes de splicing

Metodologia

El workset SomaRNA utiliza la suite de herramientas Regtools para detectar saltos de exén e
identificar variantes de splicing alternativas a partir de la secuenciacion de ARN, enriquecida
por captura dirigida a un panel de genes. RegTools extrae las uniones exdén-exén del archivo
BAM generado por el alineador de datos STAR RNA-seq, y las anota segun una estructura de
transcripcion conocida basada en un archivo GTF y anotaciones Ensembl.
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Visualizacion e interpretacion

La pestafia de variantes de splicing de un analisis SomaRNA se centra en la visualizacién de las
variantes de splicing de los siguientes genes clinicamente relevantes y su principal variante
accionable:

-  MET (MET Proto-Oncogene, Receptor Tirosina Quinasa) y la variante accionable
META14

- EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico) y la variante de splicing
accionable EGFRuvIII

- AR (Receptor de Androégenos) y la variante de splicing accionable AR-V7

La lista completa de variantes de splicing detectadas en el andlisis SomaRNA, ademas de las
enumeradas anteriormente, puede descargarse directamente como archivo TSV a través del
icono Descargar de la interfaz o desde la pestafia Archivos del analisis.

Para cada gen mencionado anteriormente, se muestra el estado de deteccién (Detectado o No
detectado) de la principal variante procesable, junto con el nimero de otros eventos
alternativos detectados para ese gen.

Los usuarios pueden ver los detalles de las principales variantes de splicing detectadas
abriendo un inserto especifico, dividido en tres partes:

- Alaizquierda, se muestra informacion sobre la principal variante de splicing procesable:
coordenadas gendmicas, nombre del gen, transcripcién RefSeq, tipo de variante
detectada detallando los exones que faltan, fase de read, fraccidon de reads y nimero de
reads que apoyan la variante. Por ultimo, se especifica el promedio de reads canodnicas
de apoyo. Esto corresponde a la media de las reads 5'y 3' que apoyan la inclusion del
exon.

- a la derecha, un gréfico de sashimi (Junction Plot) ilustra las uniones detectadas entre
exones, asi como el numero de reads que apoyan cada unién.

- enla parte inferior, se enumera la informacion sobre los eventos alternativos detectados,
es decir, isoformas distintas de la variante principal de interés descrita anteriormente:
tipo de variante detectada (nimeros de exén que faltan entre paréntesis), fase de read,
fraccion y nimero de reads que soportan la variante, nimero medio de reads que
soportan el transcrito canénico (Avg. canonical support), estado PASS o FAILED segun
los filtros descritos a continuacion.
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Q SomaRNA - RNA1 - Results s Gene Coverage K - Splice variants # Variants @ Files
o

This section only shows gene isoforms of MET, EGFR and AR.

i Download

jenes included in the assay can be obtained from the RNA1.alternate_splice tsv file

v Low Support | +7 Altemative events

Genomic location (GRCh37) 7:116411708 (+) Junction Plot
Gene MET

54
Transeript 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

Figura 35: Visualizacion de la pestafia Splice variants de un analisis SomaRNA.

La deteccion de variantes de splicing en los genes mostrados en la pestafia Variantes de
splicing no esta sujeta a la aplicacion de filtros de deteccion.

No obstante, un icono de "Low support” asociado a la deteccion de META14 y EGFRUvIIl indica al
usuario que las métricas relacionadas con las supporting read estan por debajo de los
siguientes umbrales: read fraction < 5% o numero de supporting read < 10.

El estado PASS o FAILED de otros eventos alternativos también utiliza estos umbrales:
- PASS : fraccién de reads >= 5% y nimero de reads >= 10.
- FAILED : fraccién de reads < 5% o numero de reads < 10.

El archivo TSV descargable detalla la siguiente informacion para todos los eventos de splicing
detectados: Transcripcién RefSeq, gen, direccion de la hebra (+ o -), fraccién de reads y nimero
de reads que apoyan la variante, nimero de exones que faltan y nudmeros de exdn
correspondientes, fase de read, coordenadas gendmicas de los empalmes. El archivo también
especifica en FILTER_PASS (si/no) si la variante supera los umbrales aplicados a las reads de
apoyo (fraccion de reads >= 5% y numero de reads >= 10) y en Actionable (si/no), la
accionabilidad de la variante.
13.1.12.  Estado MSI/MSS

El workset de andlisis SomaMSI esta disponible cuando se ejecuta un nuevo analisis sobre
datos de panel de genes y se utiliza para determinar el estado MSI o MSS de una muestra
tumoral.

SEQ-027_IFU_ES_V6 171/188



Metodologia

Este anadlisis de cohortes no individuales es similar a un analisis CNVCapture o
SomaCNVCapture. Se necesitan al menos ocho muestras para realizar el andlisis.

La herramienta genera una muestra de referencia a partir de las muestras de la cohorte que se
estima que son negativas. Como este estado de las muestras no se conoce de antemano, esta
estimacion se basa en el calculo de la tasa de deleciones observadas en las regiones de
microsatélites: la mitad de las muestras de la cohorte que presentan la tasa mas baja se
seleccionan, pues, para generar una muestra de referencia, y cada muestra aporta asi una
fraccion de sus secuencias.

Posteriormente, cada muestra tumoral se compara con la muestra de referencia mediante la
herramienta MSlsensor. Se calcula una puntuacion, que representa el porcentaje de regiones de
microsatélites estudiadas que presentan inestabilidad. Las regiones estudiadas son las
regiones de microsatélites cubiertas por el panel y que son detectadas por el MSIsensor.

A partir de esta puntuacion, el estado MSI o MSS de las distintas muestras viene dictado por un
umbral que se calcula del siguiente modo: max(10, mediana + max (3*mediana-abs-dey,
0,3*mediana))
El principio en el que se basa esta puntuacion es el siguiente:
- En un andlisis que presente muestras MSI y MSS, el umbral sera generalmente la
mediana + 3*mediana-abs-dev.
- Sin embargo, si todas las muestras tienen el estado MSS, si las puntuaciones son muy
bajas y si su distribucion es extremadamente proxima, el umbral se fijard en 10 para
evitar generar falsos positivos.

Visualizacion e interpretacion

Una vez finalizado el andlisis, se pueden ver los resultados de todas las muestras desde el
analisis SomaMSI. La pestana Resultados se divide en dos secciones:

MSI graph : representacion grafica de los resultados en la que cada muestra se muestra en

funcion de su puntuacion. El umbral determinado por la cohorte de muestras crea dos zonas en
el grafico que representan las muestras consideradas MSI y MSS respectivamente.
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Figura 36: Diagrama de cajas que representa la distribucion de las puntuaciones MSI para la
cohorte de la muestra.

Per sample details: el desglose de las puntuaciones y el estado atribuido a cada muestra estan
disponibles en el panel derecho.

Per sample details

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5

L s o) o o s )
Sample & Sample 7 Sample 8 Sample 9 Sample 10
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Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14 Sample 15

- oG G O R D

Sample 16

Figura 37: Desglose de las puntuaciones y el estado de todas las muestras incluidas en el
analisis SomaMSI.
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13.1.13.  Estado HRD/HRP

Metodologia

La deteccién del estado HRD propuesta por SeqOne se basa en el analisis de datos de
secuenciacién genémica de baja cobertura (sWGS), a los que pueden afiadirse los resultados
de un analisis de panel de genes, si este ultimo incluye los genes BRCA1 y BRCA2.

El principio es el siguiente:

- Cuantificar la inestabilidad genémica a partir de datos de sWGS e identificar grandes
reordenamientos (LGA), asi como pérdidas de copias parentales (LPC), que reflejarian
una pérdida de heterocigosidad.

- Identificar variaciones en el nimero de copias (CNVs) en genes clave descritos como
potencialmente afectados por el estado de HRD.

- Opcionalmente, detectar variantes patogénicas en los genes BRCA1, BRCA2 y TP53, si
los resultados del panel estan disponibles en la interfaz SeqOne para el paciente
correspondiente. En este caso, los tipos de variantes detectadas por el workset
SomaVar que se tienen en cuenta son SNV, indels y SV (detectadas por Freebayes,
Mutect2 y GRIDSS).

HRD status. El estado HRD positivo se define por al menos uno de los siguientes (sélo versiones
SomaHRD v1.2 y v1.3): (1) al menos una mutacién patogénica BRCA1/2 y/o (2) una
probabilidad HRD mayor o igual a 0,5.

A partir de la version v1.4 del workset SomaHRD, el estado del andlisis se define Unicamente
por la puntuacién de inestabilidad genédmica (puntuacién Gl). Los usuarios pueden seleccionar
un estado HRD (Positive, Negative, or Non-conclusive) junto al estado IG para incluirlo en el
informe en lugar del estado IG.

HRD probability (sélo versiones SomaHRD v1.2 y v1.3). La Probabilidad HRD SeqOne
corresponde a la probabilidad de que el tumor sea HRD positivo en base a las caracteristicas de
inestabilidad gendmica LGA y LPC determinadas a partir de los datos sWGS. Las Grandes
Alteraciones Gendmicas (LGA) se definen como el nimero de copias de puntos de rotura, donde
un punto de rotura corresponde a un cambio en el numero de copias entre dos segmentos
genémicos de al menos 10 Mb de longitud y no mas de 3 Mb de separacion. Las pérdidas de
copias parentales (LPC) se definen como el nimero de segmentos haploides de al menos 10
Mb de longitud. La probabilidad de HRD es una combinacion lineal de las dos caracteristicas de
inestabilidad gendmica, convertida mediante regresion logistica para situar los valores en una
escala de probabilidad entre Oy 1.

Gl probability (GiP) (de SomaHRD v1.4). La probabilidad de inestabilidad genémica (Gl)
representa la probabilidad de que el tumor muestre inestabilidad gendmica, basada en la
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secuenciacion superficial del genoma completo (sWGS). El célculo de esta probabilidad
depende de los dos tipos de caracteristicas de inestabilidad genémica LGA y LPC. La LGA se
define como el nimero de puntos de rotura del nimero de copias. Un punto de rotura
corresponde a un cambio en el nimero de copias entre dos segmentos genomicos
suficientemente grandes y préximos. La puntuacion LGA no es una medida unica, sino un
conjunto de diversas variaciones. Estas variaciones se calculan utilizando diferentes
parametros para el tamafio minimo del fragmento y la distancia entre fragmentos. La
puntuacién LPC, por su parte, se refiere al numero de segmentos haploides de al menos 10 Mb
de longitud. La probabilidad de inestabilidad genémica SeqOne no es una funcion directa de las
puntuaciones medias LGA y LPC. Se calcula utilizando un modelo de refuerzo que integra varias
caracteristicas LGA y LPC, mejorando asi la precision de la prediccion. La probabilidad final es
el promedio de 100 probabilidades (de 0 a 1) calculado aplicando diferentes parametros del
modelo.

Gl status (de SomaHRD v1.4). Un estado de inestabilidad genémica positivo (estado GI) se
define por una probabilidad de inestabilidad genémica superior al 50%.

BRCA Status Para la deteccion de variantes patogénicas, determinando el estado BRCA
independientemente de la probabilidad HRD o la probabilidad GI, se aplican los siguientes
criterios a las variantes BRCA1 y BRCA2 del andlisis SomaVar del paciente:

- Frecuencia alélica = 15% (versiones SomaHRD v1.2 y v1.3),

- Frecuencia alélica = 10% (de SomaHRD v1.4)

- Cobertura = 35

- Calidad media de cada base portadora de la variante (puntuacion Phred) = 20

- Observacion alternativa (nimero de secuencias portadoras de la mutacién) > 5

- Clasificacién 4 (probablemente patégena) o 5 (patégena) segun nuestra herramienta de

clasificacién de patogenicidad de variantes basada en los criterios del ACMG.

TP53 variants. Los siguientes criterios se aplican a las variantes patogénicas TP53 del analisis
SomaVar realizado en el paciente:

- Cobertura =100

- Calidad media de cada base portadora de la variante (puntuacién Phred) > 20

- Observacion alternativa (nimero de secuencias portadoras de la mutacién) > 5

- Clasificacién 4 (probablemente patdgena) o 5 (patégena) segln nuestra herramienta de

clasificacion de la patogenicidad de las variantes basada en los criterios del ACMG.

Estas variantes sélo se muestran sin un umbral minimo de frecuencia alélica en el informe del
analisis SomaHRD, pero no son determinantes del estado HRD. Soélo la variante patogénica
TP53 con la frecuencia alélica mas alta sera reportada en el informe HRD.

Cellularity. Los metadatos de celularidad (% de células tumorales en la muestra) son necesarios

para ejecutar el analisis SomaHRD. Puede introducirse al cargar la muestra o antes de iniciar el
andlisis, editando los metadatos de la muestra correspondiente (véase Metadatos de muestra). Si
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el valor es inferior al 20%, el resultado sera no concluyente. Sin embargo, el estado HRD puede
ser positivo si el analisis se acompana de un panel que incluya BRCA1 y BRCA2, lo que da un
estado BRCA positivo.

Procedimiento de alerta de fraccién tumoral: El andlisis SomaHRD incluye un mecanismo de
alerta para indicar cuando una muestra puede tener un bajo contenido tumoral. Se basa en una
medida estadistica denominada "estadistica de solapamiento’, que evalua la similitud entre
segmentos gendmicos consecutivos en términos de proporcion de numero de copias. Las
muestras con un solapamiento significativo suelen tener fracciones tumorales mas bajas, lo
que hace mas dificil distinguir la inestabilidad genémica.

Para establecer un umbral fiable para esta alerta, correlacionamos la estadistica de
solapamiento con la Frecuencia Alélica Variante (FAV) de las mutaciones TP53 utilizando datos
clinicos. Se activa una alerta si la estadistica de solapamiento supera un umbral predefinido.
Esta alerta pone de manifiesto posibles discrepancias con el porcentaje de contenido tumoral
proporcionado manualmente, que puede indicar que la fracciéon tumoral es inferior al 20%. Las
muestras con fracciones tumorales por debajo de este nivel tienen un riesgo elevado de
producir falsos negativos. Sin embargo, estas muestras no se rechazan, y la alerta sirve como
guia para una interpretacion cuidadosa de los resultados de HRD.

Minimum coverage. La cobertura minima necesaria para ejecutar la prueba es 0,1X, pero
recomendamos una cobertura minima de 0,5X, idealmente 1X. Cuando la cobertura se reduce a
0,1X, la tasa de error de clasificacién aumenta un 5%.

Aunque los datos sWGS pueden haber sido generados a partir de un kit que contenga UMls,
éstas no se tienen en cuenta durante el analisis SomaHRD. En el workset se incluye un paso de
recorte tanto para adaptadores como para UMI.

Visualizacion e interpretacion

Una vez finalizado el analisis, los resultados estan disponibles en el analisis SomaHRD. Ademas
de las métricas de control de calidad y el informe técnico, se puede acceder directamente a un
informe HRD desde la pestafia Informe HRD (versiones SomaHRD v1.2 y v1.3).

A partir de la version v1.4 del workset SomaHRD, los resultados del andlisis se muestran en
una pestana dedicada a HRD. Cada seccién de la pestafia refleja una seccion del informe HRD
descrito a continuacion (HRD Summary, Sample quality, Genomic instability features,
BRCA1/BRCA2 & TP53 mutations, Copy number variations).

Desde esta pestana, el usuario puede exportar estos resultados como archivo CSV o como
informe DRH en formato PDF. En el caso de una exportacion en PDF, el usuario puede
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seleccionar el idioma del informe HRD de una lista de idiomas disponibles: Francés, Espafiol,
Inglés, Aleman, Italiano. La seleccién por defecto es el inglés.

El informe DRH se divide en las siguientes secciones.

Una cabecera enumera los metadatos del paciente y del andlisis, el tipo de prueba realizada y el
estado HRD (SomaHRD v1.2 y v1.3) o el estado Gl (SomaHRD = v1.4).

Sample quality. Esta seccion resume las principales métricas de calidad del analisis, asi como
los umbrales minimos exigidos.

Los controles QC se muestran en forma de tabla. Para cada pardmetro, estd disponible la
siguiente informacion:
- Name : el nombre del parametro
- Value : el valor del parametro, incluido :
- Icono que indica si el filtro es Correcto, Advertido o Fallido.
- El valor del parametro para la muestra
- Description : Breve descripcion del parametro

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

::/falclef tumoral 30% A percentage of tumoral cells below 20% is likely to generate false negative results.
Coverage @ 0.7x The average sequencing coverage of the genome should be above 0.1x.

Gl Dispersion @ 093 I/’;\)\L?Lgrggissigﬁriii?ﬂer%il?ﬁzgghsgg@biIity in the genomic instability computation, indicating
Iﬁ%"éé“mor WARNING  Low cellularity detected from the genomic profile.

Figura 38 : Resumen de las métricas de QC relacionadas con la muestra sWGS en SomaHRD
v1.2 (arriba) y SomaHRD v1.5 (abajo).
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Los controles de calidad se aplican a los siguientes parametros, de acuerdo con los umbrales
presentados al final del informe DRH (secciéon MUESTRAS DE CONTROLES DE CALIDAD):

el porcentaje de células tumorales, basandose unicamente en el valor suministrado por
el usuario.

cobertura media de secuenciacion del genoma,

proporcion de reads correctamente alineadas, calculada tras el paso de recorte de
adaptadores (sélo versiones SomaHRD v1.2 y v1.3),

la métrica de confianza en la inestabilidad gendmica (LGA y LPC) basada en los datos
de cobertura (sélo en la version SomaHRD v1.2). Este control de calidad se utiliza para
medir la confianza del estado HRD devuelto. Algunos resultados positivos y negativos se
marcan con una etiqueta de "baja confianza" para identificar las muestras con la menor
conflanza en el estado.

a Intervalo de confianza de la probabilidad HRD (sélo en la version SomaHRD v1.3). Esta
meétrica tendra un estado de Advertencia cuando el error estandar (desviacion estandar)
sea superior a 0,07; tendra un estado de Fallo si el intervalo de conflanza de la
probabilidad HRD incluye el valor 0,5.

Una Gl dispersion (solo en la versién SomaHRD v1.5) que muestra la dispersion de los
100 calculos de probabilidad de GI. Esta métrica mostrara un estado "Warning" con una
etiqueta "Moderate" junto al valor cuando la dispersién sea > 2.6 y un estado "Failed" con
una etiqueta "High" si es > 2.7. De lo contrario, aparece una etiqueta "Low" junto a la
puntuacion.

a Intervalo de confianza de la probabilidad Gl (Gl probability confidence interval) (sdlo en
la version SomaHRD v1.4). Esta métrica tendra un estado de Advertencia cuando el error
estandar (desviacion estandar) sea superior a 0,07; tendrd un estado de Fallo si el
intervalo de confianza de la probabilidad Gl incluye el valor 0,5.

en caso de sospecha de bajo contenido tumoral (Baja fraccién tumoral) basada en
sWGS, se muestra el mensaje WARNING. En caso contrario, el control muestra el
mensaje NORMAL.

Si alguna de las siguientes métricas de control de calidad esta por debajo de los umbrales de
fallo esperados, el resultado del andlisis serd no concluyente (NON CONCLUSIVE):

% de células tumorales

cobertura

% de reads alineadas correctamente (sélo para las versiones SomaHRD v1.2 y v1.3).
Dispersion de Gl > 2.7 si ademas 0.37 < GiP < 0.59 (solo para SomaHRD v1.5)

En este caso, las métricas de confianza en inestabilidad gendmica y baja fraccién tumoral no se
calculan y muestran N/A en sus respectivas secciones (para SomaHRD v1.5).

Para SomaHRD v1.3, si la confianza en la métrica de inestabilidad gendmica es Fallida, es decir,
por debajo del umbral de fallo esperado, el resultado del analisis sera :

CONFIANZA POSITIVA BAJA si la probabilidad de DRH es mayor o igual al 50%.
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- CONFIANZA BAJA NEGATIVA si la probabilidad de DRH es inferior al 50%.
En este caso, el resultado del andlisis va acompanado de una advertencia.

No obstante, si el analisis va acompafiado de un panel que incluya BRCA1 y BRCA2, y el panel
devuelve un estado BRCA positivo, el estado HRD sera positivo, incluso si una métrica de QC
relativa a la muestra sSWGS estd por debajo del umbral de fallo (sélo para las versiones
SomaHRD v1.2 y v1.3).

Copy number variations. Esta seccion esta dedicada a las variaciones del nimero de copias de
los genes CCNE1 y RAD51 en términos del nimero de copias detectadas. Estas no se tienen en
cuenta al calcular la probabilidad HRD y la probabilidad GI.

Genomic instability features. Esta seccion proporciona detalles de las caracteristicas que se
calcularon para determinar la inestabilidad genémica del tumor. Estas caracteristicas se utilizan
para determinar la probabilidad HRD de SeqOne (SomaHRD v1.2 y v1.3) y la probabilidad Gl
(SomaHRD version = v1.4). Esta seccién tiene por objeto proporcionar una comprensién de
cdmo se calcula la probabilidad. Para cada una de las caracteristicas, se proporciona la
siguiente informacion:

- Name : Nombre de la caracteristica (por ejemplo, Estado de la AGL o Puntuacién de la
AGL)

- Value : Valor calculado para el paciente

- Description : Breve descripcion de las caracteristicas

En caso de resultados NO CONCLUSIVOS, relacionados con métricas de QC por debajo de los
umbrales esperados, las secciones AMPLIFICACIONES y CARACTERISTICAS DE INSTABILIDAD
GENOMICA del informe aparecen en gris

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

Figura 39: Caracteristicas de la probabilidad de HRD relacionadas con la inestabilidad gendmica.

BRCAT1/BRCA2 & TP53 mutations. En el caso de una prueba HRD completa que incluya el
analisis SomaVar, proporcionamos una seccién adicional dedicada a las variantes patogénicas
detectadas en los genes BRCA1, BRCA2 y TP53. Se enumeran todas las variantes patogénicas
BRCA1 y BRCA2 correspondientes a los criterios descritos en la seccién Metodologia. Sin
embargo, solo se informara de la variante TP53 patogénica o probablemente patogénica con la
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mayor frecuencia alélica. Otras variantes patogénicas TP53 pueden verse en el analisis
SomaVar asociado. Esta seccién esta oculta sélo para los informes sWGS.

Las mutaciones detectadas se presentan en una tabla con las siguientes columnas:

Gene & Transcript. Nombre del gen HGNC e ID del transcrito RefSeq

Variant : nomenclaturas HGVSC y HGVSP de la variante

Evaluation : Evaluacion de la variante segun los criterios del ACMG (patdégena o
probablemente patdgena)

VAF : Fraccion alélica de la variante

Si no se han identificado mutaciones BRCA patogénicas en el andlisis del panel vinculado, esta
seccion del informe muestra el siguiente mensaje: "No se han identificado mutaciones
patogénicas en los genes BRCA1 y BRCA2".

Si no se han identificado mutaciones patogénicas TP53 en el analisis del panel vinculado, esta
seccion del informe muestra el siguiente mensaje: "No se han identificado mutaciones
patogénicas en el gen TP53".

BRCA1/BRCA2 & TP53 MUTATIONS

GENE & TRANSCRIPT VARIANT EVALUATION VAF
¢.3116_3117del f o
BRCA1 NM_007294.4 p-Alal039GIufs Ters Pathogenic 60.68%

¢.3113_3117delinsG

BRCA1 NM_007294.4 O TaaChT g Pathogenic 58.18%

c.3113_3114del , .
BRCA1 NM_007294.4 O o ST ar Pathogenic 60.08%
TP53 NM_000546.6 g-gfg?%%s Pathogenic 39.29%

Figura 40: Variantes patogénicas BRCA1/BRCA2 y TP53.

HRD summary. Esta ultima seccion del informe esta dedicada a los resultados. Esta seccion
pretende ofrecer una visién detallada de los resultados, mostrando la siguiente informacion:

HRD Probability (SomaHRD v1.2 and v1.3): El valor de la probabilidad HRD, entre Oy 1. El
estado es positivo cuando el valor es mayor o igual a 0,5.

Gl probability (SomaHRD version = v1.4): El valor de la probabilidad GI, entre Oy 1. El
estado es positivo cuando este valor es mayor o igual a 0,5.

BRCA Status: estado determinado por la deteccion de al menos una mutacion BRCA
patogénica: MUTATED, WILD-TYPE, o N/A en ausencia de analisis de panel.

HRD Status or Gl Status:POSITIVE, NEGATIVE, NEGATIVE LOW CONFIDENCE, POSITIVE
LOW CONFIDENCE o NON CONCLUSIVE, tal como aparece en el encabezamiento del
informe.

Method : El método (o modo) que se ha utilizado para obtener la puntuacién HRD:
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- FullHRD = "WGS SHALLOW + BRCA1/2 GENE PANEL"
- Shallow Only = "SHALLOW WGS ONLY"

En caso de resultados NEGATIVE LOW CONFIDENCE, POSITIVE LOW CONFIDENCE o NON
CONCLUSIVE, éstos se muestran en gris claro.

Los detalles sobre los distintos valores que aparecen en el informe, asi como la metodologia
general de la prueba, estan presentes en las secciones Notas a pie de pagina y Metodologia,
situadas a continuacién del resultado.

Ademas del informe HRD, los graficos de inestabilidad genémica asociados al analisis HRD
estan disponibles para su descarga en la pestafa Archivos del analisis SomaHRD. Estos
graficos representan la cobertura normalizada en todos los cromosomas a partir de los datos
sWGS.

En caso de resultados NON CONCLUSIVE, relacionados con métricas de QC por debajo de los
umbrales esperados, no se generan los graficos de inestabilidad genédmica.
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13.1.14.  Datos de metilacion para SomaMethyl

Methylation Index (indice de metilacién)

O suw'sh M ©0QC  -oMethylation g5 Files Selection @) 2 Analysis

Mi

Sample Methyl Index

0.154

El indice de metilacion (MI) es una puntuacién numérica Unica que cuantifica el estado de
metilacion general de una muestra bioldgica y resume la sefial de metilacion asociada al tumor.
Puede detectar de manera sensible incluso niveles bajos de ADN derivado de tumores dentro de
un fondo de ADN normal. En SomaMethyl, el Ml se calcula en modo Estandar utilizando el
algoritmo patentado de Agilent (MethylAlgo). Cuando hay una cohorte de referencia disponible,
el Ml de la muestra se puede comparar con los valores de MI de la cohorte e interpretar
utilizando un umbral definido por el usuario. Para evaluar el MI, Agilent proporcioné muestras de
titulaciéon con niveles de metilacién esperados. Los valores de MI calculados por el médulo
SomaMethyl en modo Estandar se comparan con los valores de MI esperados proporcionados
por Agilent, y el rendimiento se resume utilizando una métrica de concordancia ponderada
definida como 1 - wMAPE (Error porcentual absoluto medio ponderado).

Methylation level (Nivel de metilacién)

Methylation level

CpG coverage % CpG Methylation

, ~_ os 15 22 . 3217 09 aa n
2 02 oz 08 03 -2 17 09 07 0.5 03 03 02 01 01 01 01 01 01

CpG coverage (histogram) (Cobertura CpG (histograma))

Una distribucién de la profundidad de lectura en los sitios CpG dentro de las regiones objetivo
(manifiesto).

Eje X (cobertura de lectura log10): cobertura por sitio CpG (nimero de lecturas que respaldan la
llamada de metilacién en ese CpG, es decir, recuentos metilados + no metilados).

Eje Y (# sitios CpG): nimero de sitios CpG en el manifiesto que tienen esa cobertura.

Puede comprobar si los CpG objetivo estan suficientemente cubiertos y si la cobertura es lo
suficientemente uniforme como para interpretar los porcentajes de metilacion con confianza.
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% CpG methylation (histogram) (% de metilacion CpG (histograma))

Una distribucién de los niveles de metilacion en los sitios CpG dentro de las regiones objetivo
(manifiesto).

Eje X (% de metilacién): para cada sitio CpG, la fraccién de lecturas metiladas entre todas las
lecturas que cubren ese CpG.

Eje Y (# sitios CpG): nimero de sitios CpG en el manifiesto que muestran ese nivel de
metilacion.

Proporciona una vista a nivel de muestra de los estados de metilacion CpG en las regiones
objetivo (a menudo mostrando picos cerca de la metilacién baja y alta, dependiendo de las
regiones capturadas y la biologia de la muestra).

Los sitios CpG con una cobertura muy baja producen porcentajes de metilacion menos
confiables porque un pequefio nimero de lecturas puede hacer que el % suba o baje. Por esa
razon, el histograma de % de metilacién CpG siempre debe interpretarse junto con el histograma
de cobertura CpG (y las otras métricas de control de calidad).

Methylation profile (Perfil de metilacion)

Methylation profile

El grafico del perfil de metilacion muestra la sefial de metilacion CpG de la muestra en todo el
genoma, visualizada por cromosoma. Cada punto corresponde al porcentaje medio de
metilacion CpG calculado en ventanas gendomicas sucesivas (como en la salida
.mcpg.track.bedGraph). Esta vista ayuda a visualizar patrones amplios de metilacion e
identificar regiones con metilacion mayor o0 menor en comparacion con el resto del genoma.

Methylation Table (Tabla de metilacion)
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Table

REGION

Clorf94

EPHA10

HPCAL4

La tabla de metilaciéon enumera las regiones genémicas (cromosoma:inicio-fin) sobre las cuales
SomaMethyl resume la metilaciéon CpG (ventanas fijas o segmentos fusionados, segun el paso).
Para cada regién, METH. LEVEL reporta el nivel de metilacién agregado calculado a partir de las
llamadas de metilacion CpG en ese intervalo, y CpG NBR. indica cuantos sitios CpG
contribuyeron al célculo. Cada fila se anota luego con CpG REGIONS (isla, costa, plataforma
cuando corresponda) y anotaciones funcionales, incluidos los elementos reguladores de
GENOMIC FEATURE superpuestos (promotor, potenciador, silenciador) e informacién REFSEQ

METH. LEVEL

1

3

5

3

24

CDS (secuencia codificante).
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CpG NBR.

53

42

51

61

26

22

28

28

47

43

CpG REGIONS

Island +1

Island +1

Island

31t0 40~ of 2217

203

Locus

GENOMIC FEATURE REFSEQ CDS

silencer

enhancer NM_001099439.2
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14. Informe

14.1.1. Archivos de salida

La pestafia Archivos enumera los archivos generados en las distintas etapas del workset. Cada

. . . . ¥
archivo puede descargarse haciendo clic en el icono —

Algunos archivos no incluyen el nombre de la muestra como prefijo. Para descargarlos con este
prefijo, debe activar la opcion "Prefix with sample name" en la parte superior derecha de la

pagina.

Los archivos se pueden descargar desde las distintas secciones de la interfaz:

- Los archivos FastQ estan disponibles en la pestaiia Samples del proyecto seleccionando

. . L . ¥

la muestra correspondiente y, a continuacion, el icono —
- Los manifiestos (archivos BED) estan disponibles en los Settings del usuario a través del
icono situado en la esquina superior derecha del panel de control y, a continuacion, en la

pestafia Manifests.

- Los informes de analisis en formato PDF estan disponibles en la pestafia Reporting tras

seleccionar un analisis.

- Los archivos generados durante un andlisis (BAM, VCF, etc.) y los distintos informes
HTML (de calidad, técnicos, etc.) estan disponibles en la pestafia Files de cada analisis.

15. Solucion de problemas y mensajes de error

Se utilizan varios mensajes para notificar un error a los usuarios

Mensaje de error

Descripcion

Login failed

Irvalid username or password.

Forgot Password ?

La contrasefia y/o el nombre de
usuario son incorrectos.

Se invita a los usuarios a introducir de
nuevo su nombre de usuario y
contrasefia, o a hacer clic en ";Ha
olvidado su contrasefa?" para
restablecerla.

-+ Upload pending

La carga de la muestra esta
pendiente.
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Se recomienda a los usuarios que
esperen, no cierren la ventana del
navegador y no corten su conexion a
Internet.

X Upload failed

No se ha podido cargar la muestra.

Este error puede producirse si se ha
cerrado la ventana del navegador o si la
conexion a Internet ha sufrido un corte
durante la carga.

Se invita a los usuarios a intentar
subir de nuevo el archivo o archivos.

Indica el progreso de la carga actual

Se recomienda a los usuarios que
esperen, no cierren la ventana del
navegador y no corten su conexion a
Internet.

©

Carga de la pagina.

Se invita a los usuarios a esperar.

Bioinformatics - pending

El andlisis esta pendiente.

Se invita a los usuarios a esperar.

¥ Failed - error

El andlisis falla.

Se pide a los usuarios que
comprueben la configuracién y los
datos utilizados para ejecutar el
analisis y, a continuacioén, que lo
reinicien.
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A Something went wrong

Something went wrong, you should refresh this page before continue.
Feel free to contact the support if the problem persist

Se ha producido un error.

Se pide al usuario que pulse la tecla

"Esc".

Si el problema persiste, ponte en
contacto con el servicio de soporte

en support@segone.com.

X Missing fastq files

A esta muestra le faltan los archivos
FastQ asociados, lo que significa que
no se pueden lanzar nuevos analisis
para esa muestra.

unexpected EOF

X Verification failed ‘&

El mensaje "Unexpected EOF" (End Of
File) corresponde a un archivo
truncado.
Se invita al usuario a comprobar los
datos y volver a cargar los archivos en
cuestion.

Los usuarios pueden ponerse en contacto con el equipo de soporte haciendo clic en el logotipo

.; situado en la parte superior derecha del panel de usuario y, a continuacion, en el icono .

© Support
16. Garantia

Consulte las condiciones de la garantia en su contrato de mantenimiento.

17. Menciones legales

17.1. Condiciones de uso

Se puede acceder a la informacion sobre la licencia de uso haciendo clic en el logotipo de la
cuenta de usuario seguido de "Terms of Use". Los usuarios pueden ver y descargar la
informacion en formato PDF desde la ventana emergente haciendo clic en "OPEN PDF".
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17.2. Limitacion de responsabilidad

SeqOne declina toda responsabilidad por cualquier uso indebido o no profesional de la
plataforma SeqOne.

SeqOne es una herramienta de apoyo a la toma de decisiones clinicas y no se hace responsable
de los diagndsticos derivados de los resultados obtenidos.

En consecuencia, los usuarios deben actuar con la debida cautela al utilizar el software y sus
resultados. Los diagndsticos deben confirmarse mediante diversos examenes clinicos y
médicos.

17.3. Derechos de autor y marcas registradas

Todos los nombres de empresas y productos mencionados en esta guia pueden ser marcas
comerciales de sus respectivos propietarios.
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