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1. Uvod

Pred pouzitim softvéru si pozorne precitajte pokyny. Papierovu verziu tychto pokynov vam na
poziadanie poskytne tim podpory SeqOne (support@segone.com). Aby ste dosiahli najlepsie
vysledky pri pouzivani platformy, pozorne si precCitajte vSetky bezpecnostné opatrenia oznacené

symbolomA. V tejto prirucke a v softvéri sa pouzivaju rézne regulacné symboly a iné
symboly, ktoré su uvedené nizsie:

Symbol Vyznam

“ Vyrobca

E Oznaduje autorizovaného zéstupcu so sidlom vo Svajéiarsku.

Datum vyroby (datum vydania softvéru)

In vitro diagnosticky zdravotnicky prostriedok.

UDI Jedineény identifikator zariadenia

Referencné ¢islo vyrobcu v katalégu

Sulad s poziadavkami eurépskeho nariadenia (EU) 2017/746
459 | Oznacenie CE s identifikacnym cislom notifikovaného organu

Upozornenie
Tento bezpecnostny symbol oznaCuje, ze pri pouzivani zariadenia je
potrebna osobitna opatrnost.

REF
€.
[:E] Pozrite si navod na pouzitie

Stitok (vratane informacii o verzii softvéru SeqOne a kontaktnych udajov) a tento dokument
opisujlci nadvod na pouzitie (v roznych jazykoch) su k dispozicii v ¢asti ,About” (O nas).
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2. Kontaktujte vyrobcu a zastupcu spolocnosti Swiss

SeqOne S.A.S

M Web: https://seqone.com/
22 rue Durand

34000 Montpellier
FRANCUZSKO

Podpora pouzivatelov:

SUQQOI’U@SEQOHE.COIT\

Arazy Group Swiss GmbH
E Bruderholzallee 53

4059 Bazilej, Svajéiarsko

swiss.ar@arazygroup.com

3. Vigilancia zdravotnickych pomocok

Ak pri pouzivani zariadenia dbjde k vaznemu incidentu alebo ak je pravdepodobné, Zze k nemu
dbjde, pouzivatelia su povinni bez zbytocného odkladu nahlasit incident vyrobcovi a
prislusnému organu v krajine, kde k incidentu doslo alebo kde je pravdepodobné, ze k nemu
dojde.

Prislu$né nariadenia a zoznam prislugnych organov v EU st k dispozicii na tejto adrese:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-requlations/contacts_en

IVD c € 0459

4. Urcené pouzitie platformy
4.1. Zamyslané pouzitie

Platforma SeqOne je softvérové diagnostické zdravotnicke zariadenie typu in vitro urcené na
podporu zdravotnickych pracovnikov pri analyze a interpretacii surovych genomickych a
sekvencnych udajov od pacientov podstupujucich analyzu NGS alebo CGH array. Poskytovanim
kvalitativnych a vyuzitelnych informacii funguje platforma ako systém na podporu
rozhodovania, ktory pomaha zdravotnickym pracovnikom pri klinickom rozhodovani.
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4.2. Indikacia pre pouzitie

Platforma SeqOne podporuje sekundarnu a terciarnu analyzu surovych sekvencnych udajov, ako
aj samotnu terciarnu analyzu. Jej analytické schopnosti nezavislé od patoldgie maju uplatnenie
v roznych medicinskych odboroch, vratane onkoldgie a zriedkavych ochoreni.

4.3. Popis

Platforma SeqOne je softvérové in vitro diagnostické zdravotnicke zariadenie, ktoré integruje
subor aplikacii pracujucich spolocne, aby poskytli odbornym pouzivatelom vykonny nastroj na
interpretaciu komplexnych genomickych a sekvencnych udajov.

Platforma SeqOne integruje overené informacie z Sirokej Skaly externych zdrojov, vratane
verejnych databaz, vedeckej literatury a proprietarnych znalostnych baz. Tieto externé zdroje
udajov poskytuju kontext a vyznam identifikovanym genomickym variantom.

Vstupné subory pre rozne aplikdcie v ramci platformy sa spracuivaju pomocou prispdsobenej
kombinacie bioinformatickych a anotacnych modulov, ¢im sa zabezpecCuje, ze kazda analyza je
optimalizovana pre svoje Specifické poziadavky.

Bioinformatické moduly vykondavaju sekundarnu analyzu pomocou vypoc¢tovych metdd,
ako je zarovnanie a identifikacia variantov, s cielom identifikovat genetické varianty v Gdajoch
sekvenovania DNA a RNA porovnanim s referenénym genémom (hg19 alebo hg38). Udaje, ktoré
mozno pouzit na analyzu zarodoc¢nych buniek aj somatickych buniek, mézu pochadzat zo
sekvenovania celého genému, sekvenovania exému alebo cielenych génovych panelov.

Anotacné moduly vykondvaju terciarnu analyzu s ciefom anotovat varianty s
podrobnostami, ako je gén a jeho znédma funkcia, umiestnenie variantu v géne a akékolvek
publikacie alebo klinické spravy, ktoré spominaju gén alebo variant. Tato anotacia urci, ktoré
klasifikacné pravidla ACMG a AMP/CAP/ASCO sa vztahuju na kazdy variant, a na zaklade toho
je mozné dospiet k verdiktu o patogenite. Anotacia sa vykondva aj prostrednictvom DiagAl,
stboru nastrojov pohananych umelou inteligenciou, ktoré pomahaju analyzovat genetické
varianty s cielom rychlo identifikovat potencialne kauzalne varianty.

Tato modularna architektira umoznuje SeqOne vysoku prispésobivost réznym typom analyz a
vyskumnym otazkam. Vstupné subory pre rézne aplikacie v ramci platformy su spracovavané
pomocou prispésobenej kombindcie tychto bioinformatickych a anotacnych modulov, ¢im sa
zabezpecuje, Ze kazda analyza je optimalizovana pre svoje Specifické poziadavky. Integraciou
tychto roéznorodych zdrojov udajov a analytickych nastrojov umoznuje SeqOne odbornym
pouzivatelom ziskat hlboky pohlad do komplexnej oblasti genomickych tdajov a ich vplyvu na
ludské zdravie a choroby.
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Platforma funguje ako cloudové rieSenie SaaS, pricom vsSetky funkcie su dostupné
prostrednictvom webového prehliadaca. Zahffia SeqOne Flow, volitelny nastroj, ktory je mozné
nasadit bud v cloude AWS, alebo na serveroch zakaznika, aby sa ulahcil prenos tdajov a
integracia pracovnych postupov.

Z bezpecnostnych dévodov su vSetky udaje v pokoji Sifrované pomocou Sifrovania AES-256 a
prevadzka medzi pouzivatel'mi a platformou je zabezpecena pomocou certifikatov SSL.

4.4. Populacia pacientov

RieSenie je vhodné pre vSetkych pacientov, ktori potrebuju genomicku analyzu. Cielovymi
pacientmi mézu byt pacienti s rakovinou, zriedkavymi ochoreniami, dedicnymi ochoreniami,
genetickou predispoziciou na rakovinu alebo zdravi ludia.

4.5. Urcené pre pouzivatelov

Platforma SeqOne je urena pre zdravotnickych pracovnikov zodpovednych za rutinnu klinicku
genomovu analyzu. Zahfha analyzu a interpretaciu surovych suborov generovanych
sekvencerom zo sekvenovanych biologickych vzoriek. Cielovymi pouzivatelmi platformy su
genetici, bioinformatici, biolégovia, inzinieri a technici platformy NGS.

4.6. Charakteristiky

Kazda aplikacia (workset) pozostava z viacerych bioinformatickych a anotacnych modulov, z
ktorych kazdy zodpoveda za Specifické analytické ulohy. V tejto kapitole sa vykonnost hodnoti
na urovni modulov, aby sa zabezpecilo podrobné posudenie presnosti a spolahlivosti kazdej
zlozky.

Analytické latky detekované SeqOne Platform spadaju do dvoch kategérii genémovych zmien:

- Genetické varianty, ako su SNV, indely, MNV, CNV, UPD, génové fuzie, Strukturalne
varianty, Splhanie varianty, Alu inzercie a FLT3-ITD (Internal Tandem Duplication).
- Signatures alebo komplexné biomarkery, ako napriklad stav IGHV, nestabilita

mikrosatelitovych miest (MSI), Tumor Mutational Burden (TMB), metylacia alebo defekty
opravy zlomenin dvojitej Spirdly prostrednictvom homologickej rekombindcie (HRD,
Homologous Recombination Deficiency).
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Modul bioinformatiky

Workset

Typ analytu

Detekcia CNV Exém Germline

CNVExome, GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

Detekcia CNV Panel Germline

CNVCapture

Geneticka varianta

SNV/Indel Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Geneticka varianta

SV Germline

GermlineVar, GermlineFamily

Geneticka varianta

UPD

GermVar, GermVar Family,
GermVar Tertiary, GermVar Tertiary Family

Geneticka varianta

Alu inzercie

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

Geneticka varianta

MNV

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

Geneticka varianta

SNV/Indel Somaticka

SomaVar, SomaHemato, SomaRNA,

Geneticka varianta

SomaCGP
SNV/Indel somaticky LF SomaVar LF Geneticka varianta
CNV Somatické velké panely SomaCGP Geneticka varianta
Index metylacie SomaMethyl Signatura
Fuzia somatickej DNA SomaCGP,Si(r)nn;la_l\(/eanr],a?;)maVar LF, Geneticka varianta
Fuzia somatickej LBx DNA SomalLBx Geneticka varianta
TMB SomaCGP Signatura
MSI SomaCGP, SomaMSI Signature
Pravdepodobnost’ Gl (GiP) SomaHRD Signature

Sentieon SNV/Indel Germline

GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

Mozaikové varianty Germline

GermVar, GermVar Family

Geneticka varianta

CNV WGS GermVar, GermVar Family Geneticka varianta

Sentieon SNV/Indel Somatic SomalLBX Geneticka varianta

Fuzia RNA SomaRNA Geneticka varianta

Splicingova RNA SomaRNA Geneticka varianta

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

CFH GermlineVarLR Geneticka varianta

FLT3 SomaVar, SomaHemato Geneticka varianta
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4.6.1. Analyticka vykonnost

Vykonnost uvedena v tychto pokynoch na pouzitie zodpoveda vykonnosti najnovsich verzii
worksetov pre in vitro diagnostiku, ktoré su uvedené v tabulke nizsie:

Nazov worksetu Verzia
CNVCapture 2.6
CNVExome 2.2
GermlineVar 2.6

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

e Detekcia CNV Exomova germline a panelova germline

. Verzia |Pozitivhe | Skutocné | Falosné Kritéria - g
ILTPAEIRELLL genému | kontroly | pozitivy | negativy | akceptacie Citlivost
Detekcia CNV Exom | o0y 07 8 8 0 100% 100%
Germline (GermlineVar)
Detekgla CNV Exém GRCh37 8 8 0 100% 100%
Germline (GermVar)
Detekcia CNV Panel | oo | 15 15 0 100% 100%
Germline
Detekcia CNV Panel | o0y a9 11 11 0 100% 100%
Germline

e SNV/Indel Germline - udaje z panelu

Verzia genému

Typ variantu

Kritéria akceptacie

Citlivost pred filtrom

Citlivost po filtrovani

GRCh37 SNV 100 98 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 98 % 100 %
. . . e L L , Presnost po
Verzia genému |Typ variantu | Kritéria prijatelnosti | Presnost pred filtrom filtrovani
GRCh37 SNV 100 90 % 100 %
GRCh38 SNV 100 % 90 % 100 %

e SNV /indel Germline - udaje o exéme

Verzia genému I’;‘:;:tf Kritéria akceptacie | Citlivost pred filtrom [ Citlivost po filtrovani
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
" pre detekciu variantov nachadzajucich sa v oblastiach s vysokou spolahlivostou NA12878 a
NA24385.
Verzia genému Typ'e o Kritéria akceptacie” | Presnost pred filtrom e po
variant filtrovani
GRCh37 SNV >90 % 92,1 94,4 %
Indel >80 % 84,7 % 89,0 %
GRCh38 SNV >90 % 94,2 % 954 %
Indel >80 % 82,2 % 87,6

" pre detekciu variantov nachadzajtcich sa v oblastiach s vysokou spolahlivostou NA12878 a
NA24385.
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e SNV /Indel Germline — Opakovatelnost a reprodukovatelnost

o Opakovatelnost

Type of variant

Citlivost’

Presnost’

SNV 98,59 % + 0 % 95,92 % +0 %
indel 87,75% + 0 % 81,63 % +0 %
vSetko 98,38 % 0 % 95,630 %
o Reprodukovatelnost
Type variantu Citlivost’ Presnost’

SNV 98,57 % + 0,03 % 95,93 % + 0,08 %
indel 86,58 % + 0,42 % 78,97 % + 0,96 %
vsetko 98,34 % % 0,03 % 95,58 £ 0,09 %
e Mozaikové varianty Germline
o Citlivost SNV
Pocet S ers ,
Verzia genomu VAF biny [ skutoényc K"ter,la. CI:I{%OSt
h variantov akceptacie X
GRCh38 [0,05; 0,1] 3704 40 47,6
GRCh38 [0,1; 0,2[ 747 70 73,1 %
GRCh38 [0,2; 0,3] 685 90 90,7 %
GRCh38 [0,3; 1,0[ 76 90 93,4 %
o Citlivost Indels
Pocet S ers ,
Verzia genomu VAF biny [ skutoényc K"ter,la. C',tll:)\(')OSt
h variantov akceptacie 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
e SV Germline
. Verzia Pozitivne | Skutocné Falosné Kritéria et
L UEIEIT genému kontroly pozitivne negativy prijatel'nosti Citlivost
SV Germline| GRCh37 2 2 0 100 % 100 %
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e VlozZenia Alu

- Skutoéné -y
Verzia genému iU ozitivne issne Kritéria akceptacie [ Citlivost
g kontroly po negativy ritéria akceptacie | Citlivos
vysledky
GRCh37 1 1 0 100 % 100 %
GRCh38 1 1 0 100 % 100 %
e MNV
Verzia genomu Type of variant Kritéria akceptacie Pres’nost Prespost
exému genomu
GRCh37 MNV > 85 % 87,0 % 86,9 %
GRCh38 MNV >85 % 93,0 % 91,5 %
e SNV /Indel Somaticky
o Citlivost
Verzia Type of Pozitivne | Skutocné Falos$né Kritéria Citlivost
genému variant kontroly pozitivy negativy akceptacie” titvos
SNV (>=5 %) 121 121 0 100 % 100
GRCh37
Indel (>= 5 %) 21 21 0 100 % 100 %
SNV (>=5 %) 121 121 0 100 % 100
GRCh38
Indel (>= 5 %) 21 21 0 100 % 100

"Kritérium akceptacie pre detekciu variantov je definované ako 100 % citlivost pre SNV a indely s
ocakavanou VAF nad 5 %.
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o Spravnost

Spravnost
GRCh37 GRCh38
KIT p.D816V 10 % 9,07 % +/- 0,79 % 097% | 9,07%+/-0,79% | 0,97 %
PIK3CA p.E545K 8,80 % 7,88 % +/- 0,84 % 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 % 057% | 627 %+/-0,76% | 0,57 %
KRAS p.G13D 15 14,59 % +/-086% | 069% |1459%+/-0,86%| 0,69
EGFR p.G719S 24,50 % 24,5 % +/-1,39 % 115% | 245%+/-139% | 1,15%
PIK3CA p.H1047R 17,50 1747 % +/-1,04% | 077% |1747 % +/-1,04%| 0,77 %
EGFR p.L858R 2,80 % 3,58 % +/- 0,51 % 083% | 3,58%+/-0,51% | 0,83 %
NRAS p.Q61K 12,50 % 11,27% +/-119% | 127% |11,27%+/-119%| 1,27 %
EGFR p.T790M 0,90 % 1,33%+/-0,15% 0,43 % 1,33%+/-0,15% | 0,58 %
BRAF p.V600E 10,70 % 11,68 % +/-0,62% | 098% |11,68%+/-0,62%| 0,98
"Priemerna hodnota frekvencii bola ziskané na zaklade 12 opakovanych merani vzorky HD200.
e SNV/Indel Somatic LF
Gené.m Pozitivne Sku.tgéne Faloé’né Kritéria ) Citlivost
verzia kontroly pozitivne negativne prijatelnosti
GRCh37 42 42 0 100 % 100 %
GRCh38 42 42 0 100 % 100 %

"Kritérium akceptécie pre detekciu variantov je definované ako 100 % citlivost pre SNV a indely s
oCakdvanou hodnotou VAF nad 0,1 %.

e Velké panely somatickych CNV

Verzia Type of Pozitivne Skutocné Falosné Kritéria Citlivost
genomu variant kontroly pozitivy negativy akceptacie Itiivos
Zisk 27 26 1 90 % 96,3 %
GRCh37 Loss 20 19 1 90 % 95,0 %
LOH 11 11 0 90 % 100,0 %
Zisk 27 26 1 90 % 96,3 %
GRCh38 Loss 20 19 1 90 % 95,0 %
LOH 11 10 1 90 % 90,9 %
¢ Index metylacie
Verzia genému | Kritéria akceptacie | Vazena zhoda
GRCh37 >99 % 99,88
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e Fuzia somatickej DNA

Gené-m Pozitivne Sku.tqéné Falo§’né Pr.ija’ti.e:- Citlivost
verzia kontroly pozitivhe negativne Kritéria
GRCh37 9 9 0 100 % 100 %
GRCh38 9 9 0 100 % 100 %
e Somatic LBx DNA fuzia
Ver’zia P’odiel Pozitivhe Sku_tc’u':né Faloé’né Kritéria Citlivost
genému nadoru kontroly pozitivhe | negativy akceptacie
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
Verzia genému Kritéria prijatia Citlivost |Presnost
GRCh37 >80 % 83 % 85%
e MSI
Verzia Pozitivhe | Negativhe | Skutocné | Falosné Kritéria e ,
genému | kontroly | kontroly [ pozitivhe | negativy | prijatelnosti Citlivost | Presnost
GRCh37 22 24 22 0 100 % 100 % 100 %
GRCh38 6 17 6 0 100 % 100 % 100 %
e GiP
Gean Pozitivne Sku'tqéne Faloélné Pr.ija’\ti.g Citlivost
verzia kontroly pozitivhe negativne Kritéria
GRCh37 171 165 6 90 % 96,5 %
Geném Pozitivne Skutocne Falosné Prijatie .
verzia kontroly pozitivne pozitivhe Kritéria Presnost
GRCh37 171 165 7 90 % 95,9 %
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e Sentieon SNV / Indel Germline

Verzia genému | Type of variant K"tetla. . Citlivost Citlivost Geném
akceptacie Exome.
SNV >90 % 98,9 % 98,5 %
GRCh37
Indel >80 % 96,5 % 98,5
SNV >90 % 98,5 % 99,3 %
GRCh38
Indel >80 % 95,5 % 99,1
" pre detekciu variantov nachadzajtcich sa v oblastiach s vysokou spolahlivostou NA12878 a
NA24385
Verzia genému | Type of variant Krlter’la. . Presnost Presnost genému
akceptacie Exome.
SNV >90 % 98,7 % 98,5 %
GRCh37
Indel >80 % 96,5 % 98,6 %
SNV >90 % 99,6 % 99,6 %
GRCh38
Indel >80 % 97,2 % 99,5 %
" pre detekciu variantov nachadzajtcich sa v oblastiach s vysokou spolahlivostou NA12878 a
NA24385.
e CNV WGS
Verzia . Skuto¢né Falosné Kritéria e
) Pozitivne kontroly . s , . Citlivost
genomu pozitivy pozitivy akceptacie
Duplikacia 1kb-5kb 8 10 37,5
Duplikacia =5kb 3 10 100
GRCh38 -
Delécia 1kb-5kb 321 80 61,7 %
Delécia =5kb 132 80 92,4

Hoci citlivost na malé delécie (1-5 kb) nedosahuje akceptovatelné kritéria, toto zniZenie je
prijatelnym kompromisom s cieflom maximalizovat detekciu vyznamnejsich velkych udalosti a

duplikacii.
Verzia . Skutocné Falosné Kritéria ,
; Pozitivne kontroly . s , . Presnost
genomu pozitiv pozitivy akceptacie
Duplikacia 1kb-5kb 8 "NA" 30
Duplikacia =5kb 3 "NA" 75 %
GRCh38
Delécia 1kb-5kb 321 "NA" 94,3 %
Delécia =5kb 132 "NA" 92,4 %
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e Sentieon SNV/Indel Somaticky

Verzia . Pozitivhe Skutoéné Falosné Kritéria o
. Typ variantu ier i . . Citlivost’
genému kontroly pozitivy pozitivy akceptacie
SNV 37 2 85 % 95 %
GRCh38
Indel 16 5 75 % 76 %
e Fuzna RNA
Gendm Pozitivne Skutocne Falosné Prijatie Citlivost
Verzia kontroly falosné negativhe Kritéria ithives
GRCh37 20 20 0 100 % 100 %
GRCh38 20 19 1 95 % 95 %
e Splicing RNA
Genom Pozitivne Skutocné Falosné Prijatie Citlivost
Verzia kontroly falosné negativne Kritéria tivos
GRCh37 3 3 0 100 % 100 %
GRCh38 3 3 0 100 % 100 %
e CNV Maly panel somatickych
Gendm Pozitivne Skutocné Falosné Prijatie Citlivost
Verzia kontroly falosné negativne Kritéria iHivos
GRCh37 4 4 0 100 % 100 %
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e Status IGHV IMGT
Geném Pozitivne Skutocne Falosné Prijatie Citlivost
verzia kontroly pozitivhe negativne Kritéria itivos
GRCh37 122 116 6 95 % 95,9 %
e Status IGHV igblast
. i Pozitivne Skutocné FaloSné Kritéria -
Verzia genému ior . , . Citlivost’
kontroly pozitivhe negativy akceptacie
GRCh37 122 117 5 95 % 95,1 %
e Podskupiny IGHV
Genom Pozitivhe Skutocne Falosné Prijatie Citlivost
verzia kontroly pozitivhe negativne Kritéria IHivos
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
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Geném Pozitivne Skutocne Falosné Prijatie p ¢
verzia kontroly pozitivhe negativhe Kritéria resnos
GRCh37 61 10 0 95 % 100 %
e CFH
Geném Pozitivne Skutocne Falosné Prijatie Citlivost
verzia kontroly falosné negativne Kritéria Itiives
GRCh38 4 4 0 100 % 100 %
e FLT3
200
o
L 150
@
N
w
« 100
(8P
|_
—
L 50
50 100 200
ITD size (bp)

Pozorovana vs. teoreticka velkost udalosti FLT3-ITD. Pearsonov koeficient R > 0,99

Vysledky ukazuju 100 % citlivost pri detekcii udalosti FLT3-ITD a takmer dokonalt
korelaciu medzi ocakavanymi a pozorovanymi velkostami udalosti z analyzy.
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e UPD

o Citlivost
Type of Verzia Pozitivne Negativn Sku'tc?cne FaloSné Kritéria fors ,
analysis | genému | kontroly © pozitivne negativy | akceptacie Citlivost
kontroly | vysledky
Singleton | GRCh37/38 23 7 0 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 2 6 80 % 86 %
o Presnost
Negativn Skutocn
Type of Verzia Pozitivne 9 é Falosné Kritéria
. , e o o . . | Presnost’
analysis genému kontroly pozitivne| pozitivy | akceptacie
kontroly |,
vysledky
Singleton | GRCh37/38 23 7 80 % 100 %
Trio GRCh37/38 2 6 80 % 100 %
4.6.2.1.1. Moduly anotacie
e Skore DiagAl
i - Analyza Metrické Kritéria Metrika
Stbor tdajov typu vyhodnoteny Kritéria hodnota
Exomy . pozitivne  na  zriedkavé ‘Germline’ | Strednda hodnota =1 1
ochorenia
Exome ' pozitivne na zriedkavé ‘Germline top_10 > 90 % 95 9%
ochorenia
Exome CNV vzacnych ochoreni "Germline" | Stredna hodnota =1 1
Ex.omy slpozmvnym 'nalezom CNV pri ‘Germline’ top_1 >80 % 833
zriedkavych ochoreniach
e Somatické skore DiagAl
Stibor tidajov Analyza Metrika Kritérid | Hodnota
typu vyhodnotené prijatel'nosti metriky
Rakovina pozitivna TSO500 "Somatic" top_10 >90 % 100 %
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e DiagAl uzsi vyber

Dataset Analyza Metrika Prijatelnost | Hodnota
typu hodnotena Kritéria metriky
Exémy ' pozitivne na zriedkavé ‘Germline’ citlivost 590 95
ochorenia
Exome pozitivne  na - zriedkave| uq o niine | priemernd dizka <25 18,475
ochorenia
Ex.ome S p02|t|\{nym nalezom "Germline" Stredna dizka <25 17
zriedkavych ochoreni
e DiagAl SmartPicks
Stibor tidajov Analyza Metrika Prijatefnost | Hodnota
typu hodnotena Kritéria metriky
Exomy ' pozitivne na  zriedkavé 'Germline” citlivost > 40 % 45
ochorenia
Exome . pozitivne na zriedkavé "Germline" presnost >80 % 78 %
ochorenia
e ACMG CNV
Sabor ddajov Analyza Metrika ) .l.(r|te'r|a . Hodn.ota
typu vyhodnotené prijatelnosti metriky
Subor udajov CNV s poznamkami|, . G 0
odbornikov ACMG Germline citlivost >70 % 76
e ACMG SNV
Stibor tidajov Analyza Metrika Kritéria | Hodnota
typu vyhodnotené prijatelnosti metriky
Datovy subor s  poznamkamil, C , o o
odbornikov ACMG Germline presnost >50 % 56 %
e DiagAl UP2
; L. Analyza Metrika Kritéria Metrika
Subor udajov ; . .
typu vyhodnotené prijatel'nosti hodnota
Varianty sp6sobujuce ochorenia "Germline" citlivost 90 % 92
e DiagAl UP2 SV
3 L Analyza Metrika Kritéria Metrika
Subor udajov o .. .
typu vyhodnotené prijatelnosti [ hodnota
Varianty spésobujuce ochorenie "Germline" citlivost 90 % 98
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e DiagAl Phenogenius

Subor udajov Analyza Metrika Kritéria | Metrika
typu vyhodnotené prijatel'nosti hodnota
Asociacie génov a symptémov ‘Germline’ top_100 50 % 49,8
Suvislosti medzi génmi a priznakmi  |"Germline" top_200 60 % 60,7
Suvislosti medzi génmi a priznakmi "Germline" top_500 75% 77,0 %
Stredna hodnot
Suvislosti medzi génmi a priznakmi  |"Germline" redna nodnota v <20 15
top 100
Suvislosti medzi génmi a priznakmi  |"Germline"| Priemer v top 100 <30 25
e Compermed
Stibor udajov Analyza Metrika Kritéria | Metrika
typu vyhodnoteny prijatelnosti hodnota
Rakovina pozitivha TS0500 ‘Somatic’ citlivost 90 % 91

4.6.3.

Klinicka vykonnost

SeqOne Platform nie je ur¢end na posudzovanie konkrétneho klinického stavu alebo
fyziologického stavu. Hoci poskytuje informacie o fyziologickom stave pacienta, ako je
identifikacia urcitych variantov, nie je ur¢ena na posudzovanie konkrétnych klinickych stavov
alebo fyziologickych stavov. SeqOne Platform preto sama o sebe nevyzaduje preukazanie

klinickej vykonnosti.
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5. Bezpecnostné opatrenia
5.1. Spravne pouzivanie

(Pozri ¢ast Uréeni pouzivatelia)

Akékolvek nevhodné pouzivanie platformy je zakazané.
Pouzivatelia su zodpovedni za kontrolu, Ci je platforma vzdy funkénd, a za zabezpeclenie
podmienok potrebnych na jej spravne fungovanie.

5.2. Upozornenia

A Poskytnuté vysledky by nemali byt jedinym zékladom pre zmenu starostlivosti o pacienta.
Pouzivatelia musia preto pri pouzivani softvéru a jeho vysledkov postupovat s naleZitou
opatrnostou. Diagndzy by mali byt potvrdené prostrednictvom roéznych klinickych a lekarskych
vySetreni.

Vysetrovanie ochoreni pomocou NGS méze odhalit sekundarne alebo nahodné nalezy, ako je
predispozicia na rakovinu, z génov, ktoré nesuvisia s primarnym ochorenim (Kuhlen a Borkhardt
2015). Napriek politickym vyhlaseniam agentir ako AMP a ACMG (Green et al. 2013; Allyse a
Michie 2013; Predstavenstvo ACMG 2015; Hegde et al. 2015) sa narodné smernice tykajlce sa
hlasenia nahodnych zisteni liSia. Preto je klucové zabezpecit dokument ,informovaného
sthlasu” (Anderson et al. 2016). OSetrujici lekar je zodpovedny za to, aby pacient alebo jeho
zakonny zastupca pochopil potencidlne vysledky a rizika pred objednanim akéhokolvek testu
NGS.

Tento produkt nezaruCuje detekciu vSetkych genetickych variantov pritomnych vo vzorke.
Pravdepodobnost detekcie hladaného variantu je vo svojej podstate zavisla od kvality a
charakteristik vstupnej vzorky (napr. integrita vzorky, priprava kniznice, hibka a uniformita
sekvenovania, bioinformatické filtrovanie a typ alebo kontext variantu). Negativny vysledok
definitivne nevylucuje pritomnost patogénnej varianty, ak je jej frekvencia (VAF) nizSia ako
detekéné prahy pouzitého analytického modulu. Spolahlivéa detekcia rozsiahlych genémovych
prestavieb (Strukturdlnych variantov, vratane CNV a delécii celych chromozémov) nie je zaruéena. Je
to spdsobené vnutornym obmedzenim udajov sekvenovania novej generdcie (NGS) s kratkymi
¢itaniami, Co stazuje identifikaciu tychto udalosti. KedZe ¢itania NGS su kratke (priblizne 150-200
bp), toto obmedzenie je charakteristické pre samotnu sekvenénu technolégiu a nie je obmedzenim
SeqOne Platform. (Pozri Tan R. et al, Hum Mutat. 2014 Jul;35(7):899-907. doi:
10.1002/humu.22537 a odkazy v fiom). Pouzivatelia musia vyhodnotit vhodnost zvoleného
worksetu a kvalitu sekvenovania vo vztahu k ocakavanym variantom, aby sa uistili, Zze bol
pokryty prislusny klinicky kontext.
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Klinické rozhodnutia zalozené na vysledkoch skriningu novorodencov alebo Carrier screening
musia byt prijimané s mimoriadnou opatrnostou a nikdy sa nesmu spoliehat vylu¢ne na vystupy
tohto softvéru. V pripade skriningu novorodencov si pozitivhy nalez vyzaduje okamzitu klinicku
korelaciu so symptomami dietata a urgentné potvrdzujice testovanie pred zacatim liecby
ovplyvnujucej zivot alebo diétnych obmedzeni. V pripade carrier screeningu negativny vysledok
nevyluCuje riziko, ze dana osoba je nositelom, ale skér ho znizuje na uroven rezidualneho rizika,
kedZe urcité gendmové varianty mozu klesnut pod detekény limit softvéru. Kedze vysledky z
tohto zariadenia priamo ovplyvnuji nezvratné reprodukéné rozhodnutia a kriticki neonatalnu
starostlivost, vSetky nélezy, na zaklade ktorych je mozné konat, musia byt overené pomocou
alternativnej validovanej metédy a interpretované kvalifikovanym odbornikom v kontexte uplnej
klinickej anamnézy pacienta a relevantnych biochemickych alebo fenotypovych udajov.

Novozistené varianty, ktoré este nie su dékladne zdokumentované vo vedeckej literatdre, mézu
byt nespravne klasifikované.

Vysledky su presné v Case analyzy a odrazaju sucasné vedecké poznatky. Opatovné spustenie
analyzy na novej verzii platformy v§ak méze priniest odlisné vysledky.

Vysledky klasifikacie z SeqOne Platform sa snazia zosuladit so vSeobecnym konsenzom.
Uvedomte si, Zze akékolvek vysledky vygenerované po zmene nastaveni klasifikacie su mimo
rozsahu CE-IVD a preto nie su validované.

Tento softvér obsahuje komponenty umelej inteligencie (Al). Pouzivatelia si musia byt vedomi
nasledujucich obmedzeni, ktoré su vlastné tymto nastrojom zalozenym na Al, a zohladnit ich pri
interpretacii vysledkov:

e Trénovacie udaje pochadzaju prevazne z eurdpskych/kaukazskych populacii
predkov vzhladom na zlozenie sucasnych klinickych referenénych databaz;

e Vykonnost sa méze liSit v pripade zriedkavych variantov s obmedzenym zastupenim
v trénovacich udajoch;

e Skore spolahlivosti odrazaju neistotu modelu, nie klinicku istotu; musia sa
interpretovat v spojitosti s klinickym kontextom;

e Vykonnost sa méze zhorSit v désledku posunu udajov z novych sekvencnych
platforiem alebo protokolov pripravy kniznic, ktoré nie su zastupené v trénovacich
udajoch;

e Vykonnost nastroja DiagAl Phenogenius pri prioritizacii génov sa hodnoti na zaklade
asociacii génov a symptomov a zavisi od kvality a uplnosti anotacie terminov HPO
zo strany objednavajuceho klinického lekara.

5.3. Obmedzenia

Carrier screening for genetic conditions is subject to specific national laws and ethical regulations.
The laboratory and the healthcare provider are responsible for ensuring that all legal requirements -
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including mandatory genetic counseling, physician-led ordering, and informed consent — are met
within their specific jurisdiction.

5.4. Poruchy

V pripade poruchy:
- Okamzite prestanite pouzivat softvér.
- Skuste identifikovat alebo odstranit pric¢iny podla postupu riesenia problémov opisaného
v tejto prirucke (pozri Cast RieSenie problémov a chybové spravy).
- Ak pomocou tohto navodu nedokazete identifikovat alebo odstranit pricinu, poslite

e-mail timu podpory na support@segone.com.
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6. Minimalne poziadavky
6.1. Hardvér

Softvérové moduly platformy SeqOne su instalované ako sucast klientsko-serverového
usporiadania. Poskytovatel sluzieb musi byt serverom Linux, aby bola zabezpecena
kompatibilita s vacsinou nastrojov bezne pouzivanych v bioinformatike. Kazda systémova
polozka je zapuzdrend v prostredi runtime, ako je kontajner Docker®, ktory mozno nasadit na
akejkolvek kompatibilnej platforme Docker®, bez ohl'adu na zakladnu hardvérovu architektdru.
Pouzivatelia musia mat pocitac s pripojenim na internet a webovym prehliadacom (pozri nizsie).

Minimalne systémové poziadavky pre klientsky pocitac¢ su nasledovné:
- 4 GBRAM
- Dvojjadrovy procesor
- Pristup k internetu
- Prehliada¢ Chrome (verzia 36.0.1985 a novsie) alebo Firefox (verzia 31 a novsie) alebo
Microsoft Edge (vSetky verzie zaloZzené na Chromium).

6.2. Siet

Minimalna odporicana rychlost odosielania/stahovania pre pouzivanie platformy cez internet je
100 Mbps. Na pripojenie k platforme sa pouziva protokol HTTPS. Aby ste mali spravny pristup k
platforme, odpori¢ame poziadat vase IT oddelenie o autorizaciu nasledujucich adries:

* eu.seqone.com
* . common.seqone.com
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7. Overenie

7.1. Prihlasenie

Z bezpecnostnych dévodov maju pouzivatelia pristup k platforme az po prihlaseni sa na
domovskej obrazovke.

Domovska obrazovka je dostupna na nasledujucej adrese URL:

Pre Eurépu a Afriku: https://auth.eu.seqone.com/
Pre Svajciarsko: https://auth.ch.seqone.com/

Pre Aziu a Ocedniu: https://auth.au.seqone.com/
Pre Ameriku: https://auth.us.seqone.com/

Pri prihlasovani na domovskej obrazovke musite zadat:
- Prihlasovacie meno alebo e-mailovl adresu do pola ,Username” (Prihlasovacie meno)
alebo ,email” (E-mail)
- Heslo do pola ,Heslo"

Seg®ne

Welcome back!

Please enter your details.

Username or email

Password

[] Remember me

Forgot Password ?

Obrazok 1: Prihlasovacia stranka
Ak je pre vas ucet aktivovand dvojfaktorova autentifikacia, budete musiet zadat 6-miestny

overovaci kod zaslany e-mailom na adresu spojenu s vasim uc¢tom SeqOne. Tento kod je platny
30 minut.
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Ak mate pristup k viacerym pracovnym priestorom alebo entitam, budete poziadani, aby ste
vybrali entitu, ku ktorej sa chcete pripojit, prostrednictvom roletového menu v ¢asti ,Choose a
workspace”.

Heslo mozZete zmenit kliknutim na ,Forgot Password”. Postupujte podla pokynov a zadajte
e-mailovu adresu spojenu s vasim uc¢tom SeqOne. Nasledne dostanete e-mail, ktory vam umozni
resetovat heslo.

Zasady pre hesla sa riadia nasledujucimi pravidlami:
e Minimalna dizka: 12 znakov.
e ZlozZitost: heslda musia obsahovat aspon jedno velké pismeno, jedno malé pismeno,
jednu &islicu a jeden $pecialny znak. Cim vaésia je sada znakov, tym silnejsie je heslo.
e Histdria hesiel: nesmie sa opakovat pouzitie predchadzajucich hesiel.
e Ziadna maximalna dizka: aby bolo mozné pouzivat tajné frazy.

Uzivatelia nemozu zmenit svoje vlastné uzivatel'ské meno.

7.2. Odhlasenie

Pouzivatelia sa m6zu odhlasit kliknutim na logo pouzivatel'ského Uétu v pravom hornom rohu
stranky a potom na ,Odhldsit sa“.

7.3. Domovska stranka

Po overeni sa pouzivatel dostane na stranku riadiaceho panela, ktora je rozdelena na dve casti:
- modry vyhladavaci a ak¢ény banner, dostupny pocas celej navigacie, obsahujuci zlava
doprava:
- ikonu SeqOne pre navrat na hlavnu obrazovku kedykolvek,
- vyhladavaci riadok pre priamy pristup k danej analyze,

- ikonu vyhladavania VKB na vyhladavanie variantov vyhodnotenych v
databaze VKB (pozri ¢ast Vyhodnocovanie variantov),

- ikonu@ , ktora otvara ,zoznam uloh” pouzivatela, z ktorého ma pristup k
analyzam, ktoré mu boli pridelené (pozri ¢ast Pridelenie analyz na interpretaciu),

- paneli ponuky, dostupnom cez ikonu , ktory poskytuje pristup k parametrom
pouzivatela, panelu spravcu, pouzivatelskej prirucke, podmienkam pouzivania,
e-mailovej adrese podpory a ktory umoznuje pouzivatelovi odhlasit sa (pozri ¢ast
Sprava pouzivatel'ského UGctu).

- hlavna obrazovka na spravu projektov a analyz.
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Obrazok 2: Pouzivatel'sky panel

K pouzivatel'skému paneli sa mozete kedykolvek dostat kliknutim na logo Seq@ne .

7.4. Sprava pouzivatel'ského uctu

Svoje pouzivatel'ské konto mozete spravovat kliknutim na logo v pravom hornom rohu
panela uloh.

V tejto ¢asti ma pouzivatel' moznost:

- pristup k nastaveniam uctu kliknutim na "My account”

- pristup k pouzivatel'skym parametrom kliknutim na "Entity Settings"

- zmena entity, ku ktorej je pouzivatel pripojeny, kliknutim na "Entity" a vyberom
pozadovanej entity v Casti "Choose your workspace”,

- pristup k panelu administratora kliknutim na "Admin", ktory umoziuje pristup k
zoznamu pouzivatelov s pristupom k entite a vytvaranie, Upravu alebo mazanie
pouzivatel'skych uctov.

- kliknutim na "About" ziskate pristup k pouzivatelskej prirucke v réznych jazykoch,
informaciam o verzii softvéru SeqOne a kontaktnym udajom,

- pristup k podmienkam vasej licencie SeqOne kliknutim na "Terms of Use’,

- kliknutim na "Support" ziskate pristup k e-mailovej adrese podpory pre akékolvek
otazky alebo problémy zistené na platforme,

- pristup ku skratke kliknutim na "Keyboard Shortcuts"
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- prepinanie medzi Standardnou verziou a verziou preview aplikacie kliknutim na "SeqOne
Mode" a vyberom bud "SeqOne" (standard mode) alebo "SeqOne Preview" (preview
mode). Aktudlne aktivny rezim je oznaceny zaskrtnutim.

- odhlasenie kliknutim na "Logout".

7.4.1.  Sprava "My Account"

V sekcii "My account” méze pouzivatel:

- nahrat svoj podpis na jeho zahrnutie do klinickej spravy,

- zmenit svoje heslo kliknutim na "Change your password" (otvori sa na novej karte) v sekcii
"Manage your credentials”.

7.4.2. Sprava nastaveni pouzivatela — definicie

V pouzivatel'skych nastaveniach méze pouzivatel spravovat nastavenia, subory a konfiguracie
popisané nizsie.

Entita

Entita sa vztahuje na zariadenie alebo tim, ktory si zakupil licenciu na platformu SeqOne.
Platforma je navrhnuta tak, aby ju mohlo pouzivat viacero ¢lenov v ramci tej istej skupiny. V
nastaveniach pouzivatela sa karta Uéet pouziva na spravu informécii tykajucich sa entity.

Users
Pri tejto karte sa prosim obratte na Sprava administratora — rozhranie Prezentacia.

Worksety

Tato karta obsahuje zoznam réznych worksetov analyzy, ktoré su k dispozicii v entite, ku ktorej
je pouzivatel pripojeny. KedZe na platforme SeqOne mbze existovat viacero verzii uréitych
pipeline, pouzivatel méze v tomto menu definovat, ktord verzia by mala byt predvolena pri
spusteni analyzy.

Zmeny vykonané v tomto zozname sa sleduju, takze sa automaticky zobrazi pouzivatel, ktory
definoval verziu, ktora sa ma spustit ako predvolena verzia pracovnej sady, ako aj datum zmeny.

Manifest

Manifest zobrazuje genémové oblasti zaujmu (ROI) ako subor BED, ktory méze byt doplneny o
prislusné anotdcie. Novy manifest mozete nahrat na karte Manifest v nastaveniach pouzivatela
kliknutim na ,Pridat manifest” a vyberom suboru manifestu, ktory chcete nahrat. Po nahrati
bude tento manifest k dispozicii vSetkym pouzivatelom pri vytvarani nového projektu a pri
pouziti in silico panelu v analyze.

Panels - Transkript
Pouzivatelia mézu nahrat novy zoznam referenc¢nych transkriptov (RefSeq) cez kartu Transkript.
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Panels - Gény

Tato karta vdm umoznuje importovat alebo generovat genové panely na zédklade NCBI GenelD
kliknutim na ,Pridat zoznam génov”.

O&akavany format siboru je tabulkovy stbor (napr. stbor .tsv) bez zahlavi stipcov, o je
podrobne uvedené na platforme. Prvy stipec oéakavaného stboru je vyhradeny pre identifikatory
génov (NCBI Entrez gene ID), druhy stipec (volitelny) obsahuje transkript zaujmu (RefSeq ID) a
treti stipec (volitelny) obsahuje symbol HGNC génu. Tento subor je mozné vytvorit aj vlioZzenim
pozadovaného zoznamu génov, oddelenych ¢iarkou, do pola ,Gene symbols” (Symboly génov).

Marker

Tato zalozka sluzi na import zoznamu genetickych identifikacnych markerov kliknutim na ,Add
marker config” (Pridat konfiguraciu markerov). Ocakavany format suboru je tabulkovy subor
(tsv alebo .txt) s hlavikou stipca obsahujicou 5 stipcov s podrobnymi informéciami:
chromozém (CHR), identifikator variantu alebo rsID (ID), genomickd pozicia (POS), referenéna
alela (REF) a alternativna alela (ALT). Subor nesmie obsahovat viac ako 100 riadkov vratane
zahlavia.

Protocols

Analyzny protokol je vopred definovana kombinacia uloh navrhnuta na Standardizaciu
interpretacie analyzy. Prislusna karta umoznuje pouzivatelom zobrazit zoznam protokolov
dostupnych v entite, ich verzie a vytvarat ich.

Ak chcete vytvorit protokol, kliknite na "New protocol’, potom pridajte a zordte ulohy, ktoré
zodpovedaju SOP vasho laboratéria. Ak chcete upravit existujlci protokol, kliknite na ikonu
ceruzky vedle neho a uloZte novu verziu protokolu.

Vyberte protokol pri spusteni analyzy alebo ho pripojte neskér z karty Workflow v paneli analyzy.
Oznacte ulohy ako dokon¢ené priamo v paneli analyzy. Kazda dokon¢ena uloha automaticky
zaznamena pouzivatela a datum pre Uplnu sledovatelnost.

Reporting - Global settings

Sekcia Global settings na karte Reporting umoznuje pouzivatelom povolit alebo zakazat
automatické uzamknutie analyzy, ked' sa stav zmeni na “Reporting Validating”, a prispésobit
sekcie klasifikacie a reportovania. Ak to chcete urobit, v ¢asti Germline / Somatic kliknite na
"New section’, zadajte nazov sekcie a vyberte tag, ktory chcete priradit k pozadovanej
klasifikacii. Varianty, ktoré zodpovedaju jednému z vybranych tagov alebo klasifikacii, sa do tejto
sekcie pridaju automaticky. Ak chcete tuto funkciu pouzivat, musite najprve vytvorit tagy na
prislusnej karte.
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Reporting - Template list

Karta Reporting pod “Template list” umoziuje pouzivatelom konfigurovat sablény pouzivané pri
exporte vysledkov analyzy. Na tejto karte mozete prisposobit informacie obsiahnuté v
generovanych reportoch.

Tags

Karta "Tags" umoznuje pouzivatelom spravovat vlastné s$titky na organizovanie a filtrovanie
variantov v ramci VKB a reportu. Pouzivatelia mozu vytvarat tagy kliknutim na "Add tag", alebo
premenovavat a mazat tagy, ktoré su dostupné vsetkym pouzivateflom v rdmci entity, pomocou
zodpovedajucich ikon pera a kosa.

API Keys

KIu¢ API je jedineCny autentifikacny token, ktory umoznuje externym aplikaciam alebo skriptom
programovo komunikovat s platformou SeqOne. Na karte API Keys si mozZete zobrazit vSetky
existujuce kluce spolu s prislichajucimi informaciami.

Novy klu¢ vytvorite kliknutim na "+ New API Key". Expirované kl'ice mbzete zobrazit alebo skryt
pomocou prepinaca "Show expired key". Kazdy kl'u¢ je mozné odstranit jednotlivo. KI'i¢e API sa
musia uchovévat ako doverné, pretoZze udeluju pristup k platforme s prislichajucimi
opravneniami.
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7.4.3. Sprava administratora — rozhranie Prezentacia

Toto rozhranie je ur€ené spravcom uctov a umoznuje im:

- pristup k zoznamu pouzivatelov v organizacii,

- vytvarat novych pouzivatelov,

- upravovat prava pouzivatelov: vytvarat projekty a nahrat vzorky, spustat analyzy, mazat
vzorky, analyzy alebo projekty, hodnotit varianty vo VKB, vytvarat spravy, spravovat profily
filtrov, spravovat ulohy.

- aktivovat dvojité overovanie,

- deaktivovat pouzivatel'sky Ucet.

D FIRSTNAME  LAST NAME EMAIL ADDRESS PERMISSIONS
e Aty Y e sl vyt Prjct Y Crte nd lod Sampes Y ot grai o VG /e
/e
Manage organisation wide Filter Presets ] Create Report ]

aa / Edit

Obrazok 3: Panel spravcu

ID zodpoveda pouzivatel'skému menu pouzivatela. Musi byt v malych pismenach a nesmie
obsahovat diakritiku ani medzery; Specidlne znaky, ako bodka a podciarknutie, st povolené. Pri
vytvarani nového pouzivatela sa odporuca dodrziavat nomenklatiru meno.priezvisko.

Pokial' ide o e-mailovu adresu pouzivatela, z bezpec¢nostnych dévodov dérazne neodporicame
pouzivat generickd e-mailova adresu.

Kedze povolenia su Standardne deaktivovanég, ich aktivacia je na spravcovi:
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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.

Obrazok 4: Opravnenia pouzivatela
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Bezpecnost mozZete zvysit aj aktivovanim dvojitého overovania. Tdto moznost odosle
pouzivatelovi jedinecny kod zakazdym, ked' sa pripoji k platforme.

Uloha ,Spravovat prednastavenia filtrov v rdmci organizacie” umoziuje pouzivatelovi upravovat
verejné profily filtrov. Ak nemate tuto ulohu, moézete upravovat len sikromné profily filtrov.

Opravnenia spravuje administrator entity z panelu Admin. Pri vytvoreni pouZzivatela su vSetky
opravnenia v predvolenom nastaveni zakazané a administrator musi manualne povolit prava
vyzadované pre daného pouzivatela. Prava pridelené pouzivatelovi sa vztahuju na vSetky entity
(pracovné priestory), ku ktorym ma pouzivatel pristup na platforme SeqOne (napriklad ak ma
pouzivatel pristup k viacerym entitam, plati pre ne rovnaka sada opravneni).

Ak sa vam zobrazi chybova sprava, kontaktujte zakaznicku podporu na adrese
support@segone.com.
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7.4.4. Prepinanie medzi rezimami Main a Preview

Pripojenie k SeqOne prostrednictvom predvolenej
prihlasovacej adresy URL presmeruje pouzivatelov do
rezimu “Main” ich subjektu. Tento predvoleny rezim hosti

pracovné sady s oznacenim CE a dalSie miestne I Entity

My Account

certifikacie.

Entity Settings
Pre skorSi pristup k novym funkcidm a verzidam .
pracovnych sad prepnite do rezimu “Preview” (RUO: —
Research Use Only) tak, Ze prejdete do spodnej Casti oD fslol
ponuky nastaveni a v cCasti SeqOne One vyberiete Terms of Use

“Preview”.
Support

Rezimy “Main“ a “Preview” zdielaju rovnaké zakladné
Udaje (projekty, vzorky, analyzy), povolenia, zdroje
(subory, sablény, manifesty, zoznamy génov), znalosti SeqOne v SeqOneMode > &
(VKB) a frekvencie (Udaje o frekvencii vzoriek, vyskyty).

% Keyboard Shortcuts
arv SeqOne Preview Logout

Pri navigdcii v rezime “Preview” sa zobrazi logo “SeqOne Preview
SGQ@ﬂG RUQO" ako pripomienka, ze tento rezim obsahuje funkcie a pracovné
Preview (@ sady RUO.

‘ Name = Version

V rezime “Main” sa analyzy spustené v “Preview’
zobrazuju sivo. Ak kliknete na jednu z tychto

ivy Y 3 f Al @ This analysis belongs to v2.8.7RUO
sivych analyz, platforma vas vyzve, aby ste na jej i gy iy

zobrazenie prepli do rezimu Preview. 6
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8. Popis operacnych krokov

Krok Popis

Vytvorenie projektu
Analyzy vykonavané na platforme SeqOne su organizované v ramci projektoy, ktoré

1 definuju charakteristiky analyzovanych vzoriek prostrednictvom metadat zadanych
pouzivatelom (typ sekvenovania, metéda pripravy, gény zaujmu).
Nahratie vzorky

2 Vzorky sa nahraju ako surové sekvenéné subory (FASTQ), ktoré by mali byt

umiestnené v urcenom projekte. Po nahrati suborov sa v ramci overovacieho kroku
skontroluje integrita odoslanych suborov pred akoukolvek analyzou.

Spustenie analyzy

Po nahrati Udajov na servery SeqOne si pouzivatel méze vybrat z ponuky aplikacii
3 alebo ,pracovnych suborov” v zavislosti od typu analyzovanej vzorky a typov

hladanych genomickych zmien (SNV, CNV, génové fuzie, varianty spliceovania atd".).

Tieto aplikacie vykonavaju bioinformatickd analyzu.

Kontrola kvality udajov
Aplikacie dostupné na platforme SeqOne obsahuju niekolko modulov uréenych na

4 analyzu kvality udajov, ktoré vyuzivaju rozne metriky sekvenovania, zarovnanie a
hlbku pokrytia.
Interpretacia vysledkov analyzy

5 Gendmové variacie zistené vo vzorke sa zobrazuju v roéznych kartach alebo
,prehliadac¢och”, kde méze pouzivatel vyhladdvat diagnosticku variantu zodpovednu
za patolégiu pacienta.

6 Ziskanie terapeutickych odporucani a klinickych studii suvisiacich s patoldgiou
pacienta .
Vydanie spravy

7 Vysledky analyzy je mozné exportovat ako spravu vo formate PDF, ktor( je mozné

nasledne stiahnut.
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9. Vytvorenie projektu

Analyzy vykonavané na platforme SeqOne su organizované v ramci projektov, ktoré definuju
charakteristiky analyzovanych vzoriek prostrednictvom metadat zadanych pouzivatelom (typ
sekvenovania, metdda pripravy, gény zaujmu).

9.1. Vytvorenie projektu

Po kliknuti na ,Novy projekt” sa pouzivatelom zobrazi vyzva na zadanie hodnét pre niekolko
typov informacii alebo metadat, ktoré sa pouzivaju na popis projektu a suvisiacich vzoriek.

e Popis projektu
e Sekvenovanie:

O

o

o

O

Typ testu: typ analyzy (germline alebo somaticky),

m Projekty Germline (typ testu Germline) obsahuju zaciarkavacie
policko UMI Trimming, ktoré umoZznuje spracovanie vzoriek
obsahujucich UMI. Vyberom tejto moznosti sa UMI odstrania zo
sekvencii FASTQ, ako v rezime s vypnutym UMI pre somatické
pracovné subory (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI).

Sekvencna platforma: sekvencna platforma

Typ kniznice: typ vykonaného sekvenovania ¢itania (paired-end alebo
single-end),

Typ udajov: DNA, RNA, ctDNA, alebo Methylation Sequencing

m Ak je ako typ Udajov zvolend DNA, je potrebné Specifikovat
metédu sekvenovania pomocou roletového menu ,DNA
Sequencing method” a metdédu amplifikacie (Capture alebo
Amplicon) pomocou ,Amplification method".

Typ vstupného suboru: subory Fastq, subory VCF

Gendém: verzia referen¢ného genému (GRCh37 alebo GRCh38),

Oblast mapovania nizkej kvality: volanie variantov v oblastiach s nizkou
kvalitou zarovnania s ohl'adom na ¢itania MAPQO,

Metoda sekvenovania: génovy panel, sekvenovanie celého exému,
komplexné gendmové profilovanie, plytké WGS, sekvenovanie celého
genoému, CGH mikrocipy.

Poskytovatel sekundarnej analyzy: AmoyDX, Pillar, Thermofisher,
Manifest: manifest v pripade génového panelu,

ID marker (volitelné): subor identifikacnych markerov.

e Vzorky:

o

(VoliteIné) Nové metadata vzorky je mozné pridat kliknutim na ,You can
also create your own metadata“ (,MO6Zete tieZ vytvorit svoje vlastné
metaddta”). Po zobrazeni vyzvy zadajte ndzov a hodnotu metadat.

Po zadani réznych metadat pre projekt su pouzivatelia vyzvani, aby vytvorili svoj projekt
kliknutim na tlacidlo , Vytvorit projekt".
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9.2. Sprava projektov

Prostrednictvom riadiaceho panela moézu pouzivatelia spravovat rézne projekty, ktoré boli
vytvorené na platforme. Konkrétne mézu:

- Pristup k projektom cez kartu Projekty, ako aj k vzorkam a analyzam pre kazdy projekt
kliknutim na loga ,Samples” (,Vzorky") a ,Analysis" (,Analyza"“).

- Pristup k analyzam priamo cez kartu Analyzy.

- Vytvorit novy projekt kliknutim na ,New project” (,Novy projekt”, pozri ¢ast s ndzvom
Vytvorenie projektu).

9.3. Vymazanie projektu

Na vymazanie projektu musia pouzivatelia:
- Vybrat projekt
- Kliknite na kartu ,Settings” (,Nastavenia“) a potom na ,Delete project” (,0dstranit
projekt”).
- Potvrdit zaskrtnutim ,Yes" v zobrazenom okne. Tato akcia je nevratna.

9.4. DNA udaje (sekvenovanie DNA, sekvenovanie ctDNA)

Oblast s nizkou kvalitou mapovania. Pri sekvenovani génovych panelov, exémov alebo genémov
mobze pouzivatel pri volani variantov zahrnut oblasti s nizkou kvalitou zarovnania. Tieto oblasti
zodpovedaju takzvanym MAPQO citaniam, ktorych kvalita zarovnania je rovna 0, ako napriklad
pseudogény a homologické oblasti genomu.

Tato moznost je pouzitelna na Specifické cielové gény alebo oblasti. Ak chce pouzivatel tuto
moznost vyuzit, je vyzvany, aby nacital manifest zamerany na pozadované oblasti alebo aby ho
vybral z roletového menu.

Tato moznost méze znizit kvalitu a presnost vysledkov. Méze sposobit Sum v frekvencii alel a
mat negativny vplyv na prioritizaciu variantov. MozZe tiez zvysit ¢as analyzy v dosledku vyssej
vypoctovej zataze.

Exom. V pripade sekvenovania exdému pouzivatelia nemusia Specifikovat manifest, ktory sa ma
pouzit; mozu vybrat vyrobcu pouzitej stpravy kliknutim na jednu z ikon v kategérii Dodévatelia
suprav pre exom. Z roletového menu si potom pouzivatel méze vybrat poZadovany manifest. Ak
pozadovany manifest nie je na platforme k dispozicii, pouzivatel je vyzvany, aby kontaktoval
podporu pouzivatelov (support@segone.com).

Génovy panel. V pripade génového panelu su pouzivatelia vyzvani, aby v roletovom menu vybrali
amplifikaénd metédu, ako aj manifest (vo formate BED) zodpovedajluci génom, ktoré ich
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zaujimaju. Ak poZzadovany manifest nie je k dispozicii na platforme, je mozZné ho nahrat vyberom
moznosti ,Nahrat novy manifest” a postupovanim podla pokynov na obrazovke.

Povrchove WGS, CGH mikrocipy, sekvenovanie celého genomu. V pripade sekvenovania genému
nemusi pouzivatel Specifikovat, ktory manifest sa ma pouzit.

Zachytavanie. Vyberom metédy amplifikacie zachytdvania je k dispozicii ikona UMI (Unique
Molecular Identifiers, jedinecné molekuldrne identifikdtory). Jedineéné molekuldrne identifikatory
sU indexy, ktoré sa pridavaju pred amplifikaciou, aby pomohli eliminovat duplikaty PCR a znizit
Sum pozadia po analyze.

Amplicon. Pri analyze amplikénov je potrebné venovat osobitni pozornost amplifikacnym
primerom. Pri vytvarani projektu pre udaje o amplikonoch sa pouzivatelom odportca vybrat
manifest, v ktorom regiéony zodpovedajlce cielom neobsahuju sekvencie primerov. Ak takyto
BED nie je k dispozicii, je mozné vybrat moznost odrezat pevnu dizku na konci sekvencii.

Monitorovanie identity. Pri sekvenénych metédach zodpovedajucich génovému panelu, exdému,
genomickému profilovaniu (CGP) alebo genému (povrchné WGS) zo suborov FASTQ je
pouzivatel vyzvany, aby z roletového menu vybral sibor markerov na monitorovanie identity. Ak
pozadovany subor nie je na platforme k dispozicii, je mozné ho importovat vyberom moznosti
,Nahrat nové markery“ a postupovanim podla pokynov na obrazovke (pozri tiez odsek Markery v
Casti Sprava pouzivatel'skych nastaveni).
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9.5. Udaje o RNA (sekvenovanie RNA)

Ak je pre typ udajov vybrand RNA, pouzivatelia musia prostrednictvom roletového menu
Stranded protocol (Protokol retazca) uréit, ¢i ich protokol zachovava povodné informacie o
retazci. Ak je protokol $pecificky pre retazec, poradie syntézy retazcov (pre forward-reverse
alebo reverse-forward) musi byt urCené pomocou moznosti Read orientation (Orientacia
¢itania). Nakoniec je potrebné uréit metddu sekvenovania (genovy panel).

Orientdcia citania. Na Specifikovanie orientacie sekvencie su k dispozicii dve moznosti:

- Forward-Reverse : prvé Citanie (R1) pre kazdy par zodpoveda sekvencii transkribovanej
mediatorovej RNA (sense retazec).

- Reverse-Forward : prvé citanie (R1) pre kazdy par zodpovedd komplementarnej
sekvencii transkribovanej mediatorovej RNA (antisense retazec).

Vo vSeobecnosti je orientacia Citani pre nizSie uvedené supravy nasledovna:

- Agilent: Reverse-Forward

- lllumina: Unstranded

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

V pripade pochybnosti kontaktujte podporu (support@segone.com).

Po Specifikovani typu Udajov a spravnom nakonfigurovani projektu sa pouzivatelia vyzyvaju na
potvrdenie kliknutim na tlagidlo ,Dal$i krok".
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9.6. Nastavenia projektu
Na karte ,Nastavenia“ projektu mozete:
e zmenit ndzov a popis projektu v poliach ,Ndzov projektu” a ,Popis projektu”,
e zmenit profil kontroly kvality (QC),
e zmenit predvoleny profil filtra v tabulke variantov,
e trvalo odstranit projekt.

9.6.1. Nastavit predvolené metriky QC projektu

Pouzivatel' si moze zvolit pouZitie predvolenych metrik QC alebo definovat viastné prahové
hodnoty v zalozke ,Settings” (,Nastavenia“) projektu. Pouzivatel je vyzvany, aby kontaktoval
pouzivatel'ski podporu (support@segone.com ) a definoval poZadované hodnoty.

Budu pouzité vlastné metriky QC:
- Kontroly kvality v zobrazeni Analyzy projektu,
- Kontroly kvality v sekcii automatického overovania kvality na karte analyzy kvality,
- nakarte GeneCov analyzy.

9.6.2. Nastavte predvoleny profil filtra

Pouzivatel si moze zvolit nastavenie preddefinovaného profilu filtra, ktory sa uplatiuje na
predvolenu tabulku variantov, na karte ,Nastavenia“ projektu (pozri tiez ¢ast PouZivanie
preddefinovaného profilu filtra).

Profil filtra je mozné vybrat pre kazdu pracovnu sadu prostrednictvom roletového menu, ak je
verejny. Profil filtra sa potom automaticky pouzije pri zobrazeni tabulky variantov pre vSetky
analyzy projektu pre vSetkych pouzivatelov v organizacii.

Ak tento parameter nie je pouzivatelom upraveny, pri vytvoreni projektu bude predvolenou
hodnotou profil definovany spolo¢nostou SeqOne.

xn

Predvolené profily filtrov je mozné uzamknut kliknutim na prepinac¢ "Lock Variants Filters".
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10. Ukazka nahratia siboru

10.1. Nahratie vzoriek

Pouzivatelia mézu importovat svoje vzorky prostrednictvom ikony ,Pridat vzorky” v kazdom
projekte. Vzorky je mozné importovat do platformy SeqOne dvoma sposobmi:

Z pocitaca

Pouzivatelia m6zu nahrat svoje subory FastQ priamo zo zlozky vo svojom pocitaci kliknutim na
kartu ,Z vasho pocitaca” v ikone ,Pridat subory”. Pouzivatelia mézu tieZ presunut subory zo
svojho pocitaca do vyhradenej oblasti v rozhrani pomocou funkcie drag and drop.

Prostrednictvom SDS (SeqOne Data Sync)

SDS je volitelny prémiovy modul na automatické vytvaranie projektov, prenos tdajov, spustanie
analyz a obnovovanie Struktdrovanych udajov (TSV) na integraciu do laboratérneho
informacného systému (LIMS).

Tento modul kompatibilny s Linuxom, MacOS a Windows je spustitelny subor, ktory
pouzivatelom umoznuje autentizaciu a interakciu s rozhraniami APl SeqOne v preddefinovanom
a vysoko zabezpecenom prostredi.

Minimalne poziadavky:

- Linux 1.19 minimalne

- Mac0S 10.15 s procesorom Intel minimalne

- MacOS s procesorom Apple Silicon (¢ip M1) minimalne

- Windows 10 64-bitovy minimalne

- 4GB RAM (8 GB pre Windows)

- Stvorjadrovy procesor

- Pristup k internetu a platforme SeqOne (app.eu.seqone.com)
- Pristup k systému ukladania dat (priamo alebo cez siet)

Ak mate zdujem o toto rieSenie alebo potrebujete dalsie informadcie, kontaktujte nds tim podpory

(support@seqgone.com).

Stav nahratia vzorky
Platforma SeqOne pouziva rézne stavy, aby pouzivatelia mohli sledovat priebeh nahravania

svojich vzoriek:
- Upload pending (Nahranie ¢aka na spracovanie): import prebieha,
- Verifying sample... (Overovanie vzorky...): overovanie zhody vzorky,
- Mapping... (Mapovanie...): krok zarovnania vzorky,
- Verified sample (Overend vzorka): overend vzorka,
- Upload failed (Nahratie sa nepodarilo): import sa nepodaril.
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Kapacita nahratia
Kapacita nahrdvania suborov (najmé suborov fastq.gz) zdavisi priamo od internetového

pripojenia pouzivatela. Pri nahravani vzoriek je preto potrebné zohl'adnit rychlost internetového
pripojenia. Pre jasnejSiu predstavu o odhadovanych Casoch nahravania pozrite nasledujucu
tabul'ku:

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
Zmds 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

Obrazok 5: Odhadovana doba nahrania podla velkosti suboru a rychlosti internetového
pripojenia.

10.2. Format suboru na zadavanie vzoriek

10.2.1.  Sudbory primarnej analyzy

Format suboru, ktory sa md nahrat pre kazdu vzorku, zavisi od pouzitej sekvencnej platformy.
Nazvy stiborov musia byt v stlade s konvenciou nazvov suborov kazdého sekvenéra.

Subory musia byt komprimované pomocou priponou .gz (gzip), aby mohli byt importované do
platformy. V pripade parového sekvenovania sa o¢akavaju dva subory, ktoré zodpovedaju Citaniu
z oboch koncov kazdej molekuly.

Ked platforma spravne rozpozna vzorku v ¢ase importu, zobrazi sa celé meno suboru. Potom je
mozné subor premenovat kliknutim nan. Subory typu paired-end sa automaticky zlic¢ia do jednej
vzorky.

Platforma podporuje nasledujuce sekvencery:
- lllumina: format fastq.gz, iba parové konce,
- Element Biosciences: format fastq.gz, iba parové konce,
- MGI: format fastq.gz, iba parové konce. O¢akavané nazvy suborov su: sample_1.fq.gz a
sample_2.fq.gz alebo flowcellID_L01_sample_1.fq.gz a flowcelllID_L01_sample_2.fq.gz

SEQ-027_IFU_SK_V6 45/183



10.2.2.  Subory na sekundarnu analyzu

Format suboru, ktory sa ma nahrat pre kazdu vzorku, zavisi od sekvencnej platformy a aplikacie
pouzitej na sekundarnu analyzu. Subory musia byt pred importom do platformy komprimované
s priponou .gz (gzip), pokial nie je uvedené inak.

ormat importu suiborov sekunddarnej analyzy generovanych pomocou aplikacii lllumina, Oxford
Nanopore Technologies, Agilent, AmoyDx, Pillar, Thermofisher zavisi od pouzitého worksetu
(pozri ¢ast Worksety dostupné zo suborov sekundarnej analyzy).

Ked platforma spravne rozpozna vzorku pocas importu, zobrazi kompletny nazov siboru. Subor
mozete premenovat kliknutim nan. Subory, ktoré maju rovnaky zékladny nazov, sa automaticky
zlucia do jednej vzorky.

Subory DRAGEN. Pri vytvarani projektu, ak st zvolené stubory VCF (Udaje sekundarnej analyzy) a
metadata lllumina, o¢akavané subory a formaty pre kazdu pracovnu sadu su nasledovné:

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

Subory Oxford Nanopore Technologies. Pri vytvdrani projektu m6zu pouzivatelia importovat
subory VCF (udaje sekunddrnej analyzy) a metadata Oxford Nanopore Technologies. O¢akavané
subory a formaty umoznuju importovat samostatny stbor variantov (SNP) alebo ho kombinovat
s doplnkovymi subormi pre analyzu CNV, STR alebo 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

Subory Thermofisher/Affymetrix. Importny format pre subory sekundarnej analyzy CGH je format
.Ixt generovany aplikaciou Affymetrix spolocnosti Thermofisher. Tento format je podporovany
len vtedy, ak su pri vytvarani projektu vybrané metadata Thermofisher/Affymetrix aj CGH
MicroArrays. Subory a formaty oCakavané pre kazdu pracovnu sadu su nasledovné:
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GermVar Tertiary ARRAY_SamplelD.txt

Subory CGH MicroArrays. Format importu pre subory sekundarnej analyzy CGH je format .xIs
generovany aplikaciou Cytogenomics spolocnosti Agilent. Tento format je podporovany len
vtedy, ak su pri vytvarani projektu vybrané metadata Agilent aj CGH MicroArrays. Subory a
formaty ocakavané pre kazdu pracovnu sadu su nasledovné:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls

Subory Alissa Reporter. Importny format pre sekundarne analytické subory Alissa Reporter je
format .xIs generovany aplikaciou Alissa Reporter spoloc¢nosti Agilent. Tento format je
podporovany iba v pripade, ak su pri vytvarani projektu vybrané metadata Agilent aj CGH
MicroArrays. Subory a formaty oCakavané pre kazdu pracovnu sadu su nasledovné:

GermVar Tertiary IntervalBasedReport_sample.xls
ABERRATION_&_LOH_INTERVAL_sample.xls

PacBio-HiFi files. Ak su pri vytvarani projektu vybraté subory VCF (Secondary Analysis data) a
metaddata PacBio-HiFi, o¢akavané subory a formaty pre kazdy workset st nasledovné:

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

Somatické génové panely VCF subory. Importny format pre SNV, CNV, fuzie sekundarne
analytické subory je format .vcf.gz generovany aplikaciami Illumina, AmoyDx, Pillar,
Thermofisher. Povodné nazvy suborov musia byt konvertované tak, aby zodpovedali
pozadovanému formatu nazvov opisanému nizsie.

Pri vybere suborov VCF - sekundarnych analyz a metadat génového panelu pocas vytvarania
somatického projektu sa ocakdavaju nasledujuce subory a formaty. Pouzivatelia mdézu
importovat bud samotny stbor variantov (SNV), alebo ho kombinovat s doplnkovymi stibormi
pre analyzu CNV alebo fuzii:

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

Pri vybere ,VCF subory — udaje sekundarnej analyzy” a ,Komplexné gendémové profilovanie”
metadata pocas vytvarania somatického projektu sa ocakavaju nasledujuce subory a formaty.
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Pouzivatelia m6zu importovat multi-variantny VCF subor, napriklad VCF subor ,VSetky varianty”
z Oncomine™ Comprehensive Assay V3/Plus.

SomaVar Tertiary Oncomine_<LibPreplD>_<analysisID>.vcf

10.3. Vzorové metadata

Pre kazdy nahraty vzor m6zu pouzivatelia priradit hodnoty k metadatam, ktoré vybrali pri
vytvarani projektu, alebo definovat nové hodnoty kliknutim na ikonu v pravom hornom rohu

. +
zoznamu vzoriek E .

Niektoré metadata vzoriek je mozné nahrat priamo ako stUbor s hodnotami oddelenymi

tabulatorom vyberom ikony L .

Tieto kritéria zohravaju délezitu ulohu pri zabezpecovani sledovatelnosti udajov a pri krizovych
odkazoch na roézne analyzy vykonané na platforme. Niektoré metadata, ako napriklad pohlavie,
choroba a identifikatory HPO, sa podielaju na procese identifikacie variantov.

Ak je pole ,Assay Type" (Typ testu) vyplnené hodnotou ,Germline”, metadata pridruzena k vzorke
su Standardne ,HPO", ,Sex" (,Pohlavie”) a skupina ,GnomAD". Ak je pole ,Assay Type" (Typ
testu) vyplnené hodnotou ,Somatic” (Somaticky), metadata pridruzena k vzorke st $tandardne
,Disease” (Choroba) a ,Sex" (Pohlavie).

Ak chcete pridat alebo upravit HPO vo vzorke, po vybere vzorky mozete kliknat na ,+ Pridat” v
stipci HPO. Otvori sa vyskakovacie okno, v ktorom mézete pridavat HPO jeden po druhom
vyhl'adavanim fenotypu alebo kédu HPO v vyhladdavacom riadku prepojenom s rozhranim API
hpo.jax.org. Je tiez mozné importovat textovy stbor obsahujici kody HPO kliknutim na ikonu

op . . . ] o . :
. Potom je k dispozicii zhrnutie zadanych terminov s moznostou ich vymazania, ak je to

potrebné.
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X HPOs

B

Abnormality of the vertebral column
Renal magnesium wasting

Scoliosis

Obrazok 6: Vyskakovacie okno na import HPO

10.4. Uprava vzorky
Nazov, ako aj metadata spojené so vzorkou moze pouzivatel kedykolvek upravit vyberom vzorky

v zozname ,Vzorky“ a kliknutim na ikonu /7 Upravy musia byt nasledne potvrdené, aby
nadobudli platnost.

10.5. Vymazanie vzorky

Pouzivatelia mozu odstranit subory FastQ vzorky z platformy kliknutim na ikonu ,, B - po
vybere pozadovanej vzorky. Tieto subory uvolnia ulozny priestor a vysledky budu nadalej
dostupné na SeqOne.

4

Ak chcete vzorku odstranit, kliknite na ikonu , “ (Odstranit vzorku) v zalozke ,Samples'
(Vzorky) po vybere poZadovanej vzorky. Vzorku je mozné trvalo odstranit az po vymazani
vSetkych analyz, ktoré sa k nej viazu.
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11. Analyza

11.1.  Spustenie novej analyzy vzorky

Pouzivatelia moézu spustit novld analyzu kliknutim na ,New analysis” (Novd analyza) na
obrazovke ,Overview"” (Prehlad) pre kazdy projekt.

Spustenie analyzy sa vykonava v troch samostatnych krokoch, ktoré su opisané nizsie.

Krok ,1. Workset” vdm umoznuje vybrat vhodny workset analyzy (pozri ¢ast Vyber worksetu
analyzy).

Krok ,2. Select Samples” (Vyber vzoriek) je rozdeleny na dve Casti:

e 2.1. Nastavit moZnosti:
opisuje vybranu pracovnu sadu a referenény geném
umoziuije pridat vypliianie prostrednictvom funkcie ,Extra calling padding* (ak je
to vhodné) (pozri ¢ast Vyber pracovnej sady analyzy)
o umoznuje vyber rezimu spracovania UMI (pozri ¢ast Vyber reZimu spracovania
UMI), ak je to vhodné.
o umoznuje vyber zakladnej hodnoty CNV, zakladnej hodnoty MSI alebo upravu
minimalnej prahovej hodnoty VAF, ak je to vhodné.
o Umoznuje vybrat protokol.
e 2.2 Vyber vzoriek: umoznuje vyber vzoriek na analyzu. Pouzivatelia mézu konkrétne
vybrat nové vzorky, ktoré st oznacené ako ,New" (Nové), pomocou funkcie ,select all
new” (vybrat vSetky nové).

Krok ,3. Potvrdit analyzu” sumarizuje vybrané vzorky. Pre kazdu analyzu, ktord sa ma spustit, je
mozné pouzit obmedzeny panel vyberom jedného alebo viacerych génovych panelov
prostrednictvom moznosti ,Obmedzeny panel” (pozri tiez ¢ast Modalne zobrazenie panelu).

) ) Sample )
GermlineVar - Patient Restricted panel
PATIENT

MozZnost ,0bmedzeny panel” uplatni na analyzu filter vo forme jedného alebo viacerych
génovych panelov. Tato moznost nema vplyv na volanie variantov, ktoré je urcené manifestom
projektu a pridanym vyplianim. Vyber obmedzenych panelov je reverzibilny; pouzivatel moze
tieto panely po analyze upravit na karte Panel v bocnom paneli spravy analyzy (pozri Cast
Modalne zobrazenie panelu).
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11.1.1.  Vyber worksetu analyzy

Na zodpovedanie réznych biologickych otazok je k dispozicii niekolko worksetov analyzy.
Worksety navrhované pri vytvarani novej analyzy zavisia od metadat, ktoré boli definované pri
vytvarani projektu, a preto sa mozu lisit v zavislosti od tdajov.

Analytické worksety dostupné z FASTQ suborov

Nasledujice worksety su k dispozicii, ak sa pri vytvarani projektu vyberie moznost metadata
Fastq subory — Primarne analytické udaje.

S vynimkou projektov, kde je metédou amplifikdcie amplikén, niektoré worksety (tj. GermlineVar,
GermlineFamily, SomaVar, SomaVar LF (verzie = 2.0), SomaCGP (verzia =0.6), GermVar, GermVar
Family, SomaLBx, SomaMethyl) umoznuju rozsirit oblast vyhl'addvania pre identifikaciu
variantov a pridat k pévodnému manifestu (padding) v rozsahu 0 az 100 bp.

Extra calling padding
(between 0 and 100bp)

Apply extra padding on the manifest for calling, this won't

0 affect the computation of QC metrics.

Tato moznost je k dispozicii v kroku 2 (Vybrat vzorku) spustenia analyzy prostrednictvom
funkcie ,Extra calling padding” (Dodato&né vypiianie volania). Predvolend hodnota je nastavena
na 0 a musi byt prirodzenym celym ¢islom.

Niektoré pracovné sady (napr. SomaVar (verzie = 2.6) a SomaHemato (verzie = 0.2)) ponukaju
moznost nastavit minimalnu prahovi hodnotu VAF pre detekciu variantov. Tato prahova
hodnota sa méze nastavit v rozmedzi od 0,01 % do 1 %, pricom 1 % je predvolena hodnota.

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)

Dalsie informdcie o tejto mozZnosti ziskate od pouZivatelskej podpory na adrese
support@seqgone.com.
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GermlineVar

GermlineVar sa pouziva na detekciu mutécii v zarodo¢nych bunkach na
zaklade sekvenovania génového panelu alebo exdmu pacienta.

Pri spusteni analyzy GermlineVar su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat verziu worksetu, ktory chcu spustit, a kliknat na ,Vybrat”.
- Vybrat vzorky, ktoré sa maju analyzovat, a potom klikndt na ,Dal$i krok”.
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

GermVar

GermVar umozniuje detekciu mutdcii v zarodo¢nych bunkach na
zaklade sekvenovania génového panelu, exdmu alebo gendému
pacienta.

Pri spusteni analyzy GermVar su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat verziu worksetu, ktory chcu vykonat, a kliknut na ,Vybrat”.
- Vyberte model, ktory sa ma pouzit,
- Vybrat vzorku (vzorky) na analyzu a klikndt na ,Dalsi krok".
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

GermlineVarLR

GermlineVarLR sa pouziva na detekciu mutdacii v germline v udajoch
sekvenovania s dlhym ¢itanim zo sekvenovania génového panelu.

Pri spusteni analyzy GermlineVar LR su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat verziu worksetu, ktory chcu vykonat, a kliknut na ,Vybrat”.
- Vybrat model, ktory sa ma pouzit, a vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a potom
kliknut na ,Dalsi krok”,
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.
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GermlineFamily

GermlineFamily sa pouziva na detekciu dedi¢nych mutacii na zaklade
sekvenovania génového panelu, exomu alebo genému pacienta a
¢lenov jeho rodiny. Tato pracovna sada sa moéze pouzit aj na skrining
nositelov.

Pri spusteni analyzy GermlineFamily su pouzivatelia vyzvani, aby:

Pri

Vybrat verziu worksetu, ktory chcu spustit, a kliknat na ,Vybrat”.

Vybrat aspon 2 vzorky.

V cCasti ,Nastavit podmienky” uvedte, ¢i vzorka patri pacientovi alebo ¢lenovi rodiny, a to
tak, ze v casti ,Rodinna vazba“ definujete rodinnd vazbu. Pacient je automaticky
oznaceny ako ,postihnuty”. V pripade skriningu nositelov uvedte pre kazdud vzorku
rodinny vztah ako ,Matka“ alebo ,Otec” bez zaskrtnutia policka ,Je postihnuty?“.
Skontrolujte, &i sa parametre zhoduju, a kliknite na ,Dalsi krok”.

Spustite analyzu kliknutim na ,Zacat analyzu”.

GermVar Family

GermVar Family umoznuje detekciu mutacii v zarodo¢nych bunkach
na zaklade sekvenovania génového panelu, exdmu alebo genému
pacienta.

spusteni analyzy GermVar Family su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vybrat verziu worksetu, ktory sa ma vykonat, a kliknat na ,Vybrat®,

Vyberte model, ktory sa ma pouzit,

Vybrat aspon 2 vzorky.

V casti ,Nastavit podmienky” uvedte, ¢i vzorka patri pacientovi alebo ¢lenovi rodiny, a to
tak, ze v casti ,Rodinna vazba“ definujete rodinnd vazbu. Pacient je automaticky
oznaceny ako ,postihnuty”. V pripade skriningu nositelov uvedte pre kazdu vzorku
rodinny vztah ako ,Matka“ alebo ,Otec” bez zaskrtnutia policka ,Je postihnuty?“.
Skontrolujte, &i sa parametre zhoduiju, a potom kliknite na ,Dalsi krok”.

Spustite analyzu kliknutim na ,Zacat analyzu”.
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CNVCapture

CNVCapture sa pouziva na detekciu variacii po¢tu képii germline (CNV)
z udajov zachytenych génovym panelom.

Pri spusteni analyzy CNVCapture su pouzivatelia vyzvani, aby:
e Vybrat verziu worksetu, ktory checu spustit, a kliknat na ,Vybrat®.
e Vybrat minimalny pocet 8 vzoriek na analyzu a kliknut na ,Dalsi krok".
e Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

CNVExome

CNVExome sa pouziva na detekciu variacii po¢tu kopii (CNV) z udajov
zachytenych exdmom.

Pri spusteni analyzy CNVExome su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vyberte verziu worksetu, ktory chcete vykonat, a kliknite na ,Vybrat”.
- Vybrat model, ktory sa ma pouzit, a vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a potom
kliknGt na ,Dalsi krok”,
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

SomaVar

SomaVar detekuje somatické mutacie z nadorovych vzoriek. Tato
workset sa da pouzit s idajmi o zachyteni a amplikénoch.

Pri spusteni analyzy SomaVar su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vyberte verziu worksetu, ktory chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat”.
-V moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimoy, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI).
- Vyberte vzorku (vzorky), ktoré chcete analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok”,
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.
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SomaCNVCapture

SomaCNVCapture sa pouziva na detekciu somatickych variacii poctu
kopii (CNV) z udajov zachytenych génovym panelom.

Pri spusteni analyzy SomaCNVCapture su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat verziu worksetu, ktort chcu spustit, a kliknat na ,Vybrat”.
-V moznostiach vybrat prislusny rezim spracovania UMI z rezimov, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI),
- Vybrat minimalny pocet ésmich vzoriek, ktoré sa maju analyzovat, a potom kliknut na
,Dalsi krok",
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

SomaRNA

SomaRNA sa dd pouzit na detekciu génovych fazii z udajov
zachytenych pomocou RNA-seq.

Pri spusteni analyzy SomaRNA su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat verziu worksetu, ktort chcu spustit, a kliknat na ,Vybrat”.
-V moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimoy, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI).
- vybrat vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a kliknut na ,Dalsi krok®,
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

SomaMsSI

SomaMSI detekuje stav mikrosatelitnych oblasti (MSS alebo MSI).

Pri spusteni analyzy SomaMSI su pouzivatelia vyzvani, aby:
- Vybrat minimalne osem vzoriek, ktoré maju byt analyzované, a potom kliknudt na ,Dalsi
krok".
- V. moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimov, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI).
- vybrat minimalny po&et 8 vzoriek na analyzu a kliknit na ,Dalsi krok”,
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.
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SomaHRD

SomaHRD umoznuje detekciu stavu HRD len na zaklade povrchovych
udajov WGS alebo v kombinacii s panelom génov vratane BRCA1 a
BRCA2.

Pri spusteni analyzy SomaHRD su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vybrat verziu worksetu, ktort chcete spustit, a kliknat na ,Vybrat”,

Zadajte metadata o bunkovosti (% nadorovych buniek) pre kazdu vzorku (pozri Cast
Metadata vzorky),

vybrat vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a klikndt na ,Dalsi krok”,

Vybrat vhodnu analyzu SomaVar alebo SomaCGP (GRCh37 alebo GRCh38) pre kazdu
vzorku pomocou moznosti ,Vybrat panelovi analyzu (volitelné)”,

Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

SomaVar LF

Detekcia nizkofrekvenénych kratkych variantov a Strukturalnych
variantov, ako aj fiznych génov z nddorovych vzoriek (tuhé alebo tekuté
biopsie, cirkulujica nadorovd DNA) obohatenych zachytenim na paneli
génov.

Pri spusteni analyzy SomaVar LF su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vyberte verziu worksetu, ktort chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat”.

V moznostiach vybrat prislusny rezim spracovania UMI z rezimov, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI),

Vyberte vzorku (vzorky), ktoré chcete analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok".

Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.
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SomaCGP

SomaCGP umoznuje detekciu somatickych mutacii, Strukturalnych variantov,
génovych fuzii, ako aj stavu MSI a TMB z nadorovych vzoriek. Tento workset
je urCeny na analyzu FFPE DNA pripravenej pomocou panelu Agilent
SureSelect Cancer CGP Assay a je k dispozicii len v pripade, ak su pri
vytvarani projektu vybrané metadata komplexného genémového profilovania.
Tento workset sa moze pouzivat s capture datami.

Pri spusteni analyzy SomaCGP su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vybrat verziu worksetu, ktort checu spustit, a kliknat na ,Vybrat®.

Ak je to pozadované, vybrat ,CNV baseline” a/alebo ,MSI baseline” (ak nie je vybrana
Ziadna zékladna hodnota, analyza bude prebiehat bez detekcie CNV/MSI),

V moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimoy, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI),

Vyberte vzorku (vzorky), ktoré chcete analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok"”.

Spustite analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

SomaHemato

SomaHemato umoznuje detekciu somatickych mutacii zo vzoriek s
hematologickymi $pecifikami. Tento workset sa moéze pouzivat s
udajmi o zachyteni.

Pri spusteni analyzy SomaHemato su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vyberte verziu worksetu, ktory chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat”.

V moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimoy, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber rezimu spracovania UMI).

Vyberte vzorku (vzorky), ktoré chcete analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok”,

Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

SEQ-027_IFU_SK_V6 57 /183



SomalBx

SomalLBx umoznuje detekciu nizkofrekvencnych somatickych mutacii,
Strukturalnych variantov a génovych fazii z nadorovych vzoriek. Tato
workset je urCend na analyzu ctDNA a moézZe sa pouzivat s udajmi
zachytenymi zachytenim.

Pri spusteni analyzy SomalLBx su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vyberte verziu worksetu, ktord chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat”.

Vyberte ,CNV baseline” (ak nie je vybrana Ziadna zéakladna linia, analyza prebehne bez
detekcie CNV).

V moznostiach vyberte prislusny rezim spracovania UMI z rezimov, ktoré su vhodné pre
analyzu (pozri ¢ast Vyber reZimu spracovania UMI).

Vyberte vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok".

Spustite analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

SomaMethyl

SomaMethyl umozrniuje detekciu metylovanych CpG ostrovCekov z
vzoriek cirkulujucej tumorovej DNA. Tato pracovna sada je urCena na
analyzu metylacie v ctDNA a mdze sa pouzivat s Udajmi zachytenymi
bisulfatom.

Pri spusteni analyzy aSomamethyl su pouzivatelia vyzvani, aby:

Vyberte verziu worksetu, ktort chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat”.

Vyberte ,Methyl baseline” zodpovedajicu kontrolnej kohorte (ak nie je vybrand ziadna
kohorta, analyza sa spusti bez detekcie prahu a diferencialnej metylacie).

Vyberte vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a kliknite na ,Dalsi krok".

Spustite analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu”.

Analytické pracovné sady dostupné zo sekundarnych analytickych suborov

Nasledujuce pracovné sady su k dispozicii, ak su pri vytvarani projektu vybrané subory VCF -
udaje sekundarnej analyzy alebo ak su vybrané metadata Agilent aj CGH MicroArrays (pozri ¢ast
Subory sekundarnej analyzy). V tomto pripade platforma prijima vystupné (daje z aplikacie
vybraného poskytovatela, pokraCuje v anotovani a vkladani variantov do prislusnych
vizualiza¢nych rozhrani.
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GermVar Tertiary

Pipeline analyzy jedného vzorku variantov detegovanych aplikaciou
Q' lllumina Germline alebo aplikdciou EPI2ME od Oxford Nanopore
Y e Technologies, z udajov WGS a WES alebo variantov detegovanych

PR W

TERTIARY aplikaciou Cytogenomics od Agilent z Gidajov MicroArray CGH.

Pri spusteni terciarnej analyzy GermVar su pouzivatelia vyzvani, aby:

- Vyberte verziu worksetu, ktort chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat“.
- Vybrat vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a kliknat na ,Dals$i krok”.
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

GermVar Tertiary Family

@ Pipeline analyzy viacerych vzoriek variantov detegovanych aplikaciou
lllumina Germline alebo aplikaciou EPI2ME od Oxford Nanopore

i, Technologies, z Gdajov WGS a WES.

Pri spusteni analyzy GermVar Tertiary Family su pouzivatelia vyzvani, aby:

- Vyberte verziu worksetu, ktort chcete spustit, a kliknite na ,Vybrat“.

- Vyberte aspon 2 vzorky.

-V casti ,Nastavit podmienky” uvedte, ¢i ide o vzorku pacienta alebo ¢lena rodiny, a to tak,
ze v Casti ,Rodinné prepojenie” definujete rodinné prepojenie. Pacient je automaticky
oznaceny ako ,postihnuty”.

- Skontrolujte, ¢i nastavenia zodpovedaju.

- Spustite analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.

SomaVar Tertiary

SomaVar Tertiary je terciarny analyticky nastroj zalozeny na VCF, ktory
spracovava subory Illumina WES VCF aj subory génového panelu VCF
od réznych dodavatelov suprav (pozri ¢ast Format vstupného suboru).

Pri spusteni terciarnej analyzy SomaVar su pouzivatelia vyzvani, aby:

- Vybrat verziu worksetu, ktort chcu spustit, a kliknat na ,Vybrat”.
- Vybrat vzorku (vzorky), ktoré sa maju analyzovat, a kliknat na ,Dals$i krok”.
- Spustit analyzu kliknutim na ,Spustit analyzu“.
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11.1.2.  Vyber rezimu spracovania UMI

Prezentacia rezimov spracovania UMI
V praxi platforma navrhuje jednu alebo viacero metdéd spracovania UMI pri spusteni analyzy:

1. Standardny rezim (odportcany): konsenzus sa generuje z PCR duplikatov s rovnakym
UMI, ak je ich pocet vacsi alebo rovny 2. UMI reprezentované jedinou sekvenciou
(singletony) sa tiez zachovaju. Minimalna alelovd frekvencia hladsenych variantov a
minimalny pocet Citani podporujucich mutéciu (AO, Alternate Observation) sa lisia v
zavislosti od pouzitej pracovnej sady:

-V SomaVar, SomaHemato, SomaRNA, SomaCNVCapture, SomaCGP a SomaMSI
je minimalna alelova frekvencia 1 % a AO je minimalne 3 Citania.

-V SomaVar LF a SomalLBx je minimalna alelova frekvencia 0,1 % a minimalne AO
je 2 Citania. Tato pracovna sada umoznuje detekciu variantov s alelovou
frekvenciou mensou ako 1 %. Odporuéa sa, ak je hibka sekvenovania vacsia ako
5000x, a pre aplikacie ako sekvenovanie ctDNA.

2. UMI deaktivované (k dispozicii iba v SomaVar, SomaRNA, SomaHemato, SomalLBx,
SomaCNVCapture, SomaCGP a SomaMSI): UMI sa nepouzivaju na deduplikaciu a pred
analyzou sa odstrania z konca sekvencii. Preto su Udaje generované tymto analytickym
postupom surové (nededuplikované). Minimalna alelova frekvencia hldsenych variantov
je 1 % a minimalny pocet ¢itani podporujlcich mutdaciu (AO) je 3.

Rozdiely v nastaveniach medzi tymito rezimami su zhrnuté v nasledujucej tabulke:

UMI vypnuté UMI standard
Minimalna medianova/priemerna kvalita 30 30
mutovanej bazy (Phred skére)*
Minimalny pocet ¢itani podla konsenzu N/A 2
Minimalna kvalita kazdej bazy v konsenze N/A 30
(Phred skoére)
Citania bez filtrovanych konsenzov N/A nie

Tabulka 1: Nastavenia roznych konfiguracii spracovania UMI

* Tieto filtre sa vztahuju len na varianty, ktoré nie su vybrané modelom SVM po volani variantov
(potrubia SomaVar a SomaRNA).
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Proces spracovania UMI

Struktira UMI zavisi od stpravy kazdého dodavatela a na platforme SeqOne su v sticasnosti k
dispozicii nasledujuce supravy:

- QIAGEN QlAseq

- Agilent XTHS/Nizky vstup

- Agilent XTHS V2

- Illumina TruSight Oncology 500

- Twist UMI Adapter System

- Roche KAPA HyperCap

- QlAseq targeted DNA Pro

A\ Warning: Konfiguracia UMI "QlAseq Targeted DNA Pro" by sa mala pouzivat iba pre
SomaVar s dizkou &itania aspori 150 bp. Pre viac informécii kontaktujte podporu.

Spracovanie UMI je zaloZené na pouziti suboru nastrojov fgbio, ktory dokaze spracovat UMI a
Citania oznacené UMI. Nas proces analyzy UMI pozostava z nasledujucich krokov:
1. V pripade potreby odstrante UMI z konca sekvencii a vygenerujte neusporiadany BAM z
dvojice suborov FASTQ.
Vyrovnajte sekvencie bez UMI pomocou BWA-MEM2 (DNA/ctDNA) alebo STAR (RNA)
Zlucte subory BAM obsahujuce UMI so zarovnanymi sekvenciami pomocou ZipperBam,
Skupina Cita spolo¢ne, ak ma rovnaku poziciu a zdiel'a rovnaké UM,
Vygenerujte konsenzualnu sekvenciu pre kazdu skupinu UMI.
Filtrujte kazdu bazu podla jej kvality: spolahlivost konsenzualnej sekvencie sa zvysuje s
poctom ¢&itani na skupinu.
7. Filtrujte konsenzualne sekvencie: ak je filtrovanych viac ako 20 % baz v konsenzualnej
sekvencii, konsenzualna sekvencia sa nezachova.
8. Premena tychto filtrovanych konsenzualnych sekvencii na FASTQ a konecné opatovné
zarovnanie na referenénom genéme pomocou BWA-MEM2 (DNA/ctDNA) alebo STAR
(RNA).

o gk N

Kompatibilita s analytickymi worksetmi

Sady SomaVar, SomaHemato, SomaCGP, SomalBx, SomaMethyl, SomaVar LF,
SomaCNVCapture, SomaMSI a SomaRNA su kompatibilné s udajmi UMI. Moznosti spracovania,
ktoré su k dispozicii pri spusteni roznych worksetov, su uvedené v tabulke nizsie:

UMI deaktivované UMI standard
SomaVar Ano Ano
SomaCNVCapture Ano Ano
SomaMSl| Ano Ano
SomaRNA Ano Ano
SomaVar LF Nie Ano
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SomaCGP Ano Ano
SomaLBx Ano Ano
SomaHemato Ano Ano
SomaMethyl Nie Ano

Tabulka 2: Moznosti spracovania UMI dostupné na stranke pri spusteni kompatibilnych worksetov.
11.2.  Stav analyzy

Po spusteni analyzy platforma SeqOne pouziva rézne stavy, aby pouzivatelia mohli sledovat
priebeh svojej analyzy:

- Bioinformatika Caka: platforma ¢aka na ukoncenie inej analyzy

- Bioinformatika prebieha: analyza prebieha; tento stav tiez ukazuje, ktora faza analyzy sa
prave vykondava

- Bioinformatika Dokoncena: analyza bola dokoncena

- Analyza zlyhala: pocas analyzy doslo k chybe; v tomto pripade su pouzivatelia vyzvani,
aby kontaktovali tim podpory pouzivatelov

- Interpretacia — nova: analyza je dokonCend a pripravena na interpretdciu, zatial ju
neotvoril ziadny pouzivatel

- Analyza zlyhala - chyba: Pri analyze doslo k chybe. V tomto pripade je pouzivatel
vyzvany, aby kontaktoval podporu pouzivatelov.

- Analyza zlyhala - zrusena: analyza sa nespustila, pretoze pri nacitani alebo overovani
vzorky, ktora bola k nej pripojend, doslo k chybe.

11.3.  Kvalita vzorky

Karta QC projektu je rozdelena na 2 podkarty: ,VSeobecné statistiky” a ,Suhrn kontroly ID“.

Vseobecné statistiky. Tato karta zobrazuje tabul'ku, ktora predstavuje celkovu kvalitu zarovnania
a pokrytia pre kazdu vzorku projektu. Pouzivatel moze tabulku exportovat ako subor TSV

kliknutim na ¥ ~ .

Vypocet je zaloZzeny na nastroji SeQC, programe vyvinutom spolo¢nostou SeqOne na vypocet
Statistik zarovnania a pokrytia zo vSetkych ¢itani zarovnanych s genémom.

Pouzivatel' si moze zvolit pouzitie predvolenych metrik QC alebo definovat vlastné prahové
hodnoty na karte ,Nastavenia“ projektu (pozri ¢ast Konfiguracia predvolenych metrik QC

projektu).

Navrhované metriky su nasledovné:
- celkovy pocet ¢itani
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- priemerna dizka &itani

- median velkosti fragmentov DNA v kniznici (inserty)

- percento kvalitnych readov >30

- percento readov zosuladenych s referen¢nym genémom

- percento readov na target

- percento duplicitnych ¢itani

- pomer tranzicii k transverziam

- Priemerné pokrytie

- Podiel targetov pokrytych pri réoznych prahovych hodnotach v zavislosti od kontextu
(amplikén, capture).

Ciele panelu alebo exdmu sa urcuju na zaklade suboru BED vybraného pri vytvoreni projektu.
Suhrn kontroly ID. Tato karta podrobne opisuje genotypy vsSetkych markerov zahrnutych v

analyzach pre kazdu vzorku (pozri odsek Marker v Casti Sprava parametrov pouzivatela). Kazdy
riadok zodpoveda jednej vzorke a kazdy stipec predstavuje marker s prislusnym ID. Pouzivatel

mbze exportovat tuto tabulku ako stubor TSV kliknutim na ¥,
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12. Kontrola kvality udajov

12.1. Metriky QC a sprava

12.1.1.  Metriky QC a kontroly kvality QC

Na karte QC ma pouzivatel pristup k kontroldm kvality uplatnenym na analyzu vo forme
podkaret popisanych v nizsie uvedenych ¢astiach: Sprdava QC, Kontrola ID (ak je to relevantné) a
Technicka sprava.

V pripade analyzy MicroArray CGH nie je karta QC k dispozicii. Technicka sprava je vSak k
dispozicii na karte Subory analyzy vo formate report.html.

V hornej Casti karty QC umoznuje sekcia ,QC auto-validation” (Automatické overenie QC)
pouzivatelovi farebne oznadit metriky QC ako ,Passed” (Uspe$né), , “ (Upozornenie)
alebo ,Failed” (Neluspesné). Kliknutim na prislusnd ikonu sa pouzivatel dostane k uplatnenym
prahovym hodnotam a podrobnostiam QC: pohlavie, kontaminacia, rodicovstvo a pribuzenské
krizenie, hibka pokrytia, % na cieli, 30X alebo 100X pokrytie, % duplikatov, % &itani zarovnanych s
referencnym gendmom alebo %bp Q30.

& QC auto-validation

AMPLE FILE QC METRIC

Exome6

12.1.2. SpravaQC

Globalna sprdva QC (kontrole kvality) obsahuje r6zne metriky opisujice kvalitu a zarovnanie
sekvencii, pokrytie regionov v manifeste a niektoré Statistiky suvisiace s variantmi. Tato sprava
sa sklada z nasledujucich casti:

Alignment details (Podrobnosti zarovnania) (SomaMethyl). Celkovy poéet spracovanych éitani,
unikatne a neunikatne zarovnané Citania a miery mismatchov.

Deduplication (Deduplikacia) (SomaMethyl). Metriky duplikdcie pre zarovnané citania, ktoré
upozoriuju na potencialne problémy s pripravou kniznice.

Cytosine coverage & methylation (Pokrytie cytosinu a metylacia) (SomaMethyl). Miery konverzie
cytosinu na uracil pre kazdy kontext (CpG, CHG, CHH).

Statistiky skupin UMI (len SomaVar, SomaVar LF, SomaMethyl a SomaRNA UMI). Pozrite si odsek
Vyber rezimu spracovania UMI.
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Sprava o kontrole kvality analyz SomaVar, SomaVar LF, SomaMethyl a SomaRNA ponuka
podrobnejsi pohl'ad na zloZenie vzorky, najma na rozlozenie UMI podla poc¢tu sekvencii, ktoré ich
obsahuju.

Statistiky opisuji najma:
- Podiel singletonov (UMI nesucich jedine¢nu sekvenciu)
- Priemernt a medianovu velkost skupin UMI, ako aj standardnu odchylku
- Velkost najvacsej skupiny a podiel celkového poctu sekvencii, ktoré obsahuije.

UMI groups statistics

UMI Groups distribution
Singletons. 4876% 50 °
Mean group size 3.23

Standard deviation 3.36

ounts (%)

Median group size 2

UMI relative

Largest group 54 (< 0.00019%)

Obrazok 7: Statistiky tykajuce sa distriblcie UMI z hl'adiska po&tu sekvencii vo vzorke.

Globalne metriky QC pre projekt su tiez podrobnejsie a rozdelené do troch Casti:
- Metriky QC po spracovani UMI, ktoré indikuji trend v kazdej metrike (ako percento) na
zaklade surovych udajov.
- Surové metriky QC vypocitané zo vSetkych sekvencii (pred spracovanim UMI).
- Distribdcia UMI z hladiska poc¢tu sekvencii v kazdej vzorke.

Odhad krizovej kontamindcie (len SomaVar LF). Krizova kontamindcia sa odhaduje individudine
pomocou nastroja GATK CalculateContamination. Ten vyuziva signal referencnych aliel
detegovanych v homozygotnych lokusoch na vypocCet podielu sekvencii v jednotlivcovi
pochadzajucich z krizovej kontaminécie.

Integrity a identita vzorky (len analyzy germline). V tejto Casti su uvedené metriky slvisiace s
integrity a identitou vzorky:

Rodinna vazba: metadata definované pouzivatelom
Pévodné pohlavie: metadata suvisiace s pohlavim zadané pouzivatelom
(muz/zena/nezname)
Zistené pohlavie: zistené pohlavie (muz/Zena/nezname)
Koeficient pribuznosti: koeficient pribuznosti vypocitany pomocou nastroja Somalier pre
kazdu vzorku v analyze rodiny, tento ukazovatel zobrazuje N/A pre samotnu vzorku.

e Kontaminacia: odhadované percento kontaminacie vzorky cudzou DNA pomocou
nastroja verifyBamID2.
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Uvedeny je aj poCet homozygotnych a heterozygotnych variantov, pomer tychto dvoch hodnét
(pomer Hom/Het), pocet homozygotnych a heterozygotnych variantov na chromozéme X,
ekvivalentny pomer na chromozéme X (pomer Het/Hom na chr X) a pocet variantov na
chromozémeY.

Metriky Family link (Rodinné prepojenie) a Relationship coefficient (Koeficient pribuznosti), ktoré
sa pouzivaju na overenie vztahu medzi jednotlivcami v rodine, sa zobrazuju iba v analyzach
trojclennych rodin (GermlineVar Family alebo GermVar Tertiary Family).

Metriky pohlavia sa pouzivaju na kontrolu zhody medzi zadanym pohlavim a pohlavim zistenym
v Udajoch.

Metrika kontamindcie sa nepocita pre pracovné subory GermVar Tertiary a GermVar Tertiary
Family.

Kontroly kvality tykajuce sa zhody pohlavia, kontaminacie a vztahu su k dispozicii na drovni
projektu alebo analyzy, aby bolo moZné l'ahko identifikovat akékolvek zhody alebo nezhody.

Metriky zarovnania. V tejto Casti su uvedené hlavné metriky vypocitané na konci zarovnania,
napriklad:

- Celkovy pocet sekvencii vo vzorke,

- Strednd velkost vloziek, vypocitand na zaklade vzdialenosti medzi dvoma c¢itaniami

rovnakého paru, ktorych prislusna dizka je zahrnuta,

- Priemerné dizka sekvencie,

- Podiel sekvencii uspesne zarovnanych s referencnym genémom,

- Miera duplikatov (len zachytenie),

- Podiel baz, ktorych kvalita je vyssia ako 30,

- Priemerné pokrytie cielovych oblasti, urcené na zaklade analyzy manifestu.

Pokrytie. Stipcovy graf znazorfiujuci podiel cielovych oblasti pokrytych pri réznych prahoch,

Wiew as table

O

zobrazenych na osi x. Kliknutim na urcené tlacidlo moézu pouzivatelia zobrazit
hodnoty pokrytia v tabulkovom formate, ktoré je mozné skopirovat a vloZit.

Grafy QC. Grafy z analyzy kvality FastQC, ktoré ilustruju najma obsah GC v sekvenciach, ako aj
kvalitu baz podla ich polohy v sekvenciach.

Statistiky variantov. Zoznam $tatistik tykajlcich sa variantov zistenych v analyze, ktoré zahffiaju
najma:

- Pocet prechodov (Ts) a transverzii (Tv) medzi zistenymi substiticiami,

- PomerTs/Ty,
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- Celkovy pocet zistenych mutacii,
- Podiel SNV, MNV a indelov v tomto celkovom pocte.
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12.1.3.  Sprava o monitorovani identity ,ID-Check”

Karta ,ID check” je venovana vysledkom monitorovania identity v karte QC pracovnych suborov
volajucich varianty.

Vysledky sa zobrazuju v tabulkovej forme s nasledujucimi informaciami:

Popis kazdého markera na zaklade genomickych suradnic, napriklad: chr-start-ref-alt,
oznacenie (rsID, vlastné oznacenie), ak ho zadal pouzivatel,

pozorovany genotyp (GT) alebo frekvencia alely (VAF),

hlbka pokrytia v mieste markera (COV),

kvalita databazy (QUAL).

Ak je do analyzy zahrnutych viacero vzoriek, stipce $pecifické pre vzorku (GT/VAF, QUAL, COV)
sa opakuju pre kazdu vzorku individudlne.

Vyberom variantu v tabulke sa otvori prehliada¢ IGV v novej karte, zamerany na genémové
suradnice variantu.
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12.1.4. Technicky report

Technicka sprava uvadza zoznam nastrojov pouzitych pocCas analyzy a ich verzie. Je dostupna
na karte QC analyzy, potom v ¢asti ,Technicka sprava“.

Konkrétne opisuje:

- vSeobecné informacie o konfiguracii a metadatach projektu a analyzy, ako napriklad typ
sekvenovania, verzia gendmu a verzia pracovnej sady, ktoré sa pouzili;

QC report ID check Technical report

Technical Report

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

Seg@ne

GENOMICS

General Infos

Project Name VerificationTest - 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

- podrobnosti o pouzitom manifeste, ako je nazov, velkost, dizka (bp) a vypifianie pridané
do analyzy;
- podrobnosti o pouzitych databazach a bioinformatickych nastrojoch.
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12.1.5.  Sprava UPD

Sprava UPD je k dispozicii v sekcii QC kompatibilnych zdrodo¢nych analyz (napr. GermVar a
slvisiace pracovné postupy). Zhfia vysledky detekcie UPD a poskytuje vizudlne prvky na
podporu interpretacie.

Sprava UPD zvycajne obsahuje:

e Prehlad vysledkov: indikacia, ¢i analyza detegovala udalost podobnd UPD a typ udalosti
(napr. Uplna alebo segmentadlna; pri analyzach tria moze sprava tiez podporit rodicovsky
povod a podtypy udalosti, ako je UPD | Iso / UPD | Het).

e Zoznam udalosti: zoznam detegovanych udalosti s ich chromozomalnym
umiestnenenim a velkostou a pridruzenym skore, ktoré pouziva algoritmus.

e Vizualiza¢né grafy: grafy zalozené na genotypoch SNP (napr. frekvencia B-alely (BAF) a
signdl  homozygotnosti/ROH), ktoré pomahaju potvrdit pritomnost dlhych
homozygotnych oblasti a hranic.

Informacie o kontrole kvality: metriky tykajuce sa spolahlivosti detekcie (napr. hustota SNP /
pocet SNPs) a varovania, ak Gdaje nie su dostato¢né na spolahlivé volanie.

Detegované udalosti UPD sa tiez zobrazuju v Large Variant Viewer (LVV) so Specifickymi
Stitkami (napr. UPD | Iso a UPD | Het).

Skére UPD

Skoére UPD je numericky indikator pouzivany na kvantifikaciu toho, ako silne vzorka vykazuje
signal podobny UPD pozdiz genému. Detekcia UPD v SeqOne sa spolieha na vzory genotypu
SNP:
e V singletonovej (sélo) analyze algoritmus hl'ada velké oblasti homozygotnosti (ROH) a
nahle zmeny v distribdcii SNPs pozdiz chromozémov.
e V analyze tria sa vzor SNP navySe pouziva na urcenie rodicovského pévodu udalosti a na
rozlisenie izodizémie (UPD | Iso) od heterodizémie (UPD | Het).

V praxi skore UPD odréaza silu a konzistenciu signalu podporujiceho udalost UPD (napr. jasny
vzorec ROH/BAF a dobre ohrani¢ené hranice). Vyssie skére naznacuje, ze udalost je s vacSou
pravdepodobnostou skutoc¢nou udalostou UPD, zatial ¢o nizsie hodnoty naznacuju slabsie alebo
hlu¢nejsie signaly.

Skore UPD sa musi vzdy interpretovat spolu s prvkami poskytnutymi na karte Sprava UPD
(sekcia QC), vratane:

e vizualizacnych grafov UPD (napr. frekvencia B-alely / signal homozygotnosti),

e velkosti a chromozomalneho umiestnenia udalosti,

e metrik kvality analyzy (napr. hustota SNP / pocet SNPs).
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Graf frekvencie B-alely (BAF) zo spravy UPD

Graf frekvencie B-alely (BAF) je vizualizacia genotypov SNP pozdiz genému a pouziva sa na
hodnotenie alelickej nerovnovahy a straty heterozygotnosti (LOH).
Pre kazdu poziciu SNP zodpoveda BAF podielu sekvencnych ¢&itani podporujucich alelu "B" a
pohybuje sa od 0 do 1:

e Hodnoty blizke 0 zodpovedaji homozygotnému genotypu (AA).

e Hodnoty blizke 0,5 zodpovedaju heterozygotnému genotypu (AB).

e Hodnoty blizke 1 zodpovedaju homozygotnému genotypu (BB).

V normalnej diploidnej oblasti graf BAF zvyCajne ukazuje tri pasy okolo 0, 0,5 a 1. V dlhych
oblastiach homozygotnosti (ROH) alebo izodizémie UPD je heterozygotny pas (okolo 0,5)
znizeny alebo chyba, ¢o podporuje pritomnost signalu podobného UPD.

Délezité obmedzenia:

e Signal podobny UPD mozno tiez pozorovat v kontexte pribuznosti rodiCov (viacero
oblasti ROH naprie¢ genémom).

e Volanie UPD je zaloZené predovsetkym na distriblcii SNPs a nemusi samo o sebe stacit
na odliSenie niektorych vzorov UPD od udalosti suvisiacich s po¢tom kopii; v pripade
potreby vykonajte krizovi kontrolu s inymi dostupnymi dékazmi (napr. pokrytie /
vysledky CNV).
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13. Interpretacia vysledkov analyzy

13.1.  Vysledky analyzy

Pouzivatelia maju pristup k analyzam projektu kliknutim na ikonu ,Analyzy” v prislusnom poli
alebo kliknutim na ikonu s rovhakym nazvom v l'avom hornom rohu pouzivatel'ského panela.

Ked je analyza dokoncena a je k dispozicii na zobrazenie, zobrazi sa so stavom ,Interpretacia -

cun

Nova“.

Vysledky analyzy st potom k dispozicii vo forme niekolkych spray, ktoré je mozné otvorit priamo
kliknutim na ne.

Existuje niekolko variacii stavu ,Interpretacia“ v zavislosti od pokroku dosiahnutého pri
interpretacii vysledkov:

- Nova - tabulka variantov eSte nebola zobrazena.

- Prebieha - tabulka variantov bola zobrazeng, ale ziadne varianty eSte neboli validované

- Hodnotenie — bola validovana aspon jedna varianta

- Overené hlasenie — bola vygenerovana sprava o analyze

13.1.1.  Sprava interpretacie analyzy Pracovny postup

13.1.1.1.  Prirad'ovanie analyz na interpretaciu v ramci programu

Spravcovia entit m6zu na karte Analyzy projektu priradit jednu alebo viacero analyz, ktoré maju
interpretovat rézni pouzivatelia entit. Na to moZe spravca vybrat jednu alebo viacero analyz a

, .. 2\ Edit assignment B . ., ., ! L. . B
potom kliknut na tlacidlo ,, (Priradit pouzivatelom) v dolnej Casti stranky.

Okno ,Assignment” (Pridelenie) vdm umoznuje priradit jedného alebo viacerych pouzivatelov k
vybranym analyzam vyhladdvanim identifikatora pouzivatela (uZivatelského mena)
prostrednictvom $peciadlneho vyhladavacieho pola. Priradenie je mozné tiez upravit pridanim
alebo odstranenim pouzivatelov. Pouzivatelia, ktorym je analyza priradend, st uvedeni v stipci
JAssigned to” (Priradené k). Pouzivatelia, ktori sa nikdy neprihlasili do SeqOne, nemdézu byt
priradeni, kym si nevytvoria svoje prihlasovacie udaje.
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Pouzivatelia maju pristup k analyzam, ktoré im boli To do list
pridelené (karta ,To do“ — Ulohy), a k overenym analyzam

(karta ,Done” — Hotové) vo svojom zozname uloh, ktory je Todo @ Done

dostupny prostrednictvom ikony E] v pravom hornom
rohu stranky. Pri kazdej novej ulohe sa zobrazi
oznamenie.

‘ somaHRD - sample_pos_with_BRCA

somaHRD - sample_pos_with_BRCA
Pouzivatelia maju pristup k pridelenym analyzam priamo
kliknutim na ne. Svoju Ulohu mézu overit kliknutim na
prislugné zaciarkavacie poli¢ko v karte ,To do” (Ulohy), &im ju presunt do karty ,Done” (Hotové).
Tato akcia je vratna.

Analyzy sa zobrazuju v nasledujucom poradi podla ich stavu: dokoncené, prebiehajuce alebo
neuspesné. Pre kazdu analyzu su uvedené podrobnosti o datume zadania, nazve analyzy a
nazve projektu.

13.1.1.2.  Zamknutie analyzy

Spravca entity mdze analyzu uzamknut alebo odomknut. V nastaveniach entity, na karte ,Ucet” a
potom ,Pracovny postup”, moéze aktivovat automatické uzamknutie validovanych analyz
pomocou funkcie ,Automaticky uzamknut analyzy pri zmene stavu na Spréva (VALIDOVANE)":

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

9 Credentials

Change your password (4

Na konci interpretacie, ked pouzivatel zmeni stav analyzy na ,Reporting — validated” (Sprava -
overené), analyza sa automaticky uzamkne. Uzamknuté analyzy sa zobrazuji so stavom
,Reporting — Validated & Locked” (Reporting — Validated & Locked), ktory je viditelny pomocou

ikony
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Ked je analyza uzamknutd, pouzivatelia nemézu z rozhrania vykonavat nasledujuce akcie:

- pridat alebo upravit variantné vyhodnotenia vo VKB,
- pridavat alebo upravovat komentéare spojené s variantmi,
- vytvorit novu spravu z okna Vyber,
- vytvorit novu spravu HRD,
- ruéne upravovat stav analyzy,
- vykonanie jednej z nasledujucich akcii v paneli analyzy:
- upravit priradenie testu (v Casti ,Priradenie”)
- zmenit pohlavie pacienta
- pridat alebo zmenit HPO
- zmenit panely analyzy
- vymazat klinicka sprav

Ak sa pouzivatel pokusi vykonat niektoru z tychto akcii, bude vyzvany, aby odomkol analyzu, ak

ma povolenie, alebo aby kontaktoval svojho spravcu, ak povolenie nema. Pouzivatel, ktory chce
odomknut analyzu, musi mat povolenie ,0domknut analyzy“.

13.1.1.3.  Bocny panel pre spravu analyz

Bocny panel analyzy, znamy aj ako ,zasuvka analyzy”, je pristupny z akejkolvek karty analyzy.

Results

@ Patient v @ac &l GeneCov € 7876 # Variants % CNVs Reporting S Files Selection o % Analysis

. , .. €@ Analysis . ) -
Kliknutim na tlacidlo ,, v pravom hornom rohu banneru kariet analyzy méze

pouzivatel priamo zobrazit a spravovat Udaje analyzy a HPO pacientov bez opustenia aktualnej
obrazovky.

“

Analyza (Analysis Drawer) obsahuje 4 zobrazenia:
e Pracovny postup: umoznuje organizovat a sledovat pracovny postup analyzy.
e Pacient: umoznuje zobrazit a upravovat metadata pacienta
e HPO: umoziuje pridavat alebo upravovat terminy HPO v analyze, dostupné len pre
analyzy v konstitu¢nom kontexte.
e Panel: umoznuje aplikovat zoznam génov na analyzu a filtrovat vysledky analyzy na
zéaklade tohto zoznamu.
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Modalny pohlad na pracovny tok

Toto zobrazenie vdm umoznuje organizovat a sledovat pracovné postupy pouzivatelov pre
interpretovanu analyzu.

Pridelené.  Toto zobrazenie zobrazuje ulohy
pridelené pre aktudlnu analyzu. Ulohy méZu
prideflovat iba spravcovia alebo pouzivatelia s
opravnenim ,Spravovat pridelenia“ (pozri ¢ast
Sprava spravcov — prezentacia rozhrania).

b4 Analysis
Workflow Patient HPOs o Panel

Assigned To

Ked' su ulohy priradené k aktualnej analyze, zobrazi
sa zoznam vSetkych priradenych pouzivatelov
spolu s datumom a c¢asom dokoncenia. Tento
zoznam sa automaticky aktualizuje hned, ako
pouzivatel dokon¢i ulohu.

This analysis isn't assigned yet

+ Add assignee . i . , ) i
Pouzivatelia moézu upravovat len svoje vlastné

ulohy zaskrtnutim alebo odskrtnutim prislusného
policka. Pri prechadzani kurzorom nad ulohou,
ktora je len na Citanie, sa zobrazi napoveda

Action Log >

,MoZete dokoncit len svoje ulohy”.
Ak neboli pridelené ziadne ulohy, v zobrazeni sa zobrazi , Tato analyza eSte nie je pridelena”“.

Ak sa neopravneny pouzivatel pokusi priradit ulohu kliknutim na tlacidlo ,+ Pridat priradenu
osobu“, zobrazi sa chybova sprava ,Na priradenie analyzy musite mat opravnenia spravcu. V
pripade potreby kontaktujte spravcu platformy a poziadajte o prislusny pristup.”

Protokol akcii. Banner ,Protokol akcii analyzy (Audit Trail)* zobrazuje histériu vSetkych akcii
vykonanych v stave HRD v analyze SomaHRD, filtroch, profiloch filtrov a obmedzenych génovych
paneloch v tabulke variantov, s podrobnymi informaciami o type akcie, pouzivatelovi, Casovej
peciatke a popise akcie.

NajnovSie akcie sa zobrazuju v hornej Casti zoznamu. Pagination umoznuje pouzivatelom

efektivne navigovat v histérii akcii. Celd histériu je mozné stiahnut vo formate .csv
prostrednictvom ikony ,Stiahnut protokol”.
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Modalne zobrazenie pacienta

Toto zobrazenie vdm umoznuje zobrazit a upravovat metadata pacienta, ako je pohlavie (Zena,
muz alebo nezndme), geneticka skupina predkov GnomAD (len germline) alebo indikacia (len
somaticka).

Zobrazenie a Uprava indikacie je k dispozicii len pre somatické analyzy:

- Ak bola indikacia zadana pred analyzou (pozri X Analysis
Metadata vzorky), bude automaticky definovana
pre vzorku. Nasledne bude oznacena hviezdickou Patient
a zobrazi sa ako prva v zozname.

- Ak sa indikacia pocCas interpretacie zmeni, Active sample: sample2

varovna sprava upozorni, ze vybrana indikacia sa
lisi od pdvodnej indikacie, a farba pilulky v
podstipci ,A" v stipci Klinické dokazy sa
aktualizuje (pozri Vyber indikacie).

- Ak nie je k dispozicii ziadna indikacia na analyzu,
zobrazi sa sprava ,Ziadna indikacia k dispozicii“.

Sex

Female Male Unknown

Indication

Ovarian endometrial cancer (Female reprod... X~

Unsaved changes detected. Save now to avoid losing
your updates.

Cancel Save modifications

Zobrazenie a uprava ,GnomAD genetic ancestry group” e gnomap genetic ancestry group

(Skupina genetickych predkov GnomAD) je k dispozicii
len pre analyzy zarodoénych buniek. Predvolena hodnota ‘
je prazdna a je povazovana za kombinovanu populdciu African/African American

GnomAD.

Amish

Ashkenazi Jewish
Admixed American
East Asian

European (Finnish)
Zmeny vykonané v tomto zobrazeni je potrebné uloZit
alebo zrusit kliknutim na prislusné ikony ,Ulozit
zmeny/Zrusit" v dolnej Casti okna, aby bolo mozné zmenit karty.
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Modalny pohlad HPO

Tento pohlad, ktory je k dispozicii iba v projektoch Germline, vdm umoznuje zobrazit, upravit a
priradit terminy HPO suvisiace so vzorkou, bud rucne, alebo na zéklade klinického opisu
pacienta.

Pouzivatel' si moze pred analyzou zobrazit zoznam terminov HPO, ktoré su uz spojené so
vzorkou. Ak nie su k dispozicii kody HPO, zobrazi sa sprava ,Zatial ziadne HPO".

Ak chcete pridat terminy rucne, mozete ich zadat do vyhladavacieho pola ,Zadajte fenotypy
jeden po druhom” vyhladavanim fenotypu alebo kédu HPO. Mbzete tiez importovat textovy

subor obsahujuci kody HPO kliknutim na ikonu ,, i (pozri tiez Cast Metadata vzorky).

* Analysis
HPOs
Workflow Patient o Panel

Active sample: S1_DNA

Added HPOs

Colon cancer

Obrazok 8: Zobrazenie HPO v paneli analyzy

Pouzivatel' méze pomocou DiagAl generovat terminy HPO na zéklade klinického opisu pacienta.

Kliknutim na ikonu ,, oL (Vytvorit HPO) sa zobrazi dialégové okno, v ktorom sa pouzivatel
vyzve, aby opisal klinicky profil pacienta (tento popis je obmedzeny na 4000 znakov) a potom
klikol na ,Extract HPOs with DiagAl“ (Extrahovat HPO s DiagAl), aby sa vygeneroval zoznam
najdenych HPO. Terminy HPO su farebne zvyraznené a pouzivatel ich moze priradit k pacientovi
tak, Ze na ne umiestni kurzor mysi a klikne na ,Add” (Pridat), alebo mo6Ze pridat vSetky ndjdené
terminy HPO kliknutim na ,Add all“ (Pridat vSetky) (pozri tiez ¢ast Uprava podla vzorovych
metadat s analytickym panelom).
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X Analysis X Analysis

HPO
Workflow Patient os Panel Workflow Patient HPOs

o Panel

Active sample: S1_DNA .
Active sample: S1_DNA

Enter here a clinical description to automatically

extract HPOs > 2 HPOs found +Addall = X

Cancel | 4} Extract HPOS with DiagAl patient has hyperlipidemia and hypertension
Obrazok 9: Extrahovanie terminov HPO pomocou DiagAl z pohladu HPO v paneli analyzy
Ked sa HPO pridaju alebo upravia z tohto zobrazenia,

zobrazi sa modry banner, ktory navrhuje, aby sa
analyza spracovala znovu s novymi HPO.

X Analysis

Workflow Patient HPOs o Panel

Vyberom moznosti ,Re-process analysis” (Opatovné
spracovanie analyzy) moéze pouzivatel aktualizovat () You modified the HPOs
skore DiagAl a klasifikaciu variantov (Short list alebo To update annotation, ranking and phenotype

SmartPick) podla novych zadanych HPO. matching we need to re-process parts of the
analysis.

. i ) ) This process may take up to 10 minutes.
Tento krok opatovného spracovania na niekolko

minut zmrazi tabulku variantov, aby sa aktualizovala ® Re-process analysis
klasifikacia variantov a stlpec DiagAl.
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Modalny panel Zobrazenie

Toto zobrazenie je k dispozicii pre vSetky pracovné sady okrem pracovnych sad analyzy CNV

(CNVExome, CNVCapture a SomaCNVCapture).

Poskytuje pristup k funkcii ,O0bmedzené panely”, ktora
umoznuje obmedzit a uzamknlt analyzu na vybrané

gény, podobne ako v pripade in silico panelu.

Analysis

2 Panel

x BRCA1 x BRCA2 Q

Na tento ucel méze pouzivatel z roletového menu vybrat
jeden alebo viacero zoznamov génov, ktoré sa maju

pouzit, z tych, ktoré boli predtym importované (pozri
odsek Gény v Casti Sprava pouzivatel'skych parametrov).
UloZzenim vybranych panelov prostrednictvom funkcie
,2Ulozit zmeny“ sa na cell analyzu uplatni filter podla

vybraného génového panelu (panelov).

Obmedzené panely je mozné vybrat hned po spusteni
analyzy (pozri Cast Spustenie novej analyzy) alebo z
pohladu Panel po analyze.

Ked sa pridaju alebo upravia genové panely, modry
banner upozorni pouzivatela na zmenu (,Upravili ste
uzamknuty panel”) a navrhne obnovenie analyzy s
novymi panelmi prostrednictvom funkcie ,Obnovit
analyzu®.

Kliknutim na ,Obnovit analyzu“ sa pouzivatel
rozhodne aktualizovat tabulku variantov, kartu CNV
(ak je to relevantné) a kartu GeneCov podla nového
panelu.

SEQ-027_IFU_SK_V6

Unsaved changes detected. Save now to avoid losing

Cancel

Workflow Patient

x BRCA1 x BRCA2

your updates.

Save modifications

Analysis

HPOs 2 Panel e

Q

(' You modified the locked panel

To update analysis based on the locked panel,

refresh the page.

<O Refresh analysis
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13.1.1.4.  Bocny panel na spravu hodnoteni

% i , . .
Panel © Selection . (Analyza variantov) je

pristupny z akejkolvek karty v ramci analyzy.
Umoznuje pouzivatelovi zobrazit malé varianty a CNV
anotované vo VKB pre aktualnu analyzu, vygenerovat
stbor JSON (,Generate file") a upravit klinickd spravu
(,Generate report”).

CNV validované vo VKB su k dispozicii aj v tejto
sekcii, avSak len v pripade CNV z analyz exdému,
genému a CGH Microarray.

Malé varianty validované vo VKB su odlisSené logom

L)
**" | zatial ¢o CNV su zobrazené logom
,Zisk” alebo ,strata”.

69

a slova
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X Selection @)

&, Generate file Generate report
Variants
#SLC25A22

®

The frameshift variant c.813_814del
El %p.AIa272GInfsTer1 44) in the gene SLC25A22
NM_001191061.2) is not found in control...

= SLC25A22

®

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

CNVs

% 6q14.3 Loss
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13.1.2.  Prehlad vysledkov analyzy na karte Dashboard

Pre niektoré pracovné subory je pouzivatelom k dispozicii karta ,Dashboard”, ktora sumarizuje
vSetky vysledky a metriky QC a zobrazuje sa Standardne pri otvoreni analyzy. Karta ,Dashboard”
poskytuje prehl'ad vysledkov analyzy v viacerych sekciach. Dostupné sekcie sa liSia v zavislosti
od typu pracovného suboru. Tato karta je k dispozicii pre SomaCGP, SomaVar Tertiary a
SomalLBx.

Pacient. Tato Cast obsahuje suhrn metadat vzorky: nazov vzorky (ID vzorky), pohlavie a indikacia
patoldgie (indikacia).

Kontroly kvality. Tato sekcia poskytuje informacie o niekolkych kl'i€¢ovych metrikach tykajucich
sa kvality vzorky a sekvenovania:

- Cistota nadoru,

- Ploidia vzorky,

- percento baz, ktorych kvalita je vacsia alebo rovna 30 (% Q30 baz),

- priemerné pokrytie oblasti zaujmu (priemerné pokrytie ROI) pred a po spracovani UMI,

- percento oblasti zaujmu s pokrytim vaésim ako 200X (ROI > 200X) pred a po spracovani

uMl.

Signatury. Cast o signattrach uvadza klG¢ové daje pre analyzy TMB, MSI a HRD:

- Vypocet TMB (mutdcia nadoru): pocet mutécii/Mb.

- Mikrosatelitova nestabilita: percentudlny podiel nestabilnych miest.

- Stav HRD (Homologous Recombination Deficiency - deficit homologickej rekombinacie).
Stavy skére TMB a MSI moze pouzivatel vybrat prostrednictvom roletovych menu umiestnenych
pod kazdym skoére.

Vyber. V tejto Casti sa zobrazuju varianty vyhodnotené v databaze VKB pre aktudlnu analyzu.

Navrhované spolocnostou SeqOne. Genomické zmeny zistené v analyze su prezentované ako
zredukovany zoznam Kklinicky relevantnych variantov. Varianty su vybrané, ak ich trieda
ComPerMed je 5, alebo ak maiju tvrdenie Tier | zodpovedajuce indikacii pacienta, alebo tvrdenie
Tier 1l pre experimentalne terapie suvisiace s touto indikaciou, alebo tvrdenie Tier | pre inu
indikaciu. Pouzivatel moéze pridat varianty z tejto kategoérie do sekcie Vyber kliknutim na
,Pridat”.

Subor JSON je mozné vygenerovat kliknutim na ,Generovat subor JSON“ a obsahuje vSetky
informacie zo stranky ,Dashboard".
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13.1.3.  Podrobné pokrytie podla exénu

Na karte GeneCov mozu pouzivatelia zobrazit mieru pokrytia génov zahrnutych v manifeste
analyzy pre kazdy exon, ¢i uz ide o génovy panel alebo exéom.

Metodika
Tento modul pretina manifest pouzivatela s anotaciami RefSeq pre vSetky gény zahrnuté v
paneli alebo exdme, pricom zachovava 10 bp na kazdej strane, aby pokrylo spojovacie miesta, a

potom pokracuje vo vypoéte hibky pokrytia pre kazdd bazu zahrnutd v tomto pretinani pomocou
nastroja mosdepth.

Su nastavené rozne prahové hodnoty, aby sa kazdému exénu priradil stav (pokryty, varovanie,
zlyhanie) podla percenta baz pod tymito prahovymi hodnotami pokrytia.

Stav je definovany na zaklade zakladného pokrytia v exéne vratane susednych 10 bp. Ak sa
pouzivaju UMI, pokrytie sa vypocita po deduplikacii.

Prahové hodnoty, ktoré sa vztahuju na rozne typy analyz, st uvedené v tabulke nizsie*:

GermlineVar /Germline SomaVar SomaRNA SomaVar LF SomaCGP
Family/GermVar/GermVar Family
Panel Exém Panel Panel Panel Panel
Varovan Varovan Varovan Varovan Varovan Varovan
ie ie ie ie ie ie
Zachytdv | Pokryti | Pokryti | Pokryti Kryt. Kryt. Kryt. Pokryti Kryt. Pokryti | Pokryti | Pokryti | Pokryti
anie e 100x e 30x e 30x 10x 500x 200x e 200x 50x e e e 100x e 50x
<100 <100 <100 <100 <100% | <100% | <100% | <100% | 5000x | 2500x <100 <100
% % <100% | <100 % % %
Amplicon | Pokryti | Pokryti Pokryti | Pokryti | Pokryti | Pokryti
e100x | e30x< e e 500x | e200x e 50x
<100 100 % 1000x <100 <100 % | <100%
% <100 %
%

Tabulka 3: Prahové hodnoty pokrytia pre modul Gene Coverage podla typu analyzy.

*Ak ma pouZivatel’ vopred definované vlastné metriky kontroly kvality z parametrov projektu, tieto
metriky kontroly kvality sa uplatnia na karte GeneCov (pozri cast Konfiguracia predvolenych metrik
kontroly kvality projektu).
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Zobrazenie a interpretacia

Kazdy gén je mozné zobrazit na grafickom znazorneni a vysledky pokrytia génov je mozné
filtrovat na zéaklade génov, in silico panelov a zoznamov transkriptov. Cielové exény su
znazornené bud zelenou farbou (pokryté), oranzovou farbou (varovanie) alebo ¢ervenou farbou
(neuspesné) podla vyssie opisanych prahovych hodnét.

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

Obrazok 10: Podrobnosti o karte GeneCov

Moznosti filtrovania
Ponuka filtrov vdm umozniuje:
- obmedzit zobrazenie na podmnozinu regiénov pomocou suboru .bed, ktory bol predtym
importovany do rozhrania, prostrednictvom filtra ,Manifest",
- pouzit zoznam génov pomocou filtra ,Gene Panel” (Panel génov),
- pouzit zoznam transkriptov pomocou filtra , Transcripts” (Transkripty),
- vyhladavat konkrétny gén pomocou filtra ,Gene".

Metédy vypoctu pokrytia
Pouzivatel mo6ze vybrat metddu vypoctu pokrytia, ktord sa ma pouzit, pomocou roletového
menu ,Exon status criteria“ v pravom hornom rohu stranky:

1. Priemerné pokrytie (predvolené): Na uréenie stavu pokrytia ! Exon status criteria :
sa pouziva priemernd hibka pokrytia v celom exéne. | [vew| Mean Coverage v

2. Minimalne pokrytie: Na uréenie stavu pokrytia sa pouziva "
minimélny podiel béz, ktoré spinaju $pecificki prahovt
hodnotu pokrytia. Tym sa zaruCuje, Ze urcité percento baz Min. Coverage
mé aspof minimalnu pozadovanu hibku pokrytia.

NEW | Mean Coverage
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Rozbalovacia ponuka "Gene status criteria’ umoznuje pouzivatelom pouzit tieto metody
vypoctu na urovni génov:

e Mean coverage (default): Na uréenie stavu pokrytia pouziva priemernd hibku pokrytia u
vSetkych exonov génu.

e Worst exon status: UrCuje stav pokrytia génu na zaklade najhorsie fungujuceho exénu.
Ak ktorykol'vek exon nesplni prah pokrytia, gén sa povazuje za nepokryty. V
predchadzajucich verziach to bola jedina podporovana metéda.

Zobrazené udaje

Exony, ktoré nie su alebo su Ciastoéne pokryté dizajnom (menej ako 80 % prekryvania medzi
manifestnym intervalom a hranicami exénu RefSeq), sa povazuju za necielové. Tieto exény su v
grafe znazornené sivou farbou (nesekvenované).

Podrobny pohlad na kazdy gén mozno pouzit na zobrazenie metrik pokrytia exénov kliknutim na
,Zobrazit podrobnosti“: priemerné pokrytie, median, percento kazdej oblasti pokrytej 10x, 30x,
50x, 100x, 200x, 300x a 500x.

Pre kazdy exén umoznuje okno IGV pouzivateflom zobrazit pokrytie sekvencie a zarovnanie

podrobnejsie.

Export udajov GeneCov
Kompletné Udaje analyzy pokrytia si K  pownload genes from S1_DNA as .isv file

dispozicii ako subor
sample_genecov.v2.tsv.gz, pristupny  Genes status
na karte Subory analyzy. Failed Warnings Covered

AN v, . T int
Na karte GeneCov méze pouzivatel 0P

exportovat analyzu pokrytia podla @ Canonical Al
metddy vypocétu pokrytia (priemerné

pokrytie alebo minimalne pokrytie) Close ———

“

¥
pomocou ikony , — vedla nazvu
vzorky v lavom hornom rohu karty vzorky.

Pouzivatel' moZe zvolit export Udajov podla stavu pokrytia génu (netspesné, varovanie, pokryté)
a exportovat iba kanonicky transkript (kanonicky) alebo vSetky dostupné transkripty (vSetky)

pred kliknutim na Stiahnut, aby ziskal pozadovany subor.

Dé4ta sa exportuju ako stbor .tsv obsahuijtci nasleduijtce stipce:
- Gén (gene_symbol),
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- Cislo génu podla HGNC (gene_id),

- Kanonicky transkript (is_canonical_transcript),

- Stav transkriptu (transcript_status)

- Exén (exon_number)

- Typ ex6nu CDS alebo UTR (exon_type)

- Stav exdénu - pokryty alebo nepokryty (exon_status)
- Oblast pokryta manifestom alebo nie (target)

- Gendémova pozicia (interval_id)

- Cislo chromozému (chr)

- Pociatoénad pozicia (start)

- Konecna pozicia (end)

- Predny alebo zadny retazec (strand)

- % pokrytie pri 1, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500 a 1000X (cov_)
- Priemerné pokrytie (cov_avg)

- Stredné pokrytie (cov_med)
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13.1.4. Malé varianty

Metodika

Detekcia malych variantov sa vykondva kombinaciou viacerych ndstrojov, ktoré sa mézu lisit v
zavislosti od pracovnej sady.

Ci uz ide o analyzu exému alebo génového panelu, identifikacia variantov je uréend manifestom
(vo formate BED) spojenym s projektom, vratane intervalov oblasti zaujmu a vypinania
aplikovaného na tieto oblasti (pozri ¢ast Vytvorenie projektu).

Okrem toho sa varianty volaju s ohladom na kvalitu zarovnania Citani na ludskom gendéme
(verzia GRCh37 alebo GRCh38). Takzvané ¢itania ,MAPQO0“ s kvalitou zarovnania (mapovania)
rovnou 0, pretoZze sa zarovnavaju na viacerych miestach v genéme, sa nezohladnuju pri volani
variantov pre pracovné subory somatickej analyzy. V analyzach ,Germline” sa Citania MAPQO
zohladnuju pri volani variantov, ak sa pri vytvarani projektu zada manifest Specifikujuci oblasti
zarovnania s nizkou kvalitou v metadatach oblasti mapovania s nizkou kvalitou. Varianty
detegované z citani MAPQO su v tabulke variantov identifikované pomocou popisu ,_mapq0*
viditelného v stipci CAL (Caller).

SNVs /indels. Na detekciu SNV a indelov:

- Freebayes’ sa pouziva ako jediny volajuci variantov v pracovnych suboroch GermlineVar
(exém), GermlineFamily (exém), SomaRNA a SomaVar LF. NiZSie prahové hodnoty
detekcie su nasledovné:

- VAF =10 % v GermlineVar pre exém,

- VAF = 5 % v GermlineVar pre génové panely,
- VAF =1 % v SomaRNA,

- VAF=0,1T % v SomaVar LF,

- Je doplneny GATK HaplotypeCaller? v pracovnej sade GermlineVar (panel).

- Jeho somaticky ekvivalent, Mutect2® , sa pouZiva spolu s Freebayes v pracovnych
suboroch SomaVar, SomaHemato a SomaCGP. Minimalna detek¢na prahova hodnota je
VAF =1% pre tieto dva volajuce programy v SomaVar.

- Sentieon* sa pouziva ako hlavny variant caller v pracovnych stiboroch GermVar, GermVar
Family a SomalLBx.

- Clair3° sa pouziva ako jediny variant caller v pracovnej sade 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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Analyzy GermVar a GermVar Family sa spoliehaju na bioinformatické komponenty Sentieon pri
klucovych krokoch sekundarnej analyzy. Najma:
- Zarovnanie sa vykonava pomocou optimalizovanej implementacie BWA-MEM2 od
spoloc¢nosti Sentieon a duplicitné Citania su oznacené.
- Zéarodocné volanie (SNVs/Indels) sa vykonava pomocou Sentieon DNAScope®.
- Sentieon TNScope’ mozno pouzit na detekciu mozaikovych variantov s nizkym VAF (v
zavislosti od konfiguracie GermVar).

Poznamka k regionom s nizkou mapovatelnostou (MAPQO): vo vysoko homoldgnych regiénoch
(napr. SMN1/SMN2) mézu byt varianty odfiltrované filtrovanim strojového ucenia vyvoldvaca. V
pripade potreby poskytuje SeqOne volitelny modul MAPQO (modul regiénov s nizkou kvalitou)
zalozeny na Freebayes s prisp6sobenymi prahmi na zvySenie citlivosti v pouzivatelom
definovanych regiénoch.

Analyzy SomalLBx sa spoliehaju na bioinformatické komponenty Sentieon pri klucovych krokoch
sekundarnej analyzy tekutej biopsie. Najma:

- Zarovnanie Citania sa vykondva pomocou Sentieon (BWA-MEM) a pipeline zahfia
spracovanie/konsenzus UMI zaloZzené na Sentieon na podporu vysoko citlivych
pracovnych postupov ctDNA.

- Somatické volanie kratkych variantov (SNVs/Indels) sa vykondva pomocou Sentieon
TNScope’ v rezime iba pre nador (tumor-only), s podporou velmi nizkej alelovej frakcie
(VAF = 0,1 % v zavislosti od konfiguracie).

- Poznamka: genotypy variantov su vo vysledkoch SNV/indel SomalLBx Standardne
hlasené ako heterozygotné, pretoze Sentieon TNscope nevykonava predikciu genotypu.

SVs - Structural Variants. Vlozenia a vynechania, ktorych dizka je blizka alebo véa&sia ako dizka
sekvencného C¢itania, sa detekuju pomocou identifikdtora SV GRIDSS® v pracovnych suboroch
GermlineVar (panel/exém), SomaVar, SomaVar LF SomaHemato a SomaCGP. Tieto udalosti sa
detekuju pomocou identifikatora SV Delly® v pracovnych stiboroch GermVar a GermVar Family. V
somatickych pracovnych suboroch sa detekuju iba vlozenia a vynechania mensie ako 300 bp,
zatial ¢o v pracovnom subore GermlineVar (pre verzie = 2.0), GermVar a GermVar Family (verzie
> 3.5) sa uplatiiuje limit 10 kb. Varianty detekované nastrojom GRIDSS sa detekuji bez ohl'adu
na VAF.

FLT3-ITD. Specificky detekény modul pre interné tandemové duplikéacie génu FLT3 (FLT3-ITD) je k
dispozicii iba vo worksets SomaVar a SomaHemato, od verzie v2.2. Tento modul je zaloZeny na
nastroji FiLT3r'° .

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

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

° https://github.com/dellytools/delly

% https://gitlab.univ-lille.fr/filt3r/filt3r
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Alu Insertions. Nakoniec, spolo¢nost SeqOne vyvinula aj modul na detekciu inzercii
transpozitelnych elementov (AIuMEI), ako su Alu elementy. Pouziva sa v pracovnych stiboroch
GermlineVar (panel/exdm), GermlineFamily (panel/exém), GermVar (panel/exém/geném),
GermVar Family (panel/exém/geném), SomaHemato a SomaVar. Na varianty detegované
nastrojom AIUMEI sa neuplatriuje ziadna nizSia prahova hodnota VAF.

Kombinované varianty Freebayes, HaplotypeCaller (alebo Mutect2) a FiLT3r caller su k dispozicii
v kone¢nom subore analyzy final.vcf.gz. Varianty Specifické pre GRIDSS, FiLT3r alebo AluMEI st k
dispozicii v prislusnych siboroch VCF (gridss.vcf.gz, filt3r.vcf.gz a variants.alumei.vcf.gz),
ktoré su tiez k dispozicii na stiahnutie na karte Subory analyzy.

V konkrétnom pripade FiLT3r :
- Varianty FiLT3r, ktoré su spolocné pre Freebayes a Mutect2, su k dispozicii v kone¢nom
VCF analyzy (final.vcf.gz),
- varianty jedinecné pre FiLT3r, ako aj varianty spolo¢né pre FiLT3r a GRIDSS su uvedené
vo FiLT3r VCF (filt3r.vcf.gz).

Dva dalSie moduly vyvinuté spolo¢nostou SeqOne potom umoziuju:
- Zachovanie multinukleotidovych variantov (MNV), ktoré kdéduju a su obmedzené na
jediny kodén pocas procesu rozkladu variantov podobnych delinom.
- Rekalibracia alelickej frekvencie variantov indelov a delinov detegovanych nastrojom
Freebayes a GATK (nastroj Kraf).

Tieto dva moduly sa tykaju iba pracovnych suborov GermlineVar (panel/exém), SomaVar,
SomaRNA a SomaVar LF.

Kraf pouziva stratégiu jediného k-meru bez zarovnania. Rekalibrovana alelova frekvencia indelov
a delinov sa zachovava len vtedy, ak je vySsia ako pociatocna alelova frekvencia variantu.
Varianty sU potom hlavne anotované pomocou nastroja Variant Effect Predictor’” (VEP) a
doplfiujuce informacie su pridavané z nasledujucich databaz:

- Clinvar

- OMIM (komerénad verzia) + PanelApp Australia + PanelApp England

- CKB

- dbSNP

- COSMIC (komeréna verzia)

- GnomAD (exémové + gendmové Udaje)

- Dfam

- DGV

- LOVD

Okrem toho su k dispozicii nasledujuce in silico skore:

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

- Skére konzervécie (GERP++, PhastCons100way, PhastCons20way, PhyloP100way
Vertebrate, PhyloP20way Mammalian, SiPhy)

- Predikcie funkénosti (REVEL, DANN, FATHMM, FATHMM-MKL, LRT, MetalLR, MetaSVM,
MutationAssessor, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT, PLI)
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Vizualizacia a interpretacia

Karta Varianty ** vam umoznuje zobrazit, filtrovat a anotovat varianty ziskané pocas analyzy.
Tieto su zobrazené v tabulkovej forme, pricom kazdy riadok zodpoveda inému variantu. Pocet
variantov vybranych po filtrovani (vybrané varianty) a celkovy pocet detegovanych variantov
(celkovy pocet variantov) sa zobrazuju v pravom hornom rohu zahlavia tabulky variantov

pomocou nasledujucej ikony: . . Paginacia v dolnej Casti stranky vam umoznuje
prechadzat z jednej stranky vysledkov na dalSiu. Ak analyza pouziva obmedzeny panel, hlavicka
tabulky bude obsahovat aj celkovy pocet variantov v obmedzenom paneli (celkovy pocet
variantov v obmedzenom paneli) .

Tato navigacia je ulahc¢ena klavesovymi skratkami pomocou klavesov < a — na klavesnici.

V tabulke sa $tandardne zobrazuje niekolko popisnych stipcov. Pouzivatelia mézu tabulku

exportovat ako stbor TSV kliknutim na

Pre kazdu variantu moze byt k dispozicii niekolko transkriptov a ich oo
pocet sa zobrazuje vliavo od kazdého riadka. Varianty su anotované na
transkriptoch RefSeq, s vynimkou mitochondridlnych variantov, ktoré su NM_0059625 @) TI5CES
anotované na Ensembl.

NM_015252.5 c.-296+2T>G

Transkripty MANE Select a MANE Clinical Plus su oznacené ikonou, e CIinicaIAtranéicript 1

. NM_000132.4 ¢.5375T>G
resp. alebo , Spolu s popisom. p.V17926

Pre rovnaku variantu, s vynimkou mitochondridlnych variantov, su transkripty zoradené podla
nasledujuceho poradia:

a) vplyv ['vysoky' > stredny' > 'nizky' > 'pozmeniujuci’]

b) typ transkriptov [,NM*, ,XM“, ,NR", ,XR"] (pre transkripty RefSeq)

c) typ transkriptu MANE [Mane Select > MANE Clinical Plus > non MANE]

d) alfanumerické poradie

V pripade mitochondrialnych variantov su transkripty zoradené v nasledujucom poradi:
a) vplyv ['vysoky' > 'stredny' > 'nizky' >' pozmeniujuci ']
b) ak je vplyv ,pozmenujuci“:
i)  efekt ,non_coding_transcript_exon_variant"
ii)  biotyp [kddovanie proteinu > Mt_rRNA > Mt_tRNA]
c) alfanumerické poradie
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DiagAl. Tento stipec zobrazuje skére od 0 do 100 na zaklade stboru DiagAl s vyuZitim
strojového ucenia. Skoére DiagAl je zalozené na Styroch komponentoch:
- Algoritmus UP?, ktory predpoveda patogenitu variantu
- Matica PhenoGenius, ktord hodnoti zhodu medzi génom a HPO pacienta (ak boli zadané
pocas analyzy)
- Sulad medzi pozorovanym genotypom a spésobom prenosu ochorenia opisanym v
databdzach GenCC, OMIM a PanelApp (Austrélia a England).
- Kvalita variantu

v »
Cim je skore blizsie k 100, tym viac sa predpoklada, Zze varianta je patogénna a +' DIAGAI

ma diagnosticky vyznam. Cim je blizsie k 0, tym viac sa predpokladd, ze

varianta je benigna. s
86"

Dve ikony tiez upozorfuju na urcité zaujimavé varianty:

’ . ’ v v ’ v .
- lkona , 9 “ znamena, Ze varianta ma vysSiu pravdepodobnost, ze je =

pri¢inou ochorenia (Al Smart Pick). 81
*=. L . . . . .
- lkona , == "“ oznacCuje, ze variant je pritomny v kratkom zozname
variantov s vysokou pravdepodobnostou, Ze je pri¢inou ochorenia ?8__
pacienta.
78

Terminy HPO je mozné zadat pred spustenim analyzy Upravou metadat vzorky

(pozri cast Metadata vzorky). Je mozné ich upravit aj pocCas interpretacie

pomocou modalneho zobrazenia HPO v bo¢nom paneli analyzy (pozri ¢ast Modalne zobrazenie
HPO). V tomto pripade mbéze pouzivatel opatovne spracovat skére DiagAl a klasifikaciu
variantov (kratky zoznam alebo SmartPick) podla novych zadanych HPO pomocou funkcie
,Opatovné spracovanie s novymi HPO".

Ak pouzivatel klikne na ikonu skoére DiagAl, stranka variantov sa otvori priamo v karte DiagAl s
podrobnym popisom skére (pozri ¢ast DiagAl na stranke Variantov nizsie).
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ACMG. Klasifikdcia patogenity kazdej varianty sa vypocitava ako sucast poloautomatického
procesu podla odporuc¢ani vydanych American college of Medical Genetics and Genomics.
Pouzivatelia mo6zu klasifikaciu revidovat v Specidlnej zélozke na stranke varianty, ktora sa potom
pouzije na vygenerovanie konecného hodnotenia varianty.

ComPerMed. Klasifikacia patogenity kazdej varianty sa vypocita ako stcast poloautomatického
procesu podla odporucéani vydanych belgickym odbornym vyborom ComPerMed (Komisia pre
personalizovani medicinu). Pouzivatelia maju pristup k podrobnym informéacidm o klasifikdcii v
Specidlnej karte na stranke varianty.

AMP. (Analyza SomaVar verzia v1.8 alebo novsia, iba SomaVar LF alebo SomaCGP). Tento stipec
sa zobrazuje Standardne v analyzach, ktoré obsahuju anotacie CKB, a zobrazuje uroven AMP
kazdej varianty, ak je k dispozicii (Groven | alebo Il). Zobrazend uUrovern AMP je zaloZena na
najlepsich klinickych dékazoch vo vsetkych typoch, bez ohl'adu na vybranu indikaciu.

VKB. Hodnotenia vykonané
pouzivatelom podas « =1 Sortby: DiagAl [T
predchadzajucich analyz sa ukladaju

do znalostnej bazy pouzivatela. Toto + Likely Pathogenic TRANSCRIPT
hodnotenie sa zobrazuje v stipci VKB

tabulky pre kazdy novy vyskyt @ (a0 &) b BRCMI% (| NM00T2944 @
variantu. Nastrojova tipka rychlo

zobrazi triedu a komentar suvisiaci s
hodnotenym alebo predtym hodnotenym variantom.

Gene (Gén). Nazov génu podlla HGNC a suvisiaca vlajka OMIM: & GENE e
- Cervenad vlajka: ,Gén OMIM s fenotypmi a klinickymi
charakteristikami®, RPESS M NMo0D
- Cervena vlajka s obrysom: ,OMIM gén s fenotypmi, ale bez V"
klinickych charakteristik®, i) Decipher 1.206
- Cervena bodka: ,Gén OMIM bez fenotypov alebo Klinickych ~— “hanet
znakov". )  MedGen 1,005

e
uelhv.

Gény, o ktorych je zndme, ze su imprintingovymi génmi podla PanelApp (Australia), su

zvyraznené ikonou ‘% .
Suvisiaca napoveda uvadza, Ci je gén exprimovany materinsky, otcovsky, Ci je neznamy, alebo Ci
sa uvadza viacero imprintingov.

Kliknutim na vlajocku vedla nazvu génu sa dostanete priamo na stranku OMIM. Kliknutim na
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nazov génu sa zobrazi roletové menu s odkazmi na databazy OMIM'? , Decipher'®, Orphanet'
MedGen'® a GenCC'® . Kazdy odkaz vedie priamo na stranku zodpovedajlcu vybranému génu.

Informdcie tykajuce sa OMIM a databaz su k dispozicii iba pre analyzy zarodoénych buniek.

HGVSC. Tento stipec poskytuje HGVS anotéciu variantu na komplementarnej ~ HGVSC
DNA (cDNA) a na proteine.
¢.10580G>A
p.R3527Q

Effect (Vplyv). Tento stipec opisuje vplyv variantu na protein a vplyv na transkript.

Vplyv sa pocita podla 4 urovni:
- High (vysoky vplyv, ¢ervenad farba): varianta mda vysoky EFFECT
rusivy vplyv na protein, pravdepodobne sposobuje skratenie

proteinu, stratu funkcie alebo spusta jeho rozpad sposobeny missense
nezmyselnou sekvenciou.
- (stredny vplyv, zIta farba): nerusiva varianta, ktora splice polypyrimidine tract | +1

pravdepodobne modifikuje Géinnost proteinu.

- Low (nizky vplyv, siva farba): varianta, ktora sa povazuje za
neskodnu alebo je nepravdepodobné, Zze by ovplyvnila
spravanie proteinu.

missense

missense

- Modifier (modifikujaci vplyv, modra farba): vSeobecne missense
nekddujuce varianty alebo varianty ovplyvnujuce nekddujuce
oblasti alebo gény, pre ktoré je tazké predpovedat vplyv missense

alebo neexistuju dokazy o vplyve.

Pre kazdu variantu méze byt v stipci Vplyv k dispozicii niekolko vplyvov na transkript. V tomto
pripade sa zobrazi len vplyv s najvyssim dosledkom podla VEP'" , za ktorym nasleduje Cislo
(napr. +2) pre ostatné dostupné vplyvy. Podrobnosti o nich st uvedené v prislusnej napovede.

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 (Prenos). Tento stipec oznaduje sposob prenosu

TRANSMISSION

choréb spojenych s génmi uvedenymi v databazach GenCC a
OMIM. Farebné znacCky sluzia na rychlu identifikaciu vzorov aAp AR @ CompHet Verified
prenosu na zaklade predpovedi DiagAl:

,De Novo"

»+Recessive Hom

,Compound Het — Verified" (overeny)

,Compound Het — Suspected” (podozrivy)

+1

AD ‘g

AD (D De Novo

AR

Znacky De Novo, ZloZzena Het — overena a Recessivha Hom sa
zobrazuju iba v rodinnych analyzach.

Pomocou filtra je mozné vybrat varianty s tymito znackami

AD
+3

(pozri Filtrovanie variantov — sekcia Prenos a Fenotypy).).

Transmission AR, AD

AD, AR OMIM AD 3 ® 2 GenCC

AD, AR OMIM AR @ 3 GenCC

AR @ 3 GenCC

AD, AR OMIM

X

OMIM:7638289

AR @ 3 GenCC

OMIM:0019200

MONDQ:739002

OMIM:10939229

Definitive to Moderate Supportive @ Limited to Unknown

Kliknutim na odkazy rezimov prenosu v tomto
stipci sa otvori okno, v ktorom pouzivatelia
najdu choroby uvedené s ich nazvami a
odkazmi na databazy (OMIM, MONDO - ak
OMIM nie je k dispozicii — alebo GenCC).

Choroby su usporiadané v S$pecifickej
hierarchii: najskor sa zobrazia choroby, ktoré
sa nachadzaju v OMIM aj GenCC, potom
nasleduju choroby, ktoré sa nachadzaju len v
OMIM, a nakoniec choroby, ktoré sa
nachadzaju len v GenCC.

Kazdy zdaznam obsahuje farebne oznacené znacky: znacky OMIM maju zelené okraje, zatial Co
znacky GenCC pouzivaju systém semaforu (zelend/zltd/cervend) na oznacenie sily dokazov:

Zelena: Definitivna + Silna + Stredna

ZIta: Podporna

e Cervena: Obmedzen4, Zvieracie, Neznama
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Clinical Evidences (Klinické dékazy). (Analyza SomaVar v1.8 alebo CLINICAL EVIDENCES
novsia, iba SomaVar LF alebo SomaCGP). Tento stipec sa
zobrazuje Standardne v analyzach obsahujucich anotacie CKB.

Je rozdeleny do troch podstipcov, z ktorych kazdy obsahuje 0 0
celkovy pocet daného typu dékazov: A (akénost), D (diagndza) a ne
P (prognéza). Stipec A zobrazuje aj poéet citlivych (vlavo) a 54 . )
rezistentnych (vpravo) terapeutickych tvrdeni ako odznak. 53 2
o4 0 0
53 2

Hodnoty v tychto podstipcoch st farebne oznagené:
- Rezistencia, ak je zistena (> 0 tvrdeni), sa vzdy zobrazuje
Cervenou farbou bez ohl'adu na indikaciu, v ostatnych pripadoch Sedou farbou.
- Citlivost je zvyraznena zelenou farbou len v pripade, ak je vybrana prislusna indikacia,
inak je zobrazena Sedou farbou.

Ak aspon jeden dokaz tohto typu zodpovedd indikacii vybranej v tabulke variantov (panel

Indikacia), v popise pred oznacenim indikacie sa zobrazi zaciarknutie. Ak sa nezisti ziadna
zhoda, oznacenie sa nezobrazi.
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Phenotype (Fenotypy). Tento stipec, dostupny pre projekty Germline, umozfiuje asociaciu génu s
terminmi HPO pomocou matice PhenoGenius 17. Ak su terminy HPO asociované so vzorkou,
zobrazi sa najvyssie percento zhody medzi génom a fenotypom spolu s pomerom terminoy, s
ktorymi je gén asociovany. Ak Ziadne gény nezodpovedaju zadanym HPO, stipec vrati spravu ,no
match” (Ziadna zhoda); ak vzorka nemad Ziadne terminy HPOQ, stl'pec zobrazi spravu ,see HPO"
(pozri HPO). V oboch pripadoch sa vSak v prisluSnom zobrazovacom okne navrhnd zndme
terminy pre gén.

@ Phenogenius ) 4 Phenotypes
@ Patient phenotypes matching P3H1 ~
(a8% 215)
HP:0000773 Short ribs
HP:0003026 Short long bone YD)
- HP:0004443 Lambdoidal craniosynostosis

{ no mateh )

m HP:0100832 Vitreous floaters

HP:0008479 Hypoplastic vertebral bodies

hY
|, no match
. /

Other phenotypes described for P3H1

Abnormal bane collagen fibril morphology

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

Decreased calvarial ossification = Femoral bowing

i ..I‘O |*'|:\r."h..)i
! 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

Obrazok 11: Zobrazenie informacii v Phenogenius
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PanelApp. Tento stipec integruje anotacie z panelovej databazy PanelApp Australia’® a PanelApp
England™ . Uvadza pocet panelov spojenych s génom, pre ktory bola zistena varianta, podla
klasifikacnej Urovne opisanej nizSie.

) PANELAPP
Ak sa gén v paneli nenachadza, v stlpci sa zobrazi ,N/A".
®s5 73 94
®s 02

V suvisiacom vyskakovacom okne sa zobrazia podrobnosti o asociacii génu/fenotypu, ako aj
spbésob prenosu spojeny s fenotypom, sposob prenosu spojeny s fenotypom a databaza, z
ktorej je panel odvodeny, PanelApp Australia (AUS) alebo PanelApp England (ENG) (obrazok
12).

Kazdému génu bude prideleny jeden alebo viac panelov podla trojstupnového klasifikacného
systému zaloZzeného na dbkazoch o asocidcii génu a fenotypu: vysoka dékaznost je oznacend
zelenou farbou, stredna dékaznost a nizka dékaznost ¢ervenou farbou.

W PanelApp

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

#ENG = AD,AR Fetal anomalies (1425)

Panels with L1CAM in moderate evidence

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

@ Panels with L1ICAM in low evidence

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

Obrazok 12: Vizualizacia informacii PanelApp.

'8 https://panelapp-aus.org
% https://panelapp.genomicsengland.co.uk/
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ClinVar Germline. Tento stipec zobrazuje informécie ziskané z ClinVar po¢as analyzy. Poskytuje
cely rad informacii, vratane triedy patogenity, podrobnosti a poc¢tu podani pre kazdu triedu
ACMG, stavu revizie a preferovanej podmienky/choroby ClinVar. Kliknutim na bunku v tabulke
variantov bude pouzivatel presmerovany na prislusnu stranku ClinVar.

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

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

GnomAD. Tento stipec zobrazuje 6 prvky z databazy GnomAD pre konkrétnu variantu v populdcii:
alelovu frekvenciu (AF), pocet aliel (AC), pocet homozygotov (HOM), pocet hemizygdtov (HEM),
frekvencia hlavnej alely (MAF) a pre projekty GRCh37 verziu GnomAD, pre ktoru sa tato varianta
nachadza (VER).

Kliknutim na hodnotu zobrazenu v stipci AF sa pouzivatel presmeruje do databdzy GnomAD vo
verzii v4 alebo, ak to nie je mozné, vo verzii v2. Ak varianta nie je uvedena v databaze, hodnota
zobrazend v tomto stipci bude N/A.

V stipci VER sa zobrazi upozornenie, ak je tato varianta
GNOMAD pritomna v GnomAD, ale nespifia véetky filtre kvality aspori
pre jeden z dvoch suborov udajov (exém alebo geném). V
tomto pripade sa zobrazené hodnoty prispésobia
e1 47775 6503 A 4,4 hodnotam dostupnym pre tuto variantu a zobrazia sa filtre,
ktoré spustili upozornenie, spolu s kratkou spravou

uvadzajucou problematicky subor udajov.
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Skdre UP?. Funkené prediktivne skére UP? (Universal Pathogenicity Prediction) v rozmedzi od -1
do 1 klasifikuje patogenitu variantov pomocou pristupu strojového ucenia podla troch kategorii:
P (patogénny: skére > 0,1), VUS (Variant of Unknown Significance: skére = -0,1 a < 0,1) alebo B
(Benign: skére < -0,1). Skére UP? sa Standardne zobrazuje v tabulke variantov, ale pouzivatel

[[I& "

moze stipec UP? deaktivovat v paneli spravy stipcov kliknutim na ikonu ,,

Cl-SpliceAl. Tento stipec obsahuje predikéné skére vypocitané pomocou pristupu strojového
ucenia na identifikaciu variantov s vplyvom na alternativne splajovanie sposobom CI-SpliceAl*® .

Skére sa vypodita pre podmnozinu variantov spifiajdcich

Ry PiceA nasledujice kritéria: varianty splice podla VEP (splice_*) s
AG DG AL DL Link frekvenciou GnomAD mensou ako 10° a spifajlce
001 002 062 084 nasledujuce kritéria kvality (QA > 20, AO > 10, DP > 20).

Position: -2bp
0.01 022 0.01 009 &

001 00z 012 00T Ak sa vypoéita, stipec poskytuje 4 delta skére pre dant

001 062 002 001 variantu, pre prirastok akceptora (AG), stratu akceptora (AL),
prirastok donora (DG) a stratu donora (DL).

(]

Open variant in SpliceAl Lookup

(]

Delta skore variantu, ktoré sa pohybuje od 0 do 1, zodpoveda

pravdepodobnosti, ze variant modifikuje zostrih. Farebny kéd
sa uplatiuje na prahové hodnoty delta skére: zelenad (>0,2 ;
vysoka presnost), (>0,5; odportcand) a cervena (> 0,8; vysoka presnost). Ak je delta skore

niz§ie ako 0,2, povazujeme skére za nevyznamné. Stipec potom $pecifikuje ,Ziaden vplyv na
zostrih®.

Pre kazdu variantu je k dispozicii odkaz na prislusné vyhladavacie rozhranie SpliceAl?'.

20 https://github.com/YStrauch/ClI-SpliceAl__Annotation
2 https://spliceailookup.broadinstitute.org/

SEQ-027_IFU_SK_V6 99 /183



REVEL. Predikcné skoére REVEL je zalozené na komplexnej metdde predikcie patogenity
missense variantov pomocou kombindcie skoére z 13 individualnych nastrojov: MutPred,
FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT,
GERP++, SiPhy, phyloP a phastCons.

st Skoére sa mbze pohybovat od 0 do 1 pre missense variant, pricom vyssie skore
odzrkadluje véacsiu pravdepodobnost, Ze variant sposobuje ochorenie. Pouzité
prahové hodnoty st nasledovné: skére REVEL > 0,5 pre P (patogénny) a skére
REVEL < 0,5 pre: B (benigny). Skére moze pouzivatel zobrazit v tabulke variantov
o zaskrtnutim policka REVEL v Casti ,,StI'pce" v sekcii ,Funkéna predikcia“.

ALM. Skére predikcie AlphaMissense? je k dispozicii v stipci ALM v &asti ,Stipce” pod ,Funkéna
predikcia“. AlphaMissense je predikény model, ktory hodnoti patogenitu missense variantov
pomocou hlbokého ucenia. Model je postaveny na Strukturalnych predikciach AlphaFold s
cielom zlepsit jeho presnost.

AlphaMissense integruje evoluc¢nu konzervaciu a Strukturalny kontext, aby
posudil potencidlny vplyv missense variantov na funkciu proteinu.

EVEL D AWM @

Skore sa pohybuje od 0 do 1, pricom vySSie hodnoty naznacuju vacsiu
pravdepodobnost, Ze varianta je skodliva. Pouzité prahové hodnoty su: skore
ALM > 0,564 pre P (pravdepodobne patogénne) a skére ALM < 0,34 pre B
(pravdepodobne benigne). V ostatnych pripadoch (0,34 < skére ALM < 0,564)
d 4 bude oznatené (nejednoznacné).

Frekvencia vzorky. Tento stipec zobrazuje pre kazdd variantu jej

) SAMPLE FREQ.
frekvenciu v projekte (podstlpec PROJECT) a vo vsSetkych projektoch
entity s podobnymi metadatami (podstipec ,ALL").
Frekvencia vzoriek projektu (PROJECT) zodpovedd pocétu vzoriek, v 2/13 7A4%
ktorych bola zistena varianta, v pomere k celkovému poctu vzoriek
analyzovanych v projekte.
y y prol 2/13 7.41%

Frekvencia vzoriek ALL zodpoveda percentudlnemu podielu
analyzovanych vzoriek, v ktorych sa variant nachadza na entite, v ramci
rovnakého metadatového projektu. Kliknutim na hodnotu zobrazenu v stipci ,VSETKO" moze

2 https://alphamissense.hegelab.org/
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pouzivatel ziskat pristup k ndazvom projektov a poctu vzoriek, v ktorych sa varianta nachadza,
ako aj podrobnosti o vsetkych podobnych projektoch metadat (moznost ,Zobrazit vSetky
projekty”).

Podstipec VSETKY je v tabulke variantov §tandardne skryty, ale je mozné ho znovu aktivovat v
paneli spravy stipcov kliknutim na ikonu x a aktivovanim tlagidla ,Entita frekvencie vzorky
(Entita)".

Exdn. Tento stipec uvadza celkovy poéet exénov v géne podla prislusného transkriptu, ako aj
pocet ovplyvnenych mutaciou vo forme zlomku. Ndstrojova tipka uvadza vzdialenost medzi
variantom a najblizSim miestom spliceovania. Ak je variant nad miestom spliceovania, hodnota
bude kladna, a ak je pod nim, bude zaporna.

GT (Genotype). Tento stipec zobrazuje genotyp predpovedany programami na detekciu
variantov. R6zne mozné piktogramy su popisané v Casti Filtrovanie variantov.

V trojitej analyze (GermlineFamily), ak je mozné urcit povod heterozygotnej varianty, bude to
oznacené nasledujucim farebnym kédom:

- — matersky heterozygotny pévod

- modra — heterozygotny pévod po otcovej strane

- Cervena — De novo heterozygotna varianta

- — Mendeliho porusenie

Ak nie je prenos urceny (napr. ak su obaja rodi¢ia heterozygotni) alebo v pripade
homozygotnych variantov, farba sa nepouziva.

® Patient Father Mother

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

o 50.8% 34 o QO 82 (P a46% 33 83
@ 53% 34 3 O 9 O 100
@ 469% 34 o4 (P assr 33 s O 86

Paternal heterozygous Maternal heterozygous
De novo heterozygous Mendelian violation
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Obrazok 13: Farebny kod pouzity na heterozygotné genotypy na zaklade prenosu
GermlineFamily
Fazovanie variantov je k dispozicii pre analyzy GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family
pomocou suborov VCF zo sekvenatorov Oxford Nanopore Technologies. Ked su varianty

[ Al
fazované, ikony genotypu sa zobrazuju takto:t,,e?,,g,i . Zaciarknutie oznacCuje, Ze variant je
fazovany. Fazované varianty s Ciernou ¢astou na tej istej strane a patriace do rovnakého ,Phase

ID“ st vo faze, t. j. na rovhakom retazci.

Kliknutim na genotyp ziskate zoznam cis alebo
trans variantov, ak su pritomné. Zobrazené st len ~ Variantsin trans 298X |
5 variantov s najvyssim hodnotenim DiagAl, ako

- uvedend na obrazk ® Compound heterozygous candidates for
je uv zku.

SLC25A22 chri1:9.792142C>T ®

Kompletny zoznam variantov je k dispozicii po

kliknuti na ,Prehliadat vSetky varianty”. (5) sicas2z chritig792146 T92147del @

VAF (Variant Allele Frequency). Tento stipec oznad&uje frekvenciu variantnej alely, t. j. pomer &itani
podporujucich alternativnu alelu (AO) k celkovému poctu ¢itani v danej pozicii (COV), vyjadreny v
percentach.

Analyzy pouzivajuce pracovné sady SomaVar verzie = 2.5, SomaCGP verzie = 0.7 a SomaVar LF
verzie = 2.1 zobrazuju nasledujuce dodato¢né informacie:

e ndpoveda zobrazuje hodnoty VAF, AO a COV vypocitané dvoma volajucimi variantami
Freebayes a Mutect2, ktoré detekuju variantu.

e varovna ikonaA upozoriuje pouzivatela na akykolvek nesulad medzi 2 variantnymi
volajucimi pre varianty detegované s nizkym VAF. Pre varianty zobrazujice VAF menej
ako 5 % v stipci VAF sa teda zobrazi varovanie v pripade nesuladu VAF > 10 % medzi VAF
vypocitanymi programami Freebayes a Mutect2.

AO (Alternate Observation). Tento stipec udava poéet &itani nestcich variantu.

CAL (Caller). Tento stipec uvadza néazov volajticeho variantu (volajucich variantov), ktory (ktoré)
detegoval variant.

Cov (Coverage). Tento stipec uvadza celkovy poget &itani v pozicii variantu.
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SOR. Strand Odds Ratio (SOR) je metrika vlaknovej predpojatosti (strand-bias) odvodend z testu
symetrického pomeru $anci (Symmetric Odds Ratio), ktord& meria nerovnovéhu cCitani
podporujucich variant medzi priamymi (forward) a spatnymi (reverse) vlaknami. Vys$sia hodnota
SOR naznacuje vyssSiu pravdepodobnost artefaktu, zatial ¢o nizsia hodnota SOR naznacuje
vyvazenejsiu podporu vlakien a je konzistentnejsia so skuto¢nym variantom.

Triedenie variantov

Na karte Varianty je k dispozicii niekolko moznosti triedenia variantov. Tieto moznosti su
dostupné v roletovom menu v pravom hornom rohu tabulky. Pre kaZzdi moznost triedenia je

mozné triedit vzostupne alebo zostupne kliknutim na ikonu triedenia 7} . 'V predvolenom
nastaveni su vSetky moznosti triedené zostupne, s vynimkou moznosti ,Locus”, ktora je triedena
vzostupne.

7 ¢ DiagAl ~ 7] 198 VariAction Rank ~ &
PHEN
DiagA ’ SeqOne Rank+ | @10

M VariAction Rank | @10

ACMI

Allele Frequency

. GnomAD Allele Frequency
GnomAD Allele Frequency
| @15
I-. AT

. ; GnomAD Allele Count

- o +« @5

Obrazok 14: Okno vyberu moznosti triedenia variantov

DiagAl Score. Tato moznost triedenia sa Standardne pouziva pri vSetkych analyzach germline a
umoznuje triedit varianty podla ich skére DiagAl (nahradzuje SeqOne Rank+ v analyzach
vykonanych po 2. oktdbri 2024).

SEQ-027_IFU_SK_V6 103 /183



SeqOne Rank+. Algoritmus prioritizacie SeqOne Rank+, zalozeny na starSom modeli umelej
inteligencie ako DiagAl Score, zostava k dispozicii a Standardne sa uplatnuje na vSetky analyzy
vykonané pred 2. oktébrom 2024.

Je zalozeny na 4 hlavnych komponentoch:
- Nova implementacia klasifikacie ACMG, zalozena na strojovom uceni trénovanom na
ClinVar (skére UP?).
- Fenotyp pacienta (ak su s vzorkou spojené terminy HPO)
- Sulad medzi pozorovanym genotypom a sposobom prenosu patologie opisanej v
databdzach GenCC, OMIM a PanelApp (Australia).
- Kvalita variantov

VariAction Rank. Algoritmus VariAction Rank na prioritizaciu somatickych variantov je navrhnuty
v analyzach SomaVar od verzie v1.8. Tento systém pouziva anotaciu JaxCKB na vypocet skore
prioritizacie variantov na zaklade ich klinickej pouzitelnosti. Tieto skore prioritizacie zohladnuju
vplyv variantu, jeho patogenitu pomocou skére ComPerMed, urovern AMP, Specifickost variantu s
molekuldrnym profilom, ako aj sulad s indikaciou, ak bola choroba zadana pred spustenim
analyzy.

ACMG. Varianty je mozné zoradit podla ich klasifikdicie ACMG vyberom tejto moznosti.
Predvolene su varianty zoradené v zostupnom poradi od patogénnej triedy 5 po benignu triedu
1.

Lokus. Varianty je mozné zoradit podla ich gendémovej pozicie vyberom tejto moznosti.

Frekvencia alely. Varianty je mozné triedit podla frekvencie alely vyberom tejto moznosti.
Predvolene su varianty triedené v zostupnom poradi. Je mozné triedit v ascendentnom poradi

kliknutim na ikonu triedenia

Frekvencia alely GnomAD, pocet aliel GnomAD. Varianty je mozné zoradit podla frekvencie alely
GnomAD (AF) alebo poctu aliel (AC) v ascendentnom alebo descendentnom poradi (ak su k
dispozicii Udaje GnomAD).

UPZ. Varianty je mozné zoradit podla skére patogenity UP?, ¢o je zlozka DiagAl Score.
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Gene. Varianty mozno zoradit vzostupne alebo zostupne podla abecedy podla symbolu génu.
Pri variantoch ovplyvnujucich prekryvajuce sa gény je symbol génu pouzity na zoradenie ten,
ktory je spojeny s variantom s najvy$Sim dopadom, na zaklade pravidiel prioritizacie transkriptov
opisanych vyssie. Pri rozsireni zoznamu transkriptov moze pouzivatel vidiet druhy prekryvajdci
sa gén, ktory sa moze javit ako nezoradeny. Zoradenie sa tiezZ nemusi prejavit, ak je na tabulku
variantov aplikovanych viacero filtrov sucasne.

Konfiguracia stipcov variantov v tabulk

Stipce zobrazené v tabulke variantov je mozné konfigurovat v ponuke ,Organise your columns”

. 1 ]
(Usporiadajte stlpce), ktord je dostupna prostrednictvom tlacidla ,, “ (Usporiadajte stlpce)

v pravom hornom rohu tabulky variantov.

Zobrazenie stipcov méze pouzivatel zmenit kliknutim na ikony ,, @. (Aktivny/Neaktivny) v
lavej asti, &im aktivuje poZzadované stipce. V pravej asti sa zobrazia aktivne stipce v analyze a
umozfiuje pouzivatelom vytvarat a ukladat profily stipcov z roletového menu kliknutim na ikonu
,Select profile” (Vybrat profil).

Aktivne stipce je mozné preskupit kliknutim a pretiahnutim na pozadované miesto. Predvolene
su stlpce usporiadané podla profilov ,Germline” a ,Somatic”.

Ked pouzivatelia prejdd kurzorom nad nazvom profilu stipca v prednastavenom roletovom
menu, zobrazi sa ndapoveda, ktora workset vytvorila tento profil. Tymto spésobom su
pouzivatelia upozorneni, ak ich profil obsahuje stipce, ktoré nie su kompatibilné s aktualnou
pracovnou sadou.

Ak chcete vytvorit novy profil stipca, staéi zadat nazov do pola ,Vytvorit novi predvolent sadu
Gdajov” a kliknuat na ,Ulozit".
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Uprava vzorovych metadat z panela analyzy worksetu

Pouzivatel moze upravovat metadata vzorky priamo z analyzy a zaddavat pohlavie pacienta
alebo HPO (len pre analyzy zarodoénych buniek) z prie¢inka Analyza, ktory je dostupny kliknutim

@ Analysis

na tlacidlo v pravom hornom rohu stranky (pozri Boény panel pre spravu analyz).

Z pohladu pacienta ma pouzivatel pristup k Uprave pohlavia (pozri ¢ast Modalny pohlad
pacienta).

V analyzach projektu Germline ma pouzivatel' z pohladu HPOs pristup k viacerym funkciam
Upravy terminov HPOs:

Zobrazenie terminov, ktoré boli zadané pred
spustenim analyzy

X Analysis

HPOs

Workflow Patient Panel

- Ruc€né pridavanie kédov HPO alebo fenotypov o
prostrednictvom vyhladavacieho pola ,Zadajte
fenotypy jeden po druhom*”

Active sample: ST_DNA

- Import textového suboru obsahujuceho kédy HPO
Added HPOs
- Generovanie terminov HPO na zaklade klinického
opisu pacienta vyvolanim DiagAl prostrednictvom

Colen cancer

ikony o . Tato funkcia vyzve pouzivatela, na

popis klinického profilu pacienta v angli¢tine (opis je obmedzeny na 4000 znakov).
Potom po kliknuti na ,Extract HPOs with DiagAl“ (Extrahovat HPO s DiagAl) sa
vygeneruje zoznam HPO zvyraznenych farbou. Nakoniec méze pouzivatel priradit vSetky
navrhované terminy HPO k pacientovi kliknutim na ,Add all“ (Pridat vSetko) alebo ich
vybrat jednotlivo tak, Ze umiestni kurzor mysi na vybrané terminy a klikne na ,Add"
(Pridat).

Priddvanie a uprava HPO z tohto zobrazenia dava pouzivatelovi moznost opatovného

spracovania skoére DiagAl a klasifikacie variantov (kratky zoznam alebo SmartPick) podla
novych HPO zadanych prostrednictvom funkcie ,Opéatovné spracovanie analyzy“.
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Filtrovanie variantov

Vyhladavanie mozete spresnit na karte Varianty pomocou filtrovacich kategérii uvedenych

nizsie. Panel filtrov je pristupny cez ikonu ,,

= Filters = 4

umiestnenu v lavom hornom rohu tabulky

variantov alebo stlacenim klavesy F na klavesnici. Filtre su k dispozicii na karte ,Basic”
(Zakladné). Sekcia ,Active Filters” (Aktivne filtre) umiestnend v hornej Casti panelu filtrov
zobrazuje pocet filtrov, ktoré si momentalne v pouziti.

Filtry génov a variantov

Nazov filtra a prehl'ad

Popis

v Genes ®

Search gene symbols

Obmedzuje zoznam variantov na jeden alebo viac génov.

Variants

Search by HGVSc

Obmedzuje zoznam variantov na jeden alebo viacero variantov podla
nomenklatury HGVSc alebo HGVSp.

Sekcia Vzorky a kvalita

Nazov filtra a prehl'ad

Popis

v Coverage ®

1

1

o-
-o

Definuje minimalnu hranicu pre hibku pokrytia (COV).

Maximadlna hodnota zobrazend tymto filtrom zodpoveda najvyssej
hodnote pokrytia identifilkovanej medzi variantmi.

v Allele Frequency ®

0%

o-
-o

100%

Filtruje varianty podla frekvencie mutovanej alely v analyzovanej
vzorke.

o .

0 100

v Quality © o Priemerna kvalita (phred skére) kazdej bazy nesucej mutovanu alely,

' ktord udava spolahlivost detekcie variantov:
o Medium o - Strednd (= QUAL=20): 1 Sanca zo 100 na nespravne urcenie,
® - Vysokd (= QUAL=30): 1 Sanca z 1000 na nespravne urcenie.
Tento filter sa vztahuje na vSetky vzorky.
v Quality ® .. |Pri analyzach GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family na
Low - udajoch od Oxford Nanopore Technologies kvalita zalozena na skére

° Phred indikuje spolahlivost detekcie variantov.

= QUAL=8 (nizka): 1 Sanca z 8 na nespravne urcenie,
= QUAL=20 (strednd): 1 Sanca zo 100 na nespravne urcenie,
= QUAL=30 (vysokd): 1 Sanca z 1000 na nespravne urcenie.
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Tento filter sa vztahuje na vSetky vzorky.

v Genotype ® Filtruje varianty podla pozorovaného genotypu.
@ Homozygous

( Heterozygous

O None

@) Biallelic Variant

@ Biallelic Variant

@ Unknown
® Unknown
~ Alternate Observations @ o5 |Definuje pocet sekvencii nestcich mutdciu (alternativne pozorovanie
. alebo AO).
® . (e PR
0 455 |Maximalna hodnota zobrazena tymto filtrom zodpoveda najvysse;
hodnote AO identifikovanej medzi variantmi.
Strand Odds Ratio Filtruje varianty podla skére strand odds ratio (SOR) vypocitaného v
o ; mieste varianty.
® 9
0 1 2 3 4 25
0 5
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Sekcia Frekvencia

Nazov a prehlad filtra Popis
v Sample frequency ® Eliminuje varianty na zaklade ich vyskytu v skimanom projekte, od
Al najcastejsich (vSetky) po najmenej ¢asté (vzacne).
[
all rare
v Relative pop frequency @ % |Vybera varianty podla frekvencie ich mutovanej alely v kombinovanej
d 102 103 104 105 106 abeernt |POPUIACIH projektov ExAc a gnomAD.
o o
« Absolute pop frequency ©® .. |Vybera varianty na zaklade poctu aliel v kombinovanej populacii
ExAc a GnomAD.
0 1609917
 _ (
« Absolute homozygous pop frequency @ o3 |Vybera varianty na zdklade ich homozygotnej frekvencie v
kombinovanej populacii ExAc a GhomAD.
0 803576
[ o
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Sekcia genetika

Nazov filtra a prehl'ad

Popis

v Impact ® Vplyv mutdcie na protein.
High Modifikator: ovplyviuje nekédujuce gény
[ o
Keep
v Effects o |Terminy SO (Sequence Ontology), ktoré opisuji najrusivejSie
désledky na urovni génov. Tento filter vdm umoznuje vybrat vplyv
> Loss of Function 10 @D |mutacie na gén a moznosti st usporiadané do logickych kategorii,
o TerEeime At @ |aby sa zlepsila navigacia: : Strata funkcie, Kédovanie, Oblast splhania,
Ticha varianta, Intronovd, UTR, ncRNA, Upstream/Downstream,
Spli t 10 v s P
pllce aceeptor @ Regulac¢nd, Ostatné.
Splice donor 10 ‘)
e Stop gained 10 ‘)
® Frameshift 10 ‘D
Stop lost 10 ‘)
Start lost 10 ‘)
Transcript amplification 10 ‘)

Gene panel

Vyberte a pouzite jeden alebo viacero génovych panelov.

Tento filter zobrazuje vSetky genové panely dostupné pre danu
entitu.

Tento filter nie je k dispozicii, ak bol na analyzu pouzity obmedzeny
panel z karty Panel v paneli spravy analyzy (pozri ¢ast Modalne
zobrazenie panelu). Sprava informuje pouzivatela, ze filter ,Génovy
panel” nemozno pouzit s obmedzenym panelom.

v Panel in-silico ®

Dyslipidemia_panel_1_Twist %

Vyberie a pouzije panel in-silico.

Tento filter zobrazuje vSetky dostupné sibory BED pre skupinu.
Nazov suboru pouzitého pocas analyzy je zvyrazneny hviezdickou.

Tento filter zachovava iba varianty, ktorych pociato¢na pozicia
(zaciatok) sa nachadza v jednom z intervalov vybraného suboru bed.
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v PanelApp ®

Epi

= ENG | Blepharophimosis ptosis and epicanthus i

= ENG | Early onset or syndromic epilepsy

= ENG | Epidermodysplasia verruciformis

Umoziuje filtrovat varianty podla zoznamu in-silico panelov v
katalégoch PanelApp Australia a PanelApp England. Odznak
identifikuje databazu, z ktorej in-silico panel pochadza: AUS
(Australia) alebo ENG (Anglicko).

V oboch katalégoch nie su k dispozicii na vyber superpanely, ani
panely, ktoré neobsahuju aspon jeden gén. Napriklad panel
obsahujuci iba STR nebude mozné vybrat.

v Gene occurrences ©

Usable only if they are fewer than 2000 selected
variants.

Definuje prah pre pocet vyskytov daného génu v tabulke variantov.

v Chromosomes & MT ®
X
Y

M

Zachovdva varianty umiestnené na pohlavnych chromozémoch
a/alebo mitochondridlnom chromozéme (M).

v RefSeq transcripts ®

BARD1_2transcripts.txt

Vybera zoznam transkriptov RefSeq na filtrovanie variantov.

Sekcia Databaza

Nazov filtra a prehl'ad Popis

v Variant Databases ©® Vybera varianty anotované nasledujicimi databazami: dbsnp,
o dbonp cosmic, lovd, clinvar a civic.

cosmic
® civic
® lovd

clinvar
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v Clinvar ©®

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

A Conflicting (without P/LP subs)

@ Uncertain significance
BorlLB

ORisk allele

& Drug response

Keep others

Umoznuje filtrovanie variantov podla ich patogénnosti v ClinVar.
Policko ,Zachovat ostatné” slizi na zachovanie variantov bez
anotécie ClinVar.

v OMIM ®
™ omim morbid clinic
® omim without phenotypes

F1 omim morbid

Umoznuje filtrovat podla OMIM morbid clinic, OMIM bez fenotypov a
OMIM morbid variants. Tento filter ma tlacidlo in/out, ktoré sa
pouziva na vyber alebo odstranenie stavu.

v SeqOne Artifacts ®

Remove artifacts

Tlacidlo na odstranenie opakujucich sa variantov pritomnych v 5 %
kohorty 500 exdmov, ktoré su podla algoritmu SeqOne povazované

za artefakty.

Sekcia prenosu a fenotypov

Nazov filtra a prehlad

Popis

v Description keywords ®

Pouziva klicové slova na charakterizovanie fenotypu (fenotypov)
spojenych s variantmi prostrednictvom vyhladdvania v databdzach
OMIM, Medgen a Litvar. Tato funkcia nezohladriuje HPO, pretozZe na
ne je uréeny Specificky filter (pozri nizsie).

K dispozicii su dva rezimy vyhl'adavania: zjednotenie a prienik.
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Outside known sources

HPO Phenotypes O
] Umoznuje filtrovanie variantov na zdaklade predtym zadanych
Filter mode terminov HPO, bud pred analyzou vzorky (pozri Metadata vzorky),
Default Extended alebo po analyze z karty HPO v paneli analyzy (pozri Modalne
zobrazenie HPO).
Filtering on HPOs
Drostate cancer Zhody sa identifikuju pomocou nasho pristupu PhenoGenius, ktory
sample @D |sa pri vybere génov opiera o maticu HPO-gén.
Quadriceps muscle weakness V rezime Filtrovanie su k dispozicii 2 moznosti:
Sample
e Predvolené filtrovanie, ktoré vyvaZzuje presnost a pocet
Zonular cataract vratenych génov.
sample e Rozsirené filtrovanie maximalizujlce presnost s va¢sim
poctom génov
Zygotic cleavage failure
Sample Moznost ,Zobrazit zoznam génov“ poskytuje zoznam génov
spojenych s HPO vybranymi v tomto filtri. Tato funkcia je k dispozicii
len v pripade, ak su zaskrtnuté terminy HPO.
Otvori sa vyskakovacie okno, v ktorom sa zobrazi ID kazdého génu,
symbol, poradie Phenogenius a skdre Phenogenius. Zoznam génov
si mbzete stiahnut pomocou ikony Stiahnut alebo skopirovat
pomocou tlacidla Kopirovat/Vlozit.
Transmission Mode
Umoziuje pouzivatelom filtrovat varianty pomocou dedi¢nych
~ Dominant g @ prepojeni z choréb suvisiacich s ludskou lekarskou genetikou.
AD - Autosomal dominant inherita... 10 ‘D
1o linked dominant inheritence 10 @D |Varianty je mozné filtrovat podia spésobov prenosu (dominantny,
00 PO @D |recesivny, iny) a zdrojov prenosu (OMIM, GenCC alebo iné databazy).
PO XXX 10 [ @)
> Recessive
> Other
oMIM
GenCC 10 [ @)
Definitive ‘D
Supportive ‘D
® Limited [ @)
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Umoznuje vyber variantov podla heterozygotnych kompozitnych
(podozrivych alebo overenych), homozygotnych recesivnych alebo
de novo spdsobov prenosu na zaklade DiagAl.

v Transmission pattern

(@ Compound Het - Suspected 10

(& Compound Het - Verified 10 . . .
Upozoriujeme, Ze filtre ,Compound Het — Verified”, ,Recessive Hom"

a ,De novo’ st k dispozicii iba v rodinnych analyzach.

Recessive Hom 10

868686 .

® De Novo 10
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Sekcia klasifikacie

Nazov filtra a prehl'ad

Popis

v VKB ©®

New = Unknown variant

@ Pathogenic

Likely Pathogenic

@ Uncertain Significance

@ Likely Benign

Benign

@ Possible artifact

Analysis only

Umoznuje vybrat nezname varianty, ktoré neboli vyhodnotené (New -
Unknown variant) alebo validované vo VKB vo vSetkych analyzach
entity. Ak je zaskrtnuté policko ,Analysis only“, varianty sa budu
vyhladavat iba v analyze, ktord sa momentalne anotuje.

Likely Pathogenic

Unknown significance (VUS)

Klasifikacia patogenity pre varianty zarodoc¢nych buniek, vypocitana
na stupnici od 1 (benigna) do 5 (patogénna).

v ComPerMed ®
@ Pathogenic
Likely Pathogenic

(G vus

@ Likely Benign
E Benign

Vybera somatické varianty podla ich triedy patogenity ComPerMed
na stupnici od 1 (benigne) do 5 (patogénne).

v Evidence Type (CKB) ®
Actionable
Diagnostic

Prognostic

Vybera varianty podla 3 typov dékazov (CKB): ak¢né, diagnostické,
prognostickeé.

SEQ-027_IFU_SK_V6

115/183




v AMP/ASCO/CAP Tier ©®

Vybera varianty podla ich priradenej trovne AMP (Grovne |, Il a N/A)
iba v analyze somatického kontextu.

Sekcia Skore

Nazov filtra a prehl'ad

Popis

v Cl-SpliceAl ®

all >0.2 >0.5 >0.8

Keep unknown

Vyberte delta skore.

Poli¢ko ,Zachovat nezname" zachova varianty s hodnotou ,N/A", ale
vyluci varianty bez vplyvu na spliceovanie (varianta ,Bez vplyvu na
spliceovanie®).

v Conservation @
Highly Conserved

Stupen konzervacie miesta, vypocitany z viacerych skoére

konzervacie.

v Metasvm ®

Zohladnuje skoére 10 aplikacii na predikciu variantov a maximalnu
frekvenciu pozorovanu v populdcii 1000genomes.

Keep unknown

Damaging Highly Damaging
L .
Universal Pathogenicity Predictor (UP?) Vybera varianty podla univerzalneho prediktora patogenity (UP?).

Pathogenic

[ .
1 1

LOEUF Vybera varianty podla skére LOEUF.
Intolerant

{ @

0 2
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CADD

1
Keep unknown

Pathogenic

99

Vybera varianty podla skére CADD Phred.

REVEL

Keep unknown

Pathogenic

0 1

Vybera varianty podla skére REVEL.
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Vyberte indikaciu

V SomaVar, SomaVar LF a SomaCGP je mozné vybrat preddefinovanu indikaciu patoldgie z
databazy JaxCKB z roletového menu, ktoré je k dispozicii na karte Pacient v boénom paneli
spravy analyzy (pozri ¢ast Modalne zobrazenie pacienta).

Ontologicky systém je zaloZeny na ontoldgii chor6b® a obsahuje terminy Specifické pre JaxCKB.
Informacie o citlivosti v podstipci ,A” stipca Klinické dokazy (pozri ¢ast Stranka variantov) st
zvyraznené zelenou farbou len vtedy, ak indikacia pre dany variant zodpoveda vybranej indikacii.
Ak sa pre variant najdu tvrdenia o rezistencii, prislusna bunka v stipci ,A" bude zvyraznena
cervenou farbou bez ohladu na indikaciu. V opa¢nom pripade bude siva.

Ak bolo ochorenie vybrané pocCas nacitania vzorky a pred  * Anglysia
analyzou (pozri Metadata vzorky), stane sa predvolenou

indikaciou definovanou pre vzorku a v karte Pacient na yorkflow - Patient ros Panel
bo¢nom paneli spravy analyzy. Je oznacené ikonou
hviezdiéky a zobrazuje sa ako prvé v zozname. Zmena ¢ TTPRE CTONALY
indikacie na bocnom paneli spravy analyzy neaktualizuje
predvolené ochorenie pre vzorku (Metadata ochorenia). sex
Female Male Unknown

Indication

w Colorectal cancer (Colorectal cancer)

B https://disease-ontology.org/
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Pouzitie preddefinovaného profilu filtra

Pouzivatelia m6ézu vybrat preddefinovany profil filtra z roletového menu kliknutim na ikonu
,Vybrat profil“. Platforma SeqOne ponuka niekolko preddefinovanych profilov filtrov ako
predvolené: GermVar, Moja volba, Vyskum, DiagAl.

Uprava a uloZenie profilov filtrov

Pouzivatelia m6zu ulozit aktualnu polohu kurzorov pre kazdy filter ako profil filtra tak, Ze profilu
zadaju nazov a klikna na ,Ulozit ako novy profil“. Profil filtra bude potom k dispozicii v rovnakom
roletovom menu v kategoérii Sukromné.

Pri ukladani profilu filtra sa otvori formular na vytvorenie a pouzivatel méze vybrat tlacidlo s
nazvom entity, aby bol pristupny ostatnym pouzivatelom entity. Ak pouzivatel vyberie tlacidlo
»Sukromné®, profil bude pristupny len pouzivatelovi, ktory ho vytvoril.

Iba pouzivatel, ktory povodne vytvoril profil filtra, ho m6Ze upravit kliknutim na ,Aktualizovat”; ak
profil upravi iny pouzivatel v organizacii, bude poziadany, aby ho uloZil pod inym nazvom. Ak
pouzivatel nema opravnenie na Upravu verejného profilu filtra, bude poziadany, aby kontaktoval
spravcu svojej organizacie. Profily filtrov SeqOne nemozno upravovat a ukladat pod inym
profilom filtra.

O

Jeden alebo viacero filtrov je mozné vynulovat. Staci kliknut na ikonu ,, “ (Vynulovat vsetky

filtre) vpravo od filtra alebo v pravom hornom rohu okna ,Filters” (Filtry).
Oblidbené profily filtrov

Pouzivatelia m6zu nastavit profily filtrov ako obltibené kliknutim na ikonu vpravo od profily,
aby sa zobrazili ako skratka priamo v liste rychleho pristupu nad tabulkou variantov.

Ak chcete odstranit profil filtra z oblUbenych, stagi  Entity presets v
g . L . DeN 4 O

kliknat na rovnaku ikonu # . Profil Moje vybery je srene &

predvolene definovany ako oblubeny. SeqOne Diag
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Kombinovanie profilov filtrov

Profily filtrov je mozné kombinovat pod podmienkou OR
kliknutim na kartu Combo v paneli filtrov a potom na
,Vytvorit kombindciu“. V predvolenom nastaveni sa vo Basic Combo
formulari na vytvorenie zobrazuju 2 skupiny profilov filtroy,
ale pouzivatelia mozu pridat dalSie kliknutim na ,Pridat

X Filters o O

skupinu®.

Active groups 2 Save as new
Po vybere profilov su pouzivatelia vyzvani, aby ulozili svoj
kombinovany profil kliknutim na ,Ulozit ako novy Group 1

Rovnako ako v pripade profilov filtrov méze pouzivatel
spristupnit svoj kombinovany profil véetkym pouzivatelom
entity vo formulari na vytvorenie. Iba pouzivatel, ktory
kombinovany profil pévodne vytvoril, ho mo6ze upravit
kliknutim na ,Aktualizovat”. Group 2

(%) SeqOne-diag -

OR

P - , . B Filter_ACMG B
Ak profil upravi iny pouzivatel v entite, bude tento

pouzivatel poziadany, aby ho ulozil pod inym nazvom. Ak
pouzivatel nema opravnenie na Upravu verejného
kombinovaného profilu, bude poziadany, aby kontaktoval
spravcu svojej entity.

Add a group

Filtrovanie profilov SeqOne

Moj vyber. Tento profil filtra umoznuje zobrazit varianty hodnotené ako 3 (VUS), 4
(pravdepodobne patogénne) a 5 (patogénne) priamo v VKB v interpretovanej analyze.

DiagAl. Tento profil filtra, dostupny v analyzach germline (GermlineVar, GermlineFamily, GermVar
Tertiary, GermVar Tertiary Family), zobrazuje zredukovany zoznam variantov s vysokou
pravdepodobnostou, Ze su pric¢inou ochorenia pacienta. Tento profil vyuziva algoritmus
prioritizacie DiagAl a vyskyt variantu v projekte (filter Sample Frequency).

MoZe sa pouzit, ak su alebo nie s terminy HPO spojené so vzorkou, ale jeho citlivost sa zvysuje
v pritomnosti terminov HPO. V pripade analyzy rodiny sa profil filtra automaticky prispésobi
velkosti analyzovanej rodiny, pretoZe zohladnuje, Ze vyskyt variantov v projekte moze byt vacsi.
Pouzivatelia mozu tiez kedykolvek upravit filter Sample Frequency v projekte.

Zadajte HPO, aby sa zobrazili varianty SmartPick s najvy$sou pravdepodobnostou sposobenia
ochorenia.

Rodinné profily. V analyzach GermlineFamily a GermVar Tertiary Family budu filtre De Novo
(nové), Recessive Hom (nové) a Compound Het (nové) k dispozicii len pre analyzy trojic, ktoré
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zahfiaju postihnuty indexovy pripad, nepostihnutého otca a nepostihnutd matku. V opachom
pripade budu tieto filtre deaktivované.

Pri vytvarani a ukladani osobného profilu sa neodportc¢a upravovat profily filtrov De Novo (nové),
Recessive Hom (nové) a Compound Het (nové). Pri vytvarani variantu tychto profilov sa odporuca
zacat od zaCiatku.

Skrining nositelov. Tento profil filtra je k dispozicii iba v rodine Germline pre analyzy dvojic
(rodic¢ia bez indexovej vzorky) a identifikuje recesivne gény s potencidlne patogénnou
heterozygotnou variantou u oboch nepostihnutych rodicov pre testovanie pred pocatim.

Somaticky FFPE. Tento profil filtra zobrazuje zredukovany zoznam somatickych variantov v
somatickych analyzach (SomaVar, SomaCGP) vykonanych na FFPE DNA.

Somaticky LF. Tento profil filtra zobrazuje zredukovany zoznam somatickych variantov v
analyzach SomaVar LF.

Oznacit ako prehliadnuté Funkcia
,0znacit ako prec¢itané” je funkcia, ktord pouzivatelovi umoznuje selektivne skryt urcité varianty.

Y. ' s . . g . ® Mark iewed M - v )
Staci vybrat pozadované varianty a kliknat na ikonu ,, (Oznacit ako precitané)
zobrazenu v spodnej tabulke variantov. Vyber variantov sa potom zobrazi sivou farbou. Ak chce

., .. ved A . Reset all viewed |, v . )
pouzivatel vyber zrusit, m6ze bud kliknuat na ikonu ,, © Resetall viewe v hornej Casti tabulky

variantov, ¢im sa zobrazenie obnovi, alebo vybrat varianty a kliknat na

& Mark as not viewed

Pouzivatel mo6ze skryt vyskakovacie okno kliknutim na krizik. Tym sa zrusi vyber vSetkych
variantov, zostanu vSak oznacené sivou farbou.

Vyber variantov

Varianty je mozné pridat do panela ,Vyber” vedla akychkolvek vyhodnotenych variantov (pozri
¢ast nizsie). Na to je potrebné vybrat varianty zaskrtnutim poli¢ok v lavej Casti tabulky variantov
a potom klikntit na ikonu ,Pridat do vyberu“ v spodnej ¢asti tabulky.

Hodnotenie variantov

Varianty je mozné rychlo vyhodnotit z tabulky variantov kliknutim na stipec VKB a
Specifikovanim ich patogénnej triedy a volitelného komentdra. Tieto hodnotenia a komentare su
pristupné vSetkym pouzivatelom platformy v ramci tej istej entity prostrednictvom ikony ,Vyber”
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v analyze (pozri Cast Bocny panel na spravu hodnoteni). Variantu je mozné vyhodnotit aj z jej
vyhradenej stranky.

Komentare je mozné zadavat rucne alebo generovat automaticky. Rozhranie obsahuje prazdne
pole ,Klasifikacia“ pre komentare a tlacidlo ,Automatické vyplnenie s DiagAl“ pre automatické
generovanie. PoCas generovania komentarov sa zobrazuje indikator. Existujuce komentare je
mozné vylepsit pomocou moznosti ,Vylepsit pomocou DiagAl“. Kazdy vygenerovany komentar
je mozné schvalit, upravit
alebo vynulovat. Po overeni sa
komentare ulozia spolu s
triedou patogenity' datumom a Add a manual comment about this variant (will be shown in the
obsahom. Po overeni je mozné

Comment

& Autofill with DiagAl

ich upravit alebo odstranit, English v
pricom sa zachova ich -
histéria.

<7> Hew o Spanish

Ak chcete vybrat jazyk pre
DiagAl, kliknite na tri bodky v + DiagAl Score hallan
pravom hornom rohu pola pre

, , )059.4(BRCA2):c.7351G>C p. I[] g German
komentare a z roletového .
menu vyberte preferovany - mubn . nee
jazyk.

Varianty mozno klasifikovat aj kliknutim do stipca klasifikacie, ktorého zahlavie ma vlajku. Ak
chcete klasifikovat variant, kliknite na ikonu +. Otvori sa boc¢ny panel klasifikacie, ktory
pouzivatelovi umoznuje pridat triedu patogenity, komentar a tag.

Ak chcete tuto klasifikaciu pridat do databaze VKB, g Claseification
aktiVthe prepl'naé "Add to VKB". Ak kIaSiﬂkéCia v Variant Viewer IKBKG NM_001099857.5

databaze VKB uz existuje, kliknutim na "Apply VKB" ju erients

aplikujte na aktudlny zaznam. DalSie moznosti su k | Vi@ -0
dispozicii kliknutim na Sipku vedla "Apply VKB" (pozri oon &0 S0 APPY VKB
s v v INTRON
krok 1 na obrazku nizsie). Apply class only
8/9 Lo"‘s/ | Classification Apply description only
. ;. ’ Apply tags only
2, H z n n High
Klasifikaciu potvrdte kliknutim na "Save" v pravom #  go apply all
hornom rohu bo¢ného panela. 512 | Model
M Comment
. . ;. . L, 9/20 Moder
Ak chcete upravit klasifikaciu priamo v databaze VKB, Ms B 7 U @ miewp

kliknite na presmerovaci odkaz VKB (pozri krok 2 na 2 M™% 00 comment
obrazku nizsie) a otvorte okno "VKB Entry".
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V okne "VKB Entry" kliknite na "Edit" vpravo hore, aby ste upravili hodnotenie, a potom kliknite na
"Save" na pouzitie zmien. Histéria VKB a vyskyty variantu su pristupné prechadzanim cez
vyhradené karty.

X VKB Entry m

VKB Classification VKB History Occurrences 1

Classification

Variant Description

No description found for this variant

Classification tags

VKB Search (Vyhladavanie VKB). Boény panel je k dispozicii po kliknuti na tla¢idlo ,VKB" v liste
vyhl'adavania v hlavicke SeqOne. To vdm umoznuje vyhladavat anotované varianty v databaze
VKB podla nazvu génu, transkriptu, anotacie HGVS alebo identifikdtora SeqOne
(Genome_variant_chromosome_location_REF_ALT). Vyhladavanie je mozné filtrovat podla
referenéného gendmu (GRCh37 alebo GRCh38) a/alebo triedy patogenity.

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

Obrazok 15: Okno vyhladavania VKB

Po kliknuti na vyhodnotenu variantu sa otvori podrobnejSia stranka s informaciami o variante,
ako je jej genomicka pozicia, HGVS anotacie na komplementarnej DNA (cDNA) a na proteine,
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triedy patogenity, analyzy a suvisiace komentare, kde bola vyhodnotena, a potom odkaz na
analyzy.

& Details X

BRCA1 nmoo7294.3

€.2834_2836delinsC p.Ser945ThrfsTer6

gDNA chr17:9.41244712_41244714delinsG n|
cDNA NM_007294.3:c.2834_2836delinsC 0
Protein NP_009225.1:p.Ser945ThrfsTer6 I—|:|
VCF 17-41244712-TAC-G n|

6 o—— ()

Latest ©
classification @ (0)
@ QO ——o
S— ()
®c——o

Open on analysis

@ Apr 19, 2024 Z

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.

Obrazok 16: Okno s podrobnostami o variante vo VKB

Stranka variantov

Kliknutim na variantu z tabulky variantov sa otvori bo¢ny panel obsahujuci dalSie informacie s
niekolkymi kartami. Pouzivatelia mozu otvorit stranku varianty v inej karte kliknutim na ,Otvorit
v novom okne" v pravom hornom rohu. Bo¢ny panel je mozné zatvorit pomocou klavesy ,Esc”.

V tomto okne mézu pouzivatelia hodnotit a komentovat varianty. Podobne ako hodnotenia a
komentare v hlavnej tabulke variantov, aj tieto hodnotenia a komentare mozu vidiet vsetci
¢lenovia skupiny, ktori pouzivaju platformu.

Z tejto stranky maju pouzivatelia tiez pristup k informéacidm o variante, vratane genotypu (GT),
alelickej frekvencie (VAF), hibky pokrytia (COV) a phred skére (QA).

Karty na stranke variantov su popisané nizsie.

Variant (Variantov). Karta je rozdelena na niekolko blokov, ktoré su popisané nizsie.
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e Nomenklatira: si uvedené rozne nomenklatiry (g., c., p., VCF entry) s moznostou
kopirovania informacii z celého bloku alebo z kazdého riadku do schranky pomocou

ikony

e DiagAl Score: pouziva blok suhrnu vypoctu DiagAl Score, ktory je k dispozicii na karte
DiagAl Score na stranke variantov (pozri odsek DiagAl Score).

e ClinVar: informdcie prevzaté zo stipca ClinVar Germline tabulky variantov, ktoré uvadzaju
triedu patogenity priradenu variantu, jeho klinicky stav a poéet zaznamov v ClinVar (pozri

Vizualizacia a interpretacia v casti Malé varianty). lkona otvori stranku ClinVar v
novej karte.

e Anotacie: vplyv transkriptu, prislusny exon, vzdialenost od najblizSieho miesta splicingu
a typ mutacie.

e Transmission (Prenos): odkazy na databazy OMIM a GenCC, ak je s génom spojena
jedna alebo viacero choréb.

e Kandidati na zlozené heterozygotné mutacie, tento blok je rozdeleny na 2 Casti:

o Sekcia Kratke varianty zoskupuje vSetky kandidatske SNV nachadzajuce sa na
tom istom géne (na zaklade ID génu) a zoradi ich podla ich skére DiagAl. Variant
vybrany na stranke Varianty sa zobrazi ako prvy a v zozname je sivy.

o Sekcia CNV uvadza, Ci boli najdené CNV, zoradené podla triedy ACMG. Tato
sekcia je k dispozicii len v pripade, ak bola vykonana analyza CNV, inak sa zobrazi
varovna sprava ,CNV nie su k dispozicii“.

Kliknutim na jeden z vysledkov sa otvori nova karta so strankou variantov (ak ide o maly
variant) alebo strankou CNV (ak ide o kopirovany variant). Ak sa nenasli Ziadne CNV,
zobrazi sa varovna sprdva s textom ,no CNVs found” (nenasli sa zZiadne CNV).

e Nastroje: odkazy na iné databdazy (LitVar, LOVD, VarSome, dbSNP, Cosmic, GnomAD, CKB,
UCSC, Decipher, Ensembl).

e GnomAD: ak je varianta znama v tejto databaze, zobrazi sa tabulka s prehladom
frekvencie vyskytu varianty v réznych populaciach a priamy pristup k GnomAD je

umozneny cez ikonu
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Momenclature u| Clinvar [ Likely Pathogenic '_ 4

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

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

Protein HP_D686S6 2 Alstoacy 0 Reectansifiond by Segiine

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

Congenial Fibrinogen Deficiency
Disease Thwombes
Annotations

Impact/Effect . PSS Teanauiashon AR

Emonfintron &9 —
DIZEASE MM MEDGEN

Bictype prodein coding
Hypofibrinogenemia, congental AR

Compound Heterozygous candidates
Tools

Variant database

Short variants

- Mew (J £323Ce@ O miasen
) S Mtvar o  dsee
7 @ nor| (D o-6GT ® Ipme Gene database
- = Q@
1o~ of 1
Genome database
CHVs
Ty g
M CMve Pourd [ ’m ﬂ,
GnomaD WK 3.840-3 :Auiuic-z' ]

OC Emorme | PASS | OC Genemse | PASS |

Popalaticn AF AT HOM
African Amanican populaton G124 46 0
American population 6.5Ted 40 O
Amish 0.00e40 O a
Ashkenazi Jewish 1523 45 0
East Asiam population 0.00e+0 Q Q
Finnish population 1083 &7 0
Mddle Eastern population Gfied 4 a
Maon-Finnish Ewropean population 38483 4526 N
Other populations 1633 102 1
South Asian popilabon G054 55 0
Man-UKE combined population 2.38e3 1854 5
Combinsd populstion 1.03e=13 4088 12

Obrazok 17: Karta Variant na stranke variantov
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Best matching genes  FGFR3, MECPZ, HRAS, COL1AT, GEA, FMRT, SLC16AZ, BRAF, EXTZ, FEN1
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Premature hirth - Patient -
—— 30% Global developmental delay ——
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"

Leam moce abous UF
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/:. 83% Increased susceptibility to fractures )
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\ 719% Multiple prenatal fractures |

e

————{ +1 other HPD |

Leam mare about PhenoGenius
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O Selected transmission mode (s1pt ) @ Quality checks aspt
Transmission mode that was selacted by DisgAl to evaluate the variam. Retrisved fram Varisnt g neasurement based an sequencing and mapping infermationa
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Score boosts in Diaghl b een delined bas

Indicate i the gene i

ol Known 19 be diseas causing, based on PanalApp (Australia) infermations.

elic etpert inputs and irained based on eal world cofiorts (o assocate ules with ralevan weight i tha model 10 contribute 10 ranking.

Obrazok 18: Vizualizacia karty DiagAl na stranke variantov
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DiagAl. Karta obsahuje vysvetlenia skére DiagAl priradeného variante. Tato karta je k dispozicii
len pre analyzy GermlineVar, GermlineFamily , GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family (od

verzie 1.8).

Karta DiagAl je rozdelena do 4 hlavnych Casti:

Skoére DiagAl — blok s prehladom Germline zobrazujuci skore, stav SmartPick a
zoznam hlavnych charakteristik prispievajucich k celkovému skoére a prislusny
pocet bodov.

Vodopadovy graf vysvetlujuci skére UP? (Universal Pathogenicity Predictor).

Varovna sprava sa zobrazi ked' pouzivatel navstivi stranku variantu,
ktorého prepis sa liSi od prepisu pouzitého na vypocet skore UP2.

Blok vysvetlujici mapu PhenoGenius, farebne oznaceny, ak su terminy HPO
spojené so vzorkou. Blok obsahuje podrobnosti o poradi génov, zoznam 10 génov
S najvyS$Sou asociaciou a mapu PhenoGenius, farebne oznacenu podla
zodpovednosti medzi HPO pacienta a génom: modra farba oznacuje iba HPO
pacienta, fialova farba oznacuje HPO pacienta a zodpovedajuci gén, Cervena
farba oznacCuje iba HPO génu. Sekcia je siva, ak pre pacienta nie su zadané
Ziadne terminy HPO.

Sekcia ZvySenie skore integruje 5 Ciastkovych funkcii, ktoré moézu alebo nemusia
prispievat (vypnuté) k skore: Rezim prenosu, Kompatibilita dedi¢nosti, Rodinny
vzor, PanelApp a Kontrola kvality.

ACMG. Karta umoziuje pouzivatelom zobrazit a skontrolovat kritéria pouzité pocas
automatizovanej klasifikacie ACMG. M6zZu zmenit vyber zaskrtnutim réznych pozadovanych
kritérii a potom pouzit klasifikdciu na vyhodnotenie variantu kliknutim na ,PouZit na
vyhodnotenie”. Je tiez mozné zmenit Uroven dokazov (podporna, strednd, silnd a velmi silna), aby
sa kazdému kritériu priradil iny pocet bodov, ktory sa zohladni pri vypocte kone¢ného skére
ACMG. Kazda uroven dokazov prideli: 1 bod za podpornd, 2 body za strednd, 4 body za silnd a 8
bodov za velmi silnd. Body za kazdé kritérium sa potom spocitaju, aby sa variante priradil status

ACMG:

Patogénna: 10 bodov

Pravdepodobne patogénna: 9 az 6 bodov
Neisty vyznam: 5 az 0 bodov
Pravdepodobne neskodny: -6 aZ -1 bod
Neskodny: od -7 bodov

V pripade kritéria BA1T nemo6ze pouzivatel vybrat Groven dokazu, pretoZze ide o samostatnu

triedu.
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TP53

sample

oT/vaF O1.25%

NM_000546.6 ¢.1083del p.S362AfsTer8 @ Frameshift

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 stong v | ®

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).

Obrazok 19: Vizualizacia karty ACMG na stranke variantov

TP53. Tato zalozka je k dispozicii len v pripade, ak je variant anotovany na géne TP53. Tato
zalozka poskytuje informacie o mutaciach TP53 a ich klinickom vyzname podla databazy
IARC?. ZaloZzka TP53 je rozdelend do niekolkych blokov, ktoré su popisané nizsie.

Blok anotdcii (Anotdcie) zobrazuje nasledujlce informacie suvisiace s variantom:

Miera mutacie: miera substittcie spojena s polohou variantu

Hotspot (dno/nie): pritomnost variantu v mieste opakujlcej sa mutécie (hotspot)
Strukturalny motiv: Strukturalny motiv ovplyvneny mutéciou

Doména: funkéna doména proteinu ovplyvnena mutaciou

Blok Funkéné udaje zobrazuje klasifikacie a funkéné informacie suvisiace s variantom:

Trieda DNE: dominantne negativny uc¢inok (DNE) na transaktivaciu proteinu p53 divokého
typu

Trieda DNELof: funkéna klasifikacia pre stratu potlacenia rastu a negativnych
dominantnych aktivit

Trieda transaktivacie: funkcna klasifikacia zalozena na globalnej transkripcnej aktivite
(TA)

Trieda Strukturnej funkcie: funkéné predikcie.

% https://tp53.cancer.gov/
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Bloky ,Grafika“ a ,Podrobnosti o vzorkach” poskytuju podrobnosti o vzorkach uvedenych v
databaze IARC pre danu variantu. Pouzivatel si moze zvolit zobrazenie Gdajov spojenych so
somatickymi alebo zarodo¢nymi vzorkami vyberom moznosti Somatické alebo Zarodocné.

Blok ,Grafika“ zobrazuje dva grafy s roletovymi menu, ktoré ukazuju rozlozenie vzoriek podla ich
charakteristik.

Blok ,Podrobnosti o vzorkach” zobrazuje podrobné informacie o vzorkach v tabulkovej forme.

ComPerMed. (len somatickd analyza). Trieda patogenity kaZdej varianty sa vypocita podla
odporuéani belgického odborného vyboru ComPerMed (Komisia pre personalizovani medicinu).
Pouzivatel ma pristup k podrobnym informaciam o tejto klasifikacii na Specidlnej karte na
stranke varianty.

Dokazy. Karta obsahuje zoznam terapii spojenych s variantom vybranym z databazy JaxCKB.
Pouzivatel' méze prechadzat jednotlivé riadky a najst podrobnosti o terapiach alebo indikaciach.

sample
BRCAZ2 cT/vaF D a37%

NM_000059.4 ¢.1310_1313del p.K437IfsTer22 @ frameshift
COV/QA 126 29

Add a manual comment about this variant (will be

shown in the output report) p
O 2 G Evidences Nev (6 ]
@ The following information is provided for informational purposes only
Actionable €3 (0]
Therapy Tier  Response Indication
Olaparib 1A Sensitive Breast cancer  Her2-receptor negative breast cancer +6 v
Selectindication =~ Breast cancer
Evidence type
Actionable Drugs

Olaparib (PARP Inhibitor (Pan))
Molecular profile

BRCAZ2 inact mut Description
Lynparza (olaparib) is included in guidelines as systemic treatment for patients with recurrent or

Approval metastatic breast cancer harboring BRCA1/2 germline mutations (NCCN.org).

N/A

Rucaparib 1A Sensitive Ovarian cancer Prostate cancer +3 >

Obrazok 20: Vizualizacia karty Dékazy na stranke variantov

Evaluations (Hodnotenia). Tato karta poskytuje pristup k histérii hodnoteni a interpretdcii pre
variantu v priebehu ¢asu:

-V aktudlnej analyze (lava cast karty)

-V ostatnych analyzach vykonanych v ramci skupiny (prava cast karty)
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Occurrences (Vyskyty). Tato karta obsahuje zoznam vsetkych ostatnych vzoriek, v ktorych sa
varianta vyskytuje, bez zohladnenia vysledkov hodnotenia. Pre kazdy pripad su uvedené
nasledujuce informacie: nazov vzorky, alelova frekvencia, odkaz na prislusnu analyzu a nazov
projektu.

Publications (Publikacie). Tato karta poskytuje pristup k vedeckej literature spojenej s variantom
a génom. Kliknutim na podkartu "Variant" alebo "Gene" (Gén) zobrazite publikdcie PubMed
odkazujuce na variant alebo gén. Odkaz PMID presmeruje na zaznam PubMed a odkaz na plny
text otvori cely ¢lanok, ak je k dispozicii.

Scores (Skdre). Karta je k dispozicii pre varianty s efektmi missense, start lost alebo stop
gained. S vynimkou tychto pripadov bude skére sivé. Tato karta umoziuje zobrazit vysledky
predikénych skore viacerych nastrojov, ako su REVEL, DANN, FATHMM, FATHMM-MLK, LRT,
MetalLR, MetaSVM, MutationTaster 2, PROVEAN, SIFT a PLi. Poskytuje tieZz pristup k skore
konzervacie, ako su GERP++ PhastCons100way Vertebrate, PhastCons20way Mammalian,
PhyloP100way Vertebrate, PhyloP20way Mammalian a SiPHhy.

IGV. Tato zalozka umoznuje pouzivatelovi zobrazit Citania zarovnané s polohou variantu
prostrednictvom webovej verzie prehliadaca gendmu IGV. V oblastiach s vysokym pokrytim
Citania su Citania Standardne ,podvzorkované®, t. j. nezobrazuju sa vSetky Citania. Pouzivaju sa
predvolené parametre zobrazenia, t. j. maximalne 100 ¢itani na okno s 50 nukleotidmi. Tieto
oblasti mozno identifikovat podla Ciernej ¢iary pod profilom pokrytia (downsampling). Kliknutim
[ ]
na nu sa zobrazi pocet Citani odstranenych z displeja (# downsampled). Z ikony . je k
dispozicii ponuka s tromi moznostami:
- Otvorit v novej karte IGV: otvori variant zobrazenia IGV v novej karte.
- Nastavenie stopy: umoznuje pridat do zobrazenia dalSie vzorky z rovnakého alebo iného
projektu.
- Open local IGV: presmeruje aplikaciu IGV Desktop na suradnice varianty, ktora sa prave
interpretuje. Na zobrazenie SNV alebo inych variantov je potrebné najskor nacitat vzorku
BAM do aplikacie IGV Desktop. Tato moznost je kompatibilna iba s verziami IGV Desktop
217.

IGV podporuje rozdelené zobrazenia, napriklad kopirovanim dvoch suborov suradnic do
vyhl'adavacieho pola lokusu, oddelenych medzerou. Kliknutim na ozubené kolieska vpravo od
prehliadaca gendmu su k dispozicii rozne nastavenia. Ak chcete napriklad priamo zobrazit

neusporiadané Citania (soft clips), vyberte moznost ,Show soft clips” (Zobrazit soft clips).

Gene (Gén). Karta obsahuje dalSie informdcie o géne a suvisiacu bibliografiu.
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Vytvorenie klinickej spravy

Pouzivatel m6ze upravovat exportovatelnu klinickd spravu vo formate PDF a .docx kliknutim na
tlacidlo "Generate report" (Generovat spravu) na karte "Selection" (Vyber) poc¢as navigdcie v
analyze.

V hornej Casti stranky Gprav méze pouzivatel vybrat Sablonu, nastavit stav spravy na novu alebo
koncept, vybrat vzorku (pre rodinné analyzy je mozné vybrat viacero vzoriek) a vybrat jazyk
Uprav. Pouzivatel moze tiez prepinat medzi zobrazenim "Edition" (Uprava) a zobrazenim
"Preview" (Nahl'ad) pred uloZenim konceptu alebo prechodom na dalsi krok (pomocou tlacidiel
"Save Draft" a "Next Step".

Sablény sprav je mozné vytvarat v sekcii "Reporting", pod "Template list" v nastaveniach
subjektu (Entity settings).

V zobrazeni Gprav m6zZe pouzivatel upravovat rozne Casti spravy a vyberat viacero moznosti. V
zobrazeni nahladu moéze pouzivatel skontrolovat spravu pred pokracovanim v Upravach,
uloZzenim konceptu alebo overenim spravy.

Pouzivatel m6Zze ulozit koncept a znova k nemu pristupit z karty "Selection" a potom "Generate
report" , rovnako ako pri vytvarani novej spravy. Ked sa vygeneruje sprava vo formate PDF,
automaticky sa zobrazi na karte "Reporting" (Sprdvy) danej analyzy. AZ po overeni je mozné
spravu exportovat ako .PDF alebo .DOCX. Pouzivatel' m6ze spravu vymazat alebo vytvorit dalSie
spravy pre tu istu analyzu.

@ _ v ©Qc il GeneCov € 779 # Variants % CNVs % CNVs & SVs Reporting &S Files Selection @ R Analysis

Nog " fLoew || .  Save draft m

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

Obrazok 21: Zobrazenie karty klinickej spravy.
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13.1.5. CNV

13.1.5.1. CNV v paneloch génov

Metodika

Detekcia CNV v udajoch génovych panelov v GermlineVar, GermVar/GermVar Family, SomaVar a
SomaHemato je zalozena na vybere kontrolnych vzoriek z koanalyzovanej kohorty podla ich
korelacie.

Korelacia sa vypocita z tabulky pokrytia, ktora sa zase vypocita zo vSetkych regiénov v
manifeste, ale s vylu¢enim pohlavnych chromozémov.

Kritérid, ktoré musi vzorka spifiat, aby bola vhodna na analyzu CNV, st nasledovné:
- Aby bola oblast zachovana v analyze CNV, minimalne pokrytie je 50 ¢itani.
- Hrani¢na hodnota korelacie pre vyber kontrolnych vzoriek je 0,90 pre kontext
zarodocnych buniek a 0,75 pre kontext somatickych buniek.
- Minimalny pocet kontrolnych vzoriek poZzadovanych pre kazdu vzorku je Sest.

Pred spustenim CNVcapture alebo SomaCNVCapture je potrebné definovat pohlavie vzoriek
(metadata vzoriek), aby bolo mozné vykonat volanie génov lokalizovanych na pohlavnych
chromozémoch. Nakoniec, na vykonanie analyzy CNVCapture alebo SomaCNVCapture na
SeqOne je potrebnych najmenej osem vzoriek.

Kritéria uplatfiované na manifest pouzivatela, aby bol panel génov spésobily na analyzu CNV, su
nasledovné:

- regiény manifestu st anotované z kanonického transkriptu ur¢eného podla zdroja NCBI
MANE Select. Ak nie je k dispozicii ziadny transkript MANE Select, anotacia je zalozena
na zdroji NCBI RefSeq.

- Analyzuju sa len exony, pri ktorych je = 80 % prekryvanie medzi manifestnym intervalom
a exonom. Ak sa ziadny génovy exdén neprekryva = 80 % s manifestnym intervalom, gén
nebude zahrnuty do analyzy CNV.

- Analyzuju sa iba intrény, pri ktorych je = 60 % prekryvanie medzi manifestnym intervalom
a intrénom.

Analyza CNVCapture (verzia = 2.4) zahfiia oblasti nachadzajlice sa 20 kb nad a pod génmi
pokrytymi manifestom, ak su takéto oblasti zahrnuté v ndvrhu manifestu. Konkrétne sa
analyzuje kazdy z 20 segmentov s velkostou 1 kb, ktoré tvoria oblast s velkostou 20 kb, ak sa
aspon 20 % segmentu prekryva s pociato€nym manifestom.
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Zobrazenie a interpretacia

Na karte CNV sa zobrazi graf predstavujuci zoznam génov, v ktorych boli identifikované variacie
kopii. Tato karta je k dispozicii v pracovnych suboroch opisanych v ¢asti Metodika vyssie.

Terminolodgia pouzivana na opis stavu identifikovanych génov je nasledovna:
- Zisk: gén je ovplyvneny Ciasto¢nou alebo uplnou amplifikaciou
- Strata: gén nesie Ciastocnu alebo Uplnu deléciu
- Normalny: gén nenesie ziadnu CNV
- Ciastogne nevyvolany: gén je &iastoéne vyvolany
- Nenazvany: gén je vyluceny z analyzy CNV

Stav CiastoCne neoznaceny sa priraduje génu, ak je stav jeho képie normalny, ale aspon jeden
exon nebol oznaceny (so stavom ,neldspesny”).

Napriek tomu, Ze je gén vhodny na analyzu CNV, je z analyzy vyli¢eny (neoznaceny), ak:
- je gén na pohlavnhom chromozdme a metadata o pohlavi neboli vyplnené,
- vSetky exony zlyhaju podla kritérii uvedenych nizSie: pocet kontrol, percento variacie.
Stav ,neuspesny” génu je definovany iba na CDS. Intronové a upstream/downstream
regiony su vylucené, ak su volané exény CDS.

CNVs @/ @D CNV Analysis | v22 CNVCapture - Benchmar

1+

Manifest | Sclectamanifest v | Search gene | Gene name S Sortby:Type To5of12 (12 3

GENE TRANSCRIPT COPY NUMBER STATUS GENEVIEW
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MLH NM_000249 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

Obrazok 22: Vizualizacia karty CNV v analyze GermlineVar.
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Filtry a moznosti triedenia

Ponuka filtrov m6Zze byt pouzitd na:
- Obmedzenie zobrazenia na podmnozinu regiénov/génov pomocou suboru BED, ktory bol
predtym nahrany do rozhrania pomocou funkcie ,Manifest”
- Vyhladdvanie konkrétneho génu pomocou funkcie ,Search gene” (Vyhladavanie génu)

K dispozicii su dve moznosti triedenia CNV: - 1
- Typ (predvolené): aktudlna logika triedenia
(zisk, potom strata)

Sort by: Location =

e =] Sortby c
- Poloha: slizi na triedenie CNV podla
chromozémov a ich poéiatoénej polohy, v Type
ascendentnom alebo descendentnom poradi, Location =

kliknutim na ikonu triedenia

Pouzivatel moéze tiez vybrat gény podla ich stavu: Zisk, Strata, Normalne gény, Ciasto¢ne
neoznacené gény alebo Neoznacené gény.

Gain Loss (0) Not called genes (69) Partially not called genes (0) Normal genes [

Podrobnosti podla regionu

Tabulka Podrobnosti podla regionu zobrazuje podrobnosti pre kazdy region pre kazdy gén:

#: Cislo regiénu (exoény a intrény)

- Typ regionu: typ regiéonu (upstream, utr-exonic, coding-exonic, intronic, downstream)

- Chr: chromozém

- Zaciatok/koniec: poCiato¢na a koncova pozicia CNV

- Velkost: velkost CNV (bp)

- Stav: stav regionu (zisk = duplikacia, strata = delécia, normalny = bez CNV, neoznaceny =
region nebol zahrnuty do analyzy CNV)

- Pomer képii: pomer poétu képii k normalu (n=2).

- Z-skore: pocet standardnych odchylok oddelujucich vysledok od priemeru. Vysoké
kladné alebo zaporné hodnoty naznacuju vysoku spolahlivost identifikdcie CNV.

- CV: koeficient variacie merajuci relativnu disperziu v ramci vzoriek kohorty.

- Varovna vlajka: Podla nasledujucich kritérii sa moze obc¢as zobrazit chybova sprava:

- Low zscore (Nizky z-skore): absolitna hodnota Z-skére <4

- High variation (Vysoka variabilita): koeficient variacie (CV) > 0,1

- Low coverage (Nizke pokrytie): pokrytie regionu pre tdto vzorku <100

- Number of controls (Pocet kontrol): Pocet kontrol nie je dostatoény na to, aby bolo
mozné vykonat volanie v tejto oblasti

SEQ-027_IFU_SK_V6 135/183



Percentudlna variabilita: Variabilita medzi vzorkami je prili§ velka na to, aby bolo

mozné vykonat volanie pre tdto oblast

Hlbka ¢itania: nedostatoéné pokrytie regiénu (<50) a pomer képii >0,
Chybajuce pohlavie: oblast sa nachadza na pohlavnom chromozéme a metadata
o pohlavi neboli zadavané.

Upozornenie: oblast bohata na makkeé klipy, ako napriklad velky indel alebo Alu insert, méze byt
interpretovana ako pokles pokrytia pracovnymi sadami CNVCapture a SomaCNVCapture a
detegovana ako strata kdpie, ak je velkost vloZenia rovnakéa ako velkost volanej oblasti.

more info. CNVs @/ €
Manifest Selectamanifest v Searchgene = Genename Min gain fraction (%): 0 =1 Sortby: Type
ANKRD26(28%) chr10 BMPRIA(18%) chr10 BRCA1(7%) chr7 BRIP1(100%) chr7 CBFB(17%)
NM_014915 12=232  NM_004329 12=193 | | NM_007294 12661 | NM_032043 12=32.83 | NM_022845
EPHA3(6%) chr3 EPHAS(6%) chra ERCC5(20%) chr3 ERG(7%) chr21 EWSR1(14%)
NM_005233 12:32  NM_001281766 12=3.66  NM_000123 12=189  NM_182018 12=3.15 |  NM_005243
FGF14(50%) chr13 FGF2(17%) chra. FGF9(25%) chr3 FGFR2(24%) chr10
NM_004115 12=352  NM_001361665 12=3.11 | NM_002010 12458 NM_000141 12:3.46
55 (25) Not called genes (69 led ger A nes [
ANKRD26 BMPRIA BRCA1 BRIP1 BFE D798 EK2 CTLA4 EPH, EPHAS ERCCS ERG
Per-region details ¥
#  Regiontype Chr  Start Stop Size Status Copyratio  Z-score CV  Waming flag
2 Exon-CDS 17 59938787 59938919 132 2925 10.46 0184 iation |
3 ExonCDS 17 59937136 59937287 151 3355 RERCCI RE R hich varaton | 8
4 ExonCDS 17 59934398 59934611 213 3217 R I R TR ich variation | 7
5  ExonCDS 17 59926460 59926636 167 31 15877 0132  ([INEETD 6
6  ExonCDS 17 59924441 59924600 159 3242 16839 0133  ([INEEED g s
E
7 ExonCDS 17 59885807 59886137 330 2868 1113 [REEI ioh variation | 2,
— >
8  ExonCDS 17 59878593 59878854 261 3335 16478 0142  ([INEEED 8
9 ExonCDS 17 59876440 59876679 239 2949 REEICTNN RPN igh variation | )
10 Exon-CDS 17 59870037 59871109 172 3081 RPRZI R RN ich vaiaton |
11 ExonCDS 17 59861610 59861804 194 3273 REXIV IRV ich varation |
0
12 ExonCDS 17 59858180 59858385 205 3678 32828 0082 -

chr16
12=351

chr22
122227

CNVBrowserd  CNV Analysis  SomaCNVCapture - SeqoneD: v
11020 of 144 12 3 4 5 p4
CD79B(50%) chr17 CHEK2(11%) chr22 CTLA4(50%) chr2
NM_000626 12=18 | NM_007194 12=278 | NM_005214 12=2.61
FANCC(7%) chrg FANCD2(45%) chr3 FAT1(7%) chra
NM_000136 12:28  NM_001018115 12643 | NM_005245 12=4.32
M Normal @ Not called B lo
FANCC FANCD2 FAT1 FGF14 GF2 FGF FGFR
Copy-ratio graph
3
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Show all regions (not only those concerning CNVs)

Regions

Obrazok 23: Vizualizacia karty CNV v analyze SomaVar

V pripade analyz SomaCNVCapture je metéda detekcie podobna metéde CNVCapture, avsak
mierka pouzita na grafické zndzornenie variantov je gén, nie exdn. Znazornenie je zobrazené ako

séria policok. Ta obsahuje symbol génu,
genomicku poziciu, kanonicky Refseq transkript,
absolutny z-skére a v pripade zisku pocet koépii
alebo v pripade straty genotyp.

Nad filtrami v sekcii ,viac informacii..” je k

dispozicii vyskakovacie okno s vysvetlenim tychto
policok.
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Gene symbol
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MM

e

Canonical RefSeq transcript

% of affected regions

BRAF (74%)
_004333
f

chr7

Genomic location

|2=5.3 ¢ absolute z-score

(highest region z-score)

Gain: estimated number of copies

¥ Loss: genotype
<0.3: Hom
== 0.3: Het
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Percentudlny podiel zobrazeny v kazdom poli odrdza podiel génu (minimalny podiel zisku)
ovplyvneny detegovanou CNV. Pomocou pomeru ¢asti je mozné filtrovat vysledky. Predvolene je
filter nastaveny na 0 % a vztahuje sa iba na zisky kopii.

Delécie zistené tymto postupom nepodliehaju tomuto filtru a mali by sa interpretovat s
opatrnostou. Schopnost tohto ndstroja zistit varidcie képie génu zavisi od povahy a kvality
vzorky, najma od frakcie nadoru.

Upozornenie: Ak sa na rovnakom géne zisti amplifikacia aj delécia, gén sa Standardne povazuje
za amplifikovany, a preto podlieha filtru minimalneho zisku opisanému vyssie.

Prehliada¢ CNV

CNV Browser[-] . . . . i .
Ikona je k dispozicii na karte zobrazenia CNV v analyzach GermlineVar,

GermlineFamily, SomaVar alebo SomaHemato, kde otvori prehliada¢ CNV v novej karte. Graf
prehliadaca CNV zobrazuje frekvenciu alely B (BAF) SNP (jednonukleotidovy polymorfizmus)
pritomnych v analyzovanej vzorke a pritomnych v subore udajov SNP poli od Illumina a SNP z
inych chrbtovych kosti, ako je Agilent's OneSeq, aby sa ulahCila vizualizacia urCitych typov
udalosti, ako je LoH (strata heterozygotnosti).

BAF je frekvencia nereferencnej alely (alela B) pozorovana pre heterozygotny SNP v zarodoéne;j
linii.

Graf Standardne zobrazuje BAF variantov (os y) v celom genéme (os x), rozdelenych podla
chromozémov (1-22, X a Y). Filter umoznuje pouzivatelovi zobrazit varianty na danom
chromozéme v lavom hornom rohu.

V kontexte analyz CNV sa tieto informdcie BAF mézu pouzit na zobrazenie zmeny v pocte kopii
Specifickych pre alelu, straty heterozygotnosti alebo alelickej nerovnovahy.

CNV Browser
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Obrazok 24: Vizualizacia karty prehliadaca CNV v analyze GermlineVar.
Export udajov CNV

lkonu : (Exportovat Udaje)v pravom hornom rohu mézete pouzit na export Gdajov analyzy
CNV vo forme suboru .tsv, ktory obsahuje nasledujtce stipce:

- gén (gene_name),

- transkript RefSeq (refseq_id),

- stav génu (status),

- chromosém (chr),

- genomové suradnice CNV: pociato¢na a koncova pozicia,

- Cast génu ovplyvnend CNV (gene_fraction_cnv),

- pomer poctu képii (copy_ratio) k normalu (n=2),

- pocet Standardnych odchylok oddelujucich vysledok od priemeru (zscore)

- pocet exénov prekryvajucich CNV (exons) v pripade analyzy CNVCapture.

Pre kazdy gén je mozné pomocou ikony ,, 2. vedla polozky ,Per-region details” (Podrobnosti
o regione) exportovat Udaje analyzy CNV pre vybrany gén vo forme suboru .tsv, ktory obsahuje
nasledujuce polia:

- gén (gene_name),

- chromosém (chr),

- genomové suradnice: pocCiato¢na a koncova pozicia,

- Cislo exénu alebo intrénu (exon_intron_number),

- stay,

- typ (exo6n alebo intrén, type),

- suvisiace chybové spravy (warning_flags, fail_flags),

- upravena kritickd hodnota pravdepodobnosti (padj),

- kritickd hodnota pravdepodobnosti (pvalue),

- pomer poctu képii k normalu (pomer),

- mieru relativnej disperzie v rdmci vzoriek (variabilita),

- Standardna odchylka vysledku od priemeru (zscore)
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13.1.5.2. CNV v SomaCGP a SomaLBx Analyza

Metodika

SomaCGP a SomalBx pouzivaju PureCN® na detekciu CNV a LOH (strata heterozygotnosti).
PureCN identifikuje somatické varianty z Udajov o detekcii variantov s cielom posudit ploidiu a
Cistotu nadoru vo vzorke. Tieto informacie sa pouzivaju na urcenie poctu képii kazdej udalosti.

Vizualizacia a interpretacia

Karta vizualizacie CNV v terciarnej analyze SomaVar funguje rovnako ako v SomaCGP a
SomalBx, ako je opisané niZsie.

CNV su zobrazené v tabulke, ktori je mozné filtrovat. Kazdd CNV zobrazuje nasledujtce
informAcie:

- Gén: nazov génu

- Umiestnenie: cytoband

- Sdradnice udalosti / Velkost udalosti: stradnice udalosti a velkost

- Transkript: referencny transkript

- Exony: ovplyvnené exény

- Typ: typ udalosti (LoH, strata alebo zisk)

- Pocet kopii: absolutny pocet kopii

- Funkcia: funkcia génu, ak je to relevantné, onkogén alebo tumor supresorovy gén (TSG)

Pouzivatel m6Ze vyhladavat CNV ovplyviujice dany gén prostrednictvom vyhladévacieho pola
a zvolit si, ¢i sa maju zobrazit gény pritomné v LOH regiénoch, zaskrtnutim poli¢ka ,Zobrazit
gény v LOH regiénoch”. Tabulku vysledkov je mozné exportovat pomocou ikony na stiahnutie v
pravom hornom rohu.

CNV Browser [/ , } 3
Ikona (Prejst na LOH) otvori v novej karte CNV Browser. Tato karta zobrazuje

graf znazornujuci frekvenciu alely B (BAF) SNP v analyzovanej vzorke a LOH SNP z vybranych
publikacii a OneSeq Agilent backbone. Druhy graf znazorfiuje Udaje logRatio generované
PureCN. Viac podrobnosti najdete v Casti CNV: Gene Panels (CNV: Génové panely) pod CNV
browser.

5 https://github.com/lima1/PureCN
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13.1.5.3. CNV v exdmoch a genémoch

Karta vizualizacie CNV pre exdmové udaje je k dispozicii v analyzach GermlineVar,
GermlineFamily, GermVar a GermVar Family pri pouziti suborov FASTQ ako primarneho vstupu a
spusteni analyzy CNVExome. Tato karta tiez zobrazuje vysledky CNV pre gendmové udaje v
analyzach GermVar a GermVar Family s pouzitim suborov FASTQ, ako aj v analyzach GermVar
Tertiary a GermVar Tertiary Family s pouzitim suborov VCF alebo udajov z mikroarray CGH.

Metodika pre exom

Tato metodika sa vztahuje konkrétne na nastroj CNVExome. Rovnako ako v pripade analyzy
CNV na udajoch génového panelu, proces identifikacie variantov v tomto pripade zavisi od
analyzy hibky pokrytia. Analyza CNVExome pomocou nastroja GATK GermlineCNVCaller je véak
individualna, pretoZe kazdd vzorka sa porovndva s modelom HHMM (Hierarchical Hidden Markov
Model) vypocitanym ndstrojom SeqOne.

Aby sa zohladnili technické odchylky pri priprave vzoriek, tento model je zalozeny na velkej
kohorte od jednej do niekol'kych stoviek vzoriek sekvenovanych laboratériom pomocou:

- Rovnakého protokolu pripravy kniznice

- Rovnaku sadu na zachytavanie

- Rovnaku sekvenénu platformu a dizku é&itania

Tieto poziadavky a variabilny pocet vzoriek potrebnych na vytvorenie modelu mozno vysvetlit
potrebou kohorty, ktorda pontka homogénnu uroven pokrytia. Je potrebné zohladnit viacero
faktorov, ako napriklad hibku sekvenovania, stupen variability v ramci kohorty a
reprodukovatelnost protokolov pripravy vzoriek.

Pred zacatim analyzy CNVExome je potrebné vyplnit metadata o pohlavi (pozri Metadata vzorky),
aby bolo mozné overit ploidiu pohlavnych chromozémov. Ak nie st vyplnené, na rozhrani CNV sa
zobrazi varovna sprava ,Ploidy”“.

Obmedzenie: Dokumentdcia GATK GermlineCNVCaller odporiéa vylGcit oblasti PAR
(pseudoautozomalne oblasti), t. j. oblasti PART a PAR2, ak je ich prispevok k celkovému pokrytiu
chromozému X neprimerany. V skutoCnosti je ploidia tazko vypocitatelna pre konce
chromozému X zodpovedajlce oblastiam PAR pre mnoho modelov vypocitanych programom
SeqOne. V dosledku toho sa ploidia pre tieto oblasti, ktoré si umelo detegované ako 1 kdpia,
nepocita spravne, zatial o cely chromozdm X je detegovany ako 2 kdpie.

Pouzivatelia méZu kontaktovat tim podpory pouZivatelov na adrese support@seqgone.com, aby sa
dozvedeli viac o postupe nastavenia CNVExome vo svojej skupine.
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Metodika pre genéom

Pre verzie az do v3.6 analyzy GermVar a GermVar Family na gendmovych udajoch integruju
nastroj Sentieon CNVScope?® na detekciu CNV. Od verzie v3.7 pracovné sady GermVar a
GermVar Family pouzivaju nastroj Cue? na volanie CNV na gendmovych tdajoch.

Udaje o segmentalnej duplikacii sa deteguji pomocou Sentieon's SegDup Caller, ktory je
Specificky navrhnuty na identifikaciu udalosti poctu kopii vo vysoko homolégnych genomickych
oblastiach na udajoch WGS iba pomocou GermVar. Tento vyvolava¢ sa zameriava na vybrany
subor klinicky relevantnych génov, o ktorych je zname, ze su narocné pre Standardné pristupy
detekcie variantov. Vysledné udalosti su automaticky integrované do analytického potrubia a
vizualizované v prehliada¢i CNVs & SVs ako CNV (zisk aj strata), ¢o umoziuje identifikaciu
variantov v genomickych oblastiach, ktoré boli predtym pre Standardnu analyzu nepristupné.

Zobrazenie a interpretacia

Interpretacia je k dispozicii na karte CNV pre analyzy CNVExome, GermVar a GermVar Family,
GermVar Tertiary alebo GermVar Tertiary Family. Rozhranie je rozdelené do dvoch ¢asti: tabulka
vysledkov CNV vlavo a podrobna stranka CNV s viacerymi kartami vpravo.

Tabulka vysledkov CNV

Tabulka vysledkov zobrazuje identiflkované CNV spolu s ponukou filtrov na zaklade ich
pritomnosti v morbidnych génoch OMIM [https://omim.org/], velkosti, frekvencie vyskytu CNV v
kohorte alebo LogRatio v pripade analyzy MicroArray CGH.

%, 392 elements in total

Pocet filtrovanych CNV (vybrané CNV) a celkovy pocet detegovanych CNV
(celkovy pocet prvkov) sa zobrazuju v hornej ¢asti tabulky CNV. CNvs @/
Ikona visiaceho zamku oznaCuje, ze analyza pouziva obmedzeny panel, a ~ T
podrobnosti o CNV sa zobrazuju v prislusnych napovedach.

*392 elements in total

CNVs @/

. . Ploidy S . , -
Varovna sprava ,, (Ploidy je neplatnd) sa zobrazi, ak sa zisti

abnormalna hodnota ploidie a/alebo ak pred spustenim analyzy neboli vyplnené metadata o
pohlavi (pozri Metadata vzorky).

6 https://support.sentieon.com/appnotes/cnvscope/
2 https://github.com/PopicLab/cue
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Kliknutim na ikonu ,Ploidy” moZe pouzivatel zobrazit ploidiu kazdého chromozému a pohlavie
pacienta. Abnormalne hodnoty su zvyraznené zltou farbou.
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Obrazok 25: Prehl'ad detegovanych CNV a filter menu analyzy CGH (vlavo) a Standardnej

analyzy (vpravo).

V pripade analyzy CGH MicroArray v kombinéacii s SNP array (CGH+SNP) sa zistené udalosti
straty heterozygotnosti (LOH) uvadzaju v tabulke vysledkov CNV. Tieto udalosti zodpovedaju
strate heterozygotnosti bez zmeny poctu koépii (CN-LOH). Inymi slovami, oblast si zachovéva
dve kopie, ale tieto su identické, ¢o sa vyznacuje pritomnostou homozygotnych SNP.

V pripade analyzy CGH MicroArray je mozné z roletového menu ,Bind NGS" vybrat analyzu
non-CGH SNV (GermlineVar, GermlineFamily, GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family), aby
sa zobrazili varianty, ktoré sa prekryvaju s detegovanym CNV.
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Filtry

OMIM morbid only. Tento filter je Standardne aktivovany, aby bolo mozné lahko identifikovat CNV
ovplyvnujuce klinické gény, anotované OMIM Morbid na zéklade ich identifikdtora NCBI (NCBI
gene_id) alebo, ak to nie je mozné, na zéklade ndzvu génu a synonym. Aby sa zobrazili vSetky
CNV detegované vo vzorke, staci tento filter zrusit.

Velkost. Pouzivatel moze filtrovat CNV podla ich ocakavanej velkosti (v kb).

Frekvencia vzorky. Pouzivatel moze filtrovat CNV podla ich velkosti a frekvencie. Tato frekvencia
zodpoveda vyskytu CNV medzi vSetkymi vzorkami analyzovanymi do datumu analyzy a
porovnanymi s rovhakym modelom, vratane vzoriek pouzitych na vytvorenie modelu. Frekvencia
vzoriek je zalozend na 95 % prekryvani a zohladruje rovnaky typ CNV (zisk/strata/vypustenie).
Po prejdeni kurzorom mys$i nad hodnotou zobrazenou v percentach sa pouzivatelovi zobrazi
prislusny podiel. Aktualizacia frekvencie po otvoreni analyzy moze trvat niekolko minut.

Panel génov. Podobne ako panel in silico, tento filter umoziuje pouzivatelovi vybrat a pouzit
zoznam génov na filtrovanie CNV detegovanych v analyze pomocou roletového menu (pozri
Sprava parametrov pouzivatela). Tento filter nie je k dispozicii, ak bol na analyzu pouzity
obmedzeny panel z karty Panel v bo¢nom paneli spravy analyzy (pozri cast Modalne zobrazenie
panelu).

Gény. Umoznuije filtrovat detegované CNV obsahujlce gény vybrané prostrednictvom tohto filtra.

Logaritmicky pomer. Pri analyzach zalozenych na udajoch MicroArray CGH sa logaritmicky
pomer (medzi surovym signalom a kontrolnym signalom) pritomny vo vstupnych suboroch
Agilent zobrazuje v dodatoénom stipci. Suvisiaci filter umoZfuje pouzivatelovi vybrat miniméaine
hodnoty pre zisky kopii (minimalna hodnota zisku) a maximalne hodnoty pre straty képii
(maximalna hodnota straty). Udalosti LoH (strata heterozygotnosti) zostavaju zachované aj po
pouziti tohto filtra.

#Probes (Sondy). Pre analyzy zaloZené na udajoch CGH MicroArray stipec #Probes (Sondy)
uvadza pocet sond pouzitych v kazdej oblasti (exénovej, intergénovej alebo intrénovej). Tieto
hodnoty su prevzaté zo vstupného suboru IntervalBasedReport.xls a prislusny filter umoznuje
pouzivatelovi vybrat minimalny a maximalny pocet pouzitych sond. V kombinovanej analyze
CGH+SNP pocet sond oznacuje pocet homozygotnych SNP v oblasti LOH.

Triedenie CNV
Zoznam CNV je mozné triedit aj podla triedy patogenity ACMG (ACMG), gendmovej pozicie

(Location), velkosti (Size), frekvencie vzorky (Freq.), poctu képii (Type), skoére kvality (QUAL) v
GermVar Tertiary a podl'a LogRatio v CGH MicroArray (LogRatio).
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ACMG. Trieda patogenity kazdej varianty sa vypocita poloautomaticky podla odporucani
Americkej akadémie lekarskej genetiky a genomiky. Trieda patogenity je predvoleny rezim
triedenia v tabulke CNV.

Udalosti LoH (strata heterozygotnosti) v CGH MicroArray su vzdy priradené do triedy 3 (VUS).

Typ (pocet kopii). Zobrazena je varidcia po¢tu kopii (napr.: +2, -1, +3) pre CNV detegované na
autozomalnych chromozémoch (1 az 22), kedZe pocet képii je predvolene nastaveny na 2.

Pre CNV detegované na gonosémoch (pohlavné chromozémy X a Y) sa vSak zobrazuje
absolltny pocet kopii (napr. 0, 1, 2) a nie ndsobnd zmena.

Na rozdiel od analyzy génového panelu nie je potrebné, aby metadata vzoriek suvisiace s
pohlavim obsahovali pohlavné chromozémy pri ur€ovani CNV exdému.

Pri kombinovanych analyzach CGH+SNP su udalosti CN-LOH, ktoré zachovavaju dve kopie, v

stipci Typ oznagené odznakom .

QUAL. Skére kvality Phred sa v CNVExome vypocita pomocou GATK caller. Ak je CNV zlozena z
viacerych genomickych intervalov, CNV sa priradi najvyssie skére QUAL spomedzi vSetkych
intervalov. V pripade terciarnych analyz sa zobrazuje skore QUAL ziskané zo vstupného suboru
VCF (DRAGEN alebo ONT).

Prehliada¢ CNV

Ilkona otvori prehliada¢ CNV v novej karte, kde sa zobrazuje frekvencia alely B (BAF) SNP
(jednonukleotidovy polymorfizmus) pritomnych v analyzovanej vzorke. Graf je popisany v
predchddzajucej Casti (CNV: Génové panely, pod prehliadaéom CNV).

Podrobna stranka CNV

Suhrn CNV. Tato pociatocna karta obsahuje mnozstvo informacii a poznamok o vybranom CNYV,
vratane:
- Podrobnosti o automatickej klasifikacii ACMG
- Klinické oblasti a gény zahrnuté v intervale ovplyvnenom variantom. Anotacia klinickych
oblasti je zaloZzena na databazach ClinGen a OMIM. Predvolene sa zobrazuju len klinické
gény s anotaciou OMIM Morbid. Ak chce pouzivatel zobrazit vsetky klinické gény, moze
aktivovat funkciu ,Zobrazit vSetky gény” v pravej ¢asti stranky.
- Prekryvanie medzi detegovanym CNV a databazou DGV.
- Malé varianty (SNV a indely) detegované v génoch ovplyvnenych CNV. V predvolenom
nastaveni je aktivovany filter SeqOne-diag. Ak chcete tento filter deaktivovat, kliknite na
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SeqOne-diag a zruste vyber SeqOne-diag z profilov filtrov. Ak chcete zobrazit vSetky
varianty, mozete aktivovat funkciu ,Zobrazit vSetky varianty” v pravej ¢asti stranky.

- Specidlna sekcia pre znalostni bazu variantov (VKB) na identifikaciu variantov s
identitou nad 95 %, ktoré uz boli validované v skupine, a ich prislusné hodnotenia.

ACMG Classification (Automatic) (O

Genomic content

2C1 +09

Clinical regions
Region name
CHROMOSOME 16p13.3 DELETION SYNDROME, PROXIMAL

CHROMOSOME 16p13.3 DUPLICATION SYNDROME

Genes or Genomic regions

ALPHA-THALASSEMIA/IMPAIRED INTELLECTUAL DEVELOPMENT SYNDROME, DELETION TYPE

Clinical genes

Gene symbol Databases Phenotype(s)
PKD1 ™ omim [AD] Polycystic kidney disease, ad.
DGV overlaps
0,

4 100%
D Fraction overlap CNV type
gssvG13891 100%
gssvG13898 88.78%
gssvL42059 44.04% # Loss
gssvL42061 32.63% ¥ Loss
Variants Y | SeqOne-diag ~

Gene number

ClinGen haploinsufficiency score

3

CNV size
51.76kb
25.42kb
25.71kb

10.27kb

Lo 2= ]

1.54%

Localisation

16:2,138,711-2,190,473

16:2,165,630-2,191,053

16:2,147,425-2,173,136

16:2,178,475-2,188,740

Literature and databases

No selected tags, only 40 is assessed.

pLI (GnomAD)

0.12051

26

Frequency
20.24%
0.13%
100%

7 46%

Obrazok 26: Prehlad karty sihrnu CNV

Inheritance patterns

Not assessed

Overlap Link Description
0.29% OoMIM
0.29% OMIM
0.29% oMIM
Show all genes
Exons Fraction overlap Variants

12/46 48.39%

11

# Samples # Studies

©000Q
0000

Show all variants

- Prehliada¢ genomu IGV, kde je mozné vizualizovat CNV (nie je k dispozicii v analyzach
GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family). Na overenie stability signédlu je mozné
zobrazit az pat dalSich pacientov okrem analyzovaného jedinca z konfiguracného menu

grafu zobrazujiceho pocet képii (DCN) e )
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Obrazok 27: Zobrazenie CNV z integrovaného prehliadaca IGV

Farebny kéd je pre vybraného pacienta nasledovny: modra (0 az 0,5 képie), fialova (0,5 az 1,5
kopie), zelend (1,5 az 2,5 kopie), oranzova (2,5 az 3,5 kdpie) a Cervena (>3,5 kopie). Ostatné
vzorky sa zobrazuju v Sedej farbe.

Vyskyt CNV. Tato karta sa pouziva na identifikaciu dalSich vzoriek obsahujucich CNV, nezavisle
od akéhokolvek hodnotenia. Pre kazdy vyskyt sa zadaju nasledujice informacie:

- nazov vzorky (Vzorka),

- nazov analyzy a odkaz na nu (Analyza),

- nazov projektu (Project),

- gendémova poloha CNV (location),

- velkost CNV (Velkost),

- typCNV,

- frakéné prekryvanie.

Vysledky su zoradené v zostupnom poradi podla percenta prekryvania. Zobrazené CNV je
mozné filtrovat podla minimalnej frakcie prekryvania vyplnenim pola ,min fraction overlap (%)“
(minimalna frakcia prekryvania) v hornej ¢asti zoznamu. Predvolené nastavenie tohto filtra je 80
[o)

7.
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017:21,445,000-21,628,999 | 17p112 :
seq[GRCh38] 17p11.2(21445000_21628999)x1 184 kb 2.88%

Add a manual comment about this env

CNV Occurrences @) TR B @ B | >REIPHER o7 ocaliGy

CNV Occurrences min fraction overlap (%) 80 Tto3~ of3 1

Sample Analysis Project location size CNV Type Fraction overlap

10y_NA00372 GermVar Tertiary - toy_NAOO372 VerificationTest - ONT WGS 17:21,445,000-21,628,999 184 kb -1 100%

Obrazok 28: Prehl'ad karty vyskytu CNV v analyze CNVExome

Hodnotenia. Klasifikaciu patogenity pre kazdid CNV moéze definovat pouzivatel, spolu s
interpretaciami vo forme komentéarov. Kazdé nové hodnotenie tiez pomaha naplnit osobnu
znalostnu bazu laboratoria.

UCSC. Externy odkaz na prehliada¢ gendmu UCSC umoznuje pouzivatelom zobrazit genémovu
oblast CNV. Tato stranka sa otvori v dalSej karte prehliadaca a obsahuje osobné nastavenia
pouzivatela pre dany prehliadac, ¢im ponuka personalizované zobrazenie.

CNV-Hub. Externy odkaz na klasifikator CNV-Hub vdm umoznuje vizualizovat klasifikaciu CNV s
ohladom na viacero klasifikacnych nastrojov. Odkaz sa otvori v dalSej karte prehliadaca a
integruje osobné nastavenia prehliadaca pouzivatela, ¢im ponuka personalizovanu vizualizaciu.

DECIPHER Genome Browser. Externy odkaz na DECIPHER Genome Browser vam umoznuje
zobrazit CNV na gendéme. Odkaz otvori dalSiu kartu prehliadaca a integruje osobné nastavenia
prehliadaCa pouzivatela, ¢im ponuka personalizovanu vizualizaciu.

Local IGV. Tento odkaz presmeruje aplikaciu IGV Desktop? na suradnice CNV, ktoré sa prave
interpretuju. Na zobrazenie CNV je potrebné mat vopred nacitany vzorovy BAM v aplikacii IGV
Desktop. Tato moznost je kompatibilna iba s verziami IGV Desktop = 17.

Okrem suborov zarovnania su v analyze CNVExome k dispozicii na stiahnutie rézne subory v
karte Subory:

- Vysledky analyzy CNV vo forme tabulkového siboru (cnv.tsv)

- Ploidia pre kazdy chromozém (contig_ploidy.tsv)

- Predpokladany pocet kopii pre kazdy exén v manifeste (denoise.tsv)

28 https://igv.org/doc/desktop/
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Export idajov CNV

lkona ,

“ (Exportovat idaje) v pravom hornom rohu umoznuje exportovat stbor TSV

obsahujuci nasledujuce udaje o prislusnom CNV:

jeho hodnotenie VKB a komentar,
hodnotenie ISCN,

Klasifikacia ACMG,

chromosom, pociatocna a koncova pozicia a cytoband,
velkost a typ CNV,

pocet kopii

pocet koépii

frekvencia vzorky

skore kvality (Phredova stupnica)
Log2Ratio

pocet pouzitych sond (Probes)
pocet génov ovplyvnenych CNV.

Informacie o prislusnych génoch s uvedené v nasleduijucich stipcoch:

ndzov génu (Gene_Symbol),

fenotyp OMIM (OMIM_Phenotypes),

pravdepodobnost intolerancie génu na LoF (Pli_Score)

skore haploinsuficiencie a triplosenzitivity ClinGen (HI_Score, TS_Score)
pocet exénov prekryvajlcich sa s CNV (Nb_overlap_exon),

celkovy pocet exénov v géne (Nb_total_exon).

Ak sa urcité popisné polia tykaju len uréitych CNV (napriklad v pripade MicroArray CGH), tieto
polia maju hodnotu ,NA".
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13.1.6.  Prehliada¢ velkych variantov pre CNVs a SVs (LVV)

Prehliadac¢ velkych variantov (Large Variant Viewer, LVV) umoziuje pouzivatelovi vizualizovat a
analyzovat CNVs a Strukturne varianty (SVs) na jednej karte. Rozhranie sa sklada z centrélnej
tabulky variantov, panelu filtrov nalavo a bo¢ného panelu, ktory sa otvori napravo po vybere
variantu, podobne ako na karte variantov (Cast Malé varianty).

V kompatibilnych analyzach sa prehliada¢ nachadza na karte s oznacenim "CNVs & SVs" (CNVs
a SVs) alebo "SVs', v zavislosti od typu udajov:
- Karta CNVs & SVs zobrazuje CNVs (Strata/Zisk), SVs (Delécia/Duplikacia) a udalosti
LOH/UPD.
- StarSia karta "CNV": CNVs sa tiez zobrazuju v starSom prehliadaci, aby sa zachovala
spatna kompatibilita s existujucimi pracovnymi postupmi.
- SVs su pristupné iba na karte "CNVs & SVs" alebo "SVs".

Dostupnost Udajov v prehliadaci velkych variantov zavisi od typu analyzy:

- WGS: PIne kompatibilné (CNVs, SVs, UPDs).

- WES: PIne kompatibilné (CNVs, SVs, UPDs). CNVs sa zobrazia iba v pripade, Ze sa modul
na volanie CNV spusti ako sucast analyzy.

- Panely: Ciastoéne kompatibilné (iba SVs).

- Tercidrna analyza (VCF/aCGH):

- aCGH: Zobrazuju sa vsSetky udalosti poctu kopii.

- VCF: Su zobrazené CNVs a SVs (symbolické ALT alely). SVs so $pecifickymi sekvenciami
ALT su zobrazené v prehliadaci malych variantov.

Tabulka vysledkov CNVs & SVs

Podobne ako v tabulke malych variantov, hlavna tabulka zobrazuje jeden riadok pre kazdu
udalost, s nasledujtcimi stipcami poskytujtcimi metriky $pecifické pre variant:

DiagAl. Prioritizacné skoére od 1 do 100, prispésobené pre velké varianty, ktoré radi varianty
podla pravdepodobnosti, ze spdsobuju ochorenie a su diagnosticky relevantné v kontexte
daného pripadu (najma ak su poskytnuté terminy HPO). Skére DiagAl kombinuje viacero
komponentov, vratane: predikcie patogenity prostrednictvom skore UP?, zhody fenotypu
prostrednictvom PhenoGenius (riadené HPO) a expertnych pravidiel/pravidiel dedi¢nosti a
kvality.

ACMG. Indikator klasifikacie ACMG zalozeny na velkych variantoch sa zobrazuje ako
klasifikacné skére 1-5 v tabulke LVV. V zdsuvke s podrobnostami karta ACMG zobrazuje
zakladné kritérid a zivy suhrn klasifikdcie od Patogénne po Benigne (hlavne pre CNV
Zisk/Strata).
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Klasifikacia (ikona vlajky), ktora umoznuje pouzivatelovi klasifikovat variant vo VKB. Typ
CNV/SV.

Typ CNV/SV (zisk alebo strata), velkost, umiestnenie a cytopruh.

Oblasti (exénové, intronové, UTR) a gény prekryvajice sa s CNV (nazvy génov HGNC),
pritomnost v OMIM, podiel kddujicich génov a podrobnosti o prekryvajlcich sa exénoch.
Varianty su anotované prekryvajicimi sa génmi a génmi nachadzajucimi sa do 5 kb od
zlomovych bodov (5 kb presah).

Gény spojené s variantom su zoradené podla klinickej relevancie (napr. morbidny stav v OMIM,
percento prekrytia, skére obmedzenia). Tri najrelevantnejsie gény sa zobrazuju v hlavnej tabulke.
Uplny zoznam je k dispozicii na karte "Genes & Regions" (Gény a regiény) v boénom paneli
("Details Drawer" (Zasuvka s podrobnostami)).

RMSK %. Percento udalosti prekryvajicej sa s anotaciami RepeatMasker (napr. repetitivhe
oblasti).

ClinVar & Decipher (Klinické databazy). Oba stipce zobrazuji poéet zhod z prislugnej klinickej
databazy. Najlepsia zhoda je definovana ako udalost, kde je prekrytie databazy > 50 %.
Klasifikacie ClinVar a Decipher st mapované na Benigne (B), VUS alebo Patogénne (P).

DGV Gold & GnomAD (Populacné databazy). Tabulka zobrazuje maximalnu popula¢nu frekvenciu
najdenu pre variant. Udalosti sa povazuju za zhodné, ak je prekrytie variantu > 80 % a typ
udalosti je ekvivalentny. Karta Frekvencie v bocnom paneli uvadza vSetky prekryvajuce sa
udalosti s prekrytim > 1 %.

Phenotypes (Fenotypy). Kliknutim na ¢&isla zobrazené v stipcoch zodpovedajtcich vysledkom
algoritmu Phenogenius moze pouzivatel ziskat pristup k:

- percentu zhody, ¢o je najvy$Sie skére zhody medzi jednym postihnutym génom a
terminmi HPO pacienta.

- zlomku zhody, Co je pocet terminov HPO pacienta, ktoré sa zhoduju s aspon jednym
postihnutym génom.

- Prirodinnej analyze sa parovanie vykonava pomocou terminov HPO probanda.

SampleFreq (Interna frekvencia vzorky). Frekvencia variantu v ramci aktualneho projektu a
subjektu je zobrazend v prislusnych stipcoch.
- Zhody su zalozené na > 80 % prekryti variantu a rovnakom type udalosti.
- Frekvencia aktualizacie: udaje su zalozené na snimke analyz vykonanych pred spustenim
aktualnej analyzy. V Details Drawer je k dispozicii manuélne tlacidlo "Refresh” (Obnovit)
na aktualizaciu tychto udajov.

Stlpce skére. Pouzivatel si mdze zobrazit viacero skére:
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- UP2 skore predikcie patogenity, ktoré je sucastou DiagAl.
- pLl, LOEUF: intolerancia k strate funkcie.

- pTriplo, pHAPLO: Triplosenzitivita a Haploinsuficiencia.

- HIClinGen, TS ClinGen.

Stlpce vzorky. Tieto stipce zobrazuju metriky udalosti $pecifické pre zdroj Gidajov:
- Pre rodinné analyzy (s vynimkou aCGH) sa metriky vzorky zobrazuju pre vSetkych ¢lenov
rodiny.
- Genotype: pre CNVs, kde vyvolavac (caller) neposkytuje genotyp, systém odvodi genotyp
na zaklade absolutneho poctu képii vzhladom na ploidiu:
- Homozygot (hmz) s plnym tmavym bodom
- Heterozygot (htz) s polovicnym tmavym bodom
- VAF / #Reads: frekvencia alely variantu a podporné ¢itania (k dispozicii pre SVs).
- #Copy: absolutny pocet képii (k dispozicii pre CNVs).
- LogRatio / Probes: k dispozicii pre udaje aCGH.
- QUAL: skore kvality z vyvolavaca variantov alebo vstupného suboru.

Triedenie, filtrovanie, prezeranie a interpretacia

Filtrovanie. Panel filtrov umozZriuje pouZivatelovi filtrovat varianty na zéklade Gdajov v stipcoch,
podobne ako systém filtrovania na karte Malé varianty (pozri prislusnu ¢ast).

- Génovy panel: filtruje udalosti prekryvajuce sa s génmi v Specifickom zozname génov.

- Kvalita: filtruje na zaklade stipca QUAL. V predvolenom nastaveni st udalosti bez skére
kvality (N/A) skryté, pokial nie je vybratda moznost "Keep unknown" (Ponechat nezname).

- Predvolby: konfigurécie filtrov je mozné ulozit ako predvolby na buduce pouzitie.

- Pri rodinnych analyzach pouziva filter kvality logiku "OR" (ALEBO). Variant sa zobrazi, ak
aspori jeden ¢&len rodiny spifia prahovid hodnotu kvality.

Triedenie. V predvolenom nastaveni je tabulka zoradend podla DiagAl Score (zostupne).
Pouzivatel moze triedit podla UP2, Size, Location alebo Sample Freq. Entity, vzostupne alebo
zostupne.

Rovnako ako v starsej karte CNV moze pouzivatel otvorit okna ploidie a prehliada¢ CNV v hornej
asti tabulky (pozri ¢ast CNV: Zobrazenie a interpretacia). lkona spravy stipcov je tiez k
dispozicii Uplne vpravo v hlavicke.

Bocny panel CNV/SV (Details Drawer)

Podobne ako na stranke variantov (¢ast Malé varianty), vyberom variantu v Large Variant Viewer
sa na pravej strane obrazovky otvori podrobna stranka. Tato stranka obsahuje niekol'ko kariet:
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Varianty. Tato suhrnna karta obsahuje nomenklaturu variantu, skére DiagAl, zoznam podozrivych
zloZzenych heterozygotov (Suspected Het Compound), informécie o génoch a regiénoch a
odkazy na databazy.

ACMG. Podrobna klasifikacia.

Gény a regidény. uplny zoznam génov a regiénov spojenych s variantom, s podrobnymi klinickymi
informdaciami, ako je morbidny stav OMIM, percento prekrytia, skére obmedzenia a zhoda
fenotypu.

Klasifikacia. Klasifikujte aktualny variant vo vasej VKB v hornej ¢asti boéného panelu a ulozte ho.
Aktualnu klasifikaciu a vyskyty tohto variantu v inych analyzach ndjdete na tejto stranke.

Frekvencie. Pouzivatel ma pristup k podrobnostiam o frekvenciach variantov v databazach DGV
Gold a GnomAD, ako aj pre subjekt a aktualny projekt.

Klinické databazy. ClinVar & Decipher.

Viewer. Pouzivatel si mdze vybrat, ¢i chce variant zobrazit v SeqOne viewer alebo IGV. Na
podkarte IGV mo6ze pouzivatel zobrazit "Start" (Zaciatok) alebo "End" (Koniec) udalosti, alebo
"Start to End" (Od zaciatku do konca). Na podkarte SeqOne moze pouzivatel pristupovat k
Genome Browser a vizualizovat udalost v jednej z viacerych dostupnych vrstiev: CNV, SV, UPD,
Gene, CN (copy number), BAF, DGV.
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13.1.7.  Signatury v analyze SomaCGP

Metodika vypocétu skore MSI

Analyza MSI je individudlna analyza vykondvana na zaklade Standardizovanej referencie. Tato
referencia pozostava zo suboru vopred vybranych a zozbieranych negativnych vzoriek. Vzorka
nadoru sa porovnava s touto referenciou pomocou nastroja MSisensor. Nasledne sa vypocita
skore, ktoré predstavuje percentualny podiel nestabilnych mikrosatelitnych oblasti pokrytych
panelom.

Panel normalov, ktory v sicasnosti podporuje SomaCGP, zodpoveda panelu Agilent SureSelect
Cancer CGP. Pouzitie inej supravy alebo vlastného dizajnu odvodeného od CGP si bude
vyzadovat vytvorenie Specializovaného panelu normalov.

Metodika vypoctu skore TMB
TMB sa vypocita v troch krokoch:

1. Vypocet velkosti kddujucich oblasti zahrnutych v paneli
2. Identifikacia somatickych variantov
3. Vypocet poétu somatickych mutdcii na megabazu (mut/Mb)

Identifikacia somatickych variantov je zalozena na subore filtrov opisanych nizSie:

e Filtry typu a ucinku variantu
o |ba SNV (MNV su vylucené)
o Zachované ucinky: zisk stop koddnu, posun cCitacieho ramca, varianta splice
(akceptor a donor), ablacia transkriptu, fazovad delécia/inzercia, missense
varianta, synonymna varianta.

Synonymné varianty su vylucené z vypoctu nesynonymného skére TMB.

e Filtry kvality variantov
Varianty detegované Mutect2, ktoré presli filtrami FilterMutectCalls
Hibka pokrytia (DP) = 50X
o Skore kvality > 30
o Pomer alelickej podpory (ASR) > 0,1
e Filtry somatickych variantov
o Frekvencia alel variantov (VAF) medzi 5 % a 40
o Frekvencia v beznej populacii (GhomAD) < 0,0001

o

o
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Rizikd pouzivania syntetickych kontrolnych vzoriek TMB
- Neprirodzené rozlozenie mutacii:

- Upravené mutédcie nemusia odrazat genomicky kontext skutoc¢nych nadorov

(napr. zhlukovanie mutacii, skreslenie retazca, kontext sekvencie).
- Chybajuca heterogenita nadorov:

- Syntetické vzorky nenapodobnuju klonalnu diverzitu ani Cistotu nadoru, ¢o
ovplyvnuje distribdciu frekvencie variantnych aliel (VAF).

- Ziadny $um v pozadi ani artefakty FFPE: skuto&né vzorky obsahuju sekvenéné
artefakty, poskodenia FFPE a variacie poctu képii, ktoré v syntetickych
materidloch chybaju.

- 0dlisna velkost fragmentov a chemické spravanie:

- Syntetické konstrukty sa ¢asto spravaju odliSne pocas pripravy kniznice,

hybridného zachytavania a sekvenovania.

Vizualizacia a interpretacia
Karta ,Signatures” (Signatury) zobrazuje vysledky analyz MSl a TMB v 2 Castiach:

Mikrosatelitova nestabilita. Tento pohlad zobrazuje informdcie, ako napriklad:
- pocet mikrosatelitnych oblasti s pokrytie va¢sim alebo rovnym 50X (miesta s pokrytie
nad 50X),
- pocet somatickych miest,
- skére MSI v percentdch a 95 % interval spolahlivosti (ClI),
- Stav MSI

Mutdacia nadoru. Tento pohlad zobrazuje nasledujice informacie:
- velkost kddujucej oblasti vyjadrena v Mb (velkost kddujlcej oblasti),
- pocet somatickych a nesynonymnych variantov, ktoré presli filtrami (Somatické varianty,
ktoré presli filtrami a Somatické nesynonymné varianty, ktoré presli filtrami),
- skére TMB vsetkych somatickych variantov, ktoré presli filtrami v mut/Mb (skére TMB),
- skére TMB nesynonymnych variantov, ktoré presli filtrami mut/Mb.

¥
Kazdy vysledok je mozné stiahnut kliknutim na ikonu , —  “ (Stiahnut vysledky) v pravom
hornom rohu kazdej sekcie ako subor tsv.
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Sites above 50X coverage

Somatics sites

Coding region size

Somatic variants passing filters

Somatic non-synonymous variants passing filters

Microsatellite Instability 66.67%

1.7 Mb

Tumor Mutational Burden 0 mut/Mb

MSI Score

MSI Status

TMB Score

Non-synonymous TMB score

66.67 %
Cl=13.32,
120.01%

0 mut/Mb

0 mut/Mb

Obrazok 29: Zobrazenie karty ,Signatures” (Signatury) analyzy SomaCGP.
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13.1.8.  Kratke tandemové repeticie (STR)

Vizualizacia kratkych tandemovych opakovani (STR) je k dispozicii pre pracovné stubory analyzy
GermVar Tertiary a GermVar Tertiary Family urCené na analyzu udajov sekvenovania celého
gendmu (WGS), ak st generované sekvenovanim Oxford Nanopore Technologies.

Detekcia kratkych tandemovych opakovani (STR) je tiez k dispozicii v analytickych pracovnych
sadach GermVar a GermVar Family pre WGS z udajov FASTQ generovanych pomocou Illumina,
Element Biosciences, MGl a Oxford Nanopore Technologies.

Metodika

Kratke tandemové opakovania z FASTQ

Udaje o kratkych tandemovych opakovaniach (STR) sa deteguji pomocou nastroja
ExpansionHunter, ktory spracovava subor BAM spolu s referencnym gendémom a kataldgom
variantov definujucim cielové lokusy. Vysledny VCF je potom anotovany nastrojom Stranger,
ktory klasifikuje kazdy lokus ako Normalny, Pre-mutacia alebo Patogénny na zaklade
pozorovaného poctu opakovani a znamych prahovych hodnét ochorenia.

Oba nastroje su integrované priamo do potrubi GermVar a GermVar Family.

ExpansionHunter: https://github.com/Illumina/ExpansionHunter
Stranger: https://github.com/moonso/stranger

Kratke tandemové opakovania z VCF

Udaje o tandemovych opakovani su extrahované zo suboru VCF (sample.wf_str.vcf.gz)
vygenerovaného z pracovného postupu wf-human-variation v2.3.0 aplikacie EPI2ME (Oxford
Nanopore Technologies) a poskytnutého pouzivatelom. KedZe tieto Gdaje boli anotované pre
kazdy lokus nesuci STR z katalégu variacii udrziavaného EPI2ME, nas proces tieto anotéacie
nemeni. Premutovany alebo patogénny stav kazdého alela sa urCuje podla poctu
sekvenovanych opakovani a znamych prahov premutacie a patogenity.

Zobrazenie a interpretacia

Karta STR vdm umoznuje zobrazit kratke tandemové opakovania vo forme tabulky, ktora
zobrazuje nasledujuce podrobnosti pre kazdy genotypizovany lokus:

Informdcie o lokuse a poznamky

- Gén: nazov génu (HGNC) a prislusny odkaz.
- Miesto: genomické suradnice opakovania.
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- Opakovana jednotka: opakovany nukleotidovy motiv.

- Choroba: suvisiaca choroba podla databazy OMIM a prislusny odkaz.

- Prenos: znamy sposob prenosu.

- Rozsah premutacie: rozsah premutacie zodpovedajuci minimalnemu a maximalnemu
poctu opakovani, ktoré urcuju premutovany stav.

- Patogénny rozsah: dolnd hranica opakovani urCujuca patogénny stav.

Podrobnosti specifické pre kazdu vzorku

- GT: homozygotny, biallelicky alebo heterozygotny genotyp lokusu.

- Opakovania alely: pocet opakovani na alelu. Homozygotné lokusy maju jednu hodnotu.
Pre biallelické a heterozygotné lokusy je uvedeny pocet opakovani pre obe alely. Stav
kazdej alely je urceny poctom opakovani: divoky typ je zeleny, premutovany je oranzovy a
patogénny je Cerveny.

- Supp. reads: pocet podpornych ¢Citani pre kazdu alelu. Homozygotné lokusy nesu jednu
hodnotu, zatial' o hodnoty pre 2 alely su uvedené pre biallelické a heterozygotné lokusy.

(] sample_WGS v @Qc | # Variants 4 CNvs O STRs Reporting | S Files Selection @) 2 Analysis
STRs @ @ &
Gene Site Repeat unit Disease Transmission RECTEeD (s GT Allele Supp-
range range repeats reads
PABPN1 chr14:23321472-23321490 GCG Oculopharyngeal Muscular Dystrophy AD 10-11 >11 © 16 - 6 0-0
ATXN3 chr14:92071009-92071042 CcT6 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 GCCTGG Spinocerebellar Ataxia types 36 AD 14-650 > 650 © § - 5 0-0
NOP56 chr20:2652757-2652775 GCCTGG Spinocerebellar 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

Obrazok 30: Zobrazenie karty STR v terciarnej analyze GermVar.

Tabulku je mozné stiahnut ako stbor repeats.tsv prostrednictvom ikony ,, ¥ . (Stiahnut subor)

v pravom hornom rohu tabulky. Tento subor je k dispozicii aj na karte ,Files” (Subory) analyzy.
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13.1.9. Fuzne gény

13.1.9.1. Fazie zistené z DNA

Metodika

Modul GRIDSS (Genome Rearrangement IDentification Software Suite), Specializovany na
detekciu genomickych reorganizacii a implementovany v pracovnej sade SomaVar a SomaVar
LF, sa pouziva na detekciu génovych fuzii z sekvenovania DNA, obohatenych o zachytenie
zamerané na panel génov.

Zobrazenie a interpretacia

Karta Fuzie somatickej analyzy (SomaVar, SomaVar LF, SomaCGP, SomaVar Tertiary) zobrazuje
zoznam fuzii, ktoré presli roznymi filtrami GRIDSS, vo forme tabulky s podrobnymi informaciami
o fuzii a kazdom zuc¢astnenom partnerovi:

Informacie o fuzii

fuzia s génovymi symbolmi kazdého partnera,

typ udalosti (translokdcia, duplikacia, inverzia alebo delécia),
vyskyt fuzie v databaze COSMIC,

frekvencia alely (VAF),

pocet ¢itani podporujucich fuziu,

celkové pokrytie,

filtrov priradenych GRIDSS.

Informdcie tykajuce sa partnera

gendémové suradnice bodu fuzie (breakend),

zainteresovany RefSeq transkript,

miesto zodpovedajlce bodu fuzie (bod zlomu): 5'UTR, 3'UTR, intron, exon (nekédujuci
bod zlomu), CDS (kédujuci bod zlomu) alebo miesto splice,

Cislovanie exdnu alebo intronu zapojeného do fuzie, vzhladom na celkovy pocet exénov
alebo intrénov.

Ponuka filtrov vdm umoznuje

hl'adat konkrétnu fuziu alebo gén zapojeny do fuzie prostrednictvom vyhl'adavacieho
pola,

zobrazit fuzie, ktoré nepresli filtrami GRIDSS (LOW_QUAL), zaskrtnutim poli¢ka ,Zobrazit
filtrované fuzie”. Toto policko je Standardne nezaskrtnuté.
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https://github.com/PapenfussLab/gridss

@ vt conapa.. v @ac  © GeneCov @ 12 # Variants 9 Fusions B Reporting @ Files €@ Analysis

e

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 (-) 242523824 (+) 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 (+) 38 (+)  translocation  N/A NR_027098 intron  3/5 NM_020975 intron  11/19 3617% 118 3262 PASS

LINC00486 :: FGFR3 2:33141349 (+)

translocation ~ N/A NR_027098 intron  3/5 NM_000142 intron  5/17 0352% 28 7963 PASS

PRIM2 :: HRAS 6:57331998 (+) 11:533875 () translocation ~ N/A NM_000947 intron  6/13 NM_005343 CDS 3/6 0126% 6 4753 LOW_QUAL

Obrazok 31: Vizualizacia karty Fuzie pre analyzu SomaVar alebo SomaVar LF.

Udaje v tabulke je mozné triedit podla genomickych suradnic (breakend), pritomnosti fazie v
COSMIC (Databdzy), alelickej frekvencie (VAF) a poctu Citani podporujlcich fuziu (Podporné
¢itania).

Odkaz spojeny s genomickymi suradnicami kazdého bodu zlomu otvori rozdeleny pohlad na
bod fuzie v IGV. Nastroje podrobne uvadzaju pocet rozdelenych cCitani a nezhodnych parov v
stipci Podporné gitania a pokrytie v kazdom bode zlomu (Cov. 1 a Cov. 2) v stipci Pokrytie.

Stipec Filter zobrazuje 3 filtre kvality pouZivané GRIDSS, ktoré poskytuju informacie o
spolahlivosti identifikacie fuzie:
- PASS: fuzia presla filtrami kvality. Skére kvality je vacsie alebo rovné 500 a povazuje sa
za stredne alebo vysoko spolahlivé volanie (ak je > 1000).
- LOW_QUAL: fuzia ma skére kvality nizsie ako 500 pre aspon jeden z dvoch koncov zlomu
zapojenych do fuzie a je povazovana za volanie s nizkou spolahlivostou.
- ASSEMBLY_ONLY: fuzia je volana na zaklade zostavenia a nie na zaklade Citania, ktoré ju
podporuje. Zostavenie sa tyka rekonstrukcie sekvencii okolo potencialnych fuznych
bodov, ktoré su potom znovu zarovnané, aby sa identifikovala fuzia.

Ak je pre tu istu fuziu k dispozicii viacero filtrov, znak ,+" zobrazi vietky filtre v stipci Filter.

Okrem vysledkov zobrazenych v rozhrani je k dispozicii subor fusions.tsv s podrobnymi
informdaciami o zistenych fuziach. K dispozicii je na stiahnutie na karte Subory (Files) alebo cez

ikonu 2 v pravom hornom rohu stranky. Obsahuje nasledujice informacie:
- nazov flzie s génovymi symbolmi pre kazdého partnera (fzia)
- genoémové suradnice kazdého fizného bodu (breakend_1 a breakend_2)
- kanonicky transkript pre kazdého partnera (transcript_canonical_1 a 2)
- miesto zodpovedajlce fuznej bodu pre kazdého partnera (site_1 a site_2)
- Cislovanie exénov alebo intrénov podla prislusného transkriptu RefSeq (exon_1 a 2)
- 60 bp flankujucich sekvencii obklopujtcich fuzny bod (flanking_region_1 a 2)
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- filtry kvality priradené GRIDSS (filter)

- typ udalosti (type)

- pocet rozdelenych ¢&itani (split_reads)

- pocet nezhodnych parov ¢itani (discordant_pairs)

- pokrytie pre kazdého partnera (coverage_1 a coverage_2)
- podiel ¢itani podporujucich fuziu (read_fraction)

- pocet citani podporujucich faziu (supporting_reads)

- celkové pokrytie (coverage)

- Identifikator fuzie COSMIC (cosmic_id)

Tento subor obsahuje:
- Fazie zobrazené v rozhrani, ktoré presli filtrami kvality (filter = PASS),
- Fuzie, ktoré boli detegované, ale s hodnotenim kvality niz§im ako 500 pre aspon jeden z
dvoch koncov zlomu zapojenych do fuzie (filter = LOW_QUAL).

Hodnotenie kvality pre kazdy koniec zlomu néjdete v subore gridss.raw.vcf.gz (stipec QUAL),
ktory si moZete stiahnut na karte Subory.

13.1.9.2.  Fuzie detegované z RNA

Nastroj SomaRNA na analyzu udajov RNA-seq bud' z cielenych pristupov, ako je zachytavanie a
amplikén, ¢o znamen4, ze pouzivatelia mozu identifikovat a zobrazit udalosti génovej fuzie na
urovni transkriptu.

Metodika

Na detekciu a zobrazenie fuzii pomocou SomaRNA sa pouziva kombindacia dvoch nastrojov:

- STAR: nastroj na zarovnavanie udajov RNA-seq urc¢eny na zarovnavanie nesuvislych
sekvencii priamo s referenénym gendmom
- Arriba: detekuje génové fuzie z chimérickych zarovnani

Na zdaklade chimérickych zarovnani z programu STAR aplikuje program Arriba subor filtrov na
eliminaciu znamych artefaktov a transkriptov pozorovanych v nepatologickych kontextoch.
Kazdej potencidlnej fuznej udalosti priraduje skére spolahlivosti, ktoré zavisi od viacerych
kritérii:

- Pocet sekvencii podporujucich fuziu

- Rovnovaha medzi rozdelenymi ¢itaniami a nezhodnymi parmi

- Vzdialenost medzi bodmi zlomu, ich blizkost (intragénova alebo ind)
- Typ udalosti
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https://academic.oup.com/bioinformatics/article/29/1/15/272537
https://github.com/suhrig/arriba

Fuzie detegované programom Arriba so strednou alebo vysokou spolahlivostou sa zobrazuju v
SeqOne. Tie s nizkou spolahlivostou su uvedené v suboroch ,arriba_discarded” (pozri nizsie).
Spolahlivost programu Arriba odzrkadluje pravdepodobnost abnormalneho transkriptu, ktory sa
nepozoruje v zdravom tkanive, moznost zakladného genomického preskupenia a vylucenie
artefaktov.

Viac  podrobnosti o  urovni  spolahlivosti  najdete v  dokumentacii  Arriba:
https://qithub.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/08-Interpretation-of-results.md

Aby ste pochopili, pre¢o je flzia ,nizkej spolahlivosti“, pozrite si stipec ,filters” (filtry) (AA) v
subore ,discarded” (vyradené). Uvadza filter, ktory udalost vyradil. Podrobnosti o jednotlivych

filtroch: https://github.com/suhrig/arriba/blob/master/documentation/11-Internal-algorithm.md

Zobrazenie a interpretacia

Na karte Fuzie analyzy SomaRNA ziska pouzivatel zoznam predpovedi fuzii vo forme réznych
kariet.

V hornej Casti stranky su uvedené podrobnosti o fuzii a kazdom z partnerov, ktori sa na nej
podielaju:

Vseobecné informacie o fuzii

- pocet prekryvajucich sa spojovacich citani, rovny suctu prislusnych rozdelenych citani
kazdého z génov 5' a 3' zapojenych do fuzie,

- pocet nezhodnych parov,

- skore spolahlivosti pridelené Arribou (vysoké, stredné alebo nizke),

- typ udalosti veducej k fuzii (translokdcia, duplikacia, inverzia alebo delécia),

- vplyv fuzie na Citaci ramec,

- pripadne vyskyt fuzie v databaze COSMIC.

Informdcie o kazdom fuzovanom partnerovi

- symbol kazdého génu,

- transkript Refseq alebo, ak nie je k dispozicii, ENSEMBL pre kazdy gén,
- Cislovanie exénov zapojenych do fuzie,

- genomové suradnice kazdého bodu zlomu,

- celkové pokrytie v bode fuzie (Coverage),

- Citana frakcia podporujuca fuziu.

Rozdelené Citania su Citania zarovnané prevazne v géne 1 alebo géne 2 a prekryvajuce fuziu. V
pripade nezhodnych parov Citani je jedno z Citani v géne 1 a druhé v géne 2, bez nutného
prekryvania fuzie.
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Cast &itania je suéet rozdelenych &itani a nezhodnych pérov &itani spojenych s génom, vydeleny
celkovym pokrytim. Hodnota ¢asti ¢itania moze byt vacsia ako 100 %, ak su rozdelené Citania
spojené s génom sucastou aj nezhodnych parov Citani. Tieto Citania sa potom pocitaju dvakrat
namiesto jedenkrat.

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%

Obrazok 32: Vizualizacia informacii o fuzii z analyzy SomaRNA.

V spodnej Casti stranky su zobrazené grafické znazornenia fuzie, a to na urovni génu a exoénu,
ako aj na urovni proteinu. Tato posledna Cast je rozdelena na dve karty:

- Prva karta predstavuje Strukturu fuzie a zuCastnenych partnerov, kde pokrytie exdénov
zahrnutych v analyze je znazornené ako diagram na zltom pozadi:
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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

Obrazok 33: Pohl'ad na fuziu medzi dvoma génmi

- Proteinové domény zachované po fuzii s zvyraznené v druhom zobrazeni:

RETAINED PROTEIN DOMAINS
in-frame fusion

HELP modtit
WD domain, G-bata repeat

EML4 ALK

Protein tyrosineg kinase

Obrazok 34: Pohlad na polypeptid vzniknuty fuziou dvoch génov
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Okrem vysledkov prezentovanych v rozhrani su k dispozicii na stiahnutie rézne subory:

Fuzie zachované programom Arriba vo formate TSV (subor arriba.tsv),

Fuzie eliminované filtrami Arriba vo formate TSV (subor arriba_discarded_standard.tsv),
fazie eliminované filtrami Arriba a uvedené v COSMIC vo formate TSV (subor
arriba_discarded_cosmic.tsv),

rozne obrazky zobrazené v rozhrani vo formate SVG

13.1.10.  Klonalnost

Sprava o mutacnom stave IGHV v zélozke ,Klonalnost” analyzy SomaHemato zobrazuje
vysledky mutacného stavu.

Sekcia ,Vysledky IGHV" zobrazuje:
Mutovany stav IGHV a percento homoldgie:

Mutovany: ak je homoldgia <98 % identita s germline
Nemutované: ak je homoldgia =98 % identita s germline
Hranicny: pre klony v rozmedzi 97-98 % identity
Polyclonalny: Ziadny vyznamny klon nad 20

Neprikladny: ak zlyha akakolvek podstatna kontrola kvality

Urcend podmnozina (s klinickym vplyvom) a spolahlivost: *2 (vysoké riziko), *8 alebo

Ziadna
Varovné upozornenie, ak sa v sprave objavuju varovania.

V casti ,Klonélnost” su uvedené identifikované klony s ich frekvenciou a produktivitou
(produktivne, neproduktivne).

Kazdy klon ma vyhradenu sekciu, v ktorej je uvedeny jeho mutacny stav, frekvencia, odkaz na
stranku IMGT_quest a dalSie podrobnosti (homoldgia, Uplnost) spolu s kontrolami kvality.
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13.1.11.  Varianty splicingu

Metodika

Sada nastrojov SomaRNA pouziva sadu nastrojov Regtools na detekciu skokov exénov a
identifikaciu alternativnych variantov splice zo sekvenovania RNA, obohatenych o zachytenie
zamerané na panel génov. RegTools extrahuje spojenia exdn-exén zo suboru BAM
generovaného nastrojom STAR RNA-seq data aligner a anotuje ich podla znamej Struktury
transkriptu na zaklade suboru GTF a anotacii Ensembl.

Vizualizacia a interpretacia

Karta Varianty splice analyzy SomaRNA sa zameriava na vizualizaciu variantov splice
nasledujucich klinicky relevantnych génov a ich hlavnych akénych variantov:

- MET (MET protoonkogén, receptor tyrozinkinazy) a akéna varianta META14
- EGFR (receptor epidermalneho rastového faktoru) a akéna varianta spojenia EGFRVII
- AR (androgénny receptor) a akéna varianta splice AR-V7

Kompletny zoznam splice variantov detegovanych v analyze SomaRNA, okrem tych, ktoré su
uvedené vyssie, je mozné stiahnut priamo ako subor TSV prostrednictvom ikony Stiahnut v
rozhrani alebo z karty Subory v analyze.

Pre kazdy z vys$Sie uvedenych génov sa zobrazuje stav detekcie (detegovany alebo
nedetekovany) hlavnej akénej varianty spolu s poétom dalSich alternativnych udalosti
detegovanych pre dany gén.

Pouzivatelia mozu zobrazit podrobnosti o hlavnych zistenych variantoch splicingu otvorenim
Specialnej vlozky, ktora je rozdelena do troch Casti:

- Vlavo sa zobrazuju informacie o hlavnej pouzitelnej variante: genomické suradnice,
ndzov gén, transkript RefSeq, typ zistenej varianty s podrobnostami o chybajlcich
exdénoch, faza Citania, frakcia Citani a pocet Citani podporujucich variantu. Nakoniec sa
Specifikuju priemerné kanonické podporné Citania. To zodpoveda priemeru cCitani 5'a 3,
ktoré podporuju zaradenie exénu.

- Vpravo je graf sashimi (Junction Plot), ktory znazorfiuje zistené spojenia medzi exénmi,
ako aj pocet Citani podporujucich kazdé spojenie.

-V spodnej Casti su uvedené informacie o zistenych alternativnych udalostiach, t. j.
izoformach inych ako hlavna varianta, ktora je predmetom zdujmu opisana vysSie: typ
zistenej varianty (chybajlce Cisla exénov v zatvorkach), faza citania, frakcia a pocet
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Citani podporujucich variantu, priemerny pocet ¢itani podporujicich kanonicky transkript
(Avg. canonical support), stav PASS alebo FAILED podla filtrov opisanych nizsie.

@) SomaRNA-RNA1 - Resufts i Gene Coverage R e Splice variants  [EECAISSRR T

This section only shows gene isoforms of MET, EGFR and AR.

Results acros:

Download

nes 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
Transcript NM_001127500

Variant type Exon skipping (14)

Reading frame in-frame
Read fraction 26%

Supp. Read: 54
upp. Reads 1902 2131

Avg. canonical support 20165

Alternative events @
Variant type Reading frame Read fraction Supp. reads Avg. canonical support Filter PASS

Exon skipping (2) Inframe 58% 119 1916

Obrazok 35: Vizualizacia karty Splice variants analyzy SomaRNA.

Detekcia variantov splicingu v génoch zobrazenych na karte nepodlieha aplikacii detekénych
filtrov.

lkona ,Low support” (Nizka podpora) s detekciou META14 a EGFRvlll vSak pouzivatelovi
signalizuje, ze metriky suvisiace s podporujucimi Citaniami su pod nasledujucimi prahovymi
hodnotami: podiel Citani < 5 % alebo pocet podporujucich &itani < 10.

Stav PASS alebo FAILED inych alternativnych udalosti tiez pouziva tieto prahové hodnoty:
- PASS: podiel ¢itani >= 5 % a pocet Citani >= 10.
- NEUSPECH : podiel &itani < 5 % alebo pocet &itani < 10.

Subor TSV, ktory je mozné stiahnut, obsahuje podrobné informacie o vsSetkych zistenych
udalostiach spojovania: transkript RefSeq, gén, smer retazca (+ alebo -), podiel ¢itani a pocCet
Citani podporujucich variantu, pocet chybajucich exénov a prislusné Cisla exénov, faza Citania,
genomické suradnice spojeni. Subor tiez Specifikuje pod FILTER_PASS (ano/nie), ¢i varianta
prekracuje prahové hodnoty uplatiované na podporujice ¢éitania (podiel ¢itani >= 5 % a pocet
¢itani >= 10) a pod Actionable (ano/nie) ak¢nost varianty.
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13.1.12.  Stav MSI/MSS

Analyticka sada SomaMSI je k dispozicii pri spusteni novej analyzy udajov génového panelu a
sluzi na urcenie stavu MSI alebo MSS vzorky nadoru.

Metodika

Tato neindividualna kohortovd analyza je podobna analyze CNVCapture alebo
SomaCNVCapture. Na spustenie analyzy je potrebnych najmenej osem vzoriek.

Nastroj generuje referenénu vzorku zo vzoriek v kohorte, ktoré su odhadované ako negativne.
KedZe tento stav vzoriek nie je vopred znamy, tento odhad je zaloZeny na vypocte miery delécii
pozorovanych v mikrosatelitnych oblastiach: polovica vzoriek v kohorte s najnizSou mierou je
preto vybrana na generovanie referenc¢nej vzorky, pricom kazda vzorka prispieva ¢astou svojich
sekvencii.

Kazda vzorka nadoru sa nasledne porovna s referenénou vzorkou pomocou nastroja MSlsensor.
Vypocita sa skore, ktoré predstavuje percento Studovanych mikrosatelitnych oblasti, ktoré
vykazuju nestabilitu. Studované oblasti st mikrosatelitné oblasti pokryté panelom a detegované
nastrojom MSIsensor.

Na zaklade tohto skére je stav MSI alebo MSS réznych vzoriek uréeny prahovou hodnotou, ktora
sa vypocita takto: max(10, median + max (3*median-abs-dev, 0,3*median))
Princip tohto skoére je nasledovny:
-V analyze prezentujucej vzorky MSI a MSS bude prahova hodnota spravidla median +
3*median-abs-dev.
- Ak vSak vSetky vzorky maju stav MSS, ak su skére velmi nizke a ak je ich rozlozenie
extrémne blizke, prahovd hodnota sa nastavi na 10, aby sa zabranilo generovaniu
faloSnych pozitiv.

Zobrazenie a interpretacia

Po dokonceni analyzy je mozné zobrazit vysledky vSetkych vzoriek z analyzy SomaMSI. Karta
Vysledky je rozdelena do dvoch Casti:

Graf MSI: grafické znazornenie vysledkov, kde je kazdy vzorka zobrazena podla svojho skére.

Prahova hodnota stanovena vzorkovou kohortou vytvara v grafe dve zdny, ktoré predstavuju
vzorky povazované za MSI a MSS.
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MSI graph

100

MSI Score (%)
Threshold: 31.15%

Obrazok 36: Box plot znazornujuci rozlozenie skore MSI pre vzorkovu kohortu.

Podrobnosti o jednotlivych vzorkach: rozpis skore a stav priradeny kazdej vzorke su k dispozicii v
pravom paneli.

Per sample details

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5

@ o @ G @ @ o

Sample & Sample 7 Sample & Sample 9 Sample 10

@ o @& D @ GO

Sample 11 Sample 12 Sample 13 Sample 14 Sample 15

@« @& O
Sample 16

« o

Obrazok 37: Rozpis skore a stavu vSetkych vzoriek zahrnutych do analyzy SomaMSiI.
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13.1.13.  Stav HRD/HRP

Metodika

Detekcia stavu HRD navrhnutd spolo¢nostou SeqOne je zaloZzena na analyze udajov
sekvenovania genému s nizkym pokrytim (sWGS), ku ktorym je mozné pridat vysledky analyzy
génového panelu, ak tento obsahuje gény BRCA1 a BRCA2.

Princip je nasledovny:

- Kvantifikacia gendmovej nestability z udajov sWGS a identifikacia velkych prestavieb
(LGA) ako aj strat rodicovskych kopii (LPC), ktoré by odrazali stratu heterozygotnosti.

- Identifikacia variacii poctu kopii (CNV) v klGéovych génoch, ktoré s opisané ako
potencialne ovplyvnujice stav HRD.

- Volitelne detekovat patogénne varianty v génoch BRCA1, BRCA2 a TP53, ak su vysledky
panelu k dispozicii na rozhrani SeqOne pre prislusného pacienta. V tomto pripade sa
bertd do uvahy typy variantov detekovanych pracovnou sadou SomaVar, ktoré su SNV,
indely a SV (detekované Freebayes, Mutect2 a GRIDSS).

Stav HRD. Pozitivny stav HRD je definovany aspon jednym z nasledujicich kritérii (len verzie
SomaHRD v1.2 a v1.3): (1) aspon jedna patogénna mutdcia BRCA1/2 a/alebo (2)
pravdepodobnost HRD vacsia alebo rovna 0,5.

Od verzie v1.4 pracovnej sady SomaHRD je stav analyzy definovany vylu¢ne skére genomove;j
nestability (skoére Gl). Pouzivatelia moézu vybrat stav HRD (pozitivny, negativny alebo
nepresvedcivy) vedla stavu Gl, aby ho zahrnuli do spravy namiesto stavu Gl.

Pravdepodobnost HRD. (Iba verzie SomaHRD v1.2 a v1.3) Pravdepodobnost SeqOne HRD
zodpoveda pravdepodobnosti, ze nador je HRD pozitivny na zaklade charakteristik genémovej
nestability LGA a LPC stanovenych z idajov sWGS. Velké genémové zmeny (LGA) su definované
ako pocet kopii zZlomovych bodov, kde zlomovy bod zodpoveda zmene poctu képii medzi dvoma
genémovymi segmentmi s dizkou najmenej 10 Mb a vzdialenostou najviac 3 Mb. Straty
rodigovskych képii (LPC) st definované ako pocet haploidnych segmentov s dizkou najmenej 10
Mb. Pravdepodobnost HRD je linearnou kombindciou dvoch charakteristik genémovej
nestability, prevedenych pomocou logistickej regresie, aby sa hodnoty umiestnili na
pravdepodobnostnu stupnicu medzi0 a 1.

Gl probability (GiP) (Pravdepodobnost GI) (z SomaHRD v1.4) Pravdepodobnost genomovej
nestability (Gl) predstavuje pravdepodobnost, Ze nador vykazuje genomovu nestabilitu, na
zaklade sekvenovania celého genému (sWGS). Vypocet tejto pravdepodobnosti zavisi od dvoch
typov charakteristik genomovej nestability LGA a LPC. LGA je definovana ako pocet bodov
zlomu poctu képii. Bod zlomu zodpoveda zmene poctu képii medzi dvoma dostatocne velkymi
genomickymi segmentmi v tesnej blizkosti. Skore LGA nie je jedinym meradlom, ale skor subor
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niekolkych variacii. Tieto variacie sa pocitaju pomocou réznych parametrov pre minimalnu
velkost fragmentov a vzdialenost medzi fragmentmi. Skére LPC sa naopak vztahuje na pocet
haploidnych segmentov s dizkou najmenej 10 Mb. Pravdepodobnost genomovej nestability
SeqOne nie je priamou funkciou priemernych skére LGA a LPC. Pocita sa pomocou
posilnovacieho modelu, ktory integruje niekolko vlastnosti LGA a LPC, ¢im sa zlepsSuje presnost
predikcie. Kone¢nd pravdepodobnost je priemerom 100 pravdepodobnosti (v rozmedzi od 0 do
1) vypocéitanych pomocou réznych parametrov modelu.

Gl status. (z SomaHRD v1.4) Pozitivny status genémovej nestability (Gl status) je definovany
pravdepodobnostou genémovej nestability vacsej ako 50 %.

Stav BRCA. Na detekciu patogénnych variantov, urCenie stavu BRCA nezavisle od
pravdepodobnosti HRD alebo pravdepodobnosti Gl, sa na varianty BRCA1 a BRCA2 z analyzy
SomaVar pacienta uplatiuju nasledujuce kritéria:

- Frekvencia alely = 15 % (verzie SomaHRD v1.2 av1.3),

- Frekvencia alely = 10 % (z SomaHRD v1.4)

- Pokrytie = 35

- Priemerna kvalita kazdej bazy nesucej variantu (Phred skére) = 20

- Alternativne pozorovanie (poc¢et sekvencii nestcich mutdaciu) = 5

- Klasifikacia 4 (pravdepodobne patogénna) alebo 5 (patogénna) podla nasho nastroja na

klasifikaciu patogénnosti variantov na zaklade kritérii ACMG.

Varianty TP53. Na patogénne varianty TP53 z analyzy SomaVar vykonanej na pacientovi sa
uplatiuju nasledujuce kritéria:

- Pokrytie =100

- Priemerna kvalita kazdej bazy nestcej variantu (Phred skoére) = 20

- Alternativne pozorovanie (pocet sekvencii nestcich mutaciu) = 5

- Klasifikacia 4 (pravdepodobne patogénna) alebo 5 (patogénna) podla nasho nastroja na

klasifikaciu patogenity variantov zaloZzeného na kritériach ACMG.

Tieto varianty sa v sprave analyzy SomaHRD zobrazuju len bez minimalnej prahovej hodnoty
frekvencie alely, ale nie su determinujucimi faktormi stavu HRD. V sprave HRD bude uvedena
len patogénna varianta TP53 s najvyssou frekvenciou alely.

Cellularity (Bunécnost). Metaddta bunecnosti (% nadorovych buniek vo vzorke) sui nevyhnutné
pre spustenie analyzy SomaHRD. Mozno ich zadat pri nacitani vzorky alebo pred spustenim
analyzy upravou prislusnych metadat vzorky (viz Metadata vzorky). Pokial je hodnota nizsia nez
20 %, vysledok nebude jednoznacny. Stav HRD vSak mozZe byt pozitivny, ak je analyza
sprevadzana panelom obsahujucim BRCA1 a BRCA2, ktory poskytuje pozitivhy stav BRCA.

Upozornenie na frakciu nadoru Postup: Analyza SomaHRD obsahuje varovny mechanizmus,
ktory signalizuje, ked vzorka moze mat nizky obsah nadoru. Je zaloZeny na Statistickom
meradle nazyvanom ,Statistika prekryvania“, ktoré hodnoti podobnost medzi po sebe idtcimi
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genomickymi segmentmi z hladiska pomeru poctu kopii. Vzorky s vyznamnym prekryvanim
maju Casto nizsie frakcie nadoru, ¢o stazuje rozliSenie genomovej nestability.

Aby sme stanovili spolahlivu hranicu pre toto varovanie, korelovali sme Statistiku prekryvania s
frekvenciou variantnych aliel (VAF) mutécii TP53 pomocou klinickych tGdajov. Ak Statistika
prekryvania prekroCi vopred stanovenu hranicu, spusti sa varovanie. Toto varovanie upozoriuje
na potencialne nezrovnalosti s ru¢ne zadanym percentom obsahu nadoru, ¢o méze naznacovat,
Ze frakcia nadoru je nizsia ako 20 %. Vzorky s frakciami nadoru pod touto Uroviiou maju zvysené
riziko vzniku faloSne negativnych vysledkov. Takéto vzorky vSak nie su odmietnuté a vystraha
slizi ako usmernenie pre starostliva interpretaciu vysledkov HRD.

Minimalne pokrytie. Minimalne pokrytie potrebné na vykonanie testu je 0,1X, ale odporu¢ame
minimalne pokrytie 0,5X, idealne 1X. Ked sa pokrytie znizi na 0,1X, miera chyby klasifikacie sa
zvy$io 5 %.

Hoci udaje sWGS mohli byt generované zo supravy, ktord obsahuje UMI, tieto sa pocas analyzy
SomaHRD nezohladnuju. V pracovnej sade je zahrnuty krok orezavania pre adaptéry aj UMI.

Vizualizacia a interpretacia

Po dokonceni analyzy su vysledky k dispozicii z analyzy SomaHRD. Okrem metrik QC a
technickej spravy je sprava HRD priamo dostupnd z karty Sprava HRD (verzie SomaHRD v1.2 a
v1.3).

Od verzie v1.4 pracovnej sady SomaHRD sa vysledky analyzy zobrazuju na Specialnej karte
HRD. Kazda cast karty odzrkadluje Cast spravy HRD opisanej nizsie (suhrn HRD, kvalita vzorky,
znaky genomovej nestability, mutacie BRCA1/BRCA2 a TP53, variacie poctu kopif).

Z tejto karty moze pouzivatel exportovat tieto vysledky ako stbor CSV alebo ako spravu HRD vo
formate PDF. V pripade exportu do PDF mozZe pouzivatel vybrat jazyk spravy HRD zo zoznamu
dostupnych jazykov: francuzstina, SpanielCina, angli¢tina, nemcina, taliancina. Predvoleny vyber
je anglictina.

Sprava HRD je rozdelena do nasledujucich Casti.

V hlavicke su uvedené metadata pacienta a analyzy, typ vykonaného testu a stav HRD
(SomaHRD v1.2 a v1.3) alebo stav GI (SomaHRD = v1.4).

Kvalita vzorky. V tejto €asti su zhrnuté hlavné ukazovatele kvality analyzy, ako aj minimalne
pozadované prahové hodnoty.

Kontroly QC su zobrazené v tabulke. Pre kazdy parameter su k dispozicii nasledujuce
informacie:
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- Nazov: nazov parametra

- Hodnota : hodnota parametra, vratane :
- lkona, ktora oznacuje, Ci je filter v poriadku, varuje alebo zlyhal
- Hodnota parametra pre vzorku

- Popis: Strucny popis parametra

SAMPLE QUALITY

NAME VALUE DESCRIPTION
% of tumoral cells @ 90% Low value of tumoral cells is likely to generate false negative results
Coverage 0.43X Average sequencing coverage of the genome
% correct mapping @ 96.5% Proportion of reads correctly mapped
Confidence in genomic instability @& 1.00 Large values indicates high confidence in genomic instability computation
Low tumor fraction @& NORMAL  Low tumor fraction detected from the shallow WGS

SAMPLE QUALITY
NAME VALUE DESCRIPTION
::/oelclef moral 30% A percentage of tumoral cells below 20% is likely to generate false negative results.
Coverage @ o07x The average sequencing coverage of the genome should be above 0.1x.

. : A large dispersion reflects high variability in the genomic instability computation, indicating

Gl Dispersion & 0.93 low precision in the estimated score.
Ir;%l\élteumor WARNING  Low cellularity detected from the genomic profile.

Obrazok 38: Suhrn metrik QC tykajucich sa vzorky sWGS v SomaHRD v1.2 (hore) a SomaHRD
v1.5 (dole).

Kontroly kvality sa uplatruju na nasledujuce parametre podla prahovych hodn6t uvedenych na
konci spravy HRD (Cast KONTROLY KVALITY VZORKY):

- percento nadorovych buniek, zalozené vylucne na hodnote poskytnutej pouzivatelom.

- priemerné pokrytie sekvenovania genomu,

- podiel spravne zarovnanych ¢itani, vypocitany po kroku orezdvania adaptéra (len verzie
SomaHRD v1.2 av1.3),

- metrika spolahlivosti gendmovej nestability (LGA a LPC) na zéaklade udajov o pokrytie
(len verzia SomaHRD v1.2). Tato kontrola kvality sa pouziva na meranie spolahlivosti
vrateného stavu HRD. Niektoré pozitivne a negativne vysledky su oznacCené stitkom
,nizka spolahlivost”, aby sa identifikovali vzorky s najnizSou spolahlivostou stavu.

- interval spolahlivosti pravdepodobnosti HRD (len verzia SomaHRD v1.3). Tato metrika
bude mat stav ,Varovanie“, ak Standardna odchylka je vacsia ako 0,07; bude mat stav
Neuspesné, ak interval spolahlivosti pravdepodobnosti HRD zahfiia hodnotu 0,5.
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- interval spolahlivosti pravdepodobnosti Gl (len verzia SomaHRD v1.4). Tato metrika
bude mat stav ,Varovanie®, ak je Standardnd odchylka vacsia ako 0,07; bude mat stav
,Neuspesné“, ak interval spolahlivosti pravdepodobnosti Gl zahfiia hodnotu 0,5.

- disperzia Gl (len verzia SomaHRD v1.5), ktord zobrazuje disperziu 100 vypoctov
pravdepodobnosti Gl. Tato metrika zobrazi stav ,Warning” (Upozornenie) s oznacenim
,Moderate” (Strednd) vedla hodnoty, ak je rozptyl > 2,6, a stav ,Failed” (Nelspes$né) s
oznacenim ,High” (Vysokd), ak je > 2,7. V ostatnych pripadoch sa vedla skére zobrazi
oznacenie ,Low" (Nizka).

- v pripade podozrenia na nizky obsah nadoru (nizka nddorova frakcia) na zédklade sWGS
sa zobrazi sprava WARNING (varovanie). Ak tomu tak nie je, na ovladacom paneli sa
zobrazi sprava NORMAL (normalne).

Ak niektora z nasledujucich metrik QC nedosahuje ocakavané prahové hodnoty zlyhania,
vysledok analyzy bude nepresved&ivy (NEPRESVEDCIVY):

- % nadorovych buniek

- pokrytie

- % spravne zarovnanych Citani (len pre verzie SomaHRD v1.2 a v1.3)

- Gl disperzia > 2,7, ak je tiez 0,37 < GiP < 0,59 (len pre SomaHRD v1.5)

V tomto pripade sa metriky pre istotu v gendmovej nestabilite a nizkej frakcii nadoru
nevypocitaju a v prislusnych sekciach sa zobrazi N/A (pre verziu SomaHRD < v1.5).

V pripade SomaHRD v1.3, ak je metrika spolahlivosti gendmovej nestability nedspesna, t. j. pod
oCakavanou hranicou neuspesnosti, vysledok analyzy bude:
- POZITIVNA NiZKA SPOLAHLIVOST, ak je pravdepodobnost HRD v&&sia alebo rovna 50
%.
- NEGATIVNA NiZKA SPOLAHLIVOST, ak je pravdepodobnost HRD mensia ako 50 %.
V tomto pripade je vysledok analyzy sprevadzany varovanim.

Ak je vSak analyza sprevadzana panelom obsahujucim BRCA1 a BRCA2 a panel vrati pozitivny
stav BRCA, stav HRD bude pozitivny, aj ked metrika QC tykajuca sa vzorky sWGS je pod prahom
zlyhania (len pre verzie SomaHRD v1.2 a v1.3).

Varidcie poctu kopii. Tato Cast je venovana variaciam poctu kopii génov CCNE1 a RAD51 z
hladiska poctu zistenych képii. Tieto sa nezohladruju pri vypocte pravdepodobnosti HRD a
pravdepodobnosti Gl.

Charakteristiky genomovej nestability. Tato ¢ast obsahuje podrobnosti o charakteristikach, ktoré
boli vypocitané na urcenie genomovej nestability nadoru. Tieto charakteristiky sa pouzivaju na
uréenie pravdepodobnosti SeqOne HRD (SomaHRD v1.2 a v1.3) a pravdepodobnosti Gl
(SomaHRD verzia v1.4). Tato ¢ast ma za ciel vysvetlit, ako sa pravdepodobnost vypocitava. Pre
kazdu z funkcii su uvedené nasledujuce informacie:
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- Nazov : Nazov funkcie (napr. stav LGA alebo skére LGA)
- Hodnota : Hodnota, ktora bola vypocitana pre pacienta
- Popis: Stru¢ny popis funkcii

V pripade NEVYPOVEDNYCH vysledkov, suvisiacich s metrikami QC pod o&akavanymi
prahovymi hodnotami, sa ¢asti AMPLIFICATIONS (Amplifikacie) a GENOMIC INSTABILITY
FEATURES (Vlastnosti genémovej nestability) spravy zobrazia sivou farbou.

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

Obrazok 39: Vlastnosti pravdepodobnosti HRD suvisiace s genomickou nestabilitou.

Mutacie BRCAT/BRCA2 a TP53. V pripade kompletného testu HRD vratane analyzy SomaVar
poskytujeme dodato¢nu cast venovanu patogénnym variantom zistenym v génoch BRCAT,
BRCA2 a TP53. Su uvedené vsetky patogénne varianty BRCA1 a BRCA2, ktoré zodpovedaju
kritériam opisanym v Casti Metodika. Uvedena vS§ak bude len patogénna alebo pravdepodobne
patogénna varianta TP53 s najvys$sSou frekvenciou alely. Ostatné patogénne varianty TP53 je
mozné zobrazit v suvisiacej analyze SomaVar. Tato sekcia je skryta iba pre spravy sWGS.

Zistené mutacie st uvedené v tabulke s nasledujicimi stipcami:
- Gén a transkript. Nazov génu HGNC a ID transkriptu RefSeq
- Varianta: Nomenklatury variantov HGVSC a HGVSP
- Hodnotenie: Hodnotenie varianty podla kritérii ACMG (patogénna alebo pravdepodobne
patogénna)
- VAF: Alelicka frakcia varianty

Ak v prepojenej panelovej analyze neboli identifikované ziadne patogénne mutacie BRCA, v tejto
Casti spravy sa zobrazi nasledujuca sprava: ,Na génoch BRCA1 a BRCA2 neboli identifikované
Ziadne patogénne mutacie.”

Ak v prepojenej panelovej analyze neboli identifikované ziadne patogénne mutacie TP53, v tejto

Casti spravy sa zobrazi nasledujuca sprava: ,Na géne TP53 neboli identifikované ziadne
patogénne mutacie.”
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BRCA1/BRCA2 & TP53 MUTATIONS

GENE & TRANSCRIPT VARIANT EVALUATION VAF

BRCA1 NM_007294.4 gf\ufoass}éﬁff‘gers Pathogenic 60.68%
BRCA1 NM_007294.4 g%};%g&é?ﬁﬂgﬁg Pathogenic 58.18%
BRCA1 NM_007294.4 g%ﬂ%g&éﬁggeﬂ Pathogenic 60.08%
TP53 NM_000546.6 g-_gfg?%mis Pathogenic 39.29%

Obrazok 40: Patogénne varianty BRCA1/BRCA2 a TP53.

Suhrn HRD. Poslednd cast spravy je venovand vysledkom. Cielom tejto Casti je poskytnut
podrobny prehlad vysledkov a zobrazuje nasledujuce informacie:

Pravdepodobnost HRD (SomaHRD v1.2 a v1.3): Hodnota pravdepodobnosti HRD v
rozmedzi od 0 do 1. Stav je pozitivny, ak je hodnota vacsia alebo rovna 0,5.
Pravdepodobnost’ GI (SomaHRD verzia = v1.4): Hodnota pravdepodobnosti Gl v rozmedzi
od 0 do 1. Stav je pozitivny, ak je tato hodnota vacsia alebo rovna 0,5.
Stav BRCA: stav stanoveny na zaklade detekcie aspon jednej patogénnej mutacie BRCA:
MUTOVANY, DIVOKY TYP alebo N/A v pripade, Ze nebola vykonand panelova analyza.
Stav HRD alebo stav GI: POZITIVNY, NEGATIVNY, NEGATIVNY S NizZKOU ISTOTOU,
POZITIVNY S NiZKOU ISTOTOU alebo NEKONKLUZIVNE, ako je uvedené v hlavicke sprévy
Metdda: Metdda (alebo rezim), ktora bola pouzita na vytvorenie skére HRD:

- Kompletné HRD = ,WGS SHALLOW + BRCA1/2 GENE PANEL"

- Iba Shallow = ,SHALLOW WGS ONLY"

V pripade NEGATIVNEJ NIZKEJ ISTOTY, POZITIVNEJ NIZKEJ ISTOTY alebo NEZAVERECNYCH
vysledkov sa tieto vysledky zobrazia svetlosivou farbou.

Podrobnosti o réznych hodnotach zobrazenych v sprave, ako aj celkova metodika testu su
uvedené v Castiach ,Poznamky pod ciarou” a ,Metodika", ktoré sa nachadzaju za vysledkom.

Okrem spravy HRD su grafy genomovej nestability suvisiace s analyzou HRD k dispozicii na
stiahnutie v karte Subory analyzy SomaHRD. Tieto grafy predstavuju normalizované pokrytie
vSetkych chromozémov z udajov sWGS.

V pripade NEKONKLUZIVNYCH vysledkov, suvisiacich s metrikami QC pod oé&akavanymi
prahovymi hodnotami, sa grafy gendmovej nestability negeneruju.
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13.1.14. Metyla¢né data pre SomaMethyl

Methylation Index (Index metylacie)

O suw'sh M ©0QC  -oMethylation g5 Files Selection @) 2 Analysis

Mi

Sample Methyl Index

0.154

Index metylacie (MI) je jediné Ciselné skore, ktoré kvantifikuje celkovy stav metylacie biologickej
vzorky a sumarizuje signal metylacie spojeny s nadorom. Dokaze citlivo detegovat aj nizke
hladiny DNA pochadzajucej z nadoru na pozadi normalnej DNA. V SomaMethyl sa Ml pocita v
Standardnom rezime pomocou proprietarneho algoritmu spolo¢nosti Agilent (MethylAlgo). Ked
je k dispozicii referenénd kohorta, Ml vzorky sa méze porovnat s hodnotami MI kohorty a
interpretovat pomocou pouzivateflom definovanej prahovej hodnoty. Na vyhodnotenie MI
spoloénost Agilent poskytla titracné vzorky s oCakavanymi hladinami metylacie. Hodnoty M
vypocitané modulom SomaMethyl v Standardnom rezime sa porovnavaju s ocCakavanymi
hodnotami MI poskytnutymi spolocnostou Agilent a vykon sa sumarizuje pomocou vazenej
metriky zhody definovanej ako 1 - wMAPE (Vazena priemernd absoldtna percentualna chyba).

Methylation level (Uroven metylacie)

Methylation level

CpG coverage % CpG Methylation

ns 15 22 39 14
02 02 02 °° 03 S-- 1.7 09 07 05 03 03 02 01 01 01 01 01 01
T T T

CpG coverage (histogram) (Pokrytie CpG (histogram))

Distribucia hibky &itania naprie¢ miestami CpG v cielovych oblastiach (manifest).

Os X (pokrytie Citania log10): pokrytie na miesto CpG (pocet ¢itani podporujucich volanie
metyldcie na danom CpG, t. j. po¢et metylovanych + nemetylovanych).

Os Y (# miest CpG): pocet miest CpG v manifeste, ktoré maju toto pokrytie.

MozZete skontrolovat, ¢i su cielové CpG dostatocne pokryté a Ci je pokrytie dostatocne
rovnomerné na spolahlivd interpretaciu percent metylacie.

% CpG methylation (histogram) (% metylacie CpG (histogram))
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Distribucia urovni metylacie naprie¢ miestami CpG v cielovych oblastiach (manifest).

Os X (% metylacie): pre kazdé miesto CpG zlomok metylovanych ¢&itani zo vSetkych cCitani
pokryvajucich toto CpG.

Os Y (# miest CpG): pocet miest CpG v manifeste vykazujucich tdto Uroven metylacie.

Poskytuje pohl'ad na drovni vzorky na stavy metylacie CpG naprie¢ cielovymi oblastami (¢asto
ukazuje vrcholy v blizkosti nizkej a vysokej metylacie v zavislosti od zachytenych oblasti a
biologie vzorky).

Miesta CpG s velmi nizkym pokrytim poskytuju menej spolahlivé percenta metylacie, pretoze
maly pocet ¢itani mbéze % vychylit nahor alebo nadol. Z tohto dévodu by sa mal histogram %
metylacie CpG vzdy interpretovat spolocne s histogramom pokrytia CpG (a dal$imi metrikami
kontroly kvality).

Methylation profile (Profil metylacie)

Methylation profile

Graf profilu metylacie ukazuje signal metylacie CpG vzorky naprie¢ gendmom, zobrazeny podla
chromozému. Kazdy bod zodpoveda priemernému percentu metylacie CpG vypocitanému v po
sebe iducich genomickych oknach (ako vo vystupe .mcpg.track.bedGraph). Tento pohlad
pomaha vizualizovat Siroké vzory metylacie a identifikovat oblasti s vy$Sou alebo nizSou
metylaciou v porovnani so zvyskom genému.

Methylation Table (Tabulka metylacie)
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Table

REGION

Clorf94

EPHA10

HPCAL4

Tabulka metylacie uvadza genomické oblasti
SomaMethyl sumarizuje metylaciu CpG (pevné oknd alebo zli¢ené segmenty, v zavislosti od
kroku). Pre kazdu oblast METH. LEVEL hlasi agregovanu troven metylacie vypocitanu z volani
metylacie CpG v tomto intervale a CpG NBR. udava, kolko miest CpG prispelo k vypoctu. Kazdy
riadok je potom anotovany pomocou CpG REGIONS (ostrov, breh, Self, kde je to vhodné) a
funkénymi anotaciami, vratane prekryvajucich sa regulacnych prvkov GENOMIC FEATURE

METH. LEVEL

1

3

5

3

24

CpG NBR.

53

42

51

61

26

22

28

28

47

43

CpG REGIONS

Island +1

Island +1

Island

31t0 40~ of 2217

GENOMIC FEATURE REFSEQ CDS

silencer

enhancer

(prométor, zosilfiovag, timi¢) a informdcii REFSEQ CDS (kédujlca sekvencia).
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14. Sprava

14.1.1.  Vystupné subory

Na karte Subory su uvedené subory vytvorené v roznych fazach worksetu. Kazdy subor je mozné

stiahnut kliknutim na ikonu ,, “ (Stiahnut subor) .

Niektoré subory nemaju ako predponu nazov vzorky. Ak ich chcete stiahnut s touto predponou,
musite aktivovat moznost ,Prefix with sample name” (Predpona s nazvom vzorky) v pravom
hornom rohu stranky.

Subory su k dispozicii na stiahnutie z réznych ¢asti rozhrania:

- Subory FastQ su k dispozicii na karte Vzorky projektu po vybere prislusnej vzorky a

naslednom kliknuti na ikonu ,, “ (Stiahnut subory).

- Manifesty (subory BED) su k dispozicii v nastaveniach pouzivatela prostrednictvom ikony
v pravom hornom rohu riadiaceho panela a potom na karte Manifests (Manifesty).

- Analytické spravy vo formate PDF su k dispozicii na karte ,Reporting” (Spravy) po vybere
analyzy.

- Subory vytvorené pocas analyzy (BAM, VCF atd.) a rézne spravy vo formate HTML
(kvalita, technické atd") su k dispozicii na karte Files (Stubory) pre kazdu analyzu.
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15. Riesenie problémov a spravy o chybach

Na upozornenie pouzivatelov na chybu sa pouziva niekolko sprav

Chybova sprava

Popis

Login failed

Forgot Password ?

Irvalid username or password.

Heslo a/alebo prihlasovacie meno je
nespravne.

Pouzivatelia su vyzvani, aby znovu
zadali svoje prihlasovacie meno a
heslo alebo Kklikli na ,Zabudli ste
heslo?“, aby si heslo obnovili.

Upload pending

Nahratie vzorky je v procese.

Pouzivatelom sa odporica pockat,
nezatvarat okno prehliadaca a
neprerusovat pripojenie k internetu.

X Upload failed

Vzorku sa nepodarilo nahrat.

Tato chyba sa mo6ze vyskytnut, ak bol
prehliada¢ uzavrety alebo ak doslo k
vypadku internetového  pripojenia
pocas nahravania.

Pouzivatelia su vyzvani, aby sa
pokusili nahrat subor (subory) znovu.

Upozoriuje na priebeh aktualneho
nahravania.

Pouzivatefom sa odporuc¢a pockat,
nezatvarat okno prehliadaca a
neprerusovat internetové pripojenie.

Nacitavanie stranky.

Pouzivatelia su vyzvani, aby pockali.
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. . _ Analyza prebieha.
Bioinformatics - pending yzap

Pouzivatelia su vyzvani, aby pockali.

v Failed - aror Analyza sa nepodarila.
Pouzivatelia su vyzvani,  aby
skontrolovali nastavenia a udaje
pouzité na spustenie analyzy a potom
analyzu znovu spustili.

Doslo k chybe.

A Something went wrong

Something went wrong, you should refresh this page before continue. POUZ|Vate| Je Vyzvany, aby k“kOI na
Feel free to contact the support if the problem persist. < "«
klavesu ,Esc”.

Ak problém pretrvava, kontaktujte
podporu na adrese
support@seqone.com

V tejto vzorke chybaju prislusné
X Missing fastq files subory FastQ, ¢o znamena, Ze pre t(to
vzorku nie je mozné spustit Ziadne
nové analyzy.

Sprava ,Unexpected EOF” (End of File)

zodpoveda skratenému suboru.
X Verification failed ‘IR
Pouzivatel je vyzvany, aby skontroloval

Udaje a znovu nacital prislusné
subory.

Pouzivatelia m6ézu kontaktovat tim podpory kliknutim na Iogo v pravom hornom rohu

pouzivatel'ského panela a potom na ikonu @ Support
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16. Zaruka

Podmienky zaruky najdete vo vasej zmluve o udrzbe.

17. Pravne upozornenie

17.1. Podmienky pouzivania
Informdcie o pouzivatel'skej licencii su dostupné po kliknuti na logo pouzivatel'ského Uctu a
nasledne na polozku ,Podmienky pouZivania“. Pouzivatelia mozu zobrazit a stiahnut informacie
vo formate PDF z vyskakovacieho okna kliknutim na ,OTVORIT PDF".

17.2. Obmedzenie zodpovednosti

SeqOne odmieta akukolvek zodpovednost za akékolvek zneuzitie alebo neprofesiondlne
pouzivanie platformy SeqOne.

SeqOne je nastroj na podporu klinického rozhodovania a nezodpoveda za diagn6zy odvodené z
ziskanych vysledkov.

Preto musia pouzivatelia pri pouzivani softvéru a jeho vysledkov postupovat s naleZitou
opatrnostou. Diagnézy by mali byt potvrdené réznymi klinickymi a lekarskymi vysetreniami.

17.3.  Autorské prava a ochranné znamky spolocnosti

Vsetky nazvy spoloc¢nosti a produktov uvedené v tejto prirucke mozu byt ochrannymi znamkami
ich prislusnych vlastnikov.
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