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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module munkafolyamati utmutato MiSegDx készUlekhez

A Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modul el6szor elvégzi az indexelt beolvasasok
demultiplexelését. Ha jelen van, a DNA GenerateFASTQ Dx modul FASTQ féjlformatumu kdzbensd
kimeneti fajlokat hoz Iépte, majd kilép a munkafolyamatbdl. Ez utan nem térténik illesztés vagy tovabbi
elemzés. A FASTQ fajlok a harmadik féltél szarmazo elemzbeszkdzdkkel torténé elemzéshez szlkséges
bemenetet képezik.

A Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modul a Local Run Manager 3.1.0-s (vagy Ujabb)
verzidjaval futtathatd, és kompatibilis a Windows 10 rendszerrel. Az elemzési modul tamogatja az lllumina
DNA Prep with Enrichment Dx vizsgélathoz szUkséges szekvenalast és elemzést.

Néhany sz a jelen utmutatérdl

Ez az utmutatd a DNA GenerateFASTQ Dx vizsgalati modul szekvenalasi és elemzési paraméterei
bedllitdsanak utasitasait tartalmazza. A szoftver hasznalata az aktualis Windows operacios rendszer és a
webbongész§-alapu felhasznaldi felllet alapszintl ismeretét igényli. A Local Run Manager infopultjardl és a
rendszerbeallitasokrol az MiSeqDx készlléken futd Local Run Manager szoftver referencia-utmutatdja
(dokumentumszam: 200003931) cimU dokumentumban talal informacidkat.

Paraméterek beallitasa

1 Jelentkezzen be a Local Run Managerbe.
2 Valassza a Create Run, majd a DNA GenerateFASTQ Dx lehet8séget.

3 rja be a futtatas egyedi nevét (legfeliebb 40 karakter), amely azonositja a futtatast a szekvenalastél az
elemzésig.
A futtatas neve tartalmazhat alfanumerikus karaktereket, szokozoket és a*.~1@#3$%-_{} specidlis
karaktereket. Nem hasznalhatd egy korabbi futtatas neve.

4 [Valaszthatd] Adja meg a futtatas leirasat a futtatas azonositasahoz (legfeljebb 150 karakter).
A futtatas leirasa tartalmazhat alfanumerikus karaktereket, szokdzdket és a kovetkezd specialis
karaktereket:
L~ l@#3%-_{}.

5 Allitsa be a futtatési bedllitasokat:
Indexlemez: Véalassza ki a konyvtarkészités soran hasznalt indexlemez-elrendezést. Valaszthat az
Index Set A, az Index Set B és az Index Set AB kozil. Az indexlemez-elrendezéssel kapcsolatos
tovabbi informacidkért olvassa el az lllumina DNA Prep With Enrichment Dx terméktajékoztatot.
Az A és B indexkészletek 96 mintat és a hozzajuk tartozé egyedi kétszeres primereket (UDP)
tartalmazzék. Az AB indexkészlet 192 mintat és a megfelel6 UDP-ket tartalmazza.
Read Type (Beolvasaés tipusa) — Valassza a Single Read (Egy beolvasas) vagy a Paired End
(Parositott vég) lehetéséget. Az alapértelmezett beolvasasi tipus paros véga.
Beolvasasi hossz - Adja meg a beolvasasok hosszat. Az alapértelmezett beolvasasi hossz 151.

6 A Module-Specific Settings (Modulspecifikus beallitasok) alatt allitsa be az Adapter Trimming (Adapter
szétvagasa) opciot.
Az adapter szétvagasa alapértelmezés szerint engedélyezve van.

Dokumentumszam: 200015661 vO1 HUN
IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA



Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module munkafolyamati Uutmutato MiSegDx készllekhez

7 Valassza ki a szekvenalandd mintak szamat. A kivalasztott mintaszam tartalmazza az automatikusan
kitoltott UDP-ajanlasokat. Ha nem szeretné az UDP-ajanlasokat hasznalni, valassza a Custom (Egyéni)
lehet8séget.

Ha a szekvenalandd mintak szama nem szerepel a legdrduld listaban, valassza ki a legkdzelebbi
mintaszamot. A kivalasztott szam legyen kisebb, mint a szekvenalandd mintak szama, és szlkség
esetén adjon hozza tovabbi UDP-ket. Példaul 18 minta teszteléséhez valassza a 16 minta lehetdséget.

Mintak megadasa a futtatashoz

Adja meg a futtatasban szereplé mintakat az alabbi lehet8ségek egyikével.

Enter samples manually (Mintak manualis bevitele) — A Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn
taldlhato Ures tablazat hasznalataval.

Import samples (Mintak importalasa) — Egy kulsé, vesszdével elvalasztott értékek (*.csv) formatumu fajl
megkeresésével. Egy sablon letdltheté a Create Run (Futtatas létrehozésa) képernydn.

Mintak manualis bevitele

1 Adjon meg egy egyedi mintaazonositét a Sample ID (Mintaazonositd) lapon. Hasznalhat alfanumerikus
karaktereket, illetve kotdjelet (legfeljebb 40 karakter).
A minta azonositéja és a megfeleld minta leirasa és UDP-pozicidja kékkel van kiemelve, hogy jelezze,
hogy a minta bevitele térténik.

2 [Opcionalis] Pozitiv és negativ kontrollmintak kivalasztasahoz kattintson a jobb gombbal a
mintatregekre.

3 [Opciondlis] Adja meg a minta leirasat a Sample Description (Minta lefrasa) lapon. A minta lefrasa
tartalmazhat alfanumerikus karaktereket, pontokat és a "~!@#3$%-_{} specidlis karaktereket. Nem
tartalmazhat szokozt.

Ha a minta lefrasahoz tartozé mintaazonosité egy késébbi futtatas soran Ujra felhasznalasra kerUl,
az eredeti minta leirasa felllirodik.

4 Szukség szerint modositsa az ajanlott UDP-pozicidkat. A javasolt mintatireg-helyek sarga, lila,
narancssarga és rozsaszin szinnel vannak kiemelve.
Ha a javasolt mintalregeket haszndlja, a szoftver automatikusan feltolti az indexek diverzitasi
kévetelményeinek megfelelé UDP-indexadaptereket. Ha a kivalasztott mintak szama nem pontosan
annyi, mint amennyi mintat vizsgalni kivan, ne felejtsen el a tovabbi mintatiregekhez UDP-
indexadaptert valasztani.

5 [Opciondlis] Valassza az Export Samples (Mintak exportalasa) lehetéséget a mintainformacios fajl
exportalasahoz.

6 Vaélassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetdséget.

Mintalap importalasa

A mintainformaciokat importéalhatja a DNS GenerateFASTQ Dx modulbdl korabban exportalt
mintainformacids fajlbdl a Export Samples (Minték exportalasa) funkcidval vagy egy sablonfajlbdl, amely a
Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn a Template (Sablon) lehet8ség kivalasztasaval hozhato létre.
A mintainformaciok létrehozasara és exportalasara vonatkozoé utasitasokat lasd a Mintak manualis bevitele,
4. oldal.

A sablonfajl nem tartalmaz automatikusan kitoltott UDP-ajanlasokat.
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A sablonfajl szerkesztése:

1 Vaélassza a Template Sablon lehetéséget a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn egy Uj
lemezelrendezés készitéséhez. A sablonfajl tartalmazza a megfelel§ oszlopcimeket az importalashoz.
Szerkessze a féjlt a kdvetkezbképpen.

a Nyissa meg a mintalapot egy szdvegszerkesztében.
b Irja be a sziikséges mintaadatokat.
c Mentse a fajlt vessz@vel elvalasztott értékek (*.csv) formatumban. Gy6z8djén meg arrdl, hogy a
mintaazonositok egyediek.
Mintainformaciok importalasa:
2 Valassza az Import Samples (Mintak importalasa) lenetéséget, majd valassza a CSV-fjlt.

3 [Opcionadlis] Valassza az Export (Exportalas) lehetéséget a mintainformaciok kulsé fajlba torténd
exportalasahoz.

4 Vaélassza ki a Save Run (Futtatas mentése) lehetéséget.

Futtatas szerkesztése

A szekvenalas el6tt a futtatas adatainak szerkesztésére vonatkozé utasitasok az MiSeqgDx késziléken futd
Local Run Manager szoftver referencia-utmutatdja (dokumentumszam: 2000039317) cim( dokumentumban
talalhatok.

A DNA GenerateFASTQ Dx elemzd modul elvégzi a kdvetkezd elemzési lépéseket, majd az elemzés
kimeneti fajljait az Alignment mappaba irja.

Demultiplexeli az indexleolvasasokat
FASTQ féjlokat hoz létre

Demultiplexelés

A demultiplexelés 6sszehasonlitja az egyes indexleolvasasi szekvenciakat a futtatashoz megadott
indexszekvenciakkal. Ebben a lIépésben nem torténik mindségi értékek figyelembevétele.

Az indexleolvasasok azonositasa a kdvetkezd lépésekben torténik:
A rendszer szamozza a mintakat 1-t6l kezdddden, a futtatashoz valo felsorolas sorrendjében.
A 0-s mintaszam a mintahoz nem rendelt klaszterek szamara van fenntartva.

A Kklaszterek akkor kerliinek hozzarendelésre egy mintahoz, ha az indexszekvencia pontosan
megegyezik, vagy ha indexleolvasasonként legfeljebb egy eltérés van.

FASTQ-f3jlok Iétrehozasa

A demultiplexelés utan a szoftver kdzbensd elemzési fajlokat hoz Iétre a FASTQ formatumban, amely a
szekvenciak megadasara hasznalt széveges formatum. A FASTQ-fajlok tartalmazzéak az egyes mintak
leolvasasait és a hozzajuk tartozé mindségi pontszamokat. A futtatashoz hasznalt kontrollmintak és a
szUrd feltételeinek meg nem feleld klaszterek kizarasra kertilnek.

Minden FASTQ-f4jl csak egy minta leolvasasait tartalmazza, és a minta neve szerepel a FASTQ-f4jl
nevében. A FASTQ-féjlok tartalmazzak az illesztéshez hasznélt els6dleges bemend adatokat.
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1 A Local Run Manager infopultjan valassza ki a futtatas nevét.

2 A Run Overview (Futtatas attekintése) lapon tekintse at a szekvenalasi futtatas mérészamait.

3 A Kkivalasztott futtatas késébbi ismételt Utemezéséhez szlikséges elemzésiadat-fajlok helyének
maodositasahoz valassza az Edit (Szerkesztés) ikont, és szerkessze a futtatasi kimeneti mappa elérési

Utvonalat.

A futtatasi kimeneti mappa nevét nem lehet megvaltoztatni.

4 [Opciondlis] A kimeneti futtatasi mappa elérési utvonalanak masolasahoz valassza a Copy to Clipboard
(Masolas a vagolapra) lehet&séget.

5 A futtatasi paraméterek és a fogydeszkdzok adatainak megtekintéséhez vélassza a Sequencing
Information (Szekvenalasi adatok) lapot.

6 Az elemzésijelentés megtekintéséhez valassza a Samples & Results (Mintak és eredmények) lapot.
Ha UjraGtemezett elemzés tortént, valassza ki Select Analysis (Valassza ki az elemzést) legordulé
listabol a megfeleld elemzést.

Egy masik minta jelentésének megtekintéséhez a bal oldali navigacios savban valassza ki a minta

azonositdjat.

7 [Opcionalis] Az elemzési mappa elérési utvonalanak masolasahoz valassza a Copy to Clipboard
(Masolas a vagolapra) lehet&séget.

Az eredmények 6sszefoglalasa a Samples and Results (Mintak és eredmények) lapon talalhato.

Samples (Mintak)

1. tablazat: Mintak tablazata
Oszlop fejléce
Sample ID (Mintaazonosito)

Lemez

Index Urege
Leiras
UDP

Control (Kontroll)

Indexing (Indexelés)

2. tablazat: Indexelési tablazat
Oszlop fejléce
Index szama
Sample ID (Mintaazonosito)
UDP

% Azonositott beolvasasok (PF)

Leiras
A futtatas Iétrehozasakor hozzarendelt mintaazonosito.

A futtatas létrehozasakor az indexlemezzel egyttt megadott lemez. Az oszlop csak akkor
jelenik meg, ha az AB indexlemez van kivalasztva.

A futtatas létrehozasakor a mintalireg helyéhez egyitt megadott indexireg.
A futtatas létrehozasakor a mintahoz megadott leiras.
A mintaval hasznalt UDP.

A mintaval egyUtt hasznalt pozitiv vagy negativ kontroll.

Leiras

A mintatablazatban felsorolt mintak sorrendje alapjan hozzarendelt azonositd.
A futtatas létrehozasakor hozzarendelt mintaazonosito.

A mintaval hasznalt UDP.

A szU(rék feltételeinek megfelelt beolvasasok szazalékos aranya.
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A DNS GenerateFASTQ Dx elemzési modul a kdvetkezd elemzési kimeneti fajlokat hozza létre.

Fajl neve Leiras

Demultiplexelés (*.demux) A demultiplexelési eredményeket tartalmazo, az adatfeldolgozas kdzblilsé 1€épése soran
létrehozott fajlok.

FASTQ (*.fastq.gz) A mindségi pontszammal ellatott bazisazonositasokat tartalmazo, az adatfeldolgozas
kozbulsé lepése soran létrehozott fajlok. A FASTQ-fajlok tartalmazzak az illesztési
|épéshez hasznalt elsédleges bemend adatokat.

Demultiplexelési fajl formatuma

A demultiplexelelés soran térténik az egyes klaszterekhez tartozé indexszekvencia leolvasasa annak
meghatarozasara, hogy melyik mintabdl szarmazik a klaszter. A klaszterek és a mintaszamok egymashoz
rendelése az aramlasi cella mindegyik csempéjéhez kilon demultiplexelési fajlba irodik.

A demultiplexelési fajl nevének formatuma s_1_X.demux, ahol X a csempeszam.
A demultiplexelési fajlok egy fejléccel kezd&dnek:
Verzio (4 byte-os egész szam), jelenleg 1
Klaszterszam (4 byte-os egész szam)
A fajl fennmaradd része a csempe egyes klasztereihez tartozd mintaszamokbal all.

Amikor a demultiplexelési |épés befejez8ddtt, a szoftver Iétrehoz egy demultiplexelési fajlt
DemultiplexSummaryF1L1.txt néven.

A fajinévben az F1 az aramlasi cella szama.
A fajlnévben az L1 a sor szama.

A demultiplexelés eredménye egy olyan tablazat, amelyben csempénként egy sor és mintanként egy
oszlop talalhato, beleértve a 0. mintat is.

Az indexleolvasasokban leggyakrabban eléforduld szekvenciak.

FASTQ fajl formatuma

A FASTQ egy sz6vegalapu fajlformatum, amely az egyes beolvasasok bazisazonositasait és a mindsegi
értékeiket tartalmazza. Minden bejegyzés 4 sort tartalmaz:

Az azonosito
A szekvencia
Egy pluszjel (+)
A Phred mindségi pontszam ASCII + 33 kodolt formatumban
Az azonositd formatuma a kodvetkezd:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Példa:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
T

<>; ##=><9=AAAAAAAARAAH : <H#<;<<LKL2222#=
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Kiegészit6 kimeneti fajlok
A kovetkezd kimeneti fajlok kiegészitd informaciokat nyujtanak, illetve ésszefoglaljak a futtatas
eredmeényeit és az elemzés hibait. Bar ezek a fajlok nem sziikségesek az elemzési eredmények

értékeléséhez, hibaelharitasi célokra hasznalhatok. Ha nincs masképp megadva, minden fajl az Alignment
mappaban taldlhato.

Fajl neve Leiras

AdapterTrimming.txt Az egyes csempékhez tartozé levagott bazisok szamat és szazalékos aranyat
tartalmazza. Ez a fajl csak akkor van jelen, ha a futtatashoz az adapter levagasat
adtak meg.

AnalysisLog.txt Feldolgozasi naplo, amely leir minden Iépést, amely az aktualis futtatasi mappa

elemzése soran tortént. Ez a fajl nem tartalmaz hibalizeneteket.
A futtatasi mappa gyokérszintjén talalhato.

AnalysisError.txt Feldolgozasi naplo, amely felsorolja az elemzés soran felmerdlt hibakat. Ez a fajl
Uresen marad, ha nem tortént hiba.
A futtatasi mappa gyokérszintjén talalhato.

CompletedJoblinfo.xml Az elemzés befejezése utan irddik, tartalmazza a futtatasra vonatkozé
informaciokat, példaul a datumot, az aramlasi cella azonositojat, a szoftver
verzidjat és egyéb paramétereket.

A futtatasi mappa gyokérszintjén talalhato.

Checksum.csv Tartalmazza a meghatarozott és nem meghatarozott FASTQ-fajlok, a BCL-fajlok
és a SampleSheetUsed.csv fajl neveit es egyedi ellenérzédsszegeit.

DemultiplexSummaryF1L1.txt A demultiplexelési eredmények egy tablazatban jelennek meg, amelyben
csempénként 1 sor és mintanként 1 oszlop talalhatd.

GenerateFASTQRunStatistics.xml A futasra vonatkozo 6sszefoglald statisztikai adatokat tartalmazza.
A futtatasi mappa gyokérszintjén talalhato.

Az Analysis mappa
Az Analysis (elemzés) mappa tartalmazza a Local Run Manager szoftver altal Iétrehozott fajlokat.
A kimeneti mappa és az elemzési mappa kozotti kapcsolat a kdvetkez8képpen foglalhatéd 6ssze:

A szekvenalas soran a Real-Time Analysis (RTA) feltdlti a kimeneti mappat a képelemzés,
a bazisazonositas és a mindségi pontszam készitése soran létrehozott fajlokkal.

Az RTA valds id6ben masolja a fajlokat az elemzési mappaba. Miutan az RTA mindegyik ciklushoz
hozzarendeli a mindségi pontszamot, a szoftver mindkét mappéaba beirja az RTAComplete.xml f4jlt.

Ha az RTAComplete.xml fajl jelen van, az elemzés megkezdddik.

Az elemzés soran a Local Run Manager kimeneti fajlokat ir az elemzési mappaba, majd visszamasolja
a fajlokat a kimeneti mappaba.

Az Alignment mappak
Az elemzés minden elinditasa alkalmaval a Local Run Manager létrehoz egy Alignment_N nevd illesztési
mappat, ahol N egy sorszam.

A mappa szerkezete

= Data
= Alignment_## vagy Alignment_lmported_##

[C= [Futtatas id6bélyegzéije]
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([ DataAccessFiles
[~ Fastq
=l FastgSummaryF1L1 .txt
(=] Sample1_S1_L001_R1_001.fastqg.gz
= Sample2_S2_L001_R2_001.fastq.gz
=l Undetermined_S0_L001_R1_001.fastq.gz
=l Undetermined_S0_L001_R2_001.fastg.gz
[~ Logging
(| BuildFastgO.stdout.txt
| BuildFastqg1.stdout.txt
=l commands.txt
[~ Plots
(=] AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
(=] Checkpoint.txt
= Checksum.csv
=] CompletedJoblnfo.xml
(I DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
| SampleSheetUsed.csv

Bazisazonositas és indexdiverzitas

Az MiSeqDx készulékkel végzett szekvenalas soran a bazismeghatarozas egy bazis (A, C, G vagy T)
meghatarozasat jelenti minden ciklusban, egy csempe minden klaszteréhez, vagyis az aramlasi cellan lévé
képalkoto terllethez. Az MiSeqDx készUlék négycsatornas szekvenalast végez, amelynek soran négy kép
szUkséges a négyféle DNS-bazis azonositasahoz, két kép a piros és két kép a zold csatornabdl.

Az indexek leolvasasara szolgald bazisazonositasi folyamat eltér az egyéb leolvasasok soran végzett
bazisazonositastol.

A futtatas létrehozasa soran az indexek kivalasztasakor megjelenik egy alacsony diverzitasi figyelmeztetés,
ha az indexek nem felelnek meg a diverzitasi kdvetelményeknek. Az alacsony diverzitasra vonatkozd
figyelmeztetés elkerllése érdekében valasszon olyan indexszekvenciakat, amelyek minden ciklusban
mindkét csatornan jelet szolgaltatnak.

Piros csatorna: A vagy C
Z6ld csatorna: G vagy T

Ez a bazisazonositasi folyamat biztositja a pontossagot az alacsony multiplexitasu mintak elemzése
esetén. Az indexek szekvenciaival kapcsolatos tovabbi informacidkért olvassa el az lllumina DNA Prep
With Enrichment Dx terméktajékoztatot.
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A futtatas Iétrehozasa soran a Local Run Managerben ki kell valasztania a vizsgalandd mintak szamat. A
szoftver automatikusan feltdlti a javasolt indexkombinaciokat, amelyek megfelelnek az indexek diverzitasi
kévetelményeinek. A javasolt UDP-indexkombinaciok hasznalata nem kotelezd, de ajanlott.
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Milszaki tamogatas

Ha miszaki tamogatasra van szUksége, vegye fel a kapcsolatot az lllumina mUszaki Ggyfélszolgalataval.

Weboldal:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Az lllumina Ugyfélszolgalati telefonszamai

Régid

Ingyenesen hivhaté

Regionalis

Eszak-Amerika

+1-800-809-4566

Ausztrélia +1-800-775-688
Ausztria +43 800006249 +43 19286540
Belgium +32 80077160 +32 34002973
Dania +45 80820183 +45 89871156
Dél-Korea +82 80 234 5300

Egyesiilt Kiralysag

+44 8000126019

+44 2073057197

Finnorszag

+358 800918363

+358 974790110

Franciaorszag

+33 805102193

+33 170770446

Hollandia

+31 8000222493

+31 207132960

Hongkong, Kina

800960230

frorszag +353 1800936608 +353 016950506
Japén 0800.111.5011

Kina 400.066.5835

Németorszag +49 8001014940 +49 8938035677
Norvégia +47 800 16836 +47 21939693

Olaszorszag

+39 800985513

+39 236003759

Spanyolorszag +34 911899417 +34 800300143
Sviéjc +41 565800000 +41 800200442
Svédorszag +46 850619671 +46 200883979
Szingapur +1.800.579.2745

Tajvan, Kina 00806651752

Uj-zéland

0800.451.650

Egyéb orszagok

+44.1799.534000

Biztonsagi adatlapok (SDS-ek) — Az lllumina support.illumina.com/sds.html cimen elérhet§ weboldalan

talalhatok.

A termék dokumentécidja letdlthetd a support.illumina.com weboldalrdl.
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