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,Local Run Manager” ,DNA GenerateFASTQ Dx" modulis pirmiausia iSskirsto indeksuotus nuskaitymus.
Jei yra, ,DNA GenerateFASTQ Dx" sugeneruoja tarpinius iSvesties failus FASTQ failo formatu ir baigia
darbo eiga. Prilygiavimas ar tolesné analizeé neatliekami. FASTQ failai yra reikalingi jvesties duomenys
atliekant analize su treCiosios Salies analizés jrankiais.

,Local Run Manager” ,DNA GenerateFASTQ Dx" modulis gali buti vykdomas su 3.1.0 versijos (arba
naujesnés) ,Local Run Manager* ir yra suderinamas su ,Windows 10“. Analizés modulis palaiko
»lllumina DNA Prep with Enrichment Dx* tyrimo analizés sekoskaitg.

Apie §j vadova

Siame vadove pateiktos instrukcijos, kaip nustatyti ,DNA GenerateFASTQ Dx“ analizés modulio
sekoskaitos ir analizés serijos parametrus. Norint naudoti programing jranga, reikalingos pagrindinées
esamos ,Windows" operacinés sistemos ir ziniatinklio narSyklés naudotojo sasajos zinios. Informacijos

apie ,Local Run Manager” ataskaity sritj ir sistemos nuostatas zr. ,Local Run Manager” programines
jrangos informacinj vadova, skirtg ,MiSeqDx" (dokumento Nr. 2000039317).

Parametry nustatymas

1 Prisijunkite prie ,Local Run Manager*.
2 Pasirinkite Create Run (kurti serijg), tada pasirinkite DNA GenerateFASTQ Dx.

3 |veskite unikaly serijos pavadinimag, pagal kurj serija bus identifikuojama nuo sekoskaitos iki analizés
(40 arba maziau simboliy).
Serijos pavadinime gali bati raidziy, skaitmenuy, tarpy ir specialiyjy simboliy *.~!1@#$%-_{}. Negalite
naudoti ankstesnes serijos pavadinimo.

4 [Pasirinktinai] Jveskite serijos aprasa, padedant] identifikuoti serijg (150 arba maziau simboliy).
Serijos aprase gali buti raidziy, skaitmenuy, tarpy ir toliau nurodyty specialiyjy simboliy:
~l@#$%-_{).

5 SukonfigUruokite toliau nurodytas serijos nuostatas.

,Index Plate” (indekso plokstelé) — pasirinkite indekso plokstelés iSdéstyma, naudota ruoSiant
bibliotekag. Galite rinktis i§ nuostaty ,Index Set A“ (indeksy rinkinys A), ,Index Set B* (indeksy
rinkinys B) ir ,Index Set AB* (indeksy rinkinys AB). Informacijos apie indeksy ploksteliy iSdéstymus
zr. ,llumina DNA Prep With Enrichment Dx" pakuotés lapelyje.

Indeksy rinkiniuose A ir B yra 96 meginiai ir atitinkami unikalls dvigubi pradmenys (angl. ,unique
dual primer®, UDP). Indeksuy rinkinyje AB yra 192 méginiai ir atitinkami UDP.

,Read Type” (nuskaitymo tipas) — pasirinkite vieng arba suporuoty pusiy nuskaitymag. Numatytasis
nuskaitymo tipas yra suporuoty pusiy nuskaitymas.

,Read Lengths” (nuskaitymo ilgiai) — jveskite nuskaitymo ilgj. Numatytasis nuskaitymo ilgis yra 151.

6 Dalyje ,Module-Specific Settings“ (moduliui badingos nuostatos) nustatykite parinktj ,Adapter
Trimming“ (adapterio pradzios / pabaigos koregavimas).
Pagal numatytagsias nuostatas adapterio pradzios / pabaigos koregavimo parinktis yra jjungta.
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7 Pasirinkite meéginiy, kuriems ketinama atlikti sekos nustatyma, skaiciy. Pasirinktas meéginiy skaiCius
apima automatiskai jvedamas UDP rekomendacijas. Jei nenorite naudoti UDP rekomendacijy,
pasirinkite Custom (pasirinktinis).

Jei meginiy, kuriems atliekate sekos nustatyma, skaicius iSskleidziamajame sarase nejtrauktas,
pasirinkite artimiausig meginiy skaiciy. Jsitikinkite, kad pasirinktas skaiCius yra mazesnis uz méginiy,
kuriems atliekamas sekos nustatymas, skaiciy ir, jei reikia, pridekite papildomus UDP. Pavyzdziui,
norédami istirti 18 meéginiy, pasirinkite 16 meéginiy parinktj.

Méginiy priskyrimas serijai
Priskirkite meéginius serijai naudodami vieng i$ toliau nurodyty parinkdéiy.

Enter samples manually (jvesti méginius neautomatisSkai) — naudokite tusciag lentele ekrane ,Create
Run® (kurti serija).

Import samples (importuoti méginius) — suraskite iSorinj kableliais atskirty verciy (*.csv) formato faila.
Ekrane ,Create Run® (kurti serijg) galima atsisiysti Sablonag.

Neautomatinis méginiy jvedimas

1 ]veskite unikaly meginio ID skirtuke ,Sample ID* (meginio ID). Naudokite raides ir skaitmenis ir (arba)
bruksnelius (40 arba maziau simboliy).
Meéginio ID ir atitinkamas meéginio aprasas bei UDP padétis yra paryskinti mélyna spalva, rodancia, kad
meginys jvestas.

2 [Pasirinktinai] Norédami pasirinkti teigiamus ir neigiamus kontrolinius meéginius, spustelékite desiniuoju
pelés klaviSu ant méginiy Sulinéliy.

3 [Pasirinktinai] Jveskite meéginio aprasa skirtuke ,Sample Description” (méginio aprasas). Méginio aprase

gali blti raidziy, skaitmeny, tasky ir specialiyjy simboliy *~1@#$%-_{}. Tarpy naudoti negalima.
Jei su méginio aprasu susietas méginio ID dar kartg naudojamas vélesnéje serijoje, pradinis méginio
aprasas perrasomas.

4 Jeireikia, pakeiskite rekomenduojamas UDP padétis. Sitllomos meéginio Sulinélio padétys
parySkinamos geltona, violetine, oranzine ir rozine spalva.
Jei naudojami siulomi meéginiy Sulinéliai, programiné jranga automatiSkai parenka UDP indeksy
adapterius, atitinkancius indeksy jvairoves reikalavimus. Jei jusy pasirinktas méginiy skaicius néra
tikslus tiriamy meéginiy skaicius, butinai pasirinkite papildomiems sulinéliams skirtus UDP indeksy
adapterius.

5 [Pasirinktinai] Pasirinkite Export Samples (eksportuoti méginius), kad eksportuotumeéte meginiy
informacijos failg.

6 Pasirinkite Save Run (jrasyti serijg).

Méginiy lapo importavimas

Meéginiy informacijg i$ meéginiy informacijos failo, anksc&iau eksportuoto is ,DNA GenerateFASTQ Dx*

modulio, galite importuoti naudodami funkcijg ,Export Samples® (eksportuoti méginius) arba Sablono failg,
kurj galima sugeneruoti ekrane ,,Create Run® (kurti serija) pasirinkus Template (Sablonas). Instrukcijas, kaip
sukurti ir eksportuoti meginiy informacija, zr. dalyje Neautomatinis meginiy jvedimas 4 psl..

Sablono failas neapima automatigkai jvesty UDP rekomendacijy.
Noredami redaguoti Sablono failg, atlikite toliau nurodytus veiksmus.
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1 Ekrane ,Create Run® (kurti serijg) pasirinkite Template (Sablonas), kad sukurtuméte naujag plokStelés
Sablong. Sablono faile pateikiamos tinkamos importuotinos stulpeliy antrastés. Redaguokite failg, kaip
aprasyta toliau.

a Atidarykite méginiy lapg teksty rengykléje.

b |veskite reikiama méginiy informacijg.

c JraSykite failg kableliais atskirty verciy (*.csv) formatu. |sitikinkite, kad méginiy ID yra unikalUs.
Noredami importuoti méginiy informacijg, atlikite toliau nurodytus veiksmus.
2 Pasirinkite Import Samples (importuoti méginius), tada pasirinkite CSV failg.
3 [Pasirinktinai] Pasirinkite Export (eksportuoti), kad eksportuotuméte méginiy informacijg j isorinj faila.

4 Pasirinkite Save Run (jrasyti serijg).

Serijos redagavimas

Instrukcijas apie serijos informacijos redagavima prie$ sekos nustatyma zr. ,Local Run Manager”
programines jrangos informacinj vadovag, skirtg ,MiSeqDx" (dokumento Nr. 2000039317).

»,DNA GenerateFASTQ Dx" analizés modulis atlieka toliau nurodytus analizés veiksmus, tada analizés
iSvesties failus jraso j aplanka ,Alignment” (prilygiavimas).

ISskirsto indekso nuskaitymus.
Generuoja FASTQ failus.

ISskirstymas

ISskirstymo funkcija kiekvieng indeksy nuskaitymo seka palygina su vykdymui priskirtomis indeksy
sekomis. Atliekant §j veiksma neatsizvelgiama j jokias kokybeés vertes.

Indeksy nuskaitymai identifikuojami atliekant toliau nurodytus veiksmus.
Meéginiai sunumeruojami pradedant nuo 1 tokia tvarka, kokia jie isdéstyti vykdymui skirtame sarase.
Méginys, kurio numeris yra 0O, rezervuojamas spieciams, kurie nebuvo priskirti méginiui.

Spieciai meéginiui priskiriami, kai visiSkai sutampa indeksy seka arba kai yra ne daugiau nei viena
indeksy nuskaitymo neatitiktis.

FASTQ faily generavimas

Atlikus iSskirstyma programiné jranga sugeneruoja tarpinés analizés failus FASTQ formatu (tekstiniu
formatu, naudojamu sekoms apibudinti). FASTQ failai apima kiekvieno meéginio nuskaitymus ir susijusius
kokybés jvercius. Serijoje naudojamos kontrolinés medziagos ir filtry nepraéjusios sankaupos
nejtraukiamos.

Kiekviename FASTQ faile yra tik vieno méginio nuskaitymai. To méginio pavadinimas yra jtrauktas j FASTQ
failo pavadinimg. FASTQ failai yra pagrindiniai jvesties duomenys, reikalingi prilygiavimo funkcijai.

1 ,Local Run Manager* ataskaity srityje pasirinkite serijos pavadinima.

2  Skirtuke ,Run Overview* (serijos apzvalga) perziurekite sekos nustatymo vykdymo metrika.
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3 Norédami pakeisti analizés duomeny failo vietg, kad ateityje galétuméte pakartotinai jtraukti pasirinkta
serijg | eile, pasirinkite piktograma Edit (redaguoti) ir redaguokite iSvesties serijos aplanko failo kelia.
Negalite redaguoti iSvesties serijos aplanko pavadinimo.

4 [Pasirinktinai] Pasirinkite Copy to Clipboard (kopijuoti j iSkarping), kad nukopijuotumeéte iSvesties serijos
aplanko failo kelia.

5 Pasirinkite skirtuka ,Sequencing Information” (sekos nustatymo informacija), kad perziurétuméte
serijos parametrus ir eksploataciniy medziagy informacija.

6 Pasirinkite skirtuka ,Samples & Results” (méginiai ir rezultatai), kad perzidrétumeéte analizés ataskaita.
Jei analizé buvo pakartotinai jtraukta j eile, pasirinkite reikiamag analize iSskleidziamajame saraSe
,oelect Analysis” (pasirinkti analize).
Kairiojoje narSymo juostoje pasirinkite meéginio 1D, kad perziGrétuméte kito méginio ataskaita.

7 [Pasirinktinai] Pasirinkite Copy to Clipboard (kopijuoti j iSkarpine), kad nukopijuotumeéte analizés
aplanko failo kelia.

Rezultatai apibendrinami skirtuke ,Samples and Results® (meginiai ir rezultatai).

Méginiai

1 lent. Méginiy lentelé

Stulpelio antraste Aprasas

,Sample ID* (meginio ID) Meginio ID, pateiktas sukdrus serijg.

LPlate” (plokstelé) Plokstelé, pateikta su indekso plokstele sukurus serija. Stulpelis rodomas tik tuo atveju,

jei pasirinkta indekso plokstele AB.

LIndex Well* (indekso Sulinglis) Indekso Sulinglis, pateiktas su meginio Sulinglio vieta sukurus serija.

Aprasas Meginio aprasas, pateiktas sukurus serija.

UDP Su méginiu naudojamas UDP.

,Control“ (kontrolé) Teigiama arba neigiama kontrolé, naudojama su méginiu.
Indeksavimas

2 lent. Indeksavimo lentelé

Stulpelio antraste ApraSas

LIndex Number” (indekso numeris) ID, priskirtas tokia tvarka, kuria meginiai nurodyti meginiy lenteléje.
,Sample ID* (meginio ID) Meginio ID, pateiktas sukdrus serijg.

UDP Su méginiu naudojamas UDP.

% Reads Identified (PF) Filtrus praéjusiy nuskaitymy procentas.

(identifikuoty nuskaitymy proc. (PF))

,DNA GenerateFASTQ Dx" analizés moduliui sugeneruojami toliau nurodyti analizés iSvesties failai.
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Failo pavadinimas Aprasas
ISskirstymas (*.demux) Tarpiniai failai, kuriuose pateikiami iSskirstymo rezultatai.
FASTQ (*.fastqg.gz) Tarpiniai failai, kuriuose pateikiami kokybés jverciy bazes priskyrimai. FASTQ failai yra

pagrindiniai jvesties duomenys, reikalingi prilygiavimo veiksmui.

ISskirstymo faily formatas

ISskirstymo procesas nuskaito su kiekviena sankaupa susietg indeksavimo sekg, kad nustatyty, i$ kurio
meginio yra Si sankaupa. Sankaupy ir méginio numerio susiejimo duomenys jraSomi j pratekamosios
kiuvetes kiekvienos isklotines isskirstymo (*.demux) faila.

ISskirstymo failo pavadinimo formatas yra s_1_X.demux (X yra iSklotinés numeris).
ISskirstymo failai prasideda antraste:

versija (4 baity sveikasis skaiCius), Siuo metu tai yra 1;

sankaupy skaicius (4 baity sveikasis skaiCius).
Likusig failo dalj sudaro kiekvienos isklotinés sankaupos méginiy numeriai.

Pasibaigus iSskirstymo veiksmui, programiné jranga sugeneruoja isskirstymo failg, pavadintg
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

Failo pavadinime F1 atitinka pratekamosios kiuvetés numerj.

Failo pavadinime L1 atitinka takelio numerj.

Atlikus iSskirstymg gaunama lentelé, kurioje yra po vieng eilute iSklotinei ir po vieng stulpelj meginiui,
jskaitant nulinj meginj.

Dazniausiai pasitaikancios sekos indekso nuskaitymuose.

FASTQ failo formatas

FASTQ - tai tekstiniy faily formatas. Siuose failuose pateikiami nuskaitymo baziy priskyrimai ir kokybés
vertés. Kiekviename jrase yra 4 eilutés:

identifikatorius;
seka;
pliuso zenklas (+);
,Phred” kokybés jverciai ASCII + 33 uzkoduotu formatu.
Identifikatorius formatuojamas kaip:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Pavyzdys:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
i

<>; ##=><9=AAAAAAAARAO# :<#<;<<<2222¢#=

Papildomi iSvesties failai

Toliau nurodytuose iSvesties failuose pateikiama papildomos informacijos arba serijos rezultaty ir analizés
klaidy suvestiné. Nors Sie failai néra batini norint jvertinti analizés rezultatus, jie gali blti naudojami Salinant
triktis. Visi failai yra aplanke ,Alignment” (prilygiavimas), nebent nurodyta kitaip.
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Failo pavadinimas Aprasas

AdapterTrimming.txt Pateikiamas pakoreguotos pradzios / pabaigos baziy skaicius ir kiekvienos
i8klotinés baziy procentas. Sis failas atsiranda tik tuo atveju, jei serijai buvo
priskirtas adapterio pradzios / pabaigos koregavimas.

AnalysisLog.txt Apdorojimo Zurnalas, apibudinantis kiekviena veiksma, atlikta analizuojant
dabartines serijos aplanka. Siame faile nepateikiami klaidos pranesimai.
Yra serijos aplanko Sakniniame lygyije.

AnalysisError.txt Apdorojimo zurnalas, kuriame pateikiamas visy analizuojant jvykusiy klaidy
sgrasas. Jei klaidy néra, Sis failas bus tuscias.
Yra serijos aplanko Sakniniame lygyje.

CompletedJoblinfo.xml [raSomas pasibaigus analizei, jame pateikiama informacija apie serija, pvz., data,
pratekamosios kiuvetés ID, programinés jrangos versija ir kiti parametrai.
Yra serijos aplanko Sakniniame lygyije.

Checksum.csv Pateikiami faily pavadinimai ir unikalios kontrolinés sumos vertes, taikomos
nustatytiems ir nenustatytiems FASTQ failams, BCL failams ir
SampleSheetUsed.csv failui.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Pateikiami iSskirstymo rezultatai lenteléje: po 1 eilute isklotinei ir po 1 stulpel]
meginiui.
GenerateFASTQRunStatistics.xml Pateikiami statistiniai konkrecios serijos suvestinés duomenys.

Yra serijos aplanko Sakniniame lygyije.

Analizés aplankas
Analizés aplanke saugomi ,Local Run Manager” programinés jrangos sugeneruoti failai.
ISvesties aplanko ir analizés aplanko rySys apibendrintas toliau.

Nustatant seka, ,Real-Time Analysis“ (analizé realiuoju laiku, angl. RTA) j iSvesties aplanka surenka
failus, sugeneruotus atliekant vaizdy analize, baziy priskyrimag ir kokybes jvertinima.

RTA realiuoju laiku nukopijuoja failus j analizés aplankg. Po to, kai RTA priskiria kokybés jvert]
kiekvieno ciklo kiekvienai bazei, programiné jranga failg RTAComplete.xml jraso j abu aplankus.

Kai atsiranda failas RTAComplete.xml, prasideda analize.

Vykstant analizei, ,Local Run Manager*” iSvesties failus jraso | analizés aplankg, o tada failus vel
nukopijuoja j iSvesties aplanka.

Prilygiavimo aplankai

Kiekvieng kartg, kai analize vél jtraukiama j eile, ,Local Run Manager* sukuria prilygiavimo aplanka
pavadinimu Alignment_N (N yra nuosekliai priskirtas sekos numeris).

Aplanko struktura
(" Duomenys
= JAlignment_##“ arba ,Alignment_lmported_##*“
(= [Timestamp of Run] (serijos laiko Zyma)
(= ,DataAccessFiles*
(= ,Fastq"
| FastgSummaryF1L1 .txt
= Sample1_S1_L001_R1_001.fastg.gz
=] Sample2_S2_L001_R2_001.fastqg.gz
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=l Undetermined_S0_L001_R1_001.fastq.gz
=l Undetermined_S0_L001_R2_001.fastg.gz
[~ Registravimas
(| BuildFastgO.stdout.txt
| BuildFastqg1.stdout.txt
=l commands.txt
[~ Diagramos
(=] AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
(=] Checkpoint.txt
= Checksum.csv
=] CompletedJoblnfo.xml
(I DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
| SampleSheetUsed.csv

Baziy priskyrimas ir indeksy jvairové

Kai meginiuose esancios sekos nustatomos naudojant prietaisg ,MiSegDx", baziy priskyrimo funkcija
nustato kiekvienos konkrecios isklotinés sankaupos arba pratekamosios kiuvetés atvaizdavimo srities baze
(A, C, G arba T), vykstant konkreCiam ciklui. Prietaisas ,MiSeqDx" naudoja keturiy kanaly sekoskaitg, kai
keturiy DNR baziy duomenims uzkoduoti reikia keturiy vaizdy: dviejy — is raudono kanalo ir dviejy — i$ zalio
kanalo.

Baziy priskyrimo indekso nuskaitymo procesas skiriasi nuo baziy priskyrimo atliekant kitus nuskaitymus.
Jei indeksai pasirenkami kuriant serijg ir jie neatitinka jvairoves reikalavimy, pasirodys mazos jvairoves
jspéjimas. Kad nebuty sugeneruotas mazos jvairoves jspejimas, pasirinkite indeksy sekas, kurios pateikia
signalg abiejuose kiekvieno ciklo kanaluose.

Raudonas kanalas — A arba C
Zalias kanalas — G arba T

Sis baziy priskyrimo procesas uztikrina tiksluma analizuojant Zemos fragmentacijos meginius. Daugiau
informacijos apie indeksy sekas zr. ,lllumina DNA Prep With Enrichment Dx" pakuoteés lapelyje.

Kai kuriate serijg naudodami ,Local Run Manager®, turite pasirinkti méginiy, kuriuos reikia istirti, skaiciy.
Programiné jranga automatiskai jveda siulomus indeksy derinius, kurie atitinka indeksy jvairovés kriterijus.
Nors neprivalote naudoti sitlomy indeksy deriniy, juos naudoti rekomenduojama.
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Keitimo aprasas

Pridétas uzsakovo Australijoje adresas.
Paaiskintas méginio apraso apribojimas.

Pirmasis leidimas
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Techniné pagalba

Dél techninés pagalbos kreipkités | ,lllumina“ techninés pagalbos tarnyba.

Interneto svetainé
El. pastas:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Slumina® klienty aptarnavimo telefono numeriai

Regionas Nemokamas telefono numeris Regioninis
Siaurés Amerika +1.800.809.4566

Airija +353 1800936608 +353 016950506
Australija +1.800.775.688

Austrija +43 800006249 +43 19286540
Belgija +32 80077160 +32 34002973
Danija +45 80820183 +45 89871156
Honkongas, Kinija 800960230

Ispanija +34 911899417 +34 800300143
Italija +39 800985513 +39 236003759
Japonija 0800.111.5011

Jungtiné Karalysté +44 8000126019 +44 2073057197

Kinija

400.066.5835

Naujoji Zelandija

0800.451.650

Nyderlandai +31 8000222493 +31 207132960
Norvegija +47 800 16836 +47 21939693
Piety Koréja +82 80 234 5300

Prancuzija +33 805102193 +33 170770446
Singapuras +1.800.579.2745

Suomija +358 800918363 +3568 974790110
Svedija +46 850619671 +46 200883979
éveicarija +41 565800000 +41 800200442
Taivanas, Kinija 00806651752

Vokietija +49 8001014940 +49 8938035677
Kitos Salys +44 1799 534000

Saugos duomeny lapai (SDL) prieinami ,lllumina® interneto svetaingje support.illumina.com/sds.html.

Produkto dokumentacijg galima atsisiysti i$ interneto svetainés support.illumina.com.
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5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 JAV
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5626 DK Eindhoven
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© 2022 m. ,lllumina, Inc.“. Visos teises saugomos.

Dokumento Nr. 200015661 vO1 LIT

Uzsakovas Australijoje
Jllumina Australia Pty Ltd*
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Australija
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