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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx najprv vykona demultiplexaciu Citania indexov.

Ak je pritomny, DNA GenerateFASTQ Dx vygeneruje medzianalytické vystupné subory vo formate suboru
FASTQ a potom ukonci pracovny postup. Nevykona sa Ziadne zarovnanie alebo dalSia analyza. Subory
FASTQ su pozadovanym vstupom pre analyzu s analyzacnymi nastrojmi tretich stran.

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx mb&zete spustit na verzii softvéru Local Run Manager
v3.1.0 (alebo neskorsej) a je kompatibilny s Windows 10. Analyticky modul podporuje sekvenovanie na
analyzu pouzitim analyzy lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Informacie o tomto sprievodcovi

Tento sprievodca poskytuje pokyny na nastavenie parametrov chodu pre sekvenovanie a analyzu DNA

v analytickom module DNA GenerateFASTQ Dx. Pouzitie softvéru vyzaduje zakladnu znalost aktualneho
operacného systému Windows a pouzivatelského rozhrania na zaklade webového prehliadaca. Informacie
o nastaveniach tabule a systému softvéru Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) najdete v Local
Run Manager Software Reference Guide for MiSeqDx (Referencna prirucka softveru Spravca lokalnych
chodov pre pristroj MiSeqDx, dokument &. 200003931).

Nastavenie parametrov

1 Prihlaste sa do aplikacie Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov).
2 Vyberte moznost Create Run(Vytvorit chod) a potom zvolte DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Vlozte jedineCny nazov chodu, ktory identifikuje chod zo sekvenovania v priebehu analyzy (40 znakov
alebo menej).
Nazov chodu mbze obsahovat alfanumerické znaky, medzery a Specidlne znaky *.~1@#3$%-_{}.
Nemdzete pouzit uz existujuci nazov chodu.

4 [Volitelné] Viozte opis chodu, aby sa ulahcCila jeho identifikacia (150 znakov alebo menej).
Opis chodu mbze obsahovat alfanumerické znaky, medzery a tieto Specialne znaky:
~l@#$%-_{}.

5 Nakonfigurujte nasledujuce nastavenia chodu:
Dosticka s indexmi — vyberte rozlozenie dostiCky s indexmi, ktoré ste pouzili pri priprave kniznice.
Vybrat mézete zo sUpravy indexov A, sUpravy indexov B a sUpravy indexov AB. Informacie
o rozlozeni dosti¢ky s indexmi najdete v pribalovom letaku lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.
Supravy indexov A a B obsahuju 96 vzoriek a prislusné jedinec¢né dualne priméry (UDP). Indexova
sUprava AB obsahuje 192 vzoriek a prislusné UDP.
Read Type (Typ ¢&itania) — vyberte Citanie z jedného konca alebo Citanie z oboch koncov.
Predvoleny typ Citania je Citanie z oboch koncov.
Read Lengths (Dizky &itania) — viozte dizku &itania. Predvolena dizka &itania je 151.

6 Pod volbou Module-Specific Settings (Nastavenia podla modulu) zvolte moznost Adapter Trimming
(Trimovanie adaptéra).
Trimovanie adaptéra je v predvolenom nastaveni aktivované.

7 Vyberte pocet vzoriek, ktoré sa maju sekvenovat. Vybrany pocet vzoriek zahiha automaticky vyplnené
odporucania pre UDP. Ak nechcete pouZit odporucania pre UDP, vyberte Custom (Vlastné).
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

Ak pocet vzoriek, ktoré sekvenujete, nie je zahrnuty v rozbalovacom zozname, vyberte najblizsi pocet
vzoriek. Uistite sa, ze vybrany pocet je mensi ako pocet, ktory sa sekvenuje, aje potrebné pridat
dodatocné UDP. Napriklad na testovanie 18 vzoriek vyberte moznost 16.

Stanovenie vzoriek pre chod

Stanovte vzorky pre chod pouzitim niektorej z uvedenych moznosti.
Manualne zadanie vzoriek — pouzite prazdnu tabulku na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu).

Importovanie vzoriek — prejdite do externého suboru vo formate hodndt oddelenych Ciarkou (*.csv).
Na obrazovke Create Run (Vytvorenie chodu) bude k dispozicii Sabléna na stiahnutie.

Manualne zadanie vzoriek

1 Do pola Sample ID (ID vzorky) zadajte jedine¢né identifikacné Cislo vzorky. Pouzite alfanumerické
znaky a/alebo pomic¢ky (40 znakov alebo meneg;j).
ID vzorky, prislusny opis vzorky a pozicia UDP su zvyraznené modrou farbou na indikaciu toho,
Ze vzorka bola vlozena.

2 [Volitelné] Na vyber pozitivnych a negativnych kontrolnych vzoriek kliknite pravym tlacidlom mySi na
jamky so vzorkami.

3 [Volitelné] Do tabulky Sample Description (Opis vzorky) zadajte opis vzorky. Opis vzorky méoze
obsahovat alfanumerické znaky, bodky a $pecidlne znaky "~!@#$%-_{}. Medzery nie su povolené.
Ak sa ID vzorky spojené s opisom vzorky znova pouzije v neskorsom chode, pévodny opis vzorky
sa prepiSe.

4 Upravte odporucané pozicie UDP podla potreby. Navrhované pozicie jamdk na vzorky su zvyraznené
Zltou, fialovou, oranzovou aruzovou farbou.
Ak pouzivate navrhované jamky na vzorky, softvér automaticky vypini adaptéry indexov UDP, ktoré
spihaju poziadavky na odlignost indexov. Ak podet vzoriek, ktoré ste vybrali, nesthlasi presne
s poc¢tom vzoriek, ktoré testujete, ubezpecte sa, ze ste vybrali adaptéry indexov UDP pre dodato¢né
jamky.

5 [Volitelné] Na exportovanie suboru s informaciami o vzorkach vyberte moznost Export Samples
(Exportovat vzorky).

6 Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).

Import harka Udajov na analyzu vzoriek

MbZete importovat informacie o vzorkach zo suboru s informaciami o vzorkach, ktory bol predtym
exportovany z modulu DNA GenerateFASTQ Dx pouzitim funkcie Export Samples (Exportovat vzorky),
alebo $ablénu, ktord sa moéze vygenerovat zvolenim moznosti Template (Sabléna) na obrazovke Create
run (Vytvorenie chodu). Precitajte si Cast Manualne zadanie vzoriek na strane 4, kde najdete pokyny, ako
vytvorit a exportovat informacie o vzorkach.

Sabléna neobsahuje automaticky vyplnené odporuéania pre UDP.

Uprava suboru $ablény:

1 Ak chcete vytvorit nové rozlozenie dosticky, vyberte moZnost Template (Sabléna) na obrazovke Create

Run (Vytvorenie chodu). Subor $ablény obsahuje spravne hlaviéky stipcov na import. Upravte stbor
podla uvedenych pokynov.

a Otvorte harok udajov na analyzu vzoriek v textovom editore.
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

b Zadajte pozadované informacie o vzorke.
¢ Ulozte subor vo formate hodn6t oddelenych Ciarkou (*.csv). Ubezpecte sa, ze ID vzoriek su
jedinecné.
Import informacii o vzorke:
2  Zvolte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a potom vyberte subor CSV.

3 [Volitelné] Na exportovanie informacii o vzorke do externého suboru vyberte moznost Export
(Exportovat).

4 Vyberte moznost Save Run (Ulozit chod).

Uprava chodu

Pokyny, ako upravit informacie chodu pred sekvenovanim, najdete v Local Run Manager Software
Reference Guide for MiSeqDx (Referencna prirucka softvéru Spravca lokalnych chodov pre pristroj
MiSeqDx, dokument ¢. 200003931).

Analyticky modul DNA GenerateFASTQ Dx vykonava nasledujuce analytické kroky a potom zapise
vystupné subory analyzy do prieCinka zarovnania.

Demultiplexuje Citania indexov
Generuje subory FASTQ

Demultiplexacia

Demultiplexacia sluzi na porovnanie kazdej sekvencie nacitania indexu so sekvenciami indexu uréenymi
v chode. Vramci tohto kroku sa nezohladnuju ziadne kvalitativhe hodnoty.

Identifikacia nacitania indexov prebieha podla nasledujucich krokov:
Vzorky su ocCislované pocnuc ¢islom 1 podla poradia, v ktorom su pre dany chod uvadzané.
Cislo vzorky 0 je vyhradené pre klastre, ktoré neboli priradené k vzorke.

Klastre sa priraduju k vzorke vtedy, ked sa sekvencia indexu presne zhoduje, alebo vtedy, ak nacitanie
indexu vykazuje max. jednu nezhodu.

Generovanie suboru FASTQ

Po dokonc&eni demultiplexacie softvér generuje ,medzianalytické“ subory vo formate FASTQ, t. .

v textovom formate, ktory sa pouziva na vyjadrenie sekvencii. Subory FASTQ obsahuju Citania pre kazdu
vzorku a suvisiace skore kvality. Vylucené su akékolvek kontroly pouzité v chode a klastre, ktoré nepresli
filtrami.

Kazdy subor FASTQ obsahuje ¢itania iba pre jednu vzorku a nazov danej vzorky sa zahrnie do nazvu
suboru FASTQ. Subory FASTQ suU primarnym vstupom na zarovnanie.

1 Na tabuli Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) vyberte nazov chodu.

2 Vtabulke Run Overview (Prehlad o chode) skontrolujte metriku sekvenovacieho chodu.
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

3 Na zmenu lokality suboru s udajmi analyzy pre budlce opéatovné zaradenie vybraného chodu do frontu

vyberte ikonu Edit (Upravit) a upravte umiestnenie stboru vo vystupnom prie€inku chodu.
Nemodzete upravit nazov vystupného priecCinka chodu.

4 [Volitelné] Vyberte Copy to Clipboard (Kopirovat do schranky), ak chcete skopirovat umiestnenie
suboru vo vystupnom prieCinku chodu.

5 Vyberte tabulku s informaciami o sekvenovani na kontrolu informacii o parametroch chodu
a spotrebnom materiali.

6 Vyberte tabulku Samples & Results (Vzorky a vysledky), ak chcete zobrazit spravu o analyze.
Ak bola analyza opatovne zaradena do frontu, vyberte vhodnu analyzu z rozbalovacej ponuky
Select Analysis (Vybrat analyzu).
V lavom navigacnom paneli vyberte ID vzorky, ak chcete zobrazit spravu pre ind vzorku.

7 [Volitelné] Vyberte Copy to Clipboard (Kopirovat do schranky), ak chcete skopirovat umiestnenie
prieCinku suboru s analyzou.

Vysledky su zhrnuté v tabulke Vzorky a vysledky.

Vzorky

Tabulka1 Tabulka so vzorkami

Hlavidka stipca
ID vzorky

Dosticka

Indexova jamka
Opis
UDP

Kontrola

Indexovanie

Tabulka 2 Tabulka indexov
Hlavidka stipca
Pocet indexov
ID vzorky
UDP
% identifikovanych &itani (PF)

Opis
ID vzorky sa pridelilo pri vytvoreni chodu.

Doétitka sa poskytla s dostiGkou s indexmi pri vytvoreni chodu. Stipec sa zobrazuje,
len ak je vybrata dosti¢ka s indexmi AB.

Indexova jamka sa poskytla s lokalitou jamky na vzorku pri vytvoreni chodu.
Opis vzorky sa poskytol pri vytvoreni chodu.
UDP pouzité so vzorkou.

Pozitivna alebo negativna kontrola pouzita so vzorkou.

Opis

Pridelené ID na zaklade poradia, v akom su vzorky uvedené v tabulke vzoriek.
ID vzorky sa pridelilo pri vytvoreni chodu.

UDP pouzité so vzorkou.

Percentualny podiel &itani, ktoré presili filtrami.

Nasledujuce vystupné subory analyzy sa generuju pre analyticky modul DNA GenerateFASTQ Dx.
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

Nazov suboru Opis
Demultiplexéacia (*.demux) Medzianalytické stubory obsahujuce vysledky demultiplexacie.
FASTQ (*.fastqg.gz) Medzianalytické subory obsahujuce kvalitativne skére primarnej analyzy baz. Subory

FASTQ su primarnym vstupom pre zarovnanie.

Format suboru na demultiplexaciu

Proces demultiplexacie nacita sekvenciu indexu pripojenu ku kazdému klastru a urci, z ktorej vzorky klaster
pochadza. Mapovanie medzi klastrami a ¢islom vzorky je zapisané do suboru na demultiplexaciu (*.demux)
pre kazdu dlazdicu prietokového &lanku.

Format pomenovania suboru na demultiplexaciu je s_1_X.demux, pricom X je &islo dlazdice.
Subory na demultiplexaciu zacinaju nadpisom:

Verzia (4 byte integer), aktualne 1

Pocet klastrov (4 byte integer)
ZvySok suboru tvoria Cisla vzoriek kazdého klastra z dlazdice.

Ked' je demultiplexacia dokoncena, softvér vytvori subor so zhrnutim demultiplexacie s nazvom
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 v nazve suboru zastupuje &islo prietokového ¢lanku.
L1 v nazve suboru zastupuje Cislo pruhu.

Vysledky demultiplexacie v tabulke s jednym riadkom na dlaZdicu a jednym stipcom na vzorku vratane
vzorky O.

NajcastejSie sa vyskytujuce sekvencie v Citaniach indexov.

Format suboru FASTQ

FASTQ je textovy format suboru, ktory obsahuje primarnu analyzu baz a hodnoty kvality na Citanie. Kazdy
zéznam obsahuje 4 riadky:

Identifikator
Sekvencia
Znamienko plus (+)
Phredovo skore kvality v ASCII + 33 kddovanom formate
Identifikator je formatovany ako:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Priklad:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
i

<> ##=><9=AAAAAAAARAAO# :<#<;<<<222 4=

Doplnkové vystupné subory

Nasledujuce vystupné subory poskytuju doplnkové informacie alebo sumarizuju vysledky chodu a chyby
analyzy. Hoci sa tieto subory na vyhodnotenie vysledkov analyzy nevyzaduju, mézu sa pouzit v pripade
rieSenia problémov. Vsetky subory sU umiestnené v prieCinku zarovnania, ak nie je uvedené inak.
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

Nazov suboru Opis

AdapterTrimming.txt Uvadza pocet trimovanych baz a percentualny podiel baz pre kazdu dlazdicu.
Tento subor je pritomny, len ak bolo trimovanie adaptérov pre dany chod
zvolené.

AnalysisLog.txt Zaznam spracovania, ktory opisuje kazdy krok pocas analyzy aktualneho

prieCinka chodov. Tento subor neobsahuje chybové hlasenia.
Nachadza sa na korefovej Urovni prieCinka chodov.

AnalysisError.txt Zaznam spracovania, ktory uvadza chyby pocas analyzy. Ak sa Ziadne chyby
nevyskytli, tento subor bude prazdny.
Nachadza sa na korefiovej urovni prieCinka chodov.

CompletedJoblinfo.xml Zapisany po skonceni analyzy, obsahuje informacie o chode ako datum, 1D
prietokového ¢lanku, verziu softvéru a iné parametre.
Nachadza sa na korenovej urovni priec¢inka chodov.

Checksum.csv Obsahuje nazvy suborov a unikatne hodnoty kontrolného suctu pre uréené aj
neurcené subory FASTQ, subory BCL a subor SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Oznamuje vysledky demultiplexacie v tabulke s jednym riadkom na dlazdicu
ajednym stipcom na vzorku.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Obsahuje suhrnnu $tatistiku Specificku pre prislusny chod.
Nachadza sa na korefiovej Urovni prie¢inka chodov.

Priec¢inok analyz
PrieCinok analyz obsahuje subory vytvorené softvérom Spravca lokalnych chodov.
Vztah medzi vystupnym priecinkom a prie¢inkom analyz je zhrnuty takto:

Analyza v realnom Case (RTA) pocas sekvenovania zaplni vysledny priecinok suibormi vygenerovanymi
pocas analyzy snimky, primarnej analyzy baz a vyhodnocovania kvality.

RTA skopiruje subory do prieCinka analyz v realnom ¢ase. Potom ako RTA priradi skére kvality ku
kazdej baze kazdého cyklu, softvér zapiSe subor RTAComplete.xml do oboch prieCinkov.

Ked' je pritomny subor RTAComplete.xml, za¢ne sa analyza.

V dalSom priebehu analyzy Spravca lokélnych chodov zapiSe vystupné subory do priecinka analyz
a potom skopiruje subory spat do vystupného prieCinka.

PrieCinky zarovnania

Vzdy, ked' je analyza opatovne zaradena do frontu, spravca lokalnych chodov vytvori priecinok zarovnania
Alignment_N, v ktorom N je poradové Cislo.

Struktura priecinka
Udaje
Dlignment_## alebo Alignment_lmported_##
[“[Casovy tdaj chodu]
([“DataAccessFiles
[“Fastq
=l FastgSummaryF1L1.txt
[ Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
[l Sample2_S2_L001_R2_001.fastq.gz
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Sprievodca pracovnym postupom pre modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pre pristroj MiSegDx

=l Undetermined_S0_L001_R1_001.fastq.gz
=l Undetermined_S0_L001_R2_001.fastg.gz
[~ Prihlasenie
(| BuildFastgO.stdout.txt
| BuildFastqg1.stdout.txt
=l commands.txt
[ Grafy
(=] AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
(=] Checkpoint.txt
= Checksum.csv
=] CompletedJoblnfo.xml
(I DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
| SampleSheetUsed.csv

Primarna analyza baz a odliSnost indexov

Ked v pristroji MiSegDx prebieha sekvenacia vzoriek, primarna analyza baz uréuje bazu (A, C, Galebo T)
pre kazdy klaster danej dlazdice alebo zobrazovacej oblasti prietokového Clanku v Specifickom cykle.
Pristroj MiSeqDx vyuziva Stvorkanalové sekvenovanie, ktoré vyzaduje Styri snimky na kddovanie Udajov pre
Styri bazy DNA, dve z Cerveného kandla a dve zo zeleného kanéla.

Proces &itani indexov pri primarnej analyze baz sa liSi od primarnej analyzy baz pocas inych &itani.
Ked vyberéate indexy po&as vytvdrania chodov a indexy nesplfiaju poziadavky na odli$nost, zobrazi sa

varovanie pred nizkou uroviiou odliSnosti. Na zabranenie varovaniu tykajuceho sa nizkej urovne odliSnosti
vyberte sekvencie indexov, ktoré poskytuju signal v obidvoch kanaloch pre kazdy cyklus.

Cerveny kandl — A alebo C
Zeleny kanal — G alebo T

Tymto procesom primarnej analyzy baz sa zabezpeci spravnost analyzy vzoriek s nizkym plexom. Viac
informacii o sekvenciach vasich indexov najdete v pribalovom letaku lllumina DNA Prep With
Enrichment Dx.

Pocas vytvarania chodu v aplikacii Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) vyberiete pocet
vzoriek, ktoré chcete testovat. Softvér automaticky vypIni navrhované kombinécie indexov, ktoré spifaju
poziadavky na odlisnost indexov. Aj ked pouzivanie navrhovanych kombinacii indexov UDP nie je
nevyhnutné, odporu¢ame vam, aby ste ich pouZili.
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Technicka pomoc

Technicku pomoc vam poskytne oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina.

Webova lokalita: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Telefénne Cisla oddelenia zékaznickej podpory spolo¢nosti lllumina

Regidn

Bezplatné

Regionalne

Severnad Amerika

+1.800.809.4566

Australia

+1.800.775.688

Belgicko

+32 80077160

+32 34002973

Cina

400.066.5835

Dansko

+45 80820183

+45 89871156

Finsko

+358 800918363

+358 974790110

Francuzsko

+33 805102193

+33 170770446

Holandsko

+31 8000222493

+31 207132960

Hongkong, Cina

800960230

irsko

+353 1800936608

+353 016950506

Japonsko

0800.111.5011

Juzna Kérea

+82 80 234 5300

Nemecko

+49 8001014940

+49 8938035677

Nérsko

+47 800 16836

+47 21939693

Novy Zéland

0800.451.650

Rakusko

+43 800006249

+43 19286540

Singapur

+1.800.579.2745

Spojené kralovstvo

+44 8000126019

+44 2073057197

Spanielsko

+34 911899417

+34 800300143

Svajdiarsko

+41 565800000

+41 800200442

Svédsko

+46 850619671

+46 200883979

Taiwan, Cina

00806651752

Taliansko

+39 800985513

+39 236003759

Ostatné krajiny

+44 1799 534000

Karty bezpe€nostnych udajov (Safety data sheets, SDS) — k dispozicii na webovej lokalite spolo¢nosti
lllumina na stranke support.illumina.com/sds.html.

Produktova dokumentécia — k dispozicii na stiahnutie z webovej lokality support.illumina.com.
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