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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulis vispirms demultipleksé indeksetos nolasamos
fragmentus. Ja tie pastav, DNA GenerateFASTQ Dx modulis generé starpposma izvades failus FASTQ faila
formata un pec tam aizver darbplusmu. SalidzinaSana vai turpmaka analize netiek veikta. FASTQ faili ir
nepiecieSami analizes ievadei, izmantojot treSo personu analizes rikus.

Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx moduli var palaist Local Run Manager v3.1.0 (vai jaunaku
versiju), un tas ir saderigs ar NextSeq 550Dx Operating Software (NOS) v1.4 (vai jaunaku versija). Analizes
modulis atbalsta sekvencesanu lllumina DNA Prep With Enrichment Dx analizes datu analizéSanai.

Par So rokasgramatu

Saja rokasgramata ir sniegti noradijumi par izpildes parametru iestati$anu, lai veiktu sekvencé$anu un
analizi DNA GenerateFASTQ Dx analizes moduli. Lai varétu izmantot programmaturu, nepiecieSamas
pamatzinaSanas par pasreizéjo Windows operétajsistemu un timekla parlukprogrammas lietotaja saskarni.
Informaciju par Local Run Manager paneli un sistémas iestatijumiem skatiet NextSeq 550Dx instrumenta
uzzinu rokasgramata (dokumenta Nr. 7000000009513).

Parametru iestatiSana

1 Piesakieties programmatura Local Run Manager.
2 Atlasiet Create Run (Izveidot izpildi) un péc tam atlasiet DNA GenerateFASTQ Dx.

3 levadiet izpildes nosaukumu, kas identifice izpildi no sekvencésanas lidz analizei (40 vai mazak
rakstzimes).
Izpildes nosaukuma var bt burtciparu rakstzimes, atstarpes un specialas rakstzimes *.~!@#%$%-_{}.

Nedrikst izmantot ieprieksgjas izpildes nosaukumu.

4 levadiet izpildes aprakstu, lai atvieglotu izpildes identificéSanu (150 vai mazak rakstzimes)
[nav obligati].
Izpildes apraksta var but burtciparu rakstzimes, atstarpes un $adas specialas rakstzimes:
~l@#$%-_{].

5 Konfigurégjiet Sadus izpildes iestatijumus:
Index Plate (Indeksa plate) — atlasiet indeksa plates izkartojumu, kas tiks izmantots DNS
fragmentu bankas sagatavoSanas laika. Atlasit var Sadas opcijas: Index Set A (Indeksu
komplekts A), Index Set B (Indeksu komplekts B) un Index Set AB (Indeksu komplekts AB).
Informaciju par indeksu plates izkartojumiem skatiet lllumina DNA Prep With Enrichment Dx
Package Insert iepakojuma ieliktnr.
Indeksu komplekta A un B ir ieklauti 96 paraugi un atbilstosi unikali dubultie praimeri (unique dual
primer, UDP). Indeksu komplekta AB ir ieklauti 192 paraugi un atbilstoSi UDP.
Read Type (Nolasama fragmenta veids) — atlasiet vienu nolasamo fragmentu vai saparotu gala
fragmentu. Noklusejuma nolasama fragmenta veids ir saparots gala fragments.
Read Lengths (Nolasama fragmenta garuma veértibas) — ievadiet nolasama fragmenta garumu.
Nolasama fragmenta nokluséjuma garums ir 151.

6 Sadala Module-Specific Settings (No modula atkarigi iestatijumi) iestatiet opciju Adapter Trimming
(Adaptera apcirpsana).
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Adaptera apcirpSana ir iespéjota péc noklusgjuma.

7 Atlasiet sekvencejamo paraugu skaitu. Atlasitais paraugu skaits ietver automatiski aizpilditos UDP
ieteikumus. Ja nevélaties izmantot UDP ieteikumus, atlasiet Custom (Pielagots).
Ja sekvencéjamo paraugu skaits nav ieklauts nolaizamaja saraksta, atlasiet tuvako paraugu skaitu.
Atlasitajam skaitam ir jabut mazakam par sekvencéjamo paraugu skaitu, un ir japievieno papildu UDP
pec vajadzibas. Pieméram, ja velaties testét 18 paraugus, atlasiet 16 paraugu opciju.

Izpildes paraugu noradiSana

Noradiet izpilde izmantojamos paraugus, izmantojot vienu no talak noraditajam opcijam.
Enter samples manually (levadiet paraugus manuali) — izmantojiet tukSo tabulu ekrana Create Run
(Izveidot izpildi).

Import samples (Importét paraugus) — parejiet uz aréju failu komatatdalito vertibu (*.csv) formata.
Ekrana Create Run (Izveidot izpildi) lejupieladei ir pieejama veidne.

Manuala paraugu ievade

1 levadiet unikalu parauga ID cilné Sample ID (Parauga ID). Izmantojiet burtciparu rakstzimes un/vai
domuzimes (40 vai mazak rakstzimes).
Parauga ID, attiecigais parauga apraksts un UDP pozicija tiek atziméta zila krasa, noradot, ka paraugs
ir ievadits.

2 Lai atlasitu pozitivas vai negativas kontroles paraugus, ar peles labo pogu noklikskiniet uz parauga
iedobem [nav obligati].

3 levadiet parauga aprakstu parauga cilné Description (Apraksts) [nav obligati]. Parauga apraksta var but
burtciparu rakstzimes, punkti un $adas specialas rakstzimes: ~1@#$%-_{}. Atstarpes nav atlautas.
Ja ar parauga aprakstu saistits parauga ID tiek izmantots nakamaja izpilde, sakotnéjais parauga
apraksts tiek parrakstits.

4 Ja nepiecieSams, mainiet ieteiktas UDP pozicijas. leteiktas parauga iedobes pozicijas tiek atzimetas
dzeltena, violeta, oranza un roza krasa.
Ja tiek izmantotas ieteiktas paraugu iedobes, programmattra automatiski aizpilda UDP indeksa
adapterus, kas atbilst prasibam par indeksa daudzveidibu. Ja atlasito paraugu skaits nav precizs
testeto paraugu skaits, parbaudiet, vai ir atlasiti UDP indeksa adapteri papildu iedobem.

5 Atlasiet Export Samples (Eksportéet paraugus), lai eksportétu parauga datu failu [nav obligati].

6 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Paraugu lapas importéSana

Parauga datus var importéet no parauga datu faila, kas ieprieks ir importéts no DNA GenerateFASTQ Dx
modula, izmantojot funkciju Export Samples (Eksportét paraugus) vai veidnes failu, kuru var generét,
atlasot opciju Template (Veidne) ekrana Create Run (Izveidot izpildi). Noradijumus par to, ka izveidot un
eksportet parauga datus, skatiet sadala Manuala paraugu ievade 4. lpp.

Veidnes faila nav ieklauti automatiski aizpildamie UDP ieteikumi.
Lai redigétu veidnes failu, rikojieties, ka noradits talak.

1 Ekrana Create Run (Izveidot izpildi) atlasiet Template (Veidne), lai izveidotu jaunu plates izkartojumu.
Veidnes fails satur pareizus kolonnu virsrakstus importéSanai. Rediggjiet failu, ka noradits talak.

a Atveriet parauga lapu teksta redaktora programma.
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b levadiet nepiecieSamos parauga datus.
c Saglabagjiet failu komatatdalito vertibu (*.csv) formata. Parliecinieties, vai paraugu identifikatori ir
unikali.
Lai importétu parauga datus, rikojieties sadi:
2 Atlasiet Import Samples (Importét paraugus) un péc tam atlasiet CSV failu.
3 Atlasiet Export (Eksportét), lai eksportétu parauga datus aréja faila [nav obligati].

4 Atlasiet Save Run (Saglabat izpildi).

Izpildes redigésana

Noradijumus par izpildes informacijas redigéSanu pirms sekvencésanas skatiet NextSeq 5560Dx
instrumenta uzzinu rokasgramata (dokumenta Nr. 1000000009513).

DNA GenerateFASTQ Dx analizes moduli tiek izpilditas talak noraditas analizes darbibas, un pec tam
analizes izvades faili tiek ierakstiti mapée Alignment (Salidzinasana).

Demultipleksétie indeksa nolasamie fragmenti
FASTQ failu generésana

DemultiplekséSana

DemultiplekséSana salidzina katra indeksa nolasama fragmenta sekvenci ar indeksa sekvencem,
kas noraditas izpildes sérijai. Saja darbiba netiek nemtas vera kvalitates vertibas.

Indeksa nolasamie fragmenti tiek identificeti, veicot talak noraditas darbibas.
Paraugi tiek numuréti, sakot no 1, seciba, kada tie ir uzskaititi izpildes sérijas veikSanai.
Nulles paraugs (0) ir rezervets klasteriem, kas netika pieskirti paraugam.

Klasterus pieskir paraugam, ja indeksa sekvence precizi atbilst vai ja katram indeksa nolasamajam
fragmentam pastav ne vairak ka viena neatbilstiba.

FASTQ faila generésana

Péc demultipleksésanas programmatira generé starpposma analizes failus FASTQ formata, kas ir
sekvencu attélosana izmantots teksta formats. FASTQ failos ir katra lasijuma paraugi un ar tiem saistitie
kvalitates raditaji. Netiek ieklautas izmantotas kontroles un klasteri, kas neizturéja filtra prasibas.

Katra FASTQ faila ir nolasijumi tikai vienam paraugam, un Si parauga nosaukums ir ieklauts FASTQ faila
nosaukuma. FASTQ falili ir galvena salidzinaSanas ievade.

1 Local Run Manager panell atlasiet izpildes nosaukumu.
2 Cilné Run Overview (Izpildes parskats) parskatiet sekvencésanas izpildes raditajus.

3 Lai mainitu analizes datu faila atrasanas vietu turpmakajiem atlasitas izpildes pieprasijumiem,
atlasiet ikonu Edit (Redigét) un redigéjiet izvades izpildes mapes faila celu.
Izvades izpildes mapes nosaukumu nevar redigét.
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4 Atlasiet vienumu Copy to Clipboard (Kopét starpliktuve), lai kopétu izvades izpildes mapes faila celu

[nav obligati].

5 Atlasiet cilni Sequencing Information (Sekvencésanas dati), lai parskatitu izpildes parametrus un
informaciju par paligmaterialiem.

6 Atlasiet cilni Samples & Results (Paraugi un rezultati), lai skatitu analizes parskatu.
Ja ir pieprasita analize, atlasiet attiecigo analizi nolaizamaja saraksta Select Analysis

(Atlasit analizi).

Lai skatitu cita parauga parskatu, kreisas puses navigacijas josla atlasiet parauga ID.

7 Atlasiet vienumu Copy to Clipboard (Kopét starpliktuve), lai kopétu analizes mapes faila celu

[nav obligati].

Rezultati tiek apkopoti cilné Samples and Results (Paraugi un rezultati).

Paraugi

1. tabula Paraugu tabula
Kolonnas virsraksts
Sample ID (Parauga ID)
Plate (Plate)

Index Well (Indeksa iedobe)
Apraksts
UDP

Control (Kontrole)

IndekséSana

2. tabula Indeksu tabula
Kolonnas virsraksts
Indeksa numurs
Sample ID (Parauga ID)
UDP

Identificeto nolasamo fragmentu
procentualais daudzums, % (PF)

Apraksts
Parauga ID, kur$ tika noradits, veidojot izpildi.

Plate, kas tiek nodroSinata kopa ar indeksa plati, izveidojot izpildi. Aile tiek paradita tikai
tad, ja ir atlasita indeksa plate AB.

Indeksa iedobe, kas tiek nodroSinata kopa ar parauga iedobi, izveidojot izpildi.
Parauga apraksts, kurs ievadits, izveidojot izpildi.
Paraugam izmantotais UDP.

Kopa ar paraugu izmantota pozitiva vai negativa kontrole.

Apraksts

Pieskirtais ID saistiba ar paraugu secibu paraugu tabula.
Parauga ID, kurs tika noradits, veidojot izpildi.
Paraugam izmantotais UDP.

Nolasamo fragmentu procentuala dala, kas izturgjusi filtrus.

DNA GenerateFASTQ Dx analizes modulim tiek generéti talak noraditie analizes izvades faili.

Faila nosaukums
Demultiplexing (*.demux)
FASTQ (*.fastq.gz)

Dokuments Nr. 200015671 vO1 LAV

Apraksts
Starpposma faili, kas satur demultipleksésanas rezultatus.

Starpposma faili, kas satur bazes noteik§anas vienumus ar kvalitates radijumu.
SalidzinaSanas posma galvena ievade ir FASTQ faili.
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DemultiplekséSanas faila formats

Demultipleksésanas procesa tiek nolasita indeksa sekvence, kas pievienota katram klasterim, lai noteiktu,
no kura parauga klasteris ir radies. Dati par klasteru un parauga numura kartéSanu tiek ierakstiti
demultipleksésanas faila (*.demux) katram plismas Stnas elementam.

Demultipleksésanas faila nosaukSanas formats ir s_1_X.demux, kur X ir elementa numurs.
DemultiplekséSanas faili sakas ar galveni:

versija (4 baitu vesels skaitlis), Sobrid versijas numurs ir 1;

klasteru skaits (4 baitu vesels skaitlis).
Atliku$o faila daju veido paraugu numuri katram elementa klasterim.

Kad demultipleksésanas darbiba ir pabeigta, programmatira generé demultiplekséSanas failu ar
nosaukumu DemultiplexSummaryF1L1.txt.

Faila nosaukuma F1 apzimé plismas Sunas numuru.
Faila nosaukuma L1 apzimé joslas numuru.

Demultiplekségjot tiek veidota tabula ar vienu rindu katra elementa un vienu aili katra parauga, ieskaitot
0. paraugu.

Visbiezak sastopamas sekvences indeksa nolasamie fragmentie.

FASTQ faila formats

FASTQ ir teksta faila formats, kas satur bazu noteikSanas vienumus un kvalitates vértibas katra nolasamaja
fragmenta. Katra ieraksta ir 4 rindas:

Identifikators
Sekvence
Plus zime (+)
Kvalitates raditaji (Phred) ir ASCII + 33 kodéta formata
Identifikators tiek formatéts Sadi:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane: Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber

(@instruments:izpildeslD:plismassunaslD:josla:elements:X:Y lasijumaNr:filtrakarodzins:0:parauganumurs)
Piemers:

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

"

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH# : <#<;<<L?22 %=

Papildu izvades faili

Talak noraditie izvades faili sniedz papildu informaciju vai apkopo izpildes serijas rezultatus un analizes
kludas. Lai gan Sie faili nav nepiecieSami analizes rezultatu novéertésanai, failus var izmantot problemu
noverSanai. Visi faili atrodas mapé Alignment (SalidzinaSana), ja nav noradits citadi.
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Faila nosaukums Apraksts

AdapterTrimming.txt Seit ir noradits apcirpto bazu skaits un bazu procentualais daudzums katram
elementam. Sis fails ir pieejams tikai tad, ja izpildei ir noradita adaptera
apcirpsana.

AnalysisLog.txt Apstrades zurnals, kura ir aprakstita katra darbiba, kas izpildita pasreizéjas

izpildes mapes analizes laika. Sis fails neietver klidu zinojumus.
Atrodas izpildes mapes saknes limenr.

AnalysisError.txt Apstrades Zurnals, kura uzskaititas visas kltdas, kas radas analizes laika. Sis fails
ir tukSs, ja nav nevienas kludas.
Atrodas izpildes mapes saknes limenl.

CompletedJoblinfo.xml Tiek rakstita pec analizes pabeigSanas, satur informaciju par izpildi, piemeram,
datumu, plismas Sunu ID, programmatdras versiju un citus parametrus.
Atrodas izpildes mapes saknes limenl.

Checksum.csv letver failu nosaukumus un noteikto un nenoteikto FASTQ failu, BCL failu un
SampleSheetUsed.csv faila unikalas kontrolsummas vértibas.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Sis fails apkopo demultipleks&$anas rezultatus tabula ar vienu rindu katra
elementa un vienu kolonnu katra parauga.

GenerateFASTQRunStatistics.xml letver konkrétas izpildes sérijas statistikas datu kopsavilkumu.
Atrodas izpildes mapes saknes limenr.

Analizes mape

Analizes mapé ir faili, ko generé programmattra Local Run Manager.
Relacija starp izvades mapi un analizes mapi ir Sada:

Sekvencésanas gaita reallaika analize (Real-Time Analysis — RTA) ievieto izvades mapé failus, kas
generéti attelu analizes, bazes izsaukSanas un kvalitates vértéSanas gaita.

RTA reallaika kopé failus uz analizes mapi. Kad RTA pieskir kvalitates novertéjumu katrai bazei katra
cikla, programmatira ieraksta failu RTAComplete.xml abas mapés.

Kad fails RTAComplete.xml ir pieejams, sakas analize.

Turpinot analizi, programmatura Local Run Manager ieraksta izvades failus analizes mapé un péc tam
kopé failus atpakal uz izvades mapi.

Salidzinasanas mapes

Katru reizi, atkartoti ievietojot analizi rinda, Local Run Manager izveido salildzinaSanas mapi ar nosaukumu
Alignment_N (Salidzinasana N), kur N ir kartas numurs.

Mapes uzbuve
(™ Data (Dati)
tAIignment_## (Salidzinasana Nr.) vai Alignment_lmported_## (Importétie salldzina8anas dati Nr.)
[T [Timestamp of Run] (Izpildes laikspiedols)
([~ DataAccessFiles
[ Fastq
=l FastgSummaryF1L1.txt
=/ Sample1_S1_L001_R1_001.fastg.gz
[ZlSample2_S2_L001_R2_001.fastqg.gz
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[=lUndetermined_SO_L001_R1_001.fastq.gz
[“lUndetermined_S0_L001_R2_001.fastqg.gz
[~ PieteikSanas
(| BuildFastgO.stdout.txt
=/ BuildFastg1.stdout.txt
[=lcommands.txt
[~ Shéma
=l AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysislLog.txt
(=l Checkpoint.txt
= Checksum.csv
=l CompletedJoblnfo.xml
I DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
I SampleSheetUsed.csv

Bazu izsaukSana un indeksu dazadiba

Kad instrumenta NextSeq 550Dx notiek paraugu sekvencéSana, bazes izsaukSanas funkcija nosaka bazi
(A, C, G vai T) katram dota elementa klasterim vai attélveidoSanas apgabalam plusmas elementa noteikta
cikla. Instrumenta NextSeq 550Dx tiek izmantota divu kanalu seciba, kam nepiecieSami divi attéli, lai
Sifretu datus Cetram DNS bazém, — viens no sarkana kanala un otrs no zala kanala.

Bazu izsauksanas indeksa nolasamo fragmentu noteikS8anas process atSkiras no bazu izsaukSanas citu
nolasamo fragmentu noteikSanas laika.
Indeksa nolasamajam fragmentam viena no pirmajiem diviem cikliem jasakas ar vismaz vienu bazi, kas nav
G. Ja indeksa nolasamais fragments sakas ar diviem G bazes noteikSanas vienumiem, netiek generéta
signala intensitate. Signalam jabut klat viena no pirmajiem diviem cikliem, lai nodrosinatu
demultiplekséSanas veiktspéju.
Ja, atlasot indeksus izpildes izveides laika, tie neatbilst dazadibas prasibam, tiek paradits bridinajums par
zemu dazadibu. Lai noveérstu bridinajumu par zemu dazadibu, atlasiet indeksu sekvences, kuras nodrosina
signalu abos kanalos katram ciklam.

Sarkanais kanals — A vai C

Zalais kanals — Avai T
Sis bazu izsauk$anas process nodro$ina precizitati, analizéjot zema kompleksa paraugus. Stkaku
informaciju par konkréto indeksu sekvencem skatiet lllumina DNA Prep With Enrichment Dx Package Insert
iepakojuma ieliktnr.
Izveidojot izpildi programmatura Local Run Manager, jus izvélaties parbaudamo paraugu skaitu.
Programmatura automatiski aizpilda ieteiktas indeksu kombinacijas, kas atbilst indeksu dazadibas
prasibam. Lai gan ieteiktas UDP indeksu kombinacijas nav obligati jaizmmanto, tas ir ieteicams.
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Dokuments Datums Izmainu apraksts

Dokuments 2022. gada Pievienota Australijas sponsora adrese.
Nr. 200015671 vO1 maijs Precizeti parauga apraksta ierobezojumi.
Dokuments 2022. gada Sakotnéjais laidiens

Nr. 200015671 v0OO februaris
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Tehniska palidziba

Lai sanemtu tehnisko palidzibu, sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Timek|a vietne:
E-pasta adrese:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

lllumina klientu atbalsta dienesta talruna numuri

Regions Bezmaksas Regionalais
Ziemelamerika +1.800.809.4566

Apvienota Karaliste +44 8000126019 +44 2073057197
Australija +1.800.775.688

Austrija +43 800006249 +43 19286540
Belgija +32 80077160 +32 34002973
Danija +45 80820183 +45 89871156
Dienvidkoreja +82 80 234 5300

Francija +33 805102193 +33 170770446
Honkonga, Kina 800960230

Italija +39 800985513 +39 236003759
Trija +353 1800936608 +353 016950506
Japana 0800.111.5011

Jaunzélande

0800.451.650

Kina 400.066.5835
Niderlande +31 8000222493 +31 207132960
Norvégija +47 800 16836 +47 21939693
Singapira +1.800.579.2745

Somija +358 800918363 +358 974790110
Spanija +34 911899417 +34 800300143
Sveice +41 565800000 +41 800200442
Taivana, Kina 00806651752

Vacija +49 8001014940 +49 8938035677
Zviedrija +46 850619671 +46 200883979

Citas valstis

+44.1799.534000

Dro8ibas datu lapas (DDL) — pieejamas lllumina timek|a vietneé: support.illumina.com/sds.html.

Produkta dokumentacija — pieejama lejupieladei timekla vietné: support.illumina.com.
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[llumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122, ASV
+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas)
techsupport@illumina.com
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[llumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Niderlande

© 2022. gads lllumina, Inc. Visas tiesibas paturetas.
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Australijas sponsors

[llumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Australija

lumina
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