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NextSeq 550Dx icin Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Is Akisi Kilavuzu

Bu belge ve icindekiler lllumina, Inc. ve baglh sirketlerinin ("lllumina") mulkiyetinde olup yalnizca isbu belgede agiklanan
Urintn/Grinlerin kullanimiyla baglantili olarak musterisinin sézlesmeye iliskin kullanimi igindir. Bu belge ve icindekiler
lllumina'nin énceden yazili izni olmaksizin baska higbir amacla kullanilamaz veya dagitilamaz ve/veya hicbir sekilde
iletilemez, ifsa edilemez ya da kopyalanamaz. lllumina bu belge ile patenti, ticari markasi, telif hakki veya genel hukuk haklar
ya da Ucuncu taraflarin benzer haklar kapsaminda higbir lisansi devretmez.

Bu belgede aciklanan Grinun/Grtnlerin uygun ve gtvenli bir sekilde kullaniimast icin nitelikli ve uygun egitim almis galisanlar
bu belgedeki talimatlari tam olarak ve ac¢ik bir sekilde uygulamalidir. S6z konusu Grn/Urtnler kullaniimadan énce bu
belgedeki tum bilgiler tam olarak okunmali ve anlasiimalidir.

BU BELGEDE YER ALAN TUM TALIMATLARIN TAMAMEN OKUNMAMASI VE ACIK BIiR SEKILDE UYGULANMAMASI,
URUNUN/URUNLERIN HASAR GORMESINE, KULLANICI VEYA BASKALARI DAHIL OLMAK UZERE KIiSILERIN
YARALANMASINA VE DIGER MALLARIN ZARAR GORMESINE NEDEN OLABILIR VE URUN/URUNLER iGIN GEGERLI
OLAN HER TURLU GARANTIYiI GECERSIZ KILACAKTIR.

ILLUMINA BU BELGEDE ACIKLANAN URUNUN/URUNLERIN (URUNUN PARCALARI VE YAZILIMI DAHIL) YANLIS
KULLANIMINDAN DOGAN DURUMLARDAN SORUMLU TUTULAMAZ.

© 2022 lllumina, Inc. TUm haklari saklidir.

TUm ticari markalar lllumina, Inc. veya ilgili sahiplerinin malidir. Ozel ticari marka bilgileri igin bkz.
www.illumina.com/company/legal.html.
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NextSeq 550Dx icin Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Is Akisi Kilavuzu

Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modull ilk olarak dizinlenmis okumalarin ¢cogullamasini
¢ozer. Varsa DNA GenerateFASTQ Dx, FASTQ dosya bigiminde ara ¢ikti dosyalarini olusturur ve ardindan
is akisindan c¢ikar. Hizalama veya ek analiz gerceklestiriimez. FASTQ dosyalar Gg¢Uncu taraf analiz araglari
ile analiz i¢in gerekli girdilerdir.

Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx modulu Local Run Manager v3.1.0 (veya Uzeri) ile
calistinlabilir ve NextSeq 550Dx Operating Software (NOS) v1.4 (veya Uzeri) ile uyumludur. Analiz modulU
lllumina DNA Prep With Enrichment Dx testi igin sekanslamadan analize destek saglar.

Bu Kilavuz Hakkinda

Bu kilavuz DNA GenerateFASTQ Dx analiz modulinde sekanslama ve analiz igin ¢alistirma parametrelerinin
ayarlanmasina yonelik talimatlari sunar. Yaziimin kullaniimasi, mevcut Windows isletim sistemi ve web
tarayici bazl kullanici araytzt hakkinda temel bilgi gerektirir. Local Run Manager pano ve sistem ayarlari
hakkinda bilgi icin bkz. NextSeq 550Dx Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 1000000009513).

Parametreleri Ayarlama

1

Local Run Manager'da oturum acin.
Create Run (Calistirma Olustur) 6gesini ve daha sonra DNA GenerateFASTQ Dx dgesini secin.

Calistirmayi sekanslamadan analize kadar tanimlayan benzersiz bir calistirma adi girin (40 karakter veya
daha az).

Calistirma adi alfanumerik karakterler, bosluklar ve 6zel karakterler *.~1@#$%-_{} igerebilir. Onceki bir
calistirmaya ait ad kullanilamaz.

listege bagli] Calistirmayi tanimlamaya yardimci olmasi igin bir calistirma agiklamasi girin (150 karakter
veya daha az).

Calistirma aciklamasi alfanumerik karakterler, bosluklar ve asagidaki 6zel karakterleri icerebilir:
~l@#$%-_{).

Asagidaki calistirma ayarlarini yapilandirin:
Index Plate (Dizin Plakasi)—Kitaplik hazirlama esnasinda kullanilan dizin plakasi dizenini segin.
Index Set A (Dizin Kimesi A), Index Set B (Dizin Kiimesi B) ve Index Set AB (Dizin Kimesi AB)
Ogelerinden birini sec¢ebilirsiniz. Dizin plakasi dizenleri hakkinda bilgi icin bkz. lllumina DNA Prep
With Enrichment Dx Kullanim Talimat.
Dizin kimeleri A ve B, 96 numune ve karsilik gelen benzersiz cift primerleri (UDP'ler) igerir.
Dizin kimesi AB, 192 numune ve karsilik gelen UDP'leri igerir.
Read Type (Okuma TUru)—Single read (Tek okuma) veya paired-end (¢ift sonlu) secenegdini
belirleyin. Varsayilan okuma turu ¢ift sonlu segenegidir.
Read Lengths (Okuma Uzunluklarl)—Okuma uzunlugunu girin. Varsayilan okuma uzunlugu 151'dir.

Module-Specific Settings (Modiile Ozgii Ayarlar) altinda, Adapter Trimming (Adaptér Kesme)
secenegini ayarlayin.
Adaptdér kesme varsayilan olarak etkindir.

Sekanslanacak numune sayisini segin. Secilen numune sayisi otomatik doldurulan UDP 6nerilerini
icerir. UDP onerilerini kullanmak istemezseniz Custom (Ozel) 6gesini segin.
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Sekansladiginiz numune sayisi asagdi acllir listede dahil degilse en yakin numune sayisini secin. Segilen
sayinin sekanslanan sayidan az oldugundan ve gerektigi kadar ilave UDP eklediginizden emin olun.
Ornegdin, 18 numune test etmek icin 16 numune secenedini secin.

Calistirma icin Numuneleri Belirleme

Asagidaki seceneklerden birini kullanarak c¢alistirma icin numuneleri belirleyin.

Numuneleri manuel olarak girme— Create Run (Calistirma Olustur) ekranindaki bos tabloyu kullanin.

Numuneleri ige aktarma— VirgUlle ayriimis degerler (*.csv) bicimindeki bir harici dosyaya gidin. Create
Run (Calistirma Olustur) ekraninda indirmek icin bir sablon mevcuttur.

Numuneleri Manuel Olarak Girme

1

6

Sample ID (Numune Numarasi) sekmesinde benzersiz bir numune numarasi girin. Alfanumerik
karakterler ve/veya tireler kullanin (40 karakter veya daha az).

Numune numarasi ve karsilik gelen numune aciklamasi ve UDP konumu numunenin girildigini belirmek
igin mawvi ile vurgulanir.

listege bagli] Pozitif ve negatif kontrol numuneleri secmek igin, numune kuyularina sag tiklayin.

listege bagli] Sample Description (Numune Aciklamasi) sekmesinde numune aciklamasi girin. Numune
agiklamasi alfanumerik karakterler, noktalar ve 6zel karakterler .~1@#$%-_{} icerebilir. Bosluklara izin
verilmez.

Numune aciklamasi ile iligkilendirilen numune numarasi sonraki bir ¢alistirmada tekrar kullanilirsa
baslangictaki numune aciklamasinin tzerine yazilir.

Gerektiginde dnerilen UDP konumlarini degistirin. Onerilen numune kuyusu konumlari sari, mor,
turuncu ve pembe ile vurgulanir.

Onerilen numune kuyulari kullanilirsa yazilim dizin gesitliligi gerekliliklerini karsilayan UDP dizin
adaptorlerini otomatik olarak doldurur. Sectiginiz numune sayisi tam olarak test ettiginiz numune sayisi
degdilse ekstra kuyular igin UDP dizin adaptérleri sectiginizden emin olun.

listege bagdl] Numune bilgisi dosyasini disa aktarmak icin Export Samples (Numuneleri Disa Aktar)
ogesini segin.

Save Run (Calistirmayi Kaydet) 6gesini segin.

Numune Sayfasini ice Aktarma

Daha 6nceden Export Samples (Numuneleri Disa Aktar) 6zelligi kullanilarak DNA GenerateFASTQ Dx
modulinden disa aktariimis bir numune bilgi dosyasi veya Create Run (Calistirma Olustur) ekraninda
Template (Sablon) 6gesi secilerek olusturulan bir sablon dosyasindan numune bilgileri ice aktarilabilir.
Numune bilgilerini olusturma ve disa aktarma hakkindaki talimatlar i¢cin bkz. Numuneleri Manuel Olarak
Girme, sayfa 4.

Sablon dosyasi otomatik doldurulan UDP &nerilerini icermez.

Sablon dosyasini dizenlemek igin:

1

Yeni bir plaka dizeni olusturmak icin Create Run (Calistirma Olustur) ekraninda Template (Sablon)
6gesini secin. Sablon dosyasl ice aktarma icin dogru sttun baslklarini icerir. Asagidaki sekilde dosyayi
dlzenleyin.

a Numune sayfasini bir metin dizenleyicide agin.
b Gerekli numune bilgilerini girin.
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¢ Dosyayi virgtlle ayriimis degerler (*.csv) biciminde kaydedin. Numune numaralarinin benzersiz
oldugundan emin olun.
Numune bilgilerini ice aktarmak igin:
2 Import Samples (Numuneleri ice Aktar) secenegini belirleyin ve ardindan CSV dosyasini secin.
3 [istege bagl] Numune bilgilerini harici bir dosyaya disa aktarmak igin Export (Disa Aktar) 6gesini secin.
4 Save Run (Calistirmayi Kaydet) 6gesini secin.

Calistirma Dizenleme

Sekanslama 6ncesinde calistirmanizdaki bilgileri diizenleme ile ilgili talimatlar icin bkz. NextSeq 550Dx
Cihazi Referans Kilavuzu (belge no 17000000009513).

DNA GenerateFASTQ Dx analiz modUli asagidaki analiz adimlarini uygular ve daha sonra analiz ¢ikti
dosyalarini Alignment (Hizalama) klasértne yazar.

Dizin okumalarinin cogullamasini ¢ozer
FASTQ dosyalari olusturur

Cogullama C6zme
Cogullama ¢6zme, her Dizin Okumasli sekansini calistirma icin belirtilen dizin sekanslari ile kiyaslar.
Bu adim icin herhangi bir kalite degeri dikkate alinmaz.
Dizin okumalari asagidaki adimlar kullanilarak belirlenir:
Numuneler calistirma icin listelendikleri siralamaya gore 1'den baslayarak numaralandirilir.
Numune numarasi O, bir numuneye atanmamis ktimeler igin ayrilmistir.

Kumeler, dizin sekansi tam olarak eslestiginde veya Dizin Okumasi basina tek bir uyusmazlik
oldugunda bir numuneye atanir.

FASTQ Dosyasi Olusturma

Cogullama ¢6zme sonrasinda yazilim, sekanslari temsil etmek icin kullanilan bir metin bicimi olan FASTQ
biciminde ara analiz dosyalari olusturur. FASTQ dosyalari her bir numune icin okumalari ve iligkili kalite
skorlarini icerir. Filtrelerden gecmeyen kiimeler ve calistirmada kullanilan kontroller haric tutulur.

Her FASTQ dosyasi yalnizca bir numune igin okumalari icerir ve bu numunenin adi FASTQ dosya adinda
yer alir. FASTQ dosyalari hizalama igin birincil girdidir.

1 Local Run Manager panosunda galistirma adini segin.
2 Run Overview (Calistirmaya Genel Bakis) sekmesinde sekanslama calistirmasi metriklerini inceleyin.

3 Segcili calistirmanin gelecekteki yeniden kuyruga almalarinda analiz veri dosyasi konumunu degistirmek
icin Edit (Duzenle) simgesini secin ve calistirma ¢iktl klasdri dosya yolunu dizenleyin.
Calistirma cikti klasérinin adi duzenlenemez.

N

[istege Bagli] Calistirma cikti klasérii dosya yolunu kopyalamak icin Copy to Clipboard (Panoya
Kopyala) dgesini secin.
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5 Calistirma parametreleri ve sarf malzemeleri bilgilerini incelemek i¢cin Sequencing Information
(Sekanslama Bilgileri) sekmesini segin.

6 Analiz raporunu goéruntilemek icin Samples & Results (Numuneler ve Sonuglar) sekmesini secin.

> Analiz yeniden kuyruga alinmissa Select Analysis (Analiz Seg) asagi acllir listesinden uygun analizi

secin.

» Baska bir numunenin raporunu gdrtntilemek igin soldaki gezinme ¢ubugunda bir numune

numarasl segin.

7 [istege Bagl] Analiz Klaséri dosya yolunu kopyalamak igin Copy to Clipboard (Panoya Kopyala)

ogesini segin.

Sonuc¢ Raporu

Sonuclar Samples and Results (Numuneler ve Sonuglar) sekmesinde 6zetlenir.

Numuneler

Tablo1 Numune Tablosu

Satun Bashigi

Agiklama

Sample ID (Numune Numarasi)

Calistirma olusturuldugunda saglanan numune numarasi.

Plate (Plaka)

Calistirma olusturuldugunda dizin plakasi ile saglanan plaka. Sutun yalnizca dizin plakasi

AB seciliyse gdsterilir.

Index Well (Dizin Kuyusu)

Calistirma olusturuldugunda numune kuyusu konumu ile saglanan dizin kuyusu.

Description (Aciklama)

Calistirma olusturuldugunda saglanan numune aciklamasi.

uDP

Numune ile kullanilan UDP.

Control (Kontrol)

Numune ile kullanilan pozitif veya negatif kontrol.

Dizinleme

Tablo 2 Dizinleme Tablosu

Satun Baghigi

Acgiklama

Index Number (Dizin Numarasi)

Numunelerin numune tablosundaki listelenme siralarina dayanarak atanan numara.

Sample ID (Numune Numarasi)

Calistirma olusturuldugunda saglanan numune numarasi.

ubDP

Numune ile kullanilan UDP.

% Reads Identified (Tanimlanan
Okuma Yuzdesi) (PF)

Filtrelerden gegen okumalarin ylzdesi.

Analiz Cikti Dosyalari

Asagidaki analiz ¢ikti dosyalari DNA GenerateFASTQ Dx analiz modulu igin olusturulur.

Dosya Adi

Aciklama

Cogullama ¢dézme (*.demux)

Cogullama ¢dézme sonugclarini iceren ara dosyalar.

FASTQ (*.fastqg.gz)

Kalite skorlu baz aramalarini iceren ara dosyalar. FASTQ dosyalari hizalama adimi igin

birincil girdidir.
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Cogullama C6zme Dosya Bicimi

Cogullama ¢dzme islemi, kiimenin hangi numuneden geldigini belirlemek icin her kimeye ekli dizin
sekansini okur. Kimeler ve numune numarasli arasindaki eslestirme, akis htcresinin her kutucugu icin bir
cogullama ¢dézme (*.demux) dosyasina yazilir.

Cogullama ¢d6zme dosya adlandirma bicimi, X kutucuk numarasini belirtecek sekilde s_1_X.demux
seklindedir.

Cogullama ¢d6zme dosyalari bir baslik ile baslar:
Versiyon (4 bayt tam sayi), halihazirda 1
KUme sayisi (4 bayt tam sayi)
Dosyanin geri kalani kutucuktaki her kiime icin numune numaralarini icerir.

Cogullama ¢6zme adimi tamamlandiginda, yazilim DemultiplexSummaryF1L1.txt adinda bir cogullama
cbzme dosyasi olusturur.

Dosya adinda F1 akis hicresi numarasini temsil eder.
Dosya adinda L1 serit numarasini temsil eder.

Cogullama ¢6zme, her kutucuk icin bir satir ve numune 0 dahil her numune icin bir sGtun iceren bir
tablo ile sonuglanir.

Dizin okumalarinda en sik gortlen sekanslar.

FASTQ Dosya Bicimi
FASTQ, okuma basina baz aramalari ve kalite degerlerini iceren metin bazli bir dosya bigimidir.
Her kayit 4 satir icerir:
Tanimlayici
Sekans
Bir arti isareti (+)
ASCII + 33 sifrelenmis biciminde Phred kalite skorlari
Tanimlayici asagidaki gibi bigimlendirilir:

@Cihaz:GaligtirmaNumarasi:AkigHUcresiNumarasi:Serit: Kutucuk:X:Y
OkumaNum:Filtreisareti:0:NumuneNumarasi

Ornek:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
+

<> ##=><9=AAAAAAAARAAOH# : <#<;<<L?222#=

Tamamlayici Cikti Dosyalari

Asagidaki cikti dosyalari tamamlayici bilgiler saglar veya c¢alistirma sonuglari ve analiz hatalarini 6zetler.
Bu dosyalar analiz sonuclarini degerlendirmek icin gerekli olmasa da, sorun giderme amaciyla kullanilabilir.
Tum dosyalar aksi belirtiimedikce Alignment (Hizalama) Klasértinde yer alir.
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Dosya Adi Acgiklama

AdapterTrimming.txt Kesilen bazlarin sayisi ve her kutucuk icin bazlarin ylzdesini listeler. Bu dosya
yalnizca c¢alistirma i¢in adaptoér kesme belirlendiyse mevcuttur.

AnalysisLog.txt Mevcut galistirma klasoérinin analizi esnasinda gergeklesen her adimi aciklayan
isleme gunlugu. Bu dosya hata mesajlarini igermez.
Calistirma klasorinin kok seviyesinde yer alir.

AnalysisError.txt Analiz esnasinda gerceklesen hatalarn listeleyen isleme gunltgu. Hig hata
gerceklesmemisse bu dosya bos olur.
Calistirma klasérinin koék seviyesinde yer alir.

CompletedJoblinfo.xml Analiz tamamlandiktan sonra yazilir, galistirma hakkinda tarih, akis hicresi
numarasi, yazilim versiyonu ve diger parametreler gibi bilgiler icerir.
Calistirma klasérinin kék seviyesinde yer alir.

Checksum.csv Belirli ve belirsiz FASTQ dosyalari, BCL dosyalari ve SampleSheetUsed.csv
dosyasi igin dosya adlari ve benzersiz saglama degerlerini igerir.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Kutucuk basina 1 satir ve numune basina 1 sttun olan bir tablo icinde ¢ogullama
¢dzme sonuglarini raporlar.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Calistirmaya 6zgU Ozet istatistikleri igerir.
Calistirma klasérinin kék seviyesinde yer alir.

Analiz Klasoru

Analiz Klasoru Local Run Manager yazilimi tarafindan olusturulan dosyalari igerir.
Cikti klasort ve analiz klasort arasindaki iliski asagida 6zetlenmistir:

Sekanslama esnasinda Real-Time Analysis (RTA) gorintl analizi, baz arama ve kalite skoru sirasinda
olusturulan dosyalar ile ¢iktl klasérint doldurur.

RTA dosyalari gercek zamanli olarak analiz klasérine kopyalar. RTA her dongu icin her baza bir kalite
skoru atadiktan sonra, yazilim her iki klasére RTAComplete.xml dosyasini yazar.

RTAComplete.xml dosyasl mevcut oldugunda analiz baglar.

Analiz devam ederken, Local Run Manager cikti dosyalarini analiz klasérine yazar ve daha sonra
dosyalari ¢iktl klasérlne geri kopyalar.

Hizalama Klasorleri

Analiz her yeniden kuyruga alindiginda Local Run Manager, N sirall bir sayi olacak sekilde Alignment_N adli
bir hizalama klaséru olusturur.

Klasor Yapisi
[~ Data
(C= Alignment_## veya Alignment_Imported_##
(™ [Galistirmanin Zaman Bilgisi]
(™ DataAccessFiles
[ Fastq
[“IFastgSummaryF1L1.txt
[=ISample1_S1_L0O01_R1_001.fastqg.gz
[=1Sample2_S2_L001_R2_001.fastqg.gz
[=lUndetermined_SO_L001_R1_001.fastq.gz
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[ZlUndetermined_SO_L001_R2_001.fastq.gz
(= Logging
=/ BuildFastgO.stdout.txt
(| BuildFastg1.stdout.txt
=l commands.txt
(" Plots
=| AdapterCounts.txt
(=l AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
[=I Checkpoint.txt
=/ Checksum.csv
I CompletedJoblnfo.xml
= DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv

Baz Arama ve Dizin Cesitliligi

NextSeq 550Dx cihazinda numuneler sekanslandiginda, baz arama belirli bir dénglde akis hicresinde
goruntuleme alani ya da belirli bir kutucugun her kiimesi icin bir baz (A, C, G veya T) tayin eder. NextSeq
550Dx cihazi iki kanalli sekanslama 6zelligini kullanir; buna goére, dort DNA bazi i¢in verileri kodlamak Uzere
biri kirmizi kanaldan ve biri yesil kanaldan olmak Uzere iki gorantu gerekir.

Baz arama dizin okumalarina iliskin islem, diger okumalar sirasinda baz aramadan farklidir.

Dizin okumalari, ilk iki déngUnin birinde G'den farkli en az bir baz ile baglamalidir. Dizin Okumasi iki adet G
baz aramasi ile baslarsa sinyal yogunlugu olusturulmaz. Cogullama ¢6zme performansi saglanmasi icin, ilk
iki ddngunun herhangi birinde sinyal olmalidir.

Calistirma olusturma sirasinda dizinler secilirken dizinlerin cesitlilik gerekliliklerini karsilamamasi halinde bir
dUsuk cesitlilik uyarisi gértntulenir. Dusuk c¢esitlilik uyarisini engellemek icin, her déngude her iki kanalda
sinyal saglayan dizin sekanslari secin.

Kirmizi kanal—A veya C
Yesil kanal—A veya T

Bu baz arama islemi, low-plex numuneleri analiz ederken dogrulugu saglar. Dizinlerinizin sekanslari
hakkinda daha fazla bilgi icin bkz. lllumina DNA Prep With Enrichment Dx Kullanim Talimati.

Local Run Manager'da c¢alistirma olusturma sirasinda, test edilecek numune sayisini segersiniz. Dizin
cesitliligi gerekliliklerini karsilayan énerilen dizin kombinasyonlari yazilim tarafindan otomatik olarak
doldurulur. Onerilen UDP dizin kombinasyonlarini kullanmak zorunda olmasaniz da kullanmaniz énerilir.
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2022 Numune aciklama sinirlamasi netlestirildi.
Belge No 200015671 vOO Sub ilk strim
2022
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Teknik Yardim

Teknik yardim icin lllumina Teknik Destek baélumuyle iletisim kurun.
Web sitesi: www.illumina.com
E-posta: techsupport@illumina.com

lllumina Musteri Destek Birimi Telefon Numaralari

Kuzey Amerika +1 800 809 4566

Avustralya +1 800 775 688

Belgika +32 80077160 +32 34002973

Gin 400 066 5835

Finlandiya +358 800918363 +3568 974790110

Giiney Kore +82 80 234 5300

Hong Kong, Gin 800960230

ispanya +34 911899417 +34 800300143

isvigre +41 565800000 +41 800200442

Japonya 0800 111 5011

Singapur +1 800 579 2745

Yeni Zelanda 0800 451 650

Guvenlik veri sayfalar (SDS'ler)— lllumina web sitesinde support.illumina.com/sds.html adresinde
mevcuttur.

Urain belgeleri—support.illumina.com adresinden indirilebilir.
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