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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Workflow-Anleitung fur MiSegDx

Das Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Module demultiplexiert zunachst indizierte Reads. Wenn
vorhanden, generiert DNA GenerateFASTQ Dx temporare Ausgabedateien im FASTQ-Dateiformat und
beendet dann den Workflow. Es wird kein Alignment und keine weitere Analyse durchgefthrt. Flr die Analyse
mit Analysetools von Drittanbietern werden FASTQ-Dateien als Eingabe bendétigt.

Das Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module kann auf Local Run Manager v3.1.0 (oder hoher)
ausgeflhrt werden und ist mit Windows 10 kompatibel. Das Analysemodul unterstitzt die Sequenzierung zur
Analyse fUr den lllumina DNA Prep with Enrichment Dx Assay.

Uber diese Anleitung

Diese Anleitung enthalt Anweisungen fur das Festlegen der Laufparameter fir die Sequenzierung und Analyse
fur das DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module. Voraussetzungen fur die Verwendung der Software sind
Grundkenntnisse des aktuellen Windows-Betriebssystems und webbrowserbasierter Benutzeroberflachen.
Informationen zu den Dashboard- und Systemeinstellungen fur Local Run Manager finden Sie im Software-
Referenzhandbuch zu Local Run Manager fir MiSeqDx (Dokument-Nr. 200003931).

Festlegen von Parametern

1 Melden Sie sich bei Local Run Manager an.
2 Wahlen Sie Create Run (Lauf erstellen) und anschlieBend DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Geben Sie einen eindeutigen Namen ein, mit dem der Lauf von der Sequenzierung bis zur Analyse
identifiziert werden kann (maximal 40 Zeichen).
Der Laufname kann alphanumerische Zeichen, Leerzeichen und die Sonderzeichen . ~1@#$%-_{}
enthalten. Ein Name aus einem fruheren Lauf kann nicht verwendet werden.

4 [Optional] Geben Sie eine Laufbeschreibung ein, um den Lauf zu identifizieren (maximal 150 Zeichen).
Die Laufbeschreibung kann alphanumerische Zeichen, Leerzeichen und folgende Sonderzeichen
enthalten:

L~ @#$3%-_{}.

5 Konfigurieren Sie folgende Laufeinstellungen:
Indexplatte: Wahlen Sie das wahrend der Bibliotheksvorbereitung verwendete Indexplattenlayout
aus. Sie kdnnen zwischen Indexsatz A, Indexsatz B und Indexsatz AB wahlen. Weitere Informationen
zu den Indexplattenlayouts finden Sie in der Packungsbeilage von Illlumina DNA Prep With
Enrichment Dx.
Indexsatze A und B enthalten 96 Proben und die entsprechenden eindeutigen dualen Primer (Unique
Dual Primers, UDPs). Indexsatz AB enthalt 192 Proben und die entsprechenden UDPs.
,Read Type" (Read-Typ): Wahlen Sie Single-Read oder Paired-End aus. Der standardméaBige Read-
Typ ist Paired-End.
,Read Lengths" (Read-Langen): Geben Sie eine Read-Lange ein. Die standardmafiige Read-Lange
betragt 151.

6 Stellen Sie unter ,Module-Specific Settings” (modulspezifische Einstellungen) die Option ,Adapter
Trimming” (Adapter-Trimming) ein.
Adapter-Trimming ist standardmaBig aktiviert.
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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Workflow-Anleitung fur MiSegDx

Wahlen Sie die Anzahl der zu sequenzierenden Proben. Die gewahlte Anzahl von Proben umfasst
automatisch erstelite UDP-Empfehlungen. Wenn Sie keine UDP-Empfehlungen verwenden médchten,
wéhlen Sie Custom (Benutzerdefiniert).

Wenn die Anzahl der Proben fUr die Sequenzierung nicht in der Dropdown-Liste enthalten ist, wahlen Sie
die n&chstliegende Anzahl von Proben aus. Vergewissern Sie sich, dass die ausgewahlte Anzahl geringer
ist als die Anzahl der zu sequenzierenden Proben, und fugen Sie bei Bedarf weitere UDPs hinzu. Wéahlen
Sie beispielsweise die Option 16 Proben, um 18 Proben zu testen.

Angeben der Proben fur den Lauf

Geben Sie die Proben fur den Lauf an. Nutzen Sie dazu eine der folgenden Optionen:

Manuelles Eingeben der Proben: Verwenden Sie die leere Tabelle auf dem Bildschirm ,Create Run®
(Lauf erstellen).

Importieren von Proben: Navigieren Sie zu einer externen Datei mit kommagetrennten Werten (*.csv).
Im Bildschirm ,Create Run® (Lauf erstellen) steht eine Vorlage zum Herunterladen zur Verflgung.

Manuelles Eingeben der Proben

1

6

Geben Sie in der Registerkarte ,Sample ID" (Proben-ID) eine eindeutige Proben-ID ein. Verwenden Sie
alphanumerische Zeichen und/oder Bindestriche (maximal 40 Zeichen).

Die Proben-ID und die entsprechende Probenbeschreibung und UDP-Position werden blau
hervorgehoben, um die Eingabe der Probe anzuzeigen.

[Optional] Klicken Sie zur Auswahl positiver und negativer Kontrollproben mit der rechten Maustaste auf
die Proben-Wells.

[Optional] Geben Sie in der Registerkarte ,Sample Description* (Probenbeschreibung) eine
Probenbeschreibung ein. Die Probenbeschreibung kann alphanumerische Zeichen, Punkte und die
Sonderzeichen '~1@#$%-_{} enthalten. Leerzeichen sind nicht zuldssig.

Wird die der Probenbeschreibung zugeordnete Proben-ID in einem spéateren Lauf erneut verwendet,
wird die urspringliche Probenbeschreibung tberschrieben.

Andern Sie die empfohlenen UDP-Positionen nach Bedarf. Die vorgeschlagenen Positionen fiir das
Proben-Well sind gelb, lila, orange und rosa hervorgehoben.

Wenn Sie vorgeschlagene Proben-Wells verwenden, flllt die Software automatisch die UDP-
Indexadapter aus, die den Anforderungen an die Index-Diversitat entsprechen. Wenn die von Ihnen
gewahlte Anzahl von Proben nicht der exakten Anzahl von Proben entspricht, die Sie testen wollen,
achten Sie darauf, UDP-Indexadapter fUr die zusétzlichen Wells zu wéhlen.

[Optional] Wahlen Sie Export Samples (Proben exportieren), um die Datei mit den Probeninformationen zu
exportieren.

Wahlen Sie Save Run (Lauf speichern).

Importieren eines Probenblatts

Sie kdnnen Probeninformationen aus einer Probeninformationsdatei importieren, die zuvor mit der Funktion
»Export Samples” (Proben exportieren) aus dem DNA GenerateFASTQ Dx Module exportiert wurde, oder aus
einer Vorlagendatei, die durch Auswahl von Template (Vorlage) auf dem Bildschirm ,Create Run® (Lauf
erstellen) erstellt werden kann. Anweisungen zum Erstellen und Exportieren von Probeninformationen finden
Sie unter Manuelles Eingeben der Proben auf Seite 4.

Die Vorlagendatei enthélt nicht die automatisch ausgefullten UDP-Empfehlungen.
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Zum Bearbeiten der Vorlagendatei:

1 Waéhlen Sie auf dem Bildschirm ,Create Run® (Lauf erstellen) die Option Template (Vorlage), um ein neues
Plattenlayout zu erstellen. Die Vorlagendatei enthalt die korrekten Spaltentiberschriften flir den Import.
Bearbeiten Sie die Datei wie folgt.

a Offnen Sie das Probenblatt in einem Texteditor.

b Geben Sie die erforderlichen Probeninformationen ein.

¢ Speichern Sie die Datei im Format mit kommagetrennten Werten (*.csv). Stellen Sie sicher, dass die
Proben-IDs eindeutig sind.

So importieren Sie Probeninformationen:
2 Wahlen Sie Import Samples (Proben importieren) und anschlieBend die CSV-Datei.

3 [Optional]l Wahlen Sie Export (Exportieren), um die Probeninformationen in eine externe Datei zu
exportieren.

4 Wahlen Sie Save Run (Lauf speichern).

Bearbeiten eines Laufs

Anweisungen fur das Bearbeiten der Informationen in lhrem Lauf vor der Sequenzierung finden Sie im
Software-Referenzhandbuch zu Local Run Manager fir MiSeqDx (Dokument-Nr. 200003931).

Das DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module fuhrt die folgenden Analyseschritte durch und generiert
anschlieBend Analyse-Ausgabedateien im Alignment-Ordner.

Demultiplexing von Index-Reads
Generieren von FASTQ-Dateien

Demultiplexing

Beim Demultiplexing wird jede Index-Read-Sequenz mit den fur den Lauf angegebenen Indexsequenzen
verglichen. In diesem Schritt werden keine Qualitatswerte bericksichtigt.

Index-Reads werden wie folgt identifiziert:

Die Proben sind gemal der Reihenfolge, in der sie fur den Lauf aufgelistet sind, und mit 1 beginnend
durchnummeriert.

Die Probennummer 0 ist fur Cluster reserviert, die keiner Probe zugeordnet wurden.

Cluster werden einer Probe zugewiesen, wenn die Indexsequenz genau Ubereinstimmt bzw. je Index-
Read maximal eine NichtUbereinstimmung festgestellt wird.

Generieren von FASTQ-Dateien

Nach dem Demultiplexing generiert die Software temporare Analysedateien im FASTQ-Format, dem
Textformat fur die Darstellung von Sequenzen. FASTQ-Dateien enthalten die Reads jeder Probe und die
entsprechenden Qualitats-Scores. Im Lauf verwendete Kontrollen sowie Cluster, die die Filter nicht passiert
haben, werden nicht aufgenommen.

Jede FASTQ-Datei enthalt nur die Reads einer Probe. Der Name der Probe ist Bestandteil des FASTQ-
Dateinamens. FASTQ-Dateien sind die primaren Eingabedateien fur das Alignment.
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1 Wahlen Sie im Dashboard von Local Run Manager den Laufnamen.
2 Prifen Sie in der Registerkarte ,Run Overview" (LaufUbersicht) die Metriken des Sequenzierungslaufs.

3 Wahlen Sie das Symbol Edit (Bearbeiten) und bearbeiten Sie den Dateipfad fur den Ausgabelaufordner,
wenn Sie den Speicherort der Analysedatendatei fur kiinftige Wiederholungen des ausgewahlten Laufs
andern machten.

Der Name des Ausgabelaufordners kann nicht bearbeitet werden.

4 [Optional]l Wahlen Sie Copy to Clipboard (In die Zwischenablage kopieren), um den Dateipfad des
Ausgabelaufordners zu kopieren.

5 Wahlen Sie die Registerkarte ,Sequencing Information” (Sequenzierungsinformationen), um die
Informationen zu Laufparametern und Verbrauchsmaterialien zu prufen.

6 Wahlen Sie die Registerkarte ,Samples & Results” (Proben und Ergebnisse), um den Analyseordners zu
sehen.
Wenn eine Analyse erneut in die Warteschlange gestellt wurde, wéhlen Sie die entsprechende
Analyse aus der Dropdown-Liste ,Select Analysis“ (Analyse auswahlen) aus.
Wahlen Sie in der linken Navigationsleiste eine Proben-ID aus, um den Bericht fur eine andere Probe
anzuzeigen.

7 [Optional] Wahlen Sie Copy to Clipboard (In die Zwischenablage kopieren), um den Dateipfad des
Analyseordners zu kopieren.

Ergebnisse werden auf der Registerkarte ,Samples and Results” (Proben und Ergebnisse)
zusammengefasst.

Proben

Tabelle 1 Probentabelle

Spaltenlberschrift Beschreibung

Sample ID (Proben-ID) Proben-ID, die bei der Erstellung des Laufs angegeben wurde.

Plate (Platte) Die beim Erstellen des Laufs mit der Indexplatte bereitgestellte Platte. Die Spalte wird nur
bei Auswahl der Indexplatte AB angezeigt.

Index Well (Index-Well) Das beim Erstellen des Laufs bereitgestellte Index-Well mit der Position des Proben-Wells.

Beschreibung Die beim Erstellen des Laufs angegebene Beschreibung der Probe.

UDP Das mit der Probe verwendete UDP.

Control (Kontrolle) Die mit der Probe verwendete positive oder negative Kontrolle.
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Indizierung
Tabelle 2 Indizierungstabelle
Spaltenlberschrift Beschreibung
Index Number (Index-Nummer) Eine zugewiesene ID basierend auf der Reihenfolge, in der die Proben in der
Probentabelle aufgefuhrt sind.
Sample ID (Proben-ID) Proben-ID, die bei der Erstellung des Laufs angegeben wurde.
UDP Das mit der Probe verwendete UDP.
% Reads Identified (PF) Der Prozentsatz der Reads nach Filterung.

(% Identifizierte Reads (PF))

Die folgenden Analyse-Ausgabedateien werden fir das DNA GenerateFASTQ Dx Analysis Module generiert.

Dateiname Beschreibung
Demultiplexing (*.demux) Temporare Dateien mit Ergebnissen des Demultiplexings.
FASTQ (*.fastq.gz) Temporare Dateien mit qualitativ benoteten Base-Calls. FASTQ-Dateien sind die

priméren Eingabedateien fur den Alignment-Schritt.

Demultiplexing-Dateiformat

Beim Demultiplexing werden die den Clustern zugeordneten Indexsequenzen gelesen, um festzustellen,
aus welcher Probe der Cluster stammt. Die Zuordnung zwischen den Clustern und Probennummern wird flr
jede Platte der FlieBzelle in eine Demultiplexing-Datei (*.demux) geschrieben.

Die Dateinamen der Demultiplexing-Dateien haben das Format s_1_X.demux, wobei X der Platzhalter fur die
Plattennummer ist.

Demultiplexing-Dateien beginnen mit einem Dateivorspann mit folgenden Daten:
Version (4-Byte-Integer), derzeit 1
Clusterzahl (4-Byte-Integer)

Der Rest der Datei besteht aus Probennummern fir jeden Cluster der Platte.

Nach Abschluss des Demultiplexing-Schritts generiert die Software eine Demultiplexing-Datei mit dem
Namen DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 im Dateinamen ist der Platzhalter flr die FlieBzellennummer.
L1 im Dateinamen ist der Platzhalter fiir die Lane-Nummer.

Die Demultiplexing-Ergebnisse werden in einer Tabelle mit einer Zeile fir jede Platte und einer Spalte fur
jede Probe, einschlieBlich Probe 0, aufgeflhrt.

Die in Index-Reads am haufigsten vorkommenden Sequenzen.

FASTQ-Dateiformat

FASTQ ist ein textbasiertes Dateiformat mit Base-Calls und Qualitatswerten pro Read. Jeder Datensatz
besteht aus vier Zeilen mit:

dem Bezeichner
der Sequenz
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einem Pluszeichen (+)
den Phred-Qualitats-Scores in einem ASCII-33-codierten Format
Der Bezeichner hat folgendes Format:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Beispiel:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
i

<>; ##=><9=AAAAAAAAAAGH : <H#<;<<<22224#=

Erganzende Ausgabedateien

Die folgenden Ausgabedateien bieten ergdnzende Informationen oder eine Zusammenfassung von
Laufergebnissen und Analysefehlern. Zwar sind diese Dateien fur die Beurteilung der Analyseergebnisse nicht
erforderlich, sie konnen jedoch fur die Fehlerbehebung verwendet werden. Die Dateien befinden sich im
Alignment-Ordner, sofern nicht anders angegeben.

Dateiname Beschreibung

AdapterTrimming.txt Fuhrt die Anzahl der getrimmten Basen und den Prozentsatz der Basen fur jede
Platte auf. Diese Datei ist nur vorhanden, wenn fir den Lauf Adapter-Trimming
angegeben wurde.

AnalysisLog.txt Verarbeitungsprotokoll, in dem jeder Schritt der Analyse des aktuellen
Laufordners beschrieben ist. Diese Datei enthalt keine Fehlermeldungen.
Befindet sich auf der Stammebene des Laufordners.

AnalysisError.txt Verarbeitungsprotokoll, in dem alle wahrend der Analyse aufgetretenen Fehler
aufgeflhrt sind. Wenn keine Fehler auftreten, enthalt die Datei keine Eintrage.
Befindet sich auf der Stammebene des Laufordners.

CompletedJobinfo.xml Wird nach Abschluss der Analyse erstellt, enthalt Informationen Uber den Lauf,
z. B. Datum, FlieBzellen-ID, Softwareversion und andere Parameter.
Befindet sich auf der Stammebene des Laufordners.

Checksum.csv Enthélt die Dateinamen und eindeutigen Prifsummenwerte flr bestimmte und
unbestimmte FASTQ-Dateien, BCL-Dateien und die Datei
SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Gibt die Demultiplexing-Ergebnisse in einer Tabelle mit einer Zeile fur jede Platte
und einer Spalte flr jede Probe an.

GenerateFASTQRunStatistics.xml  Enthalt eine laufspezifische Zusammenfassungsstatistik.
Befindet sich auf der Stammebene des Laufordners.

Analyseordner

Im Analyseordner werden die von der Local Run Manager-Software generierten Dateien gespeichert.

Das Zusammenspiel zwischen dem Ausgabeordner und dem Analyseordner l&sst sich wie folgt
zusammenfassen:

Wahrend der Sequenzierung stellt Real-Time Analysis (RTA) die bei der Bildanalyse, dem Base-Calling
und der Qualitatsbewertung generierten Dateien in den Ausgabeordner.

RTA kopiert Dateien in Echtzeit in den Analyseordner. Nachdem RTA jeder Base fUr jeden Zyklus einen
Quallitats-Score zugeordnet hat, wird in beiden Ordnern die Datei RTAComplete.xml angelegt.

Wenn die Datei RTAComplete.xml vorhanden ist, wird die Analyse gestartet.
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Wahrend der Ausfuhrung der Analyse erstellt Local Run Manager Ausgabedateien im Analyseordner und
kopiert diese anschlieBend zurtick in den Ausgabeordner.

Alignment-Ordner

Jedes Mal, wenn die Analyse erneut in die Warteschlange gestellt wird, erstellt Local Run Manager einen
Alignment-Ordner mit dem Namen Alignment_N, wobei N eine fortlaufende Zahl ist.

Ordnerstruktur
(" Data
= Alignment_## oder Alignment_lmported_##
[C= [zeitstempel des Laufs]
([~ DataAccessFiles
[ Fastq
| FastgSummaryF1L1.txt
= Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
=l Sample2_S2_L001_R2_001.fastg.gz
(=l Undetermined_SO_L001_R1_001.fastq.gz
=/ Undetermined_S0_L001_R2_001.fastq.gz
(™ Logging
I BuildFastqO.stdout. txt
=/ BuildFastq1.stdout.txt
=l commands.txt
[~ Plots
| AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
(= AnalysisError.txt
(= AnalysisLog.txt
[/ Checkpoint.txt
= Checksum.csv
(=] CompletedJobinfo.xml
(=l DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv
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Base-Calling und Index-Diversitat

Wenn Proben auf dem MiSegDx-Gerat sequenziert werden, legt das Base-Calling fur jeden Cluster einer
bestimmten Platte bzw. eines bestimmten Bildgebungsbereichs auf der FlieBzelle in einem bestimmten
Zyklus eine Base (A, C, G oder T) fest. Das MiSeqDx-Instrument verwendet eine Vierkanal-Sequenzierung,

bei der vier Bilder bendtigt werden, um die Daten fur vier DNA-Basen zu codieren: zwei Bilder aus dem roten

und zwei Bilder aus dem griinen Kanal.
Das Base-Calling-Verfahren fUr Index-Reads und fur andere Reads ist unterschiedlich.

Bei der Auswahl von Indizes wahrend der Erstellung des Laufs wird eine Warnung bezuglich geringer
Diversitat angezeigt, wenn die Indizes den Diversitatsanforderungen nicht gentigen. Wéahlen Sie
Indexsequenzen, die in beiden Kanalen flr jeden Zyklus Signal generieren, um die Warnung vor geringer
Diversitat zu vermeiden.

Roter Kanal — A oder C
Griner Kanal— G oder T
Dieses Base-Calling-Verfahren stellt sicher, dass bei der Analyse von Proben mit niedriger Plexitat genaue

Ergebnisse erzielt werden. Weitere Informationen zu den Sequenzen lhrer Indizes finden Sie in der
Packungsbeilage von lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Bei der Erstellung des Laufs in Local Run Manager wéahlen Sie die Anzahl der zu testenden Proben aus.
Empfohlene Index-Kombinationen, die die Anforderungen an die Index-Diversitat erflllen, werden von der
Software automatisch ausgefullt. Es ist empfehlenswert, wenn auch nicht zwingend erforderlich, die
vorgeschlagenen UDP-Indexkombinationen zu verwenden.
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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Workflow-Anleitung fur MiSegDx

Technische Unterstitzung
Wenn Sie technische Unterstlitzung bendtigen, wenden Sie sich bitte an den technischen Support von
lllumina.

Website: www.illumina.com
E-Mail: techsupport@illumina.com

Telefonnummern des lllumina-Kundendiensts

Region

GebUhrenfrei

Regional

Nordamerika

+1.800.809.4566

Australien +1.800.775.688

Belgien +32 80077160 +32 34002973
China 400.066.5835

Danemark +45 80820183 +45 89871156

Deutschland

+49 8001014940

+49 8938035677

Finnland

+358 800918363

+358 974790110

Frankreich

+33 805102193

+33 170770446

GroBbritannien

+44 8000126019

+44 2073057197

Hongkong, China

800960230

Irland +353 1800936608 +353 016950506
Italien +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800.111.5011

Neuseeland 0800.451.650

Niederlande

+31 8000222493

+31 207132960

Norwegen +47 800 16836 +47 21939693
Osterreich +43 800006249 +43 19286540
Schweden +46 850619671 +46 200883979
Schweiz +41 565800000 +41 800200442
Singapur 1.800.579.2745

Spanien +34 911899417 +34 800300143
Sudkorea +82 80 234 5300

Taiwan, China

00806651752

Andere Linder

+44.1799.534000

Sicherheitsdatenblatter (SDS, Safety Data Sheets) sind auf der lllumina-Website unter

support.illumina.com/sds.html verfligbar.
Die Produktdokumentation steht unter support.illumina.com zum Herunterladen zur Verfigung.
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lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Niederlande
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