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See dokument ja selle sisu kuuluvad ettevottele llumina, Inc. ja selle titarettevotetele (,lllumina®) ning on mdeldud
kasutamiseks ainult ettevotte lepingulistele klientidele seoses selles dokumendis kirjeldatud toote (toodete) kasutamisega
ega ole moéeldud mitte mingiks muuks otstarbeks. Seda dokumenti ega selle sisu ei tohi mis tahes viisil kasutada ega
muul eesmargil levitada ja/voi edastada, avaldada voi reprodutseerida ilma lllumina eelneva kirjaliku néusolekuta. lllumina
ei anna selle dokumendiga kolmandale isikule oma patendi-, kaubamargi-, autori-, tava- voi muu sarnase oiguse alusel
mitte Uhtegi litsentsi.

Kvalifitseeritud ja asjakohase koolituse saanud t66tajad peavad selles dokumendis kirjeldatud juhiseid jargima rangelt ja
Uksikasjalikult, et tagada siin kirjeldatud toote (toodete) dige ja ohutu kasutusviis. Siinse dokumendi sisu tuleb enne
nimetatud toote (toodete) kasutamist taies ulatuses l&bi lugeda ja endale selgeks teha.

SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD JUHISTE MITTE LUGEMINE JA MITTE UKSIKASJALIKULT JARGIMINE VOIB
KAHJUSTADA TOODET (TOOTEID), VIGASTADA INIMESI (SH KASUTAJAID VOI TEISI) JA KAHJUSTADA MUUD VARA.
NIMETATUD JUHUL El KEHTI UKSKI TOOTELE (TOODETELE) ANTUD GARANTII

ILLUMINA EI VASTUTA SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD TOOTE (TOODETE) (SEALHULGAS TOOTE OSAD VOI
TARKVARA) VAARKASUTUSE EEST.

© 2022 lllumina, Inc. Koik digused on kaitstud.

Koik kaubamargid kuuluvad ettevottele lllumina, Inc. voi nende vastavatele omanikele. Kaubamargi kohta lisateabe
saamiseks vt www.illumina.com/company/legal.html.
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Tarkvara Local Run Manager mooduli DNA GenerateFASTQ Dx té6voo juhend seadme NextSeq 550Dx jaoks

Tarkvara Local Run Manager moodul DNA GenerateFASTQ Dx demultipleksib kdigepealt indekseeritud
lugemid. Kui DNA GenerateFASTQ Dx on olemas, loob see FASTQ-failivormingus vahevaljundfailid ja valjub
seejarel todvoost. Joondamist ega taiendavat anallitsi ei tehta. FASTQ-failid on ndutavad kolmanda osapoole
analldsitooriistadega anallitsimiseks.

Tarkvara Local Run Manager moodulit DNA GenerateFASTQ Dx saab kéaivitada tarkvara Local Run Manager
versioonis 3.1.0 (vdi uuemas versioonis) ja see Uhildub operatsioonististeemiga NextSeq 550Dx (NOS) v1.4

(voi uuema versiooniga). AnallUsimoodul toetab analttsi lllumina DNA Prep with Enrichment Dx jaocks
sekveneerimist.

Teave selle juhendi kohta

Selles juhendis on toodud juhised sekveneerimise ja anallUsimise kaitusparameetrite seadistamiseks
analtitsimooduli DNA GenerateFASTQ Dx jaoks. Tarkvara kasutamiseks on vaja péhiteadmisi kehtivast
Windowsi operatsioonististeemist ja veebibrauseripohisest kasutajalidesest. Lisateavet tarkvara Local Run
Manager juhtpaneeli ja sUsteemiséatete kohta leiate seadme NextSeq 550Dx viitejuhendist (dokument nr
7000000009513).

Parameetrite maaramine

1 Logige sisse rakendusse Local Run Manager.
2 Valige kask Create Run (Loo kéaitus) ja seejarel DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Sisestage kordumatu kaituse nimi, mis identifitseerib kaituse sekveneerimisest anallitsini
(kuni 40 tahemarki).

Kaéituse nimi voib sisaldada tahtnumbrilisi marke, tihikuid ja eriméarke . ~1@#$%-_{}. Te ei saa kasutada
mone varasema kaituse nime.

4 [Valikuline] Sisestage kéaituse kirjeldus, et aidata kaitust identifitseerida (kuni 150 tahemarki).
Kaituse kirjeldus voib sisaldada tahtnumbrilisi marke, tuhikuid ja jargmisi erimarke:
L~ @#$3%-_{}.

5 Konfigureerige jargmisi kaitussatteid.
Index Plate (Indeksiplaat) — valige teegi ettevalmistamise kaigus kasutatud indeksiplaadi paigutus.
Saate valida paigutuse Index Set A (Indeksikomplekt A), Index Set B (Indeksikomplekt B) voi Index
Set AB (Indeksikomplekt AB). Lisateavet indeksiplaatide paigutuste kohta leiate komplekti /lumina
DNA Prep With Enrichment Dx pakendi infolehest.
Indeksikomplektid A ja B sisaldavad 96 proovi ning vastavaid unikaalseid topeltpraimereid (UDP-sid).
Indeksikomplekt AB sisaldab 192 proovi ja vastavaid UDP-sid.
Read Type (Lugemi ttup) — valige Uksiklugem voi paarisotsaline lugem. Vaikelugem on paarisotsaline.
Read Lengths (Lugemite pikkused) — sisestage lugemi pikkus. Lugemi vaikepikkus on 151.

6 Seadistage jaotises Module-Specific Settings (Moodulispetsiifilised satted) suvandit Adapter Trimming
(Adapteri karpimine).
Adapteri karpimine on vaikimisi lubatud.

7 Valige sekveneeritavate proovide arv. Valitud proovide arv sisaldab automaatselt sisestatud UDP
soovitusi. Kui te ei soovi UDP soovitusi kasutada, valige suvand Custom (Kohandatud).
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Kui ripploendis ei ole sekveneeritavate proovide arvu, valige lahim proovide arv. Veenduge, et valitud arv
oleks sekveneeritavast proovide arvust vaiksem, ja lisage vajaduse korral tdiendavaid UDP-sid. Naiteks
kui soovite testida 18 proovi, valige 16 proovi.

Proovide maaramine kaituse jaoks

Méaarake kaituse proovid, kasutades Uht jargmistest valikutest.
Proovide sisestamine kasitsi — kasutage tlhja tabelit kuval Create Run (Kaituse loomine).

Proovide importimine — likuge komaeraldusega vaartuste (*.csv) vormingus vélise faili juurde.
Malli saab alla laadida kuvalt Kaituse loomine.

Proovide sisestamine kasitsi

1 Sisestage vahekaardile Sample ID (Proovi ID) unikaalne proovi ID. Kasutage tahtnumbrilisi marke ja/voi
sidekriipse (kuni 40 tahemarki.
Proovi ID ja vastav proovi kirjeldus ning UDP asukoht on sinisega esile tostetud, mis naitab, et proov on
sisestatud.

2 [Valikuline] Positiivsete voi negatiivsete kontrollproovide valimiseks paremkldpsake proovistivenditel.

3 [Valikuline] Sisestage vahekaardile Sample Description (Proovi kirjeldus) proovi kirjeldus. Proovi kirjeldus
voib sisaldada tahtnumbrilisi marke, punkte ja erimérke "~1@#%$%-_{}. Tuhikud ei ole lubatud.
Kui proovi kirjeldusega seotud proovi ID-d kasutatakse hilisemas kaituses uuesti, kirjutatakse esialgne
proovi Kirjeldus Ule.

4 Vajaduse korral muutke soovitatud UDP-positsioone. Soovitatavad proovistivendi asukohad on esile
tostetud kollase, lilla, oranZzi ja roosaga.
Soovitatud proovistvendite kasutamise korral tédidab tarkvara automaatselt UDP indeksiadapterid,
mis vastavad indeksi mitmekesisuse nduetele. Kui valitud proovide arv pole anallUsitavate proovide
tapne arv, valige lisastvendite jaoks kindlasti UDP indeksiadapterid.

[Valikuline] Valige kask Export Samples (Ekspordi proovid), et eksportida prooviteabe fail.
6 Valige kask Save Run (Salvesta kéitus).

Proovilehe importimine

Saate importida prooviteavet prooviteabe failist, mis on varem moodulist DNA GenerateFASTQ Dx
eksporditud, kasutades funktsiooni Export Samples (Ekspordi proovid) voéi mallifaili, mille saab luua, valides
kuval Create Run (Loo kaitus) suvandi Template (Mall). Vt jactises Proovide sisestamine késitsi lehekuljel 4
olevaid juhiseid prooviteabe loomise ja eksportimise kohta.

Mallifail ei sisalda automaatselt sisestatud UDP soovitusi.
Tehke mallifaili muutmiseks jargmist.

1 Uue plaadikujunduse tegemiseks valige Mall kuval Kaituse loomine. Mallifail sisaldab impordiks digeid
veerupaiseid. Redigeerige faili jargmiselt.

a Avage proovileht tekstiredaktoris.
b Sisestage ndutud prooviteave.
c Salvestage fail komadega eraldatud vaartuste (*.csv) vormingus. Veenduge, et proovi ID-d oleksid
kordumatud.
Tehke prooviteabe importimiseks jargmist.

2 Valige suvand Import Samples (Impordi proovid) ja valige seejarel CSV-fail.
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3 [Valikuline] Valige Export (Ekspordi), et eksportida prooviteave valisesse faili.

4 Valige kask Save Run (Salvesta kaitus).

Kaituse redigeerimine

Juhiseid teabe muutmise kohta kaituse ajal enne sekveneerimist vt seadme NextSeq 550Dx viitejuhendist
(dokument nr 7000000009513).

Analtdsimoodul DNA GenerateFASTQ Dx labib jargmised analtlsietapid ja kirjutab seejarel anallidsi
valjundfailid joonduste kausta.

Demultipleksib indeksi lugemid
Loob FASTQ-failid

Demultipleksimine

Demultipleksimine vordleb iga indeksi lugemi jarjestust kaituse jaoks maaratud indeksite jarjestustega.
Selles etapis ei arvestata kvaliteedivaartustega.

Indeksite lugemid identifitseeritakse jargmiste sammudega:
Proovid nummerdatakse alates 1-st, lahtudes nende jarjestusest kéituse jaoks.
Valimi number O on reserveeritud klastritele, mida proovile ei maaratud.

Klastrid maératakse proovile siis, kui indeksi jarjestus vastab tapselt voi kui indeksi lugemi kohta on kuni
Uks mittevastavus.

FASTQ-failide genereerimine

Parast demultipleksimist genereerib tarkvara vaheanalltsi failid FASTQ-vormingus, mis on tekstivorming,
mida kasutatakse jarjestuste esitamiseks. FASTQ-failid sisaldavad koikide proovide lugemeid ja seonduvaid
kvaliteediskoore. Kdik kaituse puhul kasutatud kontrollimaterjalid ja klastrid, mis filtreid ei labinud, on
vélistatud.

FASTQ-fail sisaldab ainult Uhe proovi lugemeid ja selle proovi nimi sisaldub FASTQ-faili nimes. FASTQ-failid on
joondamise peamine sisend.

1 Valige tarkvara Local Run Manager juhtpaneelil kaituse nimi.
2 Vaadake vahekaardil Run Overview (Kéituse Ulevaade) Ule sekveneerimiskaituse moodikud.

3 Analuusi andmefaili asukoha muutmiseks, et edaspidi valitud kaitus uuesti jarjestada, valige ikoon Edit
(Redigeeri) ja redigeerige kaituse valjundkausta failiteed.
Kaituse valjundkausta nime ei saa redigeerida.

4 [Valikuline] Kaituse véaljundkausta failitee kopeerimiseks valige suvand Copy to Clipboard (Kopeeri
|ikelauale).

5 Kaitusparameetrite ja kulutarvikute teabe vaatamiseks valige vahekaart Sequencing Information
(Sekveneerimise teave).
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6 Analltsiaruande vaatamiseks valige vahekaart Samples & Results (Proovid ja tulemused).
Kui anallUs jarjestati uuesti, valige rippmentust Select Analysis (Vali anallids) sobiv analtus.
Valige vasakpoolselt navigeerimisribalt proovi ID, et vaadata teise proovi aruannet.

7 [Valikuline] Analtitsikausta failitee kopeerimiseks valige suvand Copy to Clipboard (Kopeeri Idikelauale).

Tulemused on kokku voetud vahekaardil Samples and Results (Proovid ja tulemused).

Proovid

Tabel 1 Proovide tabel

Veeru pealkiri Kirjeldus

Sample ID (Proovi ID) Proovi ID, mis anti kaituse loomisel.

Plate (Plaat) Kéituse loomise kaigus indeksiplaadiga kaasas olnud plaat. Veerg kuvatakse ainult siis,

kui on valitud indeksiplaat AB.

Index Well (Indeksistivend) Kaituse loomise kaigus indeksistivendi asukohaga kaasas olnud indeksistivend.

Description (Kirjeldus) Kéituse loomise kaigus esitatud proovi kirjeldus.

UDP Prooviga kasutatav UDP.

Control (Kontrollmaterjal) Prooviga kasutatav positiivne voi negatiivne kontrolimaterjal.
Indekseerimine

Tabel 2 Indekseerimise tabel

Veeru pealkiri Kirjeldus

Index Number (Indeksi number) Maaratud ID, mis pohineb proovide proovitabelis loetlemise jarjekorral.
Sample ID (Proovi ID) Proovi ID, mis anti kéituse loomisel.

UDP Prooviga kasutatav UDP.

% Reads Identified (PF) Filtri 1abinud lugemite osakaal.

(Tuvastatud lugemite % (PF))

Analtudsimooduli DNA GenerateFASTQ Dx jaoks luuakse jargmised analttsi valjundfailid.

Faili nimi Kirjeldus
Demultipleksimine (*.demux) Vahefailid, mis sisaldavad demultipleksimise tulemusi.
FASTQ (*.fastg.gz) Vahefailid, mis sisaldavad kvaliteediskooriga aluste maaramisi. FASTQ-failid on

joondamisetapi peamine sisend.

Failivormingu demultipleksimine

Demultipleksimisprotsess loeb igale klastrile lisatud indeksijarjestuse, et teha kindlaks, millisest proovist
klaster parineb. Klastrite ja proovinumbri vastendus kirjutatakse l&bivoolukUveti iga paani demultipleksimise
(*.demux) faili.

Demultipleksimise faili nimevorming on s_1_X.demux, kus X on paani number.
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Demultipleksimise failid algavad péaisega:
Versioon (4-baidine taisarv), praegu 1
Klastrite arv (4-baidine taisarv)
Ulejaénud fail koosneb paani klastrite proovide numbritest.

Kui demultipleksimise etapp on 16pule jdudnud, loob tarkvara demultipleksimise faili
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 failinimes t&ahistab labivooluklveti numbrit.
L1 failinimes tahistab raja numbrit.

Demultipleksimise tulemuseks on tabel, kus on Uks rida paani kohta ja Uks veerg proovi kohta,
sealhulgas proov 0.

Koige sagedamini esinevad jarjestused indeksi lugemites.

FASTQ-failivorming
FASTQ on tekstipohine failivorming, mis sisaldab aluste maaramisi ja kvaliteedi vaartusi Uhe lugemi kohta.
Iga Kirje sisaldab 4 rida:

Identifikaator

Jarjestus

Plussmark (+)

Phredi kvaliteediskoorid ASCII + 33 kodeeritud vormingus
Identifikaator on vormindatud jargmiselt:
@Instrument:RunID:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag: 0:SampleNumber
Naide:

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

i

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

Taiendavad valjundfailid

Jargmised valjundfailid pakuvad lisateavet voi votavad kokku kaituse tulemused ja anallitsivead. Kuigi neid
faile pole analtidsitulemuste hindamiseks vaja, saab neid tdrkeotsingu eesmarkidel kasutada. Kdik failid
asuvad joonduste kaustas, kui pole margitud teisiti.

Faili nimi Kirjeldus
AdapterTrimming.txt Loetleb iga paani puhul karbitud aluste arvu ja aluste protsendi. See fail on
olemas ainult siis, kui kditamiseks on méaratud adapteri karpimine.

AnalysisLog.txt Tobtluslogi, mis kirjeldab koiki toiminguid, mis toimusid praeguse kaituse kausta
anallusimisel. See fail ei sisalda veateateid.
Asub kaituse kausta juurtasemel.

AnalysisError.txt Tootluslogi, mis loetleb analttsimisel iimnenud vead. Kui vigu ei esinenud,
on see fail tuhi.
Asub kaituse kausta juurtasemel.
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Faili nimi Kirjeldus
CompletedJoblinfo.xml Kirjutatakse péarast analtusi Iopetamist, sisaldab teavet kdituse kohta,

nagu kuupéev, labivoolukuveti ID, tarkvara versioon ja muud parameetrid.
Asub kaituse kausta juurtasemel.

Checksum.csv Sisaldab m&éaratud ja maaramata FASTQ-failide, BCL-failide ja faili
SampleSheetUsed.csv failinimesid ja kordumatuid kontrollsumma vaartusi.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Annab demultipleksimise tulemused tabelis, milles on 1 rida paanija 1 veerg
proovi kohta.

GenerateFASTQRunStatistics.xml  Sisaldab kaitusele omast kokkuvotlikku statistikat.
Asub kaituse kausta juurtasemel.

Analtusikaust
Analtusikaust sisaldab tarkvara Local Run Manager loodud faile.
Valjundkausta ja anallitisikausta seos on kokku voetud jargmiselt:

Jarjestamise ajal tdidab reaalajas anallitis (RTA) valijundkausta piltide anallilsi, aluste maaramise ja
kvaliteedi hindamise kaigus loodud failidega.

RTA kopeerib failid analtilisikausta reaalajas. Parast seda, kui RTA maarab koigile tsuklite alustele
kvaliteediskoori, kirjutab tarkvara faili RTAComplete.xml mélemasse kausta.

Kui fail RTAComplete.xml on olemas, algab anallus.

Analltsi jatkudes kirjutab Local Run Manager valjundfailid analltsikausta ja kopeerib seejarel failid tagasi
valjundkausta.

Joonduste kaustad

Iga kord, kui seda analltsi ndutakse, loob Local Run Manager joonduste kausta nimega Alignment_N,
kus N on jarjekorranumber.

Kaustastruktuur

[~ Data
(C= Alignment_## voi Alignment_Imported_##
(T [Kaituse ajatempel]
(™ DataAccessFiles
[ Fastq
=l FastgSummaryF1L1.txt
=l Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
= Sample2_S2_L001_R2_001.fastg.gz
=l Undetermined_S0_L001_R1_001.fastg.gz
=l Undetermined_S0_L001_R2_001.fastq.gz
(= Logging
(I BuildFastqO.stdout. txt
I BuildFastq1.stdout.txt
=l commands.txt
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([~ Plots

=l AdapterCounts.txt

(=] AdapterTrimming.txt

(= AnalysisError.txt

= AnalysisLog.txt

= Checkpoint.txt

= Checksum.csv

(=] CompletedJobInfo.xml

= DemultiplexSummaryF1L1.txt
= GenerateFASTQRunStatistics.xml
(=] SampleSheetUsed.csv

Aluste maaramine ja indeksite mitmekesisus

Kui proovid sekveneeritakse seadmel NextSeq 550Dx, maarab alusete maaramine kindlas tstklis aluse
(A, C, G voi T) antud paani iga klastri jaoks voi kujutise ala 1abivooluktvetil. Seade NextSeq 550Dx kasutab
kahekanalilist sekveneerimist, mis vajab nelja DNA-aluse andmete kodeerimiseks kahte kujutist, Uhte
punasest ja teist rohelisest kanalist.
Indeksi lugemite aluste maaramise protsess erineb aluste mééramisest teiste lugemite ajal.
Indeksi lugemid peavad algama kahes esimeses tsiklis vAhemalt Uhe G-st erineva alusega. Kui indeksi lugem
algab kahe G aluse maaramisega, siis signaali intensiivsust ei genereerita. Demultipleksimise toimivuse
tagamiseks peab signaal olema Uhes kahest esimesest tsuklist.
Indeksite valimisel k&ituse loomise ajal imub védhese mitmekesisuse hoiatus, kui indeksid ei vasta
mitmekesisuse nduetele. Vahese mitmekesisuse hoiatuse valtimiseks valige indeksitstklid, mis annavad
signaali mélemas kanalis iga tstkli jaoks.

Punane kanal — A voi C

Roheline kanal — Avai T

See aluste maaramise protsess tagab madala pleksiga proovide analldsimisel tapsuse. Lisateavet oma
indeksite jarjestuste kohta leiate komplekti lllumina DNA Prep With Enrichment Dx pakendi infolehest.

Tarkvaras Local Run Manager kaituse loomise ajal valite testitavate proovide arvu. Soovitatud
indeksikombinatsioonid, mis vastavad indeksite mitmekesisuse nduetele, taidab tarkvara automaatselt.
Kuigi te ei pea soovitatud UDP indeksikombinatsioone kasutama, on see siiski soovitatav.
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Tehniline tugi

Tehnilise abi saamiseks p66rduge lllumina tehnilise toe poole.
Veebisait: www.illumina.com
E-post: techsupport@illumina.com

[llumina klienditoe telefoninumbrid

Pdhja-Ameerika +1 800 809 4566

Austria +43 800 006 249 +43 1928 6540

Hiina 40 0066 5835

Holland +31 800 022 2493 +31 207 132 960

lirimaa +353 1800 936 608 +353 016950506

Jaapan 0800111 5011

Norra +47 8001 6836 +47 2193 9693

Rootsi +46 850 619 671 +46 200 883 979

Singapur +1 800 579 2745

Sveits +41 565 800 000 +41 800 200 442

Taiwan, Hiina 008 0665 1752

Uhendkuningriik +44 800 012 6019 +44 207 305 7197

Ohutuse andmelehed (safety data sheets, SDS-id): saadaval lllumina veebisaidil
support.illumina.com/sds.html.

Toote dokumendid: allalaaditavad veebisaidilt support.ilumina.com.
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5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 USA

+ 1800 809 ILMN (4566)

+1 85 8202 4566 (valjaspool Pohja-Ameerikat)
techsupport@illumina.com

www.illumina.com
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lllumina Netherlands B. V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holland
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Ilumina Australia Pty Ltd
Nursing Association Building
Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000
Austraalia
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