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Przewodnik wykonywania procedury przy uzyciu modutu DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu
w aparacie NextSeq 550Dx

Modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu wykonuje najpierw demultipleksowanie
indeksowanych odczytéw. Jesli wystepuje, modut DNA GenerateFASTQ Dx generuje posrednie pliki
wyjsciowe w formacie pliku FASTQ, a nastepnie wychodzi z procedury. Dopasowywanie ani dalsza analiza
nie sa przeprowadzane. Pliki FASTQ sg wymagane jako dane wejsciowe do analizy za pomoca narzedzi
analitycznych innych firm.

Modut DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu mozna uruchomic¢ w lokalnym
menedzerze przebiegu w wersji 3.1.0 (lub nowszej) ijest on zgodny z oprogramowaniem NextSeq 550Dx
Operating Software (NOS) w wersji 1.4 lub nowszej. Modut analityczny obstuguje sekwencjonowanie do
analizy dla testu lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Informacje na temat niniejszego przewodnika

W niniejszym przewodniku zawarto instrukcje dotyczgce konfigurowania parametrow przebiegu
sekwencjonowania i analizy przy uzyciu modutu analizy DNA GenerateFASTQ Dx. Korzystanie

Z oprogramowania wymaga podstawowej znajomosci aktualnej wersji systemu operacyjnego Windows
oraz interfejsu uzytkownika dziatajgcego w oparciu o przeglgdarke internetowa. Informacje na temat panelu
lokalnego menedzera przebiegu i ustawien systemu zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx

(nr dokumentu: 1000000009513).

Ustawianie parametréw

1 Zalogowac sie do lokalnego menedzera przebiegu.
2 Wybrac¢ Create Run (Utworz przebieg), a nastepnie DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Wprowadzi¢ unikalng nazwe przebiegu, ktéra identyfikuje przebieg od sekwencjonowania po analize
(40 znakow lub mnigj).
Nazwa przebiegu moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje i znaki specjalne *.~!@#$%-_{}. Nie
mozna uzy¢ nazwy z poprzedniego przebiegu.

4 [Opcjonalnie] Wprowadzic¢ opis przebiegu, aby utatwi¢ jego identyfikacje (nie wiecej niz 150 znakdw).
Opis przebiegu moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, spacje i nastepujace znaki specjalne:
~l@#$%-_{}.

5 Skonfigurowac nastepujgce ustawienia przebiegu:
Index Plate (Ptytka do indeksowania) — wybrac¢ uktad ptytki do indeksowania uzywanej podczas
przygotowania biblioteki. Dostepne opcje to: Index Set A (Zestaw do indeksowania A), Index Set B
(Zestaw do indeksowania B) oraz Index Set AB (Zestaw do indeksowania AB). Wiecej informacji na
temat uktadow ptytek do indeksowania zawiera ulotka dotgczona do opakowania testu lllumina
DNA Prep With Enrichment Dx.
Zestawy do indeksowania A i B zawierajg 96 probek i odpowiednie unikalne startery podwaojne
(UDP). Zestaw do indeksowania AB zawiera 192 prébki i odpowiednie startery UDP.
Read Type (Typ odczytu) — wybrac pojedynczy odczyt lub sparowane konce. Domysiny typ
odczytu to sparowane konce.
Read Lengths (Dtugosci odczytu) — wprowadzi¢ dtugos¢ odczytu. Domysina dtugos¢ odczytu
to151.
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Przewodnik wykonywania procedury przy uzyciu modutu DNA GenerateFASTQ Dx lokalnego menedzera przebiegu
w aparacie NextSeq 550Dx

W ustawieniach swoistych dla modutu nalezy ustawi¢ opcje Adapter Trimming (Przycinanie adaptera).
Funkcja przycinania adaptera jest domyslnie wtgczona.

Wybrac liczbe probek do zsekwencjonowania. Wybrana liczba probek zawiera automatycznie
podstawione zalecenia dotyczace starteréw UDP. Jesli uzytkownik nie chce uzy¢ zalecen dotyczacych
starterow UDP, nalezy wybrac opcje Custom (Niestandardowe).

Jesli liczba sekwencjonowanych probek nie znajduje sie na liscie rozwijanej, nalezy wybrac¢ najblizszg
liczbe prébek. Upewnic sie, ze wybrana liczba jest mniejsza niz liczba sekwencjonowana i dodac
dodatkowe startery UDP w razie potrzeby. Na przyktad: jesli testowanych ma by¢ 18 probek, nalezy
wybrac opcje 16 probek.

Okreslanie probek do przebiegu

Okresli¢ probki do uwzglednienia w przebiegu za pomoca jednej z ponizszych opciji.

Enter samples manually (Reczne wprowadzanie probek) — nalezy uzy¢ pustej tabeli na ekranie Create
Run (Tworzenie przebiegu).

Import samples (Importowanie prébek) — nalezy przejs¢ do pliku zewnetrznego w formacie wartosci
rozdzielonych przecinkami (*.csv). Szablon jest dostepny do pobrania na ekranie Create Run
(Tworzenie przebiegu).

Reczne wprowadzanie probek

1

6

Wprowadzi¢ niepowtarzalny identyfikator prébki na karcie Sample ID (Identyfikator prébki). Moze
zawiera¢ znaki alfanumeryczne i/lub mysiniki (maksimum 40 znakdw).

Identyfikator probki i odpowiedni opis prébki oraz pozycja startera UDP sa podswietlone na niebiesko,
aby wskazad, ze probka zostata wprowadzona.

[Opcjonalnie] Aby wybrac¢ prébki kontroli dodatniej i ujemnej, nalezy klikna¢ prawym przyciskiem myszy
dotki z prébkami.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ opis probki w odpowiadajgcej jej karcie Description (Opis). Opis probki
moze zawiera¢ znaki alfanumeryczne, kropki i znaki specjalne "~!1@#$%-_{}. Spacje nie sg dozwolone.
Jesli identyfikator probki powiazany z opisem probki zostanie ponownie uzyty w pdzniejszym
przebiegu, poczatkowy opis probki zostanie nadpisany.

W razie potrzeby mozna zmodyfikowac zalecane pozycje startera UDP. Sugerowane pozycje dotkdw
prébek sg podswietlone na zotto, fioletowo, pomaranczowo irézowo.

W przypadku korzystania z sugerowanych dotkdw probek oprogramowanie automatycznie wypetnia
adaptery indeksowane UDP, ktore spetniajg wymagania dotyczace indeksu réznorodnosci. Jesli
wybrana liczba probek nie jest doktadng liczbg probek, ktore majg by¢ testowane, nalezy wybrac
adaptery indeksowane UDP dla dodatkowych dotkow.

[Opcjonalnie] Wybrac opcje Export Samples (Eksportuj probki), aby wyeksportowac plik informacji
0 prébce.

Wybrac opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Arkusz importowania probek

Informacje o prébce mozna zaimportowac z pliku informaciji o probce wyeksportowanego wczesniej
z modutu DNA GenerateFASTQ Dx za pomoca funkcji Export Samples (Eksportuj probki) lub pliku
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szablonu, ktéry mozna wygenerowac, wybierajac opcje Template (Szablon) na ekranie Create Run (Utworz
przebieg). Aby uzyskac informacje na temat tworzenia i eksportowania informaciji o probce, patrz Reczne
wprowadzanie probek na stronie 4.

Plik szablonu nie zawiera automatycznie podstawionych zalecen dotyczgcych starterow UDP.
Aby edytowac plik szablonu:

1 Wybrac¢ opcje Template (Szablon) na ekranie Create Run (Utworz przebieg), aby przygotowac nowy
uktad ptytki. Plik szablonu zawiera wtasciwe nagtowki kolumn do zaimportowania. Nalezy edytowac
plik w opisany ponizej sposob.

a Otworzy¢ arkusz probki w edytorze tekstu.
b  Wprowadzi¢ wymagane informacje o probce.
¢ Zapisac plik w formacie wartosci rozdzielanych przecinkami (*.csv). Upewnic¢ sie, ze identyfikatory
probki sg unikalne.
Aby zaimportowac informacje o probce:
2  Wybrac opcje Import Samples (Importuj probki), a nastepnie wybrac¢ plik CSV.

3 [Opcjonalnie] Wybrac opcje Export (Eksportuj), aby wyeksportowac informacje o probce do pliku
zewnetrznego.

4 Wybrac¢ opcje Save Run (Zapisz przebieg).

Edycja przebiegu

Instrukcje na temat edytowania informaciji dotyczacych przebiegu przed rozpoczeciem sekwencjonowania
zawiera Instrukcja obstugi aparatu NextSeq 550Dx (nr dokumentu: 1000000009513).

Modut analityczny DNA GenerateFASTQ Dx wykonuje wymienione ponizej etapy analizy, a nastepnie
zapisuje pliki wyjsciowe w folderze Alignment (Dopasowanie).

Demultipleksowanie odczytéw indeksow
Generowanie plikow FASTQ

Demultipleksowanie

Demultipleksowanie polega na porownywaniu kazdej sekwencji odczytu indekséw z sekwencjami
indeksow okreslonymi dla przebiegu. Na tym etapie nie sg brane pod uwage zadne wartosci dotyczace
jakosci.

Odczyty indeksow identyfikuje sie poprzez nastepujgce czynnosci:

Probki sg ponumerowane, poczawszy od numeru 1, na podstawie kolejnosci, w jakiej je wymieniono
dla przebiegu.

Prébka numer O jest zarezerwowana dla klastréow, ktére nie zostaty przypisane do probki.

Klastry sg przypisywane do prébki, gdy sekwencja indeksu jest doktadnie zgodna lub gdy na odczyt
indeksu przypada maksymalnie jedna niezgodnosc.
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Generowanie pliku FASTQ

Po zakonczeniu demultipleksowania oprogramowanie generuje pliki analizy posredniej w formacie FASTQ,
ktory przedstawia sekwencje w postaci tekstowej. Pliki FASTQ zawieraja odczyty dla kazdej probki

i powigzane z nimi wyniki jakosciowe. Wykorzystywane w przebiegu probki kontrolne oraz klastry, ktére nie
przeszty przez filtry, sg wykluczane.

Kazdy plik FASTQ zawiera odczyty dla tylko jednej probki. Nazwa tej probki wchodzi w sktad nazwy pliku
FASTQ. Pliki FASTQ to podstawowe dane wejsciowe do dopasowywania.

1 Na panelu lokalnego menedzera przebiegu wybra¢ nazwe przebiegu.
2 Na karcie Run Overview (Przeglad przebiegu) przejrze¢ metryki sekwencjonowania.

3 Aby zmieni¢ lokalizacje pliku danych analizy do przysztych kolejek wybranego przebiegu, wybrac¢ ikone
Edit (Edytuj), a nastepnie wyedytowac Sciezke folderu z plikiem wyjsciowego przebiegu.
Nie mozna edytowac nazwy folderu wyjsciowego przebiegu.

4 [Opcjonalnie] Aby skopiowac Sciezke dostepu do folderu z plikiem wyjsciowego przebiegu, nalezy
klikng¢ Copy to Clipboard (Kopiuj do schowka).

5 Wybra¢ karte Sequencing Information (Informacje dotyczace sekwencjonowania), aby przejrzec
parametry przebiegu i informacje o materiatach eksploatacyjnych.

6 Wybrac karte Samples and Results (Probki i wyniki), aby wyswietli¢ raport z analizy.
Jesli analiza zostata ponownie umieszczona w kolejce, nalezy wybra¢ odpowiednig analize z listy
rozwijanej Select Analysis (Wybierz analize).
Na pasku nawigaciji po lewej stronie wybrac identyfikator prébki, aby wyswietli¢ raport dla innej
probki.
7 [Opcjonalnie] Aby skopiowac sciezke dostepu do folderu Analysis (Analiza), klikng¢ Copy to Clipboard
(Kopiuj do schowka).

Wyniki sg podsumowane na karcie Samples and Results (Probki i wyniki).

Probki
Tabela1 Tabela prébek
Nagtéwek kolumny Opis
Sample ID (Identyfikator probki) Identyfikator prébki podany w momencie tworzenia przebiegu.
Plate (Ptytka) Ptytka dostarczona z ptytka do indeksowania w momencie tworzenia przebiegu. Kolumna
jest wyswietlana tylko wtedy, gdy wybrana jest ptytka do indeksowania AB.
Index Well (Dotek do indeksowania) Dotek do indeksowania dostarczony z lokalizacja dotka probki podczas tworzenia
przebiegu.
Opis Opis probki podany w momencie tworzenia przebiegu.
UDP (Unikalny starter podwaojny) Starter UDP uzywany z probka.
Control (Probka kontrolna) Kontrola dodatnia lub ujemna uzyta z prébka.
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Indeksowanie

Tabela2 Tabela indeksowania

Nagtéwek kolumny Opis

Index Number (Numer indeksu) Przypisany identyfikator na podstawie kolejnosci, w jakiej probki sa wymienione w tabeli
probek.

Sample ID (Identyfikator probki) Identyfikator probki podany w momencie tworzenia przebiegu.

UDP (Unikalny starter podwajny) Starter UDP uzywany z probka.

% Reads Identified (% Procent odczytow, ktore przeszty przez filtry.

zidentyfikowanych odczytow) (PF)

Ponizsze pliki wyjsciowe analizy sg generowane dla modutu analitycznego DNA GenerateFASTQ Dx.

Nazwa pliku Opis
Demultipleksowanie (*.demux) Pliki posrednie zawierajace wyniki demultipleksowania.
FASTQ (*.fastq.gz) Pliki posrednie zawierajgce wyniki jakosciowe rozpoznawania nukleotydow. Pliki FASTQ

to podstawowe dane wejsciowe etapu dopasowywania.

Format pliku demultipleksowania

W procesie demultipleksowania nastepuje odczyt sekwencji indeksu dotgczonej do kazdego klastra, aby
okresli¢, z ktorej probki pochodzi klaster. Mapowanie miedzy klastrami i numerem proébki jest zapisywane
w pliku demultipleksowania (*.demux) dla kazdej ptytki komory przeptywowe;.

Format nazwy pliku demultipleksowania to s_1_X.demux, gdzie ,X” to numer ptytki.
Plik demultipleksowania zaczyna sie od nagtowka:

Wersja (4-bajtowa liczba catkowita), obecnie: 1

Liczba klastrow (4-bajtowa liczba catkowita)
Pozostata czesc¢ pliku sktada sie z numerdw probek dla kazdego klastra z ptytki.

Po zakoniczeniu etapu demultipleksowania oprogramowanie generuje plik demultipleksowania o nazwie
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 w nazwie pliku odpowiada numerowi komory przeptywowej.
L1 w nazwie pliku odpowiada numerowi pasma.

Wyniki demultipleksowania przedstawione sg w tabeli zjednym wierszem na ptytke i jedng kolumna na
prébke, z uwzglednieniem probki O.

Najczesciej wystepujace sekwencje w odczytach indeksow.

Format pliku FASTQ

FASTQ to format pliku tekstowego, ktory zawiera rozpoznane nukleotydy i wartosci dotyczace jakosci dla
kazdego odczytu. Kazdy rekord zawiera 4 wiersze:

Identyfikator
Sekwencja
Znak plus (+)
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Wyniki jakosciowe w skali Phred w formacie kodowania ASCII + 33
Identyfikator ma nastepujgcy format:
@Aparat:|Dprzebiegu:IDKomoryPrzeptywowej:Pasmo:Ptytka:X:Y NrOdczytu:FlagaFiltra:0:NumerPrébki
Przyktad:

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

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

+

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH : <#<;<<LK?2?2#=

Dodatkowe pliki wyjsciowe

Wymienione ponizej pliki wyjsciowe zawierajg dodatkowe informacje lub podsumowania wynikéw
przebiegu i btedy analizy. Pliki te nie sg konieczne do oceny wynikéw analizy, jednak mozna ich uzy¢ na
potrzeby rozwigzywania problemoéw. Wszystkie pliki znajdujg sie w folderze Alignment (Dopasowanie),
chyba ze podano inaczej.

Nazwa pliku Opis

AdapterTrimming.txt Wyswietla liczbe przycietych nukleotyddw i procent nukleotydow dla kazdej ptytki.
Ten plik jest dostepny tylko wtedy, gdy dla przebiegu okreslono przycinanie
adaptera.

AnalysisLog.txt Dziennik przetwarzania zawierajacy opis kazdego etapu wystepujacego podczas

analizy folderu biezacego przebiegu. Ten plik nie zawiera komunikatow o btedach.
Znajduje sie na gtéwnym poziomie folderu przebiegu.

AnalysisError.txt Dziennik przetwarzania zawierajacy liste wszystkich btedow, ktére wystapity
podczas analizy. Jesli nie wystagpia btedy, ten plik bedzie pusty.
Znajduje sie na gtéwnym poziomie folderu przebiegu.

CompletedJoblinfo.xml Zapisywany po zakonczeniu analizy, zawiera informacje o przebiegu, takie jak
data, identyfikator komory przeptywowej, wersja oprogramowania i inne
parametry.

Znajduje sie na gtéwnym poziomie folderu przebiegu.

Checksum.csv Zawiera nazwy plikow i unikalne wartosci sum kontrolnych dla okreslonych
i nieokreslonych plikow FASTQ, plikdw BCL oraz pliku SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Zawiera raporty wynikow demultipleksowania przedstawione w tabeli, w ktorej
kazdy wiersz odpowiada jednej ptytce, a kazda kolumna jednej probce.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Zawiera zbiorcze dane statystyczne dotyczace danego przebiegu.
Znajduje sie na gtownym poziomie folderu przebiegu.

Folder analizy

Folder analizy zawiera pliki wygenerowane przez oprogramowanie lokalnego menedzera przebiegu.
Zwigzek miedzy folderem wyjsciowym i folderem analizy mozna podsumowac w nastepujacy sposob:

Podczas sekwencjonowania oprogramowanie do analizy w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time
Analysis, RTA) wypetnia folder wyjsciowy plikami generowanymi podczas analizy obrazu,
rozpoznawania nukleotyddw i oceny jakosciowej.

Oprogramowanie RTA kopiuje pliki do folderu analizy w czasie rzeczywistym. Po przypisaniu wyniku
jakosciowego do kazdego nukleotydu na kazdy cykl oprogramowanie RTA zapisuje plik
RTAComplete.xml w obu folderach.

Gdy plik RTAComplete.xml zostanie zapisany, rozpocznie sie analiza.
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W trakcie analizy lokalny menedzer przebiegu zapisuje pliki wyjsciowe w folderze analizy, a nastepnie
kopiuje te pliki z powrotem do folderu wyjsciowego.

Foldery dopasowan

Za kazdym razem, gdy analiza jest ponownie umieszczana w kolejce, lokalny menedzer przebiegu tworzy
folder dopasowan o nazwie Alignment_N, gdzie ,N” jest kolejng liczba.

Struktura folderow
(™ Data (Dane)
= Alignment_## lub Alignment_lmported_##
(= [Znacznik czasu przebiegu]
(= DataAccessFiles
[~ Fastq
—IFastgSummaryF1L1.txt
= Sample1_S1_L001_R1_001.fastg.gz
[ZlSample2_S2_L001_R2_001.fastqg.gz
[“lUndetermined_S0_L001_R1_001.fastqg.gz
(='Undetermined_S0_L001_R2_001.fastqg.gz
™ Logowanie
=/ BuildFastgO.stdout.txt
=/ BuildFastqg1.stdout.txt
=l commands.txt
= Wykresy
| AdapterCounts.txt
= AdapterTrimming.txt
=l AnalysisError.txt
(= AnalysisLog.txt
= Checkpoint.txt
=l Checksum.csv
=l CompletedJoblnfo.xml
(= DemultiplexSummaryF1L1.txt
[ GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv

Rozpoznawanie nukleotyddw i zréznicowanie indeksu

Podczas sekwencjonowania probek w aparacie NextSeq 550Dx Instrument nastepuje rozpoznanie
nukleotydu (A, C, G lub T) dla kazdego klastra danej ptytki lub obszaru obrazowania w komorze
przeptywowej w danym cyklu. W aparacie NextSeq 550Dx Instrument wykorzystywane jest dwukanatowe
sekwencjonowanie, ktére wymaga dwoch obrazéw do kodowania danych dla czterech nukleotyddéw DNA,
jednego z kanatu czerwonego ijednego z kanatu zielonego.
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Proces odczytu indeksdw rozpoznawania nukleotyddw rézni sie od rozpoznawania nukleotyddw podczas
innych odczytow.

Odczyty indeksdw muszg zaczynac sie od co najmniej jednego nukleotydu innego niz G w jednym z dwoch
pierwszych cykli. Jesli odczyt indeksu zaczyna sie od dwoéch rozpoznan nukleotydow G, intensywnoscé
sygnatu nie jest generowana. Sygnat musi by¢ obecny w obu pierwszych dwéch cyklach, aby zapewnic
wydajnos¢ demultipleksowania.

Jesli przy wybieraniu indekséw podczas tworzenia przebiegu nie spetniajg one wymogow dotyczacych
zréznicowania, pojawi sie ostrzezenie o matym zréznicowaniu. Aby zapobiec pojawieniu sie tego
ostrzezenia, nalezy wybrac¢ sekwencje indekséw zapewniajgce sygnat w obu kanatach dla kazdego cyklu.

Kanat czerwony — Allub C
Kanat zielony — Alub T

Proces rozpoznawania nukleotydéw zapewnia doktadnosé podczas analizowania probek o niskiej
krotnosci. Wiecej informacji na temat sekwencji indekséw zawiera ulotka dofgczona do opakowania testu
lumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Podczas tworzenia przebiegu w lokalnym menedzerze przebiegu wybiera sie liczbe probek do
przetestowania. Sugerowane kombinacje indeksow, ktdre spetniaja wymogi dotyczace zréznicowania,

sg wypetnianie automatycznie przez oprogramowanie. Chociaz uzycie sugerowanych kombinacji indeksdw
UDP nie jest wymagane, zaleca sie skorzystanie z nich.
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Pomoc techniczna

W celu uzyskania pomocy technicznej nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy

[llumina.

Witryna:
Adres e-mail:

Numery telefonow do dziatu pomocy technicznej firmy lllumina

www.illumina.com

techsupport@illumina.com

Region

Bezptatne

Regionalne

Ameryka Pétnocna

+1 800 809 4566

Australia +1800 775688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Belgia +32 80077160 +32 34002973
Chiny 400 066 5835

Dania +45 80820183 +45 89871156
Finlandia +358 800918363 +3568 974790110
Francja +33805102193 +33 170770446
Hiszpania +34 911899417 +34 800300143
Holandia +31 8000222493 +31 207132960
Hongkong, Chiny 800960230

Irlandia +353 1800936608 +353 016950506
Japonia 08001115011

Korea Potudniowa +82 80 234 5300

Niemcy +49 8001014940 +49 8938035677
Norwegia +47 800 16836 +47 21939693

Nowa Zelandia

0800 451 650

Singapur +1 8005792745

Szwajcaria +41 565800000 +41 800200442
Szwecja +46 850619671 +46 200883979
Tajwan, Chiny 00806651752

Wielka Brytania +44 8000126019 +44 2073057197
Witochy +39 800985513 +39 236003759
Inne kraje +44 1799 534000

Karty charakterystyki — dostepne na stronie firmy lllumina pod adresem support.illumina.com/sds.html.

Dokumentacja produktu jest dostepna do pobrania w witrynie support.illumina.com.
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