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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Module Workflow Guide for MiSeqDx

betta skjal og efni pess eru eign lllumina, Inc. og hlutdeildarfélaga pess (,lllumina“) og eru eingéngu eetlud til
samningsbundinnar notkunar vidskiptavina pess i tengslum vid notkun peirrar voru/peirra vara sem hér er lyst og i
engum 6d8rum tilgangi. Petta skjal og efni pess skal ekki notad eda dreifa i neinum 6drum tilgangi og/eda a annan hatt
midlad, birt eda afritad med nokkrum haetti an skriflegs sampykkis Illumina. lllumina veitir ekki leyfi samkvaemt
einkaleyfi sinu, vérumerki, héfundarrétti eda réttindum samkvaemt venjurétti né svipud réttindi pridja adila med pessu
skjali.

Leidbeiningunum i pessu skjali verdur ad fylgja stranglega og a skyran hatt af heefu og vel pjalfudu starfsfolki til ad
tryggja rétta og 6érugga notkun vérunnar/varanna sem hér er lyst. Lesa verdur og skilja allt innihald pessa skjals ad
fullu @dur en slik vara eda vorur eru notadar.

EF EKKI ER FARID NAKVAMLEGA EFTIR OLLUM LEIDBEININGUM SEM HER KOMA FRAM, GETUR PAD LEITT
TIL SKEMMDA A VORU/VORUM, MEIDSLA A FOLKI, PAR A MEDAL NOTENDUM OG OPRUM, AUK SKEMMDA A
OBPRUM EIGNUM. SLIKT OGILDIR ALLA ABYRGD SEM GILDIR UM VORU/VORUR.

ILLUMINA BER EKKI ABYRGD VEGNA RANGRAR NOTKUNAR VORUNNAR/VARANNA SEM HER ER LYST (PAR A
MEBDAL HLUTA PEIRRA EDA HUGBUNADAR).

© 2022 Illumina, Inc. Allur réttur askilinn.

Oll vérumerki eru eign lllumina, Inc. eda vidkomandi eigenda. Sérstakar upplysingar um vérumerki eru &
www.illumina.com/company/legal.html.
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Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx einingin byrjar a pvi ad afflétta visislestra. Ef pad er til
stadar byr DNA GenerateFASTQ Dx til millidttaksskrar i FASTQ skraarsnidi og haettir sidan i
vinnuflaedinu. Engin samstilling eda frekari greining er framkvaeemd. FASTQ-skrar eru naudsynlegt
inntak fyrir greiningu med greiningartdlum fra pridja adila.

Haegt er ad keyra Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx eininguna a Local Run Manager
v3.1.0 (eda nyrri utgafu) og hun er samhaef vid Windows 10. Greiningareiningin stydur radgreiningu
fyrir [llumina DNA Prep with Enrichment Dx préfun.

Um pennan leidarvisi

Pessi leidarvisir veitir leidbeiningar um uppsetningu keyrslubreyta fyrir radgreiningu og greiningu fyrir
DNA GenerateFASTQ Dx greiningareiningu. Notkun hugbunadarins krefst grunnpekkingar a nuverandi
Windows-styrikerfi og notendavidméti sem byggir a vafra. Til ad fa upplysingar um Local Run Manager
lesbord og kerfisstillingar, sja Local Run Manager Software Reference Guide for MiSeqDx (skjal #
200003931).

Stilla feeribreytur
1 Skrd inn & Local Run Manager.
Veljid Create Run (Stofna keyrslu) og veldu sidan DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Sl4id inn einkveemt keyrsluheiti sem audkennir keyrsluna fra radgreiningu til greiningar (40 stafir
eda minna).
Keyrsluheitid getur innihaldid bokstafi og tolustafi, bil og sérstafina *.~!@#%$%-_{}. PU getur ekki
notad heiti ur fyrri keyrslu.

N

4 [Valkveett] Sladu inn lysingu a keyrslunni til ad audvelda audkenningu keyrslunnar (150 stafir eda
minna).
Lysing keyrslunnar getur innihaldid bokstafi og télustafi, bil og sérstafina:
T I@#$%-_{).
5 Stillid eftirfarandi keyrslustillingar:
Visisplata—Veldu snid visisplétunnar sem notud er vid undirbuning safns. Pu getur valid ur
Index Set A, Index Set B og Index Set AB. Sja nanari upplysingar i Fylgisedill fyrir DNA Prep
with Enrichment Dx fra Illlumina til ad fa upplysingar um snid visisplatnanna.
Visissett A og B innihalda 96 syni og samsvarandi einkvaeema tvofalda Iykla (UDP). Visissett
AB inniheldur 192 syni og samsvarandi UDP.
Lestrartegund—Veldu einn lestur eda paradan lestur. Sjalfgefin lestrargerd er paradur lestur.
Lestrarlengdir—Sladu inn lestrarlengdina. Sjalfgefin lestrarlengd er 151.

6 Undir Module-Specific Settings (Einingarsérteekar stillingar) veldu valkostinn Adapter Trimming
(Lyklasnyrting).
Lyklasnyrting er sjalfgefid virkjud.

7 Veljid fjdlda syna sem & ad radgreina. Valinn fj6ldi syna inniheldur sjalfvirkt atfylltar UDP-tillégur.
Ef pa vilt ekki nota UDP-tillogur skaltu velja Custom (Sérsnidid).
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Ef fjoldi syna sem pu ert ad radgreina er ekki med i fellilistanum skaltu velja naesta fjélda syna.
Gangid ur skugga um ad valin tala sé€ minni en talan sem verid er ad radgreina og beetid vid fleiri
UDP eftir porfum. Til deemis, til ad profa 18 syni, veldu valkostinn 16 syni.

Tilgreinid syni fyrir keyrsluna
Tilgreinid syni fyrir keyrsluna med pvi ad nota einn af valkostunum og medfylgjandi leidbeiningar.
Sl4id inn syni handvirkt— Notid audu toéfluna a skjanum Create Run (Stofna keyrslu).

Flytja inn syni—Finnid utanadkomandi skra a snidi sem adskilin er med kommum (*.csv). Heegt er
ad saekja snidmat a skjanum Create Run (Stofna keyrslu).

SI4id inn syni handvirkt

1 Slaid inn einkvaemt synisaudkenni i Sample ID flipanum. Notid bokstafi og tolustafi og/eda
bandstrik (40 stafir eda faerri).
Synisaudkennid og samsvarandi synislysing og UDP-stadsetning eru audkennd med blau til ad
gefa til kynna ad synid hafi verid feert inn.

2 [Valfrjalst] Til ad velja jdkvaed og neikveed samanburdarsyni skaltu haegrismella a synisbrunnana.
3 [Valfrjalst] Sladu inn synislysingu i flipann Sample Description (Synislysing). Synislysingin ma
innihalda bokstafi og tolustafi, punkta og sérstafina "~ !|@#$%-_{}. Bil eru ekki leyfd.
Ef synisaudkennid sem tengist synislysingunni er notad aftur i sidari keyrslu er upphaflega
synislysingin yfirskrifud.
4 Breyttu radlogdum UDP-stadsetningum eftir porfum. Radlagdar stadsetningar synabrunna eru
audkenndar med gulum, fjélublaum, appelsinugulum og bleikum lit.
Ef notadir eru radlagdir synisbrunnir, pa fyllir hugbunadurinn sjalfkrafa ut UDP visilykla sem

uppfylla kréfur um fjélbreytni visa. Ef fjéldi syna sem pu valdir er ekki nakveemlega sa fjoldi syna
sem pu ert ad profa, geettu pess pa ad velja UDP visilykla fyrir aukabrunna.

5 [Valfrjalst] Veldu Export Samples (Flytja ut syni) til ad flytja at upplysingaskra synisins.
6 Veljid Save Run (Vista keyrslu).

Flytja inn synablad

Pu getur flutt inn synisupplysingar ur synisupplysingaskra sem adéur var flutt it ar DNA
GenerateFASTQ Dx einingunni med pvi ad nota Export Samples (Flytja Ut syni) eiginleikann eda
snidmatsskra, sem heegt er ad bua til med pvi ad velja Template (Snidmat) a skjanum Create Run
(Stofna keyrslu). Sja Slaid inn syni handvirkt a sidu 4 til ad fa leidbeiningar um hvernig a ad bua til og
flytja ut synisupplysingar.

Snidmatsskrain inniheldur ekki sjalfvirkt utfylltar UDP-tillogur.

Til ad breyta snidmatsskranni:

1 Veljid Template (Snidmat) a skjanum Create Run (Stofna keyrslu) til ad bua til nytt plétuutlit.
Snidmatsskrain inniheldur réttar dalkafyrirsagnir til innflutnings. Breyttu skranni a eftirfarandi hatt.

a Opnadu synabladid i textaritli.

b SI4id inn naudsynlegar upplysingar um synid.

c Vistadu skrana i snidi sem adskilid er med kommum (*.csv). Gangid ur skugga um ad
synisaudkennin séu einkvaem.

Til ad flytja inn synisupplysingar:
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2 Veljid Import Samples (Flytja inn syni) og veljid sidan CSV-skrana.
3 [Valfrjalst] Veldu Export (Flytja ut) til ad flytja upplysingarnar ut i ytri skra.
4 Veljid Save Run (Vista keyrslu).

Breyta keyrslu

Fyrir leidbeiningar um hvernig a ad breyta upplysingum i keyrslunni fyrir radgreiningu, sja Local Run
Manager Software Reference Guide for MiSeqDx (skjal # 200003931).

DNA GenerateFASTQ Dx greiningareiningin framkvaemir eftirfarandi greiningarskref og skrifar sidan
uttaksskrar greiningarinnar i méppuna Alignment.

Adskilur visilestra
Byr til FASTQ-skrar

Adskiljun syna
Adskiljun ber saman hverja visilesningu vid peer visiradir sem tilgreindar eru fyrir keyrsluna. Engin
gaedagildi eru tekin til greina i pessu skrefi.
Visislestrar eru greindir med eftirfarandi skrefum:
Synin eru numerud fra 1 eftir pvi i hvada rod pau eru skrad fyrir keyrsluna.
Urtaksnumer 0 er fratekid fyrir klasa sem ekki var Gthlutad Grtaki.

Klésum er uthlutad a syni pegar visisr6din passar nakveemlega saman eda pegar allt ad eitt
6samraemi er i hverjum visislestri.

Gerd FASTQ-skraa

Eftir affléttun byr hugbunadurinn til milligreiningarskrar &8 FASTQ-snidi, sem er textasnid sem notad er
til ad takna radir. FASTQ-skrar innihalda lestur fyrir hvert syni og tengd geedastig. Oll
samanburdarvidomid sem notud voru fyrir keyrsluna og klasar sem stédust ekki siur eru undanskildir.

Hver FASTQ-skra inniheldur adeins lestur fyrir eitt syni og nafn pess synis er innifalid i FASTQ-
skraarnafninu. FASTQ-skrar eru adalinntakid fyrir samstillingu.

1 | Local Run Manager lesbordi, veldu keyrsluheitid.
2 Fra flipanum Run Overview (Keyrsluyfirlit), skodadu maelikvarda radgreiningarkeyrslunnar.

3 Til ad stilla nyja stadsetningu greiningargagnaskrarinnar fyrir endurkeyrslur valinnar keyrslu i
framtidinni, skal velja Breyta-takni® og uppfeera sl6d uttakskeyrslumdéppunnar.
Pu getur ekki breytt heiti uttakskeyrslumdéppunnar.

4 [Valfrjalst] Veldu Copy to Clipboard (Afrita @ klemmuspjald) til ad afrita slédina ad
keyrslumdppunni.

5 Veljid flipann Sequencing Information (Radgreiningarupplysingar) til ad skoda keyrslubreytur og
upplysingar um einnota vorur.

6 Veljid flipann Samples & Results (Syni og nidurstdédur) til ad skoda greiningarskyrsluna.
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Ef greiningin var endurtekin skal velja videigandi greiningu af fellilistanum Select Analysis
(Velja greiningu).
Veldu synaaudkenni i vinstri valmyndinni til ad skoda skyrslu fyrir annad syni.

7 [Valfrjalst] Veldu Copy to Clipboard (Afrita @ klemmuspjald) til ad afrita sl6dina ad
greiningarmdppunni.

Results (Nidurstddur) eru teknar saman & flipanum Samples and Results (syni og nidurstédur).

Syni
Tafla1 Synatafla
Dalkafyrirsogn Lysing
Sample ID (Synisaudkenni) Synisaudkennid sem gefid var upp pegar keyrslan var buin til.
Plata Platan sem fylgdi med visisplotunni pegar keyrslan var buin til. Dalkurinn birtist adeins
ef index-platan AB er valin.
Visisbrunnur Visisbrunnurinn gaf upp stadsetningu synisbrunnsins pegar keyrslan var buin til.
Lysing Synislysingin sem var veitt pegar keyrslan var buin til.
UDP UDP-id sem notad var med syninu.
Samanburdur Jakvaedur eda neikveedur samanburdur sem notadur var med syninu.

Indexing (Visisiflokkun)

Tafla2 Indexing Table (Visistafla)

Dalkafyrirsogn Lysing

Index Number (Visisnumer) Uthlutad audkenni byggt & beirri r63 sem synin eru talin upp i synistéflunni.
Sample ID (Synisaudkenni) Synisaudkennid sem gefid var upp pegar keyrslan var buin til.

UDP UDP sem notad var med syninu.

% Audkenndir lestrar(PF) Hlutfall lestra sem komust i gegnum siur.

Eftirfarandi Uttaksskrar ur greiningu eru bunar til fyrir DNA GenerateFASTQ Dx greiningareiningu.

Skraarnafn Lysing
Adskiljun syna (*.demux) Milliskrar sem innihalda nidurstédur af afvisun.
FASTQ (*.fastq.gz) Milliskrar sem innihalda basakéll med gaedastigum. FASTQ-skrar eru

adalinntakid fyrir samstillingarskrefid.

Skraarsnid fyrir adskiljun syna

Ferlid vid afmorkun felur i sér ad lesa visirdd sem fylgir hverjum klasa til ad akvarda uppruna hans i
synasafninu. Vorpunin milli klasa og synisnumera er skrifud i afblondunarskra (.demux) fyrir hverja flis
fleedisflogunnar.

Nafnsnidid fyrir affléttunarskraa er s_1_X.demux, par sem X er flisarnumerid.
Skrar fyrir adskiljun syna byrja a siduhaus:
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Utgafa (4 beeti heiltala), nu 1
Fjoldi klasa (4 baeti heiltala)
Afgangurinn af skranni samanstendur af synisnumerum fyrir hvern klasa ur flisinni.

bPegar afbléndunarskrefinu er lokid byr hugbunadurinn til afblondunarskra sem ber heitid
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

i skraarheitinu taknar F1 namer fleedisflégunnar.
| skraarheitinu taknar L1 numer reinarinnar.

Nidurstodur adskiljunar birtast i t6flu med einni rod fyrir hverja flis og einum dalki fyrir hvert syni,
par & medal syni 0.

Algengustu radirnar i visislestrum.

FASTQ-skraarsnid

FASTQ er textabundi® skraarsnid sem inniheldur basakéll og gaedagildi fyrir hvern lestur. Hver faersla
inniheldur 4 linur:

Audkennid
R6din
Plasmerki (+)
Geedastig Phred i ASCII + 33 kédudu snidi
Audkennid er snidid svona:
@Instrument:Run ID:FlowCell ID:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Daemi:
@STIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAAGACAGAATC
+

<> ##=><9=AAAAAAAARAOH : <#<;<<LK?222#=

Vidbotaruttaksskrar

Eftirfarandi uttaksskrar veita vidbotarupplysingar eda draga saman nidurstédur keyrslu og
greiningarvillur. P6 ad pessar skrar séu ekki naudsynlegar til ad meta nidurstddur greininga er heegt
ad nota peer til ad leysa ur vandamalum. Allar skrar eru stadsettar i méppunni Alignment (Samstilling)
nema annad sé tekid fram.

Skraarheiti Lysing

AdapterTrimming.txt Synir fjdlda snyrtra basa og hlutfall basa fyrir hverja flis. Pessi skra er adeins
til stadar ef snyrting & lykli var tilgreind fyrir keyrsluna.

AnalysisLog.txt Vinnsluskra sem lysir hverju skrefi sem atti sér stad vid greiningu @ nuverandi
keyrslumoéppu. Pessi skra inniheldur ekki villubod.
Stadsett & rétarstigi keyrslumoppunnar.

AnalysisError.txt Vinnsluskra sem synir allar villur sem komu upp vid greiningu. Pessi skra
verdur tom ef engar villur koma upp.
Stadsett & rétarstigi keyrsluméppunnar.
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Skraarheiti Lysing

CompletedJoblinfo.xml Skrifad eftir ad greiningu er lokid, inniheldur upplysingar um keyrsluna, svo
sem dagsetningu, flaedisfloguaudkenni, hugbunadarutgafu og adrar breytur.
Stadsett & rétarstigi keyrslumoppunnar.

Checksum.csv Inniheldur skraarheiti og einkvaemt checksum-gildi fyrir akvardadar og
6akvednar FASTQ-skrar, BCL-skrar og SampleSheetUsed.csv skrana.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Skyrslan synir nidurstédur adgreiningar i téflu med einni réd fyrir hverja flis og
einum dalki fyrir hvert syni.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Inniheldur yfirlitstolfreedi sem er sértaek fyrir keyrsluna.
Stadsett & rétarstigi keyrslumoppunnar.

Greiningarmappa
Greiningarmappan inniheldur skrarnar sem bunar eru til af Local Run Manager hugbunadinum.
Tengslin milli uttaksmdppunnar og greiningarméppunnar eru eftirfarandi:

Vid radgreiningu fyllir Real-Time Analysis (RTA) ut uttaksmdppuna med skram sem myndast vid
myndgreiningu, basakdllun og gaeedamat.

RTA afritar skrar i greiningarméppuna i rauntima. Eftir ad RTA hefur uthlutad geedastigi fyrir hvern
basa fyrir hverja lotu skrifar hugbunadurinn skrana RTAComplete.xml i badar méppurnar.

Pegar skrain RTAComplete.xml er til stadar hefst greiningin.

Pegar greiningin heldur afram skrifar Local Run Manager uttaksskrar i greiningarméppuna og
afritar sidan skrarnar aftur i attaksmoppuna.

Samstillingarméppur

i hvert skipti sem greiningin er endurtekin, pa byr Local Run Manager til samstillingarméppu sem heitir
Alignment_N, par sem N er radtala.

Moppuskipan
Gogn
Alignment_## eda Alignment_Imported_##
[Timestamp of Run]
DataAccessFiles
Fastq
FastgSummaryF1L1.txt
Sample1_S1_L001_R1_001.fastq.gz
Sample2_S2_1001_R2_001.fastq.gz
Undetermined_S0_L001_R1_001.fastq.gz
Undetermined_S0_L001_R2_001.fastq.gz
Skraning
BuildFastg0.stdout.txt
BuildFastq1.stdout.txt
commands.txt
Plots
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AdapterCounts.txt
AdapterTrimming.txt
AnalysisError.txt

AnalysisLog.txt

Checkpoint.txt

Checksum.csv
CompletedJoblinfo.xml
DemultiplexSummaryF1L1.txt
GenerateFASTQRunStatistics.xml
SampleSheetUsed.csv

Basakdllun og fjélbreytni visa

Pegar syni eru radgreind @ MiSeqDx taekinu akvardar basakdllun basa (A, C, G eda T) fyrir hvern
klasa a tiltekinni flis eda myndgreiningarsvaedi a fleedisflogunni i tiltekinni lotu. MiSegDx teekid notar
fijdgurra rasa radgreiningu, sem krefst mynda til ad kéda gognin fyrir fjora DNA-basa, tveer fra raudu
rasinni og tveer fra greenu rasinni.
Ferlid vid basakdllun visislestra er frabrugdid basakdllun vid adra lestra.
Pegar visar eru valdir vid uppsetningu keyrslu birtist vidvorun um litla fjdlbreytni ef valdir visar uppfylla
ekki krofur um fjdlbreytni. Til ad koma i veg fyrir vidvorun um litla fjélbreytni skal velja visisr66 sem
veitir merki i badum rasum fyrir hverja lotu.

Rauda rasin — A eda C

Greena rasin -G eda T

Petta basakdllunarferli tryggir nakvaemni vid greiningu a lagplexa synum. Nanari upplysingar um r6d
visa sja Fylgisedill fyrir DNA Prep with Enrichment Dx fra lllumina.

Vid stofnun keyrslu i Local Run Manager velurdu fjdlda syna sem a ad préfa. Hugbunadurinn fyllir
sjalfkrafa at tillogur ad visissamsetningum sem uppfylla skilyrdi um fjélbreytileika. Pé ad pu purfir ekki
ad nota radlagdar UDP-visissamsetningar er maelt med pvi.
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Lysing a breytingu

Beett vid heimilisfangi fyrir astralskan bakhjarl.
Skyrari takmarkanir & lysingu synis.
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Fyrir taeknilega adstod, hafid samband vid Illlumina taeknilega adstod.

Vefsida: www.illumina.com
Netfang techsupport@illumina.com

[llumina Simanumer pjénustuvers vidskiptavina

Svaedi

Nordur-Amerika

Gjaldfrjalst
+1.800.809.4566

Svaedisbundid

Astralia +1.800.775.688

Austurriki +43 800006249 +43 19286540
Belgia +32 80077160 +32 34002973
Kina 400.066.5835

Danmoérk +45 80820183 +45 89871156
Finnland +358 800918363 +358 974790110
Frakkland +33 805102193 +33 170770446
Pyskaland +49 8001014940 +49 8938035677

Hong Kong, Kina

800960230

irland +353 1800936608 +353 016950506
italia +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800.111.5011

Holland +31 8000222493 +31 207132960

Nyja-Sjaland
Noregur
Singapur

Sudur-Kérea

0800.451.650
+47 800 16836
+1.800.579.2745
+82 80 234 5300

+47 21939693

Spann +34 911899417 +34 800300143
Svipj6d +46 850619671 +46 200883979
Sviss +41 565800000 +41 800200442

Taivan, Kina
Bretland

Onnur 16nd

00806651752
+44 8000126019
+44.1799.534000

+44 2073057197

Oryggisleidbeiningar (SDS)-Faanlegar & vefsidu lllumina & support.illumina.com/sds.html.
Voéruupplysingar—Haegt ad saekja a support.illumina.com.
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