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Historie revizi

Dokument €. Datum Popis zmény
1000000109376 Duben Byly pfidéany pokyny pro import soubord s definici
v04 2021 zakladni Urovné.
Byl pfidan pracovni postup analyzy DRAGEN DNA
Amplicon.

Byly pfidany funkce Fidiciho softwaru

NextSeq 1000/2000 verze 1.3.

Byly pfidany informace o vybéru proxy serveru.

Byla aktualizovana pfepravnia skladovaci teplota
resuspenzacniho pufru (RSB) s roztokem Tween 20.
Byl aktualizovan pracovni postup DRAGEN RNA, aby
zahrnoval diferencialni expresi gen(.

Byla aktualizovéna struktura vystupni slozky
sekvenovani.

Byla aktualizovana doporuceni pro formatovani
seznamu vzorkd verze 2.

1000000109376 Listopad Byla opravena katalogova Cisla.
v03 2020 Byly pfidany informace o pfidavani novych uzivateld.
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Dokument ¢. Datum Popis zmény

1000000109376 Rijen Byla pfidana sada reagencii NextSeq 1000/2000 P3.

v02 2020 Byl pfidan pracovni postup analyzy DRAGEN Single Cell
RNA.
Byl pfidan pracovni postup analyzy DRAGEN
Enrichment.

Byly pfidany moznosti komprese souborl FASTQ.
Byly pfidany pokyny pro instalaci aktualizaci planG a
licence softwaru DRAGEN.

Byly pfidany pokyny pro import vlastnich referencnich
genomd.

Byly aktualizovany objemy a koncentrace pro vioZeni
pro jednotlivé typy knihoven.

Byly aktualizovany pokyny k Fedéni.

Byly pfidany pokyny pro automatické ¢isténi kazety

S reagenciemi.

Byly aktualizovany informace o podporovaném poctu
cykla.

Byly aktualizovdny moznosti pfizplsobeni pfistroje.
Byly aktualizovany pokyny k nastaveni béhu pfistroje.
Byla aktualizovana struktura vystupu sekvenovani
DRAGEN.

Byly pfidany informace o vykazech kontroly kvality
DRAGEN.

Byly pfidany informace o odstranéni vlastnich
referenénich genomU z pevného disku.

Byly pfidany informace o provadéni kontrol systému.
Byla aktualizovéana nastaveni seznamu vzorkUl verze 2.
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Dokument ¢.

1000000109376
vO1

Datum

Cerven
2020
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Popis zmény

Byl aktualizovan popis fidiciho softwaru

NextSeq 1000/2000.

Napfi¢ pfiru¢kou byl vysvétlen rozdil mezi cloudovym,
hybridnim, mistnim a samostatnym rezimem.

Byly aktualizovany pokyny ke skladovani a
rozmrazovani kazet.

Byly aktualizovany informace o podporovaném poctu
cykld.

Byly aktualizovany pokyny pro nastaveni sekundarni
analyzy.

Byla aktualizovana katalogova Cisla sad reagencii.
Byl aktualizovan diagram protokolu sekvenovani.
Byly aktualizovany pokyny pro zadani sitového disku
jako vychozi vystupni slozky.

Byla aktualizovana tabulka podporovanych typl
knihoven.

Byly pfidany pokyny pro import vlastniho referenéniho
genomu.

Byly pfidany pokyny pro nastaveni béhu pomoci vlastni
indexacni sady a uzivatelské sady na pfipravu
knihoven.

Byly aktualizovany pozadavky na uzivatelsky ucet

a heslo.

Byly pfidany podrobnosti o struktufe vystupni slozky
DRAGEN.

Byly vysvétleny pokyny k vypusténi pouzitych reagencii
Zz kazety.

Byly pfidany zakladni informace o tabulce kvality.
Byly aktualizovany pokyny pro instalaci aktualizaci
fidiciho softwaru.

Byly pfidany pokyny k opétovnému zafrazeni béhu.

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Dokument ¢.

1000000109376
vO1
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v0O

Datum

Cerven
2020

Brezen
2020
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Popis zmény

Byly pfidany pokyny pro aktualizaci pland a licence
softwaru DRAGEN.

Byly aktualizovany pokyny pro pfizplsobeni pfistroje.

Byly aktualizovany obrazky tak, aby odrazely nové
Stitky.

Napfi¢ pfiru¢kou byl zménén pojem ,dvifka" na ,stit".
Byl pfidan popis dvou ethernetovych portd.

Prvni vydani.

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Prehled systému

Sekvenaénisystém lllumina® NextSeq™ 1000 a lllumina® NextSeq™ 2000 zaji$tuje cileny pfistup
k sekvenovani nové generace (NGS)'. Tento systém zalozeny na aplikacich dodava sekvenaéni
technologii lllumina v cenové dostupném stolnim pFistroji. Nabizi tyto funkce:

* Jednoduché ovladani a spolehlivost. Systém NextSeq 1000/2000 je vybaven mistni analyzou
DRAGEN a denaturaci a fedénim v pfistroji. Zobrazovaci modul je souc¢asti systému a priitoéné
soucasti jsou vestavény ve spotfebnim materialu. To usnadnuje udrzbu pfistroje.

* Vkladani spotifebniho materialu v jednom kroku. VSechny reagencie nezbytné pro béh jsou vioZzeny
v kazeté na jedno pouZiti. Knihovna a prltokova kyveta se vkladaji pfimo do kazety, ktera se
nasledné vlozi do pfistroje. Integrované identifikaéni prvky umoznuji pfesné sledovani.

* Software systému NextSeq 1000/2000. Sada integrovaného softwaru Fidi provoz pfistroje;
zpracovava obrazy a generuje pfifazeni baze.

— Cloud mode (Cloudovy rezim). UmoZfiuje naplanovat béh pomoci moznosti Instrument Run
Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace Sequence Hub. Vybrany pracovni
postup analyzy je spustén automaticky v cloudu. Data béhu a vysledky analyzy jsou také
poskytnuty v cloudu.

— Hybrid mode (Hybridni rezim). Umoznuje naplanovat béh pomoci moznosti Instrument Run
Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace Sequence Hub. Vybrany pracovni
postup analyzy je nasledné spustén prostfednictvim analyzy DRAGEN v pfistroji.

— Localmode (Mistnirezim). Umoznuje naplanovat béh mistné, pomoci souboru ve formatu
seznamu vzorkU verze 2. Vybrany pracovni postup analyzy je spu$tén automaticky
prostfednictvim analyzy DRAGEN v pfistroji.

— Standalone mode (Samostatny rezim). Umoziuje naplanovat b&éh pomoci seznamu vzorka.

V této ¢astije uveden prehled systému véetné informaci o hardwaru, softwaru a analyze dat. Shrnuje
také zakladni koncepce a terminy pouzivané v dokumentaci. Podrobné specifikace, technické listy,
aplikace a souvisejici produkty naleznete na strance produktl sekvenacnich systém( NextSeq 1000 a
NextSeq 2000 na webu lllumina.

DalsSi zdroje

Dalsi zdroje k systému najdete na strankach podpory sekvenacnich systémi NextSeq 1000 a NextSeq
2000 na webu spolec¢nosti lllumina. Mezi tyto zdroje patfi software, Skoleni, kompatibilni produkty

a prislusna dokumentace. Stranky podpory pravidelné kontrolujte, naleznete na nich vzdy nejnovéjsi
verze.

1sekvenovani nové generace
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Zdroj

Custom Protocol Selector
(Selektor viastniho protokolu)

Priruc¢ka bezpecénosti a souladu
s predpisy pro sekvenacni
systémy NextSeq 1000

a NextSeq 2000 (¢. dokumentu
1000000111928)

Priruc¢ka souladu s pfedpisy pro
modul étecky RFID (dokument
¢. 1000000002699)

Priru¢ka pro denaturaci

a fedéni pro systémy NextSeq
71000 a 2000 (dokument é.
7000000139235)

Priru¢ka pro viastni primery
systému NextSeq 1000 a 2000
(dokument ¢. 10000000139569)

Priru¢ka pro pripravu pracovisté
sekvenacniho systému
NextSeq 2000 (dokument ¢C.
7000000109378)

Napovéda k softwaru
BaseSpace
(help.basespace.illumina.com)

Priru¢ka pro sdruzovani
indexovych adaptérd do fondd
(dokument &. 1000000041074)

Sekvence adaptéru lllumina
(dokument ¢. 1000000002694)
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Popis

Nastroj ke generovani ucelenych pokynd navrzeny pro vasi
metodu pfipravy knihovny, parametry béhu a analytickou
metodu s moznostmi Uprav Urovné podrobnosti.

Obsahuje informace o tom, na co je tfeba dbat z hlediska
bezpecnosti provozu, prohlaseni o souladu s pfedpisy a
oznadeni pfistroje.

Obsahuje informace o ¢tecce RFID v pfistroji, certifikace
souladu s pfedpisy a informace o bezpecnosti.

Obsahuje pokyny k ruéni denaturaci a fedéni knihoven
pfipravenych pro béh sekvenovani a k pfipraveé volitelné
kontroly PhiX.

Obsahuje informace o vyméné sekvenacnich primert lllumina
za vlastni sekvenacni primery.

Obsahuje specifikace laboratorniho prostoru, pozadavky na
elektrické pfipojeni a poznamky k prostfedi a siti.

Obsahuje informace o pouzivani systému BaseSpace”
a dostupnych moznostech analyzy.

Obsahuje pokyny pro sdruzovani do fond( a strategie
dvojitého indexovani.

Obsahuje seznamy sekvenci adaptérd pro sady pro pfipravu
knihoven Illumina.

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Hardware pristroje

Sekvenacni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000 se skladaji z vypinace, monitoru, stavového
prouzku, pfihrddky na spotfebni material a portl USB.

Obrazek 1 Vnéjsi soucdsti systému

A

D E)(F

A. Pfihradka na vzduchovy filtr: Poskytuje pfistup k vyménnému vzduchovému filtru.
B. Dotykova obrazovka: Umoziuje nastaveni a konfiguraci pfistroje pomoci rozhrani Fidiciho

softwaru.
C. Stavovy prouzek: Barva svételného prouzku se méni podle prébé&hu pracovniho postupu.

Modra a purpurova barva znadiinteraktivni ¢innosti (napf. kontroly pfed béhem) a vicebarevné

osvétleni znadi dlleZité mezniky a data (napf. dokonéeni sekvenovani). Kritické chyby jsou
signalizovany ¢ervenym svétlem.

D. Vypina¢: Zapina a vypina pfistroj a signalizuje, zda je pfistroj zapnuty (sviti), vypnuty (nesviti)

nebo vypnuty pod napétim (blika).
E. Port USB 3.0: Slouzi k pfipojeni externiho pfenosného disku za U¢elem pfenosu dat.
F. Porty USB 2.0: SlouzZi k pfipojeni mysi a kldvesnice.

Pfipojeni napajeni a pfislusenstvi

Chcete-li ziskat pfistup k vypinadi, portu USB a konektorlm pro pfislu§enstvi na zadni strané pfistroje,

mUzZete pfistroj opatrné posunout.
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Na zadni strané pfristroje je prepinac a vstupni pfivod. Tyto soucdsti zajistuji napdjeni pfistroje. Dale jsou
zde dva ethernetové porty pro volitelné pfipojeni k Ethernetu. Port USB 3.0 umoziiuje pfipojit pfenosny
disk pro pfenos dat (na této platformé se systémem Linux neni podporovan souborovy systém exFAT).

Sekvenacni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000 jsou vybaveny dvéma ethernetovymi porty, které
zlepsuji funkénost a flexibilitu systému. Jeden ethernetovy port Ize naptiklad vyhradit pro komunikaci
s internim sitovym diskem. Druhy port Ize vyhradit pro externi komunikaci, napf. s prostfedim
BaseSpace Sequence Hub nebo sluzbou Proactive Support.

Obrazek 2 Soucdsti zadniho panelu

RS IIIIIIIIII IIWIIIII
®— - H II il II N

. vIlIIIIIIIIIIII IIII |I| III
GG
- : A —¥ o

Pfepinac: Zapina a vypina napajeni pfistroje.

Konektor pro pfivod napajeni: Slouzi k pfipojeni napajeciho kabelu.

Ethernetové porty: Volitelné pfipojeni ethernetovym kabelem.

Port USB 3.0: Slouzi k pfipojeni externiho pfenosného disku za U¢elem pfenosu dat.

OO w>

Pfihradka na spotfebni material

Prihradka na spotiebni materidl obsahuje kazetu pro béh sekvenovani, jejiz soucastije pritokova
kyveta a zfedéna knihovna.

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE
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Obrazek 3 Naplnéna pfihradka na spotfebni material

.

A. Kazeta: Obsahuje pritokovou kyvetu, knihovnu a reagencie a shromazduje pouZité reagencie
v prlibé&hu béhu sekvenovani.

Prihradka: Drzi kazetu béhem sekvenovani.

C. S§tit: Jeho otevienim se zptistupni pfihraddka na spotfebni material.

w

Vestavény software

Soucasti sady softwaru systému jsou vestavéné aplikace, které provadéji béhy sekvenovani a analyzu.

* Ridici software NextSeq 1000/2000: Ridi ¢innost ptistroje a poskytuje rozhrani pro konfiguraci
systému, nastaveni béhu sekvenovani a sledovani statistickych informaci o b&hu v pribéhu
sekvenovani.

* Real-Time Analysis (RTA3): Pfi b&hu provadi analyzu obrazl a pfifazeni baze. Dal$iinformace
naleznete v ¢asti Vystupni data sekvenovanina strané 55.

* Universal Copy Service: Kopiruje vystupni soubory sekvenovani ze slozky béhu do prostiedi
BaseSpace Sequence Hub (v pfipadé potfeby) a do vystupni slozky, kde k nim mate pfistup.

Ridici software je interaktivni a spous$ti automatizované procesy na pozadi. Software Real-Time
Analysis a sluZzba Universal Copy Service spousti pouze procesy na pozadi.

Systémové informace

Vyberte nabidku fidiciho softwaru v levé horni ¢asti a prejdéte k &asti About (O aplikaci). Cast About (O
aplikaci) obsahuje kontaktni Udaje spole¢nostilllumina a nasledujici informace o systému:

* Sérioveé Cislo pristroje
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* Ndzev pocitace
* Verze sady systému
* Verze operacniho systému

* Celkovy pocet b&hd

Upozornéni a vystrahy

Ikona upozornéni se nachazi v praveé horni ¢asti. V pfipadé vyskytu varovani nebo chyby se vysune
pravy panel a zobrazi upozornéni. Kliknutim na ikonu mizete kdykoliv zobrazit seznam aktualnich nebo
starSich upozornéni na varovani a chyby.

* Varovanivyzaduji pozornost, ale nezastavi béh pfistroje, takze neni potfeba provadét zadnou akci,
pouze je vzit na védomi.

* Chyby vyzaduji napravnou akci, nez bude mozné spustit béh nebo pokracovat v béhu.

Minimalizace fidiciho softwaru

Minimalizovanim fidiciho softwaru ziskate pfistup k jinym aplikacim. Tuto moznost vyuzijete napfiklad
tehdy, pokud potfebujete vyhledat vystupni slozku v prlizkumniku souborl nebo vyhledat seznam
vzorka.

1.V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Minimize Application (Minimalizovat aplikaci).
Ridici software se minimalizuje.

2. Chcete-li maximalizovat fidici software, vyberte na panelu nastroji moznost NextSeq 1000/2000
Control Software (Ridici software NextSeq 1000/2000).

Rizeni procesu

Na strance Process Management (Rizeni procesu) jsou zobrazeny doasné béhy, které jsou ulozeny ve
slozce /usr/local/illumina/runs. Kazdy béh je oznalen datem, ndzvem a ID béhu. Ke kazdému
béhu se také zobrazujiinformace, jako je stav béhu, sekundarni analyza, vystupni slozka a cloud. Pokud
chcete zobrazit dal$iinformace, jako je pracovni postup, prdmérné procento Q30, celkovy pocet &teni,
které vyhovi filtru Uspésnosti (PF), a celkova vytéznost, vyberte béh. Pokud chcete odstranit béhy a
uvolnit misto, postupujte podle ¢asti Uvolnéni mista na pevném disku na strané 74. Pokud chcete znovu
zaradit analyzu v pfistroji, postupujte podle ¢asti Opétovné zarfazeni béhu na strané 82.

Stav béhu
V této &astije zobrazen stav béhu sekvenovani:

* InProgress (Probiha). Béh sekvenovani probiha.

* Complete (Dokoncéeno). Béh sekvenovanije dokonden.
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Stopped (Zastaveno). Béh sekvenovani byl zastaven.

Errored (Chyba). Béh sekvenovani zaznamenal chybu.

Stav sekundarni analyzy

V této ¢astije zobrazena sekundarni analyza DRAGEN v pfistroji. Pokud se analyza provadi v prostfedi
BaseSpace Sequence Hub, zobrazi se zde N/A (Neni k dispozici).

Not Started (Nezahajeno). Analyza DRAGEN jesté nebyla spusténa.
In Progress (Probiha). Analyza DRAGEN probiha.

Stopped (Zastaveno). Analyza DRAGEN byla zastavena.

Errored (Chyba). Analyza DRAGEN zaznamenala chybu.

Complete (Dokoncéeno). Analyza DRAGEN je dokoncena.

Stav vystupni slozky

V této Castije zobrazen stav soubord, které se kopiruji do vystupni slozky:

In Progress (Probiha). Soubory jsou kopirovany do vystupni slozky.

Complete (Dokoncéeno). Soubory byly Uspésné zkopirovany do vystupni slozky.

Stav cloudu (BaseSpace Sequence Hub)

V této Eastije zobrazen stav soubord, které se nahravaji do prostiedi BaseSpace Sequence Hub
prostfednictvim cloudu:

Re

In Progress (Probiha). Ridici software nahrévé soubory do prostfedi BaseSpace Sequence Hub.

Complete (Dokoncéeno). VSechny soubory byly Uspésné nahrany do prostfedi BaseSpace Sequence
Hub.

Seni problému se stavem

Pokud bé&h probihd, zaviete obrazovku Process Management (Rizeni procesu), pockejte pfiblizné
pét minut a znovu ji otevrete.

Pokud béh neprobihd, vypnéte a zapnéte pfistroj a znovu otevrete obrazovku Process Management
(Rizeni procesu). Viz &ast Vypnutia zapnuti pfistroje na strané 82.
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Diagram protokolu sekvenovani

Na ndsledujicim diagramu je znazornén protokol sekvenovani vyuzivajici systém NextSeq 1000/2000.

o Rozmrazeni zabalené kazety
o Priprava prutokové kyvety a knihoven
° VioZeni prutokové kyvety a knihoven do kazety

@ MNastaveni béhu sekvenovani @ Nastaveni béhu sekvenovani @ MNastaveni béhu sekvenovani
(nabidka Instrument Run Setup (Seznam vzorku verze 2) (Bez seznamu vzorku)
(Nastaveni b&hu pfistroje))

@ Analyza DRAGEN v cloudovém rezimu Analyza DRAGEN v mistnim rezimu Vliastni analyza v samostatnem reZimu
(BaseSpace Sequence Hub) (V pristroji) (Pouze data cBCL)

@ Analyza DRAGEN v hybridnim rezimu Analyza v aplikaci BaseSpace
(V pfistroji) Sequence Hub

(BaseSpace Sequence Hub)

Jak funguje sekvenovani

Sekvenovanina sekvenacnich systémech NextSeq 1000 a NextSeq 2000 se sklada z generovani
klastr(, sekvenovani a analyzy. Kazdy z téchto krokl v ramci b&hu sekvenovani probihd automaticky. V
zavislosti na konfiguraci systému se mdze po dokondeni béhu provadét i dalsi analyza mimo pfistroj.

Generovani klastru

Knihovna' se automaticky denaturuje do jednotlivych vidken a nasledné ziedéna vstupuje do pfistroje.
Bé&hem generovaniklastrd se jednotlivé molekuly DNA vaZzou k povrchu pritokové kyvety a amplifikuji
se, az vytvofi klastry?. Generovani klastrl trva piiblizné 4 hodiny.

Tvzorek DNA nebo RNA s pfipojenym adaptérem pro sekvenovani. Metody pfipravy se mohou liit.
2Klonalni skupina vlidken DNA na priitokové kyvet&, kterd vytvaii jedno sekvenaéni &teni. Kazdé vlidkno DNA na
pritokové kyveté pfedstavuje zéklad $ablony, ktera se amplifikuje, dokud nevznikne klastr ze stovek nebo tisicl

kopii. Pritokova kyveta s 10 000 klastry napfiklad vytvofi 10 000 jednotlivych ¢teni nebo 20 000 &teni parovych
koncd.
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Sekvenovani

Klastry jsou snimany pomoci chemické analyzy zalozené na dvou kanalech, jednom zeleném a jednom
modrém. Pomoci nich jsou data zakédovana pro ¢tyfi nukleotidy. Po dokonéeni snimani dlazdice
pritokové kyvety za¢ne snimani nasledujici dlazdice. Tento proces se opakuje pro kazdy cyklus
sekvenovani (pfiblizné 5 minut na cyklus). Po analyze obrazu provede software Real-Time Analysis
pfifazeni baze', filtrovani a vyhodnoceni kvality.”

Primarni analyza

B&hem provadéni béhu Fidici software automaticky premistuje soubory pfitazeni baze® (*.cbcl) do
zadané vystupni slozky pro analyzu dat. BEéhem sekvenovani software pro analyzu vrealném ¢ase
(RTA3) provadi analyzu obraz(l, pfitazovani bazi a demultiplexovani’. Po dokon&eni sekvenovanije
zahajena sekundarni analyza. Metoda sekundarni analyzy dat zavisi na konfiguraci pouzité aplikace a
systému.

Sekundarni analyza

BaseSpace Sequence Hub je cloudové pocitadové prostiedi spole¢nosti lllumina pro sledovani béhd,
analyzu a ukladani dat a spolupraci. Prostiedi poskytuje aplikace DRAGEN a BaseSpace Sequence Hub,
které pomahaji provadét bézné analytické metody sekvenovani.

Po dokonc&eni pocateéni sekvenaéni analyzy provede software DRAGEN sekundarni analyzu s pouzitim
nékterého z dostupnych planl analyzy.

Pokud pouzivéte cloudovy nebo hybridni rezim, software DRAGEN nacte seznam vzork(, referenéni
genom a vstupni soubory béhu z nastaveni béhu v prostfedi BaseSpace Sequence Hub. V cloudovém
rezimu jsou data cBCL automaticky nahrana do prostfedi BaseSpace Sequence Hub a prostfedi
BaseSpace Sequence Hub zahaji sekundarni analyzu DRAGEN. V hybridnim rezimu je sekundarni
analyza DRAGEN provadéna v pfistroji a vystupni soubory Ize uloZit ve vybrané sloZce nebo v cloudu.

Pokud pouzivate mistnirezim, software DRAGEN nadte poskytnuty seznam vzork(, referenéni genom a
vstupni soubory béhu ze sekvenacnich systémd NextSeq 1000 a NextSeq 2000. Sekundarni analyza
DRAGEN je provedena v pfistroji a vystupni soubory jsou uloZzeny ve vybrané vystupni sloZce. Pokud je
vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a ukladani
béhu), Ize analyzu spustit také prostfednictvim aplikaci BaseSpace Sequence Hub po dokonceni
sekvenovani.

Pokud pouzivate samostatny rezim, nastavte b&h bez seznamu vzorkd. Tento pracovni postup se
doporucuje pfi provadéni vlastnich analyz vychazejicich z dat cBCL.

TUr&eni baze (A, C, G nebo T) pro kazdy klastr dané dlazdice v konkrétnim cyklu.

2\ypoéitd sadu predpovédi pro jednotliva pifazeni baze a potom hodnoty indicii pouZije k vyhledani skére kvality.
30bsahuje pfitazeni baze a s nim spojené skdre kvality pro kazdy klastr kazdého cyklu sekvenovani.

47pracovani analyzy, pi kterém se rozliduje &teni pro kazdou knihovnu ve fondu.
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* Dalsiinformace o prostfedi BaseSpace Sequence Hub naleznete v online napovédé prostredi
BaseSpace Sequence Hub.

* Dalsiinformace o softwaru DRAGEN naleznete na strance podpory platformy DRAGEN Bio-IT.

* Prehled vSech aplikaci naleznete na strance BaseSpace Apps (Aplikace BaseSpace).
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Konfigurace systemu

V této &astijsou uvedeny pokyny k nastaveni systému véetné popisu softwarovych nastaveni.

Tyto pokyny popisuji pfedevsim fidici software a uvadéji nékteré informace o konfiguraci sité a
operacéniho systému.

n | Pokud v pfistroji pouzijete prohlize¢ Google Chrome, vyzve vas k odemd&eni spravce pfihlasovacich
Kli¢d. Tuto vyzvu mizZete ignorovat a zavrit.

PozZzadavky na uzivatelsky ucet

Operacéni systém Linux ma tfi ucty:
* root (superspravce)

* iimnadmin (spravce)

* ilmnuser (uzivatel)

Ucet spravce slouzi pouze k instalaci aktualizaci systému, naptiklad aktualizaci fidiciho softwaru
NextSeq 1000/2000, nebo jej mohou pracovnici IT pouzit pro pfipojeni k trvalému sitovému disku.

Pro vSechny ostatni funkce véetné sekvenovani pouzijte uzivatelsky ucet.
PoZadavky na heslo

Servisni technik provede zménu hesla pro vSechny tfi U¢ty po dokon&eniinstalace pfistroje. Kazdé
heslo pak aktualizujte jednou za 180 dni, az k tomu budete vyzvani.
Tabulka1 Vychozizasady pro hesla

Zasada Nastaveni

Enforce password history (Vynutit pouziti Pamatovano pét pfedchazejicich hesel
historie hesel)

Lockout threshold (Limit zamknuti) Deset neplatnych pokusl o pfihlageni
Minimum password length (Minimalni délka 10 znakd
hesla)
Minimum character variety (Minimalni poc¢et Nejméné tii z téchto druh(: dislice, velké
rozdilnych druhd znakd) pismeno, malé pismeno a symbol
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Zasada Nastaveni

Maximum repeating characters (Maximalini TFi znaky
pocet opakujicich se znakd)

Password must meet complexity Zakazano
requirements (Heslo musi splfiovat pozadavky
na slozitost)

Store passwords using reversible encryption Zakazano
(Ukladat hesla pomoci reverzibilniho Sifrovani)

Pridani nového uzivatele

—_

o o kWb

Pfihlaste se k u¢tu iimnadmin.

Stisknéte vypinac a poté oteviete rozeviraci nabidku Uc¢tu ilmnadmin.
Vyberte moznost Account Settings (Nastaveni uctu).

Vyberte moznost Unlock (Odemknout) a zadejte heslo k U¢tu iimnadmin.
Vyberte moznost Add User (Pfidat uzivatele).

Jako typ uétu vyberte moznost Standard (Standardni) a zadejte uzivatelské jméno nového

uzivatele.

N

Vyberte moznost Set password now (Nastavit heslo) a zadejte heslo.

8. Vyberte moznost Add (Pridat).
Novy uzivatel bude pfidan do seznamu uzivateld.

9. Nasledujici postupem udélite uzivateli pfistup k fidicimu softwaru NextSeq 1000/2000.

a.
b.

C.

Oteviete terminal.
Zadejte nasleduijici prikaz:
$ sudo usermod -a -G ilmnusers <uzivatelské jméno nového uzivatele>

Pokud k tomu budete vyzvani, zadejte heslo k u¢tu ilmnadmin.

10. Chcete-li ovéfit, zda byla uzivatelska opravnéni nastavena spravné, postupujte nasledovné.

a.

b
c.
d

Prihlaste se k novému uzivatelskému ucétu.
Pfejdéte k fidicimu softwaru NextSeq 1000/2000.
V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

Zkontrolujte, zda mlzete v ¢asti Default Output Folder (Vychozi vystupni slozka) vybrat a ulozit
cestu k vystupni sloZce.

Pokud mUzete bez chyb vybrat a uloZit cestu k vystupni sloZce, jsou opravnéni nastavena
spravné.
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Obnoveni hesla

V této Castije popsan postup obnoveni hesla k Gétlm ilmnuser, iimnadmin nebo root. Zapomenuté
heslo nelze obnovit. Obnovenim hesla nelze obejit zablokovani Gétu v disledku pfili§ velkého podtu
nelspésnych pokusl o zadani hesla. Pfed obnovenim hesla nebo pokusem o pfihla$eni musite pockat
10 minut.

Obnoveni hesla k uc¢tu ilmnuser

Heslo k U¢tu ilmnuser mlzZete obnovit, pokud znate heslo k U¢tu iimnadmin nebo root.
Pfihlaste se k u¢tu ilmnadmin.

Oteviete terminal.

Zadejte pfikaz sudo passwd ilmnuser.

AZ k tomu budete vyzvani, zadejte heslo k u¢tu ilmnadmin.

AZ k tomu budete vyzvani, zadejte nové heslo k uctu ilmnuser.

o g opw N o2

AZ k tomu budete vyzvani, potvrdte nové heslo k U¢tu ilmnuser jeho opétovnym zadanim.

Obnoveni hesla k u¢tu ilmnadmin

Heslo k G¢tu ilmnadmin mGzZete obnovit, pokud znate heslo k Uétu root.
1. Prihlaste se k uc¢tu root.
2. Otevfete terminal.

3. Pokud chcete zménit heslo k G¢tu ilmadmin, zadejte heslo k @&tu ilmnadmin. Pokud chcete
zmeénit heslo k U¢tu ilmnuser, zadejte heslo k u&tu ilmnuser.

4. AzZktomu budete vyzvani, zadejte nové heslo.

Az k tomu budete vyzvani, potvrdte nové heslo jeho opétovnym zadanim.

Obnoveni hesla k Uuc¢tu root

K obnoveni hesla k U¢tu root pouzijte nékterou z nasledujicich moznosti:

* Pokud znate heslo z doby, kdy byla naposledy ulozena bitova kopie operaéniho systému, obnovte
danou kopii.

* Pokud si heslo nepamatujete, kontaktujte technickou podporu spolecnosti lllumina.

Konfigurace prostredi BaseSpace Sequence Hub a
sluzby Proactive Support

PFi konfiguraci prostifedi BaseSpace Sequence Hub a sluzby Proactive Support v systému postupujte
podle nasledujicich pokynl. Informace o nastaveni (¢tu BaseSpace Sequence Hub naleznete v online
napovédé prostfedi BaseSpace Sequence Hub.

1.V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).
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2. Pokud chcete zobrazit nastaveni prostfedi BaseSpace Sequence Hub a sluzby Proactive Support,

vyberte nékterou z nasledujicich moznosti:

MozZnost

Proactive Support Only (Pouze
sluzba Proactive Support)*

Proactive and Run Monitoring
(Proaktivni podpora a
sledovani béhu)

Proactive, Run Monitoring and
Storage (Proaktivni podpora,
sledovani a ukladani béhu)

None (Zadna)

* V zavislosti na verzi fidiciho softwaru se mQzZe ndzev tohoto nastaveni v softwarovém rozhrani lidit od ndzvu

uvedeného v této pfiruéce.

KdyZ je vybrand jind moznost nez None (Zadna), je sluzba Proactive Support povolena. Jde o

Popis a pozadavky

Odesle provozni Udaje pfistroje do spole¢nosti lllumina za
Ucelem rychlejsiho vyfeseni problému.
VyZaduje pfipojeni k internetu.

Odesle soubory InterOp a soubory protokoll do prostiedi
BaseSpace Sequence Hub ke vzdalenému sledovani
béhu. Tato moznost je vychozi.

VyZaduje ucet BaseSpace Sequence Hub a pfipojeni
kinternetu.

Odesle soubory InterOp, soubory protokold a data béhu
do prostfedi BaseSpace Sequence Hub ke vzdalenému
sledovani a analyze.

VyZaduje ucet BaseSpace Sequence Hub, pfipojeni

k internetu a seznam vzorkd.

Odpoji béhy od uctd BaseSpace Sequence Hub a

neodesle provozni Udaje pfistroje do sluzby lllumina
Proactive Support.

bezplatnou sluzbu, pomoci které Ize zobrazit provozni tidaje na ovladacim panelu Mylllumina
Customer Dashboard a ktera umoziuje servisnim tymdm spoleénosti lllumina rychleji fesit

problémy.

n | Ve vychozim nastavenije zapnuta moznost Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora

a sledovani b&hu). Pokud tuto sluzbu nechcete vyuzivat, vyberte moznost None (Zadna).

3. Pokud jste v kroku 2 vybralimoznos
(Ulozit). Jinak pokracujte krokem 6.

4. V seznamu umisténi hostitele vyberte umisténi serveru BaseSpace Sequence Hub, na ktery se

nahravaji data.

t None (Zadna), dokondete akci vybérem moznosti Save

Dbejte na to, abyste pouzili umisténi hostitele ve vaSem regionu nebo v jeho blizkosti.

5. Pokud mate predplatné Enterprise, zadejte nazev domény (adresu URL), ktery pouzivate pro svij

ucet BaseSpace Sequence Hub.

Pfiklad: https://vase_laborator.basespace.illumina.com.

6. Vyberte moznost Save (UloZit).
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Zadani umisténi vychozi vystupni slozky

Podle pokynU v této ¢asti vyberte umisténi vychozi vystupni slozky. Vystupni slozku pro kazdy béh
mZete zménit béhem nastaveni béhu. Software uklada soubory BCL' a dal3i data b&hu do vystupni
slozky.

Vystupni slozka je pozadovana, pokud prostfedi BaseSpace Sequence Hub neni nakonfigurovano na
moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a uklddani béhu). Jako
vychozi vystupni slozku pouzivejte pouze externi nebo sitovy disk. Pouziti vystupni slozky v pristroji ma
nepfiznivy vliv na béh sekvenovani.

Zadani vystupni slozky na externim disku

Nasledujicim postupem vyberte externi pfenosny disk jako vychozi vystupni slozku. Doporucuje se
napajeny disk formatovany systémem souborl NFTS nebo GPT/EXTA.
1. Pfipojte externi pfenosny disk k portu USB 3.0 na bo¢ni nebo zadni strané pfistroje.
Ujistéte se, Ze na externi pfenosny disk je povoleno zapisovat. Pokud je disk nastaven pouze ke
¢teni, nemUze na néj fidici software ukladat data.
2. Vytvorte novou slozku na externim pfenosném disku. Tato sloZka se stane vychozi vystupni
slozkou.
Ridici software NextSeq 1000/2000 vyZzaduje nejméné dvé Urovné vnorenych slozek, aby rozpoznal
umisténijako externi pfenosny disk.
V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

V ¢asti Default Output Folder (Vychozi vystupni slozka) vyberte cestu k existujici slozce a prejdéte
na novou slozku na externim pfenosném disku.

5. [Volitelny postup] Pokud jste v nastaveni Run Mode (Rezim bé&hu) vybralimoznost Online Run Setup
(Nastaveni béhu online), vyberte moznost v rozeviraci nabidce Hosting Location (Umisténi
hostitele).

6. Vyberte moznost Save (Ulozit).
Zadani vychozi vystupni slozky na sitovém disku

Pomoci nasledujicich pokynd pfipojte trvaly sitovy disk a zadejte umisténi vychozi vystupni slozky.
Jedinym zplsobem trvalého pfipojeni sitové jednotky k systému NextSeq1000/2000 je pouZiti protokoll
SMB (Server Message Block), Common Internet File System (CIFS) a Network File System (NFS).

Pokyny k pfipojeni pomoci protokolu SMB nebo CIFS

1. Pokud je spustény fidici software NextSeq 1000/2000, vyberte moznost Minimize Application
(Minimalizovat aplikaci).

TObsahuje pfifazeni baze a s nim spojené skére kvality pro kazdy klastr kazdého cyklu sekvenovani.
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1.

12.

13.

14.
15.

16.
17.

18.

Pfihlaste se k uc¢tu ilmnadmin.

Vyberte moznost Applications (Aplikace).

V &asti Favorites (Oblibené) vyberte moznost Terminal (Terminal).

Zadejte sudo touch /root/.smbcreds a stisknéte Enter.

Po vyzvani zadejte heslo k uétu ilmnadmin.

Heslo k U¢tu ilmnadmin je nutné zadat pfi kazdém pouziti pfikazu sudo.

Zadanim pfikazu sudo gedit /root/.smbcreds a naslednym stisknutim Enter oteviete textovy
soubor s nazvem smbcreds.

Po otevreni textového souboru . smbcreds zadejte své sitové prihlasovaci Udaje v ndsledujicim
formatu.

username=<uzivatelské jméno>

password=<heslo>

domain=<néazev_ domény>
Uvedené ostré zavorky neni tfeba s uzivatelskym jménem, heslem a ndzvem domény zadavat.
Nazev domény je pozadovan pouze tehdy, pokud je vzdaleny Gcet soucdsti domény.

Vyberte moznost Save (Ulozit) a zaviete soubor.

. Uréete nazev serveru a ndzev sdilené polozky serveru SMB nebo CIFS.

Nazev serveru a nazev sdilené polozky nesmi obsahovat mezery. Pfiklad:

Nézev serveru: 192.168.500.100 nebo Mijserver-mojefirma-03

Nazev sdilené polozky: /sdilenil

Zadanim pfikazu sudo chmod 400 /root/.smbcreds natermindlu a ndslednym stisknutim Enter

udélte pfistup ke ¢teni textového souboru . smbcreds.

Zadejte sudo mkdir /mnt/<mistni nazev>

<mistni nazev> je ndzev sitového adresare na sitovém disku. Tento ndzev nesmiobsahovat

mezery. Tento adresar se zobrazi v pfistroji.

Stisknéte Enter.

Zadejte sudo gedit /etc/fstab a stisknéte Enter.

Po otevreni souboru fstab zadejte na konec souboru nasledujici pfikaz a stisknéte Enter.
//<nézev serveru>/<ndzev sdileného prosttedku> /mnt/<mistni nézev> cifs
credentials=/root/.smbcreds,uid=ilmnadmin, gid=ilmnusers,dir

mode=0775, file mode=0775, netdev,x-systemd.automount, sec=ntlmssp 0 0
Vyberte moznost Save (Ulozit) a zaviete soubor.
Na terminalu zadejte sudo mount -a -vvv a stisknéte Enter.
Sitovy disk je nyni pfipojen jako /mnt/<mistni nazev>.
Pokud chcete ovérit Uspésnost pfipojeni, zadejte <df | grep <mistni nazev>> a stisknéte
Enter.
Mél by se zobrazit ndzev sdileného souboru.
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19. Zadanim pfikazu sudomkdir /mnt/<mistni nazev>/<vystupni adresa¥> vytvorte podslozku
uvnitf mistniho adreséfe. <vystupni adreséa¥> pfedstavuje umisténivychozi vystupni slozky.
Ridici software NextSeq 1000/2000 vyZzaduje nejméné dvé Urovné vnorenych slozek, aby rozpoznal
umisténi jako pfipojeny sitovy disk.

20. Vypnéte a zapnéte pfistroj. Viz ¢ast Vypnutia zapnuti pristroje na strané 82.

21. Nastavte trvale pfipojeny sitovy disk jako vychozi vystupni slozku. Viz ¢ast Zadani trvale pfipojeného
sitového disku jako vychozi vystupni slozky na strané 17.

Pokyny k pfipojeni pomoci protokolu SMB nebo CIFS

1. Pokud je spustény fidici software NextSeq 1000/2000, vyberte moznost Minimize Application
(Minimalizovat aplikaci).
Pfihlaste se k u¢tu iimnadmin.

3. Zadejte nazev serveru NFS.
Nazev serveru nesmi obsahovat mezery. Priklad:
Ndazev serveru: 192.168.500.100 nebo Majserver-mojefirma-03

4. Vyberte moznost Applications (Aplikace).
V ¢asti Favorites (Oblibené) vyberte moznost Terminal (Terminal).

6. Zadejte sudo mkdir /mnt/<mistni nézev> a stisknéte Enter.
<mistni néazev>je nazevnového adresare na sitovém disku.

Zadejte sudo gedit /etc/fstab a stisknéte Enter.

8. Po otevieni souboru fstab zadejte nasledujici pfikaz a stisknéte Enter.
Server name:/share //mnt/<mistni ndzev> nfs x-systemd.automount,defaults 0
0

9. Vyberte moznost Save (Ulozit) a zaviete soubor.

10. Na terminalu zadejte sudo mount -a -vvv a stisknéte Enter.
Sitovy disk je nyni pfipojen v adresafi /mnt/directory uvnitf slozky <mistni nazev>.

11. Vytvorte novou podsloZku <podsloZzka> uvnitf slozky <mistni nazev>. Vystupniadresar
pfedstavuje umisténi vychozi vystupni slozky.
Ridici software NextSeq 1000/2000 vyZaduje nejméné dvé Grovné vnofenych sloZek, aby rozpoznal
umisténijako pripojeny sitovy disk.

12. Vypnéte a zapnéte pfistroj. Viz ¢ast Vypnutia zapnuti pristroje na strané 82.

13. Nastavte trvale pripojeny sitovy disk jako vychozi vystupni slozku. Viz ¢ast Zadani trvale pripojeného
sitového disku jako vychozi vystupni sloZky na strané 17.
Zadani trvale pfipojeného sitového disku jako vychozi vystupni slozky

1. Prihlaste se k uc¢tu ilmnuser.

2. 'V nabidce Fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).
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3. V ¢asti Default Output Folder (Vychozi vystupni slozka) vyberte pfipojeni trvalého sitového disku
vadresali /mnt/<mistni nazev>/<vystupni adresar>.

4. [Volitelny postup] Pokud jste v nastaveni Run Mode (ReZim bé&hu) vybralimoZnost Online Run
Setup (Nastaveni bé&hu online), vyberte moznost v rozeviraci nabidce Hosting Location (Umisténi
hostitele).

5. Vyberte moznost Save (Ulozit).

Import viastnich referenénich genomti

Noveé vlastnireferenéni genomy Ize importovat pouze pomoci U¢tu spravce. Seznam vSech
kompatibilnich referenénich genom naleznete na strance NextSeq 1000/2000 Product Compatibility
(Kompatibilita produktl se systémem NextSeq 1000/2000).

1. Kvytvofenireferenéniho genomu pouZzijte aplikaci Reference Builder for Illumina Instruments
BaseSpace Sequence Hub. Dalsiinformace naleznete v online ndpovédé k aplikaci Reference
Builder for lllumina Instruments verze 1.0.0.

Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost Process Management (Rizeni procesu).
Ujistéte se, ze neprobihaji zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyzy v pfistroji.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Minimize Application (Minimalizovat aplikaci).
Pfihlaste se k U¢tu ilmnadmin.

Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost DRAGEN.

N o g s W

V ¢asti Genome (Genom) vyberte moznost View Installed Genomes (Zobrazit instalované genomy).
Zobrazi se seznam aktualné nainstalovanych genomd lllumina a vlastnich genomd.

©

Zavrete okno.

Vyberte moznost Choose (Zvolit) v ¢asti Import New Reference Genomes (Import novych
referenénich genomu), pfejdéte k souboru referenéniho genomu (*.tar.gz) na pfenosném nebo
pfipojeném sitovém disku a poté vyberte moznost Open (Otevrit).

10. Vyberte moznost Import (Importovat).

Import souboru s definici zakladni irovné Sumu

Pokud pouzivéte pracovni postup DRAGEN Enrichment v somatickém rezimu, mizZete pomoci souboru
s definici zakladni Grovné Sumu odfiltrovat Sum sekvenovani nebo systematicky Sum. Mlzete si
stahnout standardni soubory s definici zakladni Grovné Sumu z webu podpory spole¢nosti lllumina nebo
mUzete vytvorit vlastni soubor s definici zakladni Grovné Sumu.

Vygenerovani vlastniho souboru s definici zakladni urovné Sumu

Pokud pouzivate somaticky rezim, mlzZete vygenerovat vlastni soubor s definici zakladni Grovné Sumu.
Soubor s definici zakladni Grovné Sumu je sestaven pomoci normalnich vzorkd, které neodpovidaji
jedinci, od néhoz vzorky pochazeji. Doporuéeny pocet normalnich vzorkd je 50.
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Pokud chcete vygenerovat vlastni soubor s definici zakladni Urovné Sumu, pouzijte néktery

z nésledujicich zplsobd:

* PouZijte server platformy DRAGEN Bio-IT. Pokyny naleznete v online napovédé platformy DRAGEN
Bio-IT.

* Pourzijte aplikaci DRAGEN Baseline Builder v prostfedi BaseSpace Sequence Hub. Pomoci planu
BCL Convert v nastaveni béhu pfistroje v prostfedi BaseSpace Sequence Hub vygenerujte soubory

FASTQ. Po dokon&eni b&hu sekvenovani, kdyz mate k dispozici 50 vzorkd, zadejte soubory FASTQ
do aplikace DRAGEN Baseline Builder.

Import souborl s definici zakladni Urovné pomoci uZivatelského rozhrani
Po importu souboru s definici zakladni Grovné mizete nastavit béh sekvenovani pomoci pracovniho
postupu DRAGEN Enrichment v somatickém rezimu.

1. Stahnéte si standardni soubor s definici zakladni Urovné ze stranky podpory spolecnosti lllumina
nebo si stahnéte vlastni soubor s definici zakladni irovné ze serveru DRAGEN nebo aplikace
DRAGEN Baseline Builder.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Minimize Application (Minimalizovat aplikaci).
Pfihlaste se k Uc¢tu ilmnadmin.

Vyberte moznost Applications (Aplikace) a poté moznost Favorites (Oblibené).

Vyberte moznost +Other Locations (Pfidat dalSi umisténi) a poté moznost Computer (Pocitac).
Dvakrat kliknéte na usr a poté na local.

Kliknéte dvakrat na illumina a poté na aux_files.

® N O O R ®w N

Pfesunte mysi soubor s definici zakladni drovné Sumu do slozky aux_files.

Import soubort s definici zakladni Urovné pomoci terminalového okna

Po importu souboru s definici zakladni irovné mizete nastavit béh sekvenovani pomoci pracovniho
postupu DRAGEN Enrichment v somatickém rezimu.

1. Stahnéte si standardni soubor s definici zakladni Urovné ze stranky podpory spolecnosti lllumina

nebo si stahnéte vlastni soubor s definici zakladni urovné ze serveru DRAGEN nebo aplikace
DRAGEN Baseline Builder.

2. 'V nabidce Fidiciho softwaru vyberte moznost Minimize Application (Minimalizovat aplikaci).
3. PFihlaste se k u¢tu ilmnadmin.
4. Vyberte moznost Applications (Aplikace).
5. V Casti Favorites (Oblibené) vyberte moznost Terminal (Terminal).
6. Zadejte nasleduijici pfikaz.
cp [/path/to/baselinefile] /usr/local/illumina/aux files
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Konfigurace rezimu béhu

Rezim béhu se pouzije na vSechny béhy a urCuje, kam je tfeba zadat parametry béhu a jak analyzovat
data.

Cloudovy nebo hybridni rezim

1.
2.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

Vyberte moznost Online Run Setup (Nastaveni béhu online) v nastaveni BaseSpace Sequence Hub
Services & Proactive Support (Sluzby BaseSpace Sequence Hub a proaktivni podpora).

Vhodnym zpUsobem nakonfigurujte dalsi nastaveni vybérem nésledujicich moznosti:

a. Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora a sledovani béhu) nebo Proactive, Run
Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a ukladani béhu).

b. Rozeviraci nabidka Hosting Location (Umisténi hostitele).
c. [Volitelny postup] Vypliite pole Private Domain Name (Nazev soukromé domény).
Vyberte moznost Save (Ulozit).

Mistni nebo samostatny rezim

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

2. Vyberte moznost Local Run Setup (Mistni nastaveni béhu) v nastaveni BaseSpace Sequence Hub

Services & Proactive Support (Sluzby BaseSpace Sequence Hub a proaktivni podpora).

3. Vhodnym zplsobem nakonfigurujte dali nastaveni vybérem nasledujicich moznosti:

a. Proactive Support Only (Pouze proaktivni podpora), Proactive and Run Monitoring (Proaktivni
podpora a sledovani béhu), Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora,
sledovani a ukladani b&hu) nebo None (Zadna).

n | Prostfedi BaseSpace Sequence Hub umozni opétovné zafazeni béhu pouze tehdy, kdyz je
vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovania
ukladani béhu). Pokud je seznam vzorkl neplatny, mizete jej opravit a znovu zafadit analyzu
demultiplexovani. Funkce opétovného zafazeni béhu v pfistroji je popsana v ¢asti Opétovné
zarazeni béhu na strané 82 (Opé&tovné zafazeni béhu).

b. Rozeviraci nabidka Hosting Location (Umisténi hostitele).

c. [Volitelny postup] Vyplite pole Private Domain Name (Nazev soukromé domény).

4. Vyberte moznost Save (Ulozit).
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Pouziti seznamu vzorkd v mistnim nebo samostatném rezimu

K analyze pomoci softwaru DRAGEN musite pouZzit soubor ve formatu seznamu vzorkd verze 2. Soubor
ve formatu seznamu vzork( verze 2 je také kompatibilni s aplikacemi BaseSpace Sequence Hub, které

nepodporuji software DRAGEN. Dal$i informace o vytvofeni souboru ve formatu seznamu vzorkd verze
2 naleznete v ¢asti Nastaveni seznamu vzorkU verze 2 na strané 86.

Pfizplisobeni pristroje

V této ¢astijsou uvedeny informace o konfiguraci dostupnych nastaveni pfizplsobeni. Pokud chcete
nastavit vychozi vystupni slozku, postupujte podle ¢asti Zadani umisténi vychozi vystupni slozky
na stranée 15.

Nazev pfistroje

1.V nabidce Fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

2. Do pole Instrument Nickname (Pfezdivka pFistroje) zadejte upfednostriovany nazev pfistroje.
Tento nazev se bude zobrazovat v horni ¢asti kazdé obrazovky.

3. Vyberte moznost Save (Ulozit).

Nastaveni pfedvoleb denaturace a fedéni

1.V nabidce Fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

2. Zvolte, zda se maji knihovny automaticky denaturovat a fedit v pfistroji. Vychozim nastavenim je
volba zvolena v pfedchozim béhu.

* Pokud chcete automaticky denaturovat a fedit knihovny v pfistroji, zaskrtnéte policko Denature
and Dilute On Board (Denaturovat a fedit v pFistroji).

* Pokud chcete knihovny denaturovat a zfedit ruéné, zruste zaskrtnuti policka Denature Dilute
On Board (Denaturovat a zfedit v pfistroji).
Navod k ruéni denaturaci a fedéni knihoven naleznete v Prirucce pro denaturaci a fedéni
knihoven systému NextSeq 1000 a 2000 (dokument & 1000000139235).

Nastaveni pfedvoleb automatického Cisténi reagencii

1.V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

2. Zvolte, zda systém automaticky Cisti nepouzité reagencie do pfihradky pro pouzité reagencie po
kazdém béhu, aby se po dokoncéeni béhu urychlila likvidace reagenéniho odpadu:

* Pokud chcete provadét ¢isténi automaticky, zaskrtnéte policko Purge Reagent Cartridge
(Vycistit kazetu s reagenciemi).

* Pokud chcete automatické Cisténi pfeskocit, zruste zaskrtnuti policka Purge Reagent Cartridge
(Vycistit kazetu s reagenciemi) (toto je vychozi nastaveni).
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3.

Cist&ni nepouzitych reagencii prodluzuje pracovni postup o 2 hodiny.

Vyberte moznost Save (Ulozit).

Konfigurace aktualizaci softwaru

1.
2.

3.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).
Vyberte, zda ma systém automaticky kontrolovat dostupnost novych aktualizaci softwaru:

* Pokud chcete aktualizace kontrolovat automaticky, zaskrtnéte policko Autocheck for software
updates (Automaticky kontrolovat aktualizace softwaru).
* Pokud chcete aktualizace kontrolovat ru¢né, zruste zaskrtnuti policka Autocheck for software
updates (Automaticky kontrolovat aktualizace softwaru).
Automaticka kontrola aktualizaci softwaru vyZaduje pfipojeni k internetu. Dali informace o instalaci
aktualizaci softwaru naleznete v &asti Aktualizace softwaru na strané 74.

Vyberte moznost Save (Ulozit).

Zména jasu displeje LCD

1.
2.
3.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).
Presurite jezdce LCD Brightness (Jas displeje LCD) na pozadovanou hodnotu v procentech.

Vyberte moznost Save (Ulozit).

Nastaveni serveru proxy

Podpora proxy serveru je k dispozici pouze v fidicim softwaru NextSeq 1000/2000 verze 1.3.

1.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Settings (Nastaveni).

2. Vyberte aktualni nastaveni serveru proxy. Otevie se obrazovka Proxy Settings (Nastaveni serveru
proxy).
Zaskrtnéte policko Enable Proxy (Povolit server proxy) a pak zadejte IP adresu portu.

4. [Volitelny postup] Pokud server proxy vyzaduje ovéfeni, zaskrtnéte policko Requires Username and
Password (Vyzaduje uzivatelské jméno a heslo) a pak zadejte uzivatelské jméno a heslo.
Vybérem moznosti Save (Ulozit) uloZte a potvrdte informace o serveru proxy.

6. Vyberte jednu z nasledujicich moznosti:

* Vyberte moznost Yes, I'm Finished (Ano, dokonéeno), pokud chcete restartovat systém a
pouzit nova nastaveni serveru proxy.

* Vyberte moznost No, Take Me Back (Ne, vratit se), pokud se chcete vratit na obrazovku
Settings (Nastaveni). Nova nastaveni serveru proxy budou uloZena, ale nepouZiji se, dokud
nebude systém restartovan.
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Spotrebni material a vybaveni

V této ¢asti jsou uvedeny vSechny polozky dodané v sadé reagencii a podminky jejich skladovani.
Uveden je také pomocny spotfebni materidl a vybaveni, které musite zakoupit, abyste mohli postupovat
podle protokolu a provadét postupy Gdrzby a feseni probléma.

Spotrebni material pro sekvenovani

Sekvenovani v systému NextSeq 1000/2000 vyzaduje sadu reagencii na jedno pouZziti lllumina

NextSeq 1000/2000 P2 nebo sadu reagencii na jedno pouziti lllumina NextSeq 1000/2000 P3. Sada
reagencii NextSeq 1000/2000 P2 se dodava ve tiech velikostech (pro 100 cykll, 200 cykld, 300 cyklld) a
sada reagencii NextSeq 1000/2000 P3 se dodava ve ¢tyfech velikostech (50 cykld, 100 cykll, 200 cykld,
300 cykld).

Sekvenacni systém NextSeq 1000 je kompatibilni pouze se sadou reagencii lllumina
NextSeq 1000/2000 P2.

Sada reagencii obsahuje kazetu a priitokovou kyvetu na sekvenovani. Po obdrzeni sady reagencii
NextSeq 1000/2000 P2 nebo sady reagencii lllumina NextSeq 1000/2000 P3 postupujte takto:

* |hned uskladnéte jednotlivé soucasti pfi uréenych teplotach, aby bylo zajisténo jejich spravné
fungovani.

* Neotevirejte zadny sacek ze stfibrné folie, dokud k tomu nebudete vyzvani.

* Kazety uskladnéte v plvodni krabici, aby nedos$lo k roztrzeni nebo propichnuti sac¢ku.

* Kazety skladuje se Sipkami sméfujicimi vzharu.

Pokud $titek na kazeté nesméfuje vzhiru, bude to mit nepfiznivy vliv na data sekvenovani.

Tabulka 2 Obsah sady

Spotiebni material Mnozstvi Skladovaciteplota Rozméry

Kazeta 1 -25az-15°C 29,2cm x17,8cm x 12,7 cm
Prltokova kyveta 1 2az8°C* 21,6 cm x 12,7 cm x 1,9 cm
Resuspenzacni pufr 1 -25az-15°C 4cmx6,6cmx5cm

(RSB) s roztokem Tween

20

*Pfepravovano pii pokojové teploté.
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Spotfebni materidl ma identifikatory pro sledovani a zajisténi kompatibility. Kazeta a pritokova kyveta
vyuzivaji identifikaci RFID'.

Prltokova kyveta

Pritokova kyveta je vzorovana pritokova kyveta s jednou cestou. V plastové kazeté je vlozena
sklené&na pritokova kyveta. K zajisténi bezpeéné manipulace slouzi $edé ousko, které zakryva
pritokovou kyvetu a vyéniva z ni.

A. Plastova kazeta
B. Prltokova kyveta
C. Sedé ougko

Vnitfni povrch pritokové kyvety tvofi miliony nanoprvkl. V nanoprvcich jsou generovany klastry, ze

kterych se pak provadi sekvenovaci reakce. Vzorované usporadani nanoprvkd zvy$uje pocet vystupnich
¢tenia dat.

Tradiofrekvenéni identifikace
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Kazeta

Kazeta se sekvenacnimireagenciemije pfedem naplnéna klastrovacimi, sekvena&nimi, parovymi-
koncovymi a indexovymireagenciemi. Zdsobnik zabaleny ve félii je vyhrazen pro knihovny a zditka
v pfedni ¢astije vyhrazena pro prdtokovou kyvetu.

v

A. Zasobnik knihovny
B. Zditka pro pritokovou kyvetu
C. Vypoustéci zatka

Kazeta obsahuje veskery spotiebni material pro béh: reagencie, knihovnu a pritokovou kyvetu.
Knihovna a pritokova kyveta se vkladaji do rozmrazené kazety, ktera se nasledné viozi do pfistroje.
Po spusténi béhu se reagencie a knihovna automaticky pfenesou z kazety do prlitokové kyvety.

Kazeta obsahuje ¢erpadla, ventily a vdechny prito¢né soucasti systému véetné zédsobniku na spodni
strané, ktery slouzi ke sbéru pouzitych reagencii. Kazeta se po skonéeni béhu vyhodi, takze pfistroj neni
nutné promyvat.

Podporovany pocet cykll
Stitek na kazeté uréuje, kolik cykldl je analyzovano, nikoliv po&et provedenych cykld. Priitokova kyveta je
kompatibilni s libovolnym poctem cyklt a libovolnym typem ¢teni.

V8echny kazety pro 100 cykld a 200 cykll obsahuji 38 cykll navic. Kazeta na 300 cykll obsahuje 27
cykld navic. Napfiklad kazeta na 300 cykll obsahuje dostate¢né mnoZstvi reagencii az pro 327 cykll
sekvenovani. Informace o poétu cykll k sekvenovani naleznete v ¢asti Pocet cykll ve ¢tenina strané 31.
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Vyznamy symbol(

Nasledujici tabulka popisuje vyznamy symboll na spotifebnim materidlu nebo obalu spotiebnich

materiald.

Symbol

RUO

REF

LOT

Popis

Datum, do kdy je mozné spotfebni materidl pouzit. V zajmu dosazeni
nejlepsich vysledkd pouZijte spotiebni materidl pfed timto datem.

Oznacduje vyrobce (lllumina).

PouZzijte pouze pro ucely vyzkumu (Research Use Only - RUO).

Oznacuje Cislo soucasti, aby bylo mozné spotiebni materidl rozpoznat.’

Oznacuje kod davky, aby bylo mozné rozpoznat davku nebo Sarzi, ve
které byl spotfebni materidl vyroben.’

Oznacduje zdravotni riziko.

Rozsah skladovacich teplot ve stupnich Celsia. Spotfebni material
skladujte pfi uvedeném rozsahu.2

Pomocny spotfebni material

Pro sekvenovani a Udrzbu nakupte nasledujici spotfebni material.
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Spotfebni material pro sekvenovani

Tabulka 3 Spotfebni material pro sekvenovani

Spotfebni material

Jednorazové rukavice,
nepudrované

Sada reagencii
NextSeq 1000/2000 P2 (v3)

Sada reagencii NextSeq 2000
P3

Mikrozkumavky, 1,5 ml

Hroty pro pipety, 10 ul

Hroty pro pipety, 20 ul

Hroty pro pipety, 200 pl

Hroty pro pipety, 1000 pl

[Volitelné] PhiX Control v3

Dodavatel

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

llumina:

katalogové ¢. 20046811
(100 cykld)

katalogové ¢. 20046812
(200 cykld)

katalogové ¢. 20046813
(300 cykld)

llumina:

katalogové ¢. 20046810
(50 cykld)

katalogové ¢. 20040559
(100 cykld)

katalogové ¢. 20040560
(200 cykld)

katalogové &. 20040561
(300 cykld)

Fisher Scientific, katalogové
¢islo 14-222-158 nebo
ekvivalentni zkumavky low-
bind se snizenou vaznosti

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

[llumina, katalogové Cislo
FC-110-3001
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Uéel

Obecné ucely.

Obsahuje kazetu reagencii,
pritokovou kyvetu

a resuspenzadéni pufr (RSB)
NextSeq 1000/2000
sroztokem Tween 20 na jeden
béh. NextSeq 1000 a NextSeq
2000

Obsahuje kazetu reagencii,
pritokovou kyvetu

a resuspenzacni pufr (RSB)
NextSeq 1000/2000

s roztokem Tween 20 na jeden
béh. Kompatibilni se
systémem NextSeq 2000.

Redéni knihoven na
koncentraci pro vlozeni.

Knihovny pro fedéni.

Knihovny pro fedéni a
vkladani.

Knihovny pro fedéni.

Propichnuti félie zdsobniku
knihovny.

Provedeni béhu pouze s PhiX
nebo $pic¢kami v kontrolnim
vzorku PhiX.
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Spotfebni material

[Volitelné] Papirové utérky

Dodavatel

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Spotfebni material pro udrzbu

Tabulka 4 Spotfebnimaterial pro udrzbu

Spotiebni material

Jednorazové rukavice,
nepudrované

Vymeéna vzduchového filtru

systému
NextSeq 1000/2000*

Dodavatel

Dodavatel béZzného
laboratorniho vybaveni

[llumina, katalogové ¢islo

20029759

Ugel
Vysouseni kazety po vodni
lazni.

Ugel

Obecné ucely.

Vyména vzduchového filtru
kazdych Sest mésicd.

* Pfistroj se doddva s jednim zabudovanym a jednim nahradnim filtrem. Pokud nepodléha zaruce, zajistuje si
nadhradni soucasti uZivatel. Ponechte zabalené az do pouziti.

Pomocné vybaveni

Pro ucely sekvenovani nakupte ndsledujici vybaveni.

Polozka

Mraznicka, -25az-15°C

Kbelik na led

Pipeta, 10 ul

Pipeta, 20 pl

Pipeta, 200 pl

Chladni¢ka, 2az8°C

Zdroj

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni
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Ugel

Skladovani kazety.

Odlozeni knihoven stranou do
zahdajeni sekvenovani.

Red&niknihoven na
koncentraci pro vlozeni.

Red&niknihoven na
koncentraci pro vlozeni
a vlozeniknihoven do kazety.

Red&niknihoven na
koncentraci pro vlozeni.

Skladovani prltokové kyvety
nebo rozmrazeni zasobniku.
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Polozka Zdroj

[Volitelné] Jedna
z nasledujicich vodnich lazni
s regulovanou teplotou nebo

ekvivalentnilazen, kterou lze
udrzovat pfi teploté 25 °C: « Thermo Fisher Scientific,

« Cirkulaéni vodnilazen katalogove C. TSCIR 35
Thermo Scientific Precision
35L (pro 5 kazet soucasné)

- DigitélIni cirkulagni vodni * ShelLab, katalogové ¢.
ldzeR SHEL LAB 22L (pro 3 SWBC22
kazety soucasné)
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Uéel

Rozmrazeni kazety.
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Protokol

Tato ¢ast uvadi podrobné pokyny k pfipravé spotfebniho materialu, Ffedéni knihoven a nastaveni béhu
sekvenovani na néktery ze ¢tyfech reziml béhu (cloudovy, hybridni a mistni rezim vyuzivaji software
DRAGEN nebo prostfedi BaseSpace Sequence Hub, zatimco samostatny rezim pfedstavuje
samostatny béh, jehoz smyslem je pouze vytvofit data cBCL pro pracovni postupy vlastni analyzy).

PFi praci s reagenciemi a dalSimi chemickymi latkami pouzivejte ochranné bryle, laboratorni plast a
nepudrované rukavice.

Pfed zahajenim protokolu zkontrolujte, zda mate k dispozici veSkery pozadovany spotfebni material a
vybaveni. Viz &ast Spotfebni material a vybavenina strané 23.

Protokoly prochazejte v uvedeném pofadi a pouzivejte uréené objemy, teploty a doby trvani.

Dulezité okolnosti sekvenovani

Pfed zahajenim protokolu si prostudujte nasledujici informace, které vas pfipravi na fedéni knihoven a
nastaveni béhu. Dosazeni optimalni koncentrace pro viozeni je nejdilezitéj$im predpokladem pro
Uspé&sné sekvenovani a analyzu. Zadani spravného poctu cykll ve &teni pomUze zajistit optimalni

vystup dat.
Objem a koncentrace pro vlozeni

Objem pro viozeni je 20 ul. Koncentrace pro viozeni se mze lidit podle typu knihovny:

Typ knihovny Koncentrace pro vioZeni (pM)
AmpliSeg™ for lllumina Library PLUS 750
[llumina DNA Prep 750
[llumina DNA Prep with Enrichment 1000
[llumina Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plus 750
[llumina Stranded mMRNA Prep 750
[llumina DNA PCR-Free 1000
100% PhiX 650
TruSeq DNA Nano 350 1200
TruSeq DNA Nano 550 1500
TruSeq Stranded mRNA 1000
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U ostatnich typl knihoven je doporuc¢ena pocateéni koncentrace pro vioZzeni 650 uM. Tuto koncentraci
Ize béhem nasledujicich cykll optimalizovat, abyste identifikovali takovou koncentraci pro vioZeni, ktera
konzistentné poskytuje data vyhovujici specifikaci.

ﬂ | K optimalizaci koncentrace pro vlozeni pouzijte metriku % Loading Concentration (Procentualini
koncentrace pro vloZeni) ve vystupnim souboru PrimaryAnalysisMetrics.csv. Tento soubor
je dostupny po dokonceni béhu. Pokud je hodnota % Loading Concentration (Procentuadlni
koncentrace pro vloZzeni) mensinez 95 %, pfi ndsledujicich bézich zvySujte koncentraci pro viozeni
po pfirdistcich 100 pM.

Pocet cykll ve ¢teni

Pokud chcete zajistit kvalitu dat, zadejte minimalné 26 cykld a maximalné 151 cykld u kazdého éteni.
PFesny po&et cykll zavisi na vasem experimentu. Ridici software NextSeq 1000/2000 vyZaduje nejméné
1 cyklus v polozce Read 1 (Cteni 1), av8ak zobrazi varovani, pokud je po&et cykld v polozce Read 1 (Cteni
1) mensinez 26.

Celkovy pocet cyklll v polozkdch Read 1 (Cteni 1), Index 1, Index 2 a Read 2 (Cteni 2) nesmi byt vétsinez
pocet cykll podporovanych sadou navyseny o 38 cykld v pfipadé sad pro 100 cykll a 200 cykld a o 27
cykll v ptipadé sad P3 pro 300 cykld. Ridici software NextSeq 1000/2000 zobrazi varovani, kdyz maji
Index 1a Index 2 méné nez 6 cykld. Varovani se nezobrazi, pokud ma Index 1 nebo Index 2 nula cykld.

MinimaIni a maximalni pocet cykld zahrnuje i jeden mimofadny cyklus navic. K pozadované délce &teni
vzdy pfidejte jeden cyklus navic na opravu efektl fazovani a predfazovani. Délka ¢teni je pocet cykll
sekvenovaniv polozce Read 1 (Cteni 1) a Read 2 (Cteni 2) s vylou&enim mimoradnych cykif a
indexovacich cykll. Dalsiinformace naleznete v odstavci Oprava fazovani v ¢asti Pracovni postup
softwaru Real-Time Analysis na strané 57.

Pfiklad nastaveni béhu:
* V ptipadé& délky &teni 35 (jednoduché &teni) zadejte do pole Read 1 (Cteni 1) hodnotu 36.

* Vpfipadé délky &teni 150 na jedno &teni (parové-koncové) zadejte do pole Read 1 (Cteni 1) hodnotu
151a do pole Read 2 (Cteni 2) také hodnotu 151.

Naplanovani béhu sekvenovani v prostredi BaseSpace
Sequence Hub

Pomoci nabidky Instrument Run Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace Sequence Hub
vytvorte a nakonfigurujte nastaveni béhu. Pokud nastavujete bé&h v cloudovém nebo hybridnim rezimu,
zadejte konfiguraci béhu do svého seznamu naplanovanych béhd v (i¢tu BaseSpace Sequence Hub na
karté Planned Runs (Naplanované béhy). Béhy dostupné k sekvenovani v systémech NextSeq 1000 a
NextSeq 2000 jsou zobrazeny na karté Planned Runs (Naplanované béhy). Pokud nastavujete béh v
mistnim rezimu, pomoci nabidky Instrument Run Setup (Nastaveni béhu pfistroje) vytvorte a exportujte
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seznam vzork{ ve formatu verze 2. Alternativné mlzete postupem v ¢asti Nastaveni seznamu vzorkd
verze 2 na strané 86 vytvofit seznam vzork{ bez prostiedi BaseSpace Sequence Hub, s pouZzitim
poskytnuté Sablony.

Nabidka Instrument Run Setup (Nastaveni seznamu vzork({) prostiedi BaseSpace Sequence Hub
nepodporuje vice nez 1536 vzorkd.

Nastaveni béhu

1. Prejdéte do prostfedi BaseSpace Sequence Hub.
2. Zadejte e-mailovou adresu a heslo pro pfistup k prostfedi BaseSpace Sequence Hub a poté vyberte
moznost Sign In (PFihlasit).
Vyberte kartu Runs (Béhy) a poté vyberte rozeviraci nabidku New Run (Novy béh).
Vyberte polozku NextSeq 1000/2000.
V poli Run Name (Nazev béhu) zadejte preferovany jedineény nazev k identifikaci aktualniho béhu.
Nazev béhu mize obsahovat nejvice 225 alfanumerickych znakd, mezer, pomi¢ek a podtrzitek.
6. Vyberte jedno z nasledujicich umisténi analyzy.
* BaseSpace: Analyza dat sekvenovani v cloudu.

* Local (Mistni): Analyza dat sekvenovani v pfistroji nebo vytvoreni seznamu vzorkd verze 2 pro
mistni nebo hybridnirezim.
7. Vyberte typ a verzi analyzy.

Dalsiinformace o sekundarnich analyzach naleznete v ¢asti Vystupni soubory sekundarni analyzy
DRAGEN na strané 62 nebo v dokumentaci aplikace BaseSpace Sequence Hub. Pokud jste vybrali
analyzu DRAGEN Single Cell RNA, navstivte stranku Products Files (Produktové soubory) systému
NextSeq 1000/2000. Naleznete na niinformace o kompatibilité se sadami pro pfipravu knihoven pro
jednobunééné sekvenovani RNA od nezavislych dodavatel(.

n | V pfipadé analyzy v pfistroji musi vybrana verze odpovidat verzi softwaru DRAGEN
nainstalované v pfistroji. Pokud chcete ovéfit verzi softwaru DRAGEN nainstalovanou
v pfistroji, prectéte si Aktualizace pracovnich postupl a licence DRAGEN na strané 76.

8. [Volitelny postup] Nasledujicim postupem vytvorte vlastniindexaéni sady.
Pokud pouzivate vice nez jednu knihovnu, musi mit knihovny stejné délky ¢teniindexu.

a. Vyberte moznost Add Custom Index Adapter Kit (Pfidat vlastni sadu indexového adaptéru)
v rozeviraci nabidce Index Adapter Kit (Sada indexového adaptéru).

b. Vyberte typ Sablony a zadejte nazev sady, sekvence adaptéru, strategie pro index a sekvence
indexu.
Ujistéte se, Ze jsou sekvence adaptéru druhého indexu (i5) orientovany dopredné.

c. Vyberte moznost Create New Kit (Vytvorit novou sadu).
9. [Volitelny postup] Nasledujicim postupem vytvorte uzivatelskou sadu na pfipravu knihoven.

a. Vyberte moznost Add Custom Library Prep Kit (Pfidat uzivatelskou sadu na pfipravu knihoven)
v rozeviraci nabidce Library Prep Kit (Sada na pfipravu knihoven).
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b. Zadejte nazev, typy ¢teni, vychozi pocet cykld ¢teni a kompatibilni sady indexovych adaptérl
pro pouzitou uzivatelskou sadu na pfipravu knihoven.

c. Vyberte moznost Create New Kit (Vytvofit novou sadu).

10. Vyberte ndsledujici nastaveni pfistroje. V zavislosti na sadé pro pfipravu knihoven jsou automaticky
vybrany doporu¢ené moznosti. Nékteré sady pro pfipravu knihoven maji pevné kédovany pocet
¢teniindexl a typl ¢teni, coZ nelze zménit.

* Sada pro pfipravu knihoven

* Sadaindexového adaptéru

* Pocet ¢teniindex

* Typcteni

* Pocet cykll sekvenovani na jedno éteni

n | Pokud je pro sadu pro pfipravu knihoven vybrana moznost Not Specified (Neuvedeno),
nebude podet ¢teniindexd aktualizovan, dokud nejsou v ¢asti Sample Data (Data vzork()
zadany sekvence indexu.

11. Zadejte informace o vzorcich do tabulky s daty vzorkl pomoci jedné z nasledujicich moZnosti. Pokud
chcete seskupit vzorky pro agregaci dat béhem nasledné analyzy, pfifad'te nazev skupiny ve sloupci
Project (Projekt).

* Vyberte moznost Import Data (Import dat) a pak vyberte seznam vzorkU. Dbejte na to, aby
seznam vzorkd spliioval pozadavky na formatovani. Viz 8ast Nastaveni seznamu vzorki verze
2 na strané 86. Zména seznamu vzorkl po jeho prvnim stazeni mize zpUsobit selhani analyzy.

* Vlozte ID vzork{ a bud polohy jamek na indexacni desce, nebo indexy i7 a i5 pfimo z externiho
souboru. PFed vloZenim zadejte po&et Fadk( vzorkl v poli Rows (R4dky) a poté vyberte symbol
+. 1D vzork( mohou obsahovat az 20 alfanumerickych znakd, pomi¢ek a podtrzitek.

ﬂ | Indexaéni desky s pevnym usporadanim vyzaduji zadani polohy jamek. Indexy, které
nemaji pevné usporadani, vyzaduji zadaniindexU i7 a i5. Indexy i5 musi byt zadany
s dopfednou orientaci.

* Ruéné zadejte ID vzork( a odpovidajici polohy jamek nebo indexy. Pokud je pro sadu pro
pFipravu knihoven vybrana moznost Not Specified (Neuvedeno), zadejte sekvence indexu 2 (i5)
s dopfednou orientaci.

12. Vyberte moznost Next (Dalsi).
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Nastaveni sekundarni analyzy

Nakonfigurujte nastaveni pro typ analyzy zvoleny pro béh. DalSiinformace o pracovnich postupech
analyzy DRAGEN naleznete v ¢asti Vystupni soubory sekunddrnianalyzy DRAGEN na strané 62.

Illumina DRAGEN BCL Convert

Ke konfiguraci analyzy DRAGEN BCL Convert pouzijte nasledujici postup.

1. Zadejte nasledujici volitelna nastaveni.

Nastaveni

AdapterRead1

AdapterRead?2

BarcodeMismatchesindex1

BarcodeMismatcheslndex2

OverrideCycles

Popis

Sekvence adaptéru pro ¢teni 1. Pokud pouzivate
sadu pro pfipravu knihoven lllumina, ponechte pole
AdapterRead1 prazdné.

Sekvence adaptéru pro ¢teni 2. Pokud pouzivate
sadu pro pfipravu knihoven lllumina, ponechte pole
AdapterRead?2 prazdné.

Podet povolenych nesouladd mezi prvnim ¢tenim
indext a sekvenciindexd. Vychozi hodnota je 1.
Pokud ma ¢arovy kéd délku 6 bp, je doporucena
hodnota 0.

Pocet povolenych nesouladd mezi druhym ¢tenim
indexU a sekvenciindexd. Vychozi hodnota je 1.
Pokud ma ¢arovy kéd délku 6 bp, je doporucena
hodnota 0.

Retézec slouzici k zadani poctu cyklll UMI a
zamaskovani cykll ¢teni. Povoleny jsou nasledujici
hodnoty:

» N: Uréuje pocet cykll, které budou ignorovany.

« Y: Urluje pocet cykll sekvenovani.

« I: Uréuje pocet indexovacich cyklQ.

o U: Uréuje pocet cyklld UMI, které maji byt ofiznuty.
Jednotlivé prvky jsou oddéleny stfedniky. Nasledu;ji
pfiklady zadani nastaveni OverrideCycles.
U8Y143;18;I8,;U8Y143

N10Y66;I6;N10Y66

2. Vyberte, zda se ma uloZit kopie souborl FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani souborl FASTQ.

3. Vyberte jednu z nasledujicich moznosti vystupniho formatu souborl FASTQ:

* gzip: Ulozi soubory FASTQ ve formatu gzip.
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* DRAGEN: UloZi soubory FASTQ ve formatu ora.

4. Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého U¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostfedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu naplanovanych béhl a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

*  Pokud chcete ulozit konfiguraci b&hu jako soubor ve formatu seznamu vzorkUl verze 2,
vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzork{) v rozeviraci nabidce
Submit Run (Odeslat béh). Ke spousténi béhl v systémech vyuzivajicich mistnirezim je
pozadovan seznam vzorkl. Tato moznost je k dispozici pouze tehdy, pokud byla pro
umisténi analyzy vybrana moznost Local (Mistni).

llumina DRAGEN Enrichment

Ke konfiguraci analyzy lllumina DRAGEN Enrichment pouzijte nasledujici postup.

1.
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Vyberte referen¢ni genom.
Je-lito mozné, pouzijte referenéni genom s pfifazenim ALT-aware.

Vyberte soubor *.bed obsahujici oblasti, na které se chcete zaméfit, nebo nahrajte novy vliastni
soubor.

Ujistéte se, ze referencni genom souboru BED odpovida referenénimu genomu zvolenému v kroku
1. Pro novy vlastni soubor BED pouZijte nasledujici format pojmenovani: nazev panelu

verzeCislo.referencegenome.bed.

* Local mode (Mistnirezim). Vyberte moznost Select Custom File (Local) (Vybrat viastni
soubor (mistni)), pokud chcete nahrat jeden béh, nebo moznost Upload Custom File
(BaseSpace) (Vybrat viastni soubor (BaseSpace)), pokud poZadujete opakované pouziti.

* Cloudovy nebo hybridni rezim. Vyberte moznost Upload Custom File (BaseSpace) (Nahrat
vlastni soubor (BaseSpace)). Vlastni soubor BED je k dispozici pouze v pracovni skuping, do
které byl nahran.

Vyberte detekéni program pro germinalni nebo somatické varianty.

[Volitelny postup] Pokud pouzivate detekéni program pro somatické varianty, vyberte soubor
s definici zakladni trovné §umu. Dal$iinformace naleznete v ¢asti Import soubord s definici zakladni
drovné sumu na strané 18.

Vyberte vystupni format pfifazeni/zarovnani.

Vyberte, zda se ma ulozit kopie souborl FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani soubord FASTQ.

Vyberte jednu z nasledujicich moznosti vystupniho formatu soubort FASTQ:
* gzip: Ulozi soubory FASTQ ve formatu gzip.
* DRAGEN: Ulozi soubory FASTQ ve formatu ora.
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8. Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého Uc¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostfedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu napldnovanych b&h( a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

* Pokud chcete ulozit konfiguraci b&hu jako soubor ve formatu seznamu vzorkl verze 2,
vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzork() v rozeviraci nabidce
Submit Run (Odeslat b&h). Podplrné soubory seznamu vzorkd a sekundarni analyzy jsou
staZzené ve slozce souborl *.zip. Jsou poZadovény ke spousténi béhl v systémech
vyuzivajicich rezim Local mode (Mistnirezim). Tato moznost je k dispozici pouze tehdy,
pokud byla pro umisténi analyzy vybrana moznost Local (Mistni).

lllumina DRAGEN Germline

Ke konfiguracianalyzy Illumina DRAGEN Germline pouzijte nasledujici postup.

1.

Dokument €. 1000000109376 vO4 CZE

Vyberte referen¢ni genom.
Je-lito mozné, pouzijte referenéni genom s pfifazenim ALT-aware.

Vyberte vystupni format pfifazeni/zarovnani.
Vyberte, zda se ma ulozit kopie souborl FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani soubord FASTQ.
Vyberte jednu z nasledujicich moznosti vystupniho formatu soubort FASTQ:
* gzip: Ulozi soubory FASTQ ve formatu gzip.
* DRAGEN: Ulozi soubory FASTQ ve formatu ora.
Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého U¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostfedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu naplanovanych béhl a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

*  Pokud chcete ulozit konfiguraci b&hu jako soubor ve formatu seznamu vzorkUl verze 2,
vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzork{) v rozeviraci nabidce
Submit Run (Odeslat bé&h). Podplrné soubory seznamu vzorkl a sekundarni analyzy jsou
stazené ve slozce soubord *.zip. Jsou pozadovany ke spousténi b&hl v systémech
vyuzivajicich rezim Local mode (Mistnirezim). Tato moznost je k dispozici pouze tehdy,
pokud byla pro umisténi analyzy vybrana moznost Local (Mistni).

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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[llumina DRAGEN RNA

Ke konfiguraci analyzy lllumina DRAGEN RNA pouzijte nasledujici postup.

1.

Vyberte referen¢ni genom.
Je-lito mozné, pouzijte referenéni genom bez pfifazeni ALT-aware.

2. Vyberte vystupni format pfifazeni/zarovnani.

3. Vyberte, zda se ma ulozit kopie souborli FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani soubord FASTQ.

4. Vyberte jednu z nasledujicich moznosti vystupniho formatu souborl FASTQ:

* gzip: Ulozi soubory FASTQ ve formatu gzip.

* DRAGEN: UloZi soubory FASTQ ve formatu ora.

5. [Volitelny postup] Nahrajte soubor poznamek k RNA ve formatu GTF (Gene Transfer Format).

* Local mode (Mistnirezim). Vyberte moznost Select Custom File (Local) (Vybrat viastni
soubor (mistni)), pokud chcete nahrat jeden béh, nebo moznost Upload Custom File
(BaseSpace) (Vybrat viastni soubor (BaseSpace)), pokud poZadujete opakované pouziti.

* Cloudovy nebo hybridni rezim. Vyberte moznost Upload Custom File (BaseSpace) (Nahrat
vlastni soubor (BaseSpace)). Soubor GTF je k dispozici pouze v pracovni skupiné, do které
byl nahran.

Po nahrani souboru GTF do pracovni skupiny BaseSpace Sequence Hub vyberte v rozeviracim
seznamu soubor poznamek k RNA.

6. Vyberte, zda ma byt povolena diferencialni exprese.

7. Pokud jste povolili diferencialni expresi, vyberte pro kazdy vzorek hodnotu kontroly nebo porovnani.
V kazdé porovnavané skupiné je jakykoliv vzorek oznaceny jako kontrola porovnan se vSemi vzorky
oznadéenymijako porovnani. Pokud vzorek neobsahuje hodnotu kontroly nebo porovnani, vyberte
jako hodnotu na (nenik dispozici).

8. Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého Uc¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostiedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu napldnovanych b&h( a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

* Pokud chcete ulozit konfiguraci b&hu jako soubor ve formatu seznamu vzorkl verze 2,
vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzork({) v rozeviraci nabidce
Submit Run (Odeslat bé&h). Podplrné soubory seznamu vzorkd a sekundarni analyzy jsou
stazené ve slozce souborl *.zip, pokud byl poskytnut volitelny soubor GTF. Jsou
pozadovany ke spousténi béhd v systémech vyuZivajicich rezim Local mode (Mistnirezim).
Tato moznost je k dispozici pouze tehdy, pokud byla pro umisténi analyzy vybrana moznost
Local (Mistni).
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[llumina DRAGEN Single Cell RNA

Ke konfiguraci analyzy lllumina DRAGEN Single Cell RNA pouZzijte nasledujici postup.

1.

Vyberte referen¢ni genom.
Je-lito mozné, pouzijte referenéni genom bez pfifazeni ALT-aware.

2. [Volitelny postup] Nahrajte soubor poznadmek k RNA ve formatu GTF (Gene Transfer Format).

* Local mode (Mistnirezim). Vyberte moznost Select Custom File (Local) (Vybrat viastni
soubor (mistni)), pokud chcete nahrat jeden béh, nebo moznost Upload Custom File
(BaseSpace) (Vybrat vlastni soubor (BaseSpace)), pokud poZadujete opakované pouziti.

* Cloudovy nebo hybridni rezim. Vyberte moznost Upload Custom File (BaseSpace) (Nahrat
vlastni soubor (BaseSpace)). Soubor GTF je k dispozici pouze v pracovni skupiné, do které
byl nahran.

Po nahrani souboru GTF do pracovni skupiny BaseSpace Sequence Hub vyberte v rozeviracim
seznamu soubor poznamek k RNA.
Vyberte vystupni format pfifazeni/zarovnani.

4. Vyberte, zda se ma uloZit kopie souborl FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani soubord FASTQ.

5. Vyberte jednu z nasledujicich mozZnosti vystupniho formatu soubord FASTQ:

* gzip: Ulozi soubory FASTQ ve formatu gzip.
*  DRAGEN: Ulozi soubory FASTQ ve formatu ora.

6. Vyberte konfiguraci, ktera je shodna s pouzitym typem sady pro pfipravu knihoven.
Pokud jste napfiklad jako sadu pro pfipravu knihoven vybrali sadu Single Cell RNA Library Kit 1,
vyberte v nastaveni Configuration Type (Typ konfigurace) moznost Type 1 (Typ 1).

7. Vyberte ¢teni ¢arového kodu.

8. [Volitelny postup] Upravte pocet bdzi v ¢arovych kédech a UMI. Hodnoty jsou vyplnény
automaticky na zakladé vybraného typu sady pro pfipravu knihoven a typu konfigurace.

9. Vyberte orientaci vlaken.

10. [Volitelny postup] Vyberte soubor obsahujici sekvence ¢arového kédu nebo nahrajte novy viastni
soubor.

11. Pokud jako typ konfigurace pouzijete Advanced/Custom (Pokrocila/vlastni), zadejte hodnoty poctu
cykld prepsani, polohy ¢arového kédu a polohy UMI.

12. Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého Uc¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostiedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu napldnovanych b&h( a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

Dokument ¢. 1000000109376 v04 CZE 38

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

* Pokud chcete ulozit konfiguraci b&hu jako soubor ve formatu seznamu vzorkUl verze 2,
vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzork{) v rozeviraci nabidce
Submit Run (Odeslat bé&h). Podplrné soubory seznamu vzork{ a sekundarni analyzy jsou
stazené ve slozce soubord *.zip, pokud byl poskytnut volitelny soubor GTF. Jsou
pozadovany ke spousténi béhd v systémech vyuZivajicich rezim Local mode (Mistnirezim).
Tato moznost je k dispozici pouze tehdy, pokud byla pro umisténi analyzy vybrana moznost
Local (Mistni).

[llumina DRAGEN Amplicon

Ke konfiguraci analyzy lllumina DRAGEN Amplicon pouZijte nasledujici postup.

1.
2.
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Vyberte referen¢ni genom.
Vyberte soubor *.bed obsahujici oblasti, na které se chcete zaméfit, nebo nahrajte novy viastni
soubor.
Ujistéte se, ze referenéni genom souboru BED odpovida referenénimu genomu zvolenému v kroku
1. Pro novy vlastni soubor BED pouZijte nasledujici format pojmenovani: nazev_panelu
verzeCislo.referencegenome.bed.
*  Cloudovy nebo hybridnirezim. Vyberte moznost Upload Custom File (BaseSpace) (Nahrat
vlastni soubor (BaseSpace)). Vlastni soubor BED je k dispozici pouze v pracovni skuping, do
které byl nahran.

* Local mode (Mistnirezim). Vyberte moznost Select Custom File (Local) (Vybrat vlastni
soubor (mistni)), pokud chcete nahrat jeden béh, nebo moznost Upload Custom File
(BaseSpace) (Vybrat vlastni soubor (BaseSpace)), pokud pozadujete opakované pouziti.

Vyberte detekéni program pro germindlni nebo somatické varianty.
Vyberte vystupni format pfifazeni/zarovnani.

[MistnireZim] Vyberte, zda se ma uloZit kopie souborll FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze
tehdy, pokud vyberete zachovani soubor FASTQ.

Vyberte, zda se ma ulozit kopie souborl FASTQ. Soubory FASTQ se generuji pouze tehdy, pokud
vyberete zachovani souborl FASTQ.

Vyberte jednu z nasledujicich moznosti vystupniho formatu soubort FASTQ:
* gzip: UloZi soubory FASTQ ve formatu gzip.
* DRAGEN: Ulozi soubory FASTQ ve formatu ora.

Dokoncete konfiguraci béhu.

* Pokud chcete odeslat konfiguraci béhu do svého u¢tu BaseSpace Sequence Hub, vyberte
moznost Submit Run (Odeslat béh). Béhy odeslané do prostfedi BaseSpace Sequence Hub
se zobrazuji v seznamu naplanovanych b&hd a jsou dostupné pro systémy vyuzivajici
cloudovy nebo hybridni rezim.

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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* [Mistnirezim] Pokud chcete uloZit konfiguraci béhu jako soubor ve formatu seznamu vzorkd
verze 2, vyberte moznost Export Sample Sheet (Exportovat seznam vzorkul) v rozeviraci
nabidce Submit Run (Odeslat béh). Podplirné soubory seznamu vzork{ a sekundarni
analyzy jsou stazené ve sloZce souborl *.zip. Jsou pozadovany ke spousténi b&hd
v systémech vyuzivajicich rezim Local mode (Mistnirezim). Tato mozZnost je k dispozici
pouze tehdy, pokud byla pro umisténi analyzy vybrana moznost Local (Mistni).

Rozmrazeni zabalené kazety a prlitokové kyvety

V tomto kroku je rozmrazena kazeta v neotevieném sacku a ptipravena pritokova kyveta. K rozmrazeni
zabalené kazety pouZijte jednu ze tfi metod: rozmrazeni v kontrolované vodnilazni, rozmrazeni

v chladni¢ce nebo rozmrazeni na vzduchu pfi pokojové teploté. Kazetu pouzijte okamzité po
rozmrazeni. Nezmrazujte znovu. Pokud nemUzZete kazetu pouzit bezprostfedné po rozmrazeni,
postupujte podle &asti Vrdceni spotfebniho materialu do skladovaciho prostoru na strané 81.

Obrazek 4 Zabalena kazeta

Rozmrazeni kazety v kontrolované vodni [azni

1. Nasadte sinové nepudrované rukavice a vyjméte kazetu ze skladovaciho prostoru.

2. Pokud je kazeta umisténa v krabici, vyjméte ji, ale neotevirejte sacek ze stiibmé fdlie.
Rozmrazeniroztrzeného nebo déravého sacku ve vodé mize zplsobit selhani sekvenovani.
V takovém pFipadé rozmrazujte pfi pokojové teploté nebo v chladnicce.

3. Rozmrazujte zabalenou kazetu ve vodni lazni s kontrolovanou teplotou 25 °C po dobu 6 hodin:

* Hladinu vody udrZujte ve vySce nejméné 9,5-10 cm bez ohledu na pocet rozmrazovanych
kazet.
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4.

* Teplotu vodnilazné nastavte na 25 °C.
* Saclekvlozte do lazné Stitkem nahoru a neponofuijte jej.

Nepokousejte se kazetu zatizit, aby se ponofila. Pokud saéek neni titkem nahoru nebo se
kazeta béhem rozmrazovani prevrati, bude to mit nepfiznivy vliv na data sekvenovani.

* Nenechavejte kazetu ve vodnilazni déle nez 8 hodin.

* Nerozmrazujte soucasné vétsi pocet kazet, nez pro ktery je vodnilazen uréena.
Kompatibilni vodnilazné jsou uvedeny v ¢asti Pomocné vybavenina strané 28.

¢ Neskladejte kazety na sebe.

Vyjméte kazetu z vodnilazné a osuste ji papirovymi rucniky.

Rozmrazeni kazety v chladniéce

1.
2.

7.

Nasadte si novy par nepudrovanych rukavic.

Jeden den pred pfedpokladanym spusténim bé&hu vyjméte kazetu ze skladovacich prostor
s teplotou -25az-15 °C.

Pokud je kazeta umisténd v krabici, vyjméte ji, ale neotevirejte sacek ze stribmé fdlie.

Umistéte kazetu na misto s pokojovou teplotou $titkem vzh(ru tak, aby mohl vzduch cirkulovat po
strandch a kolem horni ¢asti.

Pokud sac¢ek neni Stitkem nahoru nebo se kazeta béhem rozmrazovani pfevrati, bude to mit
nepfiznivy vliv na data sekvenovani.

Rozmrazujte pfi pokojové teploté po dobu 6 hodin.

VloZte kazetu do chladniCky s teplotou 2 az 8 °C $titkem vzh(ru, aby mohl vzduch cirkulovat po
stranach.

Pokud sacek neni Stitkem nahoru nebo se kazeta béhem rozmrazovani pfevrati, bude to mit
nepfiznivy vliv na data sekvenovani.

Rozmrazujte v chladni¢ce po dobu 12 hodin. Nepfekracujte dobu 72 hodin.

Rozmrazovani kazety pfi pokojové teploté

1.
2.
3.
4.

Nasadte si novy par nepudrovanych rukavic.
Vyjméte kazetu ze skladovacich prostor s teplotou -25 az -15 °C.
Pokud je kazeta umisténa v krabici, vyjméte ji, ale neotevirejte sacek ze stiibrné folie.

Umistéte kazetu na misto s pokojovou teplotou $titkem vzhiru tak, aby mohl vzduch cirkulovat po
strandch a kolem horni ¢asti.

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE 41

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

Pokud sacek neni Stitkem nahoru nebo se kazeta béhem rozmrazovani pfevrati, bude to mit
nepfiznivy vliv na data sekvenovani.

5. Rozmrazuijte pfi pokojoveé teploté po dobu 9 hodin. Nepfekradujte dobu 16 hodin.

Pfiprava prUtokové kyvety a kazety

1. Pripravte nasledujicim zplsobem priitokovou kyvetu.

a. Vyjméte novou pritokovou kyvetu ze skladovacich prostor s teplotou 2 az 8 °C.

b. Ponechte neoteviené baleni pfi pokojové teploté po dobu 10-15 minut. Zabranite tim
kondenzaci pfi vyjmuti pritokové kyvety z obalu. Pfiprava pritokové kyvety v této fazi zajisti
v€asné dosazeni pokojové teploty.

2. V pfipadé rozmrazovaniv chladnicce:
a. Vyjméte rozmrazenou kazetu ze skladovacich prostor s teplotou 2 az 10 °C.

b. Pred sekvenovanim ponechte neoteviené baleni pfi pokojové teploté po dobu nejméné 15
minut. Neprekracujte dobu 1 hodiny.

Redéni knihoven

Pokud pouzivate denaturaci a fedéni v pfistroji, zajisti tento krok zfedéni knihoven na pouZitelnou
koncentraci pro vliozeni. Dal$i metriky, diverzitu baze nebo pozitivni kontrolu poskytuje volitelna 2%
$picka PhiX'. Procento $picky PhiX by mélo byt zvy$eno v ptipadé knihoven s nizéi diverzitou baze.
Pokud provadite denaturaci a fedéni knihoven ru¢né, fidte se Priru¢kou pro denaturaci a fedéni
knihoven systému NextSeq 1000 a 2000 (dokument ¢. 1000000139235). Tento krok se tyka pouze
denaturace a fedéni v pfistroji.

Redéni knihovny na 2 nM

1. [Volitelny postup] Vyjméte 10nM kontrolu PhiX ze skladovacich prostor o teploté -25 az -15 °C.
Kontrola PhiX je vyZadovana pouze pro volitelnou $pi¢ku nebo béh pouze s kontrolou PhiX.

2. [Volitelny postup] Rozmrazujte kontrolu PhiX pfi pokojové teploté 5 minut. Potom provedte
kvantifikaci fluorescenéni metodou, jako je Qubit, k potvrzeni koncentrace PhiX.
Pokud kvantifikace neni mozna, pokracujte s koncentraci 10 nM.

3. Kratce promichejte knihovnu nebo PhiX ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1
minuty.

4. Pomociresuspenzacniho pufru (RSB) s roztokem Tween 20 pouzitym jako Fedidlo pfipravte 2nM
knihovnu o objemu nejméné 24 pl v low-bind mikrozkumavce.
Pokyny pro $pi¢ku PhiX naleznete v &asti Pridani kontroly PhiX (volitelné) na strané 44.

5. Kratce promichejte ve vortexoveé tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

TPhiX ptedstavuje malou knihovnu lllumina pFipravenou k pouZiti, s vyvéZenym zastoupenim nukleotidd.
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Ztedéni 2nM knihovny na koncentraci pro vlozeni

1.

4. Postupujte podle nasledujicich pokynd.

Nakombinujte nasledujici objemy v low-bind mikrozkumavce, abyste si pfipravili knihovnu o objemu
24 ul zfedénou na odpovidajici koncentraci pro viozent:

Typ knihovny*

Ampliseq for lllumina
Library PLUS

[lumina DNA Prep

[llumina DNA Prep with
Enrichment

[llumina Stranded
Total RNA with Ribo-
Zero Plus

[llumina Stranded
MRNA Prep

[llumina DNA PCR-
Free

TruSeq DNA Nano 350
TruSeq DNA Nano 550

TruSeq Stranded
MRNA

100% PhiX

* U typl knihoven, které nejsou uvedeny na seznamu, zaénéte s koncentraci pro viozeni 650 pM a
optimalizujte je v prib&hu nésledujicich b&hd.
Tato tabulka uvadi pfiklad koncentraci pro vioZeni. Systém NextSeq 1000/2000 je kompatibilni se
véemi soupravami pro pfipravu knihoven lllumina, ale optimalni koncentrace pro viozeni se mlze

liSit.

Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Koncentrace
pro viozeni

(pPM)
750

750
1000

750

750

1000

1200
1500
1000

650

Objem Objem resuspenzacniho
knihovny s pufru (RSB) s roztokem
2 nM (ul) Tween 20 (pl)
9 15
9 15
12 12
9 15
9 15
12 12
14,4 9,6
18 6
12 12
7,8 16,2

Odlozte zfedénou knihovnu do ledu, dokud nebudete pfipraveni na sekvenovani.

Knihovny zfedéné na koncentraci pro vlozeni sekvenujte ve stejny den, kdy jsou zfedény.

* Pokud pridavate kontrolu PhiX, postupujte podle ¢asti Pridani kontroly PhiX (volitelné)

na strané 44.

* Pokud nepfidavate kontrolu PhiX nebo provadite béh pouze s kontrolou PhiX, postupujte podle

¢asti VlioZeni spotrfebniho materidlu do kazety na strané 44.

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.

43



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

Pfidani kontroly PhiX (volitelné)
1. Nakombinujte nasledujici objemy v low-bind mikrozkumavce, abyste si pfipravili 20 pl 1nM kontroly
PhiX:
* 10 nM PhiX (2 pI)
* Resuspenzacnipufr (RSB) s roztokem Tween 20 (18 pl)
Kratce promichejte ve vortexové tfepacce a pak odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

3. Pridejte 1 ul InM kontroly PhiX do knihovny o objemu 24 pl zfedéné na finalni koncentraci pro
vlozeni.

Tyto objemy vytvofi pfiblizné 2% Spicku PhiX. Skutecné procento se lisi v zavislosti na kvalité a
mnozstvi v knihovné.

4. OdloZte zfedénou knihovnu se $pi¢kou PhiX do ledu, dokud nebudete pfipraveni na sekvenovani.
Sekvenujte knihovny se $pi¢kou PhiX ve stejny den, kdy jsou zfedény.

VloZeni spotifebniho materialu do kazety

Tento krok pfipravi kazetu na sekvenovani tim, Ze smichd pfedem napinéné reagencie a viozi ztedéné
knihovny a prdtokovou kyvetu.

Pfiprava kazety

1. Oteviete sadlek s kazetou — nlizkami sacek roztrhnéte nebo rozstiihnéte podél horniho vyfezu po
obou stranach.
Vyjméte kazetu ze saéku. Sacek a desikant vyhodte.

3. Desetkrat kazetu obratte nahoru a dold, aby se reagencie promichaly.
B&hem obraceni mohou komponenty uvnitf kazety chrastit, coZ je normalni.

VlozZeni pritokové kyvety

1. Otevrete stiibrné baleni - ndzkami sacek roztrhnéte nebo rozstfihnéte podél horniho vyfezu po
obou stranach.
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Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.

44



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

Pokud nemUzete pritokovou kyvetu pouzit inned, postupuijte podle ¢asti Vrdceni spotfebniho
materidlu do skladovaciho prostoru na strané 81.

2. Vyjméte pritokovou kyvetu z baleni.

Baleni s desikantem odlozte bokem pro pfipad, ze budete potfebovat vratit prdtokovou kyvetu do
skladovaciho prostoru. Desikant se nachazi v sa¢ku ve spodni ¢asti baleni. Po zahdajeni sekvenovani
ho vyhodte.

Drzte prUtokovou kyvetu za $edé ousko, $titkem nahoru.

Zatlacte pritokovou kyvetu do zditky v pfedni ¢asti kazety.
Slysitelné cvaknuti oznaduje, Ze pritokova kyveta je na svém misté. Pfi spravném viozeni vyéniva
Sedé ousko z kazety.

5. Zatahnéte za Sedé ousko a vysuiite pritokovou kyvetu. Ousko zrecyklujte.

VlozZeni knihoven

1. Novym hrotem pipety P1000 propichnéte zasobnik knihovny a odtahnéte fdlii k okrajiim, aby se
otvor zvétsil.

2. Zlikvidujte hrot pipety, aby nedoSlo ke kontaminaci.
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3. Pridejte 20 pl zfedéné knihovny na dno zasobniku tak, Ze pomalu pfiblizite hrot pipety ke dnu

zasobniku a nasledné obsah vypustite. Nedotykejte se fdlie.
]

Spusténi béhu sekvenovani

Tento krok spusti béh sekvenovanivjednom ze &tyfech rezimi:

A

Cloud mode (Cloudovy rezim). Béh je vybran ze seznamu naplanovanych béhd v fidicim softwaru
NextSeq 1000/2000. Béhem sekvenovanijsou data cBCL nahrana do prostfedi BaseSpace
Sequence Hub. Po sekvenovani se automaticky spusti software DRAGEN v prostfedi BaseSpace
Sequence Hub.

Hybrid mode (Hybridni rezim). Béh je vybran ze seznamu napldnovanych b&h( v fidicim softwaru
NextSeq 1000/2000. Po sekvenovani se automaticky spusti analyza v pfistroji. Data cBCL a vystupni
soubory sekundarni analyzy DRAGEN jsou uloZeny ve vybrané vystupni slozce.

Local mode (Mistnirezim). Seznam vzork( ve formatu souboru verze 2 je ruéné importovan do
fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000. Po sekvenovani se automaticky spusti analyza v pfistroji.
Data cBCL a vystupni soubory sekundarni analyzy DRAGEN jsou ulozeny ve vybrané vystupni
slozce. Pokud je vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora,
sledovani a ukladani béhu), Ize analyzu spustit také prostfednictvim aplikaci BaseSpace Sequence
Hub po dokonéeni sekvenovani.

Standalone mode (Samostatny rezim). Umozriuje nastavit béh a podle pokyn( v fidicim softwaru
NextSeq 1000/2000 vygenerovat data cBCL.

‘ Otevieni $titu pfi kontrole pied spusténim béhu nebo pfi béhu mize zplsobit chybu béhu.

| Bé&hem otevirani a zavirani Stitu méjte ruce dal od pfistroje, abyste se vyhnuli poranéni.
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Spusténi cloudového nebo hybridniho béhu

1. Nakonfigurujte rezim bé&hu podle popisu v ¢asti Konfigurace rezimu béhu na strané 20.
Vyberte moznost Start (Spustit).

3. Zadejte své prihlasovaci Udaje do prostfedi BaseSpace Sequence Hub a vyberte moznost Sign In
(Prinlasit).

4. Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovania
ukladani b&hu), vyberte pracovni skupinu BaseSpace Sequence Hub, ktera obsahuje pozadovany

béh vytvofeny v nastaveni Instrument Run Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace
Sequence Hub.

Aby se pfedeslo chybam, je nutné vybrat pracovni skupinu. Pfed pokracovanim vyberte pracovni
skupinu.

5. Vyberte moznost Next (Dalsi).
6. Vyberte béh.

Zkontrolujte, Ze analyza, délka béhu a verze sekundarni analyzy souhlasi se spravnym béhem.
V nazvu analyzy se zobrazuje text ,Cloud_", ktery oznacuje, Ze analyza probiha v prostfedi
BaseSpace Sequence Hub.

Vyberte moznost Review (Kontrola).

9. [Volitelny postup] Zadejte umisténi vlastnich primerd pro &teni a viastnich indexaénich primerd.
Dal$iinformace o pfipravé a pfidavani vlastnich primer( naleznete v Pfiruéce pro viastni primery
systémi NextSeq 1000 a 2000 (dokument & 1000000139569). Navstivte stranku Compatible
Products (Kompatibilni produkty) pouzité sady pro pfipravu knihoven a zkontrolujte, zda je nutné
pouzit vlastni primery lllumina.

10. [Volitelny postup] Vyberte vlastni ndvod. Dal$iinformace naleznete v ¢asti Sekvenovani v rezimu
tmy na strané 100.

Pokud pouzivate fidici software NextSeq 1000/2000 verze 1.3 se sadou lllumina Stranded Total
RNA Prep with Ribo-Zero Plus nebo lllumina Stranded mRNA Prep, je vlastni navod vybran
automaticky.

1. [Volitelny postup] Pokud chcete knihovny denaturovat a ziedit ruéné, zruste zaskrtnuti policka
Denaturovat a zfedit v pfistroji. Viz Pfirucka pro denaturaci a fedéni knihoven systémdu
NextSeq 1000 a 2000 (dokument ¢. 1000000139235).

Vychozi vybér se konfiguruje v nastaveni fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000.

12. [Volitelny postup] Pokud chcete zménit vystupni slozku, vyberte pole Output Folder (Vystupni
slozka) a zadejte nové umisténi.

Pole Output Folder (Vystupni sloZka) je automaticky vypinéno podle vychozich nastavenia jeho
vyplnéni je povinné, pokud neni vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage
(Proaktivni podpora, sledovani a uklddani béhu).
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Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani béhu), zobrazi se v poli Save to BaseSpace Sequence Hub (UloZit do prostfedi BaseSpace
Sequence Hub) hodnota Enabled (Povoleno).

Pokud jste vybralimoZnost Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora a sledovani béhu),
zobrazi se v poli Save to BaseSpace Sequence Hub (UloZit do prostifedi BaseSpace Sequence Hub)
hodnota Disabled (Zakdzano).

13. Zkontrolujte informace o béhu a poté vyberte moznost Prep (Pfiprava).

Spusténi mistniho béhu

1.

Dokument €. 1000000109376 vO4 CZE

Nakonfigurujte rezim béhu podle popisu v ¢asti Konfigurace rezimu béhu na strané 20.
Vyberte moznost Start (Spustit).

Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani béhu) nebo Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora a sledovani béhu), zadejte
své pfihlasovaci Udaje k u¢tu BaseSpace Sequence Hub a poté vyberte moznost Sign In (Pfihlasit).

Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani béhu), vyberte pracovni skupinu BaseSpace Sequence Hub, do které chcete uloZit béh, a
poté vyberte moznost Next (Dalsi).

Aby se pfedeslo chybam, je nutné vybrat pracovni skupinu. Pfed pokracovanim vyberte pracovni
skupinu.

Vyberte moznost Choose... (Zvolit) v ¢asti Start With Sample Sheet (Zadit se seznamem vzork({) a
prejdéte k seznamu vzork{ s formatovanim verze 2 v pristroji NextSeq 1000/2000, na pfenosném
disku nebo na pfipojeném sitovém disku. Nazvy souborl seznamu vzorkd nesmi obsahovat zvlastni
znaky.

Ridici software NextSeq 1000/2000 verze 1.3 automaticky zjisti verzi softwaru DRAGEN ze seznamu
vzork({ a v pfipadé potfeby vas pozada o prepnuti verzi. Pfislu§na verze softwaru DRAGEN musi byt
nainstalovana v systému. Dalsiinformace o instalaci naleznete v ¢asti Aktualizace softwaru

na strané 74.

* Instrument Run Setup Used (Nastaveni béhu pfistroje pouzito). Vyberte soubor se slozkou .zip
obsahujici seznam vzorkl verze 2 a pfipadné podplrné soubory. V opaéném pripadé vyberte
seznam vzorkU verze 2.

* Instrument Run Setup Not Used (Nastaveni béhu pfistroje nepouzito). Ujistéte se, ze se
podpdrny soubor se sekundarni analyzou nachazi ve stejném adresafi jako seznam vzorkd
verze 2.

48

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

n | Vybrany seznam vzorkd musi mit format verze 2. Pokud chcete vytvofit seznam vzorky verze 2,

10.

1.

stahnéte si vygenerovany seznam vzork{ z nabidky Instrument Run Setup (Nastaveni b&hu
pfistroje) v prostiedi BaseSpace Sequence Hub nebo upravte Sablonu seznamu vzorkl verze 2
poskytnutou na strance podpory systému NextSeq 1000/2000. DalSiinformace o formatovani
seznamu vzorkU verze 2 a pozadavcich na néj naleznete v ¢asti Nastaveni seznamu vzork( verze
2 na strané 86. Ujistéte se, Ze pfipadné soubory odkazované v seznamu vzork( se nachazeji ve
stejné slozce jako seznam vzorkd.

Vyberte moznost Review (Kontrola).

[Volitelny postup] Zadejte umisténi viastnich primerd pro ¢teni a vlastnich indexaénich primer(.
Dal$iinformace o pfipravé a pfidavani vlastnich primer( naleznete v Pfiruéce pro viastni primery
systémi NextSeq 1000 a 2000 (dokument ¢. 1000000139569). Navstivte stranku Compatible
Products (Kompatibilni produkty) pouzité sady pro pfipravu knihoven a zkontrolujte, zda je nutné
pouzit vlastni primery lllumina.

[Volitelny postup] Vyberte vlastni navod. DalSiinformace naleznete v ¢asti Sekvenovani'vrezimu
tmy na strané 100.

Pokud pouzivate Fidici software NextSeq 1000/2000 verze 1.3 se sadou lllumina Stranded Total
RNA Prep with Ribo-Zero Plus nebo Illumina Stranded mRNA Prep, je vlastni ndvod vybran
automaticky.

[Volitelny postup] Pokud chcete knihovny denaturovat a zfedit ruéné, zruste zaskrtnuti poli¢ka
Denaturovat a zfedit v pfistroji. Viz Prirucka pro denaturaci a fedéni knihoven systéma
NextSeq 1000 a 2000 (dokument & 1000000139235).

Vychozi vybér se konfiguruje v nastavenifidiciho softwaru NextSeq 1000/2000.

[Volitelny postup] Pokud chcete zménit vystupni slozku, vyberte pole Output Folder (Vystupni
slozka) a zadejte nové umisténi.

Pole Output Folder (Vystupni slozka) je automaticky vypinéno podle vychozich nastavenia jeho
vyplnéni je povinné, pokud neni vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni
podpora, sledovani a ukladani béhu).

Pokud jste vybrali moZnost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani béhu), zobrazi se v poli Save to BaseSpace Sequence Hub (Ulozit do prostfedi BaseSpace
Sequence Hub) hodnota Enabled (Povoleno).

Pokud jste vybralimoznost Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora a sledovani béhu),
zobrazi se v poli Save to BaseSpace Sequence Hub (Ulozit do prostfedi BaseSpace Sequence Hub)
hodnota Disabled (Zakédzano).

Zkontrolujte informace o béhu a poté vyberte moznost Prep (Pfiprava).

Spusténi samostatného béhu

1.
2.
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Nakonfigurujte rezim bé&hu podle popisu v asti Konfigurace rezimu béhu na strané 20.

Vyberte moznost Start (Spustit).
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Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani bé&hu) nebo Proactive and Run Monitoring (Proaktivni podpora a sledovani béhu), zadejte
své pfihlasovaci Udaje k U¢tu BaseSpace Sequence Hub a poté vyberte moznost Sign In (Pfihlasit).

Pokud jste vybralimoznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a
ukladani béhu), vyberte pracovni skupinu BaseSpace Sequence Hub, do které chcete uloZit béh, a
poté vyberte moznost Next (Dalsi).

Vyberte moznost Set Up New Run (Nastavit novy béh).

V poli Run Name (Nazev béhu) zadejte preferovany jedineény nazev k identifikaci aktualniho béhu.
Nazev béhu mliZe obsahovat alfanumerické znaky, pomicky a podtrzitka.

V poli Read Type (Typ ¢teni) vyberte pocet Eteni sekvenovani, ktery ma byt proveden:
* Single Read (Jedno ¢teni): Provede jedno ¢teni, coz je jednodus$si a rychlejSi moznost.
* Paired End (S parovymikonci): Provede dveé &teni, ktera pfinesou data vyssi kvality a pfesnéjsi
zarovnani.

Zadejte pocet cykll provedenych v kazdém ¢tent:
Neexistuje zadny maximalni pocet indexovacich cykld, avak soucet cykll ¢teni a indexovacich
cykll musi byt mensinez pocet cykll oznacenych na $titku kazety zvyseny o 27.

Read 1 (Cteni 1). Zadejte hodnotu 1-151 cykld.

Index 1. Zadejte pocet cykld potifebnych pro primer Index 1 (i7).Pfi béhu pouze PhiX zadejte do obou
indexovych poli hodnotu O.

Index 2. Zadejte pocet cykll potiebnych pro primer Index 2 (i5).

Read 2 (Cteni 2). Zadejte az 151 cykl(i. Tato hodnota je obvykle stejnd jako hodnota Read 1 (Cteni 1).

9.
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Pokud jste vybrali moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a

ukladani béhu), vyberte moznost Choose... (Zvolit) a importujte seznam vzorkd.

Ridici software NextSeq 1000/2000 verze 1.3 automaticky zjisti verzi softwaru DRAGEN ze seznamu
vzorkU a v pfipadé potifeby vas pozada o prepnuti verzi. Pfisludna verze softwaru DRAGEN musi byt

nainstalovana v systému. DalSiinformace o instalaci naleznete v ¢asti Aktualizace softwaru

na strané 74.

| Vybrany seznam vzorkd musi mit format verze 2. Pokud chcete vytvofit seznam vzorkU verze 2,
stahnéte si vygenerovany seznam vzork(d z nabidky Instrument Run Setup (Nastaveni béhu
pfistroje) v prostiedi BaseSpace Sequence Hub nebo upravte $ablonu seznamu vzork( verze 2
poskytnutou na strance podpory systému NextSeq 1000/2000. Dalsiinformace o formatovani
seznamu vzorkU verze 2 a pozadavcich na néj naleznete v ¢asti Nastaveni seznamu vzork( verze
2 na strané 86. Ujistéte se, Ze pfipadné soubory odkazované v seznamu vzorkl se nachazeji ve
stejné slozce jako seznam vzorka.
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10.

1.

12.

13.

14.

[Volitelny postup] Zadejte umisténi vlastnich primerl pro ¢teni a vliastnich indexacénich primerd.
Dalsiinformace o pfipravé a pridavani viastnich primer( naleznete v Pfiru¢ce pro viastni primery
systém NextSeq 1000 a 2000 (dokument ¢. 1000000139569). Navstivte stranku Compatible
Products (Kompatibilni produkty) pouZzité sady pro pfipravu knihoven a zkontrolujte, zda je nutné
pouzit vlastni primery lllumina.

[Volitelny postup] Vyberte viastni navod. Dalsiinformace naleznete v ¢asti Sekvenovanivrezimu
tmy na strané 100

[Volitelny postup] Pokud chcete knihovny denaturovat a zfedit ru¢né, zruste zaskrtnuti policka
Denaturovat a zfedit v pfistroji. Viz Pfirucka pro denaturaci a fedéni knihoven systémdu

NextSeq 1000 a 2000 (dokument ¢. 1000000139235).

Vychozi vybér se konfiguruje v nastaveni fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000.

[Volitelny postup] Pokud chcete zménit vystupni slozku, vyberte pole Output Folder (Vystupni
slozka) a zadejte nové umisténi.

Pole Output Folder (Vystupni sloZka) je automaticky vypinéno podle vychozich nastavenia jeho
vypInénije povinné, pokud neni vybrana moznost Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni
podpora, sledovani a ukladani béhu).

Vyberte moznost Prep (Pfiprava).

Vlozeni spotfebniho materialu do pfistroje

1.

Ujistéte se, Ze pred vioZzenim do prltokové kyvety (s vyjmutym Sedym ouskem) a zfedéné knihovny
byla kazeta nejprve rozmrazena a 10krat pfevracena.

Vyberte moznost Load (Vlozit).

Ridici software NextSeq 1000/2000 otevie $tit a vysune pfihradku.

Umistéte kazetu do prihradky tak, aby okénko sméfovalo vzhlru a pritokova kyveta byla uvnit¥
pfistroje. Zatlacte kazetu, dokud nezacvakne na misto.

4. Vyberte moznost Close (Zavfit), aby se kazeta zasunula a Stit zavrel.
Pfiblizné po 3 minutach zobrazi fidici software 1000/2000 informace o naskenovaném spotfebnim
materialu.
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5. [Volitelny postup] Vybérem moznosti Eject Cartridge (Vysunout kazetu) vyjméte kazetu.
Stit se po 1 minuté otevfe a vysune kazetu.

6. Vyberte moznost Sequence (Sekvenovat).

Kontroly pfed spusténim béhu

Kontroly pfed spusténim bé&hu zahrnuji kontrolu pfistroje a kontrolu prdto¢nych soucasti. Pfi kontrole
pratoénych soucasti dojde k perforaci peceti kazety, v diisledku ¢ehoz pfistroj vyda 3 az 4 praskavé
zvuky. Toto chovani je ocekavané. Reagencie nyni projdou skrz prdtokovou kyvetu.

Po spusténi kontroly prito¢nych souéasti neni mozné znovu pouzit spotiebni material.

1. Pockejte pfiblizné 15 minut, nez skonc¢i kontroly pfed spusténim béhu.
Béh se spusti automaticky po tspésném dokonceni.

2. Pokud pfi kontrole pfistroje dojde k chybé&, zopakujte kontrolu vybérem moznosti Retry (Opakovat).
KdyzZ probiha kontrola, zobrazuje se na animovany krouzek oznadujici priibéh kontroly.

3. Informace k feeni problém& naleznete v &asti Reseni chybovych zprdv na strané 80.

Sledovani postupu béhu

1. Sledujte postup a metriky béhu, které se zobrazuji na obrazovce sekvenovani.

* Estimated run completion (Odhadované dokonceni béhu) - pfiblizné datum a ¢as dokonceni.
Metrika odhadovaného dokonéeni béhu vyZzaduje 10 pfedchozich béh(, aby bylo mozno
vypocitat pfesny ¢as dokonceni béhu.

* Average %Q30 (Priimérné procento s Q30) - priimérna procentudlini hodnota pfifazeni baze se
skore kvality = 30.

* Projected Yield (Pfedpokladana vytéZnost) — o¢ekavany pocet pfifazeni bdze pro béh.

* Total Reads PF (Celkovy pocet ¢teni vyhovuijicich filtru Uspé&snosti) — pocet klastrl s parovymi
konci (pokud jsou relevantni), které vyhovuiji filtru Uspésnosti (v milionech).

* Real Time Demux (Demultiplexovani v redlném case) — stav demultiplexovani, kdyz je zahdjen
na pocatku éteni 2 po dokonc&eni cykll ¢teni 1, indexu 1aindexu 2. V poli Status (Stav) se
zobrazi Complete (Dokondeno), i kdyz nejsou indexovaci cykly provedeny. Neni k dispozici pro
béhy v cloudovém reZimu.

* Real Time Demux (Demultiplexovani v rediném ¢ase) — stav demultiplexovani, kdyz je zahajen
na poc¢atku ¢teni 2 po dokondeni cykld éteni 1, indexu 1a indexu 2. Neni k dispozici pro béhy
v cloudovém rezimu.

Metrika Q30 a metrika vytéznosti se zobrazi po skonceni cyklu 26 (pfiblizné 6 hodin po spusténi
béhu).

2. Pokud chcete sledovat zpracovani b&hd, vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost
Process Management (Spréava procesu).

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE 52

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

3.

4.

Pokud chcete zrusit béh, vyberte moznost End Run (Ukondit béh). Dalsiinformace o ruSeni béhd
naleznete v ¢asti Zruseni béhu na strané 81.

Vyjméte spotiebni materidl z pfistroje. BEéhem 3 dnll vyjméte z pfistroje kazetu.

Vyjmuti spotfebniho materialu

1.

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

Po dokonc&eni sekvenovani vyberte moznost Eject Cartridge (Vysunout kazetu).
Software vysune pouzitou kazetu z pfistroje.

Vyjméte kazetu z pfihradky.
Vyjméte priitokovou kyvetu z kazety.

Zlikvidujte pritokovou kyvetu, kterd ma elektronické soucasti, v souladu s predpisy platnymi ve vasi
zemi.

[Volitelny postup] Vyjméte vypustnou zatku pod logem lllumina na bo¢ni strané kazety nad
pfislusnou oblasti (tj. vylevkou nebo vypusti pro kapalny nebezpeény odpad). Pfi vyjimani drzte
zatku vodorovné nebo doll od svého oblieje. Vypustte pouZzité reagencie v souladu s platnymi
predpisy. Pokud neni povoleno automatické ¢isténi reagencii, zavisi doba vypousténi na velikosti
kazety.

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpeéné chemické latky. Vdechovanim,
poZitim, stykem s kliZi a vniknutim do o¢i mUZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné
pomtcky véetné ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro
mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je
v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany
Zivotniho prostfedi, zdravi a bezpecnosti prace naleznete na bezpeénostnich listech (SDS) na
strance support.illumina.com/sds.html.

Zlikvidujte kazetu s reagenciemi.

Omyti po béhu neni tfeba, protoze prito¢né soudasti jsou zlikvidovany spoleéné s kazetou.
Pokud chcete pfihradku viozit zpét a vratit se na domovskou obrazovku, vyberte moznost Close
Door (Zavfit dvifka).

Software automaticky zasune pfihradku a senzory potvrdi vyjmuti kazety.

iSténi prihradky na kazetu

téni pfihradky na kazetu je nutné pouze tehdy, pokud se na ni vylije reagencie.

Vyjméte kazetu z pfistroje.
Nasadte sinové nepudrované rukavice a pfipadné dalSi ochranné prostfedky.
Nastfikejte 10% bélici roztok na hadfik.

Vytfete pfihradku na kazetu hadfikem a poté pevnymi utérkamiihned odstrarte bélici roztok.
Pokud bélici pfipravek neni odstranén inned, zplsobi odbarveni pfinradky na kazetu.
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5. Nastfikejte 70% roztok etanolu na pfihradku na kazetu a ihned jej setfete pevnou utérkou.

6. Vratte prinradku na kazetu zpét do polohy pro viozeni.
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Vystupni data sekvenovani

V této &asti je popsan software Real-Time Analysis. Tento software provadi pfitazeni baze, pfifazuje
skore kvality a zajistuje vystup dat. Dozvite se, jaké jsou rlizné typy vystupnich soubor( a kde je po
dokonceni béhu hledat.

Prehled softwaru Real-Time Analysis

Sekvenacni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000 vyuzivaji software RTA3, ktery je implementaci
softwaru Real-Time Analysis na vypocetnim modulu (CE) pfistroje. Software RTA3 extrahuje intenzity
z obrazll ziskanych z kamery, pfifazuje baze, pfifazuje skore kvality k pfifazenim bazi, provadi zarovnani
s kontrolou PhiX a vykazuje data v souborech InterOp pro Ucely zobrazeni v fidicim softwaru pfistroje.

Za Ucelem optimalizace doby zpracovani uklada software RTA3 informace do paméti. Dojde-li
k ukonceni softwaru RTA3, zpracovani nepokracuje a pfipadna zpracovavana data béhu jsou z paméti
ztracena.

Vstupy softwaru RTA3

Software RTA3 vyzaduje, aby byly v mistni paméti systému obrazy dlaZdic za U¢elem zpracovani.
Software RTA3 pfijima informace o béhu a prfikazy z fidiciho softwaru.

Vystupy softwaru RTA3

Obrazy pro kazdy kanal jsou v paméti predavany do softwaru RTA3 jako dlazdice. Z téchto obrazl
vytvaii software RTA3 jako vystup sadu soubord pfifazeni baze a soubord filtrd se skdre kvality.
V8echny ostatni vystupy jsou podplrné vystupni soubory.

Typ souboru Popis

Soubory pfifazeni Kazda analyzovana dlazdice je uvedena v souboru zietézeného

baze pfifazeni baze (*.cbcl). Dlazdice ze stejné cesty a povrchu jsou
agregovany do jednoho souboru *.cbcl pro kazdou cestu a povrch.

Soubory filtrl Kazda dlazdice produkuje soubor filtru (*.filter). Ten urcuje, zda klastr
prochazi filtry.

Soubory umisténi Soubory umisténiklastrd (*.locs) obsahuji koordinaty X a Y pro kazdy

klastr( klastr v dlazdici. Soubor umisténi klastrd se vytvafi pro kazdy béh.

Vystupni soubory slouzi k ndsledné analyze v systému DRAGEN a prostfedi BaseSpace Sequence Hub.
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Regeni chyb

Software RTA3 vytvaii soubory protokolll a zapisuje je do slozky Logs (protokoly). Chyby jsou
zaznamenavany do textového souboru ve formatu *.log.

Nasledujici soubory protokolu jsou na konci zpracovani pfesunuty do findlni vystupni slozky:

Soubor info 00000. log shrnuje dlleZité udalosti béhu.

Soubor error_00000.log obsahuje chyby, ke kterym doslo béhem béhu.

Soubor warning_00000.log obsahuje varovani, ke kterym doslo béhem béhu.

Dlazdice pritokové kyvety

Dlazdice jsou malé zobrazovaci oblasti na pritokové kyveté. Kamera pofizuje jeden obraz na kazdou

dlazdici.

Pritokova kyveta NextSeq 1000/2000 P2 ma celkem 132 dlazdic. Pritokova kyveta NextSeq 1000/2000

P3 ma celkem 264 dlazdic.

Tabulka 5 Dlazdice prltokové kyvety

Komponenta Pratokova kyveta

prutokové NextSeq1000/2000

kyvety P2 P3
Cesty 1 2
Povrchy 2 2
Zabéry na cestu 6 6
Dlazdice na 1 1
zabér

Celkovy pocet 132 264

vygenerovanych
dlazdic
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Pritokova kyveta
NextSeq 1000/2000

Popis

Cesty jsou opticky
rozlisitelné, nejsou to vSak
prito¢né oddélené kanaly.

Pritokové kyvety P2 a P3
jsou snimany na dvou
povrsich — na hornim

a doInim. Horni povrch
dlazdice je nasniman jako
prvni.

Zabér predstavuje sloupec
v cesté pritokové kyvety.
Dlazdice je ¢ast zabéru,
ktera znazornuje
zobrazovanou oblast na
pritokové kyveté.

Celkovy pocet dlazdic se
rovna soucinu cesty x
povrchy x zabéry x
dlazdice na zabér.

56



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

Pojmenovani dlazdic

Nazev dlazdice je étyfmistné Cislo, které predstavuje polohu dlazdice na pritokové kyveté. Napfiklad
nazev dlazdice 1205 oznacuje horni povrch, zabér 2, dlazdici 05.

Prvni Cislice pfedstavuje povrch: 1znamena horni povrch, 2 spodni.

Druha Cislice pfedstavuje ¢islo zabéru: 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6.

Posledni dvé Cislice predstavuiji ¢islo dlazdice. Pro ¢isla zabérd 1-4 zadina &islovani ¢islem 01 na
vystupnim konci pritokové kyvety a konéi &islem 11 na vstupnim konci. Pro &isla zabér( 5-6 zacina
Cislovani ¢islem 01 na vstupnim konci a kon¢i ¢islem 11 na vystupnim konci.

Pracovni postup softwaru Real-Time Analysis

Registrace Zaznamena umisténi kazdého klastru na vzorované pritokové kyveté.
Extrakce intenzity Urcuje hodnotu intenzity pro jednotlivé klastry.
Oprava fazovani Opravuje efekty fazovani a prfedfazovani.
Pfifazeni baze Urcuje pfifazenibaze pro kazdy klastr.
Vyhodnocovani PFifazuje skore kvality ke kazdému pfifazeni baze.
kvality
Registrace

Registrace zarovna obraz k otoéené ¢tvercové oblasti nanoprvkd na vzorované pritokové kyveté.
Z divodu sefazeného uspoiadani nanoprvk( jsou soufadnice X a Y pro kazdy klastr v dlazdici pfedem
uréeny. Polohy klastr( jsou zapsany pro kazdy bé&h v souboru umisténi klastrd (s.locs).

Pokud se u nékterych obrazl v cyklu registrace nezdafi, pro doty¢nou dlazdici v cyklu se nevytvori
Zadn4 prifazeni databaze. Pomoci prohlize¢e Sequencing Analysis Viewer mlZete urdit, které obrazy se
nepodafilo registrovat.

Extrakce intenzity

Extrakce intenzity vypocita po registraci hodnotu intenzity pro kazdy nanoprvek v daném obraze. Pokud
se registrace nezdafi, nelze intenzitu dané dlazdice extrahovat.

Oprava fazovani

Bé&hem sekvenacnireakce se jednotliva viakna DNA v klastru prodlouZi o jednu bazi na cyklus. K
fazovani a predfazovani dochazi, kdyz se vlakno dostane mimo fazi s aktualnim cyklem zaclenovani.
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K fazovani dochazi, kdyz se baze zpozdi.

K prfedfazovani dochazi, kdyz baze poskod&i dopfedu.

Obrazek 5 Fazovania predfazovani

B
A ) ) O @5 & 66 )
& | :’ ﬁ:‘ ! ) | ] | ]
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A. Ctenis bazi, ktera fazuje.
B. Ctenis bazi, ktera predfazuje.

Modul RTA3 opravuje U&inky fdzovani a pfedfazovani, coz maximalizuje kvalitu dat v kazdém cyklu
béhem béhu.

Pfifazeni baze
Pfifazeni baze urcéuje bazi (A, C, G nebo T) pro kazdy klastr dané dlazdice v konkrétnim cyklu.
Sekvenacéni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000 vyuzivaji dvoukanalové sekvenovani. Toto

sekvenovani vyzaduje pouze dva obrazy k zakdédovani dat pro étyfi baze DNA, jednu ze zeleného kanélu
a jednu z modrého kanalu.

Pokud nedojde k pfifazeni, je to oznaéeno jako N. K nepfifazeni dochazi, kdyz klastr nevyhovi filtru, kdyz
se nezdafiregistrace nebo kdyz se klastr posune mimo obraz.

Intenzity jednotlivych klastrl jsou extrahovany ze zelenych a modrych obrazd a vzajemné porovnany.
Vysledkem jsou Ctyfi samostatné populace. Kazda populace odpovida bazi. Proces pfifazeni baze
urcuje, do které populace jednotlivé klastry patfi.

Tabulka 6 Prifazenibaze pfi dvoukanalovém sekvenovani

Baze Zeleny kanal Modry kanadl Vysledek

A 1 1 Klastry, které vykazujiintenzitu v zelenych i modrych
(pfitomno) (pfitomno) kanalech.
C 0 1 Klastry, které vykazuji intenzitu pouze v modrém
(nepfitomno) (pfitomno) kanale.
G 0 0 Klastry, které nevykazuji intenzitu v zadném znamém

(nepfitomno)  (nepfitomno)  umisténiklastrd.

T 1 0 Klastry, které vykazujiintenzitu pouze v zeleném
(pfitomno) (nepfitomno) kanale.
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Obrdzek 6 Vizualizace intenzit klastrQ

n | Barva kazdého klastru koresponduje s grafy %Base v prohlizeéi Sequence Analysis Viewer
(SAV) a daty béhu podle cyklu v prostfedi BaseSpace Sequence Hub. Neni smyslem, aby barvy
korespondovaly se zelenym a modrym kanalem.

Klastry vyhovuijici filtru uspésnosti

Béhem béhu model RTA3 filtruje nezpracovana data, aby odebral ¢teni, ktera nedosahuji prahové
hodnoty kvality dat. Klastry, které se pfekryvaji nebo maiji nizkou kvalitu, budou odebrany.

V pfipadé dvoukanalové analyzy vyuziva software RTA3 systém zaloZeny na populacich, aby urdil
ryzost (miru intenzity Cistoty) pfifazeni baze. Klastry projdou filtrem (PF), kdyz v prvnich 25 cyklech
maximalné jedno pfifazeni bdze nedosdhne pevné prahové hodnoty ryzosti. Pokud je soucéasti
zarovnani PhiX, provede se ve 26. cyklu na podskupiné dlazdic u klastrQ, které vyhovély filtru. Na
klastry, které filtrem neprojdou, se nepouzije pfifazeni bdze a nebudou zarovnany.

Skore kvality

Skore kvality pfedstavuje pfedpovéd pravdépodobnosti nespravného pfifazeni baze. Vyssi skore kvality

naznacuje, ze pfifazeni baze ma vyssi kvalitu a s vétsi pravdépodobnosti bude spravné. Po stanoveni
skore kvality se vysledky zaznamenaji do souborl pfitazeni baze (*.cbcl).

Skore kvality struénou formou informuje o pravdépodobnosti malych chyb. Skére kvality je uvadéno ve
formé Q(X), kde X je pfislusné skére. Nasledujici tabulka ukazuje vztah mezi skérem kvality
a pravdépodobnosti chyby.
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Skore kvality Q(X) Pravdépodobnost chyby
Q40 0,0001 (1z10 000)

Q30 0,001 (1z1000)

Q20 0,01 (1ze 100)

Q10 0,17(1z10)

Vyhodnocovani a vykazovani kvality

Vyhodnocovani kvality vypocita sadu pfedpovédi pro jednotliva pfifazeni baze a potom hodnoty indicii
pouzije k vyhledani skére kvality v tabulce kvality. Tabulky kvality jsou vytvofeny tak, aby poskytovaly
optimalné pfesné predpovédi kvality pro béhy generované prostfednictvim specifické konfigurace
platformy pro sekvenovani a verze chemického slozeni.

n | Vyhodnocovani kvality je zaloZeno na upravené verzi algoritmu programu Phred.

Za Ucelem vytvoreni tabulky kvality pro sekvenacéni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000 byly uréeny
tfi skupiny pfifazeni baze zaloZzené na klastrovani téchto specifickych prediktivnich funkci. Po seskupeni
pfifazeni bdze byla empiricky vypoctena stfedni hodnota chyby pro kazdou ze tfech skupin a pfislusna
skoére kvality byla zaznamenana v tabulce kvality spole¢né s prediktivnimi funkcemi vztazenymik dané
skupiné. Z tohoto divodu jsou v softwaru RTA3 moznd pouze tii skére kvality. Tato skére kvality
predstavuji prdmérnou hodnotu chyby skupiny (Zjednodusené vyhodnoceni kvality pomoci softwaru
RTA3na strané 61). Vysledkem je zjednodusené, presto velmi prfesné vyhodnoceni kvality. Tyto tfi
skupiny v tabulce kvality odpovidaji meznimu (Q15), stfednimu (~Q20) a kvalitnimu (> Q30) pfifazeni
baze a jsou jim pfitazena konkrétni skére kvality 12, 23 a 37. Pfipadim bez pfifazeni baze je pfifazeno
Lhulové” skére 2. Tento model vykazovani skére kvality snizuje poZzadavky na velikost Ulozisté a Sifku
pasma, aniz by to mélo vliv na pfesnost nebo vykon.
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Obrazek 7 Zjednodusené vyhodnoceni kvality pomoci softwaru RTA3

RTAS3

Data sekvenovani

v
Tabulka kvality
Metrika1 Metrika 2 Metrika 3 Metrika 4 Metrika 5

0 1 3 3.2 0
862 915 0,5 0,9 0
2125 2178 0,05 0,06 1
3256 3309 0,05 0,07 !

v

Skore kvality

2|12 [ 28| 37

Vystupni soubory sekvenovani

Typ souboru

Soubory
zfetézeného
pfifazeni baze

Soubory umisténi
klastr{

Soubory filtrd

Popis souboru, umisténi a nazev

Kazdy analyzovany klastr je zahrnut v souboru zfetézeného pfifazeni baze,
v némz jsou data agregovana do jednoho souboru pro kazdy cyklus, cestu a
povrch. Agregovany soubor obsahuje zfetézené pfifazeni baze a kddované
skore kvality pro kazdy klastr. Soubory zietézeného pfifazeni baze jsou
pouzivany prostfedim BaseSpace Sequence Hub nebo softwarem
bcl2fastg2.

Data/Intensities/BaseCalls/L001/C1.1

L[cesta] [povrch].cbcl, napfikladL001 1.cbcl

Pro kazdou prdtokovou kyvetu existuje binarni soubor umisténiklastrd, ktery
obsahuje soufadnice XY klastr(l v dlaZdici. Soufadnice jsou pfedem uréeny
$estihrannym uspofadanim, které odpovida usporadani nanoprvkd pritokoveé
kyvety.

Data/Intenzity

s [cesta].locs

Soubor filtru vymezuje, zda klastr projde filtry. Soubory filtr(i jsou vytvareny
ve 26. cyklu a vyuzivaji data z pfedchozich 25 cyklG. Pro kazdou dlazdici je
vytvoren jeden soubor filtru.

Data/Intensities/BaseCalls/L001

s [cesta] [dlaZdice].filter
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Typ souboru Popis souboru, umisténi a nazev

Soubory InterOp Binarni soubory vykazovanilze zobrazit v pfistroji pomoci fidiciho softwaru
pfistroje nebo mimo pfistroj v prohlizeci SAV nebo prostfedi BaseSpace
Sequence Hub. Soubory InterOp jsou aktualizovany v priibéhu béhu.
Slozka InterOp

Soubor Uvadindzev béhu, pocet cykll v kazdém &teni, informaci o tom, zda je toto
sinformacemio ¢teni étenim index(, a poCet zabérl a dlazdic na prdtokové kyveté. Soubor
béhu s informacemi o béhu se vytvari na zacatku béhu.

[Kotenovéa slozka],RunInfo.xml

Vystupni soubory sekundarni analyzy DRAGEN

Platforma DRAGEN Bio-IT podrobnéji analyzuje vystup sekvenovani v pfistroji pomoci jednoho
z nasledujicich planl analyzy.

* BCLConvert

* Germline

* RNA

* Enrichment

* Single CellRNA
*  DNA Amplicon

V této ¢astijsou uvedeny informace o kazdém planu DRAGEN v&etné informaci o vystupnich
souborech. Kromé toho, ze software DRAGEN generuje soubory specifické pro kazdy plan, poskytuje
metriky z analyzy v souboru <nazev vzorku>.metrics.json a vykazy popsané v ¢astiPlan DRAGEN
BCL Convert na strané 67. DalSiinformace o softwaru DRAGEN naleznete na strance podpory
platformy DRAGEN Bio-IT.

V8echny plany DRAGEN podporuji dekomprimovani vstupnich souborl BCL a komprimovani vystupnich
souborl BAM/CRAM.

Informace o vystupnich souborech:

* Pokud jsou vramcianalyzy v pFistroji provadény plany Germline, RNA, Enrichment a DNA Amplicon,
nebudou soubory BAM nahrany do prostfedi BaseSpace Sequence Hub, je-li vybrana moznost
Proactive, Run Monitoring and Storage (Proaktivni podpora, sledovani a uklddani béhu).

Plan DRAGEN Enrichment

Plan DRAGEN Enrichment podporuje nasledujici funkce: Pokud pouzivate software DRAGEN 3.7 nebo
novéjsi, je podporovan germinainii somaticky rezim (jen nador).
* Demultiplexovani vzorku

* Pfifazenia zarovnani véetné sefazeni a oznaceni duplikatd
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Pfifazeni malych variant

Prifazeni strukturnich variant

Aby bylo mozZno provést pfifazeni varianty, musi byt soubor *.bed souéasti seznamu vzorkd nebo musi
byt zaddn v nastaveni Instrument Run Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace
Sequence Hub. Prifazeni strukturnich variant se generuje pouze pro ¢teni parovych konct a germinaini
rezim.

Pokud pouzivate software DRAGEN Enrichment verze 3.8 nebo novéjsi, mlzete zadanim souboru
s definici zakladni Grovné Sumu vylep$it vykonnost v somatickém rezimu. Viz ¢ast Import soubor
s definici zakladni drovné Sumu na strané 18.

Plan generuje nasledujici vystupni soubory.

Komponenta Typ Nazev vystupniho souboru
Pfifazeni/zarovnani BAM nebo e <nazev_vzorku>.bam nebo
CRAM e <nazev_vzorku>.cram
Pfifazeni malych variant VCF a o <nazev_vzorku>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF* « <ndazev_vzorku>.hard-filtered.vcf.gz
PFifazeni strukturnich VCF e <nazev_vzorku>.sv.vcf.gz
variant

* Vystupni soubory gVCF jsou k dispozici pouze pro germinalni rezim.

Plan DRAGEN Germline

Plan DRAGEN Germline podporuje nasleduijici funkce:

Demultiplexovani vzorku

Pfifazeni a zarovnani véetné sefazenia oznaceni duplikatd
Pfifazeni malych variant

Pfifazeni strukturnich variant pro éteni parovych koncd
Prifazeni variant poctu kopii u lidskych genom

Expanze repetic u lidskych genom(

Oblasti homozygozity u lidskych genomd

[DRAGEN verze 3.8 nebo novéjsi] Detekce cytochromu CYP2D6

Pfifazeni strukturnich variant se generuje pouze pro ¢teni parovych koncu.

Plan generuje nasledujici vystupni soubory.
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Komponenta

Pfifazeni/zarovnani

Pfifazeni malych variant

Detekéni program pro
strukturni varianty

Varianty poctu kopii
Expanze repetic

Oblasti homozygozity

Detekce cytochromu
CYP2D6

Typ

BAM nebo
CRAM

VCF a gVCF

VCF

VCF
VCF
CSVaBED

TSV

Plan DRAGEN DNA Amplicon

Plan DRAGEN podporuje nasleduijici funkce:

* Demultiplexovani vzorku

Nazev vystupniho souboru

<nazev_vzorku>.bam nebo
<nézev_vzorku>.cram

<ndzev_vzorku>.hard-filtered.gvcf.gz
<nazev_vzorku>.hard-filtered.vcf.gz

<nazev_vzorku>.sv.vcf.gz

<nazev_vzorku>.cnv.vcf.gz
<nazev_vzorku>.repeats.vcf.gz

<nazev_vzorku>.roh_metrics.csv
<nazev_vzorku>.roh.bed

<nazev_vzorku>.cyp2d6.tsv

* Pfifazenia zarovnani véetné sefazeni a oznaéeni duplikatd

* Pfifazeni malych variant v germinainim nebo somatickém rezimu.

Aby bylo mozno provést pfifazeni varianty, musi byt soubor *.bed souéasti seznamu vzorkd nebo musi

byt zadan v nastaveniInstrument Run Setup (Nastaveni béhu pfistroje) v prostfedi BaseSpace

Sequence Hub.

Plan generuje nasledujici vystupni soubory.

Komponenta

Pritazeni/zarovnani

PFifazeni malych variant

Typ

BAM nebo
CRAM

VCF a
gVCF*

Nazev vystupniho souboru

<nazev_vzorku>.bam nebo
<nazev_vzorku>.cram

<nazev_vzorku>.hard-filtered.gvcf.gz
<ndazev_vzorku>.hard-filtered.vcf.gz

* \ystupni soubory gVCF jsou k dispozici pouze v germinalnim rezimu.
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Plan DRAGEN RNA

Plan DRAGEN RNA podporuje nasledujici funkce:

* Demultiplexovanivzorku

* Pfifazenia zarovnani véetné sefazenia oznacéeni duplikatl

* Detekce fuze genu

* Kvantifikace pfepisu

* [DRAGEN verze 3.8 nebo novéjsi] Diferencidlni exprese gend

Pokud chcete vygenerovat vystupni soubory, zadejte v seznamu vzork( soubor GTF nebo se ujistéte,
ze je s referenénim genomem k dispozici vychozi soubor genes .gtf.gz.

Plan generuje nasledujici vystupni soubory.

Komponenta

Pritazeni/zarovnani

Detekce fuze genu

Kvantifikace pfrepisu

Diferencialni exprese

Typ

BAM nebo
CRAM

Bézny text

Bézny text

PNG

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

Nazev vystupniho
souboru

e <nazev_vzorku>.bam
nebo
e <néazev_vzorku>.cram

e <nazev_
vzorku>.fusion_
candidates.preliminary

e <nazev_
vzorku>.fusion_
candidates.final

e Nazev_
vzorku.quant.genes.sf

 nazev_vzorku.quant.sf

Viz nasleduijici tabulka
vystupnich soubor(
diferencialni exprese.

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.

Popis

Vystup zarovnani

spliujici specifikace

SAM.

» Kandidati na fuzi
pied pouzitim filtrd.

o Kandidati na fuzi po
pouZziti filtrd.

» Vysledky
kvantifikace prepisu
na urovni genu.

o VS8echny vysledky
kvantifikace prepisu.

Aby bylo mozné
generovat vystupni
soubory, musi byt

v seznamu vzorkl
nastaveno porovnani.
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Nasledujici soubory se generuji, kdyZ je povolena diferencialni exprese.

Nazev souboru

Control_vs_Comparison.differential_
expression_metrics.csv

Control_vs_
Comparison.genes.counts.csv

Control_vs_
Comparison.genes.heatmap.png

Control_vs_
Comparison.genes.ma.png

Control_vs_
Comparison.genes.pca.png

Control_vs_Comparison.genes.res.csv

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

Popis

Obsahuje metriky analyzy diferencialni exprese.

Popisuje pocet ¢teni pfifazenych ke kazdému genu
pro kazdy vzorek v kontrolni a porovnavaci skupiné.

Tepelna mapa exprese diferencialné vyjadrenych
genl pro vzorky v kontrolni a porovnavaci

skupiné. Tepelnd mapa zndzorfuje pouze
diferencialné vyjadfené geny s upravenou P-hodnotou
<= 0,05. Pokud existuje vice nez 30 diferencidlné
vyjadienych gent, pouZije se pouze prvnich 30
diferencialné vyjadienych gend. Pokud se programu
DESeq1 nepodafi zkonvergovat nebo neexistuji zadné
diferencidlné vyjadfené geny, soubor se nevytvofi.

Obsahuije variaci pomérd exprese gend jako funkci
prdmérné intenzity signalu. Aby se znazornily rozdily
mezi méFenimi na dvou vzorcich, transformuje graf
data na stupnici M (logaritmicky pomér) a stupnici A
(stfednihodnota) a poté vykresli hodnoty. Graf MA
znazorfuje relativni miry exprese (fold change) na
stupnicilog?2, které Ize pfisoudit dané proménné pres
stfedni hodnotu normalizovanych po¢&td véech vzorkd.
Pokud je upravend P-hodnota mensinez 0,1, jsou
body Eervené. Body, které spadaji mimo okno, jsou
vykresleny jako trojuhelniky bez vypiné. Trojuhelniky
s vrcholem nahoru pfedstavuji kladnou relativni
logaritmickou miru exprese (fold change).
Trojuhelniky s vrcholem dold predstavuji zapornou
relativnilogaritmickou miru exprese (fold change).

Graf znazornuje prvni dvé hlavni komponenty, které
vysvétluji nejvyznamnéjsi varianci.

Obsahuje vysledky analyzy DESeq?2, ktera popisuje
stfedni expresi, log2 (relativni mira exprese — ,fold
change”), standardni chyba log2, P-hodnota,
upravena P-hodnota a stav exprese kazdého genu.

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Nazev souboru Popis

Control_vs_ Obsahuje regularizované pocty transformované na

Comparison.genes.rlog.csv logaritmickou stupnici a vypoctené programem
DESeq2.

Plan DRAGEN Single Cell RNA

Plan DRAGEN podporuje ndsledujici funkce:

* Demultiplexovanivzorku

* Pfifazenia zarovnani véetné sefazeni a oznaéeni duplikatt
* Klasifikace bunék a genl

Pokud chcete vygenerovat vystupni soubory, zadejte v seznamu vzorkd soubor GTF nebo se ujistéte,
Ze je s referenénim genomem k dispozici vychozi soubor genes.gtf.gz.

Plan generuje nasledujici vystupni soubory.

Komponenta Typ Nazev vystupniho souboru

Pfifazeni/zarovnani BAM nebo e <nazev_vzorku>.bam nebo
CRAM e <nazev_vzorku>.cram

Klasifikace bunék/gend TSV,CSVa o <nazev_vzorku>.scRNA.barcodeSummary.tsv
MTX o <nazev_vzorku>.scRNA.genes.tsv

e <nazev_vzorku>.scRNA.matrix.mtx

Vykazy analyzy HTML <nazev_vzorku>.dragen.scrna-report.*.html

Plan DRAGEN BCL Convert

Plan DRAGEN BCL Convert vyuziva data BCL generovana z béhu sekvenovani a informaci v seznamu

vzork{ k vytvoreni vystupniho souboru FASTQ pro kazdy vzorek. Nazev souboru FASTQ je <nazev
vzorku>.fastqg.gz.

Plan generuje nasledujici vykazy.

Komponenta Typ Nazev vystupniho souboru
Demultiplexovani Csv o Demultiplex_Stats.csv
Metriky adaptéru Csv o Adapter_Metrics.csv
Preskakovaniindexd CSVv o Index_Hopping_Counts.csv
Nejpocetnéjsineznamé CSsVv o Top_Unknown_Barcodes.csv

¢arové kody
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Statisticky vykaz demultiplexovani

Statisticky vykaz demultiplexovani obsahuje informace o poctu ¢teni vyhovuijicich filtru Uspésnosti,
ktera jsou pfifazena jednotlivym vzorklim v seznamu vzork(. Pfipadna ¢teni, kterd nejsou jednoznacéné
pfifazena ke vzorku, jsou klasifikovana jako neurcena. Vykaz obsahuje také informace o skére kvality
bazi ve &tenich vyhovuijicich filtru Uspésnosti piifazenych jednotlivym vzorkdm.

Uvedeny jsou nasledujici informace.

Metrika
Lane

SamplelD

Index

# Reads

# Perfect Index Reads
# One Mismatch Index
Reads

# of = Q30 Bases (PF)

Mean Quality Score
(PF)

Popis
Cesta na pritokové kyveté, na které byl sekvenovan vzorek.

ID vzorku ze seznamu vzorkU. Pokud ¢teni neodpovida vzorku,
zobrazuje se v polihodnota undetermined (neurceno).

Spojeni ¢teniindex( 1a &teniindext 2 ze seznamu vzorkd oddélenych
pomlckou. Pokud ¢teni neodpovida vzorku, zobrazuje se v poli
hodnota undetermined (neuréeno).

Pocet ¢teni, které vyhovély filtru Uspésnosti, demultiplexované pro
vzorek v zadané cesté.

Podet ¢teni s dokonalou shodou s kombinovanymi sekvencemi indexd
uvedenymiv seznamu vzorkd.

Podet ¢teni s jednou chybou v kombinovanych sekvencich indexd
uvedenych v seznamu vzorkd.

Podet bazi véetné adaptérl, které odpovidaji ¢tenim, kterd vyhovéla
prahové hodnoté kvality Q30.

Stfedni hodnota skére kvality pro ¢teni, ktera odpovidaji vzorku
v zadané cesté. Hodnota zahrnuje baze adaptérd.

Vykazy metrik adaptéru

Soubor metrik adaptéru obsahuje &islo adaptéru a baze vzorku pfidruzené k jednotlivym ¢tenim.

Uvedeny jsou nasleduijici informace.

Metrika
Lane

Sample_ID

Popis

Cesta na pritokové kyveté&, na které byl sekvenovan vzorek.

ID vzorku ze seznamu vzorkd{. Pokud ¢teni neodpovidé vzorku, zobrazuje se v poli

hodnota undetermined (neuréeno).

index

Sekvence indexu 1ze seznamu vzorkU. Pole je prazdné, pokud index nebyl zadan

v seznamu vzorkd nebo pokud je hodnota ID vzorku undetermined (neuréeno).
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Metrika Popis

index2 Sekvence indexu 2 ze seznamu vzorkd. Pole je prazdné, pokud index 2 nebyl zadan
v seznamu vzorkd nebo pokud je hodnota ID vzorku undetermined (neuréeno).

R1_ Pocet bazi odpovidajici hodnoté AdapterRead1v seznamu vzorkd.

AdapterBases

R1_ Pocdet ofiznutych nebo zamaskovanych bazi ze ¢teni 1 pro pfislusnou cestu a

SampleBases vzorek.

R2_ Podet bazi odpovidajici hodnoté AdapterRead2 v seznamu vzorkd.
AdapterBases
R2_ Pocet ofiznutych nebo zamaskovanych bazi ze ¢teni 2 pro pfislusnou cestu a

SampleBases vzorek.

# Reads Pocet ¢teni vzorku v zadané cesté.

Vykaz po¢tl preskokd indexU

Vykaz poétl preskokd indexl obsahuje pocet &teni pro kazdy oéekavany a preskoceny index v piipadé
bé&hd s dvojitym indexovanim. Vykaz obsahuje pouze jedine¢né dvojité indexy na cestu, u nichZ neni pro
Zadny z indexl detekovana kolize ¢arového kddu. Aby bylo mozné generovat metriky pfeskakovani
indexd pro urcitou cestu, musi mit kazdy par zaznamd v ramci kazdého indexu Hammingovu vzdalenost
nejméné 2N + 1, kde N pfedstavuje toleranci neshody ¢arového kédu stanovenou pro index.

Uvedeny jsou nasledujici informace.

V pfipadé béhd bez indexu, b&hl s jednim indexem nebo cest, které neobsahuji jedine¢né dvojité
indexy, obsahuje soubor pouze hlavicky.

Metrika Popis

Lane Cesta na prltokové kyveté&, na které byl sekvenovan vzorek.

# Reads Pocet ¢teni vzorku v zadané cesté.

SamplelD ID vzorku ze seznamu vzork{. Pokud &teni neodpovida vzorku, zobrazuje se v poli

hodnota undetermined (neuréeno).

index Sekvence indexu 1ze seznamu vzork(. Pole je prazdné, pokud je ¢teni provadéno
z jednoho konce nebo pokud ma ID vzorku hodnotu undetermined (neuréeno).

index2 Sekvence indexu 2 ze seznamu vzorkd. Pole je prazdné, pokud je ¢teni provadéno
z jednoho konce nebo pokud ma ID vzorku hodnotu undetermined (neuréeno).

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE 69

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

Vykaz nejpocetnéjsich neznamych ¢arovych kédd

Vykaz nejpocetnéjdich nezndmych ¢arovych kédl obsahuje 100 nejéastéjsich indexd nebo parl indexu
na cestu, které nebyly identifikovany v seznamu vzorkd, podle poétu povolenych neshod. Pokud
existuje vice hodnot indexu umisténych jako 100. nejvy$si zaznam podtu indexd, budou véechny
hodnoty indexu se stejnym poctem uvedeny ve vystupu jako 100. zaznam.

Uvedeny jsou nasledujici informace:

Metrika Popis
Lane Cesta na pritokové kyveté&, na které byl sekvenovan vzorek.

index Sekvence pro kazdy neznamy index ve ¢teniindexd 1. Pole je prazdné, pokud nejsou
nalezeny Zzadné neznamé indexy.

index2 Sekvence pro kazdy neznamy index ve ¢teniindexd 2. Pokud byl bé&h zalozen na
jednom &teni nebo nebyly nalezeny zadné neznamé indexy, je pole prazdné.

#Reads Pocet ¢tenivzorku v zadané cesté.

Vykazy kontroly kvality lllumina DRAGEN

Ve vychozim nastaveni generuje software DRAGEN FastQC pro vSechny plany grafy kontroly kvality.
Agregované vysledky kontroly kvality jsou uloZzeny ve sloZce AggregatedFastqcMetrics a vysledky
podle jednotlivych vzork(l jsou uloZeny ve slozce <nézev vzorku>.

Vykazy kontroly kvality se nevytvareji, pokud je poet vzorkl vyssinez 512.

K dispozici jsou nasledujici grafy kontroly kvality.

Graf kontroly kvality Popis

adapter_content Procentualni pomér sekvenci pro kazdy bazovy par.
positional_mean_quality Primérné skdre kvality baze na stupnici Phred pro kazdou pozici éteni.
gc_content Procentualni pomér obsahu GC pro kazdé &teni sekvenovani.

positional_quality.read_1 Primérna hodnota kvality na stupnici Phred pro baze s konkrétnim
nukleotidem a na dané pozici ve ¢teni 1.

gc_quality

positional_quality.read_2 Primérna hodnota kvality na stupnici Phred pro baze s konkrétnim
nukleotidem a na dané pozici ve ¢teni 2.

n_content
read_length Délka sekvence pro kazdé ¢teni.
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Graf kontroly kvality Popis

positional_base_ Poclet bazi kazdého konkrétniho nukleotidu na danych pozicich ve Cteni
content.read_1 1.

read_quality Primérné skére kvality baze na stupnici Phred pro kazdou pozici éteni.
positional_base_ Poclet bazi kazdého konkrétniho nukleotidu na danych pozicich ve ¢teni
content.read_2 2.

Struktura vystupni slozky sekundarni analyzy DRAGEN

Ve vychozim nastaveni software DRAGEN generuje vystupni soubory ve vystupni slozce vybrané na
karté Settings (Nastaveni). Pro kazdy pracovni postup generuje software DRAGEN souhrnny vykaz
vV souboru report.html.

Data

=l report.html

= report files
AggregateFastQCPlots
El+.png

= *stderr .txt

= *stdout .txt

= dragen prev 48 hrs.log

= dlm prev 48 hrs.log

=l SampleSheet.csv

=l Vstupni soubory béhu (napf. soubory BED, GTF)
"~ nazev_vzorku
enrich_caller , germline_seq, dna_amplicon_seq, rna_seq nebo scrna_seq
"~ nazev_vzorku
=l « .png
=l dragen_*.log
= nazev vzorku.*.metrics.csv
=l [DNA] ndzev _vzorku.*.vcf.gz
=l [DNA] nazev vzorku.*.gvcf.gz: Nenikdispozici pro pldan Amplicon (somaticky)
platformy DRAGEN Bio-IT.

= nazev vzorku.*.bam nebo nazev vzorku.*.cram
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E Protokoly
=] [RNA] nazev vzorku.fusion candidates.filter info
=l [RNA] nédzev vzorku.fusion candidates.final
=] [RNA] nazev vzorku.quant.genes.sf
E[RNA] nazev vzorku.quant.sf
=] ndzev_vzorku.metrics.json
= [scRNA] sample dragen-scrna-report.*.html
=] [scRNA] nazev vzorku.scRNA.barcodeSummary.tsv
[E] [Germline] n&dzev vzorku.roh metrics.csv
=] [Germline] n&zev vzorku.roh.bed
=l [Germline] n&zev vzorku.cyp2d6.tsv
=] nézev_vzorku.fastgc metrics.csv
= nazev vzorku.trimmer metrics.csv
[ [RNA] DifferentialExpression
[ Comparison1
= Control vs Comparison.differential expression metrics.csv
= Control vs Comparison.genes.counts.csv
= Control vs Comparison.genes.disp.pdf
= Control vs Comparison.genes.heatmap.pdf
= Control vs Comparison.genes.ma.pdf
=] Control vs Comparison.genes.pca.pdf
= Control vs Comparison.genes.res.csv
=] Control vs Comparison.genes.rlog.csv
("~ ComparisonN
("~ protokoly
5]« Ltxt
=l « .CsV
[~ fastq: K dispozici pouze tehdy, pokud je parametr KeepFastq hastaven na hodnotu pravda.
EE .fastg.gz

= ora_fastq: K dispozici pouze tehdy, pokud je parametr FastgCompressionFormat nastaven na
hodnotu dragen.
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El .fastg.ora
" RuninstrumentAnalyticsMetrics
0001
E dataset.json
=l fastgc metrics.csv
170002
= dataset.json
= fastgc metrics.csv
= Adapter Metrics.csv
= Demultiplex Stats.csv
=l Index Hopping Counts.csv
"~ Reports
= Demultiplex Stats.csv
=l RunInfo.xml
= Trim Metrics.csv
= fastg list.csv
= SampleSheet.csv
=] Index Hopping Counts.csv

= Top Unknown Barcodes.csv
" ReadlInstrumentAnalyticsMetrics: Pouze pro &teni parovych koncd.
0001
E dataset.json
70002
=l dataset.json
= Adapter Metrics.csv
= Demultiplex Stats.csv

=l Index Hopping Counts.csv

[~ Read1Metrics: Pouze pro ¢teni parovych koncg.
= Adapter Metrics.csv

=] Index Hopping Counts.csv
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Udrzba

V této &astijsou popsany postupy potfebné k udrzeni systému v dobrém stavu. Naudite se instalovat
aktualizace softwaru, vyménit vzduchovy filtr a provadét dalsi postupy pravidelné udrzby. Aktualizaci
fidiciho softwaru zajistite nejnovéjsi opravy chyb a instalaci funkci k dosazeni optimalniho vykonu.

Uvolnéni mista na pevném disku

Bé&h sekvenovani vyZaduje pfiblizné 200 GB mista na mistnim disku. Kdyz je na disku malo mista,
zobrazi se varovani. K uvolnéni mista pouzijte nasledujici postup, ktery spociva v odstranéni
dokondenych béhl a nainstalovanych referenénich genom z do¢asné slozky b&hd.

Béhy odstranujte pouze pomoci fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000. Nepouzivejte ruéni
odstrafiovani v operacnim systému. Ruéni odstranéni béhd mlze mit nepfiznivy vliv na fidici
software.

1.V nabidce Fidiciho softwaru vyberte moznost Disk Management (Sprava disku).
Zobrazi se obrazovka Disk Management (Sprava disku) se seznamem béhU a referenénich genomd
uloZzenych na mistnim pevném disku.

2. U béhu, ktery chcete odstranit, vyberte moznost Delete Run (Odstranit béh).
Odstranéni b&hu odstrani mistni slozku bé&hu. Vystupni slozka, ktera je kopii slozky béhu, zlstane
zachovana.

3. Vybérem moznosti Yes, Delete Run (Ano, odstranit béh) v dialogovém okné potvrdte odstranéni
béhu.

U kazdého béhu, ktery chcete odstranit, opakujte kroky 2 a 3.
U genomu, ktery chcete odstranit, vyberte mozZnost Delete Genome (Odstranit genom).
V dialogovém okné vyberte moznost Yes, Delete Genome (Ano, odstranit genom).

U kazdého genomu, ktery chcete odstranit, opakujte kroky 5 a 6.

® N o o s

Po skonceni zaviete obrazovku Disk Management (Sprava disku) a vratte se na domovskou
obrazovku.

Aktualizace softwaru

Aktualizace softwaru zajistuje, Ze vas systém bude mit nejnovéjsi funkce a opravy. Aktualizace
softwaru jsou zaclenéné do systémové sady, ktera obsahuje nasledujici software:

* Ridici software NextSeq 1000/2000
«  Navody NextSeq 1000/2000
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Universal Copy Service

Real-Time Analysis

n | Moduly DRAGEN nejsou soucasti systémové sady. Nainstalujte je samostatné podle potfeby.

K softwaru modulu DRAGEN lIze pfistupovat ze stranek podpory.

Systém je nakonfigurovan tak, aby stahoval aktualizace softwaru automaticky nebo ru¢né:

Automatic updates (Automatické aktualizace) — aktualizace k instalaci jsou stahovany automaticky
z prostfedi BaseSpace Sequence Hub. Tato moznost vyzaduje pfipojeni k internetu, ale neni nutny
ucet BaseSpace Sequence Hub.

Manual updates (Rucni aktualizace) — aktualizace se stahuji ru¢né z webu, ukladaji se mistné nebo
na prenosny disk a instaluji se z mista uloZeni. Tato mozZnost nevyZaduje, aby byl pfistroj pfipojen
kinternetu.

Automatickd instalace aktualizace softwaru

1.

Ujistéte se, Ze neprobihaji zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyza v pfistroji.

Pfihlaste se k uc¢tu ilmnadmin.

V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Software Update (Aktualizace softwaru).

Systémy nastavené na automatické aktualizace zobrazuji upozornéni, pokud je k dispozici
aktualizace softwaru.

Pokud chcete zkontrolovat dostupnost aktualizace, vyberte moznost Check Online for Software
Update (Zkontrolovat aktualizaci softwaru online).

Vybérem moznosti Update (Aktualizovat) stdhnéte novou verzi softwaru.

Po dokonéeni stahovani se fidici software ukonéi a zobrazi se privodce instalaci.

Ridici software se automaticky restartuje. Veskeré aktualizace firmwaru prob&hnou automaticky po
restartovani.

n | Po zahajeniinstalace nelze aktualizaci zrusit. Aktualizaci lze zrusit pouze béhem stahovani.

Rucni instalace aktualizace softwaru

Prihlaste se k uc¢tu ilmnadmin.

2. Ujistéte se, ze neprobihaji Zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyza v pfistroji.

3. Pokud je k dispozici aktualizace softwaru, stahnéte instalaéni program sady (* .tar.gz) ze stranky
podpory sekvenacniho systému NextSeq 1000 a NextSeq 2000. UloZte instalacni program na mistni
nebo pfenosny disk.

4. Pokud jste instala¢ni program ulozilina pfenosny disk, pfipojte disk k portu USB 3.0, ktery se
nachazi na bo¢ni a zadni strané pfistroje.

5. V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Software Update (Aktualizace softwaru).
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6. Vybérem moznosti Browse (Prochazet) vyhledejte instalaéni program.

Vybérem moznosti Update Now (Aktualizovat) spustte instalaci.
Ridici software zobrazuje b&hem instalace ukazatel zaneprazdnéni.

Ridici software se automaticky restartuje. Veskeré aktualizace firmwaru prob&hnou automaticky po
restartovani.

n | Po zahajeniinstalace nelze aktualizaci zrusit. AktualizaciIze zrusit pouze béhem stahovani.

Aktualizace pracovnich postupti a licence DRAGEN

Opravnéniinstalovat pracovni postupy DRAGEN a obnovovat licence DRAGEN maji pouze spravci
systému.

Obnoveni licence DRAGEN online
Pokud je systém NextSeq 1000/2000 pfipojeny k internetu, aktualizujte licenci k platformé& DRAGEN Bio-
IT nasledujicim postupem.
1. Pozadejte technickou podporu spoleénostilllumina o novy licenéni kli¢.
2. Vyckejte 24 hodin na automatickou aktualizacilicence nebo aktualizujte licenci okamzité postupem
nize.
Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost DRAGEN.

b. Pokud chcete zkontrolovat dostupnost nového licen¢niho klice DRAGEN, vyberte moznost
Check Online (Zkontrolovat online).

c. Je-lidostupny, vyberte moznost Update (Aktualizovat).

Obnoveni licence DRAGEN offline
Pokud je systém NextSeq 1000/2000 pfipojeny k internetu, aktualizujte licenci k platformé DRAGEN Bio-
IT nasledujicim postupem.

1. Pozadejte technickou podporu spoleénostilllumina o novy licenéni kli¢. UloZte soubor 1icense.zip
na mistni nebo pfenosny disk.

2. Pokud jste soubor *.zip ulozili na pfenosny disk, pFipojte disk k portu USB 3.0, ktery se nachazina
boéni a zadni strané pfistroje. Podle potfeby jemné posurite pfistroj tak, abyste dosahli na zadni
sténu.

Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost DRAGEN.

4. Vyberte moznost Choose (Zvolit) a pfejdéte k souboru *.zip. Potom vyberte moznost Open
(Otevrit).
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Instalace pracovnich postupd DRAGEN online

Pokud je systém NextSeq 1000/2000 pfipojeny k internetu, mizete instalovat pracovni postupy
DRAGEN pfimo v fidicim softwaru NextSeq 1000/2000. Instalace pracovnich postupl DRAGEN je
dostupna pouze v fidicim softwaru NextSeq 1000/2000 verze 1.3.

1.
2.
3.

Vyberte nabidku Fidiciho softwaru a pak vyberte moznost Process Management (Rizeni procesu).
Ujistéte se, ze neprobihaji zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyza v pfistroji.

Vyberte nabidku Fidiciho softwaru a pak vyberte moznost DRAGEN.

V oblasti Version (Verze), ¢asti Available Workflows (Dostupné pracovni postupy), je uveden
seznam pracovnich postupd, které jsou aktualné instalované v systému.

Pokud chcete instalovat pracovni postupy DRAGEN v fidicim softwaru NextSeq 1000/2000, vyberte
moznost Check Online (Zkontrolovat online).

S instalaci online nejsou kompatibilni vSechny verze a pracovni postupy softwaru DRAGEN. Pro dalsi
pracovni postupy pouzijte instalaci offline.

Zaskrtnéte poli¢ka u pracovnich postupl, které chcete instalovat. Pokud nemate nainstalovany
plan BCL Convert, nejprve nainstalujte jeho posledni verzi.

Informace o nejnoveéjsi verzi pracovniho postupu naleznete v poznamkach k vydani.

Vybérem moznostiInstall (Instalovat) spustte instalaci.

Zadejte iimnadmin, abyste mohli zadat systémové heslo, a poté vyberte moznost Authenticate
(Ovérit).

Instalace pracovnich postupl DRAGEN offline

1.

o o AW

N
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Kdyz je k dispozici aktualizace pracovniho postupu DRAGEN, stahnéte siinstalacni program
(*.tar.gz) ze stranky podpory softwaru DRAGEN. Ulozte instalaéni program na mistni nebo
pfenosny disk.

Pokud jste instalaéni program ulozili na pfenosny disk, pfipojte disk k portu USB 3.0, ktery se
nachazi na bo¢ni a zadni strané pfistroje. Podle potfeby jemné posunte pfistroj tak, abyste dosahli
na zadni sténu.

Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost Process Management (Rizeni procesu).
Ujistéte se, ze neprobihaji zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyza v pfistroji.
Vyberte nabidku fidiciho softwaru a pak vyberte moznost DRAGEN.

V &asti Version (Verze) vyberte moznost Browse for New Version (Vyhledat novou verzi) a prejdéte
kinstalaénimu programu.

Vybérem moznostiInstall (Instalovat) spustte instalaci.

Zadejte iimnadmin, abyste mohli zadat systémové heslo, a poté vyberte moznost Authenticate
(Oveérit).
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Vyména vzduchového filtru

Pfi vyméné vzduchového filtru s proslym datem pouZitelnosti, ktera se provadi kazdych 6 mésicQ,
postupujte podle nize uvedenych pokyna.

Vzduchovy filtr je jednorazova obdélnikova kazeta, kterd zakryva ventilator na pravé strané pfistroje.

Zajistuje spravné chlazenia brani vniku nedistot do systému. Pristroj je dodavan s nainstalovanym
vzduchovym filtrem a s jednim nahradnim filtrem. Dal$i ndhradni dily jsou dodany v pfipadé platné
smlouvy na servis pfistroje nebo je Ize zakoupit samostatné od spolecnosti lllumina.

1. Na horni strané pfistroje stisknéte pravou stranu horniho panelu, ktery se tim uvolni (jak je
zndzornéno na nasledujicim obrdzku).

ﬂk‘}\/

~ Wl

2. Oteviete panel.

-~

3. Zatla¢enim uvolnéte kazetu vzduchového filtru. Vyjméte ji ze stfedu panelu a vyhodte ji.

4. Vlozte do zdsuvky novy vzduchovy filtr a stisknutim ho zajistéte.
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5. Zavfete hornipanel a zatlacte jej na misto.
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6. Vratte pfistroj na ptivodni misto.
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Reeni problémd

V této &astijsou uvedeny podrobné pokyny ke zruseni béhu, vypnuti a zapnuti pfistroje a dalSi postupy
feSeni problémd.

Reseni chybovych zprav

Tato pfiloha obsahuje podrobné pokyny k riiznym krokdm pfi fe$eni problémud. Nasledujici vyvojovy
diagram poskytuje pfehled Fedeni problému pfi zobrazeni chybovych zprav, které se zobrazuji b&hem
inicializace, pfi nastavovani béhu nebo sekvenovani a které se nepodafi opravit opakovanim pokusu.

Mnoho chyb Ize vyFesit vypnutim a zapnutim pfistroje. DalSiinformace o vypnuti a zapnuti pfistroje
naleznete v ¢asti Vypnutia zapnuti pfistroje na strané 82.

Ridici software

zobrazuje chybu

Vypnéte a zapnéte
pFistroj

Inicializuje Ano _/ Pokradujte ™
se systém? "\obvyklymi kroky )

Ne

Obratte se na
technickou podporu
spole¢nosti lllumina
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Vraceni spotifebniho materialu do skladovaciho
prostoru

Pokud dojde k chybé pfistroje b&éhem kontroly pfistroje pfed béhem pied kontrolou pritoénych souéasti,
fidte se pfi ukladani rozmrazené kazety a pritokové kyvety nasledujicimi pokyny.

1. Oddélte pratokovou kyvetu od kazety.
2. Vyjméte zfedénou knihovnu ze zasobniku (az pfiblizné 18 pl) a vyhodte ji.

Pripravte Cerstvé zfedéni stejné knihovny pro nasledujici béh, abyste se vyhnuli kfizové
kontaminaci zplsobené zbytkem knihovny v zdsobniku.

3. Vlozte kazetu do chladni¢ky s teplotou 2 az 8 °C $titkem vzhdru tak, aby mohl vzduch cirkulovat po
v8ech stranach.
Neprekradujte dobu 72 hodin. Pokud byla kazeta rozmrazovana v chladnic¢ce pfes noc po dobu 12
hodin, nepfekracujte dobu 60 hodin.

4. Vratte prltokovou kyvetu do plvodniho obalu ze stiibrné folie s desikantem.

Uzavrete baleni paskou a vlozte ji do skladovaciho prostoru o teploté 2 az 8 °C.
Neprekracujte dobu 72 hodin.

Zruseni béhu

1. Vyberte moznost End Run (Ukoncit béh).

2. Pokud chcete automaticky vycistit kazetu s reagenciemi, zaskrtnéte policko Purge Reagent
Cartridge (Vycistit kazetu s reagenciemi).
Vychozi vybér se konfiguruje v nastaveni fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000.

3. Vyberte moznost Yes, end the sequencing run (Ano, ukongit béh sekvenovani).
Zrudeni béhu je koneéné. Software jiz nemUze v b&hu pokracovat a spotfebni material nelze po
kontrole pfistrojl pfed b&éhem opétovné pouzit.

4. Vybérem moznosti Eject Cartridge (Vysunout kazetu) oteviete dvifka a vysurite pfihradku.
Vyjméte kazetu z pfihradky.

6. Kazetu uskladnéte nebo zlikvidujte v zavislosti na tom, kdy ke zruseni doslo:

Situace Postup

Ke zruSeni doslo pfed kontrolou pfed spusténim Viz ¢ast Vrdceni spotfebniho materialu do
béhu v pfistroji nebo béhem néj skladovaciho prostoru na strané 81.
a chcete znovu pouzit spotfebni material.

VSechny ostatni situace. Viz ¢ast Vyjmuti spotfebniho materialu
na strané 53.

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE 81

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Pfiru¢ka sekvenaénich systéml NextSeq 1000 a 2000

7. Pokud chcete pfihradku vioZit zpét a vratit se na domovskou obrazovku, vyberte moznost Close
Door (Zavrit dvirka).
Snimacde potvrdi vyjmuti kazety.

Opétovné zarazeni béhu

Pokud se v ¢asti Status of Secondary Analysis (Stav sekundarni analyzy) v nastaveni Process
Management (Sprava procesu) zobrazi chyba, mlzZete béh znovu zaradit do fronty, abyste mohli znovu
provést analyzu DRAGEN v pfistroji pomoci vygenerovanych souborl cBCL. Plvodni slozka béhu musi
byt stale v pfistroji dostupna, aby bylo mozno vyuzit funkci opétovného zafazeni béhu. Pokud je pouzita
tato funkce opétovného zafazeni béhu, nejsou béhy znovu zafazeny v prostifedi BaseSpace Sequence
Hub. Pokud chcete béhy znovu zaradit v prostfedi BaseSpace Sequence Hub, postupujte podle tématu
Fix Sample Sheet (Oprava seznamu vzorkd) v centru ndpovédy BaseSpace Sequence Hub.

1. Aktualizujte seznam vzorkU verze 2 a poté jej uloZzte na pfenosny nebo pfipojeny sitovy disk.

2. Pokud jste seznam vzork{ ulozili na pfenosny disk, pfipojte disk k portu USB 3.0, ktery se nachazi na
bo&ni a zadni strané pfistroje. Podle potfeby jemné posurite pfistroj tak, abyste dosahli na zadni
sténu.

Vyberte nabidku Fidiciho softwaru a pak vyberte moznost Process Management (Rizeni procesu).
4. Ujistéte se, ze neprobihaji Zadné béhy sekvenovani ani sekundarni analyzy v pfistroji.

Vyberte moznost Requeue (Znovu zafadit) vedle dokonéeného béhu, ktery chcete znovu zaradit do
fronty.

6. Vyberte moZnost Choose (Zvolit) a prejdéte k aktualizovanému seznamu vzork(. Potom vyberte
moznost Open (Oteviit).

7. Vyberte moznost Start Requeue (Spustit opétovné zarazeni).

Vypnuti a zapnuti pfistroje

Proces vypnuti a zapnuti pfistroje bezpecné vypne a znovu spusti systém, ¢imz obnovi ztracené
pfipojeni, zarovna specifikaci nebo vyfesi chybu inicializace. Softwarové zpravy upozorni na nutnost
vypnuti a zapnuti pfistroje, kdyz je potfeba vyresit chybu nebo varovani.

1.V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost Shut Down Instrument (Vypnout pfistroj).

2. Pokud se systém nevypne, pfidrzte stisknuty vypinac na pravé strané pfistroje, dokud nezhasnou
kontrolky.

3. Kdyz vypinac blika, stisknéte na pfepinacina zadnim panelu stranu umozfujici vypnuti (O).
Vypina¢ mlze dale blikat i po vypnuti napajeni.
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Obrazek 8 Umisténipfepinace

4. Pockejte 30 sekund.
Stisknéte na prepinadi stranu umoziuijici zapnuti (]).

6. Kdyz za¢ne vypinac blikat, poc¢kejte 30 sekund a stisknéte ho.

Obrdzek 9 Umisténi vypinace
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7. Pockejte pfiblizné 5 minut na zavedeni operaéniho systému. Po zavedeni opera¢niho systému se
pfihlaste do systému.
Spusti se fidici software a provede inicializaci systému. Pockejte pfiblizné 5 minut na inicializaci
systému. Po dokondéeniinicializace se zobrazi domovska obrazovka.

Provedeni kontroly systému

Pfi béZném provozu nebo Udrzbé pfistroje neni kontrola systému zapotfebi. V pfipadé problému vas
v8ak mlze o provedeni kontroly systému pozadat zastupce technické podpory spole¢nosti lllumina.

Cty¥i kontroly subsystém( trvaji pfiblizné 58 minut a zji$tuji se b&hem nich chyby kontroly pfed b&hem a
dalSi problémy. Tyto testy ovéfuji, zda jsou komponenty fadné zarovnané a funkéni.

Vysledky testl jsou uloZzeny do vystupni sloZky system-check v cesté

/usr/local/illumina/system-check.

Pfed spusténim kontrol systému musite vyjmout kazetu.
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Spusténi kontroly systému
1.V nabidce fidiciho softwaru vyberte moznost System Checks (Kontroly systému).
2. Zaskrtnéte poli¢ka u nasledujicich kontrol systému, které chcete provést.
* Network Connectivity (Pfipojenik siti). Zkontroluje stav a vykon pfipojeni k siti.
* Enclosure (Kryt). Zkontroluje u¢innost tepelného systému a mechanizmu zvedani stitu.
* Motion (Pohyb). Zkontroluje limity pohyblivosti a vykonu Useku Z a Useku XY.
* Optics (Optika). Zkontroluje vykon zobrazovaciho modulu.

3. Vyberte moznost Start (Spustit).

Obnoveni do tovarniho nastaveni

Pokud chcete prejit na nizsi verzi softwaru nebo chcete provést obnoveni z nevyhovuijici konfigurace,
provedte obnoveni do tovarniho nastaveni. Tuto funkci smi pouzit pouze zastupce spole¢nostilllumina.

Vytvoreni bitové kopie instalace

Vytvofenim bitové kopie systému ziskate zalohu Uspésné funkéniinstalace softwaru. Tuto bitovou kopii
systému Ize pozdé&ji obnovit. Doporuduje se vytvofit bitovou kopii systému ve spoluprdci se zastupcem
spole¢nosti lllumina ihned po dokonéeni po¢ateéniinstalace a zméné hesla.

1. Restartujte systém Linux.

2. KdyzZ se zobrazi vyzva k volbé operacniho systému, vyberte moznost Capture Installed Image
(Vytvofit bitovou kopii instalace).
Pfed automatickym spusténim fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000 se kratce zobrazi moznosti
operacniho systému.
n | ProtoZe v paméti se uchova pouze jedna bitova kopie, tato akce prepiSe dfive vytvofenou
bitovou kopii.

3. Pockejte pfiblizné 30 sekund, nez systém vytvofi bitovou kopii aktualniinstalace.
B&hem vytvareni se mlze podéitaé nékolikrat restartovat. Po dokondéeni se systém restartuje a
v paméti bude ulozena bitova kopie aktualniinstalace.

Obnoveni ulozené bitové kopie

Obnovenim systému na dfive ulozenou bitovou kopii Ize systém zotavit z nezadouci konfigurace.
1. Restartujte systém Linux.

2. KdyzZ se zobrazi vyzva k volbé operacniho systému, vyberte moznost Capture Installed Image
(Vytvofit bitovou kopii instalace).
Pfed automatickym spusténim fidiciho softwaru NextSeq 1000/2000 se kratce zobrazi moznosti
operacniho systému.
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n | Hesla jsou svdzana s bitovou kopii systému. Po obnoveni pouzijte k pfihlaseni do systému heslo
z obnovené bitové kopie.

3. Pockejte pfiblizné 30 minut, nez se dokond&i obnoveni.
Soudcasti obnoveni mize byt nékolik restartovani. Po dokondeni se systém restartuje ve stavu
odpovidajicimu obnovené bitové kopii.
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Literatura

Nastaveni seznamu vzorku verze 2

V nésledujicim mistnim rezimu mdzete pomoci souboru se seznamem vzorkd s formatovanim verze 2
nakonfigurovat nastaveni béhu. Seznam vzorkU vytvorte v nabidce Instrument Run Setup (Nastaveni
béhu pfistroje) nebo Upravou $ablony seznamu vzork( verze 2 pro sekvenacni systémy NextSeq 1000 a
NextSeq 2000. Pfi Gpravé seznamu vzork({ se ujistéte, Ze jsou v ném uvedeny nasledujici ¢asti a pole

v uvedeném poradi a Ze splfiuji pozadavky. Po dokon&eni Uprav piesurite seznam vzorkl do
sekvenacniho systému NextSeq 1000 nebo NextSeq 2000 pomoci pfenosného disku nebo pfipojeného
sitového disku. Kdyz v fidicim softwaru vyhledate seznam vzorkd, je zkopirovan do sloZKky pro soubory
pred béhem v pfistroji, aby bylo mozno odpojit pfenosny disk.

Dbejte na to, aby nastaveni seznamu vzorkUl verze 2 spliiovalo nasledujici pozadavky:

* Sekvence indexu uvedené v seznamu vzork({ v ¢asti BCLConvert_Data musi odpovidat indexaéni
sadé vybrané v systému NextSeq 1000/2000.

* Pokud pouzivate fidici software NextSeq 1000/2000 verze 1.2, musi byt nainstalovana verze
softwaru DRAGEN uvedena v seznamu vzorkU a tato verze musi byt v systému aktivni. Dal$i
informace o instalaci naleznete v ¢asti Aktualizace softwaru na strané 74.

* Pokud pouzivate fidici software NextSeq 1000/2000 verze 1.3, musi byt nainstalovéna verze
softwaru DRAGEN uvedend v seznamu vzorkd. Ridici software automaticky zjisti verzi softwaru
DRAGEN ze seznamu vzorkU a v pfipadé potieby vas pozada o pfepnuti verzi. Daldi informace o
instalaci naleznete v ¢asti Aktualizace softwaru na strané 74.

Pokud pouzivate software DRAGEN, musite nakonfigurovat dal$i nastaveni. DalSiinformace naleznete
v ¢asti Nastaveni seznamu vzork( DRAGEN na strané 90

Stahnéte si $ablonu seznamu vzork( verze 2 v ¢asti Product Files (Produktové soubory) na strance
podpory pro sekvenadéni systémy NextSeq 1000 a NextSeq 2000. Pokud jste vytvofili seznam vzorkd
pomoci nabidky Instrument Run Setup (Nastaveni b&hu pfistroje), mlize vést zména seznamu vzork{
po jeho prvnim stazenik selhani analyzy.

Nazvy soubord nesmi obsahovat zvldstni znaky.

PoZzadavky na ¢ast [Header]

Cést [Header] obsahuje celkové informace o b&hu. NiZe jsou uvedena pole dostupnd v &asti [Header] a
jejich popisy.
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Pole

Povinné

FileFormatVersion

RunName

RunDescription

InstrumentPlatform

InstrumentType

Ano

Ne

Ne
Ne
Ne

PoZadavky na ¢ast [Reads]

Popis

Verze seznamu vzork{. Zadejte hodnotu 2.

Zadejte jedineény nazev béhu. Pole RunName mize
obsahovat pouze alfanumerické znaky, pomlcky, podtrzitka a
te€ky. Pokud pole RunName obsahuje mezery nebo zvlastni
znaky, analyza se nezdafi.

Popis béhu.
NextSeq 1000/2000
NextSeq 1000/2000

Cést [Reads] popisuje pocéet cykll sekvenovani pouzitych pro genomické &teni a éteniindexd 1a 2. Nize
jsou uvedena dostupna pole [Reads] a jejich popisy.

Pole

Read1Cycles

Read2Cycles

Index1Cycles

Index2Cycles

Povinné

Ano

Ne

Ne

Ne

Popis

Pocet
nula.

Pocet

Pocet

cyklG v prvnim ¢teni. Hodnota musi byt celé Cislo vétsinez

cykll ve druhém ¢teni.

cyklG v prvnim ¢teniindexU. Hodnota je pozadovana,

pokud je sekvenovan vice nez jeden vzorek. Maximalni hodnota
je 10 cykId.

Pocet
cykld.
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Pozadavky na ¢ast [Sequencing_Settings]

Pomoci ¢asti [Sequencing_Settings] mlZete zadat sadu pro pfipravu knihoven, kterou pouzivate.

Pole Povinné

LibraryPrepKits Ne

Popis

Pouzita sada pro pfipravu knihoven. Povolena je pouze jedna

sada pro pfipravu knihoven.

V tidicim softwaru NextSeq 1000/2000 verze 1.3 je pozadovany

vlastni navod vybran automaticky, pokud je jako sada pro

pfipravu knihoven zaddna sada lllumina Stranded Total RNA

Prep with Ribo-Zero Plus nebo sada lllumina Stranded mRNA

Prep.

Zadejte jednu z nasledujicich hodnot.

o V pfipadé sady lllumina Stranded Total RNA Prep with Ribo-
Zero Plus: ITLMNStrandedTotalRNA

o V pfipadé sady lllumina Stranded mRNA Prep:
ILMNStrandedmRNA

Pozadavky na plan BCL Convert

Césti tykajici se planu BCL convert obsahuji informace o pfevodu dat z formatu BCL na FASTQ.
Moznosti planu BCL convert zahrnuji dvé samostatné ¢asti: [BCLConvert_Settings] a [BCLConvert_
Data]. Césti BCL convert vyzadujiinformace o sekvencich indexového adaptéru. Pokud chcete
identifikovat kompatibilni sekvence adaptéru pro kazdé ¢teni a index, fid'te se dokumentem Sekvence
adaptéru lllumina (dokument ¢. 71000000002694).

NiZe jsou uvedena pole dostupna v &asti [BCLConvert_Settings] a jejich popisy.

Pole

SoftwareVersion

BarcodeMistmatchesindex1
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Povinné Popis

Ano Verze softwaru DRAGEN aktudlné
nainstalovaného v systému. Pouzijte
vS§echna tfi celd ¢isla uvedend v ndzvu
verze. Napfiklad 3.5.7.

Ne Podet povolenych nesouladd mezi prvnim
¢tenim indexUd a sekvenciindex(. Mozné
hodnoty jsou 0, 1a 2. Vychozi hodnota je 1.
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Pole Povinné
BarcodeMismatchesindex?2 Ne
FastgCompressionFormat Ne
AdapterRead1 Ne
AdapterRead?2 Ne
OverrideCycles Ne

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

Popis

Pocet povolenych nesouladd mezi druhym
¢tenim indexd a sekvenciindex(. Mozné
hodnoty jsou 0, 1a 2. Vychozi hodnota je 1.

Pokud chcete uloZit soubory FASTQ jako
soubor *.gz, zadejte gzip. Pokud chcete
ulozit soubory FASTQ jako soubor *.ora a
pouzit je s dekomprimaci DRAGEN, zadejte

dragen.

Sekvence pro ofiznuti nebo zamaskovani
od konce ¢teni 1. Sekvence adaptéru ¢teni1
obsahujici A, C, G nebo T. Moznost
AdapterRead1 ve vychozim nastaveni
ofizne cykly.

Sekvence pro ofiznuti nebo zamaskovani
od konce ¢teni 2. Sekvence adaptéru Cteni
2 obsahuijici A, C, G nebo T. MozZnost
AdapterRead2 ve vychozim nastaveni
ofizne cykly.

Reté&zec slouZici k zadani po&tu cyklli UMI a

zamaskovani cykll ¢teni. Povoleny jsou

nasledujici hodnoty:

« N: Urluje pocet cykll, které budou
ignorovany.

« Y: Uréuje pocet cykll sekvenovani.

« |: Uréuje pocet indexovacich cyklG.

o U: Uréuje pocet cykll UMI, které maiji byt
ofiznuty.

Jednotlivé prvky jsou oddéleny stfedniky.

Nasleduiji pfiklady zadani nastaveni

OverrideCycles.

U8Y143;I8;I8;U8Y143

N10Y66;I6;N10Y66
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NiZe jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [BCLConvert_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

Sample_ID Ano ID vzorku. ID vzorku mize obsahovat az 20
alfanumerickych znakd, pomi¢ek a podtrzitek. V ID
se rozliSuji mala a velka pismena. Jednotlivé
identifikdtory oddélte poml¢kaminebo podtrzitky.
Napfiklad Vzorek1-DQB1-022515.

Index Ne Sekvence indexUl pfidruzena ke vzorku. Povoleny
jsou pouze hodnoty A, C, T, G. Hodnota je
pozadovana, pokud je sekvenovan vice nez jeden
vzorek.

Index2 Ne Druhé sekvence index( pfidruzena ke vzorku.
Povoleny jsou pouze hodnoty A, C, T, G. Ujistéte se,
Ze jsou sekvence adaptéru druhého indexu (i5)
orientovany dopfedné. Software DRAGEN béhem
sekundarni analyzy automaticky zpétné doplhuje
indexy i5.

Lane Ne Cesta prltokové kyvety. Cesty jsou
reprezentovany jednou celociselnou hodnotou.

Nastaveni seznamu vzorki DRAGEN

V této ¢astijsou popsany pozadavky na seznam vzorkl pro kazdy plan DRAGEN. Pridejte nastaveni
planu DRAGEN jako posledni ¢ast seznamu vzorkl. MUZete pouZzit pouze jeden plan DRAGEN.

Kazdy plan DRAGEN obsahuje samostatné ¢asti pro nastaveni a data.
Pozadavky na plan DRAGEN Germline

NiZe jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenGermline_Settings] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

SoftwareVersion Ano Verze softwaru DRAGEN aktualné
nainstalovaného v systému. Pouzijte vS§echna tfi
cela &isla uvedena v nazvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené
v ¢asti BCLConvert_Settings.
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Pole Povinné Popis

ReferenceGenomeDir Ano Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg19_alt_
aware. Pouzijte nazev referenéniho genomu
umisténého ve slozce
/usr/local/illumina/genomes. Pokud chcete
pouzit viastnireferenéni genom, postupujte
podle online ndpovédy k aplikaci Reference
Builder for lllumina Instruments verze 1.0.0.

MapAlignOutFormat Ne Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
zadna hodnota, vychozije zadna.

KeepFastq Ne Pokud chcete uloZit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenGermline_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

Sample_ID Ano ID vzorku. ID vzorku mize obsahovat az
20 alfanumerickych znakd. V ID se rozli$uji mala
a velka pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomlI¢kami. Naptiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzork( musi odpovidat ID zadanym
v ¢asti BCLConvert_Data.

Pozadavky na plan DRAGEN RNA

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenGermline_Settings] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

SoftwareVersion Ano Verze softwaru DRAGEN aktualné
nainstalovaného v systému. PouZijte vSechna tfi
cela Cisla uvedena v nazvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené
v ¢asti BCLConvert_Settings.
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Pole Povinné
ReferenceGenomeDir Ano
RnaGeneAnnotationFile Ne
MapAlignOutFormat Ne
KeepFastq Ne
DifferentialExpressionEnable Ne

Popis

Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg38_
noalt_with_decoy. PouZzijte ndzev referenéniho
genomu umisténého ve slozce
/usr/local/illumina/genomes. Pokud chcete
pouzit vlastnireferenéni genom, postupujte
podle online ndpovédy k aplikaci Reference
Builder for lllumina Instruments verze 1.0.0.

Soubor obsahujici poznamky ke genu RNA.
Povoleny jsou pouze alfanumerické znaky. Pokud
soubor neni poskytnut, pouzije se vychozi soubor
poznamek, ktery je soucasti zadaného
referenéniho genomu.

Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
zadna hodnota, vychozije zadna.

Pokud chcete ulozit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).

Pokud chcete povolit diferencialni expresi genu,
zadejte true (pravda). Zadejte false
(nepravda), pokud chcete z analyzy vyloucit
diferencialni expresi gen(.

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenRna_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné

Sample_ID Ano
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Popis

ID vzorku. ID vzorku mize obsahovat az

20 alfanumerickych znakd. V ID se rozli$uji mala
a velka pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomlI¢kami. Napfiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzork( musi odpovidat ID zadanym
v ¢asti BCLConvert_Data.
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Pole Povinné Popis

Comparison<N> Ne Hodnoty kontroly nebo porovnani pro kazdy
vzorek. Pokud u vzorku neni hodnota kontroly
nebo porovnani, je vzorku pfifazena hodnota na
(neni k dispozici). VSechny vzorky oznacené jako
vzorky s kontrolou jsou porovnany se vSemi vzorky
oznadenymijako vzorky s porovnanim. Hodnota N
odrazi porovnavaci skupinu vzorka.

Pozadavky na plan DRAGEN Enrichment

NiZe jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenEnrichment_Settings] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

SoftwareVersion Ano Verze softwaru DRAGEN aktudlné
nainstalovaného v systému. PouZzijte vSechna tfi
cela Cisla uvedena v ndzvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené
v Casti BCLConvert_Settings.

ReferenceGenomeDir Ano Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg38_
alt_aware. Referen¢ni genomy jsou uloZeny ve
slozce /usr/local/illumina/genomes. Pokud
chcete pouzit vlastni referenéni genom,
postupujte podle online ndpovédy k aplikaci
Reference Builder for lllumina Instruments verze

1.0.0.
BedFile Ano Soubor BED obsahuijici oblasti k zacileni.
GermlineOrSomatic Ano Pokud chcete provést germindini analyzu

Enrichment, zadejte germline. Pokud chcete
provést somatickou analyzu Enrichment, zadejte

somatic.

KeepFastq Ne Pokud chcete uloZit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).
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Pole Povinné Popis

MapAlignOutFormat Ne Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
Zzadna hodnota, vychozije zadna.

AuxNoiseBaselineFile Ne Nazev souboru s definici zakladni Urovné Sumu.

MU zZete pouZit soubor ve formatu *.txt nebo *.gz.

Soubory s definici zakladni Urovné Sumu jsou

k dispozici pouze v pfipadé pouziti somatického
rezimu. DalSiinformace naleznete v ¢astiImport
soubord s definici zakladni trovné sumu

na strané 18.

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenEnrichment_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

Sample_ID Ano ID vzorku. ID vzorku mdze obsahovat az
20 alfanumerickych znakd. V ID se rozli$uji mala
a velka pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomli¢kami. Napfiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzork( musi odpovidat ID zadanym
v Casti BCLConvert_Data.

Pozadavky na plan DRAGEN DNA Amplicon

NiZe jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenAmplicon_Settings] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

SoftwareVersion Ano Verze softwaru DRAGEN aktudlné
nainstalovaného v systému. PouZzijte vSechna tfi
cela ¢isla uvedena v ndzvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené
v Casti BCLConvert_Settings.
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Pole Povinné Popis

ReferenceGenomeDir Ano Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg38_
alt_aware. Referenéni genomy jsou ulozeny ve
slozce /usr/local/illumina/genomes. Pokud
chcete pouzit vlastnireferenéni genom,
postupujte podle online ndpovédy k aplikaci
Reference Builder for lllumina Instruments verze
1.0.0.

DnaBedFile Ano Soubor BED obsahuijici oblasti k zacileni. Soubor
BED Ize zadat ve formatu *.txt nebo *.gz.

DnaGermlineOrSomatic Ano Pokud chcete provést germinalni analyzu DNA
Amplicon, zadejte germline. Pokud chcete
provést somatickou analyzu DNA Amplicon,
zadejte somatic.

KeepFastq Ne Pokud chcete ulozit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).

MapAlignOutFormat Ne Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
zadna hodnota, vychozije zadna.

NiZe jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenAmplicon_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

Sample_ID Ano ID vzorku. ID vzorku m{ze obsahovat az
20 alfanumerickych znakd. V ID se rozliSuji mala
a velkd pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomlckami. Napfiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzorkl musi odpovidat ID zadanym
v ¢asti BCLConvert_Data.

DnaOrRna Ano Typ provadéné analyzy Amplicon. V pfipadé
softwaru DRAGEN verze 3.8 je podporovana
pouze analyza DNA. Zadejte dna.

Pozadavky na plan DRAGEN Single Cell RNA

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenGermline_Settings] a jejich popisy. Informace o
kompatibilité se sadami od nezavislych vyrobcl naleznete na strance podpory DRAGEN Bio-IT Platform
Product Compatibility (Kompatibilita produktl s platformou DRAGEN Bio-IT).
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Single Cell Library Kit 1-5

Nasledujici nastaveni seznamu vzork{ se tykaji sad pro pfipravu knihoven se stejnou genetickou
strukturou, jako maji sady DRAGEN Single Cell Library Kit 1-5. K ovéfeni genetické struktury pouzité
sady pouzijte stranku podpory DRAGEN Bio-IT Platform Product Compatibility (Kompatibilita produktd
s platformou DRAGEN Bio-IT).

Pole Povinné Popis

SoftwareVersion Ano Verze softwaru DRAGEN aktualné
nainstalovaného v systému. PouZzijte vSechna tfi
cela Cisla uvedena v nazvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené
v ¢asti BCLConvert_Settings.

ReferenceGenomeDir Ano Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg38_
alt_aware. Referenéni genomy jsou ulozeny ve
slozce /usr/local/illumina/genomes. Pokud
chcete pouzit vlastni referenéni genom,
postupujte podle online napovédy k aplikaci
Reference Builder for lllumina Instruments verze
1.0.0.

RnalLibraryType Ne Zadejte jednu z nasledujicich hodnot:
o SF: Dopfednd vldkna. sF je vychozi hodnota.
e SR. Reverznivlakna.
o U.Bezvldken.

RnaGeneAnnotationFile Ne Soubor obsahujici pozndmky ke genu RNA.
Povoleny jsou pouze alfanumerické znaky. Pokud
soubor neni poskytnut, pouzije se vychozi soubor
poznamek, ktery je sou¢asti zadaného
referen¢niho genomu.

BarcodeRead Ne Umisténi pfeCteného ¢arového kddu v ramci
bé&hu sekvenovani, které obsahuje ¢arovy koéd i
UMI. Hodnoty mohou byt Read1 (Cteni 1) nebo
rRead? (Cteni 2). Vychozi hodnota je Readl
(Cteni).
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Pole Povinné
BarcodePosition Ano
UmiPosition Ano
BarcodeSequenceWhitelist Ne
KeepFastq Ne
MapAlignOutFormat Ne

Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [Drage

Pole Povinné

Sample_ID Ano
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Popis

Umisténi bazi odpovidajici ¢arovému kodu

v ramci hodnoty zadané v poli BarcodeRead.
Pozice bazijsou indexovany pocinaje nulovou
pozici. Zadejte hodnotu BarcodePosition

v nasledujicim formatu:
0 <koncovéa pozice carového kédu>

Pokud ¢arovy kdd obsahuje napfiklad 16 bazi, je
hodnota 0_15.

Umisténi bazi odpovidajici identifikatoru UMI
vramci hodnoty zadané v poli BarcodeRead.
Zadejte hodnotu UmiPosition v nasledujicim
formatu:

<pocCateéni pozice UMI> <koncovéa pozice

UMI>

Pokud UMI obsahuje napfiklad 10 bazi a ¢arovy
kod 16, je hodnota 16 25.

Néazev souboru obsahujici sekvence ¢arového
kddu, které maiji byt zahrnuty. Nazev béhu mize
obsahovat pouze alfanumerické znaky, pomlcky,
podtrzitka a tecky.

Pokud chcete uloZit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).

Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
Zzadna hodnota, vychozije zadna.

nSingleCellRNA_Data] a jejich popisy.

Popis

ID vzorku. ID vzorku mize obsahovat az

20 alfanumerickych znakd. V ID se rozli$uji mala
a velka pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomli¢kami. Napfiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzork( musi odpovidat ID zadanym
v ¢asti BCLConvert_Data.
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Single Cell Library Kit 6

Nasledujici nastaveni seznamu vzorkl se tykaji sad pro pfipravu knihoven, které maji stejnou
genetickou strukturu jako sada DRAGEN Single Cell Library Kit 6. K ovéfeni genetické struktury pouzité

soupravy pouzijte stranku podpory DRAGEN Bio
produktd s platformou DRAGEN Bio-IT).

Pole Povinné
SoftwareVersion Ano
ReferenceGenomeDir Ano
RnalibraryType Ne
RnaGeneAnnotationFile Ne
BarcodeRead Ne

Dokument €. 1000000109376 v04 CZE

-IT Platform Product Compatibility (Kompatibilita

Popis

Verze softwaru DRAGEN aktualné
nainstalovaného v systému. PouZzijte vSechna tfi
cela Cisla uvedena v nazvu verze. Napfiklad
3.5.7.

Verze softwaru musi odpovidat verzi uvedené

v ¢asti BCLConvert_Settings.

Nazev referenéniho genomu. Napfiklad hg38_
alt_aware. Referenéni genomy jsou ulozeny ve
slozce /usr/local/illumina/genomes. Pokud
chcete pouzit vlastni referenéni genom,
postupujte podle online napovédy k aplikaci
Reference Builder for lllumina Instruments verze
1.0.0.

Zadejte jednu z nasledujicich hodnot:
o SF: Dopfedna vldkna.

e SR. Reverznivlakna.

o U.Bezvldken.

Soubor obsahujici pozndmky ke genu RNA.
Povoleny jsou pouze alfanumerické znaky. Pokud
soubor neni poskytnut, pouzije se vychozi soubor
poznamek, ktery je sou¢asti zadaného
referen¢niho genomu.

Umisténi pfecteného ¢arového kédu v ramci
bé&hu sekvenovani, které obsahuje ¢arovy koéd i
UMI. Hodnoty mohou byt Read1 (Cteni 1) nebo
rRead? (Cteni 2). Vychozi hodnota je Readl
(Cteni).

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Pole Povinné
BarcodePosition Ano
UmiPosition Ano
BarcodeSequenceWhitelist Ne
KeepFastq Ne
MapAlignOutFormat Ne
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Popis

Umisténi bazi odpovidajici ¢arovému kodu

v ramci hodnoty zadané v poli BarcodeRead.
Pozice bazijsou indexovany pocinaje nulovou
pozici. Zadejte hodnotu BarcodePosition

v nasledujicim formatu:

0 <koncova pozice prvniho carového
kédu>+<pocatecni pozice druhého
¢arového koédu> <koncovéa pozice druhého
¢arového kdédu>+<pocatedéni pozice
tretiho Carového kédu> <koncova pozice
tfetiho c¢arového koédu>

Napfiklad nasledujici struktura povede k hodnoté
0 8+21 29+43 51:

e 9bazivprvnim ¢drovém kodu (0_8).

e 12 bazi mezi prvnim a druhym ¢arovym kédem.
e 9 bazive druhém ¢arovém kodu (21 29).

e 13 bazi mezi druhym a tfetim ¢arovym kédem.
» 9bazive tfetim ¢arovém kodu (43 51).

Umisténi bazi odpovidajici identifikatoru UMI
v ramci zadaného pole BarCodeRead. Zadejte
fetézec v nasledujicim formatu:

<pocCéteéni pozice UMI> <koncovéa pozice

UMI>

Pokud UMI obsahuje naptiklad 8 bazi a pocet
bazi pfed UMI je celkem 51, je hodnota 52 509.

Nézev souboru obsahujici sekvenci ¢arového
kédu, ktera ma byt vioZzena na seznam
povolenych polozek. Nazev béhu mlze
obsahovat pouze alfanumerické znaky, pomicky,
podtrzitka a tecky.

Pokud chcete ulozit vystupni soubory FASTQ,
zadejte true (pravda). Pokud chcete odstranit
vystupni soubory FASTQ, zadejte false
(nepravda).

Formatovani vystupniho souboru. Povolené
hodnoty jsou bam a cram. Pokud neni zadana
zadna hodnota, vychozije zadna.

Pouze pro vyzkumné Ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.
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Nize jsou uvedena pole dostupna v ¢asti [DragenSingleCellRNA_Data] a jejich popisy.

Pole Povinné Popis

Sample_ID Ano ID vzorku. ID vzorku mize obsahovat az
20 alfanumerickych znakd. V ID se rozli$uji mala
a velka pismena. Jednotlivé identifikatory
oddélte pomlckami. Napfiklad Vzorek1-DQB1-
022515. ID vzork{ musi odpovidat ID zadanym
v ¢asti BCLConvert_Data.

Sekvenovani v rezimu tmy

V této &astije popsano pouziti sekvenovani v rezimu tmy v navodu.
Sekvenovani v rezimu tmy slouzi k provedeni viech krokd chemickych postupl cyklu sekvenovani.
Pokud chcete zjistit, zda je pozadovano sekvenovaniv rezimu tmy, zkontrolujte informace na strance

Compatible Products (Kompatibilni produkty) pouzité sady pro pfipravu knihoven na webu podpory
spole¢nosti lllumina.

Pi sekvenovani v rezimu tmy postupujte podle nasledujicich krokd.
Uprava souboru s navodem

1. Stahnéte si soubor s ndvodem ve formatu XML z webu podpory spolec¢nosti lllumina.
2. Upravte soubor s ndvodem ve formatu XML.

a. Urcete pfislusnou ¢ast protokolu na zakladé konfigurace ¢teni a indexovaného sekvenovani.
Na kazdy vlastni navod pfipada Sest riznych moznych protokoll, které je mozné upravit.
Napfiklad protokol pro jedno ¢teni 1 bez konfigurace indexovaného sekvenovani bude
<Protocol Name="1 Read 0 Index" ProtocolType="1ReadO0Index" >.

b. Pred <ReadRef ReadName="Read 1"/>a <ReadRef ReadName="Read 2"/>zadejte na
novy fadek nasledujici krok rezimu tmy.
<DarkCycle ChemistryName="Dark Cycle Before First Base" />.

c. Zadejte krok rezimu tmy na novy fadek pro kazdy pozadovany rezim tmy.
3. UloZte soubor s navodem ve formatu XML.

Nasleduijici pfiklad ukazuje ndvod s rezimem tmy:
<Protocol Name="1 Read 0 Index" ProtocolType="1ReadOIndex" >

<ChemistryRef ChemistryName="Start" />
<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />
<ChemistryRef ChemistryName="BIX Mixing" />
<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />
<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp Transfer" />
<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp Mixing" />

<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />
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<Obdd ChemistryName="Library Denaturation and Dilution" />
<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />

<Obcg ChemistryName="Cluster Generation" />

<ChemistryRef ChemistryName="SBS Prime" />

<ChemistryRef ChemistryName="Read Prep" />

<DarkCycle ChemistryName="Dark Cycle Before First Base" />
<ReadRef ReadName="Read 1" />

<SetThermalZoneTemp Enable="false" Zone="FlowCellHeater" />

</Protocol>

<Protocol Name="1 Read 1 Index" ProtocolType="1lReadlIndex" >

<ChemistryRef ChemistryName="Start" />
<ChemistryRef ChemistryName="2min 60C Vacuum Hold" />

Pfipojeni navodu k béhu

1.

V ¢asti Run Setup (Nastaveni béhu) fidiciho softwaru vyberte moznost Choose (Zvolit) v ¢asti
Custom Recipe (Vlastninavod).

Prejdéte k aktualizovanému souboru s navodem ve formatu XML.
Vyberte moznost Open (Otevrit).

Vratte se k ¢asti Spusténi béhu sekvenovanina strané 46.
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Rejstrik

%
%PF 59

A

adresa P 6
algoritmus Phred 60
amplifikace 8
analyza
metody 5, 9
analyza obrazl 5
analyza v cloudu 1
automatické aktualizace 74

BaseSpace Sequence Hub 1
dokumentace 14
nastaveni 14

bcl2fastq2 55

béhy
metriky 55

bez pfifazeni 57-58

bilé knihy 60

C

CE 55

cesty 56
Cesty UNC 50
cykly éteni 31

w

C

¢erveny kanal 58
¢islovani dlazdic 57
Cislovani povrchl 57
distici ubrousky 28
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D

data pouzitelnosti 78
délky ¢teni 31
denaturace 8
dezinfekéni ubrousky 28
diskD 74
dlazdice 55
dokumentace 106
domény 14
dvitka

zavreni 51
dvoukanadlové sekvenovani 58

E

ethernetovy kabel 4
ethernetovy port 4

F

fazovania predfazovani 57
filtr ryzosti 59

filtr tspésnosti (PF) 59
filtrovani klastrd 59
fragmenty navodl 6

H

hodnoty intenzity 57

C

chyby 6, 82
pravdépodobnost 59-60
zpravy 80

C

chyby registrace 57
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ikony 6

[llumina Proactive Support 14

index

cykly 31
inicializace 83

chyba 82
instalace softwaru 74
intenzity klastr( 57

J

jednoduché ¢teni 50

K

kamery 56
katalogova Cisla 27
kazeta

smér vlozeni 51
kladvesnice 4
knihovny

denaturace 8
kontroly systému 80
kvalita dat 59

L

Local Run Manager 5

M

mimoradné cykly 31
miniatury 61
mistnianalyza 1
misto na disku 6, 74
monitor 3

mys 4

N

nahrada za RSB 27
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nahradnidily 78
nanoprvky 57
napajeci kabel 4
nastaveni audio 21
nastaveni béhu
pfiklady 31
nastaveni zvuku 21
navody 74
nazev pocitace 6
nukleotidy 58

(o)

obrazy 55
odkapavaci miska
podlozky 28
odstranéni béhd 6, 74
operacni systém 83

P

parametry béhu
Upravy 50
pevny disk 6,74
PhixX 28
zarovnani 55
PhiX Control v3 27
pocet b&hl 6
pocty cykld 31
podlozky 28
pojmenovani
nazev pocitace 6
nazev pfistroje 21
pomoc 106
porty USB 4
Process Management 74
protokoly chyb 56
provozni Udaje 14
provozni Udaje pfistroje 14
privodce instalaci systémové sady 74
prvniinstalace 78
prvni nastaveni 84
pfechod na nizsi verzi softwaru 84
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pfepina¢ 4, 82

presunuti 4

pfevod souborl FASTQ 55
prezdivka 21

pfihlaseni Enterprise 14
pfihradka na spotfebni material 3
pFipojené jednotky 50
pfipojeni k internetu 14
pfifazenibdze 5

R

Reagencie NextSeq 1000/2000 27
restart 84

resuspenzacni pufr 27

ruéni aktualizace softwaru 74
Runinfo.xml 61

v

R

fedéni knihoven 8
fidici software 1

S

s parovymikonci 50
sada softwaru 5
sady 27
katalogova Cisla 28
Sequencing Analysis Viewer 55, 57
sériové Cislo 6
skdre kvality 59-60
sledovani spotfebniho materialu 1
slozka béhu 74
software
instalace 74
prechod na nizsi verzi 84
upozornéni na aktualizace 22
soubory BCL 6
soubory CBCL 59
soubory filtr( 55, 61
soubory InterOp 55, 61
soubory protokoll 56
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soubory pfifazeni baze 9, 55, 61

soukromd doména 14

specifikace chladnicky 28

specifikace mrazni¢ky 28

spotifebni material
skenovani 51
sledovani 1

spravné pfifazeni specifikace 82

stav béhu 6
stavovy prouzek 3
stranky podpory 74
stfidavé napajeni
zasuvka 4
svételny prouzek 3

T

tabulky kvality 60
technicka 106
technicka pomoc 106
testovacisada 28
tovarni nastaveni 84

U

umisténi hostitele 14
umisténiklastri 55, 61
umisténi serveru 14
Universal Copy Service 5,74
Uprava parametrl béhu 50

\'}

varovani 6, 82

velikost béhu 74
ventilatory 78

vychozi vystupni slozka 50
vypina¢ 3, 82

vypnuti 82

vypnutia zapnuti 80
vypocetni modul 55
vystrahy 74

vystupni slozka 50, 74
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vytvareni Sablon 57

vzduchové filtry
nahradni 28
umisténi 78

w

Windows
pfihlaseni 83

Z

zabéry 56-57
zakaznicka podpora 106
zaruka 28

zeleny kandl 58
zobrazovani 55-56
ztrata pfipojeni 82
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Technicka pomoc

Pokud potfebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Web:
E-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Telefonni Cisla na technickou podporu spolec¢nosti lllumina

Oblast
Australie
Belgie

Cina
Dansko
Filipiny
Finsko
Francie
Hongkong, Cina
Indie
Indonésie
Irsko

Italie
Japonsko
Jizni Korea
Kanada
Malajsie
Némecko
Nizozemsko
Norsko
Novy Zéland
Rakousko

Singapur
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Bezplatna linka
+611800775 688
+3280077 160

+45 80820183
+63180016510798
+358 800 918 363
+33805102193
+852 800 960 230
+91 8006500375

+3531800 936608
+39 800 985513
+810800111 501
+82 80234 5300
+1800 809 4566
+60 1800 80 6789
+49 8001014940
+31800 022 2493
+47 80016 836
+64 800 451650
+43 800006249
18005792745

Mezinarodni

+3234002973
+86 400 066 5835
+45 89 87 1156

+358 974 790 110
+3317077 04 46

0078036510048
+3531695 0506
+39 236 003 759

+49 89 3803 5677
+3120713 2960
+47 219396 93

+4319286540
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Oblast

Spojené kralovstvi
Spanélsko
Svédsko
Svycarsko
Taiwan, Cina
Thajsko

USA

Vietham

Bezplatna linka
+44 800012 6019
+34 800300143
+462 00883979
+41800200442
+886 8 06651752
+66 1800 011 304
+1800 809 4566
+84 1206 5263

Mezinarodni

+44 2073057197
+34 911899 417
+46 8 50619671
+4156 580 00 00

+1858 202 4566

Bezpecnostnilisty (SDS) — k dispozici na webu spoleénosti lllumina na adrese
support.illumina.com/sds.html.

Dokumentace k produktu - je k dispozici ke stazeni z webu support.illumina.com.
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