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Versiohistoria

Asiakirjanumero Paivamaara = Muutoksen kuvaus
1000000109376 Huhtikuu Lisatty ohjeet lahtotasotiedostojen tuontiin.
v04 2021 Lisatty DRAGEN DNA Amplicon -tydnkulku.

Lisatty ominaisuuksia NextSeq 1000/2000
-ohjausohjelmistoversioon v1.3.

Lisatty tietoja valityspalvelimen valintaan.

Paivitetty RSB Tween 20 -lahetyksella ja
sailytyslampaotilalla.

Paivitetty DRAGEN RNA -tydnkulku lisdamalla
differentiaalinen geenin ilmentyma.

Paivitetty sekvensoinnin tulostuskansion rakenne.
Paivitetty naytetiedoston v2 formatointisuositukset.

1000000109376 Marraskuu Korjatut luettelonumerot.
v03 2020 Lisatty uusien kayttajien lisdamista koskevat tiedot.
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Asiakirjanumero Paivamaara
1000000109376 Lokakuu
v02 2020

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Muutoksen kuvaus

Lisatty NextSeq 1000/2000 P3

-reagenssisarja.

Lisatty DRAGEN yksisolu-RNA-tyonkulku.

Lisatty DRAGEN-rikastustyonkulku.

Lisatty FASTQ-kompressiovaihtoehdot.

Lisatty ohjeet DRAGEN-jakson ja
kayttdoikeuspaivitysten asennukseen.

Lisatty ohjeet mukautettujen viitegenomien tuontiin.
Paivitetty kirjastotyyppien lataustilavuus ja
pitoisuudet.

Paivitetty kirjaston laimennusohjeet.

Lisatty ohjeet reagenssikasetin automaattiseen
tyhjennykseen.

Paivitetty jaksojen tukimaaraa koskevat tiedot.
Paivitetty instrumentin mukautusvaihtoehdot.
Paivitetty laiteajon asettamisohjeet.

Paivitetty DRAGEN-sekvensoinnin tulostusrakenne.
Lisédtty DRAGEN QC -raportteja koskevat tiedot.
Lisatty tiedot mukautettujen viitegenomien
poistamisesta kiintolevylta.

Lisatty jarjestelmatarkistusten suorittamista koskevat
tiedot.

Paivitetyn naytetiedoston v2 asetukset.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Asiakirjanumero Paivamaara = Muutoksen kuvaus

1000000109376 Kesakuu Paivitetty NextSeq 1000/2000

vO1 2020 -ohjausohjelmiston ohjelmistokuvaukset.
Selkiytetty eroa pilvi- ja hybriditilan seka paikallisen
tilan ja erillistilan valisia eroja koko oppaassa.
Paivitetty kasetin sailytysta ja sulatusta koskevia
ohjeita.
Paivitetty tuettua jaksomaaraa koskevia tietoja.
Paivitetty toissijaisen analyysin maarittamista
koskevat tiedot.
Paivitetty reagenssisarjan luettelonumerot.
Paivitetty sekvensointiprotokollan kaavio.
Paivitetty ohjeet verkkoaseman maarittamiseksi
oletusarvoiseksi tulostuskansioksi.
Paivitetty tuettujen kirjastotyyppien taulukko.
Lisatty ohjeet mukautetun viitegenomin tuontiin.
Lisatty ohjeet ajon maarittamiseen mukautetulla
indeksisarjalla ja mukautetulla kirjaston
valmistelusarijalla.
Paivitetty kayttajatileja ja salasanoja koskevia
vaatimuksia.
Lisatty DRAGEN-tulostuskansiorakenteen
yksityiskohtia.
Selkiytetty ohjeita kaytettyjen reagenssien
tyhjentamiseksi kasetista.
Lisatty taustatietoja Q-taulukosta.
Lisatty ohjeita ohjausohjelmistopaivitysten
asentamisesta.
Lisatty ohjeet ajon asettamiseksi uudelleen jonoon.
Lisatty ohjeet DRAGEN-jaksojen ja kdyttdoikeuden
paivitykseen.
Lisatty instrumentin mukautusohjeet.
Paivitetty kuvitusta uusien merkintdjen esittamiseksi.
Muutettu ovi visiiriksi koko oppaassa.
Lisatty kahden Ethernet-portin kuvaus.

1000000109376 Maaliskuu Ensimmainen versio.
v0O 2020

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Jarjestelman yleiskatsaus

lllumina® NextSeq™ 1000- ja lllumina® NextSeq™ 2000 -sekvensointijarjestelmé tarjoaa kohdistetun
lahestymistavan NGS:33n". Tdm4 sovelluksiin keskittynyt jarjestelma pakkaa lllumina-
sekvensointitekniikan kustannustehokkaaksi poytalaitteeksi, jossa on seuraavat ominaisuudet.

* Kaytettavyys ja luotettavuus — NextSeq 1000/2000:een kuuluu paikallinen DRAGEN-analyysija
sisdanrakennettu denaturointija laimennus. Jarjestelmassa on sisdadnrakennettu
kuvantamismoduuli, ja kulutustarvikkeessa on sisaanrakennettuja fluidistoriosia, jotka tekevat
laitteen huollosta yksinkertaista.

* Yksivaiheinen tarvikkeen lataus — Kertakayttdiseen kasettiin on esitaytetty kaikki ajossa tarvittavat

reagenssit. Kirjasto ja virtauskyvetti ladataan kasettiin, joka ladataan sitten laitteeseen. Sisaltyva
tunnistusominaisuus tekee tarkan seurannan mahdolliseksi.

* NextSeq1000/2000 -ohjelmisto — Integroitu ohjelmistopaketti ohjaa laitteen toimintoja, kasittelee
kuvia ja luo emasten tunnistamisia.

— Pilvitila — Suunnittele ajosi Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -toiminnolla
BaseSpace Sequence Hubissa. Valittu analyysityonkulku alustetaan automaattisesti pilvessa.
Ajotiedot ja analyysitulokset ilmoitetaan myos pilvessa.

— Hybriditila — Suunnittele ajosi Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -toiminnolla

BaseSpace Sequence Hubissa. Valittu analyysityonkulku alustetaan sen jalkeen instrumentin
DRAGENIn valityksella.

— Paikallinen tila — Suunnittele ajosi naytetiedoston v2-tiedostomuodolla paikallisesti. Valittu
analyysityonkulku alustetaan automaattisesti instrumentin DRAGEN.illa.

— Erillistila — Suunnittele ajo ilman naytetiedostoa.

Tassa osiossa annetaan yleiskatsaus jarjestelmasta, muun muassa laitteistoa, ohjelmistoa ja
tietoanalyysia koskevat tiedot. Siihen on myds koottu keskeisia kasitteita ja terminologiaa, jota
kaytetaan asiakirjoissa kaikkialla. Katso yksityiskohtaiset tiedot, tietolomakkeet, sovellukset ja
aiheeseen liittyvat tuotteet NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelman tuotesivulta
[llumina-verkkosivustolla.

Muut apumateriaalit

Lisaa jarjestelmia koskevia apumateriaaleja on llluminan verkkosivuston NextSeq 1000- ja NextSeq
2000 -sekvensointijarjestelmien tukisivuilla. Materiaalit sisaltavat ohjelmistoa, koulutusta ja
yhteensopivia tuotteita kasittelevaa dokumentaatiota ja seuraavat asiakirjat. Katso aina asiakirjojen
uusimmat versiot tukisivuilta.

Iseuraavan sukupolven sekvensointia

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Materiaali

Custom Protocol Selector
(Yksiléllisen kdytannén
valitsin)

NextSeq 1000- ja NextSeq
2000 -
sekvensointijdrjestelméan
turvallisuus- ja
vaatimustenmukaisuusohje
(asiakirjanro 1000000111928)

RFID-lukijamoduulin
vaatimustenmukaisuusohje
(asiakirianro 1000000002699)

NextSeq 1000:n ja 2000:n
denaturointia ja laimentamista
koskeva kirjaston ohje
(asiakirjanro 1000000139235)

NextSeq 1000:n ja 2000:n
mukautettujen alukkeiden
ohje (asiakirjanro
7000000139569)

NextSeq 2000 -
sekvensointijdrjestelméan
valmisteluohje (asiakirjanro
71000000109378)

BaseSpace-ohje
(help.basespace.illumina.com)
Indeksin sovittimien

yhdistdmisen opas
(asiakirjanro 1000000041074)

lllumina-sovitinsekvenssit
(asiakirjanro 1000000002694)

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Kuvaus

Tydkalu paasta paahan -ohjeiden luomiseen, joka on
raataloity kirjaston valmistamismenetelman, ajoparametrien
ja analyysimenetelman mukaan, ja joka sisaltaa vaihtoehdot
yksityisyyskohtaisuuden tason maarittamiseen.

Sisaltaa tietoja toiminnallisista tietoturvakysymyksista,
vaatimustenmukaisuuslausekkeista ja laitteen
tuotemerkinndista.

Sisaltaa tietoja laitteen RFID-lukijasta,
vaatimustenmukaisuusilmoitukset ja turvallisuuskysymykset.

Sisaltda ohjeita valmisteltujen kirjastojen manuaaliseen
denaturointiin ja laimentamiseen sekvensointiajoa varten
seka ohjeita valinnaisen PhiX-kontrollin valmisteluun.

Sisaltaa tietoja lllumina-sekvensointialukkeiden vaihtamisesta
mukautettuihin sekvensointialukkeisiin.

Sisaltaa teknisia tietoja laboratoriotilasta, sahkdasennuksia
koskevista vaatimuksista ja ymparisto- ja verkkokysymyksista.

Sis&ltaa tietoja BaseSpace” Sequence Hubin kaytdsté ja
saatavilla olevista analyysivaihtoehdoista.

Sisaltda yhdistamisen ohjeita ja toimintamalleja
kaksoisindeksointiin.

Sisaltaa luettelot llluminan kirjaston valmistelusarjojen
sovitinsekvensseista.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Instrumentin laitteisto

NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmissa on virtapainike, naytto, tilapalkki,
tarvikelokero ja USB-portit.

Kuva 1 Ulkoiset jarjestelman osat

A

D E)(F

A. llmansuodatinlokero — Antaa paasyn kasittelemaan vaihdettavaa ilmansuodatinta.

B. Kosketusnaytto — Salliimaarityksen ja instrumentissa tehtavan kayttéonoton
ohjausohjelmistoliittyman avulla.

C. Tilapalkki— Valon vari muuttuu sita mukaa kuin jarjestelma siirtyy eteenpain tyonkulussa.
Sinisella ja violetilla viitataan vuorovaikutteisuuteen (esim. ajoa edeltdvat tarkistukset) ja
monivarisyydella viitataan merkittaviin tapahtumiin ja tietoihin (esim. sekvensoinnin
valmistuminen). Merkkina ratkaisevan tarkeista virheista on punainen valo.

D. Virtapainike — Ohjaa laitteen virransyottoa ja ilmaisee, onko jarjestelma paalla (hehkuu), pois
paalta (pimea) vai pois paaltd mutta vaihtovirta on paalla (sykkii).

E. 3.0 USB -portit — Ulkoisen kannettavan aseman kytkentaan tiedonsiirtoa varten.

F. 2.0 USB -portit — Hiiren ja ndppaimiston kytkentaan.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Virta- ja apuliitannat
Voit varoen siirtaa instrumenttia paastaksesi kasiksi virtakytkimeen, USB-porttiin ja muihin
lisdlitantdihin instrumentin takana.

Laitteen takaosassa on kytkin ja tuloaukko, joka sydttaa virtaa laitteelle, ja kaksi Ethernet-porttia
valinnaista Ethernet-litantaa varten. 3.0 USB-portti tarjoaa vaihtoehdon ulkoisen kannettavan aseman
kytkentaan tiedonsiirtoa varten (Linux-pohjaisella alustalla ei tueta exFATia).

NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmat on varustettu kahdella Ethernet-portilla
jarjestelman kapasiteetin ja joustavuuden laajentamiseksi. Yksi Ethernet-portti voidaan esimerkiksi
varata viestinnalle sisaisen verkkoaseman kanssa ja toinen ulkoiselle viestinnalle, kuten BaseSpace
Sequence Hubille tai Proactive Support -tuelle.

Kuva 2 Takapaneelin osat

| II IIIIII\IIIII IIIII
o=

°
-

Vipukytkin — Laitteen virran kytkemiseksi paalle ja pois paalta.
Virtaliitanta — Virtajohdon liitanta.

Ethernet-portit (2) — Valinnainen Ethernet-kaapeliliitéanta.

3.0 USB -portti— Ulkoisen kiintoaseman kytkentaan tiedonsiirtoa varten.

SO w>

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 4

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Tarvikelokero

Tarvikelokerossa on kasetti, jossa on virtauskyvetti ja laimennettu kirjasto sekvenssiajoa varten.

Kuva 3 Taytetty tarvikelokero

.

A. Kasetti- Sisaltaa virtauskyvetin, kirjaston ja reagenssit ja keraa kaytetyt reagenssit ajon
aikana.

Alusta - Pitaa kasettia sekvensoinnin aikana.

C. Visiiri— Aukeaa, jotta sen kautta paastaan kasiksi tarvikelokeroon.

w

Integroitu ohjelmisto

Jarjestelmaohjelmistopaketti sisaltaa integroituja sovelluksia, jotka suorittavat sekvensointiajoja ja

analyyseja.

* NextSeq1000/2000 -ohjausohjelmisto — Ohjaa laitteen toimintoja ja sisaltaa liittyman jarjestelman
maarittamiseksi, sekvensointiajon kayttéonottamiseksija ajotilastojen valvomiseksi sekvensoinnin
edistyessa.

* Real-Time Analysis (RTA3) — Suorittaa kuva-analyysin ja emaksen tunnistamisen ajon aikana.
Lisatietoja annetaan kohdassa Sekvensoinnin tulos sivulla 54.

* Universal Copy Service — Kopioi sekvensoinnin tulostustiedostot ajokansiosta BaseSpace
Sequence Hubiin (soveltuvissa tapauksissa) ja tulostuskansioon, josta saat ne kayttoosi.

Ohjausohjelmisto on vuorovaikutteinen ja ajaa automatisoituja taustaprosesseja. Real-Time Analysis ja
Universal Copy Service suorittavat vain taustaprosesseja.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Jarjestelmatiedot

Valitsemalla ohjausohjelmiston valikon vasemmasta ylakulmasta voit avata About (Tietoja)
-osion. About (Tietoja) -osiossa on llluminan yhteystiedot ja seuraavat jarjestelméatiedot:

* Laitteen sarjanumero

* Tietokone

e Jarjestelmapakettiversio

* Image OS -versio

* Ajojen maara yhteensa

lImoitukset ja halytykset

IImoituskuvake sijaitsee oikeassa ylakulmassa. Kun annetaan varoitus tai ilmenee virhe, oikea paneeli
liukuu ulos merkiksi ilmoituksista. Valitse milloin tahansa kuvake, jotta voit tarkastella Current
(Nykyiset)- tai Historic (Historia) -ilmoituksia varoituksista ja virheista.

* Varoituksiin on kiinnitettdva huomiota, mutta ne eivat pysayta ajoa tai vaadi muuta toimenpidetta
kuittausta lukuun ottamatta.

* Virheet edellyttavat toimenpiteitd ennen ajon kdynnistamista tai jatkamista.

Ohjausohjelmiston ikkunan pienentaminen

Voit pienentaa ohjausohjelmiston ikkunan, jotta voit kayttda muita sovelluksia. Nain voit esimerkiksi
selata tulostuskansioon resurssienhallinnassa tai etsia naytetiedoston.

1. Valitse ohjausohjelmiston valikosta Minimize Application (Pienenna sovellus).
Ohjausohjelmiston ikkuna pienenee.

2. Voit maksimoida ohjausohjelmiston valitsemalla NextSeq 1000/2000 Control Software (NextSeq
1000/2000 -ohjausohjelmisto) tyokalupalkista.

Prosessinhallinta

Process Management (Prosessinahallinta) -naytolla naytetaan valiaikaisia ajoja, jotka tallennetaan
kohtaan /usr/local/illumina/runs. Jokainen ajo tunnistetaan ajopaivamaarasta, nimesta ja
tunnuksesta. Jokaisen ajon kohdalla naytetaan myds Run (Ajo)-, Secondary Analysis (Toissijainen
analyysi)-, Output Folder (Tulostuskansio)- ja Cloud (Pilvi) -tilojen kaltaiset tiedot. Valitsemalla voit
tarkastella lisatietoja, muun muassa seuraavia: Workflow (Tyénkulku), Average % Q30
(Keskimaarainen % Q30), Total Reads PF (PF-readit yhteensa) seka Total Yield (Kokonaistuotos).

Voit poistaa ajoja ja tyhjentaa tilaa tutustumalla kohtaan Kiintolevyaseman levytilan tyhjentaminen
sivulla 74. Voit asettaa instrumenttianalyysin uudelleen jonoon tutustumalla kohtaan Ajon asettaminen
uudelleen jonoon sivulla 81.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Ajon tila

Tassa osiossa naytetaan sekvensointiajon tila:

* InProgress (Kdynnissa) — Sekvensointiajo kaynnissa.

* Complete (Valmis) — Sekvensointiajo on valmis.

* Stopped (Keskeytetty) — Sekvensointiajo keskeytettiin.

* Errored (Virheellinen) — Sekvensointiajossa on virhe.

Toissijaisen analyysin tila

Tassa osiossa naytetaan instrumentin toissijaisen DRAGEN-analyysin tila. Tassa kohdassa naytetaan
N/A, mikali BaseSpace Sequence Hubissa on kdynnissa analyysi.

* Not Started (Ei kaynnistetty) — DRAGEN-analyysia ei viela ole kaynnistetty.
* InProgress (Kdynnissad) — DRAGEN-analyysi kdynnissa.

* Stopped (Keskeytetty) — DRAGEN-analyysi on keskeytetty.

* Errored (Virheellinen) — DRAGEN-analyysissa on virhe.

* Complete (Valmis) — DRAGEN-analyysi on valmis.

Tulostuskansion tila

Tassa osiossa naytetdan tulostuskansioon kopioitavien tiedostojen tila:
* InProgress (Kdynnissa) —Tiedostoja kopioidaan tulostuskansioon.

* Complete (Valmis) — Tiedostojen kopiointi tulostuskansioon onnistui.

Pilven tila (BaseSpace Sequence Hub)

Osiossa naytetaan BaseSpace Sequence Hubiin pilven kautta ladattavien tiedostojen tila:
* InProgress (Kdynnissa) — Ohjausohjelmisto lataa tiedostoja BaseSpace Sequence Hubiin.

* Complete (Valmis) — Tiedostojen lataus BaseSpace Sequence Hubiin onnistui.

Tilaan liittyvan ongelman vianmaaritys

* Jos ajo on kaynnissa, sulje prosessinhallintaruutu, odota noin viisi minuuttia ja avaa se sitten
uudelleen.

* Jos ajo eiole kaynnissa, katkaise laitteesta virta ja kytke se laitteeseen uudelleen ja avaa sitten
Process Management )Prosessinhallinta) -naytto. Katso Virran katkaiseminen laitteesta ja
kytkeminen uudelleen laitteeseen sivulla 81.
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Sekvensointiprotokollan kaavio

Seuraavassa kaaviossa esitetaan NextSeq 1000/2000:n avulla suoritettava sekvensointiprotokolla.

o Pussitetun kasetin sulattaminen
o Virtauskyvetin ja kirjastojen valmisteleminen
° Lataa virtauskyvetti ja kirjastot kasettiin

Sekvensointiajon asettaminen Sekvensointiajon asettaminen @ Sekvensointiajon asettaminen
(Instrumenttiajon asetus) (Naytetiedosto v2) (Ei naytetiedostoa)

Pilvitilan DRAGEN-analyysi @ Paikallistilan DRAGEN-analyysi Erillisen tilan mukautettu analyysi
(BaseSpace Sequence Hub) (On-instrumentti) (Vain cBCL-tiedot)
Hybriditilan DRAGEN-analyysi @ BaseSpace Sequence Hub -

sovelluksen analyysi

On-instrumentti)
( ) ' (BaseSpace Sequence Hub)

Sekvensoinnin toiminta

NextSeq 1000 and NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmissa sekvensointi sisaltda klusterin luomisen,
sekvensoinnin ja analyysin. Jokainen vaihe suoritetaan automaattisesti sekvensointiajon aikana.
Jarjestelman kokoonpanosta riippuen lisdanalyysi suoritetaan laitteen ulkopuolella ajon suorittamisen
jalkeen.

Klusterin luonti

Kirjasto1 denaturoidaan automaattisesti yksittaisiksi saikeiksi ja laimennetaan edelleen laitteessa.
Klusterin luomisen aikana yksittaiset DNA-molekyylit ovat sitoutuneena virtauskyvetin pintaan ja niita
monistetaan klustereiden® muodostamista varten. Klusterin luominen kestaa ~4 tuntia.

TDNA- tai RNA-n3yte, jossa on adapterit sekvensointia varten. Valmistelumenetelmét vaihtelevat.

2Klooniryhma DNA-s3ikeitd virtauskyvetissa, joka tuottaa yhden sekvenssi-readin. Jokainen virtauskyvetin DNA-
sdie seedaa mallin, jota monistetaan, kunnes klusteri koostuu sadoista tai tuhansista kopioista. Esimerkiksi 10 000
klusterin virtauskyvetti tuottaa 10 000 yksiosaista readia tai 20 000 pariliitettya readia.
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Sekvensointi

Klusterit kuvataan kaksikanavaisella kemialla, yhdella vihrealla kanavalla ja yhdella sinisella kanavalla
neljan nukleotidin tietojen koodausta varten. Kun yksi virtauskyvetin ruutu on kuvattu, siirrytaan
kuvaamaan seuraava ruutu. Prosessi toistetaan jokaiselle sekvensointijaksolle

(~5 minuuttia jaksoa kohti). Kuvien analysoinnin jalkeen Real-Time Analysis -ohjelmisto suorittaa
emasten tunnistamisen’, suodatuksen ja Iaatupisteytyksen.2

Ensisijainen analyysi

Ohjausohjelmisto siirtaa ajon etenemisen aikana emaksen tunnistamisen tiedostot®

(*.cbcl) maaritettyyn tietoanalyysin tulostuskansioon. Sekvensointiajon aikana Real-Time Analysis
(RTA3) -ohjelmisto suorittaa kuva-analyysin, emasten tunnistamisen ja demuItipleksointi-toiminnon4.
Kun sekvensointi on paattynyt, toissijainen analyysi alkaa. Toissijaisen tietoanalyysin menetelma
maaraytyy sovelluksen ja jarjestelman kokoonpanon mukaan.

Toissijainen analyysi

Sekvensoinnin tydnkulku on integroitu BaseSpace Sequence Hubiin, joka on llluminan
pilvipalveluymparistd ajon valvontaa, tietoanalyysia, tallentamista ja yhteistyota varten. Se isannai
DRAGENIa ja BaseSpace Sequence Hub -sovelluksia, jotka tukevat sekvensoinnin yleisia
ahalysointimenetelmia.

Kun alustava sekvensointianalyysi on valmis, DRAGEN suorittaa toissijaisen analyysin yhdella
kaytettavissa olevalla analyysijaksolla.

Mikali kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa, DRAGEN noutaa naytetiedoston, viitegenomin ja ajon
syotetiedostot BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asetukset) -kohdasta.
Pilvitilassa cBCL-tiedot ladataan automaattisesti BaseSpace Sequence Hubiin, ja BaseSpace
Sequence Hub alustaa toissijaisen DRAGEN-analyysin. Hybriditilassa toissijainen DRAGEN-analyysi
suoritetaan instrumentissa, ja tulostustiedostot voidaan tallentaa valittuun kansioon tai pilveen.

Mikali kaytetaan paikallista tilaa, DRAGEN noutaa toimitetun ndytetiedoston, viitegenomin ja ajon
syotetiedostot NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmista. Toissijainen DRAGEN-
analyysi suoritetaan instrumentissa, ja tulostustiedostot voidaan tallentaa valittuun tulostuskansioon.
Mikali Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka tallennus) on
valittu, analyysi voidaan myos alustaa BaseSpace Sequence Hub -sovelluksen kautta sekvensoinnin
valmistuttua.

TEmé&ksen (A, C, G tai T) maarittaminen jokaiselle ruudun klusterille tietyssa syklissa.

2| askee kullekin emasmaaritykselle laatuennustejoukon ja kdyttda sitten ennustearvoa Q-pisteen etsimiseen.
3Sisaltaa kunkin sekvensointijakson jokaisen klusterin emasmaarityksen ja siihen liittyvat laatupisteet.
4Analyysiprosessi, joka erottaa kunkin poolin kirjaston readit.
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Jos kaytetaan erillistilaa, maarita ajo ilman naytetiedostoa. Tata tyonkulkua suositellaan mukautetuille
analyysityonkuluille, jotka alkavat cBCL-tiedoista.

* Lisatietoja BaseSpace Sequence Hubista on BaseSpace Sequence Hub -verkko-ohjeessa.
* Lisatietoja DRAGENista on DRAGEN Bio-IT Platform -tukisivulla.

* Katso yleiskatsaus kaikista sovelluksista kohdasta BaseSpace-sovellukset.
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Jarjestelman kokoonpano

Tassa osiossa annetaan ohjeet jarjestelmaasetusten maarittamiseksi, ohjelmistoasetusten kuvaukset
mukaan lukien.

Naissa ohjeissa kuvataan paaasiassa ohjausohjelmistoa ja annetaan tietoja verkoston ja
kayttojarjestelman maarittamisesta.

n | Mikaliinstrumentissa kaytetaan Google Chromea, sinua kehoitetaan vapauttamaan
sisdankirjautumisavaimenpera. Voit turvallisesti ohittaa ja peruuttaa kehotuksen.

Kayttajatilin vaatimukset

Linux-kayttojarjestelmassa on kolme tilia:
* paatoimija (super-jarjestelmanvalvoja)
* ilmnadmin (jarjestelmanvalvoja)

* ilmnuser (kayttaja)

Jarjestelmanvalvojan tili on tarkoitettu vain jarjestelmapaivitysten kayttoonottoon, esimerkiksi NextSeq
1000/2000 -ohjausohjelmiston paivittamiseen, tai IT -henkildston kayttéon pysyvan verkkoaseman
asentamiseksi.

Suorita kaikki muut toiminnot, mukaan lukien sekvensointi, kayttajatililta.
Salasanavaatimukset

Kenttahuoltoteknikko alustaa salasanan vaihdon kaikilla kolmella tililld instrumentin asennuksen
paattamisen jalkeen. Paivita molemmat salasanat 180 paivan valein kehotteen mukaan.
Taulukko 1 Oletusarvoiset salasanakaytannot

Kaytanto Asetus

Enforce password history (Pakota salasanan Five passwords remembered (Viiden
historia) salasanan muisti)

Lockout threshold (Uloskirjauskynnys) Ten invalid logon attempts (Kymmenen
vaaraa kirjautumisyritysta)

Minimum password length (Salasanan pituus Ten characters (Kymmenen merkkia)
vahintaan)
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Kaytanto Asetus

Minimum character variety (Merkkien Three each of: number, upper case letter,

vahimmaisvaihtoehdot) lower case letter, and symbol (Kolme kutakin:
numero, suuraakkonen, pienaakkonen ja
symboli)

Maximum repeating characters (Toistuvia Three characters (Kolme merkkia)

merkkeja enintaan)

Password must meet complexity Disabled (Ei kaytossa)
requirements (Salasanan on taytettava
monimutkaisuusvaatimukset)

Store passwords using reversible encryption Disabled (Ei kaytdssa)
(Tallenna salasanat kdaantosuuntaisen
salauksen avulla)

Add a New User (Lisaa uusi kayttaja)

Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

Valitse virtapainike ja avaa sen jalkeen avattava ilmnadmin-valikko.
Valitse Account Settings (Tilin asetukset).

Valitse Unlock (Avaa lukitus) ja syota sen jalkeen ilmnadmin-salasana.
Valitse Add User (Lisaa kayttaja).

Valitse Standard-tilityyppi ja syota sen jalkeen uusi kayttajatunnus.
Valitse Set password now (Aseta salasana nyt) ja syota sitten salasana.

Valitse Add (Lisaa).
Uusi kayttaja lisataan Users (Kayttajat) -luetteloon.

® N O oA ® N

9. Myonna kayttajalle NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston kayttdoikeus seuraavasti.
a. Avaa paate.

b. Syota seuraavat tiedot:

$ sudo usermod -a -G ilmnusers <uusi kayttédjatunnus>
c. Syota kehotettaessa ilmnadmin-salasana.
10. Voit vahvistaa kayttajalupien onnistuneen maarityksen toimimalla seuraavasti.
a. Kirjaudu uudelle kayttajatilille.
b. Navigoi NextSeq 1000/2000 -ohjauschjelmistoon.
c. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).
d

Varmista Default Output Folder (Oletusarvoinen tulostuskansio) -kohdassa, etta voit valita ja
tallentaa tulostuskansiopolun.
Jos voit valita ja tallentaa tulostuskansiopolun virheitta, lupien maarittaminen onnistui.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 12

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Salasanan nollaaminen

Tassa osiossa esitetaan yksityiskohtaisestiilmnuser-, iimnadmin- tai paasalasanan nollaus. Salasanan
palautus ei ole saatavilla. Salasanan nollauksella ei voida ohittaa tililtd uloskirjausta lian monen
virheellisen salasanan syottoyrityksen jalkeen. Sinun on odotettava 10 minuuttia, ennen kuin voit
nollata salasanasi tai yrittda sisaankirjautumista.

ilmnuser-salasanan nollaus

Voit nollata iimnuser-salasanan, jos iimnadmin- tai paasalasana on tiedossasi.
Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

Avaa paate.

Sy6ta sudo-salasana ilmnuser.

Syo6ta kehotettaessa ilmnadmin-salasana.

Syo6ta kehotettaessa uusiilmnuser-salasana.

o g opw N o2

Kirjoita kehotettaessa uusiilmnuser-salasana, jotta voit vahvistaa uuden salasanan.

ilmnadmin-salasanan nollaus

Voit nollata iimnadmin-salasanan, jos paasalasana on tiedossasi.
1. Kirjaudu paakohtaan.
2. Avaa paate.

3. Syoéttdmalld i1lmnadmin-salasanan VOit muuttaa ilimadmin-salasanan tai syottaa i lmnuser-
salasanan muuttaaksesiilmnuser-salasanan.

4. Syota kehotettaessa uusi salasana.

Kirjoita kehotettaessa uusi salasana uuden salasanan vahvistamiseksi.

Paasalasanan nollaaminen

Voit nollata paasalasanan suorittamalla yhden seuraavista vaihtoehdoista:

* Jos salasana on tiedossasi edellisen kayttdjarjestelmakuvakaappauksen jaljilta, suorita palautus
kyseiseen tallennettuun kuvaan.

* Jos et muista salasanaa, ota yhteys llluminan tekniseen tukipalveluun.

BaseSpace Sequence Hubin maarittaminen ja
ennakoiva tuki

Voit maarittaa BaseSpace Sequence Hubin ja Proactive Support -palvelun jarjestelmaan noudattamalla
seuraavia ohjeita. Voit luoda BaseSpace Sequence Hub -tilin tutustumalla BaseSpace Sequence Hub -
verkko-ohjeeseen.

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).
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2. Valitse yksi seuraavista vaihtoehdoista BaseSpace Sequence Hubin ja Proactive Support -palvelun
asetuksia varten:

Vaihtoehto Kuvaus ja vaatimukset
Pelkka Proactive Support Laheta instrumentin suoritustiedot llluminalle nopeampaa
-palvelu* vianmaaritysta varten.

Vaatiiinternetyhteyden.

Ennakoiva valvonta ja Laheta InterOp ja lokitiedostot BaseSpace Sequence Hubiin
ajovalvonta ajon etavalvontaa varten. Tama asetus on oletusarvoinen.
Vaatii BaseSpace Sequence Hub -tilin ja internetyhteyden.

Ennakoiva valvonta ja Laheta InterOp-tiedostot, lokitiedostot ja ajotiedot
ajovalvonta seka tallennus  BaseSpace Sequence Hubiin etdvalvontaa ja analyysia
varten.

Edellyttaa BaseSpace Sequence Hub -tilig, internetyhteytta
seka naytetiedostoa.

None (Ei mitaan) Ajot erotetaan BaseSpace Sequence Hub -tileista ja lllumina
Proactive Support -palvelun laitesuoritustietoja ei laheteta.

* Taman asetuksen nimi ohjelmiston kayttoliittymassa voi erota tdssa oppaassa esitetysta nimesta sen
mukaan, mika ohjausohjelmiston versio on kyseessa.

Kun valitaan jokin muu vaihtoehto kuin None (Ei mitédan), Proactive Support -palvelu otetaan
kayttéon. Tama on ilmainen palvelu, jonka avulla ndet suoritustietosi Mylllumina Customer
Dashboard -koontinaytolla ja jonka avulla llluminan palvelutiimit voivat suorittaa vianmaarityksen
nopeammin.

n | Ennakoiva valvonta ja ajovalvonta on oletusarvoisesti paalla. Poista palvelu valitsemalla None
(Ei mitaan).
3. Jos valitsit None (Ei mitdan) vaiheessa 2, lopeta valitsemalla Save (Tallenna). Muussa tapauksessa
jatka vaiheeseen 6.

4. Valitse Hosting Location (Isanndintisijainti) -luettelosta sen BaseSpace Sequence Hub
-palvelimen sijainti, johon tiedot ladataan.
Varmista, etta kaytat Hosting Location (Isanngdintisijainti) -sijaintia, joka on alueellasi tailahinna
sita.

5. Jos sinulla on yritystilaus, anna verkkotunnuksen (URL) nimi, jota kdytetaan BaseSpace Sequence
Hub -tilia varten.
Esimerkiksi: https://yourlab.basespace.illumina.com.

6. Valitse Save (Tallenna).
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Maarita oletusarvoisen tulostuskansion sijainti

Valitse oletusarvoinen tulostuskansion sijainti taman osion ohjeiden avulla. Voit muuttaa kunkin ajon
kohdalla tulostuskansiota ajon maarittdmisen aikana. Ohjelmisto tallentaa cBCL -tiedostot' ja muut
ajotiedot tulostuskansioon.

Tarvitaan tulostuskansio, ellei BaseSpace Sequence Hubiin ole maaritetty ennakointia, ajon valvontaa
ja tallennusta. Kayta vain ulkoista tai verkkoasemaa oletusarvoisena tulostuskansiona. Instrumentin
tulostuskansion kaytto vaikuttaa kielteisesti sekvensointiajoon.

Ulkoisen aseman tulostuskansion maarittaminen

Valitse seuraavien ohjeiden avulla ulkoinen siirrettava asema oletusarvoiseksi tulostuskansioksi.

Suositellaan omaa virtaldhdetta kayttavaa asemaa, joka on formatoitu NFTS:ksi tai GPT/EXTA:ksi.

1. Kytke ulkoinen siirrettdva asema, jossa kaytetdan 3.0 USB -porttia instrumentin sivulla tai takana.
Varmista, etta ulkoisessa siirrettavassa asemassa sallitaan kirjoitusluvat. Jos sen asetukseksi on
maaritetty Read Only (Vain luku), ohjausohjelmisto ei pysty tallentamaan siihen tietoja.

2. Luouusikansio ulkoiseen kannettavaan asemaan. Tasta kansiosta tulee oletusarvoinen
tulostuskansion sijainti.

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto edellyttda vahintdan kahta sisdkkaista kansiotasoa, jotta
sijainti tunnistetaan ulkoiseksi siirrettavaksi asemaksi.
Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

4. Valitse oletusarvoisesta tulostuskansiosta olemassaoleva kansiopolku ja navigoi uuteen kansioon
ulkoisessa siirrettadvassa asemassa.

5. [Valinnainen] Jos olet valinnut Online Run Setup (Verkkoajoasetukset) ajotilassa, valitse vaihtoehto
avattavasta Hosting Location (Isédntasijainti) -valikosta.

6. Valitse Save (Tallenna).

Verkkoaseman oletusarvoisen tulostuskansion maarittaminen

Voit asentaa pysyvan verkkoaseman ja maarittaa oletusarvoisen tulostuskansiosijainnin noudattamalla
seuraavia ohjeita. Server Message Block (SMB)/Common Internet File Systems (CIFS) ja Network File
System (NFS) ovat ainoat menetelmat, joita tuetaan verkkoaseman asentamisessa NextSeq
1000:aan/2000:aan.

SMB/CIFS-asennusohjeet

1. Jos NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto on avoinna, valitse Minimize Application (Pienenna
sovellus).

2. Kirjaudu kohteeseen iimnadmin.

1Sisaltaa kunkin sekvensointijakson jokaisen klusterin emédsmaarityksen ja siihen liittyvit laatupisteet.
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Valitse Applications (Sovellukset).
Valitse Favorites (Suosikit) -kohdasta Terminal (Paate).

Sy06ta sudo touch /root/.smbcreds ja valitse sitten Enter.

o o~ w

Kirjoita kehotettaessa ilmnadmin-salasana.
iimnadmin-salasana tarvitaan aina, kun kaytetaan sudo-komentoa.
7. Syo6td sudo gedit /root/.smbcreds ja valitse sitten Enter, jotta voit avata tekstitiedoston
nimelta smbcreds.
8. Kun .smbcreds-tekstitiedosto avataan, syota verkkokirjautumistunnukset seuraavassa
muodossa.
kayttajatunnus=<user name>
salasana=<password>
toimialue=<domain name>
Kayttajatunnuksen, salasanan ja toimialueen tunnuksissa ei tarvita hakasulkeita. Toimialueen
tunnusta tarvitaan vain, jos etatili on osa toimialuetta.
9. Valitse Save (Tallenna) ja poistu tiedostosta.
10. Maarita palvelimen nimija SMB/CIFS-palvelimen jakonimi.
Palvelimen nimessa ja jakonimessa ei voi olla valilydnteja esimerkiksi seuraavasti:
Palvelimen nimi: 192.168.500.100 taiMyserver-myinstitute-03
Jakonimi: /sharel
11. Syota paatteessd sudo chmod 400 /root/.smbcreds ja valitse sitten Enter, jotta voit mydntaa
lukuoikeuden . smbcreds-tekstitiedostoon.
12. Syotd sudo mkdir /mnt/<paikallinen nimi>
<paikallinen nimi>on verkkoaseman uuden hakemiston nimi, ja se voi sisaltaa valilydnteja.
Tama hakemisto naytetaan laitteessa.
13. Valitse Enter.
14. Sydtad sudo gedit /etc/fstab ja valitse sitten Enter.
15. Kun fstab-tiedosto avataan, syota seuraava tiedoston loppuun ja valitse sitten Enter.
//<Palvelimen nimi>/<Jakonimi> /mnt/<paikallinen nimi> cifs
credentials=/root/.smbcreds,uid=ilmnadmin, gid=ilmnusers,dir

mode=0775, file mode=0775, netdev,x-systemd.automount, sec=ntlmssp 0 0
16. Valitse Save (Tallenna) ja poistu tiedostosta.

17. Syota padatteessd sudo mount -a -vvv ja valitse sitten Enter.
Verkkoasema on nyt asennettu nimelld /mnt/<paikallinen nimi>.

18. Voit vahvistaa, onnistuiko asennus syottamalla <df | grep <paikallinen nimi>>ja
valitsemalla sitten Enter.
Jaettujen tiedostojen nimen pitaisi tulla nakyviin.

19. Syottdmalld sudomkdir /mnt/<local name>/<output directory> Voitluoda alikansion
paikalliseen hakemistoon. <Tulostushakemisto> edustaa oletusarvoista tulostuskansiosijaintia.
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20.

21.

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto edellyttaa vahintaan kahta sisakkaista kansiotasoa, jotta
sijainti tunnistetaan asennetuksi verkkoasemaksi.

Katkaise laitteesta virta ja kytke se uudelleen. Katso Virran katkaiseminen laitteesta ja kytkeminen
uudelleen laitteeseen sivulla 81.

Maarita pysyvasti asennettu verkkoasema oletusarvoiseksi tulostuskansioksi. Katso Pysyvéan
verkkoaseman maarittaminen oletusarvoiseksi tulostuskansioksi sivulla 17.

NFS-asennusohjeet

1.

1.

12.

13.

Jos NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto on avoinna, valitse Minimize Application (Pienenna
sovellus).

Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

Maarita NFS-palvelimen nimi.
Palvelimen nimessa ei voi olla valilyonteja esimerkiksi seuraavasti:
Palvelimen nimi: 192.168.500.100 taiMyserver-myinstitute-03

Valitse Applications (Sovellukset).
Valitse Favorites (Suosikit) -kohdasta Terminal (Pdate).

Syo6td sudo mkdir /mnt/<paikallinen nimi> ja valitse sitten Enter.
<Paikallinen nimi> on verkkoaseman uuden hakemiston nimi.

Sy6td sudo gedit /etc/fstab ja valitse sitten Enter.

Kun fstab-tiedosto avataan, syota seuraava ja valitse sitten Enter.
Palvelimen nimi:/share //mnt/<paikallinen nimi> nfs x-

systemd.automount,defaults 0 O

Valitse Save (Tallenna) ja poistu tiedostosta.

. SyOtd paatteessa sudo mount -a -vvv ja valitse sitten Enter.

Verkkoasema on nyt asennettu kohtaan /mnt/directory <paikallinen nimi> -kansiossa.
Luo uusi<alikansio><paikallinen nimi>-kansiossa. Alikansio edustaa oletusarvoista
tulostuskansiosijaintia.

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto edellyttaa vahintaan kahta sisakkaista kansiotasoa, jotta
sijainti tunnistetaan asennetuksi verkkoasemaksi.

Katkaise laitteesta virta ja kytke se uudelleen. Katso Virran katkaiseminen laitteesta ja kytkeminen
uudelleen laitteeseen sivulla 81.

Maarita pysyvasti asennettu verkkoasema oletusarvoiseksi tulostuskansioksi. Katso Pysyvéan
verkkoaseman maarittaminen oletusarvoiseksi tulostuskansioksi sivulla 17.

Pysyvan verkkoaseman maarittaminen oletusarvoiseksi tulostuskansioksi

1.
2.

Kirjaudu kohteeseen iimnuser.
Valitse NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).
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3. Valitse oletusarvoisesta tulostuskansiosta pysyvan verkkoaseman asennus, joka sijaitsee
kohdassa /mnt/<paikallinen nimi>/<tulostushakemisto>.

4. [Valinnainen] Jos olet valinnut Online Run Setup (Verkkoajoasetukset) ajotilassa, valitse vaihtoehto
avattavasta Hosting Location (Isdntasijainti) -valikosta.

5. Valitse Save (Tallenna).

Mukautettujen viitegenomien tuonti

Uudet mukautetut viitegenomit voidaan tuoda vain jarjestelmanvalvojan tilin avulla. Saat luettelon
kaikista yhteensopivista viitegenomeista vierailemalla NextSeq 1000/2000
-tuoteyhteensopivuussivulla.

1. Luo viitegenomi Reference Builder for lllumina Instruments BaseSpace Sequence Hub
-sovelluksen avulla. Lisatietoja saat Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeesta.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten Process Management (Prosessinhallinta).
Varmista, etta kdynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.
Valitse ohjausohjelmiston valikosta Minimize Application (Pienenna sovellus).

Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten DRAGEN.

N o g s e N

Valitse Genome (Genomi) -osiossa View Installed Genomes (Tarkastele asennettuja genomeja),
jotta voit tarkastella luetteloa kaikista kulloinkin asennetuista Illumina-genomeista ja mukautetuista
genomeista.

8. Sulje modaali.

Valitse Choose (Valitse) kohdasta Import New Reference Genomes (Tuo uudet viitegenomit),
navigoi viitegenomitiedostoon (*.tar.gz) siirrettavassa tai asennetussa levyasemassa ja valitse
sitten Open (Avaa).

10. Valitse Import (Tuo).

Melun lahtotasotiedostojen luonti

Jos kaytetaan DRAGEN-rikastustyonkulkua somaattisessa tilassa, voit suodattaa sekvensointimelua
taijarjestelmallista melua melun lahtotasotiedoston avulla. Voit ladata vakiomallisia mukautettuja
melutiedostoja lllumina-tukisivustolta tailuoda mukautetun melun Idhtotasotiedoston.

Luo mukautettu melun lahtotasotiedosto

Mikali kaytetdaan somaattista tilaa, voit luoda mukautetun melun ldhtétasotiedoston. Melun
lahtotasotiedosto rakennetaan normaaleilla naytteilld, jotka eivat vastaa kohdetta, josta naytteet ovat
Iahtodisin. Normaalien naytteiden suositeltava maara on 50.
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Voit luoda mukautetun melun lahtotasotiedoston yhdella seuraavista menetelmista:

Kayta DRAGEN Bio-IT Platform -palvelinta. Katso ohjeet DRAGEN Bio-IT Platform -verkko-
ohjeesta.

Kayta DRAGEN Baseline Builder -sovellusta BaseSpace Sequence Hubissa. Luo FASTQ-tiedostot
BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -kohdassa olevan
BCL-konverttijakson avulla. Sekvensointiajon jalkeen, kun saatavilla on 50 naytetta, syota FASTQ-
tiedostot DRAGEN Baseline Builder -sovellukseen.

Lahtotason tiedostojen tuonti kayttoliittyman avulla

Lahtotasotiedoston tuonnin jalkeen voit maarittaa sekvensointiajon kayttamalla DRAGEN-
rikastustydonkulkua somaattisessa tilassa.

1.

® N O O R ®w N

Lataa vakiomallinen lahtotason tiedosto lllumina-tukisivustolta tai lataa mukautettu [ahtotason
tiedosto DRAGEN-palvelimelta tai DRAGENIn Baseline Builder -sovelluksesta.

Valitse ohjausohjelmiston valikosta Minimize Application (Pienenna sovellus).
Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

Valitse Applications (Sovellukset) ja sitten Favorites (Suosikit).

Valitse +Other Locations (+Muut sijainnit) ja sitten Computer (Tietokone).
Kaksoisnapsauta usr ja sen jalkeen local (paikallinen).

Kaksoisnapsauta illumina-kohtaa ja sen jalkeen aux_files-kohtaa.

Veda melun lahtotasotiedosto kohtaan aux_files.

Lahtdtasotiedostojen tuonti paatteen avulla

Lahtotasotiedoston tuonnin jalkeen voit maarittaa sekvensointiajon kayttamalla DRAGEN-
rikastustyonkulkua somaattisessa tilassa.

1.

o 9k~ Wb

Lataa vakiomallinen lahtétason tiedosto lllumina-tukisivustolta tailataa mukautettu Idhtotason
tiedosto DRAGEN-palvelimelta tai DRAGENin Baseline Builder -sovelluksesta.

Valitse ohjausohjelmiston valikosta Minimize Application (Pienenna sovellus).
Kirjaudu kohteeseen ilimnadmin.

Valitse Applications (Sovellukset).

Valitse Favorites (Suosikit) -kohdasta Terminal (Paate).

Sydta seuraava komento.
cp [/path/to/baselinefile] /usr/local/illumina/aux files
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Ajotilan maarittaminen

Ajotila koskee kaikkia ajoja ja maarittaa, mihin ajoparametrit sydtetaan ja miten tiedot analysoidaan:
Pilvi- tai hybriditila
1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse Online Run Setup (Verkkoajon asettaminen) BaseSpace Sequence Hub -palvelut- ja
Proactive Support -palvelun kohdalta.

3. Maarita lisdasetukset asianmukaisesti valitsemalla seuraava:

a. Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva valvonta ja ajovalvonta) tai Proactive, Run
Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka tallennus).

b. Avattava Hosting Location (Isédnndintisijainti) -valikko.
c. [Valinnainen] Syota Private Domain Name (Yksityinen toimialuenimi).

4. Valitse Save (Tallenna).

Paikallinen tai erillistila

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse Local Run Setup (Paikallisen ajon asettaminen) BaseSpace Sequence Hub -palvelut- ja
Proactive Support -palvelun kohdalta.

3. Maarita lisdasetukset asianmukaisesti valitsemalla seuraava:

a. Proactive Support Only (Pelkka ennakoiva tuki), Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva
valvonta ja ajonvalvonta), Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja
ajonvalvonta seka tallennus) tai None (Ei mitaan).

n | BaseSpace Sequence Hub sallii toiminnon asettamisen uudelleen jonoon vain, jos Proactive,

Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka tallennus) on valittu.
Mikali naytetiedosto on viallinen, tdman avulla voit tehda korjauksia naytetiedostoon ja
asettaa demultipleksointi-analyysin uudelleen jonoon. Katso instrumentin uudelleen jonoon
asettamista koskeva toiminto kohdasta Ajon asettaminen uudelleen jonoon sivulla 81.

b. Avattava Hosting Location (Isdnndintisijainti) -valikko.

c. [Valinnainen] Syota Private Domain Name (Yksityinen toimialuenimi).

4. Valitse Save (Tallenna).

Naytetiedostoa koskevat nakdkohdat paikallisessa tai erillistilassa

Sinun on kaytettava naytetiedoston v2-tiedostomuotoa, jotta voit suorittaa analyysin DRAGENilla.
Naytetiedoston v2-tiedostomuoto on myds yhteensopiva sellaisten BaseSpace Sequence Hub -
sovellusten kanssa, jotka eivat ole DRAGEN -yhteensopivia. Tietoja naytetiedoston luomisesta v2-
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tiedostomuodossa on kohdassa Néaytetiedoston v2 asetukset sivulla 85.

Laitteen mukauttaminen

Tama osio sisaltaa tietoja saatavilla olevien mukautusasetusten maarittamisesta. Voit maarittaa
oletusarvoisen tulostuskansion Méaarita oletusarvoisen tulostuskansion sijainti sivulla 15 kohdan
tietojen avulla.

Laitteen nimeadminen

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse Instrument Nickname (Laitteen kutsumanimi) ja sy6ta kenttaan haluttu laitteen nimi.
Nimi nakyy jokaisen nayton yldosassa.

3. Valitse Save (Tallenna).

Denaturointi- ja laimennusmieltymysten maarittaminen

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse, haluatko automaattisesti denaturoida ja laimentaa kirjastoja instrumentissa. Asetuksella
palautetaan oletusvaihtoehto, joka valittiin edellista ajoa varten.
¢ Jotta voit denaturoida ja laimentaa kirjastoja automaattisesti laitteessa, poista Denature and
Dilute On Board (Denaturoi ja laimenna levylld) -valintaruudun valinta.
¢ Jotta voit manuaalisesti denaturoida ja laimentaa kirjastoja, poista Denature and Dilute On
Board (Denaturoi ja laimenna levylld) -valintaruudun valinta.

Katso kirjastojen manuaalista denaturointia ja laimennusta koskevat ohjeet NextSeq 1000- ja
2000 -denaturointi- ja laimennusoppaasta kirjastoille (asiakirjanro 1000000139235).

Aseta automaattista reagenssityhjennysta koskeva mieltymys

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse, onko jarjestelman tyhjennettava automaattisesti kayttamattomat reagenssit kaytettyjen
reagenssien lokeroon jokaisen ajon jalkeen reagenssijatteen havittamisen virtaviivaistamiseksi ajon
valmistumisen jalkeen:

* Voit suorittaa tyhjennyksen automaattisesti valitsemalla Purge Reagent Cartridge (Tyhjenna
reagenssikasetti) -valintaruudun.

* Voit ohittaa automaattisen tyhjennyksen poistamalla Purge Reagent Cartridge (Tyhjenna
reagenssikasetti) -valintaruudun valinta (tdma on oletusasetus).
Kayttamattdmien reagenssien tyhjennys lisda jopa 2 tuntia tydnkulkuun.

3. Valitse Save (Tallenna).
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Ohjelmistopaivitysten maarittaminen

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).
2. Valitse, tarkistaako jarjestelma ohjelmistopaivitykset automaattisesti:

* Valitse automaattista tarkistusta varten Autocheck for software updates
(Ohjelmistopaivitysten automaattinen tarkistus) -valintaruutu.

¢ Poista manuaalista tarkistusta varten Autocheck for software updates (Ohjelmistopaivitysten
automaattinen tarkistus) -valintaruudun valinta.
Ohjelmistopaivitysten tarkistaminen automaattisesti edellyttaa internetyhteytta. Lisatietoja
ohjelmistopaivitysten asentamisesta annetaan kohdassa Ohjeimistopdivitykset sivulla 74
(Ohjelmistopaivitykset).

3. Valitse Save (Tallenna).

Muuta LCD-nayton kirkkautta

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).
2. Liu'uta LCD-nayton kirkkauden liukusaadinta halutun prosenttiluvun kohdalle.
3. Valitse Save (Tallenna).

Aseta valityspalvelin

Valityspalvelimen tuki on saatavilla vain NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoversiossa v1.3.
1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Settings (Asetukset).

2. Valitse kulloisetkin valityspalvelinasetukset, jotta voit avata Proxy Settings
(Valityspalvelinasetukset) -nayton.

3. Valitse Enable Proxy (Ota valityspalvelin kdyttoon) -valintaruutu ja syota sen jalkeen palvelimen IP-
portin osoite.

4. [Valinnainen] Mikali valityspalvelin edellyttaa todennusta, valitse Requires Username and
Password (Edellyttaa kayttajatunnusta ja salasanaa) -valintaruutu ja syota sen jalkeen
kayttajatunnus ja salasana.

Valitsemalla Save (Tallenna) voit tallentaa ja vahvistaa valityspalvelimen tiedot.
6. Valitse yksi seuraavista vaihtoehdoista:

* Valitsemalla Yes, I'm Finished (Kylla, olen valmis) voit kdynnistaa jarjestelman uudelleen ja
ottaa uudet valityspalvelinasetukset kayttoon.

* Valitsemalla No, Take Me Back (Ei, haluan takaisin) voit palata Settings (Asetukset)
-naytolle. Uudet valityspalvelinasetukset tallennetaan, mutta niita ei oteta kayttéon ennen
jarjestelman uudelleenkaynnistysta.
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Tarvikkeet ja laitteet

Tassa osiossa luetellaan koko reagenssisarjan sisalto sailytysolosuhteissa. Naet myds, mitka
lisatarvikkeet ja laitteet on hankittava protokollan saattamiseksi paatdokseen seka huolto- ja
vianmaaritystoimenpiteiden suorittamiseksi.

Sekvensointitarvikkeet

Sekvensointi NextSeq 1000/2000:ssa edellyttaa yhta kertakayttdista lllumina NextSeq 1000/2000 P2
-reagenssisarjaa tai yhta kertakayttoista lllumina NextSeq 1000/2000 P3 -reagenssisarjaa. NextSeq
1000/2000 P2 -reagenssiraja on saatavilla kolmessa koossa (100 jaksoa, 200 jaksoa, 300 jaksoa), ja
NextSeq 1000/2000 P3 -reagenssisarja on saatavilla neljassa koossa (50 jaksoa, 100 jaksoa, 200
jaksoa, 300 jaksoa).

NextSeq 1000 -sekvensointijarjestelma on yhteensopiva vain lllumina NextSeq 1000/2000 P2
-reagenssisarjan kanssa.

Reagenssisarja sisdltda kasetin ja virtauskyvetin sekvensointia varten. Kun saat NextSeq 1000/2000
P2-tailllumina NextSeq 1000/2000 P3 -reagenssisarjan:

* Varastoitarvikkeet viipymatta niihin merkittyihin Iampatiloihin oikean suorituskyvyn
varmistamiseksi.

* Al4 avaa foliopussia, ennen kuin se kehotetaan tekemaén.
* Sailyta kasetteja rasiassaan, jotta foliopussi ei repeydy tai puhkea.

* Sailyta kasetteja nuolet ylospain.

Ellei kasetin etiketti ole ylospdin, se vaikuttaa kielteisesti sekvensointitietoihin.

Taulukko 2 Sarjojen osat

Tarvike Maara Sailytyslampotila Mitat

Kasetti 1 -25...-15°C 29,2cm x17,8cm x 12,7 cm
(11,5 tuumaa x 7 tuumaa x 5 tuumaa)

Virtauskyvetti 1 2-8 °C* 21,6cm x12,7cm x 1,9cm
(8,5tuumaa x 5tuumaa x 0,75
tuumaa)

RSB, jossa on Tween 1 -25...-15°C 4cmx6,6cmx5cm)

20 (1,6 tuumaa x 2,6 tuumaa x 2 tuumaa)

*Kuljetetaan huoneenlampdtilassa.
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Molemmissa tarvikkeissa on tunnistimet seurantaa ja yhteensopivuuden varmistamista varten. Kasetin
ja virtauskyvetin kaytto RFID".

Virtauskyvetti

Virtauskyvetti on kuvioitu, yksikaistainen virtauskyvetti. Muovinen kasetti sulkee lasipohjaisen

virtauskyvetin sisdansa. Harmaa liuska peittaa virtauskyvetin ja tydntyy esiin siita turvallisen kasittelyn
varmistamiseksi.

>

Muovikasetti
Virtauskyvetti
C. Harmaa liuska

w

Virtauskyvetin sisdpinta on miljoonien nanokaivojen peittama. Klustereita luodaan nanokaivoihin, joista
sekvenssointireaktio suoritetaan. Nanokaivojen kuvioitu jarjestely lisda tuotos-readeja ja -tietoja.

Tradiotaajuinen tunniste
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Kasetti

Sekvensoinnin reagenssin kasetti esitdytetaan klusterointi-, sekvensointi-, PE (paired-end)- ja

indeksointireagensseilld. Foliolla tiivistetty sdilid on varattu kirjastoille ja edessa oleva rako on varattu
virtauskyvetille.

v

A. Kirjastosailio
B. Virtauskyvetin rako
C. Tyhjennystulppa

Kasetti sisaltaa kaikki tarvikkeet ajoa varten: reagenssit, kirjaston ja virtauskyvetin. Kirjasto ja
virtauskyvettiladataan sulatettuun kasettiin, joka sitten ladataan laitteeseen. Ajon alettua reagenssit
ja kirjasto siirretdan automaattisesti kasetista virtauskyvettiin.
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Kasetissa on pumput, venttiilit ja koko fluidistorijarjestelma, mukaan lukien kasetin alapuolella oleva
sailio kaytettyjen reagenssien keradmista varten. Kasetti havitetdan ajon jalkeen, joten laitteen
peseminen eiole tarpeellista.

Tuettu jaksojen maara

Merkinta kasetissa osoittaa, kuinka monta jaksoa analysoidaan, ei kuinka monta jaksoa suoritetaan.
Virtauskyvetti on yhteensopiva riippumatta jaksojen maarasta ja read-tyypista.

Kaikkiin 100 ja 200 jakson kasetteihin sisaltyy 38 ylimaaraista jaksoa. 300 jakson kasettiin sisaltyy 27
ylimaaraista jaksoa. Esimerkiksi 300 jakson kasetin reagenssit riittdvat enintdan 327
sekvensointijaksoon. Sekvensoitavien jaksojen maarasta annetaan lisatietoja kohdassa Jaksojen
maéara readissa sivulla 31 (Jaksojen maara readissa).

Symbolien kuvaukset

Seuraavassa taulukossa on esitetty tarvikkeisiin ja tarvikkeiden pakkauksiin merkityt symbolit.

Symboli Kuvaus

Tarvikkeen vanhenemispdivamaara. Parhaan tuloksen saamiseksi kayta
tarvike ennen tata paivamaaraa.

lImoittaa valmistajan (lllumina).

Tarkoitettu kayttd on Research Use Only (RUO) (Vain

RUO tutkimuskayttoon).

[Imoittaa osanumeron, jotta tarvike voidaan tunnistaa.’

REF

lImoittaa erdkoodin, jotta voidaan tunnistaa tarvikkeen valmistusera.’

LOT
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Symboli Kuvaus

limoittaa terveysvaarasta.

Sailytyslampaotila iimoitetaan celsius-asteina. Sailyta tarvike ilmoitetun
lAmpotila-alueen sisalla.?

Lisakulutustarvikkeet

Hanki seuraavat kulutustarvikkeet sekvensointia ja yllapitoa varten.

Tarvikkeet sekvensointia varten

Taulukko 3 Tarvikkeet sekvensointia varten
Tarvike Toimittaja Tarkoitus

Kertakayttokasineet, Yleinen laboratoriotoimittaja  Yleiskayttoon
puuterittomat

NextSeq 1000/2000 P2 (v3) - Mumina: Sisaltaa reagenssikasetin ja

reagenssisarja luettelonumero 20046811 virtauskyvetin seka NextSeq
(100 jaksoa) 1000/2000 RSB:n
luettelonumero 20046812 (uudelleensuspensiopuskurin),
(200 jaksoa) jossa Tween 20 yhta ajoa
luettelonumero 20046813 varten. Yhteensopiva NextSeq
(300 jaksoa) 1000:n ja NextSeq 2000:n

kanssa.

NextSeq 2000 P3 - [llumina: Sisaltaa reagenssikasetin ja

reagenssisarja luettelonumero 20046810 virtauskyvetin seka NextSeq
(50 jaksoa) 1000/2000 RSB:n
luettelonumero 20040559 (uudelleensuspensiopuskurin),
(100 jaksoa) jossa Tween 20 yht3 ajoa
luettelonumero 20040560 varten. Yhteensopiva vain
(200 jaksoa) NextSeq 2000:n kanssa.
luettelonumero 20040561
(300 jaksoa)
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Tarvike

Mikroputket, 1,5 ml

Pipetin karjet, 10 pul
Pipetin karjet, 20 pl
Pipetin karjet, 200 pl
Pipetin kéarjet, 1000 pl

[Valinnainen] PhiX Control v3

[Valinnainen] Paperipyyhkeet

Huoltotarvikkeet

Taulukko 4 Huoltotarvikkeet
Tarvike

Kertakayttokasineet,
puuterittomat

NextSeq 1000/2000:n
ilmansuodatin vaihtoa
varten*

Toimittaja

Fisher Scientific,
luettelonumero 14-222-158,
tai vastaavat putket, jotka
minimoivat sitoutumisen
putkeen

Yleinen laboratoriotoimittaja
Yleinen laboratoriotoimittaja
Yleinen laboratoriotoimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja
[llumina, tuotenro FC-110-

3001

Yleinen laboratoriotoimittaja

Toimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja

[llumina, tuotenro 20029759

Tarkoitus

Kirjastojen laimennus
latauspitoisuuteen

Kirjastojen laimennus.
Kirjaston laimennus ja lataus
Kirjastojen laimennus.

Kirjaston sailion folion
puhkaiseminen.

Vain-PhiX-ajon suorittaminen

tai lisdaminen PhiX-kontrolliin.

Kasetin kuivaamiseen
vesipesun jalkeen

Tarkoitus

Yleiskayttoon

[Imansuodattimen
vaihtamiseen kuuden
kuukauden vélein

* Laite toimitetaan niin, ettd yksi suodatin on asennettuna ja yksi varalla. Kun laitteen takuu ei ole voimassa,
varaosat ovat kayttdjan hankittavia. Sailyta pakkauksessa ennen kayttoa.

Lisalaitteet

Hanki seuraavat laitteet sekvensointitarkoituksiin.

Laite Toimittaja Tarkoitus

Pakastin, -25...-15°C Yleinen laboratoriotoimittaja Kasetin sailytysta varten

Jaaastia Yleinen laboratoriotoimittaja Kirjastojen asettamiseksi

sivuun sekvensointiin saakka
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Laite

Pipetti, 10 ul

Pipetti, 20

Pipetti, 200 pl

Jaakaappi, 2-8 °C

[Valinnainen] Jokin
seuraavista
[ampdtilasdadellyista
vesihauteista tai vastaava,
joka voidaan sailyttaa 25 °C:n
lampdtilassa:

e Thermo Scientific Precision
35L kiertavan veden
vesihaude
(samanaikaisesti enintaan
5 kasetille)

o SHEL LAB 22L digitaalinen
kiertavan veden vesihaude
(samanaikaisesti enintdaan
3 kasetille)

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Toimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja

Yleinen laboratoriotoimittaja

e Thermo Fisher Scientific,
luettelonro TSCIR 35

e Shel Lab, luettelonumero
SWBC22

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

Tarkoitus

Kirjastojen laimennus
latauspitoisuuteen

Kirjastojen laimentaminen
latauspitoisuuteen ja
kirjastojen lataaminen
kasettiin

Kirjastojen laimennus
latauspitoisuuteen

Virtauskyvetin sailyttamiseen
tai kasetin sulattamiseen

Kasetin sulattaminen

29



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Protokolla

Tassa osiossa annetaan vaiheittaiset ohjeet tarvikkeiden valmisteluun, kirjastojen laimennukseen ja
sekvensointiajon maarittamiseen yhdessa neljasta ajotilasta (pilvi-, hybridi- ja paikallisessa tilassa
kaytetaan DRAGEN:Ia tai BaseSpace Sequence Hubia, kun taas erillistila on erillinen ajo, joka on
tarkoitettu cBCL-tietojen luontiin ainoastaan mukautettuja analyysityonkulkuja varten).

Kun kasittelet reagensseja ja muita kemikaaleja, kadyta suojalaseja, laboratoriotakkia ja puuterittomia
suojakasineita.

Varmista, etta kaytossasi on kaikki vaaditut tarvikkeet ja laitteet ennen protokollan aloittamista. Katso
Tarvikkeet ja laitteet sivulla 23.

Noudata protokollia esitetyssa jarjestyksessa kayttamalla maaritettyja maaria, lampotiloja ja kestoja.

Sekvensointinakokohdat

Tarkista ennen protokollan kdynnistamista seuraavat tiedot kirjastojen laimennuksen valmistelua ja
ajon maarittamista varten. Optimaalisen latauspitoisuuden aikaansaanti on ratkaisevan tarkeaa
onnistuneen sekvensoinnin ja analyysin kannalta. Readin oikean jaksomaaran syéttdminen auttaa
varmistamaan optimaalisen tietojen tulostuksen.

Lataustilavuus ja -pitoisuudet

Lataustilavuus on 20 ul. Latauspitoisuus vaihtelee kirjastotyypin mukaan:

Kirjastotyyppi Latauspitoisuus (pM)
AmpliSeq™ for lllumina Library PLUS 750

[llumina DNA Prep 750

[llumina DNA Prep rikastuksella 1000
[lumina Stranded Total RNA ja Ribo-Zero Plus 750

[llumina Stranded mRNA 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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Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Muiden kirjastotyyppien tapauksessa suositeltu aloituslatauspitoisuus on 650 pM. Tama pitoisuus
tulee optimoida myohemmissa ajoissa, jotta tunnistetaan latauspitoisuus, joka tuottaa
johdonmukaisesti vaatimukset tayttavia tietoja.

n | Voit optimoida latauspitoisuuden kayttamalla % Loading Concentration (% latauspitoisuus) -
mittausta PrimaryAnalysisMetrics.csv -tulostustiedostossa, joka on saatavilla ajon
valmistumisen jalkeen. Mikali % Loading Concentration (% latauspitoisuus) on < 95 %, lisaa
latauspitoisuutta 100 pM:n askelin mydhemmissa ajoissa.

Jaksojen maara readissa

Jokaisessa readissa vahintaan 26 jakson ja enintdan 151 jakson sy6éttdminen auttaa varmistamaan
tietojen laadun. Jaksojen tarkka maara riippuu kokeesta. NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto
edellyttda vahintdan 1jakson Read 1 -kohteelle, muuta kun Read 1 -jaksojen maara on alle 26,
naytetaan varoitus.

Read 1-, Index 1-, Index 2- ja Read 2 -jaksojen kokonaismaara ei voi olla suurempi kuin sarjan tukema
jaksojen maara seka 38 jaksoa 100 ja 200 jakson sarjoja varten ja 27 jaksoa P3 300 jakson sarjoja
varten. NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistossa naytetaan varoitus, kun Index 1- ja Index 2 -jaksojen
maara on alle 6. Varoitusta ei naytetd, mikali Index 1- tai Index 2- jaksojen maara on 0.

Pienimpaan ja suurimpaan jaksonumeroon sisaltyy ylimaarainen jakso. Lisaa aina yksijakso haluttuun
read-pituuteen phasing- ja prephasing-virheiden vaikutusten korjaamiseksi. Read-pituus on
sekvensointijaksojen maara Read 1:ssa ja Read 2:ssa lisdjaksoja ja indeksijaksoja lukuun ottamatta.
Lisatietoja on Real-Time Analysis -ohjelmiston tyénkulku sivulla 56 -kohdan Phasing-korjauksessa.

Esimerkkiajon kayttoonotto:
* Kunread-pituus on 35 (single-read), sy6ta 36 Read 1-kenttaan.

* Kunread-kohtainen read-pituus on 150 (paired-end), syota 151 Read 1 -kenttaan ja 151 Read 2 -
kenttaan.

Sekvensointiajon suunnittelu BaseSpace Sequence
Hubissa

Kayta BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -toimintoa
ajoasetusten luontia ja maaritysta varten. Jos maaritat ajon pilvi- tai hybridi-tilassa, I1aheta ajomaaritys
BaseSpace Sequence Hub -tilisi suunniteltujen ajojen luetteloon Planned Runs (Suunnitellut ajot) -
valilehdella. NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmissa sekvensointiin saatavilla
olevat ajot naytetaan Planned Runs (Suunnitellut ajot) -valilehdella. Jos maaritat ajon paikallisessa
tilassa, luo Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -toiminnolla naytetiedosto ja vie se v2-
tiedostomuotoon. Katso vaihtoehtoisesti Naytetiedoston v2 asetukset sivulla 85, jotta voit luoda
naytetiedoston iiman BaseSpace Sequence Hubia tarjolla olevan mallineen avulla.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) tukee enintaan 1536
naytetta.

Ajon maarittaminen

1. Navigoi BaseSpace Sequence Hubiin.

2. Syo6ta sahkopostiosoitteesija BaseSpace Sequence Hubin salasana ja valitse sitten Signin
(Kirjaudu sisaan).

Valitse Runs (Ajot) -valilehti ja valitse sitten avattava New Run (Uusi ajo) -valikko.
4. Valitse NextSeq1000/2000.
Syo6tad Run Name (Ajon nimi) -kenttdan haluamasi yksilollinen nimi nykyisen ajon tunnistamista
varten.
Ajon nimessa voi olla enintddn 225 aakkosnumeerista merkkia, valilydntia, ajatusviivaa ja alaviivaa.
6. Valitse yksi seuraavista analyysisijainneista.
* BaseSpace — Analysoi sekvensointitiedot pilvessa.
* Paikallinen — Analysoi sekvensointitiedot instrumentissa tai luo naytetiedosto v2 paikalliselle
tai hybriditilalle.

7. Valitse analyysityyppi ja -versio.
Lisatietoja toissijaisista analyyseistd on DRAGENIn toissijaisen analyysin tulostustiedostot sivulla 61
tai BaseSpace Sequence Hub -sovelluksen asiakirjoissa. Jos valitset DRAGEN yksisolu-RNA-
analyysin, katso NextSeq 1000/2000 -tuotetiedostosivulta tiedot kolmannen tahon yksisolu-RNA-
kirjaston valmistelusarjan yhteensopivuudesta.

ﬂ | Instrumentissa tehtavassa analyysissa valitun version on vastattava instrumenttiin
asennettavaa DRAGEN-versiota. Voit vahvistaa instrumenttiin asennetun DRAGEN-version
DRAGEN-tybnkulku ja kdyttboikeuspaivitykset sivulla 76.

8. [Valinnainen] Maarita mukautetut indeksisarjat seuraavasti.
Jos kaytat useampia kirjastoja, kirjastojen indeksireadien pituuden on oltava sama.

a. Valitse Add Custom Index Adapter Kit (Lisdd mukautettu indeksisovitinsarja) avattavasta
Index Adapter Kit (Indeksisovitinsarja) -valikosta.

b. Valitse mallinetyyppija sy6ta sarjan nimi, sovitinsekvenssi, indeksistrategiat seka
indeksisekvenssit.
Varmista, etta toisen indeksin (i5) sovitinsekvenssit on suunnattu eteenpain.

c. Valitse Create New Kit (Luo uusi sarja).
9. [Valinnainen] Maarita mukautetut indeksisarjat seuraavasti.

a. Valitse Add Custom Library Prep Kit (Lisaa mukautettu kirjaston valmistelusarja) avattavasta
Library Prep Kit (Kirjaston valmistelusarja) -valikosta.

b. Sydta nimi, read-tyypit, oletusarvoiset read-jaksot ja yhteensopivat indeksisovitinsarjat
mukautettua kirjaston valmistelusarjaa varten.

c. Valitse Create New Kit (Luo uusi sarja).
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10. Valitse seuraavat instrumenttiasetukset. Kirjaston valmistelusarjan mukaan valitaan
automaattisesti suositellut vaihtoehdot. Joissakin kirjaston valmistelusarjoissa on vahvasti
koodattu indeksireadien ja read-tyyppien maara, jota ei voida muuttaa.

Kirjaston valmistelusarja
Indeksisovitinsarja
Indeksireadien maara
Read-tyyppi

Sekvensointijaksojen maara readia kohti

n | Mikali kirjaston valmistelusarjassa valitaan Not Specified (Ei maaritetty), indeksireadien

maara paivitetaan vasta, kun indeksisekvenssit syotetaan Sample Data (Naytetiedot) -
osioon.

11. Syota naytetiedot Sample Data (Naytetiedot) -laskentataulukkoon kayttamalla yhta seuraavista
vaihtoehdoista. Voit ryhmitelld tietojen yhdistdmisnaytteet jalkikasittelyanalyysin aikana
maarittamalla ryhmalle nimen Project (Projekti) -sarakkeessa.

Valitse Import Data (Tuo tiedot) ja valitse sitten naytetiedosto. Varmista, etta naytetiedosto
vastaa formatointivaatimuksia. Katso Naytetiedoston v2 asetukset sivulla 85. Naytetiedoston
muuttaminen alustavan latauksen jalkeen saattaa johtaa analyysin epaonnistumiseen.

Liitéa ndytetunnukset ja joko indeksilevyn kaivojen asemat taii7- ja i5-indeksit suoraan
ulkoisesta tiedostosta. Syota ennen liittamista nayterivien maara Rows (Rivit) -kentassa ja
valitse +. Naytetunnukset voivat sisaltda enintdan 20 alfanumeerista merkkia, ajatusviivaa ja
alaviivaa.

ﬂ | Asettelultaan kiinteat indeksilevyt edellyttavat kaivojen asemien merkintoja. Indeksit,
joiden asettelu ei ole kiinted, edellyttavat merkintdja i7- ja i5-indekseille. i5-indeksit on
syOtettava eteenpain suuntautuen.

Syota manuaalisesti naytetunnukset ja vastaavat kaivojen asemat tai indeksit. Mikali kirjaston
valmistelusarjan kohdalla valitaan Not Specified, syota Index 2 (i5) -sekvenssit eteenpain
suuntautuen.

12. Valitse Next (Seuraava).

Toissijaisen analyysin maarittaminen

Maarita ajoa varten valitun analyysityypin asetukset. Lisatietoja DRAGEN-analyysin tydnkuluista on
DRAGENIn toissijaisen analyysin tulostustiedostot sivulla 61

Illumina DRAGEN BCL -konvertti

Voit maarittaa lllumina DRAGEN BCL -konvertin analyysin suorittamalla seuraavat vaiheet.

1. Syota seuraavat valinnaiset asetukset.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Asetus Kuvaus

AdapterRead1 Sovitinsekvenssireadille 1. Mikali kdytetaan
[llumina-kirjaston valmistelusarjaa, jata
AdapterRead1-kentta tyhjaksi.

AdapterRead?2 Sovitinsekvenssireadille 2. Mikali kaytetaan
Illumina-kirjaston valmistelusarjaa, jata
AdapterRead?2-kentta tyhjaksi.

BarcodeMismatcheslndex1 Sallittujen yhteensopimattomuuksien maara
ensimmaisen indeksireadin ja indeksisekvenssin
valilla. Oletusarvo on 1. Jos viivakoodi on 6 bp,
suositeltava arvo on 0.

BarcodeMismatcheslndex2 Sallittujen yhteensopimattomuuksien maara toisen
indeksireadin ja indeksisekvenssin valilla.
Oletusarvo on 1. Jos viivakoodi on 6 bp, suositeltava
arvo on 0.

OverrideCycles Komentosarja, jota kaytetaan UMI-jaksojen
maarittamiseen ja readin jaksojen peittamiseen.
Seuraavat arvot sallitaan:
o N—Maarittaa huomiotta jatettavat jaksot.
o Y —Maarittaad sekvensointijaksot.
o | —Maarittaa indeksijaksot.
o U—Maarittaa leikattavat UMI-jaksot.
Elementit on erotettu toisistaan puolipisteilla.
Seuraavassa on esimerkkeja OverrideCycles-

syOtteesta.
U8Y143;18;1I8,;U8Y143
N10Y66;I16;N10Y66

2. Valitse, haluatko tallentaa kopion FASTQ-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sailyttda FASTQ-tiedostot.

3. Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:
* (gzip—Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
* DRAGEN—Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.
4. Suorita ajon maaritys loppuun.

* Voitlahettaa ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Ladheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin Iahetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.
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* Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa valitsemalla Export
Sample Sheet (Vie ndytetiedosto) avattavasta Submit Run (Laheta ajo)
-valikosta. Naytetiedostoa tarvitaan ajojen alustamiseen paikallista tilaa kayttavissa
jarjestelmissa. Tama vaihtoehto on saatavilla vain, jos analyysin sijainniksi valittiin Local
(Paikallinen).

[llumina DRAGEN -rikastus

Voit maarittaa lllumina DRAGEN -rikastusanalyysin suorittamalla seuraavat vaiheet.

1.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Valitse viitegenomi.

Kayta mahdollisuuksien mukaan viitegenomia alt awaren kanssa.

Valitse *.bed-tiedosto, joka sisaltda alueet, jotka ovat kohteenasi tai joihin haluat ladata uuden

mukautetun tiedoston.

Varmista, etta BED-tiedoston viitegenomi vastaa viitegenomia, joka valittiin vaiheessa 1. Kayta

uuden mukautetun BED-tiedoston kohdalla seuraavaa nimeamismuotoa: name of panel

versionNumber.referencegenome.bed.

* Paikallinen tila— Valitse Select Custom File (Local) (Valitse mukautettu tiedosto

(paikallinen)), jotta voit ladata yksittaisen ajon, tai Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa
mukautettu tiedosto (BaseSpace)) toistuvaan kayttoon.

*  Pilvi- tai hybriditila — Valitse Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa mukautettu tiedosto
(BaseSpace)). Mukautettu BED -tiedosto on saatavilla vain tydryhmassa, johon se on
ladattu.

Valitse joko sukusolulinja- tai somaattinen varianttitunnistin.

[Valinnainen] Mikali kaytetaan somaattista varianttitunnistinta, valitse melun lahtotasotiedosto.
Katso lisatietoja kohdasta Melun I&htétasotiedostojen luonti sivulla 18.

Valitse kartta / kohdista tulostusmuoto.

Valitse, haluatko tallentaa kopion FASTQ-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sadilyttaa FASTQ-tiedostot.

Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:
* gzip—Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
* DRAGEN —Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.
Suorita ajon maaritys loppuun.

* Voitlahettaa ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Ladheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin Iahetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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* Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa valitsemalla Export
Sample Sheet (Vie ndytetiedosto) avattavasta Submit Run (Laheta ajo)
-valikosta. Naytetiedosto ja toissijaisen analyysin tukitiedostot ladataan *.zip-kansioon, ja
niita tarvitaan ajojen alustamiseen jarjestelmissa, joissa kaytetaan paikallista tilaa. Tama
vaihtoehto on saatavilla vain, jos analyysin sijainniksi valittiin Local (Paikallinen).

[llumina DRAGEN -sukusolulinja

Voit maarittaa lllumina DRAGEN -sukusolulinja-analyysin suorittamalla seuraavat vaiheet.

1.

Valitse viitegenomi.
Kayta mahdollisuuksien mukaan viitegenomia alt awaren kanssa.

Valitse kartta / kohdista tulostusmuoto.

Valitse, haluatko tallentaa kopion FAST Q-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sailyttaa FASTQ-tiedostot.

Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:
* gzip—Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
* DRAGEN —Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.
Suorita ajon maaritys loppuun.

* Voitlahettaa ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Laheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin lahetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.

* Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa valitsemalla Export
Sample Sheet (Vie ndytetiedosto) avattavasta Submit Run (Léheta ajo) -valikosta.
Naytetiedosto ja toissijaisen analyysin tukitiedostot ladataan *.zip-kansioon, ja niita
tarvitaan ajojen alustamiseen jarjestelmissa, joissa kaytetaan paikallista tilaa. Tama
vaihtoehto on saatavilla vain, jos analyysin sijainniksi valittiin Local (Paikallinen).

[llumina DRAGEN RNA

Voit maarittaa lllumina DRAGEN RNA -analyysin suorittamalla seuraavat vaiheet.

1.

Valitse viitegenomi.
Kayta mahdollisuuksien mukaan viitegenomia ilman alt awarea.

Valitse kartta / kohdista tulostusmuoto.

3. Valitse, haluatko tallentaa kopion FASTQ-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sailyttaa FASTQ-tiedostot.
4. Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:
* gzip—Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
* DRAGEN — Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.
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S.

8.

[Valinnainen] Lataa RNA Annotation -huomautustiedosto Gene Transfer Format (GTF)
-muodossa.

¢ Paikallinen tila— Valitse Select Custom File (Local) (Valitse mukautettu tiedosto
(paikallinen)), jotta voit ladata yksittaisen ajon, tai Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa
mukautettu tiedosto (BaseSpace)) toistuvaan kayttoon.

*  Pilvi- tai hybriditila — Valitse Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa mukautettu tiedosto
(BaseSpace)). GTF -tiedosto on saatavilla vain tyéryhmassa, johon se on ladattu.
Kun GTF-tiedosto on ladattu BaseSpace Sequence Hub -tyéryhmaan, valitse RNA-
huomautustiedosto avattavasta valikosta.

Valitse, otetaanko differentiaalinen ilmentyminen kayttoon.

Jos differentiaalinen ilmentyminen otettiin kdyttoon, valitse kontrolli- tai vertailuarvo kullekin
naytteelle.

Kussakin vertailuryhmdassa kaikkia kontrolleiksi merkittyja naytteita verrataan kaikkiin naytteisiin,
jotka on merkitty vertailunaytteiksi. Mikali naytteeseen ei sisally kontrolli- tai vertailuarvoa, valitse
arvoksina.

Suorita ajon maaritys loppuun.

* Voitlahettaa ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Ladheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin Iahetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.

* Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa valitsemalla Export
Sample Sheet (Vie ndytetiedosto) avattavasta Submit Run (Laheta ajo)
-valikosta. Naytetiedosto ja toissijaisen analyysin tukitiedostot ladataan *.zip-kansioon,
mikali mukana on valinnainen GTF-tiedosto, ja niita tarvitaan ajojen alustamiseen
jarjestelmissa, joissa kaytetaan paikallista tilaa. Tama vaihtoehto on saatavilla vain, jos
analyysin sijainniksi valittiin Local (Paikallinen).

[llumina DRAGEN -yksisolu-RNA

Voit maarittaa lllumina DRAGEN -yksisolu-RNA-analyysin suorittamalla seuraavat vaiheet.

1.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Valitse viitegenomi.
Kayta mahdollisuuksien mukaan viitegenomia ilman alt awarea.

[Valinnainen] Lataa RNA Annotation -huomautustiedosto Gene Transfer Format (GTF) -
muodossa.

* Paikallinen tila— Valitse Select Custom File (Local) (Valitse mukautettu tiedosto
(paikallinen)), jotta voit ladata yksittaisen ajon, tai Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa
mukautettu tiedosto (BaseSpace)) toistuvaan kayttoon.

* Pilvi- tai hybriditila — Valitse Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa mukautettu tiedosto
(BaseSpace)). GTF -tiedosto on saatavilla vain tydryhmassa, johon se on ladattu.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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10.
1.

12.

Kun GTF-tiedosto on ladattu BaseSpace Sequence Hub -tyéryhmaan, valitse RNA-
huomautustiedosto avattavasta valikosta.

Valitse kartta / kohdista tulostusmuoto.

Valitse, haluatko tallentaa kopion FAST Q-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sailyttaa FASTQ-tiedostot.

Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:
* gzip—Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
* DRAGEN —Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.

Valitse kokoonpano, joka vastaa tarkalleen kirjaston valmistelusarjan tyyppia.

Jos esimerkiksi valitsit Single Cell RNA Library Kit 1 -sarjan kirjaston valmistelusarjaksi, valitse
maaritystyypiksi Type 1.

Valitse viivakoodin read.

[Valinnainen] Muokkaa emasten maaraa viivakoodeissa ja UMI:ssa. Arvot taytetaan
automaattisesti kirjaston valmistelusarjan ja valitsemasi maaritystyypin perusteella.

Valitse saikeen suuntaus.
[Valinnainen] Valitse tiedosto, joka sisaltaa viivakoodisekvenssit tai lataa uusi mukautettu tiedosto.

Mikali kaytetaan edistynytta/mukautettua maaritystyyppia, syota ohitusjaksojen maaran,
viivakoodin aseman seka UMI:n aseman arvot.

Suorita ajon maaritys loppuun.

* Voitlahettaa ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Laheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin ldhetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.

* Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa valitsemalla Export
Sample Sheet (Vie ndytetiedosto) avattavasta Submit Run (Léheta ajo) -valikosta.
Naytetiedosto ja toissijaisen analyysin tukitiedostot ladataan *.zip-kansioon, mikali mukana
on valinnainen GTF-tiedosto, ja niita tarvitaan ajojen alustamiseen jarjestelmissa, joissa
kaytetaan paikallista tilaa. Tama vaihtoehto on saatavilla vain, jos analyysin sijainniksi
valittiin Local (Paikallinen).

[llumina DRAGEN Amplicon

Kayta seuraavia vaiheita lllumina DRAGEN Amplicon -analyysin maarittamiseen.

1.

Valitse viitegenomi.

2. Valitse *.bed-tiedosto, joka sisaltaa alueet, jotka ovat kohteenasi taijoihin haluat ladata uuden
mukautetun tiedoston.
Varmista, ettd BED-tiedoston viitegenomi vastaa viitegenomia, joka valittiin vaiheessa 1. Kayta
uuden mukautetun BED-tiedoston kohdalla seuraavaa nimedmismuotoa: name of panel
versionNumber.referencegenome.bed.
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Pilvi- tai hybriditila — Valitse Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa mukautettu tiedosto
(BaseSpace)). Mukautettu BED -tiedosto on saatavilla vain tydryhmassa, johon se on
ladattu.

Paikallinen tila — Valitse Select Custom File (Local) (Valitse mukautettu tiedosto
(paikallinen)), jotta voit ladata yksittdisen ajon, tai Upload Custom File (BaseSpace) (Lataa
mukautettu tiedosto (BaseSpace)) toistuvaan kayttoon.

Valitse joko sukusolulinja- tai somaattinen varianttitunnistin.

Valitse kartta / kohdista tulostusmuoto.

[Paikallinen] Valitse, haluatko tallentaa kopion FAST Q-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain,
jos paatat sailyttda FASTQ-tiedostot.

6. Valitse, haluatko tallentaa kopion FASTQ-tiedostoista. FASTQ-tiedostot luodaan vain, jos paatat
sailyttaa FASTQ-tiedostot.

7. Valitse yksi seuraavista FASTQ-tulostusmuotovaihtoehdoista:

gzip — Tallenna FASTQ-tiedostot gzip-muodossa.
DRAGEN — Tallenna FASTQ-tiedostot ora-muodossa.

8. Suorita ajon maaritys loppuun.

Voit [ahettda ajon maarityksen BaseSpace Sequence Hub -tilillesi valitsemalla Submit Run
(Laheta ajo). BaseSpace Sequence Hubiin [ahetetyt ajot tulevat nakyviin suunniteltujen
ajojen luettelossa, ja ne ovat saatavilla jarjestelmissa, joissa kaytetaan pilvi- tai hybriditilaa.

[Paikallinen] Voit tallentaa ajon maarityksen naytetiedostoksi v2-tiedostomuodossa
valitsemalla Export Sample Sheet (Vie naytetiedosto) avattavasta Submit Run (Laheta ajo)
-valikosta. Naytetiedosto ja toissijaisen analyysin tukitiedostot ladataan *.zip-kansioon, ja
niita tarvitaan ajojen alustamiseen jarjestelmissa, joissa kaytetaan paikallista tilaa. Tama
vaihtoehto on saatavilla vain, jos analyysin sijainniksi valittiin Local (Paikallinen).

Pussitetun kasetin ja virtauskyvetin sulattaminen

Talla vaiheella sulatetaan kasetti avaamattomassa pussissa ja valmistellaan virtauskyvetti. Sulata
pussitettu kasetti yhdelld kolmesta menetelmdasta: hallittu vesihaude, jadkaappisulatus tai
huoneenlampaotilassa sulattaminen. Kayta kasetti valittomasti sulatuksen jalkeen alaka pakasta sita
uudelleen. Jos et pysty kayttamaan kasettia heti sulatuksen jalkeen, katso Tarvikkeiden palauttaminen
varastoon sivulla 80.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 39

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Kuva 4 Pussitettu kasetti

Sulata kasetti hallitussa vesihauteessa

1. Pue uudet puuterittomat kasineet ja poista kasetti varastosta.

2. Poista kasettirasiasta, mutta dld avaa hopeanvadrista foliopussia.

Repeytyneen tai puhjenneen pussin sulattaminen vesihauteessa saattaa johtaa
sekvensointihairioon. Suorita sulatus sen sijaan huoneenlampatilassa tai jadkaapissa.

3. Sulata pussitettua kasettia hallitussa 25 °C:n vesihauteessa 6 tuntia:

Varmista, etta veden syvyys on jatkuvasti vahintdan 9,5-10 cm riippumatta siita, kuinka
monta kasettia sulatetaan.

Aseta lampdtilan suhteen kontrolloidun vesihauteen lampétilaksi 25 °C.

Pitele pussia etiketti ylospain ja laita se vesihauteeseen upottamatta sita veteen.
Al3 yrita painaa kasettia alas, jotta se uppoaa nesteeseen. Ellei pussin etiketti ole yldspain
taijos kasetti kdantyy toisin pain sulatuksen aikana, se vaikuttaa kielteisesti
sekvensointitietoihin.

Al3 jata pussia yli 8 tunniksi vesihauteeseen.

Al3 sulata samaan aikaan niin paljon kasetteja, ettd ne eivdt mahdu vesihauteeseen.
Tarkista yhteensopivat vesihauteet kohdasta Lisdlaitteet sivulla 28.

Al3 pinoa kasetteja paallekkain.

4. Poista kasetti vesihauteesta ja kuivaa se paperipyyhkeilla.
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Kasetin sulattaminen jadkaapissa

1. Pue uudet puuterittomat suojakasineet.

2. Poista kasetti vuorokautta ennen odotettavissa olevaa ajoa sailytyksesta -25...-15 °C:n
lampdtilasta.

Poista kasettirasiasta, mutta 4/d avaa hopeanvadrista foliopussia.

Aseta kasetti huoneenlampdtilassa siten, etta etiketti on yldspdin ja ilma paésee kiertdmaan
kasetin sivuilta ja ylapuolelta.

Ellei pussin etiketti ole ylospain, se vaikuttaa kielteisesti sekvensointitietoihin.

Sulata huoneenlammassa 6 tuntia.

6. Aseta kasettijaakaappiin 2-8 °C:n lampotilassa siten, etta etiketti on yléspain ja ilma paasee
kiertamaan kasetin sivuilta.

Ellei pussin etiketti ole ylospain, se vaikuttaa kielteisesti sekvensointitietoihin.

7. Sulatajaakaapissa 12 tuntia. Sulatus ei saa ylittaa 72 tuntia.

Kasetin sulatus huoneenlampatilassa

1. Pue uudet puuterittomat suojakasineet.

2. Ota kasetti-25...-15 °C:n sailytyspaikasta.

3. Poista kasettirasiasta, mutta dld avaa hopeanvarista foliopussia.
4.

Aseta kasetti siten, etta etiketti on ylospain ja ilma paasee kiertamaan kasetin sivuilta ja
ylapuolelta.

Ellei pussin etiketti ole ylospain, se vaikuttaa kielteisesti sekvensointitietoihin.

5. Sulata huoneenldammossa 9 tuntia. Sulatus ei saa ylittaa 16 tuntia.

Valmistele virtauskyvetti ja kasetti

1. Valmistele virtauskyvetti seuraavasti.
a. Ota uusivirtauskyvetti 2-8 °C:n sailytyksesta.

b. Aseta avaamaton pakkaus sivuun huoneenlampétilassa 10-15 minuutiksi kondensaation
estamiseksi, kun virtauskyvetti poistetaan pakkauksesta. Virtauskyvetin valmistelulla tdssa
vaiheessa varmistetaan, etta se saavuttaa huoneenlampdtilan ajoissa.

2. Mikali sulatus suoritetaan jagkaapissa:
a. Ota sulanut kasetti 2-8 °C:n sailytyspaikasta.

b. Aseta avaamaton kasetti huoneenlampaétilassa sivuun vahintaan 15 minuutiksi ennen
sekvensointia. Odota enintaan 1 tunti.
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Kirjastojen laimennus

Mikali kaytetaan onboard-denaturointia ja laimennusta, tassa vaiheessa laimennetaan kirjastot
sovellettavaan latauspitoisuuteen. Valinnainen 2 %:n Phix’ spike-in tarjoaa kayttdoon lisamittareita,
emasten monimuotoisuuden tai positiivisen kontrollin. PhiX spike-in

-prosenttiosuutta on lisattava sellaisten kirjastojen kohdalla, joiden emasten monimuotoisuus on
alhaisempi.

Mikali kirjastojen denaturointija laimennus suoritetaan manuaalisesti, kayta NextSeq 1000- ja 2000 -
denaturointi- ja laimennusopasta kirjastoille (asiakirjanro 1000000139235). Tama vaihe koskee vain
onboard-denaturointia ja laimennusta.

Kirjaston laimentaminen 2 nM:iin

1. [Valinnainen] Ota 10 nM:n PhiX-kanta -25...-15 °C:n sdilytyspaikasta.
PhiX on tarpeen vain valinnaista spike-inia tai pelkkaa PhiX-ajoa varten.

2. [Valinnainen] Sulata PhiXia huoneenlampdtilassa 5 minuuttia ja kvantifioi sitten Qubitin kaltaisella
fluoresenssipohjaisella menetelmalld PhiX pitoisuuden vahvistamiseksi.
Mikali kvantifiointi ei ole mahdollista, jatka 10 nM:n pitoisuudella.

Vorteksoi kirjasto tai PhiX Iyhyestija linkoa sitten 280 x g:lla yksi minuutti.

Kayta RSB:t3, jossa on Tween 20 laimennusaineena ja valmista vahintaan 24 ul 2 nM:n kirjasto
mikroputkessa, jossa sitoutuminen putkeen on minimoitu.
Katso PhiX spike-in -ohjeet kohdasta PhiX Controlin lisddminen (valinnainen) sivulla 4 3.

5. Vorteksoi lyhyestija linkoa sitten 280 x g:lla yksi minuutti.
2 nM:n kirjaston laimentaminen latauspitoisuuteen

1. Valmista sopivaan latauspitoisuuteen laimennettu 24 pl:n kirjasto yhdistamalla seuraavat maarat
mikroputkessa, jossa sitoutuminen putkeen on minimoitu:

. 2 RSB, jossa
. ) Latauspitoisuus .. e
Kirjastotyyppi* (pM) nM:n kirjastomaara Tween 20,
8 m maari (ul)
Ampliseq for lllumina 750 9 15
Library PLUS
[llumina DNA Prep 750 9 15
[lumina DNA Prep 1000 12 12

rikastuksella

TPhiX on pieni, kdyttévalmis lllumina-kirjasto, jossa on tasapainotettu nukleotidiedustus.
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2.
3.

4.

Latauspitoisuus 2 RSB, jossa

Kirjastotyyppi* (pM) nM:n kirjastomaara Tween 20,
P (pl) maara (ul)

[lumina Stranded Total 750 9 15
RNA ja Ribo-Zero Plus
[llumina Stranded mMRNA 750 9 15
Prep
[lumina DNA PCR-Free 1000 12 12
TruSeq DNA Nano 350 1200 14,4 9,6
TruSeq DNA Nano 550 1500 18 6
TruSeq Stranded mRNA 1000 12 12
100 % PhiX 650 7,8 16,2

* Luettelemattomien kirjastotyyppien tapauksessa aloita 650 pM:n latauspitoisuudella ja optimoi pitoisuus
seuraavien ajojen aikana.

Tassa taulukossa on esimerkkeja latauspitoisuuksista. NextSeq 1000/2000 -jarjestelma on
yhteensopiva kaikkien lllumina-kirjaston valmistelusarjojen kanssa, mutta optimaalinen
latauspitoisuus voi vaihdella.

Vorteksoi lyhyestija linkoa sitten 280 x g:lla yksi minuutti.

Aseta laimennettu kirjasto jaihin, kunnes se on valmis sekvensointiin.
Sekvensointikirjastot laimennetaan latauspitoisuuteen samana paivana, jona ne laimennetaan.

Menettele seuraavasti.
* Joslisdat PhiX:n, katso kohtaa PhiX Controlin lisddminen (valinnainen) sivulla 4 3.

¢ Jos et lisda PhiXia tai suoritat pelkan PhiX-ajon, katso kohtaa Tarvikkeiden lataaminen kasettiin
sivulla 44.

PhiX Controlin lisdaminen (valinnainen)

1.

Valmista 20 pl 1 nM:n PhiX:88 yhdistamalla seuraavat maarat mikroputkessa, jossa sitoutuminen
putkeen on minimoitu:

* 10 nM PhiX (2 ul)
* RSB, jossaon Tween 20 (18 pl)

2. Vorteksoilyhyestija linkoa sitten 280 x g:lla yksi minuutti.

3. Lisda 1l 1nM PhiXia 24 pl:n kirjastoon, joka on laimennettu lopulliseen laimennuspitoisuuteen.
Naiden tilavuuksien tuloksena on ~2 %:n PhiX spike-in. Todellinen prosenttiosuus vaihtelee
kirjaston laadun ja maarédn mukaan.

4. Aseta kirjasto sivuun pitden PhiX-spike-inia jaissd, kunnes se on valmis sekvensointiin.
Sekvensoi kirjastot, joissa on PhiX spike-in, samana paivana kuin ne on laimennettu.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 43

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Tarvikkeiden lataaminen kasettiin

Talla vaiheella kasetti valmistellaan sekvensointia varten sekoittamalla ennalta sekoitetut reagenssit ja
lataamalla laimennetut kirjastot ja virtauskyvetti.

Kasetin valmistelu

1. Avaa kasettipussi repimalla tai leikkaamalla saksilla ylalovesta molemmilta puolilta.
Poista kasetti pussista. Havita pussija kuivausaine.

3. Kaanna kasettia 10 kertaa reagenssien sekoittamiseksi.
Sisaisista ainesosista voi lahtea aanta kdantamisen aikana, mikd on normaalia.

Virtauskyvetin lataus

1. Avaa hopeanvarinen foliopakkaus repimalla tai leikkaamalla saksilla ylaviillosta molemmilta puolilta.

Jos et pysty kayttamaan virtauskyvettia heti sulatuksen jalkeen, katso Tarvikkeiden palauttaminen
varastoon sivulla 80.

2. Veda virtauskyvetti ulos pakkauksesta.
Siirra foliopakkaus ja kuivausaine syrjaan silta varalta, etta virtauskyvetti on palautettava
varastoon. Kuivausaine on pussissa foliopakkauksen pohjalla. Havita ne, kun sekvensointi alkaa.

3. Pida kiinni virtauskyvetin harmaasta liuskasta niin, etta liuskan merkinnat ovat yldspain.
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4. Tyonna virtauskyvetti kasetin etuosassa olevaan aukkoon.
Kuultava loksahdus ilmoittaa, etta virtauskyvetti on oikein paikoillaan. Kun lataus on suoritettu
oikein, harmaa liuska tyontyy esiin kasetista.

5. Veda sita taaksepain ja poista harmaa liuska, jotta virtauskyvetti tulee esiin. Kierrata liuska.

Kirjastojen lataaminen

1. Puhkaise uudella P1000-pipetinkarjella kirjaston sailio ja tydénna folio kulmiin aukon
suurentamiseksi.

2. Havita pipetinkarki kontaminaation estamiseksi.
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3. Lisaa 20 pllaimennettua kirjastoliuosta sailion pohjaan laskemalla pipetin karki hitaasti sailion
pohjaan ennen annostelua. Valta koskemasta folioon.

.
=

Sekvensointiajon alustaminen

Talld vaiheella alustetaan sekvensointiajo yhdessa neljasta tilasta:

* Pilvitila— Ajo valitaan suunniteltujen ajojen luettelosta NextSeq 1000/2000
-ohjausohjelmistossa. Sekvensoinnin aikana cBCL-tiedot ladataan BaseSpace Sequence Hubiin.
Sekvensoinnin jalkeen DRAGEN kaynnistyy automaattisesti BaseSpace Sequence Hubissa.

* Hybriditila — Ajo valitaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistossa suunniteltujen ajojen
luettelosta. Sekvensoinnin jalkeen instrumenttianalyysi kdynnistetddn automaattisesti. cBCL-
tietoja ja DRAGENIn toissijaisen analyysin tulostustiedostoja sailytetaan valitussa
tulostuskansiossa.

* Paikallinen tila— Naytetiedosto, joka on v2-tiedostomuodossa, tuodaan manuaalisesti NextSeq
1000/2000 -ohjausohjelmistoon. Sekvensoinnin jalkeen instrumenttianalyysi kdynnistetaan
automaattisesti. cBCL-tietoja ja DRAGENIn toissijaisen analyysin tulostustiedostoja sailytetaan
valitussa tulostuskansiossa. Mikali Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja
ajonvalvonta seka tallennus) on valittu, analyysi voidaan myo6s alustaa BaseSpace Sequence Hub -
sovelluksen kautta sekvensoinnin valmistuttua.

*  FErillistila — M&arita ajo ja noudata NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston ohjeita cBCL
-tietojen luomiseksi.

‘ Visiirin avaaminen ajoa edeltavan tarkistuksen tai ajon aikana voi aiheuttaa ajon
epaonnistumisen.

A | Pida kadet poissa instrumentista visiirin avauksen ja sulkemisen aikana vammojen valttamiseksi.
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Pilvi- tai hybridiajon alustaminen

1.
2
3.
4

10.

1.

12.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Maarita ajotila niin kuin on kuvattu kohdassa Ajotilan méaarittaminen sivulla 20.

Valitse Start (Aloita).

Syota BaseSpace Sequence Hub -tunnuksesi ja valitse sitten Sign In (Kirjaudu sisaan).

Mikali valitsit Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka

tallennus) -vaihtoehdon, valitse Workgroup (Tyéryhma), joka sisaltda BaseSpace Sequence Hubin
Instrument Run Setup (Laiteajon asetukset) -kohdassa luodun ajon.

Tyoéryhma on valittava virheiden valttamiseksi. Varmista ennen jatkamista, etta tydoryhma on
valittu.

Valitse Next (Seuraava).

Valitse ajo.

Vahvista, etta Analysis (Analyysi)-, Run Length (Ajon pituus)- ja Secondary Analysis (Toissijainen
analyysi) -versio vastaa oikeaa ajoa.

Analyysissa naytetaan Cloud_ merkiksi siita, etta analyysi suoritetaan BaseSpace Sequence
Hubissa.

Valitse Review (Tarkista).

[Valinnainen] Sydta mukautettu readin aluke ja mukautetun indeksin alukkeen sijainnit.
Tietoja mukautettujen alukkeiden valmistelusta ja lisddmisestad on NextSeq 1000:n ja 2000:n
mukautetut alukkeet -oppaassa (asiakirjanro 1000000139569). Suosittelemme kirjaston
valmistelusarjan kohdalla ehdottomasti vierailua Yhteensopivat tuotteet -sivulla, jotta voit
tarkistaa, tarvitaanko llluminan mukautettuja alukkeita.

[Valinnainen] Valitse mukautettu resepti. Lisatietoja on kohdassa Pimean jakson sekvensointi
sivulla 99 (Pimean jakson sekvensointi)

Mikali kaytetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versiota v1.3 ja lllumina Stranded Total
RNA Prep -valmistetta seka Ribo-Zero Plus -sarjaa tailllumina Stranded mRNA Prep

-sarjaa, mukautettu resepti valitaan automaattisesti.

[Valinnainen] Jotta voit manuaalisesti denaturoida ja laimentaa kirjastoja, poista Denature and
Dilute On Board (Denaturoija laimenna levylld) -valintaruudun valinta. Katso NextSeq 1000- ja 2000
-denaturointi- ja laimennusopas kirjastoille (asiakirjianro 1000000139235).

Oletusarvoinen valinta maaritetdan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston asetuksissa.

[Valinnainen] Voit muuttaa tulostuskansiota valitsemalla Output Folder (Tulostuskansio)
-kentan ja sydttamalla uuden sijainnin.

Output Folder (Tulostuskansio) -kentta taytetaan automaattisesti oletusasetuksista, ja se on
pakollinen, ellei Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) ole valittuna.

Jos valittiin Proactive and Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus), Save to BaseSpace Sequence Hubissa naytetaan Disabled (Pois kaytosta).
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Jos valittiin Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta), Save to BaseSpace
Sequence Hubissa naytetdan Disabled (Pois kaytdsta).

13. Tarkista ajotietosi ja valitse sen jalkeen Prep (Valmistelu).

Paikallisen ajon alustaminen

1.

Maarita ajotila niin kuin on kuvattu kohdassa Ajotilan maarittaminen sivulla 20.
Valitse Start (Aloita).

Jos valittiin Proactive and Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) tai Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta), sy6ta tunnuksesi
BaseSpace Sequence Hubissa ja valitse sitten Sign In (Kirjaudu sisaan).

Mikali valitsit Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) -vaihtoehdon, valitse BaseSpace Sequence Hub -tyéryhma ajon tallentamiseen ja
valitse sitten Next (Seuraava).

Tyoéryhma on valittava virheiden valttamiseksi. Varmista ennen jatkamista, etta tydoryhma on
valittu.

Valitse Choose... (Valitse...) kohdasta Start With Sample Sheet (Aloita nadytetiedostolla) ja navigoi
v2-muotoiseen ndytetiedostoon NextSeq 1000/2000 -instrumentissa, siirrettdvassa asemassa tai
asennetussa verkkoasemassa. Naytetiedoston nimissa ei saa olla erikoismerkkeja.

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versio v1.3 havaitsee automaattisesti DRAGEN-version
naytetiedostosta ja kehottaa sinua tarvittaessa vaihtamaan versiota. DRAGEN-version on oltava
asennettuna jarjestelmaan. Katso asennustiedot kohdasta Ohjeimistopéivitykset sivulla 74
(Ohjelmistopaivitykset).

* Instrument Run Setup Used (Laiteajon asetuksia kdytetty) — Valitse .zip-kansio, johon sisaltyy

naytetiedosto v2 ja soveltuvin osin tukitiedostot. Valitse muussa tapauksessa naytetiedosto
V2.

¢ Instrument Run Setup Not Used (Laiteajon asetuksia ei kaytetty) — Varmista, etta toissijaisen
analyysin tukitiedosto sijaitsee samassa hakemistossa kuin naytetiedosto v2.

| Valitun naytetiedoston on oltava v2-muodossa. Voit luoda naytetiedoston v2 lataamalla luodun
naytetiedoston BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asetukset) -
kohdasta tai muokata naytetiedoston v2 mallinetta, joka on tarjolla NextSeq 1000/2000 -
tukisivulla. Lisatietoja naytetiedoston v2 formatoinnista ja vaatimuksista on Naytetiedoston v2
asetukset sivulla 85 -kohdassa. Varmista, etta kaikki ndytetiedostossa viitatut tiedostot
sijaitsevat samassa kansiossa kuin ndytetiedosto.

6. Valitse Review (Tarkista).

7.

[Valinnainen] Sydtd mukautettu readin aluke ja mukautetun indeksin alukkeen sijainnit.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 48

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

10.

1.

Tietoja mukautettujen alukkeiden valmistelusta ja lisaamisesta on NextSeq 1000:n ja 2000:n
mukautetut alukkeet -oppaassa (asiakirjanro 1000000139569). Suosittelemme kirjaston
valmistelusarjan kohdalla ehdottomasti vierailua Yhteensopivat tuotteet -sivulla, jotta voit
tarkistaa, tarvitaanko llluminan mukautettuja alukkeita.

[Valinnainen] Valitse mukautettu resepti. Lisatietoja on kohdassa Pimeén jakson sekvensointi
sivulla 99

Mikali kdytetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versiota v1.3 ja lllumina Stranded Total
RNA Prep -valmistetta seka Ribo-Zero Plus -sarjaa tai lllumina Stranded mRNA Prep

-sarjaa, mukautettu resepti valitaan automaattisesti.

[Valinnainen] Jotta voit manuaalisesti denaturoida ja laimentaa kirjastoja, poista Denature and
Dilute On Board (Denaturoi ja laimenna levylld) -valintaruudun valinta. Katso NextSeq 1000- ja 2000
-denaturointi- ja laimennusopas kirjastoille (asiakirjanro 1000000139235).

Oletusarvoinen valinta maaritetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston asetuksissa.

[Valinnainen] Voit muuttaa tulostuskansiota valitsemalla Output Folder (Tulostuskansio)

-kentan ja syottamalla uuden sijainnin.

Output Folder (Tulostuskansio) -kentta taytetdan automaattisesti oletusasetuksista, ja se on
pakollinen, ellei Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) ole valittuna.

Jos valittiin Proactive and Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus), Save to BaseSpace Sequence Hubissa ndytetaan Disabled (Pois kaytosta).

Jos valittiin Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta), Save to BaseSpace
Sequence Hubissa naytetaan Disabled (Pois kaytdsta).

Tarkista ajotietosija valitse sen jalkeen Prep (Valmistelu).

Erillisen ajon alustaminen

1.

Maarita ajotila niin kuin on kuvattu kohdassa Ajotilan méaarittaminen sivulla 20.
Valitse Start (Aloita).

Jos valittiin Proactive and Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) tai Proactive and Run Monitoring (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta), sy6ta tunnuksesi
BaseSpace Sequence Hubissa ja valitse sitten Sign In (Kirjaudu sisaan).

Mikali valitsit Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) -vaihtoehdon, valitse BaseSpace Sequence Hub -tyéryhma ajon tallentamiseen ja
valitse sitten Next (Seuraava).

Valitse Set Up New Run (Maarita uusi ajo).

Syo6ta Run Name (Ajon nimi) -kenttaan haluamasi yksiléllinen nimi nykyisen ajon tunnistamista
varten.

Ajon nimessa voi olla aakkosnumeerisia merkkeja, ajatusviivoja, yhdysviivoja ja alaviivoja.
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7. Valitse read-tyypin mukaan kuinka monta sekvensoinnin readia suoritetaan:
* Single Read - Suorita yksi read, mika on helpompi ja nopeampi vaihtoehto.

* Paired End - Suorita kaksi readia, joiden vélinen yhtenaisyys luo korkealaatuisempia tietoja ja
antaa tarkemman kohdistuksen.

8. Syota jokaisessa readissa suoritettujen jaksojen maara:
Indeksijaksojen enimmaismaaraa eiole, mutta read-jaksojen ja indeksijaksojen summan on oltava
pienempi kuin kasettimerkinnassa ilmoitettujen jaksojen maara, johon on lisatty 27.

Read 1— Syo6ta 1-151 jaksoa.

Index 1- Syota jaksomaara, jota indeksin 1 (i7) aluke edellyttaa. Pelkan PhiX-ajon tapauksessa syota
molempiin indeksikenttiin O.

Index 2 - Syota jaksomaara indeksin 2 (i5) alukkeelle.
Read 2 - Syota enintaan 151 jaksoa. Tama arvo on tavallisesti sama kuin Read 1 -arvo.

9. Jos valittiin Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajon valvonta seka
tallennus), valitsemalla Choose... (Valitse...) voit tuoda naytetiedoston.
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versio v1.3 havaitsee automaattisesti DRAGEN-version
naytetiedostosta ja kehottaa sinua tarvittaessa vaihtamaan versiota. DRAGEN-version on oltava
asennettuna jarjestelmaan. Katso asennustiedot kohdasta Ohjelmistopaéivitykset sivulla 74
(Ohjelmistopaivitykset).

n | Valitun naytetiedoston on oltava v2-muodossa. Voit luoda naytetiedoston v2 lataamalla luodun
naytetiedoston BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asetukset) -
kohdasta tai muokata naytetiedoston v2 mallinetta, joka on tarjolla NextSeq 1000/2000 -
tukisivulla. Lisatietoja naytetiedoston v2 formatoinnista ja vaatimuksista on Naytetiedoston v2
asetukset sivulla 85 (Naytetiedoston v2 asetukset) -kohdassa. Varmista, etta kaikki
naytetiedostossa viitatut tiedostot sijaitsevat samassa kansiossa kuin naytetiedosto.

10. [Valinnainen] Syota mukautettu readin aluke ja mukautetun indeksin alukkeen sijainnit.
Tietoja mukautettujen alukkeiden valmistelusta ja lisddmisestad on NextSeq 1000:n ja 2000:n
mukautetut alukkeet -oppaassa (asiakirjanro 1000000139569). Suosittelemme kirjaston
valmistelusarjan kohdalla ehdottomasti vierailua Yhteensopivat tuotteet -sivulla, jotta voit
tarkistaa, tarvitaanko llluminan mukautettuja alukkeita.

11. [Valinnainen] Valitse mukautettu resepti. Lisatietoja on kohdassa Pimeén jakson sekvensointi
sivulla 99

12. [Valinnainen] Jotta voit manuaalisesti denaturoida ja laimentaa kirjastoja, poista Denature and
Dilute On Board (Denaturoi ja laimenna levylld) -valintaruudun valinta. Katso NextSeq 1000- ja 2000
-denaturointi- ja laimennusopas kirjastoille (asiakirjanro 1000000139235).

Oletusarvoinen valinta maaritetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston asetuksissa.

13. [Valinnainen] Voit muuttaa tulostuskansiota valitsemalla Output Folder (Tulostuskansio)
-kentan ja syottamalla uuden sijainnin.
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Output Folder (Tulostuskansio) -kentta taytetdan automaattisesti oletusasetuksista, ja se on
pakollinen, ellei Proactive, Run Monitoring and Storage (Ennakoiva valvonta ja ajonvalvonta seka
tallennus) ole valittuna.

14. Valitse Prep (Valmistelu).

Tarvikkeiden lataaminen laitteeseen

1. Varmista, etta kasetti on aiemmin sulatettu ja kdannetty 10 kertaa sekoittamista varten ennen
virtauskyvetin ja laimennetun kirjaston lataamista (harmaa liuska poistettu).

2. Valitse Load (Lataa).
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmisto avaa visiirin ja poistaa alustan.

3. Aseta kasetti alustalle siten, ettd merkintd on ylospadin ja virtauskyvetti on laitteen sisdlla. Tyonna
kasettia, kunnes se lukitaan paikalleen.

4. Voit vetaa kasetin takaisin ja sulkea visiirin valitsemalla Close (Sulje).

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistossa naytetaan kuvattujen tarvikkeiden tiedot ~3 minuutin
kuluttua.

5. [Valinnainen] Voit poistaa kasetin valitsemalla Eject Cartridge (Poista kasetti).
Visiiri avataan 1 minuutin kuluttua ja kasetti poistetaan.

6. Valitse Sequence (Sekvenssi).

Ajoa edeltavat tarkistukset

Ajoa edeltavat tarkistukset sisaltavat laitteen tarkistuksen, jota seuraa fluidistorijarjestelman tarkistus.
Fluidistorijarjestelman tarkistuksessa kasetin sinetit puhkaistaan, jolloin instrumentista kuuluu 3-4
poksahdusdanta. Tama on normaalia. Reagenssi viedaan nyt virtauskyvetin lapi.

Tarvikkeita ei voida kdyttaa uudelleen sen jalkeen, kun fluidistorijarjestelman tarkistus on
aloitettu.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 51

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Odota noin 15 minuuttia, etta ajoa edeltavat tarkistukset ovat valmiit.

Ajo kdynnistyy automaattisesti, kun tarkistus suoritetaan onnistuneesti.

Jos laitteen tarkistuksen aikana tapahtuu virhe, valitse Retry (Yrita uudelleen) tarkistuksen
toistamiseksi.

Kun tarkistus on kaynnissa, tarkistuksen edistymista osoittava ympyra naytetaan.

Toistuvien virheiden vianmaarityksesta annetaan tietoja kohdassa Virheviestien ratkaiseminen
sivulla 79 (Virheviestien ratkaiseminen).

Ajon edistymisnaytto

1.

4.

Voit seurata ajon edistymista ja mittaustietoja suorana sekvensointindytosta.

* Arvioitu ajon valmistuminen — Ajon valmistumisen likimaarainen paivamaara ja kellonaika.
Arvioitu ajon valmistumisen mittaustiedot edellyttda 10 aiempaa ajoa, jotta voidaan laskea ajon
tarkka valmistumisaika.

¢ Keskiarvo %Q30 —Emasten tunnistamisten keskimaarainen prosenttiosuus ja Q-pistemaara
= 30.

* Projisoitu tuotto — Ajon tunnistettujen emasten odotettu maara.

* PF-readit yhteensa — Suodatuksen lapaisevien paired end -klustereiden maara (soveltuvin
osin, miljoonina).

* Reaaliaikainen Demux — Demultipleksoinnin tila alustettuna Read 2:n alusta sen jalkeen, kun
Read 1-, Index 1- ja Index 2 -jaksot on suoritettu loppuun. Tilana ndkyy Complete (Valmis),
vaikka indeksijaksoja ei ole suoritettu. Ei saatavilla pilvitilan ajoissa.

¢ Reaaliaikainen kohdistus — Read 1 -kohdistuksen tila alustettuna Read 2:n alusta sen jalkeen,
kun Read 1-, Index 1- ja Index 2 -jaksot on suoritettu loppuun. Ei saatavilla pilvitilan ajoissa.
Q30 ja tuoton mittaustiedot naytetaan jakson 26 jalkeen (~6 tuntia ajon kaynnistamisen jalkeen).

Jos haluat seurata ajon edistymistd, valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten Process
Management (Prosessinhallinta).

Voit peruuttaa ajon valitsemalla End Run (Paata ajo). Saat lisatietoja ajojen peruuttamisesta
kohdasta Ajon peruuttaminen sivulla 80 (Peruuta ajo).

Poista tarvikkeet instrumentista. Poista kasetti instrumentista 3 vuorokauden kuluessa.

Tarvikkeiden purkaminen

1.

Kun sekvensointi on valmis, valitse Eject Cartridge (Poista kasetti).
Ohjelmisto poistaa kaytetyn kasetin laitteesta.

Poista kasetti alustalta.
Ota virtauskyvetti kasetista.

Havita elektroniikkaosia sisaltava virtauskyvetti alueellisten sovellettavien maaraysten mukaisesti.
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S.

[Valinnainen] Poista tyhjennystulppa Illumina-logon alapuolelta kasetin sivulta asianmukaiselta
alueelta (l. pesualtaasta tai ongelmajatesailiosta) niin, ettd tulppa on vaakasuorassa tai alaspain,
poispain kasvoistasi. Tyhjenna kaytetyt reagenssit alueellisten sovellettavien maaraysten
mukaisesti. Tyhjennysaika riippuu kasetin koosta, mikali reagenssin automaattinen tyhjennys ei ole
kaytossa.

Tama reagenssisarja sisdltaa mahdollisesti vaarallisia kemikaaleja. Henkilévahinkoja voi
aiheutua hengittamisesta, nielemisesta seka iho- ja silmakosketuksesta. Kayta
altistumisriskia vastaavia henkilonsuojaimia, kuten silmiensuojaimia, suojakasineita ja
laboratoriotakkia. Kasittele kaytettyja reagensseja kemiallisena jatteena ja havita ne
sovellettavien alueellisten, kansallisten ja paikallisten lakien ja sdadosten mukaisesti. Katso
ymparistoa, terveytta ja turvallisuutta koskevia lisatietoja kdyttoturvallisuustiedotteesta
osoitteessa support.illumina.com/sds.html.

Havita reagenssikasetti.

Ajon jalkeinen pesu eiole tarpeellinen, koska fluidistorijarjestelmat poistetaan kasetin mukana.
Valitse Close Door (Sulje kansi) ladataksesi alustan uudelleen ja palataksesi aloitusnayttoon.
Ohjelmisto lataa alustan automaattisesti uudelleen ja anturit vahvistavat, etta kasetti on poistettu.

Kasettialustan puhdistus

Kasettialusta on puhdistettava vain, jos reagenssia on vuotanut kasettialustalle.

1.

2
3.
4

o
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Poista kasetti instrumentista.
Pue uudet puuterittomat kdsineet ja mahdolliset lisdsuojavaatteet.
Suihkuta 10-prosenttista kloriittiliuosta liinaan.

Pyyhi kasettialusta liinalla ja poista sitten kloriittiliuos hetilujatekoisella pyyhkeella.
Kloriitti tohrii kasettialustan, ellei sita poisteta valittomasti.

Suihkuta 70-prosenttista etanoliliuosta kasettialustalle ja poista se heti lujatekoisella pyyhkeella.

Laita kasetti takaisin latausasentoon.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Sekvensoinnin tulos

Tassa osiossa kuvataan Real-Time Analysis -ohjelmistoa, jolla suoritetaan emasten tunnistaminen,
maaritetaan laatupistemaarat ja tulostetaan tiedot. Lue erilaisista tulostustiedostotyypeista ja siita,
mista ne 16ytyvat ajon jalkeen.

Real-Time Analysis -ohjelmiston yleiskatsaus

NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmissa ajetaan RTA3, jolla pannaan toimeen Real-
Time Analysis -ohjelmisto, instrumentin Compute Engine (CE) -moottorissa. RTA3 poimii
intensiteetteja kamerasta saaduista kuvista, suorittaa emaksen tunnistuksia, maarittaa emaksen
tunnistuksille laatupistemaaran, suorittaa kohdistuksen PhiXiin ja raportoi InterOp-tiedostojen tietoja
tarkasteltavaksilaitteen ohjausohjelmistossa.

Kasittelyajan optimoimiseksi RTA3 tallentaa tiedot muistiin. Jos RTA3 paatetaan, kasittelya ei jatketa,
ja mahdolliset muistissa kasitellyt ajotiedot menetetaan.

RTA3-syoOtteet

RTA3 edellyttaa kasittelya varten paikallisen jarjestelman muistissa olevia ruutukuvia. RTA3
vastaanottaa ajotietoja ja komentoja ohjausohjelmistosta.

RTA3-tulosteet

Kunkin varikanavan kuvat siirretdan RTA3:n muistiin ruutuina. RTA3 tuottaa tulostuksen naista kuvista
laadun perusteella pisteytettavana emaksen tunnistamistiedostojen ja suodatintiedostojen joukkona.
Kaikki muut tulosteet ovat tukitiedostoja.

Tiedostotyyppi Kuvaus

Emasten Jokainen analysoitava ruutu sisallytetdan ketjutettuun emaksen
tunnistamistiedostot tunnistamistiedostoon (*.cbcl). Saman kaistan ja pinnan ruudut
kootaan 1 *.cbcl-tiedostoon kutakin kaistaa ja pintaa kohti.

Suodatintiedostot Jokaisesta ruudusta luodaan suodatintiedosto (*.filter), joka maarittaa,
lapaiseekd klusteri suodattimet.

Klusterien Klusterien sijaintitiedosto (*.locs) sisdltda ruudun jokaisen klusterin X-
sijaintitiedostot ja Y-koordinaatit. Klusterien sijaintitiedosto luodaan jokaiselle ajolle.

Tulostustiedostoja kdytetdan DRAGENissa ja BaseSpace Sequence Hubissa tapahtuvaan
jalkianalysointiin.
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Virheiden kasittely

RTAS3 luo lokitiedostot ja kirjoittaa ne Logs-kansioon. Virheet kirjataan tekstitiedostoon *.log-

tiedostomuodossa.

Seuraavat lokitiedostot siirretdan lopulliseen tulostuskohteeseen prosessin lopussa:

info 00000.log-tiedostossa tiivistetdan tarkeitd ajotapahtumia.

error_00000.log sisaltaa luettelon ajon aikana tapahtuneista virheista.

warning_00000.log sisédltaa luettelon ajon aikana ilmoitetuista varoituksista.

Virtauskyvetin ruudut

Ruudut ovat pienia kuvantamisalueita virtauskyvetissa. Kamera ottaa yhden kuvan ruutua kohti.

NextSeq 1000/2000 P2 -virtauskyvetissa on yhteensa 132 ruutua. NextSeq 1000/2000 P3
-virtauskyvetissa on yhteensa 264 ruutua.

Taulukko 5 Virtauskyvetin ruudut

Virtauskyvetin
osa

Kaistat

Pinnat

Pyyhkaisypinnat
kaistaa kohden

Ruutuja
pyyhkaisypintaa
kohti

Ruutuja luotu
yhteensa

NextSeq
1000/2000 P2 -
virtauskyvetti

1

1

132
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NextSeq
1000/2000 P3 -
virtauskyvetti

2

1

264

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

Kuvaus

Kaistat ovat optisesti erillisia, mutta
ne eivat ole fluidistorisesti erillisia
kanavia.

P2-ja P3-virtauskyvetti kuvataan
kahdella pinnalla, yla- ja
alapinnalla. Ruudun ylapinta
kuvataan ensin.

Pyyhkaisypinta on sarake
virtauskyvetin kaistassa.

Ruutu on osa pyyhkaisypintaa ja
kuvaa kuvannettua aluetta
virtauskyvetissa.

Kaistat x pinnat x pyyhkaisypinnat
x ruudut pyyhkaisypintaa kohti
vastaavat ruutujen
kokonaismaaraa.
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Ruudun nimeaminen

Ruudun nimi on nelinumeroinen luku, joka edustaa ruudun asemaa virtauskyvetissa. Esimerkiksi
ruudun nimi 1205 viittaa ylapintaan, pyyhkaisypinta 2, ruutu 05.

Ensimmainen luku edustaa pintaa: 1ylapintaa ja 2 alapintaa.

Toinen luku edustaa pyyhkaisypinnan numeroa: 1, 2, 3, 4, 5 tai 6.

Viimeiset kaksi lukua edustavat ruudun numeroa. Pyyhkaisynumeroiden 1-4 kohdalla numerointi alkaa
numerosta 01 virtauskyvetin poistopaassa ja paattyy numeroon 11 sisdantulopaassa.
Pyyhkaisynumeroiden 5-6 kohdalla numerointi alkaa numerosta 01 virtauskyvetin sisdantulopaassa ja
paattyy numeroon 11 poistopaassa.

Real-Time Analysis -ohjelmiston tyonkulku

Rekisterointi Tallentaa kunkin Klusterin sijainnin kuvioidussa virtauskyvetissa.

Voimakkuuden Maarittaa jokaisen klusterin voimakkuuden arvon.
erottaminen

Phasing-korjaus Korjaa phasing- ja prephasing-vaikutukset.

Emaksen Maarittaa jokaisen klusterin emaksen tunnistamisen.
tunnistaminen

Laatupisteytys Maarittaa jokaiselle emaksen tunnistamiselle laatupisteet.
Rekisterdinti

Rekisteroinnilla kuva kohdistetaan kierrettyyn nelidmaiseen nanokaivoryhmaan kuvioidussa
virtauskyvetissa. Nanokaivojen jarjestyksen vuoksi kunkin klusterin X - ja Y -koordinaatit ovat ruudussa
ennalta maaritettyja. Klusterin asemat kirjoitetaan kussakin ajossa klusterin sijaintitiedostoon (s.locs).

Jos rekisterdinti epdonnistuu jakson jossakin kuvassa, emaksia ei tunnisteta kyseiselle ruudulle tdssa
jaksossa. Kayta Sequencing Analysis Vieweria sellaisten kuvien tunnistamiseen, jotka eivat lapaisseet
rekisterdintia.

Voimakkuuden erottaminen

Rekisterdinnin jalkeen voimakkuuden erottamisella lasketaan tietyn kuvan kunkin nanokaivon
voimakkuusarvo. Mikali rekisterdinti epaonnistui, kyseisen ruudun voimakkuutta ei voida erottaa.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 56

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Phasing-korjaus

Sekvensointireaktion aikana jokainen klusterin DNA-juoste laajenee yhdella emaksella jaksoa kohden.
Phasing- ja prephasing-korjaus tapahtuu, kun juoste siirtyy epatahtiin nykyisen inkorporaatiojakson
kanssa.

Phasing-korjaus tapahtuu, kun emas hidastuu.

Prephasing-korjaus tapahtuu, kun emas nopeutuu.

Kuva 5 Phasing-ja Prephasing-korjaus
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A. Reademaksen kanssa, jossa phasing-korjaus
B. Read emaksen kanssa, jossa prephasing-korjaus.

RTAS3 korjaa phasing- ja prephasing-vaikutukset, mikd maksimoi tietojen laadun ajon jokaisessa
jaksossa.

Emaksen tunnistaminen

Emaéaksen tunnistamisessa maaritetdadn emas (A, C, G tai T) tietyn rakenteen jokaiseen klusteriin
tietyssa jaksossa. NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmissa kaytetaan
kaksikanavasekvensointia, joka edellyttda vain kahta kuvaa neljan DNA-eméaksen koodaukseen, yhta
vihredsta ja yhta sinisesta kanavasta.

Ei tunnistusta maaritetaan N:ksi. Tunnistuksia ei ole, kun klusteri ei lapaise suodatinta, rekisterointi
epaonnistuu tai klusteri siirtyy pois kuvasta.

Kunkin klusterin voimakkuudet erotetaan vihreista ja sinisista kuvista ja niita verrataan toisiinsa, jolloin
syntyy nelja erillista populaatiota. Jokainen populaatio vastaa emasta. Emaksen tunnistamisprosessilla
maaritetaan, mihin perusjoukkoon kukin klusteri kuuluu.
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Taulukko 6 Emasten maarittaminen kaksikanavasekvensoinnissa

. Vihrea Sininen
Emas Tulos

kanava kanava

A 1 1 Klusterit, jotka nayttavat voimakkuuden seka vihredssa etta
(lasna) (l&sna) sinisessa kanavassa.

C 0 1 Klusterit, jotka ndyttdvat voimakkuuden vain sinisessd
(eilasna) (l&asna) kanavassa.

G 0 0 Klusterit, jotka nayttavat voimakkuuden tunnetussa

(eilasna) (eilasna) klusterisijainnissa.

T 1 0 Klusterit, jotka nayttavat voimakkuuden vain vihreassa
(lasna) (eilasnd) kanavassa.

Kuva 6 Klusterivoimakkuuden naytto

n | Kunkin klusterin vari korreloi %Base (%Emas) -piirrosten kanssa Sequence Analysis Viewerissa
(SAV) ja BaseSpace Sequence Hubin jaksokohtaisissa ajotiedoissa, eika niiden ole tarkoitus
korreloida vihrean ja sinisen kanavan kanssa.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

58



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

Suodattimen lapaisevat klusterit

Ajon aikana RTA3 suodattaa raakatiedot poistaakseen readit, jotka eivat ylita tiedonlaatukynnysta.
Paallekkaiset ja huonolaatuiset klusterit poistetaan.

Kaksikanava-analyysissa RTA3 maarittdad emaksen tunnistamisen puhtauden (voimakkuuden
puhtauden mitta) perusjoukkoon perustuvan jarjestelman avulla. Klusterit Iapaisevat suodattimen, kun
enintdan yhden emaksen tunnistamisen puhtaus ensimmaisissa 25 jaksossa on kiintedan kynnysarvon
alapuolella. Kun PhiX-kohdistus on mukana, se suoritetaan jaksossa 26 laattojen alajoukossa
klustereille, jotka lapaisivat suodattimen. Klustereiden, jotka eivat lapaise suodatinta, emaksia ei
tunnisteta eika kohdisteta.

Laatupistemaarat

Laatupiste (Q-piste) on ennustus virheellisen emaksen tunnistamisen todennakdisyydesta. Korkeampi
laatupiste osoittaa, etta emaksen tunnistaminen on korkeampaa laatua ja todennakdisemmin oikein.
Kun Q-pisteet on maaritetty, tulokset tallennetaan emasten tunnistamistiedostoihin (*.cbcl).

Q-pisteella esitetaan ytimekkaasti pienet virhetodennakoisyydet. Q(X) edustaa laatupisteita, ja
Xilmaisee pisteet. Seuraavassa taulukossa on esitetty laatupisteiden ja virhetodennakoisyyden
valinen suhde.

Q-pisteet Q(X) Virhetodennakoisyys
Q40 0,0001 (yksi 10 000:sta)
Q30 0,001 (11 000:sta)

Q20 0,01 (yksi 100:sta)

Q10 0,1 (yksi10:sta)

Laatupisteytys ja raportointi

Laatupisteytyksessa lasketaan jokaiselle eméaksen tunnistamiselle ennustinjoukko ja etsitaan sitten
ennustinarvojen avulla Q-pisteet laatutaulukosta. Laatutaulukot luodaan optimaalisesti tarkkojen
laatuennustusten saamiseksi ajoista, jotka on luotu sekvensointialustan ja kemiaversion tietylla
maarityksella.

n | Laatupisteytys perustuu Phred-algoritmin muokattuun versioon.

Jotta voidaan luoda Q-taulukko NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijarjestelmille,
maaritettiin kolme eméaksen tunnistusrynmaa naiden ennakoivien ominaisuuksien klusteroinnin
perusteella. Emasten tunnistusten ryhmittelyn jalkeen keskimaarainen virhemaara laskettiin
empiirisesti kunkin kolmen ryhman kohdalla, ja vastaavat Q-pisteet tallennettiin Q-taulukkoon kyseisen
ryhman kanssa korreloivien ennakoivien ominaisuuksien rinnalle. Nain RTA3:n tapauksessa vain kolme
Q-pistemaaraa ovat mahdollisia, ja ndma Q-pistemdaarat edustavat rynman keskimaaraista
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virhemaaraa (Yksinkertaistettu Q-pisteytys RTA3:n avulla sivulla 60). Tama tuottaa kaikkiaan
tulokseksi yksinkertaistetun mutta erittain tarkan laatupisteytyksen. Laatutaulukon kolme ryhmaa
vastaavat marginaalia (< Q15), keskitasoa (~Q20) ja korkealaatuisia (> Q30) emasten tunnistuksia, ja
niille maaritetdan seuraavat pistemaarat: 12, 23 ja 37. Lisaksi nollapistemadaraksi maaritetdaan 2, kun
emasten tunnistuksia ei ole. Talla Q-pisteiden raportointimallilla tallennustilan ja kaistanleveyden
vaatimuksia vdhennetaan ilman, etta se vaikuttaa tarkkuuteen tai suorituskykyyn.

Kuva 7 Yksinkertaistettu Q-pisteytys RTA3:n avulla

RTAS3

Sekvenssitiedot

v
Q-taulukko
Mittari 1 Mittari 2 Mittari 3 Mittari 4 Mittari 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 1

v

Q-pisteet

2|12 [ 28| 37

Sekvensoinnin tuotostiedostot

Tiedostotyyppi

Ketjutetut emaksen
tunnistustiedostot

Klusterien
sijaintitiedostot

Tiedoston kuvaus, sijainti ja nimi

Jokainen analysoitu klusteri sisaltyy emaksen tunnistamistiedostoon,
koottuna yhdeksi tiedostoksi jaksoa, kaistaa ja pintaa kohti. Koottu tiedosto
sisdltaa ketjutetun emaksen tunnistamisen ja koodatun laatupisteytyksen
jokaisesta klusterista. Ketjutettuja emaksen tunnistustiedostoja kaytetaan
BaseSpace Sequence Hubissa tai bcl2fastq2:ssa.
Tiedot/voimakkuiudet/emdksen tunnistamiset/L001/Cl.1
L[kaista] [pintal.cbcl, esimerkiksiL001 1.cbcl

Kunkin virtauskyvetin kohdalla bindarinen klusterisijaintitiedosto sisaltaa
ruudun klustereiden XY -koordinaatit. Kuusikulmainen asettelu, joka vastaa

virtauskyvetin nanokaivoasettelua, maarittaa koordinaatit ennalta.
Tiedot/voimakkuudet

s [kaista].locs
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Tiedostotyyppi

Suodatintiedostot

InterOp-tiedostot

Ajotietojen tiedosto

Tiedoston kuvaus, sijainti ja nimi

Suodatintiedosto maarittaa, lapaisiko klusteri suodattimet.
Suodatintiedostot luodaan 26 jaksossa 25 jakson tietojen perusteella.

Jokaiselle laatalle luodaan yksi suodatintiedosto.
Tiedot/voimakkuudet/emdksen tunnistukset/L001

s [kaista] [ruutu].filter

Bindarisia raportointitiedostoja voidaan tarkastella instrumentissa
instrumentin ohjausohjelmistolla tai muualla kuin instrumentissa SAVissa tai
BaseSpace Sequence Hubissa. InterOp-tiedostot paivittyvat koko ajon ajan.
InterOp-kansio

Sisaltaa ajon nimen, kunkin readin jaksojen maaran, virtauskyvetin
pyyhkaisyalueiden ja ruutujen maaran seka tiedon siita, onko read indeksoitu
read. Ajotietojen tiedosto luodaan ajon alussa.

[PAdkansio],RunInfo.xml

DRAGEN:InN toissijaisen analyysin tulostustiedostot

DRAGEN Bio-IT Platform analysoi sekvensointitulostusta instrumentissa edelleen kayttamalla yhta
seuraavista analyysijaksoista.

BCL Convert
Sukusolulinja
RNA

Rikastus
Yksisolu-RNA
DNA Amplicon

Tassa osiossa annetaan tietoa jokaisesta DRAGEN-jaksosta tulostustiedoston tiedot mukaan lukien.
Sen lisdksi, ettd DRAGEN luo jaksokohtaisia tiedostoja, se tarjoaa mittaustietoa analyysistd <sample
name>.metrics.json-tiedostossa ja raporteissa, jotka on kuvattu kohdassa DRAGEN BCL -
konverttijakso sivulla 66. Lisatietoja DRAGENista on DRAGEN Bio-IT Platform -tukisivuston sivulla.

Kaikki DRAGEN-jaksot tukevat syote-BCL:n dekompressiota ja BAM/CRAM-tulostustiedostojen
kompressiota.

Tulostustiedostoja koskevia nakdkohtia:

Niiden Germline (Sukusolulinja)-, RNA-, Enrichment (Rikastus)- ja DNA Amplicon -jaksojen kohdalla,
jotka ovat kdynnissd instrumenttianalyysissd, BAM -tiedostoja eiladata BaseSpace Sequence
Hubiin, mikali Proactive, Run Monitoring and Storage (Ajon valvonta ja tallennus) on valittuna.
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DRAGEN-rikastusjakso

DRAGEN-rikastusjaksossa tuetaan seuraavia ominaisuuksia. Mikali kdytossa on DRAGEN 3.7 tai sita
uudempi versio, tuetaan seka sukusolulinjatilaa ettd somaattista tilaa (vain kasvaimet).

* Naytteen demultipleksointi

* Kartoitus ja kohdistus, muun muassa lajittelu ja kaksinkertainen merkinta

* Pienivarianttitunnistus

* Rakenteellinen varianttitunnistus

Jotta voit suorittaa varianttitunnistuksen, *.bed-tiedosto on sisallytettdva naytetiedostoon tai
maaritettava BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen)
-kohdassa. Rakenteellinen varianttitunnistus luodaan vain paired-end readien ja sukusolulinjatilan
kohdalla.

Mikali kaytdossa on DRAGEN Enrichment -versio 3.8 tai sitd uudempi versio, voit sydttaa melun
lahtdtasotiedoston suorituskyvyn parantamiseksi somaattisessa tilassa. Katso Melun
ladhtbétasotiedostojen luonti sivulla 18.

Jaksossa luodaan seuraavat tulostustiedostot.

Osa Tyyppi Tulostustiedoston nimi
Kartoitus/kohdistus BAM tai e <sample_name>.bam, tai
CRAM e <sample_name>.cram
Pieni varianttitunnistus VCF ja e <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF* e <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz
Rakenteellinen VCF o <sample_name>.sv.vcf.gz

varianttitunnistus

* gVCF-tulostustiedostot ovat saatavilla vain sukusolulinjatilassa.

DRAGEN-sukusolulinjajakso

DRAGEN-sukusolulinjajakso tukee seuraavia ominaisuuksia:

* Naytteen demultipleksointi

* Kartoitus ja kohdistus, muun muassa lajittelu ja kaksinkertainen merkinta
* Pienivarianttitunnistus

* Rakenteellinen varianttitunnistus paired-end readeille

* Kopioi maaran varianttitunnistus ihmisen genomeille

* Toista laajennukset ihmisen genomien kohdalla

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN
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* |hmisen genomien homotsygoottisuusalueet
* [DRAGEN v3.8 tai sita uudempi versio] CYP2D6-tunnistus
Rakenteellinen varianttitunnistus luodaan vain paired-end readien kohdalla.

Jaksossa luodaan seuraavat tulostustiedostot.

Osa Tyyppi Tulostustiedoston nimi
Kartoitus/kohdistus BAM tai e <sample_name>.bam, tai

CRAM e <sample_name>.cram
Pieni varianttitunnistus VCF jagVCF « <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz

» <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz

Rakenteellinen VCF e <sample_name>.sv.vcf.gz
varianttitunnistin

Kopioi maaravariantit VCF e <sample_name>.cnv.vcf.gz
Toista laajennus VCF e <sample_name>.repeats.vcf.gz

Homotsygoottisuusalueet CSVjaBED e <sample_name>.roh_metrics.csv
e <sample_name>.roh.bed

CYP2D6-tunnistus TSV o <sample_name>.cyp2d6.tsv

DRAGEN DNA Amplicon -jakso

DRAGEN-jakso tukee seuraavia ominaisuuksia:

* Naytteen demultipleksointi

* Kartoitus ja kohdistus, muun muassa lajittelu ja kaksinkertainen merkinta
* Pienivarianttitunnistus sukusolulinjatilassa tai somaattisessa tilassa.

Jotta voit suorittaa varianttitunnistuksen, *.bed-tiedosto on sisallytettava naytetiedostoon tai

maaritettava BaseSpace Sequence Hubin Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -kohdassa.

Jaksossa luodaan seuraavat tulostustiedostot.

Osa Tyyppi Tulostustiedoston nimi
Kartoitus/kohdistus BAM tai e <sample_name>.bam, tai
CRAM e <sample_name>.cram
Pieni varianttitunnistus VCF ja » <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF* » <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz

* gVCF-tulostustiedostot ovat saatavilla vain sukusolulinjatilassa.
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DRAGEN RNA -jakso

DRAGEN RNA -jakso tukee seuraavia ominaisuuksia:

* Naytteen demultipleksointi

* Kartoitus ja kohdistus, muun muassa lajittelu ja kaksinkertainen merkinta

* Geenifuusion tunnistus

* Transkriptin kvantifiointi

* [DRAGEN v3.8 tai sita uudempi versio] Differentiaalinen geenin iimentyminen

Voit luoda tulostustiedostot maarittamalla GTF-tiedoston naytetiedostossa tai varmistamalla, etta
oletusarvoinen genes.gtf.gz onolemassa yhdessa viitegenomin kanssa.

Jaksossa luodaan seuraavat tulostustiedostot.

Osa Tyyppi
Kartoitus/kohdistus BAM tai
CRAM

Geenifuusion tunnistus Pelkka teksti

Transkriptin kvantifiointi Pelkka teksti

Differentiaalinen ilmentyma PNG

Tulostustiedoston nimi

<sample_name>.bam,
tai
<sample_name>.cram
<sample_
name>.fusion_
candidates.preliminary

<sample_
name>.fusion_
candidates.final

sample_
name.quant.genes.sf

sample_name.quant.sf

Katso seuraava
differentiaalisen
ilmentyman

tulostustiedostotaulukko.

Kuvaus

Kohdistustuotos, joka
vastaa SAM-tietoja.

o Fuusioehdokkaat
ennen suodatinten
kayttoa.

e Fuusioehdokkaat
suodatinten kdyton
jalkeen.

o Transkriptin
kvantifiointitulokset
geenitasolla.

o Kaikki transkriptin

kvantifiointitulokset.

Jotta voit luoda
tulostustiedostot,
naytetiedostossa on
maaritettava vertailu.

Seuraavat tiedostot tulostetaan, kun differentiaalinen ilmentyma on kaytossa.
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Tiedostonimi

Control_vs_Comparison.differential_
expression_metrics.csv

Control_vs_

Compa rison.genes.cou nts.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

Control_vs_
Comparison.genes.rlog.csv

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Kuvaus

Sisaltaa differentiaalisen ilmentyman
analyysimittaustiedot.

Kuvaa sellaisten readien maaran, jotka on kartoitettu
kunkin naytteen kunkin geenin kohdalle kontrolli- ja
vertailuryhmissa.

Differentiaalisestiilmentyneiden geenien
ilimentymisen lampdodkartta kontrolli- ja vertailuryhmien
naytteiden kohdalla. Lampokartassa naytetaan vain
differentiaalisestiilmentyneet geenit, joiden saadetty
P-arvo on <-.05. Mikali differentiaalisestiilmentyneita
geeneja on yli 30, kaytetaan vain ensimmaiset 30
differentiaalisestiilmentynytta geenia. Mikali DESeq1
ei ole yhdenmukainen taijos differentiaalisesti
iimentyneita geeneja ei ole, tiedostoa ei luoda.

Sisaltaa geenien ilmentymasuhteiden variaation
signaalin keskimaaraisen intensiteetin funktiona.
Jotta voidaan nayttaa erot kahdesta naytteesta
tehtyjen mittausten valilla, tiedot muunnetaan
piirroksessa M (lokisuhde)- ja A (keskiarvo)
-asteikoiksi, ja arvot piirretdan sen jalkeen. MA-
piirroksessa esitetaan log2-poimumuutokset, jotka
voidaan katsoa tietyn muuttujan aiheuttamiksi
normalisoitujen maarien keskiarvojen kohdalla
kaikissa naytteissa. Mikali sdadetty P-arvo on alle 0,1,
pisteet ovat punaisia. Pisteet, jotka putoavat
ikkunasta, piirretdan avoimiksi kolmioiksi. YIospain
osoittavat kolmiot edustavat positiivista lokin
poimumuutosta. Alaspain osoittavat kolmiot
edustavat negatiivista lokin poimumuutosta.

Piirroksessa esitetaan kaksi ensimmaista paaasiallista
komponenttia, jotka selittdvat suurimman osan
vaihtelusta.

Sisaltda DESeqg2-tulokset, jotka kuvaavat keskiarvon
iimentymaa, log2:ta (poimumuutos), log2:n
vakiovirhetta, P-arvoa, sdadettya P-arvoa seka kunkin
geenin ilmentyman tilaa.

Sisaltda sdanndnmukaisia lokimuunnettuja maaria,
jotka on laskettu DESeq2:lla.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

DRAGEN yksisolu-RNA-jakso

DRAGEN tukee seuraavia ominaisuuksia:

* Naytteen demultipleksointi

* Kartoitus ja kohdistus, muun muassa lajittelu ja kaksinkertainen merkinta
* Kyvetin ja geenin luokitus

Voit luoda tulostustiedostot maarittamalla GTF-tiedoston naytetiedostossa tai varmistamalla, etta
oletusarvoinen genes.gtf.gz onolemassa yhdessa viitegenomin kanssa.

Jaksossa luodaan seuraavat tulostustiedostot.

Osa Tyyppi Tulostustiedoston nimi

Kartoitus/kohdistus BAM tai e <sample_name>.bam, tai
CRAM e <sample_name>.cram

Kyvetin/geenin luokitus TSV,CSVja « <sample_name>.scRNA.barcodeSummary.tsv
MTX o <sample_name>.scRNA.genes.tsv

o <sample_name>.scRNA.matrix.mtx

Analyysiraportit HTML <sample_name>.dragen.scrna-report.*.html

DRAGEN BCL -konverttijakso

DRAGEN BCL -konverttijaksossa kaytetaan sekvensointiajosta ja naytetiedostotiedoista generoituja
BCL-tietoja FASTQ-tiedoston tulostamiseksi jokaisesta ndytteestd. FASTQ-tiedostonimion <sample
name>.fastqg.gz.

Jaksossa luodaan seuraavat raportit.

Osa Tyyppi Tulostustiedoston nimi
Demultipleksointi CSv o Demultiplex_Stats.csv
Adapterin mittaustiedot Csv o Adapter_Metrics.csv
Indeksihyppely CSsv e Index_Hopping_Counts.csv
Keskeiset tuntemattomat CSVv e Top_Unknown_Barcodes.csv
viivakoodit

Demultipleksointitilastoraportti

Demultipleksointitilastoraportti sisdltaa tietoja sellaisten Idpdisevan suodattimen readien maarasta,
jotka on maaritetty kullekin naytetiedoston naytteelle. Kaikki readit, joita ei voida selkeasti yhdistaa
naytteeseen, luokitellaan maarittamattomiksi. Raportti sisdltdd myos tietoja niiden lapaisevan
suodattimen (PF) readien emasten laatupistemaarista, jotka on maaritetty kullekin naytteelle.
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Mukana ovat seuraavat tiedot.

Mittari
Kaista

Naytetunnus

Hakemisto

Readien maara

Taydellisten
indeksireadien maara

Niiden indeksireadien
maara, joissa on yksi
yhteensopimattomuus

= Q30-emasten (PF)
maara

Keskimaarainen
laatupistemaara (PF)

Kuvaus
Sen virtauskyvetin kaista, jolla nayte sekvensoitiin.

Naytetiedoston naytetunnus. Mikali read ei vastaa naytetta, kentassa
nakyy undetermined (Mmaarittdmaton).

Index Read 1- ja Index Read 2 -kohteiden yhteenliittdminen valiviivalla
erotetusta naytetiedostosta. Mikali read ei vastaa naytetta, kentassa
nakyy undetermined (maarittdmaton).

Maaritetylla kaistalla demultipleksoitujen naytteiden PF-readien
maara.
Niiden readien maara, jotka vastaavat taydellisesti ndytetiedostossa

maaritettyja yhdistettyja indeksisekvensseja.

Niiden readien maar4, jotka vastaavat ndytetiedostossa maaritettyja
yhdistettyja indeksisekvensseja yhta virhetta lukuun ottamatta.

Emasten maara, adapterit mukaan lukien, joka vastaa Q30-
laatukynnyksen ylittavia readeja.

Tietyn kaistan ndytettd vastaavien readien keskimaarainen
laatupistemaara. Arvoon sisaltyvat adapteriemakset.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN
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Adapter Metrics (Adapterin mittaustiedot) -raportit

Adapterin mittaustietotiedostoon sisaltyy adapterin maara ja kuhunkin readiin yhdistettavat nayte-
emakset.

Mukana ovat seuraavat tiedot.

Mittari Kuvaus
Kaista Sen virtauskyvetin kaista, jolla nayte sekvensoitiin.

Naytetunnus Naytetiedoston ndytetunnus. Mikdliread ei vastaa ndytetta, kentdssa nakyy
undetermined (maarittamaton).

hakemisto Naytetiedoston index1-sekvenssi. Kentta on tyhja, jos indexia ei maaritetty
naytetiedostossa taijos naytetunnuksen arvo on undetermined (maarittamaton).

index2 Naytetiedoston index2-sekvenssi. Kentta on tyhja, jos index2:ta ei maaritetty
naytetiedostossa tai jos ndytetunnuksen arvo on undetermined (maarittdmaton).

R1_ Niiden emasten maara, jotka vastaavat naytetiedostossa AdapterRead1:ta.
AdapterBases
R1_ Vastaavan kaistan ja naytteen leikattujen tai peitettyjen emédsten maara Read 1 -

SampleBases kohteesta.

R2_ Niiden emasten maara, jotka vastaavat naytetiedostossa AdapterRead2:ta.
AdapterBases
R2_ Vastaavan kaistan ja naytteen leikattujen tai peitettyjen emasten maara Read 2 -

SampleBases kohteesta.

Readien maara Tietylla kaistalla olevien naytteen readien maara.

Indeksihyppelymaara-raportti

Indeksihyppelymdaara-raportti siséltda duaalisten indeksiajojen kunkin odotettavissa olevan ja
ylihypatyn indeksin readin maaran. Raportti sisdltaa kaistaa kohti vain ainutkertaisia duaalisia
indekseja siind maarin kuin indekseissa ei havaita viivakooditormayksia. Jotta voit luoda
indeksihyppelymittaustietoja kaistalle, kunkin indeksin kaikkien merkintaparien merkintaetaisyyden on
oltava vahintaan 2N +1, jossa N edustaa indeksille maaritettya viivakoodin
yhteensopimattomuustoleranssia.

Mukana ovat seuraavat tiedot.

Tiedosto sisdltdd vain otsikot muiden kuin indeksiajojen kohdalla, yksittdisten indeksiajojen kohdalla tai
sellaisten kaistojen kohdalla, jotka eivat sisalla ainutkertaisia duaalisia indekseja.
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Mittari
Kaista
Readien maara

Naytetunnus

hakemisto

index2

Kuvaus
Sen virtauskyvetin kaista, jolla nayte sekvensaoitiin.
Tietylla kaistalla olevien naytteen readien maara.

Naytetiedoston naytetunnus. Mikali read ei vastaa naytetta, kentassa nakyy
undetermined (Maéarittamaton).

Naytetiedoston index1-sekvenssi. Kentta on tyhja, jos read on single-ended taijos
naytetunnuksen arvo on undetermined (maarittamaton).

Naytetiedoston index2-sekvenssi. Kentta on tyhja, jos read on single-ended tai jos
naytetunnuksen arvo on undetermined (maarittamaton).

Keskeisia tuntemattomia viivakoodeja koskeva raportti

Keskeisia tuntemattomia viivakoodeja koskeva raportti sisaltaa kaistaa kohti ensimmaiset 100 indeksia
taiindeksiparia, joita ei tunnistettu ndytetiedostossa sallittujen yhteensopimattomuuksien maaran
mukaan. Mikali 100. korkeimmaksi indeksimaaramerkinnaksi on maaritetty useita indeksiarvoja, kaikki
indeksiarvot, joiden maara on sama, tulostetaan 100. merkintana.

Mukana ovat seuraavat tiedot:

Mittari
Kaista

hakemisto

index2

Readien maara

Kuvaus
Sen virtauskyvetin kaista, jolla ndyte sekvensoitiin.

Kunkin tuntemattoman indeksin sekvenssi indeksin Read1-kohteessa. Kentta on
tyhja, mikali tuntemattomia indekseja ei ldydy.

Kunkin tuntemattoman indeksin sekvenssiindeksin Read 2 -kohteessa. Mikéli ajo
oli single-read-tyyppinen taijos tuntemattomia indekseja ei I0ytynyt, kentta on
tyhja.

Tietylla kaistalla olevien naytteen readien maara.
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[llumina DRAGEN QC -raportit

DRAGEN FastQC luo oletusarvoisesti QC-piirrokset kaikkien jaksojen kohdalla. Yhteenkootut QC-
tulokset tallennetaan AggregatedFastgcMetrics-kansioon ja ndytekohtaiset tulokset tallennetaan
<sample name>-kansioon.

QC-raportteja eiluoda, mikali naytteiden maara on suurempi kuin 512.

Mukana on seuraavat QC-piirrokset.

QC-piirros Kuvaus
adapter_content Sekvenssien prosenttiosuus emasparia kohti.
positional_mean_quality Keskimaarainen Phred-asteikon emasten laatupistemaara

kutakin read-asemaa kohti.
gc_content Kunkin sekvensointi-readin GC-pitoisuusprosentti.

positional_quality.read_1 Keskimaarainen Phred-asteikon emasten laatuarvo tietylla
nukleotidilla ja tietyssa Read 1 -sijainnissa.

gc_quality

positional_quality.read_2 Keskimaarainen Phred-asteikon emasten laatuarvo tietylla
nukleotidilld ja tietyssa Read 2 -sijainnissa.

n_content

read_length Kunkin readin sekvenssin pituus.

positional_base_content.read_1  Jokaisen tietyn nukleotidin emédsten maara tietyissad Read 1
-sijainneissa.

read_quality Keskimaarainen Phred-asteikon laatupistemaara kullekin
sekvensointi-readille.

positional_base_content.read_2 Jokaisen tietyn nukleotidin emasten maara tietyissa Read 2
-sijainneissa.

DRAGEN:InN toissijaisen analyysin tulostuskansion
rakenne

DRAGEN luo oletusarvoisesti tulostustiedostot Settings (Asetukset) -valilehdella valittuun
tulostuskansioon. DRAGEN laatii kullekin tyonkululle tiivistelImaraportin report . html-tiedostoon.

Data (Tiedot)

=] report.html

= report files

"~ AggregateFastQCPlots
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=l « .png
= *stderr .txt
= *stdout .txt
= dragen prev 48 hrs.log
= dlm prev 48 hrs.log
=] SampleSheet.csv
E Ajon sydtetiedostot (esim. BED- ja GTF-tiedostot)
[ sample_name
[ enrich_caller, germline_seq, dna_amplicon_seq, rna_seq tai scrna_seq
[ sample_name
=l « .png
=l dragen_*.log
=l sample name.*.metrics.csv
=l [DNA] sample name.*.vcf.gz

=l [DNA] sample name.*.gvcf.gz— Eisaatavilla DRAGENin Bio-IT Platform Amplicon
(somaattinen) -jaksolle.

=l sample name.*.bam tai sample name.*.cram
Elrokit

[l [RNA] sample name.fusion candidates.filter info
=l [RNA] sample name.fusion candidates.final

=l [RNA] sample name.quant.genes.sf

E[RNA] sample name.quant.sf

= sample name.metrics.json

=l [scRNA] sample dragen-scrna-report.*.html

[l [scRNA] sample name.scRNA.barcodeSummary.tsv
=l [Sukusolulinja] sample name.roh metrics.csv

=l [Sukusolulinja] sample name.roh.bed

=l [Sukusolulinja] sample name.cyp2d6.tsv

=l sample name.fastgc metrics.csv

= sample name.trimmer metrics.csv

(" [RNA] Differentiaalinen ilmentyma

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

71



NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

[ Vertailu1
= Control vs Comparison.differential expression metrics.csv
= Control vs Comparison.genes.counts.csv
=l Control vs Comparison.genes.disp.pdf
=l Control vs Comparison.genes.heatmap.pdf
=l Control vs Comparison.genes.ma.pdf
=l Control vs Comparison.genes.pca.pdf
E Control vs Comparison.genes.res.csv
=l Control vs Comparison.genes.rlog.csv
- ComparisonN
" lokit
EE .txt
=l « .CSV
[ fastq— Saatavilla vain, jos KeepFastqg-asetuksena on tosi.
El .fastg.gz
[ ora_fastq— Saatavilla vain, jos FastqCompressionFormat-asetuksena on dragen.
EE .fastg.ora
"~ RuninstrumentAnalyticsMetrics
[ 0001
=l dataset.json

= fastgc metrics.csv
770002
E dataset.json
=l fastgc metrics.csv
= Adapter Metrics.csv
=l Demultiplex Stats.csv
E Index Hopping Counts.csv
"~ Raportit
= Demultiplex Stats.csv
= RunInfo.xml

= Trim Metrics.csv
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= fastg list.csv

=] SampleSheet.csv

= Index Hopping Counts.csv
=l Top_Unknown Barcodes.csv

("~ ReadlInstrumentAnalyticsMetrics — Vain paired-end-tyyppisille readeille.
1 0001
=l dataset.json
0002
= dataset.json
= Adapter Metrics.csv
= Demultiplex Stats.csv

=l Index Hopping Counts.csv

"~ Read1Metrics — Vain paired-end-tyyppisille readeille.
=l Adapter Metrics.csv

= Index Hopping Counts.csv
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Huolto

Tassa osiossa kuvataan toimenpiteitd, joita tarvitaan hyvakuntoisen jarjestelman yllapitoon. Opettele
asentamaan ohjelmistopaivitykset, vaihtamaan ilmansuodatin ja suorittamaan muita maaraaikaisia
kunnossapitotoimenpiteita. Pitdmalla ohjausohjelmisto ajan tasalla varmistetaan, etta jarjestelmaan on
asennettu viimeisimmat virheidenkorjaukset ja ominaisuudet, joilla taataan optimaalinen suorituskyky.

Kiintolevyaseman levytilan tyhjentaminen

Sekvensointiajo vaatii noin 200 Gt paikallista kiintolevytilaa. Varoitusilmoitus naytetaan, kun tila on
vahissa. Suorittamalla seuraavat vaiheet voit lisata tilaa poistamalla jo suoritettuja ajoja ja asennettuja
viitegenomeja tilapaisesta ajokansiosta.

Poista ajoja vain NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston avulla sen sijaan, etta niita poistetaan
manuaalisesti kayttdjarjestelmasta. Ajojen manuaalinen poistaminen saattaa vaikuttaa
kielteisesti ohjausohjelmistoon.

1. Valitse ohjausohjelmiston valikosta Disk Management (Levynhallinta).
Disk Management (Levynhallinta) -naytt6 tulee nakyviin yhdessa paikalliselle kiintolevylle
tallennetun ajo- ja viitegenomiluettelon kanssa.

2. Valitse Delete Run (Poista ajo) sellaisen ajon kohdalla, jonka haluat poistaa.
Ajon poistaminen poistaa paikallisen ajokansion. Tulostuskansio, joka on ajokansion kopio,
sailytetaan.

Vahvista ajon poistaminen valitsemalla valintaruudussa Yes, Delete Run (Kylla, poista ajo).
Toista vaiheet 2 ja 3 jokaisen ajon kohdalla, jonka haluat poistaa.

Valitse Delete Genome (Poista genomi) sen genomin kohdalla, jonka haluat poistaa.
Valitse valintaruudussa Yes, Delete Genome (Kylla, poista genomi).

Toista vaiheet 5 ja 6 jokaisen genomin kohdalla, jonka haluat poistaa.

© N o o &~ w

Kun olet valmis, sulje levynhallinta ja palaa aloitusnayttéon.

Ohjelmistopaivitykset

Ohjelmiston paivittamalld varmistat, etta jarjestelmdssa on uusimmat ominaisuudet ja korjaukset.
Ohjelmistopaivitykset on niputettu jarjestelman ohjelmistopaketiksi, joka sisaltaa seuraavat
ohjelmistot:

* NextSeq1000/2000 -ohjausohjelmisto
* NextSeq1000/2000 -reseptit

* Yleiskayttdinen kopiopalvelu
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Real-Time Analysis (Reaaliaikainen analyysi)

n | DRAGEN-moduuleita ei ole sisallytetty jarjestelmapakettiin. Asenna ne erikseen tarpeen mukaan.

Paaset DRAGEN-moduuliohjelmistoon tukisivuilta.

Jarjestelma on maaritetty lataamaan ohjelmistopaivitykset automaattisesti tai manuaalisesti:

Automaattiset paivitykset — Paivitykset ladataan automaattisesti BaseSpace Sequence Hubista
asentamista varten. Tama asetus vaatii internetyhteyden, mutta ei BaseSpace Sequence Hub -
tilia.

Manuaaliset paivitykset — Paivitykset ladataan manuaalisesti Internetista, tallennetaan paikallisesti

tai siirrettdvaan asemaan ja asennetaan tallennussijainnista. Tama asetus ei vaadi laitteen
internetyhteytta.

Automaattisen ohjelmistopaivityksen asennus

1.

Varmista, etta kaynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.
Kirjaudu kohteeseen iimnadmin.

Valitse ohjausohjelmiston valikosta Software Update (Ohjelmistopaivitys).
Automaattisia paivityksia varten maaritetyt jarjestelmat nayttavat ilmoituksen, kun ohjelmapaivitys
on saatavilla.

Voit tarkistaa paivityksen valitsemalla Check Online for Software Update (Tarkista
ohjelmistopaivitykset verkosta).

Valitse Update Now (Paivita nyt), kun haluat ladata uuden ohjelmistoversion.

Kun lataus on valmis, ohjausohjelmisto sulkeutuu ja ohjattu asennustoiminto avautuu.

Ohjausohjelmisto kdynnistyy automaattisesti uudelleen. Kaikki laiteohjelmiston paivitykset
tapahtuvat automaattisesti uudelleenkaynnistyksen jalkeen.

n | Paivitysta ei voida peruuttaa sen jalkeen, kun asennus on alkanut. Se voidaan peruuttaa vain
latauksen aikana.

Manuaalisen ohjelmistopaivityksen asennus

Kirjaudu kohteeseen ilmnadmin.

2. Varmista, ettd kdynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.

3. Kun saatavilla on ohjelmistopaivitys, lataa ohjelmistopaketin asennusohjelma (*.tar.gz) NextSeq
1000 and NextSeq 2000 Sequencing Systems -tukisivulta. Tallenna asennusohjelma paikalliseen
tai siirrettdvaan levyasemaan.

4. Jos tallensit asennusohjelman siirrettavaan levyasemaan, liitéa muistitikku USB 3.0 -porttiin, joka
sijaitsee seka instrumentin sivulla etta sen takana.
Valitse ohjausohjelmiston valikosta Software Update (Ohjelmistopaivitys) -vaihtoehto.

6. Valitse Choose... (Valitse...) asennusohjelmaan selaamista varten.
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7. Valitse Update Now (Paivita nyt), kun haluat aloittaa asennuksen.
Ohjausohjelmistossa naytetaan kiireen indikaattori asennuksen aikana.
Ohjausohjelmisto kaynnistyy automaattisesti uudelleen. Kaikki laiteohjelmiston paivitykset
tapahtuvat automaattisesti uudelleenkaynnistyksen jalkeen.

n | Paivitysta ei voida peruuttaa sen jalkeen, kun asennus on alkanut. Se voidaan peruuttaa vain
latauksen aikana.

DRAGEN-tyonkulku ja kayttooikeuspaivitykset

Vain jarjestelmanvalvojat voivat asentaa DRAGEN-tydnkulkuja ja uusia DRAGEN-kayttdoikeuden.
Uusi DRAGEN-kayttooikeus verkossa

Mikali NextSeq 1000/2000 on varustettu verkkoyhteydelld, paivitd DRAGEN Bio-IT Platform -
kayttooikeus seuraavasti.

1. Saatuuden lisenssiavaimen ottamalla yhteytta llluminan tekniseen tukipalveluun.

2. Odota 24 tuntia, etta kayttooikeus paivitetaan automaattisesti, tai paivita kayttdoikeus valittomasti
seuraavalla tavalla.

a. Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten DRAGEN.

b. Valitsemalla Check Online (Tarkista verkossa) voit tarkistaa, onko uusi DRAGEN-lisenssiavain
saatavilla.

c. Mikali se on saatavilla, valitse Update (Paivita).

Uusi DRAGEN-kayttooikeus offline-tilassa
Mikali NextSeq 1000/2000:aa ei ole varustettu verkkoyhteydella, paivita DRAGEN Bio-IT Platform -
kayttooikeus seuraavasti.

1. Saat uuden lisenssiavaimen ottamalla yhteytta llluminan tekniseen tukipalveluun. Tallenna
license. zip-tiedosto paikalliseen tai kannettavaan asemaan.

2. Mikali *.zip-tiedosto tallennettiin kannettavaan asemaan, kytke asema USB 3.0 -porttiin, joka
sijaitsee seka instrumentin sivulla etta sen takana. Siirra laitetta tarvittaessa varoen, jotta saat
laitteen takaosan esiin.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten DRAGEN.

4. Valitsemalla Choose (Valitse), jotta voit navigoida *.zip-tiedostoon, ja valitse sitten Open (Avaa).

DRAGEN-tyonkulkujen asentaminen verkossa

Mikali NextSeq 1000/2000 on varustettu verkkoyhteydelld, voit asentaa DRAGEN -tydnkulut suoraan
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoon. DRAGEN-tyonkulkujen verkkoasennus on saatavilla vain
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versiossa v1.3.
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Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten Process Management (Prosessinhallinta).
Varmista, etta kaynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten DRAGEN.

Version (Versio) -kohdan Available Workflows (Saatavilla olevat tyonkulut) -osiossa luetellaan
jarjestelmaan kulloinkin asennetut tyonkulut.

Voit asentaa DRAGEN-tyonkulkuja NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoon valitsemalla Check
Online (Tarkista verkossa).

Kaikki DRAGEN-versiot ja tydnkulut eivat ole yhteensopivia verkkoasennuksen kanssa. Kayta
offline-asennusta lisatyonkulkujen asentamiseen.

Valitse niiden tyonkulkujen valintaruutu, jotka haluat asentaa. Mikali vimeisinta BCL-
konverttiversiota ei ole asennettu, varmista, etta se asennetaan ensin.

Voit tarkastella tydonkulun viimeisimman version tietoja julkaisutiedoista.

Valitsemalla Install (Asenna) voit kdynnistaa asennuksen.

Syo6ta jarjestelman salasanaksiilmnadmin ja valitse sitten Authenticate (Todenna).

DRAGEN -tydnkulkujen asentaminen offline-tilassa

1.

o o AW

N

Kun DRAGEN-tyonkulun paivitys on saatavilla, lataa asennusohjelma (*.tar.gz) DRAGEN-
tukisivulta. Tallenna asennusohjelma paikalliseen tai siirrettavaan levyasemaan.

Jos tallensit asennusohjelman siirrettavaan levyasemaan, liitd muistitikku USB 3.0 -porttiin, joka
sijaitsee seka instrumentin sivulla etta sen takana. Siirra laitetta tarvittaessa varoen, jotta saat
laitteen takaosan esiin.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten Process Management (Prosessinhallinta).
Varmista, ettd kdynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.
Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten DRAGEN.

Valitse Version (Versio) -kohdassa Browse for New Version (Selaa uuteen versioon), jotta voit
navigoida asennusohjelmaan.

Valitsemalla Install (Asenna) voit kdynnistaa asennuksen.

Syota jarjestelman salasanaksiilmnadmin ja valitse sitten Authenticate (Todenna).

Iimansuodattimen vaihtaminen

Vaihda vanhentunut iimansuodatin seuraavien ohjeiden mukaisesti 6 kuukauden valein.

[Imansuodatin on kertakayttéinen suorakulmainen kasetti, joka peittaa laitteen oikealla puolella olevan
puhaltimen. Se varmistaa asianmukaisen jaahdytyksen ja estaa likaa paasemasta jarjestelmaan. Laite
toimitetaan niin, etta siihen on asennettu yksiilmansuodatin ja mukana toimitetaan varakappale.
Voimassaolevaan instrumentin huoltosopimukseen sisaltyy ylimaaraisia varaosia, tai niita voidaan
ostaa erikseen llluminalta.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

77


https://emea.support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/dragen-bio-it-platform/downloads.html
https://emea.support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/dragen-bio-it-platform/downloads.html

NextSeq 1000- ja 2000-sekvensointijarjestelman opas

1. Avaa ylapaneeli painamalla laitteen ylaosaa oikealta puolelta kuvan osoittamalla tavalla.

4. Asenna uusiilmansuodatin sailioon ja paina se paikoilleen.

5. Sulje ylapaneelija paina se paikalleen.

6. Aseta laite takaisin paikoilleen.
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Vianmaaritys

Tassa osiossa annetaan vaiheittaiset ohjeet ajon peruuttamiseksi, instrumentin virran katkaisemiseksi
ja sen uudelleenkytkemiseksi sekd muihin vianmaaritystoimenpiteisiin.

Virheviestien ratkaiseminen

Tama liite sisaltaa yksityiskohtaiset ohjeet eri vianmaaritysvaiheita varten. Seuraava vuokaavio antaa
yhteenvedon vianmaarityksen virheviesteista, jotka naytetaan alustuksen, ajon kayttéonoton tai
sekvensoinnin aikana ja jotka eivat ratkea yrittamalla uudelleen.

Monet virheet voidaan ratkaista katkaisemalla laitteesta virta ja kaynnistamalla laite uudelleen. Katso
lisatietoja virran katkaisusta ja uudelleenkytkemisesta kohdasta Virran katkaiseminen laitteesta ja
kytkeminen uudelleen laitteeseen sivulla 81 (Virran katkaiseminen laitteesta ja kytkeminen uudelleen
laitteeseen).

Ohjausohjelmiston

naytolld iimoitetaan
virheesta

Katkaise laitteesta virta
ja kytke se uudelleen

jarjestelma? tapaan

Kaynnistyyko Kylla 5 KJ atka tavalliseen>

Ei

Ota yhteytta llluminan
tekniseen tukeen
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Tarvikkeiden palauttaminen varastoon

Seuraavien ohjeiden avulla voit varastoida sulaneen kasetin ja virtauskyvetin laitevirheen sattuessa
laitteen ajoa edeltavan tarkistuksen aikana ja ennen fluidistorijarjestelman tarkistusta.

1.
2.

Erota virtauskyvetti kasetista.

Poista ja havita laimennettu kirjasto sailiosta (enintdan ~18 pl).

Valmista samasta kirjastosta uusilaimennos seuraavaa ajoa varten, jotta voidaan valttya
naytteen ristikontaminaatiolta, kun sailiossa on kirjastojaamia.

Aseta kasetti varastoon 2-8 °C:n lampdtilaan siten, etta etiketti on yléspain ja ilma paasee
kiertamaan kasetin kaikilta sivuilta.

Varastointi ei saa ylittaa 72 tuntia. Mikali kasettia sulatettiin jaakaapissa 12 tuntia yon yli, se ei saa
ylittaa 60 tuntia.

Laita virtauskyvetti takaisin alkuperaiseen foliopakkaukseen yhdessa kuivausaineen kanssa.

Sulje foliopakkaus teipilld ja varastoi se 2-8 °C:n lampdtilaan.
Varastointi ei saa ylittaa 72 tuntia.

Ajon peruuttaminen

Valitse End Run (Lopeta ajo).

Voit automaattisesti tyhjentda reagenssikasetin valitsemalla Purge Reagent Cartridge (Tyhjenna
reagenssikasetti) -valintaruudun.
Oletusarvoinen valinta maaritetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston asetuksissa.

Valitse Yes, end the sequencing run (Kylla, lopetetaan sekvensointiajo).
Ajon peruuttaminen on lopullinen. Ohjelmisto ei voi jatkaa ajoa eika kulutustarvikkeita saa kayttaa
uudelleen ajoa edeltaviin tarkistuksiin kuuluvien laitetta koskevien tarkistusten jalkeen.

Valitsemalla Eject Cartridge (Poista kasetti) voit avata visiirin ja poistaa alustan.
Poista kasetti alustalta.

Sailyta tai havita kasetti sen mukaan, milloin peruutus tapahtui:

Olosuhde Instanssi

Peruutit ennen instrumentin esiajotarkistusta tai  Katso Tarvikkeiden palauttaminen varastoon

sen aikana ja haluat kayttaa tarvikkeita sivulla 80.
uudelleen.
Kaikki muut olosuhteet. Katso Tarvikkeiden purkaminen sivulla 52
7. Valitsemalla Close Door (Sulje ovi) voit ladata alustan uudelleen ja palata aloitusnayttoon.
Anturit vahvistavat, etta kasetti on poistettu.
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Ajon asettaminen uudelleen jonoon

Jos toissijaisen analyysin tilassa nakyy virhe prosessinhallinnassa, voit jonottaa ajon uudelleen, jotta
suoritetaan uudelleen instrumentin DRAGEN-analyysiluoduista cBCL-tiedostoista. Alkuperaisen

ajokansion on edelleen oltava lasna instrumentissa, jotta uudelleenjonotustoimintoa voidaan kayttaa.

Uudelleenjonotustoiminnolla ei aseteta uudelleen jonoon ajoja BaseSpace Sequence Hubissa. Voit
suorittaa jonotuksen uudelleen BaseSpace Sequence Hubissa tutustumalla korjausnaytetiedostoon
BaseSpace Sequence Hubin Help Centerissa.

1. Paivita ndytetiedosto v2 ja tallenna sitten ndytetiedosto siirrettadvaan tai asennettuun
verkkoasemaan.

2. Jostallensit naytetiedoston siirrettavaan levyasemaan, liita muistitikku USB 3.0 -porttiin, joka
sijaitsee sekd instrumentin sivulla ettd sen takana. Siirrd laitetta tarvittaessa varoen, jotta saat
laitteen takaosan esiin.

Valitse ohjausohjelmiston valikko ja valitse sitten Process Management (Prosessinhallinta).
Varmista, etta kaynnissa ei ole sekvensointiajoja tai instrumentin toissijaisia analyyseja.

Valitse Requeue (Aseta uudelleen jonoon) uudelleen jonoon asetettavan valmiin ajon vieressa.

o o pw

Valitsemalla Choose (Valitse) voit navigoida paivitettyyn naytetiedostoon ja valita sitten Open
(Avaa).

7. Valitse Start Requeue (Kaynnista uudelleenjonotus).

Virran katkaiseminen laitteesta ja kytkeminen
uudelleen laitteeseen

Jarjestelma suljetaan ja kaynnistetaan turvallisesti uudelleen katkaisemalla virta laitteesta ja

kytkemalla virta uudelleen laitteeseen. Tama korjaa katkenneen yhteyden, kohdistaa teknisen tiedon ja

korjaa alustusvian. Ohjelmisto ilmoittaa, kun virran katkaisemisesta ja uudelleen kytkemisesta voi olla
apua virheen tai varoituksen syyn korjaamisessa.

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta Shut Down Instrument (Sammuta laite).

2. Josjarjestelma ei sammu, pida virtapainiketta painettuna laitteen oikealla sivulla, kunnes valot
himmenevat.

3. Kun virtapainike sykkii, katkaise virta (O) takapaneelin vipukytkimen sivusta.
Virtapainike voi sykkia, vaikka virta on katkaistu.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Kuva 8 Vipukytkimen sijainti

4. Odota 30 sekuntia.
5. Kytke virta paalle (1) vipukytkimen sivusta.

6. Kun virtapainike sykkii, odota 30 sekuntia ja paina sita.

Kuva 9 Virtapainikkeen sijainti

.
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7. Odota noin 5 minuuttia kayttdjarjestelman latautumista. Kun kayttojarjestelma on ladattu, kirjaudu

jarjestelmaan.

Ohjausohjelmisto kaynnistyy ja alustaa jarjestelman. Odota jarjestelman alustusta noin 5 minuuttia.

Aloitusnayttd avautuu naytolle, kun alustus on valmis.

Jarjestelmatarkistuksen suorittaminen

Jarjestelmatarkistus ei ole tarpeen normaalin kayton tai laitteen huollon aikana. llluminan teknisen tuen
edustaja voi kuitenkin pyytaa sinua suorittamaan jarjestelmatarkistuksen vianmaaritysta varten.

Neljan alijarjestelmatarkistuksen kesto on noin 58 minuuttia ajoa edeltavan tarkistuksen virheiden ja
muiden ongelmien vianmaaritystd varten. Testeilld varmistetaan, ettd osat on kohdistettu oikein ja etta

ne ovat toimintakunnossa.

Testitulokset tulostetaan system-check-kansioon, joka sijaitsee kohdassa

/usr/local/illumina/system-check.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Varmista, etta kasetti poistetaan ennen jarjestelmatarkistusten suorittamista.
Jarjestelmatarkistuksen suorittaminen

1. Valitse ohjausohjelmistovalikosta System Checks (Jarjestelmatarkistukset).
2. Rastita valintaruutu kaikkien sellaisten jarjestelmatarkistusten kohdalla, jotka haluat suorittaa.
* Verkkoyhteys — Tarkistaa verkkoyhteyden tilan ja suorituskyvyn.
¢ Kotelointi— Tarkistaa [ampdjarjestelman ja visiirin nostomekanismin suorituskyvyn.
¢ Liike — Tarkistaa liikerajat ja Z- ja XY-vaiheen suorituskyvyn.
* Optiikka — Tarkistaa kuvantamismoduulin suorituskyvyn.

3. Valitse Start (Aloita).

Tehdasasetusten palautus

Palauta ohjelmisto vanhempaan versioon tai palaudu ei-toivotusta maarityksesta palauttamalla
jarjestelma tehdasasetuksiin. Vain llluminan pitdisi kayttaa tata ominaisuutta.

Kaappaa asennettu kuva

Kaappaa jarjestelmakuva toimivan ohjelmistoasennuksen varmuuskopiointia varten. Tama
jarjestelmakuva voidaan palauttaa mydhemmin. On suositeltavaa kaapata jarjestelmakuva heti
alustavan asennuksen valmistumisen jalkeen ja sen jalkeen, kun salasana on vaihdettu llluminan
edustajan avulla.

1. Kaynnista Linux uudelleen.

2. Valitse kayttojarjestelman kehotuksesta Capture Installed Image (Kaappaa asennettu kuva).
Kayttojarjestelmavaihtoehdot ndytetaan lyhyeksi aikaa, ennen kuin siirrytdan automaattisesti
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoon.

ﬂ | Koska muistissa on vain yksi kuva, se korvaa aiemmin kaapatun kuvan.
3. Odota noin 30 minuuttia, jotta jarjestelma kaappaa kulloinkin asennetun kuvan.

Kaappaus voi vaatia useamman uudelleenkaynnistyksen. Kun se on valmis, jarjestelma
kaynnistetaan uudelleen niin, etta kulloinkin asennettu kuva on tallennettu muistiin.

Kuvakaappauksen palauttaminen

Palauta jarjestelma edelliseen kuvakaappaukseen, jotta se palautuu ei-toivotusta kokoonpanosta.
1. Kaynnista Linux uudelleen.

2. Kun kehote pyytaa valitsemaan kayttojarjestelman, valitse Restore to Installed Image (Asennetun
kuvan palautus).
Kayttojarjestelmavaihtoehdot naytetaan lyhyeksi aikaa, ennen kuin siirrytaan automaattisesti
NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoon.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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n | Salasanat ovat sidoksissa jarjestelmakuvaan. Kayta palautuksen jalkeen palautetun kuvan
salasanaa kirjautuaksesijarjestelmaan.

3. Odota noin 30 minuuttia, etta palautus on valmis.
Palautus voi vaatia useamman uudelleenkdynnistyksen. Kun se on valmis, jarjestelma
kaynnistetdan uudelleen niin, ettd naytetadan palautettu kuva.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Resurssit ja viitteet

Naytetiedoston v2 asetukset

Mikali kaytetaan paikallista tilaa, voit kdyttaa naytetiedoston v2 tiedostomuotoa ajoasetustesi
maarittamiseen. Luo naytetiedosto Instrument Run Setup (Laiteajon asettaminen) -kohdassa tai
muokkaamalla NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -sekvensointijariestelman néytetiedoston v2
mallinetta. Varmista naytetiedostoa muokattaessa, etta seuraavat osiot ja kentat sisallytetdaan
luetellussa jarjestyksessa ja etta ne vastaavat vaatimuksia. Kayta muokkauksen jalkeen siirrettavaa tai
asennettua verkkoasemaa naytetiedoston siirtamiseksi NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -
sekvensointijarjestelmiin. Kun navigoit ndytetiedostoon ohjausohjelmistossa, se kopioidaan ajoa
edeltavaan kansioon instrumentissa, jotta siirrettava asema voidaan poistaa.

Varmista, etta naytetiedoston v2 asetukset vastaavat seuraavia vaatimuksia:

* BCLConvert_Data -naytetiedosto-osiossa maaritettyjen indeksisekvenssien on vastattava
NextSeq 1000/2000:ssa valittua indeksisarjaa.

* Joskaytetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoa v1.2, naytetiedostossa maaritetty DRAGEN-
versio on asennettava, ja sen on oltava aktiivinen jarjestelmassa. Katso asennustiedot kohdasta
Ohjelmistopdivitykset sivulla 74 (Ohjelmistopaivitykset).

* Jos kaytetaan NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmistoa v1.3, ndytetiedostossa maaritetty DRAGEN-
versio on asennettava jarjestelmaan. Ohjausohjelmisto havaitsee automaattisesti DRAGEN-version
naytetiedostosta ja kehottaa sinua tarvittaessa vaihtamaan aktiivista versiota. Katso
asennustiedot kohdasta Ohjeimistopaéivitykset sivulla 74 (Ohjelmistopaivitykset).

Jos kaytdssa on DRAGEN, on maaritettava lisdasetuksia. Lisatietoja on DRAGEN-né&ytetiedoston
asetukset sivulla 89

Lataa naytetiedoston v2 malline Tuotetiedostoista NextSeq 1000- ja NextSeq 2000 -
sekvensointijarjestelmien tukisivulla. Mikali loit ndytetiedoston Instrument Run Setup (Laiteajon
asettaminen) -toiminnolla, naytetiedoston muuttaminen alustavan latauksen jalkeen saattaa johtaa
analyysin epaonnistumiseen.

Tiedostonimissd ei saa olla erikoismerkkeja.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 85

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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[Otsikko] Vaatimukset

[Otsikko]-osio sisaltaa kokonaistietoja ajosta. Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [Otsikko]-kentat

ja -kuvaukset.

Kentta

Pakollinen Kuvaus

FileFormatVersion

RunName

RunDescription

InstrumentPlatform

InstrumentType

[Readit] Vaatimukset

Kyl

Ei

Ei
Ei
Ei

Naytetiedostoversio. Syota arvon kohdalle 2.

Haluamasi ainutkertainen ajonimi. RunName-ajonimessa voi
olla alfanumeerisia merkkeja, alaviivoja, yhdysviivoja ja
pisteita. Mikali RunName-nimessa on valilydnteja tai
erikoismerkkeja, analyysi epaonnistuu.

Ajon kuvaus.
NextSeq 1000/2000
NextSeq 1000/2000

[Readit]-osiossa kuvataan genomisessa ja indeksireadissa 1ja 2 kaytettava sekvensointijaksojen
maara. Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [Readit]-kentéat ja -kuvaukset.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Read1Cycles Kylla Jaksojen maara ensimmaisessa readissa. Arvon on oltava
kokonaisluku, joka on suurempi kuin nolla.

Read2Cycles Ei Jaksojen maara toisessa readissa.

Index1Cycles Ei Jaksojen maara ensimmaisessa indeksireadissa. Vaaditaan, kun
sekvensoidaan useampia naytteita. Maksimi on 10 jaksoa.

Index2Cycles Ei Jaksojen maara toisessa indeksireadissa. Maksimi on 10 jaksoa.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN 86
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[Sekvensointiasetukset] Vaatimukset

Maarita [Sekvensointiasetukset]-osion avulla kayttamasi kirjaston valmistelusarja.

Kentta Pakollinen

LibraryPrepKits Ei

BCL-konverttivaatimukset

Kuvaus

Kirjaston valmistelusarjasi. Sallitaan vain yksi kirjaston

valmistelusarija.

NextSeq 1000/2000 -ohjausohjelmiston versiossa v1.3 valitaan

automaattisesti vaadittava mukautettu resepti, jos lllumina

Stranded Total RNA Prep -valmistetta sekad Ribo-Zero Plus -

sarjaa tailllumina Stranded mRNA Prep -sarjaa.

Syota yksi seuraavista arvoista.

e [llumina Stranded Total RNA Prep ja Ribo-Zero Plus -sarja —
ILMNStrandedTotalRNA

 lllumina Stranded mMRNA Prep -sarja — ILMNStrandedmRNA

BCL-konverttiosioissa annetaan tietoa datasi muuntamisesta BCL:sta FASTQ-muotoon. BCL-

konverttivaihtoehdot sisaltavat kaksi erillista osiota:[BCL-konverttiasetukset] ja [BCL-konverttidatal.

BCL-konverttiosiot edellyttavat tietoa indeksiovitinsekvensseistd. Voit tunnistaa kunkin readin ja
indeksin yhteensopivan sovitinsekvenssin tarkistamalla lllumina-sovitinsekvenssit (asiakirjanro

1000000002694).

Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [BCL-konverttiasetukset]-kentat ja -kuvaukset.

Kentta

Ohjelmistoversio

BarcodeMistmatcheslndex1

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Pakollinen Kuvaus

Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on
kulloinkin asennettuna jarjestelmaan.

Kayta kaikkia kolmea kokonaislukua, jotka
on sisallytetty version nimeen. Esimerkiksi

3.5.7.

Ei Sallittujen yhteensopimattomuuksien
maara ensimmaisen indeksireadin ja

indeksisekvenssin valilla. Arvot voivat olla

joko 0, 1tai 2. Oletusarvoon 1.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Kentta Pakollinen
BarcodeMismatcheslndex2 Ei
FastqCompressionFormat Ei
AdapterRead1 Ei
AdapterRead?2 Ei
OverrideCycles Ei

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

Kuvaus

Sallittujen yhteensopimattomuuksien
maara toisen indeksireadin ja
indeksisekvenssin valilla. Arvot voivat olla
joko 0, 1tai 2. Oletusarvoon 1.

Voit tuottaa FASTQ-tiedostot *.gz-
tiedostona sydttamalla gzip. Voit tallentaa
FASTQ-tiedostot *.ora-tiedostona ja
kayttaa niita yndessa DRAGEN-
dekompression kanssa syottamalla

dragen.

Sekvenssi, joka leikataan tai peitetaan
readin 1 paasta. Read 1-sovitinsekvenssiin
sisaltyy A, C, G tai T. AdapterRead1 leikkaa
jaksot oletusarvoisesti.

Sekvenssi, joka leikataan tai peitetaan
readin 2 paasta. Read 2 -
sovitinsekvenssiin sisaltyy A, C, Gtai T.
AdapterRead?2 leikkaa jaksot
oletusarvoisesti.

Komentosarja, jota kaytetaan UMI-

jaksojen maarittdmiseen ja readin jaksojen

peittamiseen. Seuraavat arvot sallitaan:

o N—Maarittda huomiotta jatettavat
jaksot.

o Y —MAaarittaa sekvensointijaksot.

o | —Maarittaa indeksijaksot.

o U—Maarittaa leikattavat UMI-jaksot.

Elementit on erotettu toisistaan

puolipisteilla. Seuraavassa on esimerkkeja

OverrideCycles-syodtteesta.
U8Y143;I8;I8;U8Y143
N10Y66;I6;N10Y66
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Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [BCL-konverttitiedot]-kentat ja -kuvaukset.

Kentta Pakollinen
Naytetunnus Kylla
Hakemisto Ei
Index2 Ei
Kaista Ei

DRAGEN-naytetiedoston asetukset

Kuvaus

Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintaan 20 alfanumeerista merkkia, ajatusviivaa
ja alaviivaa. Tunnus on kirjainkoon huomioon
ottava. Erota jokainen tunnus ajatusviivalla tai
alaviivalla. Esimerkiksi nayte1-DQB1-022515.

Naytteeseen yhdistettava indeksisekvenssi. Vain
A, C, T ja G sallitaan. Vaaditaan, kun
sekvensoidaan useampia naytteita.

Naytteeseen yhdistettava toinen indeksisekvenssi.

Vain A, C, T ja G sallitaan. Varmista, etta toisen
indeksin (i5) sovitinsekvenssit on suunnattu
eteenpain. DRAGEN taydentaa automaattisesti
kaanteisestii5 indeksia toissijaisen analyysin
aikana.

Virtauskyvetin kaista. Kaistoja edustaa yksi
kokonaisluku.

Tassa osiossa kuvataan kunkin DRAGEN-jakson ndytetiedostovaatimuksia. Liséd DRAGEN-jakson
asetukset naytetiedoston viimeiseksi osioksi. Voit kayttaa vain ynta DRAGEN-jaksoa.

Jokaiseen DRAGEN-jaksoon sisaltyy erillisia osioita asetuksille ja tiedoille.

DRAGEN-sukusolulinjajakson vaatimukset

Seuraavat ovat saatavilla [DragenGermline_Settings (Dragenin sukusolulinja-asetukset]

-kentissa ja kuvauksissa.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Ohjelmistoversio Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on sisallytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Kentta Pakollinen Kuvaus

ReferenceGenomeDir Kylla Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg19_alt_aware.
Kayta sen viitegenomin nimea, joka sijaitsee
kohdassa /usr/local/illumina/genomes.
Voit kdyttda mukautettua viitegenomia
tutustumalla Reference Builder for lllumina
Instruments v1.0.0 -sovelluksen verkko-
ohjeeseen.

MapAlignOutFormat Ei Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikdli arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitdan.

KeepFastq Ei Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syottamalla true (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamalla false (epatosi).

Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [DragenGermline_Data (Dragenin sukusolulinjatiedot]
-kentat ja kuvaukset.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Naytetunnus Kylla Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintdan 20 alfanumeerista merkkia. Tunnus on
kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi ndyte1-DQB1-
022515. Naytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

DRAGEN RNA -jakson vaatimukset

Seuraavat ovat saatavilla [DragenRNA_Settings (Dragen RNA -asetukset] -kentissa ja kuvauksissa.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Ohjelmistoversio Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on siséllytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.
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Kentta Pakollinen Kuvaus

ReferenceGenomeDir Kylla Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg38_noalt_with_
decoy. Kayta sen viitegenomin nimead, joka
sijaitsee kohdassa
/usr/local/illumina/genomes. Voit kayttaa
mukautettua viitegenomia tutustumalla
Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeeseen.

RnaGeneAnnotationFile Ei Tiedosto, joka sisaltda RNA-geenihuomautuksia.
Vain alfanumeeriset merkit sallitaan. Mikali
huomautustiedostoa eiole, kaytetaan
oletusarvoista huomautustiedostoa, joka sisaltyy
maaritettyyn viitegenomiin.

MapAlignOutFormat Ei Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikali arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitaan.

KeepFastq Ei Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syottamalla true (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamallad false (epatosi).

DifferentialExpressionEnable Ei Voit ottaa differentiaalisen geenin ilmentyman
kayttoon syottamalla true (tosi). Syottamalla
false (epatosi) voit sulkea differentiaalisen
geenin ilmentyman pois analyysista.

Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [DragenRna_Data (Dragen Rna-tiedot] -kentat ja kuvaukset.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Naytetunnus Kylla Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintdan 20 alfanumeerista merkkid. Tunnus on
kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi nayte1-DQB1-
022515. Naytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Kentta Pakollinen

Vertailu<N> Ei

DRAGEN-rikastusjakson vaatimukset

Kuvaus

Kunkin naytteen kontrolli- tai vertailuarvo. Mikali
naytteellad ei ole kontrolli- tai vertailuarvoa,
naytteen arvoksi maaritetdan na. Kaikkia
naytteita, jotka on merkitty kontrolliarvolla,
verrataan kaikkiin naytteisiin, jotka on merkitty
vertailuarvolla. N -arvo heijastaa naytteiden
vertailuryhmaa.

Seuraavat ovat saatavilla [DragenEnrichment_Settings (Dragen -rikastusasetukset] -kentissé ja

kuvauksissa.

Kentta Pakollinen
Ohjelmistoversio Kylla
ReferenceGenomeDir Kylla
BedFile Kylla
GermlineOrSomatic Kylla
KeepFastq Ei

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Kuvaus

DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on sisallytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.

Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg38_alt_aware.
Viitegenomit sijaitsevat kohdassa
/usr/local/illumina/genomes. Voit kayttaa
mukautettua viitegenomia tutustumalla
Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeeseen.

Bed-tiedosto, joka sisaltda kohdennettavat
alueet.

Voit suorittaa rikastuksen sukusolulinja-
analyysin syottamalla germline (sukusolulinja).
Voit suorittaa rikastuksen somaattisen analyysin
syottamalla somatic (somaattinen).

Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syottamalla true (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamalla false (epatosi).

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Kentta Pakollinen Kuvaus

MapAlignOutFormat Ei Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikali arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitaan.

AuxNoiseBaselineFile Ei Melun lahtotasotiedoston nimi. Voit kayttaa
* ixt- tai *.gz-tiedostomuotoa. Melun
lahtotasotiedostot ovat saatavilla vain, kun
kaytetdan somaattista tilaa. Katso lisatietoja
kohdasta Melun ldhtétasotiedostojen luonti
sivulla 18.

Seuraavat ovat saatavilla [DragenEnrichment_Data (Dragen -rikastustiedot] -kentissa ja kuvauksissa.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Naytetunnus Kylla Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintaan 20 alfanumeerista merkkia. Tunnus on
Kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi Sample1-
DQB1-022515 -naytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

DRAGEN DNA Amplicon -jaksovaatimukset

Seuraavat ovat saatavilla [DragenAmplicon_Settings (DragenAmplicon-asetukset] -kentissa ja
kuvauksissa.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Ohjelmistoversio Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on sisallytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.
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Kentta Pakollinen

ReferenceGenomeDir

DnaBedFile

DnaGermlineOrSomatic

KeepFastq

MapAlignOutFormat

Seuraavat ovat saatavilla [DragenAmplicon_Data (DragenAmplicon-tiedot] -kentissa ja kuvauksissa.

Kentta Pakollinen
Naytetunnus Kylla
DnaOrRna Kylla

Kyl

Kyl

Kyl

Ei

Ei

Kuvaus

Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg38_alt_aware.
Viitegenomit sijaitsevat kohdassa
/usr/local/illumina/genomes. Voit kayttaa
mukautettua viitegenomia tutustumalla
Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeeseen.

Bed-tiedosto, joka sisdltaa kohdennettavat
alueet. Bed-tiedosto voidaan syottaa *.txt- ta
*.gz-tiedostomuodossa.

Voit suorittaa DNA Amplicon -sukusolulinja-
analyysin sy6ttamalla germline (sukusolulinja).
Voit suorittaa somaattisen DNA Amplicon -
analyysin sy6ttamalla somatic (somaattinen).

Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syottamalla true (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamalla false (epatosi).

Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikali arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitaan.

Kuvaus

Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintdan 20 alfanumeerista merkkia. Tunnus on
kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi Sample1-
DQB1-022515 -naytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

Suoritettavan Amplicon-analyysin tyyppi.
DRAGEN v3.8:n osalta tuetaan vain DNA-
analyysia. Syo6ta dna.

DRAGEN yksisolu-RNA -jakson vaatimukset

Seuraavat ovat saatavilla [DragenSingleCellRNA_Settings (Dragen yksisolu-RNA -asetukset] -kentissa
ja kuvauksissa. Tietoja kolmannen osapuolen sarjojen yhteensopivuudesta on DRAGEN Bio-IT Platform

Product Compatibility -tukisivulla.
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Yksisolu-kirjastosarja 1—5

Seuraavat naytetiedostoasetukset koskevat sellaisia kirjaston valmistelusarjoja, joilla on sama
geneettinen rakenne kuin DRAGEN yksisolu-kirjastosarjoilla 1—5. Voit vahvistaa sarjasi geneettisen
rakenteen DRAGEN Bio-IT Platform Product Compatibility -tukisivun avulla.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Ohjelmistoversio Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on sisallytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.

ReferenceGenomeDir Kylla Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg38_alt_aware.
Viitegenomit sijaitsevat kohdassa
/usr/local/illumina/genomes. Voit kayttaa
mukautettua viitegenomia tutustumalla
Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeeseen.

RnalibraryType Ei Syota yksi seuraavista arvoista:
o SF— Sdaikeet eteenpain. SF on oletusarvo.
» SR—Kaanteiset saikeet.
o U— Sdikeeton.

RnaGeneAnnotationFile Ei Tiedosto, joka sisaltdd RNA-geenihuomautuksia.
Vain alfanumeeriset merkit sallitaan. Mikali
huomautustiedostoa eiole, kdytetdan
oletusarvoista huomautustiedostoa, joka
sisdltyy maaritettyyn viitegenomiin.

BarcodeRead Ei Viivakoodin readin sekvensointiajossa oleva
sijaintikohde, joka sisaltaa seka viivakoodin etta
UMI:n. Arvoihin saattaa sisaltya Read1 tai
Read?2. Oletusarvo on Readl.
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Kentta Pakollinen
BarcodePosition Kylla
UmiPosition Kylla
BarcodeSequenceWhitelist Ei
KeepFastq Ei
MapAlignOutFormat Ei

Kuvaus

Emasten sijainti, joka vastaa viivakoodia
BarcodeReadille sydtetyn arvon puitteissa.
Emasten sijainnit on indeksoitu nollasta alkaen.
Syota BarcodePosition-arvo seuraavassa
muodossa:

0 <barcode end position>

Jos viivakoodiin esimerkiksi sisaltyy 16 emasta,
arvoon 0_15.

Emasten sijainti, joka vastaa UMIla
BarcodeReadille sydtetyn arvon puitteissa.
Syota UmiPosition-arvo seuraavassa muodossa:
<UMI-aloitusasema> <UMI-lopetusasema>

Jos esimerkiksi UMI siséltaa 10 emasta ja
viivakoodissa niitd on 16, arvoon 16_25.

Sen tiedoston nimi, jossa sisallytettavat
viivakoodisekvenssit sijaitsevat.
Tiedostonimessa voi olla vain alfanumeerisia
merkkeja, yhdysviivoja, alaviivoja ja pisteita.

Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syo6ttamalla t rue (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamalla false (epatosi).

Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikali arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitaan.

Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [DragenSingleCellRNA_Data (Dragen yksisolu-RNA-tiedot] -

kentat ja kuvaukset.

Kentta Pakollinen

Naytetunnus Kylla

Asiakirjanro 1000000109376 v04 FIN

Kuvaus

Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintdaan 20 alfanumeerista merkkia. Tunnus on
kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi Sample1-
DQB1-022515 -naytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Yksisolu-kirjastosarja 6

Seuraavat naytetiedostoasetukset koskevat kirjaston valmistelusarjoja, joilla on sama geneettinen
rakenne kuin DRAGEN yksisolu-kirjastosarjoilla 6. Voit vahvistaa sarjasi geneettisen rakenteen
DRAGEN Bio-IT Platform Product Compatibility -tukisivun avulla.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Ohjelmistoversio Kylla DRAGEN-ohjelmistoversio, joka on kulloinkin
asennettuna jarjestelmaan. Kayta kaikkia
kolmea kokonaislukua, jotka on sisallytetty
version nimeen. Esimerkiksi 3.5.7.
Ohjelmistoversion on vastattava BCLConvert_
Settings -osiossa maaritettya versiota.

ReferenceGenomeDir Kylla Viitegenomin nimi. Esimerkiksi hg38_alt_aware.
Viitegenomit sijaitsevat kohdassa
/usr/local/illumina/genomes. Voit kayttaa
mukautettua viitegenomia tutustumalla
Reference Builder for lllumina Instruments v1.0.0
-sovelluksen verkko-ohjeeseen.

RnalibraryType Ei Syota yksi seuraavista arvoista:
e SF— Sdaikeet eteenpain.
» SR—Kaanteiset saikeet.
o U— Sdikeeton.

RnaGeneAnnotationFile Ei Tiedosto, joka sisaltdd RNA-geenihuomautuksia.
Vain alfanumeeriset merkit sallitaan. Mikali
huomautustiedostoa eiole, kdytetdan
oletusarvoista huomautustiedostoa, joka
sisdltyy maaritettyyn viitegenomiin.

BarcodeRead Ei Viivakoodin readin sekvensointiajossa oleva
sijaintikohde, joka sisaltaa seka viivakoodin etta
UMI:n. Arvoihin saattaa sisaltya Read1 tai
Read?2. Oletusarvo on Readl.
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Kentta Pakollinen

BarcodePosition

UmiPosition

BarcodeSequenceWhitelist

KeepFastq

MapAlignOutFormat
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Kyl

Kyl

Ei

Ei

Ei

Kuvaus

Emasten sijainti, joka vastaa viivakoodeja
BarcodeReadille sydtetyn arvon puitteissa.
Emasten sijainnit on indeksoitu nollasta alkaen.
Syota BarcodePosition-arvo seuraavassa

muodossa:
0 <ensimmdisen viivakoodin

lopetusasema>t+<toisen viivakoodin

aloitusasema> <toisen viivakoodin

lopetusasema>t+<kolmannen viivakoodin

aloitusasema> <kolmannen viivakoodin

lopetusasema>

Esimerkiksi seuraava rakenne tuottaisi

tulokseksiarvon 0_8+21 29+43 51:

e 9 eméstd ensimmaisessa viivakoodissa (0_8).

* 12 emasta ensimmaisen ja toisen viivakoodin
valissa.

e 9emasta toisessa viivakoodissa (21 29).

» 13 emasta toisen ja kolmannen viivakoodin
valissa.

e 9 emastad kolmannessa viivakoodissa (43 51).

Emasten sijainti, joka vastaa UMla maaritetyn

BarcodeReadin puitteissa. Syota jono

seuraavassa muodossa:

<UMI-aloitusasema> <UMI-lopetusasema>

Jos esimerkiksi UMI sisaltaa 8 emasta ja jos
emasten maara on ennen UMla yhteensa 51, arvo
on 52 59.

Sen tiedoston nimi, jossa valkoiselle listalle
lisattava viivakoodisekvenssi sijaitsee.
Tiedostonimessa voi olla vain alfanumeerisia
merkkeja, yhdysviivoja, alaviivoja ja pisteita.

Voit tallentaa FASTQ-tulostustiedostot
syo6ttamalla t rue (tosi). Voit poistaa FASTQ-
tulostustiedostot syottamalla false (epatosi).

Tulostustiedoston formatointi. Sallitut arvot ovat
bam tai cram. Mikali arvoa ei ole maaritetty, se
on oletusarvoisesti ei mitaan.

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.
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Seuraavassa ovat kaytettavissa olevat [DragenSingleCellRNA_Data (Dragen yksisolu-RNA-tiedot] -
kentat ja kuvaukset.

Kentta Pakollinen Kuvaus

Naytetunnus Kylla Naytteen tunnus. Naytetunnus voi sisaltaa
enintaan 20 alfanumeerista merkkia. Tunnus on
kirjainkoon huomioon ottava. Erota jokainen
tunnus ajatusviivalla. Esimerkiksi Sample1-
DQB1-022515 -ndytetunnusten on vastattava
BCLConvert_Data-osiossa maaritettyja
tunnuksia.

Pimean jakson sekvensointi

Tassa osiossa kuvataan pimean jakson sekvensointia reseptissa.

Pimean jakson sekvensointia kaytetaan vain sekvensointijakson kemiavaiheiden suorittamiseen.
Tarkistamalla kirjaston valmistelusarjan lllumina-tukisivustoa koskevat Yhteensopivat tuotteet
-sivulta saat tieta4, tarvitaanko pimean jakson sekvensointia.

Kayta seuraavia vaiheita pimean jakson sekvensointiin.
Reseptitiedoston muokkaaminen

1. Lataa reseptin XML-tiedosto lllumina-tukisivustolta.
2. Muokkaa reseptin XML-tiedostoa.

a. Asianmukainen protokollaosio on tunnistettava readin ja indeksin sekvensoinnin maarityksen
perusteella. Mukautettavaa ja muokattavaa reseptia kohti on kuusi mahdollista erilaista
protokollaa.

Esimerkiksi sellaisen yksittaisen Read 1 -kohteen protokolla, jossa ei ole indeksin sekvensoinnin
maaritysta, olisi <Protocol Name="1 Read 0 Index" ProtocolType="1ReadOIndex" >.

b. Syo6td ennen <ReadRef ReadName="Read 1"/>ja <ReadRef ReadName="Read 2"/>
-tietoja seuraava pimean jakson vaihe uudelle riville.

<DarkCycle ChemistryName="Pimed jakso ennen ensimmdista emdsta" />.
c. Syota pimean jakson vaihe uudelle riville jokaisen tarvittavan pimean jakson kohdalla.
3. Tallenna reseptin XML -tiedosto.
Seuraavassa on esimerkki ndytereseptista, jossa on pimea jakso:
<Protocol Name="1 Read 0 Index" ProtocolType="1lReadOIndex" >
<ChemistryRef ChemistryName="Start" />
<ChemistryRef ChemistryName="Ensisijainen kasetti" />
<ChemistryRef ChemistryName="BIX-sekoitus" />
<ChemistryRef ChemistryName="Ensisijainen kasetti" />

<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp-siirto" />
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<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp-sekoitus" />
<ChemistryRef ChemistryName="Ensisijainen kasetti" />
<0Obdd ChemistryName="Kirjaston denaturointi ja laimennus" />
<ChemistryRef ChemistryName="Ensisijainen kasetti" />
<Obcg ChemistryName="Klusterin luonti" />
<ChemistryRef ChemistryName="SBS Prime" />
<ChemistryRef ChemistryName="Read-valmistelu" />
<DarkCycle ChemistryName="Pimed jakso ennen ensimmaistd emasta" />
<ReadRef ReadName="Read 1" />
<SetThermalZoneTemp Enable="false" Zone="FlowCellHeater" />
</Protokolla>
<Protocol Name="1 Read 1 Index" ProtocolType="1lReadlIndex" >
<ChemistryRef ChemistryName="Kaynnista" />
<ChemistryRef ChemistryName="2 min 60 C tyhjidén pito" />

Liita resepti ajoon

1 Valitse ohjausohjelmiston Run Setup (Ajon asettaminen) -kohdasta Choose (Valitse) kohdassa
Custom Recipe (Mukautettu resepti).
Navigoi paivitettyyn reseptin XML-tiedostoon.
Valitse Open (Avaa).

4. Palaa kohtaan Sekvensointiajon alustaminen sivulla 46.
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Hakemisto

%
%PF 59

A

ajojen poistaminen 6, 74
ajokansio 74
ajolaskuri 6
ajon koko 74
ajon kayttoéonotto

esimerkit 31
ajon tila 6
ajoparametrien muokkaus 49
ajoparametrit

muokkaus 49
ajot

mittaustiedot 54
alkoholiliinat 28
alustus 82

vika 81
analyysi

menetelmat 5, 9
apu, tekninen, asiakastuki 105
asennusohjelmisto 74
audioasetukset 21
automaattiset paivitykset 74

BaseSpace Sequence Hub
asetukset 14
dokumentaatio 14
BaseSpace Sequence Hub -keskitin 1
BCL-tiedostot 6
bcl2fastg2 54

C

CBCL-tiedostot 59
CE 54
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emaksen tunnistaminen 5
emaksen tunnistamisen tiedostot 9
emaksen tunnistustiedostot 60
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Enterprise-tilaus 14
Ethernet-kaapeli 4

Ethernet-portti 4

F

FASTQ-konvertointi 54

H

hallinta-alueet 14
hiiri 4
halytykset 74
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sijainti 77
varaosat 28
indeksi
jaksot 31
internetyhteys 14
InterOp-tiedostot 54, 60
IP-osoite 6
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J M
jaksonumerot 31 mallineen luonti 56
jarjestelman ohjelmistopaketin manuaaliset ohjelmistopaivitykset 74
asennusohjelma 74 monistus 8
jarjestelmatarkistukset 79
jadkaapin tekniset tiedot 28 N
K nanokaivot 56
NextSeq 1000/2000
kaistat 55 n reagenssit 27
kaksikanavasekvensointi 57 nimeaminen
kamerat 55 laitteen nimi 21
kannet tietokoneen nimi 6
sulkeminen 51 nukleotidit 57
kasetti nappaimistot 4
lataussuunta 51 naytté 3
katkenneet yhteydet 81
kiintolevyasema 6, 74 (o]
Kirjastot
denaturointi 8 ohjelmisto
klusterin voimakkuudet 56 asennus 74
klusterisijainnit 54, 60 palautus vanhempaan versioon 83
kutsumanimi 21 paivityshalytykset 22
kuva-analyysi 5 ohjelmisto vanhempaan versioon
kuvakkeet 6 palauttamista varten 83
kuvantaminen 54-55 ohjelmistopaketti 1, 5
kuvat 54 oletustulostuskansio 49
kayttojarjestelma 82
P
L
paikallinen analyysi 1
laatutaulukot 59 paired-end 49
laimennuskirjastot 8 pakastimen tekniset tiedot 28
laitteen suoritustiedot 14 palvelimen sijainti 14
levytila 6,74 phasing- ja prephasing-korjaus 57
lisdjaksot 31 PhiX 28
Local Run Manager 5 kohdistus 54
lokitiedostot 55 PhiX-kontrolliv3 27
luettelonumerot 27 Phred-algoritmi 59
pikkukuvat 60
pilvipohjainen analyysi 1
pinnan numerointi 56
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prosessinhallinta 74 tarvikkeet
puhaltimet 77 seuranta 1
puhtaussuodatin 59 tarvikkeiden seuranta 1
punainen kanava 57 tehtaan oletusarvot 83
pyyhkaisypinnat 55-56 tekninen tuki 105
paasijainti 14 teknisen tiedon kohdistus 81
testisarja 28
Q tietojen laatu 59
tietokoneen nimi 6
Q-pisteet 59 tietokonemoottori 54
tilapalkki 3
R tippa-alusta
suojukset 28
read-jaksot 31 tukisivut 74
read-pituudet 31 tulostuskansio 49,74
recipe fragmentit 6
rekisterdintihairiot 56 U
reseptit 74
RSB UNC-polut 49
n vaihtoehto 27 Universal Copy Service 5,74
Runinfo.xml 60 USB-portit 4
ruudun numerointi 56 uudelleenkaynnistaminen 83
ruudut 54 Uudelleensuspensiopuskuri 27
S \'}
sammuttaminen 81 vaihtovirta
sarjanumero 6 tuloaukko 4
sarjat 27 valkaisuliinat 28
tuotenumerot 28 valkoiset paperit 59
Sequencing Analysis Viewer 54, 56 valopalkki 3
siirtdéminen 4 vanhentumispaivamaarat 77
single-read 49 varaosat 77
suodatintiedostot 54, 60 varoitukset 6, 81
suodattimen lapaisy (PF) 59 vihrea kanava 57
suodatusklusterit 59 vipukytkin 4, 81
suojukset 28 virheet 6, 81
suoritustiedot 14 todennakoisyys 59
viestit 79
T virhelokit 55
virran katkaisu ja kytkeminen uudelleen 79
takuu 28 virtajohto 4
tarvikelokero 3 virtapainike 3, 81
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voimakkuusarvot 56
valineet
skannaus 51

w

Windows
sisaankirjautuminen 82

Y

yhdistetyt asemat 49
yksityinen hallinta-alue 14

A

aaniasetukset 21
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Tekninen tuki

Teknisissa kysymyksissa voit ottaa yhteytta llluminan tekniseen tukeen.

Verkkosivusto:
Sahkoposti:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

llluminan teknisen tuen puhelinnumerot

Alue
Alankomaat
Australia
Belgia
Espanja
Etela-Korea
Filippiinit
Hongkong, Kiina
Indonesia
Intia

Irlanti

Italia
Itéavalta
Japani
Kanada
Kiina
Malesia
Norja
Ranska
Ruotsi
Saksa
Singapore

Suomi
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limainen

+31800 0222493
+611800 775 688
+3280077160
+34 800300143
+82 80234 5300

+63 180016510798

+852 800 960 230

+91 8006500375

+353 1800 936608

+39 800 985513

+43 800 006249
+810800111 501
+1800 809 4566

+60 1800 80 6789
+47 80016 836
+33805102193
+46 200883979
+49 8001014940
18005792745
+358 800 918 363

Vain tutkimuskayttoon. Ei diagnostisiin toimenpiteisiin.

Kansainvalinen

+3120713 2960

+3234002973
+34 911 899 417

0078036510048

+353 1695 0506
+39 236003759
+4319286540

+86 400 066 5835

+47 219396 93

+3317077 04 46

+46 8 50619671

+49 89 3803 5677

+358 97479 0110
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Alue limainen Kansainvalinen
Sveitsi +41800200442 +4156 580 00 00
Taiwan, Kiina +886 8 06651752

Tanska +4580820183 +4589 871156
Thaimaa +66 1800 011 304

Uusi-Seelanti +64 800 451650

Vietham +84 1206 5263

Yhdistynyt kuningaskunta +44 800012 6019 +44 2073057197
Yhdysvallat +1800 809 4566 +1858 202 4566

Kayttoturvallisuustiedotteet (KTT) — saatavilla llluminan verkkosivustolta osoitteesta
support.illumina.com/sds.html.

Tuotedokumentaatio — ladattavissa osoitteesta support.illumina.com.
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San Diego, California 92122 U.S.A.

+1800 809.ILMN (4566)

+1858 202 4566 (Pohjois-Amerikan ulkopuolella)
techsupport@illumina.com

www.illumina.com
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