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Historia wersji

Nr dokumentu Data Opis zmiany
1000000109376 Kwiecien Dodano instrukcje dotyczace importowania plikdw
wer. 04 2021 bazowych.

Dodano procedure DRAGEN DNA Amplicon.
Dodano opis funkcji oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3.

Dodano informacje o wyborze serwera proxy.
Zaktualizowano temperatury transportu

i przechowywania buforu RSB z Tween 20.
Zaktualizowano procedure DRAGEN RNA w celu
uwzglednienia ekspresji réznicowej genow.
Zaktualizowano strukture folderu wyjsciowego
danych sekwencjonowania.

Zaktualizowano zalecenia dotyczgce formatowania
v2 arkusza probek.

1000000109376 Listopad Poprawiono numery katalogowe.
wer. 03 2020 Dodano informacje na temat dodawania howych
uzytkownikéw.
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Nr dokumentu Data
1000000109376 Pazdziernik
wer. 02 2020

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis zmiany

Dodano zestaw odczynnikéw

NextSeq 1000/2000 P3.

Dodano procedure DRAGEN Single Cell RNA.
Dodano procedure DRAGEN Enrichment.

Dodano opcje kompresji plikdw FASTQ.

Dodano instrukcje dotyczgce instalacji procedury
DRAGEN oraz aktualizaciji licenciji.

Dodano instrukcje importowania niestandardowych
genomow referencyjnych.

Zaktualizowano objetosé i stezenia tadowania dla
typow bibliotek.

Zaktualizowano instrukcje rozcienczania bibliotek.
Dodano instrukcje dotyczgce automatycznego
czyszczenia kasety odczynnikdw.

Zaktualizowano informacje dotyczgce obstugiwanej
liczby cykli.

Zaktualizowano opcje dostosowywania aparatu.
Zaktualizowano instrukcje dotyczace konfiguraciji
przebiegu w aparacie.

Dodano strukture danych wyjsciowych
sekwencjonowania DRAGEN.

Dodano informacje o raportach kontroli jakosci
DRAGEN.

Dodano informacje o usuwaniu niestandardowych
genomow referencyjnych z dysku twardego.

Dodano informacje o wykonywaniu kontroli systemu.

Zaktualizowano ustawienia arkusza probek v2.

Tylko do celow badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Nr dokumentu

1000000109376
wer. 01

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Data

Czerwiec
2020

Opis zmiany

Zaktualizowano opisy oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000.

W catym przewodniku wprowadzono wyrazne
rozréznienie miedzy trybem w chmurze,
hybrydowym, lokalnym i autonomicznym.
Zaktualizowano instrukcje przechowywania

i rozmrazania kasety.

Zaktualizowano informacje dotyczace obstugiwanej
liczby cykli.

Zaktualizowano instrukcje konfigurowania analizy
wtdérnej.

Zaktualizowano numery katalogowe zestawdéw
odczynnikdéw.

Zaktualizowano schemat protokotu
sekwencjonowania.

Zaktualizowano instrukcje okreslania dysku
sieciowego jako domysinego folderu wyjsciowego.
Zaktualizowano tabele obstugiwanych typow
bibliotek.

Dodano instrukcje importowania niestandardowego
genomu referencyjnego.

Dodano instrukcje konfigurowania przebiegu przy
uzyciu niestandardowego zestawu indeksu

i zestawu do przygotowania biblioteki
niestandardowej.

Zaktualizowano wymagania dotyczgce konta
uzytkownika i hasta.

Dodano informacje szczegdétowe dotyczgce
struktury folderu wyjsciowego DRAGEN.
Doprecyzowano instrukcje dotyczgce
odprowadzania zuzytych odczynnikow z kasety.
Dodano informacje pomocnicze dotyczace tabeli
jakosci.

Tylko do celow badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Nr dokumentu Data
1000000109376 Czerwiec
wer. 01 2020
1000000109376 Marzec
wer. 00 2020

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis zmiany

Zaktualizowano instrukcje instalowania aktualizaciji
oprogramowania sterujgcego.

Dodano instrukcje dotyczgce ponownego
umieszczania przebiegu w kolejce.

Dodano instrukcje aktualizowania procedur i licenciji
rozwigzania DRAGEN.

Dodano instrukcje dostosowywania aparatu.
Zaktualizowano ilustracje w celu uwzglednienia
nowych etykiet.

W catym przewodniku zmieniono drzwiczki na
ostone.

Dodano opis dwdch portédw Ethernet.

Pierwsze wydanie.

Tylko do celow badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Przeglad informacji o systemie

Sekwenator lllumina® NextSeq™ 1000 oraz sekwenator lllumina® NextSeq™ 2000 zapewniajg
ukierunkowane podejscie do sekwencjonowania nowej generaciji (NGS'). Ten opracowany pod katem
wspotpracy z aplikacjami system to technologia sekwencjonowania firmy lllumina zintegrowana

w ekonomicznym urzgdzeniu stacjonarnym, ktére oferuje nastepujgce funkcje:

*  Przystepnosé i niezawodnos$¢ — system NextSeq 1000/2000 oferuje lokalne analizy DRAGEN oraz
opcje denaturacjii rozcienczania w aparacie. Modut obrazowania jest wbudowany w system,
a elementy uktadu przeptywowego sg wbudowane w materiaty eksploatacyjne, co upraszcza
konserwacje aparatu.

* Jednoetapowe tadowanie materiatdw eksploatacyjnych - kaseta jednorazowego uzytku jest
wstepnie wypetniona wszystkimi odczynnikami wymaganymi do przebiegu. Biblioteke i komore
przeptywowa mozna zatadowac¢ bezposrednio do kasety, ktdra jest nastepnie tadowana do
aparatu. Zintegrowana identyfikacja pozwala na doktadne sledzenie.

* Oprogramowanie NextSeq 1000/2000 - pakiet zintegrowanego oprogramowania stuzy do
sterowania dziataniem aparatu, przetwarzania obrazéw i generowania rozpoznan nukleotydéw.

Tryb w chmurze - przebieg mozna zaplanowad, uzywajgc narzedzia Instrument Run Setup
(Konfiguracja przebiegu w aparacie) na platformie BaseSpace Sequence Hub. Wybrana
procedura analizy jest inicjowana automatycznie w chmurze. Dane przebiegu i wyniki analizy
réwniez sg udostepniane w chmurze.

Tryb hybrydowy - przebieg mozna zaplanowa¢, uzywajgc narzedzia Instrument Run Setup
(Konfiguracja przebiegu w aparacie) na platformie BaseSpace Sequence Hub. Wybrana
procedura analizy jest inicjowana za posrednictwem aplikacji DRAGEN w aparacie.

Tryb lokalny - przebieg mozna zaplanowac lokalnie, korzystajgc z formatu pliku arkusza prébek
v2. Wybrana procedura analizy jest inicjowana automatycznie za posrednictwem aplikacji
DRAGEN w aparacie.

Tryb autonomiczny - przebieg jest planowany bez arkusza prébek.

Ten rozdziat zawiera przeglad systemu, w tym informacje o sprzecie, oprogramowaniu i analizie
danych. Zawiera réwniez omdéwienie kluczowych pojec i termindw, ktére wystepuja w catej
dokumentaciji. Szczegdty dotyczace specyfikacji, arkuszy danych, aplikacji i powigzanych produktéw
zawiera strona sekwenatora NextSeq 1000 i NextSeq 2000 w witrynie internetowej firmy lllumina.

Tsekwencer nowej generacji
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Materiaty dodatkowe

Materiaty dodatkowe dotyczgce sekwenatoréw znajdujg sie na stronach pomocy technicznej
sekwenatorow NextSeq 1000 i NextSeq 2000 w witrynie internetowej firmy Illumina. Materiaty te
obejmujg oprogramowanie, szkolenie, zgodne produkty i ponizszg dokumentacje. Zawsze nalezy
sprawdzad, czy na stronach pomocy technicznej nie ma najnowszych wers;ji.

Zrodio Opis
Narzedzie do tworzenia
protokotdw niestandardowych

Narzedzie do generowania kompleksowych instrukcji
dostosowanych do metody przygotowywania biblioteki,
parametrow przebiegu oraz metody analizy z mozliwoscig
zwiekszenia poziomu szczegdtowosci.

Przewodnik dotyczgcy
bezpieczenstwa i zgodnosci
sekwenatoréow NextSeq 1000
iNextSeq 2000 z przepisami

Zawiera informacje dotyczgce kwestii bezpieczenstwa
dziatania, oswiadczen dotyczacych zgodnosci z przepisami
i etykiet aparatu.

(nr dokumentu:

71000000111928)

Przewodnik dotyczgcy Zawiera informacje dotyczace czytnika RFID w aparacie,
zgodnosci modutu czytnika certyfikatdw zgodnosci z przepisami i kwestii dotyczacych
RFID z przepisami bezpieczenstwa.

(nr dokumentu:

7000000002699)

Przewodnik dotyczgcy Zawiera instrukcje dotyczgce recznej denaturacji

denaturacji i rozciericzania
bibliotek w sekwenatorach
NextSeq 1000 i 2000

(nr dokumentu:
7000000139235)

Przewodnik dotyczgcy

starteréw niestandardowych

NextSeq 10002000
(nr dokumentu:
71000000139569)

Przewodnik dotyczgcy
przygotowania miejsca
instalacji sekwenatora

NextSeq 2000 (nr dokumentu:

1000000109378)

i rozcieficzania przygotowanych bibliotek do
sekwencjonowania, a takze instrukcje przygotowywania
opcjonalnej kontroli PhiX.

Zawiera informacje dotyczgce wymiany starteréw sekwencji
firmy lllumina na niestandardowe startery sekwenc;ji.

Zawiera specyfikacje dotyczgce miejsca w laboratorium,
wymagan w zakresie instalacji elektrycznej oraz kwestii
zwigzanych ze srodowiskiem i siecig.
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Zrédio Opis
Pomoc systemu BaseSpace Zawiera informacje dotyczgce korzystania z platformy
(help.basespace.illumina.com) BaseSpaceW Sequence Hub oraz dostepnych opcji analizy.

Przewodnik dotyczgcy Zawiera wytyczne dotyczace tworzenia puli oraz strategie
tworzenia puli adapteréw podwadjnego indeksowania.

indeksow (nr dokumentu:

7000000041074)

Sekwencje adaptera firmy Zawiera listy sekwencji adaptera do zestawodw do

llumina (nr dokumentu: przygotowania biblioteki lllumina.

7000000002694)

Elementy sprzetowe aparatu

Sekwenatory NextSeq 1000 i NextSeq 2000 sg wyposazone w przycisk zasilania, monitor, pasek stanu,
przedziat materiatdéw eksploatacyjnych i porty USB.

Rysunek 1 Elementy zewnetrzne systemu

A

D E)(F

A. Przedziatfiltra powietrza — umozliwia dostep do wymiennego filtra powietrza.

B. Monitor z ekranem dotykowym — umozliwia konfiguracje aparatu za pomocg interfejsu
oprogramowania sterujgcego.

C. Pasek stanu - kolor podswietlenia zmienia sie w miare, jak system realizuje konkretng
procedure. Kolory niebieski i fioletowy wskazujg interaktywnos¢ (np. kontrole poprzedzajgce
przebieg), a podswietlenie wielokolorowe wskazuje istotne momenty oraz dane (np.
zakonczenie sekwencjonowania). O btedach krytycznych informuje czerwone $wiatto.
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D. Przycisk zasilania — stuzy do kontrolowania zasilania systemu oraz wskazuje, czy zasilanie
systemu jest wigczone (przycisk podswietlony), wytgczone (przycisk ciemny) lub wytgczone, ale
aparat jest podtgczony do zrodta pradu przemiennego (miga).

E. Port USB 3.0 - umozliwia podtgczenie zewnetrznego, przenosnego dysku na potrzeby
przesytania danych.

F. Porty USB 2.0 - stuzy do podigczania myszy i klawiatury.

Przetgcznik zasilania i ztgcza pomocnicze

Aparat mozna delikatnie przesungé, aby uzyska¢ dostep do przetgcznika zasilania, portu USB iinnych
ztgczy pomocniczych na tylnej $ciance aparatu.

Na tylnej $ciance aparatu znajduje sie przetgcznik i wejscie, ktdre stuzg do sterowania zasilaniem
aparatu, a takze dwa porty Ethernet na potrzeby opcjonalnego potgczenia Ethernet. Port USB 3.0
umozliwia podtgczenie zewnetrznego dysku przenosnego w celu przenoszenia danych (system
plikéw exFAT nie jest obstugiwany na tej platformie opartej na systemie Linux).

Sekwenatory NextSeq 1000 i NextSeq 2000 sg wyposazone w dwa porty Ethernet umozliwiajgce
zwiekszenie funkcjonalnoscii elastycznosci systemu. Na przykiad jeden port Ethernet moze by¢
dedykowany komunikacji z wewnetrznym dyskiem sieciowym, a drugi port — komunikacji zewnetrznej
z platformg BaseSpace Sequence Hub lub ustugg Proactive Support.

Rysunek 2 Elementy panelu tylnego

g lIIIIII!IIIIIIIIIII|IIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIi
A A

Przefacznik - stuzy do wigczania i wylgczania zasilania urzadzenia.

Wejscie zasilania — ztgcze kabla zasilajgcego.

Porty Ethernet (2) - umozliwiajg opcjonalne podtgczenie kabla Ethernet.

Port USB 3.0 - umozliwia podtgczenie zewnetrznego dysku twardego na potrzeby przesytania
danych.

OO w>

Przedziat materiatow eksploatacyjnych

Przedziat materiatéw eksploatacyjnych zawiera kasete do przebiegu sekwencjonowania, w ktérej
znajduje sie komora przeptywowa i rozciericzona biblioteka.
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Rysunek 3 Zatadowany przedziat materiatéw eksploatacyjnych

-

.

A. Kaseta - zawiera komore przeptywowa, biblioteke i odczynniki; stuzy do zbierania zuzytych
odczynnikéw podczas przebiegu.

Taca— w niej znajduje sie kaseta podczas sekwencjonowania.

C. Ostona-mozna jg otworzy¢, aby uzyskac dostep do przedziatu materiatéw eksploatacyjnych.

w

Zintegrowane oprogramowanie

Pakiet oprogramowania systemu obejmuje zintegrowane aplikacje odpowiedzialne za

przeprowadzanie przebiegdw sekwencjonowania oraz analizy danych.

* Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 - steruje operacjami przeprowadzanymi
w aparacie oraz zapewnia interfejs umozliwiajgcy konfiguracje systemu, skonfigurowanie
przebiegu sekwencjonowania oraz monitorowanie statystyk dotyczgcych przebiegu w miare
postepu procesu sekwencjonowania.

* Real-Time Analysis (RTA3) - stuzy do przeprowadzania analizy obrazu i rozpoznawania
nukleotyddw podczas przebiegu. Wiecej informacji na ten temat znajduje sie w czesci Dane
wyjsciowe sekwencjonowania na stronie 58.

* Universal Copy Service — stuzy do kopiowania plikow wyjsciowych sekwencjonowania z folderu
przebiegu na platforme BaseSpace Sequence Hub (jesli dotyczy) oraz do folderu wyjsciowego,
w ktorym sg one dostepne dla uzytkownika.

Oprogramowanie sterujgce jest interaktywne i wykonuje zautomatyzowane procesy w tle. Praca
aplikacji Real-Time Analysis i Universal Copy Service przebiega wytgcznie w tle.
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Informacje dotyczace systemu

Nalezy wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego w lewym gérnym rogu, aby otworzy¢ sekcje About
(Informacje). Sekcja About (Informacje) zawiera dane kontaktowe firmy lllumina oraz nastepujgce
informacje dotyczgce systemu:

* Instrument Serial Number (Numer seryjny aparatu)

* Computer Name (Nazwa komputera)

* System Suite Version (Wersja pakietu oprogramowania)

* Image OS Version (Wersja obrazu systemu operacyjnego)

* Total Run Count (Lgczna liczba przebiegdw)

Powiadomienia i ostrzezenia

Ikona powiadomienia znajduje sie w prawym gérnym rogu. W przypadku wystgpienia ostrzezenia albo

btedu wysuwa sie prawy panel, w ktérym widoczne sg powiadomienia. W dowolnym momencie mozna

wybrac¢ ikone, aby wyswietli¢ liste biezgcych lub przesztych powiadomien dotyczgcych ostrzezen

i btedow.

* Ostrzezenia wymagajg uwagi, ale nie powodujg zatrzymania przebiegu ani nie wymagajg czynnosci
innej niz zatwierdzenie.

* Btedy wymagajg wykonania czynnosci przed rozpoczeciem lub kontynuowaniem przebiegu.

Minimalizowanie oprogramowania sterujgcego

Zminimalizowanie oprogramowania sterujgcego umozliwia uzyskanie dostepu do innych aplikaciji,

przyktadowo w celu przejscia do folderu wyjsciowego w eksploratorze plikdw lub wyszukania arkusza

prébek.

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac¢ opcje Minimize Application (Minimalizuj aplikacje).
Oprogramowanie sterujgce zostanie zminimalizowane.

2. Aby zmaksymalizowac oprogramowanie sterujgce, wybrac¢ z paska narzedzi opcje
NextSeq 1000/2000 Control Software (Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000).

Zarzadzanie procesem

Na ekranie Process Management (Zarzgdzanie procesem) wyswietlane sg tymczasowe przebiegi
zapisane w lokalizacji /usr/local/illumina/runs. Kazdy przebieg mozna zidentyfikowaé na
podstawie jego daty, nazwy i identyfikatora. W odniesieniu do kazdego przebiegu wyswietlane sg takze
informacje, takie jak status przebiegu, analizy wtérnej, folderu wyjsciowego oraz chmury. W celu
wyswietlenia dodatkowych informacii, takich jak Workflow (Procedura), Average % Q30 (Sredni % Q30),
Total Reads PF (Lgczna liczba przebiegdéw PF) i Total Yield (Uzysk catkowity). Instrukcje dotyczgce
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usuwania przebiegéw w celu zwolnienia miejsca na dysku zawiera czes¢ Zwalnianie miejsca na dysku
twardym na stronie 80. Informacje o ponownym umieszczaniu w kolejce analizy w aparacie zawiera
czes$é Ponowne umieszczanie przebiegu w kolejce na stronie 88.

Status of Run (Status przebiegu)

W tej sekcji wyswietlany jest status przebiegu sekwencjonowania:

* InProgress (W toku) — sekwencjonowanie w toku.

* Complete (Zakonczono) — sekwencjonowanie zostato zakonczone.
* Stopped (Zatrzymano) — sekwencjonowanie zostato zatrzymane.

* Errored (Z btedem) - podczas sekwencjonowania wystgpit btagd.

Status of Secondary Analysis (Status analizy wtornej)

W tej sekcji wyswietlany jest status analizy wtérnej DRAGEN w aparacie. Jesli analiza odbywa sig na
platformie BaseSpace Sequence Hub, wyswietlana bedzie warto$¢ N/A (nd.).

* Not Started (Nie rozpoczeto) — analiza DRAGEN nie zostata jeszcze rozpoczeta.
* InProgress (W toku) —analiza DRAGEN w toku.

* Stopped (Zatrzymano) — analiza DRAGEN zostata zatrzymana.

* Errored (Z btedem) — w analizie DRAGEN wystgpit btagd.

* Complete (Zakonczono) — analiza DRAGEN zostata zakoriczona.

Status of Output Folder (Status folderu wyjsciowego)

W tej sekcji wyswietlany jest status plikdw kopiowanych do folderu wyjsciowego:
* InProgress (W toku) - pliki sg kopiowane do folderu wyj$ciowego.

* Complete (Zakonczono) - pliki zostaty pomysinie skopiowane do folderu wyjsciowego.

Status of Cloud (Status chmury) (platforma BaseSpace Sequence Hub)

W tej sekcji wyswietlany jest status plikdw przekazywanych do platformy BaseSpace Sequence Hub za
posrednictwem chmury:

* InProgress (W toku) — oprogramowanie sterujgce wczytuje pliki na platforme BaseSpace
Sequence Hub.

* Complete (Zakonczono) — pliki zostaty pomysinie przekazane do platformy BaseSpace Sequence
Hub.
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Rozwigzywanie problemu ze statusem

* Jedliprzebieg jest w toku, zamkng¢ ekran Process Management (Zarzgdzanie procesem),
odczekac okoto pieciu minut, a nastepnie ponownie otworzy¢ ekran.

* Jesliprzebieg nie jest w toku, wytgczy¢ i ponownie wigczy¢ aparat, a nastepnie ponownie otworzy¢
ekran Process Management (Zarzgdzanie procesem). Patrz: Wytgczenie i ponowne wigczenie
aparatu na stronie 89.

Schemat protokotu sekwencjonowania

Ponizszy schemat ilustruje protokét sekwencjonowania przy uzyciu oprogramowania
NextSeq 1000/2000.

o Rozmrazanie kasety zapakowanej w torebke
o Przygotowywanie komory przeptywowej i bibliotek

° tadowanie komory przeptywowej i bibliotek do kasety

Konfiguracja przebiegu Konfiguracja przebiegu Konfiguracja przebiegu
sekwencjonowania sekwencjonowania (Arkusz probek v2) sekwencjonowania
(Konfiguracja przebiegu w aparacie) (Brak arkusza probek)

@ Analiza DRAGEN w trybie w chmurze @ Analiza DRAGEN w trybie lokalnym ° Analiza niestandardowa w trybie
(BaseSpace Sequence Hub) (W aparacie) autonomicznym
(Tylko dane cBCL)

Analiza DRAGEN w trybie Analiza w aplikacji BaseSpace
hybrydowym (W aparacie) Sequence Hub
(BaseSpace Sequence Hub)

Jak dziata sekwencjonowanie

Tworzenie klastréow, sekwencjonowanie i analiza stanowig etapy procesu sekwencjonowania

w sekwenatorach NextSeq 1000 i NextSeq 2000. Podczas przebiegu sekwencjonowania kazda
czynnosc jest realizowana automatycznie. W zaleznosci od konfiguracji systemu dalsza analiza jest
przeprowadzana poza aparatem po zakonczeniu przebiegu.
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Tworzenie klastrow

Biblioteka' jest automatycznie denaturowana do pojedynczych nici i dodatkowo rozciericzana
w aparacie. Podczas tworzenia klastréw pojedyncze czgsteczki DNA wigzg sie z powierzchnig
w komorze przeptywowej i ulegajg amplifikacji, tworzac klastryz. Generacja klastra trwa okoto 4 godzin.

Sekwencjonowanie

Klastry sg obrazowane przy uzyciu dwukanatowego oznaczenia - jednego kanatu zielonego i jednego
kanatu niebieskiego — w celu zakodowania danych dla czterech nukleotyddw. Po ukonczeniu
obrazowania jednej ptytki w komorze przeptywowej obrazowana jest kolejna ptytka. Proces ten jest
powtarzany dla kazdego cyklu sekwencjonowania (okoto 5 minut na cykl). Po analizie obrazéw
oprogramowanie Real-Time Analysis przeprowadza rozpoznawanie nukleotydéws, filtrowanie i ocene
jakosciowa”.

Analiza pierwotna

W miare postepu przebiegu oprogramowanie sterujgce automatycznie przesyta pliki rozpoznan
nukleotydow® (*.cbcl) do wskazanego folderu wyjéciowego do analizy danych. Podczas przebiegu
sekwencjonowania oprogramowanie do analizy w czasie rzeczywistym (RTA3) przeprowadza analize
obrazu, rozpoznawanie nukleotyddéw oraz demultipleksowaniee. Po zakoniczeniu sekwencjonowania
rozpoczyna sie analiza wtérna. Metoda wtdrnej analizy danych zalezy od aplikacji oraz konfiguracji
systemu.

Analiza wtdrna

Platforma BaseSpace Sequence Hub jest Srodowiskiem przetwarzania w chmurze firmy Illlumina
stuzgcym do monitorowania przebiegdw, analizy i zapisu danych oraz wspotpracy. Hostuje aplikacje
DRAGEN i aplikacje platformy BaseSpace Sequence Hub, ktére obstugujag typowe metody analizy na
potrzeby sekwencjonowania.

TPrébka DNA lub RNA z dotgczonymi adapterami na potrzeby sekwencjonowania. Metody przygotowania mogg by¢
rézne.

2Grupa klonalna nici DNA w komorze przeptywowej, ktdra generuje pojedynczy odczyt sekwencjonowania. Kazda
ni¢ DNA w komorze przeptywowej stanowi punkt startowy dla szablonu, ktéry podlega amplifikacji, az klaster bedzie
zawierat setki lub tysigce kopii. Na przyktad komora przeptywowa z 10 000 klastrow pozwala wygenerowac 10 000
pojedynczych odczytéw lub 20 000 odczytdw w trybie sparowanych kofncow.

30kreslenie nukleotydu (A, C, G lub T) w kazdym klastrze bloku w danym cyklu.

40kresla zbidr predyktordw jakosciowych przy kazdym rozpoznawaniu nukleotydéw, a nastepnie uzywa wartosci
predyktoréw do obliczenia wyniku jako$ciowego.

SObejmuje rozpoznawanie nukleotyddw i powigzany wynik jakosciowy dla poszczegdlinych klastrow w kazdym
cyklu sekwencjonowania.

6proces analityczny polegajacy na réznicowaniu odczytéw z poszczegdinych bibliotek w puli.
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Po zakoriczeniu wstepnej analizy w ramach sekwencjonowania aplikacja DRAGEN przeprowadza
analize wtdrng z wykorzystaniem jednej z dostepnych procedur analizy.

Gdy uzywany jest tryb w chmurze lub hybrydowy, aplikacja DRAGEN pobiera arkusz prébek, genom
referencyjny oraz pliki wejsciowe przebiegu z obszaru Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu
w aparacie) na platformie BaseSpace Sequence Hub. W przypadku trybu w chmurze dane cBCL sg
przekazywane automatycznie do platformy BaseSpace Sequence Hub, a platforma BaseSpace
Sequence Hub inicjuje analize wtérng DRAGEN. W przypadku trybu hybrydowego analiza wtérna
DRAGEN jest przeprowadzana w aparacie, a pliki wyjsciowe moga by¢ zapisywane w wybranym
folderze lub w chmurze.

Jesliuzywany jest tryb lokalny, aplikacja DRAGEN pobiera udostepniony arkusz prébek, genom
referencyjny oraz pliki wejsciowe przebiegu z sekwenatoréw NextSeq 1000 i NextSeq 2000. Analiza
wtdérna DRAGEN jest przeprowadzana w aparacie, a pliki wyjsciowe sg zapisywane w wybranym
folderze wyjsciowym. Jesli wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive,
monitorowanie przebiegu i przechowywanie), analiza moze by¢ réwniez inicjowana za posrednictwem
aplikacji platformy BaseSpace Sequence Hub po zakoniczeniu sekwencjonowania.

Jesliuzywany jest tryb autonomiczny, nalezy skonfigurowac przebieg bez arkusza prébek. Ta
procedura jest zalecana w przypadku niestandardowych procedur analizy, ktére zaczynajg sie od
danych cBCL.

*  Wiecejinformacji o platformie BaseSpace Sequence Hub zawiera Pomoc online platformy
BaseSpace Sequence Hub.

*  Wiecejinformacji o aplikacji DRAGEN mozna znalez¢ na stronie pomocy technicznej
platformy DRAGEN Bio-IT.

* Przeglad wszystkich aplikacji mozna znalez¢ na stronie BaseSpace Apps (Aplikacje BaseSpace).
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Konfiguracja systemu

Niniejszy rozdziat zawiera instrukcje dotyczgce konfigurowania systemu, w tym opisy ustawien
oprogramowania.

Instrukcje te opisujg przede wszystkim oprogramowanie sterujgce i zawierajg okreslone informacje
dotyczace konfigurowania siecii systemu operacyjnego.

n | Jesliw aparacie uzywana jest przeglgdarka Google Chrome, pojawi sie monit z prosbg
o odblokowanie klucza logowania. Ten monit mozna bezpiecznie zignorowad i anulowad.

Wymagania dotyczgce konta uzytkownika

W systemie operacyjnym Linux sg dostepne trzy konta:
* root (superadministrator)
* ilmnadmin (administrator)

* ilmnuser (uzytkownik)

Konto administratora jest przeznaczone wytgcznie do stosowania aktualizacji systemu, na przyktad do
aktualizowania oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000, albo do uzytku przez personel IT
w celu zainstalowania statego dysku sieciowego.

Wszystkie inne czynnosci, w tym sekwencjonowanie, nalezy wykonywadé, korzystajgc z konta
uzytkownika.

Wymogi dotyczgce hasta

Terenowy pracownik serwisu inicjuje zmiane hasta dla wszystkich trzech kont po zakorczeniu instalacji
aparatu. Kazde hasto nalezy aktualizowac¢ co 180 dni (po wyswietleniu monitu).

Tabela1 Domyslne zasady dotyczace haset

Zasada Ustawienie

Wymuszone tworzenie historii haset Zapamietywanie pieciu haset

Prég blokady Dziesie¢ nieudanych préb logowania
Minimalna dtugos$¢ hasta Dziesie¢ znakow

Minimalna réznorodnos¢ znakow Trzy znaki z kazdej kategorii znakdw: cyfra,

wielka litera, mata litera i symbol
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Zasada Ustawienie
Maksymalna liczba powtarzajgcych sie Trzy znaki
znakéw

Hasto musi spetnia¢ wymogi dotyczace Wytgczone
ztozonosci

Przechowywanie haset z uzyciem Wytgczone

odwracalnego szyfrowania

Dodawanie nowego uzytkownika

® N O oA N

10.

Zalogowac¢ sie do konta ilmnadmin.

Wybraé przycisk zasilania, a nastepnie otworzy¢ liste rozwijang konta ilmnadmin.

Wybrad opcje Account Settings (Ustawienia konta).

Wybrad opcje Unlock (Odblokuj), a nastepnie wprowadzi¢ hasto dostepu do konta ilmnadmin.
Wybracé opcje Add User (Dodaj uzytkownika).

Wybrad typ konta Standard, a nastepnie wprowadzié nowg nazwe uzytkownika.

Wybrad opcje Set password now (Ustaw hasto teraz), a nastepnie wprowadzié hasto.
Wybrad opcje Add (Dodaj).

Nowy uzytkownik zostanie dodany do listy Users (Uzytkownicy).

Nadacd uzytkownikowi uprawnienia dostepu do oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000,
wykonujgc ponizsze czynnosci.
a. Otworzyc¢ terminal.

b. Wprowadzi¢ ponizsze polecenie:

$ sudo usermod -a -G ilmnusers <nowa nazwa uzytkownika>
c. Jesli pojawi sie monit, wprowadzi¢ hasto konta ilmnadmin.
Aby potwierdzi¢, ze uprawnienia uzytkownika zostaty poprawnie skonfigurowane, wykonaé
ponizsze czynnosci.
a. Zalogowac sie do konta nowego uzytkownika.
b. Przejs¢ do oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000.
c. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).
d

W obszarze Default Output Folder (Domysiny folder wyjsciowy) sprawdzi¢, czy mozna wybracé
i zapisa¢ $ciezke folderu wyjsciowego.

Jeslimozna wybracd i zapisac¢ sciezke folderu wyjsciowego bez zadnych bteddw, oznacza to, ze
uprawnienia zostaty poprawnie skonfigurowane.
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Resetowanie hasta

W niniejszej czesci omdwiono szczegodty dotyczagce sposobu resetowania hasta do konta ilmnuser,
ilmnadmin lub root. Funkcja odzyskiwania hasta jest niedostepna. Zresetowanie hasta nie powoduje
obejscia blokady konta po zbyt wielu prébach wprowadzenia btednego hasta. Przed zresetowaniem
hasta lub prébg zalogowania sie nalezy odczekad 10 minut.

Resetowanie hasta konta ilmnuser

Hasto konta ilmnuser moze zresetowac uzytkownik, ktéry zna hasto konta ilmnadmin lub root.
Zalogowac sie do konta ilmnadmin.

Otworzy¢ terminal.

Wprowadzi¢ polecenie sudo passwd ilmnuser.

W oknie monitu wprowadzi¢ hasto konta iimnadmin.

W oknie monitu wprowadzi¢ nowe hasto konta ilmnuser.

o g opw N o2

W oknie monitu ponownie wpisac¢ hasto konta ilmnuser, aby potwierdzi¢ nowe hasto.

Resetowanie hasta konta ilmnadmin

Hasto konta ilmnadmin moze zresetowad uzytkownik, ktéry zna hasto konta root.
1. Zalogowac sie do konta root.
2. Otworzy¢ terminal.

3. Wprowadzi¢ polecenie passwd ilmnadmin w celu zmiany hasta konta ilmnadmin albo polecenie
passwd ilmnuser W celu zmiany hasta konta ilmnuser.

4. W oknie monitu wprowadzi¢ nowe hasto.

W oknie monitu ponownie wpisa¢ nowe hasto, aby je potwierdzic.

Resetowanie hasta konta root

W celu zresetowania hasta konta root nalezy uzy¢ jednej z ponizszych opcji:

* Jedliznane jest hasto ustalone podczas ostatniego przechwytywania obrazu systemu
operacyjnego, nalezy przywrdcic ten zapisany obraz.

* Jeslito hasto nie jest znane, nalezy sie skontaktowac z pomocg techniczng firmy lllumina.

Konfigurowanie platformy BaseSpace Sequence Hub
I ustugi Proactive Support

Ponizsze instrukcje umozliwiajg skonfigurowanie platformy BaseSpace Sequence Hub i ustugi Proactive
Support w posiadanym systemie. Aby skonfigurowac konto na platformie BaseSpace Sequence Hub,
nalezy sie zapozna¢ z Pomoca online platformy BaseSpace Sequence Hub.

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).
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Z ponizszych opcji:
Opcja

Proactive Support Only*
(Tylko ustuga Proactive
Support)

Proactive and Run Monitoring
(Ustuga Proactive
i monitorowanie przebiegu)

Proactive, Run Monitoring
and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie)

None (Brak)

Instrukcja obstugi sekwenatora NextSeq 1000 i 2000

2. Na potrzeby ustawien platformy BaseSpace Sequence Hub i ustugi Proactive Support wybrac jedna

Opis i wymagania

Powoduje wysytanie danych dotyczgcych dziatania
aparatu do firmy lllumina w celu szybszego rozwigzywania
problemow.

Wymaga potgczenia internetowego.

Powoduje wysytanie plikéw InterOp i plikdw dziennika do
platformy BaseSpace Sequence Hub na potrzeby
zdalnego monitorowania przebiegu. Ta opcja jest opcjag
domysina.

Wymaga konta na platformie BaseSpace Sequence Hub
oraz pofgczenia internetowego.

Powoduje wysytanie plikdw InterOp, plikéw dziennika

i danych przebiegu na platforme BaseSpace Sequence
Hub w celu zdalnego monitorowania i analizy.

Wymaga konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
potgczenia internetowego oraz arkusza probek.

Powoduje odtgczenie przebiegdéw od kont na platformie

BaseSpace Sequence Hub, a dane dotyczace dziatania
aparatu nie sg wysytane na potrzeby ustugi lllumina
Proactive Support.

* W zaleznosci od wersji oprogramowania sterujgcego nazwa tego ustawienia w interfejsie oprogramowania
moze sie rézni¢ od nazwy w niniejszym przewodniku.
W przypadku wybrania jakiejkolwiek opcji innej niz None (Brak) ustuga Proactive Support zostaje
wigczona. Jest to bezptatna ustuga, ktéra umozliwia wyswietlanie danych dotyczacych dziatania
aparatu w panelu klienta Mylllumina, a zespotom serwisowym firmy lllumina pozwala szybciej
rozwigzywac problemy.

Domyslinie wtgczona jest opcja Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive
i monitorowanie przebiegu). Aby zrezygnowac z tej ustugi, nalezy wybrac opcje None (Brak).

3. W przypadku wybrania opcji None (Brak) w kroku 2 nalezy wybra¢ opcje Save (Zapisz) w celu
zakonczenia. W przeciwnym razie kontynuowag, przechodzgc do kroku 6.

4. Zlisty Hosting Location (Lokalizacja hostingowa) wybra¢ lokalizacje na serwerze platformy
BaseSpace Sequence Hub, do ktérego przekazywane sg dane.
Upewnic sie, ze uzywana lokalizacja hostingowa miesci sie w regionie lub jak najblizej regionu,
w ktérym znajduje sie konkretny system.

5. W przypadku posiadania subskrypcji Enterprise wprowadzi¢ nazwe domeny (URL), ktora jest
uzywana na potrzeby konta na platformie BaseSpace Sequence Hub.
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Na przyktad: https://nazwalaboratorium.basespace.illumina.com.

6. Wybrac opcje Save (Zapisz).

Okreslanie domysinej lokalizacji folderu wyjsciowego

Instrukcje zawarte w niniejszej czesci umozliwiajg wybdr domysinej lokalizacji folderu wyjsciowego.
Folder wyjSciowy mozna zmienié¢ dla kazdego przebiegu podczas konfiguracji przebiegu.
Oprogramowanie zapisuje w folderze wyjsciowym pliki cBCL' orazinne dane przebiegu.

Folder wyjsciowy jest wymagany, chyba ze dla platformy BaseSpace Sequence Hub wybrano

w konfiguracji opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie). Jako domysIny folder wyjsciowy nalezy uzywacé wytgcznie dysku
zewnetrznego lub sieciowego. Korzystanie z folderu wyjSciowego w aparacie negatywnie wptywa na
sekwencjonowanie.

Okreslanie folderu wyjsciowego na dysku zewnetrznym

Ponizsze instrukcje umozliwiajg wybranie zewnetrznego dysku przenosnego jako domysinego folderu
wyjsciowego. Zalecany jest dysk z zasilaniem wtasnym sformatowany zgodnie z systemem NFTS lub
GPT/EXTA.

1. Podfgczy¢ zewnetrzny dysk przenosny do portu 3.0 USB na bocznej lub tylnej sciance aparatu.
Upewnic sie, ze zewnetrzny dysk przenosny zapewnia uprawnienia do zapisu. Jesli dysk jest
ustawiony w trybie Read Only (Tylko odczyt), wéwczas oprogramowanie sterujgce nie bedzie
mogto zapisywac na nim danych.

2. Utworzy¢ nowy folder na zewnetrznym dysku przenosnym. Ten folder stanie sie domysing
lokalizacjg dla folderu wyjsciowego.

Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 wymaga co najmniej dwdch poziomow
zagniezdzonych folderéw w celu rozpoznania, ze lokalizacja jest zewnetrznym dyskiem
przenosnym.

Z menu oprogramowania sterujgcego wybrac¢ opcje Settings (Ustawienia).

W obszarze Default Output Folder (Domysiny folder wyjsciowy) wybrac sciezke do istniejgcego
folderu i przej$¢ do nowego folderu na zewnetrznym dysku przeno$nym.

5. [Opcjonalnie] Jesli wybrano opcje Online Run Setup (Konfiguracja przebiegu w trybie online)
w obszarze Run Mode (Tryb przebiegu), wybrac opcje z menu rozwijanego Hosting Location
(Lokalizacja hostingowa).

6. Wybrac opcje Save (Zapisz).

T0Obejmuje rozpoznawanie nukleotyddw i powigzany wynik jakosciowy dla poszczegdlnych klastréw w kazdym
cyklu sekwencjonowania.
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Okreslanie domysinego folderu wyjsciowego na dysku sieciowym

Nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi instrukcjami, aby zainstalowac staty dysk sieciowy i okresli¢
lokalizacje domysinego folderu wyjsciowego. Protokoty Server Message Block (SMB)/Common Internet
File System (CIFS) oraz Network File System (NFS) stanowig jedyne obstugiwane metody instalowania
statego dysku sieciowego w systemie NextSeq 1000/2000.

Instrukcje instalacji zgodnie z protokotem SMB/CIFS

1. Jeslioprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 jest otwarte, wybra¢ opcje Minimize
Application (Zminimalizuj aplikacje).

Zalogowac¢ sie do konta ilmnadmin.

Wybra¢ opcje Applications (Aplikacje).

W polu Favorites (Ulubione) wybra¢ opcje Terminal (Terminal).

o F 0D

Wprowadzi¢ polecenie sudo touch /root/.smbcreds, a nastgpnie wybra¢ opcje Enter
(Wprowadz).
6. Po wyswietleniu monitu wprowadzi¢ hasto konta ilmnadmin.
Hasto konta ilmnadmin jest wymagane za kazdym razem, gdy uzywane jest polecenie sudo.
7. Wprowadzi¢ polecenie sudo gedit /root/.smbcreds iwybrac opcje Enter (Wprowadz), aby
otworzy¢ plik tekstowy o nazwie smbcreds.
8. Gdy zostanie otwarty plik tekstowy . smbcreds, wprowadzi¢ dane logowania do sieci w ponizszym
formacie:
username=<nazwa uzytkownika>
password=<hasto>
domain=<nazwa_domeny>
W przypadku nazwy uzytkownika, hasta i domeny nie sg wymagane nawiasy kwadratowe. Nazwa
domeny jest wymagana wytgcznie woéwczas, gdy konto zdalne jest czescig domeny.
9. Woybrac opcje Save (Zapisz) i zamkng¢ plik.
10. Poda¢ nazwe serwera i nazwe udziatu dla serwera SMB/CIFS.
Nazwa serwera ani nazwa udziatu nie mogg zawierac spacji— na przyktad:
Nazwa serwera: 192.168.500.100 lubMyserver-myinstitute-03
Nazwa udziatu: /sharel
11. W terminalu wprowadzi¢ polecenie sudo chmod 400 /root/.smbcreds, a nastepnie wybrac
opcje Enter (Wprowadz), aby nada¢ uprawnienie do odczytu pliku tekstowego . smbcreds.
12. Wprowadzi¢ polecenie sudo mkdir /mnt/<nazwa lokalna>.
<nazwa lokalna>tonazwa nowego katalogu na dysku sieciowym, ktéra moze zawierac¢ spacje.
Jest to katalog, ktdry pojawi sie w aparacie.
13. Wybrac opcje Enter (Wprowadz).

14. Wprowadzi¢ polecenie sudo gedit /etc/fstabiwybrac opcje Enter (Wprowadz).
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15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.

Gdy zostanie otwarty plik fstab, wprowadzi¢ ponizsze polecenie na koncu pliku, a nastepnie wybraé
opcje Enter (Wprowadz).
//<nazwa serwera>/<nazwa udzialu> /mnt/<nazwa lokalna> cifs
credentials=/root/.smbcreds,uid=ilmnadmin,gid=ilmnusers,dir
mode=0775, file mode=0775, netdev,x-systemd.automount, sec=ntlmssp 0 0
Wybrac¢ opcje Save (Zapisz) i zamkng¢ plik.
W terminalu wprowadzi¢ polecenie sudo mount -a -vvv, a hastepnie wybrac¢ opcje Enter
(Wprowadz).
Dysk sieciowy zostat zainstalowany jako /mnt/<nazwa lokalna>.
Aby potwierdzi¢, ze instalacja powiodta sie, wprowadzi¢ polecenie <df | grep <nazwa
lokalna>>, a nastepnie wybrac opcje Enter (Wprowadz).
Powinna pojawié sie nazwa udziatu plikow.
Wprowadzi¢ polecenie sudomkdir /mnt/<nazwa lokalna>/<katalog wyjsciowy>, aby
utworzy¢ podfolder w katalogu lokalnym. <katalog wyj$ciowy> reprezentuje domysing
lokalizacje folderu wyjsciowego.
Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 wymaga co najmniej dwdch poziomdw
zagniezdzonych folderédw w celu rozpoznania, ze lokalizacja jest zainstalowanym dyskiem
sieciowym.
Wytgczyé i ponownie wigczyc aparat. Patrz: Wytgczenie i ponowne witgczenie aparatu na stronie 89.
Ustawié staty zainstalowany dysk sieciowy jako domysiny folder wyjsciowy. Patrz: Okreslanie
statego dysku sieciowego jako domysinego folderu wyjsciowego na stronie 18.

Instrukcje instalacji zgodnie z systemem plikdw NFS

1.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Jesli oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 jest otwarte, wybrac opcje Minimize
Application (Zminimalizuj aplikacje).
Zalogowac sie do konta ilmnadmin.

Podac¢ nazwe serwera NFS.
Nazwa serwera nie moze zawierac spacji— na przyktad:
Nazwa serwera: 192.168.500.100 lubMyserver-myinstitute-03

Wybradé opcje Applications (Aplikacje).
W polu Favorites (Ulubione) wybra¢ opcje Terminal (Terminal).

Wprowadzi¢ polecenie sudo mkdir /mnt/<nazwa lokalna>iwybrac¢opcje Enter (Wprowadz).
<nazwa lokalna>to nazwa nowedo katalogu na dysku sieciowym.

Wprowadzi¢ polecenie sudo gedit /etc/fstabiwybraéopcje Enter (Wprowadz).

Gdy zostanie otwarty plik fstab, wprowadzi¢ ponizsze polecenie, a nastepnie wybrac opcje Enter
(Wprowadz).
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Nazwa serwera:/share //mnt/<nazwa lokalna> nfs x-
systemd.automount,defaults 0 O
9. Woybrac opcje Save (Zapisz) i zamkng¢ plik.
10. W terminalu wprowadzi¢ polecenie sudo mount -a -vvv, a nastepnie wybraé opcje Enter
(Wprowadz).
Dysk sieciowy zostat zainstalowany w katalogu /mnt/directory w folderze <nazwa lokalna>.

11. Utworzyé nowy <podfolder>w folderze <nazwa lokalna>. Ten podfolder reprezentuje
domysing lokalizacje folderu wyjsciowego.
Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 wymaga co najmniej dwdch poziomow
zagniezdzonych folderéw w celu rozpoznania, ze lokalizacja jest zainstalowanym dyskiem
sieciowym.

12. Wytgczyciponownie wigczy¢ aparat. Patrz: Wytgczenie i ponowne witgczenie aparatu na stronie 89.

13. Ustawic staty zainstalowany dysk sieciowy jako domysiny folder wyjsciowy. Patrz: Okreslanie
statego dysku sieciowego jako domysinego folderu wyjsciowego na stronie 18.

Okreslanie statego dysku sieciowego jako domysinego folderu wyjsciowego

1. Zalogowac sie do konta ilmnuser.
Z menu oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000 wybra¢ opcje Settings (Ustawienia).

3. W obszarze Default Output Folder (Domysiny folder wyjsciowy) wybra¢ instalacje statego dysku
sieciowego, ktéra znajduje sie w katalogu /mnt/<nazwa lokalna>/<katalog wyjs$ciowy>.
4. [Opcjonalnie] Jesli wybrano opcje Online Run Setup (Konfiguracja przebiegu w trybie online)
w obszarze Run Mode (Tryb przebiegu), wybraé opcje z menu rozwijanego Hosting Location
(Lokalizacja hostingowa).

5. Wybraé opcje Save (Zapisz).

Importowanie niestandardowych genomoéw
referencyjnych

Nowe niestandardowe genomy referencyjne moga by¢ importowane wytgcznie za posrednictwem
konta administratora. Aby uzyska¢ liste wszystkich zgodnych genomoéw referencyjnych, nalezy
odwiedzi¢ strone poswiecong zgodnosci produktéw z systemem NextSeq 1000/2000.

1. Utworzy¢ genom referencyjny za pomoca aplikacji Reference Builder for lllumina Instruments na
platformie BaseSpace Sequence Hub. Wiecej informacji zawiera Pomoc online dla aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments w wersji 1.0.0.

2. Wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybrac opcje Process Management
(Zarzadzanie procesem).

3. Upewnic sig, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
ani analizy wtorne.
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Z menu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Minimize Application (Minimalizuj aplikacje).
Zalogowac sie do konta ilmnadmin.

Wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybra¢ opcje DRAGEN.

N o oo

W sekcji Genome (Genom) wybrac¢ opcje View Installed Genomes (Wyswietl zainstalowane
genomy), aby wyswietli¢ liste wszystkich aktualnie zainstalowanych genomow firmy Illlumina

i niestandardowych.

Zamkng¢ okno modalne.

9. Wybrac opcje Choose (Wybierz) w obszarze Import New Reference Genomes (Import nowych
genomoéw referencyjnych), przejsé do pliku genomu referencyjnego (*.tar.gz) na przenosnym lub
zainstalowanym dysku sieciowym, a nastepnie wybra¢ opcje Open (Otwérz).

10. Wybra¢ opcje Import (Importuj).

Importowanie plikdw szumu bazowego

Jesliprocedura DRAGEN Enrichment jest uzywana w trybie linii somatycznej, mozna uzy¢é pliku szumu
bazowego, aby odfiltrowaé szum sekwencjonowania lub systematyczny. Standardowe pliki szumu
mozna pobrac¢ z witryny dziatu pomocy firmy Illumina albo mozna utworzy¢ plik niestandardowego
szumu bazowego.

Generowanie pliku niestandardowego szumu bazowego

Jesliuzywany jest tryb linii somatycznej, mozna wygenerowac plik niestandardowego szumu
bazowego. Plik szumu bazowego jest tworzony z uzyciem prébek standardowych, ktére nie pasujg do
obiektu badan, z ktérego pochodzg prébki. Zalecana liczba prébek standardowych to 50.

W celu wygenerowania pliku niestandardowego szumu bazowego nalezy uzy¢ jednej z ponizszych

metod:

* Uzycserwera platformy DRAGEN Bio-IT. Instrukcje zawiera Pomoc online platformy DRAGEN Bio-
IT.

* Uzy¢ aplikacji DRAGEN Baseline Builder na platformie BaseSpace Sequence Hub. Uzy¢ procedury
BCL Convert w ramach narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na
platformie BaseSpace Sequence Hub, aby wygenerowad pliki FASTQ. Gdy sekwencjonowanie

zostanie zakonczone i bedzie dostepnych 50 probek, wprowadzi¢ pliki FASTQ do aplikacji DRAGEN
Baseline Builder.

Importowanie plikdw bazowych za pomocg interfejsu uzytkownika
Po zaimportowaniu pliku bazowego mozna skonfigurowac¢ sekwencjonowanie, uzywajgc procedury
DRAGEN Enrichment w trybie linii somatyczne;j.

1. Pobra¢ standardowy plik bazowy z witryny dziatu pomocy firmy Illumina albo pobraé
niestandardowy plik bazowy z serwera DRAGEN lub aplikacji DRAGEN Baseline Builder.
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Z menu oprogramowania sterujgcego wybra¢ opcje Minimize Application (Minimalizuj aplikacje).
Zalogowac¢ sie do konta ilmnadmin.

Wybrac opcje Applications (Aplikacje), a nastepnie opcje Favorites (Ulubione).

Wybrac opcje +Other Locations (+Inne lokalizacje), a nastepnie opcje Computer (Komputer).
Klikng¢ dwukrotnie pozycje usr, a nastepnie pozycje local.

Klikng¢ dwukrotnie pozycje illumina, a nastepnie pozycje aux_files.

Przeciggna¢ plik szumu bazowego do folderu aux_files.

Importowanie plikdw bazowych za pomocg terminala

Po zaimportowaniu pliku bazowego mozna skonfigurowaé sekwencjonowanie, uzywajgc procedury
DRAGEN Enrichment w trybie linii somatyczne,j.

1.

o 9k Wb

Pobra¢ standardowy plik bazowy z witryny dziatu pomocy firmy lllumina albo pobrac¢
niestandardowy plik bazowy z serwera DRAGEN lub aplikacji DRAGEN Baseline Builder.

Z menu oprogramowania sterujgcego wybra¢ opcje Minimize Application (Minimalizuj aplikacje).
Zalogowac sie do konta ilmnadmin.

Wybraé opcje Applications (Aplikacje).

W polu Favorites (Ulubione) wybra¢ opcje Terminal (Terminal).

Wprowadzi¢ ponizsze polecenie:

cp [/5ciezka/pliku/bazowego] /usr/local/illumina/aux_files

Konfiguracja trybu przebiegu

Tryb przebiegu ma zastosowanie do wszystkich przebiegdw i okresla, gdzie wprowadzane sg
parametry przebiegu i w jaki sposdb analizowane sg dane.

Tryb w chmurze lub hybrydowy

1.
2.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Z menu oprogramowania sterujgcego wybra¢ opcje Settings (Ustawienia).

W obszarze BaseSpace Sequence Hub Services & Proactive Support (Ustugi platformy BaseSpace
Sequence Hub i ustuga Proactive Support) wybrac opcje Online Run Setup (Konfiguracja przebiegu
w trybie online).

Odpowiednio skonfigurowac¢ dodatkowe ustawienia, wybierajgc ponizsze opcje:

a. Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive i monitorowanie przebiegu) lub Proactive,
Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie).

b. Menu rozwijane dla lokalizacji Hosting Location (Lokalizacja hostingowa).
c. [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ nazwe w polu Private Domain Name (Nazwa domeny prywatnej).

Wybrac opcje Save (Zapisz).

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Tryb lokalny lub autonomiczny

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).

2. W obszarze BaseSpace Sequence Hub Services & Proactive Support (Ustugi platformy BaseSpace
Sequence Hub i ustuga Proactive Support) wybraé opcje Local Run Setup (Konfiguracja przebiegu
w trybie lokalnym).

3. Odpowiednio skonfigurowac¢ dodatkowe ustawienia, wybierajgc ponizsze opcje:

a. Proactive Support Only (Tylko ustuga Proactive Support), Proactive and Run Monitoring
(Ustuga Proactive i monitorowanie przebiegu), Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie) lub None (Brak).

n | Platforma BaseSpace Sequence Hub zezwoli ha funkcje ponownego umieszczania w kolejce
wytgcznie w przypadku wyboru opcji Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie). W przypadku nieprawidtowego
arkusza prébek ta funkcja umozliwia wprowadzanie poprawek do arkusza prébek i ponowne
umieszczanie analizy demultipleksowania w kolejce. Informacje o funkcji ponownego
umieszczania w kolejce w aparacie zawiera cze$¢ Ponowne umieszczanie przebiegu
w kolejce na stronie 88.

b. Menu rozwijane dla lokalizacji Hosting Location (Lokalizacja hostingowa).
c. [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ nazwe w polu Private Domain Name (Nazwa domeny prywatnej).

4. Wybrac opcje Save (Zapisz).

Uwagi dotyczace arkusza préobek w przypadku trybu lokalnego lub autonomicznego

W celu wykonywania analizy z uzyciem rozwigzania DRAGEN nalezy uzywac pliku arkusza prébek
w formacie v2. Plik arkusza probek w formacie v2 jest rowniez zgodny z aplikacjami platformy
BaseSpace Sequence Hub, ktére nie sg aktywne dla rozwigzania DRAGEN. Informacje o tworzeniu
pliku arkusza probek w formacie v2 zawiera cze$¢ Ustawienia arkusza prdbek v2 na stronie 92.

Dostosowywanie aparatu

Niniejsza cze$¢ zawiera informacje na temat konfigurowania dostepnych ustawien dostosowywania.
Informacje o ustawianiu domysinego folderu wyjsciowego zawiera cze$¢ Okreslanie domysinej
lokalizacji folderu wyjsciowego na stronie 15.

Nadawanie nazwy aparatowi

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).

2. Wybrac opcje Instrument Nickname (Nazwa aparatu) i wprowadzi¢ preferowang nazwe aparatu.
Nazwa jest wyswietlana w gdrnej czesci kazdego ekranu.

3. Woybrac opcje Save (Zapisz).
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Ustawianie preferencji dotyczgcych denaturacji i rozcienczania

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).
2. Wybrag, czy biblioteki majg by¢ automatycznie poddawane denaturacjii rozciericzaniu w aparacie.
Dla tego ustawienia domyslinie konfigurowana jest wartos¢ wybrana dla poprzedniego przebiegu.

¢ Aby przeprowadzac denaturowanie i rozcieficzanie bibliotek automatycznie w aparacie,
zaznaczy¢ pole wyboru Denature and Dilute On Board (Denaturacja i rozciefczanie
w aparacie).
* Abyrecznie rozcienczac i denaturowad biblioteki, usung¢ zaznaczenie pola wyboru Denature
and Dilute On Board (Denaturacja i rozciefczanie w aparacie).
Instrukcje dotyczagce recznego denaturowania i rozciericzania bibliotek zawiera Przewodnik
dotyczgcy denaturacjii rozciericzania w sekwenatorach NextSeq 1000 i 2000 (nr dokumentu:
71000000139235).

Ustawianie preferencji automatycznego czyszczenia odczynnikdw

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac¢ opcje Settings (Ustawienia).

2. W celu usprawnienia utylizacji zuzytych odczynnikéw po zakonczeniu przebiegu mozna wybraé, czy
system ma po kazdym przebiegu automatycznie usuwac niezuzyte odczynniki do przedziatu
zuzytych odczynnikdw:

* Abyusuwac odczynniki automatycznie, zaznaczy¢ pole wyboru Purge Reagent Cartridge
(Wyczysé kasete odczynnikdw).

* Abypomingé¢ automatyczne usuwanie odczynnikéw, usung¢ zaznaczenie pola wyboru Purge
Reagent Cartridge (Wyczys¢ kasete odczynnikéw) (jest to ustawienie domysine).

Usuwanie niezuzytych odczynnikéw powoduje wydtuzenie procedury o 2 godziny.

3. Wybraé opcje Save (Zapisz).

Konfigurowanie aktualizacji oprogramowania

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).
2. Wybrag, czy system ma automatycznie sprawdza¢ dostepnosc¢ aktualizacji oprogramowania:
* Aby wigczy¢ opcje sprawdzania automatycznego, zaznaczy¢ pole wyboru Autocheck for
software updates (Automatycznie sprawdzaj dostepnos¢ aktualizacji oprogramowania).

¢ Aby wigczyc¢ opcje sprawdzania recznego, usungé¢ zaznaczenie pola wyboru Autocheck for

software updates (Automatycznie sprawdzaj dostepnos¢ aktualizacji oprogramowania).
Automatyczne sprawdzanie dostepnosci aktualizacji oprogramowania wymaga potgczenia
internetowego. Wiecej informacji dotyczacych instalowania aktualizacji oprogramowania zawiera
czes$¢ Aktualizacje oprogramowania na stronie 81.

3. Wybrac opcje Save (Zapisz).

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL 22

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.



Instrukcja obstugi sekwenatora NextSeq 1000 i 2000

Zmiana jasnosci wyswietlacza LCD

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).
2. Przesung¢ suwak jasnosci wyswietlacza LCD w celu wybrania zgdanej wartosci procentowe;.
3. Wybrac opcje Save (Zapisz).

Ustawianie serwera proxy

Obstuga serwera proxy jest dostepna wytgcznie w przypadku oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3.

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Settings (Ustawienia).

2. Wybrac biezgce ustawienia serwera proxy, aby otworzy¢ ekran Proxy Settings (Ustawienia serwera
proxy).

3. Zaznaczy¢ pole wyboru Enable Proxy (Wtgcz serwer proxy), a nastepnie wprowadzi¢ adres IP portu
serwera.

4. [Opcjonalnie] Jesli serwer proxy wymaga uwierzytelniania, zaznaczy¢ pole wyboru Requires
Username and Password (Wymaga nazwy uzytkownika i hasta), a nastepnie wprowadzié¢ nazwe
uzytkownika i hasto.

Wybrac opcje Save (Zapisz), aby zapisa¢ informacje o serwerze proxy i sprawdzi¢ ich poprawnosg.
6. Wybracjedng z ponizszych opciji:
*  Wybrac¢ opcje Yes, I'm Finished (T ak, skoriczone), aby ponownie uruchomic¢ system
i zastosowad nowe ustawienia serwera proxy.

* Wybrac¢ opcje No, Take Me Back (Nie, wré¢ do poprzedniego ekranu), aby wréci¢ do ekranu
Settings (Ustawienia). Nowe ustawienia serwera proxy sg zapisane, ale zostang zastosowane
dopiero po ponownym uruchomieniu systemu.
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Materiaty eksploatacyjne i sprzet

W niniejszym rozdziale udostepniono liste wszystkich elementéw zawartych w zestawie odczynnikéw
wraz z informacjg o warunkach przechowywania. W tym rozdziale mozna réwniez sprawdzi¢, jakie
pomocnicze materiaty eksploatacyjne i sprzet nalezy zakupi¢ w celu zrealizowania protokotu

i wykonywania procedur konserwacji oraz rozwigzywania problemaéw.

Materiaty eksploatacyjne do sekwencjonowania

Sekwencjonowanie w systemie NextSeq 1000/2000 wymaga jednego zestawu odczynnikéw lllumina
NextSeq 1000/2000 P2 przeznaczonego do jednorazowego uzytku albo jednego zestawu odczynnikéw
lllumina NextSeq 1000/2000 P3 przeznaczonego do jednorazowego uzytku. Zestaw odczynnikéw
NextSeq 1000/2000 P2 jest dostepny w trzech rozmiarach (100 cykli, 200 cykli, 300 cykli), a zestaw
NextSeq 1000/2000 P3 jest dostepny w czterech rozmiarach (50 cykli, 100 cykli, 200 cykli, 300 cykKli).

Sekwenator NextSeq 1000 jest zgodny wylgcznie z zestawem odczynnikdw Illlumina
NextSeq 1000/2000 P2.

Ten zestaw odczynnikdw obejmuje kasete i komore przeptywowa do sekwencjonowania. Po
otrzymaniu zestawu odczynnikéw Illumina NextSeq 1000/2000 P2 lub lllumina NextSeq 1000/2000 P3:

* Niezwilocznie umiesci¢ elementy we wskazanej temperaturze w celu zapewnienia poprawnego
dziatania.

* Nie otwiera¢ srebrnej torebki foliowej, chyba ze pojawi sie instrukcja, aby jg otworzy¢.
* Kasety przechowywac w ich opakowaniu, aby unikng¢ rozerwania lub przebicia torebki foliowe;.
* Kasety przechowywac ze strzatkami skierowanymi do gory.

Jesli etykieta kasety nie jest skierowana do gory, wptynie to niekorzystanie na dane
sekwencjonowania.

Tabela 2 Elementy zestawu

Materiat eksploatacyjn llos¢ Temperatura Wymiar
8 ot przechowywania v v
Kaseta 1 0d-25°C do-15°C 29,2cmx17,8cm x 12,7 cm
(11,5 cala x 7 cali x 5 cali)
Komora przeptywowa 1 0d 2°C do 8°C* 21,6cm x 12,7 cm x 1,9cm
(8,5 cala x 5calix 0,75 cala)
RSB z Tween 20 1 0d-25°C do-15°C 4cmx6,6cmx5cm

(1,6 cala x 2,6 cala x 2 cale)
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* Dostarczana w temperaturze pokojowe;j.

Oba materiaty eksploatacyjne majg identyfikatory umozliwiajgce sledzenie i zapewnienie zgodnosci.
Kaseta i komora przeptywowa wykorzystujg technologie RFID'.

Komora przeptywowa

Komora przeptywowa jest uporzgdkowang, jednopasmowg komorg przeptywowaq. Szklana komora
przeptywowa znajduje sie wewnatrz plastikowej kasety. W celu zapewnienia bezpiecznego sposobu
obstugi z komory przeptywowej wystaje szary uchwyt, ktory jg rowniez zastania.

A B C

A. Plastikowa kaseta
B. Komora przeptywowa
C. Szaryuchwyt

Powierzchnie wewnetrzng komory przeptywowej pokrywajg miliony nanodotkdw. W nanodotkach
tworzg sie klastry, z poziomu ktérych jest nastepnie przeprowadzana reakcja sekwencjonowania.
Uporzgdkowany uktad nanodotkdw pozwala zwiekszy¢ liczbe odczytéw wynikdéw iilosé danych.

Tidentyfikacja za pomocg fal radiowych
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Kaseta

Kaseta odczynnikéw do sekwencjonowania jest wstepnie wypetniona odczynnikami do pracy

z klastrami, sekwencjonowania, sekwencjonowania w trybie sparowanych koncéw i indeksowania.
Zbiornik pokryty folig zabezpieczajgca jest zarezerwowany dla bibliotek, a gniazdo z przedniej strony
jest zarezerwowane dla komory przeptywowe;j.

v

A. Zbiornik na biblioteke
B. Gniazdo komory przeptywowej
C. Zatyczka odptywu

Kaseta zawiera wszystkie materiaty eksploatacyjne do przebiegu: odczynniki, biblioteke i komore
przeptywowa. Biblioteke i komore przeptywowa taduje sie do rozmrozonej kasety, ktéra jest nastepnie
tadowana do aparatu. Po rozpoczeciu przebiegu odczynniki i biblioteka sg automatycznie przenoszone
z kasety do komory przeptywowej.

Kaseta zawiera pompy, zawory i caty uktad przeptywowy do systemu, w tym zbiornik spodni stuzgcy do
gromadzenia zuzytych odczynnikdw. Po przebiegu kaseta jest utylizowana, dlatego ptukanie aparatu
nie jest wymagane.

Obstugiwana liczba cykli

Etykieta widoczna na kasecie wskazuje liczbe cykli, podczas ktérych wykonywana jest analiza, a nie
liczbe przeprowadzanych cykli. Komore przeptywowg mozna stosowac do dowolnej liczby cykli
i dowolnego typu odczytu.
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Wszystkie kasety do 100 i 200 cykli obejmujg dodatkowe 38 cykli. Kaseta do 300 cykli obejmuje
dodatkowe 27 cykli. Na przyktad kaseta do 300 cykli zawiera odczynniki w objetosci wystarczajgcej do
przeprowadzenia maksymalnie 327 cykli sekwencjonowania. Informacje na temat liczby cykli

w procesie sekwencjonowania zawiera czes$¢ Liczba cykli w odczycie na stronie 32.

Opisy symboli

Ponizsza tabela zawiera opisy symboli stosowanych na materiatach eksploatacyjnych lub ich
opakowaniach.

Symbol Opis

Termin waznos$ci materiatu eksploatacyjnego. W celu uzyskania
najlepszych wynikow materiat eksploatacyjny powinien zosta¢ uzyty
przed tym terminem.

Wskazuje producenta (lllumina).

Przeznaczenie materiatu wytgcznie do celdéw badawczych.

RUO

Wskazuje numer katalogowy umozliwiajgcy identyfikacje materiatu

R E F eksploatacyjnego’.

Wskazuje kod partii umozliwiajgcy identyfikacje partii lub serii
LOT produkcyjnej materiatu eksploatacyjnego’.

Wskazuje na zagrozenie dla zdrowia.
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Symbol Opis

Zakres temperatur przechowywania w stopniach Celsjusza. Materiat
eksploatacyjny nalezy przechowywac w temperaturze mieszczacej sie
we wskazanym zakresie?.

Pomochicze materiaty eksploatacyjne

Nalezy zakupi¢ nastepujgce materiaty eksploatacyjne na potrzeby sekwencjonowania i konserwaciji.

Materiaty eksploatacyjne do sekwencjonowania

Tabela 3 Materiaty eksploatacyjne do sekwencjonowania

Materiat eksploatacyjny

Rekawice jednorazowe,
bezpudrowe

Zestaw odczynnikow
NextSeq 1000/2000 P2 (v3)

Zestaw odczynnikow
NextSeq 2000 P3

Dostawca

Ogolny dostawca
laboratoryjny

[llumina:

nr katalogowy: 20046811
(100 cykli)

nr katalogowy: 20046812
(200 cykli)

nr katalogowy: 20046813
(300 cykli)

[llumina:

nr katalogowy: 20046810
(50 cykili)

nr katalogowy: 20040559
(100 cykli)

nr katalogowy: 20040560
(200 cykli)

nr katalogowy: 20040561
(300 cykli)
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Cel

Ogodlne przeznaczenie.

Zawiera kasete odczynnikéw,
komore przeptywowg oraz
bufor do ponownego
Zzawieszania

NextSeq 1000/2000 RSB
zroztworem Tween 20 do
pojedynczego przebiegu.
Zgodny z systemami

NextSeq 1000 i NextSeq 2000.

Zawiera kasete odczynnikow,
komore przeptywowg oraz
bufor do ponownego
Zzawieszania

NextSeq 1000/2000 RSB
zroztworem Tween 20 do
pojedynczego przebiegu.
Kompatybilny wytgcznie

z sekwenatorem

NextSeq 2000.
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Materiat eksploatacyjny

Mikroprobowki, 1,5 ml

Koncdwki do pipety, 10 ul

Koncowki do pipety, 20

Koncéwki do pipety, 200 pi

Koncéwki do pipety, 1000 pl

[Opcjonalnie] PhiX Control v3

[Opcjonalnie] Reczniki
papierowe

Dostawca

Fisher Scientific, nr kat. 14-
222-158 lub réwnowazne
probdwki o zmniejszonym
przyleganiu prébki do
powierzchni

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Ogolny dostawca
laboratoryjny

OgdIny dostawca
laboratoryjny

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

[llumina, nr kat. FC-110-3001

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

Materiaty eksploatacyjne do konserwacji

Tabela 4 Materiaty eksploatacyjne do konserwacji

Materiat eksploatacyjny

Rekawice jednorazowe,
bezpudrowe

Wymienny filtr powietrza
NextSeq 1000/2000*

* Aparat jest dostarczany z jednym zainstalowanym i jednym zapasowym. W przypadkach nieobjetych gwarancja

Dostawca

Ogdlny dostawca
laboratoryjny

[llumina, nr kat. 20029759

Cel

Rozcienczanie bibliotek do
stezenia tadowania.

Rozcieniczanie bibliotek.

Rozciericzanie itadowanie
bibliotek.

Rozcienczanie bibliotek.

Przebijanie folii zbiorniczka na
biblioteke.

Wykonywanie przebiegow
tylko z biblioteka PhiX lub
roztworem specjalnym PhiX.

Suszenie kasety po kapieli
wodnej.

Cel

Ogdlne przeznaczenie.

Wymiana filtra powietrza co
6 miesiecy.

czesci zamienne sg dostarczane przez uzytkownika. Przechowywac w opakowaniu do momentu uzycia.
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Sprzet pomochiczy

Nalezy zakupi¢ nastepujgce wyposazenie na potrzeby sekwencjonowania.

Element Zrédto Cel

Zamrazarka, od -25°C do Ogdlny dostawca Przechowywanie kasety.

-15°C laboratoryjny

Pojemnik na l6d 0OgdIny dostawca Odktadanie bibliotek do
laboratoryjny momentu rozpoczecia

sekwencjonowania.

Pipeta, 10 ul Ogdlny dostawca Rozcieniczanie bibliotek do
laboratoryjny stezenia tadowania.
Pipeta, 20 pl 0OgdIny dostawca Rozcienczanie bibliotek do
laboratoryjny stezenia tadowania
ifadowanie bibliotek do
kasety.
Pipeta, 200 pl 0Ogdlny dostawca Rozcienczanie bibliotek do
laboratoryjny stezenia tadowania.
Chtodziarka, od 2°C do 8°C Ogdlny dostawca Przechowywanie komory
laboratoryjny przeptywowej lub rozmrazanie
kasety.
[Opcjonalnie] Jedna Rozmrazanie kasety.

z nastepujacych tazni

wodnych o kontrolowanej

temperaturze lub

odpowiednik utrzymujacy « Thermo Fisher Scientific,

temperature 25°C: nr katalogowy: TSCIR 35

e Thermo Scientific Precision
35L Circulating Water Bath
(miejsce na 5 kaset
jednoczesnie)

o SHEL LAB 22L Digital
Circulating Water Bath
(miejsce na 3 kasety
jednoczesnie)

e Shel Lab, nr katalogowy:
SWBC22
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Protokot

W niniejszej czesci podano instrukcje krok po kroku dotyczgce przygotowywania materiatow
eksploatacyjnych, rozcienczania bibliotek i konfigurowania przebiegu sekwencjonowania w jednym

z czterech trybow (w trybie Cloud (W chmurze), Hybrid (Hybrydowy) lub Local (Lokalny) z uzyciem
aplikacji DRAGEN lub platformy BaseSpace Sequence Hub albo w trybie Standalone (Autonomiczny),
ktory jest przebiegiem autonomicznym przeznaczonym do generowania danych cBCL wytgcznie na
potrzeby niestandardowych procedur analizy).

Podczas postugiwania sie odczynnikamiiinnymi substancjami chemicznymi nalezy nosi¢ okulary
ochronne, fartuch laboratoryjny i rekawice bezpudrowe.

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy sie upewni¢, ze wymagane materiaty eksploatacyjne
i wyposazenie sg na miejscu. Patrz: Materiaty eksploatacyjne i sprzet na stronie 24.

Nalezy postepowac zgodnie z protokotami w podanej kolejnosci, stosujgc podane objetosci,
temperatury i czasy trwania.

Zagadnienia dotyczgce sekwencjonowania

Przed rozpoczeciem protokotu nalezy sie zapoznac z ponizszymiinformacjami, aby przygotowac sie do
rozcienczania bibliotek i konfigurowania przebiegu. Osiggnigcie optymalnego stezenia tadowania jest
szczegodlnie wazne dla pomysinego sekwencjonowania i pomysinej analizy. Wprowadzenie prawidtowej
liczby cykli w odczycie pomaga zapewnic optymalne dane wyjsciowe.

Objetosé i stezenie tadowania

Objetosc¢ tadowania wynosi 20 ul. Stezenie tadowania waha sie w zaleznosci od typu biblioteki:

Typ biblioteki Stezenie tadowania (pM)
AmpliSeq™ for lllumina Library PLUS 750

[lumina DNA Prep 750

[llumina DNA Prep z Enrichment 1000

[llumina Stranded Total RNA z Ribo-Zero Plus 750

[lumina Stranded mMRNA Prep 750

[llumina DNA PCR-Free 1000

100 % PhiX 650

TruSeq DNA Nano 350 1200
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Typ biblioteki Stezenie tadowania (pM)
TruSeq DNA Nano 550 1500
TruSeq Stranded mRNA 1000

W przypadku innych rodzajéw bibliotek zalecane poczgtkowe stezenie tadowania wynosi 650 pM. To
stezenie nalezy zoptymalizowac¢ podczas kolejnych przebiegdw w celu okreslenia stezenia tadowania,
ktére umozliwia powtarzalne uzyskiwanie danych spetniajgcych wymagania specyfikacji.

n | W celu zoptymalizowania stezenia tadowania nalezy uzy¢ parametru % Loading Concentration
(Stezenie tadowania %) w pliku wyjSciowym PrimaryAnalysisMetrics.csv dostepnym po
zakonczeniu przebiegu. Jesli procentowe stezenie tadowania wynosi <95%, nalezy je zwiekszaé
w ciggu kolejnych przebiegdéw z krokiem co 100 pM.

Liczba cykli w odczycie

Whprowadzenie liczby cykli z przedziatu od 26 (minimum) do 151 (maksimum) dla kazdego odczytu
pomaga w utrzymaniu jakosci danych. Doktadna liczba cykli zalezy od badania. Oprogramowanie
sterujgce NextSeq 1000/2000 wymaga co najmniej 1 cyklu dla odczytu Read 1 (Odczyt 1), ale wyswietla
ostrzezenie, gdy liczba cykli w odczycie 1 jest mniejsza niz 26.

tgczna liczba cykli dla odczytu Read 1 (Odczyt 1), indeksu Index 1 (Indeks 1), indeksu Index 2 (Indeks 2)
oraz odczytu Read 2 (Odczyt 2) nie moze by¢ wieksza niz liczba cykli obstugiwanych przez zestaw plus
38 cykli w przypadku zestawdw 100-cyklowego i 200-cyklowego, a 27 cykli w przypadku zestawdéw P3
300-cyklowych. Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 wyswietla ostrzezenie, gdy indeks
Index 1 (Index 1) iindeks Index 2 (Index 2) majg przypisane wartosci ponizej 6 cykli. To ostrzezenie nie
zostanie wyswietlone, gdy dla indeksu Index 1 (Indeks 1) lub Index 2 (Indeks 2) zostanie wybrana
wartosé 0 cykili.

Minimalna i maksymalna liczba cykli uwzgledniajg dodatkowy cykl. Do zgdanej diugosci odczytu nalezy
zawsze dodac jeden cykl w celu skorygowania efektéw fazowania i fazowania wyprzedzajgcego.
Dtugosc¢ odczytu to liczba cykli sekwencjonowania w odczycie 1iodczycie 2, co nie obejmuje cykli
dodatkowych ani cykliindeksowania. Wiecej informaciji o korekcie fazowania zawiera czes$¢
Oprogramowanie Real-Time Analysis — procedura na stronie 61.

Przyktadowa konfiguracja przebiegu:

* W przypadku dtugosci odczytu 35 (odczyt pojedynczy) nalezy wprowadzi¢ wartos$¢ 36 w polu
Read 1 (Odczyt 1).

* W przypadku dtugosci odczytu 150 na odczyt (sekwencjonowanie w trybie sparowanych koncow)
wprowadzié¢ wartos$é 151w polu Read 1 (Odczyt 1) oraz warto$¢ 151 w polu Read 2 (Odczyt 2).
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Planowanie sekwencjonowania na platformie
BaseSpace Sequence Hub

Za pomoca narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na platformie
BaseSpace Sequence Hub mozna tworzy¢ i konfigurowac ustawienia przebiegu. Jesli przebieg jest
konfigurowany w trybie w chmurze lub hybrydowym, na karcie Planned Runs (Zaplanowane przebiegi)
nalezy wczytac konfiguracje tego przebiegu do listy zaplanowanych przebiegéw na koncie na
platformie BaseSpace Sequence Hub. Przebiegi dostepne do sekwencjonowania na sekwenatorach
NextSeq 1000 i NextSeq 2000 sg wyswietlane na karcie Planned Runs (Zaplanowane przebiegi).

W przypadku konfigurowania przebiegu w trybie lokalnym nalezy uzy¢ narzedzia Instrument Run Setup
(Konfiguracja przebiegu w aparacie), aby utworzy¢ i wyeksportowac arkusz probek w pliku o formacie
v2. Mozna réwniez zapoznac sie z cze$cig Ustawienia arkusza probek v2 na stronie 92, aby utworzy¢
arkusz probek bez platformy BaseSpace Sequence Hub, korzystajgc z udostepnionego szablonu.

Narzedzie Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na platformie BaseSpace
Sequence Hub nie obstuguje wiecej niz 1536 prébek.

Konfigurowanie przebiegu

1. Przej$é do platformy BaseSpace Sequence Hub.
2. Wprowadzié¢ swdj adres e-mail oraz hasto dostepu do platformy BaseSpace Sequence Hub,
a nastepnie wybrac opcje Sign In (Zaloguj).
Wybrac karte Runs (Przebiegi), a nastepnie wybracd liste rozwijang New Run (Nowy przebieg).
4. Wybrac opcje NextSeq1000/2000.
W polu Run Name (Nazwa przebiegu) wprowadzi¢ unikatowg nazwe zgodnie z preferencjami
w celu zidentyfikowania biezgcego przebiegu.
Nazwa przebiegu moze zawiera¢ maksymalnie 225 znakdw alfanumerycznych, spacji, kresek
i znakdéw podkreslenia.
6. Wybrad jedng z nastepujgcych lokalizacji analizy.
* BaseSpace - dane sekwencjonowania sg analizowane w chmurze.
* Local (Lokalnie) — dane sekwencjonowania sg analizowane w aparacie lub generowany jest
arkusz prébek v2 dla trybu lokalnego albo hybrydowego.
7. Wybrac¢ typ i wersje analizy.
Wiecej informacji o analizach wtdérnych zawiera czes$¢ Pliki wyjsciowe analizy wtérnej DRAGEN na
stronie 66 oraz dokumentacja aplikacji platformy BaseSpace Sequence Hub. Jesli wybrano analize
DRAGEN Single Cell RNA, nalezy sie zapoznac ze strong Products Files (Pliki produktu) dotyczaca
systemu NextSeq 1000/2000, ktéra zawiera informacje na temat zgodnosci zestawdw innych firm
do przygotowania biblioteki RNA z pojedynczych komorek.
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n | W przypadku analizy w aparacie wybrana wersja musi by¢ zgodna z wersjg
oprogramowania DRAGEN zainstalowang w aparacie. Aby sprawdzi¢ wersje
oprogramowania DRAGEN zainstalowang w aparacie, nalezy sie zapoznac¢ z czescig
Aktualizacje procedur ilicencji DRAGEN na stronie 82.

8. [Opcjonalnie] Skonfigurowac niestandardowe zestawy do indeksowania w sposdb opisany ponize;j.
W przypadku uzywania wiecej niz jednej biblioteki uzywane biblioteki muszg miec takie same
dtugosci odczytu indeksu.

a. Naliscie rozwijanej Index Adapter Kit (Zestaw adaptera indeksu) wybra¢ opcje Add Custom
Index Adapter Kit (Dodaj niestandardowy zestaw adaptera indeksu).

b. Wybrac typ szablonu, a nastepnie wprowadzi¢ nazwe zestawu, sekwencje adaptera, strategie
indeksowania oraz sekwencje indeksu.
Upewni¢ sie, ze sekwencje adaptera drugiego indeksowania (i5) majg orientacje do przodu.

c. Wybrac opcje Create New Kit (Utwdrz nowy zestaw).

9. [Opcjonalnie] Skonfigurowac zestawy do przygotowania biblioteki niestandardowej w sposéb
opisany ponizej.

a. Naliscie rozwijanej Library Prep Kit (Zestaw do przygotowania biblioteki) wybra¢ opcje Add
Custom Library Prep Kit (Dodaj zestaw do przygotowania biblioteki niestandardowej).

b. Wprowadzi¢ nazwe, typy odczytow, domysine cykle odczytéw oraz zgodne zestawy adaptera
indeksu na potrzeby zestawu do przygotowania biblioteki niestandardowe;j.

c. Wybrac opcje Create New Kit (Utwdrz nowy zestaw).

10. Wybraé nastepujgce ustawienia aparatu. W zaleznosci od zestawu do przygotowania biblioteki
zalecane opcje sg wybierane automatycznie. Niektére zestawy do przygotowania biblioteki maja
ustalone liczby odczytéw indeksdw oraz typy indekséw, ktdrych nie mozna zmienié.

* Zestaw do przygotowania biblioteki

* Zestaw adapteraindeksu

* Liczba odczytéw indeksu

* Typodczytu

¢ Liczba cykli sekwencjonowania na odczyt

n | Jeslidla zestawu do przygotowania biblioteki wybrano opcje Not Specified (Nie okreslono),
wowczas liczba odczytdéw indeksu nie jest aktualizowana do czasu wprowadzenia
sekwencjiindeksu do sekcji Sample Data (Dane prébek).

11. Wprowadzi¢ informacje o prébkach do arkusza Sample Data (Dane prébek), korzystajgc z jednej
z ponizszych opcji. W celu pogrupowania prébek na potrzeby agregacji danych podczas dalszej
analizy nalezy przypisa¢ nazwe grupie w kolumnie Project (Projekt).

*  Wybrac opcje Import Data (Importuj dane), a nastepnie wybrad arkusz probek. Nalezy sie
upewnié, ze arkusz probek spetnia wymagania dotyczgce formatowania. Patrz: Ustawienia
arkusza prébek v2 na stronie 92. Zmodyfikowanie arkusza prébek po jego poczgtkowym
pobraniu moze spowodowad niepowodzenie analizy.
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*  Whklei¢ identyfikatory prébek oraz pozycje dotkéw z ptytki indeksowania albo indeksy i7 ii5
bezposrednio z pliku zewnetrznego. Przed wklejeniem wprowadzi¢ liczbe wierszy préobek do
pola Rows (Wiersze), a nastepnie wybra¢ +. Identyfikatory prébek mogg zawieraé

maksymalnie 20 znakdéw alfanumerycznych, tgcznikéw i znakéw podkreslenia.

ﬂ | Ptytki indeksowania o statym uktadzie wymagajg wpiséw dotyczacych pozycji dotkdw.

Indeksy, ktore nie majg ustalonego uktadu, wymagajg indekséw i7 ii5. Indeksy i5 muszg
byé wprowadzane w orientacji do przodu.

* Recznie wprowadzi¢ identyfikatory prébek i powigzane pozycje dotkdw lub indeksy. Jesli dla
opcji zestawu do przygotowania biblioteki wybrano warto$¢ Not Specified (Nie okreslono),

wowczas nalezy wprowadzié¢ sekwencje indeksu 2 (i5) w orientacji do przodu.

12. Wybrac opcje Next (Dalej).

Konfigurowanie analizy wtornej

Nalezy skonfigurowac ustawienia dla typu analizy wybranej do przebiegu. Wiecej informaciji
o procedurach analizy DRAGEN zawiera cze$¢ Pliki wyjsciowe analizy wtdrnej DRAGEN na stronie 66.

lllumina DRAGEN BCL Convert

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN BCL Convert nalezy wykonac¢ ponizsze czynnosci.

1. Wprowadzi¢ nastepujgce ustawienia opcjonalne.

Ustawienie

AdapterRead1

AdapterRead?2

BarcodeMismatchesIindex1

BarcodeMismatcheslndex2

Opis
Sekwencja adaptera dla odczytu 1. Jesli uzywany
jest zestaw do przygotowania bibliotek firmy

lllumina, pole AdapterRead1 nalezy zostawic puste.

Sekwencja adaptera dla odczytu 2. Jesli uzywany
jest zestaw do przygotowania bibliotek firmy

[llumina, pole AdapterRead2 nalezy zostawic puste.

Liczba dozwolonych niedopasowan miedzy

pierwszym odczytem indeksu a sekwencjg indeksu.

Wartoscig domysing jest 1. Jesli kod kreskowy
wskazuje 6 bp, wéwczas zalecang wartoscig jest O.

Liczba dozwolonych niedopasowan miedzy drugim
odczytem indeksu a sekwencjg indeksu. Wartoscia
domysing jest 1. Jesli kod kreskowy wskazuje 6 bp,
wdwczas zalecang wartoscig jest 0.
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Ustawienie Opis

OverrideCycles Cigg uzywany do okreslania cykli UMI i cykli
maskowania w ramach odczytu. Dozwolone sg
nastepujgce wartosci:

o N-okresla cykle do zignorowania.

Y - okresla cykle sekwencjonowania.

o | —okresla cykle indeksowania.

o U -okresla cykle UMI do przyciecia.
Poszczegdline elementy sg oddzielone $rednikami.
Ponizej przedstawiono przyktadowe dane

wejsciowe dla pola OverrideCycles.
U8Y143;18;1I8,U8Y143
N10Y66;I6;N10Y66

Wybra¢, czy zostanie zapisana kopia plikow FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
woéwczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.
Wybraé jedng z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:
* gzip-plikiFASTQ sg zapisywane w formacie gzip.
* DRAGEN - pliki FASTQ sg zapisywane w formacie ora.
Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.

* Aby wysta¢ konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybra¢ opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegéw i bedg dostepne dla
systemdéw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.

* Aby zapisac¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek w formacie pliku v2, wybrac¢ opcje
Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz probek) z listy rozwijanej Submit Run (Przeslij
przebieg). W celu zainicjowania przebiegédw w systemach z uzyciem trybu lokalnego

wymagany jest arkusz probek. Ta opcja jest dostepna wytgcznie wéwczas, gdy jako
lokalizacje analizy wybrano opcje Local (Tryb lokalny).

llumina DRAGEN Enrichment

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN Enrichment nalezy wykona¢ ponizsze czynnosci.

1.

Wybra¢ genom referencyjny.

Jeslito mozliwe, uzy¢ genomu referencyjnego z mapowaniem alt aware.

Wybrac¢ plik *.bed zawierajgcy przewidywane regiony docelowe albo wczyta¢ nowy plik
niestandardowy.

Upewnic sie, ze genom referencyjny pliku BED pasuje do genomu referencyjnego wybranego
w kroku 1. W przypadku nowego niestandardowego pliku BED uzyé nastepujgcego formatu

nazewnictwa: nazwa panelu numer wersji.referencegenome.bed
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* Localmode (Tryb lokalny) - wybrac opcje Select Custom File (Local) (Wybierz plik
niestandardowy (lokalny)), aby przesta¢ plik dla pojedynczego przebiegu, albo opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)) w celu uzycia
wielokrotnego.

*  Cloud mode / Hybrid mode (Tryb w chmurze / Tryb hybrydowy) — wybra¢ opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)). Niestandardowy
plik BED jest dostepny wytgcznie w tej grupie roboczej, do ktérej zostat przestany.

Wybraé algorytm rozpoznawania wariantéw w linii zarodkowej lub w linii somatyczne;.

[Opcjonalnie] Jesli uzywany jest algorytm do rozpoznawania wariantéw w linii somatycznej, wybraé
plik szumu bazowego. Wiecej informacji zawiera czes$¢ Importowanie plikdw szumu bazowego na
stronie 19.

Wybraé format wyjsciowy mapy/dopasowania.

Wybraé, czy zostanie zapisana kopia plikdw FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
wowczas, jesli wybrano opcje zachowania plikdw FASTQ.
Wybrac jedng z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:
* gzip-plikiFASTQ sg zapisywane w formacie gzip.
* DRAGEN -pliki FASTQ sa zapisywane w formacie ora.
Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.

* Aby wysta¢ konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybra¢ opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegéw i bedg dostepne dla
systemdw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.

* Aby zapisa¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek w formacie pliku v2, wybra¢ opcje
Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz probek) z listy rozwijanej Submit Run (Przeslij
przebieg). Arkusz prébek i pliki pomocnicze analizy wtérnej zostang pobrane w folderze
* zip i bedg wymagane do zainicjowania przebiegdw w systemach uzywajgcych trybu
lokalnego. Ta opcja jest dostepna wytgcznie wéwczas, gdy jako lokalizacje analizy wybrano
opcje Local (Tryb lokalny).

llumina DRAGEN Germline

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN Germline nalezy wykonac¢ ponizsze czynnosci.

1.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Wybra¢ genom referencyjny.
Jeslito mozliwe, uzy¢ genomu referencyjnego z mapowaniem alt aware.

Wybrac¢ format wyjsciowy mapy/dopasowania.

Wybra¢, czy zostanie zapisana kopia plikow FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
woéwczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.
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4. Wybracjedng z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:
* gzip- plikiFASTQ sg zapisywane w formacie gzip.
* DRAGEN -pliki FASTQ sa zapisywane w formacie ora.
5. Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.
* Aby wysta¢ konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybra¢ opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegéw i bedg dostepne dla
systemdw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.
* Aby zapisa¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek w formacie pliku v2, wybra¢ opcje
Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz probek) z listy rozwijanej Submit Run (Przeslij
przebieg). Arkusz prébek i pliki pomocnicze analizy wtdrnej zostang pobrane w folderze
* zip i bedg wymagane do zainicjowania przebiegéw w systemach uzywajgcych trybu
lokalnego. Ta opcja jest dostepna wytgcznie woéwczas, gdy jako lokalizacje analizy wybrano
opcje Local (Tryb lokalny).

[llumina DRAGEN RNA

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN RNA nalezy wykona¢ ponizsze czynnosci.

1. Wybra¢ genom referencyjny.
Jeslito mozliwe, uzy¢ genomu referencyjnego bez mapowania alt aware.

Wybrac¢ format wyjsciowy mapy/dopasowania.

3. Woybra¢, czy zostanie zapisana kopia plikéw FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
woéwczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.

4. Wybrac jedng z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:
* gzip-plikiFASTQ sa zapisywane w formacie gzip.
* DRAGEN - pliki FASTQ sg zapisywane w formacie ora.
5. [Opcjonalnie] Przestac plik adnotacji RNA w formacie Gene Transfer Format (GTF).

* Localmode (Tryb lokalny) - wybrac opcje Select Custom File (Local) (Wybierz plik
niestandardowy (lokalny)), aby przesta¢ plik dla pojedynczego przebiegu, albo opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)) w celu uzycia
wielokrotnego.

* Cloud mode / Hybrid mode (Tryb w chmurze / Tryb hybrydowy) — wybra¢ opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)). Plik GTF jest
dostepny wytgcznie w tej grupie roboczej, do ktdrej zostat przestany.

Po przestaniu pliku GTF do grupy roboczej platformy BaseSpace Sequence Hub nalezy wybra¢ plik
adnotacji RNA z menu rozwijanego.

6. Wybraé, czy ma zostad wigczona ekspresja roznicowa.
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7. Jesliekspresja réoznicowa zostanie wigczona, wybracé wartosé kontrolng lub poréwnawczg dla
kazdej probki.

W kazdej grupie poréwnawczej dowolna prébka oznaczona jako kontrola jest poréwnywana ze
wszystkimi prébkami oznaczonymi jako poréwnawcze. Jesli taka probka nie zawiera wartosci
kontrolnej ani poréwnawczej, jako wartos$é nalezy wybraé na (nd.).

8. Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.

Aby wystac¢ konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybrac opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegdw i bedg dostepne dla
systemoéw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.

Aby zapisa¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek w formacie pliku v2, wybraé opcje
Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz prébek) z listy rozwijanej Submit Run (Przeslij
przebieg). Arkusz prébek i pliki pomocnicze analizy wtdrnej zostang pobrane w folderze
*.zip (jesli udostepniono opcjonalny plik GTF) i bedg wymagane do zainicjowania
przebiegdw w systemach uzywajgcych trybu lokalnego. Ta opcja jest dostepna wytgcznie
woéwczas, gdy jako lokalizacje analizy wybrano opcje Local (Tryb lokalny).

[llumina DRAGEN Single Cell RNA

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN Single Cell RNA nalezy wykona¢ ponizsze czynnosci.

1. Wybra¢ genom referencyjny.
Jeslito mozliwe, uzy¢ genomu referencyjnego bez mapowania alt aware.

2. [Opcjonalnie] Przesta¢ plik adnotacji RNA w formacie Gene Transfer Format (GTF).

Local mode (Tryb lokalny) — wybra¢ opcje Select Custom File (Local) (Wybierz plik
niestandardowy (lokalny)), aby przesta¢ plik dla pojedynczego przebiegu, albo opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)) w celu uzycia
wielokrotnego.

Cloud mode / Hybrid mode (Tryb w chmurze / Tryb hybrydowy) — wybra¢ opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)). Plik GTF jest
dostepny wylgcznie w tej grupie roboczej, do ktérej zostat przestany.

Po przestaniu pliku GTF do grupy roboczej platformy BaseSpace Sequence Hub nalezy wybraé plik
adnotacji RNA z menu rozwijanego.

Wybrac¢ format wyjsciowy mapy/dopasowania.

4. Wybrac, czy zostanie zapisana kopia plikéw FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
woéwczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.

5. Woybra¢ jedng z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:

gzip - pliki FASTQ sa zapisywane w formacie gzip.
DRAGEN - pliki FASTQ sg zapisywane w formacie ora.
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10.

1.

12.

Wybra¢ konfiguracje identyczng z konfiguracjg typu zestawu do przygotowania biblioteki.

Jesli jako zestaw do przygotowania biblioteki wybrano na przyktad zestaw Single Cell RNA Library
Kit 1, nalezy wybra¢ wartos¢ Type 1 (Typ 1) dla opcji Configuration Type (Typ konfiguraciji).
Wybra¢ odczyt kodu kreskowego.

[Opcjonalnie] Dokona¢ edyc;ji liczby nukleotyddéw w kodach kreskowych oraz w UMI. Te wartosci sg
wypetniane automatycznie na podstawie zestawu do przygotowania biblioteki oraz wybranego
typu konfiguraciji.

Wybra¢ orientacje nici.

[Opcjonalnie] Wybra¢ plik zawierajgcy sekwencje kodu kreskowego lub wczytaé nowy plik
niestandardowy.

Jesliuzywany jest typ konfiguracji Advanced (Zaawansowany) / Custom (Niestandardowy),
wprowadzi¢ wartosci dla liczby cykli zastgpien, pozycji kodu kreskowego oraz pozycji UMI.

Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.

* Aby wystac konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybrac opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegdw i bedg dostepne dla
systemoéw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.

* Aby zapisa¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek w formacie pliku v2, wybrac¢ opcje
Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz prébek) z listy rozwijanej Submit Run (Przeslij
przebieg). Arkusz prébek i pliki pomocnicze analizy wtérnej zostang pobrane w folderze
*.zip (jesli udostepniono opcjonalny plik GTF) i bedg wymagane do zainicjowania
przebiegdw w systemach uzywajgcych trybu lokalnego. Ta opcja jest dostepna wytgcznie
woéwczas, gdy jako lokalizacje analizy wybrano opcje Local (Tryb lokalny).

[llumina DRAGEN Amplicon

W celu skonfigurowania analizy lllumina DRAGEN Amplicon nalezy wykonac¢ ponizsze czynnosci.

1.
2.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Wybra¢ genom referencyjny.

Wybra¢ plik *.bed zawierajgcy przewidywane regiony docelowe albo wczytaé nowy plik
niestandardowy.

Upewnic sie, ze genom referencyjny pliku BED pasuje do genomu referencyjnego wybranego
w kroku 1. W przypadku nowego niestandardowego pliku BED uzyé nastepujgcego formatu

nazewnictwa: nazwa panelu numer wersji.referencegenome.bed.
*  Cloud mode / Hybrid mode (Tryb w chmurze / Tryb hybrydowy) — wybra¢ opcje Upload

Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)). Niestandardowy
plik BED jest dostepny wytgcznie w tej grupie roboczej, do ktérej zostat przestany.
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Local mode (Tryb lokalny) - wybrac opcje Select Custom File (Local) (Wybierz plik
niestandardowy (lokalny)), aby przesta¢ plik dla pojedynczego przebiegu, albo opcje Upload
Custom File (BaseSpace) (Przeslij plik niestandardowy (BaseSpace)) w celu uzycia
wielokrotnego.

Wybra¢ algorytm rozpoznawania wariantéw w linii zarodkowej lub w linii somatyczne;.

Wybrac¢ format wyjsciowy mapy/dopasowania.

[W przypadku trybu lokalnego] Wybra¢, czy zostanie zapisana kopia plikow FASTQ. Pliki FASTQ sg
generowane wytgcznie wowczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.

6. Wybraé, czy zostanie zapisana kopia plikéw FASTQ. Pliki FASTQ sg generowane wytgcznie
wowczas, jesli wybrano opcje zachowania plikéw FASTQ.

7. Wybra¢jedna z ponizszych opcji formatu wyjsciowego FASTQ:

gzip - pliki FASTQ sa zapisywane w formacie gzip.
DRAGEN - pliki FASTQ sg zapisywane w formacie ora.

8. Zakonczy¢ konfiguracje przebiegu.

Aby wystac¢ konfiguracje przebiegu do konta na platformie BaseSpace Sequence Hub,
wybrac opcje Submit Run (Przeslij przebieg). Przebiegi przestane do platformy BaseSpace
Sequence Hub pojawig sie na liscie zaplanowanych przebiegdéw i bedg dostepne dla
systeméw uzywajgcych trybu w chmurze lub hybrydowego.

[W przypadku trybu lokalnego] Aby zapisa¢ konfiguracje przebiegu jako arkusz prébek

w formacie pliku v2, wybra¢ opcje Export Sample Sheet (Eksportuj arkusz prébek) z listy
rozwijanej Submit Run (Przeslij przebieg). Arkusz probek i pliki pomocnicze analizy wtdrne;j
zostang pobrane w folderze *.zip i bedg wymagane do zainicjowania przebiegéw

w systemach uzywajgcych trybu lokalnego. Ta opcja jest dostepna wytgcznie woéwczas, gdy
jako lokalizacje analizy wybrano opcje Local (Tryb lokalny).

Rozmrazanie zapakowanej w torebke kasety i komory
przeptywowej

Ten etap dotyczy rozmrazania kasety w nieotwartej torebce i przygotowania komory przeptywowej.
Kasete zapakowang w torebke nalezy rozmrozié, stosujac jedng z trzech metod: kontrolowana taznia
wodna, lodéwka lub powietrze o temperaturze pokojowej. Kasety nalezy uzy¢ natychmiast po
rozmrozeniu bez ponownego zamrazania. Jesli kasety nie mozna uzy¢ bezposrednio po rozmrozeniu,
zapoznac sie z czescig Ponowne umieszczanie materiatow eksploatacyjnych w miejscu
przechowywania na stronie 87.
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Rysunek 4 Kaseta zapakowana w torebke

Rozmrazanie kasety w kontrolowanej tazni wodnej

1. Zatozyé nowag pare rekawic bezpudrowych i wyjg¢ kasete z miejsca przechowywania.

2. Wyja¢ kasete z pudetka, ale nie otwiera¢ srebrnej torebki foliowej.

Rozmrazanie rozerwanej lub przebitej torebki w tazni wodnej moze spowodowad niepowodzenie
sekwencjonowania. Zamiast tego nalezy rozmrazaé w temperaturze pokojowejlub w lodéwce.

3. Rozmrazaé kasete zapakowang w torebke w tazni wodnej o kontrolowanej temperaturze 25°C
przez 6 godzin:

Utrzymywac gteboko$é wody co najmniej 9,5-10 cm niezaleznie od ilo$ci rozmrazanych
kaset.

Ustawié temperature tazni wodnej na 25°C.
Etykiete torebki skierowad do gory w tazni wodnej i nie zanurzacd jej.
Nie podejmowac préb docigzenia kasety w celu jej zanurzenia. Jesli etykieta torebki nie

jest skierowana w gore lub kaseta obréci sie podczas rozmrazania, wptynie to negatywnie
na dane sekwencjonowania.

Nie przekracza¢ czasu 8 godzin w tazni wodne;j.

Jednoczesnie nie rozmrazaé wiecej kaset niz ilo$¢, jakg mozna zmiescié w tazni wodne;j.
Informacje o zgodnych akcesoriach tazni wodnej zawiera czes¢ Sprzet pomocniczy na
stronie 30.

Nie uktadac¢ kaset w stos.

4. Wyjac kasete ztazni wodnejiosuszyé¢ za pomoca recznikdw papierowych.
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Rozmrazanie kasety w lodowce

7.

Zatozy¢ nowe rekawice bezpudrowe.

Na dzien przed przewidywanym przebiegiem wyjg¢ kasete z miejsca przechowywania
w temperaturze od -25°C do -15°C.

Wyjaé kasete z pudetka, ale nie otwiera¢ srebrnej torebki foliowej.

Ustawic kasete w temperaturze pokojowej w taki sposéb, aby etykieta byta skierowana do géry,
a powietrze mogto owiewac boki i wierzch kasety.

Jesli etykieta torebki nie jest skierowana do gory, wptynie to niekorzystanie na dane
sekwencjonowania.

Rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez 6 godzin.

Ustawic¢ kasete w lodéwce w temperaturze od 2°C do 8°C w taki sposdb, aby etykieta byta
skierowana do gory, a powietrze mogto owiewac boki kasety.

Jesli etykieta torebki nie jest skierowana do gory, wptynie to niekorzystanie na dane
sekwencjonowania.

Rozmraza¢ w lodéwce przez 12 godzin. Nie przekracza¢ 72 godzin.

Rozmrazanie kasety w temperaturze pokojowej

1.
2.
3.
4.

5.

Zatozy¢ nowe rekawice bezpudrowe.
Wyja¢ kasete z miejsca przechowywania w temperaturze od -25°C do -15°C.
Wyja¢ kasete z pudetka, ale nie otwieraé srebrnej torebki foliowe;.

Ustawic¢ kasete w taki sposdb, aby etykieta byta skierowana do géry, a powietrze mogto owiewac
boki i wierzch kasety.

Jesli etykieta torebki nie jest skierowana do gory, wptynie to niekorzystanie na dane
sekwencjonowania.

Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej przez 9 godzin. Nie przekracza¢ 16 godzin.

Przygotowanie komory przeptywowej i kasety

1.

Przygotowac komore przeptywowg zgodnie z ponizszg instrukcjg.

Wyja¢ nowa komore przeptywowa z miejsca przechowywania w temperaturze od 2°C do 8°C.

b. Odtozyé nieotwarte opakowanie na 10-15 minut w miejsce o temperaturze pokojowej, aby
zapobiec skraplaniu, gdy komora przeptywowa bedzie wyjmowana z opakowania.
Przygotowanie komory przeptywowej po tym okresie oczekiwania zapewnia, ze osiggnie ona
temperature pokojowg we wiasciwym czasie.
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2. W przypadku stosowania metody rozmrazania w lodéwce:
a. Wyjagérozmrozong kasete z miejsca przechowywania w temperaturze od 2°C do 8°C.

b. Odtozyé kasete w nieotwartym opakowaniu w miejsce o temperaturze pokojowej na co
najmniej 15 minut przed sekwencjonowaniem. Nie przekraczac¢ 1 godziny.

Rozcienczanie bibliotek

Gdy stosowana jest denaturacja i rozcienczanie w aparacie, ten krok polega na rozcienczeniu bibliotek

do odpowiedniego stezenia tadowania. Opcjonalna 2% domieszka kontroli PhiX' umozliwia uzyskanie
dodatkowych pomiardow, zréznicowanie nukleotyddw albo kontrole dodatnig. W przypadku bibliotek

0 hizszym zrdznicowaniu nukleotyddw nalezy zwieksza¢ odsetek domieszki kontroli PhiX.

W przypadku recznego denaturowania i rozcieficzania bibliotek nalezy korzystac z Przewodnika
dotyczacego denaturacjii rozciericzania w sekwenatorach NextSeq 1000i 2000 (nr dokumentu:

71000000139235). Ten etap ma zastosowanie wytgcznie w przypadku denaturowania i rozcienczania

w aparacie.
Rozcienczanie biblioteki do stezenia 2 nM

1. [Opcjonalnie] Wyjg¢ zapas 10 nM kontroli PhiX z miejsca przechowywania w temperaturze od
-25°C do -15°C.

Kontrola PhiX jest wymagana wytacznie jako opcjonalna domieszka lub podczas przebiegu tylko

Z biblioteka PhiX.

2. [Opcjonalnie] Rozmrazac kontrole PhiX w temperaturze pokojowej przez 5 minut, a nastepnie
przeprowadzi¢ kwantyfikacje przy uzyciu metody opartej na fluorescenciji, takiej jak Qubit, aby

potwierdzi¢ stezenie kontroli PhiX.
Jesli kwantyfikacja jest niemozliwa, kontynuowad, stosujgc stezenie 10 nM.

3. Krétko wymieszad biblioteke lub kontrole PhiX przez worteksowanie, a nastepnie wirowacd
z przyspieszeniem 280 x g przez 1 minute.

4. Stosujgc bufor RSB z Tween 20 jako rozcienczalnik, przygotowac co najmniej 24 pl biblioteki
o stezeniu 2 nM w mikroprobdwce o zmniejszonym przyleganiu prébki do powierzchni.

Instrukcje dodawania domieszki kontroli PhiX zawiera cze$¢ Dodawanie kontroli PhiX (opcjonalnie)

na stronie 46.

5. Kroétko wymieszac przez worteksowanie, a nastepnie wirowac z przyspieszeniem 280 x g przez

1 minute.

TPhiX to niewielka, gotowa do uzycia biblioteka firmy lllumina, zapewniajgca zréwnowazona reprezentacje
nukleotyddw.
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Rozcienczanie biblioteki 2 nM do stezenia tadowania

1. W celu przygotowania 24 pl biblioteki rozcienczonej do odpowiedniego stezenia fadowania
potgczy¢ w mikroprobdwce o zmniejszonym przyleganiu prébki do powierzchni podane ponizej

objetosci:
Stezenie Objetosc¢ .
Objetos¢ bufora RSB
Typ biblioteki* tadowania biblioteki 2 nM e y
z Tween 20 (ul)
(pM) (3]
Ampliseq for lllumina 750 9 15
Library PLUS
[llumina DNA Prep 750 9 15
[llumina DNA Prep 1000 12 12
Z Enrichment
[lumina Stranded Total 750 9 15
RNA z Ribo-Zero Plus
[llumina Stranded mMRNA 750 9 15
Prep
[llumina 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

* W przypadku typow bibliotek spoza listy nalezy rozpoczaé od stezenia tadowania 650 pM i optymalizowad
stezenie w ciggu kolejnych przebiegdw.
W tej tabeli podano przyktadowe stezenia tadowania. System NextSeq 1000/2000 jest
kompatybilny ze wszystkimi zestawami firmy lllumina do przygotowywania biblioteki, ale optymalne
stezenia tadowania mogag sie réznic.
2. Krétko wymieszac przez worteksowanie, a nastepnie wirowac¢ z przyspieszeniem 280 x g przez
1Tminute.
3. Odtozy¢ na léd rozciericzong biblioteke do czasu, gdy wszystko bedzie przygotowane do
sekwencjonowania.
Biblioteki rozciericzone do stezenia fadowania nalezy poddac¢ sekwencjonowaniu tego samego
dnia, w ktérym zostaty rozcieficzone.
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4. Wykona¢ ponizsze czynnosci.
* W przypadku dodawania kontroli PhiX zapoznad¢ sie z czes$cig Dodawanie kontroli PhiX

(opcjonalnie) na stronie 46.

¢ Jeslinie jest dodawana kontrola PhiX albo wykonywany jest przebieg tylko z bibliotekg PhiX,
nalezy sie zapozna¢ z czescig Ladowanie materiatow eksploatacyjnych do kasety na stronie
46.

Dodawanie kontroli PhiX (opcjonalnie)

1. Podane ponizej objetosci potgczyé w mikroprobéwce o zmniejszonym przyleganiu prébki do
powierzchni w celu przygotowania 20 pl kontroli PhiX o stezeniu 1 nM:
*  PhiX10nM (2 pl)
* RSBzTween 20 (18 )

2. Krétko wymieszac przez worteksowanie, a nastepnie wirowac¢ z przyspieszeniem 280 x g przez
1Tminute.

3. Dodac 1l kontroli PhiX o stezeniu 1 nM do 24 pl biblioteki rozcieiczonej do ostatecznego stezenia
tadowania.
Dzigki tym objetosciom uzyskuje sie 2% domieszke kontroli PhiX. Rzeczywisty odsetek kontroli rézni
sie w zaleznosci od jakosci i ilosci biblioteki.

4. Odtozy¢ na bok biblioteke z domieszka kontroli PhiX do czasu, gdy wszystko bedzie przygotowane
do sekwencjonowania.
Sekwencjonowanie bibliotek z domieszkg kontroli PhiX nalezy przeprowadzi¢ tego samego dnia,
gdy zostaty rozciericzone.

tadowanie materiatéw eksploatacyjnych do kasety

W ramach tego etapu kaseta jest przygotowywana do sekwencjonowania przez zmieszanie
odczynnikéw, ktérymi jest wstepnie napetniona, oraz zatadowanie rozcieficzonych bibliotek i komory
przeptywowe;.

Przygotowanie kasety

1. Otworzyc torebke kasety, rozdzierajgc jg lub przecinajgc nozyczkamiod gérnego karbu z dowolne;j
strony.

2. Wyjgé kasete z torebki. Wyrzucié¢ torebke i Srodek osuszajgcy.
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3. Wymieszad odczynniki, odwracajgc kasete 10 razy.
Podczas odwracania elementy wewnetrzne moga grzechotad, co jest zjawiskiem normalnym.

tadowanie komory przeptywowej

1. Otworzy¢ opakowanie ze srebrnej folii, rozdzierajgc je lub przecinajgc nozyczkami od gérnego
naciecia w dowolng strone.
Jeslikomory przeptywowej nie mozna uzy¢ od razu, zapoznac sie z czescig Ponowne umieszczanie
materiatow eksploatacyjnych w miejscu przechowywania na stronie 87.

2. Wyjg¢ komore przeptywowa z opakowania.
Odtozyé na bok opakowanie foliowe i Srodek osuszajgcy na wypadek, gdyby konieczne byto
ponowne umieszczenie komory przeptywowej w miejscu przechowywania. Srodek osuszajacy
znajduje sie w woreczku na dnie opakowania foliowego. Te elementy nalezy wyrzuci¢, gdy
rozpocznie sie sekwencjonowanie.

3. Przytrzymac komore przeptywowa za szary uchwyt, kierujgc etykiete do gory.
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4. Popchnaé, aby wprowadzi¢ komore przeptywowa do szczeliny z przodu kasety.
Styszalne kliknigcie wskazuje, ze komora przeptywowa znalazta sie w potozeniu docelowym. Po
prawidtowym zatadowaniu szary uchwyt wystaje z kasety.

5. Pociggnac¢ do tytu i wyjaé szary uchwyt, aby odstoni¢ komore przeptywowa. Umiesci¢ uchwyt
w pojemniku do recyklingu.

tadowanie bibliotek

1. Za pomocg nowej koncowki pipety P1000 przebié zbiornik na biblioteke i odsung¢ folie w kierunku
krawedzi w celu powiekszenia otworu.

2. Wyrzuci¢ koncéwke pipety, aby zapobiec zanieczyszczeniu.
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3. Natozy¢ 20 ul rozciericzonej biblioteki na dno zbiornika, powoli obnizajgc koncéwke pipety do dna

zbiornika przed dozowaniem. Nie dotykac folii.

Inicjowanie sekwencjonowania

Ten etap powoduje zainicjowanie sekwencjonowania w jednym z czterech trybdw:

Cloud mode (Tryb w chmurze) — przebieg jest wybierany z listy planowanych przebiegow

w oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000. Podczas sekwencjonowania dane cBCL sg
przesytane do platformy BaseSpace Sequence Hub. Po sekwencjonowaniu nastepuje
automatyczne uruchomienie rozwigzania DRAGEN na platformie BaseSpace Sequence Hub.

Hybrid mode (Tryb hybrydowy) — przebieg jest wybierany z listy planowanych przebiegéw

w oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000. Po sekwencjonowaniu analiza w aparacie
rozpoczyna sie automatycznie. Dane cBCL i pliki wyjSciowe analizy wtérnej DRAGEN sg zapisywane
w wybranym folderze wyjsciowym.

Local mode (Tryb lokalny) — arkusz prébek w pliku w formacie v2 jest recznie importowany do
oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000. Po sekwencjonowaniu analiza w aparacie
rozpoczyna sie automatycznie. Dane cBCL i pliki wyjsciowe analizy wtérnej DRAGEN sg zapisywane
w wybranym folderze wyjsciowym. Jesli wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage
(Ustuga Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie), analiza moze by¢ réwniez
inicjowana za posrednictwem aplikacji platformy BaseSpace Sequence Hub po zakonczeniu
sekwencjonowania.

Standalone mode (Tryb autonomiczny) — nalezy skonfigurowac przebieg zgodnie z instrukcjami
w oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000, aby wygenerowac dane cBCL.

Otwarcie ostony podczas wstepnych testéw kontrolnych lub przebiegu moze skutkowacd
niepowodzeniem przebiegu.
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A | Podczas otwierania lub zamykania ostony nalezy trzymac rece z dala od aparatu, aby unikngé¢
obrazen.

Inicjowanie przebiegu w chmurze lub hybrydowego

1. Skonfigurowac tryb przebiegu zgodnie z opisem podanym w czesci Konfiguracja trybu przebiegu na
stronie 20.

Wybrac opcje Start (Uruchom).

3. Wprowadzi¢ swoje dane logowania do platformy BaseSpace Sequence Hub, a nastepnie wybraé
opcje Sign In (Zaloguj).

4. W przypadku wyboru opcji Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive,
monitorowanie przebiegu i przechowywanie) wybrac¢ grupe roboczg zawierajgca przebieg

utworzony za pomoca harzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na
platformie BaseSpace Sequence Hub.

W celu unikniecia bteddéw konieczne jest wybranie grupy roboczej. Przed wykonaniem dalszych
czynnosci upewnié sie, ze wybrano grupe robocza.

5. Wybra¢ opcje Next (Dalej).

6. Wybrac przebieg.

Potwierdzié¢, czy analiza, dtugosé przebiegu i wersja analizy wtérnej sg zgodne z przebiegiem.
W analizie zostanie wyswietlona informacja Cloud_ w celu wskazania, ze analiza odbywa sie na
platformie BaseSpace Sequence Hub.

Wybra¢é opcje Review (Przeglad).

9. [Opcjonalnie] Wprowadzi¢ lokalizacje niestandardowego startera odczytu i niestandardowego
startera indeksowania.

Informacje na temat przygotowywania i dodawania starteréw niestandardowych zawiera
Przewodnik dotyczgcy starterdw niestandardowych NextSeq 1000 i 2000 (nr dokumentu:
7000000139569). Odwiedzi¢ strone poswiecong zgodnym produktom dla uzywanego zestawu do
przygotowania biblioteki, aby sprawdzi¢, czy konieczne sg niestandardowe startery lllumina.

10. [Opcjonalnie] Wybradé procedure niestandardowg. Wiecej informacji zawiera czes¢
Sekwencjonowanie w cyklu ciemnym na stronie 108.

Jesliuzywane jest oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3 oraz zestaw lllumina
Stranded Total RNA Prep z Ribo-Zero Plus lub zestaw lllumina Stranded mRNA Prep, wéwczas
wymagany protokét niestandardowy jest wybierany automatycznie.

11. [Opcjonalnie] Aby recznie rozciericzy¢ i denaturowac biblioteki, usung¢ zaznaczenie pola wyboru
Denature and Dilute On Board (Denaturacja i rozciefczanie w aparacie). Patrz: Przewodnik
dotyczacy denaturacjii rozciericzania bibliotek w sekwenatorach NextSeq 1000 i 2000
(nr dokumentu: 1000000139235).

Wybdr domysiny jest skonfigurowany w ustawieniach oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000.
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12. [Opcjonalnie] W celu zmiany folderu wyjsciowego wybra¢ pole Output Folder (Folder wyjsciowy)
i wprowadzi¢ nowg lokalizacje.
Pole Output Folder (Folder wyjsciowy) zostanie automatycznie wypetnione z ustawiefh domysinych
i bedzie wymagane, chyba ze wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie).
Jesli wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie), wéwczas dla opcji Save to BaseSpace Sequence Hub (Zapis na
platformie BaseSpace Sequence Hub) wyswietlana jest wartos¢ Enabled (Wtgczone).
Jesli wybrano opcje Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive i monitorowanie przebiegu),
wowczas dla opcji Save to BaseSpace Sequence Hub (Zapis na platformie BaseSpace Sequence
Hub) wyswietlana bedzie wartos¢ Disabled (Wytgczone).

13. Sprawdzi¢ informacje o przebiegu i wybrac¢ opcje Prep (Przygotowanie).

Inicjowanie przebiegu lokalnego

1. Skonfigurowac tryb przebiegu zgodnie z opisem podanym w czesci Konfiguracja trybu przebiegu na

stronie 20.
2. Wybrac opcje Start (Uruchom).

3. Jesliwybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie) lub opcje Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive
i monitorowanie przebiegu), wprowadzi¢ dane logowania do platformy BaseSpace Sequence Hub
i wybra¢ opcje Sign In (Zaloguj).

4. W przypadku wyboru opcji Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive,
monitorowanie przebiegu i przechowywanie) wybrac¢ grupe roboczg platformy BaseSpace
Sequence Hub, w ktérej zostanie zapisany przebieg, a nastepnie wybrac opcje Next (Dalej).

W celu uniknigcia btedéw konieczne jest wybranie grupy roboczej. Przed wykonaniem dalszych
czynnosci upewnié sie, ze wybrano grupe robocza.

5. Wybra¢ opcje Choose... (Wybierz...) w obszarze Start With Sample Sheet (Zacznij z arkuszem
prébek), a nastepnie przejs¢ do lokalizacji arkusza probek w formacie v2 w aparacie
NextSeq 1000/2000, na dysku przenosnym lub zainstalowanym dysku sieciowym. Nazwy plikdow
arkuszy probek nie moga zawieraé znakéw specjalnych.
Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3 automatycznie wykrywa wersje
rozwigzania DRAGEN z arkusza prébek i w razie potrzeby wyswietlany jest monit o zmiane wersiji.
Dana wersja rozwigzania DRAGEN musi by¢ zainstalowana w systemie. Informacje o instalac;ji
zawiera czesé Aktualizacje oprogramowania na stronie 81.

* Instrument Run Setup Used (Uzyto konfiguracji przebiegu w aparacie) — wybrac folder .zip
zawierajgcy arkusz probek v2 oraz pliki pomocnicze (jesli dotyczy). W przeciwnym wypadku
wybrac arkusz prébek v2.
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10.

* Instrument Run Setup Not Used (Nie uzyto konfiguracji przebiegu w aparacie) - upewnic sie,
ze plik pomocniczy analizy wtdérnej znajduje sie w tym samym katalogu, co arkusz probek v2.

| Wybrany arkusz probek musi mie¢ formatowanie v2. W celu utworzenia arkusza prébek v2 nalezy
pobraé¢ wygenerowany arkusz prébek z narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu
w aparacie) na platformie BaseSpace Sequence Hub albo przeprowadzi¢ edycje szablonu
arkusza prébek v2, ktéry jest dostepny na stronie pomocy dotyczacej systemu
NextSeq 1000/2000. Wiecej informacji o formatowaniu i wymaganiach dotyczacych arkusza
probek v2 zawiera cze$¢ Ustawienia arkusza probek v2 na stronie 92. Upewnidé sie, ze
jakiekolwiek pliki, do ktérych odwotuje sie arkusz prébek, znajdujg sie w tym samym folderze, co
arkusz prébek.

Wybra¢ opcje Review (Przeglad).

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ lokalizacje niestandardowego startera odczytu i niestandardowego
startera indeksowania.

Informacje na temat przygotowywania i dodawania starteréw niestandardowych zawiera
Przewodnik dotyczgcy starterdw niestandardowych NextSeq 1000 i 2000 (nr dokumentu:
7000000139569). Odwiedzi¢ strone poswiecong zgodnym produktom dla uzywanego zestawu do
przygotowania biblioteki, aby sprawdzi¢, czy konieczne sg niestandardowe startery lllumina.

[Opcjonalnie] Wybra¢ procedure niestandardowg. Wiecej informacji zawiera czesé
Sekwencjonowanie w cyklu ciemnym na stronie 108.

Jesliuzywane jest oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3 oraz zestaw lllumina
Stranded Total RNA Prep z Ribo-Zero Plus lub zestaw lllumina Stranded mRNA Prep, wéwczas
wymagany protokét niestandardowy jest wybierany automatycznie.

[Opcjonalnie] Aby recznie rozcienczyc i denaturowac biblioteki, usung¢ zaznaczenie pola wyboru
Denature and Dilute On Board (Denaturacja i rozciefczanie w aparacie). Patrz: Przewodnik
dotyczacy denaturacjii rozciericzania bibliotek w sekwenatorach NextSeq 1000 i 2000

(nr dokumentu: 1000000139235).

Wybdr domysiny jest skonfigurowany w ustawieniach oprogramowania sterujgcego

NextSeq 1000/2000.

[Opcjonalnie] W celu zmiany folderu wyjsciowego wybrac¢ pole Output Folder (Folder wyjsciowy)

i wprowadzié¢ nowg lokalizacje.

Pole Output Folder (Folder wyjsciowy) zostanie automatycznie wypetnione z ustawier domysinych
i bedzie wymagane, chyba ze wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie).

Jesli wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie), wéwczas dla opcji Save to BaseSpace Sequence Hub (Zapis na
platformie BaseSpace Sequence Hub) zostanie wyswietlona wartos¢ Enabled (Wigczone).

Jesli wybrano opcje Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive i monitorowanie przebiegu),
woéwczas dla opcji Save to BaseSpace Sequence Hub (Zapis na platformie BaseSpace Sequence
Hub) wyswietlana bedzie wartos¢ Disabled (Wytgczone).
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1.

Sprawdzi¢ informacje o przebiegu i wybrac¢ opcje Prep (Przygotowanie).

Inicjowanie przebiegu autonomicznego

1.

Skonfigurowacd tryb przebiegu zgodnie z opisem podanym w czesci Konfiguracja trybu przebiegu na
stronie 20.

Wybrac opcje Start (Uruchom).

Jesliwybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie) lub opcje Proactive and Run Monitoring (Ustuga Proactive

i monitorowanie przebiegu), wprowadzi¢ dane logowania do platformy BaseSpace Sequence Hub
i wybrac opcje Sign In (Zaloguj).

W przypadku wyboru opciji Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive,
monitorowanie przebiegu i przechowywanie) wybracé grupe roboczg platformy BaseSpace
Sequence Hub, w ktérej zostanie zapisany przebieg, a nastepnie wybrac opcje Next (Dalej).
Wybra¢ opcje Set Up New Run (Skonfiguruj nowy przebieg).

W polu Run Name (Nazwa przebiegu) wprowadzi¢ unikatowg nazwe zgodnie z preferencjami

w celu zidentyfikowania biezgcego przebiegu.

Nazwa przebiegu moze zawieraé znaki alfanumeryczne, kreski, mysiniki i znaki podkreslenia.

Dla ustawienia Read Type (Typ odczytu) wybra¢ liczbe odczytédw sekwencjonowania do
przeprowadzenia:

¢ Single Read (Pojedynczy odczyt) — przeprowadzenie jednego odczytu, co jest prostszg
i szybszg opcja.
* Paired End (Sparowane korice) — przeprowadzenie dwdch odczytéw, czego skutkiem jest
generowanie danych o wyzszej jakosci, umozliwiajgcych doktadniejsze dopasowanie.
Wprowadzi¢ liczbe cykli do wykonania w kazdym odczycie:

Nie istnieje maksymalna liczba cykliindeksowania, ale suma cykli odczytu i cykliindeksowania musi
by¢ mniejsza niz liczba cykli wskazana na etykiecie kasety powiekszona o 27.

Read 1 (Odczyt 1) - wprowadzi¢ wartosc od 1 do 151 cykli.

Index 1 (Indeks 1) — wprowadzi¢ liczbe cykli dla startera Index 1 (i7) (Indeks 1 (i7)).W przypadku
przebiegu tylko z bibliotekg PhiX wprowadzi¢ wartos¢ 0 do obu pdl indeksu.

Index 2 (Indeks 2) — wprowadzi¢ liczbe cykli dla startera Index 2 (i5) (Indeks 2 (i5)).

Read 2 (Odczyt 2) — wprowadzi¢ maksymalnie 151 cykli. Ta wartosé jest zwykle taka sama jak wartosé
Read 1 (Odczyt 1).

9.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Jesli wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie
przebiegu i przechowywanie), wybra¢ opcje Choose... (Wybierz...), aby zaimportowac arkusz
probek.
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10.

1.

12.

13.

14.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3 automatycznie wykrywa wersje
rozwigzania DRAGEN z arkusza prébek i w razie potrzeby wyswietlany jest monit o zmiane wersiji.
Dana wersja rozwigzania DRAGEN musi by¢ zainstalowana w systemie. Informacje o instalacji
zawiera czesé Aktualizacje oprogramowania na stronie 81.

| Wybrany arkusz prébek musi mieé¢ formatowanie v2. W celu utworzenia arkusza prébek v2 nalezy
pobra¢ wygenerowany arkusz prébek z narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu
w aparacie) na platformie BaseSpace Sequence Hub albo przeprowadzi¢ edycje szablonu
arkusza prébek v2, ktory jest dostepny na stronie pomocy dotyczgcej systemu
NextSeq 1000/2000. Wiecej informacji o formatowaniu i wymaganiach dotyczacych arkusza
probek v2 zawiera czesé Ustawienia arkusza probek v2 na stronie 92. Upewnic sig, ze
jakiekolwiek pliki, do ktérych odwotuje sie arkusz prébek, znajdujg sie w tym samym folderze, co
arkusz prébek.

[Opcjonalnie] Wprowadzi¢ lokalizacje niestandardowego startera odczytu i niestandardowego
startera indeksowania.

Informacje na temat przygotowywania i dodawania starteréw niestandardowych zawiera
Przewodnik dotyczacy starterdw niestandardowych NextSeq 1000 i 2000 (nr dokumentu:
71000000139569). Odwiedzi¢ strone poswigecong zgodnym produktom dla uzywanego zestawu do
przygotowania biblioteki, aby sprawdzié, czy konieczne sg niestandardowe startery lllumina.

[Opcjonalnie] Wybra¢ procedure niestandardowg. Wiecej informacji zawiera czesé
Sekwencjonowanie w cyklu ciemnym na stronie 108

[Opcjonalnie] Aby recznie rozcieniczy¢ i denaturowac biblioteki, usung¢ zaznaczenie pola wyboru
Denature and Dilute On Board (Denaturacja i rozciericzanie w aparacie). Patrz: Przewodnik
dotyczgcy denaturacjii rozciericzania bibliotek w sekwenatorach NextSeq 1000i 2000

(nr dokumentu: 1000000139235).

Wybdr domysiny jest skonfigurowany w ustawieniach oprogramowania sterujgcego

NextSeq 1000/2000.

[Opcjonalnie] W celu zmiany folderu wyjsciowego wybra¢ pole Output Folder (Folder wyjsciowy)
i wprowadzi¢ nowg lokalizacje.

Pole Output Folder (Folder wyjsciowy) zostanie automatycznie wypetnione z ustawien domysinych
i bedzie wymagane, chyba ze wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga
Proactive, monitorowanie przebiegu i przechowywanie).

Wybrad opcje Prep (Przygotuj).
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tadowanie materiatéw eksploatacyjnych do aparatu
1. Upewnic sig, ze kaseta zostata wczesniej rozmrozona i odwrdécona 10 razy w celu wymieszania
przed zatadowaniem komory przeptywowej (po wyjeciu szarego uchwytu) i rozcieficzonej biblioteki.
2. Wybrac opcje Load (Zataduj).
Oprogramowanie NextSeq 1000/2000 otworzy ostone i wysunie tace.

3. Umiesci¢ kasete na tacy w taki sposdb, aby etykieta byta skierowana do géry, a komora
przeptywowa znajdowata sie wewnatrz aparatu. Wepchng¢ kasete, az zablokuje sie w gniezdzie.

4. Wybrac opcje Close (Zamknij), aby wsung¢ kasete i zamkng¢ ostone.
Po okoto 3 minutach oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 wyswietliinformacje
z zeskanowanych materiatéw eksploatacyjnych.

5. [Opcjonalnie] Wybra¢ opcje Eject Cartridge (Wysun kasete), aby wyjg¢ kasete.
Ostona otworzy sie po 1 minucie, a kaseta zostanie wysunieta.

6. Wybrac opcje Sequence (Sekwencja).

Wstepne testy kontrolne

Wstepne testy kontrolne obejmujg kontrole aparatu, po ktérej nastepuje kontrola uktadu
przeptywowego. Podczas kontroli uktadu przeptywowego nastepuje przebicie uszczelek kasety, czemu
towarzyszy odgtos 3-4 trzasnie¢ dobiegajgcy z aparatu. Jest to normalne zjawisko. Nastepnie
odczynnik przeptywa przez komore przeptywowa.

Od momentu rozpoczecia testu uktadu przeptywowego nie mozna juz ponownie uzy¢ materiatow
eksploatacyjnych.

1. Poczekac okoto 15 minut na zakoriczenie wstepnych testdw kontrolnych.
Przebieg rozpocznie sie automatycznie po ich pomysinym zakornczeniu.

2. W przypadku wystgpienia btedu podczas kontroli aparatu wybrac¢ opcje Retry (Pondéw préobe), aby
ponownie wykonad test kontrolny.
Podczas kontroli wyswietlany jest animowany okrgg postepu.
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3. Informacje na temat usuwania powtarzajgcych sie btedéw zawiera czes¢ Usuwanie komunikatow
o btedach na stronie 86.

Monitorowanie postepu przebiegu

1. Monitorowac postep i dane przebiegu w miare ich wyswietlania na ekranie Sequencing
(Sekwencjonowanie).

* Estimated run completion (Szacowane zakonczenie przebiegu) — przyblizona data i godzina
zakonczenia przebiegu. Parametr szacunkowego czasu trwania przebiegu wymaga
10 wczesniejszych przebiegdw w celu wyliczenia doktadnego czasu trwania przebiegu.

* Average %Q30 (Srednie %$Q30) — uéredniona warto$¢ procentowa rozpoznan nukleotydéw
z wynikiem jakos$ciowym =30.

* Projected Yield (Prognozowany uzysk) — oczekiwana liczba nukleotyddw rozpoznanych
podczas przebiegu.

* Total Reads PF (Laczna liczba przebiegdw PF) - liczba klastrow ze sparowanymi koricami (jesli
dotyczy), ktére przechodzg przez filtr (w milionach).

* Real Time Demux (Demultipleksowanie w czasie rzeczywistym) — status demultipleksowania
zainicjowanego na poczgtku odczytu Read 2, po zakoniczeniu cykliRead 1, Index Tilndex 2.
Status bedzie wyswietlany jako Complete (Zakonczone), nawet jesli cykle indeksowania nie
zostaty wykonane. Parametr niedostepny w przypadku przebiegdéw przeprowadzanych
w trybie w chmurze.

* Real Time Alignment (Dopasowanie w czasie rzeczywistym) — status dopasowania odczytu
Read 1 zainicjowanego na poczatku odczytu Read 2, po zakonczeniu cykli Read 1, Index 1
i Index 2. Parametr niedostepny w przypadku przebiegdéw przeprowadzanych w trybie
w chmurze.

Dane dotyczgce wartosci Q30 i uzysku pojawiaja sie po cyklu 26 (okoto 6 godzin po rozpoczeciu
przebiegu).

2. Aby monitorowac procesy przebiegu, wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie
wybra¢ opcje Process Management (Zarzgdzanie procesem).

3. Abyanulowac¢ przebieg, wybra¢ opcje End Run (Zakoncz przebieg). Wiecejinformacji o anulowaniu
przebiegdw zawiera czes¢ Anulowanie przebiegu na stronie 87.

4. Wytadowa¢ materiaty eksploatacyjne z aparatu. Kasete nalezy wyja¢ z aparatu w ciggu 3 dni.

Wytadowywanie materiatow eksploatacyjnych

1. Po zakonczeniu sekwencjonowania wybra¢ opcje Eject Cartridge (Wysun kasete).
Oprogramowanie wysunie zuzytg kasete z aparatu.
Wyijgé kasete z tacy.

3. Wyjaé komore przeptywowg z kasety.
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4. Zutylizowac komore przeptywowa, ktéra zawiera elementy elektroniczne, zgodnie z odpowiednimi

7.

normami obowigzujgcymi w regionie.

[Opcjonalnie] Wyja¢ zatyczke odptywu znajdujgca sie pod logo lllumina z boku kasety nad
odpowiednim zbiornikiem (np. nad zlewem albo pojemnikiem na ptynne odpady niebezpieczne),
ustawiajgc zatyczke poziomo lub kierujgc jg w dét z dala od twarzy. Odprowadzi¢ do zbiornika
zuzyte odczynniki zgodnie z odpowiednimi normami obowigzujgcymi w regionie. Czas oprézniania
jest zalezny od wielkosci kasety, jesli automatyczne czyszczenie odczynnikdw nie jest wigczone.

Ten zestaw odczynnikow zawiera potencjalnie niebezpieczne substancje chemiczne.
Wdychanie, potknigcie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowaé uszczerbek na zdrowiu.
Nalezy nosi¢ wyposazenie ochronne, w tym ochrone oczu, rekawiczki oraz fartuch
laboratoryjny odpowiednie do ryzyka narazenia. Zuzyte odczynniki nalezy traktowac jako
odpady chemiczne i utylizowa¢ je zgodnie z odpowiednimi przepisami regionalnymi,
krajowymi i lokalnymi. Dodatkowe informacje dotyczgce ochrony srodowiska, zdrowia

i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki dostepna na stronie
support.illumina.com/sds.html.

Zutylizowac kasete odczynnikow.

Ptukanie aparatu po zakoriczeniu przebiegu nie jest wymagane, poniewaz elementy uktadu
przeptywowego sg usuwane wraz z kaseta.

Wybrac¢ Close Door (Zamknij drzwiczki), aby ponownie zatadowac tace i powréci¢ do ekranu
gtéwnego.

Oprogramowanie automatycznie ponownie zataduje tace, a czujniki potwierdzg usuniecie kasety.

Czyszczenie tacy na kasete

Czyszczenie tacy na kasete jest wymagane wytgcznie woéwczas, gdy wyciekt na nig odczynnik.

1.

2
3.
4

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Wyjac kasete z aparatu.
Zatozy¢ nowg pare rekawic bezpudrowych i wszelkie inne dodatkowe elementy odziezy ochronnej.
Rozpyli¢ na $ciereczke 10% roztwér wybielacza.

Wytrzed tace na kasete Sciereczkg, a nastepnie natychmiast usungcé roztwér wybielacza, uzywajac
$ciereczki z mocnego materiatu.
Jesli wybielacz nie zostanie natychmiast usuniety, spowoduje odbarwienie tacy na kasete.

Rozpyli¢ 70% roztwdr etanolu na tace na kasete i natychmiast go usunagé, uzywajac sciereczki
z mocnego materiatu.

Ustawic tace na kasete z powrotem w pozycji tadowania.
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Dane wyjsciowe sekwencjonowania

W niniejszym rozdziale opisano oprogramowanie Real-Time Analysis, ktore stuzy do rozpoznawania

nukleotyddw, przypisywania wynikdéw jakosciowych i generowania danych wyjsciowych. Informacje

zawarte w tym rozdziale utatwiajg poznanie réznych typow plikow wyjsciowych oraz ich lokalizacji po
przebiegu.

Oprogramowanie Real-Time Analysis - omowienie

W sekwenatorach NextSeq 1000 i NextSeq 2000 dziata oprogramowanie RTA3, ktdére jest
implementacjg oprogramowania Real-Time Analysis na silniku Compute Engine (CE) aparatu.
Oprogramowanie RTA3 wyodrebnia natezenia z obrazéw otrzymanych z kamery, przeprowadza
rozpoznawanie nukleotydow, przypisuje wynik jakosciowy do rozpoznan nukleotyddéw, dopasowuije je
do kontroli PhiX, a nastepnie raportuje dane w plikach InterOp w celu wyswietlania w oprogramowaniu
sterujgcym aparatu.

W celu optymalizacji czasu przetwarzania oprogramowanie RTA3 zapisuje informacje w pamieci.
W przypadku przerwania pracy oprogramowania RTA3 przetwarzanie nie jest wznawiane, a dane
kazdego przebiegu przetwarzane w pamigci zostajg utracone.

RTA3 - dane wejsciowe

Na potrzeby przetwarzania oprogramowanie RTA3 wymaga obrazéw ptytek w lokalnej pamieci
systemu. Oprogramowanie RTA3 otrzymuje informacje o przebiegu oraz polecenia z oprogramowania
sterujgcego.

RTA3 - dane wyjsciowe

Obrazy poszczegolnych kanatéw kodowanych kolorem sg przekazywane w pamigci do
oprogramowania RTAS3 jako ptytki. Na podstawie tych obrazéw oprogramowanie RTA3 generuje
zestaw plikdw rozpoznan nukleotydow z oceng jakosciowa oraz plikdw filtréw. Wszystkie pozostate
dane wyjsciowe sg pomocniczymi plikami wyjsciowymi.

Typ pliku Opis
Pliki rozpoznan Kazda przeanalizowana ptytka jest uwzgledniana w skonkatenowanym
nukleotyddw pliku rozpoznan nukleotyddw (*.cbcl). Ptytki z tego samego pasma

i powierzchni sg umieszczane zbiorczo w jednym pliku *.cbcl dla danego
pasma i powierzchni.
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Typ pliku Opis

Pliki filtrow Kazda ptytka generuje plik filtru (*.filter), ktory okresla, czy klaster
przechodzi przez filtry.

Pliki lokalizaciji Pliki lokalizaciji klastréw (*.locs) zawierajg wspotrzedne X, Y wszystkich

klastrow klastrow w ptytce. Plik lokalizacji klastréw jest generowany dla kazdego
przebiegu.

Pliki wyjsciowe sg uzywane do dalszejanalizy w oprogramowaniu DRAGEN oraz na platformie
BaseSpace Sequence Hub.

Usuwanie btedéw
Oprogramowanie RTA3 tworzy pliki dziennika i zapisuje je w folderze Logs. Btedy sg zapisywane w pliku
tekstowym w formacie *.log.

Nastepujgce pliki dziennikdw sg przesytane do koricowej lokalizacji danych wyjsciowych pod koniec
przetwarzania:

info 00000.log-zawiera podsumowanie zdarzen waznych dla przebiegu.
error_00000.log — zawiera liste bteddw, jakie wystgpity podczas przebiegu.

warning_00000.log - zawiera liste ostrzezen, jakie wystgpity podczas przebiegu.

Ptytki komory przeptywowej

Ptytki sg niewielkimi obszarami obrazowania w komorze przeptywowej. Kamera rejestruje jeden obraz
na ptytke.

Komora przeptywowa NextSeq 1000/2000 P2 zawiera tgcznie 132 ptytki. Komora przeptywowa
NextSeq 1000/2000 P3 zawiera fgcznie 264 ptytki.

Tabela 5 Ptytki komory przeptywowej

Komora Komora

Element przeptywowa przeptywowa

komory Opis

T NextSeq NextSeq

1000/2000 P2 1000/2000 P3

Pasma 1 2 Pasma réznig sie pod wzgledem
optycznym, ale nie stanowig
oddzielnych kanatéw w uktadzie
przeptywowym.
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Komora
Element
przeptywowa

komory

rzeptywowej NextSeq
£ 1000/2000 P2
Powierzchnie 2
Zbiory 6
w pasmie
Ptytki na zbior 1
taczna liczba 132
generowanych
ptytek

Nazewnictwo ptytek

Komora
przeptywowa
NextSeq
1000/2000 P3

2

1

264

Opis

Komory przeptywowe P2 iP3 sg
obrazowane na dwodch
powierzchniach — gérneji dolnej.
Gorna powierzchnia ptytki jest
obrazowana jako pierwsza.

Zbidr to kolumna w pasmie komory
przeptywowej.

Ptytka jest czescig zbioru, ktéra
przedstawia obrazowany obszar
komory przeptywowej.

taczna liczba ptytek jest wynikiem
réwnania: pasma x powierzchnie x
zbiory x ptytki na zbiér.

Nazwa ptytkijest czterocyfrowg liczbg, ktéra reprezentuje pozycje ptytki w komorze przeptywowej. Na
przyktad nazwa ptytki 1205 oznacza powierzchnie gorng, zbidr 2, ptytke 05.

Pierwsza cyfra reprezentuje powierzchnie: 1oznacza gérng powierzchnig, a 2 oznacza dolng

powierzchnie.

Druga cyfra reprezentuje numer zbioru: 1, 2, 3, 4, 5lub 6.

Ostatnie dwie cyfry reprezentujg numer ptytki. W przypadku numerdw zbioru 1-4 numeracja zaczyna
sie od 01 przy wylotowym koncu komory przeptywowej, a konczy sie na 11 przy koncu wlotowym.
W przypadku numerdw zbioru 5-6 numeracja zaczyna sie od 01 przy wlotowym koncu, a konczy sie

na 11 przy koricu wylotowym.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.

60



Instrukcja obstugi sekwenatora NextSeq 1000 i 2000

Oprogramowanie Real-Time Analysis — procedura

Rejestracja Rejestracja lokalizacji poszczegdlnych klastrow w uporzgdkowanej
komorze przeptywowej.

Okreslanie Okreslenie wartosci intensywnosci dla kazdego klastra.
intensywnosci
Korekta fazowania Korekta efektéw fazowania i fazowania wyprzedzajgcego.
Rozpoznawanie Okreslenie rozpoznan nukleotyddéw dla kazdego klastra.

nukleotydow

Ocena jakosciowa Przypisanie wyniku jakos$ciowego do kazdego rozpoznania nukleotydu.
Rejestracja

Rejestracja dopasowuje obraz do obréconej kwadratowej macierzy nanodotkdw w uporzgdkowanej
komorze przeptywowej. Ze wzgledu na uporzgdkowany uktad nanodotkéw wspétrzedne XiY dla
poszczegdlnych klastrow w ptytce sg wstepnie okreslone. Dla kazdego przebiegu pozycje klastréw sg
zapisywane w pliku lokalizacji klastrow (s.locs).

Jeslirejestracja sie nie powiedzie dla ktéregokolwiek z obrazéw w cyklu, w danym cyklu nie zostang
utworzone zadne rozpoznania nukleotydow w ramach tej ptytki. Aby zidentyfikowac obrazy, dla ktérych
rejestracja sie nie powiodta, nalezy uzyé przegladarki Sequencing Analysis Viewer.

Okreslanie intensywnosci

Po rejestracji nastepuje etap okreslania intensywnosci, w ramach ktérego obliczana jest warto$é
intensywnosci dla kazdego nanodotka na danym obrazie. W przypadku niepowodzenia rejestracji nie
mozna okresli¢ intensywnosci dla danej ptytki.

Korekta fazowania

Podczas reakcji sekwencjonowania kazda ni¢ DNA w klastrze wydtuza sie o jeden nukleotyd na cykl.
Fazowanie i fazowanie wyprzedzajgce wystepuja, gdy ni¢ znajdzie sie poza faza, w ktdrej przebiega
biezacy cykl dotgczania.

Fazowanie wystepuje, gdy dochodzi do opdznienia o jedng zasade.

Fazowanie wyprzedzajgce wystepuje, gdy dochodzi do wyprzedzenia o jedng zasade.
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Rysunek 5 Fazowanie i fazowanie wyprzedzajgce
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A. 0Odczyt z nukleotydem na etapie fazowania.
B. Odczyt z nukleotydem na etapie fazowania wyprzedzajgcego.

Oprogramowanie RTA3 koryguje efekty fazowania i fazowania wyprzedzajgcego, co pozwala
zmaksymalizowac¢ jakos¢ danych w kazdym cyklu podczas przebiegu.

Rozpoznawanie nukleotydow

Rozpoznawanie nukleotyddw okresla zasade azotowg (A, C, G lub T) dla kazdego klastra danej ptytki
w okreslonym cyklu. Sekwenatory NextSeq 1000 i NextSeq 2000 wykorzystujg sekwencjonowanie
dwukanatowe, ktére wymaga tylko dwdch obrazéw, aby zakodowa¢ dane dla czterech zasad
azotowych DNA - jednego z kanatu zielonego i jednego z kanatu niebieskiego.

Brak rozpoznania jest identyfikowany jako N. Brak rozpoznan nastepuje wtedy, gdy klaster nie
przechodezi filtru, rejestracja konczy sie niepowodzeniem albo klaster przesunat sie poza obraz.

Intensywnosci dla kazdego klastra sg okres$lane na podstawie obrazéw niebieskich i zielonych,

a nastepnie sg ze sobg poréwnywane, co powoduje uzyskanie czterech odrebnych populacji. Kazda
populacja odpowiada zasadzie azotowej. Proces rozpoznawania nukleotyddéw okresla populacje, do
ktérej nalezy kazdy klaster.

Tabela 6 Rozpoznawanie nukleotyddéw w sekwencjonowaniu dwukanatowym

Kanat Kanat .
Zasada ) L. Wynik

Zielony niebieski

A 1 1 Klastry, ktore wykazujg intensywnosé zaréwno

(obecna) (obecna) w kanale zielonym, jak i niebieskim.
C 0 1 Klastry, ktére wykazujg intensywnosé wytgcznie
(nieobecna) (obecna) w kanale niebieskim.
G 0 0 Klastry, ktore nie wykazujg intensywnosci w znanej

(nieobecna) (nieobecna) lokalizacji klastra.

T 1 0 Klastry, ktére wykazujg intensywnos$¢ wytgcznie
(obecna) (nieobecna) w kanale zielonym.
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Rysunek 6 Wizualizacja pozioméw intensywnosci klastrow

n | Kolory poszczegdlnych klastrow korelujg z wykresem %Base w przeglgdarce Sequence
Analysis Viewer (SAV) oraz z danymi przebiegu wedtug cyklu na platformie BaseSpace
Sequence Hub. Korelacja kolorystyczna z kanatem zielonym i niebieskim nie jest zamierzona.

Klastry przechodzgce przez filtr

Podczas przebiegu oprogramowanie RTA3 umozliwia odfiltrowanie nieprzetworzonych danych w celu
usuniecia odczytéw, ktdre nie osiggajg progu jakosci danych. Klastry naktadajgce sie i niskiej jakosci sg
usuwane.

W przypadku analizy dwukanatowej oprogramowanie RTA3 wykorzystuje system oparty o populacje,
aby okresli¢ czystosé (pomiar czystosci intensywnosci) rozpoznania nukleotydu. Klastry przechodzg
przez filtr (PF), gdy nie wiecej niz jeden rozpoznany nukleotyd w pierwszych 25 cyklach ma czystos¢
ponizej ustalonego progu. Dopasowanie kontroli PhiX (jesli jest stosowana) przeprowadza sie

w cyklu 26 na podzestawie ptytek dla klastrow, ktére przeszty przez filtr. Klastry, ktdére nie przechodzg
przez filtr, nie sg poddawane rozpoznawaniu nukleotyddw ani dopasowywane.

Wyniki jakosciowe

Wynik jakosciowy okresla prawdopodobienstwo rozpoznania niewtasciwego nukleotydu. Wyzszy wynik
jakosciowy wskazuje, ze rozpoznanie nukleotydu ma wyzszg jakos¢ i wieksze prawdopodobieristwo
poprawnosci. Po okresleniu wynikow jakosciowych sg one zapisywane w plikach rozpoznan
nukleotyddéw (*.cbcl).

Pomiar jakosci stanowi zwiezty sposéb komunikacji prawdopodobienstwa wystgpienia niewielkich
bteddw. Wyniki jakosciowe sg wyswietlane jako Q(X), gdzie X jest wynikiem. W ponizszej tabeli
przedstawiono relacje miedzy wynikiem jakosciowym i prawdopodobiefstwem btedu.
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Wynik jakosciowy Q(X) Prawdopodobienstwo biedu

Q40 0,0001 (1 na 10 000)
Q30 0,001 (1 na 1000)
Q20 0,01 (1 na 100)

Q10 0,1(1na10)

Ocena jakosciowa i raportowanie

W ramach oceny jakosciowej dla kazdego rozpoznania nukleotydu obliczany jest zbiér wartosci
prognostycznych, ktére nastepnie sg uzywane w celu wyszukania wyniku jakosciowego w tabeli
jakosci. Tabele jakosci zostaty utworzone w celu zapewnienia optymalnej doktadnosci prognostycznej
oceny jakosciowej przebiegdw wygenerowanych w okreslonej konfiguracji platformy do
sekwencjonowania oraz metody oznaczania.

n | Wynik jako$ciowy jest obliczany na podstawie zmodyfikowanej wersji algorytmu Phred.

W celu wygenerowania tabeli jakosci dla sekwenatorow NextSeq 1000 i NextSeq 2000 ustalono trzy
grupy rozpoznan nukleotyddw na podstawie klastrowania swoistych cech predykcyjnych. Po
pogrupowaniu rozpoznan nukleotydéw metodag doswiadczalng obliczono sredni odsetek bteddw dla
kazdej z trzech grup, a nastepnie w tabeli jakosci zarejestrowano odpowiednie wyniki jako$Sciowe wraz
z cechami predykcyjnymi skorelowanymi z konkretng grupa. W rezultacie w przypadku
oprogramowania RTA3 mozliwe sg tylko trzy wyniki jakos$ciowe, ktére reprezentujg sredni odsetek
btedoéw grupy (Uproszczone wyniki jakosciowe w oprogramowaniu RTA3 na stronie 65). W ujeciu
ogdlnym wyniki sg uproszczone, jednak metoda ta zapewnia bardzo doktadng ocene jakosci. Trzy
grupy w tabeli jakosci odpowiadajg rozpoznaniom nukleotyddow o jakosci marginalnej (<Q15), Sredniej
(~Q20) i wysokiej (>Q30), a ponadto przypisuje sie im swoiste wyniki — odpowiednio 12, 23i 37.
Dodatkowo wynik null wynoszacy 2 jest przypisywany w przypadku braku rozpoznania. Taki model
raportowania wynikéw jakosciowych zmniejsza wymagania dotyczgce ilosci przestrzeni dyskowe;j

i przepustowosci, a nie wptywa na doktadnos$¢ ani wydajnosé.
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Rysunek 7 Uproszczone wyniki jakosciowe w oprogramowaniu RTA3

RTAS3

Dane sekwenciji

v

Tabela jakosci

Metryka 1 Metryka 2 Metryka 3 Metryka 4 Metryka 5
0 1 3 3.2 0
862 915 0,5 0,9 0
2125 2178 0,05 0,06 1
3256 3309 0,05 0,07 !
v

Wyniki jakosciowe

2|12 [ 28| 37

Pliki wyjsciowe sekwencjonowania

Typ pliku

Skonkatenowane
pliki rozpoznan
nukleotyddéw

Pliki lokalizacji
klastrow

Pliki filtrow

Opis, lokalizacja i nazwa pliku

W skonkatenowanym pliku rozpoznanh nukleotyddéw uwzgledniany jest kazdy
przeanalizowany klaster, przy czym klastry sg grupowane do jednego pliku
na cykl, pasmo i powierzchnie. Plik zbiorczy zawiera skonkatenowane
rozpoznania nukleotyddw oraz zakodowang ocene jakosciowg dla kazdego
klastra. Skonkatenowane pliki rozpoznan nukleotydow sg wykorzystywane
przez platforme BaseSpace Sequence Hub lub bcl2fastqg2.
Data/Intensities/BaseCalls/L001/C1.1

Llpasmo] [powierzchnia].cbcl-naprzyktadL001 1.cbcl

W przypadku kazdej komory przeptywowej binarny plik lokalizacji klastra
zawiera wspétrzedne XY dla klastréw w ptytce. Heksagonalny uktad zgodny
z uktadem nanodotkdéw komory przeptywowej wstepnie definiuje
wspotrzedne.

Data/Intensities

s [pasmo].locs

Plik filtra okresla, czy klaster przeszedt przez filtry. Pliki filtrow sg tworzone
podczas cyklu 26 z uzyciem 25 cykli danych. Dla kazdej ptytki tworzony jest
jeden plik filtra.

Data/Intensities/BaseCalls/L001

s [pasmo] [pitytkal.filter
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Typ pliku Opis, lokalizacja i nazwa pliku

Pliki InterOp Binarne pliki sprawozdawcze mogg by¢ wyswietlane w aparacie
w oprogramowaniu sterujgcym aparatu albo poza aparatem w przegladarce
SAV lub na platformie BaseSpace Sequence Hub. Pliki InterOp s3
aktualizowane przez caty czas trwania przebiegu.
Folder InterOp

Plik informacji Zawiera nazwe przebiegu, liczbe cykli w poszczegodlnych odczytach,

0 przebiegu informacje, czy odczyt jest odczytem indeksu, a takze liczbe zbiordw i ptytek
w komorze przeptywowej. Plik informacji o przebiegu jest tworzony na
poczatku przebiegu.

[Folder gidéwny],RunInfo.xml

Pliki wyjsciowe analizy wtérnej DRAGEN

Platforma DRAGEN Bio-IT analizuje dane wyjsciowe sekwencjonowania w aparacie z wykorzystaniem
jednego z ponizszych protokotéw analizy.

BCL Convert
Germline

RNA
Enrichment
Single CellRNA
DNA Amplicon

W tej czesci podano informacje o poszczegdinych procedurach DRAGEN, w tym na temat plikéw
wyjsciowych. Oprécz generowania plikow wtasciwych dla poszczegdlnych procedur rozwigzanie
DRAGEN udostepnia rowniez parametry analizy w pliku <nazwa prébki>.metrics.json orazraporty

opisane w czesci Procedura DRAGEN BCL Convert na stronie 72. Wiecej informacji o aplikacji DRAGEN

mozna znalezé na stronie pomocy technicznej platformy DRAGEN Bio-IT.

Wszystkie procedury DRAGEN obstugujg dekompresje wejsciowych plikéw BCL oraz kompresje
wyjéciowych plikéw BAM/CRAM.

Uwagi dotyczgce plikdw wyjsciowych:

W przypadku procedur Germline, RNA, Enrichment i DNA Amplicon wykonywanych w ramach
analizy w aparacie pliki BAM nie sg przekazywane do platformy BaseSpace Sequence Hub, jesli

wybrano opcje Proactive, Run Monitoring and Storage (Ustuga Proactive, monitorowanie przebiegu

i przechowywanie).
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Procedura DRAGEN Enrichment

Procedura DRAGEN Enrichment obstuguje ponizej wymienione funkcje. W przypadku uzywania
rozwigzania DRAGEN w wersji 3.7 lub nowszej obstugiwany jest zaréwno tryb linii zarodkowej, jak i tryb
linii somatycznej (tylko guz).

* Demultipleksowanie prébki

* Mapowanie i dopasowanie, w tym sortowanie i oznaczanie duplikatéw
* Rozpoznawanie wariantow matych

* Rozpoznawanie wariantéw strukturalnych

Aby wykonad rozpoznawanie wariantéw, plik *.bed musi by¢ uwzgledniony w arkuszu prébek lub musi
zostad okreslony za pomocg narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na
platformie BaseSpace Sequence Hub. Rozpoznawanie wariantéw strukturalnych jest przeprowadzane
wytgcznie w przypadku odczytéw w trybie sparowanych koncéw i trybie linii zarodkowe;j.

Jesliuzywana jest aplikacja DRAGEN Enrichment w wersji 3.8 lub nowszej, nalezy wprowadzi¢ plik
szumu bazowego, aby poprawié¢ wydajnos¢ w trybie linii somatycznej. Patrz: Importowanie plikdw
szumu bazowego na stronie 19.

W wyniku tej procedury generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Element Typ Nazwa pliku wyjsciowego
Mapowanie/dopasowanie BAM lub CRAM o <nazwa_prébki>.bam lub

o <nazwa_prébki>.cram
Rozpoznawanie wariantéw  VCF igVCF* o <nazwa_prébki>.hard-filtered.gvcf.gz
matych e <nazwa_probki>.hard-filtered.vcf.gz
Rozpoznawanie wariantéow  VCF e <nazwa_prébki>.sv.vcf.gz

strukturalnych

* Pliki wyjsciowe gVCF sg dostepne wytgcznie dla trybu linii zarodkowe;j.

Procedura DRAGEN Germline

Procedura DRAGEN Germline obstuguje nastepujgce funkcje:

* Demultipleksowanie prébki

* Mapowanie i dopasowanie, w tym sortowanie i oznaczanie duplikatow

* Rozpoznawanie wariantéw matych

* Rozpoznawanie wariantéw strukturalnych w przypadku odczytédw w trybie sparowanych korncow

* Rozpoznawanie polimorfizmu liczby kopii na potrzeby genomdw ludzkich
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* |dentyfikacja ekspansji powtdrzen na potrzeby genomoéw ludzkich
* |dentyfikacja regionéw homozygotycznosci na potrzeby genoméw ludzkich
* [Oprogramowanie DRAGEN w wersji 3.8 lub nhowszej] Wykrywanie CYP2D6

Rozpoznawanie wariantdéw strukturalnych jest przeprowadzane wytgcznie w przypadku odczytéow
w trybie sparowanych koncow.

W wyniku tej procedury generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Element Typ Nazwa pliku wyjsciowego
Mapowanie/dopasowanie BAM lub CRAM e <nazwa_prébki>.bam lub

e <nazwa_prébki>.cram
Rozpoznawanie wariantéw  VCF igVCF e <nazwa_prébki>.hard-filtered.gvcf.gz
matych o <nazwa_probki>.hard-filtered.vcf.gz
Algorytm rozpoznawania VCF e <nazwa_prébki>.sv.vcf.gz

wariantéw strukturalnych

Polimorfizm liczby kopii VCF e <nazwa_probki>.cnv.vcf.gz
Ekspansja powtdérzen VCF o <nazwa_prébki>.repeats.vcf.gz
Regiony CSVIiBED e <nazwa_probki>.roh_metrics.csv
homozygotycznosci e <nazwa_proébki>.roh.bed
Wykrywanie CYP2D6 TSV e <nazwa_probki>.cyp2d6.tsv

Procedura DRAGEN DNA Amplicon

Ta procedura DRAGEN obstuguje nastepujgce funkcje:

* Demultipleksowanie prébki

* Mapowanie i dopasowanie, w tym sortowanie i oznaczanie duplikatéw

* Rozpoznawanie wariantéw matych w trybie linii zarodkowej lub linii somatycznej

Aby wykonac rozpoznawanie wariantéw, plik *.bed musi by¢ uwzgledniony w arkuszu prébek lub musi
zostad okreslony za pomocg narzedzia Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie) na
platformie BaseSpace Sequence Hub.

W wyniku tej procedury generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Element Typ Nazwa pliku wyjsciowego
Mapowanie/dopasowanie BAM lub CRAM o <nazwa_prébki>.bam lub

e <nazwa_prébki>.cram
Rozpoznawanie wariantéw  VCF igVCF* o <nazwa_prébki>.hard-filtered.gvcf.gz
matych o <nazwa_probki>.hard-filtered.vcf.gz
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Procedura DRAGEN RNA

* Pliki wyjsciowe gVCF sg dostepne wytacznie dla trybu linii zarodkowe;j.

Procedura DRAGEN RNA obstuguje nastepujgce funkcje:

Demultipleksowanie prébki

Mapowanie i dopasowanie, w tym sortowanie i oznaczanie duplikatéw

Wykrywanie fuzji gendéw

Kwantyfikacja transkryptow

[Oprogramowanie DRAGEN w wersji 3.8 lub nowszej] Réznicowa ekspresja gendw

Aby wygenerowac pliki wyjsciowe, nalezy okresli¢ plik GTF w arkuszu probek lub upewnic sie, ze
domysiny plik genes.gtf. gz istnieje w genomie referencyjnym.

W wyniku tej procedury generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Element

Mapowanie/dopasowanie

Wykrywanie fuzji genéw

Typ

BAM lub CRAM

Zwykly tekst

Kwantyfikacja transkryptéw  Zwykty tekst
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Nazwa pliku wyjsciowego

<nazwa_probki>.bam
lub
<nazwa_probki>.cram

<nazwa_
probki>.fusion_
candidates.preliminary

<nazwa_

probkis>.fusion_
candidates.final

nazwa_
prébki.quant.genes.sf

nazwa_probki.quant.sf

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.

Opis

Dane wyjsciowe
dopasowania zgodne
ze specyfikacjami
SAM.

o Kandydaty do fuzji
przed
zastosowaniem
filtrow.

o Kandydaty do fuzji
po zastosowaniu
filtréw.

o Wyniki kwantyfikacji
transkryptow na
poziomie gendw.

o Wszystkie wyniki
kwantyfikacji
transkryptow.
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Element Typ

Ekspresja réznicowa PNG

Nazwa pliku wyjsciowego  Opis

Zapoznac sie z ponizsza W celu

tabelg plikdw wygenerowania

wyjsciowych ekspres;ji plikow wyjsciowych

réznicowej. nalezy skonfigurowad
poréwnanie

w arkuszu prébek.

Gdy wigczona jest funkcja ekspresiji réznicowej, generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Nazwa pliku

Control_vs_Comparison.differential_
expression_metrics.csv

Control_vs_
Comparison.genes.counts.csv

Control_vs_
Comparison.genes.heatmap.png

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Zawiera wyniki analizy ekspresji réznicowe;j.

Zawiera opis liczby odczytéw mapowanych na
poszczegolne geny dla kazdej prébki w grupie
kontrolneji pordwnawcze;.

Mapa cieplna ekspresji gendéw podlegajgcych
ekspresji roznicowej dla probek w grupie kontrolnej
i poréwnawczej. Ta mapa przedstawia wytgcznie
geny podlegajgce ekspresji réznicowej ze
skorygowang wartoscig P <0,05. Jesli liczba gendw
podlegajgcych ekspresji réznicowej jest wieksza
niz 30, wéwczas uzywanych jest pierwszych

30 genodw podlegajgcych takiej ekspresiji. Jesli nie
nastgpi konwersja DESeq1 lub jesli nie ma gendw
podlegajgcych ekspresji rdznicowej, wowczas plik nie
zostanie wygenerowany.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Nazwa pliku Opis
Control_vs_ Zawiera rézne wartosci stosunku ekspresji genéw
Comparison.genes.ma.png wyrazone jako funkcja sredniej intensywnosci

sygnatu. W celu zaprezentowania réznic w pomiarach
przeprowadzonych w dwdch probkach tworzony jest
wykres wartosci, na ktérym dane sg przeksztatcane
w skale M (wskaznik logarytmiczny) i skale A
(Srednia). Wykres MA pokazuje wielokrotnos¢ zmian
(log2), ktére mozna przypisac konkretnej zmiennej

w sredniej znormalizowanych zliczen ze wszystkich
prébek. Jesli skorygowana wartosé P jest mniejsza
niz 0,1, punkty maja kolor czerwony. Punkty, ktére nie
nalezg do tego okna, sg widoczne na wykresie jako
trojkaty otwarte. Trojkaty wskazujgce do gory
reprezentujg dodatnig wielokrotnos¢ zmian (log).
Trojkaty wskazujgce w doét reprezentujg ujemna
wielokrotnosé zmian (log).

Control_vs_ Na wykresie wyswietlane sg dwa pierwsze elementy
Comparison.genes.pca.png gtéwne, ktére odpowiadajg za wiekszos¢ zmiennosci.

Control_vs_Comparison.genes.res.csv  Zawiera wyniki analizy DESeq2, ktére obejmuja
ekspresje srednig, log2 (wielokrotnos¢ zmian), btagd
standardowy log2, wartos¢ P, skorygowang wartos¢ P
oraz status ekspresji poszczegodlnych genow.

Control_vs_ Zawiera wyniki regularyzowanych zliczen po
Comparison.genes.rlog.csv transformacji logarytmicznej obliczone w ramach
analizy DESeq2.

Procedura DRAGEN Single Cell RNA

Ta procedura DRAGEN obstuguje nastepujgce funkcje:

* Demultipleksowanie prébki

* Mapowanie i dopasowanie, w tym sortowanie i oznaczanie duplikatow
* Klasyfikowanie komérek i genéw

Aby wygenerowac pliki wyjsciowe, nalezy okresli¢ plik GTF w arkuszu prébek lub upewnic sie, ze
domysiny plik genes.gtf. gz istnieje w genomie referencyjnym.

W wyniku tej procedury generowane sg ponizej opisane pliki wyjsciowe.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL
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Element Typ Nazwa pliku wyjsciowego
Mapowanie/dopasowanie BAM lub CRAM e <nazwa_prébki>.bam lub

e <nazwa_prébki>.cram
Klasyfikacja TSV, CSViMTX o <nazwa_probki>.scRNA.barcodeSummary.tsv
komodrek/genow e <nazwa_proébki>.scRNA.genes.tsv

o <nazwa_probki>.scRNA.matrix.mtx

Raporty z analiz HTML <nazwa_probki>.dragen.scrna-report.*.html

Procedura DRAGEN BCL Convert

Procedura DRAGEN BCL Convert wykorzystuje dane BCL wygenerowane z sekwencjonowania oraz
informacje z arkusza probek w celu wygenerowania pliku FASTQ dla kazdej probki. Plik FASTQ ma
nazwe w nastepujgcym formacie: <nazwa proébki>.fastqg.gz.

Ta procedura generuje nastepujgce raporty:

Element Typ Nazwa pliku wyjsciowego
Demultipleksowanie CsVv o Demultiplex_Stats.csv
Parametry adaptera Csv o Adapter_Metrics.csv

Btedy multipleksowania CSv » Index_Hopping_Counts.csv
Pierwsze nieznane kody CSv e Top_Unknown_Barcodes.csv
kreskowe

Raport statystyk demultipleksowania

Raport statystyk demultipleksowania zawiera informacje o liczbie odczytéw przejscia przez filtr, ktére
sg przypisane do poszczegdlnych prébek w arkuszu probek. Jakiekolwiek odczyty, ktdre nie sg
wyraznie powigzane z probka, sg sklasyfikowane jako nieokreslone. Raport ten zawiera takze
informacje o wynikach jakosciowych nukleotydéw w odczytach przejscia przez filtr (PF) przypisanych
do poszczegodlinych prébek.

Zawarte sg nastepujgce informacje.

Pomiar Opis

Lane (Pasmo) Pasmo w komorze przeptywowej, w ktorej probka byta
sekwencjonowana.

SamplelD Identyfikator prébki z arkusza prébek. Jesli odczyt nie odpowiada
probce, pole zawiera wartosé undetermined (nieokreslone).
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Pomiar

Index (Indeks)

# Reads (L. odczytdow)

# Perfect Index Reads
(L. idealnych odczytéw
indeksu)

# One Mismatch Index
Reads (L. odczytéw
indeksu z jedng
niezgodnoscia)

# of = Q30 Bases (PF)
(L. nukleotydow (PF) =
progu Q30)

Mean Quality Score
(PF) (Sredni wynik
jakosciowy (PF))

Opis
Konkatenacja odczytow Index Read 1 (Odczyt 1indeksu) i Index
Read 2 (Odczyt 2 indeksu) z arkusza prébek rozdzielonych tgcznikiem.

Jesli odczyt nie odpowiada probce, pole zawiera wartosé
undetermined (nieokreslone).

Liczba odczytédw PF demultipleksowanych dla prébki w okreslonym
pasmie.

Liczba odczytéw z idealnym dopasowaniem do potgczonych
sekwencjiindekséw okreslonych w arkuszu probek.

Liczba odczytdw z jednym btedem w potgczonych sekwencjach
indekséw okreslonych w arkuszu probek.

Liczba nukleotyddw, wraz z adapterami, ktére odpowiadajg odczytom
przechodzgcym przez prog jakosci Q30.

Sredni wynik jako$ciowy dla odczytéw odpowiadajgcych prébce
w okreslonym pasmie. Wartosc¢ ta uwzglednia nukleotydy adaptera.

Raport dotyczacy parametrow adaptera

Plik parametrow adaptera zawiera liczby nukleotyddéw adaptera i prébki powigzane z poszczegdinymi

odczytami.

Zawarte sg nastepujgce informacje.

Pomiar Opis

Lane (Pasmo)

Pasmo w komorze przeptywowej, w ktdrej probka byta sekwencjonowana.

Sample_ID Identyfikator probki z arkusza prébek. Jesli odczyt nie odpowiada prébce, pole
zawiera wartos¢ undetermined (nieokreslone).
index Sekwencja index1 z arkusza probek. Pole to jest puste, jesliindeks nie zostat
okreslony w arkuszu prébek albo identyfikator probki ma warto$é undetermined
(nieokreslone).
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Pomiar

index2

R1_

AdapterBases

R1
SampleBases

R2

AdapterBases

R2

SampleBases

# Reads
(L. odczytdéw)

Opis
Sekwencja index2 z arkusza probek. Pole to jest puste, jesliindeks (index2) nie

zostat okreslony w arkuszu prébek albo identyfikator probki ma wartosé
undetermined (nieokreslone).

Liczba nukleotyddw odpowiadajgca pozycji AdapterRead1 w arkuszu prébek.

Liczba przycietych lub zamaskowanych nukleotydow z odczytu 1dla
odpowiedniego pasma i odpowiedniej prébki.

Liczba nukleotydéw odpowiadajgca pozycji AdapterRead2 w arkuszu prébek.

Liczba przycietych lub zamaskowanych nukleotyddéw z odczytu 2 dla
odpowiedniego pasma i odpowiedniej probki.

Liczba odczytow dla prébki w okreslonym pasmie.

Raport dotyczacy liczby bteddw multipleksowania

Raport dotyczacy liczby btedédw multipleksowania zawiera liczbe odczytdéw dla kazdego oczekiwanego
i multipleksowanego indeksu w przypadku przebiegéw z podwdjnym indeksowaniem. Raport ten
zawiera wytgcznie unikatowe podwdjne indeksy na pasmo, w ktérym nie wykryto zadnego konfliktu
kodu kreskowego w zadnym indeksie. W celu wygenerowania parametrow btedéw multipleksowania
dla pasma kazda para pozycji w kazdym indeksie musi mie¢ odlegto$¢ Hamminga wynoszgca co
najmniej 2N + 1, gdzie N reprezentuje tolerancje niezgodnosci kodu kreskowego dla konkretnego

indeksu.

Zawarte sg nastepujagce informacje.

W przypadku przebiegdw bez indeksowania, przebiegéw z pojedynczym indeksowaniem albo pasm,
ktére nie zawierajg unikatowych podwadjnych indekséw, ten plik zawiera tylko nagtowki.

Pomiar
Lane (Pasmo)

# Reads
(L. odczytow)

Opis
Pasmo w komorze przeptywowej, w ktorej probka byta sekwencjonowana.

Liczba odczytow dla prébki w okreslonym pasmie.

SamplelD Identyfikator probki z arkusza prébek. Jesli odczyt nie odpowiada prébce, pole
zawiera warto$¢ undetermined (nieokreslone).
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Pomiar Opis

index Sekwencja index1 z arkusza prébek. To pole jest puste, jesli odczyt zostat
przeprowadzony w trybie pojedynczego konca lub identyfikator prébki ma wartosé
undetermined (nieokreslony).

index2 Sekwencja index2 z arkusza probek. To pole jest puste, jesli odczyt zostat
przeprowadzony w trybie pojedynczego konca lub identyfikator prébki ma wartosé
undetermined (nieokreslony).

Raport dotyczgcy pierwszych nieznanych kodow kreskowych

Raport dotyczacy pierwszych nieznanych kodéw kreskowych zawiera pierwsze 100 indeksow lub par
indekséw na pasmo, ktdre nie zostaty rozpoznane w arkuszu préobek odpowiednio do liczby
dozwolonych niedopasowan. Jesliistnieje wiele wartosci indeksu zakwalifikowanych jako

100. najwyzsza pozycja wg liczby indeksu, wszystkie wartosciindeksu o takiej samej liczbie sg
prezentowane w pliku wyjsciowym na 100. pozyciji.

Zawarte sg nastepujgce informacje:

Pomiar Opis
Lane (Pasmo) Pasmo w komorze przeptywowej, w ktorej probka byta sekwencjonowana.

index Sekwencja kazdego nieznanego indeksu w odczycie Read 1 (Odczyt 1) indeksu. To
pole jest puste, jesli nie znaleziono zadnych nieznanych indeksdw.

index2 Sekwencja kazdego nieznanego indeksu w odczycie Read 2 (Odczyt 2) indeksu.
Jesli przebieg podlegat pojedynczemu odczytowi lub nie znaleziono nieznanych
indekséw, to pole jest puste.

# Reads Liczba odczytow dla prébki w okreslonym pasmie.
(L. odczytdéw)

Raporty kontroli jakosci lllumina DRAGEN

W przypadku wszystkich procedur DRAGEN FastQC domysinie generuje wykresy kontroli jakosci.
Zbiorcze wyniki kontroli jakosci sg zapisywane w folderze AggregatedFastgcMetrics, a wynikidla
poszczegolnych probek sg zapisywane w folderze <nazwa prébki>.

Raporty z kontroli jakosci nie sg generowane, jesli liczba probek jest wieksza niz 512.

Dostepne sg nastepujgce wykresy kontroli jakosci.

Wykres kontroli jakosci Opis
adapter_content Wartos$¢ procentowa sekwencji w poszczegdlnych parach
nukleotydow.
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Wykres kontroli jakosci Opis

positional_mean_quality Sredni wynik jako$ciowy na skali Phred dla nukleotydéw
w ramach poszczegdlnych pozycji odczytu.

gc_content Procentowa zawartos¢ GC dla poszczegdlnych odczytow
sekwencjonowania.

positional_quality.read_1 Srednia wartos$dé jakosci na skali Phred z konkretnym nukleotydem
i przy danej lokalizacji w odczycie Read 1 (Odczyt 1).

gc_quality

positional_quality.read_2 Srednia wartos$dé jakosci na skali Phred z konkretnym nukleotydem
i przy danej lokalizacji w odczycie Read 2 (Odczyt 2).

n_content

read_length Dtugos¢ sekwenciji dla poszczegdlnych odczytow.

positional_base_content.read_1  Liczba poszczegdlnych nukleotyddw w konkretnych lokalizacjach
w odczycie Read 1 (Odczyt 1).

read_quality Sredni wynik jako$ciowy na skali Phred dla poszczegdlnych
odczytéw sekwencji.

positional_base_content.read_2 Liczba poszczegdlnych nukleotyddw w konkretnych lokalizacjach
w odczycie Read 2 (Odczyt 2).

Struktura folderu wyjsciowego analizy wtornej
DRAGEN

Domyslnie rozwigzanie DRAGEN generuje pliki wyjsciowe w folderze wyjsciowym wybranym na karcie
Settings (Ustawienia). W przypadku kazdej procedury rozwigzanie DRAGEN generuje raport
podsumowujgcy w pliku report.html.

Data

= report.html
= report files
.~ AggregateFastQCPlots

= « .png

= *stderr .txt
E *stdout .txt
= dragen prev 48 hrs.log

= dlm prev 48 hrs.log
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= SampleSheet.csv
Elp1iki wejsciowe przebiegu (np. pliki BED, GTF)
(" nazwa_probki
= enrich_caller, germline_seq, dna_amplicon_seq, rna_seq lub scrna_seq
" nazwa_probki
El+.png
=l dragen_ *.log

= nazwa proébki.*.metrics.csv

= [DNA]l nazwa proébki.*.vcf.gz

=l [DNA] nazwa_ probki.*.gvcf.gz - niedostepny w przypadku protokotu DRAGEN Bio-IT

Platform Amplicon (linia somatyczna).

= nazwa proébki.*.bam lub nazwa prébki.*.cram

E Logs

=l [RNA] nazwa probki.fusion candidates.filter info

[l [RNA] nazwa proébki.fusion candidates.final

=l [RNA] nazwa proébki.quant.genes.sf

5] [RNA] nazwa proébki.quant.sf

=l nazwa_ proébki.metrics.json

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

=l [scRNA] nazwa proébki.scRNA.barcodeSummary.tsv

5] [Germline] nazwa proébki.roh metrics.csv

5] [Germline] nazwa proébki.roh.bed

[l [Germline] nazwa probki.cyp2d6.tsv

= nazwa_ proébki.fastgc metrics.csv

= nazwa proébki.trimmer metrics.csv

[~ [RNA] DifferentialExpression

(" Comparisont1
= 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
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[JContr017V57Comparison
EJControl_vs_Comparison
[JContr017V57Comparison
EJControl_vs_Comparison
- ComparisonN
" logs
EJ*.txt

[J*.csv

[~ fastq - dostepny wytgcznie wéwczas, gdy ustawienie KeepFastq ma wartosé true (prawda).

[]*.fastq.gz

.genes

.genes

.genes.

.genes

.ma.pdf

.pca.pdf

res.csv

.rlog.csv

= ora_fastq - dostepny wytgcznie wéwczas, gdy ustawienie FastqCompressionFormat ma

wartosc dragen.
[J*.fastq.ora
" RuninstrumentAnalyticsMetrics
0001
[}dataset.json
EJfastqc_metrics.csv
170002
[]dataset.json
[]fastqc_metrics.csv
[JAdapter_Metrics.csv
[]Demultiplex_Stats.csv
[JIndex_Hopping_Counts.csv
" Reports
[JDemultiplexistats.csv
EJRunInfo.xml
[JTrimiMetrics.csv
EJfastq_list.csv
[JSampleSheet.csv
EJIndex_Hopping_Counts.csv

[JTopiUnknowniBarcodes.csv
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ReadllnstrumentAnalyticsMetrics — dostepny wytgcznie w przypadku odczytdéw przeprowadzanych
w trybie sparowanych koncéw.

0001

E dataset.json
0002

=l dataset.json
= Adapter Metrics.csv
= Demultiplex Stats.csv

=l Index Hopping Counts.csv

Read1Metrics — dostepny wytgcznie w przypadku odczytéw przeprowadzanych w trybie
sparowanych koncéw.

=l Adapter Metrics.csv

= Index Hopping Counts.csv
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Konserwacja

W niniejszej czesci opisano procedury wymagane do utrzymania prawidtowego stanu systemu.
Informacje zawarte w tej czesci utatwiajg nauke instalowania aktualizacji oprogramowania, wymiany
filtra powietrza i wykonywania innych okresowych procedur konserwacji. Aktualizowanie
oprogramowania sterujgcego zapewnia, ze w systemie dostepne sg najnowsze poprawki btedéw oraz
funkcje zainstalowane w celu zapewnienia optymalnej wydajnosci.

Zwalnianie miejsca na dysku twardym

Do wykonania sekwencjonowania potrzeba okoto 200 GB wolnego miejsca na lokalnym dysku twardym.
Gdy ilo$¢ miejsca na dysku jest mata, pojawia sie powiadomienie z ostrzezeniem. Ponizsze czynnosci
umozliwiajg zwolnienie miejsca poprzez usuniecie zakonczonych przebiegéw i zainstalowanych
genomow referencyjnych z tymczasowego folderu przebiegdw.

Przebiegi nalezy usuwac wytgcznie za pomocg oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000,
a nie recznie za posrednictwem systemu operacyjnego. Reczne usuwanie przebiegdw moze
negatywnie wptywad na oprogramowanie sterujgce.

1. W menu oprogramowania sterujgcego wybrac¢ opcje Disk Management (Zarzgdzanie dyskiem).
Pojawi sie ekran Disk Management (Zarzadzanie dyskiem) z listg przebiegédw i genomow
referencyjnych zapisanych na lokalnym dysku twardym.

2. Dla przebiegu, ktéry ma zostac usuniety, wybra¢ opcje Delete Run (Usun przebieg).

Usuniecie przebiegu spowoduje usunigcie lokalnego folderu przebiegu. Folder wyjsciowy, ktory jest
kopig folderu przebiegu, zostanie zachowany.

3. W oknie dialogowym wybrac¢ opcje Yes, Delete Run (Tak, usun przebieg), aby potwierdzié¢ usuniecie

przebiegu.

4. Powtodrzy¢ czynnosci opisane w krokach 2 i 3 dla kazdego przebiegu, ktéry ma zostaé usuniety.

5. Dla genomu, ktéry ma zostac usuniety, wybrac opcje Delete Genome (Usun genom).

6. W oknie dialogowym wybrac¢ opcje Yes, Delete Genome (Tak, usun genom).

7. Powtorzy¢ czynnosci opisane w krokach 5 i 6 dla kazdego genomu, ktéry ma zostac usuniety.

8. Po zakonczeniu zamkngc¢ obszar Disk Management (Zarzgdzanie dyskiem) i wroci¢ do ekranu
gtéwnego.
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Aktualizacje oprogramowania

Oprogramowanie nalezy aktualizowa¢ w celu zapewnienia, ze w systemie sg dostepne najnowsze
funkcje i poprawki. Aktualizacje oprogramowania sg dostepne w pakietach oprogramowania
systemowego zawierajgcych nastepujgce sktadniki:

* Oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000
* Protokoty NextSeq1000/2000
* Aplikacja Universal Copy Service

* Oprogramowanie Real-Time Analysis

ﬂ | Moduty DRAGEN nie sg zawarte w pakiecie oprogramowania systemowego. Nalezy je instalowac
osobno w zaleznosci od potrzeb. Dostep do oprogramowania modutéw DRAGEN mozna uzyska¢
na stronach pomocy techniczne,j.

System jest konfigurowany do automatycznego lub recznego pobierania aktualizacji oprogramowania:

* Automatic updates (Aktualizacje automatyczne) — aktualizacje sg automatycznie pobierane
z platformy BaseSpace Sequence Hub, a nastepnie instalowane przez uzytkownika. Opcja ta
wymaga potgczenia z Internetem, ale nie wymaga posiadania konta na platformie BaseSpace
Sequence Hub.

* Manual updates (Aktualizacje reczne) — aktualizacje sg pobierane recznie z sieci, zapisywane

lokalnie lub na dysku przenosnym, a nastepnie instalowane z poziomu lokalizacji, w ktérej zostaty
zapisane. Opcja ta nie wymaga potgczenia aparatu z Internetem.

Instalacja automatycznej aktualizacji oprogramowania

1. Upewnic sig, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
ani analizy wtérne.

2. Zalogowa¢ sie do konta ilmnadmin.

3. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Software Update (Aktualizacja
oprogramowania).
Gdy aktualizacja oprogramowania jest dostepna, w systemach, w ktorych skonfigurowano
aktualizacje automatyczne, wyswietlane jest powiadomienie.

4. Aby sprawdzi¢ dostepnos¢ aktualizacji, wybra¢ opcje Check Online for Software Update (Sprawdz
dostepnos¢ aktualizacji oprogramowania w trybie online).

5. Wybra¢ opcje Update Now (Zaktualizuj teraz), aby pobra¢ nowg wersje oprogramowania.
Gdy pobieranie sie zakonczy, oprogramowanie sterujgce zostanie zamkniete i pojawi sie kreator
instalaciji.
Oprogramowanie sterujgce zostanie automatycznie uruchomione ponownie. Wszelkie aktualizacje
oprogramowania sprzetowego przebiegajg automatycznie po ponownym uruchomieniu.
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n | Po rozpoczeciu instalacji nie ma mozliwosci anulowania aktualizacji. Aktualizacje mozna
anulowac wytgcznie podczas pobierania.

Reczna instalacja aktualizacji oprogramowania

1. Zalogowac sie do konta ilmnadmin.

2. Upewnic sie, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
anianalizy wtérne.

3. Gdydostepna jest aktualizacja oprogramowania, pobrac¢ instalator pakietu (*.tar.gz) ze strony
pomocy technicznej sekwenatorow NextSeq 1000 i NextSeq 2000. Zapisaé instalator na dysku
lokalnym lub przenosnym.

4. W przypadku zapisania instalatora na dysku przeno$nym podtgczy¢ ten dysk do portu USB 3.0,
ktéry znajduje sie z boku oraz z tytu aparatu.

5. W menu oprogramowania sterujgcego wybrac¢ opcje Software Update (Aktualizacja
oprogramowania).

6. Wybrac opcje Choose... (Wybierz...) i wyszukac instalator.

Wybrac opcje Update Now (Aktualizuj teraz), aby rozpoczadé instalacje.

Podczas instalacji w oprogramowaniu sterujgcym wyswietlany jest wskaznik zajetosci.
Oprogramowanie sterujgce zostanie automatycznie uruchomione ponownie. Wszelkie aktualizacje
oprogramowania sprzetowego przebiegajg automatycznie po ponownym uruchomieniu.

n | Po rozpoczeciu instalacji nie ma mozliwosci anulowania aktualizacji. Aktualizacje mozna
anulowac wytgcznie podczas pobierania.

Aktualizacje procedur i licencji DRAGEN

Wytgcznie administratorzy systemu mogg instalowac procedury DRAGEN i odnawia¢ licencje na
rozwigzanie DRAGEN.

Odnowienie licencji na rozwigzanie DRAGEN w trybie online

Jesli system NextSeq 1000/2000 jest podtgczony do Internetu, nalezy zaktualizowac licencje na
platforme DRAGEN Bio-IT, wykonujgc ponizsze czynnosci.

1. Skontaktowa¢ sie z dziatem pomocy technicznej firmy lllumina, aby uzyska¢ nowy klucz licencji.

2. Odczekac 24 godziny na automatyczne zaktualizowanie sie licencji albo zaktualizowaé licencje
natychmiast, postepujgc w sposdb opisany ponize;.

Wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybra¢ opcje DRAGEN.

b. Wybrac opcje Check Online (Sprawdz online), aby sprawdzi¢, czy dostepny jest nowy klucz
licencji na rozwigzanie DRAGEN.

c. Jedlijest dostepny, wybrac¢ opcje Update (Aktualizuj).
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Odnowienie licencji na rozwigzanie DRAGEN w trybie offline

Jesli system NextSeq 1000/2000 nie jest podtgczony do Internetu, nalezy zaktualizowac licencje na
platforme DRAGEN Bio-IT, wykonujgc ponizsze czynnosci.

1.

Skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy lllumina, aby uzyskaé nowy klucz licenciji.
Zapisac plik 1icense.zip na dysku lokalnym lub przeno$nym.

W przypadku zapisania pliku *.zip na dysku przenosnym podtgczy¢ ten dysk do portu USB 3.0, ktéry
znajduje sie z boku oraz z tytu aparatu. W razie potrzeby ostroznie przesung¢ aparat w celu
uzyskania dostepu do jego tylnej czesci.

Wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybrac¢ opcje DRAGEN.

Wybrac opcje Choose (Wybierz), aby przejs¢ do pliku *.zip, a nastepnie wybra¢ opcje Open
(Otworz).

Instalowanie procedur DRAGEN w trybie online

Jesli system NextSeq 1000/2000 jest podtgczony do Internetu, mozna instalowac procedury DRAGEN
bezposrednio w oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000. Instalowanie procedur DRAGEN

w trybie online jest mozliwe wytgcznie w przypadku oprogramowania sterujgcego NextSeq 1000/2000
w wers;ji1.3.

1.
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Wybraé menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybra¢ opcje Process Management
(Zarzgdzanie procesem).

Upewni¢ sie, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
anianalizy wtérne.

Wybraé menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybra¢ opcje DRAGEN.

W obszarze Version (Wersja) w sekcji Available Workflows (Dostepne procedury) znajduje sie lista
procedur aktualnie zainstalowanych w systemie.

Aby zainstalowa¢ procedury DRAGEN w oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000, wybraé
opcje Check Online (Sprawdz online).

Nie wszystkie wersje oprogramowania DRAGEN i nie wszystkie procedury DRAGEN sg zgodne
zinstalacjg w trybie online. W przypadku dodatkowych procedur nalezy przeprowadzi¢ instalacje
w trybie offline.

Zaznaczy¢ pole wyboru dla procedur przeznaczonych do zainstalowania. Jesli procedura BCL
Convert nie jest zainstalowana, najpierw nalezy zainstalowac jej najnowszg wersje.

Informacje o najnowszej wersji procedury sg dostepne w informacjach o wersji.

Wybrac opcje Install (Instaluj), aby rozpoczac instalacje.

Whprowadzi¢ ilmnadmin jako hasto systemowe, a nastepnie wybrac opcje Authenticate
(Uwierzytelnij).
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Instalowanie procedur DRAGEN w trybie offline

1.

Gdy dostepna jest aktualizacja procedury DRAGEN, nalezy pobrac instalator (*.tar.gz) ze strony
pomocy technicznej DRAGEN. Zapisa¢ instalator na dysku lokalnym lub przenosnym.

W przypadku zapisania instalatora na dysku przenosnym podtgczy¢ ten dysk do portu USB 3.0,
ktéry znajduje sie z boku oraz z tytu aparatu. W razie potrzeby ostroznie przesung¢ aparat w celu
uzyskania dostepu do jego tylnej czesci.

Wybraé menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybrac¢ opcje Process Management
(Zarzadzanie procesem).

Upewnic sie, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
ani analizy wtdrne.

Wybraé menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybrac¢ opcje DRAGEN.

W obszarze Version (Wersja) wybra¢ opcje Browse for New Version (Wyszukaj nowg wersje), aby
przejs¢ do instalatora.

Wybrac opcje Install (Instaluj), aby rozpoczac instalacje.

Whprowadzi¢ ilmnadmin jako hasto systemowe, a nastepnie wybrac¢ opcje Authenticate
(Uwierzytelnij).

Wymiana filtra powietrza

W celu wymiany zuzytego filtra powietrza co 6 miesiecy nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi
instrukcjami.

Filtr powietrza jest prostokatng kasetg jednorazowego uzytku, ktéra ostania wentylator z prawej strony
aparatu. Zapewnia on poprawne chtodzenie i uniemozliwia wnikanie zanieczyszczen do systemu.

Aparat jest dostarczany z jednym zainstalowanym ijednym zapasowym filtrem powietrza. Posiadacze

waznejumowy serwisowej na aparat otrzymuja filtry zapasowe. Mozna je rowniez kupi¢ w firmie
[lumina.

1.

W gérnej czesci aparatu nacisngé prawag strone panelu gérnego w sposodb przedstawiony na
ponizszejilustracji w celu zwolnienia panelu.
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2. Otworzy¢ panel.

4. Umiesci¢ nowy filtr powietrza w gniezdzie, a nastepnie docisng¢ go w celu zabezpieczenia.

5. Zamkna¢ panel gérnyinacisng¢, aby zablokowac go na miejscu.

6. Ustawic¢ aparat we wczesniejszym miejscu.
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Rozwigzywanie problemow

Niniejszy rozdziat zawiera instrukcje krok po kroku dotyczgce anulowania przebiegu, wytgczania
i wigczania zasilania aparatu oraz inne procedury rozwigzywania problemoéw.

Usuwanie komunikatow o btedach

Niniejszy dodatek zawiera szczegdtowe instrukcje dotyczgce wykonywania réznych czynnosci

w ramach rozwigzywania problemoéw. Ponizszy schemat przedstawia przeglad czynnosci
wykonywanych w celu usuniecia komunikatdw o btedach, ktére pojawity sie podczas inicjowania
aparatu, konfigurowania przebiegu lub sekwencjonowania, a ktérych nie udato sie usung¢ przez
ponowienie danej operacji.

Wiele btedéw mozna rozwigza¢ przez wytgczenie i ponowne wigczenie aparatu. Wiecej informacji na
temat tej operacji zawiera czes¢ Wytgczenie i ponowne wigczenie aparatu na stronie 89.

Oprogramowanie
sterujgce wyswietla
btad

Wytgczy¢ i ponownie
wigczy¢ aparat

oz wa Tak / Kontynuowac N\
iNclowanio normalne dszame)
systemu?

Nie

Skontaktowac sie
z pomocg techniczng
firmy lllumina
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Ponowne umieszczanie materiatow eksploatacyjnych
W miejscu przechowywania

Ponizsze instrukcje umozliwiajg przechowywanie rozmrozonej kasety i komory przeptywowej

w przypadku btedu aparatu podczas wstepnych testéw kontrolnych poprzedzajgcych testy uktadu
przeptywowego.

1. Oddzieli¢ komore przeptywowa od kasety.

2. Usunacdrozcienczong biblioteke ze zbiornika (maksymalnie okoto 18 pl) i wyrzucié.

Przygotowad swieze rozciericzenie tej samej biblioteki dla nastepnego przebiegu, aby unikngé
zanieczyszczenia prébki biblioteka, ktéra pozostata w zbiorniku.

3. Ustawi¢ kasete w miejscu przechowywania w temperaturze od 2°C do 8°C w taki sposdb, aby
etykieta byta skierowana do géry, a powietrze mogto owiewac wszystkie jej boki.

Nie przekraczac 72 godzin. Jesli kaseta byta rozmrazana w lodéwce przez 12 godzin przez noc, nie

nalezy przekracza¢ 60 godzin.

4. Umiesci¢ komore przeptywowa z powrotem w oryginalnej srebrnej torebce foliowej ze srodkiem
osuszajgcym.

5. Zamkngc¢ opakowanie foliowe, zaklejajgc je tasmg, i umiesci¢ w miejscu przechowywania
w temperaturze od 2°C do 8°C.
Nie przekraczac¢ 72 godzin.

Anulowanie przebiegu

1. Wybra¢ opcje End Run (Zakoncz przebieg).

2. Aby automatycznie wyczyscic¢ kasete odczynnikdw, zaznaczy¢ pole wyboru Purge Reagent
Cartridge (Wyczys$¢ kasete odczynnikow).
Wybdr domysiny jest skonfigurowany w ustawieniach oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000.

3. Wybrad opcje Yes, end the sequencing run (Tak, zakoricz sekwencjonowanie).

Anulowanie jest ostateczne. Oprogramowanie nie moze wznowi¢ przebiegu, a po przeprowadzeniu

kontroli aparatu w ramach wstepnych testow kontrolnych nie mozna ponownie uzy¢ materiatow

eksploatacyjnych.
4. Wybrac opcje Eject Cartridge (Wysun kasete), aby otworzy¢ ostone i wysungé tace.
Wyjac kasete z tacy.
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6. Umiesci¢ w miejscu przechowywania lub zutylizowac kasete, w zaleznosci od tego, kiedy nastgpito
anulowanie:

Sytuacja Informacije

Anulowano przed wstepnym testem kontrolnym Patrz: Ponowne umieszczanie materiatow

w aparacie albo podczas tego testuiplanowane  eksploatacyjnych w miejscu przechowywania na
jest ponowne uzycie materiatow stronie 87.

eksploatacyjnych.

We wszystkich pozostatych sytuacjach. Patrz: Wytadowywanie materiatow
eksploatacyjnych na stronie 56.

7. Wybrac¢ opcje Close Door (Zamknij drzwiczki), aby ponownie zatadowad tace i wrécié do ekranu
gtéwnego.
Czujniki potwierdza wyjecie kasety.

Ponowne umieszczanie przebiegu w kolejce

Jesliw obszarze Process Management (Zarzgdzanie procesem) pojawi sie btgd dotyczgcy Status of
Secondary Analysis (Status analizy wtdrnej), wowczas mozna ponownie umiesci¢ przebieg w kolejce,
aby powtdrzyc¢ analize DRAGEN w urzgdzeniu z wykorzystaniem wygenerowanych plikéw cBCL.
Oryginalny folder przebiegu musi by¢ nadal dostepny w urzgdzeniu na potrzeby funkcji ponownego
umieszczania w kolejce. Korzystanie z funkcji ponownego umieszczania w kolejce nie powoduje
ponownego umieszczenia przebiegdw w kolejce na platformie BaseSpace Sequence Hub. W celu
ponownego umieszczenia przebiegdw w kolejce na platformie BaseSpace Sequence Hub nalezy sie
zapoznac z tematem Fix Sample Sheet (Naprawa arkusza probek) w centrum pomocy dla platformy
BaseSpace Sequence Hub.

1. Zaktualizowac arkusz probek v2, a nastepnie zapisa¢ arkusz prébek na przenosnym lub
zainstalowanym dysku sieciowym.

2. W przypadku zapisania arkusza probek na dysku przenosnym podtgczyc¢ ten dysk do portu USB 3.0,
ktéry znajduje sie z boku oraz z tytu aparatu. W razie potrzeby ostroznie przesung¢ aparat w celu
uzyskania dostepu do jego tylnej czesci.

3. Wybra¢ menu oprogramowania sterujgcego, a nastepnie wybrac opcje Process Management
(Zarzadzanie procesem).

4. Upewnic sie, ze w aparacie nie sg aktualnie przeprowadzane zadne przebiegi sekwencjonowania
ani analizy wtorne.

5. Wybra¢ opcje Requeue (Ponownie umies¢ w kolejce) obok zakonczonego przebiegu, ktory ma
zostaé ponownie umieszczony w kolejce.

6. Wybrac opcje Choose (Wybierz), aby przejs¢ do zaktualizowanego arkusza prébek, a nastepnie
wybrac opcje Open (Otworz).

7. Wybrac opcje Start Requeue (Rozpocznij ponowne umieszczanie w kolejce).
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Wyiaczenie i ponowne wigczenie aparatu

Wytgczenie i ponowne wigczenie zasilania aparatu pozwala w bezpieczny sposéb wytgczyé i ponownie

uruchomié system w celu przywrdcenia utraconego potgczenia, dopasowania specyfikacji lub
rozwigzania problemu zwigzanego z niepowodzeniem inicjalizacji. Komunikaty wyswietlane
w oprogramowaniu wskazujg, kiedy nalezy wytgczy¢ i ponownie wigczy¢ zasilanie w celu usuniecia

btedu lub ostrzezenia.

1. Zmenu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje Shut Down Instrument (Wytgcz aparat).

2. Jeslisystem sie nie wytgczy, przytrzymac przycisk zasilania po prawej stronie aparatu do momentu,

az kontrolki zgasna.

3. Gdy przycisk zasilania zacznie miga¢, wcisng¢ przetgcznik zasilania na panelu tylnym po stronie

oznaczenia (0).
Przycisk zasilania moze po wytgczeniu zasilania nadal migac.

Rysunek 8 Lokalizacja przetgcznika
~ wallEA

EI|||||||-:
il

4. Odczekac 30 sekund.

Nacisng¢ przetgcznik zasilania po stronie oznaczenia (1).

6. Gdy przycisk zasilania zacznie miga¢, odczeka¢ 30 sekund i nacisng¢ go.

Rysunek 9 Lokalizacja przycisku zasilania

b,

o \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ ~ 55:7 —
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7. Poczekac okoto 5 minut na zatadowanie systemu operacyjnego. Po zatadowaniu systemu
operacyjnego zalogowac sie do systemu.
Oprogramowanie sterujgce zostanie uruchomione i zainicjalizuje prace systemu. Poczekad okoto
5 minut na zainicjowanie systemu. Po zakoriczeniu inicjalizacji pojawi sie ekran gtéwny.

Przeprowadzanie kontroli systemu

Kontrola systemu nie jest wymagana podczas standardowej obstugi ani w celu przeprowadzenia
konserwacji aparatu. W celu rozwigzania problemu przedstawiciel dziatu pomocy technicznej firmy
[llumina moze jednak poprosi¢ o wykonanie kontroli systemu.

Cztery kontrole podsystemoéw zajmujg okoto 58 minut w celu usuniecia btedéw wstepnego testu
kontrolnego iinnych problemdw. Te testy potwierdzajg, czy komponenty sg poprawnie wyréwnane
i funkcjonalne.

Wyniki testéw sg przesytane do folderu system-check, ktéry znajduje sie w lokalizacji o $ciezce

/usr/local/illumina/system-check.

Przed wykonaniem testéw kontroli systemu nalezy wytadowac kasete.
Przeprowadzanie kontroli systemu

1. W menu oprogramowania sterujgcego wybrac opcje System Checks (Kontrole systemu).

2. Zaznaczy¢ pole wyboru dla dowolnej z ponizszych kontroli systemu, ktére majg zostac¢
przeprowadzone.

* Network Connectivity (Lgcznos¢ sieciowa) — sprawdza stan i wydajnosc potgczenia
sieciowego.

* Enclosure (Obudowa) — sprawdza wydajnos¢ systemu termicznego i mechanizm podnoszenia
ostony.

* Motion (Ruch) — sprawdza limity przesuwu oraz dziatanie stolika Z i stolika XY.
* Optics (Optyka) - sprawdza wydajnos$¢ modutu obrazowania.

3. Wybraé opcje Start (Uruchom).

Przywracanie ustawien fabrycznych

Przywracanie fabrycznych ustawien domysinych systemu przeprowadza sie w celu zmiany wersji
oprogramowania na nizszg lub cofniecia niepozgdanej konfiguracji. Ta funkcja powinna by¢ uzywana
wylgcznie przez przedstawiciela firmy Illlumina.
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Przechwytywanie obrazu instalacji

Aby utworzy¢ kopie zapasowa poprawnie dziatajgcej instalacji oprogramowania, nalezy przechwyci¢
obraz systemu. Ten obraz systemu mozna przywrdci¢ w pdzniejszym terminie. Zalecane jest
przechwycenie obrazu systemu natychmiast po zakoriczeniu instalacji wstepneji zmianie hasta
z pomocg przedstawiciela firmy lllumina.
1. Uruchomié ponownie system Linux.
2. Gdy pojawi sie monit o wybdr systemu operacyjnego, wybra¢ opcje Capture Installed Image
(Przechwy¢ obraz instalacji).
Na ekranie na krétko pojawig sie opcje systemdw operacyjnych, po czym procedura bedzie
automatycznie kontynuowana z wykorzystaniem oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000.

n | Poniewaz w pamieci zachowany jest tylko jeden obraz, spowoduje to nadpisanie poprzednio

przechwyconego obrazu.

3. Odczeka¢ okoto 30 minut. W tym czasie system przechwyci obraz aktualnej instalacji.
Proces przechwytywania moze obejmowac kilka cykli ponownego uruchamiania. Po zakonczeniu
system uruchomi sie ponownie z obrazem aktualnejinstalacji zapisanym w pamieci.

Przywracanie przechwyconego obrazu

W celu odzyskania systemu w przypadku niepozgdanej konfiguracji mozna przywrdcic stan systemu
Z poprzednio przechwyconego obrazu.
1. Uruchomié ponownie system Linux.
2. Gdy pojawi sie monit o wybdr systemu operacyjnego, wybraé opcje Restore Installed Image
(Przywrdé¢ obraz instalacji).
Na ekranie na krotko pojawig sie opcje systemow operacyjnych, po czym procedura bedzie
automatycznie kontynuowana z wykorzystaniem oprogramowania sterujgcego
NextSeq 1000/2000.
n | Hasta sg powigzane z obrazem systemu. Aby po przywrdéceniu zalogowac sie do systemu,
nalezy uzy¢ hasta obowigzujgcego dla przywrdéconego obrazu.

3. Poczekad okoto 30 minut do zakonczenia procesu przywracania.
Proces przywracania moze obejmowac kilka cykli ponownego uruchamiania. Po zakoriczeniu
system uruchomi sie ponownie z przywréconym obrazem.
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Zrodta i referencje

Ustawienia arkusza probek v2

Jeslirealizowany jest tryb lokalny, w celu skonfigurowania ustawien przebiegu mozna uzy¢ arkusza
prébek w formacie pliku v2. Arkusz prébek nalezy utworzyé za pomocg narzedzia Instrument Run Setup
(Konfiguracja przebiegu w aparacie), edytujgc szablon v2 arkusza prébek w sekwenatorach

NextSeq 1000 i NextSeq 2000. W przypadku edycji arkusza prébek nalezy sie upewnic, ze ponizsze
sekcje i pola sg uwzglednione w podanej kolejnoscii spetniajg wymagania. Po edycji nalezy uzy¢
przenosnego lub zainstalowanego dysku sieciowego, aby przenies¢ arkusz probek do sekwenatora
NextSeq 1000 lub NextSeq 2000. W przypadku nawigacji do arkusza préobek w oprogramowaniu
sterujgcym arkusz ten jest kopiowany do folderu danych gromadzonych przed przebiegiem w aparacie,
dzieki czemu urzgdzenie przenosne moze zostac odtgczone.

Nalezy sie upewni¢, ze ustawienia arkusza prébek v2 spetniajg ponizsze wymagania:

* Sekwencje indeksu okreslone w sekcji BCLConvert_Data arkusza prébek powinny by¢ zgodne
z zestawem do indeksowania wybranym w oprogramowaniu NextSeq 1000/2000.

* Jesliuzywane jest oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wersji 1.2, wowczas wersja
rozwigzania DRAGEN okreslona w arkuszu prébek musi by¢ zainstalowana i aktywna w systemie.
Informacje o instalacji zawiera czes¢ Aktualizacje oprogramowania na stronie 81.

* Jesliuzywane jest oprogramowanie sterujgce NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3, wéwczas wersja
rozwigzania DRAGEN okreslona w arkuszu probek musi by¢ zainstalowana w systemie.
Oprogramowanie sterujgce automatycznie wykrywa wersje rozwigzania DRAGEN z arkusza prébek
i w razie potrzeby wyswietlany jest monit o zmiane aktywnej wersji. Informacje o instalacji zawiera
czes$¢ Aktualizacje oprogramowania na stronie 81.

W przypadku uzywania rozwigzania DRAGEN konieczne jest skonfigurowanie dodatkowych ustawien.
Wiecej informacji zawiera czes$¢ Ustawienia arkusza probek DRAGEN na stronie 96

Szablon v2 arkusza probek nalezy pobrac z obszaru Product Files (Pliki produktu) na stronie pomocy dla
sekwenatoréw NextSeq 1000 i NextSeq 2000. Jesli arkusz prébek utworzono za pomoca narzedzia
Instrument Run Setup (Konfiguracja przebiegu w aparacie), woéwczas modyfikacja arkusza prébek po
poczatkowym pobraniu moze spowodowaé niepowodzenie analizy.

Nazwy plikdw nie moga zawiera¢ znakdéw specjalnych.
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Wymagania dotyczace sekcji [Header]

Sekcja [Header] zawiera ogdlne informacje dotyczace przebiegu. Ponizej widoczne sg dostepne pola

sekcji [Header] i ich opisy.

Pole

Wymagane  Opis

FileFormatVersion

RunName

RunDescription

InstrumentPlatform

InstrumentType

Tak

Nie

Nie
Nie
Nie

Wersja arkusza probek. Jako warto$é nalezy wprowadzié 2.

Niepowtarzalna nazwa przebiegu zgodna z preferencjami

uzytkownika. Pole RunName moze zawierac znaki
alfanumeryczne, podkreslenia, kreski i kropki. Jesli pole

RunName zawiera spacje lub znaki specjalne, analiza koriczy

sie niepowodzeniem.
Opis przebiegu.
NextSeq 1000/2000
NextSeq 1000/2000

Wymagania dotyczgace sekcji [Reads]

Sekcja [Reads] zawiera opis liczby cykli sekwencjonowania uzywanych do odczytu 1i 2 genomu oraz

indeksu. Ponizej widoczne sg dostepne pola sekcji [Reads] iich opisy.

Pole

Read1Cycles

Read2Cycles

Index1Cycles

Index2Cycles

Wymagane

Tak

Nie

Nie

Nie

Opis
Liczba cykli w pierwszym odczycie. Wartosé musi byc¢ liczbg

catkowitg wigkszg od zera.

Liczba cykli w drugim odczycie.

Liczba cykli w pierwszym odczycie indeksu. Wymagane
w przypadku sekwencjonowania wiecej niz jednej probki.
Maksymalnie 10 cykli.

Liczba cykli w drugim odczycie indeksu. Maksymalnie 10 cykiIi.
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Wymagania dotyczace sekcji [Sequencing_Settings]

Sekcja [Sequencing_Settings] stuzy do okreslania uzywanego zestawu do przygotowania biblioteki.

Pole Wymagane  Opis

LibraryPrepKits Nie Uzywany zestaw do przygotowania biblioteki. Dozwolony jest
tylko jeden zestaw do przygotowania biblioteki.
W oprogramowaniu sterujgcym NextSeq 1000/2000 w wers;ji 1.3
wymagany protokot niestandardowy jest wybierany
automatycznie, jesli jako zestaw do przygotowania biblioteki
wybrano lllumina Stranded Total RNA Prep z Ribo-Zero Plus albo
[lumina Stranded mRNA Prep.
Wprowadzi¢ jedng z ponizszych wartosci:
o W przypadku zestawu lllumina Stranded Total RNA Prep
z Ribo-Zero Plus — ILMNStrandedTotalRNA
o W przypadku zestawu lllumina Stranded mRNA Prep —
ILMNStrandedmRNA

Wymagania dotyczgce sekcji BCL Convert

Sekcje BCL Convert zawierajg informacje o konwersji danych z formatu BCL do FASTQ. Opcje BCL
Convert obejmujg dwie osobne sekcje: [BCLConvert_Settings] i [BCLConvert_Data]. Sekcje BCL
Convert wymagajg informacji dotyczgcych sekwencji adaptera indeksu. W celu zidentyfikowania
zgodnej sekwencji adaptera dla kazdego odczytu i indeksu nalezy sie zapoznac¢ z dokumentem
Sekwencje adaptera firmy lllumina (nr dokumentu: 1000000002694).

Ponizej widoczne sg dostepne pola sekcji [BCLConvert_Settings] i ich opisy.

Pole Wymagane  Opis

SoftwareVersion Tak Wersja oprogramowania DRAGEN
aktualnie zainstalowana w systemie.
Nalezy uzy¢ wszystkich trzech liczb
catkowitych, ktére zawiera nazwa wers;ji.
Na przykfad 3.5.7.

BarcodeMistmatchesindex1 Nie Liczba dozwolonych niedopasowan
miedzy pierwszym odczytem indeksu
a sekwencjg indeksu. Wartos$cig moze by¢
0, 1lub 2. Wartoscig domysing jest 1.
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Pole Wymagane
BarcodeMismatchesindex2 Nie
FastqCompressionFormat Nie
AdapterRead1 Nie
AdapterRead?2 Nie
OverrideCycles Nie

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Liczba dozwolonych niedopasowan
miedzy drugim odczytem indeksu

a sekwencjg indeksu. Wartoscig moze by¢
0, 1lub 2. Wartoscig domysing jest 1.

W celu generowania plikéw FASTQ jako
pliku *.gz wprowadzi¢ wartos¢ gzip.

W celu zapisu plikéw FASTQ jako pliku
*.ora i uzycia dekompresji DRAGEN
wprowadzié¢ warto$¢ dragen.

Sekwencja do przyciecia lub
zamaskowania od konca odczytu 1.
Sekwencja adaptera odczytu 1
Zawierajgca zasade azotowg A, C, G
lub T. AdapterRead1 domysinie przycina
cykle.

Sekwencja do przycigcia lub
zamaskowania od kornca odczytu 2.
Sekwencja adaptera odczytu 2
zawierajgca zasade azotowg A, C, G lub
T. AdapterRead2 domysinie przycina
cykle.

Cigg uzywany do okreslania cykli UMI
i cyklimaskowania w ramach odczytu.
Dozwolone sg nastepujgce wartosci:

o N-okresla cykle do zignorowania.

o Y —okresla cykle sekwencjonowania.
o | - okresla cykle indeksowania.

o U - okresla cykle UMI do przyciecia.
Poszczegodlne elementy sg oddzielone
$rednikami. Ponizej przedstawiono
przyktadowe dane wejsciowe dla pola
OverrideCycles.
U8Y143;I8;I8;U8Y143
N10Y66;I6;N10Y66
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Ponizej widoczne sg dostepne pola sekcji [BCLConvert_Data] iich opisy.

Pole Wymagane  Opis

Sample_ID Tak Identyfikator prébki. Identyfikator probki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakéw
alfanumerycznych, tgcznikdw i znakow
podkreslenia. W identyfikatorze rozrdzniana jest
wielkos¢ liter. Poszczegdlne identyfikatory nalezy
rozdziela¢ kreskami lub znakami podkreslenia. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515.

Index (Indeks) Nie Sekwencja indeksu powigzana z probka.
Dozwolone sg wytgcznie wartosciA, C, T, G.
Wymagane w przypadku sekwencjonowania
wiecej niz jednej probeki.

Index2 Nie Druga sekwencja indeksu powigzana z probka.
Dozwolone sg wytgcznie wartosciA, C, T, G.
Upewnic sie, ze sekwencje adaptera drugiego
indeksowania (i5) majg orientacje do przodu.
Podczas analizy wtérnej rozwigzanie DRAGEN
automatycznie zapewnia odwrotng
komplementarnos$é indeksow i5.

Lane (Pasmo) Nie Pasmo komory przeptywowej. Pasma sg
reprezentowane przez jedng wartos¢ catkowita.

Ustawienia arkusza probek DRAGEN

W niniejszej czesci opisano wymagania dotyczgce arkusza probek w przypadku kazdej procedury
DRAGEN. Ustawienia procedury DRAGEN nalezy dodac jako ostatnig sekcje arkusza probek. Mozna
uzywac wytgcznie jednej procedury DRAGEN.

Kazda procedura DRAGEN zawiera kilka sekcji na ustawienia i dane.

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.



Instrukcja obstugi sekwenatora NextSeq 1000 i 2000

Wymagania dotyczgce procedury DRAGEN Germline

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenGermline_Settings] i ich opisy.

Pole Wymagane
SoftwareVersion Tak
ReferenceGenomeDir Tak
MapAlignOutFormat Nie
KeepFastq Nie

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzyé
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna

z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.

Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg19_alt_aware. Nalezy uzyé nazwy genomu
referencyjnego, ktory jest zapisany w lokalizacji
o nastepujgcej sciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments

w wers;ji 1.0.0.

Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).

Aby zapisywac pliki wyjsciowe FASTQ,
wprowadzi¢ warto$¢ true (prawda). Aby
usuwac pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartos$é false (fatsz).

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenGermline_Data] i ich opisy.

Pole Wymagane

Sample_ID Tak

Opis

Identyfikator prébki. Identyfikator probki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkosé liter. Poszczegdlne
identyfikatory nalezy rozdziela¢ kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
probek muszg by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymi w sekcji BCLConvert_Data.

Wymagania dotyczgce procedury DRAGEN RNA

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenRNA_Settings] i ich opisy.

Pole Wymagane
SoftwareVersion Tak
ReferenceGenomeDir Tak
RnaGeneAnnotationFile Nie
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Opis

Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzy¢
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna

z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.

Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg38_noalt_with_decoy. Nalezy uzyé nazwy
genomu referencyjnego, ktéry jest zapisany
w lokalizacji o nastepujgcej $ciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments

w wers;ji 1.0.0.

Plik zawierajgcy adnotacje gendw RNA.
Dozwolone sg tylko znaki alfanumeryczne. Jesli
nazwa nie zostanie podana, bedzie uzywany
domysiny plik adnotacji zawarty w okreslonym
genomie referencyjnym.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Pole Wymagane
MapAlignOutFormat Nie
KeepFastq Nie
DifferentialExpressionEnable Nie

Opis

Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).

Aby zapisywac pliki wyjsciowe FASTQ,
wprowadzié¢ wartos¢ true (prawda). Aby
usuwac pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartosé false (fatsz).

Aby wigczy¢ réznicowg ekspresje gendw,
wprowadzi¢ wartos¢ true (prawda). W celu
wykluczenia réznicowej ekspresji gendéw

z analizy wprowadzi¢ wartos¢ false (fatsz).

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenRna_Data] iich opisy.

Pole Wymagane
Sample_ID Tak
Comparison<N> Nie

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Identyfikator probki. Identyfikator prébki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakdéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkos$¢ liter. Poszczegdlne
identyfikatory nalezy rozdziela¢ kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
préobek muszg by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymiw sekcji BCLConvert_Data.

Wartosc kontrolna lub poréwnawcza dla kazdej
probki. Jesli dla konkretnej probki nie ma
wartosci kontrolnej ani poréwnawczej, do takiej
probki przypisana jest warto$é na (nd.).
Wszystkie prébki oznaczone jako kontrolne sg
porownywane ze wszystkimi probkami
oznaczonymijako porownawcze. Wartos¢ N
odzwierciedla grupe poréwnawczg probek.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Wymagania dotyczgce procedury DRAGEN Enrichment

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenEnrichment_Settings] i ich opisy.

Pole Wymagane  Opis

SoftwareVersion Tak Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzyé
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna
z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.

ReferenceGenomeDir Tak Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg38_alt_aware. Genomy referencyjne znajduja
sie w lokalizacji o nastepujgcej Sciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments
w wersji 1.0.0.

BedFile Tak Plik bed zawierajacy regiony docelowe.

GermlineOrSomatic Tak Aby wykonac¢ analize Enrichment linii
zarodkowej, wprowadzi¢ warto$¢ germline
(linia zarodkowa). Aby wykonac analize
Enrichment linii somatycznej, nalezy wprowadzi¢
wartosé somatic (linia somatyczna).

KeepFastq Nie Aby zapisywad pliki wyjSciowe FASTQ,
wprowadzi¢ wartos¢ true (prawda). Aby
usuwad pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartosé false (fatsz).

MapAlignOutFormat Nie Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).
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Pole Wymagane

AuxNoiseBaselineFile Nie

Opis

Nazwa pliku szumu bazowego. Mozna uzywac
formatu pliku *.txt lub *.gz. Pliki szumu
bazowego sg dostepne wytgcznie wowczas, gdy
uzywany jest tryb linii somatycznej. Wiecej
informacji zawiera czes¢ Importowanie plikow
szumu bazowego na stronie 19.

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenEnrichment_Data] i ich opisy.

Pole Wymagane

Sample_ID Tak

Opis

Identyfikator prébki. Identyfikator prébki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkos¢ liter. Poszczegodline
identyfikatory nalezy rozdzielaé kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
préobek musza by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymi w sekcji BCLConvert_Data.

Wymagania dotyczgce procedury DRAGEN DNA Amplicon

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenAmplicon_Settings] i ich opisy.

Pole Wymagane

SoftwareVersion Tak

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzyé
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna

z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Pole Wymagane  Opis

ReferenceGenomeDir Tak Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg38_alt_aware. Genomy referencyjne znajdujg
sie w lokalizacji o nastepujgcej Sciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments
w wers;ji 1.0.0.

DnaBedFile Tak Plik bed zawierajgcy regiony docelowe. Plik bed
mozna wprowadzi¢ w formacie pliku *.txt lub
*.gz.

DnaGermlineOrSomatic Tak Aby wykonac¢ analize DNA Amplicon linii

zarodkowej, wprowadzié¢ warto$é germline
(linia zarodkowa). Aby wykonac analize DNA
Amplicon linii somatycznej, wprowadzi¢ wartosé
somatic (linia somatyczna).

KeepFastq Nie Aby zapisywacd pliki wyjsciowe FASTQ,
wprowadzi¢ wartos¢ true (prawda). Aby
usuwad pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartos$é false (fatsz).

MapAlignOutFormat Nie Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenAmplicon_Data] i ich opisy.

Pole Wymagane  Opis

Sample_ID Tak Identyfikator prébki. Identyfikator prébki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkos¢ liter. Poszczegodlne
identyfikatory nalezy rozdzielaé kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
probek musza by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymi w sekcji BCLConvert_Data.
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Pole Wymagane  Opis

DnaOrRna Tak Typ analizy Amplicon do wykonania.
W przypadku oprogramowania DRAGEN
w wer. 3.8 obstugiwana jest tylko analiza DNA.
Wprowadzi¢ warto$é dna.

Wymagania dotyczgce procedury DRAGEN Single Cell RNA

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenSingleCellRNA_Settings] i ich opisy. Informacje na temat
zgodnosci zestawodw innych firm zawiera strona pomocy dotyczgca zgodnosci produktdw z platforma
DRAGEN Bio-IT.

Zestawy Single Cell Library Kit 1-5

Ponizsze ustawienia arkusza prébek majg zastosowanie do zestawdw do przygotowania biblioteki

o takiej samej strukturze genetycznej, co zestawy DRAGEN Single Cell Library Kit 1-5. Aby sprawdzi¢
strukture genetyczng konkretnego zestawu, nalezy skorzystac ze strony pomocy dotyczgcej zgodnosci
produktéw z platformg DRAGEN Bio-IT.

Pole Wymagane  Opis

SoftwareVersion Tak Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzyé
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna
z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.

ReferenceGenomeDir Tak Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg38_alt_aware. Genomy referencyjne znajdujg
sie w lokalizacji o nastepujgcej Sciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments
w wersji 1.0.0.

RnalLibraryType Nie Wprowadzi¢ jedng z ponizszych wartosci:

e SF-ni¢doprzodu. SF jest wartoscig
domysina.

e SR-ni¢do tytu.

e U-braknici.
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Pole Wymagane
RnaGeneAnnotationFile Nie
BarcodeRead Nie
BarcodePosition Tak
UmiPosition Tak
BarcodeSequenceWhitelist Nie
KeepFastq Nie
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Opis

Plik zawierajgcy adnotacje gendw RNA.
Dozwolone sg tylko znaki alfanumeryczne. Jesli
nazwa nie zostanie podana, bedzie uzywany
domysiny plik adnotacji zawarty w okreslonym
genomie referencyjnym.

Lokalizacja w sekwencjonowaniu odczytu kodu
kreskowego, ktéra zawiera kod kreskowy i UMI.
Wartosci mogg zawiera¢ Readl lub Read?2.
Wartoscig domysing jest Read1.

Lokalizacja nukleotydéw odpowiadajgca kodowi
kreskowemu w zakresie wartosci wprowadzonej
jako BarcodeRead. Pozycje nukleotyddw sg
indeksowane, poczagwszy od pozycji zerowej.
Wartosc¢ BarcodePosition nalezy wprowadzic¢

w nastepujgcym formacie:

0 <pozycja koncowa kodu kreskowego>

Jeslina przyktad kod kreskowy zawiera
16 nukleotyddéw, wéwczas wartoscig jest 0 15.

Lokalizacja nukleotydédw odpowiadajgca UMI
w zakresie wartosci wprowadzonejjako
BarcodeRead. Wartos$¢ UmiPosition nalezy
wprowadzi¢ w nastepujgcym formacie:
<pozycja poczatkowa UMI> <pozycja
kohcowa UMI>

Jeslina przyktad UMI zawiera 10 nukleotydow,
a kod kreskowy zawiera 16, wartoscig jest 16
25.

Nazwa pliku zawierajgcego sekwencje kodu
kreskowego do uwzglednienia. Nazwa pliku
moze zawiera¢ wytgcznie znaki alfanumeryczne,
kreski, podkreslenia i kropki.

Aby zapisywac pliki wyjsciowe FASTQ,
wprowadzié wartos$¢ true (prawda). Aby
usuwac pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartoscé false (fatsz).
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Pole Wymagane  Opis

MapAlignOutFormat Nie Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenSingleCellRNA_Data] iich opisy.

Pole Wymagane  Opis

Sample_ID Tak Identyfikator prébki. Identyfikator prébki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkos¢ liter. Poszczegdlne
identyfikatory nalezy rozdzielaé kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
préobek musza by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymi w sekcji BCLConvert_Data.

Zestaw Single Cell Library Kit 6

Ponizsze ustawienia arkusza prébek majg zastosowanie do zestawdw do przygotowania biblioteki

o takiej samej strukturze genetycznej, co zestaw DRAGEN Single Cell Library Kit 6. Aby sprawdzi¢
strukture genetyczng konkretnego zestawu, nalezy skorzystac ze strony pomocy dotyczgcej zgodnosci
produktéw z platformg DRAGEN Bio-IT.

Pole Wymagane  Opis

SoftwareVersion Tak Wersja oprogramowania DRAGEN aktualnie
zainstalowana w systemie. Nalezy uzy¢
wszystkich trzech liczb catkowitych, ktére
zawiera nazwa wersji. Na przyktad 3.5.7.
Wersja oprogramowania musi by¢ zgodna
z wersjg okreslong w sekcji BCLConvert_
Settings.
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Pole Wymagane
ReferenceGenomeDir Tak
RnalLibraryType Nie
RnaGeneAnnotationFile Nie
BarcodeRead Nie

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL

Opis

Nazwa genomu referencyjnego. Na przyktad
hg38_alt_aware. Genomy referencyjne znajdujg
sie w lokalizacji o nastepujgcej Sciezce:
/usr/local/illumina/genomes. Informacje
o korzystaniu z niestandardowego genomu
referencyjnego zawiera Pomoc online aplikacji
Reference Builder for lllumina Instruments

w wers;ji 1.0.0.

Wprowadzi¢ jedng z ponizszych wartosci:
e SF-ni¢do przodu.

e SR-ni¢do tytu.

e U-brak nici.

Plik zawierajgcy adnotacje gendw RNA.
Dozwolone sg tylko znaki alfanumeryczne. Jesli
nazwa nie zostanie podana, bedzie uzywany
domysiny plik adnotacji zawarty w okreslonym
genomie referencyjnym.

Lokalizacja w sekwencjonowaniu odczytu kodu
kreskowego, ktéra zawiera kod kreskowy i UMI.
Wartosci mogg zawiera¢ Readl lub Read?2.
Wartoscig domysing jest Readl.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Pole Wymagane
BarcodePosition Tak
UmiPosition Tak
BarcodeSequenceWhitelist Nie
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Opis

Lokalizacja nukleotydéw odpowiadajgca kodom
kreskowym w zakresie wartosci wprowadzonej

jako BarcodeRead. Pozycje nukleotyddw sg

indeksowane, poczagwszy od pozycji zerowej.

Wartosc¢ BarcodePosition nalezy wprowadzic¢

w nastepujgcym formacie:

0 <pozycja koncowa pierwszego kodu

kreskowego>+<pozycja poczatkowa

drugiego kodu kreskowego> <pozycja

koicowa drugiego kodu

kreskowego>+<pozycja poczatkowa

trzeciego kodu kreskowego> <pozycja

kohcowa trzeciego kodu kreskowego>

Na przykfad dla ponizszej struktury

obowigzywatby zapis 0 8+21 29+43 51:

e 9 nukleotyddéw w pierwszym kodzie
kreskowym (0_8).

e 12 nukleotyddow miedzy pierwszym a drugim
kodem kreskowym.

e 9 nukleotyddw w drugim kodzie kreskowym
(21 29).

o 13 nukleotyddéw miedzy drugim a trzecim
kodem kreskowym.

e 9 nukleotyddw w trzecim kodzie kreskowym
(43 51).

Lokalizacja nukleotyddw odpowiadajgca UMI

w zakresie wartosci podanej jako BarCodeRead.

Wprowadzi¢ cigg w nastepujgcym formacie:
<pozycja poczatkowa UMI> <pozycja
kohcowa UMI>

Jeslina przyktad UMI zawiera 8 nukleotyddw,
ataczna liczba nukleotyddw poprzedzajgcych

UMI wynosi 51, wéwczas wartoscig jest 52 59.

Nazwa pliku zawierajgcego sekwencje kodu
kreskowego do umieszczenia na liscie
dozwolonych. Nazwa pliku moze zawierac¢
wytgcznie znaki alfanumeryczne, kreski,
podkreslenia i kropki.

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.
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Pole Wymagane  Opis

KeepFastq Nie Aby zapisywac pliki wyjsciowe FASTQ,
wprowadzié wartos$¢ true (prawda). Aby
usuwac pliki wyjsciowe FASTQ, wprowadzi¢
wartos¢ false (fatsz).

MapAlignOutFormat Nie Formatowanie pliku wyjsciowego. Wartosci
dozwolone to bam lub cram. Jesli nie zostanie
podana zadna wartos¢, ustawieniem domysinym
bedzie none (brak).

Ponizej widoczne sg dostepne pola [DragenSingleCellRNA_Data] iich opisy.

Pole Wymagane  Opis

Sample_ID Tak Identyfikator prébki. Identyfikator prébki moze
zawiera¢ maksymalnie 20 znakdéw
alfanumerycznych. W identyfikatorze
rozrézniana jest wielkosc liter. Poszczegdlne
identyfikatory nalezy rozdzielaé kreskami. Na
przyktad Sample1-DQB1-022515. Identyfikatory
prébek muszg by¢ zgodne z identyfikatorami
okreslonymi w sekcji BCLConvert_Data.

Sekwencjonowanie w cyklu ciemnym

W niniejszej czesci opisano sposéb uzywania sekwencjonowania w cyklu ciemnym w protokole.

Sekwencjonowanie w cyklu ciemnym jest stosowane wytgcznie do realizowania etapdéw chemicznych

cyklu sekwencjonowania. Aby sprawdzi¢, czy wymagane jest sekwencjonowanie w cyklu ciemnym,
nalezy sie zapoznac z informacjami na stronie Compatible Products (Zgodne produkty) poswieconej

konkretnemu zestawowi do przygotowania bibliotek w witrynie dziatu pomocy firmy lllumina.

Aby przeprowadzi¢ sekwencjonowanie w cyklu ciemnym, nalezy wykonad ponizsze czynnosci.
Edycja pliku protokotu
1. Pobrac plik XML protokotu z witryny dziatu pomocy firmy Illumina.

2. Przeprowadzi¢ edycje pliku XML protokotu.

a. Zidentyfikowac¢ odpowiednig sekcje protokotu na podstawie konfiguracji odczytu
i sekwencjonowania indekséw. W przypadku niestandardowego protokotu istnieje sze$¢
réznych protokotéw, ktére moga by¢ edytowane.
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C.

Na przyktad protokét dla pojedynczego odczytu Read 1 (Odczyt 1) bez konfiguraciji
sekwencjonowania indeksu bedzie miat postaé <Protocol Name="1 Read 0 Index"
ProtocolType="1Read0Index" >.

Przed <ReadRef ReadName="Read 1"/>i<ReadRef ReadName="Read 2"/>halezy
wprowadzi¢ ponizszy etap cyklu ciemnego w nowej linii.
<DarkCycle ChemistryName="Dark Cycle Before First Base" />.

Etap cyklu ciemnego nalezy wprowadzi¢ w nowej linii dla kazdego wymaganego cyklu
ciemnego.

3. Zapisa¢ plik XML protokotu.

Ponizej przedstawiono przyktadowy protokét z cyklem ciemnym:

<Protocol Name="1 Read 0 Index" ProtocolType="1ReadOIndex" >

<ChemistryRef ChemistryName="Start" />

<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />
<ChemistryRef ChemistryName="BIX Mixing" />

<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />
<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp Transfer" />
<ChemistryRef ChemistryName="ExAmp Mixing" />
<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />

<Obdd ChemistryName="Library Denaturation and Dilution" />
<ChemistryRef ChemistryName="Prime Cartridge" />

<Obcg ChemistryName="Cluster Generation" />

<ChemistryRef ChemistryName="SBS Prime" />

<ChemistryRef ChemistryName="Read Prep" />

<DarkCycle ChemistryName="Dark Cycle Before First Base" />
<ReadRef ReadName="Read 1" />

<SetThermalZoneTemp Enable="false" Zone="FlowCellHeater" />

</Protocol>

<Protocol Name="1 Read 1 Index" ProtocolType="1ReadlIndex" >

<ChemistryRef ChemistryName="Start" />
<ChemistryRef ChemistryName="2min 60C Vacuum Hold" />

Dotaczanie protokotu do przebiegu

1

W konfiguracji przebiegu w oprogramowaniu sterujgcym wybrac¢ opcje Choose (Wybierz)
w obszarze Custom Recipe (Protokét niestandardowy).

Przejs¢ do zaktualizowanego pliku XML protokotu.
Wybrac opcje Open (Otworz).

Wréci¢ do sekcji Inicjowanie sekwencjonowania na stronie 49.
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algorytm Phred 64 domysliny folder wyjéciowy 53
amplifikacja 9 dopasowanie specyfikacji 89
analiza drzwiczki
metody 5, 9 zamykanie 55
analiza lokalna 1 dysk D 80
analiza obrazu 5 dysk twardy 6, 80
analiza oparta na chmurze 1 dyski mapowane 53
aparat, dane dotyczgce dziatania 14 dziat pomocy technicznej 114
dzienniki btedéw 59
B
E
BaseSpace Sequence Hub 1
dokumentacja 14 edycja parametrow przebiegu 53
ustawienia 14
bcl2fastg2 58 F
biblioteki
denaturacja 9 fabryczne ustawienia domysine 90-91
btedy 6, 89 fazowanie i fazowanie wyprzedzajgce 61
komunikaty 86 filtr czystosci 63
prawdopodobienstwo 63-64 filtrowanie klastréw 63
brak rozpoznan 61-62 filtry powietrza
bufor do ponownego zawieszania 28 elementy zapasowe 29

lokalizacja 84
C folder przebiegéw 80
folder wyjsciowy 53, 80

CE 58 fragmenty protokotu 6
chusteczki nasgczane alkoholem 29
chusteczki nasgczone wybielaczem 29 G
Compute Engine 58
cykle odczytu 32 generowanie szablonu 61
czes$ci zamienne 84 gwarancja 29
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ikony 6
[llumina Proactive Support 14
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pasma 59 status przebiegéw 6
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zestawy 28
numery katalogowe 29
Zmiana wersji oprogramowania na nizszg 90-
91

Nr dokumentu: 1000000109376 wer. 04 POL 113

Tylko do celéw badawczych. Nieprzeznaczone do procedur diagnostycznych.



Pomoc techniczna

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

llumina.

Witryna:
Adres e-mail:

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Numery telefonow do dziatu pomocy technicznej firmy lllumina

Region
Australia
Austria
Belgia
Chiny
Dania
Filipiny
Finlandia
Francja
Hiszpania
Holandia
Hongkong, Chiny
Indie
Indonezja
Irlandia
Japonia
Kanada
Korea Potudniowa
Malezja
Niemcy
Norwegia

Nowa Zelandia

Bezptatny
+611800775 688
+43 800006249
+3280077 160

+4580820183
+63 180016510798
+358 800 918 363
+33805102193
+34 800300143
+31800 022 2493
+852 800 960 230
+918006500375

+353 1800 936608
+81080011150™M
+1800 809 4566
+82 80234 5300
+60 1800 80 6789
+49 8001014940
+47 800 16 836
+64 800 451650
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Miedzynarodowy

+4319286540
+3234002973
+86 400 066 5835
+4589 871156

+358974790110
+3317077 04 46
+34 911 899 417
+3120713 2960

0078036510048

+3531695 0506

+49 89 3803 5677
+47 219396 93
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Region Bezptatny Miedzynarodowy
Singapur 18005792745

Stany Zjednoczone +1800 809 4566 +1858 202 4566
Szwajcaria +41800200442 +4156 580 00 00
Szwecja +46 2 00883979 +46 8 50619671
Tajlandia +66 1800 011 304

Tajwan, Chiny +886 8 06651752

Wielka Brytania +44 800 012 6019 +44 207305 7197
Wietnam +84 1206 5263

Wiochy +39 800985513 +39 236003759

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

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