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Andringsbeskrivhing

Anvisningar for import av basfiler har lagts till.
Arbetsflddet DRAGEN DNA Amplicon har lagts till.
Funktioner har lagts till for kontrollprogrammet
NextSeq 1000/2000 v1.3.

Information om hur en proxyserver valjs har lagts till.
Leveranstemperaturen och lagringstemperaturen for
RSB med Tween 20 har uppdaterats.

Arbetsflddet DRAGEN RNA har uppdaterats for att
inkludera differentiellt uttryckta gener.
Mappstrukturen for sekvenseringsutdata har
uppdaterats.

Formateringsrekommendationer for provark v2 har
uppdaterats.

Katalognummer har korrigerats.
Information om att Iagga till nya anvandare har lagts
till.
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Dokumentnr Datum
1000000109376 Oktober
v02 2020

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE

Andringsbeskrivnhing

Satsen NextSeq 1000/2000 P3 Reagents har lagts till.
Arbetsfloddet DRAGEN Single Cell RNA har lagts till.
Arbetsflddet DRAGEN Enrichment har lagts till.
FASTQ-komprimeringsalternativ har lagts till.
Anvisningar for att installera uppdateringar for
arbetsfléden och licenser for DRAGEN har lagts till.
Anvisningar for att importera anpassade
referensgenom har lagts till.

Laddningsvolymen och koncentrationerna for
bibliotekstyper har uppdaterats.

Anvisningarna for utspadning av bibliotek har
uppdaterats.

Anvisningar for att tomma reagenskassetten
automatiskt har lagts till.

Informationen om antalet cykler som stods har
uppdaterats.

Instrumentets anpassningsanvisningar har
uppdaterats.

Anvisningarna for kdrningskonfiguration pa
instrumentet har uppdaterats.

Strukturen for sekvenseringsutdata i DRAGEN har
uppdaterats.

Information har lagts tillom QC-rapporter i DRAGEN.
Information om att ta bort anpassade referensgenom
fran harddisken har lagts till.

Information om hur systemkontroller utfors har lagts
till.

Installningarna for provark v2 har uppdaterats.

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.
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Dokumentnr Datum
1000000109376 Juni
vO1 2020

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE

Andringsbeskrivnhing

Programbeskrivningarna av kontrollprogrammet
NextSeq 1000/2000 har uppdaterats.

Skillnaden mellan molnlage, hybridlage, lokalt Iage
och fristdende lage har fortydligats i hela guiden.
Anvisningarna fér upptining och férvaring av en
kassett har uppdaterats.

Informationen om antalet cykler som stdds har
uppdaterats.

Anvisningarna for att konfigurera sekundaranalyser
har uppdaterats.

Reagenssatsernas katalognummer har uppdaterats.
Diagrammet dver sekvenseringsprotokollet har
uppdaterats.

Anvisningarna for att ange en natverksenhet som
standardutdatamapp har uppdaterats.

Tabellen dver bibliotektyper som stdds har
uppdaterats.

Anvisningar for hur anvandaren kan importera
anpassade referensgenom har lagts till.
Anvisningar for att konfigurera en kdrning med en
anpassad indexsats och en anpassad
biblioteksprepareringssats har lagts till.

Kraven for anvandarkonton och I6senord har
uppdaterats.

Information om mappstrukturen for utdata i DRAGEN
har lagts till.

Anvisningarna for tomning av anvanda reagenser
fran kassetten har fortydligats.
Bakgrundsinformation om Q-tabellen har lagts till.
Anvisningarna for installation av
kontrollprogramuppdateringar har uppdaterats.
Anvisningar for hur en kérning repeteras har lagts till.
Anvisningar for att uppdatera arbetsfldden och
licenser for DRAGEN har lagts till.

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.
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Dokumentnr Datum Andringsbeskrivnhing

Anvisningar for hur instrumentet kan anpassas har
lagts till.

Bilderna har uppdaterats for att aterspegla nya
etiketter.

"Door” (lucka) har bytts ut till "visor” (lucka) i hela
guiden.

En beskrivning av de tva Ethernet-portarna har lagts
till.

1000000109376 Mars Forsta versionen.
v0O 2020

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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Systemoversikt

Sekvenseringssystemen lllumina® NextSeq™ 1000 och lllumina® NextSeq™ 2000 &r inriktade pa NGS'.
Det programorienterade systemet kombinerar llluminas sekvenseringsteknik med ett prisvart
stationart instrument som har foljande funktioner:

Lattanvant och driftsakert - NextSeq 1000/2000 anvander lokal DRAGEN-analys samt
denaturering och utspadning iinstrumentet. En avbildningsmodul &r inbyggd i systemet och
flodesteknik &r inbyggd i férbrukningsmaterialet, vilket underlattar instrumentunderhallet.

Forbrukningsmaterialet fors 6ver i ett steg — En kassett for engdngsbruk innehaller redan alla
reagenser som behovs for kdrningen. Biblioteket och flddescellen fors direkt in i kassetten som
sedan fors in iinstrumentet. Integrerad identifiering majliggdr noggrann sparning.
Programmet NextSeq 1000/2000 - En programsvit med inbyggd programvara styr instrumentets
drift, bearbetar bilder och genererar basbestamningar.

— Cloud mode (Molnldge) — Planera din kdrning med Instrument Run Setup
(Kérningskonfiguration pa instrumentet) pd BaseSpace-sekvenseringshubb. Det valda

analysarbetsflodet startas automatiskt i molnet. Kérningsdata och analysresultaten finns ocksa

i molnet.

— Hybrid mode (Hybridlage) — Planera din kdrning med Instrument Run Setup
(Kérningskonfiguration pa instrumentet) pé BaseSpace-sekvenseringshubb. Det valda
analysarbetsflodet startas sedan via DRAGEN i instrumentet.

— Localmode (Lokalt Iage) — Planera din kérning med provarksfil i formatet v2 lokalt. Det valda
analysarbetsflodet startas automatiskt via DRAGEN i instrumentet.

— Standalone mode (Fristdende lage) - Planera din kdrning utan ett provark.

Det har avsnittet ger en dversikt 6ver systemet, inklusive information om maskinvara, program och
dataanalys. Det innehaller &ven nyckelbegrepp och terminologi som anvands i hela dokumentationen.

Detaljerade specifikationer, datablad, applikationer och relaterade produkter finns pa produktsidan for

sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 pa llluminas webbplats.

Ytterligare resurser

Ytterligare resurser for systemet finns pa hjédlpsidorna for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och

NextSeq 2000 pa llluminas webbplats. Resurserna &r bland annat programvara, utbildning, kompatibla

produkter samt féljande dokumentation. Besok alltid hjalpsidorna for att kontrollera vilka de senaste
versionerna ar.

Tn3sta generations sekvensering
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Resurs Beskrivning

Anpassad protokollvéljare Ett verktyg som genererar fullstdndiga anvisningar som ar
anpassade efter biblioteksprepareringsmetoden,
kérningsparametrarna och analysmetoden som valts. Har
alternativ som kan anvandas for att anpassa detaljnivan.

Sédkerhets- och Information om driftsdkerhet, efterlevnad och
efterlevnadsguide for instrumentmarkning.

sekvenseringssystemen

NextSeq 1000 och NextSeq

2000 (dokumentnr

71000000111928)

Efterlevnadsguide fér RFID- Information om RFID-lasaren iinstrumentet,

ldsarmodul (dokumentnr efterlevnadscertifieringar och sékerhetsatgarder.
7000000002699)

Guide fér denaturering och Innehaller anvisningar fér hur du manuellt denaturerar och
utspddning fér NextSeq 1000 spader ut bibliotek for en sekvenseringskdrning och hur du
och 2000 (dokumentnr forbereder en valfri PhiX-kontroll.

71000000139235)

Guide for anpassade primrar Information om hur sekvenseringsprimrar fran lllumina kan
fér NextSeq 1000 och 2000 bytas ut mot anpassade sekvenseringsprimrar.

(dokumentnr 1000000139569)

Forberedelseguide fér plats fér  Specifikationer for laboratorieutrymme, elektriska krav samt

sekvenseringssystemet anvisningar for miljé och natverk.

NextSeq 2000 (dokumentnr

7000000109378)

Hjélp fér BaseSpace Information om hur du anvander BaseSpacew—

(help.basespace.illumina.com)  sekvenseringshubb och tillgdngliga analysalternativ.

Uppséattningsguide for Riktlinjer for uppsattningar och dubbelindexering.
indexadaptrar (dokumentnr
7000000041074)

Adaptersekvenser for lllumina Listar adaptersekvenserna for llluminas
(dokumentnr 1000000002694)  biblioteksprepareringssatser.

Instrumentets maskinvara

Sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 har en strombrytare, en bildskarm, ett
statusfalt, ett fack for forbrukningsmaterial och USB-portar.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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Bild1 Systemets utvandiga delar

A

/

D E)(F

A. Luftfilterfack — Ger atkomst till det utbytbara luftfiltret.

B. Pekskarm - Mojliggor konfiguration och installning av instrumentet via kontrollprogrammets
granssnitt.

C. Statusfalt - Statusféltets farg dndras nar systemet utfor stegen i arbetsflédet. BIa och lila
indikerar interaktivitet (t.ex. kontroller fore kdrning) och om faltet ar flerfargat indikerar det
handelser och data som krdver uppmarksamhet (t.ex. slutférd sekvensering). Kritiska fel
indikeras med rott.

D. Strémbrytare — Styr stromtillforseln till instrumentet och indikerar om systemet ar paslaget
(lyser), avstangt (nedslackt) eller avstangt men med stromtillforsel (blinkar).

E. USB 3.0-port— Anvands for att ansluta en extern barbar enhet for datadverféring.

F. USB 2.0-portar— Anvands for att ansluta musen och tangentbordet.

Strémanslutning och andra anslutningar

Du kan forsiktigt flytta pa instrumentet for att komma at strombrytaren, USB-porten och andra
anslutningar for tillbehor pa baksidan av instrumentet.

Pa instrumentets baksida finns strombrytaren och uttaget som styr strémtillférseln till instrumentet,
samt tva Ethernet-portar for valfri Ethernet-anslutning. En USB 3.0-port gor det mgjligt att ansluta en
extern barbar enhet for datadverforing (exFAT stdds inte pa den har Linux-baserade plattformen).

Sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 ar utrustade med tva Ethernet-portar for att
utoka systemfunktionen och flexibiliteten. Exempelvis kan en Ethernet-port anvandas for
kommunikation med en intern natverksenhet och den andra porten anvadndas foér extern
kommunikation med till exempel BaseSpace-sekvenseringshubb eller Proactive Support.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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Bild 2 Den bakre panelens komponenter
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Strémbrytare - Slar pa och av instrumentet.

Eluttag - For anslutning av stromkabeln.

Ethernet-portar (2) - Valfri anslutning av en Ethernet-kabel.

USB 3.0-port — Anvands for att ansluta en extern barbar enhet fér datadverforing.

SO0 w>

Fack for forbrukningsmaterial

Facket for forbrukningsmaterial ar till for kassetten, inklusive flodescellen och det utspadda biblioteket,
som anvands for en sekvenseringskorning.

Bild 3 Fackladdat med férbrukningsmaterial

A. Kassett - Innehéller flodescellen, biblioteket och reagenserna. Den samlar dven in anvdnda
reagenser under kdrningen.

Fack - Haller kassetten pa plats under sekvensering.

C. Lucka- Oppnas for att ge dtkomst till facket fér férbrukningsmaterial.

w
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Integrerad programvara

Systemets programsvit innehaller integrerade program som utfér sekvenseringskérningar och
analyser.

* Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 - Styr instrumentets drift och har ett granssnitt som kan
anvandas for att konfigurera systemet, konfigurera en sekvenseringskérning och évervaka
korningsstatistiken under sekvenseringen.

* Real-Time Analysis (RTA3) - Utfor bildanalys och basbestamning under kérningen. Mer
information finns i Utdata fran sekvensering pa sidan 53.

* Universal Copy Service — Kopierar sekvenseringens utdatafiler fran kérningsmappen till
BaseSpace-sekvenseringshubb (om tillampligt) och utdatamappen, dér du har tillgang till dem.

Kontrollprogrammet ar interaktivt och kdr automatiserade bakgrundsprocesser. Real-Time Analysis
och Universal Copy Service kor endast bakgrundsprocesser.

Systeminformation

Valj kontrollprogrammenyn i det 6vre vanstra hornet for att dppna avsnittet About (Om). | avsnittet
About (Om) finns llluminas kontaktinformation och féljande systeminformation:

* Instrumentets serienummer

* Datornamn

* Programsvitens version

* Operativsystemsversion fér avbildning

* Totalt antalkérningar

Aviseringar och varningar

Aviseringsikonen finns i det dvre hdgra hornet. Nar en varning eller ett fel intraffar glider den hogra
panelen ut for att visa aviseringarna. Du kan nar som helst vélja ikonen for att visa en lista med aktuella
eller gamla aviseringar for varningar och fel.

* Varningar bor uppmarksammas, men du bor inte avbryta kérningen eller vidta ndgon annan atgard.

* Felmaste dtgédrdas innan en korning startas eller aterupptas.

Minimera kontrollprogrammet
Minimera kontrollprogrammet om du vill fa dtkomst till andra program. Till exempel for att ga till
utdatamappen i Utforskaren eller hitta ett provark.

1. Valj Minimize Application (Minimera program) i kontrollprogrammets meny.
Kontrollprogrammet minimeras.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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2. ValjNextSeq1000/2000 Control Software (NextSeq 1000/2000-kontrollprogram) i verktygsfaltet
for att maximera kontrollprogrammet.

Processhantering

Pa skarmen Process Management (Processhantering) visas tillfalliga kérningar som lagras pa
/usr/local/illumina/runs. Varje kréning identifieras med kdrningsdatum, namn och ID.
Information som kdrningsstatus, sekundaranalys, utdatamapp och molnlagring visas dven for varje
korning. Valj kérningen for att visa ytterligare information, inklusive arbetsfléde, genomsnittlig % Q30,
totalt antal godkanda lasningar och totalt utbyte. Information om hur du tar bort kérningar och frigér
utrymme finns i avsnittet Frigéra utrymme pa harddisken pa sidan 73. Information om hur du repeterar
en korning finns i Repetera en kérning pa sidan 81.

Korningsstatus

| det har avsnittet visas sekvenseringskoérningens status.

* InProgress (Pdgaende) — Sekvenseringskdrningen pagar.

* Complete (Slutford) — Sekvenseringskdrningen har slutforts.
* Stopped (Stoppad) — Sekvenseringskoérningen har stoppats.

* Errored (Fel) - Sekvenseringskorningen har ett fel.

Status for sekundaranalysen

Det har avsnittet visar statusen for den sekunddra DRAGEN-analysen pa instrumentet. N/A (Ej
tillampligt) visas om analysen utférs i BaseSpace-sekvenseringshubben.

* Not Started (Ej pdborjad) - DRAGEN-analysen har inte paborjats.
* InProgress (Pagdende) - DRAGEN-analysen pagar.

* Stopped (Stoppad) - DRAGEN-analysen har stoppats.

* Errored (Fel) - DRAGEN-analysen har ett fel.

* Complete (Slutford) - DRAGEN-analysen har slutforts.

Status for utdatamappen
Det har avsnittet visar status for filer som kopieras till utdatamappen:
* InProgress (Pagdende) - Filerna kopieras till utdatamappen.

* Complete (Slutford) — Filerna har kopierats till utdatamappen.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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Status for molnet (BaseSpace-sekvenseringshubb)

Det har avsnittet visar status for filer som laddas upp till BaseSpace-sekvenseringshubb via molnet:
* InProgress (Pdgaende) — Kontrollprogrammet dverfor filer till BaseSpace-sekvenseringshubb.

* Complete (Slutford) — Alla filer har 6verforts till BaseSpace-sekvenseringshubb.

Felsdka ett statusproblem

* Om korningen pagar ska du stdnga skarmen Process Management (Processhantering), vanta i fem
minuter och sedan 6ppna den igen.

* Om kérningen inte dr igdng ska du utfora en kall omstart pa instrumentet och darefter 6ppna

skarmen Process Management (Processhantering). Mer information finns i Utféra en kall omstart
pa instrumentet pa sidan 81.

Diagram over sekvenseringsprotokollet

Foljande diagram illustrerar sekvenseringsprotokollet som anvands med NextSeq 1000/2000.

o Tina den forpackade kassetten
° Férbereda flédescellen och bibliotek
° Ladda flédescellen och biblioteken i kassetten

Konfigurera en sekvenseringskérning @ Konfigurera en sekvenseringskérning Konfigurera en sekvenseringskérning
(Instrument Run Setup (Provark v2) (Inget provark)
(Korningskonfiguration pa instrumentet))

DRAGEN-analys i molnlage @ DRAGEN-analys i lokalt lage ° Anpassad analys i fristaende lage
(BaseSpace-sekvenseringshubb) (P& instrumentet) (Endast cBCL-data)

@ DRAGEN-analys i hybridlage Analys med en BaseSpace-
(P& instrumentet) sekvenseringshubbapp

(BaseSpace-sekvenseringshubb)

Sa har fungerar sekvensering

Sekvensering pa sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 utgdrs av
klustergenerering, sekvensering och analys. Varje steg utférs automatiskt under en
sekvenseringskorning. Beroende pa systemets konfiguration kan ytterligare analyser utféras utanfor
instrumentet nar kérningen har slutforts.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE
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Klustergenerering

Biblioteket' denatureras automatiskt till enkla strdngar och spads ut ytterligare i instrumentet.
Under klustergenerering binds enstaka DNA-molekyler till flddescellens yta och ampilifieras for att
skapa kluster?. Klustergenerering tar cirka fyra timmar.

Sekvensering

Kluster avbildas med hjilp av tvdkanalskemi, en grén kanal och en bla kanal, for att koda data for de
fyra nukleotiderna. Nar avbildningen av en platta pa flodescellen har slutforts avbildas nista platta.
Processen upprepas for varje sekvenseringscykel (cirka fem minuter per cykel). Efter bildanalysen utfor
programvaran for realtidsanalys basbestémning3, filtering och kvalitetsbedb‘mning.4

Primar analys

Kontrollprogrammet 6verfor automatiskt bas;besté:imningsfiler5 (*.cbcl) till den angivna utdatamappen
for dataanalys under kérningen. Under sekvenseringskdrningen utfér programvaran for realtidsanalys
(RTA3) bildanalys, basbestamning och demultiplexeringe. Nar sekvenseringen har slutforts startar
sekundaranalysen. Vilken metod for sekundar dataanalys som anvands beror pa din applikation och
systemkonfiguration.

Sekundaranalys

BaseSpace-sekvenseringshubb ar llluminas molntjanstmiljo for kérningsévervakning, dataanalys,
lagring och samarbete. Den ar vard for DRAGEN och BaseSpace-sekvenseringshubbapparna, som
stoder vanliga analysmetoder for sekvensering.

Efter att den forsta sekvensanalysen ar klar utfor DRAGEN en sekundaranalys med hjdlp aven av de
tillgangliga analysarbetsflédena.

Om du anvander moln- eller hybridlage hamtar DRAGEN provark, referensgenom och indatafilerna for
korningen fran Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) i BaseSpace-
sekvenseringshubb. | molnlaget laddas cBCL-data automatiskt upp till BaseSpace-sekvenseringshubb
och BaseSpace-sekvenseringshubb initierar en sekundaranalys i DRAGEN. | hybridldget utfor DRAGEN
en sekundéaranalys pa instrumentet och utdatafiler kan lagras i en angiven mapp eller i molnet.

1Ett DNA- eller RNA-prov som har adaptrar kopplade for sekvensering. Beredningsmetod varierar.

2En klonal grupp DNA-strdngar pa en flddescell som producerar en sekvensavlasning. Varje DNA-stréng pé en
flodescell utgér en mall som amplifieras tills klustret bestar av hundratals eller tusentals kopior. En flédescell med 10
000 kluster producerar till exempel 10 000 unika avlasningar eller 20 000 paired-end-avlasningar.

3Faststélla en bas (A, C, G eller T) fér varje kluster i en platta vid en specifik cykel.

4Berdknar en uppséattning kvalitetsvariabler fér varje basbestdmning och anvander direfter variabelvardet for att

faststalla kvalitetsresultatet.
SInnehaller basbestamningen och tillhdrande kvalitetsresultat for varje kluster i varje sekvenseringscykel.

6En analysprocess som séarskiljer avldsningar for varje bibliotek i en uppséttning.
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Om du anvander lokalt Iage hamtar DRAGEN det angivna provarket, referensgenomet och indatafilerna
for kérningen fran sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000. DRAGEN utfér en
sekundaranalys pa instrumentet och utdatafilerna lagras i en angiven utdatamapp. Om Proactive, Run
Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring) har valts kan analyser aven
startas via BaseSpace-sekvenseringshubbapparna nar sekvenseringen har slutforts.

Om du anvénder det fristdende laget kan du konfigurera en korning utan ett provark. Det har
arbetsflédet rekommenderas for anpassade analysfldden som bérjar med cBCL-data.

* Merinformation om BaseSpace-sekvenseringshubben finnsionlinehjalpen for BaseSpace-
sekvenseringshubben.

* Merinformation om DRAGEN finns pa hjalpsidan fér DRAGEN Bio-IT Platform.

* EnOversikt 6ver alla appar finns pa BaseSpace Apps.
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Systemkonfiguration

Det har avsnittet innehaller anvisningar fér hur du konfigurerar systemet, inklusive beskrivningar av
programinstallningar.

Anvisningarna beskriver framst kontrollprogrammet, med viss information om konfigurering av natverk
och operativsystem.

n | Om du anvander Google Chrome pa instrumentet uppmanas du att Idsa upp din
inloggningsnyckelring. Du kan ignorera och stdnga ner den uppmaningen.

Krav pa anvandarkonton

Linux-operativsystem har tre konton:
* root (superadministrator)
* ilmnadmin (administrator)

* ilmnuser (anvandare)

Administratorskontot ar endast avsett att anvandas for att tillampa systemuppdateringar, till exempel
for att uppdatera kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000, eller for att anvandas av IT-personal for att
montera en permanent natverksenhet.

Anvand alla andra funktioner, inklusive sekvensering, frdn anvandarkontot.
Losenordskrav

Faltserviceteknikern initierar en I6senordsandring for alla tre konton efter att ha slutfort
instrumentinstallationen. Uppdatera respektive I6senord var 180:e dag. Systemet kommer att meddela
nar det ar dags.

Tabell 1 Standardprinciper for Idsenord

Princip Installning

Anvand lagring av gamla lésenord Fem I6senord sparas

Uteldsningstroskel Tio ogiltiga inloggningsforsok

Minsta langd pa I6senord Tio tecken

Minsta teckenvariation Tre var av féljande tecken: siffror, versaler,

gemener och symboler

Maximalt antal upprepade tecken Tre tecken
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Princip Installning

Lésenord maste uppfylla krav pa komplexitet ~ Inaktiverat

Spara lésenord med omvandbar kryptering Inaktiverat

Lagga till en ny anvandare

© N o g bk~ w D=

Logga in pa ilmnadmin.

Valj strombrytaren och 6ppna sedan listrutan ilmnadmin.

Valj Account Settings (Kontoinstallningar).

Valj Unlock (L&s upp) och ange sedan Iésenordet for ilmnadmin.
Valj Add user (Lagg till anvandare).

Valj standardkontotyp och ange ett nytt anvandarnamn.

Valj Set password now (Ange I6senord nu) och ange ett Idsenord.
Vilj Add (Lagg till).

Den nya anvandaren laggs till i listan Users (Anvandare).

9. Ge anvandaren atkomst till kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 enligt féljande.

a.

Oppna terminalen.

b. Ange féljande:

C.

$ sudo usermod -a -G ilmnusers <new user name>

Ange I6senordet for ilmnadmin om du uppmanas att gora det.

10. Gor sa har for att bekrafta att anvandarbehdrigheterna har stéllts in.

a
b
c.
d

Logga in pa det nya anvandarkontot.
Ga till NextSeq 1000/2000-kontrollprogrammet.
Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

Se till att du kan valja och spara s6kvagen till uytdatamappen under Default Output Folder
(Standardutdatamapp).

Behdrigheterna har stéllts in om du kan vilja och spara s6kvagen for utdatamappen utan nagra
fel.

Aterstalla losenord

Det héar avsnittet innehaller information om hur du aterstéaller I6senorden for iimnuser, iimnadmin eller
root. Det ar inte mojligt att dterhdmta I6senord. Aterstéllning avl6senord asidosatter inte att ett konto
har lasts efter for manga felaktiga I6senordsférsok. Du méste vanta tio minuter innan du kan aterstélla
I6senordet eller forsdka att logga in.
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Aterstalla |I0senordet for ilmnuser

Du kan aterstalla ilmnuser-l6senordet om du kanner till imnadmin- eller root-lésenordet.
Logga in pa ilmnadmin.

Oppna terminalen.

Ange sudo passwd ilmnuser.

Ange I6senordet for iimnadmin nar du uppmanas att gora det.

Ange ett nytt I6senord fér ilmnuser nar du uppmanas att gora det.

o g p w N 2

Skrivin det nya ilimnuser-l6senordet igen nar du uppmanas att gora det for att bekrafta det nya
I6senordet.

Aterstilla 16senordet for ilmnadmin

Du kan aterstélla iimnadmin-ldsenordet om du ka&nner till root-l6senordet.
1. Logga in pa root.
2. Oppna terminalen.

3. Ange passwd ilmnadmin foratt andrailmadmin-lésenordet eller ange passwd ilmnuser for att
andra losenordet for ilmnuser.

4. Ange det nya Idsenordet nar du uppmanas att gora det.

Skrivin det nya I6senordet igen nar du uppmanas att bekrafta det nya l6senordet.

Aterstalla I6senordet for root

Anvand ett av foljande alternativ for att aterstélla rotiésenordet:

*  Om du kommer ihdgI6senordet fran den tidpunkt da den senaste OS-avbildningen skapades kan
du terstalla till den sparade systemavbildningen.

* Kontakta llluminas tekniska support om du inte kommer indg lésenordet.

Konfigurera BaseSpace-sekvenseringshubb och
Proactive Support

Anvand féljande anvisningar for att konfigurera BaseSpace-sekvenseringshubb och Proactive Support
pa systemet. Information om hur du konfigurerar ett BaseSpace-sekvenseringshubbkonto finns i
onlinehjélpen fér BaseSpace-sekvenseringshubb.

1. Valj Settings (Installiningar) i kontrollprogrammets meny.
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2. Dukan anvanda ett av foljande alternativ for att konfigurera BaseSpace-sekvenseringshubb och

Proactive Support:

Alternativ

Proactive Support Only
(Endast Proactive Support)*

Proactive and Run Monitoring
(Proactive och
kérningsdvervakning)

Proactive, Run Monitoring and
Storage (Proactive,
kérningsdvervakning och
lagring)

None (Ingen)

Beskrivning och krav

Skicka instrumentets prestandadata till lllumina for
snabbare felsokning.
Du behdver en internetanslutning.

Skicka InterOp- och logdfiler till BaseSpace-
sekvenseringshubb for fjarrévervakning. Det har
alternativet ar standardinstalliningen.

Du behdver ett BaseSpace-sekvenseringshubbkonto och
en internetanslutning.

Skicka InterOp-filer, loggfiler och kdérningsdata till
BaseSpace-sekvenseringshubb for fjarrovervakning och
analys.

Du behdver ett BaseSpace-sekvenseringshubbkonto,
internetanslutning och ett provark.

Koppla fran kérningar frdn BaseSpace-
sekvenseringshubb och skicka inte prestandadata fran
instrumentet till llumina Proactive Support.

* Beroende pé kontrollprogramversionen kan namnet pa instéliningen i programmets granssnitt skilja sig frén

namneti den har guiden.

Proactive Support ar aktiverat for alla alternativ forutom None (Ingen). Det har ar en kostnadsfri
tjdnst som gor att du kan se prestandadata pa Mylllumina Customer Dashboard och gor det mojligt
for llluminas serviceteam att felsoka problem snabbare.

Proactive and Run Monitoring (Proactive och kérningsdvervakning) ar aktiverat som standard.

Valj None (Ingen) om du vill sluta anvanda tjansten.

3. ValjSave (Spara) for att slutfora konfigurationen om du valde None (Ingen) i steg 2. Ga annars

4.

6.

vidare till steg 6.

Valj en plats pd BaseSpace-sekvenseringshubbens server dar data ska lagras i listan Hosting

Location (Vardplats).

Se till att du anvander vardplatsen i eller narmast din region.

Om du har en féretagsprenumeration ska du ange domannamnet (URL) som anvands for
BaseSpace-sekvenseringshubbkontot.

Till exempel: https://yourlab.basespace.illumina.com.

Valj Save (Spara).
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Ange en standardmapp for utdata

Anvand anvisningarna i det har avsnittet for att valja en standardmapp for utdata. Du kan é@ndra
utdatamappen for varje kdrning under kérningskonfigurationen. Programmet sparar cBCL-filer' och
annan korningsdata i utdatamappen.

En utdatamapp méaste anges om inte BaseSpace-sekvenseringshubb &r konfigurerad for Proactive,
Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsévervakning och lagring). Anvand endast en extern
enhet eller ndtverksenhet som standardmapp for utdata. Att anvanda en utdatamapp pa instrumentet
paverkar sekvenseringskoérningen negativt.

Ange en utdatamapp pa en extern enhet

Anvand nedanstdende anvisningar for att valja en extern barbar enhet som standardutdatamapp.

En sjalvdriven enhet som ar formaterad till NTFS eller GRT/EXTRA rekommenderas.

1. Anslut en extern barbar enhet med hjdlp av USB 3.0-porten pa sidan eller baksidan av
instrumentet.

Kontrollera att den externa barbara enheten tillater skrivbehdrighet. Om den ar skrivskyddad kan
programmet inte spara data pa den.

2. Skapa en ny mapp pa den externa barbara enheten. Den har mappen blir standardutdatamappen.
Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 kraver minst tva nivder av kapslade mappar for att kdnna
igen platsen som en extern barbar enhet.

Valj Settings (Instéliningar) i kontrollprogrammets meny.

Vilj den befintliga sdkvdgen under Default Output Folder (Standardutdatamapp) och ga till den nya
mappen pa den externa barbara enheten.

5. [Valfritt] Valj ett alternativilistrutan Hosting Location (Vardplats) om du valde Online Run Setup
(Onlinekonfiguration av kérning) under Run Mode (Kérningslage).

6. ValjSave (Spara).

Ange en standardutdatamapp for natverksenheten

Anvand féljande anvisningar for att montera en permanent ndtverksenhet och ange en standardmapp
for utdata. Server Message Block (SMB)/Common Internet File System (CIFS) och Network File
System (NFS) ar de enda metoderna som stdds for montering av en permanent natverksenhet pa
NextSeq 1000/2000.

Anvisningar for SMB-/CIFS-montering

1. Valj Minimize Application (Minimera program) om NextSeq 1000/2000-kontrollprogrammet
ar oppet.

Tinneha&ller basbestamningen och tillhdrande kvalitetsresultat for varje kluster i varje sekvenseringscykel.
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1.

12.

13.

14.
15.

16.
17.

18.

Logga in pa ilmnadmin.

Valj Applications (Program).

Valj Terminal under Favorites (Favoriter).

Ange sudo touch /root/.smbcreds och valjsedan Enter (Retur).

Ange I6senordet for iimnadmin ndr du uppmanas att géra det.

Lésenordet for ilmnadmin maste anges varje gang du anvander ett sudo-kommando.

Ange sudo gedit /root/.smbcreds och valjsedan Enter (Retur) for att 6ppna textfilen som
heter smbcreds.
Nar textfilen . smbcreds 6ppnas ska du ange natverkets inloggningsuppgifter i nedanstaende
format.

username=<user name> (anvandarnamn)

password=<password> (ldsenord)

domain=<domain name> (doma&nnamn)
Hakparenteser kravs inte fér anvandarnamn, I6senord och doméanautentiseringsuppgifter.
Domanautentiseringsuppgifter kravs endast om fjarrkontot ar en del aven doman.

Valj Save (Spara) och stang filen.

. ldentifiera servernamnet och delningsnamnet for SMB-/CIFS-servern.

Servernamnet och delningsnamnet far inte innehélla mellanslag, till exempel:

Servernamn: 192.168.500.100 eller Myserver-myinstitute-03

Delningshnamn: /sharel

Ange sudo chmod 400 /root/.smbcredsiterminalen och valj sedan Enter (Retur) for att bevilja

lasatkomst till textfilen . smbcreds.

Ange sudo mkdir /mnt/<local name>

<local name>&rnamnet pa den nya katalogen i din ndtverksenhet och kan innehalla mellanslag.

Det har ar katalogen som kommer att visas pa instrumentet.

Valj Enter (Retur).

Ange sudo gedit /etc/fstab och valjsedan Enter (Retur).

Nar fstab-filen 6ppnas ska du lagga till foljande till slutet av filen och sedan valja Enter (Retur).
//<Server name>/<Share name> /mnt/<local name> cifs
credentials=/root/.smbcreds,uid=ilmnadmin, gid=ilmnusers,dir

mode=0775, file mode=0775, netdev,x-systemd.automount, sec=ntlmssp 0 0
Valj Save (Spara) och stang filen.
Ange sudo mount -a -vvviterminalen och vélj sedan Enter (Retur).
Natverksenheten ar nu monterad som /mnt/<local name>.
Ange <df | grep <local name>>och vdljsedan Enter (Retur).
Fildelningens namn ska visas.
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19. Ange sudomkdir /mnt/<local name>/<output directory>forattskapa enundermappiden

lokala katalogen. <output directory> representerar standardmappen for utdata.
Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 kraver minst tva nivaer av kapslade mappar for att kdnna
igen platsen som en monterad natverksenhet.

20. Utfor en kall omstart pa instrumentet. Mer information finns i Utféra en kall omstart pa

21.

instrumentet pa sidan 81.

Stall in den monterade permanenta natverksenheten som standardutdatamapp. Mer information
finns i Ange den permanenta nédtverksenheten som standardutdatamapp pa sidan 17.

Anvisningar for NFS-montering

1.

10.

1.

12.

13.

Valj Minimize Application (Minimera program) om NextSeq 1000/2000-kontrollprogrammet ar
oppet.

Logga in pa ilmnadmin.

Identifiera servernamnet for NFS-servern.
Servernamnet far inte innehélla mellanslag, till exempel:
Servernamn: 192.168.500.100 eller Myserver-myinstitute-03

Valj Applications (Program).
Valj Terminal under Favorites (Favoriter).

Ange sudo mkdir /mnt/<local name>och valjsedan Enter (Retur).
<local name>ar namnet pa den nya katalogen i din nitverksenhet.
Ange sudo gedit /etc/fstab och valjsedan Enter (Retur).
Nar fstab-filen 6ppnas ska du ange nedanstdende och sedan vélja Enter (Retur).

Server name:/share //mnt/<local name> nfs x-systemd.automount,defaults 0 0
Valj Save (Spara) och stang filen.
Ange sudo mount -a -vvviterminalen och valjsedan Enter (Retur).
Natverksenheten @rnu monteradi /mnt/directoryimappen <local name>.
Skapaenny<sub folder>imappen<local name>. Undermappen representerar
standardmappen for utdata.
Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 kraver minst tva nivaer av kapslade mappar for att kdnna
igen platsen som en monterad natverksenhet.
Utfor en kall omstart pa instrumentet. Mer information finns i Utféra en kall omstart pa
instrumentet pa sidan 81.

Stéll in den monterade permanenta natverksenheten som standardutdatamapp. Mer information
finns i Ange den permanenta natverksenheten som standardutdatamapp pa sidan 17.
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Ange den permanenta natverksenheten som standardutdatamapp

1. Logga in péilmnuser.
Valj Settings (Instaliningar) i menyn i kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000.

3. Valjden monterade permanenta natverksenheten som finns vid /mnt/<local name>/<output

directory>.

4. [Valfritt] Valj ett alternativilistrutan Hosting Location (Vardplats) om du valde Online Run Setup
(Onlinekonfiguration av kérning) under Run Mode (Kérningslage).

5. ValjSave (Spara).

Importera anpassade referensgenom

Nya anpassade referensgenom kan endast importeras med administratorskontot. En lista éver alla
kompatibla referensgenom finns pa produktkompatibilitetsidan for NextSeq 1000/2000.

1. Skapa ett referensgenom med appen Reference Builder for Illumina Instruments fér BaseSpace-
sekvenseringshubb. Mer information finns i onlinehjélpen fér appen Reference Builder for lllumina
Instruments v1.0.0.

Valj kontrollprogrammets meny och sedan Process Management (Processhantering).

Sakerstall att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundéra analyser utfors pa instrumentet.
Valj Minimize Application (Minimera program) i kontrollprogrammets meny.

Logga in pa ilmnadmin.

Valj kontrollprogrammets meny och véalj sesdan DRAGEN.

N o g s W

Valj View Installed Genomes (Visa installerade genom) i avsnittet Genome (Genom) for att visa en
lista Over alla for narvarande installerade lllumina-genom och anpassade genom.

©

Stdng modulen.

9. ViljChoose (Vilj) under Import New Reference Genomes (Importera nya referensgenom), ga till
referensgenomfilen (*.tar.gz) pa den barbara eller monterade natverksenheten och vélj sedan
Open (Oppna).

10. Valj Import (Importera).

Importera basfiler for brus

Om du anvander DRAGEN Enrichment-arbetsflodet i somatiskt Idge kan du anvanda en brusbasfil for
att filtrera bort sekvenseringsbrus eller systematiskt brus. Du kan ladda ner anpassade standardfiler
for brus fran lllumina Support Center eller skapa en anpassad basfil.

Skapa en anpassad brusbasfil

Om du anvander somatiskt Idge kan du skapa en anpassad brusbasfil. Brusbasfilen ar byggd med
normala prover som inte matchar proverna. Det rekommenderade antalet normala prover ar 50.
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Anvand en av foljande metoder for att skapa en anpassad brusbasfil:

* Anvand servern for DRAGEN Bio-IT Platform. Anvisningar finns ionlinehjélpen for DRAGEN Bio-IT
Platform.

* Anvind appen DRAGEN Baseline Builder pa BaseSpace-sekvenseringshubb. Anvand arbetsflodet
BCL Convert (BCL-konvertering) i Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pé instrumentet)
pa BaseSpace-sekvenseringshubb for att generera FASTQ-filer. Mata in FASTQ-filerna i DRAGEN
Baseline Builder-appen nar sekvenseringskdrningen har slutférts och 50 prover ar tillgdngliga.

Importera basfilerna med anvandargranssnittet
Efter att ha importerat basfilen kan du stélla in sekvenseringskdrningen med DRAGEN Enrichment-
arbetsflodet i somatiskt lage.

1. Ladda ner en standardbasfil fran lllumina Support Center eller ladda ner den anpassade basfilen
fran DRAGEN-servern eller DRAGEN Baseline Builder-appen.

Valj Minimize Application (Minimera program) i kontrollprogrammets meny.
Logga in pa ilmnadmin.

Valj Applications (Program) valj sedan Favorites (Favoriter).

Valj +Other Locations (+Andra platser) och valj sedan Computer (Dator).
Dubbelklicka pa usr och sedan pa local.

Dubbelklicka pa illumina och sedan pa aux_files.

® N O O R ®w N

Dra brusbasfilen till aux_files.

Importera basfiler for brus med terminalen
Efter att ha importerat basfilen kan du stalla in sekvenseringskérningen med DRAGEN Enrichment-
arbetsflodet i somatiskt lage.

1. Ladda ner en standardbasfil fran lllumina Support Center eller ladda ner den anpassade basfilen
fran DRAGEN-servern eller DRAGEN Baseline Builder-appen.

Valj Minimize Application (Minimera program) i kontrollprogrammets meny.
Logga in pa ilmnadmin.
Valj Applications (Program).

Valj Terminal under Favorites (Favoriter).

o 9k~ Wb

Ange foljande kommando.
cp [/path/to/baselinefile] /usr/local/illumina/aux files
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Konfigurera korningslaget

Koérningslaget galler alla kérningar och avgor var kérningsparametrarna anges och hur data analyseras.
Moln- eller hybridlage

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

2. Valj Online Run Setup (Onlinekonfiguration av kérning) under BaseSpace Sequence Hub Services &
Proactive Support (BaseSpace-sekvenseringshubbtjanster och Proactive Support).

3. Konfigurera ytterligare instéllningar pa lampligt satt genom att valja féljande:

a. Proactive and Run Monitoring (Proactive och kdérningsdvervakning) eller Proactive, Run
Monitoring and Storage (Proactive, 6vervakning och lagring av korning).

b. Listrutan for Hosting Location (Vardplats).
c. [Valfritt] Ange ett Private Domain Name (Eget domannamn).
4. ValjSave (Spara).

Lokalt eller fristaende ldge

1. Valj Settings (Installiningar) i kontrollprogrammets meny.

2. ValjLocal Run Setup (Lokal konfiguration av kérning) under BaseSpace Sequence Hub Services &
Proactive Support (BaseSpace-sekvenseringshubbtjanster och Proactive Support).

3. Konfigurera ytterligare instéliningar pa lampligt satt genom att valja féljande:

a. Proactive Support Only (Endast Proactive-support), Proactive and Run Monitoring (Proactive
och kérningsoévervakning), Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, 6vervakning och
lagring av korning), eller None (Ingen).

n | BaseSpace-sekvenseringshubb kommer endast tilldta repetitionsfunktionen om Proactive,
Run Monitoring and Storage (Proactive, kérningsévervakning och lagring) ar valt. | hdndelse
av ett ogiltigt provark kan du gdra korrigeringar i provarket och repetera
demultplexeringsanalysen. Mer information om repetitionsfunktionen pa instrumentet finns i
Repetera en kérning pa sidan 81.

b. Listrutan for Hosting Location (Vardplats).
c. [Valfritt] Ange ett Private Domain Name (Eget domannamn).
4. ValjSave (Spara).

Att beakta vid anvandning av provark for lokalt eller fristdende ldge

For att analysera med DRAGEN maste du anvdnda provark med v2-filformat. Provark i v2-filformat &r
aven kompatibla med BaseSpace-sekvenseringshubbappar som inte ar DRAGEN-aktiverade.
Information om hur du skapar ett provark i v2-filformat finns i Instélliningar fér provark v2 pa sidan 85.
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Anpassa instrumentet

Det har avsnittet innehaller information om hur du konfigurerar tillgédngliga anpassningsinstaliningar.
Information om hur du konfigurerar en standardmapp for utdata finns i Ange en standardmapp fér
utdata péa sidan 14.

Namnge instrumentet

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

2. ValjInstrument Nickname (Instrumentets kortnamn) och ange ett kortnamn for instrumentet.
Namnet visas hogst upp pa skarmen.

3. ValjSave (Spara).

Ange installningar for denaturering och utspadning

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

2. Dukan vélja att automatiskt denaturera och spada ut bibliotek pa instrumentet. Instéliningen &r
som standard det alternativ som valts for den féregdende kérningen.

* Markera kryssrutan Denature and Dilute On Board (Denaturera och spad pé instrumentet) for
att denaturera och spédda ut bibliotek automatiskt pa instrumentet.

* Avmarkera kryssrutan Denature and Dilute On Board (Denaturera och spad pa instrumentet)
for att denaturera och spada ut bibliotek manuellt.
Anvisningar for hur du denaturerar och spader ut bibliotek manuellt finns i Guide fér
denaturering och utspédning fér NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139235).

Ange instéllningar for automatisk témning av reagens

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

2. Véljom systemet automatiskt ska tomma oanvanda reagenser till behallaren for forbrukade
reagenser efter varje korning for att effektivisera kasseringen av reagens efter en slutférd kérning:

* Markera kryssrutan Purge Reagent Cartridge (Tom reagenskasetten) for att automatiskt
tdmma reagenskassetten.

* Avmarkera kryssrutan Purge Reagent Cartridge (Tom reagenskasetten) for att hoppa dver
automatisk tdmning (det har ar standardinstaliningen).
Rensning av oanvanda reagenser lagger till upp till 2 timmar till arbetsflodet.

3. ValjSave (Spara).
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Konfigurera programuppdateringar

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.
2. Valjom systemet ska sdka efter programuppdateringar automatiskt:

* Markera kryssrutan Autocheck for software updates (Sok efter programuppdateringar
automatiskt) om du vill att systemet ska soka efter uppdateringar automatiskt.

¢ Avmarkera kryssrutan Autocheck for software updates (Sok efter programuppdateringar
automatiskt) om du vill s6ka efter uppdateringar manuellt.

Automatiska kontroller av programuppdateringar kraver en internetanslutning. Mer information om

attinstallera programuppdateringar finns i avsnittet Programuppdateringar pa sidan 73.

3. ValjSave (Spara).

Andra LCD-ljusstyrkan

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.
2. Forreglaget for LCD Brightness (LCD-ljusstyrka) till 5nskad styrka.
3. ValjSave (Spara).

Ange en proxyserver

Stod for proxyservrar ar endast tillgangligt i kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 v1.3.

1. Valj Settings (Installningar) i kontrollprogrammets meny.

2. Valjde aktuella proxyinstaliningarna for att dppna skdrmen Proxy Settings (Proxyinstallningar).
3. Markera kryssrutan Enable Proxy (Aktivera proxy) och ange sedan serverns IP-adress.
4

[Valfritt] Markera kryssrutan Requires Username and Password (Kraver anvandarnamn och
I6senord) om proxyservern kraver autentisering och ange sedan anvandarnamnet och Idsenordet.

o

Valj Save (Spara) for att spara och validera proxyinformationen.
6. Valjettavfdljande alternativ:

¢ ValjYes, I'm Finished (Ja, jag ar klar) for att starta om systemet och tillampa de nya
proxyinstallningarna.

* ViljNo, Take Me Back (Nej, ta mig tillbaka) for att ga tilloaka till skarmen Settings
(Instaliningar). De nya proxyinstallningarna sparas men tillampas inte forran du startar om
systemet.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 21

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

Forbrukningsmaterial och utrustning

Det har avsnittet listar allt som finns i reagenssatsen med férvaringsforhallanden. Det innehaller dven
information om tillhérande férbrukningsmaterial och utrustning som du maste képa for att slutfora
protokollet samt utféra underhalinings- och felsékningsprocedurer.

Forbrukningsmaterial for sekvensering

Sekvensering pad NextSeq 1000/2000 kraver en lllumina NextSeq 1000/2000 P2-reagenssats for
engangsbruk eller en lllumina NextSeq 1000/2000 P3-reagenssats for engangsbruk. NextSeq
1000/2000 P2-reagenssatsen finns i tre storlekar (100 cykler, 200 cykler och 300 cykler) och NextSeq
1000/2000 P3-reagenssatsen finns i fyra storlekar (50 cykler, 100 cykler, 200 cykler och 300 cykler).

Sekvenseringssystemet NextSeq 1000 &r endast kompatibelt med lllumina NextSeq 1000/2000 P2-
reagenssatsen.

Satsen med reagenser innehaller kassetten och flodescellen som behdvs fér sekvensering. S har gor
du nar du tar emot NextSeq 1000/2000 P2-reagenssatser eller lllumina NextSeq 1000/2000 P3-
reagenssatser:

* Fodrvara omedelbart komponenterna vid den angivna temperaturen for att sékerstalla korrekt
prestanda.

* Oppna inte de silverfargade foliepdsarna férran du uppmanats att géra det.
* Forvara kassetterna i deras férpackningar for att undvika att riva eller punktera foliepasen.

* Forvara kassetterna med pilarna vanda uppat.

Om kassettens etikett inte dr vand uppat paverkas data fran sekvenseringen negativt.

Tabell 2 Satsensinnehall

Forbrukningsmaterial Antal Lagringstemperatur Matt

Kassett 1 =25°Ctill-15°C 29,2cm x17,8cm x 12,7 cm
(1M,5inx 7in x 5in)

Flodescell 1 2°Ctill8°C* 21,6cm x12,7cm x 1,9cm
(8,5inx 5inx0,75in)

RSB med Tween 20 1 -25°Ctill-15°C 4cmx6,6cmx5Scm

(1,6inx2,6inx2in)

*Levereras vid rumstemperatur.
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Bada forbrukningsartiklarna har ID-nummer fér sparning och for att sakerstalla kompatibilitet.
Kassetten och flddescellen anvander RFID'.

Flodescell

Flodescellen &r en monstrad, ensparig flodescell. Den glasbaserade flddescellen omsluts av en
plastkassett. Ett gratt skydd tacker och sticker ut fran flddescellen for att sdkerstalla sdker hantering.

A B C

A. Plastkassett
B. Flodescell
C. Gratt skydd

Flodescellens insida ar tackt med miljontals nanobrunnar. Det genereras kluster i nanobrunnarna som
sedan anvands for sekvenseringsreaktionen. Nanobrunnarnas placering 6kar antalet
utdataavlasningar och data.

Tradiofrekvensidentifiering
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Kassett

Kassetten med reagenser for sekvensering ar redan fylld med kluster-, sekvenserings-, paired-end-
och indexeringsreagenser. Den har en folieférseglad biblioteksbehéllare och ett fack for en flédescell
pa framsidan.

v

A. Biblioteksbehallare
B. Flodescellsfack
C. Avtappningsplugg

Kassetten innehaller férbrukningsmaterial for en kérning: reagenser, bibliotek och flédescell.
Biblioteket och flddescellen fors in i den tinade kassetten som i sin tur fors iniinstrumentet. Nar
korningen startar 6verfors reagenser och bibliotek automatiskt fran kassetten till flédescellen.

Kassetten innehéller pumpar, ventiler och flédesteknik for systemet. Det finns en behallare pa
kassettens undersida dar anvanda reagenser samlas in. Instrumenttvattar ar inte nédvandiga
eftersom kassetten kasseras efter en korning.

Antal cykler som stods
Etiketten pa kassetten anger hur manga cykler som analyseras, inte hur manga cykler som utférs.
Flodescellen ar kompatibel med flertalet cykler och alla avlasningstyper.

Alla kassetter med 100 cykler och 200 cykler innehéller 38 extra cykler. Kassetten med 300 cykler
innehaller ytterligare 27 cykler. Till exempel har en kassett med 300 cykler tillrdckligt med reagens for
upp till 327 sekvenseringscykler. Information om antalet cykler per sekvensering finns i avsnittet Antal
cykler i en avldsning pa sidan 30.
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Symbolfdrklaring
Foljande tabell beskriver symbolerna pa férbrukningsmaterialet eller forbrukningsmaterialets

forpackningar.

Symbol Beskrivhing

Datumet som férbrukningsmaterialet gar ut. For bésta resultat bor
forbrukningsmaterialet anvandas fére det har datumet.

Anger tillverkaren (lllumina).

Anvéandningsomrade: Endast fér forskningsbruk.

RUO

Anger artikelnumret. Gor det mgjligt att identifiera

forbrukningsmaterialet.’
REF

Anger batchkoden. Gor det mojligt att identifiera den batch eller det
L 0 T parti som forbrukningsmaterialet tillhor."

Indikerar halsofara.

Tilldtet intervall for lagringstemperatur i grader Celsius. Forvara
forbrukningsmaterialet inom det angivna intervallet.?

Tillhorande forbrukningsmaterial

Kop foljande forbrukningsmaterial for sekvensering och underhall.
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Forbrukningsmaterial for sekvensering

Tabell 3 Forbrukningsmaterial for sekvensering

Forbrukningsmaterial

Engangshandskar, puderfria

Satsen NextSeq 1000/2000
P2 (v3) Reagents

Satsen NextSeq 2000 P3
Reagents

Mikrorér, 1,5 ml

Pipettspetsar, 10 pl

Pipettspetsar, 20 pl

Pipettspetsar, 200 pi

Pipettspetsar, 1000 pl

[Tillval] PhiX Control v3

Tillverkare

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

[llumina:

katalognr 20046811
(100 cykler),
katalognr 20046812
(200 cykler),
katalognr 20046813
(300 cykler)

[lumina:

katalognr 20046810
(50-cykler),
katalognr 20040559
(100 cykler),
katalognr 20040560
(200 cykler),
katalognr 20040561
(300 cykler)

Fisher Scientific, katalognr
14-222-158, eller
motsvarande ror med lag
bindning

Valfrileverantor av
laboratorieutrustning

Valfrileverantér av
laboratorieutrustning

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfrileverantoér av
laboratorieutrustning

[lumina, katalognr
FC-110-3001
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Anvandningsomrade

Allmant bruk.

Innehaller en reagenskassett,
en flodescell och NextSeq
1000/2000 RSB med Tween
20 for en korning. Kompatibel
med NextSeq 1000 och
NextSeq 2000.

Innehaller en reagenskassett,
en flodescell och NextSeq
1000/2000 RSB med Tween
20 for en korning. Endast
kompatibel med NextSeq
2000.

Utspadning av bibliotek till
inlasningskoncentration.

Utspadning av bibliotek.

Utspadning och pafylining av
bibliotek.

Utspadning av bibliotek.

Anvands for att sticka hal pa
biblioteksbehallarens folie.

Anvands for att utfora en
kérning med endast PhiX eller
for att berika en PhiX-kontroll.
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Forbrukningsmaterial

[Tillval] Pappershanddukar

Tillverkare

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Forbrukningsmaterial for underhall

Tabell 4 Forbrukningsmaterial for underhall

Forbrukningsmaterial

Engangshandskar, puderfria

Reservluftfilter for NextSeq
1000/2000*

Tillverkare

Valfri leverantoér av
laboratorieutrustning

[lumina, katalognr 20029759

Anvandningsomrade

Torka av kassetten efter ett
vattenbad.

Anvandningsomrade

Allmant bruk.

Anvands nar luftfiltret byts var
sjatte manad.

* Instrumentet levereras med ett installerat och ett reservfilter. Om instrumentets garanti inte galler ansvarar

anvandaren for byten. Forvara i forpackningarna till dess att de anvands.

Kringutrustning

Kop foljande utrustning for sekvenseringsandamal.

Artikel
Frys,—25°Ctill-15°C

Ishink

Pipett, 10 pl

Pipett, 20 pl

Pipett, 200 pl

Kylskap, 2 °C till 8 °C

Tillverkare

Valfri leverantér av
laboratorieutrustning

Valfrileverantoér av
laboratorieutrustning

Valfrileverantor av
laboratorieutrustning

Valfrileverantor av
laboratorieutrustning

Valfrileverantor av
laboratorieutrustning

Valfrileverantor av
laboratorieutrustning
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Anvandningsomrade

Forvaring av kassetten.

Forvara bibliotek tills
sekvensering.

Utspadning av bibliotek till
inldsningskoncentration.

Spada ut biblioteken till
inldsningskoncentrationen och
ladda biblioteken i kassetten.

Utspadning av bibliotek till
inldsningskoncentration.

Forvara flodescellen eller tina
upp kassetten.
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Artikel Tillverkare Anvandningsomrade

[Tillval] Ett av féljande Tina kassetten.

temperaturreglerade

vattenbad eller ett

motsvarande vattenbad som

kan halla temperaturen vid o Thermo Fisher Scientific,

250°(C: katalognr TSCIR 35

» Thermo Scientific Precision
35L Circulating Water Bath
(rymmer fem kassetter
samtidigt)

o SHEL LAB 22L Digital
Circulating Water Bath
(rymmer tre kassetter
samtidigt)

e Shel Lab, katalognr
SWBC22
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Protokoll

Det har avsnittet innehaller stegvisa anvisningar for hur du forbereder forbrukningsmaterial, spader ut
bibliotek och konfigurerar en sekvenseringskorning i ett av fyra kérningslagen (molnlage, hybridlage
och lokalt Iage anvander DRAGEN eller BaseSpace-sekvenseringshubb, och fristdende lage ar en
fristdende korning som endast anvands for att generera cBCL-data for anpassade analysfloden).

Anvand skyddsglasdgon, laboratorierock och puderfria handskar nar du hanterar reagenser och andra
kemikalier.

Kontrollera att du har det férbrukningsmaterial och den utrustning som behdvs innan du startar ett
protokoll. Mer information finns i Férbrukningsmaterial och utrustning pa sidan 22.

Folj protokollen i angiven ordning och anvand angivha mangder, temperaturer och tidsangivelser.

Att tanka pa vid sekvensering

Las foéljande information om hur du férbereder dig for utspadning av bibliotek och konfiguration av
koérningen innan du startar protokollet. Att uppna optimal inldsningskoncentration dr avgérande for en
lyckad sekvensering och analys. Att ange ratt antal cykler i en Idsning sakerstaller optimal utdata.

Inlasningsvolym och -koncentrationer

Inldsningsvolymen ar 20 ul. Inldsningskoncentrationen varierar beroende pa bibliotekstyp.

Bibliotekstyp Inlasningskoncentration (pM)
AmpliSeq™ for lllumina Library PLUS 750

[lumina DNA Prep 750

[llumina DNA Prep with Enrichment 1000

[llumina Stranded Total RNA with Ribo-Zero Plus 750

[lumina Stranded mMRNA Prep 750

[llumina DNA PCR-Free 1000

100 % PhiX 650

TruSeq DNA Nano 350 1200

TruSeq DNA Nano 550 1500

TruSeq Stranded mRNA 1000
Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 29

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

For andra bibliotekstyper rekommenderas 650 pM som en forsta inlasningskoncentration. Optimera
koncentrationen under efterfdljande kdrningar for att identifiera en inlasningskoncentration som
konsekvent ger data som uppfyller specifikationerna.

ﬂ | Anvand matvardet for inlasningskoncentration i procent i utdatafilen
PrimaryAnalysisMetrics.csv som blirtillganglig ndr kérningen har slutforts for att optimera
inlasningskoncentrationen. Om inlasningskoncentrationen i procent ar < 95 % ska du oka
inlasningskoncentrationen i steg om 100 pM under efterféljande koérningar.

Antal cykler i en avlasning

Att ange ett varde mellan 26 och 151 cykler for varje avlasning hjalper till att sékerstélla datakvaliteten.
Det exakta antalet cykler beror pa experimentet. Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 kraver minst
en cykel fér Read 1 (Avlasning 1), men visar en varning nar antalet cykler i Read 1 (Avlasning 1) ar farre
an 26.

Det totala antalet cykler for Read 1 (Avlasning 1), Index 1, Index 2 och Read 2 (Avlasning 2) kan inte vara
storre an antalet cykler som stéds av satsen plus 38 cykler fér 100-cykel- och 200-cykelsatser och 27
cykler for P3 300-cykelsatser. Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 visar en varning nar Index 1 och
Index 2 ar farre an 6 cykler. Varningen visas inte om Index 1 eller Index 2 &r O cykler.

Minsta och maximala cykelantalet inkluderar en extra cykel. Lagg alltid till en cykel till den dnskade
avlasningslangden for att korrigera effekterna av fasning och forfasning. Avlasningslangden ar antalet
sekvenseringscykleriRead 1 (Avlasning 1) och Read 2 (Avlasning 2), vilket inkluderar extracykler och
indexcykler. Mer information finns under Fasningskorrigering i Arbetsflode for realtidsanalys

pa sidan 55.

Exempel pa en kérningskonfiguration:
* Ange 36 iféltet Read 1 (Avlidsning 1) fér en avidsningslangd pa 35 (enkel avldasning).

* Ange 151iféltet Read 1 (Avldsning 1) och 151i faltet Read 2 (Avldsning 2) for en avidsningslangd pé
150 per avlasning (paired-end).

Planera en sekvenseringskorning i BaseSpace-
sekvenseringshubb

Anvand Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pé instrumentet) pa BaseSpace-
sekvenseringshubb for att skapa och konfigurera kérningsinstaliningar. Om du stéller in en kérning i
molnlage eller hybridlage ska du lagga till kérningskonfigurationen till listan dver planerade kdrningar i
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto pa fliken Planned Runs (Planerade kérningar). Kérningar som ar
tillgéngliga for sekvensering pa sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 visas pa
fliken Planned Runs (Planerade kérningar). Om du staller in en kdrning i lokalt Iage ska du anvanda
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Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) fér att skapa och exportera provarket i
v2-filformat. Du kan dven lasa Instéliningar fér provark v2 pa sidan 85 foér information om hur du skapar
ett provark utan BaseSpace-sekvenseringshubb med en tillganglig mall.

Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) i BaseSpace-sekvenseringshubb
stoder inte mer an 1536 prover.

Konfigurera en korning

1. Gatill BaseSpace-sekvenseringshubb.
2. Ange din e-postadress och Idsenordet till BaseSpace-sekvenseringshubb och vélj sedan Sign In
(Logga in).
Valj fliken Runs (Kdrningar) och valj sedan listrutan New Run (Ny kdrning).
Valj NextSeq 1000/2000.
Ange ett unikt namn i faltet Run Name (Koérningsnamn) for att identifiera den aktuella kérningen.

Korningsnamnet far som mest innehalla 225 alfanumeriska tecken, blanksteg, bindestreck och
understreck.

6. Valjen av foljande analysplatser.
* BaseSpace - Analysera sekvenseringsdata i molnet.
* Local (Lokalt) - Analysera sekvenseringsdata pa instrumentet eller skapa ett provark v2 fér
lokalt Iage eller hybridlage.

7. Valjen analystyp och version.
Mer information om sekundé&ranalyser finns i Utdatafiler fran sekundédranalys med DRAGEN
pa sidan 60 eller dokumentationen for BaseSpace-sekvenseringshubbappen. Om du valde
DRAGEN Single Cell RNA-analys finns det information om kompatibilitet med RNA-
biblioteksprepareringssatser pa sidan med produktfiler fér NextSeq 1000/2000.

n | For analys pa instrumentet méste den valda versionen matcha den version av DRAGEN som
arinstallerad pa instrumentet. Information om hur du bekraftar vilken version av DRAGEN
som &r installerad pé instrumentet finns i Uppdatera arbetsfléden och licenser fér DRAGEN
pa sidan 75.

8. [Valfritt] S& har konfigurerar du anpassade indexsatser.
Om du anvander mer an ett bibliotek méaste biblioteken ha samma indexavlasningslangder.

a. Valj Add Custom Index Adapter Kit (Lagg till en anpassad Indexadaptersats) i listrutan Index
Adapter Kit (Indexadaptersats).

b. Valjen malltyp och ange satsnamnet, adaptersekvenser, indexstrategier och indexsekvenser.
Se till att de andra adaptersekvenserna for index (i5) ar framatriktade.

c. ValjCreate New Kit (Skapa ny sats).
9. [Valfritt] Sa har konfigurerar du en anpassad biblioteksprepareringssats.

a. Valj Add Custom Library Prep Kit (Lagg till en anpassad biblioteksprepareringssats) i listrutan
Library Prep Kit (Biblioteksprepareringssats).
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b. Ange namn, avlasningstyper, standardavlasningscykler och kompatibla indexadaptersatser for

C.

den anpassade biblioteksprepareringssatsen.
Valj Create New Kit (Skapa ny sats).

10. Véljnedanstdende instrumentinstaliningar. Beroende pa biblioteksprepareringssatsen valjs
rekommenderade alternativ automatiskt. Vissa biblioteksprepareringssatser har ett hardkodat
antal indexavldsningar och avlasningstyper som inte kan éandras.

Biblioteksprepareringssats
Indexadaptersats

Antal indexavldsningar
Avlasningstyp

Antal sekvenseringscykler per avlasning

n | Om Not Specified (Ej angivet) ar valt for biblioteksprepareringssatsen uppdateras inte

antalet indexavlasningar forran indexsekvenser anges i avsnittet Sample Data (Provdata).

11. Ange provinformation i kalkylbladet Sample Data (Provdata) med nagot av nedanstaende
alternativ. Tilldela gruppen ett namn i kolumnen Project (Projekt) for att gruppera prover for
sammanslagning av data under nedstromsanalys.

Valj Import Data (Importera data) och valj sedan provarket. Kontrollera att provarket uppfyller
formateringskraven. Se Instéllningar fér provark v2 pa sidan 85. Att dndra provarket efter den
forsta nedladdningen kan resultera i analysfel.

Klistra in prov-ID och antingen indexplattans brunnspositioner eller i7- och i5-index direkt fran
en extern fil. Innan informationen klistras in ska du ange antalet provrader i faltet Rows (Rader)
och sedan vélja +. Prov-ID:n kan innehalla upp till 20 alfanumeriska tecken, bindestreck och
understreck.

ﬂ | For indexplattor med fast layout maste brunnspositionerna anges. Fér index som inte
har en fast layout méaste i7- och i5-index anges. i5-index maste anges framatriktade.

Ange prov-ID och motsvarande brunnspositioner eller index manuellt. Om Not Specified (Ej
angivet) ar valt for biblioteksprepareringssatsen ska du ange Index 2 (i5) -sekvenser
framatriktade.

12. Valj Next (Nasta).

Konfigurera sekundaranalysen

Konfigurera installningarna for den analystyp som valts for kdrningen. Mer information om
analysarbetsflodena i DRAGEN finns i Utdatafiler fran sekundéaranalys med DRAGEN pé sidan 60.

[llumina DRAGEN BCL Convert

Utfor foljande steg for att konfigurera lllumina DRAGEN BCL Convert-analysen.

1. Ange foljande valfria installningar.
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Installning

AdapterRead1
(Adapteravlasning 1)

AdapterRead?
(Adapteravlasning 2)

BarcodeMismatcheslndex1
(Streckkoden
overensstammer inte med
index 1)

BarcodeMismatcheslndex2
(Streckkoden
overensstammer inte med
index 2)

OverrideCycles (Asidosatt
cykler)

Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

Beskrivning

Adaptersekvens for avldsning 1. Lat faltet
AdapterRead1 (Adapteravlasning 1) vara tomt om
du anvander en biblioteksprepareringssats fran
llumina.

Adaptersekvens for avidsning 2. Lat faltet
AdapterRead2 (Adapteravlasning 2) vara tomt om
du anvéander en biblioteksprepareringssats fran
[llumina.

Antalet tilldtna felparningar mellan den férsta
indexavlasningen och indexsekvensen.
Standardvardet ar 1. Om en streckkod ar 6 bp ar det
rekommenderade vardet O.

Antalet tilldtna felparningar mellan den andra
indexavlasningen och indexsekvensen.
Standardvardet ar 1. Om en streckkod ar 6 bp ar det
rekommenderade vardet O.

Strang som anvands for att specificera UMI-cykler
och ddlja cyklerien lasning. Foljande varden ar
tilldtna:

e N-Anger cykler som ska ignoreras.

e Y - Anger sekvenseringscykler.

e |- Angerindexcykler.

o U-Anger UMI-cykler som ska trimmas.

Varje element separeras med semikolon. Foljande
ar exempel p& OverrideCycles (Asidosatt cykler)-
indata.

U8Y143;18;1I8,;U8Y143

N10Y66;I16;N10Y66

2. Valjom du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behélla FASTQ-filer.

3. Valjettavfoljande format for FASTQ-utdata:
* gzip- Spara FASTQ-filerna i gzip-format.
* DRAGEN - Spara FASTQ-filer i ora-format.

4. Slutfor kdrningskonfigurationen.
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* Valj Submit Run (Skicka in kdrning) for att skicka kérningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Kérningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visasilistan Planned runs (Planerade kdrningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* ValjExport Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in kdérning) for
att spara koérningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket kravs for att
starta kdrningar p& system som anvéander lokalt Iage. Det hir alternativet dr endast
tillgangligt om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

llumina DRAGEN Enrichment

Utfor foljande steg for att konfigurera lllumina DRAGEN Enrichment-analysen.

1.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE

Valj ett referensgenom.
Anvand om mgjligt ett referensgenom med alt-aware.

Vilj en *.bed-fil som innehaller de regioner som du vill rikta dig in pa eller ladda upp en ny
anpassad fil.

Se till att BED-filens referensgenom matchar referensgenomet som valdes i steg 1. Anvand
féljande namnformat fér nya anpassade BED-filer: name of panel

versionNumber.referencegenome.bed.

* Lokaltlage - Valj Select Custom File (Local) (Valjanpassad fil (Lokalt)) for att ladda upp en
kérning eller Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil (BaseSpace)) for
upprepad anvandning.

*  Moin- eller hybridlage — Valj Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil
(BaseSpace)). Den anpassade BED-filen ar endast tillganglig i den arbetsgruppen som den
laddades upp i.

Valj antingen bestdmningsprogrammet for kdnscellsvariant eller somatisk variant.

[Valfritt] Valj en basfil for brus om du anvander den somatiska varianten. Mer information finns i
Importera basfiler fér brus pa sidan 17.

Valj ett utdataformat fér mappning/inpassning.

Valj om du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behalla FASTQ-filer.

Valj ett av foljande format for FASTQ-utdata:
* (gzip- Spara FASTQ-filerna i gzip-format.
* DRAGEN - Spara FASTQ-filer i ora-format.
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8. Slutfor kdrningskonfigurationen.

* Valj Submit Run (Skicka in korning) for att skicka kérningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Kérningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visas i listan Planned runs (Planerade kérningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* Valj Export Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in kdrning) for
att spara koérningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket och stodfiler
for sekundaranalys laddas nerien *.zip-mapp och ar obligatoriska for att starta korningar
pa system som anvander Local mode (Lokalt I3ge). Det har alternativet &r endast tillgédngligt
om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

[llumina DRAGEN Germline

Utfor foljande steg for att konfigurera lllumina DRAGEN Germline-analysen.

1. Valjditt referensgenom.
Anvand om majligt ett referensgenom med alt-aware.

Valj ett utdataformat fér mappning/inpassning.

3. Valjom du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behalla FASTQ-filer.

4. Valjettavfoljande format for FASTQ-utdata:

* gzip- Spara FASTQ-filerna i gzip-format.

* DRAGEN - Spara FASTQ-filer i ora-format.
5. Slutfér kérningskonfigurationen.

* Valj Submit Run (Skicka in korning) for att skicka kérningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Kérningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visas i listan Planned runs (Planerade kdrningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* Valj Export Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in kdrning) for
att spara koérningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket och stodfiler
for sekundaranalys laddas nerien *.zip-mapp och ar obligatoriska for att starta kérningar
pa system som anvander Local mode (Lokalt I3ge). Det har alternativet &r endast tillgédngligt
om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

[llumina DRAGEN RNA

Utfor foljande steg for att konfigurera lllumina DRAGEN RNA-analysen.

1. Valjditt referensgenom.
Anvand om mojligt ett referensgenom utan alt-aware.

2. Valjett utdataformat for mappning/inpassning.
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3. Valjom du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behalla FASTQ-filer.

4. Valjettavfoljande format for FASTQ-utdata:
* gzip- Spara FASTQ-filerna i gzip-format.
* DRAGEN - Spara FASTQ-filer i ora-format.
5. [Valfritt] Ladda upp en RNA-anteckningsfili Gene Transfer Format (GTF).

* Lokaltlage - Valj Select Custom File (Local) (Valjanpassad fil (Lokalt)) for att ladda upp en
kérning eller Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil (BaseSpace)) for
upprepad anvandning.

* Moin- eller hybridlage — Valj Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil
(BaseSpace)). GTF-filen ar endast tillganglig i den arbetsgruppen som den laddades upp i.

Valj RNA-anteckningsfilenilistrutan nar en GTF-fil har laddats upp till en BaseSpace-
sekvenseringshubb for arbetsgrupper.

6. Valjom du vill aktivera differentiellt uttryck.

7. Om du aktiverade differentiellt uttryck ska du valja ett kontroll- eller jamforelsesvarde for varje
prov.
| varje jamforelsegrupp jamfors alla prover som ar markerat som kontroll med alla prover som ar
markerade som jamforelse. Ange na (Ej tillampligt) som varde om provet inte innehaller ett kontroll-
eller jamforelsesvarde.

8. Slutfor kérningskonfigurationen.

* Valj Submit Run (Skicka in kdrning) for att skicka kérningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Kérningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visasilistan Planned runs (Planerade kdrningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* Valj Export Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in korning) for
att spara kérningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket och stodfiler
for sekundaranalys laddas nerien *.zip-mapp om en GTF-fil har tillhandahéllits och kravs
for att starta korningar pa system som anvander Local mode (Lokalt Idge). Det har
alternativet ar endast tillgangligt om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

lllumina DRAGEN Single Cell RNA

Utfor foljande steg for att konfigurera Illumina DRAGEN Single Cell RNA-analysen.
1. Valjditt referensgenom.
Anvand om majligt ett referensgenom utan alt-aware.

2. [Valfritt] Ladda upp en RNA-anteckningsfili Gene Transfer Format (GTF).
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10.
1.

12.

* Lokaltlage - Valj Select Custom File (Local) (Valjanpassad fil (Lokalt)) for att ladda upp en
korning eller Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil (BaseSpace)) for
upprepad anvandning.

* Moln- eller hybridlage — Valj Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil
(BaseSpace)). GTF-filen ar endast tillganglig i den arbetsgruppen som den laddades upp i.

Valj RNA-anteckningsfilenilistrutan nar en GTF-fil har laddats upp till en BaseSpace-
sekvenseringshubb for arbetsgrupper.
Valj ett utdataformat fér mappning/inpassning.
Valj om du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behalla FASTQ-filer.
Valj ett av foljande format for FASTQ-utdata:

* gzip-Spara FASTQ-filerna i gzip-format.

* DRAGEN - Spara FASTQ-fileriora-format.
Valj den konfiguration som ar identisk med din typ av biblioteksprepareringssats.
Om du till exempel valde Single Cell RNA Library Kit 1 som biblioteksprepareringssats ska du vélja
Type 1 (Typ 1) som Configuration Type (Konfigurationstyp).
Valj streckkodsavlasningen.
[Valfritt] Redigera antalet baser i streckkoderna och UMI. Vardena fylls i automatiskt baserat pa
den valda biblioteksprepareringssatsen och konfigurationstypen.
Valj strangriktning.
[Valfritt] Valj en fil som innehéller dina streckkodssekvenser eller ladda upp en ny anpassad fil.
Om du anvander en avancerad eller anpassad konfigurationstyp ska du ange vardena for antalet
asidosatta cykler, streckkodens position samt UMI-positionen.
Slutfér kdrningskonfigurationen.

* Valj Submit Run (Skicka in kdrning) for att skicka korningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Kérningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visasilistan Planned runs (Planerade korningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* ValjExport Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in kérning) for
att spara korningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket och stodfiler
for sekundaranalys laddas ner i en *.zip-mapp om en GTF-fil har tillhandahallits och krévs

for att starta korningar pa system som anvander Local mode (Lokalt Idge). Det har
alternativet ar endast tillgadngligt om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

[llumina DRAGEN Amplicon

Anvand nedanstdende steg for att konfigurera lllumina DRAGEN Amplicon-analysen.

1.
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2. Vaéljen *.bed-fil som innehaller de regioner som du vill rikta dig in pa eller ladda upp en ny anpassad
fil.
Se till att BED-filens referensgenom matchar referensgenomet som valdes i steg 1. Anvand
féljande namnformat fér nya anpassade BED-filer: name of panel

versionNumber.referencegenome.bed.

*  Moin- eller hybridlage — Valj Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil
(BaseSpace)). Den anpassade BED-filen ar endast tillganglig i den arbetsgruppen som den
laddades uppi.

* Lokaltlage - Vélj Select Custom File (Local) (Valjanpassad fil (Lokalt)) for att ladda upp en
korning eller Upload Custom File (BaseSpace) (Ladda upp anpassad fil (BaseSpace)) for
upprepad anvandning.

Valj antingen bestdmningsprogrammet for kdnscellsvariant eller somatisk variant.
4. Valjett utdataformat for mappning/inpassning.
[Lokalt] Valj om du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du
véljer att behalla FASTQ-filer.
6. Valjom du vill spara en kopia av dina FASTQ-filer. FASTQ-filer genereras endast om du valjer att
behalla FASTQ-filer.
7. Valjett avfoljande format fér FASTQ-utdata:
* gzip- Spara FASTQ-filerna i gzip-format.
* DRAGEN - Spara FASTQ-filer i ora-format.

8. Slutfor kdrningskonfigurationen.

* Valj Submit Run (Skicka in kdrning) for att skicka kérningskonfigurationen till ditt
BaseSpace-sekvenseringshubbkonto. Korningar som skickas till BaseSpace-
sekvenseringshubben visas i listan Planned runs (Planerade kdrningar) och ar tillgangliga
for system som anvander molnlage eller hybridlage.

* [Lokalt] Valj Export Sample Sheet (Exportera provark) i listrutan Submit Run (Skicka in
korning) for att spara kdrningskonfigurationen som ett provark med v2-filformat. Provarket
och stodfiler for sekundaranalys laddas nerien *.zip-mapp och ar obligatoriska for att
starta korningar pa system som anvéander Local mode (Lokalt Idge). Det hir alternativet &r
endast tillgangligt om Local (Lokalt) valdes som analysplats.

Tina den forpackade kassetten och flodescellen

Det har steget tinar kassetten i den o6ppnade pasen och férbereder flodescellen. Tina kassetten i
pasen med en av tre metoder: kontrollerat vattenbad, kylskap eller luft i rumstemperatur. Anvand
kassetten omedelbart efter upptining, utan att frysa den igen. Las Forvara tinat férbrukningsmaterial
pa sidan 80 om du inte kan anvanda cylinderampullen omedelbart efter upptining.
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Bild 4 Forpackad kassett

Tina kassetten i ett kontrollerat vattenbad

1. Ta pa dig ett nytt par puderfria handskar och hdmta kassetten fran platsen dar den har forvarats.

2. Avlagsna kassetten fran lddan men 6ppna inte den silverfargade foliepasen.

Att tina en sOnderriven eller punkterad pase i ett vattenbad kan resultera i sekvenseringsfel. Tina

istallet vid rumstemperatur eller i ett kylskap.

3. Tina den férpackade kassetten i ett temperaturkontrollerat vattenbad (25 °C) i sex timmar:
* Bibehall ett vattendjup pa minst 9,5-10 cm oavsett hur ménga kassetter du tinar.
* Stillin ett temperaturkontrollerat vattenbad pé 25 °C.
* Vand etiketten uppat och placera kassetten i vattenbadet utan att sdnka ned den.
Anvand ingen tyngd for att halla kassetten under vattenytan. Om etiketten inte ar vénd

uppat eller om kassetten vander pa sig under upptiningen kommer data fran
sekvenseringen att paverkas negativt.

e Qverskrid inte dtta timmar i vattenbadet.

* Tinainte flera kassetter 4n som far plats i vattenbadet. Information om kompatibla
vattenbad finns i Kringutrustning pa sidan 27.

* Staplainte kassetterna.

4. Avlagsna kassetten fran vattenbadet och torka den med pappershanddukar.
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Tina kassetten i ett kylskap

7.

Anvand ett nytt par puderfria handskar.

Hamta kassetten fran platsen dar den har férvarats vid =25 °C till =15 °C en dag innan den
planerade kdrningen.

Avlagsna kassetten fran Iddan men 6ppna inte den silverfdrgade foliepasen.

Placera kassetten med etiketten vand uppat i rumstemperatur och kontrollera att luft kan cirkulera
runt sidorna och ovansidan.

Om etiketten inte &r vand uppat paverkas data fran sekvenseringen negativt.

Tina i rumstemperaturisex timmar.

Placera kassetten med etiketten vand uppat ett kylskap (2 °C till 8 °C) och kontrollera att luft kan
cirkulera runt sidorna.

Om etiketten inte &r vand uppat paverkas data fran sekvenseringen negativt.

Tina i kylsk8pet i tolv timmar. Overskrid inte 72 timmar.

Tina kassetten i rumstemperatur

1.
2.
3.
4.

5.

Anvand ett nytt par puderfria handskar.
Hamta kassetten fran platsen dar den har forvarats vid -25 °C till =15 °C.
Avldgsna kassetten fran lddan men 6ppna inte den silverfargade foliepasen.

Placera kassetten med etiketten vand uppat och kontrollera att luft kan cirkulera runt sidorna och
ovansidan.

Om etiketten inte &r vand uppat paverkas data fran sekvenseringen negativt.

Tina i rumstemperatur i nio timmar. Overskrid inte 16 timmar.

Forbered flodescellen och kassetten

1.

Forbered flodescellen enligt féljande.
a. Hamta en ny flodescell fran platsen dar de har forvaratsi 2 °C till 8 °C.

b. Narduavldgsnar flodescellen fran férpackningen ska du lata den o6ppnade férpackningen sta
irumstemperatur i 10-15 minuter for att forhindra kondensering. Att forbereda flodescellen
sakerstaller att den uppnar rumstemperatur innan den ska anvandas.

2. Om du anvander en metod for att tina i ett kylskap:
a. Hamta kassetten fran platsen dar den har forvarats vid 2 °C till 8 °C.
b. Stallden o6ppnade kassetten at sidan i rumstemperatur i minst 15 minuter fére sekvensering.
Overskrid inte 1timme.
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Spada ut bibliotek

Om du anvander denaturering och utspadning pa instrumentet kommer det hiar steget att spada ut
biblioteken till tillamplig laddningskoncentration. En valfri PhiX1-spikning pa 2 % genererar ytterligare
matvarden, basmangfald eller en positiv kontroll. Procentandelen PhiX-spikning bor hojas for bibliotek
med lagre basmangfald.

Mer information om manuell denaturering och utspadning av bibliotek finns i Guide fér denaturering och
utspddning fér NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139235). Det har steget géller endast for
denaturering och utspadning pa instrumentet.

Spada ut bibliotek till 2 nM

1. [Valfritt] Hdmta 10 nM PhiX fran forvaring vid —25 °C till -15 °C.
PhiX behdvs endast for en valfri spikning eller en kérning med endast PhiX.

2. [Valfritt] Tina PhiX vid rumstemperatur i fem minuter och kvantifiera sedan med hjalp aven
fluorescensbaserad metod, som Qubit, for att bekrafta PhiX-koncentrationen.
Om kvantifiering inte &r mojlig ska du fortsdtta med en koncentration p& 10 nM.

Vortexblanda biblioteket eller PhiX kort och centrifugera sedan vid 280 g i en minut.

Anvand RSB med Tween 20 som utspadningsmedel foér att férbereda minst 24 ul 2 nM-bibliotek i
ett mikrorér med 1ag bindning.
Anvisningar for hur du spikar PhiX finns i Ldgga till en PhiX-kontroll (valfritt) pa sidan 42.

5. Vortexblanda kort och centrifugera vid 280 g i en minut.
Spada ut 2 nM bibliotek till inlasningskoncentration

1. Overfor féljande volymer till ett mikrorér med 18g bindning for att preparera 24 pl bibliotek utspatt till
lamplig inldsningskoncentration:

Inldsningskoncentration Volym VolymRSB

Bibliotekstyp* 9 (PM) 2 nM-.bibliotek med Tween
() 20 (M)

AmpliSeq for lllumina 750 9 15
Library PLUS
[llumina DNA Prep 750 9 15
[llumina DNA Prep with 1000 12 12
Enrichment
[llumina Stranded Total 750 9 15

RNA with Ribo-Zero Plus

1PhiX &r ett litet llumina-bibliotek med balanserad nukleotidrepresentation som &r fardigt att anvéndas.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 41

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

- Inldsningskoncentration Volyrr.n Volym RSB

Bibliotekstyp* (PM) 2 nM-.bibliotek  med Tween
() 20 (4

[llumina Stranded mRNA 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

* BGrja med en inldsningskoncentration pd 650 pM och optimera Gver efterféljande kérningar om
bibliotekstypen inte finns med i listan.

Tabellen ger exempel pa inldsningskoncentrationer. NextSeq 1000/2000 &r kompatibelt med alla
biblioteksprepareringssatser fran lllumina, men den optimala inldsningskoncentrationen kan
variera.

2. Vortexblanda kort och centrifugera vid 280 g i en minut.

3. Forvara det utspadda biblioteket pa is tills det ska anvdndas for sekvenseringen.
Bibliotek som har spatts ut till inlasningskoncentration ska sekvenseras samma dag som de spads
ut.

4. Fortsatt pa foljande satt.
* Lasavsnittet Ldgga till en PhiX-kontroll (valfritt) pa sidan 42 om du vill Idgga till PhiX.

* Omduinte villlagga till PhiX eller utféra en kérning med endast PhiX ska du lasa avsnittet Féra
6ver férbrukningsmaterial till kassetten pa sidan 43.

Lagga till en PhiX-kontroll (valfritt)

1. Overfor féljande volymer till ett mikrorér med 1&g bindning for att férbereda 20 ul 1 nM PhiX:
* 10 nM PhiX (2 pI)
* RSB medTween 20 (18 pl)

2. Vortexblanda kort och centrifugera vid 280 g i en minut.

3. Laggtill1pl1nM PhiX till 24 pul bibliotek som har spatts ut till den slutgiltiga
inlasningskoncentrationen.
Volymerna ger en spikning pa ~2 % PhiX. Den faktiska procentsatsen varierar beroende pa
bibliotekets kvalitet och kvantitet.

4. Forvara biblioteket med PhiX-spikningen pa is tills det ska anvdndas for sekvenseringen.
Sekvensera bibliotek med PhiX-spikning samma dag som de spads ut.
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Fora over forbrukningsmaterial till kassetten

Det har steget forbereder kassetten for sekvensering genom att blanda de forfyllda reagenserna samt
ladda utspadda bibliotek och flédescellen.

Forbereda kassetten

1. Oppna kassettpdsen genom att riva eller klippa med en sax vid inskdrningarna pé vardera sida.
Avldgsna kassetten fran pasen. Kassera pasen och torkmedlet.

3. Vand kassetten tio ganger for att blanda reagenserna.
Kassettens invdndiga delar kan skramla nar du véander pa den, vilket &r normailt.

Ladda flodescellen

1. Oppna den silverfargade folieférpackningen genom att riva eller klippa med en sax vid
insk&rningarna pa vardera sida.
Las Forvara tinat férbrukningsmaterial pa sidan 80 om du inte kan anvanda flodescellen
omedelbart.

2. Dra ut flédescellen ur forpackningen.
Spara folieférpackningen och torkmedlet ifall flodescellen behdver forvaras igen. Torkmedlet finns i
en pase langst ner i folieférpackningen. Kassera dem nér sekvenseringen startas.

3. Hallflédescellen i det gra skyddet med etiketten vand uppat.
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4. Tryckin flodescellen i facket pa kassettens framsida.
Ett horbart klick indikerar att flodescellen ar pa plats. Nar den ar korrekt laddad kommer det gra
skyddet att sticka ut fran kassetten.

5. Draidet gra skyddet for att avidgsna det och exponera flédescellen. Atervinn skyddet.

Ladda bibliotek

1. Anvand en ny P1000-pipettspets for att sticka hal pa biblioteksbehallaren och trycka upp folien mot
kanterna for att géra halet storre.

2. Kassera pipettspetsen for att forhindra kontamination.
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3. Tillsatt 20 pl utspatt bibliotek till botten av behallaren genom att sakta sdnka pipettspetsen till
botten av behéllaren innan du dispenserar. Undvik att réra vid folien.

.
=

Starta en sekvenseringskorning

Det har steget initierar en sekvenseringskorning i ett av fyra lagen:

* Cloud mode (Molnldge) — Kérningen valjs fran en lista 6ver planerade korningar i
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000. Under sekvenseringen laddas cBCL-data upp till
BaseSpace-sekvenseringshubben. Efter sekvensering startar DRAGEN i BaseSpace-
sekvenseringshubb automatiskt.

* Hybrid mode (Hybridldge) - Kérningen valjs fran en lista 6ver planerade kérningar i
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000. Efter sekvensering startar analysen pa instrumentet
automatiskt. cBCL-data och DRAGEN-utdatafiler fran sekundéranalysen lagras i den valda
utdatamappen.

* Local mode (Lokalt Iage) — Ett provark i v2-filformat importeras manuellt till kontrollprogrammet
NextSeq 1000/2000. Efter sekvensering startar analysen pa instrumentet automatiskt. cBCL-data
och DRAGEN-utdatafiler fran sekundéranalysen lagras i den valda utdatamappen. Om Proactive,
Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring) har valts kan analyser
aven startas via BaseSpace-sekvenseringshubbapparna nar sekvenseringen har slutforts.

* Standalone mode (Fristaende Idge) — Konfigurera en korning enligt anvisningarna i
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 fér att generera cBCL-data.

‘ Om luckan 6ppnas under kontrollen fore kdrning eller under kérningen kan det orsaka korningsfel.

A | Hall hdnderna borta fran instrumentet nar luckan 6ppnas och stangs for att undvika skador.
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Starta en moln- eller hybridkdrning

1.

10.

1.

12.

Konfigurera korningsldget enligt Konfigurera kérningslaget pa sidan 19.
Valj Start (Starta).

Ange autentiseringsuppgifterna for BaseSpace-sekvenseringshubb och vélj sedan

Sign In (Logga in).

Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring)
ska du vélja arbetsgruppen som innehaller kérningen som du skapade i Instrument Run Setup
(Korningskonfiguration pa instrumentet) pa BaseSpace-sekvenseringshubb.

En arbetsgrupp maste viljas for att undvika fel. Kontrollera att du har valt en arbetsgrupp innan
du fortsatter.

Valj Next (Nasta).

Valj kérningen.

Bekrafta att versionerna for analys, kérningslangd och sekundaranalys matchar ratt kérning.
Analysen visar “Cloud_” for att indikera att analysen utfors i BaseSpace-sekvenseringshubben.

Valj Review (Granska).

[Valfritt] Ange platser for anpassade avlasningsprimrar och anpassade indexprimrar.
Information om hur du férbereder och lagger till anpassade primrar finns i Guide fér anpassade
primrar for NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139569). Besdk sidan Compatible
Products (Kompatibla produkter) for biblioteksprepareringssatsen for att kontrollera om llluminas
anpassade primrar ar ndédvandiga.

[Valfritt] Valj ett anpassat recept. Mer information finns i Sekvensering utan avbildning pa sidan 98.
Om du anvander v1.3 av kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 och satsen Illumina Stranded
Total RNA Prep with Ribo-Zero Plus eller satsen Illlumina Stranded mRNA Prep véljs det anpassade
receptet automatiskt.

[Valfritt] Avmarkera kryssrutan Denature and Dilute On Board (Denaturera och spad pa
instrumentet) for att denaturera och spada bibliotek manuellt. Mer information finns i Guide fér
denaturering och utspddning fér NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139235).

Den forvalda instéalliningen konfigureras i installningarna for kontrollprogrammet NextSeq
1000/2000.

[Valfritt] Valj faltet Output Folder (Utdatamapp) och ange en ny plats for att andra utdatamappen.
Faltet Output Folder (Utdatamapp) fylls i automatiskt med standardinstallningarna och ar
obligatoriskt om inte Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsévervakning och
lagring) har valts.

Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring)
visas Save to BaseSpace Sequence Hub (Spara i BaseSpace-sekvenseringshubb) som aktiverad.
Om du valde Proactive and Run Monitoring (Proactive och kérningsévervakning) visas Save to
BaseSpace Sequence Hub (Spara i BaseSpace-sekvenseringshubb) som inaktiverad.
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13. Granska korningsinformationen och valj Prep (Preparering).

Starta en lokal kdrning

1. Konfigurera kérningslaget enligt Konfigurera kérningslaget pa sidan 19.
Valj Start (Starta).

3. Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring)
eller Proactive and Run Monitoring (Proactive och kérningsévervakning) ska du ange dina
inloggningsuppgifter fér BaseSpace-sekvenseringshubb och sedan valja Sign In (Logga in).

4. Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsdvervakning och lagring)

ska du valja en BaseSpace-sekvenseringshubb for arbetsgrupper att spara kérningen i och sedan
valja Next (Nasta).

En arbetsgrupp méste viljas for att undvika fel. Kontrollera att du har valt en arbetsgrupp innan
du fortsatter.

5. VéljChoose... (Vilj...) under Start With Sample Sheet (Starta med provark) och ga till provarket
med v2-filformat pad NextSeq 1000/2000-instrumentet, en barbar enhet eller en monterad
natverksenhet. Provarkets filnamn far inte innehalla specialtecken.

Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 v1.3 upptacker automatiskt DRAGEN-versionen i
provarket och uppmanar dig att byta version om det behévs. DRAGEN-versionen méaste vara
installerad pa systemet. Installationsinformation finns i Programuppdateringar pa sidan 73.

* Instrument Run Setup Used (Korningskonfiguration pa instrumentet anvands) — Valj .zip-
mappen som innehaller provarket v2 och eventuella stodfiler. Annars véljer du provarket v2.

* Instrument Run Setup Not Used (Kérningskonfiguration pd instrumentet anvands inte) — Se till
att stodfilen for sekundaranalysen finns i samma katalog som provarket v2.

n | Det valda provarket méste vara i v2-formatering. For att skapa ett v2-provark ska du ladda ner
det genererade provarket fran Instrument Run Setup Kérningskonfiguration pa instrumentet) i
BaseSpace-sekvenseringshubben eller redigera en v2-provarksmall som finns pé hjalpsidan for
NextSeq 1000/2000. Mer information om formatering och krav fér v2-provark finns i Installningar
fér provark v2 pa sidan 85. Se till att alla filer som refereras till i provarket finns i samma mapp
som provarket.

6. ValjReview (Granska).

[Valfritt] Ange platser for anpassade avlasningsprimrar och anpassade indexprimrar.
Information om hur du forbereder och lagger till anpassade primrar finns i Guide fér anpassade
primrar for NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139569). Besok sidan Compatible
Products (Kompatibla produkter) for biblioteksprepareringssatsen for att kontrollera om llluminas
anpassade primrar ar nédvandiga.

8. [Valfritt] Valj ett anpassat recept. Mer information finns i Sekvensering utan avbildning pa sidan 98.
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10.

1.

Om du anvander v1.3 av kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 och satsen Illumina Stranded
Total RNA Prep with Ribo-Zero Plus eller satsen Illumina Stranded mRNA Prep véljs det anpassade
receptet automatiskt.

[Valfritt] Avmarkera kryssrutan Denature and Dilute On Board (Denaturera och spad pa
instrumentet) for att denaturera och spada bibliotek manuellt. Mer information finns i Guide fér
denaturering och utspddning fér NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139235.

Den forvalda instaliningen konfigureras i instaliningarna for kontrollprogrammet NextSeq
1000/2000.

[Valfritt] Valj faltet Output Folder (Utdatamapp) och ange en ny plats for att andra utdatamappen.
Faltet Output Folder (Utdatamapp) fylls i automatiskt med standardinstéallningarna och ar
obligatoriskt om inte Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kérningsdvervakning och
lagring) har valts.

Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kérningsovervakning och lagring)
visas Save to BaseSpace Sequence Hub (Spara i BaseSpace-sekvenseringshubb) som aktiverad.
Om du valde Proactive and Run Monitoring (Proactive och kérningsévervakning) visas Save to
BaseSpace Sequence Hub (Spara i BaseSpace-sekvenseringshubb) som inaktiverad.

Granska korningsinformationen och valj Prep (Preparering).

Starta en fristdende korning

1.

Konfigurera koérningslaget enligt Konfigurera kérningsldget pa sidan 19.
Valj Start (Starta).

Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsovervakning och lagring)
eller Proactive and Run Monitoring (Proactive och kérningsévervakning) ska du ange dina
inloggningsuppgifter fér BaseSpace-sekvenseringshubb och sedan valja Sign In (Logga in).

Om du valde Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kérningsovervakning och lagring)
ska du valja en BaseSpace-sekvenseringshubb for arbetsgrupper att spara kérningen i och sedan
valja Next (Nasta).

Valj Set Up New Run (Konfigurera en ny korning).

Ange ett unikt namn i faltet Run Name (Koérningsnamn) for att identifiera den aktuella kérningen.
Korningsnamnet far innehalla alfanumeriska tecken, tankstreck, bindestreck och understreck.
Ange hur ménga sekvensavldsningar som ska utféras under Read Type (Aviasningstyp):

* Single Read (Enkel avlasning) — Utfér en avlasning. Det har ar det enklare och snabbare
alternativet.

* Paired End (Paired-end) — Utfor tva avlasningar. Tillsammans genererar de data av hogre
kvalitet och en mer exakt inpassning.
Ange antalet cykler som ska utforas for varje avldsning:

Det finns inget maximalt antal indexcykler, men summan av avlasningscyklerna och indexcyklerna
maste vara mindre an antalet cykler som anges pa kassettens etikett plus 27.
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Read 1 (Avlasning 1) — Ange 1-151 cykler.

Index 1- Ange antalet cykler fér primern for Index 1(i7). Ange 0 i bada indexfélten fér en kérning med
endast PhiX.

Index 2 - Ange antalet cykler for primern for Index 2 (i5).

Read 2 (Avlasning 2) — Ange upp till 151 cykler. Vardet ar vanligtvis detsamma som vardet for
avlasning 1.

9. ValjChoose... (Vilj...) for att importera ett provark om du valde Proactive, Run Monitoring and
Storage (Proactive, kdérningsdvervakning och lagring).
Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 v1.3 upptacker automatiskt DRAGEN-versionen i
provarket och uppmanar dig att byta version om det behévs. DRAGEN-versionen maste vara
installerad pa systemet. Installationsinformation finns i Programuppdateringar pa sidan 73.

n | Det valda provarket méste vara i v2-formatering. For att skapa ett v2-provark ska du ladda ner
det genererade provarket fran Instrument Run Setup Kérningskonfiguration pa instrumentet) i
BaseSpace-sekvenseringshubben eller redigera en v2-provarksmall som finns pa hjalpsidan for
NextSeq 1000/2000. Mer information om formatering och krav fér v2-provark finns i Instéllningar
foér provark v2 pa sidan 85. Se till att alla filer som refereras till i provarket finns i samma mapp
som provarket.

10. [Valfritt] Ange platser fér anpassade avlasningsprimrar och anpassade indexprimrar.

Information om hur du forbereder och lagger till anpassade primrar finns i Guide fér anpassade
primrar for NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139569). Besok sidan Compatible
Products (Kompatibla produkter) for biblioteksprepareringssatsen for att kontrollera om llluminas
anpassade primrar ar nodvandiga.

11. [Valfritt] Valj ett anpassat recept. Mer information finns i Sekvensering utan avbildning pa sidan 98.

12. [Valfritt] Avmarkera kryssrutan Denature and Dilute On Board (Denaturera och spad pa
instrumentet) for att denaturera och spada bibliotek manuellt. Mer information finns i Guide for
denaturering och utspddning fér NextSeq 1000 och 2000 (dokumentnr 1000000139235.

Den forvalda instaliningen konfigureras i instaliningarna for kontrollprogrammet NextSeq
1000/2000.

13. [Valfritt] Valj faltet Output Folder (Utdatamapp) och ange en ny plats for att andra utdatamappen.
Faltet Output Folder (Utdatamapp) fylls i automatiskt med standardinstéliningarna och ar
obligatoriskt om inte Proactive, Run Monitoring and Storage (Proactive, kérningsévervakning och
lagring) har valts.

14. Valj Prep (Preparering).

Ladda forbrukningsmaterialet pa instrumentet

1. Kontrollera att kassetten har tinats och inverterats tio ganger for att blanda dess innehallinnan du
laddar flddescellen (med den gra fliken borttagen) och det utspddda biblioteket.

2. ValjLoad (Ladda).
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Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 6ppnar luckan och matar ut facket.

3. Placera kassetten i facket med etiketten vand uppat och flodescellen i instrumentet. Tryck in
kassetten tills den klickar pa plats.

4. ValjClose (Stang) for att mata in kassetten och stanga luckan.
Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 visar information fran det skannade
forbrukningsmaterialet efter cirka tre minuter.

5. [Valfritt] Valj Eject Cartridge (Mata ut kassett) for att ta bort kassetten.
Luckan 6ppnas efter en minut och kassetten matas ut.

6. ValjSequence (Sekvensera).

Kontroller fore korningar

Kontrollerna fére kérning inkluderar en instrumentkontroll som foljs av en flodeskontroll.
Flodeskontrollen sticker hal pa kassettens forslutning, vilket kommer att orsaka 3-4 poppande ljud fran
instrumentet. Det ar forvantat. Reagensen passeras nu genom flédescellen.

Forbrukningsmaterialet kan inte dteranvandas néar flodeskontrollen har startat.

1. Dettarcirka 15 minuter for kontrollerna fore kérning att slutforas.
Om kontrollerna slutfors korrekt startar kérningen automatiskt.

2. Om ett fel uppstar under instrumentkontrollen ska du trycka pa Retry (Foérsok igen) for att géra om
kontrollen.

Nar en kontroll pagar animeras kontrollens cirkel.

3. Information om hur du felsdker dterkommande fel finns i avsnittet Atgédrda felmeddelanden
pa sidan 79.
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Overvaka kérningsférloppet

1.

Du kan 6vervaka korningens forlopp och matt pa skarmen Sequencing (Sekvensering).

¢ Estimated run completion (Uppskattad kérningstid) — Det datum och den tid som kérningen
forvantas vara slutférd. Det berdaknade matvardet for kérningens slutférande kraver tio
tidigare korningar for att berakna korrekt kdrningstid.

* Average %Q30 (Genomsnittlig % Q30) — Den genomsnittliga procentandelen basbestamningar
med ett Q-resultat = 30.

* Projected Yield (Forvantat utbyte) — Forvantat antal basbestamningar for kdrningen.

* Total Reads PF (Totalt antal godk&nda lasningar) — Antalet paired end-kluster (om tillampligt)
som passerar filtret (i miljoner).

* Real Time Demux (Realtidsdemultiplexering) — Status for demultiplexering vid initiering i bérjan
av Read 2 (Avlasning 2) efter det att cyklerna for Read 1 (Avlasning 1), Index 1 och Index 2 har
slutforts. Status kommer att visas som Complete (Slutférd) aven om indexcykler inte utfors.
Inte tillgdngligt for kdrningar i molnlage.

¢ Real Time Alignment (Realtidsinpassning) — Status for inpassning av avlasning 1 vid initiering i

bdrjan av avldsning 2 efter det att cyklerna for avlasning 1, index 1 och index 2 har slutforts.
Inte tillgangligt for kdrningar i molnlage.

Q30 och utbytesmatt visas efter cykel 26 (cirka sex timmar efter kérningen startades).

Om du vill 6vervaka kérningar ska du forst trycka pa kontrollprogrammets meny och sedan pa

Process Management (Processhantering).

Valj End Run (Avsluta koérning) for att avsluta kérningen. Mer information om att avsluta kdrningar

finns i Avbryta en kérning pa sidan 80.

Mata ut forbrukningsmaterial fran instrumentet. Avldgsna kassetten fran instrumentet inom tre
dagar.

Mata ut forbrukningsmaterial

1.

Valj Eject Cartridge (Mata ut kassett) nar sekvenseringen har slutforts.
Programmet matar ut den anvanda kassetten fran instrumentet.

2. Avlagsna kassetten fran facket.

3. Avlagsna flédescellen fran kassetten.

4. Kassera flodescellen, som innehaller elektroniska delar, i enlighet med lokala bestdmmelser.

5. [Valfritt] Ta bort avtappningspluggen under lllumina-logotypen pé sidan av kassetten dver ett
lampligt omréde (t.ex. en diskbank eller en behallare for farligt flytande avfall) med pluggen vand
horisontellt eller nedat och bort fran ansiktet. Tém ut anvanda reagenser i enlighet med lokala
bestammelser. Tomningstiden beror pa kassettens storlek om automatisk reagenstomning inte ar
aktiverad.
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6.

7.

Den har uppsattningen med reagenser innehaller potentiellt farliga kemikalier. Personskador
kan uppsta vid inandning, intagande, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand
skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig for
den har graden av exponering. Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera
dem i enlighet med nationella och lokala bestammelser. Ytterligare information om miljo,
halsa och sdkerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

Kassera reagenskassetten.
Det arinte nddvandigt att utfora en tvatt efter kérningen eftersom flédestekniken kasseras med
kassetten.

Vilj Close Door (Sting lucka) for att mata in facket och aterga till startskarmen.
Programmet matar automatiskt in facket igen och sensorer bekraftar att kassetten har avlagsnats.

Rengora kassettens fack

Det ar endast nodvandigt att rengdra kassettfacket om reagens har lackt ut i kassettfacket.

1.

2
3.
4
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Avldgsna kassetten fran instrumentet.
Ta pé dig ett nytt par puderfria handskar och eventuellt ytterligare skyddsutrustning.
Spraya tioprocentig blekmedelslésning pa en duk.

Torka av kassettfacket med duken och torka sedan omedelbart bort blekmedelslésningen med en
kraftig duk.
Om blekmedlet inte tas bort omedelbart kan det skapa flackar pa kassettfacket.

Spraya 70-procentig etanolldsning pa kassettfacket och torka sedan omedelbart bort den med en
kraftig duk.

Skjut in kassettfacket i det stangda laget.
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Utdata fran sekvensering

Det har avsnittet beskriver programmet for realtidsanalys, som utfor basbestamning, tilldelar
kvalitetsresultat och genererar utdata. Lar dig om de olika utdatafiltyperna och var du hittar dem efter
en korning.

Oversikt 6ver realtidsanalys

Sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 anvander RTA3-versionen av programvaran
for realtidsanalys (RTA) pa instrumentets Compute Engine (CE). RTA3 extraherar intensiteter fran
bilder fran kameran, utfor basbestamning, tilldelar ett kvalitetsresultat till basbestamningar, passar in
efter PhiX och rapporterar data i InterOp-filer for visning i instrumentets kontrollprogram.

RTA3 lagrar information i minnet for att optimera bearbetningstiden. Om RTA3 avslutas aterupptas inte
bearbetningen och all kérningsdata som bearbetas i minnet gar férlorad.

RTA3-indata

RTA3 anvander plattbilder som finns i det lokala systemminnet for bearbetning. RTA3 tar emot
korningsinformation och kommandon fran kontrollprogrammet.

RTA3-utdata

Bilder for varje fargkanal sparas i RTA3:s minne som plattor. RTA3 anvander bilderna for att generera
en uppsattning kvalitetsbestdmda basbestamningsfiler och filterfiler. Alla annan utdata ar
stodutdatafiler.

Filtyp Beskrivning

Basbestamningsfiler Varje platta som analyseras ingar i en sammanslagen
basbestamningsfil (*.cbcl). Plattor frdn samma spar och yta samlas i
en *.cbcl-fil for varje spar och yta.

Filterfiler Varje platta genererar en filterfil (*.filter) som anger om ett kluster
passerar filtret.

Klusterplaceringsfiler  Klusterplaceringsfiler (*.locs) innehaller X- och Y-koordinaterna for
varje kluster pa en platta. En klusterplaceringsfil genereras for varje
korning.

Utdatafiler anvands fér nedstromsanalys i DRAGEN och BaseSpace-sekvenseringshubb.
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Felhantering

RTAS3 skapar loggdfiler och skriver dem till mappen Logs (Loggar). Fel registreras i en textfil i filformatet
*.log.

Féljande loggfiler dverfors till den slutgiltiga utdatadestinationen nar bearbetningen har slutforts:
info 00000.log sammanfattar viktiga kérningshéndelser.

error_00000.log listar fel som intraffat under en kérning.

warning_00000.log listar varningar som intraffat under en kérning.

Flodescellsplattor

Plattor 4r sma avbildningsomraden pa flodescellen. Kameran tar en bild per platta.

NextSeq 1000/2000 P2 Flow Cell har totalt 132 plattor. NextSeq 1000/2000 P3 Flow Cell har totalt 264
plattor.

Tabell 5 Flodescellsplattor

NextSeq NextSeq

Flédescellskomponent 1000/2000P2  1000/2000 P3  Beskrivning

Flow Cell Flow Cell

Spar 1 2 Spar &r optiskt distinkta, men
inte fluidiskt separerade
kanaler.

Ytor 2 2 Flodescellerna P2 och P3
avbildas pa tva ytor, en 6vre
och en nedre. En plattas dvre
yta avbildas forst.

Strangar per spar 6 6 En strang ar en kolumn i ett
spar.

Plattor per strang 1 1 En platta aren delav en strang
och visar ett avbildat omrade
pa flddescellen.

Totalt antal genererade 132 264 Spér x ytor x strangar x plattor

plattor per strang ar lika med det

totala antalet plattor.
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Platthamn

Plattans namn &r ett fyrsiffrigt tal som representerar plattans plats pa flédescellen. Till exempel anger
platthnamnet 1205: dvre yta, strang 2, platta 05.

Den forsta siffran representerar ytan: 1for den 6vre ytan eller 2 fér den undre ytan.
Den andra siffran representerar strangnumret: 1, 2, 3, 4, 5 eller 6.

De tva sista siffrorna representerar plattnumret. For strangnummer 1-4 borjar numreringen med 01 vid
utloppsanden av flddescellen till 11 vid inloppsanden. For strangnummer 5-6 bdrjar numreringen med
01 vid inloppet och 11 vid utloppet.

Arbetsflode for realtidsanalys

Registrering Registrerar platsen for varje kluster i den monstrade flédescellen.
Intensitetsextraktion Faststaller ett intensitetsvarde for varje kluster.
Fasningskorrigering Korrigerar effekten av fasning och forfasning.
Basbestamning Faststaller en basbestamning for varje kluster.

Kvalitetsresultat Tilldelar ett kvalitetsresultat till varje basbestamning.
Registrering

Registrering anpassar en bild till den roterade fyrkantiga samlingen nanobrunnar pa den monstrade
flodescellen. P& grund av den ordnade placeringen av nanobrunnar ar X- och Y-koordinaterna for varje
kluster pé en platta forutbestamda. Klusterpositioner skrivs till en klusterplatsfil (s.locs) for varje
korning.

Om registreringen misslyckas for bilder i en cykel genereras inga basbestamningar for den plattaniden
cykeln. Anvand Sequencing Analysis Viewer for att identifiera vilka bilder som har registreringsfel.

Intensitetsextraktion

Efter registreringen beraknar intensitetsextraktionen ett intensitetsvarde for varje nanobrunnien
specifik bild. Om registreringen misslyckades kan inte intensiteten for den plattan extraheras.
Fasningskorrigering

Under sekvenseringsreaktionen forlangs varje DNA-strang i ett kluster med en bas per cykel. Fasning
och forfasning intraffar nar en strang hamnar ur fas med den aktuella inkorporeringscykeln.

Fasning intraffar nar en bas hamnar efter.
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Forfasning intraffar nar en bas hamnar fore.

Bild 5 Fasning och férfasning
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A. Avlasning med en bas som ar ett exempel pa fasning.
B. Avlidsning med en bas som &r ett exempel pa férfasning.

RTA3 korrigerar effekterna av fasning och forfasning sa att datakvaliteten maximeras for varje cykel i
kérningen.

Basbestamning

Vid basbestamning bestdms en bas (A, C, G eller T) for alla kluster pa en specifik platta i en specifik
cykel. Sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 anvédnder tvakanalssekvensering,
som endast kréver tva bilder for att koda data for fyra DNA-baser, en frdn den gréna kanalen och en
fran den bla kanalen.

En saknad basbestamning identifieras som N. En saknad basbestamning intraffar nar ett kluster inte
passerar filtret, registrering misslyckas eller ett kluster flyttas frén bilden.

Intensiteter for varje kluster extraheras fran de gréna och blé bilderna och jamférs mot varandra, vilket
resulterarifyra distinkta populationer. Varje population motsvarar en bas. Basbestamning bestammer
vilken population varje kluster tillhor.

Tabell6 Basbestamningitvakanalssekvensering

Bas Gron kanal Bla kanal Resultat
A 1 1 Kluster som visar intensitet i bade gréna och bla
(forekommer) (forekommer) kanaler.
C 0 1 Kluster som endast visar intensitet i den bla kanalen.
(forekommer (forekommer)
inte)
G 0 0 Kluster som inte visar ndgon intensitet vid en kdnd
(forekommer (forekommer klusterplats.
inte) inte)
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Bas Gron kanal Bla kanal Resultat
T 1 0 Kluster som endast visar intensitet i den gréna
(forekommer) (forekommer  kanalen.
inte)

Bild 6 Visualisering av klusterintensiteter

n | Fargen pa varje kluster korrelerar till basdiagrammen i procent i Sequence Analysis Viewer
(SAV) och BaseSpace-sekvenseringshubbens kérningsdata per cykel och ar inte avsedda att
korrelera med den gréna och bla kanalen.

Kluster som passerar filtret

Under kérningen filtrerar RTA3 alla rddata och tar bort avldsningar som inte haller kvalitetsmattet.
Overlappande kluster eller kluster av 18g kvalitet tas bort.

For tvakanalsanalys anvander RTA3 ett populationsbaserat system for att bestimma en
basbestamnings renhet (matt pa intensitetsrenhet). Kluster passerar filtret (PF) nar inte mer &n en
basbestamning har en renhet under ett angivet troskelvarde under de forsta 25 cyklerna. Nar den ingar
utférs PhiX-inpassning under cykel 26 pa en underuppsattning av plattor for kluster som passerade
filtret. Kluster som inte passerar filtret har inte basbestéamts och ar inte inpassade.

Kvalitetsresultat

Ett kvalitetsresultat, eller ett Q-resultat, mater sannolikheten for en felaktig basbestdmning. Ett hogt
Q-resultat indikerar att en basbestamning ar av bra kvalitet och sannolikt ar korrekt. Nar Q-resultatet
ar bestamt sparas resultaten i basbestamningsfiler (*.cbcl).
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Q-resultatet ar ett praktiskt satt att mata sannolikheten for sma fel. Q-resultat skrivs som Q(X), dar X
ar resultatet. | nedanstdende tabell visas relationen mellan ett kvalitetsresultat och sannolikheten for
fel.

Q-resultat Q(X) Felsannolikhet
Q40 0,0001 (1 pa 10 000)
Q30 0,001 (1 pa 1000)
Q20 0,01 (1 p& 100)

Q10 0,1(1pé& 10)

Kvalitetsresultat och rapportering

Metoden beraknar en uppsattning variabler for varje basbestdmning och anvander sedan variablernas
varden for att hitta Q-resultatet i en kvalitetstabell. Kvalitetstabeller skapas for att ge optimalt
noggranna kvalitetsprognoser for kdrningar som skapas av en specifik konfiguration av
sekvenseringsplattform och uppsattning av kemikalier.

[ | | Kvalitetsresultat baseras pa en anpassad version av Phred-algoritmen.

For att generera Q-tabellen for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000 faststalldes
tre grupper av basbestdmningar baserat pa kluster av dessa specifika forutsdgbara funktioner. Efter
gruppering av basbestamningarna beraknades den genomsnittliga felfrekvensen empiriskt for var och
en av de tre grupperna och motsvarande Q-resultat registrerades i Q-tabellen tillsammans med de
prediktiva funktionerna som korrelerar till den gruppen. Det betyder att endast tre Q-resultat ar mojliga
med RTA3 och dessa Q-resultat representerar gruppens genomsnittliga felfrekvens (Férenklade Q-
resultat med RTA3 pa sidan 59). Sammantaget resulterar det i forenklade men dndéa mycket
noggranna kvalitetsresultat. De tre grupperna i kvalitetstabellen motsvarar marginella (< Q15), medium
(~Q20) och hogkvalitativa (> Q30) basbestamningar och tilldelas de specifika resultaten 12, 23
respektive 37. Dessutom tilldelas det ogiltiga resultatet 2 alla saknade bestamningar. Den har
rapporteringsmodellen fér Q-resultat minskar kraven pa lagringsutrymme och bandbredd utan att
paverka noggrannhet eller prestanda.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 58

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

Bild 7 Forenklade Q-resultat med RTA3
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Utdatafiler fran sekvensering

Filtyp

Sammanslagna
basbestamningsfiler

Klusterplaceringsfiler

Filterfiler

Filbeskrivning, plats och nhamn

Varje kluster som analyseras ingar i en sammanslagen
basbestamningsfil, samlade i en fil per cykel, spar och yta. Den
sammanslagna filen innehaller de sammanslagna basbestdmningarna
och kodade kvalitetsresultat for varje kluster. De sammanslagna
basbestamningsfilerna anvands av BaseSpace-sekvenseringshubben

eller bcl2fastqg2.
Data/Intensities/BaseCalls/L001/C1.1

L[lane] [surface].cbcl,tillexempel 1001 1.cbcl

For varje flodescell innehaller en binér klusterplaceringsfil XY-koordinater
for kluster pa en platta. En sexkantig layout som matchar flodescellens
nanobrunnslayout fordefinierar koordinaterna.

Data/intensiteter

s [spar].locs

Filterfilen anger om ett kluster passerar filtret. Filterfiler genereras under
cykel 26 med data fran de féregaende 25 cyklerna. En filterfil genereras
for varje platta.

Data/Intensities/BaseCalls/L001

s [lane] [tile].filter
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Filtyp Filbeskrivning, plats och namn

InterOp-filer Binara rapporteringsfiler kan visas pa instrumentet med instrumentets
kontrollprogram eller utanfér instrumentet i SAV eller BaseSpace-
sekvenseringshubb. InterOp-filer uppdateras under hela kérningen.
InterOp-mapp

Koérningsinformationsfil  Listar kdrningsnamnet, antalet cykler i varje avlasning, om avlasningen ar
en indexavlasning och antalet strangar och plattor pa flodescellen.
Koérningsinformationsfilen skapas i borjan av kérningen.
[rotmapp], RunInfo.xml

Utdatafiler fran sekundaranalys med DRAGEN

DRAGEN Bio-IT Platform analyserar utdata fran sekvenseringen pa instrumentet med ett av
nedanstaende analysarbetsfldden.

* BCL Convert (BCL-konvertering)
* Germline (Konscell)

* RNA

* Enrichment (Berikning)

* Single Cell RNA (Enkelcells-RNA)
*  DNA Amplicon (DNA-amplikon)

Det hér avsnittet innehaller information om varje DRAGEN-arbetsflode, inklusive information om
utdatafiler. Férutom att generera filer som &r specifika for varje arbetsflode tillhandhaller DRAGEN
dven matvarden frdn analysenien <sample name>.metrics.json-fil och rapporterna som beskrivs i
Arbetsflodet DRAGEN BCL Convert pa sidan 65. Mer information om DRAGEN finns pa hjalpsidan for
DRAGEN Bio-IT Platform.

Alla DRAGEN-arbetsfldden stéder dekomprimeringen av BCL-filer med indata och komprimeringen av
BAM-/CRAM-filer med utdata.

Att beakta for utdatafiler:

* Forarbetsflodena Germline, RNA, Enrichment och DNA Amplicon som kor analyser pa instrumentet
kommer inte BAM-filer att laddas upp pa BaseSpace-sekvenseringshubben om Proactive, Run
Monitoring and Storage (Proactive, kdrningsévervakning och lagring) har valts.

Arbetsflodet DRAGEN Enrichment

Arbetsflodet DRAGEN Enrichment stéder féljande funktioner. Om du anvander DRAGEN 3.7, eller en
senare version, ar bade lagena germline (kdnscell) och somatic (tumor only) (somatiskt (endast
tumor)) tillgangliga.

* Demultiplexering av prover
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* Mappning och inpassning, inklusive sortering och duplikatmarkering
* Liten variantbestamning
* Strukturell variantbestadmning

For att utfora variantbestdamning méste en *.bed-fil vara med i provarket eller vara specificerad i
Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) pa BaseSpace-sekvenseringshubb.
Strukturell variantbestamning genereras endast for paired-end-avlasningar och kdnscellslage.

Om du anvander DRAGEN Enrichment version 3.8, eller en senare version, kan du mata in en basfil for
brus for att férbattra prestandan i somatiskt lage. Mer information finns i Importera basfiler for brus
pa sidan 17.

Arbetsflodet genererar foljande utdatafiler.

Komponent Typ Utdatafilnamn
Mappning/inpassning BAM eller o <sample_name>.bam eller
CRAM e <sample_name>.cram
Liten variantbestamning VCF och « <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF* e <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz
Strukturell VCF e <sample_name>.sv.vcf.gz

variantbestamning

* gVCF-utdatafiler ar endast tillgangliga i konscellslage.

Arbetsflodet DRAGEN Germline

Arbetsflodet DRAGEN Germline stoder féljande funktioner:

* Demultiplexering av prover

* Mappning och inpassning, inklusive sortering och duplikatmarkering

* Liten variantbestamning

* Strukturell variantbestamning for paired-end-avlasningar

* Kopiera variantbestamningsnumret for humana genom

* Upprepa utvidgningar fér humana genom

* Homozygositetregioner fér humana genom

* [DRAGEN v3.8 eller senare] CYP2D6-detektering

Strukturell variantbestamning genereras endast for paired-end-avlasningar.

Arbetsflodet genererar foljande utdatafiler.
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Komponent Typ Utdatafilnamn
Mappning/inpasshing BAM eller e <sample_name>.bam eller
CRAM e <sample_name>.cram
Liten variantbestamning VCF och e <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF o <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz
Strukturell VCF e <sample_name>.sv.vcf.gz

variantbestamning

Kopiera nummervarianter VCF e <sample_name>.cnv.vcf.gz
Upprepa expansion VCF e <sample_name>.repeats.vcf.gz
Homozygositetregioner CSV och e <sample_name>.roh_metrics.csv
BED e <sample_name>.roh.bed
CYP2D6-detektering TSV o <sample_name>.cyp2d6.tsv

Arbetsflodet DRAGEN DNA Amplicon

Arbetsflodet DRAGEN DNA Amplicon stoder foljande funktioner:

* Demultiplexering av prover

* Mappning och inpassning, inklusive sortering och duplikatmarkering
* Litenvariantbestamning i konscellslage eller somatiskt lage

For att utfora variantbestdamning méaste en *.bed-fil vara med i provarket eller vara specificerad i
Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) pé BaseSpace-sekvenseringshubb.

Arbetsflodet genererar foljande utdatafiler.

Komponent Typ Utdatafilnamn

Mappning/inpassning BAM eller e <sample_name>.bam eller
CRAM e <sample_name>.cram

Liten variantbestamning VCF och e <sample_name>.hard-filtered.gvcf.gz
gVCF* e <sample_name>.hard-filtered.vcf.gz

*gVCF-utdatafiler ar endast tillgangliga i kdnscellslage.

Arbetsflodet DRAGEN RNA
Arbetsflodet DRAGEN RNA stoder foljande funktioner:

* Demultiplexering av prover
* Mappning och inpassning, inklusive sortering och duplikatmarkering

* Genfusionsdetektering

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.

62



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

* Kvantifiering av transkript

* [DRAGEN v3.8 eller senare] Differentiellt genuttryck

Specificera en GTF-fil i provarket eller se till att standardvardet genes.gtf.gz finns med

referensgenomet for att generera utdatafiler.

Arbetsflodet genererar foljande utdatafiler.

Komponent Typ Utdatafilnamn
Mappning/inpassning BAM eller e <sample_name>.bam
CRAM eller
e <sample_name>.cram
Genfusions- Oformatterad e« <sample_
detektering text name>.fusion_

candidates.preliminary

e <sample_
name>.fusion_
candidates.final

Kvantifiering av Oformatterad - sample_
transkript text name.quant.genes.sf

e sample_name.quant.sf

Differentiellt uttryck PNG Se nedanstaende tabell
for utdatafiler for
differentiellt uttryck.

Foljande filer skapas nar differentiella uttryck ar aktiverat.

Filnamn Beskrivning

Beskrivning

Inpassningsutdata som
uppfyller SAM-
specifikationerna.

Fusionskandidater innan
filter tillampas.

Fusionskandidater efter
filter har tilldampats.

Transkriptkvantifierings-
resultat pa genniva.

Alla
transkriptikvantifierings-
resultat.

For att generera utdatafiler
maste en jamforelse
konfigureras i provarket.

Control_vs_Comparison.differential_ Innehaller matvarden for differentiellt uttryck.

expression_metrics.csv

Control_vs_ Beskriver antalet avlasningar som mappats mot varje
Comparison.genes.counts.csv gen for varje provikontroll- och jamforelsegrupperna.
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Filnamn

Control_vs_
Comparison.genes.heatmap.png

Control_vs_
Comparison.genes.ma.png

Control_vs_
Comparison.genes.pca.png

Control_vs_Comparison.genes.res.csv

Control_vs_
Comparison.genes.rlog.csv

Beskrivning

En varmekarta 6ver uttrycket av de differentiellt
uttryckta generna for prover i kontroll- och
jamférelsegrupperna. Varmekartan visar endast
differentiellt uttryckta gener med ett justerat P-varde
< 0,05. Om det finns mer ar 30 differentiellt uttryckta
gener kommer endast de 30 forsta att anvandas.

Om DESeq1 misslyckas med att konvergera eller om
det inte finns nagra differentiellt uttryckta gener
genereras inte filen.

Innehaller variationen i genuttrycksférhallanden som
en funktion av genomsnittlig signalintensitet. For att
visa skillnaden mellan méatt tagna pa tva prov,
omvandlar diagrammet data till skalorna M
(sannolikhetsfdrhdllande) och A (medelvarde) och
plottar sedan vardena. MA-diagrammet visar log2-
veckningsforandringarna hanfoérliga till en given
variabel dver medelvardet av normaliserade varden
for alla prover. Om det justerade P-vardet ar mindre
an 0,1 blir punkterna réda. Punkter som faller ut ur
fonstret ritas som Oppna trianglar. Trianglar som
pekar uppat representerar en positiv log-
veckningsférandring. Trianglar som pekar nedat
representerar en negativ log-veckningsférandring.

Diagrammet visar de tva férsta huvudkomponenterna
som visar mest variation.

Innehaller DESeq2-resultat som beskriver
medeluttrycket log2 (veckningsfoérandring),
standardfel hos log2, P-varde, justerat P-varde och
uttrycksstatus for varje gen.

Innehéller regelbundna log-transformerade varden
berdknade av DESeq2.

Arbetsflodet DRAGEN Single Cell RNA

DRAGEN stoder féljande funktioner:

* Demultiplexering av prover

* Mappning och inpassning, inklusive sortering och duplikatmarkering

* Cell- och genklassificiering
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Specificera en GTF-fil i provarket eller se till att standardvardet genes.gtf.gz finns med

referensgenomet for att generera utdatafiler.

Arbetsflodet genererar foljande utdatafiler.

Komponent Typ
Mappning/inpassning BAM eller
CRAM
Cell- och genklassificiering TSV, CSV
och MTX
Analysrapporter HTML

Arbetsflodet DRAGEN BCL Convert

Arbetsflodet DRAGEN BCL Convert anvdander BCL-data som genereras fran sekvenseringskérningen

Utdatafilnamn

e <sample_name>.bam eller
e <sample_name>.cram

o <sample_name>.scRNA.barcodeSummary.tsv
e <sample_name>.scRNA.genes.tsv
o <sample_name>.scRNA.matrix.mtx

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

och provarksinformation for att skapa FASTQ-filer for varje prov. FASTQ-filnamnet &r <sample

name>.fastqg.gz.

Arbetsflodet genererar foljande rapporter.

Komponent Typ
Demultiplexering CSv
Adapterstatistik CsVv
Indexbyte Csv

Toppositionerna for okdnda CSV
streckkoder

Demultiplexing-rapport

Utdatafilnamn

o Demultiplex_Stats.csv

Adapter_Metrics.csv

Index_Hopping_Counts.csv

e Top_Unknown_Barcodes.csv

Demultiplexings-rapporten innehaller information om antalet avlidsningar som passerar filtret som
tilldelas varje prov i provarket. Alla avlasningar som inte ar tydligt associerade med ett prov
klassificeras som obestdmda. Rapporten innehaller ocksa information om kvalitetspodngen for
baserna iavlasningar som passerar filtret som tilldelats varje prov.

Foljande information ingar.

Matt Beskrivning

Lane (Spar) Sparet pa flodescellen dar provet sekvenserades.
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Matt
SamplelD (Prov-ID)

Index

# Reads (Antal
avlasningar)

# Perfect Index Reads
(Antal perfekta
indexavlasningar)

# One Mismatch Index
Reads (Antal
indexavlasningar med
ett fel)

# of = Q30 Bases (PF)
(Antal baser = Q30
(PF))

Mean Quality Score
(PF) (Genomsnittligt
kvalitetsresultat (PF))

Beskrivning

Prov-1D:et fran provarket. Om en ldsning inte motsvarar ett prov visas
faltet undetermined (obestamt).

Sammankopplingen av indexavldsning 1 och indexavlasning 2 fran
provarket, atskilda med ett bindestreck. Om en avldsning inte
motsvarar ett prov visar faltet undetermined (obestamt).

Antalet avlasta filterpasseringar, demultiplexerat for provet i det
angivna sparet.

Antalet avlasningar med en perfekt matchning till de kombinerade
indexsekvenserna som anges i provarket.

Antalet avldsningar med ett fel i de kombinerade indexsekvenserna
som anges i provarket.

Antalet baser, inklusive adaptrar, som motsvarar avldsningar som
klarar en kvalitetsgrans pa Q30.

Medelkvalitetsresultatet for aviasningar som motsvarar provet i det
angivna sparet. Vardet inkluderar adapterbaser.

Adapterstatistikrapporter

Adapterstatistikfilen innehaller antalet adaptrar och provbaser som associeras med varje avlasning.

Foljande information ingar.

Matt
Lane (Spar)
Sample_ID (Prov-ID)

Beskrivning
Spéret pa flodescellen dar provet sekvenserades.

Prov-1D:et fran provarket. Om en ldsning inte motsvarar ett prov visas féaltet
undetermined (obestamt).

index Index1-sekvensen fran provarket. Faltet 4r tomt om indexet inte angavs i
provarket eller om prov-ID-vardet ar undetermined (obestamt).
index2 Index2-sekvensen fran provarket. Faltet 4r tomt om index2 inte angavs i
provarket eller om prov-ID-vardet dr undetermined (obestamt).
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Matt
R1_AdapterBases

(Baser -
adapteravlasning 1)

R1_SampleBases
(Baser —avlasning 1)
R2_AdapterBases

(Baser -
adapteravlasning 2)

R2_SampleBases
(Baser —avlasning 2)

# Reads (Antal
avlasningar)

Beskrivning

Antal baser som motsvarar AdapterRead1 (Adapteravlasning 1) i provarket.

Antal trimmade eller maskerade baser fran Read 1 (Avlasning 1) for
motsvarande spar och prov.

Antal baser som motsvarar AdapterRead?2 (Adapteravlasning 2) i provarket.

Antal trimmade eller maskerade baser frdn Read 2 (Avlasning 2) for
motsvarande spar och prov.

Antalet avldsningar for provet i det angivna sparet.

Rapport om antal indexbyten

Rapporten om antalet indexbyten innehaller antalet avldsningar for varje férvantat och utbytt index
for dubbla indexkdrningar. Rapporten innehaller endast unika dubbla index per spar dar ingen
streckkodskollision detekteras i ndgot av indexen. For att generera varden for indexbyten for en fil
maste varje par poster inom varje index ha ett hammingsavstand pa minst 2N + 1, dar N representerar
den tolerans for streckkodsfel som anges for indexet.

Foljande information ingar.

FOr kérningar utan index, enskilda indexkdrningar eller spar som inte innehaller unika dubbla index
innehaller filen endast rubrikerna.

Matt Beskrivning

Lane (Spar)  Sparet pa flodescellen dar provet sekvenserades.

# Reads Antalet avldsningar for provet i det angivna sparet.

(Antal

avlasningar)

SamplelD Prov-ID:et fran provarket. Om en lasning inte motsvarar ett prov visas faltet
(Prov-ID) undetermined (obestamt).

index Index1-sekvensen fran provarket. Faltet &r tomt om en avlasning ar oavslutad eller

om prov-ID-vardet ar undetermined (obestamt).

index2 Index2-sekvensen fran provarket. Faltet ar tomt om en avldsning ar oavslutad eller
om prov-ID-vardet ar undetermined (obestamt).
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Rapport om toppositionerna for okanda streckkoder

Rapporten med toppositionerna av de okadnda streckkoderna innehaller de 100 toppositionerna for
index eller indexpar per fil som inte identifierades i provarket baserat pa antalet tilldtna felaktigheter.

Om flera indexvarden delar pa den 100:e indexposten visas alla indexvarden med samma antal for den

100:e posten.

Foljande information ingar:

Matt Beskrivning

Lane (Spér)  Spéret pé flodescellen dar provet sekvenserades.

index Sekvensen for varje okdnt index iindex Read1 (Indexavladsning 1). Faltet ar tomt om
inga okanda index hittas.

index2 Sekvensen for varje okant index iindex Read2 (Indexavlasning 2). Om kérningen var
en enkel avlasning eller inga okanda index hittades ar faltet tomt.

# Reads Antalet avldsningar for provet i det angivna sparet.

(Antal

avlasningar)

QC-rapporter for lllumina DRAGEN

DRAGEN genererar som standard FastQC QC-diagram for alla arbetsfloden. Sammanslagna QC-
resultat lagras i mappen AggregatedFastqgcMetrics och provresultat lagras imappen <sample
name>.

QC-rapporter genereras inte om antalet prover ar éver 512.

Foljande QC-diagram tillhandahalls.

QC-diagram Beskrivning

adapter_content Procentandelen av sekvenser for varje baspar.

positional_mean_quality Ett genomsnittligt kvalitetsresultat for baser enligt Phred-skalan
for varje avlasningsposition.

gc_content Procenten GC-innehall fér varje sekvenseringsavldsning.

positional_quality.read_1 Ett genomsnittligt kvalitetsvarde for baser enligt Phred-skalan

med en specifik nukleotid och pa en angiven position i Read 1
(Avlasning 1).

gc_quality
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QC-diagram Beskrivning

positional_quality.read_2 Ett genomsnittligt kvalitetsvarde for baser enligt Phred-skalan
med en specifik nukleotid och pa en angiven position i Read 2
(Avlasning 2).

n_content
read_length Sekvenseringslangden for varje avlasning.

positional_base_content.read_1  Antal baser for varje specifik nukleotid p& angivna positioner i
Read 1 (Avlasning 1).

read_quality Ett genomsnittligt kvalitetsresultat enligt Phred-skalan for varje
sekvenseringsavlasning.

positional_base_content.read_2 Antal baser for varje specifik nukleotid pa angivna positioner i
Read 2 (Avlasning 2).

Mappstruktur for utdata fran sekundaranalys med
DRAGEN

Som standard genererar DRAGEN utdatafiler i utdatamappen som valts pa fliken Settings
(Installningar). For varje arbetsflode producerar DRAGEN en 6versiktsrapportifilen report.html.

Data
=] report.html
= report files
"~ AggregateFastQCPlots
El+.png
= *stderr .txt
= *stdout .txt
= dragen _prev_ 48 hrs.log
Eldim prev 48 hrs.log
=l Samplesheet.csv
E Indatafiler fo6r koérningar (t.ex. BED och GTF-filer)
sample_name
"~ enrich_caller, germline_seq, dna_amplicon_seq, rna_seq eller scrna_seq
" sample_name

= *.png
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[Jdrageni*.log
EJsample_name.*.metrics.csv
[}H)NA]sampleiname.*.vcf.gz

=l [IDNA] sample name.*.gvcf.gz— €jtillgdnglig for arbetsflodet DRAGEN Bio-IT
Platform Amplicon (somatisk)

EJsample_name.*.bam eller sample name.*.cram

[JLogs

[j[RNA]sample_name.fusion_candidates.filter_info

[][RNA]sampleiname.fusionicandidates.final

[j[RNA]sample_name.quant.genes.sf

[kRNA]sampleiname.quant.sf

EJsample_name.metrics.json

[][SCRNA]sampleidragen—scrna—report.*.html

[][SCRNA]sample_name.scRNA.barcodeSummary.tsv

[][Kbnscem sample name.roh metrics.csv

[][Kénscem sample name.roh.bed

[][Kbnscem sample name.cyp2d6.tsv

EJsample_name.fastqc_metrics.csv

[Jsampleiname.trimmerimetrics.csv

([ [RNA] DifferentialExpression

[ Comparison1
[JControliv57Comparison.differentialiexpressionimetrics.csv
EJControl_vs_Comparison.genes.counts.csv
[}Controliv57Comparison.genes.disp.pdf
EJControl_vs_Comparison.genes.heatmap.pdf
[JControliv57Comparison.genes.ma.pdf
EJControl_vs_Comparison.genes.pca.pdf
[}Controliv57Comparison.genes.res.csv
EJControl_vs_Comparison.genes.rlog.csv

("~ ComparisonN

" logs
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Elx . ext
El* . csv
([~ fastq - endast tillgangligt om KeepFastq (Spara FASTQ) ar installd p& sant
El*. fastq.gz

[ ora_fastq - endast tillgdnglig om FastqCompressionFormat (FASTQ-komprimeringsformat) ar
instélld pa DRAGEN

5] « .fastg.ora
[ RunInstrumentAnalyticsMetrics
[ 0001
=l dataset.json
= fastgc metrics.csv
170002
=l dataset.json
= fastgc metrics.csv
= Adapter Metrics.csv
= Demultiplex Stats.csv
=l Index Hopping Counts.csv
" Reports
=l Demultiplex Stats.csv
E RunInfo.xml
=l Trim Metrics.csv
= fastg list.csv
=] Samplesheet.csv
= Index Hopping Counts.csv
=l Top_Unknown Barcodes.csv

([~ Read1InstrumentAnalyticsMetrics — endast for paired-end-avlasningar
[ 0001
=l dataset.json
0002
= dataset.json

= Adapter Metrics.csv
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[JDemultiplexistats.csv
EJIndex_Hopping_Counts.csv

Read1Metrics — endast for paired-end-avlasningar
[JAdapter_Metrics.csv

[]Index_Hopping_Counts.csv
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Underhall

Det har avsnittet beskriver de procedurer som kravs for att uppratthalla ett halsosamt system.
Lar dig hur du installerar programuppdateringar, byter luftfilter och utfoér andra periodiska
underhallsprocedurer. Att halla styrprogramvaran uppdaterad sakerstéaller att ditt system har de
senaste buggfixarna och funktionerna installerade for optimal prestanda.

Frigora utrymme pa harddisken

En sekvenseringskorning krdver omkring 200 GB harddiskutrymme. Ett varningsmeddelande visas nar
det ar ont om ledigt diskutrymme. Anvand foljande steg for att frigéra utrymme genom att radera
slutférda kérningar och installerade referensgenom fran en tillfallig kérningsmapp.

Radera endast kérningar med hjalp av kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 istallet for att
gobra det manuellt genom operativsystemet. Kontrollprogrammet kan paverkas negativt om
korningar raderas manuellt.

1. Valj Disk Management (Diskhantering) i kontrollprogrammets meny.
Skarmen Disk Management (Diskhantering) 6ppnas och visar en lista éver kdrningar och
referensgenom som har sparats pa harddisken.

2. ValjDelete Run (Radera korning) for kdrningen som du vill radera.
Nar en korning tas bort tas aven den lokala kérningsmappen bort. Utdatamappen, som ar en kopia
av kérningsmappen, finns kvar.

Valj Yes, Delete Run (Ja, radera korning) i dialogrutan for att bekrafta borttagningen av kérningen.
Upprepa steg 2 och 3 for varje kérning som du vill ta bort.

Valj Delete Genome (Radera genom) fér det genom som du vill ta bort.

o 0 pow

Valj Yes, Delete Genome (Ja, radera genom) i dialogrutan for att bekrafta borttagningen av
genomet.

N

Upprepa steg 5 och 6 for varje genom som du vill ta bort.

8. Stang skarmen Disk Management (Diskhantering) nar du ar klar for att ga tillbaka till startskarmen.

Programuppdateringar

Nar programmet ar uppdaterat forsakrar det att systemet har de senaste funktionerna och
korrigeringarna. Programuppdateringar finns samlade i en programsvit, som innehaller féljande
program:

* Kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000
* Recept for NextSeq 1000/2000
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Universal Copy Service

Real-Time Analysis

n | DRAGEN-moduler ingér inte i systemsviten. Installera dem separat vid behov. Du har tillgang till

DRAGEN-modulens programvara via hjalpsidorna.

Systemet ar konfigurerat for att hamta programuppdateringar automatiskt eller manuelit:

Automatic updates (Automatiska uppdateringar) — Installerbara uppdateringar hdmtas automatiskt
fran BaseSpace Sequence Hub. For det har alternativet beh6vs det en internetanslutning men inte
ett BaseSpace-sekvenseringshubbkonto.

Manual updates (Manuella uppdateringar) - Uppdateringar hdmtas manuellt fran webben, sparas
lokalt eller pd en barbar enhet, och installeras fran den sparade platsen. Det har alternativet kraver
ingen internetanslutning for instrumentet.

Installera en automatisk programuppdatering

1.

S&kerstall att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundara analyser utférs pa instrumentet.
Logga in pa ilmnadmin.

Valj Software Update (Programuppdatering) i kontrollprogrammets meny.

System som ar konfigurerade fér automatiska uppdateringar visar en avisering nar en
programuppdatering ar tillganglig.

Valj Check Online for Software Update (Sok efter programuppdatering online) for att soka efter en
uppdatering.

Valj Update Now (Uppdatera nu) fér att hamta den senaste versionen av programmet.

Nar nedladdningen ar klar stangs kontrollprogrammet och installationsguiden dppnas.

Kontrollprogrammet startar om automatiskt. Eventuell uppdatering av inbyggd programvara sker
automatiskt efter omstarten.

n | Det gérinte att avbryta en uppdatering néar installationen har pabérjats. Du kan endast
avbryta en uppdatering under nedladdningen.

Installera en manuell programuppdatering

1.

Logga in pa ilmnadmin.

Sakerstéll att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundara analyser utfors pa instrumentet.

3. Naren programuppdatering ar tillgdnglig kan du hdmta installationsprogrammet (*.tar.gz) pa
hjalpsidan for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000. Spara
installationsprogrammet pa en lokal eller barbar enhet.

4. Om du sparade installationsprogrammet pa en barbar enhet behéver du ansluta den till ndgon av
de USB 3.0-portar, som finns p& sidan och baksidan av instrumentet.

5. Valj Software Update (Programuppdatering) pa kontrollprogrammets meny.
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6. VaéljChoose... (Valj...) for att ga tillinstallationsprogrammet.

7. ValjUpdate Now (Uppdatera nu) for att starta installationen.
Kontrollprogrammet visar en upptagen férloppsindikator under installationen.
Kontrollprogrammet startar om automatiskt. Eventuell uppdatering av inbyggd programvara sker
automatiskt efter omstarten.

n | Det gar inte att avbryta en uppdatering nar installationen har pabdrjats. Du kan endast
avbryta en uppdatering under nedladdningen.

Uppdatera arbetsfloden och licenser for DRAGEN

Endast systemadministratorer kan installera DRAGEN-arbetsfloden och férnya DRAGEN-licenser.
Fornya en DRAGEN-licens online

Om NextSeq 1000/2000 &r ansluten till internet ska du uppdatera licensen fér DRAGEN Bio-IT Platform
enligt foljande.

1. Kontakta llluminas tekniska support for att fa en ny licensnyckel.

2. Vantai24 timmar for att uppdatera licensen automatiskt eller uppdatera licensen omedelbart
enligt féljande.

a. Valjkontrollprogrammets meny och vélj sedan DRAGEN.

b. Valj Check Online (Kontrollera online) for att kontrollera om en ny DRAGEN-licensnyckel ar
tillganglig.

c. ValjUpdate (Uppdatera) om det finns en tillganglig licensnyckel.

Férnya en DRAGEN-licens offline
Om NextSeq 1000/2000 inte ar ansluten till internet ska du uppdatera licensen fér DRAGEN Bio-IT
Platform enligt foljande.

1. Kontakta llluminas tekniska support for att fa en ny licensnyckel. Spara filen 1icense.zip pa en
lokal eller barbar enhet.

2. Om du sparade *.zip-filen p& en bérbar enhet ska du ansluta den tillen USB 3.0-port, som finns pa
bade sidan och baksidan av instrumentet. Vid behov kan du forsiktigt flytta pa instrumentet for att
komma at baksidan.

Valj kontrollprogrammets meny och valj sedan DRAGEN.

4. VéljChoose (Vilj) for att gé till *.zip-filen och vélj sedan Open (Oppna).
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Installera DRAGEN-arbetsfloden online

Om NextSeq 1000/2000 ar ansluten tillinternet kan du installera DRAGEN-arbetsfloden direkt i
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000. Alternativet att installera DRAGEN-arbetsfldden online ar
endast tillgangligt i kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 v1.3.

1. Valj kontrollprogrammets meny och sedan Process Management (Processhantering).
2. Sé&kerstall att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundara analyser utférs pa instrumentet.

3. Valj kontrollprogrammets meny och valj sedan DRAGEN.
Under version listar avsnittet Available Workflows (Tillgangliga arbetsfloden) de arbetsfldden som
for ndrvarande ar installerade pa systemet.

4. Valj Check Online (Kontrollera online) for att installera DRAGEN-arbetsfldden i kontrollprogrammet
NextSeq 1000/2000.
Alla DRAGEN-versioner och arbetsfloden ar inte kompatibla med onlineinstallation. Anvand
offlineinstallation for ytterligare arbetsfléden.

5. Markera kryssrutan for de arbetsfldden som du vill installera. Om inte den senaste versionen av
BCL Convert arinstallerad ska du installera den forst.
Information om den senaste versionen av ett arbetsfléde finns i Viktig information.

6. ValjInstall (Installera) for att starta installationen.

Ange ilmnadmin som systemldsenord och véalj Authenticate (Autentisera).

Installera DRAGEN-arbetsfloden offline

1. Ladda nerinstallationsprogrammet (*.tar.gz) fran hjalpsidan for DRAGEN nar en uppdatering av ett
DRAGEN-arbetsflode ar tillganglig. Spara installationsprogrammet pa en lokal eller barbar enhet.

2. Om du sparade installationsprogrammet pa en barbar enhet behéver du ansluta den till ndgon av
de USB 3.0-portar, som finns pa sidan och baksidan av instrumentet. Vid behov kan du forsiktigt
flytta pa instrumentet for att komma at baksidan.

Valj kontrollprogrammets meny och sedan Process Management (Processhantering).
Sakerstall att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundara analyser utfors pa instrumentet.
Valj kontrollprogrammets meny och véalj sesdan DRAGEN.

o o AW

Vilj Browse for New Version (Sok efter ny version) under Version for att ga till
installationsprogrammet.

N

Valj Install (Installera) for att starta installationen.

8. Angeilmnadmin som systemldsenord och valj Authenticate (Autentisera).
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Byta ut luftfiltret

Anvand foljande anvisningar for att byta ett gammailt luftfilter var sjatte manad.

Luftfiltret &r en rektangular kassett for engédngsbruk som tacker flakten pa instrumentets hogra sida.
Det sdkerstéiller att korrekt temperatur bibehélls och forhindrar att skrdp kommer in i systemet.
Instrumentet levereras med ett luftfilter installerat och ett reservfilter. Ytterligare reservdelar ingar
med ett giltigt underhaliskontrakt fér instrument, eller sé kan de kdpas separat fran lllumina.

1. Tryck pa den hdgra sidan av den 6vre panelen pé instrumentets ovansida for att lossa panelen
enligt bilden nedan.

2. Oppna panelen.

&

3. Tryck for att lossa Iuftfilterkassetten, ta bort den fran mitten av panelen och kassera den.

o

4. FOorin ett nytt luftfilter i panelen och tryck det pé plats.
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5. Stdngtoppanelen och tryck den pa plats.

6. Stalltillbaka instrumentet pa sin vanliga plats.
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Felsokning

Det har avsnittet innehaller stegvisa anvisningar fér hur du kan avbryta en kérning, utfora en kall
omstart pa instrumentet och andra felsékningsprocedurer.

Atgarda felmeddelanden

Den hir bilagan innehaller detaljerade anvisningar for olika felsdkningssteg. Féljande flodesschema ger
en oversikt over atgarder for felmeddelanden som visas under start, kérningskonfiguration eller
sekvensering, och som inte kan atgirdas med ett nytt forsok.

Ménga fel kan I6sas genom att utféra en kall omstart, det vill sdga att systemet stdngs av och startas
om. Mer information om kalla omstarter finns i Utféra en kall omstart pa instrumentet pa sidan 81.

Kontrollprogrammet
visar ett fel

Utfér en kall omstart
pa instrumentet

Ja \

Initieras systemet? »| Fortsatt som vanligt )

4

Nej

Kontakta llluminas
tekniska support

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 79

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

Forvara tinat forbrukningsmaterial

Anvand foljande anvisningar for att forvara en tinad kassett och flddescell om ett ett instrumentfel
uppstar i samband med den férberedande instrumentkontrollen fére fluidikkontrollen.

1. Separera flddescellen fran kassetten.
2. Tabort och kassera det utspadda biblioteket fran behallaren (upp till ~18 pl).

Foérbered en ny utspaddning av samma bibliotek fér nésta kérning for att undvika
korskontaminering av prov med kvarvarande bibliotek i behallaren.

3. Forvara kassetten vid 2 °C till 8 °C med etiketten vand uppat och kontrollera att luft kan cirkulera
runt alla sidor.
Overskrid inte 72 timmar. Overskrid inte 60 timmar om kassetten tinades i ett kylskdp éver natten i
12 timmar.

4. Placera flodescellen i den ursprungliga silverfargade folieférpackningen med torkmedel.
Forslut folieférpackningen med tejp och i férvara den vid 2 °C till 8 °C.
Overskrid inte 72 timmar.

Avbryta en korning

1. Valj End Run (Avsluta korning).

2. Markera kryssrutan Purge Reagent Cartridge (Tom reagenskasetten) for att tomma
reagenskassetten automatiskt.
Den forvalda instaliningen konfigureras i installningarna for kontrollprogrammet NextSeq
1000/2000.

3. Vilj Yes, end the sequencing run (Ja, avsluta sekvenseringskérningen).
Att avbryta en korning ar en definitiv handling. Programmet kan inte ateruppta kérningen och
forbrukningsmaterialet kan inte ateranvandas nar instrumentkontrolldelen av kontrollen fére
kérningen har slutforts.

4. Valj Eject Cartridge (Mata ut kassett) for att 6ppna luckan och mata ut facket.
Avldgsna kassetten fran facket.

6. Lagra eller kassera kassetten, beroende pa nér avbrottet skedde:

Omstindighet Atgiard

Du avbrét innan eller under instrumentkontrollen  Merinformation finns i Férvara tinat
och villanvanda forbrukningsmaterialet igen. férbrukningsmaterial pa sidan 80.
Alla andra omstandigheter. Mer information finns i Mata ut

férbrukningsmaterial pa sidan 51.

Dokumentnr 1000000109376 v04 SWE 80

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.



Guide for sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och 2000

7. Valj Close Door (Stang lucka) for att mata in facket och aterga till startskarmen.
Sensorer bekraftar att kassetten har avlagsnats.

Repetera en korning

Om ett fel visas for Status of Secondary Analysis (Status for sekundaranalys) i Process Management
(Processhantering) kan du repetera kdrningen for att utféra en DRAGEN-analys pa instrumentet igen
pa de genererade cBCL-filerna. Den ursprungliga korningsmappen maste fortfarande finnas pa
instrumentet for att det ska vara majligt att anvanda repetitionsfunktionen. Kérningar i BaseSpace-
sekvenseringshubben repeteras inte nar den har repetitionsfunktionen anvands. Information om hur
du repeterar korningar i BaseSpace-sekvenseringshubb finns i Fix Sample Sheet (Korrigera provark) i
hjalpcentret fér BaseSpace-sekvenseringshubb.

1. Uppdatera provarket v2 och spara sedan provarket till en barbar eller monterad natverksenhet.

2. Om du sparade provarket pa en barbar enhet behdver du ansluta den till ndgon av de USB 3.0-
portar, som finns pa sidan och baksidan av instrumentet. Vid behov kan du forsiktigt flytta pa
instrumentet for att komma at baksidan.

Valj kontrollprogrammets meny och sedan Process Management (Processhantering).
Sakerstéll att inga sekvenseringskorningar kors eller sekundara analyser utfors pa instrumentet.
Valj Requeue (Repetera) bredvid den slutférda kérningen for att repetera den.

Vilj Choose (Valj) for att ga till det uppdaterade provarket och valj sedan Open (Oppna).

N o o s ow

Valj Start Requeue (Starta repetition).

Utfora en kall omstart pa instrumentet

En kall omstart avinstrumentet &r ett sékert satt att stdnga av och starta om systemet for att aterstélla
en forlorad anslutning, anpassa en specifikation eller atgirda ett initieringsfel. Programmeddelanden
indikerar nar en kall omstart kan var I6sningen pa ett fel eller en varning.

1. Valj Shut Down Instrument (Stang av instrumentet) i kontrollprogrammets meny.

2. Om systemet inte stdngs av ska du héalla ned strombrytaren pa instrumentets hogra sida tills det att
lamporna tonas ned.

3. Sla avstrombrytaren pa instrumentets baksida till Iiget av (O) nar strombrytaren blinkar.
Strombrytaren kan fortsatta att blinka efter det att strommen kopplats fran.
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Bild 8 Strémbrytarens placering

4. Vantai30 sekunder.
Sla pa strombrytaren till Iaget pa (1).

6. Vantai30 sekunder nar strombrytaren blinkar och tryck sedan pa den.

Bild 9 Strombrytarens placering

Saa
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7. Vantaicirka fem minuter tills operativsystemet har lasts in. Logga in i systemet nar
operativsystemet har lasts in.
Kontrollprogrammet startar och initierar systemet. Vanta cirka fem minuter for systeminitiering.
Startskarmen visas nar initieringen har slutforts.

Utfora en systemkontroll

En systemkontroll krdvs inte vid normal drift eller underhéll av instrumentet. llluminas tekniska support
kan daremot be dig att utféra en systemkontroll i felsdkningssyfte.

Fyra undersystemskontroller tar cirka 58 minuter att felsdka fel och andra problem vid en kontroll fére
en korning. Testen bekraftar om komponenterna ar korrekt inpassade och funktionella.

Testresultaten skickas till mappen system-checki /usr/local/illumina/system-check.

Se till att mata ut kassetten innan systemkontroller kors.
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Kora en systemkontroll

1. Valj System Checks (Systemkontroller) i kontrollprogrammets meny.
2. Markera kryssrutan for de systemkontroller som du vill utféra.

* Network Connectivity (Natverksanslutning) — Kontrollerar natverksanslutningsstatusen och
prestanda.

* Enclosure (Holje) — Kontrollerar prestanda for det termiska systemets och luckans
lyftmekanism.

* Motion (Rorelse) — Kontrollerar rérelsegranserna och prestanda for Z-plattformen och XY-
plattformen.

* Optics (Optik) — Kontrollerar avbildningsmodulens prestanda.
3. Valj Start (Starta).

Aterstill till fabriksinstallningar

Aterstall systemet till fabriksinstéliningarna for att nedgradera programmet eller terstélla en oénskad
konfiguration. Den har funktionen bér endast anvandas av en lllumina-representant.

Skapa en systemavbildning

Skapa en systemavbildning for att sakerhetskopiera en fungerande programinstallation.
Systemavbildningen kan aterstéllas vid en senare tidpunkt. Det rekommenderas att du skapar
systemavbildningen direkt efter den forsta installationen och nar du har bytt ditt I6senord med hjalp av
en lllumina-representant.

1. Starta om Linux.
2. Valj Capture Installed Image (Skapa en systemavbildning) nar du uppmanas att valja ett
operativsystem.

Operativsystemets installningar visas kort innan det automatiskt fortsatter med
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000.

n | Eftersom endast en systemavbildning sparas i minnet kommer den att skriva éver den
tidigare systemavbildningen.

3. Vantaicirka 30 min for att systemet ska skapa systemavbildningen.
Systemet kan starta om flera ganger under tiden som systemavbildningen skapas. Nar processen
har slutforts startas systemet om med den systemavbildning som ar sparad i minnet.
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Aterstilla en systemavbildning

Aterstall systemet till den tidigare systemavbildningen for att &terstélla en odnskad konfiguration.
1. Starta om Linux.

2. ValjRestore Installed Image (Aterstall en systemavbildning) nar du uppmanas att vélja ett
operativsystem.
Operativsystemets installningar visas kort innan det automatiskt fortsatter med
kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000.

n | Lésenord ar knutna till systemavbildningen. Nar systemet har aterstéllts ska du anvanda den
aterstéllda systemavbildningens I6senord for att logga in pa systemet.

3. Det tar omkring 30 minuter for aterstallningen att slutforas.
Systemet kan starta om flera ganger under aterstaliningen. Systemet startar om med
systemavbildningen néar aterstaliningen har slutférts.
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Resurser och referenser

Installningar for provark v2

Om du anvéander lokalt Iage kan du anvanda provark i v2-filformat for att konfigurera kdrningens
instaliningar. Skapa provarket i Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) eller
genom att redigera Provarksmall v2 fér sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000.

Nar du redigerar provarket ska du se till att nedanstaende avsnitt och falt ingar i den ordning som
anges och uppfyller kraven. Efter redigeringen ska du anvéanda en barbar eller monterad natverksenhet
for att 6verfora provarket till sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000. Nar du
navigerar till provarket i kontrollprogrammet kopieras det till en mapp (som anvands fére kdrningen) pa
instrumentet s& att den barbara enheten kan tas bort.

Kontrollera att installningarna for provarket v2 uppfyller foljande krav:

* Deindexsekvenser som angesiprovarksavsnittet BCLConvert_Data ska matcha indexsatsen som
valts i NextSeq 1000/2000.

* Omduanvéander NextSeq 1000/2000-kontrollprogrammet v1.2 méste den DRAGEN-version som
anges pa provarket vara installerad och aktiv pa systemet. Installationsinformation finns i
Programuppdateringar pa sidan 73.

* Omduanvander v1.3 av kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000 maste DRAGEN-versionen som
anges pa provarket vara installerad pa systemet. Kontrollprogrammet upptacker automatiskt

DRAGEN-versionen i provarket och uppmanar dig att byta aktiva versioner, om det behdvs.
Installationsinformation finns i Programuppdateringar pa sidan 73.

Om du anvander DRAGEN maéste du konfigurera ytterligare instaliningar. Mer information finns i
Provarksinstéliningar for DRAGEN pa sidan 89.

Ladda ner mallen for provark v2 fran Product Files (Produktfiler) pa hjalpsidan for
sekvenseringssystemen NextSeq 1000 och NextSeq 2000. Om du skapade ett provark med hjalp av
Instrument Run Setup (Kérningskonfiguration pa instrumentet) kan dndringar av provarket efter den
forsta nedladdningen resultera i analysfel.

Filnamn far inte innehalla specialtecken.
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Krav for [Header] (Rubrik)

Avsnittet [Header] (Rubrik) innehaller 6vergripande information om kérningen. Nedan visas tillgdngliga
falt for [Header] (Rubrik) och beskrivningar av dem.

Falt

FileFormatVersion
(Filformatsversion)

RunName
(Kérningsnamn)

RunDescription
(Kérningsbeskrivning)

InstrumentPlatform
(Instrumentplattform)

InstrumentType
(Instrumenttyp)

Obligatoriskt
Ja

Nej

Nej

Nej

Nej

Krav for [Reads] (Avlasningar)

Beskrivhing

Provarksversionen. Ange 2 som varde.

Ett unikt kdrningsnamn som anvandaren valjer.
Kdrningsnamnet far innehalla alfanumeriska tecken,
understreck, bindestreck och punkter. Om
kérningsnamnet innehaller mellanslag eller specialtecken
kommer analysen att misslyckas.

En beskrivning av kdrningen.

NextSeq 1000/2000.

NextSeq 1000/2000.

Avsnittet [Reads] (Avlasningar) beskriver antalet sekvenseringscykler som anvands fér genom- och
indexavlasning 1och 2. Féljande ar tillgangliga falt for [Reads] (Avlasningar) och beskrivningar av dem:

Falt Obligatoriskt

Read1Cycles
(Cykleri
avlasning 1)
Read2Cycles
(Cykleri
avlasning 2)
Index1Cycles
(Cykleri
index 1)

Index2Cycles
(Cykleri
index 2)

Ja

Nej

Nej

Nej

Beskrivning

Antal cykler i den forsta avidsningen. Vardet maste vara ett
heltal stérre an noll.

Antal cykler i den andra avlasningen.

Antal cykler i den forsta indexavlasningen. Kravs vid
sekvensering av mer an ett prov. Det maximala antalet cykler ar

10.

Antal cykler i den andra indexavldsningen. Det maximala antalet
cykler ar 10.
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Krav for [Sequencing_Settings] (Sekvenseringsinstallningar)

Anvand avsnittet [Sequencing_Settings] (Sekvenseringsinstallningar) for att ange vilken
biblioteksprepareringssats som anvands.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

LibraryPrepKits Nej Biblioteksprepareringssatsen. Det kan endast

(Biblioteksprepareringssatser) anvandas en biblioteksprepareringssats at
gangen.

I v1.3 av kontrollprogrammet NextSeq 1000/2000

valjs dnskat recept automatiskt om satsen

Illumina Stranded Total RNA Prep with Ribo-Zero

Plus eller satsen lllumina Stranded mRNA Prep

anges som biblioteksprepareringssats.

Ange ett av foljande varden.

o Satsen lllumina Stranded Total RNA Prep with
Ribo-Zero Plus — ILMNStrandedTotalRNA

o Satsen lllumina Stranded mRNA Prep -
ILMNStrandedmRNA

Krav for BCL-konvertering

Avsnitten for BCL-konvertering ger information om hur du konverterar data fran BCL till FASTQ. BCL-
konverteringsalternativen innehaller tva separata avsnitt: [BCLConvert_Settings] (BCL-
konverteringsinstallningar) och [BCLConvert_Data] (BCL-konverteringsdata). BCL-
konverteringsavsnitten kraver information om indexadaptersekvenser. Information om hur du kan
identifiera den kompatibla adaptersekvensen for varje avlasning och index finns i Adaptersekvenser fér
lllumina (dokumentnr 1000000002694 ).

Nedan visas de tillgangliga falten for [BCLConvert_Settings] och beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

SoftwareVersion (Programvaruversion) Ja Versionen av DRAGEN-programmet som
arinstallerad pa systemet. Anvand alla
tre heltal i versionens namn. Till exempel
3.5.7.
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Falt

BarcodeMistmatchesindex1
(Streckkoden overensstammer inte med
index 1)

BarcodeMismatchesindex?2
(Streckkoden overensstammer inte med
index 2)

FastgCompressionFormat (FASTQ-
komprimeringsformat)

AdapterRead1 (Adapteravlasning 1)

AdapterRead2 (Adapteravlasning 2)

OverrideCycles (,&sidosétt cykler)
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Obligatoriskt

Nej

Nej

Nej

Nej

Nej

Nej

Beskrivning

Antalet tilldtna felparningar mellan den
forsta indexavlasningen och
indexsekvensen. Vardena kan vara

antingen O, 1eller 2. Standardvardet ar 1.

Antalet tilldtna felparningar mellan den
andra indexavlasningen och
indexsekvensen. Vardena kan vara

antingen O, 1eller 2. Standardvardet ar 1.

Om du vill spara FASTQ-filer som en
*.gz-fil ska du ange gzip. For att spara
FASTQ-filer som en *.ora-fil och
anvanda med DRAGEN-dekompression
ska du ange dragen.

Sekvensen for att trimma eller maskera
fran slutet av avlasning 1.
Adaptersekvenser for avliasning 1 som
innehaller A, C, G eller T. AdapterRead1
(Adapteravlasning 1) trimmar cykler som
standard.

Sekvensen for att trimma eller maskera
fran slutet av avlasning 2.
Adaptersekvenser for avlasning 2 som
innehaller A, C, G eller T. AdapterRead?2
(Adapteravlasning 2) trimmar cykler som
standard.

Strang som anvands for att specificera

UMI-cykler och ddlja cykler i en lasning.

Foljande varden ar tilldtna:

o N-Anger cykler som ska ignoreras.

* Y - Anger sekvenseringscykler.

e | = Angerindexcykler.

e U-Anger UMI-cykler som ska
trimmas.

Varje element separeras med semikolon.

Foljande dr exempel pa OverrideCycles
(Asidosétt cykler)-indata.
U8Y143;I8;I8;U8Y143
N10Y66;I6;N10Y66

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.
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Nedan visas de tillgangliga falten for [BCLConvert_DATA] (BCL-konverteringsdata) och beskrivningar

avdem.
Falt Obligatoriskt
Sample_ID (Prov-ID) Ja
Index Nej
Index2 Nej
Lane (Spar) Nej

Provarksinstallningar for DRAGEN

Beskrivning

Provets ID. Provets ID kan innehalla upp till 20
alfanumeriska tecken, bindestreck och
understreck. ID:t ar skiftlageskansligt. Separera
varje identifierare med ett bindestreck eller ett
understreck. Tillexempel Sample1-DQB1-022515.

Den andra indexsekvensen som ar associerad
med provet. Endast A, C, T och G ar tilldtna. Kravs
vid sekvensering av mer an ett prov.

Den andra indexsekvensen associerad med
provet. Endast A, C, T och G ar tilldtna. Se till att
de andra adaptersekvenserna for index (i5) ar
framétriktade. DRAGEN anvander automatiskt
omvanda komplement fér i5-index under
sekundaranalysen.

Flodescellens spar. Sparen representeras av ett
heltal.

Det har avsnittet beskriver provarkskrav for varje DRAGEN-arbetsflode. Lagg till installningarna for
DRAGEN-arbetsflodet som det sista avsnittet pd provarket. Du kan endast anvdnda ett DRAGEN-

arbetsflode.

Varje DRAGEN-arbetsflode innehéller separata avsnitt for instaliningar och data.

Krav pa arbetsflodet DRAGEN Germline

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENGermline_Settings] (Instaliningar for DRAGEN Germline) och

beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt

SoftwareVersion Ja

Beskrivning

Versionen av DRAGEN-programmet som ar

(Programvaruversion)
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installerad pa systemet. Anvand alla tre heltal i
versionens hamn. Till exempel 3.5.7.
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Falt Obligatoriskt

ReferenceGenomeDir Ja
(Referensgenomets namn)

MapAlignOutFormat Nej
(Utdatafilens formatering)

KeepFastq (Spara FASTQ) Nej

Beskrivning

Referensgenomets namn. Till exempel hg19_alt_
aware. Anvand namnet pa referensgenomet
som finnsi /usr/local/illumina/genomes.
Mer information finns i onlinehjélpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments
v1.0.0.

Utdatafilens formatering. Tillatna varden ar bam
eller cram. Om inget varde anges ar
standardvardet none (inget).

Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false for att radera FASTQ-filer.

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENGermline_Data] (Data for DRAGEN Gremline) och

beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt
Sample_ID (Prov-ID) Ja

Krav pa arbetsflodet DRAGEN RNA

Beskrivning

Provets ID. Provets ID kan innehalla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftldageskansligt.
Separera varje identifierare med ett bindestreck.
Till exempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
maste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENRNA_Settings] (Installningar for DRAGEN RNA) och

beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt

SoftwareVersion Ja
(Programvaruversion)
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Versionen av DRAGEN-programmet som ar
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Falt

ReferenceGenomeDir
(Referensgenomets namn)

RnaGeneAnnotationFile (Fil
med RNA-genanteckningar)

MapAlignOutFormat
(Utdatafilens formatering)

KeepFastq (Spara FASTQ)

DifferentialExpressionEnable
(Aktivera differentiellt uttryck)

Obligatoriskt
Ja

Nej

Nej

Nej

Nej

Beskrivning

Referensgenomets namn. Till exempel hg38_
noalt_with_decoy. Anvdnd namnet pa
referensgenomet som finnsi
/usr/local/illumina/genomes. Mer
information finns i onlinehjélpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments
v1.0.0.

Filen som innehéaller RNA-genanteckningar.
Endast alfanumeriska tecken ar tillatna.
Standardanteckningsfilen som ingar i det
angivna referensgenomet anvands om ingen
annan tillhandahalls.

Utdatafilens formatering. Tilldtna varden ar bam
eller cram. Om inget varde anges ar
standardvardet none (inget).

Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false for att radera FASTQ-filer.

Ange true for att aktivera differentiellt uttryckta
gener. Ange false forattinaktivera
differentiellt uttryckta gener.

Nedan visas tillgdngliga falt for [DRAGENRna_Data] och beskrivningar av dem.

Falt
Sample_ID (Prov-ID)

Comparison<N>
(JAmforelse <N>)

Obligatoriskt
Ja

Nej
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Beskrivning

Provets ID. Provets ID kan innehélla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftldgeskansligt.
Separera varje identifierare med ett bindestreck.
Till exempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
méaste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Vardet for kontroll eller jamforelse for varje prov.
Provet markeras som na (Ej tillampligt) om det
inte finns varken kontroll eller jamforelse for
provet. Alla prover som markeras med kontroll
jamfors med de som markeras med jamforelse.
Vardet N anger provernas jamforelsegrupp.
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Krav pa arbetsflodet DRAGEN Enrichment

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENEnrichment_Settings] (Installningar for DRAGEN Enrichment)

och beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

SoftwareVersion Ja Versionen av DRAGEN-programmet som ar

(Programvaruversion) installerad pa systemet. Anvand alla tre heltali
versionens hamn. Till exempel 3.5.7.
Programvaruversionen maste matcha versionen
som angavs i avsnittet [BCLConvert_Settings]
(BCL-konverteringsinstallningar).

ReferenceGenomeDir Ja Referensgenomets namn. Till exempel hg38_alt_

(Referensgenomets namn) aware. Referensgenomen finns pa
/usr/local/illumina/genomes. Mer
information finns i onlinehjalpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments
v1.0.0.

BedFile (Bed-fil) Ja Bed-filen innehaller mélregionerna.

GermlineOrSomatic Ja Ange germline for att utféra en Enrichment

(Konscell eller somatiskt) Germline-analys. Ange somatic for att utféra en
Enrichment Somatic-analys.

KeepFastq (Spara FASTQ) Nej Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false for att radera FASTQ-filer.

MapAlignOutFormat Nej Utdatafilens formatering. Tilldtna varden ar bam

(Utdatafilens formatering) eller cram. Om inget varde anges ar
standardvardet none (inget).

AuxNoiseBaselineFile Nej Namnet pa basfilen for brus. Du kan anvanda

(Basfil for brus)
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* txt eller *.gz som filformat. Basfiler for brus ar
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lage. Mer information finns i Importera basfiler
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Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENEnrichment_Data] och beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

Sample_ID (Prov-ID) Ja Provets ID. Provets ID kan innehalla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftlageskansligt.
Separera varje identifierare med ett bindestreck.
Tillexempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
maste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Krav pa arbetsflodet DRAGEN DNA Amplicon

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENAmplicon_Settings] (Installningar for DRAGEN Amplicon) och
beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning
SoftwareVersion Ja Versionen av DRAGEN-programmet som ar
(Programvaruversion) installerad pa systemet. Anvand alla tre heltal i

versionens hamn. Till exempel 3.5.7.
Programvaruversionen maste matcha versionen
som angavs i avsnittet [BCLConvert_Settings]
(BCL-konverteringsinstallningar).

ReferenceGenomeDir Ja Referensgenomets namn. Till exempel hg38_alt_

(Referensgenomets namn) aware. Referensgenomen finns pa
/usr/local/illumina/genomes. Mer
information finns i onlinehjélpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments

v1.0.0.
DnaBedFile (Bed-fil for Ja Bed-filen innehaller malregionerna. Bed-filen
DNA) kan anges med filformatet *.txt eller *.gz.
DnaGermlineOrSomatic Ja Ange germline for att utféra en DNA Amplicon
(Konscell eller somatiskt for Germline-analys. Ange somatic fér att utféra en
DNA) DNA Amplicon Somatic-analys.
KeepFastq (Spara FASTQ) Nej Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false for att radera FASTQ-filer.
MapAlignOutFormat Nej Utdatafilens formatering. Tillatna varden ar bam
(Utdatafilens formatering) eller cram. Om inget varde anges ar

standardvardet none (inget).
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Nedan visas tillgangliga falt for [DragenAmplicon_Data] (Data for Dragen Amplicon) och beskrivningar

avdem.
Falt Obligatoriskt
Sample_ID (Prov-ID) Ja
DnaOrRna (DNA eller RNA) Ja

Beskrivhing

Provets ID. Provets ID kan innehalla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftldageskansligt.

Separera varje identifierare med ett bindestreck.

Till exempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
maste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Typen av Amplikon-analys som ska utforas.
Endast DNA-analys stods for DRAGEN v3.8.
Ange dna.

Krav pa arbetsflédet DRAGEN Single Cell RNA

Nedan visas tillgangliga falt for [DRAGENSingleCellRNA_Settings] (Instaliningar for DRAGEN Single Cell
RNA) och beskrivningar av dem. Mer information om kompatibilitet med satser fran en tredje part finns
pa hjélpsidan om produktkompatibilitet for DRAGEN Bio-IT Platform.

Encellsbibliotekssats 1-5

Foljande provarksinstaliningar galler biblioteksprepareringssatser med samma genetiska konstruktion
som DRAGEN-encellsbibliotekssats 1-5. Anvand hjalpsidan om produktkompatibilitet for DRAGEN Bio-
IT Platform for att bekrafta satsens genetiska struktur.

Falt Obligatoriskt

SoftwareVersion Ja
(Programvaruversion)

ReferenceGenomeDir Ja
(Referensgenomets namn)
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Beskrivning

Versionen av DRAGEN-programmet som ar
installerad pa systemet. Anvand alla tre heltal i
versionens namn. Till exempel 3.5.7.
Programvaruversionen méste matcha versionen
som angavs i avsnittet [BCLConvert_Settings]
(BCL-konverteringsinstallningar).

Referensgenomets namn. Till exempel hg38_alt
aware. Referensgenomen finns pa
/usr/local/illumina/genomes. Mer
information finns i onlinehjalpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments
v1.0.0.

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.
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Falt

RnalLibraryType (RNA-
bibliotekstyp)

RnaGeneAnnotationFile (Fil
med RNA-genanteckningar)

BarcodeRead
(Streckkodsavlasning)

BarcodePosition
(Streckkodens plats)

UmiPosition (UMI-plats)

BarcodeSequenceWhitelist
(Streckkodssekvenser som
ska inkluderas)

KeepFastq (Spara FASTQ)

Obligatoriskt

Nej

Nej

Nej

Ja

Ja

Nej

Nej
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Beskrivning

Ange ett av féljande varden.

o SF-Framatriktad. SF &r standardvardet.
¢ SR- Bakatriktad.

e U-Ingen riktning.

Filen som innehéller RNA-genanteckningar.
Endast alfanumeriska tecken &r tillatna.
Standardanteckningsfilen som ingar i det
angivna referensgenomet anvands om ingen
annan tillhandahalls.

Platsen inom sekvenseringskorningen for
streckkodsavldsningen som innehaller bdde
streckkoden och UMI. Varden kan innehélla
Readl (Avlasning 1) eller Read2 (Avlasning 2).
Standardvardet ar Read1 (Avldsning 1).

Platsen for baserna som motsvarar streckkoden
inom det varde som anges for BarcodeRead
(Streckkodsavlasning). Baspositioner indexeras
fran nollpositionen. Ange vardet BarcodePosition
(Streckkodens plats) i foljande format:

0 <barcode end position>

Véardet &r exempelvis 015 om streckkoden
innehaller 16 baser.

Platsen for baserna som motsvarar UMI:n inom
det varde som anges for BarcodeRead
(Streckkodsavldsning). Ange vardet UmiPosition
(UMI-plats) i foljande format:

<UMI start position> <UMI end
position>

Vérdet ar exempelvis 16 25 om UMI:n innehaller
tio baser och streckkoden innehaller 16.

Namnet pa filen som innehaller
streckkodssekvenserna som ska inkluderas.
Filnamnet far endast innehélla alfanumeriska
tecken, understreck, bindestreck och punkter.

Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false for attradera FASTQ-filer.

Endast for forskningsbruk. Inte for anvandning i diagnostiska procedurer.
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Falt Obligatoriskt  Beskrivning
MapAlignOutFormat Nej Utdatafilens formatering. Tilldtna varden ar bam
(Utdatafilens formatering) eller cram. Om inget varde anges ar

standardvardet none (inget).

Nedan visas tillgangliga falt foér [DragenSingleCellRNA_Data] (Data fér DRAGEN Single Cell RNA) och
beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

Sample_ID (Prov-ID) Ja Provets ID. Provets ID kan innehélla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftlageskansligt.
Separera varje identifierare med ett bindestreck.
Till exempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
maste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Encellsbibliotekssats 6

Foljande provarksinstaliningar galler for bibliotekssatser med samma genetiska struktur som DRAGEN
Encellsbibliotekssats 6. Anvand hjalpsidan om produktkompatibilitet for DRAGEN Bio-IT Platform for att
bekrafta satsens genetiska struktur.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning
SoftwareVersion Ja Versionen av DRAGEN-programmet som ar
(Programvaruversion) installerad pa systemet. Anvand alla tre heltal i

versionens namn. Till exempel 3.5.7.
Programvaruversionen méste matcha versionen
som angavs i avsnittet [BCLConvert_Settings]
(BCL-konverteringsinstallningar).

ReferenceGenomeDir Ja Referensgenomets namn. Till exempel hg38_alt_

(Referensgenomets namn) aware. Referensgenomen finns pa
/usr/local/illumina/genomes. Mer
information finns i onlinehjélpen fér appen
Reference Builder for lllumina Instruments

v1.0.0.
RnaLibraryType (RNA- Nej Ange ett av féljande varden.
bibliotekstyp) o SF-Framatriktad.

+ SR- Bakatriktad.
e U-Ingen riktning.
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Falt Obligatoriskt  Beskrivning
RnaGeneAnnotationFile (Fil Nej Filen som innehaller RNA-genanteckningar.
med RNA-genanteckningar) Endast alfanumeriska tecken &r tillatna.

Standardanteckningsfilen som ingar i det
angivna referensgenomet anvands om ingen
annan tillhandahalls.

BarcodeRead Nej Platsen inom sekvenseringskdrningen for

(Streckkodsavlasning) streckkodsavldsningen som innehaller bade
streckkoden och UMI. Varden kan innehélla
Readl (Avlasning 1) eller Read2 (Avlasning 2).
Standardvardet ar rRead1 (Avlasning 1).

BarcodePosition Ja Platsen for baserna som motsvarar

(Streckkodens plats) streckkoderna inom det varde som anges for
BarcodeRead (Streckkodsavlasning).
Baspositioner indexeras fran nollpositionen.
Ange vardet BarcodePosition (Streckkodens

plats) i foljande format:
0 <first barcode end position>+<second

barcode start position> <second

barcode end position>+<third barcode

start position> <third barcode end

position>

Tillexempel skulle féljande struktur resultera i

vardet 0 8+21 29+43 51:

» Nio baseriden forsta streckkoden (0_8).

o Tolv baser mellan den forsta och andra
streckkoden.

 Nio baseriden andra streckkoden (21 _29).

» Tretton baser mellan den andra och tredje
streckkoden.

» Nio baseriden tredje streckkoden (43 51).

UmiPosition (UMI-plats) Ja Platsen for baserna som motsvarar UMI:n inom
det varde som anges for BarcodeRead
(Streckkodsavlasning). Ange strangeniféljande

format:
<UMI start position> <UMI end

position>

Vérdet blir exempelvis 52 59 om UMI:n innehaller
atta baser och antalet baser innan den &r totalt 51.
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Falt Obligatoriskt  Beskrivning

BarcodeSequenceWhitelist Nej Namnet pa filen som innehaller
(Streckkodssekvenser som streckkodssekvensen som ska vitlistas.

ska inkluderas) Filnamnet far endast innehalla alfanumeriska

tecken, understreck, bindestreck och punkter.

KeepFastq (Spara FASTQ) Nej Ange true for att spara FASTQ-filer. Ange
false foratt radera FASTQ-filer.

MapAlignOutFormat Nej Utdatafilens formatering. Tilldtna varden ar bam

(Utdatafilens formatering) eller cram. Om inget varde anges ar

standardvardet none (inget).

Nedan visas tillgangliga falt foér [DragenSingleCellRNA_Data] (Data fér DRAGEN Single Cell RNA) och
beskrivningar av dem.

Falt Obligatoriskt  Beskrivning

Sample_ID (Prov-ID) Ja Provets ID. Provets ID kan innehalla upp till 20
alfanumeriska tecken. ID:t ar skiftldageskansligt.
Separera varje identifierare med ett bindestreck.
Till exempel Sample1-DQB1-022515. Provets ID
maste matcha med ID:t som anges i avsnittet
BCLConvert_Data (BCL-konverteringsdata).

Sekvensering utan avbildning

Den hir delen beskriver hur sekvensering utan avbildning gar till.

Sekvensering utan avbildning anvands for att endast slutféra de kemiska stegenien
sekvenseringscykel. Information om huruvida sekvensering utan avbildning behovs finns pa sidan
Compatible Products (Kompatibla produkter) for biblioteksprepareringssatsen pa lllumina Support
Center.

Folj féljande steg for sekvensering utan avbildning.
Redigera receptfilen

1. Ladda ner XML-receptfilen frén lllumina Support Center.
2. Redigera XML-receptfilen.

a. ldentifiera ett Iampligt protokollavsnitt baserat pa konfigurationen fér avidsning och
indexsekvensering. Det finns sex olika mojliga protokoll per anpassat recept som kan
redigeras.
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Till exempel skulle namnet pa protokollet for en enkel Read 1 (Avldsning 1) utan
indexsekvenseringskonfiguration vara <protocol Name="1 Read 0 Index"
ProtocolType="1Read0Index" >.

b. Ange féljande steg for sekvensering utan avbildning pa en ny rad fore <ReadRe
ReadName="Read 1"/>o0ch <ReadRef ReadName="Read 2"/>.
<DarkCycle ChemistryName="Dark Cycle Before First Base" />.

c. Ange steget for sekvensering utan avbildning pa en ny rad for varje sekvensering utan
avbildning som ska utforas.

3. Spara XML-receptfilen.

Foljande ar ett exempel pa ett recept for sekvensering utan avbildning:

<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" />

Bifoga receptet till kdrningen.
1 ValjChoose (Valj) under Custom Recipe (Anpassat recept) i Run Setup (Konfiguration av kérning) i
kontrollprogrammet.
Ga till den uppdaterade XML-receptfilen.
Vilj Open (Oppna).
Ga tillbaka till Starta en sekvenseringskérning pa sidan 45.
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Teknisk hjalp

Kontakta llluminas tekniska support for all form av teknisk hjalp.

Webbplats:
E-post: techsupport@illumina.com

www.illumina.com

Telefonnummer till llluminas tekniska support

Region Avgiftsfritt Internationellt
Australien +611800 775 688

Belgien +3280077 160 +3234002973
Danmark +4580820183 +4589 871156
Filippinerna +63 180016510798

Finland +358 800918 363 +358974790110
Frankrike +33805102193 +3317077 04 46
Hongkong, Kina +852 800960 230

Indien +918006500375

Indonesien 0078036510048
Irland +353 1800 936608 +3531695 0506
Italien +39 800985513 +39 236003759
Japan +810800 111 5011

Kanada +1800 809 4566

Kina +86 400 066 5835
Malaysia +60 1800 806789

Nederlanderna +31800 022 2493 +3120713 2960
Norge +47 80016 836 +47 219396 93
Nya Zeeland +64 800 451650

Schweiz +41800200442 +4156 580 00 00
Singapore 18005792745

Spanien +34 800300143 +34 911899 417
Storbritannien +44 800 012 6019 +44 207305 7197
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Region Avgiftsfritt
Sverige +46 200883979
Sydkorea +82 80234 5300
Taiwan, Kina +886 8 06651752
Thailand +66 1800 011 304
Tyskland +498001014940
USA +1800 809 4566
Vietnam +84 1206 5263
Osterrike +43 800 006249

Siakerhetsdatablad (SDS) - Finns pa llluminas webbplats pa support.illumina.com/sds.html.

Produktdokumentation - Kan hamtas pa support.illumina.com.
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