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Om den hér handboken
N ANING il
Ytterligare resurser
Instrumentets delar ...
Oversikt éver férbrukningsmaterial for sekvensering

I den har referensguiden finns anvandaranvisningar for NextSeq 550Dx-instrumentet i research-lage (RUO).

llumina® Nex’[SeqTM 550Dx-instrumentet ar en heltdckande l6sning som ger en smidig dvergang mellan
sekvensering med hég genomstrémning och matrisskanning.

Sekvenseringsfunktioner

Sekvensering med hdég genomstrémning — NextSeqTM 550-instrumentet majliggdr sekvensering av exom,
hela genom och transkriptom och stédjer TruSeq " - och Nextera™'-bibliotek.

Flédescellstyper — Flédesceller finns i hdgproduktiva och medelproduktiva konfigurationer.
Varje flodescellstyp kombineras med en kompatibel forfylld reagenskassett.

Analys i realtid (RTA) — Integrerad analysprogramvara som utfér dataanalyser i instrumentet, vilket
innefattar bildanalys och basbestamning. NextSeq 550Dx anvander en implementering av RTA som
kallas RTA v2 och omfattar viktiga arkitektur- och funktionsskillnader. Mer information finns i avsnittet
Realtidsanalys pé sidan 55.

BaseSpace®-integration — Sekvenseringsarbetsflodet ar integrerat med BaseSpace, lllumina-
genomikdatormiljon fér dataanalys, lagring och samarbete. Fér instrument som konfigurerats for
BaseSpace anges biblioteksinformation och korningsparametrar pa fiken BaseSpace Prep. Korningar
som konfigurerats i BaseSpace visas pa instrumentgranssnittet vid korningskonfiguration. Allteftersom
kdrningen fortskrider strommas utdatafiler i realtid till BaseSpace eller BaseSpace Onsite.

Matrisskanningsfunktioner

Integrerad matrisskanning i kontrollprogram — NextSeq 550Dx-instrumentet gér att du kan vaxla mellan
matrisskanning och sekvensering med hdg genomstromning pé& samma instrument och med samma
kontrollprogram.

Utdkad bildprestanda — Bildframstéliningssystemet i NextSeq 550Dx-instrumentet inkluderar
programvara och stadiemodifieringar som goér det maojligt att anvanda BeadChip-skanning pa en storre
ytavbildning.

BeadChip-typer — Kompatibla BeadChip-typer ar CytoSNP-12, CytoSNP-850K och Karyomap-12.

BeadChip-adapter — En ateranvandbar BeadChip-adapter underlattar inlasning av BeadChip pa
instrumentet.

Dataanalys — Anvand BlueFuse® Multi-programmet for att analysera matrisdata.
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Ytterligare resurser

Foliande dokument kan hamtas pé llluminas webbsida.

Resurs

Beskrivning

Referensguide for NextSeq
550Dx-instrument
(dokumentnummer
7000000009513)

Anvisningar fér anvandning av instrumentet i diagnostiskt lage och tillhérande
felsékningsprocedurer.

Férberedelseguide fér
NextSeq 550Dx-instrumentets
plats (dokumentnummer
7000000009869)

Specifikationer for laboratorieutrymme, elektriska krav och miljdaspekter.

Sékerhets- och
efterlevnadsguide fér NextSeq
550Dx-instrument
(dokumentnummer
71000000009868)

Information om driftss&kerhet, efterlevnad och instrumentmarkning.

Efterlevnadsguide for RFID-
ldsare (dokumentnummer
7000000030332)

Tillhandahaller information om RFID-lasaren i instrumentet, efterlevnadscertifieringar
och sékerhetsatgarder.

Denaturera och spéda
bibliotek for NextSeq-systemet
(dokumentnummer 15048776)

Anvisningar fér denaturering och spadning av férberedda bibliotek infér en
sekvenseringskorning, samt for férberedelse av valfri PhiX-kontroll. Detta steg géller for
de flesta typer av bibliotek.

NextSeqg-guide fér anpassade
primrar (dokumentnummer
15057456)

Information om anvandning av anpassade sekvenseringsprimrar istallet for llluminas
sekvenseringsprimrar.

Hjélp fér BaseSpace
(help.basespace.illumina.com)

Information om anvandning av BaseSpace® och tillgangliga alternativ for analys.

Besok supportsidan for NextSeq 550Dx-instrumentet pa llluminas webbplats for att fa tillgang till
dokumentation, programnedladdningar, onlineutbildning och vanliga fradgor och svar.
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Instrumentets delar

NextSeq 550Dx-instrumentet omfattar en pekskarm, en statusrand och fyra olika enheter.

Bild1 Instrumentets delar

A Avbildningsenhet — Inrymmer flodescellen 6r sekvensering eller BeadChip-adaptemn for skanning.
B Pekskarm — Mgjliggor konfiguration och instéliningar direkt p& instrumentet via kontrollprogrammets

granssnitt.

C Statusrand - Visar instrumentets status som bearbetar (bld), tgard kravs (orange) eller klar for sekvensering
(gron).

D Buffertfack — Inrymmer buffertkassetten och behéllaren med forbrukad reagens.

E Reagensfack — Inrymmer reagenskassetten.

F  Luftfiterfack — Inrymmer luftfiltret. Du kommer &t filtret frn instrumentets baksida.

G Stromknapp — Slar p& och av instrumentet och instrumentdatorn.

Avbildningsenheten

| avbildningsenheten finns steget, vilket omfattar tre inpassningsstift for positionering av flddescellen vid
sekvensering eller BeadChip-adaptern vid skanning. Nar flodescellen eller BeadChip-adaptern har satts i
stangs avbildningsenhetens lucka automatiskt och komponenterna flyttas till ratt l1age.
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Reagens- och buffertfacken

For att stalla in en sekvenseringskorning pa NextSeq 550Dx-instrumentet maste du kunna komma at
reagensfacket och buffertfacket sa att du kan fylla p& med forbrukningsmaterial infor kérningen och témma
behéllaren med foérbrukad reagens.

Bild 2 Reagens- och buffertfacken

A

Lucka till reagensfacket — Stanger reagensfacket med en sparr som sitter nere till hdger pé luckan.

| reagensfacket finns reagenskassetten.

Reagenskassett — Reagenskassetten &r en forfylld engangsprodukt.

Buffertkassett — Buffertkassetten ar en forfylld engangsprodukt.

Behallare med fdrbrukad reagens — Forbrukade reagenser samlas in for kassering efter varje kérning.
Lucka till buffertfacket — Stanger buffertfacket med en spéarr som sitter nere till vanster pa luckan.

Luftfilterfack

Luftfilttret sitter i luftfilterfacket pa instrumentets baksida. Byt ut luftfiltret var 90:e dag. Information om byte av
filtret finns i Byta ut luftfiltret péa sidan 40.

mooOw

NextSeq 550Dx-programmet

Instrumentprogrammet inkluderar integrerade applikationer som utfér sekvenseringskdrningar eller
matrisskanning.

NextSeq-kontrollprogram (NCS) — Kontrollprogrammet vagleder dig genom stegen for att konfigurera en
sekvenseringskdrning eller en matrisskanning.

Programvara fér analys i realtid (RTA) —For sekvenseringskdrning utfér RTA bildanalys och basbestamning
under kdérningen. NextSeq 550Dx-instrumentet anvander RTA v2, som omfattar viktiga arkitektur- och
funktionsskillnader jamfért med tidigare versioner. Mer information finns i avsnittet

Realtidsanalys péa sidan 55.
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Statusikoner

En statusikon i kontrollens dvre hdgra horn visar andringar av forhallanden under kérningskonfiguration eller
under korningen.

Statusikon Statusnamn Beskrivning

E Status OK Systemet &r normalt.
m Processing Systemet bearbetar.
g . (bearbetar)
Warning En varning har utlsts.
(varning) Varningar stoppar inte en korning eller behdver atgardas innan du fortsatter.
Error (fel) Ett fel har intraffat.
x Fel maste atgardas innan du fortsatter med kérmingen.
Service Ett meddelande som kraver uppmarksamhet har intraffat. Se meddelandet for mer
Needed information.
(service
kravs)

lkonen blinkar nar ett tillstand forandras. Vélj ikonen for att se en beskrivning av tillstidndet. Valj Acknowledge
(bekrafta) for att ta emot meddelandet och Close (stang) for att stanga dialogrutan.

;_rf OBS!
Ikonen aterstélls nar du bekraftar meddelandet, och det tonas ned. Meddelandet ar fortfarande
synligt for anvandaren om de véljer ikonen, men férsvinner nar NCS startas om.
Stromknapp

Med stromknappen pa framsidan av NextSeq 550Dx slar du pé strommen till instrumentet och
instrumentdatorn. Stromknappen utfor olika atgéarder beroende pé instrumentets stromstatus. Se tabellen
nedan. Som standard startar NextSeq 550Dx i diagnostiskt lage.

Information om att stdnga av instrumentet finns i Stanga av instrumentet péa sidan 43.

Strémstatus Atgard
Instrumentets strom ar av Tryck kort pa knappen for att sl pa strommen.
Instrumentets strom ar pa Tryck kort pa knappen for att sla av strommen. En dialogruta visas pa skéarmen for

bekraftelse av normal instrumentavstangning.

Instrumentets strom ar pa Hall stromknappen intryckt i 10 sekunder for att tvinga instrumentet och instrumentdatorn
att stdngas av.
Anvand den har avstdngningsmetoden endast om instrumentet inte svarar.

B OBS!

Korningen avslutas omedelbart om instrumentet stangs av under en sekvenseringskdring. Att avsluta en
korning &r en slutgitig tgard. Foérbrukningsmaterial som anvants kan inte teranvandas och
sekvenseringsdata fran kérningen sparas inte.
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Oversikt 6ver den ateranvandbara BeadChip-adaptern

Den ateranvandbara BeadChip-adaptern haller ett BeadChip under skanning. Detta BeadChip halls fast i
det lilla facket i adaptern med hjalp av en fastklamma. BeadChip-adaptern placeras sedan i steget inuti
avbildningsenheten.

Bild 3 Ateranvandbar BeadChip-adapter

A BeadChip-adapter
B Fastklamma

For sekvenseringskorning pa NextSeq 550Dx-instrumentet i research-lage kravs ett NextSeq 500/550-kit for
engangsbruk eller NextSeq 550Dx hogproduktivt reagenskit. Varje kit innehaller en flodescell och de
reagenser som kravs for en sekvenseringskorning.

Flodescellen, reagenskassetten och buffertkassetten anvander radiofrekvensidentifiering (RFID) for exakt
sparning av forbrukningsmaterial och kompatibilitet.

_rf oBS!
Forvara forbrukningsmaterial for sekvensering i deras forpackningar tills de ska anvandas.

Om du anvander ett NextSeq 550Dx hogproduktivt reagenskit for en kdrning i research-lage maste samtliga
komponenter vara fran ett och samma kit (med samma lotnummer). Ett NextSeq 500/550-kit kan inte
anvandas for kérning i diagnostiskt lage.
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Kompatibilitetsmarkning av kitdelar

Komponenterna i kitet ar fargmarkta for att visa kompatibilitet mellan flédesceller och reagenskassetter.
Anvand alltid en kompatibel reagenskassett och flodescell. Buffertkassetten ar universell.

Varje flodescell och reagenskassett &r markt High (hog) eller Mid (medel). Titta alltid pé etiketten nar du
forbereder forbrukningsmaterial for en korning.

Typ av kit Markning pa etiketten

Komponenter i hogproduktiva kit

HIGH

Komponenter i medelproduktiva kit @

Oversikt dver flodescellen

Bild 4 Flodescellskassett

A Spérpar A-spéar1och 3
B Spérpar B - spér2och 4
C Flodescellskassettens ram

Flodescellen ar ett glasbaserat substrat pa vilket kluster genereras och sekvenseringsreaktionen &ger rum.
Flddescellen &r innesluten i en flddescellskassett.
Flodescellen innehaller fyra spar som avbildas i par.

Spér 1 och 3 (sparpar A) avbildas samtidigt.

Spar 2 och 4 (spéarpar B) avbildas nar avbildningen av sparpar A ar Klar.

Flodescellen har forvisso fyra spar, men endast ett bibliotek eller en uppsattning poolade bibliotek
sekvenseras pa flddescellen. Biblioteken laddas pa reagenskassetten fran samma behallare och éverfors
automatiskt till alla fyra spar pa flddescellen.

Varje spar avbildas i sma avbildningsomraden som kallas plattor. Mer information finns i Flédescellens plattor
pa sidan 61.
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Oversikt dver reagenskassetten

Reagenskassetten ar en engangsprodukt med RFID-spéarning och folieforseglade behallare som &r forfylida
med klustrings- och sekvenseringsreagenser.

Bild 5 Reagenskassett

Reagenskassetten har en sérskild behéllare for laddning av forberedda bibliotek. Nar kérningen boérjar
overfors biblioteken automatiskt fran behallaren till flodescellen.

Flera behallare &r reserverade for den automatiska rengoéringen efter kérning. Tvattldosning pumpas fran

buffertkassetten till de reserverade behallarna genom systemet och sedan till behallaren med forbrukad
reagens.

J VARNING

7 Den har uppsattningen med reagenser innehdller potentieltt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta vid
inandning, intagande, hudkontakt och 6égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd,
handskar och en laboratorierock som lampar sig fér den hér graden av exponering. Hantera anvanda
reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala bestdmmelser. Ytterligare
information om mili®, hélsa och sékerhet finns i sakerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

Reserverade behallare

Bild 6 Numrerade behallare

fffffffffff 09580\
D inO)
@ ®HO)®
BONDOB D@

& ® @ &
® @ & @

\L N iIIumlna'/

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE
Endast fér forskningsbruk. Inte fér anvandning i diagnostiska procedurer.


http://support.illumina.com/sds.html

Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument i research-lage

Position Beskrivning
7,8o0ch9 Reserverade for anpassade primrar (valfritt)
10 Ladda bibliotek

Information om anpassade primrar finns i NextSeq-guide fér anpassade primrar (dokumentnummer
15057456).

L &stagbar behallare i position 6

| position 6 i den forfyllda reagenskassetten finns denatureringsreagens som innehaller formamid. Behallaren i
position 6 kan tas bort for att underlatta en sédker kassering av eventuellt oanvand reagens efter
sekvenseringskorningen. Mer information finns i Ta bort behallaren som anvénts fran position 6 pé sidan 22.

Oversikt 6ver buffertkassetten

Buffertkassetten ar en engangsprodukt med tre behallare som ar forfyllda med buffertar och tvéattidsning.
Innehallet i buffertkassetten racker till sekvensering av en flodescell.

Bild 7 Buffertkassett
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Kapitel 2 Komma igang

Starta NS UM BN Ot 11
Anpassa systeminstallningar ... 12
Férbrukningsmaterial och utrustning som tillhandahélls av anvandaren ........................................... 13

Starta instrumentet
Stall strombrytaren pa | (pa).

Bild8 Strombrytare painstrumentets baksida

1 Tryck pa stromknappen ovanfor reagensfacket. Med stromknappen slar du pa strom till instrumentet och

den integrerade datorn och programvaran i instrumentet startar.
Som standard startar instrumentet i diagnostiskt lage.

Bild9 Stromknapp pé instrumentets framsida

NextSeq® 550Dx

&

2 Vanta tills operativsystemet har lasts in.
NextSeq 550Dx-systemprogramvaran (NOS) startar och systemet satts automatiskt igang.
Darefter dppnas skarmen Home (start).

3 Ange anvandarnamn och l6senord fér Local Run Manager (lokal kdrningshanterare).
Information om I6senord fér Local Run Manager (lokal kérningshanterare) finns i Referensguide fér
NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnummer 1000000009513).

4 Valj Login (logga in).
Skarmen Home (start) dppnas, med ikonerna Sequence (sekvens), Local Run Manager (lokal
kdrningshanterare), Manage Instrument (hantera instrument) and Perform Wash (utfér rengéring).

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE
Endast fér forskningsbruk. Inte fér anvéndning i diagnostiska procedurer.

11



Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument i research-lage

5 Anvand kommandot Reboot to RUO (starta om till RUO) i NOS for att sdkert stdnga av instrumentet och
starta om till research-lage.
Valj Manage Instrument (hantera instrument).
Valj Reboot / Shut Down (starta om/stang av).
Valj Reboot to RUO (starta om till RUO).

6 Vanta tills operativsystemet har lasts in.
NCS startar och systemet satts automatiskt igang. Darefter dppnas skarmen Home (start).

7 Om systemet har konfigurerats sé att inloggningsuppgifter kravs ska du logga in p& Windows med
centrets anvandarnamn och I6senord.

_rf OBS!
Se Indikatorer for instrumentldge om du ar oséaker pa viket lage instrumentet &ri.

Indikatorer for instrumentlage

Tabellen nedan innehéller de indikatorer for instrumentldge som forekommer pa NCS- eller NOS-skarmen.
Information om att byta fran research-lage till diagnostiskt l&age finns i Alternativ fér omstart och avstéangning
pa sidan 43.

Lage Startskarmen Fargfaltet Statusikonens orientering
Diagnostiskt lage Valkommen till NextSeqDx Bla Vagrat
Research-lage Valkommen till NextSeq Orange Lodrat

| kontrollprogrammet kan foliande systeminstaliningar goras:
indataalternativ
judinstaliningar
instrumentets namn
korningsalternativ

tdmning av oanvanda reagenser.

Stalla in instrumentbild och kortnamn

—

V&lj System Customization (systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).
Om du vill ge instrumentet en egen bild trycker du pa Browse (bladdra) och véljer dnskad bild.

| faltet Nick Name (kortnamn) kan du ange valfritt namn for instrumentet.

A W N

Tryck pa Save (spara) for att spara installningarna och lamna skarmen.
Bilden och namnet visas hogst upp till vanster pa varje skarm.

Stélla in tangentbordsalternativet och ljudsignaler

1 V&l System Customization (systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).

2 Markera kryssrutan Use on-screen keyboard (anvand sk&rmtangentbordet) for att aktivera
skarmtangentbordet fér inmatning i instrumentet.

3 Markera kryssrutan Play audio (spela ljud) for att aktivera ljudsignaler for féliande handelser:

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE
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nar instrumentet startas

nar en koérning startas

nar vissa fel uppstar

nar interaktion fran anvandaren kravs
nar en korning ar klar.

4 Tryck p& Save (spara) for att spara instéliningarna och lamna skarmen.

Stélla in kérningsalternativ

1 V&l System Customization (systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).

2 Markera kryssrutan Use Advanced Load Consumables (anvand avancerad laddning av
forbrukningsmaterial) for att aktivera alternativet att ladda allt férbrukningsmaterial till korningen fran en
enda skarm.

3 Markera kryssrutan Skip Pre-Run Check Confirmation (hoppa dver bekraftelse fére kérning) for att
automatiskt paborija sekvensering eller skanning efter genomférd automatisk kontroll.

4 Tryck p& Save (spara) for att spara instéliningarna och lamna skarmen.

Stélla in automatisk témning

1 V&l System Customization (systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).

2 Markera kryssrutan Purge Consumables at End of Run (tom férbrukningsmaterial efter kérningen) for att
automatiskt témma oanvanda reagenser i behallaren med forbrukad reagens efter varje korning.

_rf oBS!
Automatisk témning av forbrukningsmaterial innebar att arbetsfiddet tar langre tid.

3 Tryck pa Save (spara) for att spara instéliningarna och lamna skarmen.

Fdljande forbrukningsmaterial och utrustning anvands for férberedelse av forbrukningsmaterial, sekvensering
och instrumentunderhall.

Forbrukningsmaterial for sekvenseringskorning som tillhandahalls av
anvandaren

Férbrukningsmaterial Tillverkare Anvandningsomrade

1 N NaOH Valfri leverantdr av laboratorieutrustning  Biblioteksdenaturering, spadd till 0,2 N

(natriumhydroxid)

200 mM Tris-HCI, pH7 Valfri leverantdr av laboratorieutrustning  Biblioteksdenaturering

Spritsuddar, 70 % isopropy! VWR, artikelnummer 95041-714 Rengdring av flédescell samt allmanna

eller (eller likvardig) andamal

70 % etanol Valfri leverantér av laboratorieutrustning

Laboratorietrasa, luddfri VWR, artikelnummer 21905-026 Rengdring av flédescell samt allmanna
(eller likvardig) andamal

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE
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Forbrukningsmaterial for instrumentunderhall som tillhandahalls av
anvandaren

Férbrukningsmaterial Tillverkare Anvandningsomrade

NaOCl, 5 % Sigma-Aldrich, artikelnummer 239305 Rengoring av instrumentet med hjélp av

(natriumhypoklorit) (eller likvardig produkt av manuell rengoéring efter en kdming,

laboratoriekvalitet) spadd till 0,12 %.

Tween 20 Sigma-Aldrich, artikelnummer P7949 Rengdring av instrumentet med hjalp av
alternativ fér manuell rengéring, spadd till
0,05 %.

Vatten av laboratoriekvalitet Valfri leverantdr av laboratorieutrustning ~ Rengdring av instrument (manuell
rengoring).

Luftfilter lllumina, artikelnummer 20022240 Rengdring av luften som instrumentet tar
in for kylning.

Riktlinjer for vatten av laboratoriekvalitet

Anvand alltid vatten av laboratoriekvalitet eller avjoniserat vatten for att utféra instrumentprocedurer. Anvand
aldrig kranvatten. Anvand endast vatten av foljande kvaliteter eller likvardiga:

avjoniserat vatten

lllumina PWA1

vattenkvalitet 18 megaohm (MQ)
Milli-Q-vatten

Super-Q-vatten

vatten av molekylarbiologisk kvalitet.

Utrustning som tillhandahalls av anvandaren

Artikel Kalla
Frostfri frys, =25 °C till =15 °C Valfri leverantdr av laboratorieutrustning
Kylskap, 2 °C till 8 °C Valfri leverantor av laboratorieutrustning

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE
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Nér du ska utfora en sekvenseringskorning pa NextSeq 550Dx-instrumentet forbereder du en reagenskassett
och en flédescell och féljer sedan anvisningarna i programmet for att konfigurera och starta kérningen.
Klustergenerering och -sekvensering utfors pa instrumentet. Efter kdrningen startas automatiskt en
instrumentrengoring med hjalp av de komponenter som redan har laddats i instrumentet.

Klustergenerering

Under klustergenerering binds enskilda DNA-molekyler till ytan péa flodescellen, och forstarks sedan for att
bilda Kluster.

Sekvensering

Klustren avbildas med tvakanalig sekvenseringskemi och filterkombinationer som ar specifika for varje
fluorescensmarkt nukleotid. Nésta ruta avbildas nar avbildningen av en ruta pa flodescellen &r klar.
Processen upprepas for varje sekvenseringscykel. Efter bildanalysen utfér programmet basbestamning,
filtrering och kvalitetsbeddmning.

Overvaka kérningens férlopp och statistik fran kontrollprogrammets grénssnitt, frén fliken Run (kér) pé
BaseSpace eller fran en natverksansluten dator med Sequencing Analysis Viewer-programmet (SAV).
Se Sequencing Analysis Viewer pé sidan 26.

Analys

Allteftersom kdrningen fortskrider, dverfér kontrollprogrammet automatiskt basbestamningsfiler (BCL) till
BaseSpace eller den angivna utdataplatsen for sekundér analys.

Flera analysmetoder finns tillgangliga beroende pé programmet. Se Hjalp fér BaseSpace
(help.basespace.illumina.com) fér mer information.

Sekvenseringskorningens langd

Sekvenseringskorningens langd beror pa hur manga cykler som utférs. Den maximala kdrningslangden ar en
paired-end-kérning med 150 cykler i varje lasning (2 x 150), plus upp till 8 cykler vardera for 2 indexlasningar.

Antal cykler i en lasning

| en sekvenseringskdrning ar antalet cykler som utfors i en 1&sning en cykel mer an antalet cykler som
analyseras. Till exempel utfor en paired-end-kdrning med 150 cykler lasningar av 151 cykler (2 x 151), alltsé
totalt 302 cykler. | slutet av kérningen analyseras 2 x 150 cykler. Den extra cykeln kravs fér fasnings- och
forfasningsberakningar.
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For konfigurationer som anvéander lllumina BaseSpace eller BaseSpace Onsite: Konfigurera kérningen pa
fliken BaseSpace Prep. Se Hjélp fér BaseSpace (help.basespace.illumina.com).

Forbered en ny reagenskassett: tina och inspektera.
Forbered en ny flodescell: 1at materialet n& rumstemperatur, packa upp och kontrollera.

&\/ Denaturera och spad bibliotek (galler inte for alla bibliotekstyper). Se Denaturera och spdda bibliotek fér
,/g(\\ NextSeq-systemet (dokumentnummer 15048776).
! N

Ladda biblioteksspadningen péa reagenskassetten i behallare 10.

Valj Sequence (sekvens) i programgranssnittet for att inleda kérningskonfigurationen.

Satt i flodescellen.

Tom och ladda om den forbrukade reagensbehéllaren.
Ladda buffertkassetten och reagenskassetten.

— Granska kérningsparametrarna och de automatiska kontrollresultaten. Valj Start (starta).

e -

e Overvaka kérningen fran kontrollprogrammets granssnitt, fran fliken Run (kor) pd BaseSpace eller fran en
_ A= natverksansluten dator med Sequencing Analysis Viewer.

= = o

- En instrumentrengdring startar automatiskt nar sekvenseringen ar klar.

Folj anvisningarna for reagenskassetten noga for att uppna en lyckad sekvensering.
1 Ta fram reagenskassetten fran forvaringen vid —25 °C till =15 °C.

2 Valjen av metoderna nedan for att tina upp reagenserna. Sank inte ned kassetten i nagon vatska.
Nar kassetten tinat ska den torkas torr foére nasta steg.

Temperatur Tid fér upptining Stabilitetsgréans
Vattenbad, 15 °C till 30 °C 60 minuter Farinte dverskrida 6 timmar
2°Ctill8°C 7 timmar Farinte dverskrida 5 dagar
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_rf OBS!
Om mer &n en kassett tinas upp i samma vattenbad ska tiden 6r upptining férlangas.

3 Vand kassetten 5 ganger for att blanda reagenserna.

4 Kontrollera kassettens botten for att sékerstélla att reagenserna ar tinade och fria fran fallningar.
Kontrollera att positionerna 29, 30, 31 och 32 &r tinade eftersom de ar de storsta och tar langst tid att
tina.

5 Knacka forsiktigt kassetten i banken fér att minska méangden luftbubblor.
Fortsatt direkt med att ladda provet och férbereda korningen fér basta resultat.

J VARNING

7 Den hér uppséttningen med reagenser innehéller potentieltt farliga kemikalier. Personskador kan uppstéa vid
inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. 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 bestdmmelser. Ytterligare
information om miljé, hélsa och sakerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

1 Tafram en ny flodescellsforpackning fran forvaringen vid 2 °C till 8 °C.
2 Lat den uppackade flodescellen ligga i rumstemperatur i 30 minuter.
f 1
= OBS!

Om folieférpackningen ar obruten kan flodescellen fdrvaras i rumstemperatur i upp till 12 timmar. Undvik
upprepad nedkylning och uppvarmning av flddescellen.

Denaturera och spada bibliotek

Denaturera och spéad biblioteken till en laddningsvolym pa 1,3 ml och en laddningskoncentration pa 1,8 pM. |
praktiken kan laddningskoncentrationen variera beroende pa vilka metoder for beredning av bibliotek och
kvantifiering som anvands. Anvisningar finns i Guiden till att denaturera och spéada bibliotek fér NextSeq-
systemet (dokumentnummer 15048776).

Ladda bibliotek pa reagenskassetten

1 Rengor folieforseglingen som tacker behallare nr 10 markt Load Library Here (ladda bibliotek har) med en
luddfri duk.

2 Stick hal pa forseglingen med en ren 1 ml pipettspets.

3 Ladda 1,3ml forberedda 1,8 pM bibliotek i behallare nr 10 markt Load Library Here (ladda bibliotek héar).
Undvik att vidrora folieférseglingen vid dispensering av biblioteken.
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Bild10 Ladda bibliotek

1 ValjExperiment (experimentera) och sedan Sequence (sekvens) pa skarmen Home (start).
Med kommandot Sequence (sekvens) Oppnas avbildningsenhetens lucka, forbrukningsmaterialet fran
foregaende korning tappas ut och en serie skarmar for korningsinstélining visas. En kort fordréjning &r
normalt.

Om instrumentet ar konfigurerat fér BaseSpace ombeds du att logga in i BaseSpace. Om instrumentet ar
konfigurerat for fristdende lage ar nasta steg att fylla pa flodescellen.

Logga in pa BaseSpace

1 Ange anvandarnamn och lésenord for BaseSpace.
2 Tryck pa Next (nasta).

Satta i flédescellen

1 Taut den anvanda flodescellen fran en tidigare kérning.

2 Taut flodescellen ur folieférpackningen.

Bild11 Ta bort folieférpackningen

3 Oppna den genomskinliga blisterférpackningen i plast och ta ut flddescellen.
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4

6

‘,

SN

7

Bild12 Ta bort plastférpackningen

Rengdr flddescellens glasyta med en luddfri spritsudd. Torka glasytan torr med en luddfri
laboratorietrasa.

OBS!
Sékerstall att flodescellens glasyta ar ren. Upprepa rengdringssteget vid behov.

Passa in flodescellen dver inpassningsstiften och placera flodescellen pa steget.

Bild 13 Sattaiflodescellen

‘ illumina’ -
N

Tryck pé Load (ladda).

Luckan stangs automatiskt, flddescellens id visas pa skarmen och sensorerna kontrolleras.

OBS!
Hall handerna borta fran flodescellens lucka nar den stangs sé att du inte klammer dig.

Valj Next (nasta).

Témma behallaren med férbrukad reagens

y
2

Oppna buffertfackets sparr som sitter nere till vanster bakom luckan.

Ta ut behéllaren med foérbrukad reagens och kassera innehéllet enligt géllande standarder.
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Bild 14 Ta ur behallaren med forbrukad reagens

’L/ OBS!

Nar du tar ur behallaren ska du hélla den andra handen under som stod.

VARNING

Den har uppséttningen med reagenser innehéller potentieltt farliga kemikalier. Personskador kan uppsté vid
inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive 6gonskydd,
handskar och en laboratorierock som lampar sig for den hér graden av exponering. Hantera anvanda
reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala bestdmmelser.
Ytterligare information om mili®, hélsa och sakerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

b

3 Fortillbaka den tomma reagensbehallaren in i buffertfacket tills det tar emot. Ett klickljud indikerar att
behéllaren sitter pa plats.

Bild15 Séatt i den tomma behallaren for férbrukad reagens
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Satta i buffertkassetten

1 Taut den forbrukade buffertkassetten ur det dvre facket.
Ett visst matt av kraft behdvs for att lyfta upp och dra ur buffertkassetten.

2 Forin en ny buffertkassett i buffertfacket tills det tar emot.

Ett klickljud indikerar att kassetten sitter pa plats. Buffertkassettens id visas pa skarmen och sensorn
kontrolleras.

Bild 16 Satta i buffertkassetten

3 Stang luckan till buffertfacket och tryck pa Next (nasta).

Satta i reagenskassetten

1 Oppna reagensfackets sparr som sitter nere til héger bakom luckan.

2 Taut den forbrukade reagenskassetten ur reagensfacket. Kassera oanvant innehall enligt gallande
standarder.

VARNING

Den har uppsattningen med reagenser innehaller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta
vid inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive
6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig for den héar 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 sékerhet finns i sikerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

(G

& oss!
Behéllaren i position 6 kan tas bort for att underlatta séker kassering av oanvand reagens.
Mer information finns i Ta bort behéllaren som anvénts fran position 6 pa sidan 22.

3 Forinreagenskassetten i reagensfacket sa langt det gar, och stédng sedan reagensfackets lucka.
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Bild 17 Satt i reagenskassetten

4 Tryck pé Load (ladda).
Programvaran flyttar automatiskt kassetten till ratt Iage (ca 30 sekunder), reagenskassettens id visas pa
skarmen och sensorerna kontrolleras.

5 ValjNext (nasta).

Tabort behallaren som anvéants fran position 6

1 Nér du har tagit bort den férbrukade reagenskassetten fran instrumentet tar du bort det skyddande
gummiholjet fran skaran bredvid position 6.

Bild 18 Uttagbar position 6

A Skyddande gummihdlie
B Position6
2 Tryck ned fliken i genomskinlig plast och for den at vanster for att lossa behéllaren.

3 Kassera behallaren enligt géllande standarder.

Ange koérningsparametrar

Stegen pé skarmen Run Setup (kérningsinstallining) varierar beroende pa systemkonfiguration:

> BaseSpace or BaseSpace Onsite (BaseSpace eller BaseSpace pé plats) — Pa skarmen Run Setup
(korningsinstélining) visas en lista dver kdrningar som har stéllts in pa fiken Prep (forberedelse) i
BaseSpace. Om den avsedda korningen inte visas pa skarmen Run Setup (kérningsinstallining)
kontrollerar du att kérningen ar markerad for sekvensering i BaseSpace.

»  Standalone (fristdende) — Skarmen Run Setup (kérningsinstallining) innehaller falt for definition av
kdérningsparametrar.
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Vélja tillganglig kérning (BaseSpace-konfiguration)

1

5

Valj ett namn i listan dver tillgdngliga kéringar.
Anvand upp- och nedpilarna for att bladdra ilistan eller ange ett kdrningsnamn i faltet Search (sdk).

Valj Next (nasta).

Bekréafta korningsparametrar.
Run name (kérningsnamn) — namn pa korningen i BaseSpace.
Library-ID (biblioteks-id) — namn pa de poolade biblioteken i BaseSpace.
Recipe (recept) — namn pé receptet, antingen NextSeq High (NextSeq hog) eller NextSeq Mid
(NextSeq medel) beroende pa vilken reagenskassett som anvands i korningen.
Read Type (typ av lasning) — enkel lasning eller paired end.
Read Length (lasningslangd) — antal cykler for varje lasning.
[Valfritt] Anpassade primrar, om tillampligt.

[Valfritt] Valj knappen Edit (redigera) for att &ndra kérningsparametrar. Nar du ar klar valier du Save
(spara).
Run parameters (kdrningsparametrar) — Andra antalet l&sningar eller antal cykler per l&sning.
Custom primers (anpassade primrar) — Andra instéliningar fér anpassade primrar. Mer information
finns i NextSeq-guide f6r anpassade primrar (dokumentnummer 15057456).
Purge consumables for this run (rensa bort férbrukningsmaterial fér denna kérning) — Andra
instaliningen for att automatiskt rensa bort férbrukningsmaterial efter den aktuella kérningen.

Valj Next (nasta).

Ange korningsparametrar (fristdende konfiguration)

1

2
3
4

Ange 6nskat kdrningsnamn.
[Valfri] Ange 6nskat biblioteks-id.
Valj typ av lasning, antingen Single Read (enkel Iasning) eller Paired End.

Ange antalet cykler fér varje lasning i sekvenseringskorningen.
Read 1 (lasning 1) - Ange ett varde pé upp till 151 cykler.
Index 1 — Ange hur manga cykler som kravs for index 1-primern (i7).
Index 2 — Ange hur manga cykler som kravs for index 2-primern (i5).
Read 2 (lasning 2) - Ange ett varde péa upp till 151 cykler. Detta varde brukar vanligtvis vara samma
antal cykler som ilasning 1.
| kontrollprogrammet bekréftas de varden du angett enligt féliande kriterier:
Totalt antal cykler Overskrider inte det hogsta antalet tilldtna cykler
CykKler for lasning 1 6verstiger de fem cykler som anvands fér mallgenerering
Indexlasningscykler dverskrider inte 1&sning 1- och 1&sning 2-cyklerna

[Valfritt] Om du anvander anpassade primrar markerar du kryssrutan for de primrar som anvands.
Mer information finns i NextSeq-guide fér anpassade primrar (dokumentnummer 15057456).
Read (l&sning 1) — Anpassad primer for lasning 1.
Index 1 — Anpassad primer for index 1.
Index 2 — Anpassad primer for index 2.
Read (l&sning 2) — Anpassad primer for lasning 2.
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6 [Valfritt] Valj knappen Advanced Settings (avancerade installningar) for att &ndra
kdérningsparametrar.

Valj ett recept i den nedrullningsbara listan Receipt (recept). Endast kompatibla recept raknas upp.

Output folder location (utdatamappens plats) — Andra utdatamappens plats fér den aktuella
kdrningen. Valj Browse (bladdra) for att navigera till en natverksplats.

Included file (inkluderad fil) — V&lj vilka filer som ska ing& i utdatamappen — dessa kan vara
anvandbara om ytterligare analys kravs, till exempel manifestfiler och provlistor.

Purge consumables for this run (rensa bort férbrukningsmaterial fér denna kérning) — andra
instaliningen for att automatiskt rensa bort férbrukningsmaterial efter den aktuella kérningen.

Use run monitoring for this run (anvand korningsévervakning f6r denna kdrning) — andra installningen
for att anvanda kdrningsdvervakning i BaseSpace.

7 ValjNext (nasta).

Granska kontrollen fére kérning

| programmet utférs automatiskt en kontroll av systemet fére koérning. Under kontrollen visas foljande
indikatorer pa skarmen:

Gra bock — Kontrollen har &nnu ej genomforts.
Férloppsikon © — Kontrollen pagar.
Grén bock — Kontrollen godkand.

Rott X — Kontrollen ar inte godkand. En atgards kravs for alla objekt som inte klarade kontrollen innan du

kan fortsatta. Se Ldsa fel vid automatisk kontroll pé sidan 46.

Om du vill avbryta en pagaende automatisk kontroll valier du knappen Cancel (avbryt). Om du vill starta om
kontrollen vélier du knappen Retry (forsdk igen). Kontrollen fortsatter fran den forsta ofullstandiga eller ej
godkanda kontrollen.

Valj fiken Category (kategori) om du vill granska resultatet av varje enskild kontroll inom en kategori.

Starta kérningen

Valj Start (starta) nar den automatiska kontrollen fore kdrning ar klar. Sekvenseringskorningen paborias.

Information om hur du stéller in systemet sa att korningen automatiskt startas efter en lyckad kontroll finns i
Stalla in kbrningsalternativ pa sidan 13.
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1 Overvaka koérningsférloppet, intensiteter och kvalitetsresultat med hjalp av de varden som visas pa
skarmen.

Bild 19 Sekvenseringskdrningens férlopp och varden
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A Kdmingsforiopp — Visar det aktuella steget och antal cykler som har genomforts for varje lasning.
Forloppsindikatorn ar inte proportionerlig till kdrningshastigheten for varje steg. Beraknat datum och
klockslag da korningen ar klar visas langst ned.

B Q-resultat — Visar fordelningen av kvalitetsresultat. Se Kvalitetsbedémning pa sidan 58.

C Intensitet — Visar vardet pa klusterintensiteter for den 90:e percentilen for varje platta. Linjernas farg
anger de olika baserna: rod ar A, gron ar C, bla ar G och svart ar T.

D Kiusterdensitet (K/mm? — Visar antalet kluster som detekterats for kdrningen.

E Kluster som passerat fitret (%) — Visar procentandelen kluster som passerat fitret. Se Passerfiter for
Kluster pa sidan 58.

F Uppskattad avkastning (Gb) — Visar antalet baser som beraknas for kdrningen.

G Lotinformation — Visar lotnumren for sekvenseringens férbrukningsmaterial. For flddescellen visas
serienumret.

H End Run (avsluta koring) — Stannar pagéende sekvenseringskdrning. Forbrukningsmaterial kan inte
ateranvandas.

X OBS!

Om du trycker pa& Home (start) &r det inte majligt att &terga till visningen av kérningsvarden. Du kan dock
komma at korningsvardena via BaseSpace eller Sequencing Analysis Viewer (SAV) pa en fristdende dator.

Cykler for kérningsvéarden

Kérningsvarden visas vid olika tillfallen under en kérning.
Under klustergenereringen visas inga varden.
De forsta fem cyklerna ar tillagnade mallgenerering.

Koérningsvarden visas efter cykel 25, inklusive klusterdensitet, kluster som passerat filtret, avkastning och
kvalitetsresultat.
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Datadverforing

Status lllumina BaseSpace BaseSpace Onsite Fristaende instrument
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Beroende pa vilken analyskonfiguration som valts s visas en ikon pa skarmen under kérningen som anger
datadverforingens status.

Ansluten

Ansluten och 6éverfér data

Frankopplad

Inaktiverad
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Om datadverforingen avbryts under kérningen sparas aktuella data tillfalligt pa instrumentdatorn. Nar
anslutningen har ateruppréttats fortsatter datadverforingen automatiskt. Om anslutningen inte aterupprattas
innan koérningen éar klar, ska dessa data tas bort manuellt fran instrumentdatorn sé att nasta kérning kan
paborjas.

Tjanst for korningskopiering

| NextSeq 550Dx-systemets programvarusvit ingar en tjanst for kérningskopiering. RTA v2 begar att tjansten
kopierar filer fran en kallsokvag till en malsdkvag, och tjansten bearbetar dessa kopieringsbegaranden i den
ordning de tas emot. Om ett undantag intraffar placeras filen i kopieringskon pa nytt baserat pa antalet filer i
kon.

Sequencing Analysis Viewer

| programmet Sequencing Analysis Viewer visas de sekvenseringsvarden som genereras under kérningen.
Vérden visas i form av diagram, kurvor och tabeller baserat pa data som genereras av RTA och skrivs till
InterOp-filer. Vardena uppdateras under kdrningens gang. Valj Refresh (uppdatera) nar som helst under
kdrningen for att se uppdaterade varden. Mer information finns i Anvédndarhandbok fér Sequencing Analysis
Viewer (artikelnummer 15020619).

Sequencing Analysis Viewer ingar i programmet som &r installerat pa instrumentdatorn. Du kan ocksa
installera Sequencing Analysis Viewer pa en annan dator som ar kopplad till samma natverk som instrumentet
for att fiarrévervaka korningsvarden.

Nar sekvenseringskorningen ar klar startar programvaran en automatisk rengoéring efter kdrning med den
tvattldsning som finns i buffertkassetten och den NaOCI som finns i reagenskassetten. Om alternativet att
témma forbrukningsmaterial for korningen ar aktiverat, s kommer detta att goras fore den automatiska
rengdringen efter korning.

Den automatiska rengoéringen efter kdrning tar cirka 90 minuter. Nar rengoéringen ar klar aktiveras knappen
Home (start). Resultaten fran sekvenseringen forblir synliga pé skarmen under rengdringen.
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Efter rengoring

Nér rengdringen ar Klar forblir sugroren i nedatlaget for att forhindra att luft kommer in i systemet.
Lat kassetterna sitta kvar till nasta korning.
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Om du vill utféra en skanning med NextSeq 550Dx-instrumentet behdver du féliande kdrningskomponenter:
Ett hybridiserat och fargat BeadChip
Den ateranvandbara BeadChip-adaptern
Decode Map-filer (DMAP) f6r det BeadChip du anvander
En manifestfil for den typ av BeadChip du anvander
En klusterfil f6r den typ av BeadChip du anvander
Utdatafiler genereras under skanningen och placeras sedan i k& for 6verféring till angiven utdatamapp.

Utfor en analys i BlueFuse Multi-programvaran, som kraver tillgangliga skanningsdata i genotype call-filformat
(GTC). Som standard genererar NextSeq 550Dx-instrumentet normaliserade data och tillhérande
genotypsresultat i GTC-filformat. Om du vill kan du konfigurera instrumentet for att generera ytterligare
intensitetsdatafiler (IDAT). Mer information finns i BeadChip-skanningskonfiguration pé sidan 54.

Filavkodningsklienten

DMAP-mappen innehaller information som identifierar parlplatser pa BeadChip-enheten och kvantifierar
signalen som ar kopplad till varje parla. En DMAP-mapp ar unik fér varje BeadChip-streckkod.

Med filavkodningsklienten kan du ladda ned DMAP-mappar direkt fran llluminas servrar med HTTP-
standardprotokoll.

For tillgang till flavkodningsklienten gar du till filavkodningsklientens supportsida pa llluminas webbplats
(support.illumina.com/array/array_software/decode_file_client/downloads.html). Installera
filavkodningsklienten pa en dator som har atkomst till DMAP-mappens natverksplats.

Mer information finns i Ladda ned DMAP-mappen pa sidan 30.

Manifestfiler och klusterfiler

For varje BeadChip behover programvaran tillgang till en manifestfil och en klusterfil. Varje manifest-/klusterfil
ar unik for varje BeadChip-typ. Sakerstall att du anvander klusterfiler med NS550 i flnamnet. Dessa filer ar
kompatibla med NextSeq 550Dx-systemet.

Manifestfiler — Manifestfiler beskriver SNP eller probinnehall pa ett BeadChip. Manifestfiler anvander
filformatet *.bpm.

Klusterfiler — Klusterfiler beskriver klusterpositioner for llluminas genotypmatris och anvands vid
dataanalys for att bestdmma genotyp. Klusterfilter anvander filformatet *.egt.

Filernas sokvag anges péa skarmen BeadChip Scan Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration).
Tryck pa Manage Instrument (hantera instrument) och System Configuration (systemkonfiguration) pé NCS-
startskarmen, och sedan pa BeadChip Scan Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration).
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Nar NextSeq 550Dx-instrumentet installeras laddar representanten fran lllumina ned dessa filer och anger
sokvagen i kontrollprogrammet. Dessa filer behdver inte &ndras annat &n om de gar forlorade eller om en ny
version blir tillgéanglig. Mer information finns i Byta ut manifest- och klusterfiler pa sidan 51.

DMAP Ladda ner DMAP-informationen och spara den till angiven plats f6r DMAP-mappen.

Satt i BeadChip-enheten i BeadChip-adaptern.

Satt i BeadChip-adaptern i instrumentet.

— =m Ange skanningsparametrarna: plats for DMAP-mapp och utdataplats.

=11 =

— Granska automatiska kontrollresultat.
T e Valj Start (starta).

=11 =

Overvaka skanningen fr&n kontrollprogrammets grénssnitt.

Du kan komma at DMAP-mappen med filavkodningsklienten via konto eller BeadChip (standardvy).

Atkomst till DMAP-mappen via konto

1 V&l ett av folande nedladdningsalternativ pa huvudfliken i flavkodningsklienten:
AutoPilot
Vissa BeadChip har annu inte laddats ned
Alla BeadChip
BeadChip med inképsorder
BeadChip med streckkod.

Ange den information som erfordras.
Navigera till den DMAP-mapp som du vill ladda ned.

Se till att det finns tillrackligt med ledigt utrymme dar du avser ladda ned den.

a ~ W N

Starta nedladdningen. Nedladdningsstatusen visas pa fliken Download Status and Log
(nedladdningsstatus och logg).

6 Spara DMAP-mappen pa den angivna sdkvagen.
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Atkomst till DMAP-mappen via BeadChip

1 BeadChip kan identifieras med tva av féljande alternativ:
BeadChip-streckkod
BeadChip-id pa forpackningen
inkdpsordernummer
forsaliningsordernummer.

2 Navigera till den DMAP-mapp som du vill ladda ned.
Se till att det finns tillrackligt med ledigt utrymme dér du avser ladda ned den.

Starta nedladdningen. Nedladdningsstatusen visas pa fliken Download Status and Log
(nedladdningsstatus och logg).

5 Spara DMAP-mappen pa den angivna sbkvagen.

1 Tryck ned adapterns fastklamma. Klamman falls upp en liten bit.

2 Hallikanten p& BeadChip-enheten och lagg den i det lilla facket i adaptern, med streckkoden vid
fastklamman.

Bild 20 Satt i BeadChip-enheten i adaptern

3 Kann vid dppningarna pa béada sidorna om BeadChip-enheten for att kontrollera att BeadChip-enheten
sitter ordentligt i det lilla facket i adaptern.

Bild 21 Kontrollera att BeadChip-enheten ligger pé plats

4 Slapp forsiktigt fastklamman sé att BeadChip-enheten lases fast.

Inspektera BeadChip-enheten fran sidan sa att den ligger plant i adaptern. Rétta till BeadChip-enheten
vid behov.
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Bild 22 Inspektera BeadChip-enhetens lage
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A Korrekt position — BeadChip-enheten ligger plant i adaptern nar du har slappt klamman.
B Fel position — BeadChip-enheten ligger inte plant nar du har slappt klamman.

1 Valj Experiment (experimentera) och sedan Scan (skanna) pa skarmen Home (start).
Med kommandot Scan (skanna) dppnas luckan till avbildningsenheten, forbrukningsmaterialet fran
foregdende korning tappas ut (i forekommande fall) och en serie skarmar for skanningsinstallining visas. En
kort f6rdréjning ar normalt.

Ta bort sekvenseringens forbrukningsmaterial

Om det finns anvanda forbrukningsmaterial for sekvensering nar du konfigurerar en skanning uppmanas du
av programmet att ta bort reagenskassetten och buffertkassetten innan du gar vidare till nasta steg.

1 Avlagsna anvanda férbrukningsmaterial for sekvensering fran en tidigare sekvenseringskorning om du
uppmanas till det.

a Tabort reagenskassetten ur reagensfacket. Kassera oanvant innehall enligt gallande standarder.
b Tabort den anvanda buffertkassetten ur buffertfacket.

J WARNING (VARNING)

7 Den har uppséttningen med reagenser innehaller potentieltt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta
vid inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive
6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig fér den hér graden av exponering.
Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala
bestammelser. Yitterligare information om miljo, halsa och sékerhet finns i sikerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

2 Tabort flodescellen ur avbildningsenheten.
3 Stang luckorna for reagensfacket och buffertfacket.
Séatta i BeadChip-adaptern

1 Placera BeadChip-adaptern pa steget med hjalp av inpassningsstiften.
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Bild 23 Satta i BeadChip-adaptern

2 Tryck p& Load (ladda).
Luckan stangs automatiskt, BeadChip-enhetens id visas pa skarmen och sensorerna kontrolleras.
En kort fordréjning ar normalt. Om BeadChip-streckkoden inte kan l&sas av visas en dialogruta dar du
kan skriva in streckkoden manuellt. Se Programvaran kan inte ldsa BeadChip-streckkoden pa sidan 50.

3 ValjNext (nasta).

Skanningsinstallning

1 Bekréfta foljande uppgifter pa skarmen Scan Setup (skanningsinstallining):

» Barcode (streckkod) — Programmet laser av BeadChip-streckkoden nar ett BeadChip har laddats.
Om streckkoden anges manuellt visas knappen Edit (redigera) om du vill géra fler andringar.

> Type (typ) — Faltet for BeadChip-typ far automatiskt ett varde baserat pa BeadChip-streckkoden.

» DMAP Location (DMAP-plats) — DMAP-mappens plats anges pé skarmen BeadChip Scan
Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration). Om du endast vill &andra plats f6r den aktuella
skanningen valjer du Browse (bladdra) och navigerar till ratt plats.

> Output Location (Plats for utdata) — Platsen for utdata anges pé skarmen BeadChip Scan
Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration). Om du endast vill &ndra plats f6r den aktuella
skanningen vélier du Browse (bladdra) och navigerar till 6nskad plats.

2 Valj Next (nasta).

Granska kontrollen fére kdrning

| programmet utférs automatiskt en kontroll av systemet fore kérning. Under kontrollen visas foljande
indikatorer pa skarmen:

»  Gra bock — Kontrollen har annu ej genomforts.
» Forloppsikon ©® — Kontrollen pagar.

> Grén bock — Kontrollen godkand.
>

Ra&tt X — Kontrollen ar inte godkand. En atgards kravs for alla objekt som inte klarade kontrollen innan du
kan fortsatta. Se Ldsa fel vid automatisk kontroll pa sidan 46.

Om du vill avbryta en pagaende automatisk kontroll valier du knappen Cancel (avbryt). Om du vill starta om
kontrollen valier du knappen Retry (forsok igen). Kontrollen fortsatter fran den forsta ofullstandiga eller gj
godkanda kontrollen.

Vélj fliken Category (kategori) om du vill granska resultatet av varje enskild kontroll inom en kategori.
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Starta skanningen

Valj Start (starta) nar den automatiska kontrollen &r klar. Skanningen borjar.

Information om hur du stéller in systemet sa att skanningen automatiskt startas efter en lyckad kontroll finns i
Stalla in kbrningsalternativ pa sidan 13.

Skanningsforloppet kan dvervakas med hjélp av BeadChip-bilden. Fargerna péa bilden anger
skanningsstatus.

Ljusgré — Ej skannad.

Morkgra — Skannad men ej registrerad.

Gron — Skannad och registrerad.

R&d — Skanning och registrering misslyckades.
Om registreringen inte lyckas kan du skanna om proverna med sektionerna som misslyckades. Se fel vid
BeadChip-skanning pé sidan 50.

Valj BeadChip-bilden fér att vaxla mellan helvy och detaljerad vy av det markerade provet.
Helvyn visar proverna pa BeadChip-enheten och sektionerna inom varje prov.
Den detaljerade vyn visar varje sektion inom det valda provet.

Bild 24 BeadChip-bild: helvy och detaljerad vy
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Streckkodsnummer Streckkodsnummer
9934994010 9934534010
OBS!

Att avsluta en skanning &r en slutgiltig tgérd. Om du avslutar skanningen innan den ar klar s& sparas inte
aktuella skanningsdata.
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Datadverforing

Data placeras i ko for dverféring till skanningens utdatamapp nar skanningen ar klar. Data skrivs tillfalligt till
instrumentdatorn. Den tillfaliga mappen raderas automatiskt fran instrumentdatorn nér nasta skanning
startar.

Hur lang tid som kravs for datadverforingen beror pa natverksanslutningen. Innan du pabdrjar nasta skanning
bor du se till att aktuella data har skrivits till utdatamappen. Det gbér du genom att kontrollera att det finns
GTC-filer i streckkodsmappen. Mer information finns i Mappstruktur fér skanningsutdata pa sidan 65.

Om anslutningen avbryts kommer datadverféringen att fortsatta automatiskt nar anslutningen har
aterupprattats. Varje fil far en timer pa 1 timme da den placeras i ko for dverforing till utdatamappen. Om
timern I6per ut, eller om instrumentet startas om innan éverféringen ar klar, skrivs data inte till den
utdatamappen.
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Underhéllsrutiner inbegriper manuell instrumentrengdring och programuppdateringar till systemet nér sadana
ar tillgangliga.
Instrumentrengéring — Automatisk rengdring efter varje sekvenseringskorning for att sakerstalla
instrumentets prestanda. Manuell rengdring kan dock kravas emellanat under vissa forhallanden. Se
Utféra en manuell rengéring pé sidan 37.

Programuppdateringar — Nar det finns en uppdaterad version av systemprogramvaran kan du installera
den automatiskt via anslutning till BaseSpace, eller manuellt genom att ladda ned
installationsprogrammet fran llluminas webbplats. Se Programuppdateringar pa sidan 41.

Byte av luftfilter — Regelbundet byte av luftfiltret sdkerstéller ett gott luftflidde genom instrumentet.

Forebyggande underhall

lllumina rekommenderar att férebyggande underhéll utfors arligen. Om du inte har ett serviceavtal kontaktar
du den lokala kontoansvariga eller llluminas tekniska support for att boka en fakturerbar service med
forebyggande underhall.

Manuell rengdring initieras fran skarmen Home (start). Rengdringsalternativ inkluderar Quick Wash
(snabbrengoring) och Manual Post-Run Wash (manuell rengdring efter kdrning).

Rengéringstyper Beskrivning

Quick Wash Spolar systemet med en anvandarpafylld tvattldsning av vatten av laboratoriekvalitet och
(snabbrengdring) Tween 20 (buffertrengdringskassett).

Langd: 20 minuter e Kravs var fjortonde dag som instrumentet ar inaktivt med reagenskassetten och

buffertkassetten pa plats.

e Kravs var sjunde dag som instrumentet &r i ett torrt tillstand (reagenskassetten och
buffertkassetten borttagna).

e Kravs efter en avstangning.

Manual Post-Run Wash Spolar systemet med en anvandarpafylld rengéringslésning av vatten av

(manuell rengdring efter laboratoriekvalitet och Tween 20 (buffertrengéringskassett) och 0,12 % natriumhypoklorit
kérning) (reagensrengoringskassett).

Langd: 90 minuter Kravs om den automatiska rengoéringen efter korning inte utfordes.

En manuell rengoring kraver reagensrengoringskassetten och buffertrengdringskassetten som medféljer
instrumentet, samt en anvand flodescell. En anvand flodescell kan anvandas upp till 20 ganger for
instrumentrengdring.
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Bild 25 Reagensrengoéringskassett och buffertrengdringskassett

Forbereda for en manuell rengdring efter kdrning

Valj om du vil férbereda for en manuell rengoring efter korning enligt beskrivningen nedan eller férbereda for
en snabbrengdring (nasta avsnitt). Om du vill géra en manuell rengdring efter kdrning hoppar du éver avsnittet
for snabbrengoring och gar vidare till Ladda en anvand fiddescell och rengdéringskassetterna pa sidan 39.

Férbrukningsmaterial

som tillhandahalls av Volym och beskrivning
anvandaren
NaOCI 1 ml, spadd till 0,12 %

Laddad i reagensrengdringskassetten (position 28)

100 % Tween 20 Anvands for att skapa 125 ml 0,05 % Tween 20-rengéringsldsning
Vatten av laboratoriekvalitet  Laddad i buffertrengéringskassetten (mittbehallaren)

[ OBS!

N
Anvand alltid en ny spadning av NaOCl som har beretts under de senaste 24 timmarna. Om du gor en volym
som &r storre an 1 ml ska aterstédende spadning forvaras vid 2 °C till 8 °C for anvandning inom de ndrmaste
24 timmarna. Annars ska 6verflodig spadning av NaOCl kasseras.

1 Kombinera féliande volymer i ett mikrocentrifugrér for att skapa 1 ml 0,12 % NaOCI:
5% NaOCI (24 pl)
Vatten av laboratoriekvalitet (976 pl)

2 Vand roret for att blanda.

3 Tillfor 1 ml 0,12 % NaOCI till reagensrengoringskassetten. Réatt behallare motsvarar position 28 pa den
forifyllda kassetten.

Bild 26 Ladda NaOCI

4 Kombinera foljande volymer for att skapa en 0,05 % Tween 20-rengdringslésning:
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100 % Tween 20 (62 pl)
Vatten av laboratoriekvalitet (125 ml)

5 Tillsatt 125 ml rengoéringslosning i mittbehéllaren for buffertrengéringskassetten.

6 Valj Perform Wash (utfor rengdring) och sedan Manual Post-Run Wash (manuell rengéring efter korning).

Forbereda for en snabbrengoéring

Du kan foérbereda fér en snabbrengoring enligt beskrivningen nedan som ett alternativ till Férbereda fér en
manuell rengdring efter kérning pa sidan 38.

Férbrukningsmaterial

som tillhandahalls av Volym och beskrivning
anvandaren
100 % Tween 20 Anvénds for att skapa 40 ml 0,05 % Tween 20-rengoéringslosning

Vatten av laboratoriekvalitet  Laddad i buffertrengdringskassetten (mittbehallaren)

1 Kombinera foljande volymer for att skapa en 0,05 % Tween 20-rengoéringslésning:
100 % Tween 20 (20 pl)
Vatten av laboratoriekvalitet (40 ml)

2 Tillsatt 40 ml rengdringslosning i mittbehallaren for buffertrengdringskassetten.

3 Valj Perform Wash (utfér rengéring) och valj sedan Quick Wash (snabbrengdring)

Ladda en anvand flodescell och rengoringskassetterna

1 Om det inte redan finns en anvand flddescell laddar du en anvand flodescell. Valj Load (ladda) och sedan
Next (nasta).

2 Taut behéllaren med forbrukad reagens och kassera innehéllet enligt gallande standarder.

J WARNING (VARNING)

7 Den hér uppséttningen med reagenser innehaller potentieltt farliga kemikalier. Personskador kan
uppsta vid inandning, intagande, hudkontakt och 6égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive
6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig fér den hér graden av exponering.
Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och
lokala bestdmmelser. Ytterligare information om miljé, hdlsa och sakerhet finns i sékerhetsdatabladet
(SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

For tilbaka den tomma reagensbehallaren in i buffertfacket tills det tar emot.

Ta bort den anvanda buffertkassetten fran den tidigare kdrningen, om sadan finns.
Ladda buffertrengoringskassetten som innehaller rengoringslosning.

Ta bort den anvanda reagenskassetten fran den tidigare kérningen, om sadan finns.

Ladda reagensrengéringskassetten.

o N oo o &~ W

Valj Next (nasta). Férrengdringskontrollen startar automatiskt.

Starta rengoringen
1 Val Start (starta).

2 Tryck pa Home (start) nar rengdringen ar Klar.
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Efter rengoring

Nér rengdringen ar Klar forblir sugroren i nedatlaget for att forhindra att luft kommer in i systemet.
Lat kassetterna sitta kvar till nasta korning.

Luftfiltret sékerstaller att luft flddar genom instrumentet. | NextSeq 550Dx-systemprogramvaran visas en
avisering om att byta luftfilter var 90:e dag i instrumentets diagnostiska lage. Nar du uppmanas till det véaljer
du Remind in 1 day (paminn om en dag) eller folier anvisningarna nedan och valier Filter Changed (filter har
bytts). Den 90 dagar langa nedrakningen aterstalls nar du valjer Filter Changed (filter har bytts).

;
2
3

Ta ut det nya luftfiltret ur forpackningen och skriv installationsdatumet pa filtrets ram.
Pa instrumentets baksida trycker du nedat hdgst upp pa filterhallaren for att lossa héallaren.

Fatta tag i den ovre delen av filterhallaren och dra uppat for att lyfta ut hallaren i sin helhet ur
instrumentet.

Ta bort och slang det gamla luftfiltret.

Satt i det nya Iuftfiltret i hallaren.

f OBS!
—r .
Luftfilttret fungerar inte korrekt om det placeras bak och fram. Se till att du att du kan se den gréna

uppéatpilen, men inte varningsdekalen, nar du for in luftfiltret i hallaren. Pilen ska peka mot filterhallarens

handtag.

Skjut in filterhallaren i instrumentet. Tryck nedéat hogst upp pa filterhallaren tills den klickar péa plats.
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Bild 27 Isattning av luftfilter
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Programuppdateringarna grupperas i programpaketet System Suite och innehaller féljiande programvara:
NextSeq Control Software (NCS)

NextSeq-recept
RTA2

NextSeq Service Software (NSS)
Sequencing Analysis Viewer (SAV)

BaseSpace Broker

Du kan installera programuppdateringar automatiskt via en internetanslutning eller manuellt via ett natverk

eller en USB-enhet.

Automatiska uppdateringar — For instrument som ar anslutna till ett natverk med internetuppkoppling

visas en aviseringsikon (1] pa knappen Manage Instrument (hantera instrument) pé skarmen Home (start)
nar en uppdatering ar tillganglig.
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Manuella uppdateringar — Hamta installationsprogrammet for System Suite pa supportsidan for NextSeq
550Dx-instrumentet pa llluminas webbplats.

Automatisk programuppdatering

1

Valj Manage Instrument (hantera instrument).
Valj Software Update (uppdatering av programvara).

Valj Install the update already downloaded from BaseSpace (installera uppdateringen som redan har
hamtats i BaseSpace).

Valj Update (uppdatera) for att paborja uppdateringen. En dialogruta dppnas déar du far bekrafta
kommandot.

Folj anvisningarna i installationsguiden:

a Godkann licensavtalet.
b Granska versionsinformationen.
¢ Granska listan Over program som ingar i uppdateringen.

Nar uppdateringen ar klar startas kontrollprogrammet om automatiskt.

OBS!

Om en uppdatering av inbyggd programvara ingar kravs en automatisk omstart av systemet efter att den
inbyggda programvaran har uppdaterats.

Manuell programuppdatering

1

Dokumentnr 1000000041922 vO1 SWE

Hamta installationsprogrammet for System Suite pa llluminas webbplats och spara det pa en
natverksplats.

Du kan ocksé kopiera programinstallationsfilen till en barbar USB-enhet.
Valj Manage Instrument (hantera instrument).
Valj Software Update (uppdatering av programvara).

Valj Manually install the update from the following location (installera uppdateringen manuellt fran féljiande
plats).

Valj Browse (bladdra) for att ga till den plats dar programvarans installationsfil finns och vélj sedan Update
(uppdatera).

F&lj anvisningarna i installationsguiden:

a Godkann licensavtalet.
b Granska versionsinformationen.
¢ Granska listan dver program som ingér i uppdateringen.

Nar uppdateringen ar klar startas kontrollprogrammet om automatiskt.

OBS!

Om en uppdatering av inbyggd programvara ingar krévs en automatisk omstart av systemet efter att den
inbyggda programvaran har uppdaterats.
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Du fér tillgang till féliande funktioner genom att vélja knappen Shut Down Options (avstédngningsalternativ):
Restart (starta om) — Instrumentet 6ppnas i Dx-lage.
Shutdown (avstangning) — Instrumentet dppnas i Dx-1age.
Exit to Windows (avsluta och ga till Windows) — Beroende pa behorighet kan du stanga NCS och visa
Windows.

Starta om i diagnostiskt lage

Anvand kommandot Restart (starta om) for att sékert stdnga av instrumentet och starta om i diagnostiskt
l&ge. Diagnostiskt lage &r startlage som standard

1 ValjManage Instrument (hantera instrument).
2 Valj Shutdown Options (avstangningsalternativ).

3 ValjRestart (starta om).

Stanga av instrumentet

1 ValjManage Instrument (hantera instrument).
2 Valj Shutdown Options (avstangningsalternativ).

3 Valj Shut Down (avsluta).
Med kommandot Shut down (avsluta) stanger du programmet och slar av strommen till instrumentet pa
ett sakert satt. Vanta i minst 60 sekunder innan du slar pa instrumentet igen.
_Ff OBS!
Som standard startar instrumentet i diagnostiskt lage nar det slas pa.

FORSIKTIGHET!

- Fiytta inte instrumentet. Om instrumentet fiyttas pa fel satt kan det paverka den optiska inriktningen och
aventyra dataintegriteten. Kontakta en representant for lllumina om instrumentet maste flyttas.

Aterga till Windows
Kommandot Exit to Windows (&terga till Windows) ger atkomst till instrumentets operativsystem och alla
mappar pa instrumentdatorn. Det stanger ned programmet och atergar till Windows pa ett sakert satt.

1 ValjManage Instrument (hantera instrument).
2 Valj Shutdown Options (avstangningsalternativ).

3 Tryck pa Exit to Windows (aterga till Windows).
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G4 till supportsidorna for NextSeq 550Dx-instrumentet pa lllumina-webbplatsen om du har tekniska fragor.
Supportsidorna ger atkomst till dokumentation, nedladdningar och vanliga fragor.

Logga in pa ditt Mylllumina-konto for tillgang till supportbulletiner.

Kontakt llluminas tekniska support for problem med korningskvalitet eller prestanda. Se Teknisk hjélp pa
sidan 71.

Dela garna en lank till kdrningssammanfattningen i BaseSpace med llluminas tekniska support for att
underlatta felsdkningen.

Ett tekniskt supportombud fran lllumina kan be om kopior av kornings- eller skanningsspecifika filer for att
felsdka problem. Normalt anvands foljande filer vid felsékning.

Felsékningsfiler for sekvenseringskdrningar

Nyckelfil Mapp Beskrivning

Fil med Rotmapp  Innehaller féljande information:
kérningsinformation ® Kdérningsnamn

(Runinfo.xml) e Antal cykler i kdrningen

e Antal cykler i varje lasning
e Om lasningen ar indexerad
e Antal strak och rutor pa floédescellen

Fil med Rotmapp  Innehaller information om kérningsparametrar och kérningskomponenter.
kérningsparametrar Informationen inbegriper RFID, serienummer, artikelnummer och utgangsdatum.
(RunParameters.xml)
RTA-konfigurationsfil Rotmapp  Innehaller RTA-konfigurationsinstéliningar for kdringen.
(RTAConfiguration.xml) Filen RTAConfiguration.xml skapas i bérjan av kérningen.
InterOp-filer (*.bin) InterOp Binara rapporteringsfiler anvands i Sequencing Analysis Viewer.
InterOp-filerna uppdateras kontinuerligt under kérningen.
Logdfiler Logs I loggfiler beskrivs alla steg som instrumentet utfér for varje cykel och vilka
(loggar) versioner av programvara och inbyggd programvara som anvands vid korningen. |
filen med namnet [InstrumentName]_CurrentHardware.csv visas serienummer for
instrumentkomponenter.
Felloggdfiler RTA- Logg over RTA-fel.
(*ErrorLog*.txt) loggar Felloggfiler uppdateras nér ett fel uppstar.
Globala loggfiler RTA- Logg over alla RTA-handelser.
(*GlobalLog*.tsv) loggar Globala loggfiler uppdateras kontinuerligt under kérmingen.
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RTA-fel

Sé har felsoker du RTA-fel: kontrollera forst RTA-felloggen som du hittar i mappen RTALogs. Denna fil skapas
inte vid godkanda kérningar. Inkludera felloggen om du rapporterar ett problem till llluminas tekniska support.

Felsékningsfiler for matrisskanningar

Nyckelfil

Skanningsparameterfil
(ScanParameters.xml)
Loggfiler

Vardefiler

Skanna om fil

Mapp Beskrivning

Rotmapp Innehaller information om skanningsparametrar. Informationen inkluderar
skanningsdatum, BeadChip-streckkod, klusterfilplats och manifestfilplats.

Logs Loggfiler beskriver varje steg som utforts pa instrumentet under skanningen.

(loggarn)

[Streckkod]  Vérden tillhandahalls som provvarden och sektionsvarden.
[barcode]_sample_metrics.csv — For varje prov och kanal (réd och gron) visas
procentavdragsbild, avvikande procentvarden, P05, P50, P95, genomsnittligt FWHM-
genomsnitt, standardavvikelse for FWHM (Stddev) och lagsta registreringsvarde.
[barcode]_section_metrics.csv — For varje sektion och ruta visas Laser Z-position, Z-
position genom fokus, réd FWHM, gron FWHM, roéd genomsnittlig pixelintensitet, gron
genomsnittlig pixelintensitet, rott registreringsvarde och gront registreringsvarde.

[Streckkod]  [barcode]_rescan.flowcell — Visar plattplatserna justerade for en ny skanning, vilket
inkluderar stoérre dverlappning mellan plattorna.

Om fel uppstar vid den automatiska kontrollen kan du hanvisa till de rekommenderade atgarderna nedan for
att 16sa felen. De automatiska kontrollerna skilier sig at for sekvensering och matrisskanningar.

Kontroller fér sekvenseringskérningar

Om instrumentet inte klarar en kontroll fére kérning &r reagenskassettens RFID inte I&st och kan anvandas till
nasta korning. RFID &r dock I&st nar folieforseglingen har brutits.

Systemkontroller
Luckor stangda

Forbrukningsmaterial
pafyllt

Programvara kravs

Diskutrymme i
instrumentet

Néatverksanslutning

Rekommenderad atgéard
Se till att luckorna till alla fack &r stangda.

Sensorerna for férbrukningsmaterial registrerar inte. Se till att allt forbrukningsmaterial ar
ordentligt laddat.

Tryck pa Back (tillbaka) pa skdrmarna med korningsalternativ for att aterga till pafyliningssteget
och upprepa kérningsinstalliningen.

Viktiga delar av programvaran saknas.
Utfér en manuell programuppdatering for att aterstélla alla programvarukomponenter.

Instrumentets harddisk har inte tillrackligt diskutrymme fér en kérning. Det ar mojligt att data fran
en tidigare kdrning inte har 6verforts.
Rensa korningsdata fran instrumentets harddisk.

Néatverksanslutningen har avbrutits. Kontrollera natverkets status och den fysiska
natverksanslutningen.

Diskutrymme i Antingen ar BaseSpace-kontot fullt eller s ar natverksservern full.
natverket
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Temperatur

Rekommenderad atgard

Temperatur

Kontakta llluminas tekniska support.

Temperaturgivare

Kontakta llluminas tekniska support.

Flaktar

Kontakta llluminas tekniska support.

Avbildningssystem

Rekommenderad atgard

Avbildningsbegransningar

Kontakta llluminas tekniska support.

Z Steps-and-Settle

Kontakta llluminas tekniska support.

Bithastighetsfel

Kontakta llluminas tekniska support.

Registrering av flédescell

Det ar mgjligt att flédescellen inte sitter som den ska.

e Tryck pa Back (tillbaka) pa skdrmarna med korningsalternativ for att aterga till steget med
flodescellen. Avbildningsenhetens lucka dppnas.

e Ta bort och lagg i flédescellen igen for att sakerstélla att den ar korrekt isatt.

Reagenstillsats

Rekommenderad atgard

Ventilsvar

Kontakta llluminas tekniska support.

Pump Kontakta llluminas tekniska support.

Buffertmekanism

Kontakta llluminas tekniska support.

Tom behéllare med
férbrukad reagens

Tom behéllaren med forbrukad reagens och satt tillbaka den tomma behallaren.

Kontroller for matrisskanningar

Systemkontroller

Rekommenderad atgéard

Luckor stangda

Se till att luckorna till alla fack ar stangda.

Forbrukningsmaterial pafylit

Sensorerna for férbrukningsmaterial registrerar inte. Se till att allt férbrukningsmaterial ar
ordentligt laddat.

Tryck pa Back (tillbaka) pa skarmarna med komingsalternativ for att aterga till
pafyliningssteget och upprepa kémingsinstaliningen.

Programvara kravs

Viktiga delar av programvaran saknas.
Utfér en manuell programuppdatering for att aterstalla alla programvarukomponenter.

Kontrollera indatafiler

Se till att sékvagen till klusterfilen och manifestfilen ar korrekt och att filerna finns dar.

Diskutrymme i instrumentet

Instrumentets harddisk har inte tillrackligt diskutrymme for en kérning. Det ar mojligt att
data fran en tidigare kérning inte har dverforts.
Rensa kormingsdata fran instrumentets harddisk.

Néatverksanslutning

Natverksanslutningen har avbrutits. Kontrollera natverkets status och den fysiska
natverksanslutningen.

Diskutrymme i natverket

Antingen ar BaseSpace-kontot fullt eller sa &ar natverksservern full.

Avbildningssystem

Rekommenderad atgard

Avbildningsbegransningar

Kontakta llluminas tekniska support.

Z Steps-and-Settle

Kontakta llluminas tekniska support.

Bithastighetsfel

Kontakta llluminas tekniska support.

Auto-Center

Avlagsna BeadChip-adaptern. Kontrollera att BeadChip-enheten sitter i adaptern och
satt sedan tilloaka adaptem.
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| borjan av en kdrning ska behéllaren med forbrukad reagens alltid vara tom.

Om du borjar en kérning utan att tomma behallaren med forbrukad reagens initierar systemets sensorer en
paus i programkorningen nar behallaren ar full. Systemets sensorer kan inte gora en paus under kdrning vid
klustring, paired-end-atersyntes eller automatisk rengdring efter kérning.

Vid en paus i kdrningen 6ppnas en dialogruta dar du kan vélja att héja sugréren och tdmma den fulla
behallaren.

Témma behallaren med forbrukad reagens

1 Valj Raise Sippers (hoj sugroren).

Ta ut behallaren med forbrukad reagens och kassera innehallet pa lampligt satt.

Satt tillbaka den tomma behallaren i buffertfacket.

A W N

Valj Continue (fortsatt). Kérningen fortsatter automatiskt.

En rehybridiseringskérning kan krdvas om de varden som genererats under de férsta cyklerna uppvisar en
intensitet under 2 500. Vissa bibliotek med lag mangfald kan visa intensiteter under 1 000, vilket ar foérvantat,
och detta kan inte 16sas med rehybridisering.
_Ff OBS!
Kommandot End Run (avsluta kdrning) ar slutgittigt. Kérmingen kan inte aterupptas, forbrukningsmaterial
som anvants kan inte &teranvandas och sekvenseringsdata fran kdringen sparas inte.

Nar du avslutar en kérning utfoérs foljande steg i programmet innan korningen avslutas:
Flodescellen placeras i ett sakert tillstand.
Flodescellens RFID l&ses upp for senare korning.
Flodescellen tilldelas ett utgangsdatum for rehybridisering.
Koérningsloggarna for utférda cykler skrivs. En fordréjning &r normalt.
Den automatiska rengdringen efter en korning kringgas.
Nar du startar en rehybridiseringskorning utfors foljande steg i programmet:
En korningsmapp baserad pé ett unikt kdrningsnamn skapas.
En kontroll av att flodescellens rehybridiseringsdatum inte har passerats utfors.
Reagenser primas. En fordréjning ar normalt.
Klustringssteget hoppas 6ver.
Den foregéende lasning 1-primern tas bort.
En ny lasning 1-primer hybridiseras.
Lasning 1 och resten av kdrningen fortsatter utifran angivna kérningsparametrar.

Tidpunkter att avsluta en koérning for rehybridisering

Senare rehybridisering ar endast maéjligt om du avslutar kérningen vid fdliande tidpunkter:
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After cycle 5 (efter cykel 5) — Intensiteter visas efter mallregistrering, for vilkken de forsta fem cyklerna av
sekvensering kravs. Aven om det &r sékert att avsluta en kérning efter cykel 1 rekommenderas att
avsluta efter cykel 5. Avsluta inte en kérning under klustergenerering.

Read 1 orIndex 1 Read (lasning 1 eller Index 1-lasning) — Avsluta kérningen innan paired-end-
atersyntesen borjar. Flodescellen kan inte sparas for senare rehybridisering efter att paired-end-
atersyntesen har borjat.

Forbrukningsmaterial som kravs

En rehybridiseringskorning kraver en ny NextSeq 550Dx-reagenskassett och -buffertkassett, oavsett nar
korningen stoppades.

Avsluta aktuell kérning

1 ValEnd Run (avsluta kérning). Nar du uppmanas att bekrafta kommandot vélier du Yes (ja).
2 Nar du uppmanas att spara flodescellen véljer du Yes (ja). Observera utgangsdatumet for rehybridisering.
3 Tabort den sparade flodescellen och forvara i 2 °C till 8 °C tills du ar redo att stalla in
rehybridiseringskorningen.
f 1
= OBS!

Du kan férvara flodescellen i upp till sju dagar i 2 °C till 8 °C i plastvaskan utan desickantférpackningen.
Rehybridisera den sparade flodescellen inom tre dagar for basta resultat.

Utféra en manuell rengéring

1 Valj Perform Wash (utfor rengéring) pa skéarmen Home (start).

2 V&l Manual Post-Run Wash (manuell rengéring efter kérning) pa skarmen Wash Selection (val av
rengoring). Se Utféra en manuell rengéring pa sidan 37.

[ OBS!

N
Om du inte har aviagsnat reagenskassetten och buffertkassetten fran den avbrutna koérmingen kan du
anvanda dem vid den manuella rengdringen. Utfér i annat fall den manuella rengdringen med
reagenstvattkassetten och bufferttvattkassetten.

Stélla in en ny kérning pa fliken Prep (forberedelse) i BaseSpace

1 Om instrumentet ar konfigurerat for BaseSpace eller BaseSpace Onsite stéller du in en ny korning pa
fiken Prep (foérberedelse) med hjalp av samma parametrar som for den ursprungliga kérningen.

i TIPS
N
Klicka pa fiken Pools (pooler), valj lampligt pool-id for att behélla den foregaende kormingens instéliningar och
tildela sedan den nya kérningen ett unikt namn.

Stalla in en instrumentkérning
1 Forbered en ny reagenskassett.
2 Om den sparade flodescellen har varit i forvaring later du den uppna rumstemperatur (15-30 minuter).

3 Rengor och ladda den sparade flodescellen.
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4 Ta ut behéllaren med forbrukad reagens och kassera innehéllet pa tillborligt satt, och ladda sedan den
tomma behéllaren pé nytt.

5 Ladda den nya buffertkassetten och reagenskassetten.

6 Vél bland foliande alternativ pa skarmen Run Setup (kérningsinstalining):
BaseSpace or BaseSpace Onsite (BaseSpace eller BaseSpace Onsite) — Valj kdrningen och bekrafta
korningsparametrarna.
Standalone (fristdende) — Ange namnet pa koérningen och ange samma parametrar som for den
ursprungliga kérningen.

7 V&l Next (nésta) for att ga vidare till kontrollen fore korning och starta kérningen.

Programvaran kan inte lasa BeadChip-streckkoden

Nar dialogrutan med streckkodsfel visas kan du gora nagot av féljiande alternativ:
Tryck pa Rescan (skanna om). Programvaran forsoker da lasa streckkoden igen.
Vélj textfaltet och ange streckkodens siffror s& som bilden visar. Beroende pé vilket BeadChip som
anvands kan streckkoden ha upp till 12 siffror. Tryck pé& Save (spara). Streckkodens bild sparas da i
utdatamappen.

Tryck pa Cancel (avbryt). Avbildningsenhetens lucka dppnas dé for urtagning av BeadChip-
adaptern.
Fel vid BeadChip-skanning

Bilder registreras efter att de har skannats. Under registrering identifieras parlorna genom att platserna pa
den skannade bilden kopplas samman med den information som finns i parlkartan, eller DMAP-mappen.

Sektioner som inte kan registreras visas i rétt pa BeadChip-bilden.

Bild 28 BeadChip med sektioner som genererat fel

Streckkodsnummer

9934994010

Nar skanningen ar klar och skanningsdata skrivs till utdatamappen sé aktiveras knappen Rescan (skanna
om).

Nar du trycker p& Rescan (skanna om) utfor programvaran foliande steg:

Skannar om prover med sektioner som misslyckades, denna gang med storre dverlappning mellan
plattorna.

Genererar utdatafiler i den ursprungliga utdatamappen.
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Skriver 6ver tidigare utdatafiler fér de misslyckade sektionerna.

Okar skanningsraknaren med 1 fér varje omskanning, men gér detta i bakgrunden. Programvaran byter
inte namn péa utdatamappen.

Skanna om eller starta en ny skanning

1 Tryck pa Rescan (skanna om) for att skanna om prover med sektioner som misslyckades.
Om skanningen misslyckas igen ska du avsluta den.

3 Tabort ditt BeadChip och adaptern och kontrollera att det inte finns nagot damm eller skréap pa
BeadChip-enheten. Anvand tryckluft pa burk eller annan tryckluftsbaserad damningsmetod for att rensa
bort skrapet.

4 Satt tilbaka BeadChip-enheten och starta en ny skanning.
Nar en ny skanning startas utfér programvaran foljande steg:
Skannar hela BeadChip-enheten.
Genererar utdatafiler i en ny utdatamapp.
Okar skanningsraknaren med 1 baserat pa antalet skanningar vid den senaste omskanningen.

Byta ut manifest- och klusterfiler

1 Gatill llluminas supportsida (support.ilumina.com) for det BeadChip du anvander och klicka pa fliken
Downloads (nedladdningar).

2 Ladda ned de filer som ska bytas ut eller uppdateras, och kopiera filerna till onskad natverksplats.

f |
- oBS!

Se till att du vélier manifest- och klusterfiler som ar kompatibla med NextSeq 550Dx-systemet.
Kompatibla filer har NS550 i sitt filnamn.

3 Om sokvagen har andrats ska du uppdatera den pé skarmen BeadChip Scan Configuration (BeadChip-
skanningskonfiguration) pa foliande satt:

a Tryck pa Manage Instrument (hantera instrument) pa NCS-startskarmen.
b Tryck pé System Configuration (systemkonfiguration).
¢ ValjBeadChip Scan Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration).

4 ValBrowse (bladdra) for att ga till den plats dar de utbytta eller uppdaterade filerna finns.

Andra inte originalrecept. Gér alltid en kopia av originalrecept och ge det ett nytt namn. Om ett originalrecept
andras kanner programuppdateraren inte langre igen receptet vid senare uppdateringar, och nya versioner
installeras inte.
Egna recept ska sparas i tilamplig receptmapp. Receptmapparna ar organiserade pa foljande vis:
(=1 Custom (egna)
(] High (h6g) — Egna recept som anvands med ett hdogproduktivt Kit.
Mid (medel) — Egna recept som anvands med ett medelproduktivt kit.
= High (h6g) — Originalrecept som anvands med ett hdgproduktivt kit.
1 Mid (medel) — Originalrecept som anvands med ett medelproduktivt kit.
Wash (rengdring) — Innehaller receptet for manuell rengéring.
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NextSeq 550Dx-datorn har fyra harddiskar — tva for diagnostiskt lage och tvé for research-lage. Om en
harddisk borjar fa problem genererar systemet ett RAID-felmeddelande och foreslar att du kontaktar
lluminas tekniska support. Vanligen méaste harddisken bytas ut.

Du kan fortsatta med koérningskonfigurationen och normal drift. Meningen med meddelandet ar att kunna
boka in service i forvag sa att avbrott undviks under normal instrumentdrift. Tryck pa Close (stang) for att
fortsatta.

Systemet konfigureras vid installationen. Om en andring emellertid kravs eller om systemet maste
konfigureras om kan detta gbras med hjalp av konfigurationsalternativen. Endast Windows-
administratérskonton har behorighet att komma at konfigurationsalternativen.

Network Configuration (n&tverkskonfiguration) — Alternativ for IP-adress, DNS-adress
(domannamnserver), datornamn och domannamn.

Analysis Configuration (analyskonfiguration) — Alternativ for analysmetoder, inklusive BaseSpace,
BaseSpace Onsite, fristdende lage och koérningsévervakning i BaseSpace, installningar for BaseSpace-
standardinloggning och rapportering av instrumentets tillstand.

BeadChip Scan Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration) — Alternativ for att ange standard for
DMAP-mappens sokvag, utdatamappens sékvag, filformat fér sparade bilder och filtyp for utdata.

Stall in natverkskonfiguration

1 Valj System Configuration (systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).
2 Vvalj Network Configuration (natverkskonfiguration).

3 ValjObtain an IP address automatically (erhall en IP-adress automatiskt) for att erhalla en IP-adress med
DHCP-servern.

f OBS!
= !
Dynamic Host Configuration Protocol (DHCP) &r ett standardnétverksprotokoll som anvands pa
IP-plattformar f&r dynamisk distribuering av natverkskonfigurationsparametrar.

Alternativt valier du Use the following IP address (anvand foliande IP-adress) for att manuellt ansluta
instrumentet till en annan server pa foljiande satt. Kontakta natverksadministratoren for de adresser som
ar specifika for din anlaggning.

Ange IP-adressen. IP-adressen &r en serie med fyra tal som atskiljs av punkter, till exempel

168.62.20.37.

Ange natmasken, viket &r en underavdelning i IP-natverket.

Ange standardgateway, det vill sdga routern i natverket som ansluter till internet.

4 Valj Obtain a DNS server address automatically (erhall en DNS-serveradress automatiskt) for att ansluta
instrumentet till den domannamnsserver som ar kopplad till IP-adressen.

Alternativt valier du Use the following DNS server addresses (anvand féliande DNS-serveradresser) for att

ansluta instrumentet till domannamnservern manuellt enligt féliande.
Ange vald DNS-adress. DNS-adressen ar servernamnet som anvands for att dversatta domannamn
till IP-adresser.
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Ange alternativ. DNS-adress. Den alternativa adressen anvands om den valda DNS-adressen inte
kan Oversatta ett visst domannamn till en IP-adress.

5 Valj Save (spara) for att ga vidare till sk&rmen Computer (dator).

_rf OBS!
Instrumentdatornamnet tildelas instrumentdatorn nar den tillverkas. Alla andringar av datornamnet kan
paverka anslutningen och kraver en nétverksadministrator.

6 Anslut instrumentdatorn till en doman eller en arbetsgrupp pé féljiande séatt.
For instrument som &r anslutna till internet — Valj Member of Domain (medlem i doméan) och ange
sedan domannamnet som ar kopplat till anlaggningens internetanslutning. Doméanandringar kraver
ett administratérsanvandarnamn och -lésenord.
F&r instrument som inte &r anslutna till internet — Valj Member of Work Group (medlem i arbetsgrupp)
och ange sedan ett arbetsgruppnamn. Arbetsgruppnamnet ar unikt for din anlaggning.

7 Valj Save (spara).

Stalla in analyskonfiguration

1 Valj System Configuration (systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).
2 Valj Analysis Configuration (analyskonfiguration).

3 Valjbland féliande alternativ for att ange en plats dar data dverfors for senare analys.
Vélj BaseSpace for att skicka sekvenseringsdata till lllumina BaseSpace. [Valfritt] Markera kryssrutan
Output Folder (utdatamapp), valj Browse (bladdra) och navigera till en sekundar natverksplats for att
spara BCL-filer och BaseSpace.
Valj BaseSpace Onsite. Ange hela sokvagen for BaseSpace Onsite-servern i faltet Server Name
(servernamn). [Valfritt] Markera kryssrutan Output Folder (utdatamapp), valj Browse (bladdra) och
navigera till en sekundar natverksplats for att spara BCL-filer och BaseSpace Onsite-servern.
V&lj Standalone instrument (fristdende instrument) for att spara data till en natverksplats. Valj Browse
(bladdra) och navigera till dnskad natverksplats. Kontrollprogrammet genererar namnet for
utdatamappen automatiskt.
[Valfritt] Valj Use Run Monitoring (anvand kérningsévervakning) for att dvervaka kdrningen med
visualiseringsverktyg pé BaseSpace. En BaseSpace-inloggning och internetanslutning krévs.

4 Om du valde BaseSpace eller BaseSpace Onsite ska BaseSpace-parametrarna konfigureras pa foliande
satt.

Ange User Name (anvandarnamn) och Password (I6senord) foér BaseSpace for att registrera
instrumentet med BaseSpace.
Valj Use default login and bypass the BaseSpace login screen (anvand standardinloggning och
hoppa dver BaseSpace-inloggningsskarmen) fér att ange standardinloggningsuppgifterna som
registrerat anvandarnamn och lésenord. Denna installning gér att du hoppar 6ver BaseSpace-
skarmen under konfigurationen.

5 Valj Send instrument health information to lllumina (skicka information om instrumentets tillstand till
llumina) for att aktivera tjansten lllumina Proactive monitoring. Namnet pé instéliningen i
programgranssnittet kan skilja sig frdn namnet i denna handbok, beroende pé vilken version av NCS som
anvands.

Nar den hér installningen ar aktiverad skickas instrumentets prestandadata till lllumina. Informationen gér
det lattare for lllumina att felsbka och upptacka eventuella fel, viket mojliggor proaktivt underhall och
maximerar instrumentets drifttid. Mer information om férdelarna med denna tjanst finns i Teknisk
anmdrkning for lllumina Proactive (dokumentnummer 1000000052503).
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6

Tjansten:
skickar inte sekvenseringsdata
kraver att instrumentet ansluts till ett natverk med internetuppkoppling
kraver att instrumentet ansluts till BaseSpace
_Ff oBS!
Det har alternativet ar inte tillgangligt f6r BaseSpace Onsite

ar aktiverad som standard. Valj bort tjansten genom att inaktivera installningen Send instrument
health information to lllumina (skicka information om instrumentets tillstand till lllumina).

Valj Save (spara).

BeadChip-skanningskonfiguration

;
2
3

O ~N O O

Valj System Configuration (systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (hantera instrument).
Valj BeadChip Scan Configuration (BeadChip-skanningskonfiguration).

Ange en standardplats for DMAP-mapp genom att vélja Browse (bladdra) och ga till onskad mapp pa
anlaggningens natverk.

f 1
Y OBS!

Ladda ner och kopiera DMAP-innehaliet till denna plats fore varje skanning. DMAP-innehall kravs for
varje BeadChip och ar unikt for varje BeadChip-streckkod.

Ange en standardplats for utdata genom att valja Browse (bladdra) och ga till 5nskad plats pa
anlaggningens natverk.

Valj ett bildfilformat for sparade bilder. Standardbildtypen ar JPG.
Valj ett utdatafilformat fér skanningsdata. Standardfiltypen fér utdata &r endast GTC.
Valj Save (spara).

Pa skarmen Scan Map (skanningskarta) anger du den fullstdndiga sokvagen till manifestfilen och
klusterfilen for varje BeadChip-typ. Valj Browse (bladdra) for varje filtyp och navigera till den mapplats
som innehéller dessa filer.

[Valfritt] Valj Hide Obsolete BeadChips (ddlj foraldrade BeadChip-enheter) for att ta bort foraldrade
BeadChip-enheter fran vyn.

10 Valj Save (spara).
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Arbetsfldde for realtidsanalys

NextSeq 550Dx-instrumentet anvander implementeringen RTA2 av programvaran Real-Time Analysis (RTA).
RTA2 kors pé instrumentdatorn och extraherar intensiteter fran bilder, utfor basbestamning och ger
basbestamningen ett kvalitetsresultat. RTA2 och kontrollprogrammet kommunicerar via ett webbaserat
HTTP-granssnitt och gemensamma minnesfiler. Om RTA2 har avslutats atertas inte bearbetningen och
kdrningsdata sparas inte.

f |
- oBS!

Demultiplexresuttat beréknas inte. Fliken Index i Sequencing Analysis Viewer (SAV) innehaller darfor inga
varden.

RTA2-indata

RTAZ2 kraver foljande indata vid bearbetning:
Plattbilder fran det lokala systemets minne.
Runinfo.xml, som genereras automatiskt i borjan av kérningen och innehéller kdringens namn, antal
cykler, om en lasning ar indexerad och antalet plattbilder péa flodescellen.
RTA.exe.config, som ar en programvarukonfigurationsfil i XML-format.

RTA2 far kommandon fran kontrollprogrammet om var Runinfo.xml finns och om en alternativ utdatamapp
har angetts.

RTA v2-utdatafiler

Bilder for varje kanal éverfors till minnet som plattbilder. Plattor ar sma avbildningsomraden pa flodescellen
som kameran definierar som synfélt. Baserat pa dessa bilder skapar programvaran utdata i form av en
uppsattning kvalitetsbeddémda basbestamningsfiler och filterfiler. Alla andra utdatafiler ar hjalpfiler.

Filtyp Beskrivning

Basbestamningsfiler Varje plattbild som analyseras inkluderas i en aggregerad basbestamningsfil (*.bcl.bgzf) for
varje spar och cykel. Den aggregerade basbestamningsfilen innehaller basbestamningen
och tillhérande kvalitetsresultat for varje kluster i det sparet.

Filterfiler Varje plattbild ger filterinformation som aggregeras i en filterfil (* filter) for varje spar.
Filterfilen anger om ett kluster passerar filtren.

Klusterplatsfiler Klusterplatsfiler (*.locs) innehaller X- och Y-koordinater for varje kluster i en plattbild. En
klusterplatsfil skapas for varje spar vid mallgenerering.

Basbestamningsindexfiler  En basbestamningsindexfil (*.bci) tas fram for varje spéar for att bevara den ursprungliga
plattbildsinformationen. Indexfilen innehaller ett vardepar for varje plattbild med plattbildens
nummer och antal kluster for plattbilden.

Utdatafiler anvands for nedstromsanalys i BaseSpace. Du kan ocksé anvanda bcl2fastg-
konverteringsprogram for FASTQ-konvertering och analyslosningar fran tredje part. NextSeq 550Dx-filer
kraver bcl2fastq v2.0 eller senare. Du hittar den senaste versionen av bcl2fastq pa sidan for hamtning av
NextSeq 550Dx pa llluminas webbplats.
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RTA v2 ger kdrningskvalitetsvarden i realtid lagrade som InterOp-filer. InterOp-filer ar bindra utdata som
innehaller varden for plattbild, cykel och lasningsniva, och dessa krévs for att visa varden i realtid med hjalp
av Sequencing Analysis Viewer (SAV). Du hittar den senaste versionen av SAV pa sidan for hamtning av SAV
pa llluminas webbplats.

Felhantering
RTA2 skapar loggdfiler och skriver dem till mappen RTALogs. Fel registreras i en felfil i formatet *.tsv.
Fdljande logg- och felfiler dverfors till den slutgiltiga utdatadestinationen nar bearbetningen har slutforts:
*GlobalLog*.tsv sammanfattar viktiga kdrningshandelser.
*Error*.tsv listar fel som intréffat under en kdrning.

*WarningLog®.tsv listar varningar som intraffat under en koérning.

Mallgenerering Kartlagger klusterplatser.

Registrering och extrahering Registrerar platsen for varje kluster i flddescellen och faststaller ett intensitetsvarde for varje

av intensitet kluster.
FasningsI:orrigering Korrigerar effekten av fasning och férfasning.
Basbes;émning Faststéller en basbestdmning for varje kluster.
Kvalitetsb;démning Tilldelar ett kvalitetsresultat till varje basbestamning.

Mallgenerering

Det forsta steget i RTA-arbetsflodet &r mallgenerering, som definierar positionen for varje kluster i en ruta
med X- och Y-koordinater.

Mallgenerering kraver bilddata fran de forsta fem cyklerna i kérningen. Mallen genereras nér den sista
mallcykeln for en ruta avbildats.

f !
" OBS!

Det maste finnas minst en bas utdver G i de forsta fem cyklerna for att ett kluster ska identifieras under
mallgenerering. RTA v2 kraver minst en bas utéver G i de forsta tva cyklerna for alla indexsekvenser.

Mallen anvands som referens for efterféljande steg for registrering och extrahering av intensitet.
Klusterpositioner for hela flodescellen skrivs till klusterplatsfiler (*.locs), en fil for varje spar.

Registrering och extrahering av intensitet

Registrering och extrahering av intensitet boérjar efter mallgenerering.
Under registreringen passas de bilder som tas under varje efterféliande avbildningscykel in efter mallen.

Under extrahering av intensitet faststalls ett intensitetsvarde for varje kluster i mallen fér den aktuella
bilden.

Om registreringen misslyckas for nagra bilder i en cykel s& genereras inga basbestamningar for den plattan i
den cykeln. Anvand programvaran Sequencing Analysis Viewer (SAV) for att undersdka miniatyrbilderna och
identifiera vilka bilder som inte klarade registreringen.
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Fasningskorrigering

Under sekvenseringsreaktionen forlangs varje DNA-strang i ett kluster med 1 bas per cykel. Fasning och
forfasning intraffar nar en strang hamnar ur fas med den aktuella inkorporeringscykeln.

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

Bild 29 Fasning och forfasning

A

A Avidsning med en bas som &r ett exempel pa fasning.
B Avidsning med en bas som éar ett exempel pé forfasning.

RTA2 korrigerar effekterna av fasning och forfasning sé att datakvaliteten maximeras for varje cykel i
kdrningen.

Basbestamning

Basbestamning bestammer en bas (A, C, G eller T) for alla kluster pa en specifik platta i en specifik cykel.
I NextSeq 550Dx-instrumentet anvands tvakanalssekvensering, som endast kraver tva bilder for att koda
data for fyra DNA-baser, en fran den réda kanalen och en fran den gréna kanalen.

Intensiteter som extraherats fréan en bild jamférs med en annan bild, vilkket ger fyra olika populationer som
motsvarar var sin nukleotid. Med hjalp av basbestamning avgoérs vilkken population som tillhor vilket kluster.

Bild 30 Visualisering av klusterintensiteter

A
[§

“hids

020

040
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Tabell 1 Basbestamningar i tvakanalssekvensering

Bas Rod kanal Gron kanal Resultat
A 1 (pd) 1 (pd) Kluster som visar intensitet i bade den réda och den grona kanalen.
C 1 (pa) 0 (av) Kluster som visar intensitet enbart i den réda kanalen.
G 0 (av) 0 (av) Kluster som inte visar intensitet pa ndgon av de kanda klusterplatserna.
T 0 (av) 1 (pa) Kluster som visar intensitet enbart i den gréna kanalen.

Passerfilter for kluster

Under kérningen filtrerar RTA2 alla rAdata och tar bort lasningar som inte haller kvalitetsméttet. Overlappande

Kkluster eller kluster av lag kvalitet tas bort.

For tvakanalsanalys anvander RTAZ2 ett populationsbaserat system for att avgdra en basbestamnings renhet.

Kluster passerar filtret (PF) nar hogst en basbestamning i de forsta 25 cyklerna har en renhet pa < 0,68.
Kluster som inte passerar filtret basbestams inte.

Att tdnka pa vid indexering
Processen for basbestdmning vid indexlasning skilier sig fran basbestamning vid andra lasningar.

Indexldasningar maste borja med minst en annan bas an G i ndgon av de forsta tva cyklerna. Om en
indexlasning borjar med tva basbestamningar av G genereras inte nagon signalintensitet. Signalen méaste
finnas i ndgon av de forsta tva cyklerna for att demultiplexningen ska fungera.

For att 6ka demultiplexningens stabilitet bor du vélja indexsekvenser som ger signal i minst en kanal, helst
bada kanalerna, for varje cykel. Genom att félja den har riktlinjen undviker du indexkombinationer som
resulterar i enbart G-baser i en cykel.

Rod kanal — A eller C
Gron kanal— Aeller T
Denna process for basbestamning ser till att resultatet blir rattvisande vid analys av lagplex-prover.

Kvalitetsbedémning

Ett kvalitetsresultat, eller ett Q-resultat, mater sannolikheten fér en felaktig basbestamning. Ett hdgt Q-
resultat indikerar att en basbestamning ar av bra kvalitet och sannolikt ar korrekt.

Q-resultatet ar ett praktiskt satt att mata sannolikheten for sma fel. Q-resultat skrivs som Q(X), dar X ar
poangen. Foliande tabell visar relationen mellan kvalitetsresultatet och sannolikheten for fel.

Q-resultat Q(X) Felsannolikhet
Q40 0,0001 (1 pa& 10 000)
Q30 0,001 (1 pa 1 000)
Q20 0,01 (1 pa 100)
Q10 0,1 (1 pa 10)
Tr OBS!

Kvalitetsresultat baseras pa en anpassad version av Phred-algoritmen.

Metoden beraknar en uppsattning variabler for varje basbestamning 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
uppséttning av kemikalier.
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Nar Q-resultatet ar bestamt sparas resultaten i basbestamningsfiler (*.bcl.bgzf).
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Filtyp Filbeskrivning, -plats och namn
Basbestamningsfiler Varje plattbild som analyseras inkluderas i en basbestamningsfil, som aggregeras i en fil for

varje spar och cykel. Den aggregerade filen innehéaller basbestamningen och ett kodat
kvalitetsresultat for varje kluster i det sparet.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] - Filer lagras i en mapp for varje spar.
[Cykel].bcl.bgzf, dar [Cykel] betecknar cykelnumret med fyra siffror. Basbestamningsfiler
komprimeras till gzip-format.

Basbestamningsindexfil  For varje spar finns en binar indexfil dar den ursprungliga plattbildsinformationen anges i form
av ett vardepar for varje plattbild, innehallande plattbildens nummer och antal kluster for
plattbilden.

Basbestamningsindexfiler skapas forsta gangen en basbestamningsfil skapas for det sparet.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] - Filer lagras i en mapp for varje spar.
s_[spar].bci

Klusterplatsfiler For varje plattbild aggregeras XY-koordinaterna for varje kluster i en klusterplatsfil for
respektive spar. Klusterplatsfiler &r resultatet av mallgenerering.
Data\Intensities\LOO[X] — Filer lagras i en mapp for varje spar.
s_[spéar].locs

Filterfiler Filterfilen anger om ett kluster har passerat filtren. Filterinformationen aggregeras i en filterfil
for varje spar och lasning.
Filterfiler genereras under cykel 26 med data fran de féregaende 25 cyklerna.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Filer lagras i en mapp for varje spar.
s_[spar] filter

InterOp-filer Binara rapporteringsfiler anvands i Sequencing Analysis Viewer (SAV). InterOp-filerna
uppdateras kontinuerligt under kérningen.
InterOp-mapp

RTA-konfigurationsfil RTA-konfigurationsfilen innehaller installningar f6r kdrningen och skapas i bérjan av kdmingen.
[Rotmapp], RTAConfiguration.xml

Koérningsinformationsfil Innehaller en lista 6ver kdringens namn, antal cykler i varje lasning, om lasningen ar
indexerad samt antalet svep och plattbilder pa flédescellen. Kérningsinformationsfilen skapas
i borjan av kérningen.
[Rotmapp], Runinfo.xml

Flédescellens plattor

Plattor ar sma avbildningsomraden pé flodescellen som kameran definierar som synfalt. Det totala antalet
plattor beror pa antalet spar, strdk och ytor som avbildas pa flodescellen, och hur kamerorna samverkar for
att ta bilderna. Hogproduktiva flodesceller har totalt 864 plattor.

Tabell 2 Flédescellens plattor
Flédescellskomponent Hégproduktiv. Beskrivning
Spar 4 Ett spar &r en fysisk kanal med sarskilda ingdngs- och utgangsportar.

Ytor 2 Flodescellen avbildas pa tva ytor: éver och under. Forst avbildas den évre
ytan péa en platta, och sedan den undre ytan pa samma platta. Darefter
paborjas nasta platta.
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Flédescellskomponent Hégproduktiv.  Beskrivning

Strak per spar 3 Ett strak ar en kolumn med plattor i ett spar.
Kamerasegment 3 Instrumentet anvander sex kameror for att avbilda flédescellen i tre
segment for varje spar.
Plattor per strak per 12 En platta &r det omrade pa flddescellen som kameran ser som 1 bild.
kamerasegment
Totalt antal plattor som 864 Det totala antalet plattor ar lika med spar x ytor x strdk x kamerasegment x
avbildas plattor per strak per segment.
o .
Sparnumrering

Spar 1 och 3, som kallas sparpar A, avbildas samtidigt. Spar 2 och 4, som kallas sparpar B, avbildas nar
avbildningen av sparpar A ar klar.

Bild 31 Sparnumrering

A Sparpar A-spar1och3
B Spérpar B - spér2och 4

Straknumrering

Varje strék avbildas i tre svep. Straken ar numrerade 1-3 for hogproduktiva flddesceller.

Bild 32 Stréknumrering

|
D=
2
5
3 N O
N B
N O I B
Kameranumrering

NextSeq 550Dx-instrumentet anvander sex kameror for att avbilda flddescellen.

Kamerorna ar numrerade 1-6. Kamera 1-3: bildspar 1. Kamera 4-6: bildspar 3. Nar spar 1 och 3 har
avbildats flyttar avbildningsmodulen langs x-axeln till bildspéar 2 och 4.
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Bild 33 Kamera- och segmentnumrering (hogproduktiv flodescell visas pa bilden)

Plattnumrering

Det finns tolv plattor i varje strék av varje kamerasegment. Plattorna &r numrerade 01-12, oberoende av

straknummer eller kamerasegment, and anges med tva siffror.

Bild 34 Plattnumrering
12 08 04 01

(= =

i el

Det fullstandiga plattnumret bestar av fem siffror som representerar dess plats pé féljiande séatt:

Yta — 1 representerar den dvre ytan; 2 representerar den undre ytan
Strak — 1, 2 eller 3
Kamera -1, 2, 3, 4, 5 eller 6
Platta — 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 eller 12
Exempel: Plattnummer 12508 anger den évre ytan, strak 2, kamera 5 och platta 8.

Hela det femsiffriga plattnumret anvands i filnamnet i miniatyrbilder och filer fér empirisk fasning.

Mer information finns i Utdatafiler fér sekvensering pa sidan 61.

Kontrollprogrammet genererar namnet for utdatamappen automatiskt.
[T Data
Intensities (intensiteter)
BaseCalls (basbestamningar)
(L0071 - Basbestamningsfiler for spar 1, aggregerade i 1 fil per cykel.
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[[71L002 - Basbestamningsfiler for spar 2, aggregerade i 1 fil per cykel.
LO03 - Basbestamningsfiler for spar 3, aggregerade i 1 fil per cykel.
[[71L004 — Basbestamningsfiler for spar 4, aggregerade i 1 fil per cykel.
[51L001 - En aggregerad *.locs-fil for spar 1.
LO02 - En aggregerad *.locs-fil for spar 2.
LO03 - En aggregerad *.locs-fil for spar 3.
L0O04 - En aggregerad *.locs-fil for spar 4.
[~11mages (bilder)
(71 Focus (fokus)
LOO1 - Fokusbilder fér spar 1.
[F71L.002 — Fokusbilder for spar 2.
[F71L003 — Fokusbilder for spar 3.
L0O04 — Fokusbilder fér spar 4.
InterOp — Binéra filer som anvands av Sequencing Analysis Viewer (SAV).
Logs (loggar) — Logdfiler som beskriver operativa steg.
(] Recipe (recept) - Kérningsspecifik receptfil med namn fran reagenskassettens id.
(] RTALogs — Logdfiler som beskriver analyssteg.
=l RTAConfiguration. txt
=l Runinfo.xml

El RunNotes.xml

[E] RunParameters.xml

Filtyp Filbeskrivning, -plats och namn

GTC-filer Genotype call-fil. En GTC-fil genereras for varje prov som skannas med BeadChip-
enheten. Filnamnet inkluderar streckkoden och provet som skannats.
[streckkod]_[prov].gtc

Bildfiler Bildfiler far sitt namn efter det omrade som skannats p& BeadChip-enheten. Namnet
inkluderar streckkod, prov och sektion pa BeadChip-enheten, strak och bildkanal (réd
eller gron).

[streckkod]_[prov]_[sektion]_[strak]_[kamera]_[platta]_[kanal].jpg

e Streckkod - Filnamnet borjar med BeadChip-streckkoden.

® Prov — Ett omrade pa BeadChip-enheten som ar numrerat som en rad (ROX), uppifran
och ned, och en kolumn (COX), fran vanster till hoger.

e Sektion — En numrerad rad inom ett prov.

¢ Strak — BeadChip avbildas som en samling dverlappande plattor. Darfér anvands bara
ett strak for att avbilda sektionen.

e Kamera — Den kamera som tagit bilden.

e Platta — Ett avbildningsomrade som kameran definierar som synfalt.

e Kanal — En kanal ar antingen rod eller gron.
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[Datum]_[Instrumentets namn]_[Skanningsnr]_[Streckkod]
[Streckkod]
Config (konfig.)
B Effective.cfg — Registrerar konfigurationsinstaliningar som anvands under skanning.

Focus (fokus) — Innehéller bildfiler som anvands for att fokusera skanningen.

() Logs (loggar) — Innehéller loggfiler som beskriver alla atgarder som utférs under skanning.

= PreScanDiagnosticFiles (diagnosfiler fére skanning)
[Datum_Tid] Barcode Scan (streckkodsskanning)

=] ProcessedBarcode.jpg — Bild av BeadChip-streckkoden.

=l Scanning Diagnostics (skanningsdiagnostik) (logdfiler)

=l PreScanChecks.csv - Registrerar resultatet av den automatiska kontrollen.
El gTC-filer - Genotype call-filer (1 fil per prov).
El IDAT-filer - [Valfritt] Intensitetsdatafiler (2 filer per prov; 1 per kanal).
El Bildfiler - Skanningsbilder for varje prov, sektion, strék, kamera, platta och kanal.
=l [Streckkod]_sample_metrics.csv
=l [Streckkod]_section_metrics.csv

=l sScanParameters.xml
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Teknisk hjalp

Kontakta llluminas tekniska support for all form av teknisk hjalp.

Webbplats: www.illumina.com
E-post: techsupport@illumina.com

Telefonnummer till llluminas kundtjanst

Region

Avgiftsfritt

Lokalt

Nordamerika

+1 800-8094566

Australien +1 800-775688

Belgien +32 80077160 +32 34002973
Danmark +45 80820183 +45 89871156
Finland +358 800918363 +358 974790110
Frankrike +33 805102193 +33 170770446
Hongkong 800960230

Irland +353 1800936608 +353 016950506
Italien +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800-1115011

Kina 400-0665835

Nederlanderna

+31 8000222493

+31 207132960

Norge +47 800 16836 +47 21939693
Nya Zeeland 0800-451650

Osterrike +43 800006249 +43 19286540
Schweiz +41 565800000 +41 800200442
Singapore +1 800-5792745

Spanien +34 911899417 +34 800300143

Storbritannien

+44 8000126019

+44 2073057197

Sverige +46 850619671 +46 200883979
Taiwan 00806651752
Tyskland +49 8001014940 +49 8938035677

Ovriga lander

+44 1799-534000

Sakerhetsdatablad (SDS) — Finns pa llluminas webbsida pa support.illumina.com/sds.html.

Produktdokumentation — Kan hamtas i PDF-format pa llluminas webbsida. Ga till support.ilumina.com, valj
en produkt och klicka sedan pa Dokumentation och litteratur.
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