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Questo documento e il suo contenuto sono di proprieta di lllumina, Inc. e delle aziende ad essa affiliate ("lllumina”) e
sono destinati esclusivamente ad uso contrattuale da parte dei clienti di lllumina, per quanto concerne I'utilizzo dei
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parte di lllumina. Mediante questo documento, lllumina non trasferisce a terzi alcuna licenza ai sensi dei suoi brevetti,
marchi, copyright, o diritti riconosciuti dal diritto consuetudinario, né diritti similari di alcun genere.

Al fine di assicurare un uso sicuro e corretto dei prodotti qui descritti, le istruzioni riportate in questo documento devono
essere scrupolosamente ed esplicitamente seguite da personale qualificato e adeguatamente formato. Leggere e
comprendere a fondo tutto il contenuto di questo documento prima di usare tali prodotti.

LA LETTURA INCOMPLETA DEL CONTENUTO DEL PRESENTE DOCUMENTO E IL MANCATO RISPETTO DI TUTTE LE
ISTRUZIONI IVI CONTENUTE POSSONO CAUSARE DANNI AL/I PRODOTTO/I, LESIONI PERSONALI A UTENTI E TERZI E
DANNI MATERIALI E RENDERANNO NULLA QUALSIASI GARANZIA APPLICABILE AL/I PRODOTTO/I.

ILLUMINA NON S| ASSUME ALCUNA RESPONSABILITA DERIVANTE DALL'USO IMPROPRIO DEL/DEI PRODOTTO/I QUI
DESCRITTI (INCLUSI SOFTWARE O PARTI DI ESSO).

© 2019 lllumina, Inc. Tutti i diritti riservati.

Tutti i marchi di fabbrica sono di proprieta di lllumina, Inc. o dei rispettivi proprietari. Per informazioni specifiche sui
marchi di fabbrica, visitare la pagina Web www.illumina.com/company/legal.html.
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Guida del sistema di sequenziamento NovaSeq 6000

Descrizione della modifica

Aggiornata la tabella Plex raccomandato per il raggruppamento in pool
delle librerie per il flusso di lavoro Xp.

Aggiunte le informazioni per la cella a flusso SP.
Aggiornate le tabelle per il plex raccomandato per il raggruppamento in
pool delle librerie per i flussi di lavoro standard e Xp.

Corretto il link alla pagina di supporto di NovaSeq 6000.
Corretta I'avvertenza mancante.

Aggiunte informazioni sul kit NovaSeq 6000 S4 (200 cicli).

Aggiunte informazioni sull'account utente.

Aggiunte le concentrazioni di carico di una singola cella.

Aggiornate le istruzioni per I'avvio scaglionato delle corse.

Aggiornate le istruzioni di accesso di BaseSpace.

Aggiornate le istruzioni di controllo pre-corsa.

Aggiunte note sulla necessita di confermare lo spegnimento o il riavvio.
Aggiunta nota sul lavaggio post-corsa incompleto.

Chiarite le informazioni sul lavaggio di manutenzione.

Chiarite le informazioni sull'aggiornamento del software.

Chiarito I'utilizzo della provetta delle librerie per miscelare i reagenti
nella fase di incremento prima del sequenziamento.

Aggiunta una tabella sulla descrizione dei simboli per i simboli che
appaiono sui materiali di consumo e sulle confezioni dei materiali di
consumo.

Aggiunte informazioni sul servizio di monitoraggio proattivo lllumina
nella sezione Modalita d'impostazione della corsa.

Aggiunte informazioni su NovaSeq LIMS API.

Aggiornate le descrizioni software a NovaSeq Control Software v1.4.0.
Aggiunto il numero tipico di letture che attraversano il filtro per le cella a
flusso S2.

Aggiornate le concentrazioni di caricamento raccomandate per il flusso
di lavoro NovaSeq Xp.

Aggiornate le istruzioni per I'apertura della confezione della cella a
flusso.

Chiarita la procedura per il caricamento delle librerie sulla cella a
flusso.

Aggiunta una nota sulla disponibilita dello strumento per I'avvio di un
lavaggio di manutenzione.

Aggiunte le informazioni sul Timer per il conto alla rovescia della
funzione di avvio scaglionato.

Aggiornate le istruzioni su come aggiungere o rimuovere i criteri SRP.
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Documento

Documento n.
1000000019358 v06

Documento n.
1000000019358 v05

Data

Febbraio
2018

Dicembre
2017

Descrizione della modifica

Aggiunta una nota alla sezione Cella a flusso per indicare che &
richiesta la versione software 1.3.1 quando si utilizza una cella a flusso
S1.

Aggiornate le descrizioni e il volume standard nella tabella Metodi di
caricamento delle librerie.

Aggiunta un'avvertenza in Componenti del kit di reagenti.

Aggiunte le provette da 0,5 e 1,5 ml e le punte per pipette per pipette
da 20, 200, 1000 ul alla tabella Materiali di consumo. Aggiunto il
cilindro graduato alla tabella Apparecchi.

Aggiunta la sezione Preparazione della cella a flusso nei Capitoli 4 e 5
e spostate in queste sezioni le fasi dal Capitolo 6.

Aggiunto il volume totale per la cella a flusso S1 al Capitolo 4.
Aggiunta la tabella Plex raccomandato per il raggruppamento in pool
delle librerie in Creazione di un aggruppamento in pool di librerie
normalizzate nel Capitolo 4.

Aggiornate le fasi Scongelamento delle cartucce SBS e con cluster nei
Capitoli 4 e 5.

Chiarite le istruzioni per lo scongelamento in Preparazione della cella a
flusso.

Aggiornate le informazioni per o scongelamento in Concentrazioni di
caricamento raccomandate per NovaSeq Xp.

Aggiornata la tabella Plex raccomandato per il raggruppamento in pool
delle librerie in Creazione di un aggruppamento in pool di librerie
normalizzate nel Capitolo 5.

Aggiunta una frase che specifica che la cella a flusso deve essere
utilizzata entro 12 ore dalla rimozione dalla confezione in Riepilogo del
flusso di lavoro NovaSeq Xp e Preparazione della cella a flusso.

Chiarito il ruolo della provetta delle librerie vuota per Xp nel diagramma
Flusso di lavoro di sequenziamento.

Nelle sezioni Denaturazione delle librerie e Campione di controllo PhiX
facoltativo, aggiornati i volumi di Tris-HCI nella tabella per la fase 5.
Nella sezione Preparazione della miscela master EXAmp per il flusso di
lavoro NovaSeq Xp, aggiunta una nota dopo la fase 4 nella quale si
richiede I'utilizzo di un vortex per ottenere i migliori risultati.

Nella sezione Caricamento delle librerie sulla cella a flusso per il flusso
di lavoro NovaSeq Xp, aggiunto un promemoria dopo la fase 3 per
caricare lentamente i campioni.
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Documento Data
Materiale n. 20023471 Ottobre
Documento n. 2017

1000000019358 vO4

Materiale n. 20020483 Settembre
Documento n. 2017
1000000019358 v03

Descrizione della modifica

Aggiunto il caricamento di singole corsie nell'elenco delle
caratteristiche dello strumento.

Materiali di consumo: aggiunti i kit NovaSeq Xp 2-Lane Kit e NovaSeq
Xp 4-Lane kit. Aggiunte le confezioni dei collettori NovaSeq Xp 2-Lane
Manifold Pack e NovaSeq 4-Lane Manifold Pack.

Apparecchiature: aggiunto il supporto NovaSeq Xp Flow Cell Dock e
pipetta P200 per il flusso di lavoro NovaSeq Xp.

Aggiunto al Capitolo Preparazione dei materiali di consumo per il flusso
di lavoro NovaSeq Xp.

Spostata la sezione Flaconi di reagenti usati vuoti dal Capitolo
Sequenziamento all'inizio dei Capitoli del Flusso di lavoro NovaSeq
Standard e Flusso di lavoro NovaSeq Xp.

Aggiornata la tabella Concentrazioni delle librerie raggruppate in pool e
la tabella Concentrazioni di caricamento raccomandate.

Aggiornamento delle descrizioni del software NovaSeq Control
Software v1.2, che include il supporto per le celle a flusso S1 e S4.
Aggiunta dei requisiti dello spazio su disco per una corsa con doppia
cella a flusso per le celle a flusso S1 e S4.

Definizione dei requisiti di assegnazione dei nomi per determinati file
*.json.

Riorganizzazione delle informazioni della descrizione del kit in un
capitolo Kit e accessori. In questo capitolo sono descritte le
configurazioni, i componenti e le informazioni di compatibilita per i kit di
caricamento dei reagenti e delle librerie.

Aggiunto NovaSeq 6000 Reagent Kit ai materiali di consumo forniti
dall'utente.

Aggiornate le istruzioni di raggruppamento in pool e denaturazione
delle librerie per includere le informazioni relative alle celle a flusso S1
e S4.

Aggiornate le istruzioni di scongelamento delle cartucce di reagenti per
richiedere un bagno d'acqua di due ore per S1 e S2, nonché un bagno
d'acqua di quattro ore per S4.

Aggiornate le descrizioni della provetta delle librerie, delle cartucce di
reagenti e delle celle a flusso per includere i componenti di S4.
Aggiunta una sezione sugli aggiornamenti automatici del software nel
capitolo Manutenzione.

Sostituito il riferimento bibliografico Reducing Whole-Genome Data
Storage Footprint (Pub. n. 970-2012-013) (Riduzione dello spazio per
I'archiviazione dei dati del genoma intero) con NovaSeq Series and
HiSeq X Ten Data Quality Comparison (Pubb. n. 770-2017-010)
(Confronto della qualita dei dati tra la serie NovaSeq e HiSeqg X Ten).
Aggiunta una nota alla fase 3 nella sezione Immissione dei parametri
della corsa nel Capitolo 6.

Aggiornata la sezione Tile della cella a flusso per includere le
informazioni relative alle tile per S1 e S4.
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Documento Data
Materiale n. 20018871 Aprile
Documento n. 2017

1000000019358 v02

Materiale n. 20018406 Marzo
Documento n. 2017
1000000019358 vO1

Materiale n. 20015871 Febbraio
Documento n. 2017
1000000019358 vOO

Descrizione della modifica

Aggiunte le informazioni seguenti:

e Materiali di consumo forniti da lllumina richiesti per una corsa.

e Condizioni di conservazione dei componenti del kit di reagenti.

e Raccomandazioni per la concentrazione di caricamento delle librerie.

e Diluizione diNaOH per due celle a flusso.

e Fase per portare la cella a flusso a temperatura ambiente prima del
caricamento.

e Fase di sostituzione dei guanti dopo lo svuotamento dei flaconi di
reagenti usati.

e Configurazione degli output del sistema LIMS per i sistemi LIMS di
terze parti.

e Convenzione per i nomi dei fogli campioni.

e |cone della schermata Process Management (Gestione processo) e
risoluzione dei problemi.

e Appendice contenente le funzioni di sicurezza Windows e le istruzioni
sulla configurazione.

e Informazioni di contatto per I'Assistenza Tecnica.

Aumentato il tempo di scongelamento della cartuccia di reagente a

quattro ore.

Aggiornate le istruzioni per I'aggiunta del campione di controllo PhiX

per modificare il volume di aggiunta di 1% di campione di controllo PhiX

a 0,9 pl e utilizzare 10 mM di Tris-HCI, pH 8,5 per diluire 10 nM di

campione di controllo PhiX.

Aggiornate le istruzioni per la pulizia della cella a flusso e del piano

portacelle solo quando sono visibili particelle.

Aggiornata la frequenza del lavaggio di manutenzione ogni 14 giorni.

Riorganizzate e consolidate le istruzioni sulla preparazione dei materiali

di consumo per migliorare la continuita.

Ridenominati gli sportelli in sportelli dello scomparto dei liquidi.

Corretto il nome della colonna sulla schermata Process Management
(Gestione processo) in Sequencing (Sequenziamento).

Versione iniziale.
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INtrOAUZIONE il 1
RISOrse aggiUNtIVe il 2

Descrizione generale del sequenziamento ... ... 2
Flusso di lavoro di SeqQUENZIAMENtO ... .. 3
Componenti dello StrumMEN O ... 5

Il sistema di sequenziamento NovaSeq™ 6000 llumina® offre processivita scalabile e tecnologia di
sequenziamento flessibile in una piattaforma su scala di produzione con I'efficienza e I'efficacia in termini di
costi di un sistema da banco.

Caratteristiche

Sequenziamento scalabile: NovaSeq 6000 ¢ in grado di scalare il sequenziamento fino a livello di
produzione con qualita dei dati elevata per un'ampia gamma di applicazioni.

Output regolabili: NovaSeq 6000 & un sistema a doppia cella a flusso con un'ampia gamma di output.
Consente di sequenziare una cella a flusso o due celle a flusso simultaneamente con diverse lunghezze di
lettura. Consente inoltre di utilizzare insieme e abbinare tre tipi di celle a flusso e diverse lunghezze di
lettura.

Cella a flusso preconfigurata (patterned): una cella a flusso preconfigurata (patterned) genera cluster
poco spaziati tra di loro. La spaziatura ridotta tra i nanopozzetti aumenta la densita dei cluster e gli output
dei dati.

Miscelazione di ExAmp sullo strumento: NovaSeq 6000 miscela i reagenti ExAmp con la libreria, amplifica
la libreria ed esegue la generazione di cluster per un flusso di lavoro ottimizzato per il sequenziamento.

Caricamento di singole corsie: il supporto della cella a flusso NovaSeq Xp consente di precaricare le
librerie in singole corsie della cella a flusso e diridurre il volume di caricamento della libreria.

Scansione lineare a elevata produttivita: NovaSeq 6000 utilizza una videocamera dotata della tecnologia
di scansione bidirezionale per sottoporre velocemente a imaging la cella a flusso in due canali colore
simultaneamente.

Real-Time Analysis (RTA): NovaSeq 6000 utilizza un'implementazione di RTA chiamata RTAS.

Questo software integrato analizza le immagini € identifica le basi.

Integrazione con BaseSpace™ Sequence Hub: il flusso dilavoro di sequenziamento € integrato con
BaseSpace Sequence Hub, I'ambiente di calcolo genomico lllumina per I'analisi dei dati, I'archiviazione e
la collaborazione. Man mano che la corsa procede, i file di output vengono trasferiti a questo ambiente di
calcolo in tempo reale.

In grado di accogliere BaseSpace Clarity LIMS: migliora I'efficienza operativa grazie al monitoraggio end-
to-end di campioni e reagenti, a flussi di lavoro automatizzati e a operazioni integrate allo strumento.
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Le pagine di supporto del sistema di sequenziamento NovaSeq 6000 sul sito Web lllumina forniscono risorse
addizionali su software, formazione, prodotti compatibili e la seguente documentazione. Controllare sempre
le pagine di supporto per verificare le ultime versioni disponibili.

Risorsa Descrizione
Custom Protocol Una procedura guidata per creare documentazione end-to-end personalizzata per il metodo di
Selector preparazione delle librerie, i parametri della corsa e il metodo di analisi utilizzati per la corsa di

sequenziamento.

Guida alla Fornisce le specifiche relative ai locali del laboratorio, i requisiti elettrici, ambientali e di rete.
preparazione della

sede di installazione

della serie NovaSeq

(documento n.

7000000079360)
Guida alla sicurezza Fornisce informazioni relative agli aspetti di sicurezza del funzionamento, alle dichiarazioni di
e alla conformita conformita e alle etichette dello strumento.

della serie NovaSeq
(documento n.
1000000019357)

Guida alla conformita ~ Fornisce informazioni sul lettore RFID contenuto nello strumento, incluse le certificazioni di
del modulo del lettore  conformita e le considerazioni relative alla sicurezza.
RFID (documento n.

71000000002699)

NovaSeq Series Fornisce informazioni sulla sostituzione dei primer di sequenziamento lllumina con primer di
Custom Primers sequenziamento personalizzati.

Guide (documento n.

1000000022266)

(Guida ai primer
personalizzati della
serie NovaSeq)

Generazione di cluster

Durante la generazione di cluster, singole molecole di DNA si legano alla superficie della cella a flusso e
vengono sottoposte contemporaneamente ad amplificazione per formare i cluster. Per il flusso di lavoro
standard, la miscela master ExAmp viene miscelata con le librerie sullo strumento prima della generazione di
cluster. Per il flusso dilavoro NovaSeq Xp, i reagenti ExXAmp e le librerie vengono miscelate ed erogate sulla
cella a flusso al di fuori dello strumento. | volumi variano in base al tipo di cella a flusso e flusso di lavoro.

Sequenziamento

| cluster sono sottoposti a imaging utilizzando la scansione bidirezionale e la chimica di sequenziamento a due
canali. La videocamera utilizza sensori che rilevano la luce rossa e verde per sottoporre a imaging ciascuna
striscia e generare simultaneamente le immagini verde e rossa dell'intera striscia. Dopo I'imaging, viene
eseguita I'identificazione delle basi per i cluster in ciascuna tile in base al rapporto tra segnali rossi e verdi per
ciascun cluster, che a sua volta € basato sulla posizione determinata dalla cella a flusso preconfigurata
(patterned). Questo processo viene ripetuto per ciascun ciclo di sequenziamento.
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Analisi

Man mano che la corsa procede, NovaSeq Control Software (NVCS) trasferisce automaticamente i file di
identificazione delle basi (*.cbcl) alla posizione di output specificata per I'analisi dei dati.

Sono disponibili diversi metodi di analisi in base all'applicazione in uso. Per maggiori informazioni, visitare la
pagina di supporto di BaseSpace Sequence Hub sul sito Web lllumina.

~ Scongelare le cartucce di reagenti SBS e con cluster.

Raggruppare in pool e denaturare le librerie. Per il flusso di lavoro standard, aggiungere le librerie alla
N provetta delle librerie. Per il flusso di lavoro NovaSeq Xp, caricare la miscela ExAmp/librerie sulla cella a

flusso.
Per entrambi i flussi di lavoro, caricare la provetta delle librerie nella cartuccia con cluster scongelata.

Dall'interfaccia software, selezionare Sequence (Sequenziamento) e specificare una corsa con singola
cella a flusso o doppia cella a flusso.

Scaricare i materiali di consumo dalla corsa precedente e caricare i nuovi materiali di consumo per
|'attuale corsa.

FEIIIIIII——S gpecificare i parametri della corsa dalla schermata Run Setup (Impostazione corsa). Se & stato
s configurato BaseSpace Sequence Hub, accedervi mediante la schermata Log In (Accedi).
Al termine delle verifiche pre-corsa, la corsa viene avviata automaticamente.

e —— Monitorare la corsa dalla schermata Sequence (Sequenziamento), da BaseSpace Sequence Hub se e
i stato attivato il monitoraggio della corsa, o dal computer sulla rete utilizzando Sequencing Analysis

Viewer.
| dati sono trasferiti alla cartella di output specificata.

Al termine del sequenziamento, viene avviato automaticamente un lavaggio dello strumento.

Metodi di caricamento delle librerie

Le librerie sono caricate su una cella a flusso NovaSeq 6000 utilizzando uno dei seguenti metodi, in base al
flusso di lavoro selezionato. L'impostazione di una corsa di sequenziamento cambia in base al flusso di lavoro
selezionato. Attenersi sempre alle istruzioni per il metodo scelto. Vedere Flusso di lavoro standard:
preparazione dei materiali di consumo a pagina 30 e Flusso di lavoro NovaSeq Xp: preparazione dei materiali
di consumo a pagina 39.
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Tabella1 Metodi di caricamento delle librerie

Flusso di
lavoro

Standard

NovaSeq
Xp

Caricamento del raggruppamento in
pool delle librerie e metodo di
miscelazione ExAmp

Un singolo raggruppamento in pool
delle librerie viene caricato nella
provetta delle librerie, miscelato sullo
strumento nella provetta delle librerie
con i reagenti ExXAmp e
automaticamente erogato alla cella a
flusso per la generazione di cluster e
per il sequenziamento. Una fase di
incremento prima del sequenziamento
utilizza i reagenti contenuti nella
cartuccia con cluster e la provetta delle
librerie per creare una miscela di
condizionamento che contribuisce ad
aumentare |'efficienza della
generazione di cluster.

Una o piu librerie (il numero corrisponde
al numero di corsie della cella a flusso)
vengono miscelate manualmente con i
reagenti EXAmp esternamente allo
strumento e caricate direttamente nelle
singole corsie della cella a flusso
utilizzando il supporto della cella a
flusso NovaSeq Xp. La cella flusso
riempita viene quindi caricata sullo
strumento per la generazione di cluster
e il sequenziamento. Una fase di
incremento prima del sequenziamento
utilizza la provetta delle librerie vuota
per miscelare i reagenti presenti nella
cartuccia con cluster per creare una
miscela di condizionamento che
contribuisce ad aumentare |'efficienza
della generazione di cluster.

Selezione delle singole corsie e
analisi dei dati

Un singolo raggruppamento in pool
delle librerie viene distribuito e
sequenziato su tutte le corsie di una
cella a flusso. Le letture ottenute da
tutte le corsie sono analizzate in
aggregato.

Ogni libreria viene caricata in corsie
separate della cella a flusso che viene
quindi sequenziata. Possono essere
utilizzati diversi raggruppamenti in pool,
aliquote dello stesso raggruppamento in
pool o combinazioni arbitrarie. Le letture
ottenute dalle diverse corsie vengono,
di conseguenza, analizzate
singolarmente o in aggregato.

Volume di
caricamento’
modalita SP/S1-
$2-S4 (ul)

150-225-465 pl
(cella a flusso
intera)

27-33-45 pl
(corsia singola)

Il flusso di lavoro NovaSeq Xp richiede una concentrazione inferiore al 25-50% di librerie denaturate rispetto al flusso di lavoro standard.
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Guida del sistema di sequenziamento NovaSeq 6000

Il sistema di sequenziamento NovaSeq 6000 comprende un monitor touch screen, una barra di stato, un
interruttore di alimentazione con accanto porte USB e tre scomparti.

Figura1 Componentiesterni

A Monitor touch screen: visualizza I'interfaccia NVCS per la configurazione del sistema e I'impostazione e |l
monitoraggio della corsa.

B Scomparto ottica: contiene i componenti ottici che permettono I'imaging a doppia superficie delle celle a
flusso.

C Scomparto dei liguidi: contiene le cartucce direagenti e tamponi e i flaconi per i reagenti usati.

D Scomparto della cella a flusso: alloggia le celle a flusso.

E Bamadistato: indica o stato della cella a flusso come pronta per il sequenziamento (verde), in elaborazione
(blu) o necessita di attenzione (arancione).

F Alimentazione e porte USB: fornisce I'accesso all'interruttore di alimentazione e alle connessioni USB per i
componenti periferici.

Scomparto della cella a flusso

Lo scomparto della cella a flusso contiene il piano portacelle, che sulla sinistra alloggia la cella a flusso A e
sulla destra la cella a flusso B. Ciascun lato dispone di quattro morsetti che fermano e assicurano in posizione
la cella a flusso.

[l target dell'allineamento ottico montato sul piano portacelle esegue la diagnosi e corregge eventuali problemi
ottici. In caso di necessita, per migliorare i risultati del sequenziamento, il sistema NVCS induce il target
dell'alineamento ottico a riallineare il sistema e a regolare la messa a fuoco della videocamera.
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Guida del sistema di sequenziamento NovaSeq 6000

Figura 2 Piano portacelle

A Vano portacella, lato A

B Vano portacell, lato B

C Morsetto (uno di quattro per lato)
D Target dell'alineamento ottico

Il software controlla I'apertura e la chiusura dello sportello dello scomparto della cella a flusso. Lo sportello si
apre automaticamente per caricare una cella a flusso per una corsa o un lavaggio di manutenzione. Dopo il
caricamento, il software chiude lo sportello dello scomparto, sposta la cella a flusso in posizione e innesca i
morsetti e inserisce la tenuta del vuoto. | sensori verificano la presenza e la compatibilita della cella a flusso.
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Guida del sistema di sequenziamento NovaSeq 6000

Scomparto dei liquidi

L'impostazione di una corsa richiede I'accesso allo scomparto dei liquidi per il caricamento dei reagenti e dei
tamponi e lo svuotamento dei flaconi di reagenti usati. Due sportelli racchiudono lo scomparto dei liquidi, che
e diviso in due lati corrispondenti per la cella a flusso A e la cella a flusso B.

Figura 3 Componenti dello scomparto dei liquidi

A Facone piccolo dei reagenti usati: alloggia i reagenti usati provenienti dalla cartuccia con cluster, con un
supporto per tappo per tappare facimente il flacone per la conservazione.

B Flacone grande dei reagenti usati: alloggia i reagenti usati provenienti dalle cartucce SBS e ditamponi, con
un supporto per tappo per tappare facimente il flacone per la conservazione.

C Vano refrigerato per i reagenti: raffredda le cartucce SBS e con cluster.

D Cassetto del vano refrigerato per i reagenti: posizioni codificate a colori che contengono la cartuccia SBS
sulla sinistra (etichetta grigia) e la cartuccia con cluster sulla destra (etichetta arancione).

E Cassetto dei tamponi: alloggia sulla sinistra il flacone grande dei reagenti usati e sulla destra la cartuccia di
tamponi.

Reagentiusati

Il sistema di fluidica € progettato per portare i reagenti della cartuccia con cluster, potenzialmente pericolosi,

al flacone piccolo dei reagenti usati. | reagenti dalle cartucce SBS e dai tamponi sono portati al flacone

grande dei reagenti usati. Tuttavia, potrebbe verificarsi la contaminazione incrociata tra i flussi di reagenti.

Per sicurezza, considerare entrambi i flaconi di reagenti usati come contenenti sostanze chimiche

potenzialmente pericolose. La scheda dei dati di sicurezza (SDS) fornisce informazioni chimiche dettagliate.

& NOTA

) Se lo strumento & stato configurato per raccogliere esternamente i reagenti usati, il flusso verso il flacone

grande dei reagenti usati viene indirizzato esternamente. | reagenti della cartuccia con cluster vanno sempre
verso il flacone piccolo dei reagenti usati.
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Software del sistema

Il gruppo di software dello strumento comprende applicazioni integrate che eseguono le corse di
sequenziamento, I'analisi integrata sullo strumento € le relative funzioni.

NovaSeq Control Software (NVCS): guida I'utente per tutta la procedura d'impostazione di una corsa di
sequenziamento, controlla le operazioni dello strumento e visualizza le statistiche man mano che la corsa
avanza. Per dimostrare le corrette operazioni di scaricamento e caricamento dei materiali di consumo,
durante I'impostazione della corsa, NVCS visualizza video didattici.

Real-Time Analysis (RTA): esegue I'analisi delle immagini e I'identificazione delle basi durante una corsa.
NovaSeq 6000 utilizza RTAS, le cui prestazioni sono state ottimizzate grazie a miglioramenti dal punto di
vista dell'architettura, della sicurezza e di altre caratteristiche. Per maggiori informazioni, vedere Real-
Time Analysis a pagina 74.

Universal Copy Service (UCS): copia i file di output da RTA3 a NVCS nella cartella di output per I'intera
durata della corsa. Se applicabile, il servizio trasferisce inoltre i dati a BaseSpace Sequence Hub.

Se Universal Copy Service viene interrotto durante una corsa, il servizio compie piu tentativi di
riconnessione e riprende automaticamente il trasferimento dei dati.

lcone distato

Un'icona di stato sull'interfaccia NVCS indica lo stato della corsa. Un numero sull'icona indica il numero di
condizioni per uno stato.

Quando uno stato della corsa viene modificato, I'icona lampeggia per avvisare |'utente. Selezionare I'icona
per visualizzare una descrizione della condizione. Selezionare Acknowledge (Accetta) per cancellare |l
messaggio, quindi Close (Chiudi) per chiudere la finestra di dialogo.

Tabella 2 Icone di stato di NVCS

Icona di Nome dello stato Descrizione
stato
@ Stato OK Le condizioni del sistema sono normali.
@ Elaborazione Il sistema & in fase di elaborazione.
Avvertenza Si e verificata un'avvertenza che richiede attenzione.
A Le avvertenze non arrestano una corsa o richiedono un intervento prima di

poter procedere.

Errore Si e verificato un errore.
0 Gli errori richiedono un intervento prima di poter procedere con la corsa.

Schermata Process Management (Gestione processo)

La schermata Process Management (Gestione processo) permette di accedere a Compute Engine (CE) e al
disco rigido (C:\). Utilizzare la schermata per monitorare il progresso della corsa, annullare le corse e
comunque gestire lo spazio su disco. Non eliminare mai i file e le cartelle direttamente da C:\.
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Process Management (Gestione processo) visualizza lo spazio su disco disponibile, lo spazio usato su CE e
C:\lo stato delle corse che utilizzano lo spazio su disco. Le colonne Date (Data) e Name (Nome) della corsa
identificano ciascuna corsa. Le colonne Run Status (Stato corsa), BaseSpace e Network (Rete) mostrano lo
stato di ciascun processo per una corsa.

Tabella 3 Icone di stato della schermata Process Management (Gestione processo)

Processo Icona Descrizione
Run Status s La corsa ¢ in elaborazione.
(Stato corsa) .
Running
o La corsa ha completato il sequenziamento.
Complete
Network R | file sono stati in fase di copia nella cartella di output sulla rete.
(Rete) )
Copying
o Tutti i file sono stati copiati nella cartella di output sulla rete.
Complete
Non ¢ applicabile in quanto la corsa non e configurata per il caricamento in una cartella
N/A di output sulla rete 0 non & noto lo stato di caricamento.
Per la risoluzione dei problemi, vedere Risoluzione dei problemi dalla schermata Process
Management (Gestione processo) a pagina 70.
BaseSpace o | file sono in fase di caricamento su BaseSpace Sequence Hub.
Uploading
o Tutti i file sono stati caricati su BaseSpace Sequence Hub.
Complete

Non & applicabile in quanto la corsa non & configurata per il caricamento su BaseSpace
N/A Sequence Hub o non & noto lo stato di caricamento.

Per la risoluzione dei problemi, vedere Risoluzione dei problemi dalla schermata Process

Management (Gestione processo) a pagina 70.

Affinché possa iniziare una corsa di una cella a flusso, devono essere soddisfatti i requisiti di spazio minimo
per CE e C:\.

7 NOTA
" Per le corse con cella a flusso unidirezionale, 1o spazio minimo richiesto & la meta di quello mostrato nella
seguente tabella.

Tabella 4 Requisiti di spazio minimo per CE e C:\ per corse con doppia cella a flusso

Cella a flusso Spazio CE per ciclo Spazio C:\ per coppia di celle a flusso

SP 0,5Gb 5Gb
S1 1,35Gb 20Gb
S2 2,7Gb 20Gb
S4 4,3Gb 40 Gb
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Per calcolare lo spazio totale richiesto in CE per la corsa, moltiplicare il valore contenuto in 'CE Space per
cycle' (Spazio CE per ciclo) per la somma dei valori dilunghezza di Read 1 (Lettura 1), Read 2 (Lettura 2),
Index 1 (Index 1) e Index 2 (Index 2) (vedere Immissione dei parametri della corsa a pagina 56). Ad esempio,
per un ciclo paired-end da 150 cicli, corsa con doppia cella a flusso S4 con entrambi gli indici lunghi otto basi,
lo spazio richiestosu CE & (151 *2+8*2)*4,3=1,37Th.

Per maggiori informazioni su come liberare spazio su disco, vedere Eliminazione della corsa a pagina 61.
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L'esecuzione di una corsa su NovaSeq 6000 richiede un NovaSeq 6000 Reagent Kit. Il flusso di lavoro
NovaSeq Xp richiede anche un NovaSeq Xp Kit. | kit sono disponibili nelle seguenti configurazioni.

Selezionare la dimensione del kit appropriata per la progettazione dell'esperimento. lllumina raccomanda
['utilizzo del kit da 500 cicli solo per lunghezze di lettura superiori a 300 cicli.

Per un elenco completo di oggetti necessari per una corsa, vedere Apparecchiature e materiali di consumo
forniti dall'utente a pagina 27.

Tabella5 Configurazioni del kit

Nome del kit N. di catalogo lllumina
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit (300 cicli) 20012866
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit (200 cicli) 20027466
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit (300 cicli) 20012860
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit (200 cicli) 20012861
NovaSeq 6000 S2 Reagent Kit (100 cicli) 20012862
NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit (300 cicli) 20012863
NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit (200 cicli) 20012864
NovaSeq 6000 S1 Reagent Kit (100 cicli) 20012865
NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (500 cicli) 20029137
NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (300 cicli) 20027465
NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (100 cicli) 20027464
NovaSeq Xp 2-Lane Kit 20021664
NovaSeq Xp 4-Lane Kit 20021665

Etichettatura per la compatibilita

Per identificare i componenti compatibili dei kit, le celle a flusso e le cartucce sono etichettate con simboli che
mostrano la modalita del kit: SP, S1, S2 0 S4. | collettori NovaSeq Xp supportano diverse modalita e sono
etichettati come a due corsie (per le celle a flusso SP, S1 e S2) o a quattro corsie (per le celle a flusso S4).

| componenti con modalita diversa non possono essere utilizzati nella medesima corsa. Ad esempio, non
abbinare cartucce S1 con una cella a flusso S2.
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Modalita Marchio Descrizione

del kit sull'etichetta

Componenti @ La cella a flusso SP genera tra 650 e 800 milioni di letture singole che attraversano il

del kit SP filtro con un output fino a 250 Gb a 2 x 150 bp e un output fino a 400 Gb a 2 x 250 bp.

Componenti La cella a flusso S1 genera fino a 1,6 miliardi di letture singole che attraversano il filtro

del kit S1 con un output fino a 500 Gb a 2 x 150 bp. Il kit S1 fornisce il sequenziamento rapido di
un minor numero di campioni per la maggior parte delle applicazioni a elevata
processivita.

Componenti La cella a flusso S2 genera fino a 4,1 miliardi di letture singole che attraversano il filtro

del kit S2 E con un output fino a 1.250 Gb a 2 x 150 bp. La cella a flusso S2 fornisce |l
sequenziamento rapido per la maggior parte delle applicazioni a elevata processivita,
con un numero superiore di letture rispetto alla cella a flusso S1 per un maggiore output
del sequenziamento.

Componenti La cella a flusso S4 genera fino a 10 miliardi di letture singole che attraversano il filtro

del kit S4 con un output fino a 3.000 Gb a 2 x 150 bp. E una versione a quattro corsie della cella a

flusso, progettata per ottenere il massimo output. Consente un sequenziamento
efficace in termine di costi dell'intero genoma su una vasta gamma di specie e
profondita di copertura.

Nella pagina del prodotto NovaSeq Reagent Kit sul sito Web di lllumina sono disponibili le specifiche
dettagliate di ogni modalita.

Ogni NovaSeq 6000 Reagent Kit contiene i seguenti componenti. Ciascun componente utilizza
I'identificazione a radio frequenza (Radio-Frequency IDentification, RFID) per garantire il monitoraggio
accurato e la compatibilita dei materiali di consumo.

Non appena siriceve il kit, provvedere subito a conservare i componenti del kit alla temperatura indicata per
assicurare un funzionamento corretto.

Tabella6 Componenti del kit

Quantita Componente del kit Temperatura di conservazione
1 Provetta delle librerie tra 15°C e 30°C

1 Cella a flusso tra2°Ce8°C

1 Cartuccia di tamponi tra 15°C e 30 °C

1 Cartuccia con cluster tra-25°C e -15°C

1 Cartuccia SBS tra -26°C e -156°C

J ATTENZIONE
o Evitare difar cadere le cartucce, in quanto potrebbero causare lesioni. La perdita di reagente dalla cartuccia

potrebbe causare irritazioni alle pelle. Prima dell' uso, ispezionare le cartucce per la presenza di eventuali
crepe.

Provetta delle librerie

La provetta delle librerie NovaSeq 6000 & una provetta da 16 mm da collocare nella posizione n. 8 della
cartuccia con cluster. La posizione n. 8 & etichettata Library Tube (Provetta delle librerie) e cerchiata in
arancione per essere facilmente identificata. La provetta ha un tappo filettato che permette la conservazione
delle librerie quando necessario. Assicurarsi di rimuovere il tappo prima di caricare la provetta nella cartuccia
con cluster.
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Figura 4 Provetta delle librerie

La provetta delle librerie viene utilizzata in base al flusso di lavoro selezionato:

Standard: le librerie raggruppate in pool e denaturate sono aggiunte alla provetta delle librerie che viene
a sua volta caricata senza tappo nella cartuccia con cluster. All'avvio della corsa, lo strumento miscela le
librerie con i reagenti EXAmp nella provetta delle librerie, che viene a sua volta trasferita automaticamente
nella cella a flusso.

NovaSeq Xp: la provetta delle librerie vuota e senza tappo viene caricata nella cartuccia con cluster.
Durante la corsa, i reagenti vengono miscelati nella provetta delle librerie prima della distribuzione sulla
cella a flusso.

Cella a flusso

La cella a flusso NovaSeq 6000 &€ una cella a flusso preconfigurata (patterned) inserita in una cartuccia.

La cella a flusso € un substrato in vetro che contiene miliardi di nanopozzetti ordinati per incrementare il
numero delle letture di output e i dati di sequenziamento. | cluster sono generati nei nanopozzetti nei quali
viene eseguito il sequenziamento.

Ciascuna cella a flusso dispone di piu corsie per il sequenziamento di librerie raggruppate in pool. Le celle a
flusso SP, S1 e S2 dispongono di due corsie ciascuna, mentre la cella a flusso S4 di quattro. Ciascuna corsia
viene sottoposta a imaging in strisce multiple, quindi il software divide I'immagine di ciascuna striscia in
porzioni piu piccole chiamate tile. Per maggiori informazioni, vedere Tile della cella a flusso a pagina 75.

7 NOTA
" Se si utilizza una cella a flusso S1, assicurarsi di utilizzare NVCS v1.3.1, o versioni successive. Se si utilizza una
cella a flusso SP, assicurarsi di utilizzare NVCS v1.6, o versioni successive.
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Figura5 Celle a flusso

DY

. m

A Cartuccia della cella a flusso

B Cella a flusso a quattro corsie (S4)
C Cellaaflusso adue corsie (SP, S1e S2)

La parte inferiore di ciascuna cella a flusso ha quattro guarnizioni. Le librerie e i reagenti entrano nelle corsie
della cella a flusso attraverso le guarnizioni sul lato di entrata della cella a flusso. | reagenti usati sono eliminati
dalle corsie attraverso le guarnizioni sul lato di uscita.

"W NOTA
' Evitare ditoccare le guarnizioni guando si manipola la cella a flusso.

Figura 6 Cella a flusso capovolta

A Latodiuscita
B Latodientrata
C Guarnizione (una di quattro)

Cartucce di tamponi, con cluster e SBS
Le cartucce ditamponi, con cluster e SBS NovaSeq 6000 dispongono di serbatoi sigillati pre-riempiti con
reagenti, tamponi e soluzione dilavaggio. | kit di reagenti contengono una cartuccia di ciascun tipo.

Le cartucce vengono caricate direttamente sullo strumento, sono codificate a colori ed etichettate per ridurre
gli errori di caricamento. Le guide presenti nel cassetto del vano refrigerato per i reagenti e nel cassetto dei
tamponi assicurano il corretto orientamento.

L'etichetta per una cartuccia include le modalita supportate, come S1/52 o SP/S1/S2. La cartuccia pud
essere utilizzata solo per le modalita elencate sull'etichetta.
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Tabella7 Cartucce di reagenti

Cartuccia

Cartuccia di tamponi NovaSeq
6000

Cartuccia con cluster NovaSeq
6000

Cartuccia SBS NovaSeq 6000

~

Descrizione

Pre-riempita con tamponi di sequenziamento e pesa fino a 6,8 kg. Una maniglia in
plastica facilita il trasporto, il caricamento e lo scaricamento. La dentellatura sulla
piastra superiore permette di mettere le cartucce le une sulle altre.

Pre-riempita con reagenti PE, di indicizzazione, per la generazione di cluster
nonché la soluzione di lavaggio. Include una posizione designata per la provetta
delle librerie. L'etichettatura arancione distingue la cartuccia con cluster dalla
cartuccia SBS.

Pre-riempita con i reagenti per il sequenziamento a volumi specifici per il numero di
cicli supportati dal kit (500, 300, 200 o 100). Ciascuna delle tre posizioni dei
reagenti presenta una posizione riservata adiacente per il lavaggio post-corsa
automatico. L'etichettatura grigia distingue la cartuccia SBS dalla cartuccia con
cluster.

Serbatoi delle cartucce con cluster

Serbatoirimovibili

Un reagente di denaturazione nella posizione n. 30 contiene formammide, un'ammide organica e una tossina
riproduttiva. Per semplificare lo smaltimento sicuro di qualsiasi reagente non usato dopo una corsa di
seguenziamento, questo serbatoio € rimovibile.

Jy  NOTA

Non sovrapporre la cartuccia SBS alla cartuccia con cluster, in quanto si potrebbe disinnestare la

posizione n. 30.

Serbatoiriservati

Tre serbatoi sono riservati per i primer personalizzati e una posizione vuota € riservata per la provetta delle
librerie. Per tracciare i campioni, la provetta delle librerie viene caricata nella cartuccia con cluster durante

I'impostazione della corsa e rimane nella cartuccia fino al termine della corsa.
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Figura7 Serbatoi numerati

@066

@ @

@ @5

(OROND)

@

lurring

Posizione Riservato per
5 6e7 Primer personalizzati facoltativi
8 Provetta delle librerie

Per maggiori informazioni sui primer personalizzati, vedere NovaSeq Series Custom Primers Guide
(documento n. 1000000022266) (Guida ai primer personalizzati della serie NovaSeq).

Ogni NovaSeq Xp Kit € monouso e contiene i seguenti componenti. Non appena siriceve il Kit, provvedere
subito a conservare i componenti del kit alla temperatura indicata per assicurare un funzionamento corretto.

Tabella8 Componenti di NovaSeq Xp Kit

Quantita Componente del Temperatura di conservazione
kit

1 DPX1 tra-26°C e -15°C

1 DPX2 tra-25°C e -15°C

1 DPX3 tra-26°C e -15°C

1 Collettore NovaSeq Lasciare con il kit oppure conservare a temperatura
Xp ambiente.

Reagenti DPX1, DPX2 e DPX3

DPX1, DPX2 e DPX3 sono reagenti ExXAmp forniti in singole provette per il flusso di lavoro NovaSeq Xp.
La combinazione di questi reagenti crea la miscela master ExXAmp che viene miscelata con i raggruppamenti
in pool delle librerie prima del caricamento sulla cella a flusso.

Collettore NovaSeq Xp

Il collettore NovaSeq Xp viene posizionato sul supporto della cella a flusso NovaSeq Xp e consente |l
caricamento diretto dei raggruppamenti in pool delle librerie in singole corsie della cella a flusso. Le braccia su
entrambi i lati del collettore NovaSeq Xp sono progettati per semplificare il posizionamento sul supporto.
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| collettori NovaSeq Xp sono forniti in configurazioni a due pozzetti e quattro pozzetti e corrispondono alle
celle a flusso a due corsie e quattro corsie. Ogni pozzetto corrisponde a una corsia della cella a flusso. Poiché
la cella a flusso € caricata nel supporto della cella a flusso NovaSeq Xp, i pozzetti sono numerati da destra a
sinistra per corrispondere alla numerazione delle corsie di una cella a flusso invertita.

Figura 8 Collettori NovaSeq Xp con pozzetti numerati

1

[l supporto della cella a flusso NovaSeq Xp & un accessorio riutilizzabile per il caricamento delle librerie
direttamente su una cella a flusso. La cella a flusso viene capovolta e caricata sul supporto, quindi il collettore
NovaSeq Xp viene posizionato sulla cella a flusso.

Due sporgenze (sotto la staffa) e due molle guidano I'inserimento della cella a flusso e assicurano il corretto
orientamento. Le incisioni tengono le braccia del collettore NovaSeq Xp nel corretto orientamento e
posizionato correttamente. Un morsetto magnetico ruota di 180 gradi per assicurare il collettore NovaSeq Xp
sulla cella a flusso.

Figura9 Supporto della cella a flusso NovaSeq Xp

Sporgenze (sotto la staffa) che guidano il caricamento

Molle per I'alineamento della cella a flusso

Incisioni per tenere le braccia del collettore NovaSeq Xp

Morsetto per tenere in posizione la cella a flusso e il collettore NovaSeq Xp

A
B
C
D

La seguente tabella descrive i simboli presenti sui materiali di consumo o sulla confezione dei materiali di
consumo.
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Simbolo

RUO

REF

LOT

Descrizione

La data di scadenza del materiale di consumo. Per ottenere i risultati migliori, utilizzare i
materiali di consumo prima di questa data.

Indica il fabbricatore (lllumina).

L'uso previsto e solo a uso diricerca (Research Use Only, RUO).

Indica il numero di codice per identificare il materiale di consumo.’

Indica il codice del batch per identificare il batch o il lotto in cui € stato fabbricato il
materiale di consumo.?

Indica il numero di serie.

Indica che deve essere protetto dalla luce o dal calore. Conservare al riparo dalla luce
solare.

Indica un pericolo per la salute.

Indica un avvertimento di pericolo.
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Simbolo Descrizione

Intervallo della temperatura di conservazione in gradi Celsius. Conservare i materiali di
consumo entro l'intervallo indicato.?

1 REF identifica il singolo componente, mentre LOT identifica il lotto o il batch a cui appartiene il componente.
2 La temperatura di conservazione puo essere diversa dalla temperatura di spedizione.
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Capitolo 3 Informazioni preliminari

Awvio dello strumento ...
Impostazioni della configurazione ... ... .. ... ...
Apparecchiature e materiali di consumo forniti dall'utente ......_...

Avvio dello strumento

1 Spostare I'interruttore di alimentazione che si trova nella parte posteriore dello strumento in posizione

(acceso).

Figura 10 Posizione dell'interruttore di alimentazione

2 Attendere che l'interruttore di alimentazione che si trova sul lato destro dello strumento emetta una luce

blu, quindi premere I'interruttore.

Figura 11 Posizione del pulsante di accensione

Account utente

In NVCS v1.5 e versioni successive esistono due tipi di account: amministratore e utente. Le autorizzazioni dei

diversi tipi sono riportate nella tabella seguente.

Administrator

Autorizzazioni ..
(Amministratore)

User
(Utente)

Impostazione, avvio, monitoraggio delle corse di X
sequenziamento

X

Download e aggiornamento del software

Visualizzazione dello stato della corsa attiva
avviata da un altro utente

Interruzione di un processo UCS non reattivo X

Documenton. 1000000019358 v11ITA Materiale n. 20023471
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| file di dati dell'applicazione sono memorizzati in C:/ProgramData. Le applicazioni vengono installate in
C:/Programmi. NVCS viene avviato come applicazione a schermo intero per entrambi i tipi di account.

Accesso al sistema

1 Quando il sistema operativo e caricato, accedere a Windows utilizzando il nome utente e la password
della propria sede.

2 Aprire NVCS.
|l software si avvia e inizializza il sistema. Al termine dell'inizializzazione viene visualizzata la schermata
Home (Inizio).

NVCS viene avviato come applicazione utente. Se si tenta di utilizzare una funzione che richiede permessi di
amministratore, come I'aggiornamento del software, e non si & connessi come amministratore, verra richiesto
di effettuare I'accesso come amministratore.

Per rimanere informati sull'avanzamento di una corsa di sequenziamento, rimanere connessi mentre NVCS &
in esecuzione e mentre la corsa di sequenziamento € in corso.

NVCS include le impostazioni per le seguenti operazioni:
Modalita corsa (manuale o basata su file)
Flusso di lavoro NovaSeq Xp
BaseSpace Sequence Hub
Aggiornamenti del software

5 NOTA

Prima di configurare Workflow Selection (Selezione flusso dilavoro) o Automatic Checks (Verifiche
automatiche) per Software Updates (Aggiornamenti software), assicurarsi di aver configurato Mode Selection
(Selezione modalita).

Modalita d'impostazione della corsa

Manual (Manuale): la modalita predefinita che invia i dati alla cartella di output specificata per la
successiva analisi.

File-Based (Basato su file): una modalita alternativa che utilizza i file da BaseSpace Clarity LIMS o altri
sistemi LIMS per definire i parametri della corsa. Per maggiori informazioni, vedere Configurazione degli
output del sistema LIMS a pagina 23.

Quando viene configurata la modalita d'impostazione della corsa, assicurarsi di specificare una posizione
esistente per la cartella d'impostazione della corsa. Questa cartella & richiesta e una posizione non valida
indica che la posizione specificata non esiste.

Entrambe le modalita d'impostazione corsa includono I'opzione per inviare i dati a BaseSpace Sequence
Hub per I'analisi.

Configurazione della modalita manuale

1 Dal menu principale, selezionare Settings (Impostazioni).
Viene visualizzata la schermata Settings (Impostazioni) con la scheda Mode Selection (Selezione
modalita).
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5

Selezionare Manual (Manuale).

[Facoltativo] Inserire o cercare una posizione di rete prescelta per la cartella di output.

Non specificare una posizione sull'unita C:\, D:\ 0 Z:\. Tale operazione provoca un errore di unita non
valida.

Questa impostazione & la posizione predefinita. La posizione della cartella di output pud essere
modificata in base alle singole corse.

[Facoltativo] Selezionare Send Instrument Performance Data to lllumina (Invia i dati delle prestazioni dello
strumento a lllumina) per attivare il servizio di monitoraggio proattivo lllumina. Il nome dell'impostazione
presente nell'interfaccia software potrebbe essere diverso dal nome presente in questa guida, in base
alla versione di NVCS in uso.
Se questa impostazione & attivata, i dati sulle prestazioni dello strumento vengono inviati a lllumina.
Questo dato consente a lllumina di risolvere faciimente eventuali problemi, dirilevare possibili
malfunzionamenti, di eseguire una manutenzione proattiva e di massimizzare il tempo di funzionamento
dello strumento. Per maggiori informazioni sui vantaggi di questo servizio, fare riferimento a lllumina
Proactive Technical Note (documento n. 17000000052503) (Nota tecnica sul servizio proattivo lllumina).
Questo servizio:

Non invia i dati del sequenziamento

Richiede la connessione dello strumento a una rete con accesso a Internet

E acceso per impostazione predefinita. Se non si desidera usufruire di questo servizio, disattivare

I'impostazione Send Instrument Performance Data to lllumina (Invia i dati delle prestazioni dello

strumento a lllumina).

Selezionare Save (Salva).

Configurazione della modalita basata sufile

1

Documenton. 1000000019358 v11ITA Materiale n. 20023471

Dal menu principale, selezionare Settings (Impostazioni).
Viene visualizzata la schermata Settings (Impostazioni) con la scheda Mode Selection (Selezione
modalita).

Selezionare File-Based (Basato su file).

Inserire o cercare una posizione di rete prescelta per la cartella d'impostazione della corsa, che contiene
i file LIMS.

Assicurarsi che, prima dell'impostazione di una corsa, siano aggiunti alla cartella di impostazione della
corsa i file LIMS appropriati. Durante I'impostazione della corsa, il software utilizza I'lID della provetta o
I'ID della cella a flusso per individuare i file relativi alla corsa attuale.

[Facoltativo] Inserire o cercare una posizione di rete prescelta per la cartella di output.

Non specificare una posizione sull'unita C:\, D:\ o0 Z:\. Tale operazione provoca un errore di unita non
valida.

La posizione della cartella di output pud essere modificata in base alle singole corse.

[Facoltativo] Selezionare Send Instrument Performance Data to lllumina (Invia i dati delle prestazioni dello
strumento a lllumina) per attivare il servizio di monitoraggio proattivo lllumina. Il nome dell'impostazione
presente nell'interfaccia software potrebbe essere diverso dal nome presente in questa guida, in base
alla versione di NVCS in uso.

Se questa impostazione € attivata, i dati sulle prestazioni dello strumento vengono inviati a lllumina.
Questo dato consente a lllumina di risolvere faciimente eventuali problemi, di rilevare possibili
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malfunzionamenti, di eseguire una manutenzione proattiva e di massimizzare il tempo di funzionamento
dello strumento. Per maggiori informazioni sui vantaggi di questo servizio, fare riferimento a /lllumina
Proactive Technical Note (documento n. 17000000052503) (Nota tecnica sul servizio proattivo lllumina).

Questo servizio:
Non invia i dati del sequenziamento

Richiede la connessione dello strumento a una rete con accesso a Internet
E acceso per impostazione predefinita. Se non si desidera usufruire di questo servizio, disattivare
I'impostazione Send Instrument Performance Data to lllumina (Invia i dati delle prestazioni dello

strumento a lllumina).

Quando abilitata, questa opzione richiede una connessione Internet esterna.

6 Selezionare Save (Salva).

Configurazione degli output del sistema LIMS

Se il sistema & configurato per la modalita basata su file e si utilizza un software LIMS che non sia BaseSpace

Clarity LIMS, configurare il sistema LIMS per generare un file d'impostazione della corsa in formato *.json.
Per il flusso di lavoro standard, il nome del file deve corrispondere all'lD della provetta delle librerie. Nel file,
ilcampo contenente I'ID della cella a flusso pud essere lasciato vuoto. Per il flusso di lavoro NovaSeq Xp,
ilnome del file deve corrispondere all'lD della cella a flusso, inoltre I'ID della cella a flusso e I'ID della libreria
devono essere specificati nel file. Il nome del file e i valori non distinguono tra maiuscole e minuscole.

Software LIMS esterni possono utilizzare NovaSeq LIMS API per interagire con NovaSeq 6000. Per maggiori
informazioni sugli endpoint API, contattare I'Assistenza Tecnica lllumina.

Nome del campo

run_name (nome_corsa)

run_mode (modalita_corsa)

workflow_type (tipo_flusso di lavoro)

librarytube_ID (ID_provetta librerie)
rehyb* (reibridazione)

Sample_loading_type (tipo_caricamento_
libreria)

Flowcell_ID (ID_cella a flusso)
paired_end (paired_end)
read1 (lettura 1)

read?2 (lettura 2)

index_read1 (indice_lettural)
index_read?2 (indice_lettura2)

output_folder (cartella_output)

Samplesheet (Fogliocampioni)

Valore

Un nome della corsa prescelto che pud contenere caratteri alfanumerici,
trattini e trattini bassi

Una delle seguenti modalita:
e SP
e S1
e 52
e 34

Nolndex (Nessun indice), Singlelndex (Singolo indice) o Duallndex
(Doppio indice)

Il RFID della provetta delle librerie
True (Vero) o False (Falso)

NovaSeqgStandard o NovaSegXp

L'ID della cella a flusso
True (Vero) o False (Falso)
Un valore fino a 251

Un valore fino a 251
Qualsiasi valore

Qualsiasi valore

Il percorso della cartella di output con due barre rovesciate per una
sequenza di escape

Il percorso del foglio campioni o altro file nel formato *.csv con due barre
rovesciate per una sequenza di escape
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Nome del campo Valore
use_basespace (utilizzo_basespace) True (Vero) o False (Falso)
basespace_mode (modalita_basespace) RunMonitoringOnly (Solomonitoraggiocorsa) o RunMonitoringAndStorage

(Monitoraggioearchiviazionecorsa)

use_custom_read1_primer (utilizzo_primer_  True (Vero) o False (Falso)
lettural_personalizzato)

use_custom_read2_primer (utilizzo_primer_  True (Vero) o False (Falso)
lettura2_personalizzato)

use_custom_index_read1_primer (utilizzo_ True (Vero) o False (Falso)
primer_indici_lettural_personalizzato)

* La reibridazione non ¢ disponibile in NVCS v1.4.0 e versioni precedenti.

Esempio difile *.json chiamato HE655DMXX.json:
{

"run name": "2x151 PhiX",

"run mode": "S2",

"workflow type": "NoIndex",

"sample loading type": "NovaSegXp",

"librarytube ID": "NV1236655-LIB", "flowcell ID": "H6655DMXX",
"rehyb": false,

"paired end": true,

"readl": 151,

"read2": 151,

"index readl": O,

"index read2": O,

"output folder": "\\\\sgnt-prd-isi01l\\NovaSEQ\\SeqRuns",
"attachment": "\\\\sgnt-prd-isi0I1\\NVSQ\\SampleSheet.csv",
"use basespace": false,

"basespace mode": null,

"use custom readl primer": false,

"use custom read2 primer": false,

"use custom index readl primer": false

Configurazione dei cicli indici predefiniti
Per il flusso di lavoro standard, € possibile configurare il numero predefinito di cicli indici nel seguente modo.

1 Dal menu principale, selezionare Settings (Impostazioni).
Viene visualizzata la schermata Settings (Impostazioni) con la scheda Mode Selection (Selezione
modalita).

2 Selezionare la scheda Workflow Selection (Selezione flusso di lavoro).
Immettere il numero predefinito di cicli indici nella casella di testo Index Cycles (Cicli indici).

Selezionare Save (Salva).

Flussi di lavoro NovaSeq Standard e NovaSeq Xp

Entrambi i flussi di lavoro NovaSeq Standard e NovaSeq Xp utilizzano la chimica proprietaria ExAmp lllumina.
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Flusso di lavoro standard

Il flusso di lavoro NovaSeq Standard automatizza due fasi cruciali della chimica con cluster ExAmp
proprietaria lllumina integrata sullo strumento.

Preparazione della miscela master EXAmp
Erogazione della miscela master sulla cella a flusso

La preparazione e |'erogazione integrate sullo strumento della miscela master riducono al minimo gli
interventi dell'utente e la variabilita nella miscela preparata.

Come parte dell'impostazione della corsa per il flusso di lavoro standard, una provetta delle librerie
contenente il raggruppamento in pool delle librerie denaturate e neutralizzate alla concentrazione
raccomandata e inserita nella posizione n. 8 della cartuccia con cluster. Dopo I'avvio della corsa, le fasi
successive avvengono sullo strumento e non richiedono I'intervento dell'utente. Le fasiincludono il
trasferimento dei reagenti ExAmp dalla cartuccia con cluster alla provetta delle librerie, la preparazione
deireagenti e della miscela del raggruppamento in pool delle librerie infine I'erogazione della miscela
preparata in tutte le corsie della cella a flusso.

Dopo la generazione di cluster integ