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Beschreibung der Anderung

Informationen tiber den Uberwachungsdienst lllumina Proactive
wurden in den Abschnitt ,Anzeigen und Senden von
Geratedaten“ aufgenommen.

Reagenzieninformationen wurden aktualisiert: HP12 wurde durch
HP14 ersetzt.

Das Wartungswaschlaufverfahren wurde aktualisiert.
Sigma-Aldrich Katalog-Nr. SRE0076 fur SeqClin-Waschlésung
wurde entfernt.

Der Softwarename wurde in HiSeq Control Software HD v3.4
geandert.

Custom Protocol Selector wurde zu ,Weitere Ressourcen*”

hinzugefugt.

Sigma-Aldrich Katalog-Nr. SRE0076 fir SeqClin-Waschlésung

wurde hinzugefugt.

Anmerkung zur ungefahren Haufigkeit des Auswechselns von

Waschflaschen und Réhrchen wurde hinzugefugt.

Anweisungen zum Starten des Gerats wurden aktualisiert:

e Vor, nicht nach der Anmeldung am Betriebssystem, soll
gewartet werden, bis das System geladen ist.

e Die Zeitdauer fur die Konfiguration der Gerate und die
Initialisierung von ,DoNotEject” wurde von einer Minute auf drei
Minuten erhoht.

e Anmerkung, dass Festplatten fir den ordnungsgeméaBen
Betrieb leer sein mussen, wurde hinzugefugt.

Die Anweisungen fur die Schnellformatierung wurden aktualisiert,

um das Scratch-Laufwerk (S: \) zu berlcksichtigen.

Die Anweisungen fur den Zugriff auf die Protokolldatei wurden

korrigiert.

Die Beschreibung der Optionen flir BaseSpace Server wurde

korrigiert.
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Datum
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Beschreibung der Anderung

Software-Beschreibungen zur HiSeq Control Software v3.3.76

wurden aktualisiert:

e Anweisungen flr BaseSpace Enterprise-Abonnenten zum
Konfigurieren einer Doméane wurden hinzugeftgt.

* Die Anweisungen fur gestaffelte Laufe wurden aktualisiert. Es
wurde die Verwendung der Schaltflache ,Pause” (Anhalten)
aufgenommen.

,BaseSpace”“ wurde in ,BaseSpace Sequence Hub" und

,BaseSpace Onsite” in ,BaseSpace Onsite Sequence Hub*

umbenannt.

Folgende Informationen wurden hinzugefugt:

e Katalognummern fur Cluster-Kits.

e Das cBot 2-System Handbuch (Dokument-Nr. 15065681) als
Referenz flr das Clustering.

e Die Ordnerstruktur fUr Sequenzierungsausgabedateien sowie
Name und Pfad des Laufordners.

e Fehlerbehebung bei Registrierungsverlust in Read 1.

e Empfehlung fur eine jahrliche praventive Wartung.

Folgendes wurde entfernt:

e Selbststehende konische Réhrchen und Pipettenspitzen aus
vom Benutzer bereitzustellenden Verbrauchsmaterialien.

e Der Standard-Benutzername und das Standard-Kennwort fur
die Anmeldung beim Betriebssystem. lllumina empfiehlt die
Verwendung standortspezifischer Anmeldeinformationen.

¢ Die Katalognummer fur dieses Handbuch.

Folgendes wurde korrigiert:

e Anweisungen zum Vorbereiten und Laden von Indizierungs- und
Paired-End-Reagenzien fUr einen Single-Read-Lauf. HRM ist flr
einen Single-Read-Lauf mit einem Index nicht erforderlich.

e Der Name der auf dem Gerat verwendeten Echtzeitanalyse-
Software von RTAVv2 in RTA2.
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Beschreibung der Anderung

Aktualisierte Software-Beschreibungen zu HiSeq Control

Software v3.3.52, wobei die folgenden Merkmale hinzugefligt

wurden:

e Option zur Sequenzierung einer Single-Read-FlieBzelle.

e Option zum Verbinden mit BaseSpace Onsite.

e Sensoranzeigen, die den DatenUbertragungsstatus des
Laufkopierdiensts und von BaseSpace anzeigen.

Das Feld ,PE Reagent Kit ID* (PE-Reagenzien-Kit-ID) auf dem

Bildschirm ,Reagents” (Reagenzien) wurde in ,Cluster Kit ID*

(Cluster-Kit-1D) umbenannt.

Die Anweisungen fur gestaffelte Laufe auf den FlieBzellen A und

B wurden aktualisiert.

Die Option zum Angeben einer benutzerdefinierten Anzahl von

SBS-Zyklen auf dem Bildschirm ,Reagents” (Reagenzien) und

aktualisierte Standards flr verbleibende Zyklen wurden

hinzugefugt.

Folgende Informationen wurden hinzugeftgt:

e Anweisungen flr die Vorbereitung von SBS-, Paired-End- und
Indizierungsreagenzien.

e Anweisung zum Reinigen des FlieBzellenhalters mit Wasser vor
dem Reinigen mit Alkohol.

e Hinweis zum Entsorgen der Wartungswaschlauflésung gemaf
den lokalen Behordenstandards.

Dauer und erwartete Volumina fur den Wartungswaschlauf

korrigiert.

Erste Version.
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BN eI UNG il
Weitere Ressourcen
GeratEKOMPD O NN N
Uberblick Uber die Sequenzierungs-Verbrauchsmaterialien

Das HiSeq® 4000-System vereint innovative Technik mit bewahrter Leistung fir maximalen Durchsatz und
niedrigste Kosten fur im ProduktionsmaBstab tatige Genomlabore.

Merkmale

Bildgebung von zwei Oberflachen: Das HiSeq 4000 verwendet ein Epifluoreszenzsystem mit zwei
Kameras und vier Sensoren, das mit einer modernen Scan-Technologie zur Darstellung von zwei
Oberflachen ausgestattet ist.

Strukturierte FlieBzelle: Eine strukturierte FlieBzelle ermdglicht das Generieren von Sequenzierungs-
Clusternin einer geordneten Anordnung. Dies sorgt fur mehr Ausgabe-Reads und generierte Daten.

Zwei FlieBzellen: Das HiSeq 4000 ist ein System fur zwei FlieBzellen, das die Durchfihrung von
Sequenzierungen fur eine oder beide FlieBzellen gleichzeitig und mit unterschiedlichen Read-Langen
ermdglicht.

Reagenzienkthler mit hoher Aufnahmekapazitat: Die Reagenzienkammer ist ein hochleistungsfahiger
KUhler, der ausreichend Reagenzien fur den gesamten Sequenzierungslauf aufnehmen kann.

Integrierte Fluidik flr Paired-End-L&ufe: Die integrierte Paired-End-Fluidik liefert Reagenzien aus der
Reagenzienkammer flr die Read 2-Resynthese und die indizierte Sequenzierung an die FlieBzelle.

Steuerungsoptionen fir die Benutzeroberflache: Die Oberflache der Geratesoftware verflgt Uber
Optionen zur Konfiguration eines Laufs und zur Steuerung des Gerats. Eingaben sind Uber den
Touchscreenmonitor oder die integrierte Tastatur moglich.

Base Calling in Echtzeit: Die Geratesoftware extrahiert Intensitaten aus Bildern und fihrt auf dem
Geratecomputer einen gualitativ benoteten Base-Call durch. Mit dieser Methode lassen sich wahrend
des Laufs Qualitdtskennzahlen Gberwachen und bei der nachfolgenden Datenanalyse Zeit sparen.
Die nachgeschaltete Analyse von Sequenzierungsdaten kann mit lllumina®-Analysesoftware oder
Software-Programmen von Drittanbietern auf einer benutzerdefinierten Infrastruktur durchgefuhrt
werden.

BaseSpace® Sequence Hub-Integration: Der Sequenzierungsworkflow ist mit BaseSpace Sequence
Hub, der Genomik-Computing-Umgebung von lllumina fur Datenanalyse, Speicherung und
Zusammenarbeit, integriert. Beim DurchfUhren des Laufs werden die Ausgabedateien in Echtzeit nach
BaseSpace Sequence Hub oder BaseSpace Onsite Sequence Hub gestreamt.

Die folgenden Dokumente stehen auf der lllumina-Website zum Herunterladen zur Verflgung. Vergewissern
Sie sich stets auf den Supportseiten, dass Sie Uber die aktuellen Versionen verflgen.
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Ressource Beschreibung

Custom Protocol Selector Ein Assistent zum Erstellen einer anwendungsspezifischen End-to-End-Dokumentation,
die auf das fur den Sequenzierungslauf verwendete Bibliotheksvorbereitungsverfahren,
die Laufparameter und die Analysemethode zugeschnitten ist.

HiSeq 4000- und HiSeq 3000- Enthalt Spezifikationen flr den Laborplatz, die elektrischen Anforderungen und die
System Handbuch zur Umgebungsbedingungen.

Standortvorbereitung (Dokument-

Nr. 15066492)

HiSeq 4000- und HiSeq 3000- Bietet Informationen zu Geratekennzeichnungen und Compliance-Zertifizierungen sowie
System Sicherheits- und sicherheitsbezogene Informationen.

Compliance-Handbuch

(Dokument-Nr. 15066491)

Aufder Supportseite fir das HiSeq 4000-System auf der lllumina-Website kénnen Sie auf Dokumentation,
Software-Downloads, Online-Schulungen und haufig gestellte Fragen zugreifen.

Das HiSeq 4000-System besteht aus dem Gerat, dem Bildschirm, dem Geratesteuerungscomputer und
Zubehor wie einer Tastatur, einer Maus und einem Barcodescanner. Das Gerat enthalt vier Hauptkammern:
das Optikmodul, die FlieBzellenkammer, die Fluidikkammer und die Reagenzienkammer. Eine beleuchtete
Statusleiste zeigt den Betriebszustand.

Abbildung 1 Externe Komponenten

A Optikmodul: Enthalt optische Komponenten, die die Darstellung zweier Oberflachen der FlieBzelle
ermdglichen, indem A, C, G und T gleichzeitig mithilfe von Epifluoreszenz aufgenommen werden.
Der Anregungslaserstrahl tritt durch das Objektiv und die Fluoreszenz wird gleichzeitig von demselben
Objektiv erfasst.

B FlieBzellenkammer: Enthalt den vakuumgesteuerten FlieBzellentisch, der die FlieBzelle wahrend des
Sequenzierungslaufs in Position halt.

C Fluidikkammer: Enthalt Fluidikpumpen, die die Reagenzien in die FlieBzelle und anschlieBend in den
Abfallbehalter leiten.

D Statusleiste: Zeigt den Geratestatus anhand von drei Farben an. Blau bedeutet, dass das Gerat lauft,
Orange weist darauf hin, dass das Gerat Uberprift werden muss, und Griin zeigt an, dass das Gerat fur
den n&chsten Lauf berett ist.
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E Reagenzienkammer: Enthalt Reagenzien-Racks mit Reagenzien fur Sequenzierungslaufe und die
Waschlodsung fur Geratewaschlaufe.

FlieBzellenkammer

In der FlieBzellenkammer sind der FlieBzellentisch, die Heizelemente, das Vakuumsystem und die
Fluidikanschllsse fur die einzelnen FlieBzellen untergebracht.

Abbildung 2 FlieBzellentisch mit zwei FlieBzellen

A FlieBzele A
B FlieBzele B
C FlieBzellenregler A
D FlieBzelenregler B

FlieBzelle A befindet sich auf der linken, FlieBzelle B auf der rechten Seite. Jede FlieBzelle befindet sich auf
dem FlieBzellentisch, der von der Steuerungssoftware in das optische Modul hineingefahren bzw. aus diesem
herausgefahren wird. Der FlieBzellentisch muss in der vordersten Position positioniert sein, um die Tur der
FlieBzellenkammer &ffnen zu kénnen und eine FlieBzelle einzusetzen oder zu entfernen.

Die FlieBzelle befindet sich auf dem FlieBzellenhalter, wobei Einlass- und Auslassanschliisse nach unten
weisen. Die FlieBzelle wird durch ein Vakuum unter dem FlieBzellenhalter fixiert. Der beleuchtete
FlieBzellenregler vor jedem FlieBzellenhalter steuert das Vakuum. Wenn der FlieBzellenregler griin leuchtet,
sitzt die Vakuumdichtung sicher.

Reagenzienkammer

Bei der Reagenzienkammer handelt es sich um einen Reagenzienkuhler mit drei Reagenzien-Racks und
einer hohen Aufnahmekapazitat: zwei Racks fur SBS-Reagenzien und ein Rack fir Indizierungs- und Paired-
End-Reagenzien. Mithilfe der Sipper-Griffe werden die Sipper in die Reagenzienflaschen abgesenkt.

SBS-Reagenzien-Racks: Fassen konische 250-ml-Flaschen. Das Reagenzien-Rack fur FlieBzelle A
befindet sich in der Mitte und das Rack fur FlieBzelle B befindet sich ganz rechts. Die Nummern der
Positionen auf dem Reagenzien-Rack entsprechen den Anschllissen auf einem internen Reagenzien-
Selektor-Ventil.
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Rack fUr Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien: Befindet sich auf der linken Seite. Es verflgt Uber
zwei Reihen mit nummerierten Positionen, die konische 15-ml-Rohrchen mit Paired-End-Reagenzien und
Indizierungsreagenzien enthalten. Die linke Reihe enthélt die Reagenzien fur FlieBzelle A und die rechte
Reihe die Reagenzien fur FlieBzelle B.

ReagenzienkUihler: Die Reagenzien-Racks sind im ReagenzienkUhler untergebracht, in dem eine
Innentemperatur von 2 °C bis 8 °C herrscht.

Abbildung 3 Reagenzienkammer

IC

Sipper-Giriffe

Reagenzien-Rack fur Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien
Reagenzien-Rack fur SBS-Reagenzien flir FlieBzelle A
Reagenzien-Rack fur SBS-Reagenzien fUr FlieBzelle B

HiSeq 4000-Software

Aufdem Geratecomputer sind drei Software-Anwendungen installiert:

HiSeq 4000-Steuerungssoftware: Die Benutzeroberflache der HiSeq Control Software HD v3.4 flhrt Sie
durch die Schritte fur die Konfiguration eines Sequenzierungslaufs. Wahrend des Laufs steuert die
Software die Gerate-Hardware und die Fluidik, legt Temperaturen fest und liefert eine visuelle
Zusammenfassung von Qualitatsstatistikwerten.

o0 w>»

Echtzeitanalyse-Software: Die in die Steuerungssoftware integrierte Real-Time Analysis-Software flhrt
das Base-Calling durch und weist jeder Base fur jeden Zyklus einen Qualitats-Score zu. Weitere
Informationen hierzu finden Sie unter Echtzeitanalyse auf Seite 40.

Sequenzierungsanalyse-Viewer-Software: Der Sequenzierungsanalyse-Viewer (SAV) liefert detaillierte
Qualitatsstatistikwerte.

Statussymbole

In der oberen rechten Ecke jedes Bildschirms befindet sich ein Statussymbol, das Sie tber Anderungen der
Bedingungen und Uber Fehler oder Warnungen informiert, die wahrend der Laufkonfiguration und des Laufs
auftreten.
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Statussymbol Statusname Beschreibung
Status okay Keine Anderung. Das System funktioniert normal.
@ Information Nur zur Information. Es ist keine Aktion erforderlich.
n Achtung Informationen, die mdglicherweise Ihre Aufmerksamkeit erfordern.

' Warnung Warnungen stoppen einen Lauf nicht, erfordern jedoch mdéglicherweise eine

o Aktion, bevor der Lauf fortgesetzt werden kann.

Fehler Fehler stoppen einen Lauf in der Regel und erfordern im Allgemeinen eine Aktion,

m bevor der Lauf fortgesetzt werden kann.

Wenn eine Bedingungsanderung auftritt, blinkt das entsprechende Symbol, um Sie darauf aufmerksam zu
machen.

Wahlen Sie das Symbolaus, um das Statusfenster zu 6ffnen und eine Beschreibung der Bedingung
anzuzeigen.

Wahlen Sie Acknowledge (Bestatigen), um die Meldung zu akzeptieren, und Close (SchlieBen), um das
Dialogfeld zu schlieBen.

Aktivitats- und Sensoranzeigen

Aufdem BegriiBungsbildschirm wird unten rechts eine Reihe von Symbolen angezeigt. Die Symbole geben
die Gerateaktivitat und den Status bestimmter Komponenten anhand der Geratesensoren an.

Abbildung 4 Aktivitatsanzeigen

0000086

Von links nach rechts befinden sich Aktivitatsanzeigen fur die X-, Y- und Z-Motoren, die Elektronik-
Funktionalitat, die Kamera, das Fluidiksystem und Verarbeitungsfunktionen.

Abbildung 5 Sensoranzeigen

m &
0.00 °C 0.00 °C —— 0.00 °C

Von links nach rechts stellen Sensoranzeigen die Temperatur der FlieBzelle A, die Temperatur des
ReagenzienkUlhlers, den Status der Datentbertragung, den Cloud-Status des BaseSpace Hub und die
Temperatur von FlieBzelle B dar.

Status der Datenubertragung

Die HiSeq-Softwaresuite umfasst den Laufkopierdienst, der die DatenUbertragung zum Ausgabeordner
verwaltet. Eine BaseSpace-Option sendet Geratestatus- und Sequenzierungsdaten an den BaseSpace
Sequence Hub oder den BaseSpace Onsite Sequence Hub.

Zweider Sensoranzeigen auf der Softwareoberflache zeigen den Ubertragungsstatus des Laufkopierdiensts
und des BaseSpace Sequence Hub an.
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Laufkopierdienst

Der Ubertragungsstatus beeinflusst, ob Sie einen neuen Lauf starten oder das Ausgabelaufwerk sicher
formatieren kénnen.

Statussymbol Beschreibung

Daten werden (ibertragen. Formatieren Sie das Ausgabelaufwerk erst, nachdem die Ubertragung
abgeschlossen ist.

e
Daten werden Ubertragen, aber die Netzwerkverbindung ist langsam. Sie kénnen einen
Sequenzierungslauf konfigurieren und das Ausgabelaufwerk formatieren, wenn die Ubertragung

.2 abgeschlossen ist.

Der Laufkopierdienst ist deaktiviert.

-@-

pa— Der Laufkopierdienst ist aktiv, aber es werden keine Daten Ubertragen.

-—I-

BaseSpace Sequence Hub

Eine BaseSpace-Sensoranzeige gibt den Status von BaseSpace Sequence Hub an. Eine blaue Wolke
bedeutet eine aktive Verbindung. Eine graue Wolke zeigt an, dass die Software keine Verbindung herstellen
kann. Die folgende Tabelle enthélt weitere Details zu den einzelnen Statussymbolen.

Statussymbol Beschreibung

Nicht mit BaseSpace Sequence Hub verbunden.

Mit BaseSpace Sequence Hub verbunden, jedoch keine Datenlbertragung.

Mit BaseSpace Sequence Hub verbunden. Es werden Daten flr vier Laufe oder weniger Ubertragen.

Mit BaseSpace Sequence Hub verbunden. Es werden Daten fur finf L&aufe oder mehr Ubertragen.
Wahrend dieses Symbol angezeigt wird, verhindert die Steuerungssoftware, dass neue Laufe eine
Verbindung zu BaseSpace Sequence Hub herstellen.

Verbindung zu BaseSpace Sequence Hub getrennt. Daten fiir die Ubertragung befinden sich in der
Warteschlange.

DPD'P P
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Zur DurchflUhrung eines Laufs auf dem HiSeq 4000-System sind ein HiSeq 3000/4000 SBS-Kit und ein
Cluster-Kit erforderlich. Cluster-Kits sind in den Versionen Paired-End (PE) und Single-Read (SR) verflgbar.

Name des Kits Katalog-Nr.

HiSeq 3000/4000-SBS-Kit (300 Zyklen) FC-410-10083
HiSeq 3000/4000-SBS-Kit (150 Zyklen) FC-410-1002
HiSeq 3000/4000-SBS-Kit (50 Zyklen) FC-410-1001
HiSeq 3000/4000-PE-Cluster-Kit PE-410-1001
HiSeq 3000/4000-SR-Cluster-Kit GD-410-1001

SBS-Kits beinhalten Sequenzierungsreagenzien, die auf dem HiSeq verwendet werden, mit ausreichend
Reagenzien fur die Sequenzierung einer FlieBzelle. Sequenzierungsreagenzien werden in 250-ml-Flaschen
bereitgestellt, die direkt auf die Reagenzien-Racks geladen werden. Die Reagenzienetiketten haben eine
Farbcodierung, um Ladefehler zu verringern.

Cluster-Kits beinhalten Cluster-Reagenzien, die auf cBot verwendet wurden, sowie Indizierungsreagenzien
und Paired-End-Reagenzien, die auf HiSeq 4000 verwendet wurden. Jedes Cluster-Kit beinhaltet ein
Zubehor-Kit, das FlieBzellen-Dichtungen, Trichterverschlisse fur SBS-Reagenzienflaschen und ein Rdhrchen
fur die Lagerung von FlieBzellen umfasst.

Strukturierte FlieBzelle

Das HiSeq 4000 verwendet eine strukturierte FlieBzelle mit Milliarden von angeordneten Nanowells, die im
Glas der FlieBzelle eingearbeitet sind. Die geordnete Struktur tragt zur Erhéhung der Anzahl der Ausgabe-
Reads und der Menge der generierten Sequenzierungsdaten bei.

Die strukturierte FlieBzelle befindet sich im HiSeq 3000/4000-Cluster-Kit.

Abbildung 6 Beispiel: Cluster auf einer strukturierten FlieBzelle
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1 Starten Sie den Geratesteuerungscomputer.

2 Warten Sie, bis das System geladen ist, und melden Sie sich dann beim Betriebssystem an. Fragen Sie,
falls erforderlich, den Administrator Ihres Unternehmens nach dem Benutzernamen und dem Kennwort.

Schalten Sie den Netzschalter auf der linken Seite des Gerats in die Position ,ON* (EIN).

Warten Sie mindestens drei Minuten, bis das Gerat konfiguriert und das Geratelaufwerk ,DoNotEject”
initialisiert ist.

5 SchlieBen Sie das Fenster, das bei der Initialisierung von ,DoNotEject” gedffnet wird. Falls das Fenster
nicht gedffnet wird, suchen Sie unter ,Arbeitsplatz” nach dem Geratelaufwerk ,,DoNotEject”.

f HINWEIS

N
Werfen Sie niemals das Flash-Laufwerk ,DoNotEject” aus, das sich im Gehause des Gerats befindet,
und andern Sie nicht die darauf gespeicherten Dateien. Das Laufwerk enthalt
Hardwarekonfigurationsdateien und wird jedes Mal initialisiert, wenn Sie das Gerat einschalten.

6 Archivieren Sie die auf dem Geratecomputer befindlichen Daten der vorherigen Laufe an einem
Netzwerkspeicherort, um ausreichend Speicherplatz freizugeben. Flhren Sie eine Schnellformatierung
der Laufwerke O:\ und S:\ durch, um alle verbliebenen Daten zu I6schen.

Die Festplatten mussen fur den ordnungsgemaBien Betrieb leer sein.

7 Offnen Sie die HCS mithilfe des Symbols auf dem Desktop.

Wenn die Initialisierung der Software abgeschlossen ist, wird der BegriBungsbildschirm gedffnet. Rechts
unten im Bildschirm wird das Symbol ,Initialized” (Initialisiert) angezeigt.

Geratesteuerungscomputer — Best Practices

Schalten Sie den Computer nicht ein, wahrend das Gerat lauft. Schalten Sie immer zuerst den Computer
ein, bevor Sie das Gerat einschalten.

Schalten Sie das Gerat nicht aus, wahrend die Geratesteuerungssoftware lauft.
Warten Sie nach dem Ausschalten des Gerats eine Minute, bevor Sie es wieder einschalten.

SchlieBen Sie die USB-Kabel des Geréts, des Bildschirms und der Tastatur an die USB-Ports auf der
Ruckseite des Computers an, bevor Sie den Computer einschalten.

SchlieBen Sie die USB-Kabel des Barcodescanners und der Maus an die USB-Ports auf der Vorderseite
des Computers an.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630 8
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Die Steuerungssoftware enthélt benutzerdefinierbare Systemeinstellungen fir Laufordner, LIMS-
Voreinstellungen und Domanen. Das Fenster ,Menu Options” (MenUoptionen) bietet Einstellungen, mit denen
die Lauf-ID-Vorlage, die Standardspeicherorte der Ordner, die LIMS-Authentifizierung und die Domanen fir
BaseSpace Enterprise festgelegt werden kénnen. AuBerdem kdnnen Sie angeben, ob die
Geratestatusinformationen Ubermittelt werden sollen.

Um die Benutzeroberflache der Steuerungssoftware anzupassen, wahlen Sie Menu | View (Men( | Ansicht)
aus. Sie kénnen die Benutzeroberflache im Bildschirmmodus sowie im Fenstermodus anzeigen oder die
Benutzeroberflache minimieren.

Definieren der Laufordnereinstellungen

1

Wahlen Sie im BegrtiBungsbildschirm die Option Menu | Tools | Options (MenU | Extras | Optionen), um
das Fenster ,Menu Options* (MenUoptionen) zu 6ffnen.

Um die Benennungskonvention fur Laufordnernamen anzupassen, &ndern Sie die Einstellungen im Feld
Run ID Template (Lauf-ID-Vorlage). Wahlen Sie Reset (Zurlicksetzen), um den Feldinhalt zu I6schen.

Um Standardspeicherorte flr die Ausgabe festzulegen, geben Sie einen Speicherort fir jeden der
folgenden Ordner ein:
Default Output Folder (Standardausgabeordner): Der Standardspeicherort, an dem Laufe der
FlieBzelle A gespeichert werden.
Default Output Folder2 (Standardausgabeordner2): Der Standardspeicherort, an dem Laufe der
FlieBzelle B gespeichert werden.

[ HINWEIS

N lllumina empfiehlt einen Speicherort im Netzwerk fur die Ausgabeordner. Sollte sich der Speicherort vom
Ordner ,HiSeq Temp* unterscheiden, kénnen Sie auch einen Speicherort auf dem Laufwerk O:\
angeben. Verwenden Sie nicht die Laufwerke S:\ und C:\. Laufwerk S:\ist fur Geratevorgange reserviert
und Laufwerk C:\ist zu klein.

Um den Speicherort flr LIMS-Probenformulare festzulegen, geben Sie den Speicherort im Feld Run
Setup Folder (Laufkonfigurationsordner) ein.

Wahlen Sie OK, um lhre Arbeit zu speichern und das Fenster ,Menu Options” (Menloptionen) zu
schlieBen. Wahlen Sie Cancel (Abbrechen), wenn Sie das Fenster schlieBen mdéchten, ohne lhre Arbeit zu
speichern.

Festlegen der LIMS-Voreinstellungen

1

Wahlen Sie im BegrtiBungsbildschirm die Option Menu |Tools | Options (Men( | Extras | Optionen),
um das Fenster ,Menu Options* (Mentoptionen) zu &ffnen.

2 Geben Sie die folgenden LIMS-Einstellungen ein:

LIMS Server (LIMS-Server): Der Name des Servers fur Interaktionen mit dem unterstitzten
lllumina-LIMS.

LIMS User Name (LIMS-Benutzername): Der Benutzername, der flr die Authentifizierung beim
lllumina-LIMS verwendet wird.

LIMS Password (LIMS-Kennwort): Das Kennwort, das flr die Authentifizierung beim lllumina-LIMS
verwendet wird.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630
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3 Waéhlen Sie OK, um Ihre Arbeit zu speichern und das Fenster ,Menu Options* (MenUoptionen) zu
schlieBen. Wahlen Sie Cancel (Abbrechen), wenn Sie das Fenster schlieBen mochten, ohne Ihre Arbeit zu
speichern.

Konfigurieren einer Domane

Wenn Sie BaseSpace Enterprise abonniert haben, gehen Sie folgendermalen vor, um Ihre Doméane zu
konfigurieren.

1 Wahlen Sie im BegrtiBungsbildschirm die Option Menu |Tools | Options (Menti | Extras | Optionen), um
das Fenster ,,Options” (Optionen) zu &ffnen.

2 Wahlen Sie eine BaseSpace-Serveroption:
Cloud: Stellen Sie eine Verbindung mit der Domane Ihres BaseSpace Sequence Hubs her.
Onsite: Stellen Sie eine Verbindung mit der Doméne Ihres BaseSpace Onsite Sequence Hubs her.

Geben Sie die Domane flr den gewéahlten Server ein.

Wahlen Sie OK, um lhre Arbeit zu speichern und das Fenster ,Options” (Optionen) zu schlieBen. Wahlen
Sie Cancel (Abbrechen), wenn Sie das Fenster schlieBen mdchten, ohne lhre Arbeit zu speichern.

Uber die Schaltflache ,Menu* (Men) auf dem BegriiBungsbildschirm und im Fenster ,Menu Options*
(Mentoptionen) stehen Optionen fir das Anzeigen und Senden von Geratedaten zur Verflgung.
Wahlen Sie Menu | About (Men | Info), um Informationen zur Geratehardware und den
Softwareversionen sowie Kontaktinformationen fir den technischen Support zu erhalten.
Wahlen Sie Menu | Tools | Options (MenU | Extras | Optionen) und aktivieren Sie anschlieBend das
Kontrollkéstchen Send instrument health data to Illumina to help lllumina improve its products
(Geratestatusdaten an lllumina senden, um lllumina beider Verbesserung seiner Produkte zu helfen),
wenn Sie den Uberwachungsdienst lllumina Proactive aktivieren méchten. Je nach verwendeter HCS-
Version kann der Name dieser Einstellung auf der Benutzeroberflache der Software von dem in diesem
Handbuch abweichen.
Nach Aktivierung dieser Einstellung werden Leistungsdaten des Gerats an lllumina gesendet. Mit diesen
Daten werden das Erkennen maéglicher Fehler und die Fehlerbehebung durch lllumina unterstitzt,
sodass durch proaktive Wartung die Gerateverfigbarkeit maximiert werden kann. Weitere Informationen
zu den Vorteilen dieses Services finden Sie im technischen Hinweis zu lllumina Proactive (Dokument-
Nr. 7000000052503).
Dieser Dienst:

Sendet keine Sequenzierungsdaten.
Erfordert, dass das Gerat mit einem Netzwerk mit Internetzugang verbunden ist.

Ist standardméaBig aktiviert. Wenn Sie den Dienst ausschalten méchten, deaktivieren Sie die
Einstellung Send instrument health data to lllumina to help lllumina improve its products
(Geratestatusdaten an lllumina senden, um lllumina bei der Verbesserung seiner Produkte zu helfen).

Tr HINWEIS

Nach der Durchfuhrung von Software-Upgrades wird die Einstellung wieder aktiviert. Wenn
Gerateleistungsdaten nicht an lllumina gesendet werden sollen, deaktivieren Sie den Dienst nach
jedem Software-Upgrade.
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Vom Benutzer bereitzustellende Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Anbieter

Zweck

Alkoholtupfer,
70 % Isopropyl
oder

Ethanol, 70 %

VWR, Katalog-Nr. 95041-714
Allgemeiner Laborlieferant

Reinigen der FlieBzelle und des
FlieBzellentisches.

Ballonflasche, Fassungsvermdgen
mindestens 6 Liter

Allgemeiner Laborlieferant

Vorbereitung der Losung fur den
Wartungswaschlauf.

250-ml-Zentrifugenréhrchen

Coming, Katalog-Nr. 430776

SBS-Reagenzien-Racks,
Positionen mit PW1.
Geratewaschlauf.

Konische 15-ml-Réhrchen

Corning, Katalog-Nr. 430052

PE-Reagenzien-Racks, Positionen
mit PW1.

Geratewaschlauf.

Sammeln und Messen der
Abfallvolumina.

Einweg-Handschuhe, ungepudert

Allgemeiner Laborlieferant

Allgemeine Verwendung.

Labortlcher, fusselfrei

VWR, Katalog-Nr. 21905-026

Reinigen des FlieBzellenhalters.

Linsenpapier, 10,2 x15,2cm

VWR, Katalog-Nr. 52846-001

Reinigen der FlieBzelle.

ProClin 300, 50 ml

Sigma-Aldrich, Katalog-Nr. 48912-U

Wartungswaschlauf.

Tween 20, viskose Flussigkeit, 100 ml

Sigma-Aldrich, Katalog-Nr. P7949

Wartungswaschlauf.

Pinzette, viereckige Kunststoffspitze

McMaster-Carr, Katalog-Nr. 7008A22

Entfernen der FlieBzellen-
Dichtungen.

Wasser, Laborqualitat, 18 MQ

Millipore

SBS- und PE-Reagenzien-Racks,
Positionen mit PW1.
Geratewaschlauf.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630
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Bevor Sie den Lauf konfigurieren, bereiten Sie alle Reagenzien flr die Sequenzierung vor: SBS-Reagenzien,
Indizierungsreagenzien und Paired-End-Reagenzien. Alle Reagenzien werden geladen, wenn Sie von der
Software wahrend der Laufkonfiguration dazu aufgefordert werden. Sie missen wéhrend des Laufs nicht
zum Gerat zurtickkehren, um Reagenzien nachzuladen.

Sequenzierungsreagenzien konnen wahrend der Clusterbildung vorbereitet werden.

SBS-Reagenzien werden zu Beginn des Laufs auf das Gerat geladen. Gehen Sie folgendermal3en vor, um
HCM, HIM und HSM aufzutauen und zu Uberprufen.

Auftauen von SBS-Reagenzien
1 Nehmen Sie HCM, HIM und HSM aus dem -25 °C bis - 15 °C kalten Lagerort heraus.

2 Lassen Sie sie bei2 °C bis 8 °C etwa 16 Stunden lang auftauen.
Alternativ kbnnen Sie HIM und HSM etwa 90 Minuten lang in einem Bad mit raumtemperiertem
deionisiertem Wasser auftauen. Tauen Sie HCM in einem separaten Wasserbad auf.

_rf HINWEIS
Wechseln Sie nach dem Umgang mit HCM immer lhre Handschuhe.
Invertieren Sie jede Flasche zum Mischen.
Prifen Sie HSM und stellen Sie sicher, dass keine Verwirbelungsmuster zu sehen sind.
Legen Sie HIM und HSM auf Eis beiseite.

o o0 b~ W

Legen Sie HCM separat auf Eis, um eine Kreuzkontaminierung zu vermeiden.

Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien werden zu Beginn des Laufs auf das Gerat geladen. Sie werden
wéahrend der Indizierung der Reads und des Read-2-Resyntheseschrittes eines Sequenzierungslaufs
verwendet.

Befolgen Sie die Anweisungen zum Vorbereiten von Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien nur dann,
wenn Sie eine Paired-End-FlieBzelle oder indizierte Bibliotheken auf einer Single-Read-FlieBzelle
sequenzieren.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630 12
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WARNUNG

Diese Reagenzien enthalten potenziell geféhrliche Chemikalien. Es kann daher durch Inhalation oder
orale Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den Augen zu einer Verletzung von Personen kommen.
Tragen Sie eine entsprechende fiir das Expositionsrisiko geeignete Schutzausristung, einschlieBlich
Schutzbrille, Handschuhen und Laborkittel. Verbrauchte Reagenzien sind als chemische Abfélle zu
behandeln. Entsorgen Sie sie daher gemaB den geltenden regionalen, nationalen und lokalen
Gesetzen und Vorschriften. Zusatzliche umwelt-, gesundheits- und sicherheitsbezogene Informationen
finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (SDS, Safety Data Sheet) unter support.ilumina.com/sds.html.

C—

Auftauen und Vorbereiten von Indizierungsreagenzien und Paired-End-
Reagenzien

1 Nehmen Sie die folgenden Reagenzien aus dem Lagerort mit einer Temperatur von -25 °C bis-15°C
heraus:
Flr einen Lauf auf einer Paired-End-FlieBzelle: HAM, HDR, HLM2, HP11, HP14, HPM und HRM. Fur
nicht indizierte Bibliotheken ist HP14 nicht erforderlich.
Flr einen Lauf auf einer Single-Read-FlieRzelle:
Doppelt indizierte Bibliotheken: HDR, HP14 und HRM.
Einfach indizierte Bibliotheken: HDR und HP14.

2 Lassen Sie sie in einem Becher mit raumtemperiertem deionisiertem Wasser etwa 20 Minuten lang
auftauen.

Invertieren Sie jedes Rdhrchen zum Mischen.

Zentrifugieren Sie es eine Minute lang bei 1.000 rpm.

Legen Sie HAM, HLM2 und HRM auf Eis.

Legen Sie HDR, HP11, HP14, HP14 und HPM bei Raumtemperatur beiseite.

D> o0~ W
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Um auf dem HiSeq 4000 einen Lauf durchzuflihren, bereiten Sie die Reagenzien flr den Lauf vor und halten
Sie sich an die Eingabeaufforderungen zum Konfigurieren des Laufs. Zu den Schritten flir das Konfigurieren
des Laufs gehéren das Eingeben der Laufparameter, das Laden und Vorflllen der Reagenzien, das Laden
der FlieBzelle und das Durchfiihren einer Fluidikprtfung.

Die Schritte fur die Laufkonfiguration sind in drei Registerkarten unterteilt: ,Run Configuration®
(Laufkonfiguration), ,Pre-Run Setup® (Vorlaufkonfiguration) und ,Initiate Run® (Lauf initiieren).

Die Laufkonfigurationsbildschirme enthalten Dropdown-Listen, Kontrollkéstchen oder Textfelder zur
Angabe der Laufparameter. Scannen Sie die FlieBzellen- oder Reagenzien-Kit-ID mit dem tragbaren
Barcodescanner ein oder geben Sie die ID Uber die Touchscreen-Tastatur ein. Das Tastatursymbol

befindet sich rechts neben den Textfeldern. &=

Wahlen Sie Next (Weiter), um zum nachsten Bildschirm zu wechseln, oder Back (Zurlick), um zum
vorherigen Bildschirm zuriickzukehren.

Sie kénnen jederzeit wahrend der Laufkonfiguration Cancel (Abbrechen) wahlen, um die
Laufkonfiguration zu beenden und zum BegriBungsbildschirm zurtiickzukehren.

Rufen Sie die Seite mit den HiSeq 4000-Spezifikationen auf der lllumina-Website auf, um Informationen tUber
die Laufzeit sowie andere Leistungsspezifikationen zu erhalten.
Gestaffelte Laufe

Sie kdnnen einen neuen Lauf auf FlieBzelle Abzw. FlieBzelle B starten, wahrend auf der benachbarten
FlieBzelle gerade ein Lauf ausgefuhrt wird. Weitere Informationen finden Sie unter Gestaffelte Laufe auf
FlieBzelle A und FlieBzelle B auf Seite 39.

Bereiten Sie die FlieBzelle und die Reagenzien fur den Lauf vor.

Geben Sie die Laufparameter gemaBl den Anweisungen auf der Benutzeroberflache der
Steuerungssoftware ein.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630 14
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Laden Sie die SBS-Reagenzien fir Read 1 und Read 2. Laden Sie gegebenenfalls Indizierungs- und
Paired-End-Reagenzien.

Uberpriifen Sie mit einer gebrauchten FlieBzelle den ordnungsgemaBen Fluss.
Flllen Sie die SBS-Reagenzien vor und messen Sie den Vorflllabfall.

Laden Sie eine HiSeq 3000/4000-Cluster-FlieBzelle und Uberprifen Sie den ordnungsgemalien

Fluss.
i Starten Sie den Sequenzierungslauf.
f == [Optional] Priifen Sie nach Zyklus 2 den Bericht zur ersten Base und fahren Sie anschlieBend mit
—— ‘ Read 1 fort.
Wenn der Lauf abgeschlossen ist, entladen Sie die Reagenzien.
Flahren Sie einen Geratewaschlauf durch.

Starten Sie die Laufkonfiguration, indem Sie Laufparameter flr eine Reihe von Bildschirmen auf der
Registerkarte ,Run Configuration“ (Laufkonfiguration) eingeben. Die Software fuhrt Sie durch jeden
Bildschirm, wenn Sie die BaseSpace Sequence Hub-Konnektivitat angeben, Verbrauchsmaterial-1Ds
eintragen, Indizierungsoptionen auswahlen und weitere Parameter angeben.

Bildschirm ,,Storage” (Speicherung)

1

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630

Wahlen Sie im BegriBungsbildschirm die Option Sequence (Sequenzieren), um den Bildschirm ,Storage”
(Speicherung) zu 6ffnen.

[Optional] Stellen Sie wie folgt eine Verbindung zu BaseSpace Sequence Hub oder BaseSpace Onsite
Sequence Hub her.

a Wahlen Sie Connect to BaseSpace (Mit BaseSpace verbinden).

b Wahlen Sie BaseSpace oder BaseSpace Onsite.

¢ Wenn Sie BaseSpace gewahlt haben, wahlen Sie eine der folgenden Optionen:
Storage and Analysis (Speicherung und Analyse): Sendet zwecks Remote-Uberwachung und
Datenanalyse Laufdaten an den BaseSpace Sequence Hub. Zur Verwendung dieser Option ist
ein Probenblatt erforderlich.
Run Monitoring Only (Nur LaufUberwachung): Sendet nur InterOp-Dateien an den BaseSpace
Sequence Hub, sodass Sie den Lauf remote Uberwachen kdnnen.

d Melden Sie sich mit der E-Mail-Adresse Ihres Mylllumina-Kontos und Ihrem Kennwort beim

BaseSpace Sequence Hub oder BaseSpace Onsite Sequence Hub an.

Wahlen Sie Browse (Durchsuchen) und navigieren Sie zum Speicherort des bevorzugten
Ausgabeordners.

15
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5

Stellen Sie sicher, dass die Miniaturbildeinstellung Save All Thumbnails (Alle Miniaturbilder speichern)
lautet.

Die Software speichert automatisch alle Miniaturbilder. Ein Miniaturbild ist eine Auswahl von Bildern aus
vielen Platten in jeder Plattenspalte bzw. in jedem Bildstreifen, die in einem Bild zusammengefasst
werden.

Wahlen Sie Next (Weiter).

Bildschirm ,Flow Cell Setup“ (Konfiguration der FlieBzelle)

Im Bildschirm ,Flow Cell Setup*” (Konfiguration der FlieBzelle) werden Informationen Uber die FlieBzelle
aufgezeichnet, die fUr Ihren Lauf verwendet wird. Alle Felder mussen ausgefullt werden.

1

Scannen Sie die FlieBzellen-1D (Barcodenummer) der zu sequenzierenden FlieBzelle ein oder geben Sie
sie ein.

Wahlen Sie den entsprechenden FlieBzellentyp, HiSeq 3000/4000 PE oder HiSeq 3000/4000 SR.

Geben Sie einen Versuchsnamen ein, der auf jedem Bildschirm erscheint und den gerade
durchgeflhrten Lauf identifiziert.

Geben Sie den Benutzernamen ein.
Wahlen Sie Next (Weiter).

Bildschirm ,,Advanced” (Erweitert)

1

3

[Optional] Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Confirm First Base (Erste Base bestatigen).

Ein Bericht zur ersten Base wird automatisch fur jeden Lauf nach Zyklus 2 generiert und im
Stammverzeichnis des Laufordners gespeichert. Wenn Sie diese Option wahlen, kénnen Sie den Bericht
zur ersten Base bestatigen, bevor Sie mit dem Lauf fortfahren. Anderenfalls wird der Lauf fortgesetzt,
ohne dass das Bestatigungsdialogfeld angezeigt wird.

[Optional] Wahlen Sie im FlieBzellenbild die Lanes aus, die vom Lauf entfernt werden sollen.
StandardmaBig werden keine Lanes entfernt. Das PhiX-Alignment wird fur alle Lanes automatisch
durchgeflihrt.

Wahlen Sie Next (Weiter).

Rezepturbildschirm

Aus den im Rezepturbildschirm eingegebenen Informationen wird automatisch eine Rezeptur generiert.

1
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Wahlen Sie eine der Optionen fur den ,Index Type® (Indextyp):
No Index (Kein Index): Flhrt einen nicht indizierten Single-Read- oder Paired-End-Lauf durch.
Single Index (Einfacher Index): Fuhrt einen Single-Read- bzw. Paired-End-Lauf mit einem Index-
Read durch.
Dual Index (Doppelter Index): Fihrt einen Single-Read- bzw. Paired-End-Lauf mit zwei Index-Reads
durch.
Custom (Benutzerdefiniert): Fuhrt einen Single-Read- bzw. Paired-End-Lauf mit einer
benutzerdefinierten Anzahlan Zyklen fur Index-Reads durch.

Nur fiir Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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2 Geben Sie die Anzahl der Zyklen fir Read 1 und ggf. Read 2 ein.

f HINWEIS

N
Die Anzahl der in einem Read ausgefuhrten Zyklen ist um einen Zyklus héher als die Anzahl der
analysierten Zyklen. Wenn Sie beispielsweise 125 Zyklen fur Read 1 durchfiihren méchten, geben Sie
126 ein.

3 Wenn Sie die Indizierungsoption Custom (Benutzerdefiniert) gewahlt haben, geben Sie die Anzahl der
Zyklen fur jeden Index-Read ein.

_rf HINWEIS
Read-Langen mussen nicht Ubereinstimmen.

4 Uberpriifen Sie die folgenden automatisch festgelegten Chemie-Einstellungen.
SBS: HiSeq 3000/4000-SBS-Kit: Gibt die SBS-Chemie an, die fir Read 1 und Read 2
verwendet wird.
Index: HiSeq 3000/4000 Sequencing Primer (HiSeq 3000/4000-Sequenzierungs-Primer) oder
HiSeq 3000/4000 Dual Index Sequencing Primer (HiSeq 3000/4000-Doppel-Index-
Sequenzierungs-Primer): Gibt die Chemie an, die flr Index-Reads verwendet wird.
PE Turnaround: HiSeq 3000/4000 PE oder HiSeq 3000/4000 PE Dual Index (HiSeq 3000/4000-
PE-Doppel-Index): Gibt die Chemie an, die fUr Paired-End-Resynthesen verwendet wird.

5 [Optional] Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Use Existing Recipe (Vorhandene Rezeptur verwenden),
wenn Sie eine benutzerdefinierte Rezeptur verwenden mochten.

Bildschirm ,,Sample Sheet” (Probenblatt)

Probenblatter sind optional, es sei denn, Sie verwenden den BaseSpace Sequence Hub, um eine
Datenanalyse durchzufuhren.

1 Wabhlen Sie Browse (Durchsuchen), um das gewinschte Probenblatt auszuwéahlen.
2 Wahlen Sie Next (Weiter).

Bildschirm ,,Reagents“ (Reagenzien)

Im Bildschirm ,Reagents” (Reagenzien) werden Informationen zu den fur den Lauf verwendeten Reagenzien-
Kits aufgeftihrt.

1 ScannenSie die Barcode-ID des SBS-Reagenzien-Kits ein oder geben Sie sie ein.
2 Scannen Sie fur Paired-End-L&ufe die Cluster-Kit-1D oder geben Sie sie ein.

3 Waéhlen Sie das SBS-Reagenzien-Kit fur den Lauf:
Wahlen Sie 300 Cycles (300 Zyklen) fur ein Kit fir 300 Zyklen. Die Anzahl der verbleibenden Zyklen
ist standardmanBig 325.
Wahlen Sie 150 Cycles (150 Zyklen) fur ein Kit fur 150 Zyklen. Die Anzahl der verbleibenden Zyklen
ist standardmaBig 174.
Wahlen Sie 50 Cycles (50 Zyklen) flir ein Kit fir 50 Zyklen. Die Anzahl der verbleibenden Zyklen ist
standardmaBig 74.
Wahlen Sie Custom (Benutzerdefiniert) fir ein unvollstandiges Kit oder fur mehrere 50-Zyklen-Kits
aus. Geben Sie im Feld ,Cycles Remaining” (Verbleibende Zyklen) die Anzahlder SBS-Zyklen ein, flr
die die Reagenzien ausreichen sollen.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630 17
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f HINWEIS

Das Feld ,,Cycles Remaining” (Verbleibende Zyklen) wird automatisch basierend auf der SBS-Kit-ID
ausgeflllt. Die Software zahlt von der eingegebenen Zyklenanzahl abwarts. Ist die Zyklenanzahl gering,
werden Sie aufgefordert, frische Reagenzien zu laden.

4 Wahlen Sie Prime SBS Reagents (SBS-Reagenzien vorfillen), um die Reagenzien vorzufullen.
5 Wahlen Sie Next (Weiter).

Uberpriifungsbildschirm

1 Uberprifen Sie die Laufparameter auf dem Uberprifungsbildschirm.

2 Wahlen Sie Next (Weiter), um fortzufahren, bzw. Back (Zurlick), um Parameter zu andern.

Nach der Eingabe der Laufparameter sind die nachsten Schritte fur die Laufkonfiguration das Laden der
SBS-, Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien sowie das Vorflllen der Reagenzien durch das
Fluidiksystem. Die Software flhrt Sie in mehreren Voreinstellungsbildschirmen auf der Registerkarte ,Pre-Run
Setup* (Vorlaufkonfiguration) durch diese Schritte.

Laden von SBS-Reagenzien
1 Invertieren Sie jede Flasche zum Mischen.

VORSICHT

- Mischen und laden Sie HCM erst, nachdem alle anderen Reagenzien geladen wurden, um eine
Kreuzkontaminierung zu verhindern. Entsorgen Sie nach dem Umgang mit HCM stets lhre Handschuhe
und ziehen Sie ein neues Paar Handschuhe an.

2 Ersetzen Sie den Verschluss aufjeder Flasche durch einen Trichterverschluss.
Offnen Sie die Tir der Reagenzienkammer.
4 Heben Sie die Sipper fur das SBS-Reagenzien-Rack wie folgt an:
a Ziehen Sie den Sipper-Griff zu sich hin und schieben Sie ihn dann nach oben.
b Schieben Sie den Griff in die Aussparung am oberen Ende der Schiene. Vergewissern Sie sich, dass
der Griff fest in der Aussparung sitzt.
5 Schieben Sie das Reagenzien-Rack mithilfe des Rack-Griffs aus der Reagenzienkammer.

6 Platzieren Sie die einzelnen Reagenzienflaschen in die nummerierten Positionen des Racks. Stellen Sie
sicher, dass sich die konische Seite der Flasche in der Aussparung auf dem Boden des Racks befindet.

Tabelle 1 SBS-Reagenzienpositionen

Position Reagenz Beschreibung
1 HIM HT-Inkorporationsmischung
2 PW1 25 ml PW1 oder Wasser in Laborqualitat
3 HSM HT-Scan-Mischung
4 HBH1 HT-SBS-Puffer 1
5 HB2 HT-SBS-Puffer 2
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Position Reagenz Beschreibung
6 HB2 HT-SBS-Puffer 2
7 HCM HT-Aufspaltungsmischung
8 HB2 HT-SBS-Puffer 2

Ziehen Sie ein neues Paar ungepuderte Latexhandschuhe an.

Schieben Sie das SBS-Rack in die Reagenzienkammer, indem Sie es an der erhéhten Fuhrung unten in
der Kammer ausrichten.

Senken Sie die Sipper wie folgt in die SBS-Reagenzienflaschen ab:

a Ziehen Sie den Sipper-Griff zu sich hin und driicken Sie ihn dann nach unten.

b Inspizieren Sie die Sipper, um sicherzustellen, dass sie beim Eintauchen in die Trichterverschllsse
nicht verbogen werden.

c Schieben Sie den Griff in die Aussparung am unteren Ende der Schiene.

Laden von Indizierungs- und Paired-End-Reagenzien

y
2

Invertieren Sie jede Flasche zum Mischen.
Heben Sie die Sipper fur das Paired-End-Reagenzien-Rack wie folgt an:

a Ziehen Sie den Griff zu sich hin und heben Sie ihn an.

b Schieben Sie den Griff in die Aussparung am oberen Ende der Schiene. Vergewissern Sie sich, dass
der Griff fest in der Aussparung sitzt.

Schieben Sie das Rack mithilfe des Rack- Griffs aus der Reagenzienkammer.

Wenn Sie einen nicht indizierten Single-Read-Lauf durchfUhren, Uberspringen Sie Schritt 5 und laden Sie
in jede Position ein konisches 15-ml-Réhrchen mit 10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat.

Entfernen Sie die Verschlisse von den Reagenzrohrchen und stellen Sie die einzelnen Réhrchen in die
entsprechend nummerierte Position des Racks bzw. in die Position mit der Farbe, die der Farbe des
Etiketts entspricht.

Tabelle 2 Paired-End-FlieBzelle

Position Reagenz Beschreibung
10 HRM HT-Resynthese-Mischung
11 HLM2 HT-Linearisierungsmischung 2
12 PW1 10 ml PW1 oder Wasser in Laborqualitat
13 HAM HT-Amplifikationsmischung
14 HPM HT-Amplifikationsvormischung
15 HDR HT-Denaturierungsmischung (enthalt Formamid)
16 HP11 Primer-Mischung — Read 2
17 HP14* Indizierungs-Primer-Mischung
18 PW1 10 ml PW1 oder Wasser in Laborqualitat
19 PW1 10 ml PW1 oder Wasser in Laborqualitat

*HP14 ist nur fUr indizierte Laufe erforderlich. Falls HP14 nicht verwendet wird, laden Sie ein konisches 15-ml-Réhrchen mit 10 ml PW1 oder Wasser

in Laborqualitat.
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Tabelle 3 Single-Read-FlieBzelle

Position
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

*HRM ist nur flr doppelt indizierte Laufe erforderlich. Falls HRM nicht verwendet wird, laden Sie ein konisches 15-mlI-Réhrchen mit 10 ml PW1 oder

Wasser in Laborqualitat.

6 Schieben Sie das Rack in die Kammer, indem Sie es an der erhéhten Flihrung unten in der Kammer

ausrichten.

Reagenz
HRM*
PW1
PW1
PW1
PW1
HDR
PW1
HP14
PW1
PW1

Beschreibung
HT-Resynthese-Mischung

10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
HT-Denaturierungsmischung (enthéalt Formamid)
10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
Index 1 Primer-Mischung

10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat
10 mIPW1 oder Wasser in Laborqualitat

7 Senken Sie die Sipper wie folgt in die Paired-End-Reagenzrohrchen ab:

a Ziehen Sie den Griff zu sich hin und senken Sie ihn ab.

b Inspizieren Sie die Sipper, um sicherzustellen, dass sie beim Eintauchen in die Réhrchen nicht

verbogen werden.

¢ Schieben Sie den Griff in die Aussparung am unteren Ende der Schiene.

8 Aktivieren Sie das Kontrollkastchen PW1 (25 ml) loaded in Position 2 (PW1 (25 ml) in Position 2

geladen) und wahlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

Vorfullen von Reagenzien

Die Schritte zum Vorflllen der Reagenzien umfassen das Laden der Primer-FlieBzelle, das Verifizieren des

ordnungsgemaBen Flusses und anschlieBend das Starten des Vorflllvorgangs.

j VORSICHT

- Verwenden Sie immer eine gebrauchte Fliezelle zum Vorflllen von Reagenzien. Sie kénnen die FlieBzelle
aus dem vorherigen Lauf verwenden, um die Reagenzien des nachfolgenden Laufs vorzufillen oder einen
Nachwaschlauf durchzufihren.

Laden der Primer-FlieBzelle

1 Scannen Sie die ID (Barcodenummer) der Primer-FlieBzelle ein oder geben Sie sie ein.

2 Spdulen Sie die Primer-FlieBzelle mit Wasser in Laborqualitat. Trocknen Sie sie mit einem Reinigungstuch

fUr Objektive oder einem anderen fusselfreien Tuch ab.

Reinigen Sie sie mit Alkoholtupfern und einem Reinigungstuch fur Objektive.

Legen Sie die FlieBzelle so auf den FlieBzellenhalter, dass die Einlass- und Auslassanschllsse nach unten

weisen und der Barcode sich auf der rechten Seite befindet. Stellen Sie sicher, dass der Pfeil am linken

Rand der FlieBzelle, der die Flussrichtung angibt, in Richtung Gerat zeigt.

Dokument-Nr. 15066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630
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5 Schieben Sie die FlieBzelle vorsichtig bis zum Anschlag in Richtung der oberen und rechten
FlUhrungsstifte.

Abbildung 7 FlieBzelle an oberem und rechten FUhrungsstiften ausgerichtet

A)

A Oberer FUhrungsstift
B Rechte FUhrungsstifte

6 Nehmen Sie die Hand von der FlieBzelle, um zu verhindern, dass im Laufe der Zeit eine Verschiebung der
Ausrichtung auftritt.

7 Bewegen Sie den FlieBzellenregler langsam in Position 1. Dadurch wird das Vakuum aktiviert und die
FlieBzelle wird gesichert.
Wenn der FlieBzellenregler grin blinkt, ist das Vakuum aktiviert. Falls der Regler nicht grin leuchtet, lesen
Sie Mdgliche Probleme bei der Laufkonfiguration auf Seite 36.

8 Warten Sie etwa funf Sekunden und bewegen Sie dann den FlieBzellenregler langsam in Position 2.
Wenn der FlieBzellenregler dauerhaft griin leuchtet, sind die Manifolds in Position und die FlieBzelle ist
bereit.

9 Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkastchen Vacuum Engaged (Vakuum aktiviert) aktiviert ist, und
wahlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

PrUfen des Flusses

Bei der Uberpriifung des Flusses wird auch festgestellt, ob die FlieBzelle und die Dichtungen ordnungsgeman
installiert sind und ein Vakuum entstanden ist.

1 Wahlen Sie Position 2 aus der Dropdown-Liste aus.

2 Uberprifen Sie die folgenden Standardwerte:
Volume (Volumen): 125
Aspirate Rate (Aspirationsrate): 250
Dispense Rate (Zufuhrrate): 2.000

3 Wahlen Sie Pump (Pumpe).

4 Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.
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5 Wenn UbermaBig viele Luftblasen vorhanden sind, gehen Sie wie folgt vor:

Uberpriifen Sie die Dichtungen auf Verstopfungen.

Senken Sie die Aspirationsrate auf 100.

Pumpen Sie weitere 125 ul Wasser in die FlieRzelle.

Wenn die Probleme weiterhin bestehen, entfernen Sie die FlieBzelle, wiederholen Sie die
Reinigungsschritte und setzen Sie die FlieBzelle erneut ein.

o O T o

6 Wahlen Sie Next (Weiter).

Positionieren der Rohrchen und Starten des Vorflulivorgangs
1 Entfernen Sie die acht Abfallrdhrchen der entsprechenden FlieBzelle vom Abfallbehalter.

Abbildung 8 Positionieren der Réhrchen bzw. Schlduche

A Abfallréhrchen der FlieBzelle fur die Reagenzienpositionen 1-8
B Schlauch der Kondensatpumpe

2 Platzieren Sie jedes Abfallréhrchen in einem separaten leeren 15-ml-Rohrchen.
Der Abfall wird nach Abschluss des Vorflllvorgangs gesammelt und gemessen.

3 Wahlen Sie Start Prime (Vorflllvorgang starten). Im Bildschirm ,Prime* (Vorfillen) kénnen Sie den
Vorflllivorgang tUberwachen.

4 Messen Sie nach Abschluss des Vorflllvorgangs den Abfallund Uberprifen Sie, ob das Volumen in jedem
Rohrchen 1,75 ml bzw. insgesamt 14 ml betragt.
Das Gesamtvolumen wird wie folgt berechnet:
250 pl fur jede SBS-Position auBer Position 2 (250 x 7 = 1,75 ml)
1,75 mlflrjede Lane (1,75 x8 = 14 ml)

Legen Sie die Abfallréhrchen zurlick in den Abfallbehalter.
6 Wahlen Sie Next (Weiter).

Das Einsetzen der FlieBzelle fur die Sequenzierung umfasst das Entfernen der Primer-FlieBzelle, das Reinigen
des FlieBzellenhalters, das Einsetzen der Cluster-FlieBzelle sowie das Verifizieren des ordnungsgemalien
Flusses.
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Entfernen der gebrauchten FlieBzelle

;
2

3

Bewegen Sie den FlieBzellenregler langsam in Position 1, um die Manifolds zu I6sen.

Bewegen Sie den FlieBzellenregler langsam in Position 0, um die Vakuumdichtung zu I6sen und die
FlieBzelle freizugeben.

Heben Sie die gebrauchte FlieBzelle aus dem FlieBzellenhalter.

Reinigen des FlieBzellenhalters

;
2

Ziehen Sie ein neues Paar ungepuderte Latexhandschuhe an.

Wischen Sie die Oberflache des FlieBzellenhalters mit einem mit Wasser in Laborqualitat befeuchteten,
fusselfreien Tuch ab, um Salzablagerungen zu entfernen.

Wischen Sie die Oberflache des FlieBzellenhalters mit einem Alkoholtupfer oder einem fusselfreien, mit
Ethanol oder Isopropanol befeuchteten Tuch ab. Es darf kein Alkohol in die Vakuumoffnungen oder auf
die Umgebung der Manifolds gelangen.

Trocknen Sie den Tisch ggf. mit einem fusselfreien Labortuch.

Unterziehen Sie den FlieBzellenhalter einer Prifung, um sicherzustellen, dass sich keine Fussel auf dem
Halter befinden und die Vakuumoffnungen nicht blockiert werden.

Abbildung 9 Uberpriifen der Vakuumaffnungen

Einsetzen der SequenzierungsflieBzelle

1

Legen Sie die FlieBzelle so auf den FlieBzellenhalter, dass die Einlass- und Auslassanschllsse nach unten

weisen und der Barcode sich auf der rechten Seite befindet. Stellen Sie sicher, dass der Pfeil am linken
Rand der FlieBzelle, der die Flussrichtung angibt, in Richtung Gerat zeigt.

Schieben Sie die FlieBzelle vorsichtig bis zum Anschlag in Richtung der oberen und rechten
FlUhrungsstifte.
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Abbildung 10 FlieBzelle an oberem und rechten Flhrungsstiften ausgerichtet

A Oberer FUhrungsstift
B Rechte Fuhrungsstifte

3 Nehmen Sie die Hand von der FlieBzelle, um zu verhindern, dass im Laufe der Zeit eine Verschiebung der
Ausrichtung auftritt.

4 Bewegen Sie den FlieBzellenregler langsam in Position 1. Dadurch wird das Vakuum aktiviert und die
FlieBzelle wird gesichert.
Wenn der FlieBzellenregler grin blinkt, ist das Vakuum aktiviert. Falls der Regler nicht grin leuchtet, lesen
Sie Mdgliche Probleme bei der Laufkonfiguration auf Seite 36.

5 Warten Sie etwa funf Sekunden und bewegen Sie dann den FlieBzellenregler langsam in Position 2.
Wenn der FlieBzellenregler dauerhaft griin leuchtet, ist ein Vakuum entstanden und die FlieBzelle ist
einsatzbereit.

6 Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkéstchen Vacuum Engaged (Vakuum aktiviert) aktiviert ist, und
wahlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

Prifen des Flusses

Bei der Uberpriifung des Flusses wird auch festgestellt, ob die FlieBzelle und die Dichtungen ordnungsgeman
installiert sind und ein Vakuum entstanden ist.

1 Wahlen Sie Position 5 aus der Dropdown-Liste aus.

2 Geben Sie die folgenden Werte ein:
Volume (Volumen): 250
Aspirate Rate (Aspirationsrate): 250
Dispense Rate (Zufuhrrate): 2.000

Wahlen Sie Pump (Pumpe).

4 Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.

5 Wenn UbermaBig viele Luftblasen vorhanden sind, gehen Sie wie folgt vor:

a Uberprifen Sie die Manifold-Dichtungen auf Verstopfungen.

b Starten Sie die Pumpe erneut an Position 6, um zu verhindern, dass die Lésung an Position 5
aufgebraucht wird.

¢ Senken Sie die Aspirationsrate auf 100.
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d Pumpen Sie weitere 250 pl in die FlieBzelle.
6 Wahlen Sie Next (Weiter).

7 Stellen Sie sicher, dass der FlieBzellenregler griin leuchtet, und schlieBen Sie anschlieBend die Tur der
FlieBzellenkammer.

8 Achten Sie darauf, dass die Kontrollkastchen Vacuum Engaged (Vakuum aktiviert) und Door Closed
(TUr geschlossen) aktiviert sind, und wahlen Sie Next (Weiter).

9 Wahlen Sie Start, um den Sequenzierungslauf zu starten.

1 Sie konnen die Laufkennzahlen auf dem Lauflbersichtsbildschirm Uberwachen.

Abbildung 11 Laufubersichtsbildschirm
A

T Cycle 1 0f 310 ]

‘ Analysis

Extracted: 0 Called- 0 Scored: 0 View Data E
80,
50,
40
20)

Fluidics > ) Images

Cycle#1

remperature

Fri Jan 30 12PM 1M

Configuration {>
Read Type * Paired End Indexing Run {
D Read Cycles : 1518 ()| 151
Output Folder : D-\afong\150130_HiSeqSimulation_0156_A123

L
ABORT

Statusleiste: In der Statusleiste kdnnen Sie prifen, wie viele Zyklen bereits abgeschlossen sind.
FlieBzellenbild: Uberwachen Sie die dargesteliten Lanes.

Fluidikdiagramm: Erweitern Sie den Fluidikabschnitt und Gberwachen Sie die chemischen Schritte.
Laufkonfiguration: Hier kénnen Sie die Parameter des aktuellen Laufs Uberprifen.

Analysediagramm: Uberpriifen Sie die Qualitéts-Scores pro Zyklus.

Bilddiagramm: Uberpriifen Sie die Intensitaten pro Zyklus. Fir jeden gescannten Bildstreifen wird ein
Miniaturbild dargestelit. Die anderen Bilder werden in der Benutzeroberflache der Software nicht angezeigt.

Flow Cell A (123), Cycle #1. Imaging

Mmoo w>

Bericht zur ersten Base

Wenn Sie wahrend der Laufkonfiguration gewahlt haben, dass die erste Base bestéatigt wird, wird das
Dialogfeld fur die Bestatigung der ersten Base automatisch nach Abschluss des zweiten Zyklus angezeigt.
Der Lauf wird an diesem Punkt angehalten.

1 Uberpriifen Sie den Bericht zur ersten Base im Bestatigungsdialogfeld.

2 Wenn die Ergebnisse zufriedenstellend sind, wahlen Sie Continue (Fortfahren).
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Anzeigen der Laufkennzahlen

Wenn Laufkennzahlen verfligbar sind, wird der Sequenzierungsanalyse-Viewer (SAV) automatisch gedffnet,
um sie anzuzeigen. Die Kennzahlen werden in Form von Schaubildern, Diagrammen und Tabellen dargestellt.
Weitere Informationen finden Sie im Benutzerhandbuch zum Sequenzierungsanalyse-Viewer (Dokument-

Nr. 156020619).

1 Sie kénnen aktualisierte Kennzahlen anzeigen, wenn Sie zu einem beliebigen Zeitpunkt wahrend des
Laufs Refresh (Aktualisieren) wahlen.

1 Wenn der Lauf abgeschlossen ist, 6ffnen Sie die Tlr der Reagenzienkammer.

2 Heben Sie die Sipper flr das entsprechende SBS-Rack bzw. Paired-End-Rack wie folgt an:

a Ziehen Sie den Sipper-Griff auswarts.

b Heben Sie den Sipper-Griff an und ziehen Sie ihn gleichzeitig auswarts.

c Schieben Sie den Sipper-Griff in die Aussparung am oberen Ende der Schiene. Vergewissern Sie
sich, dass der Sipper-Griff fest in der Aussparung sitzt.

Schieben Sie jedes Reagenzien-Rack mithilfe der Rack-Griffe aus der Reagenzienkammer.

Nehmen Sie die Flaschen aus jedem Reagenzien-Rack.

J WARNUNG

7 Diese Reagenzien enthalten potenziell gefahrliche Chemikalien. Es kann daher durch Inhalation
oder orale Aufnahme, Kontakt mit der Haut oder den Augen zu einer Verletzung von Personen
kommen. Tragen Sie eine entsprechende flr das Expositionsrisiko geeignete Schutzausriistung,
einschlieBlich Schutzbrille, Handschuhen und Laborkittel. Verbrauchte Reagenzien sind als
chemische Abfélle zu behandeln. Entsorgen Sie sie daher gemaB den geltenden regionalen,
nationalen und lokalen Gesetzen und Vorschriften. Zusatzliche umwelt-, gesundheits- und
sicherheitsbezogene Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (SDS, Safety Data Sheet) unter
support.ilumina.com/sds.html.

Nach jedem Sequenzierungslauf ist ein Wasserwaschlauf erforderlich, um das System zu waschen und die
Fluidik zu Uberprufen. Ein Wartungswaschlauf ist eine optionale Alternative zum Wasserwaschlauf nach dem
Lauf. Anweisungen finden Sie unter Durchfihren eines Wartungswaschlaufs auf Seite 29. Anweisungen finden
Sie im Handbuch zum HiSeq 4000-System (Dokument-Nr. 15066496).

Wenn das Geréat einen Tag oder langer nicht verwendet wurde, fihren Sie einen Wasserwaschlauf durch,
bevor Sie einen neuen Sequenzierungslauf starten.

1 Wahlen Sie auf dem BegriiBungsbildschirm die Option Wash | Water (Waschlauf | Wasser).

2 Wahlen Sie Yes (Ja), um die Paired-End-Reagenzienpositionen zu waschen. Wahlen Sie anschlieBend
Next (Weiter).

3 Laden Sie Wasser in Laborqualitat in das Geréat:

a Fullen Sie acht SBS-Flaschen mit 250 ml Wasser in Laborqualitat.
b Fullen Sie 10 PE-Rdhrchen mit 12 ml Wasser in Laborqualitat.
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Tr HINWEIS

Waschflaschen und Rohrchen werden in der Regel alle sechs Monate ersetzt, wahrend das Wasser ca.
einmal pro Woche ausgetauscht wird.

4 Stellen Sie sicher, dass eine gebrauchte FlieBzelle geladen ist. Setzen Sie ggf. eine gebrauchte
FlieBzelle ein.

5 Wahlen Sie Next (Weiter).
6 FUhren Sie eine Fluidikprifung durch:

Wahlen Sie Losung 2 aus der Dropdown-Liste aus.

Akzeptieren Sie die Standardwerte flr die Pumpe.

Wahlen Sie Pump (Pumpe).

Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.

o O T o

7 Entfernen Sie die Abfallrbhrchen der entsprechenden FlieBzelle vom Abfallbehélter.
BlUndeln Sie die Abfallréhrchen mit Parafilm. Achten Sie darauf, dass die Enden nebeneinanderliegen.
Platzieren Sie die gebUndelten Enden der Réhrchen in eine 250-mi-Flasche.

10 Waéhlen Sie Next (Weiter), um den Wasserwaschlauf zu starten.

Positionen Ungefahre Laufzeit
Acht SBS-Positionen 20 Minuten
Acht SBS-Positionen und 10 Paired-End-Positionen 60 Minuten

11 Messen Sie nach Abschluss des Waschlaufs die abgegebenen Volumina.

Positionen Abgegebenes Volumen Abgegebenes Volumen pro
insgesamt Lane

Acht SBS-Positionen 32 ml 4 mi

Acht SBS-Positionen und 10 Paired-End-Positionen 72 ml 9ml

12 Entfernen Sie die Umwicklung von den Abfallréhrchen und setzen Sie sie wieder in die Abfallflasche ein.

Flhren Sie nach Abschluss der Datenlbertragung eine Schnellformatierung des Ausgabelaufwerks (O:\) und
des Scratch-Laufwerks (S:\) durch. Eine Schnellformatierung I6scht das Laufwerk fir den nachfolgenden
Lauf, ohne wichtige System- oder Geratewartungsdateien zu entfernen.

Bevor ein Lauf beginnen kann, werden mindestens 2 TB fir eine Lauflange von 2 x 151 bendtigt. Wenn der
verflgbare Speicherplatz wahrend des Laufs den sicheren Grenzwert unterschreitet, stoppt die Software
den Lauf und versetzt die FlieBzelle in einen sicheren Status. Nachdem Speicherplatz verfugbar gemacht
wurde, wird der Lauf automatisch fortgesetzt.

Tr' HINWEIS

Geratewartungsprotokolle werden auf dem Laufwerk C:\ gespeichert. Daher kann gefahrlos wahrend eines
Geratewaschlaufs eine Schnellformatierung der Laufwerke O:\ und S:\ vorgenommen werden.

1 Offnen Sie in Windows ,Computer”, um eine Liste der Computerlaufwerke anzuzeigen.

2 Kilicken Sie mit der rechten Maustaste auf das Laufwerk O:\ und wéahlen Sie Formatieren.
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3 Aktivieren Sie im Dialogfeld ,Formatieren® das Kontrollkastchen Schnellformatierung.
4 Wahlen Sie Start.
5 Wiederholen Sie die Schritte 1 bis 4, um das Laufwerk S:\ zu I6schen.
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Wartungsverfahren gewahrleisten eine konstante Leistungsfahigkeit des Gerats.

Fahren Sie das Gerat herunter oder versetzen Sie es in den Leerlauf, wenn es fUr einen gewissen
Zeitraum nicht zum Einsatz kommt.

Flhren Sie neben dem Wasserwaschlauf am Ende jedes Laufs in regelmaBigen Abstanden
Wartungswaschlaufe durch, um die Fluidik zu erhalten.

RegelmaBige Geratewaschlaufe gewahrleisten eine konstante Gerateleistung, indem sie das
Fluidiksystem spulen sowie Salzansammlungen und eine Kreuzkontaminierung von Reagenzien
verhindern.

Praventive Wartung

llumina empfiehlt, jahrlich eine praventive Wartung durchfhren zu lassen. Wenn Sie keinen Servicevertrag
abgeschlossen haben, wenden Sie sich an den fur lhre Region zustandigen Kundenbetreuer oder an den
technischen Support von lllumina, um einen Termin flir eine kostenpflichtige praventive Wartung zu
vereinbaren.

Flhren Sie alle 10 Tage einen Wartungswaschlauf durch, wenn Sie von der Software dazu aufgefordert
werden, oder optional nach einem Lauf. Ein Wartungswaschlauf dauert etwa 90 Minuten. Abhéangig von der
VerfUgbarkeit von ProClin 300 wird einer der beiden folgenden Workflows durchgefthrt:

Tween 20- und ProClin 300-Waschlauf: SpUlt das System mit einer vom Benutzer vorbereiteten
Tween 20- und ProClin 300-L6sung. Siehe Tween 20- und ProClin 300-Wartungswaschlauf auf Seite 29.

Tween 20-Waschlauf: Spult das System mit einer vom Benutzer vorbereiteten Tween 20-Ldsung.
Maoglicherweise ist zusatzlich ein Wasserwaschlauf erforderlich. Siehe Tween 20-Wartungswaschlauf auf
Seite 32.

Wenn vor einem Wartungswaschlauf der Bildschirm ,Load Gasket” (Dichtung einsetzen) eingeblendet wird,
mussen die Dichtungen vor und hinter dem Manifold ausgetauscht werden, bevor der Waschlauf gestartet
werden kann.

Tween 20- und ProClin 300-Wartungswaschlauf

Vorbereiten der Losung fur den Wartungswaschlauf

Bereiten Sie fur ein Gerat 5 Liter Wartungswaschlauflésung vor. Die Ldsung kann bis zu 30 Tage bei
Raumtemperatur aufoewahrt und wahrend dieser Zeit bis zu dreimal verwendet werden.

Entsorgen Sie die Waschldsung gemal den geltenden Sicherheitsvorschriften fur Ihre Region.
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1 Flgen Sie zuerst das Wasser hinzu und kombinieren Sie die folgenden Volumina, um Tween 20 zu
verdunnen:
Wasser in Laborqualitat (225 ml)
Tween 20 (25 ml)
Diese Volumina ergeben ca. 10 % Tween 20.

2 Platzieren Sie einen Ruhrstab in einer leeren Ballonflasche mit einem Fassungsvermogen von
mindestens 6 Litern.

3 Fugen Sie zuerst das Wasser hinzu und kombinieren Sie die folgenden Volumina in der Ballonflasche:
Wasser in Laborqualitat (750 ml)
10 % Tween 20 (250 ml)
ProClin 300 (1,5 ml)
Diese Volumina ergeben eine Losung aus ca. 2,5 % Tween 20 und 0,15 % ProClin 300.

4 Stellen Sie die Flasche auf eine Ruhrplatte und mischen Sie grindlich.

Flgen Sie 4 Liter Wasser in Laborqgualitat hinzu.
Diese Volumina ergeben eine Losung aus ca. 0,5 % Tween 20 und 0,03 % ProClin 300.

6 Ruhren Sie weiter, bis die Ldsung grindlich gemischt ist.

7 Legen Sie sie in einem geschlossenen Behalter bei Raumtemperatur beiseite.

Tween 20 und ProClin 300
1 Wahlen Sie auf dem BegrtiBungsbildschirm die Option Wash | Maintenance (Waschlauf | Wartung).

2 Wenn Sie eine frische Wartungswaschlauflésung verwenden, laden Sie das Gerat folgendermalen mit
der Ldsung:

a Fllen Sie acht SBS-Flaschen mit 250 ml frischer Waschlésung.

b Fullen Sie 10 PE-Réhrchen mit 12 ml frischer Waschldsung.

¢ Weisen Sie jeder Flasche und jedem Rdhrchen eine Position im Reagenzien-Rack zu. Behalten Sie
die Positionen fur die nachfolgenden Waschlaufe bei, um Kreuzkontaminierungen durch das aufden
Sippern befindliche Reagenz zu verhindern.

3 Wenn Sie die Wartungswaschlauflosung eines vorherigen Laufs aufoewahrt haben, laden Sie das Gerat
folgendermaBen mit der Losung.

a Fullen Sie die aufbewahrte Losung auf und invertieren Sie sie zum Mischen. Fullen Sie die Lésung
nicht haufiger als zwei Mal nach dem ursprunglichen Einsatz auf.
b Laden Sie die Flaschen und Réhrchen in die zugewiesenen Reagenzien-Rack-Positionen im Gerat.

T‘ HINWEIS
Ein monatlicher Austausch der Waschflaschen und Réhrchen ist in der Regel ausreichend.

4 Leeren Sie die Abfallflasche.

5 Wahlen Sie Next (Weiter).

6 Entfernen Sie die FlieBzelle vom FlieBzellentisch und legen Sie sie beiseite.

7  Ziehen Sie ein neues Paar ungepuderte Latexhandschuhe an.
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Dricken Sie leicht auf eine Seite der vorderen Dichtung, bis sich die andere Seite anhebt. Verwenden Sie
eine Pinzette, um die Dichtung zu fassen und zu entfernen. Entfernen Sie die hintere Dichtung auf
dieselbe Weise.

Abbildung 12 Entfernen der gebrauchten Manifold-Dichtungen

Legen Sie eine neue Dichtungin jede Aussparung vorne und hinten am FlieBzellenhalter. Driicken Sie die
Dichtungen leicht nach unten.

Laden Sie die FlieBzelle neu, die Sie zum Einsetzen der neuen Dichtungen entfernt hatten.

Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkéastchen Vacuum Engaged (Vakuum aktiviert) aktiviert ist, und
wéhlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

Flhren Sie eine Fluidikprifung mit den Standardwerten fur die Pumpe durch:

a Wabhlen Sie Losung 2 aus der Dropdown-Liste aus.

b Wahlen Sie Pump (Pumpe).

¢ Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.

d Falls Sie einen kontinuierlichen Strom von Luftblasen feststellen, ersetzen Sie die Dichtung und
wiederholen Sie die Fluidikprifung.

Entfernen Sie die Abfallréhrchen der entsprechenden FlieBzelle vom Abfallboehalter.

Bilindeln Sie die acht Abfallréhrchen mit Parafim. Achten Sie darauf, dass die Rdéhrchenenden einheitlich
ausgerichtet sind.

Platzieren Sie die gebUndelten Enden der Réhrchen in eine 250-ml-Flasche.
Wahlen Sie Next (Weiter), um den Waschlauf zu starten.
Wahlen Sie nach Abschluss des Waschlaufs Return to Start (Zurlick zum Anfang).

Messen Sie das abgegebene Volumen.

Positionen Abgegebenes Volumen
Acht SBS-Positionen 74 ml
10 Paired-End-Positionen 52 ml
Alle Positionen 15,75 ml pro Lane
Tf. 7 HINWEIS

Alle Flaschen und Réhrchen werden vollgefiillt, um sicherzugehen, dass die Sipper gespult werden. Das
abgegebene Volumen fur jede Position variiert jedoch, sodass nach Abschluss des Waschlaufs die
Flaschen und Réhrchen unterschiedliche Volumina enthalten.
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19 Entfernen Sie die Umwicklung von den Abfallréhrchen und setzen Sie sie wieder in den Abfallbehalter ein.

Tween 20-Wartungswaschlauf

Vorbereiten der Losung fur den Wartungswaschlauf

Bereiten Sie fur einen Tween 20-Wartungswaschlauf immer eine frische Waschlésung vor. Bereiten Sie 5 Liter
Wartungswaschlauflésung vor. Dieses Volumen ist zum Waschen beider Seiten eines Gerats ausreichend.

Entsorgen Sie die Waschldsung gemal den geltenden Sicherheitsvorschriften fur Ihre Region.

1 Flgen Sie zuerst das Wasser hinzu und kombinieren Sie die folgenden Volumina, um Tween 20 zu
verdinnen:
Wasser in Laborqualitat (225 ml)
Tween 20 (25 ml)
Diese Volumina ergeben ca. 10 % Tween 20.

2 Platzieren Sie einen Ruhrstab in einer leeren Ballonflasche mit einem Fassungsvermogen von
mindestens 6 Litern.

3 Fugen Sie zuerst das Wasser hinzu und kombinieren Sie die folgenden Volumina in der Ballonflasche:
Wasser in Laborqualitat (750 ml)
10 % Tween 20 (250 ml)
Diese Volumina ergeben eine Losung aus ca. 2,5 % Tween 20.

4 Stellen Sie die Flasche auf eine Ruhrplatte und mischen Sie grindlich.

5 Flgen Sie 4 Liter Wasser in Laborqualitat hinzu, sodass Sie eine Ldsung aus ca. 0,5 % Tween 20 erhalten.
6 RUhren Sie weiter, bis die Losung grundlich gemischt ist.
7

Fahren Sie umgehend mit dem Einrichten des Waschlaufs fort.

Tween 20-Waschlauf

1 Wahlen Sie auf dem BegriiBungsbildschirm die Option Wash | Maintenance (Waschlauf | Wartung).

2 Laden Sie das Gerat folgendermalBen mit einer frischen Lésung fur den Wartungswaschlauf.

a Fullen Sie acht SBS-Flaschen mit 250 ml frischer Waschldsung.
b Fullen Sie 10 PE-Rdhrchen mit 12 ml frischer Waschlésung.

3 Leeren Sie die Abfallflasche.

4 Wabhlen Sie Next (Weiter).

5 Entfernen Sie die FlieBzelle vom FlieBzellentisch und legen Sie sie beiseite.

6 Ziehen Sie ein neues Paar ungepuderte Latexhandschuhe an.

7 Drucken Sie leicht auf eine Seite der vorderen Dichtung, bis sich die andere Seite anhebt. Verwenden Sie
eine Pinzette, um die Dichtung zu fassen und zu entfernen. Entfernen Sie die hintere Dichtung auf
dieselbe Weise.
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Abbildung 13 Entfernen der gebrauchten Manifold-Dichtungen

Legen Sie eine neue Dichtungin jede Aussparung vorne und hinten am FlieBzellenhalter. Dricken Sie die
Dichtungen leicht nach unten.

Laden Sie die FlieBzelle neu, die Sie zum Einsetzen der neuen Dichtungen entfernt hatten.

Stellen Sie sicher, dass das Kontrollkastchen Vacuum Engaged (Vakuum aktiviert) aktiviert ist, und
wahlen Sie anschlieBend Next (Weiter).

Flhren Sie eine Fluidikprifung mit den Standardwerten fir die Pumpe durch:

a Wabhlen Sie Losung 2 aus der Dropdown-Liste aus.

b Wahlen Sie Pump (Pumpe).

¢ Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.

d Falls Sie einen kontinuierlichen Strom von Luftblasen feststellen, ersetzen Sie die Dichtung und
wiederholen Sie die Fluidikprafung.

Entfernen Sie die Abfallréhrchen der entsprechenden FlieBzelle vom Abfallbehalter.

Blindeln Sie die acht Abfallréhrchen mit Parafim. Achten Sie darauf, dass die Rdéhrchenenden einheitlich
ausgerichtet sind.

Platzieren Sie die gebUlndelten Enden der Rdhrchen in eine 250-ml-Flasche.
Wahlen Sie Next (Weiter), um den Waschlauf zu starten.
Wahlen Sie nach Abschluss des Waschlaufs Return to Start (Zurlick zum Anfang).

Messen Sie das abgegebene Volumen.

Positionen Abgegebenes Volumen
Acht SBS-Positionen 74 ml
10 Paired-End-Positionen 52 ml
Alle Positionen 15,75 ml pro Lane
Tf. 7 HINWEIS

Alle Flaschen und Réhrchen werden voligefiillt, um sicherzugehen, dass die Sipper gespult werden.
Das abgegebene Volumen fUr jede Position variiert jedoch, sodass nach Abschluss des Waschlaufs
die Flaschen und Réhrchen unterschiedliche Volumina enthalten.

Entfernen Sie die Umwicklung von den Abfallréhrchen und setzen Sie sie wieder in den Abfallbehalter ein.

Nur fiir Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Wasserwaschlauf

Wenn das Gerat nach dem Tween 20-Waschlauf mehr als finf Tage lang nicht genutzt wird, fihren Sie einen
Waschlauf durch. Das Wasser spult Tween 20 aus dem Fluidiksystem.

1 Wahlen Sie auf dem BegriiBungsbildschirm die Option Wash | Water Wash (Waschlauf |
Wasserwaschlauf) aus.

2 Geben Sie Wasser in Laborqualitat wie folgt in das Gerat.

a Fllen Sie acht SBS-Flaschen mit mindestens 20 ml Wasser in Laborqualitat.
b Fullen Sie 10 PE-Rdhrchen mit 10 ml Wasser in Laborqualitat.

j VORSICHT

- Wasser, Flaschen oder Réhrchen, die fur den Tween 20-Waschlauf genutzt wurden, durfen nicht
wiederverwendet werden. Das Wasser konnte mit Reagenzien auf den Sippern kontaminiert sein.

Laden Sie die Flaschen und Réhrchen in das entsprechende Reagenzien-Rack im Geréat.
4 Wahlen Sie Next (Weiter), um den Waschlauf zu starten.

Messen Sie nach Abschluss des Waschlaufs die abgegebenen Volumina.

Positionen Abgegebenes Volumen
Acht SBS-Positionen 32ml
Acht SBS-Positionen und 10 Paired-End-Positionen 72 ml

6 Entfernen Sie die Umwicklung von den Abfallrdhrchen und setzen Sie sie wieder in den Abfallbehalter ein.

Gehen Sie wie nachfolgend beschrieben vor, wenn das Gerat bis zu 10 Tage im Leerlaufmodus bleiben soll.
Falls das Gerat langer als 10 Tage nicht verwendet werden soll, schalten Sie es stattdessen aus.

1 Flhren Sie einen Wartungswaschlauf durch, um das System zu spulen.

2 Lassen Sie die FlieBzelle auf dem FlieBzellentisch, wobei sich der FlieBzellenregler in Position 2 befinden
muss. Lassen Sie die Manifolds in der angehobenen Position.

3 Geben Sie 10ml Wasser in Laborqualitat in jede Position in den Reagenzien-Racks und senken Sie
anschlieBend die Sipper ab.

4 FUhren Sie vor Verwendung des Gerats einen Wasserwaschlauf durch.

Gehen Sie wie folgt vor, um die Fluidik sicher vorzubereiten und das System auszuschalten: Schalten Sie das
Gerat nur aus, wenn es innerhalb der nachsten 10 Tage oder langer nicht benutzt werden soll. Wenn Sie das
Gerat innerhalb der nachsten 10 Tage verwenden mdchten, versetzen Sie es stattdessen in den Leerlauf.

1 Flhren Sie einen Wartungswaschlauf durch, um das System zu spulen.
2 Entfernen Sie die FlieBzelle vom FlieBzellentisch.

3 Wischen Sie die Oberflache des FlieBzellenhalters mit einem Alkoholtupfer oder einem fusselfreien, mit
Ethanol oder Isopropanol befeuchteten Tuch ab.
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VORSICHT

Es darf kein Alkohol in die Vakuumdaffnungen oder auf die Umgebung der Manifolds gelangen. Reinigen
Sie den Tisch ggf. mit einem fusselfreien Labortuch.

Geben Sie 10 ml Wasser in Laborqualitat in jede Position in den Reagenzien-Racks und senken Sie
anschlieBend die Sipper ab.

5 Schalten Sie das Gerat aus.

6 So starten Sie das Gerat neu:

a Geben Sie Wasser in alle Reagenzienpositionen.
b Schalten Sie das Gerét ein.
¢ Fuhren Sie einen Wasserwaschlauf durch.
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In der Protokolldatei werden alle in der Steuerungssoftware aufgetretenen Fehler aufgefihrt. Verwenden Sie

diese Dateizu Fehlerbehebungszwecken.

Wahlen Sie zum Aufrufen der Protokolldatei auf dem BegriBungsbildschirm Menu | Tools |Show Log (MenU |
Extras | Protokoll anzeigen) aus.

Problem

Die Software wurde nicht
initialisiert.

Der FlieBzellenregler ist
orange.

Der FlieBzellenregler blinkt
orange.

Der FlieBzellenregler blinkt
grun.

Dokument-Nr. 156066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630

Mégliche Ursache

Die Software konnte interne
Hardwaregerate nicht
initialisieren.

Die FlieBzelle wurde nicht
richtig platziert.

Das Vakuum ist nicht dicht.
Die Manifolds wurden nicht
angehoben.

Das Vakuum wirkt zwar, aber
unzureichend.

Der Vakuumdruckist
zufriedenstellend.

Aktion

SchlieBen Sie die Fehlermeldung und starten Sie
anschlieBend die Geratesoftware neu.

Falls das Problem weiterhin besteht, starten Sie den
Geratecomputer neu. Wenn Sie den Computer neu starten
mochten, schalten Sie das Gerat zuerst aus, um
sicherzustellen, dass das ,DoNotEject”-Laufwerk korrekt
erkannt wird.

Falls das Problem nach dem Neustart des Geratecomputers
weiterhin besteht, schalten Sie das Gerat aus, warten Sie
mindestens 60 Sekunden und starten Sie das Gerat
anschlieBend neu.

Entfernen Sie die FlieBzelle und wiederholen Sie die
Reinigungsschritte.

Stellen Sie sicher, dass die Dichtungen vorhanden sind und
gut sitzen.

Setzen Sie die FlieBzelle wieder ein.

Falls die vorhergehenden Schritte nicht zum Erfolg fihren,
ersetzen Sie die Dichtungen und setzen Sie anschlieBend die
FlieBzelle erneut ein.

Entfernen Sie die FlieBzelle und wiederholen Sie die
Reinigungsschritte.

Stellen Sie sicher, dass die Dichtungen vorhanden sind und
gut sitzen.

Setzen Sie die FlieBzelle wieder ein.

Falls die vorhergehenden Schritte nicht zum Erfolg fuhren,
ersetzen Sie die Dichtungen und setzen Sie anschlieBend die
FlieBzelle emeut ein.

Stellen Sie den FlieBzellenregler auf Position 2.
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Problem Mégliche Ursache Aktion
Schlechte Maoglicherweise Luftblasen Positionieren Sie die FlieBzelle neu und Uberpriifen Sie, ob die
Flussigkeitsabgabe. im System. Aussparungen nach unten zeigen.

Suchen Sie im Bereich der Dichtungen nach weiBen
Ablagerungen. Falls Ablagerungen vorhanden sind, tauschen
Sie die Dichtungen aus. Tauschen Sie die Dichtungen vor
jedem Geratewartungswaschlauf aus.

Uberpriifen Sie, ob die Sipper-Einheiten vollstdndig abgesenkt
wurden und jeder Sipper in Kontakt mit den Reagenzien ist.

Registrierungsverlust in Die FlieBzelle wurde nicht Wenn der Lauf den Paired-End-Turnaround nicht

Read 1 charakterisiert durch richtig platziert. abgeschlossen hat, stoppen Sie den Lauf und fihren Sie eine
fehlende Intensitaten und Rehybridisierung der FlieBzelle durch. Lesen Sie vor dem

0 % Cluster nach Filterung in Neustart des Laufs Einsetzen der SequenzierungsflieBzelle
einem Teil der FlieBzelle. Der auf Seite 22, um den ordnungsgeméaBen Sitz der FlieBzelle
Prozentsatz der Cluster nach sicherzustellen.

Filterung sinkt abrupt von Wenn der Lauf den Paired-End-Turnaround abgeschlossen
Platte 1 (Einlass) auf hat, konfigurieren Sie einen neuen Lauf mit einer neuen
Platte 28 (Auslass). FlieBzelle.

Flhren Sie wahrend der Gerateinstallation und bei der Behebung von Fluidikproblemen eine Fluidikprifung
durch.

1 Wahlen Sie im BegrtBungsbildschirm die Option Check (Prifung).

2 Scannen Sie die Waschlauf-FlieBzellen-1D (Barcodenummer) der Primer-FlieBzelle ein oder geben Sie sie
ein. Stellen Sie sicher, dass Sie eine gebrauchte FlieBzelle verwenden.

Setzen Sie die gebrauchte FlieBzelle in das Geréat ein.

4 FUllen Sie acht SBS-Flaschen mit PW1 oder mit Wasser in Laborqualitat und laden Sie die Flaschen
aufdas SBS-Reagenzien-Rack.

5 Waéhlen Sie Lésung 2 aus der Dropdown-Liste aus.

Uberpriifen Sie die folgenden Standardwerte:
Volume (Volumen): 250
Aspirate Rate (Aspirationsrate): 250
Dispense Rate (Zufuhrrate): 2.000

7 Wahlen Sie Pump (Pumpe).

8 Inspizieren Sie die FlieBzelle auf Luftblasen, die die Lanes passieren, sowie auf Undichtigkeiten in der
Nahe der Manifolds.

9  Wenn UbermaBig viele Luftblasen vorhanden sind, gehen Sie wie folgt vor:

a Uberpriifen Sie die Manifold-Dichtungen auf Verstopfungen.
b Senken Sie die Aspirationsrate auf 100.
¢ Pumpen Sie weitere 250 pl Wasser in die FlieBzelle.

Beim Beenden eines Laufs gibt es keine Option, Daten zu speichern oder den Lauf wieder aufzunehmen.
Das Unterbrechen eines Laufs ist ggf. erforderlich, um die Laufkomponenten zu Uberprifen oder um einen
Lauf auf der benachbarten FlieBzelle zu konfigurieren.
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Unterbrechen eines Laufs

Das Unterbrechen eines Laufs ist moglich, um ggf. die Laufkomponenten, z. B. die Reagenzienmengen, zu
prUfen. Im normalen Betrieb gibt es keinen Grund, einen Lauf zu unterbrechen.

RTA2 nimmt die Verarbeitung nach der Fortsetzung eines unterbrochenen Laufs automatisch wieder auf.
Der Lauf kann also ohne Datenverlust fortgesetzt werden. Weitere Informationen hierzu finden Sie unter
Echtzeitanalyse auf Seite 40.

1 Wahlen Sie im LaufUbersichtsbildschirm die Option Pause (Unterbrechen) | Normal Pause (Normale
Unterbrechung).

2 Wahlen Sie Yes (Ja), um die Auswahl zu bestatigen.
Die Software beendet den aktuellen Chemie- oder Bildgebungsvorgang und versetzt die FlieBzelle in
einen sicheren Status.

3 Wahlen Sie Resume (Fortsetzen), um den Lauf fortzusetzen.

Wechseln von Reagenzien wahrend des Laufs

Wenn Sie den Lauf mit nicht vollstandig geflillten Reagenzien starten, wahlen Sie die Funktion ,Change
Reagents” (Reagenzien wechseln), um den Lauf anzuhalten und die Reagenzien aufzufiillen.

_Ff HINWEIS
Das Vorfullen der Reagenzien ist nicht erforderlich.

1 Wahlen Sie im Lauflibersichtsbildschirm die Option Pause (Unterbrechen), um das MenU ,Pause”
(Unterbrechen) zu éffnen.

2 Wahlen Sie Change Reagents (Reagenzien wechseln).

3 Wahlen Sie Yes (Ja), um den Befehl ,Pause” (Unterbrechen) zu bestéatigen.
Die Software beendet den aktuellen Chemie- oder Bildgebungsvorgang, versetzt die FlieBzelle in einen
sicheren Status und 6ffnet den Bildschirm ,Reagents” (Reagenzien).

4 Geben Sie die folgenden Parameter ein:
Die Reagenzien-Kit-ID fur die neuen Reagenzien.
Die Anzahl der Zyklen, fur die die Reagenzien ausreichen sollen.

5 Wahlen Sie Next (Weiter), um mit dem Laden der Reagenzien fortzufahren.

Beenden eines Laufs

Wenn RTA2 beendet wird, wird die Verarbeitung nicht wieder aufgenommen und die Laufdaten werden nicht
gespeichert. Daher kann ein Lauf nicht fortgesetzt werden, nachdem er gestoppt wurde.

VORSICHT
- Das Beenden eines Laufs auf dem HiSeq 4000 ist endgdiltig.

1 Wabhlen Sie zum Beenden des Laufs Abort (Abbrechen). Bestatigen bzw. brechen Sie die Ausfiihrung
des Befehls ab.

2 Wenn Sie den Befehl bestéatigen, wird der BegriiBungsbildschirm angezeigt.
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3 Fahren Sie mit dem Verfahren nach einem Lauf fort.

Tr HINWEIS

Falls ein Lauf wahrend Read 1 gestoppt wird, ist es mdglich, eine Primer-Rehybridisierung auf dem cBot
durchzufUhren. Starten Sie nach der Primer-Rehybridisierung einen neuen Lauf auf dem HiSeq 4000,
um die FlieBzelle zu sequenzieren.

1 Wahlen Sie Pause | Normal Pause (Unterbrechen | Normale Unterbrechung) aus.

2 Warten Sie, bis der aktuelle Chemie- oder Bildgebungsschritt abgeschlossen wurde.
Das System wird automatisch in einen sicheren Zustand versetzt.

3 Uberpriifen Sie, ob der Lauf erfolgreich angehalten wurde.
Wenn der Lauf angehalten wurde, wird die Schaltflache ,Resume” (Fortsetzen) angezeigt.
4 Konfigurieren Sie den neuen Lauf.

5 Sobald Sie die neue FlieBzelle fir den neuen Lauf geladen haben, schlieBen Sie die Tlr der
FlieBzellenkammer.

6 Wahlen Sie Start, um den neuen Lauf zu starten.

7 Wahlen Sie Resume (Fortsetzen) auf der benachbarten FlieBzelle, um den unterbrochenen Lauf
fortzusetzen.

Die Software steuert automatisch die Chemie- und Bildgebungsverfahren auf beiden FlieBzellen.

Wenn die Laufkennzahlen fir Read 1 niedrige Clusterzahlen oder niedrige Intensitaten zeigen oder auf andere
Probleme hindeuten, kdnnen Sie eine Primer-Rehybridisierung fir Read 1 durchfuhren, um die FlieBzelle zu
retten. Die Primer-Rehybridisierung fur Read 1 wird auf dem cBot-System durchgeflihrt und beschadigt nicht
die Cluster auf der FlieBzelle.

Zur DurchfUhrung einer Primerhybridisierung fur Read 1 auf einer strukturierten HiSeq 4000-FlieBzelle
bendtigen Sie folgende Verbrauchsmaterialien von lllumina:

HiSeq 3000/4000 cBot-Multi-Primer-Rehybridisierungs-Kit (Katalog-Nr. GD-305-2001)
HiSeqg-cBot-Manifold (Katalog-Nr. SY-401-2015)

Weitere Informationen finden Sie in Read- 7-Primer-Rehybridisierung auf einer HiSeq 3000/4000- FlieBzelle
(Dokument-Nr. 15058794).
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Das HiSeqg 4000-System nutzt eine Implementierung der Echtzeitanalyse-Software namens RTA2. RTA2 wird
aufdem Geratecomputer ausgefuhrt und extrahiert Intensitaten aus Bildern, fuhrt das Base-Calling durch
und weist dem Base-Call einen Qualitats-Score zu. RTA2 und die Steuerungssoftware kommunizieren tber
ein HTTP-Webinterface und gemeinsame Speicherbereiche. Wenn RTA2 beendet wird, wird die
Verarbeitung nicht wieder aufgenommen und die Laufdaten werden nicht gespeichert.

Tr HINWEIS

Die Demultiplexierungsleistung wird nicht berechnet. Daher wird die Registerkarte ,Index” im
Sequenzierungsanalyse-Viewer (SAV) nicht ausgefUllt.

Eingabedateien

RTAZ2 bendtigt die folgenden Eingabedateien:
Die im lokalen Speicher des Systems gespeicherten Plattenbilder.

Runinfo.xml, die von der Steuerungssoftware zu Beginn des Laufs automatisch generiert wird. RTA2 liest
aus dieser Datei den Namen des Laufs, die Anzahl der Zyklen und die Angabe, ob ein Read indiziert ist,
sowie die Anzahl der Platten auf der FlieBzelle.

RTA.exe.config, eine Softwarekonfigurationsdatei im XML-Format.

RTAZ2 erhélt Befehle von der Steuerungssoftware, die Uber den Speicherort der Datei Runinfo.xml und
darUber informieren, ob ein optionaler Ausgabeordner angegeben wurde oder nicht.

Ausgabedateien

Bilder von jedem Kanal werden gespeichert und als Platten an RTA2 Ubergeben. RTA2 generiert von diesen
Bildern die Primaranalyse-Ausgabe, die mehrere hinsichtlich inrer Qualitat ausgewertete Base-Call-Dateien
und Filter-Dateien umfasst. Andere Dateien unterstitzen die Generierung primérer Ausgabedateien.

Base-Call-Dateien: FUr jede analysierte Platte wird eine komprimierte Base-Call-Datei (*.bcl) pro Zyklus
generiert. Die Base-Call-Datei enthélt den Base-Call und den entsprechenden Qualitats-Score.

Filterdateien: Jede Platte liefert Filterinformationen, die pro Platte Gber den gesamten Lauf in einer
Filterdatei (*.filter) gespeichert werden. Die Filterdatei gibt an, ob Cluster die Filter passiert haben.

Clusterpositionsdateien: Die Clusterpositionsdatei (s.locs) enthalt die X- und Y-Koordinaten jedes
Clusters auf der FlieBzelle.

Die primaren Ausgabedateien werden fur die anschlieBende Datenanalyse verwendet. Mit der
Konvertierungssoftware bcl2fastq kénnen Sie die Demultiplexierung und die FASTQ-Konvertierung
durchfiihren. Verwenden Sie bcl2fastg v2.16 oder hdher zum Konvertieren von HiSeq 4000-Daten. Die
aktuelle Softwareversion und Informationen zum Download finden Sie auf der HiSeq 4000-Supportseite der
lllumina-Website.

RTAZ2 liefert Echtzeitkennzahlen zur Laufqualitat, die in InterOp-Dateien gespeichert werden. InterOp-
Dateien sind Binardateien mit Kennzahlen zu Platten, Zyklen und zur Read-Ebene. Sie werden bendtigt, um
Kennzahlen im Sequenzierungsanalyse-Viewer ansehen zu kdnnen. Verwenden Sie zur Anzeige der von
RTAZ2 generierten Kennzahlen SAV v1.10.2 oder héher.
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Naheres zu den einzelnen Ausgabedateien finden Sie unter Sequenzierungsausgabedateien auf Seite 46.

Fehlerbehandlung
RTAZ2 erstellt Protokolldateien und speichert sie im Ordner ,RTALogs". Fehler werden im *.tsv-Format in einer
Fehlerdatei aufgezeichnet.

Wenn die Verarbeitung abgeschlossen ist, werden die folgenden Protokoll- und Fehlerdateien an das
endgultige Ausgabeziel Ubertragen:

*GlobalLog*.tsv enthélt eine Zusammenfassung wichtiger Lauf-Ereignisse.
*LaneNLog*.tsv listet die Verarbeitungsereignisse pro Lane auf.
*Error*.tsv protokolliert wahrend des Laufs aufgetretene Fehler.
*WarningLog®.tsv fuhrt wahrend des Laufs aufgetretene Warnungen auf.

Datenlibertragung

Wahrend des Laufs fordert RTA2 eine Datenlbertragung vom Laufkopierdienst an, der Software, die die
Ubertragung zum angegebenen Ausgabeordner steuert. Wenn der BaseSpace Sequence Hub verwendet
wird, sorgt der BaseSpace Broker fiir die Ubertragung von Daten an den BaseSpace Sequence Hub. Wenn
die Netzwerkverbindung unterbrochen wird, fahrt RTA2 mit der Verarbeitung fort und speichert die Daten
lokal. Nach Wiederherstellung der Verbindung wird die Datenibertragung automatisch fortgesetzt.

f HINWEIS

R
Stellen Sie sicher, dass Ihre Netzwerkverbindung die Mindestanforderungen zum Senden der Laufdaten an
den BaseSpace Sequence Hub erflilit. Weitere Informationen finden Sie im Handbuch zur
Standortvorbereitung.

Nach Abschluss des Vorgangs erstellt RTA2 eine Markerdatei namens ,RTAComplete.txt”. Die
Datentbertragung wird abgeschlossen, sobald diese Datei generiert wurde. Eine Sensoranzeige im unteren
Bereich des Bildschirms zeigt den Ubertragungsstatus an. Weitere Informationen hierzu finden Sie unter
Aktivitats- und Sensoranzeigen auf Seite 5.

Matrizenbildung Definiert die Clusterpositionen.
Registrie;ung und Zeichnet die Position der einzelnen Cluster auf der strukturierten FlieBzelle auf und ermittelt
Intensitatsextraktion einen Intensitatswert fir jeden Cluster.
Farbmatri:(korrektur Korrigiert Crosstalk zwischen Kanalen.
Korrektur de;empirischen Korrigiert die Auswirkungen der Phasierung und Vorphasierung.
Phasierung
Base-z‘,alling Legt fur jeden Cluster einen Base-Call fest.
Qualitétst;ewertung Weist jedem Base-Call einen Qualitats-Score zu.
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Matrizenbildung

Bei der Matrizenbildung werden die einzelnen Clusterpositionen in einer Platte anhand von X- und Y-
Koordinaten definiert. Die Matrize dient im nachfolgenden Schritt ,Registrierung und Intensitatsextraktion” als
Referenz.

Aufgrund des Arrays auf den strukturierten FlieBzellen werden Clusterpositionen vorab nach der Anzahlder
Reihen und Spalten sowie der Distanz zwischen Nanowells bestimmt. Weitere Informationen hierzu finden Sie
unter Strukturierte FlieBzelle auf Seite 7.

Die Clusterpositionen des gesamten Laufs werden in einer Clusterpositionsdatei (s.locs) gespeichert.

Registrierung und Intensitatsextraktion

Die Registrierung und die Intensitatsextraktion werden durchgefihrt, nachdem die Matrize mit den
Clusterpositionen erstellt wurde.

Bei der Registrierung werden die Clusterpositionen in der Matrize an die Positionen auf dem Bild in jedem
der vier Farbkanéle Ubertragen.

Die Intensitatsextraktion ermittelt flr ein bestimmtes Bild einen Intensitatswert flr jeden Cluster in der
Matrize.

Wenn die Registrierung fur ein Bild in einem Zyklus fehlschlagt, werden fur diese Platte in diesem Zyklus keine
Base-Calls erzeugt. Sehen Sie sich die Miniaturbilder im SAV an und Uberprifen Sie, ob die Registrierung bei
einzelnen Bildern fehlgeschlagen ist.

Farbmatrixkorrektur

Nach der Registrierung und Intensitatsextraktion korrigiert RTA2 den Crosstalk zwischen Kanélen. Crosstalk
tritt z. B. auf, wenn ein Cluster Intensitat in Kanal C und auch etwas Intensitat in Kanal A zeigt. RTA2 korrigiert
mithilfe einer 4-x-4-Farbmatrix die Intensitdten, sodass sie nur einen geringen oder keinen Crosstalk
aufweisen, und gleicht Unterschiede in der Gesamtintensitat zwischen den Farbkanalen aus.

Korrektur der empirischen Phasierung

Wahrend der Sequenzierungsreaktion erweitert sich jeder DNA-Strangin einem Cluster um eine Base pro
Zyklus. Die Phasierung und Vorphasierung finden statt, wenn eine Phasenverschiebung eines Strangs mit
dem aktuellen Inkorporationszyklus eintritt.
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Eine Phasierung tritt ein, wenn eine Base zurtckfallt.

Eine Vorphasierung tritt ein, wenn eine Base vorauseilt.

Abbildung 14 Phasierung und Vorphasierung

B
A

A Read mit einer phasierenden Base
B Read mit einer vorphasierenden Base

RTA2 verwendet den Algorithmus zur Korrektur der empirischen Phasierung, um die Auswirkungen der
Phasierung und der Vorphasierung zu korrigieren. Bei diesem Algorithmus wird wahrend jedes Zyklus des
Laufs die Datenqualitat maximiert.

Base-Calling

Nach der Korrektur der Roh-Intensitaten fur Crosstalk, Phasierung und Vorphasierung ist der Kanal mit der
hellsten Intensitat der Call fur diesen Cluster in diesem Zyklus. Das Base-Calling beginnt auf einem
HiSeq 4000, das RTA2 verwendet, nach Zyklus 3.

Beim Base-Calling wird eine Base (A, C, G oder T) fur jeden Cluster einer bestimmten Platte eines
bestimmten Zyklus festgelegt. Base-Calls werden in Base-Call-Dateien (*.bcl) gespeichert. Base-Call-
Dateien sind Binardateien mit 1 Byte pro Call und Qualitats-Score. Jede Base-Call-Datei enthalt den Base-
Call und den entsprechenden Qualitats-Score. Um einen Base-Call durchzufihren, missen die Cluster
zunachst den Reinheitsfilter passieren. Cluster, die den Filter nicht passieren oder nicht aufgerufen werden
kénnen, weil sie auBerhalb des Bildes sind oder die Bildregistrierung fehlgeschlagen ist, werden als No-Calls
beschriftet. No-Calls werden mit (N) dargestellt.

Cluster nach Filterung

Wahrend der ersten 25 Zyklen von Read 1 entfernt der Reinheitsfilter Cluster niedriger Qualitat aus den
Analysenergebnissen. Cluster passieren den Filter, wenn nicht mehr als ein Base-Call einen Reinheitswert
unter 0,6 in den ersten 25 Zyklen aufweist. Die Reinheit ist definiert als das Verhaltnis der hellsten
Basenintensitat dividiert durch die Summe der hellsten und der zweithellsten Basenintensitat.

Der Prozentsatz der Cluster nach Filterung wird in Analyseberichten als %PF dargestellt.

Die strukturierte HiSeq 4000-FlieBzelle verflgt Uber ein geordnetes Array von Clustern. Leere Wells ohne
Cluster sowie polyklonale Wells, bei denen mehr als eine Sequenz vorhanden ist, sind in der Roh-Cluster-
Anzahlenthalten, passieren aber nicht den Filter. Daher liefert ein geordnetes Array auf einer strukturierten
FlieBzelle einen relativ niedrigen Prozentsatz von Clustern nach Filterung.

Dokument-Nr. 156066496 vO5 DEU Material-Nr. 20015630
Nur fiir Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.

43



HiSeq4000 Systemhandbuch

Abbildung 15 Leere und polyklonale Wells (in der Roh-Cluster-Anzahl enthalten)

Qualitatsbewertung

Ein Qualitats-Score oder Q-Score ist eine Prognose Uber die Wahrscheinlichkeit eines fehlerhaften Base-
Calls. Je hoher der Q-Score ist, desto hdher ist die Qualitat des Base-Calls und die Wahrscheinlichkeit, dass
dieser korrekt ist.

Der Q-Score ist eine kompakte Mdglichkeit, kleine Fehlerwahrscheinlichkeiten zu kommunizieren.

Q(X) reprasentiert Qualitats-Scores, wobei X fur den Score steht. Die folgende Tabelle zeigt die Beziehung
zwischen dem Qualitats-Score und der Fehlerwahrscheinlichkeit.

Q-Score Q(X) Fehlerwahrscheinlichkeit
Q40 0,0001 (1 von 10.000)
Q30 0,001 (1 von 1.000)
Q20 0,01 (1 von 100)
Q10 0,1 (1 von 10)
f HINWEIS

N
Die Qualitatsbewertung basiert auf einer gednderten Version des Phred-Algorithmus.

Die Qualitatsbewertung berechnet fur jeden Base-Call mehrere Fehlerwahrscheinlichkeiten und ermittelt
anhand der Prognosewerte den Q-Score aus einer Qualitatstabelle. Qualitatstabellen werden erstellt, um
optimale Qualitatsprognosen fur Laufe zu liefern, die auf spezifisch konfigurierten Sequenzierungsplattformen

mit bestimmten Chemie-Versionen durchgeflhrt werden.
Nachdem der Q-Score ermittelt wurde, werden die Ergebnisse in Base-Call-Dateien gespeichert.
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Q-Score-Gruppierung

RTA2 gruppiert die Qualitats-Scores in bestimmte Bereiche und weist jedem Bereich einen Wert zu. Die Q-
Score-Gruppierung reduziert den Speicherplatzbedarf erheblich, ohne die Genauigkeit und Leistung von
nachgeschalteten Anwendungen zu beeintrachtigen.

Die Q-Score-Gruppierung tragt zur Effizienz der Analyseverfahren und Datenlbertragungsanforderungen bei,
die mit dem hohen Durchsatz des HiSeq 4000 einhergehen. Die resultierende *.bcl-Dateiist kleiner, da die
Komprimierungsalgorithmen die Datei besser komprimieren kdnnen. Es werden weniger Daten auf den
Geratecomputer geschrieben und auf einen Speicherort im Netzwerk Ubertragen, wodurch das Kopieren der
Dateien schneller erfolgt.
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Sequenzierungsausgabedateien .. 46
Ordnerstruktur der Ausgabedaten . il 46

Plattennummerierung

Dateityp

Base-Call-Dateien

Clusterpositionsdateien

Filterdateien

InterOp-Dateien

Echtzeitanalyse-
Konfigurationsdatei

Laufinformationsdatei

Miniaturbilddateien

Dateibeschreibung, Speicherort und Name

Die Analyseergebnisse der einzelnen Platten werden in Base-Call-Dateien gespeichert. Sie
enthalten den Base-Call und den kodierten Qualitats-Score.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X]: Die Dateien fUr jede Lane werden pro Zyklus in den jeweiligen
Ordnern gespeichert.

s_[Lane]_[Platte].bcl.gz, wobei ,Lane” der Platzhalter fir die einstellige Nummer der Lane und
,Platte” der Platzhalter flr die vierstellige Plattennummer ist. Die Base-Call-Dateien werden mit
dem gzip-Tool komprimiert.

Die Clusterpositionsdateien fUr die einzelnen Platten enthalten die X- und Y-Koordinaten jedes
Clusters. Clusterpositionsdateien werden bei der Matrizenbildung generiert.

Data\Intensities: Eine Datei fir den gesamten Lauf wird im Ordner ,Intensities” gespeichert.
s.locs

Die Filterdatei gibt an, ob ein Cluster die Filter passiert hat. Filterdateien werden bei Zyklus 26
generiert und verwenden 25 Datenzyklen.

Data\Intensities\BaseCalls\LOQ[X]: Die Dateien werden pro Lane und Platte in einem
entsprechenden Ordner gespeichert.

s_[Lane]_[Platte].filter

Binare Berichtsdateien, die im Sequenzierungsanalyse-Viewer verwendet werden. InterOp-
Dateien werden wahrend des Laufs aktualisiert.
InterOp-Ordner

Die RTA-Konfigurationsdatei wird zu Beginn des Laufs generiert. Sie enthalt die Einstellungen fur
den Lauf.

[Stammordner]

RTAConfiguration.xml

Enthalt den Namen des Laufs, die Anzahl der Zyklen in jedem Read, die Angabe, ob der Read
indiziert ist, sowie die Anzahl der Bildstreifen und Platten auf der FlieBzelle. Die
Laufinformationsdatei wird am Anfang des Laufs generiert.

[Stammordner]

Runinfo.xml

Wahrend der Bildgebung wird bei jedem Zyklus ein Miniaturbild fur jeden Kanal und jede Platte in
den einzelnen Bildstreifen erzeugt.

Thumbnail_Images\LOO[X]\C[X.1]: Fur jede Lane wird ein Ordner und fur jeden Zyklus ein
entsprechender Unterordner angelegt.

s_[Lane]_[Platte]_[Kanal].jpg: ,Platte” ist der Platzhalter fur die vierstellige Zahl, die die
Oberflache, die Bildstreifen und die Platte angibt. Siehe Plattennummerierung auf Seite 47.

[[(71Config — Enthalt Konfigurationsdateien fir den Lauf.

[C1Data
Intensities

BaseCalls

() LOO[X] — Base-Call-Dateien fur jede Lane, zusammengefasst in einer Datei pro Zyklus.

Els.locs
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[“1Images
Focus
[ LOO[X] - Fokusbilder fur jede Lane.
= InterOp — Vom Sequenzierungsanalyse-Viewer (SAV) verwendete Binardateien.
Logs — Protokolldateien, die betriebliche Ereignisse beschreiben.
Recipe — Laufspezifische Rezepturdatei mit der Reagenzienkartuschen-ID als Name.
RTALogs — Protokolldateien, in denen RTA2-Ereignisse beschrieben sind.

@Thumbnail_lmages —FUr jeden Zyklus und jede Base generierte Miniaturbilder von neun Positionen einer
Teilmenge von Platten.

B RTAConfiguration.xml
=l Runinfo.xml

5] RunParameters.xml

Name und Pfad des Laufordners

Der Laufordner ist der Stammordner fur die Ausgabe eines Sequenzierungslaufs. Wenn Sie den Lauf
konfigurieren, fordert Sie die Software zur Eingabe des Pfads des Laufordners auf. StandardmaBig hat der
Name des Ordners das folgende Format:

JUMMTT_<Computername>_<Laufnummer>_<FlieBzellenseite><FlieBzellen-1D>
Beispiel: 110114_SN106_0716_A90095ACXX

Die Laufnummer wird jedes Mal, wenn das Gerat einen Sequenzierungslauf durchfihrt, um eins erhoht. Die
FlieBzellenseite (A oder B) und die FlieBzellen-ID, die Sie beim Konfigurieren des Laufs eingegeben haben,
werden an das Ende des Laufordnernamens angehangt.

Der Laufordner wird in dem Ausgabepfad gespeichert, den Sie bei der Laufkonfiguration angegeben haben.
Der temporére Laufordner fUr FlieBzelle A wird auf das Laufwerk D: und der temporare Laufordner flr
FlieBzelle B wird auf das Laufwerk E: geschrieben.

Die strukturierte FlieBzelle des HiSeq 3000/4000-Systems wird fur jeden Zyklus in 112 Platten auf jeder Lane
oben und unten aufgenommen. Jede der acht Lanes verflgt Uber zwei Bildstreifen mit je 28 Platten. Die
Platten werden entsprechend ihrer Position nummeriert.

T‘ HINWEIS
Ein Bildstreifen ist eine Plattenreihe innerhalb einer Lane der FlieBzelle.
Beidem Plattennamen handelt es sich um eine vierstellige Zahl, die die Position der FlieBzelle darstellt.
Die erste Ziffer steht fur die Oberflache:

1 steht fur oben
2 steht fUr unten

Die zweite Ziffer steht flir den Bildstreifen:
1 steht fUr den ersten Bildstreifen
2 steht fUr den zweiten Bildstreifen

Die letzten beiden Ziffern stehen fur die Platte, von 01 bis 28. Die Plattennummerierung beginnt bei 01 am
Ausgabeende der FlieBzelle bis 28 am Eingabeende.
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Abbildung 17 Plattennummerierung
Plattenname:

Oberflache: «— 1 207 —> Platte:

1 =oben 01 bis 28
2 = unten ¢

Bildstreifen:

1 = Erster

2 = Zweiter

In diesem Beispiel handelt es sich um eine Platte aus der oberen Oberflache der FlieBzelle, den zweiten
Bildstreifen und die siebte Platte.
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Bildgebung 47 lllumina-Rehybridisierungs-Kits 39
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FlieBzelle 16, 47
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Fluidiksystem 3
Fehlerbehebung 37
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Zugriff auf 2
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FUhrungsstifte 21, 23
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HCS 4 Laufordner, temporar 47
Ansichtsoptionen 9 Laufparameter Uberprufen 18
Fehlerprotokolle 36 LaufUbersichtsbildschirm 25
Offnen 8 Leerlauf, zulassige Dauer 34
Hilfe LIMS
Clustering 12 Einstellungen 9
Dokumentation 1 Server 9
Primer-Rehybridisierung 39 Luftblasen 21, 24
SAV 26

Hilfe, technische 53

Markerdatei 41
Miniaturbilder 16, 46
Indizierungsoptionen 16
Indizierungsschema 17
Initialisieren der Software 8
Initialisieren der Software, Fehlerbehebung 36
Installation, Fluidikprifung 37
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InterOp-Dateien 40, 46
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Netzwerkverbindung 41
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Online-Support 1
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Technische Unterstutzung

Wenn Sie technische Unterstltzung bendétigen, wenden Sie sich bitte an den
technischen Support von lllumina.

Website: www.illumina.com
E-Mail: techsupport@illumina.com

Telefonnummern des lllumina-Kundendiensts

Region

Gebuhrenfrei

Regional

Nordamerika

+1.800.809.4566

Australien +1.800.775.688

Belgien +32 80077160 +32 34002973
China 400.066.5835

Déanemark +45 80820183 +45 89871156

Deutschland

+49 8001014940

+49 8938035677

Finnland

+358 800918363

+358 974790110

Frankreich

+33 805102193

+33 170770446

GroBbritannien

+44 8000126019

+44 2073057197

Hongkong 800960230

Irland +353 1800936608 +353 016950506
Italien +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800.111.5011

Neuseeland 0800.451.650

Niederlande

+31 8000222493

+31 207132960

Norwegen +47 800 16836 +47 21939693
Osterreich +43 800006249 +43 19286540
Schweden +46 850619671 +46 200883979
Schweiz +41 565800000 +41 800200442
Singapur +1.800.579.2745

Spanien +34 911899417 +34 800300143
Taiwan 00806651752

Andere Lander

+44.1799.534000

Sicherheitsdatenblatter (SDS, Safety Data Sheets) sind auf der lllumina-Website unter
support.illumina.com/sds.html verfigbar.

Die Produktdokumentation steht auf der lllumina-Website im PDF-Format zum Herunterladen zur Verfugung.

Gehen Sie zu support.illumina.com, wahlen Sie ein Produkt und wahlen Sie anschlieBend Documentation &

Literature (Dokumentation und Literatur).
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