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Popis zmény

Bylo pridano upozornéni na 7denni ¢asovy limit v ¢asti Kontroly
sekvencnich béhd.

Aktualizace pracovniho postupu sekvenovani pfidanim ¢asti o vytvoreni
bé&hu pomoci softwaru Local Run Manager.

Byl zmeénén limit stability.

Byly pfidany informace o typu BeachChipu Infinium Methylation EPIC.
Aktualizace obrazkl ikon na zékladé zmén uzivatelského rozhrani.

Aktualizovany obrazek v ¢asti Ruéni myti, aby odpovidal novym mycim
kazetam na reagencie a novym mycim kazetam na pufr.
Stavovy prouzek byl aktualizovan doplnénim dalSich barev.

Do ¢asti Konfigurace nastaveni systému byly doplnény informace
0 monitorovaci sluzbé lllumina Proactive.

Prvni vydan.
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Popis této prirucky
VOO
DAl ZONO ...
SOUC ST P S IO ... 2
Zakladni informace o sadé reagencii
Prehled spotfebniho materidlu pro sekvenovani

Tato referen¢ni pfirucka k pfistroji poskytuje pokyny k pouzivani pfistroje NextSeq 550Dx v rezimu
vyzkumu (RUO).

Funkce sekvenovani

Viysoce vykonné sekvenovanf — Diagnosticky nastroj NextSeq' 550Dx umoziiuje sekvenovat knihovny
DNA.

Analyza vreadlném &Sase (software Real-Time Analysis, RTA) — Provadi zpracovani obrazu a pfifazeni
baze. Dalsi informace naleznete v ¢asti Analyza v realném case na strané 53.

Moznost datové analyzy pfimo v pfistroji — Analytické moduly softwaru Analysis Software uréené pro
béh mohou analyzovat data béhu.

Dva operaéni systémy (,Dual Boot") — Diagnosticky nastroj NextSeq 550Dx obsahuje samostatné
pevné disky, které podporuji diagnosticky (Dx) a vyzkumny (RUQO) rezim.

Funkce Cipového skenovani

Integrované &ipové skenovani v Fidicim softwaru — Pfistroj NextSeq 550Dx umoznuje pfechazet mezi
Cipovym skenovanim a vysokovykonnym sekvenovanim na stejném pristroji pouzivajicim stejny fidici
software.

Rozs8itené moznosti snimani — Systém snimani v pfistroji NextSeq 550Dx obsahuje Upravy softwaru a
prostoru, které umoznuji snimat oblast vétSiho povrchu, coz je potfeba ke skenovani Beadchip.

Typy BeadChipu — Mezi kompatibilni typy BeadChipu patfi CytoSNP-12, CytoSNP-850K, Infinium
MethylationEPIC a Karyomap-12.

Adaptér skenu BeadChip — Opakované pouzitelny adaptér skenu BeadChip umoznuje snadné viozeni
BeadChipu do pfistroje.

Analyza dat — Data ¢ipu mlzete analyzovat pomoci softwaru BlueFuse® Multi.

Z webu spolecnosti lllumina si mUzZete stdhnout nasledujici dokumentaci.
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Zdroj

Popis

Priruc¢ka pro pfipravu
pracovisté pro pristroj
NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009869)

Obsahuje specifikace laboratorniho prostoru, pozadavky na elektrické pripojeni a poznamky

k prostredi.

Priruc¢ka bezpecnosti

a souladu s predpisy pro
pristroj NextSeq 550Dx
(dokument

¢. 1000000009868)

Obsahuje informace o tom, na co je tfeba dbat z hlediska bezpecnosti provozu, prohlaseni

o souladu s predpisy a oznaceni pfistroje.

Priru¢ka souladu s predpisy
ctecky RFID (dokument
¢. 1000000030332)

Obsahuje informace o ¢te€ce RFID v pfistroji, certifikace souladu s pfedpisy a informace
0 bezpec¢nosti.

Referencni prirucka pro
rezim vyzkumu pfistroje
NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000041922)

Obsahuje pokyny pro obsluhu pfistroje a postupy pfi feseni problémd. Uréeno k pouziti
s pristrojem NextSeq 550Dx v rezimu vyzkumu spolu se softwarem NextSeq Control
Software (NCS) v3.0.

Systémova prirucka pristroje
NextSeq 550 (dokument
¢. 15069765)

Obsahuje pokyny pro obsluhu pfistroje a postupy pfi feseni problémd. Uréeno pro praci
s pristrojem NextSeq 550Dx v rezimu vyzkumu se softwarem NextSeq Control Software
(NCS) verze 4.0 nebo novgjsi.

Systémova prirucka pristroje
NextSeq 550

Obsahuje prehled soucasti pfistroje, navod k jeho pouziti a postupy udrzby areseni
problémd.

Napovéda k softwaru
BaseSpace

Obsahuje informace o pouzivani systému BaseSpaceTM Sequence Hub a dostupnych
moznostech analyzy.

Na strance podpory pristroje NextSeq 550Dx na webu spolecnosti lllumina naleznete dokumentaci,

odkazy ke stazeni softwaru, online Skoleni a odpovédi na nejcastéjsi dotazy.

Na strankach podpory systému NextSeq 550Dx na webu spole¢nosti lllumina naleznete dokumentaci,

odkazy na stazeni softwaru, online Skoleni a odpovédi na nejcastéjsi dotazy.

Soucasti pristroje

K pfistroji NextSeq 550Dx patfi dotykova obrazovka, stavovy prouzek a 4 pfihradky.

Obrazek 1 Soucasti pfistroje

Dokument €. 1000000041922 vO3 CZE
Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.


https://support.illumina.com/clinical_support/clinical_instruments/nextseq-550dx.html
http://support.illumina.com/

Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

Prihréadka pro snimani — V priibéhu sekvenac¢nino béhu uchovava pritokovou kyvetu.

Dotykové obrazovka — Umoznuje nastavit a konfigurovat pfistroj pres rozhrani obsluzného softwaru.
Stavovy prouzek — Zobrazuje stav pristroje jako provadéjici zpracovani (modra), vyzaduiici pozornost
(oranzova), pripraveny k sekvenovani (zelend), inicializace (stfidajici se modra a bild), jesté neprobéhla
inicializace (bilé) nebo vyzaduje myti do 24 hodin (zlutd).

Piihradka na pufr — SlouZi k uchovani kazety s pufrem a zasobniku na spotfebované reagencie.
Prihradka na reagencie — Slouzi k ulozeni kazety reagencii.

Pihradka na vzduchovy filtr — Slouzi k uchovani vzduchového filtru. Kfiltru se Ize dostat ze zadni ¢asti
pfistroje.

G Tlagitko napéjeni — Zapina a vypina pfistroj a jeho pocitac.

o w>

mm O

Prihradka pro snimani

V pfihradce pro snimani se nachazi snimaci prostor, ktery obsahuje tfi zarovnavaci piny pro umisténi
pratokové kyvety. Po vioZeni pritokové kyvety se dvitka prinradky pro snimani automaticky uzaviou
a komponenty se presunou na sva mista.

Prihradky na reagencie a pufr

Chcete-li na pfistroji NextSeq 550Dx nastavit sekvenacni béh, potfebujete mit pristup do prihradky na
reagencie a pufr, abyste mohli vloZit spotfebni material pro béh a vyprazdnit zasobnik na spotfebované
reagencie.

Obrazek 2 Prihradky na reagencie a pufr

A Dvitka prihradky na reagencie — Prihradka na reagencie se zavira zapadkou vpravo pod dvitky.
V pfihradce na reagencie se nachazi kazeta reagencii.

B Kazeta reagencii — Kazeta reagencii je pfedem naplnéna jednorazovym spotfebnim materialem.

C Kazeta s pufrem — Kazeta s pufrem je pfedem naplnéna jednorazovym spotfebnim materidlem.

D Zasobnik na spotfebované reagencie — Zde se po kazdém béhu shromazdi spotfebované reagencie
uréené Kk likvidaci.

E Dvitka pfihradky na pufr — Prihradka na pufr se zavira zapadkou v levém dolnim rohu dvirek.

Cast pro vzduchovy filtr

Prihradka pro vzduchovy filtr, ktera tento filtr drzi, se nachazi v zadni asti pfistroje. Vzduchovy filtr
vymenujte kazdych 90 dni. Informace o vymeéneé filtru najdete v ¢asti Vymena vzduchového filtru na
strané 36.
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Software NextSeq 550Dx

Software pfistroje obsahuje integrované aplikace, které provadeéji sekvenacni béhy.

NextSeq Control Software (NCS) — Ridici software vas provadi postupem nastaveni sekvenacniho
béhu.

Software Real-Time Analysis (RTA) — Software RTA provadi analyzu obraz( a pfifazovani bazi béhem
béhu. Pristroj NextSeq 550Dx pouziva software RTA v2, ktery obsahuje dilezité rozdily v architekture
a funkcich oproti pfedchozim verzim. Dalsi informace naleznete v ¢asti Analyza v realném case na
strané 53.

Stavove ikony

Stavova ikona v pravém hornim rohu softwaru NCS signalizuje zmény v podminkach béhem nastaveni
béhu nebo v prabéhu béhu.

Stavova Nazev Popis
ikona stavu
E Stav OK Systém je normaini.
E C Zpracovani Systém provadi zpracovani.
Varovani Doslo k varovani.
Varovani nezastavi béh ani nevyzaduji napravnou akci, které by podmifovala dalsi
pokracovani.
Chyba Doslo k chybé.
x Chyby vyzaduji napravnou akci, nez bude mozné pokracovat v béhu.
Nutny servis  Objevilo se upozornéni, které vyzaduje vasi pozornost. BlizSi informace jsou obsazeny
v pfislusné zprave.

Dojde-li k néjaké zméné v podminkach, ikona se varovné rozblika. Chcete-li ziskat blizSi informace o této
zmeéné, vyberte ikonu. Volbou Acknowledge (Vzit na védomi) zpravu pfijmete a pomoci Close (Zavrit)
zavrete dialogové okno.

POZNAMKA

Jakmile zpravu pfijmete, ikona se obnovi a zprava bude zasedla. Pokud uzivatel vybere pfislusnou ikonu,
bude si moci zpravu precist i pozdéji, ale po restartu softwaru NCS tato zprava zmizi.

Tlacitko napajeni

Tlagitkem napéjeni na predni ¢asti pfistroje NextSeq 550Dx Ize pfistroj a jeho pocitac vypinat a zapinat.
Toto tlacitko mize mit nasledujici funkce podle toho, v jakém stavu se nachazi napéjeni pfistroje.
Ve vychozim nastaveni se pfistroj NextSeq 550Dx zapina v diagnostickém rezimu.

Informace o prvnim zapnuti pfistroje naleznete v ¢asti Spusténi pristroje na strané 9.
Informace o vypnuti pfistroje naleznete v ¢asti Vypnuti pristroje na strané 39.
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Stav napéjeni Akce

Napdjeni pfistroje je vypnuto  Pristroj zapnete stisknutim tlacitka.

Napajeni pfistroje je PFistroj vypnete stisknutim tlacitka. Na obrazovce se zobrazi dialogové okno, ve kterém je
zapnuto tfeba potvrdit vypnuti pfistroje.

Napajeni pfistroje je Pridrzite-li tlacitko napajeni po dobu 10 sekund, pfistroj ijeho podita& vypnete ,natvrdo”.
zapnuto Timto zpUsobem vsak pfistroj vypinejte pouze v piipadé, Ze jinak nereaguije.

POZNAMKA \Vypnete-li pfistroj v priib&hu sekvenovani, sekvenovani se okamzité& ukondi. Ukondeni béhu bude
konec¢né. Spotrebni material béhu uz nebude mozné pouzit a data sekvenovani z tohoto béhu nebudou ulozena.

Prehled opakované pouzitelného adaptéru skenu BeadChip

Opakované pouzitelny adaptér skenu BeadChip drzi BeadChip béhem skenovani. BeadChip je bezpe&né
usazen ve snizené ploSe adaptéru pomoci zadrzujici svorky. Poté se adaptér skenu BeadChip vlozi do
prostoru v pfihradce pro snimani.

Obrazek 3 Opakované pouzitelny adaptér skenu BeadChip

2

~

A Adaptér skenu BeadChip
B Zadrzujici svorka

Spotfebni material pro sekvenovani, ktery je zapotiebi pro béh NextSeq 550Dx, je poskytovan zvlast
v jednorazové sadé. Kazda sada obsahuje jednu pritokovou kyvetu, kazetu reagencii, kazetu s pufrem

Output Reagent Kit v2 (300 cykli), NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) nebo
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cykld).

Z ddvodu presného sledovani a kompatibility spotfebniho materialu je na priitokové kyveté,
kazeté reagencii a kazeté s pufrem pouzit Cip radiofrekvencéni identifikace (RFID).

Dokument €. 1000000041922 vO3 CZE
Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

UPOZORNENI

Sady reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent verze 2.5 vyzaduji NOS 1.3 nebo novéjsi, aby pfistroj
prijal kazetu pritokové kyvety verze 2.5. Pred pripravou vzork( a spotfebniho materidlu provedte
aktualizace softwaru, abyste zabranili plytvani reagenciemi nebo materialem.

POZNAMKA
Pred pouzitim uchovavejte spotrebni material pro sekvenovani v prislusnych krabicich.

Oznaceni kompatibility sady

Komponenty sady jsou oznaceny barevné kdodovanymi indikatory, které znazornuji kompatibilitu mezi
pratokovymi kyvetami a kazetami reagencii. Vzdy pouzivejte kompatibilni kazetu reagencii a pritokovou
kyvetu. Kazeta s pufrem je univerzaini.

Kazda pratokova kyveta a kazeta reagencii je oznacena textem High nebo Mid (vysoky nebo stfednf
vykon). Pf¥i pfipravé spotrebniho materidlu pro béh vzdy zkontrolujte oznaceni.

Typ sady Oznaceni na Stitku

Komponenty vysokovykonné sady

HIGH

Komponenty stfedné vykonné sady @

Zakladni informace o prlitokové kyveté

Obrazek 4 Kazeta pritokové kyvety

A ParcestA—-cesty1a3
B ParcestB-cesty2 a4
C Réam kazety pritokové kyvety

Pritokova kyveta je sklenény substrat, na kterém se generuji klastry a kde probiha sekvenacni reakce.
Pratokova kyveta je uloZena v kazeté na pritokovou kyvetu.
Pritokova kyveta obsahuje Gtyfi cesty, které se snimaiji v parech.

Cesty 1 a3 (par cest A) jsou snimany najednou.

Cesty 2 a4 (par cest B) budou snimany az po skonc¢eni snimani paru A.
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Prestoze pritokova kyveta obsahuje Ctyfi cesty, sekvenuje se na ni pouze jedina knihovna nebo sada
knihoven sloucenych ve fondu. Knihovny jsou vlozeny do kazety s reagenciemi z jednoho zasobniku
a automaticky preneseny na v8echny &tyfi cesty pritokové kyvety.

Kazda cesta je snimana po malych ¢astech, které se nazyvaji dlazdice. Dalsi informace naleznete v Casti
Dlazdice priatokové kyvety na strané 57.

Zakladni informace o kazeté reagencii

Kazeta reagencii je jednorazovym spotfebnim materidlem. Je vybavena sledovanim pomoci RFID
a zasobniky, které jsou uzavfeny tésnici folii a pfedem naplnény klastrovacimi a sekvenovacimi
reagenciemi.

Obrazek 5 Kazeta reagencii

Kazeta reagencii obsahuje zvlastni zasobnik pro viozeni pfipravenych knihoven. Po spusténi béhu se
knihovny automaticky prenesou ze zasobniku do pritokové kyvety.

Nékteré zasobniky jsou vyhrazeny pro automatické promyti po béhu. Z kazety s pufrem se pak do téchto
vyhrazenych zasobnik( ¢erpa myci roztok, ktery projde systémem a poté pokracuje do zasobniku na
spotfebované reagencie.

VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencidlngé nebezpedné chemické latky. Vdechovanim, pozitim, stykem

s kOzf a vniknutim do o&f miize dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomcicky véetné ochrannych bryli,
rukavic a laboratorniho plaste, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte
jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi.

Dalsi informace tykajici se ochrany zivotniho prostredi, zdravi a bezpenosti prace naleznete na
bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.
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Vyhrazené zasobniky

Obrazek 6 Cislované zasobniky

@@Q@©O@
Q@@O@
@ @

@ & @

= —|
\_ = 2 illumina Y,
Pozice Popis
7,8a9 Vyhrazeno pro vlastni volitelné primery
10 VlozZeni knihoven

Vyjimatelny zasobnik na pozici €. 6

PFfedem naplnéna kazeta zahrnuje denaturacni reagencii na pozici 6, ktera obsahuje formamid. Zasobnik
na pozici 6 je vyjimatelny, aby bylo mozné po sekvenacnim béhu snaze zlikvidovat nepouzité reagencie.
BliZzSi informace naleznete v asti Odstranéni pouzitého zasobniku na pozici ¢. 6 na strané 20.

Zakladni informace o kazeté s pufrem

Kazeta s pufrem je jednorazovym spotfebnim materialem. Obsahuje tfi zasobniky, které jsou predem
naplnény pufry a mycim roztokem. Obsah kazety s pufrem staci pro sekvenovani jedné pritokové kyvety.

Obrazek 7 Kazeta s pufrem
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Kapitola 2 ZaCiname

SPUSE BN DI S IO ... 9
Prizplsobeni systémovEeho nastavent ... 10
Spotrebni material a vybaveni dodavané uzivatelem ... 11

Spusténi pristroje
Vypina¢ napajeni pfepnéte do polohy | (zapnuto).

Obrazek 8 Vypinac napajeni umistény vzadu na pfistroji

1 Stisknéte tlacitko napajeni nad prihradkou na reagencie. Timto tlaCitkem zapnete pfistroj a spustite
s nim spojeny pocitac a software.

Obrazek 9 Tlacitko napajeni umisténé vpredu na pfistroji

e S,

2 Pockejte, az se nacCte operacni systém.
Software NextSeq Control Software (NCS) se spusti a inicializuje systém automaticky. Po skonc¢eni
inicializace se objevi domovska obrazovka.

3 Zadejte své uzivatelské jméno a heslo do softwaru Local Run Manager.
Blizsi informace o heslech naleznete v &asti UZivatelska hesla na strané 1. Blizsi informace o nastaveni
Uctu v softwaru Local Run Manager naleznete v &asti Nastaveni a ulohy spravy na strané 1.

4 Zvolte moznost Login (PrihlaSeni).
Otevre se domovska obrazovka s ikonami pro sekvenovani, program Local Run Manager,
Upravy pfistroje, a provedeni myti.
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Indikatory rezimu pristroje

Vychozi rezim pristroje NextSeq 550Dx je rezim diagnosticky. Nasledujici udaje na obrazovce
systému NOS predstavuji rezim pfistroje.

Rezim Domovskéa obrazovka Barevny ukazatel Orientace stavové ikony
Diagnosticky rezim PFivitani NextSegDx Modra Horizontalni
Rezim vyzkumu Privitani NextSeq Oranzova Vertikalni

Obsluzny software zahrnuje prizptsobitelna nastaveni systému pro identifikaci pfistroje, predvolby vstupu,
nastaveni zvuku a umisténi vystupni slozky. Pokyny pro zménu nastaveni konfigurace sité najdete
v kapitole Konfigurace nastaveni systému na strané 48.
Moznosti pfizplsobent:

PrizpUsobeni identifikace pristroje (Avatar a prezdivka)

Nastaveni moznosti vstupu a zvukového indikatoru

Uprava moznosti nastaveni b&hu

Moznosti vypnuti

Konfigurace spusténi pfistroje po kontrole chyb pred spusténim

Volba, zda se budou Udaje o vykonu pfistroje zasilat spolec¢nosti lllumina

Vybér vystupni slozky béhu

Prizplisobeni avataru a prezdivky pfistroje
1 Na domovské obrazovce vyberte moznost Manage Instrument (Upravit pfistroj).
Vyberte moznost System Customization (Prizplsobeni systému).

3 Chcete-li ke svému pristroji pfifadit obrazek, zvolte moznost Browse (Prochazet) a vyberte pfislusSny
obrazek.
4 Do pole Nickname (Prezdivka) zadejte preferovany nazev pristroje.

5 Pomoci moznosti Save (Ulozit) ulozte nastaveni a pokraCujte na obrazovce dale.
Obrazek a nazev budou uvedeny v levém hornim rohu kazdé obrazovky.

Nastaveni moznosti klavesnice a zvukového indikatoru

1 Na domovské obrazovce vyberte moznost Manage Instrument (Upravit pfistroj).
Vyberte moznost System Customization (Prizplsobeni systému).

3 Zaskrtnutim policka Use on-screen keyboard (Pouzit klavesnici na obrazovce) pouzijete jako vstupni
zafizeni pristroje klavesnici na obrazovce.

4 Zaskrtnutim poli¢ka Play audio (Pfehravat zvuky) zapnete zvukové indikatory pro nasledujici udalosti:
Pri inicializaci pfistroje
PFi spusténi béhu
PFi vyskytu urcitych chyb
V pfipadé, ze je nutny zasah uzivatele
Pri skonCeni béhu
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Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

5

Pomoci moznosti Save (UloZit) ulozte nastaveni a pokradujte na obrazovce déle.

Uprava moznosti nastaveni béhu

1

4

Na obrazovce Manage Instrument (Upravit pfistroj) vyberte moznost System Customization
(PrizplGsobeni systému).

Zaskrtnutim policka Use Advanced Load Consumables (Pouzit pokrocilé viozeni spotfebniho materialu)
povolite moznost vlozeni vesSkerého spotfebniho materialu béhu pomoci jediné obrazovky.

Pokud zaSkrtnete policko Skip Pre-Run Check Confirmation (Pfeskodit potvrzeni kontroly pred
spusténim béhu), sekvenovani se automaticky spusti, jakmile Uspésné probéhne automaticka kontrola.

Pomoci moznosti Save (UloZit) ulozte nastaveni a ukonéete obrazovku.

Nastaveni moznosti automatického c¢isténi

1

Na obrazovce Manage Instrument (Upravit pfistroj) vyberte moznost System Customization
(PrizplGsobeni systému).

Chcete-li po kazdém béhu automaticky vycistit nepouzité reagencie z kazety reagencii a premistit je
do zasobniku na spotfebované reagencie, zaskrtnéte policko Purge Consumables at End of Run
(Vycistit na konci béhu spotfebni material).

POZNAMKA Cisténi spotfebniho materidlu automaticky prida dalsi as do pracovniho postupu.

3

Pomoci moznosti Save (UloZit) uloZzte nastaveni a ukoncete obrazovku.

S pristrojem NextSeq 550Dx se pouziva nasledujici spotfebni material a vybaveni.Pfi pfipravé spotrebniho
materidlu, sekvenovani a udrzbé systému se pouziva nasledujici spotfebni material a vybaveni.
Vice informaci naleznete v pfiru¢ce systemu NextSeq 550.

Spotrebni material pro sekvenovani

Spotfebnfi materiél Dodavatel Ugel

Cistici ubrousky se 70% isopropy! VWR, katalogové Cislo 95041-714 Cisténi pratokové kyvety a obecné pouziti
alkoholem (nebo ekvivalentni)

nebo Dodavatel bézného laboratorniho

Ethanol, 70 % vybaveni

Laboratorni utérky, netkané VWR, katalogové &islo 21905-026  Cisténi pritokové kyvety a obecné pouZiti

(nebo ekvivalentni)
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Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

Spotiebni material pro udrzbu a feseni problém(

Spotrebni material Dodavatel Ugel
NaOCl, 5 % Sigma-Aldrich, kat. ¢. Ruéni myti pfistroje po skonceni béhu; myci pfipravek
(chlornan sodny) 239305 zfedény na 0,12 %
(nebo ekvivalent laboratorni
jakosti)
Tween 20 Sigma-Aldrich, kat. &. Ruéni myti pfistroje; myci pfipravek zfedény na 0,05 %
P7949
Voda, laboratorni jakost Dodavatel bézného Myti pfistroje (ru¢ni myti)
laboratorniho vybaveni
Vzduchovy filtr lllumina, katalogové cislo Cisténi vzduchu nasavaného pristrojem pro Géely chlazeni
20022240

Pokyny pro vodu laboratorni jakosti

Pri provadéni postupt na pfistroji vzdy pouzivejte pouze vodu laboratorni jakosti nebo deionizovanou

vodu. Nikdy nepouzivejte kohoutkovou vodu. Pouzivejte pouze vodu nasledujici nebo rovnocenné jakosti:

Deionizovana voda

lllumina PWA1

Voda 18 Megaohmi (MQ)
Voda Milli-Q

Voda Super-Q

Voda pro molekularni biologii

Vybaveni
Polozka Zdroj
Mrazni¢ka, -25 °C az -15 °C, bez namrazy Dodavatel béZzného laboratorniho vybaveni
Chladnicka, 2 az 8 °C Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
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VOO 13

Pracovni POSTUD SEKVENOVANI ... . 14
Priprava Kazety reaQenCil ...l 14
PHiprava proitoKOVE KyVetY ... 15
Priprava Knihoven na SEKVENOVANI ... ... 15
Nastaveni sekvenalniho b&hu .. . 16
SledoVANT POSTUPU D8N .. 23
AutomatiCké oMYl PO DBNU L. 24

Chcete-li v pristroji NextSeq 550Dx provést sekvenacni béh, pripravte kazetu reagencii, pritokovou kyvetu
a postupujte podle pozadavkl softwaru na nastaveni a zahajeni. Vytvareni klastru a sekvenovani probihaiji
v pristroji. Po skonceni béhu se pfistroj zacne automaticky promyvat pomoci komponent, které jsou do né;
jiz viozeny.

Generovani klastru

Béhem generovani klastrd se jednotlivé molekuly DNA véazou k povrchu pritokové kyvety a amplifikuji se,
az vytvori klastry.

Sekvenovani

Klastry jsou snimany pomoci chemie s dvoukanalovym sekvenovanim a kombinacemi filtrovani specifickymi
pro kazdy z fluorescenéné oznacenych nukleotidd. Jakmile je dokonceno snimani dlazdice pritokové
kyvety, zacne snimani dlazdice nasledujici. Tento proces se opakuje pro kazdy cyklus sekvenovani.

Po analyze obrazu software provede pfifazeni baze, filtrovani a vyhodnoceni kvality.

Analyza

PFi postupu béhu provozni software automaticky premistuje soubory pfifazeni baze (BCL) do zadaného
vystupniho umisténi pro sekundarni analyzu.

Trvani sekvenacniho béhu

Trvani sekvenacnino béhu zavisi na poétu provedenych cykld. Maximalni délka béhu je béh s parovymi
konci 0 150 cyklech, které se Ctou jednotlivé (2 x 150) plus pro kazdy z nich 8 cykl{ na 2 ¢teni indexu.

Pocet cykll ve ¢teni

Pri ¢teni sekvenacnino béhu se provadi vzdy o jeden cyklus vice, nez je pocet analyzovanych cykld.
Napfriklad v zaznamu béhu s parovymi konci o 150 cyklech probéhne ¢teni 151 cykll (2 x 151), takze
celkem 302 cykld. Na konci béhu bude analyzovano 2 x 150 cykl{. Cyklus navic je zapotfebi pro vypodty
fazovani a predfazovani.
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Pracovni postup sekvenovani

Vytvoreni béhu v softwarovém modulu Local Run Manager. Viz navod k pracovnimu postupu analyzy

pro vas konkrétni modul.

Pripravte novou kazetu reagencii: rozmrazte ji a zkontrolujte.
Pripravte novou pritokovou kyvetu: preneste ji do pokojové teploty, rozbalte a zkontrolujte.

Denaturujte a zfedte knihovny. Pokyny k pfipraveé knihovny najdete v dokumentaci pfilozené ke
knihovné.

Do kazety reagencii ¢. 10 vloZte fedéni knihovny.

Na domovskeé obrazovce pfistroje vyberte v softwaru NCS moznost Sequence (Sekvenovat),
ID béhu a zahajte postup pro pfipravu béhu. Vyberte moznost Run (Béh).

VloZte pratokovou kyvetu.

Vyprazdnéte zasobnik na spotfebované reagencie a znovu jej vlozte.
Vlozte kazetu s pufrem a kazetu reagenci.

Zkontrolujte vysledky kontroly pfed béhem. Zvolte moznost Start (Spustit). (Tento krok neni tfeba,
pokud je nastaveno automatické spousteni).

Béh mazete sledovat pres rozhrani provozniho softwaru nebo ze sitového podcitace se softwarem
Local Run Manager.

Myti pristroje zacne automaticky po dokonceni sekvenovani.

Priprava kazety reagencii

Chcete-li zdarné provést sekvenovani, pozorné se fidte pokyny pro nakladani s kazetou reagencii.

1 Ze skladovacich prostor s teplotou od —25 °C do —15 °C vyjméte kazetu reagencii.

2 Neékterou z nasledujicich metod reagencie rozmrazte. Kazetu neponofujte. Po rozmrazeni kazetu
vysuste a teprve potom pokracujte na dalsi krok.

Teplota Doba rozmrazovani Limit stability
Vodni lazen (15 °C az 30 °C) | 60 minut Nesmi presahnout 6 hodin
2°Caz8°C 7 hodin Nesmi presahnout 7 dnl
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POZNAMKA Pokud se ve stejné vodni 1azni rozmrazuje vice nez jedna kazeta, provadsjte rozmrazovani po delsf
dobu.

Pétkrat kazetu obratte nahoru a dold, aby se promichaly reagencie.

Zkontrolujte dno kazety, zda se reagencie fadné rozmrazily a neobsahuji zadné srazeniny.
Zameérte se zvlasté na pozice 29, 30, 31 a 32, nebot jsou nejvetsi a jejich rozmrazeni tva nejdéle.

5 Opatrné kazetou poklepejte o pracovni stll, abyste snizili pocet vzduchovych bublinek.
Nejlepsich vysledk( dosahnete, prikrodite-li pak pfimo k vioZeni vzorku a nastaveni béhu.

VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potenciélngé nebezpedné chemické latky. Vdechovanim, pozitim, stykem

s kOzf a vniknutim do o&f miize dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomcicky véetné ochrannych bryli,
rukavic a laboratorniho plaste, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte
jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi.

Dalsi informace tykajici se ochrany zivotniho prostredi, zdravi a bezpecnosti prace naleznete na
bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

1 Ze skladovych prostor s teplotou 2-8 °C vyjméte krabici s novou pritokovou kyvetou.

2 Sejméte balici fdlii a krabici 30 minut ponechte pfi pokojoveé teploté.

POZNAMKA Neni-li poskozena obalova félie, vydrzi pritokova kyveta v pokojové teploté az 12 hodin.
Pritokovou kyvetu opakované nechladte ani neohrivejte.

Denaturujte a zfedte knihovny na objem pro viozeni 1,3 ml. V praxi mUzZe byt koncentrace pro vlozZeni rlizna
podle ptipravy knihovny a kvantifikagnich metod. Redé&ni vzorkd knihoven zavisi na tom, nakolik komplexnf
jsou fondy oligonukleotidl. Pokyny k pfipravé vzorkd knihovny pro sekvenovani véetné rfedéni a vkladani do
fondu naleznete v navodu k pouziti sady pro pfipravu prislusné knihovny. Na pfistroji NextSeq 550Dx je
tfeba optimalizovat hustotu klastru.

Denaturace a zredéni knihoven

Denaturujte a zfedte knihovny na objem pro vioZeni 1,3 ml a koncentraci pro viozeni 1,8 pM. V praxi mUze
byt koncentrace pro viozeni rlizné podle pripravy knihovny a kvantifikacnich metod. Pokyny k pfipravé
knihovny najdete v dokumentaci pfilozené ke knihovné.

Vlozeni knihoven do kazety reagencii

1 Utérkou, ktera nepousti vidkna, odstrante tésnici folii zakryvajici zasobnik ¢. 10 oznaceny jako Load
Library Here (Sem viozte knihovnu).

2 Tésneéni propichnéte Spickou Cisté 1ml pipety.

3 1,3 ml pfipravenych knihoven viozte do zasobniku ¢. 10 oznaceného jako Load Library Here (Sem
vlozte knihovnu). PFi rozptylovani knihoven se nedotykejte tésnici folie.
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Obrazek 10 Vlozeni knihoven

Prihlaseni do systému BaseSpace

1 Zadejte své uzivatelské jméno a heslo v systému BaseSpace.
2 Vyberte moznost Next (Dalsi).

VloZeni pritokoveé kyvety

1 Odstrante pratokovou kyvetu z predchoziho béhu.

2 Zobalové félie vyjméte pritokovou kyvetu.

Obrazek 11 Odstrante obalovou folii

3 Otevrete prihledné obalové pouzdro zumélé hmoty a vyjméte pritokovou kyvetu.
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Obrazek 12 Odstrafite obalové pouzdro

4 Ubrouskem, ktery nepousti vidkna a je napustén alkoholem, vycistéte sklenény povrch pritokové
kyvety. Sklo osuste laboratorni utérkou nepoustéjici viakna.

POZNAMKA Zkontrolujte, zda je sklenény povrch priitokové kyvety opravdu &isty. V pripadé potreby &isténi

opakujte.

5 Zarovnejte pritokovou kyvetu podle zarovnavacich pind a umistéte ji do snimaciho prostoru.

Obrazek 13 Vlozeni pratokové kyvety

6 Zvolte moznost Load (Vlozit).
Dvitka se automaticky zaviou, na obrazovce se zobrazi ID pritokové kyvety a probéhne kontrola
senzord.

POZNAMKA P¥i zavirani drzte ruce ddl od dvitek priitokové kyvety, abyste se nepfiskfipli.
7 Vyberte moznost Next (Dalsi).

Vyprazdnéni zasobniku na spotrebované reagencie

1 Pomoci zédpadky v levém dolnim rohu dvifek otevfete prihradku na pufr.

2 Vyjméte zasobnik na spotifebované reagencie a obsah zlikvidujte podle zavedenych predpisu.
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Obrazek 14 Vyjmuti zasobniku na spotfebované reagencie

POZNAMKA P¥i vyjimani zasobnik pridrzujte i zespodu druhou rukou.

VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpedné chemické latky. Vdechovanim, pozitim, stykem

s kiizi a vniknutim do o¢f mlze dojit k poranéni. PouZzivejte ochranné pomticky véetné ochrannych bryli,
rukavic a laboratorniho plaste, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi nakladejte
jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami platnymi ve vasi zemi. Dals{
informace tykajici se ochrany zivotniho prostredi, zdravi a bezpecnosti prace naleznete na
bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

3 Prazdny zasobnik na spotfebované reagencie zasunte nadoraz do prihradky na pufr. Az bude
zasobnik na spravném miste, uslysite cvaknuti.

Obrazek 15 Vlozeni zasobniku na spotfebované reagencie
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Vlozeni kazety s pufrem

1

Z horni prihradky odstrante pouzitou kazetu s pufrem.
K nadzdvihnuti a vysunuti kazety s pufrem je tfeba pouzit trochu sily.

Novou kazetu s pufrem zasunte nadoraz do pfihradky na pufr.
Az bude kazeta na spravném miste, uslySite cvaknuti, na obrazovce se objevi ID kazety s pufrem
a probéhne kontrola senzoru.

Obrazek 16 Vlozeni kazety s pufrem

3 Zavfete dvitka prihradky na pufr a zvolte moznost Next (Dals).

Vlozeni kazety reagencii

1

Pomoci zapadky v pravém dolnim rohu dvifek otevrete pfihradku na reagencie.

2 Zprihradky na reagencie vyjméte kazetu s pouzitymi reagenciemi. Nepouzity obsah zlikvidujte

v souladu s platnymi mistnimi normami.

VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potenciélné nebezpedné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kiiZi a vniknutim do o¢f miZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomUicky véetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi
reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami
platnymi ve vasi zemi. Dalsi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostredi, zdravi a bezpe&nosti
prace naleznete na bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

POZNAMKA Zasobnik na pozici 6 je vyjimatelny, aby bylo moZné sndze zlikvidovat nepouzité reagencie.
Bliz&i informace naleznete v Easti Odstranéni pouzitého zasobniku na pozici ¢. 6 na strané 20.

3 Kazetu reagencii zasunte nadoraz do prihradky na reagencie a zaviete dvirka.

Dokument €. 1000000041922 vO3 CZE
Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.

19


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

Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

Obrazek 17 Vlozeni zasobniku reagencii

4 Zvolte moznost Load (Vlozit).

Software kazetu automaticky nastavi do spravné pozice (zhruba 30 s), na obrazovce se objevi ID
kazety a probéhne kontrola senzor(.

5 Vyberte moznost Next (Dalsi).

Odstranéni pouzitého zasobniku na pozici €. 6

1 Jakmile z pfistroje vyjmete kazetu s pouZitou reagencii, odstrante ochranny gumovy kryt slotu vedle
pozice ¢. 6.

Obrazek 18 Vyjimatelna pozice &. 6
R ’-ﬁ_é‘j
o

=

il

A Ochranny gumovy kryt
B Pozice ¢.6
2  Stisknéte prihlednou plastovou tabulku atlac¢te ji smérem doleva. Tim vysunete zasobnik.

3 Zasobnik zlikvidujte v souladu s platnymi mistnimi normami.

Nastaveni parametri béhu

Kroky na obrazovce Run Setup (Nastaveni béhu) se lisi na zakladé konfigurace systému:

» BaseSpace nebo BaseSpace Onsite — Na obrazovce Run Setup (Nastaveni béhu) jsou uvedeny béhy,
které byly nastaveny pomoci karty Prep (Pfiprava) systému BaseSpace. Pokud se na obrazovce Run
Setup (Nastaveni béhu) nezobrazuje pozadovany béh, ujistéte se, zda je dany béh oznacen k
sekvenovani v systéemu BaseSpace.

»  Samostatny rezim — Na obrazovce Run Setup (Nastaveni béhu) se nachézi pole k definovani parametr(
béhu.
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Vybér dostupného behu (konfigurace BaseSpace)

1

4

Vyberte nazev béhu v seznamu dostupnych bého.
Prochazejte v seznamu pomoci Sipek nahoru a dold nebo zadejte ndzev béhu do pole Search
(Vyhledavani).

Vyberte moznost Next (Dalsi).

Potvrdte parametry béhu.
Run Name (Nazev béhu) — Nazev béhu pfifazeny v systému BaseSpace.
Library ID (ID knihovny) — Nazev sloucenych knihoven ve fondu, ktery je pfifazeny v systému
BaseSpace.
Recipe (Navod) — Nazev navodu, bud NextSeq High, nebo NextSeq Mid v zavislosti na kazeté
reagencii pouzité pro béh.
Read Type (Typ Cteni) — Single Read (Jedno Cteni) nebo Paired End (Parové-koncové).
Read Length (Délka ¢teni) — Pocet cykld pro kazdé cteni.
[Volitelné] Custom Primers (Vlastni primery), pokud je to relevantni.
Run parameters (Parametry béhu) — Zménte pocet Cteni nebo pocet cykll na étent.
Custom primers (Vlastni primery) — Zménte nastaveni vlastnich primer(l. Dalsi informace naleznete
v Priru¢ce pro viastni primery pfistroje NextSeq (dokument &. 15057456).
Purge consumables for this run (Vycistit spotfebni material pro tento béh) — Toto nastaveni
zmeénte, chcete-li po aktualnim béhu automaticky vycistit spotfebni material.

Vyberte moznost Next (Dalsi).

Zadani parametr( béhu (samostatna konfigurace)

1

2
3
4

Zadejte vami zvoleny nazev béhu.
[Volitelné] Zadejte vami zvolené ID knihovny.
Vyberte typ Cteni, bud moznost Single Read (Jedno &teni), nebo Paired End (Parové-koncoveé).

Zadejte pocet cykll pro kazdé ¢teni v sekvenacénim béhu.
Read 1 (Cteni 1) — Zadejte hodnotu do 151 cyki(.
Index 1 — Zadejte pocet cykll potfebnych pro primer Index 1 (i7).
Index 2 — Zadejte pocet cykld potfebnych pro primer Index 2 (i5).
Read 2 (Cteni 2) — Zadejte hodnotu do 151 cyklI(l. Tato hodnota je obvykle stejnd jako pocet cykl
pro Cteni 1.
Ridici software provéfi vase zaznamy pomoci nasledujicich kritérif:
Celkovy pocet cykld nesmi prekrocit maximalni povoleny pocet cykld.
Pocet cykll pro ¢teni 1 je vyssi nez 5 cykld pouzitych k vytvoreni Sablony.
Pocet cykll ¢teni indexu neprekracuje pocet cykll ¢teni 1 a ¢teni 2.

[Volitelné] Pokud pouzivate vlastni primery, zaskrtnéte policka u pouzitych primerd. Dalsi informace
naleznete v Priru¢ce pro viastni primery pfistroje NextSeq (dokument &. 15057456).

Ctenf 1 - vlastni primer pro &tenf 1.

Index 1 — vlastni primer pro index 1.

Index 2 — vlastni primer pro index 2.

Ctenf 2 — vlastni primer pro &tenf 2.

[Volitelné] Chcete-li zménit parametry béhu, kliknéte na tlacitko Advanced Settings (Pokrocila

nastaveni) .
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V rozeviracim seznamu Recipe (Navod) vyberte navod. Uvedeny jsou pouze kompatibilni navody.
Output folder location (Umisténi vystupni slozky) — Zménte umisténi vystupni slozky pro aktualni
béh. Vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do sitového umisténi.

Included file (Zahrnuty soubor) — Vyberte soubory, které chcete zahrnout do vystupni slozky,
protoze by mohly byt uzite¢né v pfipadé potieby dalsi analyzy. Jsou to napfiklad soubory
manifestl a seznamy vzorka.

Purge consumables for this run (Vycistit spotfebni material pro tento béh) — Toto nastaveni
zmeénte, chcete-li po aktualnim béhu automaticky vycistit spotfebni material.

Use run monitoring for this run (Pouzit pro tento béh sledovani béhu) — Toto nastaveni zmeénte,
chcete-li pouzit sledovani béhu v systému BaseSpace.

7 Vyberte moznost Next (Dalsi).

Kontrola pred spusténim béhu

Pfed spusténim béhu provede software automatickou kontrolu systému. Béhem této kontroly se na
obrazovce objevi nasledujici ukazatele:

Sedé zaskrtnuti ¥ — Kontrola jesté nebyla provedena.
Ikona probihajiciho procesu < — Kontrola pravé probiha.
Zelené zaskrtnuti « — Kontrola probéhla.

Cerveny kiizek X — Kontrola neprobéhla. V p¥ipadé, Ze nékteré polozky neprosly kontrolou, je tfeba
zésahu uzivatele. Blizsi informace naleznete v ¢asti Odstranéni chyb automatické kontroly na strané 42.

Chcete-li zastavit probihajici kontrolu pred spusténim béhu, vyberte tladitko Cancel (Zrusit). Chcete-li
kontrolu znovu spustit, zvolte tlaCitko Retry (Zkusit znovu). Kontrola bude automaticky pokracovat od
mista, kde nebyla kompletni nebo nebyla Uspésna.

Chcete-li si prohlédnout vysledky jednotlivych kontrol v ramci kategorie, vyberte kartu Category
(Kategorie).

Neni-li pfistroj nakonfigurovan tak, aby se béh spustil automaticky, spustte béh po dokonceni automatické
kontroly pred spusténim béhu.

Spusténi béhu
Az probéhne automaticka kontrola pred spusténim béhu, zvolte moznost Start (Spustit). Spusti se

sekvenadni béh.

BlizSi informace o konfiguraci systému a automatickém spusténi béhu po uspésné kontrole naleznete
v ¢asti Uprava moznosti nastaveni béhu na strané 11.

UPOZORNENI

Dbejte, abyste zUstali prihlaseni do systému Windows. Pokud se v priibéhu sekvenacéniho béhu ze
systému Windows odhlasite, béh se zastavi.

POZNAMKA NepouZivané reagencie nemohou v pfistroji zCstat déle neZ 24 hodin.
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1 Sledovani postupu béhu, intenzit a skdre kvality se na obrazovce zobrazuje v podobé metrik.

POZNAMKA Jakmile pouZijete volbu Home (Domci), nebudete se uZ moci vréatit ke zobrazeni metrik b&hu.
Metriky béhu jsou vSak dostupné v systému BaseSpace nebo je Ize zobrazit v samostatném pocitadi pomoci
aplikace Sequencing Analysis Viewer (SAV).

Cykly pro metriky béhu

Spusténi metrik se zobrazuje v rlznych ¢astech béhu.
V pribéhu generovani klastru se zadné metriky neobjevuii.
Prvnich pét cykll je vyhrazeno pro vytvareni Sablony.

Spusteni metrik se zobrazi po cyklu 25 a zahrnuje hustotu klastru, klastry prochazejici filtrem,
vytéznost a skore kvality.

Prenos dat

Stav Local Run Manager Vystupni slozka

Pripojeno

I
II|

Pfipojeno a probiha prenos dat —
Odpojeno =
Zakazano [ %

Je-li v préibéhu béhu prerusen prenos dat, data se do¢asné uloZi do poditade pristroje. Jakmile bude
pfipojeni obnoveno, prfenos dat bude automaticky pokraCovat. Pokud se do skoncéeni béhu pfipojeni
neobnovi, pfed zahajenim dal$iho béhu preneste data ruc¢né z poditaCe pfistroje.

Universal Copy Service

NextSeq 550Dx obsahuje sluzbu Universal Copy Service. RTA2 tuto sluzbu vyzaduje pfi kopirovani
soubor(l ze zdrojového do cilového umisténi a tato sluzba zpracovava i pozadavky na kopie podle toho,
v jakém poradi je obdrzela. Dojde-li k vyjimce, soubor bude znovu zafazen do fronty kopirovani podle
podtu souborl v této frontd.
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Sequencing Analysis Viewer

Software Sequencing Analysis Viewer zobrazuje metriky sekvenovani vytvofené béhem behu. Metriky se
zobrazuji ve formé diagrama, grafl a tabulek zaloZzenych na datech vytvorenych softwarem RTA a
zapsanych do souborl InterOp. Metriky jsou v pribéhu béhu aktualizovany. Vybérem moznosti Refresh

(Aktualizovat) kdykoli béhem béhu zobrazite aktualizované metriky. Dalsi informace naleznete v UZivatelské

prirucce softwaru Sequencing Analysis Viewer (Cast ¢. 15020619).

Software Sequencing Analysis Viewer je soucasti softwaru instalovaného v pocitaci pfistroje. Software
Sequencing Analysis Viewer mUZete také nainstalovat do jiného pocitace pripojeného ke stejné siti jako
pristroj a sledovat metriky béhu vzdaleng.

Po dokonc&eni sekvenacniho béhu zahdji software automatické omyti po béhu, ato pomoci myciho
roztoku, ktery se nachazi v kazeté s pufrem, a NaOCI, ktery se nachazi v kazeté reagencii.

Automatické omyti po obéhu trva zhruba 90 minut. Po skonéeni omyti se stane aktivnim tlacitko Home
(Dom0). Béhem omyvani z(stanou na obrazovce vysledky sekvenovani.
Po omyti

Po omyti z(stavaji nasavaci trubicky oto¢eny smérem doll, aby do systému nemohl proniknout vzduch.
Ponechte kazety na misté az do dalsiho béhu.
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SledoVANT POSIUDPU SKENU ... 30

K provedeni skenu na pfistroji NextSeq 550Dx potfebujete nasledujici komponenty béhu:
Hybridizovany a poskvrnény BeadChip
Opakované pouzitelny adaptér skenu BeadChip
Soubory DMAP (dekddovaci mapy) pro pouzity BeadChip
Soubor manifestu pro pouzity typ BeadChipu
Soubor klastru pro pouzity typ BeadChipu

Vystupni soubory jsou vytvofeny béhem skenu a poté zafazeny do fronty k pfenosu do zadané vystupni
slozky.

Provedte analyzu pomoci softwaru BlueFuse Multi, ktery vyzaduje, aby byla data skenovani k dispozici ve
formatu souboru pfifazeni genotypd (GTC). Pristroj NextSeq 550Dx ve vychozim nastaveni vytvari
normalizovana data a souvisejici pfifazeni genotyptd ve formatu souboru GTC. Volitelné mdzete pristroj
nakonfigurovat, aby navic vytvarel soubory dat intenzity (IDAT). Dalsi informace naleznete v ¢asti
Konfigurace skenu BeadChip na strané 50.

Decode File Client

Slozka DMAP obsahuje informace, které identifikuji umisténi ¢astic na BeadChipu a kvantifikuji signal
asociovany s kazdou ¢astici. Slozka DMAP je pro kazdy carovy kéd BeadChipu jedinena.

Nastroj Decode File Client umoZznuje stahnout slozky DMAP piimo ze server( spolec¢nosti lllumina pomoci
standardniho protokolu HTTP.

Nastroj Decode File Client naleznete na strance podpory nastroje Decode File Client na webu spolecnosti
lllumina (support.illumina.com/array/array_software/decode_file_client/downloads.html). Nainstalujte
nastroj Decode File Client do pocitace s pfistupem k sitovému umisténi slozky DMAP.

Dalsi informace naleznete v Casti Stazeni slozky DMAP na strané 26.

Soubory manifestli a soubory klastrt

U kazdého BeadChipu software vyzaduje pfistup k souboru manifestu a souboru klastru. Soubor
manifestu a klastru je pro kazdy typ BeadChipu jedinecny. Ujistéte se, ze pouzivate soubory klastrd,
které maji v nazvu text NS550. Tyto soubory jsou kompatibilni se systémem NextSeq 550Dx.

Soubor manifestu — Soubory manifestt popisuji obsah sondy nebo SNP na BeadChipu. Soubory
manifestd pouzivaji format *.bpm.

Soubory klastrli — Soubory klastr popisuiji pozice klastr( pro ¢ipy genotypd lllumina a pouzivaji se pfi
analyze dat za Uc¢elem pfifazeni genotypd. Soubory klastrd pouZivaji format *.egt.
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Umisténi soubor(l se zadava na obrazovce BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu BeadChip).
Na domovskeé obrazovce softwaru NCS vyberte moznost Manage Instrument (Upravit pfistroj), System
Configuration (Konfigurace systému) a nakonec BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu
BeadChip).

Pri instalaci pfistroje NextSeq 550Dx zastupce spole¢nosti lllumina tyto soubory stahne a zada cestu k nim
v fidicim softwaru. Tyto soubory neni potfeba ménit s vyjimkou pfipadu ztraty nebo dostupnosti nové
verze. Dalsi informace naleznete v ¢asti Nahrazeni soubort manifesti a soubort klastrd na strané 47.

DMAP Stahnéte si informace DMAP a uloZte je do zadaného umisténi slozky DMAP.

VloZte BeadChip do adaptéru skenu BeadChip.

Vlozte adaptér skenu BeadChip do pfistroje.

~ - Zadejte parametry skenu: umisténi slozky DMAP a vystupni umisténi.

[=T=1} =+
— Zkontrolujte vysledky automatické kontroly.
Zvolte moznost Start (Spustit).
(=T} =
s = Sledujte skenovani prostrednictvim rozhrani fidiciho softwaru.
-.. i

Ke slozce DMAP se dostanete prostfednictvim nastroje Decode File Client s pouzitim Gctu nebo
BeadChipu (vychozi zobrazeni).

Pristup ke slozce DMAP - ucet

1 Na hlavni karté nastroje Decode File Client vyberte moznost stazeni:
AutoPilot
All BeadChips not yet downloaded (VSechny jesté nestazené BeadChipy)
All BeadChips (VSechny BeadChipy)
BeadChips by Purchase Order (BeadChipy podle nakupni objednavky)
BeadChips by barcode (BeadChipy podle ¢arového kodu)

2 Zadejte pozadované informace.

3 Vyhledejte slozku DMAP, kterou chcete stahnout.
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4  Ujistéte se, ze mate v cilovém umisténi stahovanych soubord dostatek volného mista.

5 Spustte stahovani. Stav stahovani uvidite na karté Download Status (Stav stahovani) a Log (Protokol).

6 Ulozte slozku DMAP do zadaného umisténi slozky DMAP.

Pristup ke slozce DMAP - BeadChip
1 Identifikujte BeadChipy pomoci 2 z nasledujicich moznosti:
Cérovy kéd BeadChipu
ID krabice BeadChipu
Cislo nakupni objednévky
Cislo prodejni objednavky

Vyhledejte slozku DMAP, kterou chcete stahnout.

Ujistéte se, ze mate v cilovém umisténi stahovanych soubor( dostatek volného mista.

a A~ W N

Ulozte slozku DMAP do zadaného umisténi slozky DMAP.

1 Stisknéte svorku zadrzujici adaptér. Svorka se lehce nakloni zpét a otevre.

2 Uchopte BeadChip za hrany tak, aby byl jeho ¢arovy kdd pobliz zadrzujici svorky. Pak BeadChip
umistéte na snizenou plochu adaptéru.

Obrazek 19 Vlozeni BeadChipu do adaptéru

3 Pomoci otvord na jednotlivych strandch BeadChipu zajistéte, aby byl usazen ve snizené plose
adaptéru.

Obrazek 20 Usazeni a zabezpeceni BeadChipu
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4 Jemnym uvolnénim zadrzujici svorky BeadChip zabezpecte.

5 Zkontrolujte BeadChip z bo¢niho pohledu, abyste se uijistili, ze je v adaptéru usazen rovné. V pripadé
potreby upravte pozici BeadChipu.

Obrazek 21 Kontrola pozice BeadChipu

— P ,

L T L T

A B

A Spravna pozice — BeadChip lezi po uvolnéni svorky na adaptéru rovné.
B Nespravna pozice — BeadChip nelezi po uvolnéni svorky rovné.

1 Na domovské obrazovce vyberte moznost Experiment a poté moznost Scan (Skenovat).
Prikaz Scan (Skenovat) otevie dvirka prihradky pro snimani, uvolni spotfebni material z pfedchoziho
béhu (pokud existuje) a otevre sérii obrazovek k nastaveni skenu. Je bézné, Ze se tak stane s kratkym
zpozdénim.

Vyjmuti spotrebniho materialu pro sekvenovani

Pokud je pfi nastavovani skenu pfitomen spotfebni material pro sekvenovani, vyzve vas software pred
pokrac¢ovanim k dalsimu kroku k vyjmuti kazety reagencii a kazety pufru.

1 Pokud budete vyzvani, odeberte pouzity spotfebni material pro sekvenovani z pfedchoziho
sekvenacniho béhu.

a Zprihradky na reagencie vyjmeéte kazetu s reagenciemi. Nepouzity obsah zlikvidujte v souladu
s platnymi mistnimi normami.
b Zprihradky na pufr odstrante pouzitou kazetu s pufrem.

A VAROVANI
Tato sada reagencii obsahuje potenciélné nebezpecné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kiiZi a vniknutim do o&f miiZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomicky vCetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plaste, které jsou adekvatni pro mozné rizika. S pouzitymi
reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a normami
platnymi ve vasi zemi. DalSi informace tykajici se ochrany Zivotniho prostredi, zdravi a bezpecnosti
prace naleznete na bezpecnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

2 Vyjméte pritokovou kyvetu z prihradky pro snimani.

3 Zavrete dvitka prihradky na reagencie a pfihradky na pufr.
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Vlozeni adaptéru BeadChipu

1

2

3

Zarovnejte adaptér skenu BeadChip v prostoru pomoci zarovnavacich pind.

Obrazek 22 Vlozeni adaptéru BeadChipu

Zvolte moznost Load (Vlozit).

Dvitka se automaticky zavrou, na obrazovce se zobrazi ID BeadChipu a probéhne kontrola senzor(.
Je bézné, ze se tak stane s kratkym zpozdénim. Pokud ¢arovy kéd BeadChipu nelze precist, zobrazi
se dialog, ktery vam umozni zadat ¢arovy kod ruéné. Podrobnosti naleznete v ¢asti Software nemdze
precist carovy kod BeadChipu na strané 46.

Vyberte moznost Next (Dalsi).

Nastaveni skenu

1

2

Na strance Scan Setup (Nastaveni skenu) potvrdte nasledujici informace:

» Barcode (Carovy kéd) — Software pfi vioZeni BeadChipu precte jeho &arovy kod. Pokud byl &arovy
kod zadan ru¢né, zobrazi se tlacitko Edit (Upravit) pro pozdéjsi zmeény.

> Type (Typ) — Pole typu BeadChipu se automaticky vypini na zékladé ¢arového kédu BeadChipu.

»  DMAP Location (Umisténi slozky DMAP) — Umisténi slozky DMAP se zadava na obrazovce
BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu BeadChip). Chcete-li zménit umisténi pouze pro
aktualni sken, vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do spravného umisténi.

»  Output Location (Vystupni umisténi) — Vystupni umisténi se zadava na obrazovce BeadChip Scan
Configuration (Konfigurace skenu BeadChip). Chcete-li zmeénit umisténi pouze pro aktudlni sken,
vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do zvoleného umisténi.

Vyberte moznost Next (Dalsi).

Kontrola pred spusténim béhu

Pred spusténim béhu provede software automatickou kontrolu systému. Béhem této kontroly se na
obrazovce objevi nasledujici ukazatele:

>

>
>
>
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Sedé zaskrtnuti ¥ — Kontrola jesté nebyla provedena.
Ikona probihajiciho procesu < — Kontrola pravé probiha.
Zelené zaskrtnuti « — Kontrola probéhla.

Cerveny kiizek ¥ — Kontrola neprobéhla. V p¥ipadé, Ze nékteré polozky neprosly kontrolou, je tfeba
zasahu uzivatele. Blizsi informace naleznete v asti Odstranéni chyb automatické kontroly na strané 42.
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Chcete-li zastavit probihajici kontrolu pred spusténim béhu, vyberte tladitko Cancel (Zrusit). Chcete-li
kontrolu znovu spustit, zvolte tlaCitko Retry (Zkusit znovu). Kontrola bude automaticky pokracovat od
mista, kde nebyla kompletni nebo nebyla Uspésna.

Chcete-li si prohlédnout vysledky jednotlivych kontrol v ramci kategorie, vyberte kartu Category
(Kategorie).

Neni-li pfistroj nakonfigurovan tak, aby se béh spustil automaticky, spustte béh po dokonceni automatické

kontroly pred spusténim béhu.

Spusténi skenu

Az probéhne automaticka kontrola, vyberte moznost Start (Spustit). Skenovani se spusti.

v &asti Uprava moZnosti nastaveni béhu na strané 11.

1 Sledujte postup skenu pomoci obrazku BeadChipu. Jednotlivé barvy na obrazku indikuji stav
skenovani.

Svétle Seda — neskenovano

Tmaveé Seda — skenovano, ale neregistrovano
Zelena — skenovano a uspésné registrovano
Cervend — skenovano a registrace selhala

Pokud registrace selZze, mlzete vzorky obsahujici ¢asti, které selhaly, pfeskenovat. Dalsi informace

naleznete v Casti Selhani skenu BeadChip na strané 46.

2 Vybérem obrazku BeadChipu prepnete mezi Uplnym zobrazenim a podrobnym zobrazenim vybraného

vzorku.
Uplné zobrazeni znazorfiuje vzorky na BeadChipu a ¢asti v kazdém vzorku.
Podrobné zobrazeni znazorfuje jednotlivé ¢asti ve vybraném vzorku.

Obrazek 23 Obrézek BeadChipu: Uplné zobrazenf a podrobné zobrazeni

M AE AR
T

IIIIX

Barcode number Barcode number
9934994010 9934994010
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POZNAMKA Ukong&eni skenu je konedné. Pokud sken ukon&ite pred jeho dokon&enim, nebudou data skenu
ulozena.

Prenos dat

Pri dokonceni skenu se data sefadi do fronty k pfenosu do vystupni slozky skenovani. Data se doCasné
zapisi do pocitaCe pfistroje. DoCasna slozka se z pocitaCe pfistroje automaticky odstrani, jakmile zacne
nasledujici skenovani.

Cas vyzadovany k prenosu dat zavisi na vagem sitovém pripojeni. Pfed zah&jenim nasledujiciho skenovani
se ujistéte, ze byla dana data zapsana do vystupni slozky. Zkontrolovat to mizete ovérenim, zda se ve
slozce ¢arového kdédu nachéazeji soubory GTC. Dalsi informace naleznete v Casti Struktura vystupni slozky
skenovani na strané 61.

Pokud se pfipojeni prerusi, bude pfenos dat pokraCovat automaticky po jeho obnoveni. Kazdy soubor
ziska po zarazeni do fronty k pfenosu do vystupni slozky hodinovy ¢asovac. Kdyz ¢asovac vyprsi nebo
kdyz pfed dokoncenim prenosu dojde k restartu pfistroje, nebudou data do vystupni slozky zapsana.
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Postupy udrzby zahrnuji ruéni myti pfistroje a vyménu vzduchového filtru. Také popisuji moznosti vypnuti
arestartu pfistroje.
Promyvani pristroje — Automatické promyti pfistroje po kazdém sekvenacnim béhu pomaha udrzovat
pristroj v provozu. Za urcitych okolnosti je vSak tfeba provést i ruéni myti. Viz Rucni myti na strané 33.
Vyména vzduchového filtru — Pravidelna vymeéna vzduchového filtru zajistuje spravné proudéni vzduchu
v pfistroiji.

Preventivni udrzba

Spolecnost lllumina doporucuje, abyste preventivni servisni udrzbu naplanovali na kazdy rok. Pokud
nemate uzavienou servisni smlouvu, obratte se na oblastniho zastupce nebo technickou podporu
spole¢nosti lllumina a objednejte si placenou sluzbu preventivni udrzby.

Rucni myti se spousti zdomovské obrazovky. Moznosti myti jsou Quick Wash (Rychlé myti) a Manual Post-
Run Wash (Ru¢ni myti po skonceni béhu).

Typy myti Popis
Rychlé myti Proplachne systém mycim roztokem dodanym uzivatelem. Roztok se sklada z vody
Trvani: 20 minut laboratorni jakosti a prostfedku Tween 20 (myci kazeta s pufrem).

e Pokud je pfistroj ne¢inny a kazeta reagencii a kazeta s pufrem jsou na miste, je tfeba toto
myti provadét kazdych 14 dni.
e Je-li pfistroj v suchém stavu (kazety reagencii a s pufrem jsou odstranény), je tfeba toto
myti provadét kazdych 7 dni.
Ru¢ni myti po béhu Proplachne systém mycim roztokem dodanym uzivatelem. Roztok se sklada z vody
Trvani: 90 minut laboratorni jakosti, prostfedku Tween 20 (myci kazeta s pufrem) a 0,12 % chlornanu

sodného (myci kazeta reagencii).
Toto myti je tfeba proveést, pokud neprobéhlo automatické myti po skonceni béhu.

Krucnimu myti je zapotfebi myci kazeta reagencii a myci kazeta s pufrem dodavané s pfistrojem a pouzita
pratokova kyveta. Pouzitou pritokovou kyvetu lze za Uéelem promyvani pfistroje pouzit az dvacetkrat.
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Obrazek 24 Pavodni myci kazeta reagencii a myci kazeta s pufrem.

Priprava ru¢niho myti po skonceni béhu

Rozhodnéte se, zda pfipravite rucni myti po skonceni béhu, které je popsano nize, nebo zda zvolite rychlé
myti (nasledujici ¢ast). Chcete-li provést ru¢ni myti po skoncéeni béhu, preskocte ¢ast vénovanou rychlému
myti a pokracujte k ¢asti VloZeni pouzité pritokové kyvety a mycich kazet na strané 35.

Spotrebni material
dodany uzivatelem

NaOCI 1 ml, fedéno na 0,12 %
VloZeno do myci kazety reagencii (pozice ¢. 28)

Objem a popis

100% Tween 20 Pouzito k vytvoreni 125 ml 0,05% myciho roztoku Tween 20
Voda laboratorni jakosti Vlozeno do myci kazety s pufrem (prostredni zasobnik)

POZNAMKA Vzdy pouzivejte &erstvé fedéni NaOCI, od jeho? pripravy neubéhlo vice neZ 24 hodin. Pokud
namichate objem vétsi nez 1 ml, uchovejte jgj pri teploté 2-8 °C a spotrebujte do 24 hodin. Jinak zbyly roztok
NaOCI zlikvidujte.

1 Smichanim nasledujicich objemd ve zkumavce mikroodstiedivky ziskate 1 ml 0,12% NaOC!:
5% NaOCI (24 pl)
Voda laboratorni jakosti (976 pl)

2 Obratte zkumavku, aby se jeji obsah smichal.

3 Do myci kazety reagencii pfidejte 1 ml 0,12% NaOCI. Spravny zasobnik odpovida pozici ¢. 28 na
predem naplnéné kazeté.
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Obrazek 26 Vlozte NaOCI

4 Smichanim nasledujicich objemd ziskate 0,05% myci roztok Tween 20:
Plvodni myci kazeta s pufrem
100% Tween 20 (62 pl)
Voda laboratorni jakosti (125 ml)
Do prostfedniho zasobniku myci kazety s pufrem pridejte 125 ml myciho roztoku.
Nova myci kazeta s pufrem
100% Tween 20 (75 pl)
Voda laboratorni jakosti (150 ml)
Do prostfedniho zasobniku myci kazety s pufrem pridejte 150 ml myciho roztoku.

5 Zvolte moznost Perform Wash (Provést myti) a poté Manual Post-Run Wash (Ru¢ni myti po skonceni
béhu).

Priprava rychlého myti

Nize popsanym zptsobem lze pripravit rychlé myti, které je alternativou k postupu uvedenému v ¢asti
Priprava ru¢niho myti po skonc&eni béhu na strané 34.

Spotrebni material

dodany uzivatelem SR & PUES
100% Tween 20 Pouzito k vytvoreni 40 ml 0,05% myciho roztoku Tween 20
Voda laboratorni jakosti Vlozeno do myci kazety s pufrem (prostredni zasobnik)

1 Smichanim nésledujicich objem( ziskate 0,05% myci roztok Tween 20:
100% Tween 20 (20 pl)
Voda laboratorni jakosti (40 ml)

2 Do prostfedniho zasobniku myci kazety s pufrem pridejte 40 ml myciho roztoku.

3  Vyberte moznost Perform Wash (Provést myti) a poté Quick Wash (Rychlé myti).

VloZeni pouzité priitokové kyvety a mycich kazet

1 Neni-li v pfistroji pfitomna pouzita pritokova kyveta, viozte ji do pfristroje. Vyberte tlacitko Load (VIoZit)

a poté Next (Dalsi).
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2 Vlyjméte zasobnik na spotfebované reagencie a obsah zlikvidujte podle zavedenych predpisU.

VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpedné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kUiZi a vniknutim do o&i miiZe dojit k poranéni. PouZivejte ochranné pomdicky vCetné
ochrannych bryli, rukavic a laboratorniho plastg, které jsou adekvatni pro mozné rizika. S
pouzitymi reagenciemi nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se
zakony a normami platnymi ve vasi zemi. Dalsi informace tykajici se ochrany zivotniho prostred,
zdravi a bezpecnosti prace naleznete na bezpecnostnich listech (SDS) na strance
support.illumina.com/sds.html.

Prazdny zasobnik na spotfebované reagencie zasunte nadoraz do pfihradky na pufr.
Pokud v prihradce zUstala pouZita kazeta s pufrem z predchoziho béhu, vyjméte ji.
Vlozte myci kazetu s pufrem, ktera obsahuje myci roztok.

Pokud v prihradce zUstala pouZita kazeta reagencii z pfedchoziho béhu, vyjméte ji.

Vlozte myci kazetu reagencii.

o N oo o »~ W

Vyberte moznost Next (Dalsi). Kontrola pfed mytim zacne automaticky.

Spusténi myti
1 Zvolte moznost Start (Spustit).

2 Az omyvani skonci, vyberte moznost Home (Domd).

Po omyti

Po omyti z(stavaji nasavaci trubicky oto¢eny smérem doll, aby do systému nemohl proniknout vzduch.
Ponechte kazety na misté az do dalSiho béhu.

Nové systémy se dodavaji se tfemi nahradnimi vzduchovymi filtry. Ty by meély byt ulozeny a pouzity, kdyz
pristroj vyzve k vymeéné filtru.

Vzduchovy filtr zaji$tuje spravnou cirkulaci vzduchu v pfistroji. Kazdych 90 dnd zobrazi software
upozornéni, ze je treba tento filtr vymeénit. Pokud se objevi toto upozornéni, zvolte bud moznost Remind in
1 day (Pfipomenout o den pozdgji), nebo se fidte nasledujicim postupem a vyberte moznost Filter Changed
(Filtr vymeéneén). Po vybéru moznosti Filter Changed (Filtr vyménén) se aktivuje odpocitavani na dalsich 90
dnd.

1 Vybalte novy vzduchovy filtr a na jeho ram napiste datum, kdy jste jej meénili.

2 Vzadu na pfistroji zatlacte na horni ¢ast drzaku na filtr a tim jej uvolnéte.

3 Uchopte horni ¢ast krytu a tlakem smérem vzhiru drzék vysurite z pfistroje.

4 Odstrante a zlikvidujte stary vzduchovy filtr.

5 Do drzéku vlozte novy vzduchovy filtr.
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POZNAMKA Je-li filtr umistén opa&né, nefunguje spravné. Proto dbejte, aby byl filtr v drzaku umistén tak,
ze nahore bude vidét zelena Sipka sméfujici nahoru a titek s vystrahou bude skryt. Sipka by méla ukazovat
smérem k uchopu drzaku na filtr.

6 Drzak filtru zasunte do pfistroje. Tlacte na jeho horni ¢ast smérem dol(l, dokud neuslysite cvaknuti
potvrzuijici, ze je filtr na misté.

Obrazek 27 Vlozeni vzduchového filtru
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Aktualizace softwaru jsou soucasti sady softwaru oznacované jako systémova sada, ktera obsahuje
nasledujici software:

NextSeq Control Software (NCS)
Navody pfistroje NextSeq

RTA2

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

Aktualizace softwaru mizete instalovat automaticky pomocf internetového pripojeni nebo ruéné ze
sitového umisténi nebo disku USB.

Automatické aktualizace — U pfistrojd pripojenych k siti s internetovym pristupem se ve chvili,
kdy bude k dispozici aktualizace, zobrazi na tlacitku Manage Instrument (Upravit pfistroj) na domovské
obrazovce ikona vystrahy (' ]

Ruéni aktualizace — Na strance podpory pfistroje NextSeq 550Dx na webu spole¢nosti lllumina si
stahnéte instalacni program systémové sady.

Automaticka aktualizace softwaru

1

Vyberte Manage Instrument (Upravit pfistroj).
Vyberte moznost Software Update (Aktualizace softwaru).

Vyberte moznost Install the update already downloaded from BaseSpace (Nainstalovat jiz stazenou
aktualizaci ze systému BaseSpace).

Vybérem moznosti Update (Aktualizovat) spustte aktualizaci. Otevie se dialog k potvrzeni pfikazu.

Postupujte podle pokynl privodce instalaci:

a Prijméte licenéni smlouvu.
b PrecCtéte si poznamky k vydani.
¢ Projdéte si seznam softwaru zahrnutého v aktualizaci.

Po dokonceni aktualizace se fidici software automaticky restartuje.

POZNAMKA Pokud je zahrnuta aktualizace firmwaru, je nutné po aktualizaci firmwaru restartovat systém.

Rucni aktualizace softwaru

1

Stahnéte si z webu spolec¢nosti lllumina instalacni program systémoveé sady a ulozte jej do sitového
umisténi.

Pripadné zkopirujte instalacni soubor softwaru na prenosny disk USB.

Vyberte Manage Instrument (Upravit pfistroj).

Vyberte moznost Software Update (Aktualizace softwaru).

Vyberte moznost Manually install the update from the following location (Ru¢né nainstalovat aktualizaci
z nasledujiciho umisténi).

Vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do umisténi instalacniho souboru softwaru.
Poté vyberte moznost Update (Aktualizovat).

Postupujte podle pokynl privodce instalaci:

a Prijméte licencni smlouvu.
b PrecCtéte si poznamky k vydani.
¢ Projdéte si seznam softwaru zahrnutého v aktualizaci.

Po dokonceni aktualizace se fidici software automaticky restartuje.
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POZNAMKA Pokud je zahrnuta aktualizace firmwaru, je nutné po aktualizaci firmwaru restartovat systém.

Tlac¢itko Reboot / Shutdown (Restartovat/vypnout) zpfistupnuje tyto funkce:
Reboot to RUO (Restartovat do rezimu RUQO) — Pfistroj se spusti v rezimu vyzkumu.
Restart (Restartovat) — Pristroj se spusti v diagnostickém rezimu.
Restart to Dx from RUO (Restartovat z vyzkumného do diagnostického rezimu) — Pristroj se spusti
v diagnostickém rezimu.
Shutdown (Vypnout) — Po opé&tovném zapnuti se pfistroj spusti v diagnostickém rezimu.
Exit to Windows (Ukonceni a navrat do systému Windows) — V zavislosti na vasich opravnénich mizete
systém NCS zavrit a vratit se do systému Windows.

Restart do diagnostického rezimu

Prikazem Restart (Restartovat) bezpecné vypnéte pfistroj a restartujte jej v diagnostickém rezimu.
Diagnosticky rezim je vychozim rezimem pfi restartovani.

1 Vyberte Manage Instrument (Upravit pristroj).
2 Vyberte Reboot / Shutdown (Restartovat/vypnout).
3 Vyberte Restart (Restartovat).

Vypnuti pristroje
1 Vyberte Manage Instrument (Upravit pfistroj).
Vyberte Reboot / Shutdown (Restartovat/vypnout).

3 Zvolte moznost Shutdown (Vypnout).
Prikazem Shutdown (Vypnout) bezpe&né ukoncite software a vypnete napajeni pristroje.
Chcete-li pfistroj hned zapnout znovu, vyCkejte alespon 60 s.

POZNAMKA Ve wchozim nastaveni se pristroj pi zapnuti uvede do diagnostického rezimu.

UPOZORNENI
Pristroj nepremistujte. Nespravné premisténi pristroje mdze ovlivnit optické zarovnani a narusit integritu
dat. Pokud potfebujete pristroj premistit, spojte se se zastupcem spolecnosti lllumina.

Ukon¢eni a navrat do systému Windows
Prikaz Exit to Windows (Skoncit a prejit do systému Windows) vam zpfistupni operacni systém pfistroje
a jakoukoli slozku v pocitaci pfistroje. Timto pfikazem bezpecné vypnete software a vratite se do
systému Windows. Do systému Windows se mUze vratit pouze uZivatel s opravnénim spravce.

1 Vyberte Manage Instrument (Upravit pfistroj).
2 Vyberte Reboot / Shutdown (Restartovat/vypnout).
3 Vyberte Exit to Windows (Skoncit a prejit do systému Windows).
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V pripadé problémd v oblasti kvality nebo vykonnosti béhu se obratte na technickou podporu spole¢nosti
lllumina. Podrobnosti naleznete v ¢asti Technicka pomoc na strané 67.

Zastupce technické podpory spole¢nosti lllumina mdze za Gcelem feseni problému pozadat o kopie
soubor( specifickych pro béh nebo kontrolu. Obvykle se pfi FeSeni problémd pouZivaji nasledujici soubory.

Soubory fesSeni problému sekvenacnich béhu

Klidovy soubor Slozka Popis

Informacni soubor béhu Korenova Obsahuje nasledujici informace:
(RunInfo.xml) slozka e Nazev béhu
e Pocet cykld v béhu
e Pocet cykld v kazdém &teni
e Zda je ¢teni indexovanym ¢tenim
e Pocet zabér( a dlazdic na pritokové kyveté

Soubor s parametry Kofenova Obsahuje informace o parametrech a souc¢astech béhu. Informace zahrnuje RFID,
béhu slozka sériové Cislo, Gislo soucastky a datum konce pouZitelnosti.
(RunParameters.xml)
Konfiguracni soubor Korenova Obsahuje nastaveni konfigurace RTA pro béh.
RTA slozka Soubor RTAConfiguration.xml se vytvari na zacatku béhu.
(RTAConfiguration.xml)
Soubory InterOp (*.bin) InterOp Binarni soubory vykazU.
Soubory InterOp jsou aktualizovany v prdbéhu béhu.
Soubory protokoll Protokoly Soubory protokoll popisuji kazdy krok, ktery pristroj v kazdém cyklu provedl,
procest a seznam verzi softwaru a firmwaru, které byly pfi daném béhu pouzity. Soubor

s nazvem [InstrumentName]_CurrentHardware.csv obsahuje sériova ¢isla
komponent pfistroje.

Soubory protokolu chyb  Protokoly Protokol chyb RTA.

(*ErrorLog*.txt) RTA Soubory protokolu chyb se aktualizuji vzdy, kdyz dojde k chybé.
Soubory globalnich Protokoly Protokol vSech udalosti RTA.
protokold RTA Soubory globélnich protokold se aktualizuji béhem béhu.
(*GlobalLog*.tsv)
Soubory protokol( Protokoly Protokoly RTA o udalostech pfi zpracovani.
cesty (*LaneLog”.txt) RTA Soubory protokold cesty se aktualizuji béhem béhu.
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Chyby RTA

Chcete-li vyresit problémy s chybami RTA, zkontrolujte nejprve chybovy protokol, ktery je ulozen ve slozce
RTALogs. V pfipadé, Ze béhy probéhnou Uspésné, se tento soubor nevytvofi. Hlasite-li problémy technické
podpofe spole¢nosti lllumina, nezapomente ke své zpravé prilozit pfislusny chybovy protokol.

Soubory feSeni problému ¢ipovych skenll

Kli¢ovy soubor Slozka
Soubor parametr( Korenova
skenu slozka

(ScanParameters.xml)

Soubory protokoll Protokoly
procest

Soubory metrik [Cérovy
k6d]

Soubor pFeskenovani [Carovy
k6d]

Popis

Obsahuje informace o parametrech skenu. Informace obsahuji datum skenu,
¢arovy kod BeadChipu, umisténi souboru klastru a umisténi souboru manifestu.

Protokoly

Metriky jsou poskytnuty jako metriky vzork( a metriky ¢asti.
[Garovykdd]_sample_metrics.csv — Pro kazdy vzorek a kanal (Cerveny a zeleny) uvadi
hodnoty Percent Off Image, Percent Outliers, P05, P50, P95, Avg FWHM Avg, FWHM
Stddev a Min Registration Score.

[Garovykdéd]_section_metrics.csv — Pro kazdou ¢ast a dlazdici uvadi hodnoty Laser Z-
position, Through Focus Z-position, Red FWHM, Green FWHM, Red Avg Pixel Intensity,
Green Avg Pixel Intensity, Red Registration Score a Green Registration Score.

[Garovykdéd]_rescan.flowcell — Uvadi umisténi dlazdic upravena pro preskenovani,
coz zahrnuje zvysené prekryvani jednotlivych dlazdic.

Pokud pfi automatické kontrole dojde k chybam, pouzijte nasledujici doporuéené kroky k jejich odstranéni.

Kontroly sekvenacnich béhu

Pokud se nezdari kontrola pred spusténim béhu, RFID kazety reagencii se neuzamkne a kazetu bude
mozné pouzit pti nasledujicim béhu. Béhem inicializace fidiciho softwaru, kterd mdze byt nutna k vyreseni
chyby, v8ak dojde k uzamknuti RFID pritokové kyvety, kazety reagencii a kazety s pufrem. Pred restartem
systému musi uzivatel z pristroje vyjmout pritokovou kyvetu, kazetu reagencii a kazetu s pufrem. RFID se
navic po propichnuti tésnici folie uzamknou. Po nacéteni RFID pritokové kyvety softwarem se spusti
7hodinovy ¢asovy limit, po kterém bude prdtokova kyveta povazovana za uzamdéenou a nepouzitelnou.

Kontroly systému Doporuéeny postup

Doors Closed (Dvitka Zkontrolujte, zda jsou zaviena dvitka prislusné prihradky.

zaviena)

Consumables Loaded  Senzory spotfebniho materialu neregistruji. Zkontrolujte, zda je vSechen spotrebni material

(Spotrebni material spravneé viozen.

vlozen) Na obrazovkach nastaveni béhu se volbou Back (Zpét) vratte na krok vkladani a zopakujte
nastaveni béhu.

Required Software Chybi zasadné dilezité soucasti softwaru.

(Pozadovany Obratte se na technickou podporu spolecnosti lllumina.

software)

Instrument Disk Na pevném disku pristroje neni dostatek mista k provedeni béhu. Mozna se neprenesla data

Space (Misto na z béhu predchoziho.

disku pfistroje) Vymazte data béhu z pevného disku pfistroje.
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Kontroly systému

Doporuéeny postup

Network Connection
(PFipojenf k siti)

Sitové pripojeni bylo preruseno. Zkontrolujte stav sité i fyzické pfipojeni k siti.

Network Disk Space
(Misto na sitovém
disku)

Sitovy server je plny.

Teplota Doporuéeny postup
Temperature Obratte se na technickou podporu spolecnosti lllumina.
(Teplota)

Temperature Sensors
(Teplotni senzory)

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Fans (Ventilatory)

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Systém snimani

Doporuéeny postup

Imaging Limits (Limity
snimani)

Obratte se na technickou podporu spolecnosti lllumina.

Z Steps-and-Settle

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Bit Error Rate (Bitova
chybovost)

Obratte se na technickou podporu spolecnosti lllumina.

Flow Cell Registration
(Registrace pritokové
kyvety)

Je mozZné, ze pritokova kyveta neni spravné usazena.

¢ Na obrazovkach nastaveni béhu se volbou Back (Zpét) vratte ke kroku tykajicimu se prdtokové
kyvety. Dvitka pfihradky pro snimani se oteviou.

¢ Vyjméte a znovu vioZte pritokovou kyvetu. Zkontrolujte, zda je spravné usazena.

Dodavka reagencii

Doporuéeny postup

Valve Response
(Reakce ventilu)

Obratte se na technickou podporu spolecnosti lllumina.

Pump (Cerpadilo)

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Buffer Mechanism
(Mechanismus pufru)

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Spent Reagents
Empty (Spotfebované
reagencie prazdné)

Vyprazdnéte zasobnik na pouzité reagencie a prazdny zasobnik znovu vliozte na misto.

Kontroly ¢ipovych skenti

Kontroly systému

Doporuceny postup

Doors Closed (Dvitka zaviena)

Zkontrolujte, zda jsou zaviena dvirka pfislusné prinradky.

Consumables Loaded

(Spotrebni material viozen)

Senzory spotfebniho materialu neregistruji. Zkontrolujte, zda je vSechen spotrebni
material spravné vlozen.

Na obrazovkach nastaveni béhu se volbou Back (Zpét) vratte na krok vkladani

a zopakujte nastaveni béhu.

Required Software
(Pozadovany software)

Chybi zdsadné dilezité souc¢asti softwaru.
Provedte ru¢ni aktualizaci softwaru a obnovte vS§echny jeho komponenty.

Ovéreni vstupnich soubor(

Ujistéte se, Ze je cesta k souboru klastru a souboru manifestu spravna a ze se tam
pfislusné soubory nachazeji.
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Kontroly systému

Instrument Disk Space (Misto
na disku pfistroje)

Network Connection (Pripojeni
k siti)

Network Disk Space (Misto na
sitovém disku)

Systém snimani
Imaging Limits (Limity snimani)
Z Steps-and-Settle

Bit Error Rate (Bitova
chybovost)

Auto-Center (Automatické
vycentrovani)

Doporuéeny postup

Na pevném disku pfistroje neni dostatek mista k provedeni béhu. Mozna se neprenesla
data z béhu predchoziho.
Vymazte data béhu z pevného disku pfistroje.

Sitové pripojeni bylo preruseno. Zkontrolujte stav sité i fyzické pripojeni k siti.

Bud' je zapInén ucet BaseSpace, nebo sitovy server.

Doporucéeny postup
Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.
Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Vyjméte adaptér skenu BeadChip. Ujistéte se, Ze je BeadChip usazen v adaptéru, a poté
adaptér znovu viozte.

Kazdy béh zahajujte s prazdnym zasobnikem na spotfebované reagencie.

Pokud pred zacatkem béhu tento zasobnik nevyprazdnite, senzory daji softwaru pokyn k zastaveni béhu
v pfipadg, ze se tento zasobnik naplni. Systémové senzory nemohou béh pozastavit, probiha-li klastrovani,
resyntéza parového konce nebo automatické promyvani po skon¢eni béhu.

Pokud se béh pozastavi, zobrazi se dialogové okno s moznostmi zdvihnout nasavaci trubi¢ky a vyprazdnit
plny zasobnik.

Vyprazdnéni zasobniku na spotrebované reagencie

1 Zvolte moznost Raise Sippers (Zdvihnout nasavaci trubicky).

2 Vyjméte zasobnik na spotfebované reagencie a obsah vhodnym zptsobem zlikvidujte.
3 Prazdny zasobnik vratte do pfihradky na pufr.
4

Zvolte moznost Continue (Pokracovat). Béh se automaticky obnovi.

Béh rehybridizace mdze byt nutny v pfipadé, Ze metriky vytvorené béhem prvnich nékolika cykld zobrazuiji
intenzity niz8i nez 2500. Nékteré knihovny s nizkou diverzitou mohou zobrazovat intenzity nizsi nez 1000,
coz je oCekavany jev, ktery rehybridizaci nelze vyresit.

POZNAMKA Piikaz End Run (Ukongit b&h) je koneény. V béhu nelze pokradovat, spotfebni materidl béhu uz
nelze znovu pouzit a data sekvenovani z béhu nejsou ulozena.

Kdyz ukoncite béh, provede software pred ukoncenim béhu nasledujici kroky:
Umisti pritokovou kyvetu do bezpecného stavu.
Odemkne RFID pritokové kyvety pro pozdéjsi béh.
Priradi pritokové kyveté datum konce pouzitelnosti rehybridizace.
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ZapiSe protokoly béhu pro dokoncené cykly. Je bézné, Ze se tak stane se zpozdénim.
Obejde automatické promyvani po skonceni béhu.
Kdyz spustite béh rehybridizace, provede software nasledujici potfebné kroky:
Vytvofi slozku béhu na zakladé jedineného nazvu béhu.
Zkontroluje, zda nenastalo datum konce pouZitelnosti rehybridizace pritokové kyvety.
Provede priming reagencii. Je bézné, Ze se tak stane se zpozdénim.
PreskoCi krok klastrovani.
Odebere predchozi primer ¢teni 1.
Hybridizuje Cerstvy primer Cteni 1.

Pokracuje ve ¢teni 1 a zbytku béhu na zakladé zadanych parametr(i béhu.

Body ukoncéeni béhu pro rehybridizaci
Pozdgjsi rehybridizace je mozna pouze v pfipadé, ze béh ukondite v nasledujicich bodech:

Po cyklu 5 - Intenzity se objevuji po registraci $ablony, kteréd potfebuje prvnich 5 cykll sekvenovani.
Ackoli je ukonceni béhu po cyklu 1 bezpecné, doporucuje se ukonceni po cyklu 5. Neukoncujte béh v
prabéhu vytvareni klastru.

Ctenf 1 nebo &tenf indexu 1 — Ukondete b&h pfed zahajenim resyntézy parového konce. Po zahdjeni
resyntézy parového konce nelze pritokovou kyvetu uloZit pro pozdéjsi rehybridizaci.

Pozadovany spotrebni material
Béh rehybridizace vyzaduje novou kazetu s pufrem a kazetu reagencii pfistroje NextSeq 550Dx bez ohledu

na to, zda byl béh zastaven.

Ukonceni aktualniho béhu

1 Vyberte moznost End Run (Ukoncit béh). AZ budete vyzvani k potvrzeni pfikazu, vyberte moznost Yes
(Ano).

2 Az budete vyzvani k uloZeni pritokové kyvety, vyberte moznost Yes (Ano). Zkontrolujte datum konce
pouzitelnosti pro rehybridizaci.

3 Vyjméte ulozenou pritokovou kyvetu a odlozte ji na misto s teplotou od 2°C do 8°C, dokud nebudete
pfipraveni nastavit béh rehybridizace.

POZNAMKA Pritokovou kyvetu mlzete skladovat za teploty od 2 °C do 8 °C az po dobu 7 dni v uzaviratelném
plastovém pouzdru bez vysouseciho balicku. Nejlepsich vysledkd dosahnete, kdyz uloZzenou pritokovou kyvetu
rehybridizujete b&hem 3 dnd.

Rucéni myti

1 Na domovské obrazovce vyberte moznost Perform Wash (Provést myti).

2 Na obrazovce Wash Selection (Vybér myti) vyberte moznost Manual Post-Run Wash (Ru¢ni myti po
skonceni béhu). Viz Ruc¢ni myti na strané 33.

Dokument €. 1000000041922 vO3 CZE 45
Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

POZNAMKA Pokud jste nevyjmuli kazetu reagencif a kazetu s pufrem ze zastaveného b&hu, miZete je pouzit k
rucnimu myti. V opacném pripadé provedte ru¢ni myti pomoci myci kazety na reagencie a myci kazety na pufr.

Nastaveni nového béhu na karté Prep (Priprava) systému BaseSpace

1 Pokud je pfistroj nakonfigurovan pro systém BaseSpace nebo BaseSpace Onsite, nastavte novy béh
na karté Prep (Priprava) pomoci stejnych parametrd, jako mél plvodni béh.

TIP Kliknéte na kartu Pools (Fondy), vyberte prislusné ID fondu k zachovani nastaveni predchoziho béhu a poté
novému béhu prifadte jedinecny nazev.

Nastaveni béhu na pristroji

1 Pripravte novou kazetu reagenci.

2 Pokud byla pritokova kyveta skladovana, nechte ji dosahnout pokojové teploty (15 az 30 minut).
3 Vydistéte a vlozte ulozenou pritokovou kyvetu.
4

Vyjméte zasobnik na spotfebované reagencie a obsah patfi¢né zlikvidujte. Poté prazdny zasobnik
znovu naplnte.

(@)}

Vlozte novou kazetu s pufrem a kazetu reagencii.

Na strance Run Setup (Nastaveni béhu) vyberte z nasledujicich moznosti:
BaseSpace nebo BaseSpace Onsite — Vyberte béh a potvrdte parametry béhu.
Standalone (Samostatny) — zadejte nazev béhu a specifikujte stejné parametry jako v pavodnim
béhu.

7 Vybérem moznosti Next (Dalsi) pokraCujte ke kontrole pred béhem a spusténi béhu.

Software nemuze precist ¢arovy kéd BeadChipu

Kdyz se zobrazi dialog chyby ¢arového kédu, vyberte z nasledujicich moznosti:
Vyberte moznost Rescan (Preskenovat). Software se pokusi precist Carovy kod znovu.
Vyberte textové pole a zadejte Ciselny ¢arovy kdd, jak je ukazano na obrazku. V zavislosti na
BeadChipu mize mit ¢islo ¢arového kodu az 12 Eislic. Vyberte moznost Save (Ulozit). Obrazek
c¢aroveého kodu se ulozi do vystupni slozky.
Vyberte moznost Cancel (Zrusit). Dvirka prinradky pro snimani se oteviou, aby bylo mozné vyjmout
adaptér skenu BeadChip.

Selhani skenu BeadChip

Obrazky jsou po skenovani registrovany. Béhem procesu registrace se ¢astice identifikuji parovanim
umisténi na skenovaném obrazku s informacemi poskytnutymi v mapé ¢astic nebo slozce DMAP.

Casti, u kterych registrace selze, budou na obrazku BeadChipu zobrazeny &ervené.
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Obrazek 28 BeadChip zobrazujici ¢asti, které selhaly

T A A A
[ R

Barcode number

9934994010

Po dokonceni skenu a zapsani dat skenovani do vystupni slozky se aktivuje tlacitko Rescan (Pfeskenovat).
Kdyz vyberete moznost preskenovani, provede software nasledujici kroky:
Preskenuje vzorky obsahujici ¢asti, které selhaly, pomoci zvySeného prekryti jednotlivych dlazdic.
Vytvoli vystupni soubory v plvodni vystupni slozce.
Prepise Casti, které selhaly, v pfedchozich vystupnich souborech.

Zvysi po kazdém preskenovani ¢itac skend o 1 (to se vSak provede na pozadi). Software neprejmenuje
vystupni slozku.

Preskenovani nebo spusténi nového skenu
1 Vybérem moznosti Rescan (Preskenovat) spustite skenovani vzork({ obsahujicich ¢asti, které selhaly.
2 Pokud bude pfi skenovani nadale dochazet k selhani, ukoncete jej.

3 Vyjméte BeadChip a adaptér a zkontrolujte, zda se na BeadChipu nenachazi prach nebo nedistoty.
Zbavte se necistot pomoci stlaceného vzduchu nebo jiné podobné metody.

4 Znovu viozte BeadChip a spustte novy sken.
Kdyz spustite novy sken, provede software nasledujici kroky:
Provede skenovani celého BeadChipu.
Vytvofi vystupni soubory v nové vystupni slozce.

Nahrazeni soubortli manifestt a souboru klastr(

1 Prejdéte na stranku podpory spolecnosti lllumina (support.illumina.com) pro pouzity BeadChip a
kliknéte na kartu Downloads (Ke stazeni).

2 Stahnéte soubory, které maji byt nahrazeny nebo aktualizovany, a zkopirujte je do vami zvoleného
sitového umisténi.

POZNAMKA Uijistéte se, Ze jste vybrali soubory manifestd a klastrd, které jsou kompatibilni se systémem
pristroje NextSeq 550Dx. Kompatibilni soubory maji v nazvu text NS550.
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3 Pouze v pfipadg, ze se zménilo umisténi, aktualizujte podle nasledujiciho postupu umisténi na
obrazovce BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu BeadChip).

a Na domovskeé obrazovce softwaru NCS vyberte moznost Manage Instrument (Upravit pfistroj).
b Vyberte moznost System Configuration (Konfigurace systému).
¢ Vyberte moznost BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu BeadChip).

4 Vyberte moznost Browse (Prochazet) a pfejdéte do umisténi nahradnich nebo aktualizovanych
soubord.

Neupravujte plvodni ndvody. VZdy si vytvorte kopii plivodniho navodu s novym nazvem. Pokud bude
plvodni navod upraven, u budoucich aktualizaci jej jiz nastroj k aktualizaci softwaru nerozpozna a novéjsi
verze nebudou instalovany.
Ukladejte vlastni navody v pfislugné sloZzce navodd. Slozky navodl jsou usporadany nasledovné.
[C= Custom (Vlastni)
[C= High (Vysoky vykon) — vlastni navody k pouZiti s vysokovykonnou sadou.
= Mid (Stredni vykon) — vlastni navody k pouZiti se stfedné vykonnou sadou.
= High (Vysoky vykon) — plvodni navody k pouZiti s vysokovykonnou sadou.
= Mid (Stfednf vykon) — plvodni navody k pouziti se stfedné vykonnou sadou.
(™ Wash (Myti) — obsahuje navod na rudni myti.

Pocditac pristroje NextSeq 550Dx je vybaven celkem Ctyfmi pevnymi disky. Dva jsou urceny pro
diagnosticky a dva pro vyzkumny rezim. Zaéne-li néktery pevny disk selhavat, systém vygeneruje
chybovou zpravu RAID a navrhne vam, abyste se obratili na technickou podporu spole¢nosti lllumina.
Obvykle je tfeba pevny disk vymeénit.

M(iZzete déle pokragovat v nastavovani bé&hu a pracovat jako obvykle. Uelem této zprévy je predem
naplanovat sluzbu, aby se predeslo vypadkim pfi bézném provozu pfistroje. Na varovani pole RAID mUze
reagovat pouze spravce. Budete-li pouzivat pfistroj pouze s jednim pevnym diskem, mUZete prijit o data.

Konfigurace systému probiha v ramci instalace. Pokud je vSak tfeba provést néjakou zménu nebo
prekonfigurovat systém, pouzijte moznost konfigurace systému. Pfistup k moznostem konfigurace
systému ma pouze Ucet s opravnénim spravce systému Windows.

Network Configuration (Konfigurace sité) — Umoznuje nastavit IP adresu, adresu serveru doménovych
nazvt (DNS), nazev poditade a nazev domény.

Nastaveni konfigurace sité

1 Na obrazovce Uprav pfistroje zvolte moznost System Configuration (Konfigurace systému).

2 Chcete-li, aby vam server DHCP pridéloval adresu IP automaticky, zvolte moznost Obtain an IP
address automatically (Automaticky ziskavat IP adresu).
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POZNAMKA Protokol Dynamic Host Configuration Protocol (DHCP) je standardnim sitovym protokolem,
ktery se pouziva v sitich IP pro dynamickou distribuci sitovych konfiguraénich parametrai.

Pripadné mUzete zvolit moznost Use the following IP address (Pouzit nasledujici IP adresu) a ru¢né
pripojit pfistroj k jinému serveru, jak je uvedeno nize. Dotazy na adresy specifické pro vas zavod
smérfujte na svého spravce site.

Zadejte adresu IP. Adresa IP se sklada ze ¢tyr Cisel oddélenych teckami, napfiklad 168.62.20.37.

Zadejte masku podsité pro sit' IP.

Zadejte vychozi branu, coz je sitovy rozbocovac urceny pro pripojeni k internetu.

3 Chcete-li pristroj pripojit k serveru nazvi domén pridruzeného k adrese IP, zvolte moznost Obtain

a DNS server address automatically (Automaticky ziskavat adresu serveru DNS).

Pripadné mUzete zvolit moznost Use the following DNS server addresses (Pouzit nasledujici adresy

serveru DNS) a ru¢né pripojit pfistroj k jinému serveru nazvi domén, jak je uvedeno nize.
Zadejte preferovanou adresu DNS. Adresa DNS je nazev serveru, ktery slouzi k prekladu nazv(
domén na IP adresy.
Zadejte alternativni adresu DNS. Tato alternativa bude pouzita, pokud preferovana DNS nedokaze
nazev nékteré domény prelozit na adresu IP.

4 Pomoci Save (Ulozit) pokracujte na obrazovku pocitace.

POZNAMKA Nézev poditade pristroje je k tomuto pod&itaci pritazen jiz b&hem vyroby. Jakékoli zmény nézvu
tohoto poditace mohou ovlivnit pfipojeni a vyzaduji prispéni spravce sité.

5 Pocita¢ pfipojite do domény nebo do pracovni skupiny nasledovné.
Pristroje pFipojené k internetu — Zvolte moznost Member of Domain (Clen domény) a poté nazev
domeény, pres kterou se ve vasem zavodeé pripojujete kinternetu. Zmény domény vyzaduiji
uzivatelské jméno a heslo spravce.
Pristroje nepripojené k internetu — Zvolte moznost Member of Work Group (Clen pracovni skupiny)
a zadejte nazev pracovni skupiny. Nazev pracovni skupiny je vramci vaseho zavodu jedinecny.

6 Vyberte moznost Save (Ulozit).

Nastaveni konfigurace analyzy

1 Na obrazovce Uprav pfistroje zvolte moznost System Configuration (Konfigurace systému).
2 Vyberte moznost Analysis Configuration (Konfigurace analyzy).

3 Vybérem z nasledujicich moznosti urCete umisténi, kam se prenesou data pro naslednou analyzu.
Chcete-li data sekvenovani odeslat do systému lllumina BaseSpace, vyberte moznost BaseSpace.
[Volitelné] Zaskrtnéte policko Output Folder (Vystupni slozka), vyberte moznost Browse (Prochazet)
a prejdéte do sekundarniho sitového umisténi, kde mUzete ulozit soubory BCL jako doplnéni k
systému BaseSpace.

Vyberte moznost BaseSpace Onsite. Do pole Server Name (Nazev serveru) zadejte Uplnou cestu k
vaSemu serveru BaseSpace Onsite. [Volitelné] Zaskrtnéte policko Output Folder (Vystupni sloZzka),
vyberte moznost Browse (Prochéazet) a prejdéte do sekundarniho sitového umisténi, kde mizete
ulozit soubory BCL jako doplnéni k serveru BaseSpace Onsite.

Chcete-li data ulozit pouze do sitového umisténi, vyberte moznost Standalone Instrument
(Samostatny pfistroj). Vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do zvoleného sitového
umisténi. Ridici software vytvaFi nazev vystupni slozky automaticky.
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6

[Volitelné] Chcete-li béh sledovat pomoci nastrojd vizualizace v systému BaseSpace, vyberte
moznost Use Run Monitoring (Pouzit sledovani behu). Je potfeba prihlaseni k systému
BaseSpace a internetové pripojeni.

Pokud jste vybrali moznost BaseSpace nebo BaseSpace Onsite, nastavte podle nasledujicich pokynd
parametry systému BaseSpace.
Vyplnénim hodnot User Name (Uzivatelské jméno) a Password (Heslo) v systému BaseSpace
registrujte pfistroj.
Vybérem moznosti Use default login and bypass the BaseSpace login screen (Pouzit vychozf
prinlaSovaci Udaje a obejit pfihlaSovaci obrazovku systému BaseSpace) nastavte registrované
uzivatelské jméno a heslo jako vychozi pfihlaSovaci udaje. Diky tomuto nastaveni se béhem
nastaveni béhu obejde obrazovka systému BaseSpace.

Chcete-li povolit monitorovaci sluzbu lllumina Proactive, zvolte moznost Send Instrument Performance
Data to lllumina (Odesilat vykonnostni Udaje pristroje do spolecnosti lllumina) (Odesilat informace
o stavu pfistroje do spole¢nosti lllumina). Nazev nastaveni v softwarovém rozhrani se mdze lisit od
nazvu uvedeného v této prirucce v zavislosti na verzi NCS, kterou pouzivate.
Kdyz je toto nastaveni zapnuté, jsou vykonnostni Udaje pfistroje zasilany spolecnosti lllumina. Tyto
Udaje pomahaji spole¢nosti lllumina snaze fesit problémy a zjiStovat mozné chyby, zajiStovat proaktivni
udrzbu a maximalizovat dobu provozu pfistroje. Dal$i informace o vyhodach této sluzby najdete
v dokumentu /lllumina Proactive Technical Note (dokument &. 1000000052503).
Tato sluzba:

Neodesila data sekvenovani

Vyzaduje, aby byl pfistroj pfipojen k siti s pfistupem k internetu.

Funkce je ve vychozim nastaveni vypnuta. Chcete-li se pfihlasit k této sluzbé, povolte nastaveni

Send Instrument Performance Data to lllumina (Odesilat vykonnostni Udaje pfistroje do spoleénosti
lllumina).

Vyberte moznost Save (UloZit).

Konfigurace skenu BeadChip

1

Na obrazovce Uprav pfistroje zvolte moznost System Configuration (Konfigurace systému).

2 Vyberte moznost BeadChip Scan Configuration (Konfigurace skenu BeadChip).

3 Chcete-li zadat vychozi umisténi slozky DMAP, vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do
vami zvoleného umisténi slozky v siti vaseho zavodu.
POZNAMKA Pred kaZzdym skenem si stahnéte a zkopirujte obsah DMAP do tohoto umisténi. Obsah DMAP
je vyzadovan pro kazdy BeadChip a je jedinecny pro kazdy ¢arovy kod BeadChipu.

4 Chcete-li zadat vychozi umisténi vystupu, vyberte moznost Browse (Prochazet) a prejdéte do vami
zvoleného umisténi v siti vaseho zavodu.

5 Vyberte obrazkovy format souboru pro ukladané obrazky. Vychozim typem obrazku je JPG.
Vyberte format vystupniho souboru pro data skenu. Vychozim typem vystupniho souboru je GTC only
(Pouze GTOQ).

7 Vyberte moznost Save (Ulozit).
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8 Na obrazovce Scan Map (Skenovani — mapa) zadejte Uplnou cestu k souboru manifestu a souboru
klastru pro kazdy typ BeadChipu. U kazdého typu souboru vyberte moznost Browse (Prochazet) a
prejdéte do umisténi slozky, ktera tyto soubory obsahuije.

9 [Volitelné] Vybérem moznosti Hide Obsolete BeadChips (Skryt zastaralé BeadChipy) odeberte ze
zobrazeni zastaralé BeadChipy.

10 Vyberte moznost Save (Ulozit).
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Pristroj NextSeq 550Dx pouziva implementaci softwaru Real-Time Analysis (RTA) s nazvem RTA2. RTA2
bézi na poditaci pristroje a extrahuje intenzity z obrazd, provadi prifazeni baze a k pfifazeni baze prirazuje
skére kvality. RTA2 a provozni software komunikuji prostfednictvim webového rozhrani HTTP a souborl ve
sdilené paméti. Pokud dojde k ukonceni programu RTA2, zpracovani nebude pokraCovat a data béhu
nebudou ulozena.

Vstupy modulu RTA2

Modul RTA2 vyzaduje pro zpracovani nasledujici vstupy:
Obrazy dlazdic v paméti mistniho systému.

Soubor Runinfo.xml, ktery se vytvari automaticky na za¢atku bé&hu a zahrnuje nazev béhu, pocet cykld,
informaci, zda je ¢teni indexovano, a pocet dlazdic na pritokové kyveté.
Soubor RTA.exe.config, coz je soubor softwarové konfigurace ve formatu XML.

Modul RTA2 prebira pfikazy od provozniho softwaru. Tykaji se umisténi souboru Runinfo.xml a zda je
specifikovana néjaka volitelna vystupni slozka.

Vystupni soubory modulu RTA2

Obrazy pro kazdy kanal jsou do paméti pfedavany jako dlazdice. Dlazdice jsou malé obrazové oblasti na
pratokové kyveté, definované jednim pohledem kamery. Z téchto obraz( vytvari software vystup jako sadu
soubord prifazeni bazi a soubort filtrll s hodnocenim kvality. V8echny dalsi soubory vystupni soubory
podporuiji.

Typ souboru Popis

Soubory pfifazeni Kazda analyzovana dlazdice je zahrnuta v agregovaném souboru pfifazeni baze (*.bcl.bgzf) pro

baze kazdou cestu a cyklus. Agregovany soubor pfifazeni baze obsahuje pfifazeni baze a s nim spojené
skore kvality pro kazdy klastr prislusné cesty.

Soubory filtr{ Kazda dlazdice vytvari informaci o filtru, ktera je sdruzena do jednoho souboru filtru (*.filter) pro
kazdou cestu. Soubor filtru uruje, zda klastr prochazi filtry.

Soubory umisténi Soubory umisténi klastrd (*.locs) obsahuji koordinaty X a'Y pro kazdy klastr v dlazdici. Soubor

klastrd umisténi klastrd se vytvari pro kazdou cestu béhem vytvéareni Sablony.

Soubory indexu Soubor indexu pfifazeni baze (*.bci) se vytvari pro kaZzdou cestu, aby zlstaly zachovany plvodni

prifazeni baze informace o dlazdici. Soubor indexu obsahuje par hodnot pro kazdou dlazdici, které zahrnuiji ¢islo

dlazdice a pocet klastrd pro danou dlazdici.

RTA2 poskytuje metriku kvality béhu v redlném case, kterou uklada v podobé soubord InterOp.
Soubory InterOp jsou binarnim vystupem obsahujicim metriky dlazdice, cyklu a Urovné ¢teni.
Nakladani s chybami

RTA2 vytvari protokoly a zapisuje je do slozky protokoll RTA. Chyby jsou zaznamenavany do souboru
chyb ve formatu *.tsv.
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Nasleduijici soubory chyb a protokolu jsou na konci zpracovani presunuty do finalni vystupni slozky:
*GlobalLog*.tsv — shrnuje ddlezité udalosti béhu.
*LaneNLog*.tsv obsahuje udalosti pfi zpracovani prislusné cesty.
*Error*.tsv — obsahuje seznam chyb, ke kterych pfi béhu doslo.
*WarningLog*.tsv — obsahuje seznam varovani, ktera byla pfi béhu vygenerovana.

Vytvoreni $ablony Mapuje umisténi klastrd.
Registraceva extrakce Zaznamenava umisténi jednotlivych klastrd na pratokové kyveté a uréuje hodnotu intenzity pro
intenzity kazdy klastr.
Oprava ;‘ézova’nl’ Opravuje efekty fazovani a predfazovani.
PFiFazevnl’ baze UrCuje pfifazeni baze pro kazdy klastr.
Vyhodnocc;véni kvality Prifazuje skore kvality ke kazdému pfifazeni baze.

Vytvoreni Sablony
Prvnim krokem pracovniho postupu softwaru RTA je vytvorfeni Sablony, ktera pomoci soufadnic X a 'Y
definuje pozice jednotlivych klastrd na dlazdici.

K vytvoreni ablony jsou zapotrebi data obraz{l z prvnich péti cyklt béhu. Sablona se vytvoti, jakmile bude
sejmut posledni cyklus Sablony pro pfislusnou dlazdici.

POZNAMKA Chcete-li b&hem vytvareni ablony detekovat néktery klastr, musf byt v prvnich péti cyklech
alespon jedna baze jind nez G. Pro jakékoli sekvenace indexu vyzaduje software RTA2, aby se v prvnich dvou
cyklech vyskytla alespon jedna béaze jina nez G.

Sablona slouZf jako reference pro nasledujici krok registrace a extrakce intenzity. Pozice klastru pro celou
pratokovou kyvetu jsou zapsany do soubor’ umisténi klastrl (*.locs), jeden soubor pro kazdou cestu.

Registrace a extrakce intenzity

Registrace a extrakce intenzity zaCina poté, co se vytvori Sablona.
Registrace zarovna obrazy vytvorené v kazdém z po sobé jdoucich cykll snimani proti Sablong.
Extrakce intenzity urCuje hodnotu intenzity pro kazdy klastr v Sabloné pro dany obraz.

Pokud se u nékterych obraz( v cyklu registrace nezdati, pro doty¢nou dlazdici v cyklu se nevytvoii zadna
pfifazeni databaze.

Oprava fazovani

Béhem sekvenacni reakce se jednotliva viakna DNA v klastru prodlouzi o jednu béazi na cyklus. K fazovani
a predfazovani dochazi, kdyz se vlakno dostane mimo fazi s aktualnim cyklem zaclenovani.

K fazovani dochazi, kdyz se baze zpozdi.
K predfazovani dochazi, kdyz baze poskoci dopredu.
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Obrazek 29 Fazovani a predfazovani

A

A Cteni s baz, ktera fazuje.
B Cteni s bazi, kterd predfazuie.

Modul RTA2 opravuje ucinky fazovani a predfazovani, coz maximalizuje kvalitu dat v kazdém cyklu béhem
béhu.

Prirazeni baze
Prifazeni baze urcuje bazi (A, C, G nebo T) pro kazdy klastr dané dlazdice v konkrétnim cyklu. Pristroj

NextSeq 550Dx pouziva dvoukanalové sekvenovani, které vyzaduje k zakédovani dat pro 4 baze DNA
pouze dva snimky, jeden z Cerveného ajeden ze zeleného kanalu.

Intenzity extrahované z jednoho obrazu a porovnané s jinym obrazem vytvofi Ctyfi odliSné populace, z nichz
kazda odpovida jednomu nukleotidu. Proces pfifazeni baze urCuje, do které populace kazdy klastr patfi.

Obrazek 30 Vizualizace intenzit klastrd

zelend

020

£} - 040

T4 D0 0P 60 040 0@ 6@ 10 @ 14
cervena

Tabulka1 Prifazeni baze pfi dvoukanalovém sekvenovani

Baze Cerve’ny Zeleny kanal Vysledek
kanal
A 1 (zapnuto) 1 (zapnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu v ervenych i zelenych kanalech.
C 1 (zapnuto) 0 (vypnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu pouze v erveném kanale.
G 0 (vypnuto) 0 (vypnuto) Klastry, které nevykazuiji intenzitu v zadném znamém umisténi klastrd.
T 0 (vypnuto) 1 (zapnuto) Klastry, které vykazuji intenzitu pouze v zeleném kanale.
Dokument €. 1000000041922 vO3 CZE 55

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni uréeno pro diagnostické postupy.



Referencni prirucka pro rezim vyzkumu pristroje NextSeq 550Dx

Klastry prochazejici filtrem

Béhem béhu model RTAZ2 filtruje nezpracovana data, aby odebral ¢teni, ktera nedosahuiji prahové hodnoty
kvality dat. Klastry, které se prekryvaji nebo maiji nizkou kvalitu, budou odebrany.

V pfipadé dvoukanalové analyzy vyuziva modul RTA2 systém zalozeny na populacich, aby urCil ryzost
prifazeni baze. Klastry projdou filtrem (PF), kdyz v prvnich 25 cyklech maximalné jedno pfifazeni baze
nedosahne ryzosti < 0,63. Na klastry, které filtrem neprojdou, se nepouZije pfifazeni baze.

Informace o indexovani
Proces ¢teni indexu pfifazeni baze se lisi od procesu jinych Cteni pfifazeni baze.

Cteni index( musi v nékterém ze dvou prvnich cykld zaéinat alespori jednou bézi, kterd je jind nez G.
Pokud Cteni indexu zac¢ina dvéma pfifrazenimi baze G, negeneruje se zadna intenzita signalu. Signal musi
byt pfitomen alespon ve dvou prvnich cyklech, aby byl zajistén vykon demultiplexovani.

Chcete-li zvysit robustnost demultiplexovani, vyberte sekvence indexu, které pro kazdy cyklus poskytuji
signal alespon v jednom, idealné vSak v obou kanalech. Budete-li se fidit timto pokynem, vyhnete se
kombinacim indexu, které pfi jakémkoliv cyklu vytvéareji vyhradné baze G.

Cerveny kandl — A nebo C
Zeleny kanal — A nebo T

Tento proces prifazeni baze zajiStuje presnost pri analyze vzorkl s nizkou ¢etnosti.

Vyhodnocovani kvality

Skore kvality prfedstavuje predpoved pravdépodobnosti nespravného prifazeni baze. VySsi skore kvality
naznacuje, ze prfirazeni baze ma vyssi kvalitu a s vétsi pravdépodobnosti bude spravné.

Skore kvality je uceleny zplsob sdélovani pravdépodobnosti malych chyb. Skére kvality je uvadéno ve
formé Q(X), kde X je pfislusné skore. Nasledujici tabulka zobrazuje vztah mezi skérem kvality
a pravdépodobnosti chyby.

Skére kvality Q(X) Pravdépodobnost chyby

Q40 0,0001 (1 z 10 000)
Q30 0,001 (1 z 1 000)
Q20 0,01 (1 ze 100)
Q10 0,1(12z10)

POZNAMKA Vyhodnocovani kvality je zaloZeno na upravené verzi algoritmu programu Phred.

Vyhodnocovani kvality vypocita sadu predpovédi pro jednotliva pfifazeni baze a potom hodnoty indicii
pouzije k vyhledani skore kvality v tabulce kvality. Tabulky kvality jsou vytvoreny tak, aby poskytovaly
optimalné presné predpovedi kvality pro béhy generované prostrednictvim specifické konfigurace
platformy pro sekvenovani a verze chemického slozeni.

Po stanoveni skore kvality se vysledky zaznamenaji do soubor( pfifazeni baze (*.bcl.bgzf).
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Typ souboru Popis souboru, umisténi a nazev

Soubory pfifazeni Kazda analyzovana dlazdice je zahrnuta do souboru pfifazeni baze, agregovaného v jednom

baze souboru pro kazdou cestu a kazdy cyklus. Agregovany soubor obsahuje pfifazeni baze

a zakodované skore kvality pro kazdy klastr pfislusné cesty.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — soubory jsou uloZeny v jedné slozce pro kazdou cestu.
[Cyklus].bcl.bgzf, kde [Cyklus] je pocet cykll zapsany Ctyfmi Cislicemi. Soubory pfifazeni baze
jsou komprimovany do formatu gzip.

Soubor indexu Pro kazdou cestu obsahuje binarni soubor indexu pdvodni informace o dlazdici v paru hodnot pro
pfifazeni baze kazdou dlazdici, které obsahuji ¢islo dlazdice a pocet klastrd na dlazdici.
Nejprve se vytvareji soubory indexu pfifazeni baze a pro pfislusnou cestu je vytvoren soubor
prifazeni baze.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — soubory jsou ulozeny v jedné slozce pro kazdou cestu.

s_[Lane].bci
Soubory umisténi Pro kazdou dlazdici jsou koordinaty X aY kazdého klastru agregovany do jednoho souboru
klastrd umisténi klastru pro kazdou cestu. Soubory umisténi klastr(l jsou vysledkem vytvareni Sablony.

Data\Intensities\LOO[X] — soubory jsou uloZzeny v jedné sloZce pro kazdou cestu.
s_[cesta].locs

Soubory filtr{ Soubor filtru vymezuje, zda klastr projde filtry. Informace o filtru je agregovana do jednoho
souboru filtru pro kazdou cestu a ¢teni.
Soubory filtrll jsou vytvareny ve 26. cyklu a vyuzivaji data z predchozich 25 cykld.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — soubory jsou ulozeny v jedné slozce pro kazdou cestu.

s_[lane].filter
Soubory InterOp Binarni soubory vykazd. Soubory InterOp jsou aktualizovény v pribéhu béhu.
Slozka InterOp
Soubor konfigurace Soubor konfigurace RTA se vytvafi na zacatku béhu a obsahuje seznam nastaveni pfislusného
RTA béhu.
[Kofenova slozka], RTAConfiguration.xml
Informacni soubor Obsahuje nazev béhu, pocet cykll v kazdém &teni, Udaj, zda je toto ¢teni ¢tenim indexovanym,
béhu apocet zabérl a dlazdic na pritokové kyveté. Soubor s informacemi o béhu se vytvari na zacatku
béhu.

[Kofenova slozka], Runinfo.xml

Dlazdice pratokové kyvety

Dlazdice jsou malé obrazové oblasti na pritokové kyveté, definované jednim pohledem kamery. Celkovy
pocet dlazdic zavisi na poctu cest, zabérl a povrch(, které se na pritokové kyveté snimaji, a na tom, jak

kamery pfi snimani spolupracuji. Pritokové kyvety s vysokym vykonem obsahuji celkem 864 dlazdic.
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Tabulka 2 Dlazdice pritokové kyvety

Komponenta Vysoky

pratokové kyvety vykon LS

Cesty 4 Cesta predstavuje fyzicky kanal s vyhrazenymi vstupnimi a vystupnimi porty.

Povrchy 2 Pratokova kyveta je snimana na dvou povrsich — na hornim a dolnim. Nejprve je
nasniman horni povrch dlazdice 1, pak spodni povrch téze dlazdice a poté se kamera
presune na dlazdici nasledujici.

Zabeéry na cestu 3 Zabér predstavuje sloupec dlazdic pfislusné cesty.

Segmenty kamery 3 Pristroj pouZiva ke snimani pritokové kyvety 6 kamer ve tfech segmentech pro
kazdou cestu.

Dlazdice na zabér na 12 Dlazdice je ¢ast pratokoveé kyvety, kterou kamera vidi jako jeden obréazek.

segment kamery

Celkovy pocet 864 Celkovy pocet dlazdic se rovna cesty x povrchy x zabéry x segmenty kamery x

nasnimanych dlazdic dlazdice na zabér na segment.

Cislovani cest

Cesty 1 a 3 neboli par cest A jsou snimany najednou. Cesty 2 a 4 neboli par cest B budou snimany az po
skonceni snimani paru A.

Obrazek 31 Cislovani cest

O
@) 1

N o B
o T
\\UD@ b
\\ o

ST 3 R
[jeiec=e
© 28!

O 5

A ParcestA-cesty1a3
B PércestB-cesty2 a4

Cislovani zabérd
KaZzda cesta je snimana ve tfech zabérech. U pritokovych kyvet s vysokym vykonem jsou zabéry oznaceny
Cisly 1-3.

Obrazek 32 Cislovani zabérd
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@)=
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Cislovani kamery
Pristroj NextSeq 550Dx pouziva ke snimani pritokové kyvety celkem Sest kamer.

Kamery jsou Cislovany od 1 do 6. Kamery 1-3 snimaji cestu 1. Kamery 4-6 snimaji cestu 3. Jakmile
kamery sejmou cesty 1 a 3, snimaci modul se pfesune na osu X, aby mohl sejmout cesty 2 a 4.

Obrazek 33 Kamera a ¢islovani segment( (Zobrazena pritokova kyveta s vysokym vykonem)

@

\x:_'f: :‘f_;\ /:f_' O

1 ) ; 180
O Qe

® 5 ®
Cislovani dlazdic

Vjednom zabéru segmentu kazdé kamery se nachazi 12 dlazdic. Dlazdice jsou oznaceny Cisly 01-12 bez
ohledu na ¢islo zabéru nebo segmentu kamery. Cisla jsou vzdy dvoumistna.

Obrazek 34 Cislovani dlazdic
G2 © 0 @O

(

Kompletni ¢islo dlazdice zahrnuje pét Cislic, které predstavuji umisténi podle nasledujiciho systému:

Povrch — 1 predstavuje horni povrch, 2 pfedstavuje povrch dolni.

Z4abé&r — 1, 2 nebo 3.

Kamera-1, 2, 3, 4, 5, nebo 6

Dlazdice — 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, nebo 12
Priklad: Dlazdice oznacena &islem 12508 oznacuje horni povrch, zabér &islo 2, kameru &islo 5 a dlazdici
Cislo 8.
Kompletni pétimistné Cislo dlazdice je pouZzito v ndzvu souboru obrazk( miniatur a v empirickych
fazovacich souborech. Dalsi informace naleznete v ¢asti Vystupni soubory sekvenovani na strané 57.
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Provozni software vytvari nazev vystupni slozky automaticky.

[~ Data
(™ Intenzity
([ BaseCalls
[ Loo1 - Soubory pfifazeni baze pro cestu 1, agregované do jednoho souboru na cyklus.
= Lo02 - Soubory pfifazeni baze pro cestu 2, agregované do jednoho souboru na cyklus.
(= LO03 - Soubory pfifazeni baze pro cestu 3, agregované do jednoho souboru na cyklus.
(= Lo04 - Soubory pfifazeni baze pro cestu 4, agregované do jednoho souboru na cyklus.
(= LoO1 - Agregovany soubor *.locs pro cestu 1.
(= Lo02 - Agregovany soubor *.locs pro cestu 2.
(" LOo03 - Agregovany soubor *.locs pro cestu 3.
([ Loo4 - Agregovany soubor *.locs pro cestu 4.
(7 Images

(= ZaostFen(

(= LOO1 - Zaostteni obraz(i pro cestu 1.

(= LO02 - Zaostteni obrazli pro cestu 2.

(= LOO3 - Zaostieni obrazfl pro cestu 3.

(= LO04 — Zaostieni obrazti pro cestu 4.
(™ InterOp - Binarni soubory
= Logs (Protokoly) — Soubory protokoll popisujici provozni kroky.
= Recipe (Navod) — Soubor s navodem specifickym pro béh, nazvany podle ID kazety reagencie.
= RTALogs — Soubory protokold popisujici analytické kroky.
El RTAComplete. txt
=] RTAConfiguration.xml
=l Runinfo.xml

=l RunParameters.xml
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Typ souboru Popis souboru, umisténi a nazev

Soubory GTC Soubor prifazeni genotypt. Soubor GTC se vytvari pro kazdy vzorek skenovany na
BeadChipu. Nazev souboru obsahuje ¢arovy kod a skenovany vzorek.
[Carovykdd]_[vzorek].gtc

Soubory obrazkd Soubory obrazkd se pojmenovavaji na zékladé oblasti skenované na BeadChipu. Nazev
obsahuje ¢arovy kod, vzorek a ¢ast na Beadchipu, zabér a kanal snimani (Cerveny nebo
zeleny).

[Carovykdd]_[vzorek]_[East]_[zAbér]_[kamera]_[dlazdice]_[kanal].jpg

o Céarovy kéd — Nazev souboru zadina &arovym kédem BeadChipu.

¢ Vzorek — oblast BeadChipu, které je ¢islovand jako radek (ROX) odshora dold a sloupec
(COX) zleva doprava.

o Cést - Gislovany radek v ramci vzorku.

e Zabér — BeadChipy jsou snimany jako kolekce prekryvajicich se dlazdic. K sejmuti ¢asti se
tedy pouzije pouze 1 zabér.

e Kamera — Kamera pouzita k sejmuti obrazku.

¢ Dlazdice — Oblast snimani definovana jako pole pohledu kamery.

e Kanal — Kanal je bud Cerveny, nebo zeleny.

(= [Datum]_[N4zev pFistroje]_[Sken#]_[Céarovy kdd]
(= [Carovy kéd]
= Config (Konfigurace)

E Effective.cfg — Zaznamenava nastaveni konfigurace pouzita béhem skenu.
(= Focus (Zaostreni) — Obsahuje obrazkové soubory slouzici k zaostfeni skenu.

= Logs (Protokoly) — Obsahuje soubory protokolu popisujici jednotlivé kroky provedené béhem
skenovani.

= PreScanDiagnosticFiles (Diagnostické soubory pred skenem)
(™ [Datum_Cas] Barcode Scan (Skenovani Sarového kédu)
=l ProcessedBarcode.jpg — obrazek ¢arového kédu BeadChipu.

B Diagnostika skenovani (soubory protokold)

=l PreScanChecks.csv — Zaznamenava vysledky automatické kontroly.
=l Soubory GTC - soubory prifazeni genotypl (1 soubor na vzorek).
= Soubory IDAT - [Voliteln€] soubory dat intenzity (2 soubory na vzorek; 1 na kazdy kanal).
=l Soubory obrazkl — skenované obrazky pro kazdy vzorek, ¢ast, zabér, kameru, dlazdici a kanal.
=l (Garovy kéd]_sample_metrics.csv
=l [Carovy kod]_section_metrics.csv

=l scanParameters.xml
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BaseSpace 49

prihlaSeni 16
BeadChip
: 27
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orientace ¢arového kédu 27
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kazeta reagencii
prehled 7
zasobnik ¢. 28 34
zasobnik ¢. 6 20
kazeta s pufrem 8, 19
klastry prochazejici filtrem 56
klavesnice 10
kompatibilita
pritokova kyveta, kazeta reagencii 5
sledovani pomoci RFID 5, 7
komponenty
prihradka na pufr 3
prihradka na reagencie 3
prihradka pro snimani 3
stavovy prouzek 3
Konfigurace 49
konfigurace BaseSpace 21
kontrola pred spusténim béhu 22, 29

metrika

prifazeni baze 55
metriky

cykly hustoty klastru 23

cykly intenzity 23
metriky béhu 23
Monitorovaci sluzba lllumina Proactive 49
myti

automatické 24

myci komponenty 33

rucni myti 33

spotfebni materidl dodany uzivatelem 33
myti pfistroje 33

napoveda 1

nastaveni béhu, pokrocila moznost 11
nastaveni konfigurace 48

nastaveni systému 10

omyti po béhu 24
online skoleni 1
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prifazeni baze 55 software
informace o indexovani 56 analyza obraz(, pfifazeni baze 4
pristroj automaticka aktualizace 38
avatar 10 inicializace 9
indikatory rezimu 10 nastaveni konfigurace 48
nastaveni konfigurace 48 pristrojovy 4
prezdivka 10 rucni aktualizace 38
restart 39 trvani béhu 13-14
spusténi 9 software BlueFuse Multi 1
tladitko napajeni 4 software Real-Time Analysis 4
vypnout 39 fazovani 54
pracovni postup 54
vysledky 57

soubory filtrd 57
soubory GTC 61

reagencie
spravna likvidace 19 soubory InterOp 41, 57
v sadé 5 soubory locs 57

rehybridizace primeru 44 soubory prifazeni bazi 57

rehybridizace, Gteni 1 44 spotrebni material 5
restart 39 béhy sekvenovani 11

kazeta reagencii 7

pristroj 39
restart do rezimu vyzkumu 10 kazeta s pufrem 8
re¥im RUO 10 m;icn spotlrebm material 33
Runinfo.xml 41, 57 prutokova kyveta 6 ,
spotrebni material pro myti 34
udrzba pfistroje 12
voda laboratorni jakosti 12
spotfebované reagencie
feSeni problém( likvidace 17, 35
kontrola pred spusténim béhu 42 plny zasobnik 44
metriky s nizkou kvalitou 44 stavové vystrahy 4
nahrazeni soubort manifestd a klastr(i 47 stavovy prougek 3

nelze precist Carovy kod BeadChipu 46

selhani registrace skenu 46

soubory specifické pro béh 41

soubory specifické pro sken 42

zasobnik na spotfebované reagencie 44
fidici software 4

technicka 67
technicka pomoc 67
tlac¢itko napajeni 4, 9
trvani béhu 13-14

samostatna konfigurace 21
sekvenovani
uvod 13
uzivatelem dodany spotfebni material 11
skore kvality 56
sledovani pomoci RFID 5

udrzba 33

udrzba pfistroje
spotrebni material 12

umisténi klastru

slozka DMAP soub<3ry ,5v7
Decode File Client 25 vytvoreni Sablony 54
stazeni 26 umisténi slozky 21
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upravit pristroj
vypnout 39
vypnuti 39
uzivatelem dodany spotfebni material 11-12
uzivatelské jméno a heslo 9
uzivatelské jméno a heslo do systému 9

vlozeni BeadChipu 29
vstupni soubory, sken
slozka DMAP 25
slozka DMAP, stazeni 26
soubory klastrl 25, 47
soubory manifestl 25, 47
vypina¢ napajeni 9
vypnuti pfistroje 39
vystupni soubory 57
vystupni soubory skenu
GTC, IDAT 61
vystupni soubory, sekvenovani 57
vystupni soubory, sken
GTC, IDAT 61
vytvoreni Sablony 54
vzduchovy filtr 3, 36

Windows
ukoncéeni 39

zakaznicka podpora 67
zvuk 10
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Technicka pomoc

Pokud potrebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu
spole¢nosti lllumina.

Web: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Telefonni Cisla na zakaznickou podporu spolecnosti lllumina

Oblast

Bezplatna linka

Regionalni linka

Severni Amerika

+1800 809 4566

Austrélie +1.800.775.688

Belgie +32800 77160 +3234002973
Cina 400 066 5835

Dénsko +45 808 201 83 +45898 71156
Finsko +358 800918 363 +358 974790110
Francie +33 805102 193 +33170 770 446
Hongkong, Cina 800960230

Irsko +353 180 093 6608 +353 016950506
Italie +39800985513 +39 236 003 759
Japonsko 0800.111.5011

Jizni Korea +82 80 234 5300

Némecko +49 800 101 4940 +49 893 803 5677
Nizozemsko +31 800 022 2493 +31 207 132 960
Norsko +47 800 168 36 +47 219396 93
Novy Zéland 0800.451.650

Rakousko +43 800 006 249 +43 192 865 40
Singapur +1 800 579 2745

Spojené kralovstvi +44.800012 6019 +44 207 3057197
Spansisko +34911899 417 +34 800300 143
Svédsko +46 850619 671 +46 200 883 979
Svycarsko +41 565 800 000 +41 800 200 442
Taiwan, Cina 00806651752

Ostatni zemé

+44.1799.534000

Bezpecnostni listy (SDS) — k dispozici na webu spole¢nosti lllumina na adrese

support.illumina.com/sds.html.

Dokumentace k produktu — je k dispozici ke stazeni z webu support.illumina.com.
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