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Popis zmeny

Do ¢asti Kontroly sekvenovacich chodov sa pridala poznamka o 7-
dnovom casovadi

Aktualizoval sa pracovny postup sekvenovania pridanim ¢asti na
vytvorenie chodu pomocou softvéru Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov).

Zmenil sa limit stability

Pridala sa suprava &ipov Infinium Methylation EPIC do typov Cipov
BeadChip

Aktualizovali sa obrazky ikon zohladrujuce zmeny v pouzivatelskom
rozhrani.

Aktualizoval sa obrazok v Casti Vykonanie manualneho preplachnutia,
na ktorom su zobrazené nové kazety na preplachnutie reagencii a
kazety na preplachnutie pufra.

Aktualizoval sa stavovy riadok s dopliiujucou informaciou o farbach.

Doplnili sa informacie o monitorovacej sluzbe lllumina Proactive v Casti
Konfiguracia nastaveni systému.

Uvodné vydanie.
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Tato referencna prirucka pristroja poskytuje pokyny tykajuce sa pouzivania pristroja NextSeq 550Dx vo
vyskumnom (RUO) rezime.

Funkcie sekvenovania
Sekvenovanie s vysokym prietokom — Pristroj NextSeq' 550Dx umozfiuje sekvenovanie kniznic DNA.

Real-Time Analysis (RTA) (Analyza v realnom Case) — Vykonava spracovanie snimok a primarnu analyzu
baz. DalSie informacie najdete v Casti Real-Time Analysis (Analyza v realnom ¢ase) na strane 55.

Funkcie analyzy ddajov na pristroji — Analytické moduly analytického softvéru Specifikované pre chod
analyzuju udaje chodu.

Dualne zavedenie — Pristroj NextSeq 550Dx obsahuje samostatné pevné disky, ktoré podporuju
diagnosticky (Dx) a vyskumny (RUO) rezim.

Funkcie ¢ipového skenovania

Integrované &ipové skenovanie v riadiacom softvéri — Pristroj NextSeq 550Dx umoznuje prechod medzi
Cipovym skenovanim a vysokovykonnym sekvenovanim na rovnakom pristroji pouzitim rovnakého
riadiaceho softvéru.

Pokrogilé moznosti snimkovania — Snimkovaci systém v pristroji NextSeq 550Dx zahima softvérové
a fazové modifikacie umoznujuce snimkovanie vacsej povrchovej oblasti s cielom zjednodusit
skenovanie BeadChip.

Typy &ipov BeadChip — Medzi kompatibilné typy Cipov BeadChip patria CytoSNP-12, CytoSNP-850K,
Infinium MethylationEPIC a Karyomap-12.

Adaptér &ipov BeadChip — Adaptér Cipov BeadChip na opakované pouzitie umoznuje jednoduché
vkladanie Cipu BeadChip do pristroja.

Analyza udajov — Softvér BlueFuse® Multi pouzite na analyzu Udajov Cipu.
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Z webovej lokality spolo¢nosti lllumina si mozno stiahnut tuto dokumentaciu.

Zdroj

Sprievodca pripravou
pracoviska pre pristroj
NextSeq 550Dx (dokument
¢. 1000000009869)

Sprievodca bezpecnostou a
suladom pristroja NextSeq
550Dx s poziadavkami
(dokument

¢. 1000000009868)

Sprievodca suladom Citacky
RFID s poZiadavkami
(dokument

¢. 1000000030332)

Referencna prirucka
pristroja NextSeq 550Dx vo
vyskumnom rezime
(dokument

¢. 1000000041922)

Prirucka systému NextSeq
550 (dokument
¢. 15069765)

Priruc¢ka k systému NextSeq
550

Pomocnik systému
BaseSpace

Popis

Obsahuje sSpecifikacie laboratdrneho priestoru, poziadaviek tykajucich sa elektrickej energie
a opatreni suvisiacich s prevadzkovym prostredim.

Poskytuje informacie o bezpe&nostnych aspektoch prevadzky, vyhlaseniach o spdsobilosti,
oznagovani pristrojov a vstavanej Wi-Fi.

Poskytuje informacie o ¢itacke RFID v pristroji vratane osvedc&eni o zhode a bezpeénostnych
aspektov.

Poskytuje pokyny na prevadzku pristroja a rieSenie problémov. Na pouzitie pri pouzivani
pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime s riadiacim softvérom NextSeq (NCS) v3.0.

Poskytuje pokyny na prevadzku pristroja a rieSenie problémov. Na pouzitie pri pouzivani
pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime s riadiacim softvérom NextSeq (NCS) v4.0
alebo novsim.

Poskytuje prehlad komponentov pristroja, pokyny na prevadzku, udrzbu a rieSenie
problémov s pristrojom.

Poskytuje informéacie o pouzivani sekvenéného centra BaseSpace™ Sequence Hub a
dostupnych moznostiach analyzy.

Ak chcete ziskat pristup k dokumentacii, moznosti stiahnut si softvér, k online Skoleniu alebo ¢asto
kladenym otazkam, navstivte na webovej lokalite spolo¢nosti lllumina stranku s podporou pre pristroj

NextSeq 550Dx.

Ak chcete ziskat pristup k dokumentacii, k moznosti stiahnut si softvér, k online Skoleniu alebo Casto
kladenym otazkam, navstivte na webovej lokalite spolo¢nosti lllumina stranky s podporou pre NextSeq

550Dx.
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Sucasti pristroja

Pristroj NextSeq 550Dx obsahuje monitor s dotykovou obrazovkou, stavovy pruh a 4 prieCinky.

Obrazok 1 Sucasti pristroja

A Snimaci priedinok — Pocas sekvenovacieho chodu obsahuje prietokovy clanok.

B Monitor s dotykovou obrazovkou — UmoZznuje zadavanie konfigurécie a nastavenia na pristroji
prostrednictvom rozhrania riadiaceho softvéru.

C Stavovy pruh — Udava stav pristroja, napr. spracovava (modry), vyzaduje si pozornost (oranzovy),

pripraveny na sekvenovanie (zeleny), inicializuje sa (strieda sa modra a biela farba), zatial neinicializovany

(biely) alebo si vyzaduje preplachnutie do 24 hodin (ZIty).

Priecinok na pufer — Obsahuje kazetu s pufrom a zasobnik na zber pouzitych reagencii.

PrieCinok na reagencie — Obsahuje kazetu s reagenciami.

Prie€inok na vzduchovy filter — Obsahuje vzduchovy filter. K filtru sa dostanete zo zadnej strany pristroja.

Vypina& — Sluzi na zapnutie ale vypnutie pristroja a pocitaca pristroja.

GO mMmo

Snimaci prie€inok
V snimacom prieCinku sa nachadza plocha s troma zarovnavacimi kolikmi na umiestnenie prietokového

¢lanku. Po zasunuti prietokového ¢lanku sa dvierka snimacieho priecinka automaticky zatvoria a
komponenty sa presunu na svoje miesto.

Prie€inky na reagencie a pufre

Na nastavenie sekvenovacieho chodu na pristroji NextSeq 550Dx je potrebny pristup k prie¢inku na
reagencie a prieCinku na pufer, aby bolo mozné vioZzit spotrebny material chodu a vyprazdnit zasobnik na
zber pouzitych reagencii.
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Obrazok 2 Priecinky na reagencie a pufre

A Dvierka prie€inka na reagencie — uzatvaraju priecinok na reagencie pomocou zapadky pod pravou dolnou
Castou dvierok. Do priecCinka na reagencie sa umiestniuje kazeta s reagenciami.

B Kazeta s reagenciami — kazeta s reagenciami predstavuje vopred naplneny jednorazovy spotrebny
materidl.

C Kazeta s pufrom — kazeta s pufrom predstavuje vopred naplneny jednorazovy spotrebny material.

D Zasobnik na zber pouzitych reagencii — pouzité reagencie sa zbieraju a po kazdom chode sa zlikviduju.

E Dvierka prieinka na pufer — uzatvaraju priecinok na pufer pomocou zapadky pod lavou dolnou ¢astou
dvierok.

Prie€inok na vzduchovy filter

V prie¢inku na vzduchovy filter sa nachadza vzduchovy filter a je umiestneny v zadnej Casti pristroja.
Po 90 dniioch vzdy filter vymente. Informacie o vymene filtra najdete v kapitole Vymena vzduchového filtra
na strane 38.

Softvér NextSeq 550Dx

Softvér pristroja obsahuje integrované aplikacie, ktoré vykonavaju sekvenovacie chody.

Riadiaci softvér NextSeq (NCS) — Tento riadiaci softvér vas sprevadza krokmi nastavenia
sekvenovacieho chodu.

Softvér Real-Time Analysis (RTA) (Analyza v realnom Case (RTA)) — RTA vykonava analyzu snimok a
primarnu analyzu baz poc¢as chodu. Pristroj NextSeq 550Dx pouziva softvér RTA v2, ktory obsahuje
dolezité rozdiely v architekture a funkcidch v porovnani s predchadzajicimi verziami. Dal$ie informéacie
najdete v Casti Real-Time Analysis (Analyza v realnom ¢ase) na strane 55.

lkony stavu

Ikona stavu v pravom hornom rohu NCS signalizuje akukolvek zmenu podmienok poc¢as nastavenia chodu
alebo v priebehu chodu.

lkona Nazov stavu  Popis
stavu

E Stav OK Systém funguje normaine.
@ Spracovanie Systém vykonava spracovanie.
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lkona Nazov stavu  Popis
stavu

Varovanie Doslo k varovaniu.
Pri varovaniach sa chod nezastavi ani sa pred spracovanim nevyzaduje ziadna akcia.

Chyby je potrebné vyriesit pred pokragovanim chodu.

\yZaduje sa Vlyskytlo sa upozornenie vyZaduijtice si pozornost. Dalsie informécie st uvedené v hldseni.
servis

x Chyba Vyskytla sa chyba.

Ked dbjde k zmene stavu, ikona vas upozorni blikanim. Po stlaceni ikony sa zobrazi popis stavu.
Vyberom moznosti Acknowledge (Potvrdit) prijmete hlasenie a naslednym vyberom moznosti Close
(Zatvorit) zatvorite dialégové okno.

POZNAMKA

Potvrdenim hlasenia sa ikona resetuje a hlasenie sa zmeni na neaktivne. Ak pouzivatel vyberie ikonu,
hlasenie sa mu bude nadalej zobrazovat, hned po restartovani NCS vsak zmizne.

Vypinaé

Vypina¢ na prednej strane pristroja NextSeq 550Dx zapne napajanie pristroja a jeho pocitaca. Vypinac
vykona v zavislosti od stavu napajania pristroja nasledujuce akcie. Pristroj NextSeq 550Dx sa Standardne
reStartuje do diagnostického rezimu.

Informacie o pociatocnom zapnuti pristroja ndjdete v Casti Spustenie pristroja na strane 11.
Informacie o vypnuti pristroja najdete v Casti Vypnutie pristroja na strane 41.

Stav napdjania Opatrenie

Napajanie pristroja je Napajanie zapnite stlacenim tlagidla.

vypnuté

Napajanie pristroja je Napajanie vypnite stlacenim tlacidla. Na obrazovke sa zobrazi dialégové okno na potvrdenie
zapnuté vypnutia pristroja.

Napadjanie pristroja je Stlacte a 10 sekund podrzte vypinac¢, ¢im sa pristroj a jeho pocita¢ natrvalo vypnu.

zapnuté Tento spdsob pouzivajte na vypnutie pristroja len v pripade, ak nereaguje.

POZNAMKA Vypnutim pristroja po&as sekvenovania déjde k okamzZitému ukon&eniu chodu. Ukon&enie chodu
je konec¢né. Spotrebny material chodu nie je mozné opakovane pouzit a Udaje sekvenovania z chodu sa neulozia.

Zakladné informacie o adaptéri Cipu BeadChip na opakované pouzitie

Adaptér Cipu BeadChip na opakované pouzitie slizi na uchytenie Cipu BeadChip pocas skenovania.
Cip BeadChip sa upina do zapustenej priehradky adaptéra pomocou upinacej svorky. Nasledne sa
adaptér Cipu BeadChip zasunie na plochu v snimacom prieCinku.
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Obrazok 3 Adaptér Cipu BeadChip na opakované pouzitie
A N

A Adaptér Cipu BeadChip
B Upinacia svorka

Spotrebny material na sekvenovanie potrebny na spustenie pristroja NextSeq 550Dx sa dodava
samostatne v jednorazovej sUprave. Kazda sUprava obsahuje jeden prietokovy ¢lanok, kazetu s
reagenciami, kazetu s pufrom a pufer na riedenie kniZnic. Dal$ie informacie néjdete v pribalovom letéku v
Casti Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov), Suprava reagencii
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklov) alebo Suprava reagencii NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (75 cyklov).

Prietokovy &lanok, kazeta s reagenciami a kazeta s pufrom vyuzivaju na ucely presného sledovania a
zhody spotrebného materialu radiofrekvencnu identifikaciu (RFID).
UPOZORNENIE

Supravy NextSeq 550Dx High Output Reagent v2.5 si vyzaduju, aby bol pristroj vybaveny softvérom NOS
1.3 alebo jeho novSou verziou, aby akceptoval kazetu s prietokovym Clankom v2.5. Aktualizaciu softvéru

vykonajte eSte pred pripravou vzoriek a spotrebného materialu, aby nedos$lo k plytvaniu reagencii a/alebo
vzoriek.

POZNAMKA

Spotrebny material na sekvenovanie uchovavajte v pévodnych skatuliach az do jeho pouzitia.

Oznacenie kompatibility supravy

Komponenty sUpravy su oznacené farebnymi indikatormi, ktoré zobrazuju kompatibilitu medzi
prietokovymi Clankami a kazetami s reagenciami. Vzdy pouzivajte kompatibilnu kazetu s reagenciami a
prietokovy Clanok. Kazeta s pufrom je univerzalna.

Kazdy prietokovy ¢lanok a kazeta s reagenciami maju oznacenie High (Vysoky vykon) alebo Mid (Stredny
vykon). PocCas pripravy spotrebného materialu na chod vzdy skontrolujte Stitok.
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Typ supravy Oznacéenie na
Stitku
Komponenty vysokovykonnej supravy (High Output)

HIGH

Output)

Komponenty supravy so strednym vykonom (Mid @

Zakladné informacie o prietokovom ¢lanku

Obrazok 4 Kazeta s prietokovym ¢lankom

A ParpruhovA-pruhy 1a3
B Par pruhov B —pruhy 2 a 4
C Ram kazety s prietokovym &lankom

Prietokovy ¢lanok je sklenena podlozka, na ktorej sa vytvaraju klastre a uskuto¢huje sa reakcia
sekvenovania. Prietokovy ¢lanok je uzavrety v kazete na prietokovy ¢lanok.

Prietokovy ¢lanok obsahuje 4 pruhy, ktoré sa zobrazuju v paroch.
Pruhy 1 a 3, nazyvané par pruhov A, sa zobrazuju sucasne.
Pruhy 2 a 4, nazyvané par pruhov B, sa zobrazia vtedy, ked sa ukonci zobrazovanie paru pruhov A.

Aj ked ma prietokovy ¢lanok 4 pruhy, sekvenuje sa na hom len jedina kniznica alebo subor zdruzenych
kniznic. Kniznice sa zasunu do kazety s reagenciami z jediného zasobnika a automaticky sa prenesu na
prietokovy Clanok na vSetky 4 pruhy.

Kazdy pruh je zobrazeny na malych zobrazovacich plochach nazyvanych dlazdice. Viac informacii najdete
v Casti Dlazdice prietokového ¢lanku na strane 59.
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Zakladné informacie o kazete s reagenciami

Kazeta s reagenciami je jednorazovy spotrebny material so sledovanim pomocou RFID a zasobnikmi
s foliovym utesnenim, ktoré su vopred naplnené klastrovacimi a sekvenovacimi reagenciami.

Obrazok 5 Kazeta s reagenciami

Kazeta s reagenciami zahina vyhradeny zasobnik na vkladanie pripravenych kniznic. Po spusteni chodu sa
kniZznice automaticky prenesu zo zasobnika do prietokového ¢lanku.

Niekolko zasobnikov je vyhradenych na automatické preplachnutie po ukonceni chodu. Preplachovaci
roztok sa cez systém nacerpa z kazety s pufrom do vyhradenych zasobnikov a potom do zasobnika na
zber pouzitych reagenci.

A VAROVANIE
Této suprava reagencif obsahuje potencidlne nebezpe&né chemikalie. Kosobnym zraneniam mbze déjst
v désledku vdychnutia, poZitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o&ami. Noste ochranné prostriedky
vratane ochrany o€i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto nebezpecenstvo
vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v stlade
s platnymi regionélnymi, nérodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. DalSie informécie o ochrane
zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete v karte bezpecnostnych Udajov na stranke
support.ilumina.com/sds.html.
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Vyhradené zasobniky

Obrazok 6 Ocislované zasobniky

@@Q@©O@
Q@@O@
@ @
@ @ @

= —|
\_ = 2 illumina Y,
Pozicia Popis
7,8,a9 Vyhradené na volitelné vlastné priméry
10 VloZenie kniznic

Vyberatelny zasobnik na pozicii €. 6

Vopred naplnena kazeta s reagenciami obsahuje denaturacnu reagenciu na pozicii ¢. 6 obsahujicu
formamid. Bezpecnu likvidaciu akejkolvek nepouzitej reagencie po sekvenovacom chode umoznuje
vymenitelny zasobnik na pozicii &. 6. DalSie informécie najdete v Sasti Odstrdnenie pouZitého zdsobnika z
pozicie ¢. 6 na strane 22.

Zakladné informacie o kazete s pufrom

Kazeta s pufrom je jednorazovy spotrebny material. Obsahuje tri zasobniky, ktoré su naplnené puframi a
preplachovacim roztokom. Obsah kazety s pufrom postacuje na sekvenovanie jedného prietokového
¢lanku.

Obrazok 7 Kazeta s pufrom
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Kapitola 2 ZaCiatok prace so systémom

SPUSEENIE DI IO ... o 11
Prispdsobenie nastavenl Sy St MU ... ... 12
Spotrebny materidl a zariadenia doddavané pouzivatelfom ... 13

Spustenie pristroja

Prepnite prepina¢ do polohy | (zapnuté).

1

Obrazok 8 Vypina¢ umiestneny na zadnej strane pristroja

Stlac¢te vypina¢ nad prieCinkom na reagencie. Stlacenim vypinaga sa zapne napajanie pristroja a spusti

sa integrovany pocita¢ a softvér pristroja.

Obrazok 9 Vypina¢ umiestneny na prednej strane pristroja

=

2 Pockajte, kym sa nedokon¢i nacitanie operacného systému.

Riadiaci softvér NextSeq Control Software (NCS) automaticky spusti a inicializuje systém.
Po dokonceni inicializacného kroku sa zobrazi domovska obrazovka.

3 Zadajte svoje pouzivatelské meno a heslo pre softvér Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov).

Informacie o heslach najdete v Casti PouZivatelske hesla na strane 1. Informacie o nastaveni konta v
softvéri Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) najdete v Casti Spravcovské nastavenia a
ulohy na strane 1.

4 Vyberte moznost Login (Prihlasenie).

Zobrazi sa domovska obrazovka s ikonami Sequence (Sekvenovat), Local Run Manager (Spravca
lokalnych chodov), Manage Instrument (Spravovat pristroj) a Perform Wash (Vykonat preplachnutie).

Dokument ¢. 1000000041922 vO3 SLK
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Indikatory rezimu pristroja

Predvolenym rezimom pristroja NextSeq 550Dx je diagnosticky rezim. Rezim pristroja oznacuju
nasledujuce Udaje zobrazené na obrazovke NCS.

Rezim Domovskéa obrazovka Farebny indikator Orientacia stavovej ikony
Diagnosticky rezim Vitajte v NextSeqDx Modry Horizontalna
Vyskumny rezim Vitajte v NextSeq Oranzovy Vertikalna

Operacny softvér obsahuje prispdsobitelné nastavenia systému na identifikaciu pristroja, preferencie
vstupnych udajov, nastavenia zvuku a umiestnenie vystupného priecinka. Informacie o zmene nastaveni
konfigurdacie siete najdete v Casti Konfiguracia nastaveni chodu na strane 51.
Moznosti prispdsobenia:

Prispbsobenie identifikacie pristroja (avatar a prezyvka)

Nastavenie moznosti vstupu a zvukového indikatora

Nastavenie moznosti nastavenia chodu

Moznosti vypnutia

Konfiguracia spustenia pristroja po kontrole pred spustenim chodu

Rozhodnutie o odoslani Udajov o vykone pristroja spoloc¢nosti lllumina

Priradenie vystupného prieCinka chodu

Prisp6sobenie avatara a prezyvky pristroja

1 Na domovskej obrazovke vyberte prikaz Manage Instrument (Spravovat pristroj).
Vyberte moznost System Customization (Prispdsobenie systému).

3 Ak chcete k svojmu pristroju priradit preferovany obrazok, vyberte moznost Browse (Prehladavat)
a prejdite na dany obrazok.

4 Do pola Nickname (Prezyvka) zadajte preferovany nazov pristroja.

5 Vyberom moznosti Save (Ulozit) ulozite nastavenia a prejdete na danu obrazovku.
Obrazok a prezyvka sa zobrazia v lavom hornom rohu obrazovky.

Nastavenie moznosti klavesnice a zvukového indikatora

1 Na domovskej obrazovke vyberte prikaz Manage Instrument (Spravovat pristroj).

Vyberte moznost System Customization (Prispdsobenie systému).

3 Zaciarknutim policka Use on-screen keyboard (Pouzit klavesnicu na obrazovke) aktivujte klavesnicu na

obrazovke, pomocou ktorej mdzete do pristroja zadavat vstupné hodnoty.

4 Zaciarknutim poli¢ka Play audio (Prehrat zvuk) zapnete indikatory zvuku pre tieto udalosti.
Pri inicializacii pristroja
Po spusteni chodu
Po vyskyte konkrétnej chyby
Ked' sa vyZaduje interakcia pouzivatela
Po dokonceni chodu
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Iba na vyskumné ucely. Nepouzivat pri diagnostickych postupoch.

12



Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

5 Vyberom moznosti Save (UloZit) uloZite nastavenia a prejdete na danu obrazovku.

Nastavenie moznosti nastavenia chodu

1 Na obrazovke Manage Instrument (Spravovat pristroj) vyberte moznost System Customization
(Prispbsobenie systému).

2 Oznacte policko Use Advanced Load Consumables (Pouzit rozsirené naditanie spotrebného
materialu), ¢im sa povoli moznost nacitat vSetok spotrebny material chodu z jednej obrazovky.

3 Oznacte policko Skip Pre-Run Check Confirmation (Preskocit potvrdenie kontroly pred spustenim

chodu), ¢im sa po uspesnej automatickej kontrole automaticky spusti sekvenovanie.

4 Vyberom moznosti Save (UloZit) uloZte nastavenia a ukoncite obrazovku.

Nastavenie moznosti automatického cCistenia

1 Na obrazovke Manage Instrument (Spravovat pristroj) vyberte moznost System Customization
(Prispbsobenie systému).

2 Oznacte policko Purge Consumables at End of Run (Vydistit spotrebny material na konci chodu),

aby sa automaticky po kazdom chode vycistili nepouzité reagencie z kazety na reagencie do
zasobnika na zber pouzitych reagencii.

POZNAMKA Cistenim spotrebného materialu sa automaticky predizi pracovny postup.

3  Vyberom moznosti Save (UloZit) uloZte nastavenia a ukoncite obrazovku.

V pristroji NextSeq 550Dx sa pouzivaju nasledujuce spotrebné materialy a zariadenia.Na pripravu

spotrebného materidlu, sekvenovanie a Udrzbu pristroja sa pouziva nasledujuce vybavenie a spotrebny

materidl. Dalgie informdcie néjdete v Prirucke k systému NextSeq 550.

Spotrebny material na sekvenovanie

Spotrebny material Dod4vatel Ugel
Alkoholové utierky, 70 % izopropyl ~ VWR, kataldgoveé €. 95041-714 Cistenie prietokového &lanku a véeobecné
alebo (alebo ekvivalent) pouzitie.
70 % etanol VSeobecny dodavatel pre
laboratoria
Laboratérna tkanina bez vlakien VWR, kataldgove ¢. 21905-026 Cistenie prietokového &lanku a véeobecné
(alebo ekvivalent) pouzitie.
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Spotrebny material na udrzbu a rieSenie problémov

Spotrebny material Dodavatel

NaOCl, 5 % Sigma-Aldrich, katalégové

(chlérnan sodny) ¢. 239305
(alebo laboratorny
ekvivalent)

Tween 20 Sigma-Aldrich, kataldgové
6. P7949

Laboratérna voda VSeobecny dodavatel pre
laboratoria

Vzduchovy filter lllumina, kataldgové
¢. 20022240

Usmernenia pre laboratornu vodu

Ugel
Preplachnutie pristroja pomocou manualneho preplachnutia
po ukonceni chodu; zriedeny na 0,12 %

Preplachnutie pristroja pomocou moznosti manualneho
preplachnutia; zriedeny na 0,05 %

Preplachnutie pristroja (manualne preplachnutie)

Cistenie vzduchu, ktory pristroj nasava na tGéely chladenia

Na vykonavanie postupov na pristroji vzdy pouzivajte laboratérnu alebo deionizovanu vodu.
Nikdy nepouzivajte kohutikovud vodu. Pouzivajte len tieto stupne vody alebo ich ekvivalenty:

Deionizovana voda

lllumina PWA1

Voda s odporom 18 megaohmov
Voda Milli-Q

Voda Super-Q

Voda na molekularnu biolégiu

Zariadenia

Polozka
Mrazni¢ka, -25 °C az -15 °C, beznamrazova

Chladnicka, 2 °C az 8 °C

Dokument €. 1000000041922 vO3 SLK
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Pred vykonanim sekvenovacieho chodu na pristroji NextSeq 550Dx si pripravte kazetu s reagenciami a
prietokovy ¢lanok a potom podla pokynov softvéru nastavte a spustite chod. Na pristroji sa vykona tvorba
klastrov a sekvenovanie. Po vykonani chodu sa pomocou komponentov uz zasunutych v pristroji
automaticky spusti preplachnutie pristroja.

Tvorba klastrov

Pocas tvorby klastrov sa jednotlivé molekuly DNA viazu na povrch prietokového ¢lanku a potom
amplifikuju sa na klastre.

Sekvenovanie

Klastre sa zobrazuju pomocou chemickych procesov sekvenovania na baze dvojkanalovej detekcie a
kombinacie filtrov Specifickej pre kazdy z fluorescencne oznacenych nukleotidov. Po ukon&eni spracovania
snimky dlazdice na prietokovom Clanku sa zobrazi dalSia dlazdica. Proces sa opakuje v kazdom cykle
sekvenovania. Po analyze snimok softvér vykona primarnu analyzu baz, filtrovanie a vyhodnocovanie
kvality.

Analyza
Pocas chodu operacny softvér automaticky prenesie subory primarnej analyzy baz (BCL) do ur¢eného
miesta vystupu na sekundarnu analyzu.

Trvanie sekvenovacieho chodu

Trvanie sekvenovacieho chodu zavisi od poé&tu vykonanych cyklov. Maximalna dizka chodu je chod &itania
z oboch koncov zlozeny zo 150 cyklov kazdého ¢itania (2 x 150) plus maximéalne 8 cyklov pre kazdé z 2
¢itani indexu.

Pocet cyklov v ¢itani

V sekvenovacom chode je pocCet cyklov vykonanych pri Citani vy$si o 1 ako pocet analyzovanych cyklov.
Napriklad 150-cyklovy chod s ¢itanim z oboch koncov vykona Citania 151 cyklov (2 x 151) pre spolu 302
cyklov. Na konci chodu sa analyzuje 2 x 150 cyklov. Na vypocty fazovania a predfazovania je potrebny
cyklus navySe.
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Pracovny postup sekvenovania
V softvérovom module Local Run Manager (Spravca lokalnych chodov) vytvorte chod.
Create Run Konkrétny modul najdete v sprievodcovi pracovnym postupom analyzy.

Pripravte novu kazetu s reagenciami: rozmrazte ju a skontrolujte.
Pripravte novy prietokovy ¢lanok: zahrejte ho na izbovu teplotu, vybalte ho a skontrolujte.

Denaturujte a zriedte kniznice. Navod najdete v pribalovom letaku s informaciami o priprave kniznic.

Zriedené kniznice vloZte do kazety s reagenciami v zasobniku €. 10.

Na domovskej obrazovke NCS pristroja vyberte moznost Sequence (Sekvenovat),
svoje ID chodu a zaénite vykonavat kroky nastavenia chodu. Vyberte moznost Run (Chod).

Vlozte prietokovy clanok.

Vyprazdnite a znova vlozte zasobnik na pouzité reagencie.
Vlozte kazetu s pufrom a kazetu s reagenciami.

e e 5 Skontrolujte vysledky kontroly pred spustenim chodu. Vyberte moznost Start (Spustit).

=== (Tento krok nie je potrebny, ak je systém nakonfigurovany na automatické spustenie.)

s Chod monitorujte v rozhrani operadného softvéru alebo na poditadi v sieti pomocou softvéru Local Run
iz Manager (Sprévca lokélnych chodov).

Po ukonceni sekvenovania sa pristroj zacne automaticky preplachovat.

Priprava kazety s reagenciami

Uspesné sekvenovanie je podmienené doslednym dodrziavanim pokynov tykajlcich sa kazety
S reagenciami.

1 Vyberte kazetu s reagenciami z miesta uskladnenia s teplotou od -25 °C do —-15 °C.

2 Rozmrazenie reagencii vykonajte pomocou jednej z nasledujucich metdd. Kazetu neponarajte.
Kazetu po rozmrazeni najprv osuste a az potom prejdite na dalsi krok.

Teplota Cas rozmrazenia Medza stability
Vodny kupel s teplotou 15 °C az 30 °C | 60 minut Neprekracujte 6 hod.
2°Caz8°C 7 hodin Neprekracujte 7 dni
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POZNAMKA Ak sa v jednom vodnom kuipeli rozmrazuje viacero kaziet, nechaijte ich rozmrazovat dihsie.

Kazetu patkrat prevratte, aby ste zmieSali reagencie.

4 Kontrolou spodnej Casti kazety sa presvedcte, &i sU reagencie rozmrazené a ¢i sa v nich nenachadzaju
zrazeniny. PresvedCte sa, Ci sU pozicie 29, 30, 31 a 32 rozmrazeng, kedze su najvacsie a ich
rozmrazenie trva najdihSie.

5 Jemnym poklepanim o stdl zmensite mnozstvo vzduchovych bubliniek.
NajlepSie vysledky sa dosiahnu vtedy, ked sa prejde priamo na naditanie vzorky a nastavenie chodu.

VAROVANIE

Této suprava reagencif obsahuje potencidlne nebezpe&né chemikalie. Kosobnym zraneniam mbze déjst
v désledku vdychnutia, poZitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o&ami. Noste ochranné prostriedky
vratane ochrany o€i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto nebezpecenstvo
vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v sllade

s platnymi regionélnymi, nérodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. DalSie informécie o ochrane
zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete v karte bezpecnostnych Udajov na stranke
support.ilumina.com/sds.html.

1 Vyberte Skatulu s novym prietokovym ¢lankom z miesta jeho uchovavania pri teplote 2 °C az 8 °C.

2 Zo Skatule odstrante foliovy obal a nechajte ju postat pri izbovej teplote 30 minut.

POZNAMKA Ak je féliovy obal neporugeny, mdze prietokovy &lanok stat pri izbovej teplote az 12 hodin.
Vyhybaijte sa opakovanému chladeniu a zahrievaniu prietokového ¢&lanku.

Kniznice denaturujte a zriedte na objem nanasania 1,3 ml. Koncentracia nanasania sa v skuto¢nosti méze
lisit' v zavislosti od pripravy kniznice a kvantifikanych metdd. Zriedenie kniznic vzoriek zavisi od zlozitosti
oligonukleotidovych skupin (pool). Pokyny na pripravu kniznic vzoriek na sekvenovanie vratane zriedovania
a zdruzovania (pooling) kniznic najdete v navode na pouzitie v oddieli pojednavajucom o suprave na
pripravu kniznice, ktora sa ma pouzit. Hustotu klastrov v pristroji NextSeq 550Dx je potrebné
optimalizovat.

Denaturacia a riedenie kniznic

Kniznice denaturujte a zriedte na objem nanasania 1,3 ml a koncentraciu 1,8 pM. Koncentracia nanasania
sa v skutocnosti méze liSit v zavislosti od pripravy kniznice a kvantifikacnych metdd. Navod ngjdete v
pribalovom letaku s informaciami o priprave kniznic.

Vlozenie kniznic do kazety s reagenciami

1 Tkaninou bez viakien vycistite féliové tesnenie pokryvajluce zasobnik ¢.10 s oznacenim Load Library
Here (Sem vlozit kniznicu).

2 Tesnenie prepichnite Cistou Spickou 1 ml pipety.
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3 Vlozte 1,8 ml pripravenych kniznic do zasobnika €. 10 s oznacenim Load Library Here (Sem vlozit
kniznicu). Pri rozptylovani kniznic sa nedotykajte foliového tesnenia.

Obrazok 10 VloZenie kniznic

Prihlasenie do systému BaseSpace
1 Zadajte svoje pouzivatelské meno a heslo v systéme BaseSpace.

2 Vyberte moznost Next (Dalej).

Vlozenie prietokového ¢lanku
1 Vyberte pouzity prietokovy ¢lanok z predchadzajuceho chodu.

2 Vyberte prietokovy ¢lanok z foliového obalu.

Obrazok 11 Vybratie z féliového obalu

3 Otvorte priehladny plastovy uzatvaraci obal a vyberte prietokovy ¢lanok.

Dokument ¢. 1000000041922 vO3 SLK
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Obrazok 12 Vybratie z uzatvaracieho obalu

4 Skleny povrch prietokového ¢lanku vycistite alkoholovou utierkou bez vlakien. Sklo osuste
laboratdrnou tkaninou bez viakien.

POZNAMKA Presveddte sa, ¢&ije skleny povrch pristokového &lanku Gisty. V pripade potreby Cistenie
zopakujte.

5 Prietokovy ¢lanok zalicujte pomocou zarovnavacich kolikov a umiestnite ho na plochu.

Obrazok 13 VioZenie prietokového &lanku

6 Vyberte moznost Load (Zasunut).
Dvierka sa automaticky zatvoria, na obrazovke sa zobrazi ID prietokového ¢lanku a skontroluju sa
snimace.

POZNAMKA Pri zatvarani drzte ruky mimo dosahu dvierok, aby ste si ich neprigkripli.
7 \yberte polozku Next (Dale)).

Vyprazdnenie zasobnika na zber pouzitych reagencii

1 Otvorte dvierka prieCinka na pufer pomocou zapadky pod lavou dolnou ¢astou dvierok.

2 Vyberte zasobnik na zber pouzitych reagencii a jeho obsah zlikvidujte v sulade s platnymi normami.
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Obrazok 14 Vybratie zasobnika na zber pouZitych reagencif

POZNAMKA Pri vyberani zasobnik podloZte druhou rukou, aby bol stabilnejsf.

VAROVANIE

Této suprava reagencif obsahuje potencidlne nebezpe&né chemikalie. K osobnym zraneniam mbze déjst
v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s oGami. Noste ochranné prostriedky
vratane ochrany ocf, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré st vhodné pre toto nebezpecenstvo
vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a likvidujte ich v stlade

s platnymi regionélnymi, nérodnymi a miestnymi zakonmi a predpismi. Dal$ie informécie o ochrane
zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti najdete v karte bezpecnostnych Udajov na stranke
support.ilumina.com/sds.html.

3 Do prieCinka na pufer vlozte prazdny zasobnik na zber pouzitych reagencii a zatlacte ho az na doraz.
Ked zasobnik dosadne na svoje miesto, ozve sa pocutelné cvaknutie.

Obrazok 15 Vlozenie zasobnika na zber pouzitych reagencii
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Vlozenie kazety s pufrom

1 Zhorného prieCinka vyberte pouzitu kazetu s pufrom.
Na nadvihnutie a vytiahnutie kazety s pufrom bude potrebné pouzit urcitu silu.

2 Do prieCinka na pufer vlozte novu kazetu s pufrom a zatlaCte ju az na doraz.

Ked kazeta dosadne na svoje miesto, ozve sa pocutelné cvaknutie, na obrazovke sa zobrazi ID kazety

s pufrom a skontroluje sa snimac.

Obrazok 16 Vlozenie kazety s pufrom

3 Zatvorte dvierka prieginka na pufer a vyberte moznost Next (Dalej).

Vlozenie kazety s reagenciami

1 Otvorte dvierka prie€inka na reagencie pomocou zapadky pod pravym dolnym rohom dvierok.

2 Z prieCinka na reagencie vyberte kazetu s reagenciami. Nepouzity obsah zlikvidujte v sulade s
prislusnymi predpismi.

VAROVANIE

Této suprava reagencif obsahuje potencidlne nebezpe&né chemikalie. K osobnym zraneniam mbze
déjst v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o&ami. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany o¢i, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre toto
nebezpelenstvo vystavenia. S pouZzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a
likviduijte ich v stilade s platnymi regionélnymi, narodnymi a miestnymi zékonmi a predpismi. Dalsie
informacie o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete v karte bezpecnostnych
Udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

POZNAMKA Bezpecnu likvidaciu nepouzitych reagencii umoznuje vymenitelny zasobnik na pozicii 6.
DalSie informdcie néjdete v Sasti Odstranenie pouzitého zasobnika z pozicie ¢. 6 na strane 22.

3 Do prieCinka na reagencie vlozte kazetu s reagenciami a zatlaCte ju az na doraz. Zatvorte dvierka
prieCinka na reagencie.
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Obrazok 17 Vlozenie kazety s reagenciami

4 Vyberte moznost Load (Zasunut).
Softvér automaticky presunie kazetu na miesto (cca 30 sekund), na obrazovke sa zobrazi ID kazety s
reagenciami a skontroluju sa snimace.

5 Vyberte polozku Next (Dalej).

Odstranenie pouziteho zasobnika z pozicie €. 6

1 Po vybrati pouZitej kazety s reagenciami z pristroja odstrafte gumovy ochranny kryt, ktory je nad
otvorom vedla pozicie €. 6.

Obrazok 18 Vymenitelna pozicia ¢. 6

(B)

=

il

A Ochranny gumovy kryt
B Pozicia &. 6

2 ZatlaCte na zarazku z priehladného plastu a zatlatenim dolava vysunte zasobnik.

3 Zasobnik zlikvidujte v sulade s platnymi normami.

Zadanie parametrov chodu

Kroky na obrazovke Run Setup (Nastavenie chodu) sa liSia v zavislosti od systémovej konfiguracie:

» BaseSpace alebo BaseSpace Onsite — Na obrazovke Run Setup (Nastavenie chodu) su uvedené
chody, ktoré boli nastavené pouzitim karty BaseSpace Prep (Priprava BaseSpace). Ak sa konkrétny
chod na obrazovke Run Setup (Nastavenie chodu) nezobrazuje, skontrolujte, i je chod v systéme
BaseSpace oznaCeny na sekvenovanie.

»  Standalone (Samostatne) — Obrazovka Run Setup (Nastavenie chodu) obsahuje polia na definovanie

parametrov chodu.
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Vyber dostupného chodu (Konfiguracia BaseSpace)

1 Zo zoznamu dostupnych chodov vyberte nazov chodu.
Pomocou Sipok nahor a nadol prechadzajte zoznamom, pripadne do pola Search (Vyhladavanie)
zadajte nazov chodu.

2 Vyberte moznost Next (Dalej).

3 Potvrdte parametre chodu.
Run Name (Nazov chodu) — Nazov chodu podla priradenia v systéme BaseSpace.
Library ID (ID kniznice) — Nazov hromadnych kniznic podla priradenia v systéme BaseSpace.
Recipe (Navod) — Nazov navodu, ktory NextSeq High alebo NextSeq Mid pouzili v zavislosti od
pouzitej kazety s reagenciami.
Read Type (Typ &itania) — Single Read (Citanie z jedného konca), alebo Paired End (Citanie z
oboch koncov)
Read Length (DiZka ¢&itania) — Pocet cyklov kazdého &itania.
[Volitelné] Vlastné priméry, ak sa pouzivaju.
Run parameters (Parametre chodu) — Zmente pocet Citani alebo pocet cyklov na Citanie.
Custom primers (Vlastné priméry) — Zmente nastavenia pre vlastné priméry. Informacie o vlastnych
priméroch najdete v Casti Sprievodca viastnymi primérmi NextSeq (dokument ¢. 15057456).
Purge consumables for this run (Vycistit spotrebny material pre tento chod) - Zmente nastavenie
na automatické vycistenie spotrebného materidlu po aktualnom chode.

4 Vyberte moznost Next (Dalej).

Zadanie parametrov chodu (samostatna konfiguracia)

1 Zadajte nazov chodu podla vlastného vyberu.
[Volitelné] Zadajte ID kniznice podla vlastného vyberu.

3 Vyberte typ &itania, a to bud Single Read (Citanie z jedného konca), alebo Paired End (Citanie z oboch
koncov).

4 Zadajte pocet cyklov pre kazdé ¢itanie v sekvenovacom chode.
Read 1 (Citanie 1) — Zadajte hodnotu do maximalne 151 cyklov.
Index 1 — Zadajte pocet cyklov potrebnych pre primér Index 1 (i7).
Index 2 — Zadajte pocet cyklov potrebnych pre primér Index 2 (i5).
Read 2 (Citanie 2) — Zadajte hodnotu do maximalne 151 cyklov. Tato hodnota sa obvykle zhoduje
s poétom cyklov pre Read 1 (Citanie 1).
Riadiaci softvér overi vami zadané Udaje pomocou tychto kritérii:
Celkovy pocet cyklov neprekracuje maximalny povoleny pocet cyklov.
Pocet cyklov pre Read 1 (Citanie 1) je vy$&i ako 5 cyklov pouZitych na vytvorenie $ablony.
Pocet cyklov Index Read neprekracuje pocet cyklov Read 1 a Read 2.

5 [Volitené] Ak pouzivate viastné priméry, oznadte poliSka pri pouzitych priméroch. Dal$ie informacie
najdete v dokumente Sprievodca viastnymi primérmi NextSeq (dokument ¢. 15057456).
Read 1 (Citanie 1) — Vlastny primér pre Read 1 (Citanie 1).
Index 1 — Vlastny primér pre Index 1.
Index 2 — Vlastny primér pre Index 2.
Read 2 (Citanie 2) — Vlastny primér pre Read 2 (Citanie 2).
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6 [Volitelng] Stlacenim tlacidla Advanced Settings (Pokrocilé nastavenia) zmente parametre
chodu.

V rozbalovacom zozname Recipe (Navod) vyberte navod. Uvedené su iba kompatibilné navody.
Output folder location (Umiestnenie vystupného priecinka) — Zmerte umiestnenie vystupného
prieCinka pre aktualny chod. Vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do sietového
umiestnenia.
Included file (Zahrnuty subor) — Vyberte subory, ktoré chcete zahrnat do vystupného priecinka,
pretoze by mohli byt uzito¢né v pripade, ze bude potrebna dalsia analyza. |de napriklad o subory
manifestov a zoznamy vzoriek.
Purge consumables for this run (VycCistit spotrebny material pre tento chod) — Nastavenie zmente,
ak chcete automaticky vycistit spotrebny material po aktualnom chode.
Use run monitoring for this run (Pouzit monitorovanie chodu pre tento chod) — Nastavenie zmente,
ak chcete pouzit monitorovanie chodu v systéme BaseSpace.

7 Vyberte moznost Next (Dalej).

Revizia kontrol pred spustenim chodu

Softvér vykona automaticku kontrolu systému pred spustenim chodu. Poc¢as kontroly sa na obrazovke
zobrazia tieto indikatory:

Sivy ¥ znak zagiarknutia — Kontrola este nebola vykonana.

Ikona < priebehu — Kontrola prebieha.

Zeleny v znak zaciarknutia — Kontrola Uspesna.

Cervené X X - Kontrola netspesna. Kazdé polozka, u ktorej kontrola bola nelispe$nd, si vyzaduje
akciu pred dalsim pokraCovanim. Pozrite si Cast Odstranenie chyb automatickej kontroly na strane 44.

Prebiehajucu automatickd kontrolu pred spustenim chodu zastavite stlacenim tlacidla Cancel (Zrusit).
Kontrolu opatovne spustite stlacenim tlacidla Retry (Znova). Kontrola sa obnovi pri prvej nedokoncene;j
alebo nelspesnej kontrole.

Vysledky kazdej jednotlivej kontroly v ramci kategdrie si zobrazite vyberom karty Category (Kategoria).

Ak pristroj nie je nakonfigurovany na automatické spustenie chodu, chod spustite po ukonceni
automatickej kontroly pred spustenim.

Spustenie chodu

Po dokonceni kontroly pred spustenim chodu vyberte moznost Start (Spustit). Spusti sa sekvenovaci
chod.

Ak chcete nakonfigurovat systém tak, aby sa chod automaticky spustil po UspesSnej kontrole, pozrite si
Cast Nastavenie moznosti nastavenia chodu na strane 13.

UPOZORNENIE

Musite zostat prihlaseni do systému Windows. Ak sa pocas sekvenovacieho chodu odhlasite zo
systému Windows, chod sa zastavi.

POZNAMKA Reagencie sa nemodzu ponechat necinne v pristroji viac ako 24 hodin.
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1 Akonahle sa metriky chodu zobrazia na obrazovke, monitorujte priebeh chodu, intenzity a kvalitativne
skore.

POZNAMKA Po wbere domovskej obrazovky uz nie je mozné vratit sa na obrazovku so zobrazenim metrik
chodu. Metrika chodu je vSak dostupna na BaseSpace, pripadne sa da zobrazit na samostatnom pocitaci
pomocou softvéru Sequencing Analysis Viewer (SAV).

Cykly s cielom ziskania metrik chodu

Metriky chodu sa zobrazuju na réznych miestach v ramci chodu.
Ked prebiehaju kroky tvorby klastrov, metriky sa nezobrazuju.
Prvych 5 cyklov je vyhradenych na tvorbu Sablon.

Metriky chodu sa zobrazuju po 25. cykle. Su¢asne sa zobrazuje hustota klastrov,
klastre prechadzajuce filtrom, vytaznost a kvalitativne skore.

Prenos udajov

Stav Local Run Manager (Spravca

lokdlnych chodov) Vystupny priecinok

Pripojené -
c—1
[
—

Pripojené a prenasané udaje [—
Odpojené -
- D

Vypnuté %

Ak sa poc¢as chodu prerusi prenos Udajov, Udaje sa doCasne ulozia v pocitaci pristroja. Po obnoveni
pripojenia sa prenos udajov automaticky obnovi. Ak sa prepojenie neobnovi pred ukon&enim chodu,
manualne preneste Udaje z pocitaca pristroja esSte pred spustenim dalSieho chodu.

Sluzba Universal Copy Service

Sucastou pristroja NextSeq 550Dx je aj sluzba Universal Copy Service. RTA2 vyzaduje, aby sluzba
skopirovala subory zo zdrojového umiestnenia do cielového umiestnenia a spracovala ziadosti o
kopirovanie v prijatom poradi. Ak sa vyskytne vynimka, vyziada sa skopirovanie suboru podla poctu
suborov vo fronte.
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Softvér Sequencing Analysis Viewer

Softvér Sequencing Analysis Viewer zobrazuje metriku sekvenovania vygenerovanu poc¢as chodu. Metrika
sa zobrazuje v podobe grafov, diagramov a tabuliek zalozenych na udajoch vygenerovanych softvérom
RTA a zapisanych do suborov InterOp. Metrika sa v priebehu chodu aktualizuje. Vyberom moznosti
Refresh (Obnovit) si kedykolvek po¢as chodu zobrazite aktualizovani metriku. Dal$ie informacie néjdete v
Casti Pouzivatelska prirucka softveru Sequencing Analysis Viewer (Cast' ¢. 156020619).

Softvér Sequencing Analysis Viewer je stucastou softvéru nainstalovaného v pocitaci pristroja. Softvér
Sequencing Analysis Viewer si mbzete nainstalovat aj do iného pocitaca pripojeného na rovnaku siet ako
pristroj a sledovat metriku chodu na dialku.

preplachovacieho roztoku, ktory je k dispozicii v kazete s pufrom, a NaOCI, ktory je v kazete s
reagenciami.

Automatické preplachnutie po ukonceni chodu trva priblizne 90 minut. Po ukonceni preplachnutia sa
aktivuje tlaCidlo Home (Domov). Vysledky sekvenovania zostanu pocas preplachovania zobrazené na
obrazovke.

Po preplachnuti

Po preplachnuti zostanu nasavacie trubicky v dolnej polohe, aby sa zabranilo vniknutiu vzduchu do
systému. Kazety ponechajte na mieste az do nasledujuceho chodu.
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Na vykonanie skenovania na pristroji NextSeq 550Dx budete potrebovat tieto komponenty chodu:
hybridizovany a napusteny Cip BeadChip
adaptér Cipu BeadChip na opakované pouzitie
subory Decode Map (DMAP) pre pouzivany Cip BeadChip
subor manifestu pre typ pouzivaného Cipu BeadChip
subor klastra pre typ pouzivaného Cipu BeadChip

Vystupné subory sa generuju pocas skenovania a nasledne sa zaraduju do frontu na prenos do ur¢eného
vystupného priecinka.

Vykonajte analyzu pomocou softvéru BlueFuse Multi, ktory vyzaduje, aby udaje skenovania boli dostupné
vo formate suboru primarnej analyzy genotypu (GTC). Pristroj NextSeq 550Dx Standardne generuje
normalizované Udaje a suvisiace primarne analyzy genotypu vo formate suboru GTC. Volitelne mozno
pristroj nakonfigurovat na generovanie dal$ich stborov Gdajov intenzity (IDAT). DalSie informécie najdete v
Casti Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip na strane 53.

Decode File Client

PrieCinok DMAP obsahuje informacie, ktoré identifikuju umiestnenie gulécok na Cipe BeadChip a zaroven
kvantifikuju signal suvisiaci s kazdou gul6&kou. PrieCinok DMAP je jedineCny pre kazdy Ciarovy kod Cipu
BeadChip.

Nastroj Decode File Client vam umozni stahovanie prieCinkov DMAP priamo zo serverov spolo¢nosti
[llumina pomocou Standardného protokolu HTTP.

Pristup k nastroju Decode File Client ziskate na stranke podpory nastroja Decode File Client na webovej
lokalite spolo¢nosti lllumina (support.illumina.com/array/array_software/decode_file_
client/downloads.html). Nastroj Decode File Client nainstalujte do pocitaca s pristupom k sietovému
umiestneniu prieCinka DMAP.

Dal$ie informéacie néjdete v &asti Stiahnutie prie¢inka DMAP na strane 28.

Subory manifestov a subory klastrov

Pri kazdom &ipe BeadChip softvér vyzaduje pristup k suboru manifestu a suboru klastra. Kazdy subor
manifestu a klastra je pre dany typ Cipu BeadChip jedinec¢ny. Musia sa pouzivat subory klastrov,
ktoré maju v nazve text NS550. Tieto subory su kompatibilné so systémom NextSeq 550Dx.

Subor manifestu — Subory manifestov opisuju SNP alebo obsah sondy na ¢ipe BeadChip.
Subory manifestov pouzivaju format suboru *.bpm.

Subory klastrov — Subory klastrov opisuju pozicie klastrov pre &ipy na genotypizaciu lllumina. Pouzivaju
sa pri analyze udajov na stanovenie genotypov. Subory klastrov pouzivaju format suboru *.egt.
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Umiestnenie suborov sa zadava na obrazovke BeadChip Scan Configuration (Konfiguracia skenovania
Cipu BeadChip). Na domovskej obrazovke softvéru NCS vyberte moznost Manage Instrument (Spravovat
pristroj), System Configuration (Konfiguracia systému) a potom BeadChip Scan Configuration
(Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip).

Po nainstalovani pristroja NextSeq 550Dx zéstupca spolo¢nosti lllumina tieto subory stiahne a do
riadiaceho softvéru zada danu cestu. Tieto subory nie je potrebné menit s vynimkou pripadu straty alebo
dostupnosti novej verzie. Dal$ie informacie ndjdete v Gasti Nahradenie stiborov manifestov alebo suborov
klastrov na strane 50.

DMAP Stiahnite si informacie o DMAP a ulozte ich do uréeného umiestnenia priecinka DMAP.

Vlozte ¢ip BeadChip do adaptéra ¢ipu BeadChip.

Adaptér ¢ipu BeadChip vliozte do pristroja.

Zadajte parametre skenovania: umiestnenie prieCinka DMAP a umiestnenie vystupu.

[=T=1} =+
~ Skontrolujte vysledky automatickej kontroly.
Vyberte moznost Start (Spustit).
(=T} =
- = Skenovanie monitorujte v rozhrani riadiaceho softvéru.
-.. o

K prie¢inku DMAP moézete ziskat pristup pomocou nastroja Decode File Client pouzitim uctu alebo Cipu
BeadChip (predvolené zobrazenie).

Pristup k prie¢inku DMAP podla uctu

1 Na hlavnej karte nastroja Decode File Client vyberte moznost stahovania:
AutoPilot
All BeadChips not yet downloaded (VSetky eSte nestiahnuté Cipy BeadChip)
All BeadChips (VSetky Cipy BeadChip)
Cipy BeadChip podla ndkupnej objednévky
Cipy BeadChip podla &iarového kédu

2 Zadajte pozadované informacie.
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Vyhladajte prieCinok DMAP, ktory chcete stiahnut.
4 Uistite sa, Ze v cielovom mieste stahovania mate dostatok volného miesta.

5 Spustite stahovanie. Na karte Download Status and Log (Protokol a stav stahovania) si pozrite stav
stahovania.

6 PrieCinok DMAP ulozte do jeho ur¢eného umiestnenia.

Pristup k prie€inku DMAP podla ¢ipu BeadChip
1 Cipy BeadChip identifikujte pomocou 2 z tychto moznosti:
Ciarovy kéd ¢ipu BeadChip
ID pola Cipov BeadChip
Cislo nékupnej objednavky
Cislo predajnej objednavky

2 Vyhladajte prieCinok DMAP, ktory chcete stiahnut'.
Uistite sa, ze v cielovom mieste stahovania mate dostatok volného miesta.

4 Spustite stahovanie. Na karte Download Status and Log (Protokol a stav stahovania) si pozrite stav
stahovania.

5 PrieCinok DMAP ulozte do jeho urCeného umiestnenia.

1 ZatlaCte na prichytku adaptéra. Prichytka sa po miernom nakloneni dozadu otvori.

2 Uchopte ¢ip BeadChip za okraje. Drzte ho tak, aby bol Siarovy kdd v blizkosti prichytky, a potom ho
umiestnite na znizenu plochu adaptéra.

Obrazok 19 Vlozenie Cipu BeadChip do adaptéra

3 Pomocou otvorov na oboch stranach Cipu BeadChip skontrolujte, Ci je Cip usadeny na znizenej ploche
adaptéra.
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Obrazok 20 Usadenie a upevnenie Cipu BeadChip

4 Prichytku jemne uvolnite a Cip BeadChip upevnite.

5 Cip BeadChip skontrolujte zboku, &i je rovno usadeny na adaptéri. V pripade potreby polohu &ipu

BeadChip upravte.

Obrazok 21 Kontrola polohy ¢ipu BeadChip

R /’7 I (/’7

L T =L r

A B

A Spravna poloha — Cip BeadChip leZi na adaptéri po uvolnen prichytky rovno.
B Nespravna poloha — Cip BeadChip nelezi na adaptéri po uvolneni prichytky rovno.

Na domovskej obrazovke vyberte moznost Experiment a potom Scan (Skenovat).
Otvoria sa dvierka snimacieho priecinka, vysunie sa spotrebny material z predchadzajuceho chodu
(ak existuje) a otvori sa rad obrazoviek nastavenia chodu. Kratke oneskorenie je normalne.

Odstranenie spotrebného materialu sekvenovania

Ak je pri nastavovani skenovania pritomny pouzity spotrebny material sekvenovania, softvér vas pred
vykonanim dalSieho kroku vyzve, aby ste vybrali kazetu s reagenciami a kazetu s pufrom.

1

Po vyzve odstrante pouzity spotrebny material sekvenovania pochadzajuci z predoslého
sekvenovacieho chodu.

a Z prieCinka na reagencie vyberte kazetu s reagenciami. Nepouzity obsah zlikvidujte v sulade s
prisluSnymi predpismi.
b Z prieCinka na pufer vyberte pouzitu kazetu s pufrom.

A VAROVANIE
Tato suprava reagencii obsahuje potencidlne nebezpedné chemikalie. K osobnym zraneniam mbze
déjst v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o&ami. Noste ochranné
prostriedky vratane ochrany odi, rukavic a laboratérneho plésta, ktoré st vhodné pre toto
nebezpedenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym odpadom a
likviduijte ich v stlade s platnymi regionélnymi, narodnymi a miestnymi zékonmi a predpismi. Dalsie
informacie o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ndjdete v karte bezpecnostnych
udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

Zo snimacieho prieCinka vyberte prietokovy ¢lanok.
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3 Zatvorte dvierka priecinka s reagenciami a prieCinka s pufrom.

Vlozenie adaptéra ¢ipu BeadChip

1 Na umiestnenie adaptéra Cipu BeadChip na plochu pouzite zarovnavacie koliky.

Obrazok 22 Vlozenie adaptéra Cipu BeadChip

2 Vyberte moznost Load (Zasunut).
Dvierka sa automaticky zatvoria, na obrazovke sa zobrazi ID Cipu BeadChip a skontroluju sa snimace.
Kratke oneskorenie je normalne. Ak Ciarovy kéd Sipu BeadChip nie je mozné precitat, zobrazi sa
dialdgové okno, kde budete moct Ciarovy kdd zadat rucne. Pozrite si Cast Softvér nedokaze precitat
Ciarovy kod Cipu BeadChip na strane 48.

3 Vyberte moznost Next (Dalej).

Nastavenie skenovania

1 Na obrazovke Scan Setup (Nastavenie skenovania) potvrdte tieto informacie:

» Barcode (Ciarovy kéd) — Softvér po viozeni &ipu BeadChip nadita jeho &iarovy kéd. Ak bol &iarovy
kod zadany rucne, dalSie zmeny umozni zobrazené tlacidlo Edit (Upravit).

»  Type (Typ) — Pole typu Cipu BeadChip sa vyplni automaticky na zaklade Siarového kédu &ipu
BeadChip.

»  DMAP Location (Umiestnenie DMAP) — Umiestnenie prieCinka DMAP sa zadava na obrazovke
BeadChip Scan Configuration (Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip). Ak chcete zmenit iba
umiestnenie aktualneho skenu, vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do spravneho
umiestnenia.

» Output Location (Vystupné umiestnenie) — Umiestnenie priecinka DMAP sa zadava na obrazovke
BeadChip Scan Configuration (Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip). Ak chcete zmenit iba
umiestnenie aktualneho skenu, vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do preferovaného
umiestnenia.

2 Vyberte polozku Next (Dalej).

Revizia kontrol pred spustenim chodu

Softvér vykona automaticku kontrolu systému pred spustenim chodu. Po¢as kontroly sa na obrazovke
zobrazia tieto indikatory:

» Sivy ¥ znak zagiarknutia — Kontrola e$te nebola vykonana.

> lkona < priebehu — Kontrola prebieha.
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Zeleny v znak zadiarknutia — Kontrola Uspesna.

Cervené X X — Kontrola nelispe$na. Kazda polozka, u ktorej kontrola bola nelspesna, si vyzaduje
akciu pred dalS§im pokracovanim. Pozrite si Cast Odstranenie chyb automatickej kontroly na strane 44.

Prebiehajucu automaticku kontrolu pred spustenim chodu zastavite stlacenim tlaCidla Cancel (Zrusit).
Kontrolu opétovne spustite stlacenim tlacidla Retry (Znova). Kontrola sa obnovi pri prvej nedokoncenej
alebo nelspesnej kontrole.

Vysledky kazdej jednotlivej kontroly v ramci kategorie si zobrazite vyberom karty Category (Kategoria).

Ak pristroj nie je nakonfigurovany na automatické spustenie chodu, chod spustite po ukonceni
automatickej kontroly pred spustenim.

Spustenie skenovania
Po dokonceni automatizovanej kontroly vyberte moznost Start (Spustit). Spusti sa skenovanie.

Ak chcete nakonfigurovat systém tak, aby sa skenovanie spustilo automaticky po Uspesnej kontrole,
pozrite si Cast Nastavenie moznosti nastavenia chodu na strane 13.

1 Na monitorovanie priebehu skenovania pouzite snimku Cipu BeadChip. Kazda farba snimky signalizuje
stav skenovania.
Svetlosiva — nenaskenované.
Tmavosivd — naskenované, no nezaregistrované.
Zelena - Uspesne naskenované a zaregistrované.
Cervend — skenovanie a registracia neboli Uspe$né.
Ak ddjde k zlyhaniu registracie, mbzete opéatovne skenovat vzorky obsahujlice chybné Casti.
Pozrite si Cast Zlyhanie skenovania Cipu BeadChip na strane 49.

2 Vyberom snimky Cipu BeadChip prepinajte medzi uplnym a podrobnym zobrazenim vybranej vzorky.
Uplné zobrazenie zobrazi vzorky na &ipe BeadChip a ¢asti v rdmci kaZdej vzorky.
Podrobné zobrazenie zobrazi kazdu Cast v ramci vybranej vzorky.

Obrazok 23 Snimka ¢ipu BeadChip: Uplné zobrazenie a podrobné zobrazenie

T AE A A
T

Barcode number Barcode number
9934594010 9934594010
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POZNAMKA Ukong&enie skenovania je kone&né. Ak skenovanie ukoncite este pred dokongenim,
Udaje skenovania sa neuloZia.

Prenos udajov

Po skonceni skenovania sa Udaje zaradia do frontu na prenos do vystupného priecinka skenovania.
Udaje sa dodasne zapisuju do pod&itada pristroja. Doasny priedinok sa z poéitaga pristroja vymaze
automaticky po spusteni nasledného skenovania.

Cas potrebny na prenos Udajov zavisi od vasho sietového pripojenia. Pred spustenim nasledného
skenovania skontrolujte, ¢i boli Udaje zapisané do vystupného prie€inka. Skontrolovat to mbzete tym,
ze si overite, ¢i sa subory GTC nachadzaju v prieCinku Ciarového koédu. Viac informacii najdete v Casti
Struktura vystupného priedinka skenovania na strane 63.

Ak dbjde k preruseniu pripojenia, prenos udajov bude automaticky pokracovat po obnoveni pripojenia.
Kazdy subor ma po zaradeni do frontu na prenos do vystupného prieCinka nastaveny ¢asovac¢ 1 hodinu.
Po vyprsani tohto ¢asu alebo v pripade restartovania pristroja eSte pred dokon¢enim prenosu sa udaje do
vystupného prie¢inka nezapisu.
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Vykonanie manualneho preplachnutia ... ... 35
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Moznosti reStartovania a VYPNULIa ... 41

Postupy udrzby zahfnaju manualne umyvanie pristroja a vymenu vzduchového filtra. Uvadzaju sa aj
moznosti vypnutia a opatovného zavedenia pristroja.
Preplachovanie pristroja — Automatické preplachnutie po ukonceni chodu po kazdom sekvenovacom
chode pomaha udrziavat vykonnost pristroja. Za uréitych okolnosti je vSak potrebné pravidelné
manualne preplachovanie. Pozrite si Cast Vykonanie manudlneho preplachnutia na strane 35.

Vymena vzduchového filtra — Pravidelnou vymenou vzduchoveého filtra sa zabezpeci spravny prietok
vzduchu pristrojom.

Preventivna udrzba

Spolo¢nost lllumina odporuca naplanovat servis v ramci preventivnej udrzby kazdy rok. Ak nemate
uzatvorenu servisnu zmluvu, obratte sa na miestneho manazéra pre klientov alebo na technickud podporu
spolo¢nosti lllumina, aby ste sa dohodli na platenom servise v ramci preventivnej udrzby.

Manualne preplachnutia sa spustaju na domovskej obrazovke. Preplachnutie mozno vykonat pomocou
moznosti Quick Wash (Rychle preplachnutie) a Manual Post-Run Wash (Manualne preplachnutie po
ukonceni chodu).

Typy preplachnutia Popis
Rychle preplachnutie Systém sa preplachne pomocou preplachovacieho roztoku laboratérnej vody a Tween 20
Trvanie: 20 min. (kazeta na preplachnutie pufra) dodavaného pouzivatelom.

e Pocas obdobia, ked' je pristroj necinny a su v nom zasunuté kazety s pufrom a
reagenciami, je preplachnutie potrebné vykonat kazdych 14 dni.

e Pocas obdobia, ked' je pristroj v suchom stave (kazeta s pufrom a kazeta s reagenciami
sU odstranené), je preplachnutie potrebné vykonat kazdych 7 dni.

Manualne preplachnutie po Systém sa preplachne preplachovacim roztokom laboratérnej vody a Tween 20 (kazeta na
ukon&eni chodu preplachnutie pufra) dodavaného pouzivatelom a 0,12 % chlérnanom sodnym (kazeta na
Trvanie: 90 min. preplachnutie reagencii).

VyZaduje sa v pripade, Ze sa nevykonalo automatické preplachnutie po ukonéeni chodu.

Na manualne preplachnutie je potrebna kazeta na preplachnutie reagencii a kazeta na preplachnutie pufra,
ktoré su sucastou dodavky pristroja, a pouzity prietokovy ¢lanok. Pouzity prietokovy ¢lanok sa méze
pouzit na preplachnutie pristroja az 20-krat.
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Obrazok 24 Kazeta na preplachnutie reagencii a kazeta na preplachnutie pufra v pdvodnom Style.

Priprava na manualne preplachnutie po ukonéeni chodu

Zvolte si bud pripravu na manualne preplachnutie po ukoncéeni chodu, alebo pripravu na rychle
preplachnutie (dalSia ¢ast). Ak mate v umysle vykonat manualne preplachnutie po ukon&eni chodu,
preskocte Cast o rychlom preplachnuti a pokraCujte Castou VioZenie pouzitého prietokového clanku a
preplachovacich kaziet na strane 37.

Spotrebny material
dodavany pouzivatelom

NaOClI 1 ml, zriedeny na 0,12 %
Naplni sa do kazety na preplachnutie reagenci (pozicia ¢. 28)

Objem a popis

100 % Tween 20 Pouziva sa na pripravu 125 ml 0,05 % preplachovacieho roztoku Tween 20
Laboratérna voda NaplIni sa do kazety na preplachnutie pufra (stredny zasobnik)

POZNAMKA VZdy pouzivajte &erstvy roztok NaOCI pripraveny pocas poslednych 24 hodin. Ak pripravite objem
presahujuci 1 ml, zvySny roztok uskladnite pri teplote od 2 °C do 8 °C a spotrebuijte ho do 24 hodin. V opacnom
pripade zvySny roztok NaOCI zlikviduijte.

1 1ml0,12 % NaOCI ziskate zmiesanim tychto objemov v mikrocentrifugacnej skimavke:
5 % NaOCI (24 pl)
Laboratérna voda (976 pl)

2 Skumavku prevratte a premiesajte.
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3 Do kazety na preplachnutie reagencii pridajte 1 ml 0,12 % NaOCI. Spravny zasobnik zodpoveda pozicii
¢. 28 na vopred naplnenej kazete.

Obrazok 26 Naplnenie NaOCI

4 Na vytvorenie 0,05 % preplachovacieho roztoku Tween 20 zmieSajte tieto objemy:
Kazeta na preplachnutie pufra v pévodnom Style
100 % Tween 20 (62 pl)
Laboratdrna voda (125 ml)
Do stredného zasobnika kazety na preplachnutie pufra pridajte 125 ml preplachovacieho roztoku.
Kazeta na preplachnutie pufra v novom Style
100 % Tween 20 (75 pl)
Laboratérna voda (150 ml)
Do stredného zasobnika kazety na preplachnutie pufra pridajte 150 ml preplachovacieho roztoku.

5 Vyberte moznost Perform Wash (Vykonat preplachnutie) a potom Manual Post-Run Wash (Manualne
preplachnutie po ukon&eni chodu).
Priprava na rychle preplachnutie

Pripravu na rychle preplachnutie mézete vykonat podla popisu nizsie namiesto popisu uvedeného v Casti
Priprava na manudlne preplachnutie po ukonceni chodu na strane 36.

Spotrebny material

dodavany pouzivatelom Ol B[Rl
100 % Tween 20 Pouzije sa na pripravu 40 ml 0,05 % preplachovacieho roztoku Tween 20
Laboratérna voda NaplIni sa do kazety na preplachnutie pufra (stredny zasobnik)

1 Na vytvorenie 0,05 % preplachovacieho roztoku Tween 20 zmieSajte tieto objemy:
100 % Tween 20 (20 pl)
Laboratérna voda (40 ml)

2 Do stredného zasobnika kazety na preplachnutie pufra pridajte 40 ml preplachovacieho roztoku.

3 Vyberte moznost Perform Wash (Vykonat preplachnutie) a potom Quick Wash (Rychle preplachnutie).

Vlozenie pouzitého prietokového ¢lanku a preplachovacich kaziet

1 Ak sa pouzity prietokovy ¢lanok v pristroji nenachadza, viozte ho do pristroja. Vyberte moznost Load
(Zasunut) a potom Next (Dalej).
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2 Vyberte zasobnik na zber pouzitych reagencii a jeho obsah zlikvidujte v sulade s platnymi normami.

VAROVANIE
Tato suprava reagencii obsahuje potencidlne nebezpedné chemikalie. K osobnym zraneniam
mdze dojst v dbésledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s oami. Noste
ochranné prostriedky vratane ochrany odi, rukavic a laboratérneho plasta, ktoré su vhodné pre
toto nebezpedenstvo vystavenia. S pouzitymi reagenciami manipulujte ako s chemickym
odpadom a likvidujte ich v sulade s platnymi regionélnymi, narodnymi a miestnymi zakonmi a
predpismi. DalSie informacie o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti ngjdete v
karte bezpecnostnych Udajov na stranke support.illumina.com/sds.html.

Do prieCinka na pufer vlozte prazdny zasobnik na zber pouzitych reagencii a zatlacte ho az na doraz.

Ak sa v pristroji nachadza pouzita kazeta s pufrom z prechadzajuceho chodu, odstrante ju.

Zasunte kazetu na preplachnutie pufra obsahujucu preplachovaci roztok.

Ak sa v pristroji nachadza pouzita kazeta s reagenciami z prechadzajuceho chodu, odstrante ju.

Zasunte kazetu na preplachnutie reagencii.

o N oo o »~ W

Viyberte polozku Next (Dalej). Automaticky sa za&ne kontrola pred spustenim preplachovania.

Spustenie preplachovania
1 Vyberte moznost Start (Spustit).

2 Po ukonceni preplachovania vyberte moznost Home (Domov).

Po preplachnuti

Po preplachnuti zostanu nasavacie trubicky v dolnej polohe, aby sa zabranilo vniknutiu vzduchu do
systému. Kazety ponechajte na mieste az do nasledujuceho chodu.

Nové systémy sa dodavaju s tromi nahradnymi vzduchovymi filtrami. Tie by sa mali uskladnit a pouzit,
ked pristroj vysle vyzvu na vymenu filtra.

Vzduchovy filter zabezpecuje prudenie vzduchu pristrojom. Softvér zobrazi upozornenie na vymenu
vzduchového filtra kazdych 90 dni. Po zobrazeni vyzvy vyberte moznost Remind in 1 day (Pripomenut o
1 den), pripadne vykonajte nasledujuci postup a vyberte moznost Filter Changed (Filter vymeneny).

Po vybere moznosti Filter Changed (Filter vymeneny) déjde k vynulovaniu odpocitavania 90 dni.

1 Vybalte novy vzduchovy filter a na ram filtra zapiSte datum jeho inStalacie.
Na zadnej Casti pristroja zatlacte na hornu Cast drziaka filtra a tym ho uvolnite.
Uchopte hornu ¢ast drziaka filtra a Uplne ho vyberte z pristroja.

Vyberte stary vzduchovy filter a zlikvidujte ho.

o B~ WO DN

Do drziaka vlozte novy vzduchovy filter.

POZNAMKA V pripade opa&ného zaloZenia nebude vzduchovy filter spravne fungovat. Dbajte na to, aby ste
vzduchovy filter do drziaka vlozili tak, aby bola viditelna zelena Sipka ,,nahor a sucasne nebol viditelny
varovny §titok. Sipka ma ukazovat smerom k rucke drziaka filtra.
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6 Drziak filtra zasunte do pristroja. ZatlaCte na vrchnu Cast drziaka filtra, kym nezacvakne na miesto.

Obrazok 27 VloZzenie vzduchového filtra

I — 1
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Aktualizacie softvéru tvoria spolo¢ne softvérovu zostavu, ktora sa oznacuje ako systémovy balik a
obsahuje tento softvér:

Riadiaci softvér NextSeq (NCS)

Navody NextSeq

RTA2

Servisny softvér NextSeq (NSS)

Softvér Sequencing Analysis Viewer (SAV)

BaseSpace Brokerr

Softvérové aktualizacie mdzete nainstalovat automaticky pouzitim internetového pripojenia, pripadne
manualne zo sietového alebo USB umiestnenia.
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Automatické aktualizacie — Na pristroji pripojenom do siete s pristupom na internet sa na tlacidle

Manage Instrument (Spravovat pristroj) na domovskej obrazovke objavi ikona o, ¢o znaci, ze je k
dispozicii aktualizacia.

Manuélne aktualizacie — InStalacny program systémového balika si stiahnite zo stranky podpory
pristroja NextSeq 550Dx na webovej lokalite spolocnosti lllumina.

Automaticka aktualizacia softvéru
1 Vyberte moznost Manage Instrument (Spravovat pristroj).
2 Vyberte moznost Software Update (Aktualizacia softvéru).

3 Vyberte moznost Install the update already downloaded from BaseSpace (InStalovat aktualizaciu,
ktora uz je stiahnuta zo systému BaseSpace).

4 Vyberom moznosti Update (Aktualizovat) spustite aktualizaciu. Otvori sa dialégové okno, kde potvrdite
prikaz.

5 Postupujte podla vyziev v sprievodcovi instalaciou:

a Prijmite licen¢nu zmluvu.
b Precitajte si informacie o vydani.
¢ Precitajte si zoznam softvéru, ktory je suCastou aktualizacie.

Po dokonceni aktualizacie sa riadiaci softvér automaticky restartuje.

POZNAMKA Ak je zahrnuté aktualizacia firmvéru, po jej vykonani je nevyhnutné restartovat systém.

Manualna aktualizacia softvéru

1 Z webovej lokality spolo¢nosti lllumina si stiahnite inStalacny program System Suite (Systémovy balik)
a ulozte ho do sietového umiestnenia.

Pripadne skopirujte inStalacny subor softvéru na prenosnu USB jednotku.
2 Vyberte moznost Manage Instrument (Spravovat pristroj).
Vyberte moznost Software Update (Aktualizacia softvéru).

Vyberte moznost Manually install the update from the following location (Manualne inStalovat
aktualizaciu z nasledujuceho umiestnenia).

5 Vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do umiestnenia inStalacného suboru softvéru.
Potom vyberte moznost Update (Aktualizovat).

6 Postupujte podla vyziev v sprievodcovi instalaciou:

a Prijmite licen¢nu zmluvu.
b Precitajte si informacie o vydani.
¢ Precitajte si zoznam softvéru, ktory je suCastou aktualizacie.

Po dokonceni aktualizacie sa riadiaci softvér automaticky restartuje.

POZNAMKA Ak je zahrnuté aktualizacia firmvéru, po jej vykonani je nevyhnutné restartovat systém.
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Pristup k tymto funkciam ziskate stlacenim tlacidla Reboot/Shutdown (Opéatovne spustit/Vypnut):
Reboot to RUO (Opatovne spustit do RUO) — Pristroj sa spusti vo vyskumnom rezime.
Restart (Restart) — Pristroj sa spusti v diagnostickom rezime.
Restart to Dx from RUO (Restart do Dx z RUO) — Pristroj sa spusti v diagnostickom rezime.
Shutdown (Vypnutie) — Pristroj sa po opatovnom zapnuti spusti v diagnostickom rezime.
Exit to Windows (Ukoncit a vratit sa do systému Windows) — V zavislosti od povoleni mézete zatvorit
NCS a zobrazit si systém Windows.

Restart do diagnostického rezimu

Pouzitim prikazu Restart (ReStartovat) bezpecne vypnete pristroj a opatovne ho zavediete do
diagnostického rezimu. Diagnosticky rezim je predvolenym rezimom pri reStartovani.

1 Vyberte prikaz Manage Instrument (Spravovat pristroj).
2 Vyberte prikaz Reboot/Shutdown (Opatovne zaviest/Vypnut).
3 Vyberte prikaz Restart (ReStartovat).

Vypnutie pristroja
1 Vyberte prikaz Manage Instrument (Spravovat pristroj).
2 Vyberte prikaz Reboot/Shutdown (Opatovne spustit/Vypnut).

3 Vyberte prikaz Shutdown (Vypnut).
Pomocou prikazu Shutdown (Vypnut) sa bezpecne vypne softvér a napajanie pristroja.
Pred opatovnym zapnutim pristroja pocCkajte aspon 60 sekund.

POZNAMKA Standardne sa pristroj po zapnuti opatovne spusti v diagnostickom rezime.

é UPOZORNENIE
Pristroj nepremiestriujte. Pri nespravnom presuvani pristroja sa mdze narusit optické zarovnanie a moze

sa zhorsit integrita udajov. Ak musite pristroj premiestnit, obratte sa na svojho zastupcu spolocnosti
[llumina.

Ukon¢enie a navrat do systému Windows

Prikaz Exit to Windows (UkonCit a vratit sa do systému Windows) umozni prejst do operacného
systému pristroja a akéhokolvek priecinka v pocitaci daného pristroja. Tymto prikazom sa bezpecne
vypne softvér a vratite sa do systému Windows. Do systému Windows m&ze prejst len pouzivatel s
povereniami spravcu.

1 Vyberte prikaz Manage Instrument (Spravovat pristroj).
2 Vyberte prikaz Reboot/Shutdown (Opatovne zaviest/Vypnut).
3 Vyberte prikaz Exit to Windows (Ukongit a vratit sa do systému Windows).
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V pripade problémov tykajlcich sa kvality alebo vykonnosti chodu sa obratte na technickd podporu
spoloc¢nosti lllumina. Pozrite si Cast Technicka pomoc na strane 69.

Zastupca technickej podpory spolo¢nosti lllumina méze na Ucely rieSenia problémov pozadovat kdpie
suborov Specifickych pre chod a skenovanie. Obvykle sa na rieSenie problémov pouzivaju nasledujlce
subory.

Subory riesSenia problémov pre sekvenovacie chody

Kriacovy sibor Priec¢inok Popis
Subor s informaciami o Korenovy Obsahuije tieto informéacie:
chode (Runinfo.xml) priecinok e Nazov chodu

e Pocget cyklov v chode

e Pocet cyklov v kazdom citani

o Ci je ¢itanie indexovanym &itanim

e Pocget riadkov a dlazdic na prietokovom &lanku

Subor parametrov Korerovy Obsahuje informacie o parametroch chodu a jeho komponentoch. Informacie
chodu priecinok zahfhaju RFID, sérioveé Cislo, Cislo dielu a datum spotreby.
(RunParameters.xml)

Konfiguracny subor Korenovy Obsahuje nastavenia konfiguracie RTA pre chod.

RTA priedinok Subor RTAConfiguration.xml sa vytvéra na zaciatku chodu.

(RTAConfiguration.xml)

Subory InterOp (*.bin) InterOp Binarne subory hlaseni.
Subory InterOp sa aktualizuju po&as chodu.

Subory protokolov Protokoly V suboroch protokolov je uvedeny kazdy krok, ktory pristroj vykonal pri kazdom
cykle, a zoznam verzii softvéru a firmvéru pouzitych pri chode. V subore s
nazvom [InstrumentName]_CurrentHardware.csv sa nachadza zoznam sériovych
Cisel komponentov pristroja.

Subory protokolov chyb  Subory Protokol chyb RTA.
(*ErrorLog*.txt) protokolov Subory protokolov chyb sa aktualizuju vzdy, ked sa vyskytne chyba.
RTA
Subory globalnych Subory Protokol vSetkych udalosti RTA.
protokolov protokolov Subory globalnych protokolov sa aktualizuju poc¢as chodu.
(*GlobalLog*.tsv) RTA
Subory protokolu Subory Do protokolov sa zaznamenavaju udalosti spracovania RTA.
pruhov (*LanelLog*.txt) protokolov Subory protokolov pruhov sa aktualizuju po&as chodu.
RTA
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Chyby RTA

Pred rieSenim problémov tykajucich sa chyb RTA najprv skontrolujte protokol chyb RTA, ktory je ulozeny
v priecinku RTALogs. V tomto subore nie su uvedené Uspesné chody. Pri nahlasovani problémov sluzbe
technickej podpory spolo¢nosti lllumina pouzite protokol chyb.

Subory rieSenia problémov s ¢ipovymi skenmi

Klracovy subor Prie€inok
Subor parametrov Korenovy
skenovania priecinok
(ScanParameters.xml)
Subory protokolov Protokoly
Subory metrik [Ciarovy
kod]
Subor preskenovania [Ciarovy
kod]

Popis

Obsahuje informacie o parametroch skenovania. Informacie obsahuju datum
skenovania, ¢iarovy koéd Cipu BeadChip, umiestnenie suboru klastra a umiestnenie
stboru manifestu.

Subory protokolov opisuju kazdy krok, ktory pristroj vykonal pocas skenovania.

Metriky sU uvedené ako metriky vzoriek a metriky Casti.

[Giarovy kéd]_sample_metrics.csv — Pre kazdu vzorku a kanal (Cerveny a zeleny) uvadza
Percent Off Image, Percent Outliers, PO5, P50, P95, Avg FWHM Avg, FWHM Stddev a
Min Registration Score.

[Giarovy kéd]_section_metrics.csv — Pre kazdu ¢ast a dlazdicu uvadza 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.

[Giarovy kéd]_rescan.flowcell — Uvadza umiestnenie dlazdic upravené na preskenovanie,
¢o zahfna zvySené prekryvanie jednotlivych dlazdic.

Ak sa pocas automatickej kontroly vyskytnu chyby, na ich odstranenie pouzite nasledujuce odporucané

kroky.

Kontroly sekvenovacich chodov

V pripade zlyhania kontroly pred spustenim chodu sa kazeta s reagenciami RFID (kazeta vyuzivajuca
radiofrekvencnu identifikaciu) neuzamkne a méze sa pouzit na nasledujuci chod. Prietokovy ¢lanok, kazeta

s reagenciami a identifikacie RFID kazety s pufrom, ktoré mbze byt potrebné na vyrieSenie chyby, sa vSak

uzamknu pocas inicializacie riadiaceho softvéru. Pouzivatel preto musi pred reStartom systému vybrat z
pristroja prietokovy &lanok, kazetu s reagenciami a kazetu s pufrom. Okrem toho sa identifikacie RFID
spotrebného materidlu uzamknu po prepichnuti foliovych tesneni. Po nacitani RFID prietokového &lanku
softvérom sa spusti 7-hodinovy ¢asovac, az potom sa prietokovy &lanok povazuje za uzamknuty a

nepouzitelny.

Kontroly systému Odporucéané akcia

Doors Closed Presvedc&te sa, ¢i su dvierka priecinka zatvorené.

(Dvierka zatvorené)

Consumables Loaded  Snimace spotrebného materialu neregistruju material. Presvedcte sa, Ci je kazdy spotrebny

(Spotrebny material material spravne zasunuty.

vlozeny) Na obrazovkach nastavenia chodu vyberte moznost Back (Spat), vratte sa ku kroku zasunutia a
zopakujte nastavenie chodu.

Required Software Chybaju kritické komponenty softvéru.
(Pozadovany softveér) Obratte sa na technickd podporu spolo¢nosti lllumina.
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Kontroly systému

Odporuc€ana akcia

Instrument Disk
Space (Miesto na
disku pristroja)

Pevny disk pristroja nema dostatok miesta na vykonanie chodu. Je mozné, Ze sa nepreniesli
Udaje z predchadzajuceho chodu.
\Vymazte udaje o chode z pevného disku pristroja.

Network Connection
(Sietové pripojenie)

Sietové pripojenie sa prerusilo. Skontrolujte stav siete a fyzické sietové pripojenie.

Network Disk Space
(Miesto na sietovom
disku)

Sietovy server je zaplneny.

Teplota Odporiucana akcia
Temperature Obratte sa na technickd podporu spolo¢nosti lllumina.
(Teplota)

Temperature Sensors
(Snimace teploty)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Fans (Ventilatory)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Systém snimania

Odporucana akcia

Imaging Limits
(Medze snimania)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Z Steps-and-Settle (Z
kroky a vyrieSenie)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Bit Error Rate (Bitova
chybovost)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Flow Cell Registration
(Registracia
prietokového ¢lanku)

Je mozné, Ze prietokovy ¢lanok nie je spravne usadeny.

e Na obrazovkach nastavenia chodu vyberte moznost Back (Spat) a vratte sa ku kroku nastavenia
prietokového &lanku. Otvoria sa dvierka snimacieho priecinka.

e \/ysunte a znova zasunte prietokovy ¢lanok, aby ste sa uistili, Ze je spravne usadeny.

Privod reagencii

Odporidcana akcia

Valve Response
(Reakcia ventilu)

Obratte sa na technickd podporu spolo¢nosti lllumina.

Pump (Cerpadlo)

Obratte sa na technickd podporu spolo¢nosti lllumina.

Buffer Mechanism
(Mechanizmus pufra)

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Spent Reagents
Empty (Vyprazdnenie
pouzitych reagencii)

Vyprazdnite zasobnik na zber pouzitych reagencii a prazdny zasobnik opéat zasunte.

Kontroly Cipovych skenov

Kontroly systému

Odporic¢ana akcia

Doors Closed (Dvierka
zatvorené)

Presvedcte sa, Ci su dvierka priecinka zatvorené.

Consumables Loaded

(Spotrebny material viozeny)

Snimace spotrebného materialu neregistruju material. PresvedcCte sa, Ci je kazdy
spotrebny material spravne zasunuty.

Na obrazovkach nastavenia chodu vyberte moznost Back (Spat), vratte sa ku kroku
zasunutia a zopakujte nastavenie chodu.
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Kontroly systému

Required Software
(Pozadovany softveér)

Verify Input Files (Overenie
vstupnych suborov)

Instrument Disk Space (Miesto
na disku pristroja)

Network Connection (Sietové
pripojenie)

Network Disk Space (Miesto
na sietovom disku)

Systém snimania

Imaging Limits (Medze
snimania)

Z Steps-and-Settle (Z kroky a
vyriesenie)

Bit Error Rate (Bitova
chybovost)

Auto-Center (Automatickeé
vycentrovanie)

Odporiéana akcia

Chybaiju kritické komponenty softvéru.
Vykonajte manualnu aktualizaciu softvéru a obnovte vSetky komponenty softvéru.

PresvedcCte sa, Ci je cesta k suboru klastra a suboru manifestu spravna a ¢i su pritomné
subory.

Pevny disk pristroja nema dostatok miesta na vykonanie chodu. Je mozné, Ze sa
nepreniesli udaje z predchadzajuceho chodu.

Vymazte Udaje o chode z pevného disku pristroja.

Sietoveé pripojenie sa prerusilo. Skontrolujte stav siete a fyzické sietové pripojenie.
Bud' je konto BaseSpace plIné, alebo je plny sietovy server.

Odporic¢ana akcia

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Obratte sa na technicku podporu spolo¢nosti lllumina.

Obratte sa na technickud podporu spolo¢nosti lllumina.

Vysunte adaptér Cipu BeadChip. Presvedcte sa, &i Cip BeadChip v adaptéri sedi a potom
adaptér znovu zasunte.

Chod vzdy zacinajte s prazdnym zasobnikom na zber pouzitych reagencii.

Ak zacnete chod bez vyprazdnenia zasobnika na zber pouzitych reagencii, snimace systému daju softvéru
pokyn, aby pozastavil chod v pripade, Ze je zasobnik plny. Snimace systému nemdzu pozastavit chod
pocas klastrovania, resyntézy na oboch koncoch alebo automatického preplachovania po ukonceni

chodu.

Ked sa chod pozastavi, otvori sa dialdgové okno s moznostami zdvihnut nasavacie trubiCky a vyprazdnit

plny zasobnik.

Vyprazdnenie zasobnika na zber pouzitych reagencii

—_

Vyberte moznost Raise Sippers (Zdvihnut nasavacie trubicky).

Vyberte zasobnik na zber pouzitych reagencii a jeho obsah nalezite zlikvidujte.

2
3 Prazdny zasobnik vratte do prieCinka na pufer.
4

Vyberte moznost Continue (Pokracovat). Chod sa automaticky obnovi.

Rehybridizacny chod méze byt nevyhnutny v pripade, ak doslo k vygenerovaniu Udajov pocas prvych
niekolkych cyklov, ktoré vykazuju intenzity pod 2500. Niektoré kniznice s nizkou diverzitou mézu
vykazovat intenzity pod 1000. Ide o oCakavany jav, ktory rehybridizacia nevyriesi.
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POZNAMKA Prikaz End Run (Ukondit chod) je konedny. V chode nemozno pokradovat, spotrebny materidl
chodu nemozno znova pouzit' a Udaje sekvenovania z daného chodu sa neuloZia.

Po ukon&eni chodu softvér vykona nasledujuce kroky a az potom chod ukondi:
Umiestni prietokovy ¢lanok do bezpecného stavu.
Odomkne RFID prietokového &lanku na neskorsi chod.
Priradi datum spotreby rehybridizacie prietokovému ¢lanku.
Pri dokoncenych cykloch zapiSe protokoly chodu. Oneskorenie je normalne.
Obide automatické preplachnutie po ukonceni chodu.
Po spusteni chodu rehybridizacie softvér vykona nasledujlce kroky potrebné na spustenie chodu:
Vytvori prieCinok chodu zalozeny na jedine¢nom nazve chodu.
Skontroluje, &i neuplynul datum spotreby rehybridizacie prietokového ¢lanku.
Zabezpecli pripravu reagencii. Oneskorenie je normalne.
Preskoci krok klastrovania.
Odstrani predosly primér Citania 1.
Vykona hybridizaciu Cerstvého priméru Citania 1.
Pokracuje na Citanie 1 a zostavajlce prvky chodu zalozené na Specifikovanych parametroch chodu.

Body ukoncenia chodu na rehybridizaciu

Neskorsia reyhbridizacia je mozna len v pripade, ze chod ukoncite v tychto bodoch:

Po 5. cykle — Po zaregistrovani Sablony sa zobrazia intenzity, ktoré si vyzaduju prvych 5 cyklov
sekvenovania. Aj ked' je bezpecné ukoncit chod po 1. cykle, odporuca sa ukondit ho po 5 cykloch.
Chod neukoncujte pocas vytvarania klastra.

Citanie 1 alebo Citanie indexu 1 — Chod ukongite pred spustenim resyntézy na oboch koncoch. Po
spusteni resyntézy na oboch koncoch nemozno prietokovy &lanok ulozit na neskorSiu rehybridizaciu.

Pozadovany spotrebny material

Rehybridizacny chod si vyzaduje novu kazetu s reagenciami NextSeq 550Dx a kazetu s pufrom bez ohladu

na to, kedy doslo k zastaveniu chodu.

Ukoncenie aktualneho chodu

1 Vyberte moznost End Run (Ukoncit chod). Ked' sa zobrazi vyzva na potvrdenie prikazu, vyberte
moznost Yes (Ano).

2 Po zobrazeni vyzvy na uloZenie prietokového &lénku vyberte moznost Yes (Ano). Poznadte si datum
spotreby rehybridizacie.

3 Vyberte ulozeny prietokovy ¢lanok a ulozte ho pri teplote od 2 °C do 8 °C, kym nebudete pripraveni
nastavit rehybridizacny chod.
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POZNAMKA Prietokovy ¢lanok méZete skladovat az 7 dni pri teplote od 2 °C do 8 °C v plastovom zakldpacom
puzdre bez balenia zachytavaca vihkosti. Na dosiahnutie najlepsich vysledkov vykonajte rehybridizaciu ulozeného
prietokového Clanku do 3 dni.

Vykonanie manualneho preplachnutia

1 Na domovskej obrazovke vyberte moznost Perform Wash (Vykonat preplachnutie).

2 Na obrazovke Wash Selection (Vyber preplachnutia) vyberte moznost Manual Post-Run Wash
(Manualne preplachnutie po ukon&eni chodu). Pozrite si Cast Vykonanie manualneho preplachnutia na
strane 35.

POZNAMKA Ak ste neodstrénili kazetu s reagenciami a kazetu s pufrom zo zastaveného chodu, méZete ich
pouzit na manualne preplachnutie. V opacnom pripade vykonajte manualne preplachnutie s kazetou na
preplachnutie reagencii a kazetou na preplachnutie pufra.

Nastavenie nového chodu na karte BaseSpace Prep (Priprava BaseSpace)

1 Ak je pristroj nakonfigurovany pre BaseSpace alebo BaseSpace Onsite, nastavte novy chod na karte
Prep (Priprava) pouzitim rovnakych parametrov, ktoré ste pouzili pri pévodnom chode.

TIP Kliknite na kartu Pools (Fondy), vyberte prislusné Pool ID (ID fondu), z ktorého chcete zachovat predosié
nastavenia chodu. Nasledne priradte novému chodu jedine¢ny nazov.

Nastavenie chodu na pristroji
1 Pripravte novu kazetu s reagenciami.
2 Ak bol ulozeny prietokovy ¢lanok skladovany, nechajte ho ohriat sa na izbovu teplotu (15 az 30 mindt).
3 Ulozeny prietokovy ¢lanok vycistite a zasunte ho do pristroja.
4

Vyberte zasobnik na zber pouzitych reagencii a jeho obsah nélezite zlikvidujte. Potom znova vlozte
prazdny zasobnik.

(&)}

Vlozte novu kazetu s pufrom a kazetu s reagenciami.

Na obrazovke Run Setup (Nastavenie chodu) vyberte jednu z tychto moznosti:
BaseSpace alebo BaseSpace Onsite — Vyberte chod a potvrdte parametre chodu.
Standalone (Samostatne) — Zadajte nazov chodu a uvedte rovnaké parametre ako pri pdvodnom
chode.

7 Vyberte moznost Next (Dalej) a prejdite na kontrolu pred spustenim chodu a spustite chod.

Softvér nedokaze preditat Ciarovy kéd Cipu BeadChip

Po zobrazeni dialégového okna chyby Ciarového kodu si vyberte jednu z tychto moznosti:
Vyberte moznost Rescan (Preskenovat). Softvér sa pokusi znovu precitat Ciarovy kod.
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Vyberte textové pole a zadajte Ciselny Ciarovy kéd podla zndzornenia na obrazku. V zavislosti od
Cipu BeadChip m6zu mat Cisla Ciarovych kédov az 12 &islic. Vyberte moznost Save (Ulozit).
Obrazok Ciarového kodu sa ulozi do vystupného priedinka.

Vyberte moznost Cancel (Zrusit). Otvoria sa dvierka snimkovacieho prieCinka a adaptér Cipu
BeadChip sa vysunie.

Zlyhanie skenovania Cipu BeadChip

Snimky sa po naskenovani zaregistruju. Registracia sluzi na identifikaciu gulécok podla korelujucich
umiestneni na naskenovanej snimke s informaciami poskytnutymi na mape gul6cok, pripadne v priecinku
DMAP.

Casti, pri ktorych registracia zlyha, budu na snimke &ipu BeadChip zobrazené naderveno.

Obréazok 28 Cip BeadChip zobrazuijuci asti, ktoré zlyhali

=

Barcode number

9934994010

Po dokonc&eni skenovania a zéapise Udajov skenovania do vystupného priecCinka sa aktivuje tlaCidlo Rescan
(Preskenovat).

Po vybere moznosti Rescan (Preskenovat) softvér vykona tieto kroky:

Preskenuje vzorky obsahujuce Casti, ktoré zlyhali, pricom vyuZije zvySené prekryvanie jednotlivych
dlazdic.

Vytvori vystupné subory v pévodnom vystupnom priecinku.
V pripade Casti, ktoré zlyhali, prepiSe predoslé vystupné subory.

Pri kazdom preskenovani zvysi pocitadlo skenovania o 1. Vykona to vSak na pozadi. Softvér
nepremenuje vystupny priecinok.

Preskenovanie alebo spustenie nového skenovania

1 Vyberte moznost Rescan (Preskenovat) a naskenujte vzorky obsahujlce Casti, ktoré zlyhali.
2 Ak bude skenovanie aj nadalej neldspesné, ukondite ho.

3 Cip BeadChip a adaptér vyberte a skontrolujte, &i sa na &ipe BeadChip nenachdadza prach alebo
necistoty. Necistoty odstrante stlacenym vzduchom alebo inym podobnym spdsobom.

4 Znova zasunte Cip BeadChip a spustite nové skenovanie.
Po spusteni nového skenovania softvér vykona tieto kroky:
Naskenuje cely Cip BeadChip.
Vytvori vystupné subory v novom vystupnom prie¢inku.
ZvySi na zéklade poctu skenovani posledného preskenovania pocitadlo skenovania o 1.
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Nahradenie suborov manifestov alebo suborov klastrov

1 Prejdite na stranku podpory Illlumina (support.illumina.com) pre pouzity Cip BeadChip a kliknite na
kartu Downloads (Stahovanie).

2 Stiahnite subory, ktoré sa maju nahradit alebo aktualizovat, a skopirujte ich do vami preferovaného
sietového umiestnenia.

POZNAMKA Uistite sa, Ze ste vybrali stibory manifestov a stbory klastrov, ktoré sti kompatibilné so
systémom pristroja NextSeq 550Dx. Kompatibilné subory maju v nazve text NS550.

3 Lenv pripade, Zze sa umiestnenie zmenilo, aktualizujte ho na obrazovke BeadChip Scan Configuration
(Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip) takto:

a Na domovskej obrazovke NCS vyberte moznost Manage Instrument (Spravovat pristroj).
b Vyberte moznost System Configuration (Konfiguracia systému).
¢ Vyberte moznost BeadChip Scan Configuration (Konfiguracia skenovania ¢ipu BeadChip).

4 Vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do umiestnenia nahradenych alebo aktualizovanych
suborov.

Neupravujte pévodné navody. Vzdy si vytvorte kdpiu pévodného navodu s novym nazvom. Ak sa pévodny
navod upravi, nastroj na aktualizaciu softvéru ho v pripade neskorSich aktualizacii nerozpozna a
nenainstaluju sa novsie verzie.
Vlastné navody ukladajte do prislusného prie€inka navodov. PrieCinky navodov su usporiadané takto.
[C= Custom (Vlastné)
[C= High (Vysoky vykon) — Vlastné navody pouZité s vysokovykonnou stpravou.
= Mid (Stredny vykon) — Vlastné navody pouzité so stredne vykonnou supravou.
= High (Vysoky vykon) — Pévodné navody pouzité s vysokovykonnou supravou.
= Mid (Stredny vykon) — Pbvodné navody pouzité so stredne vykonnou supravou.
(™ Wash (Preplachnutie) — Obsahuje navod na ru¢né preplachnutie.

Podita¢ NextSeq 550Dx je vybaveny Styrmi pevnymi diskami. Dva su uréené na diagnosticky rezim a dva
na vyskumny rezim. Ak dbdjde k poruche pevného disku, systém vygeneruje chybové hlasenie RAID a
navrhne vam obratit sa na technickl podporu spolocnosti lllumina. Oby&ajne je potrebna vymena pevného
disku.

Mozete pokragovat vo vykondvani krokov nastavenia chodu a v normalnej prevadzke. Ugelom tohto
hlasenia je naplanovanie servisu pristroja v predstinu s cielom predchadzat preruseniam normalnej
prevadzky pristroja. Varovanie RAID mb&ze potvrdit len spravca. Ak by sa pristroj pouzival len s jednym
pevnym diskom, mohlo by déjst k strate udajov.
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Systém sa konfiguruje pocas instalacie. Ak je vSak potrebné vykonat zmenu alebo sa systém musi znovu
nakonfigurovat, pouzite moznosti konfiguracie systému. Povolenie na pristup k moznostiam konfiguracie
systému ma len konto spravcu systému Windows.

Network Configuration (Konfiguracia siete) — Poskytuje moznosti nastavenia IP adresy, adresy DNS
servera (Domain Name Server), nazvu pocitaca a nazvu domeény.

Nastavenie konfiguracie siete

1

Na obrazovke Manage Instrument (Spravovat pristroj) vyberte moznost System Configuration
(Prispbsobenie systému).

2 Na ziskanie IP adresy pomocou servera DHCP vyberte moZnost Obtain an IP address automatically
(Automaticky ziskat IP adresu).
POZNAMKA Protokol DHCP (Dynamic Host Configuration Protocol) je $tandardny sietovy protokol
pouzivany v IP sietach na dynamicku distribuciu parametrov konfiguracie siete.
Pripadne vyberte moznost Use the following IP address (Pouzit tuto IP adresu) a manualne pripojte
pristroj k inému serveru podla nasledujuceho postupu. Adresy Specifické pre vase zariadenie vam
poskytne spravca siete.
Zadajte IP adresu. IP adresa je rad 4 Cisel oddelenych bodkou, napriklad 168.62.20.37.
Zadajte masku podsiete, ktora je pododdielom IP siete.
Zadajte predvolenu branu, ktorou je smerovac v sieti, ktory sa pripaja k internetu.
3 Vyberte moznost Obtain a DNS server address automatically (Automaticky ziskat adresu DNS servera)
a pripojte pristroj k serveru nazvov domén spojenému s IP adresou.
Pripadne vyberte moznost Use the following DNS server addresses (Pouzit tieto adresy DNS servera)
a manualne pripojte pristroj k DNS serveru podla nasledujuceho postupu.
Zadajte preferovanu adresu DNS. Adresa DNS je nazov servera pouzivaného na preklad nazvov
domén na IP adresy.
Zadajte alternativnu adresu DNS. Tato alternativa sa pouziva v pripade, ze preferovany DNS server
nedokaze prelozit konkrétny nazov domény na IP adresu.
4 Vyberom moznosti Save (UloZit) prejdite na obrazovku poditaca.
POZNAMKA Nézov poditada pristroja sa pocitacu priraduje pri jeho wrobe. Akdkolvek zmena ndzvu
pocitata mdze mat vplyv na pripojitelnost, preto je na jej vykonanie potrebny spravca siete.
5 Pripojte pocitaC pristroja k doméne alebo pracovnej skupine. Pouzite nasledujuci postup.
V pripade pristrojov pripojenych k internetu — Vyberte polozku Member of Domain (Clen domény) a
nasledne zadajte nazov domény spojeny s internetovym pripojenim vo vasom zariadeni. Zmeny
domény si vyzaduju pouzivatelské meno a heslo spravcu.
V pripade pristrojov, ktoré nie su pripojené k internetu — Vyberte polozku Member of Work Group
(Clen pracovnej skupiny) a nasledne zadajte nazov pracovnej skupiny. Nazov pracovnej skupiny je
jedinec¢ny pre vase zariadenie.
6 Vyberte moznost Save (Ulozit).
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Nastavenie konfiguracie analyzy

1

Na obrazovke Manage Instrument (Spravovat pristroj) vyberte moznost System Customization
(Prispbsobenie systému).

Vyberte moznost Analysis Configuration (Konfiguracia analyzy).

Vyberte jednu z nasledujucich moznosti a urCite umiestnenie, kde sa budu prenasat udaje na naslednu
analyzu.
Vyberte moznost BaseSpace a odoslite Udaje sekvenovania do systému BaseSpace spolo¢nosti
lllumina. [Volitelné] Oznacte policko Output Folder (Vystupny prieCinok), vyberte moznost Browse
(Prehladavat) a prejdite do sekundarneho sietového umiestnenia, kam chcete okrem systému
BaseSpace ulozit subory BCL.
Vyberte moznost BaseSpace Onsite. Do pola Server Name (Nazov servera) zadajte celu cestu k
svojmu serveru BaseSpace Onsite. [Volitelné] Oznacte policko Output Folder (Vystupny priecinok),
vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do sekundarneho sietového umiestnenia, kde
chcete okrem servera BaseSpace Onsite ukladat subory BCL.
Vyberom moznosti Standalone instrument (Samostatny pristroj) ulozite udaje vyhradne do
sietového umiestnenia. Vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do preferovaného
sietového umiestnenia. Riadiaci softvér automaticky vygeneruje nazov vystupného priecinka.
[Volitelné] Vyberte moznost Use Run Monitoring (Pouzit monitorovanie chodu) a monitorujte
chod pomocou vizualizadnych nastrojov v systéme BaseSpace. Vyzaduje sa prihlasenie do
systému BaseSpace a internetoveé pripojenie.

Ak ste zvolili moznost BaseSpace alebo BaseSpace Onsite, nastavte parametre BaseSpace podla
tohto postupu.
Zadajte User Name (Pouzivatel'ské meno) a Password (Heslo) systému BaseSpace,
¢im zaregistrujete pristroj v systéme BaseSpace.
Vyberte moznost Use default login and bypass the BaseSpace login screen (Pouzit predvolené
prihlasenie a obist obrazovku prihlasovania BaseSpace) a zadajte registrované pouzivatelské
meno a heslo ako predvolené prihlasenie. Toto nastavenie sluzi na obidenie obrazovky BaseSpace
pocas nastavenia chodu.

Vyberte moznost Send Instrument Health Data to lllumina (Odosielat informacie o stave pristroja
spolo¢nosti lllumina), ¢im aktivujete monitorovaciu sluzbu lllumina Proactive. Nazov tohto nastavenia
v softvérovom rozhrani sa méze liSit od nazvu v tejto prirucke, a to v zavislosti od pouzivanej verzie
NCS.

Ak je toto nastavenie zapnuté, Udaje o vykone pristroja sa odosielaju spoloCnosti lllumina. Tieto Udaje
pomahaju spolocnosti lllumina pri zjednoduseni rieSenia problémov a zistovani pripadnych portch a
UMOoZuju proaktivnu Udrzbu a maximalizuji bezporuchovi prevadzku pristroja. Dal$ie informacie o
vyhodach tejto sluzby najdete v dokumente Informacie o proaktivnej technickej podpore spolocnosti
lllumina (dokument ¢. 7000000052503).

Charakteristiky sluzby:

Neodosielaju sa udaje sekvenovania

Je potrebné pripojenie pristroja k sieti prostrednictvom internetového pristupu
Sluzba je predvolene vypnuta. Ak chcete tuto sluzbu zapnut, aktivujte nastavenie Send Instrument
Performance Data to lllumina (Odosielat udaje o vykone pristroja spolo¢nosti lllumina).

Vyberte moznost Save (Ulozit).
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Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip

1

Na obrazovke Manage Instrument (Spravovat pristroj) vyberte moznost System Customization
(Prispbsobenie systému).

Vyberte moznost BeadChip Scan Configuration (Konfiguracia skenovania Cipu BeadChip).

Na zadanie predvoleného umiestnenia prieCinka DMAP vyberte moznost Browse (Prehladavat) a
prejdite do preferovaného umiestnenia prieCinka v sieti vasho zariadenia.

POZNAMKA Pred kazdym skenovanim si do tohto umiestnenia stiahnite kdpiu obsahu DMAP. Obsah
DMAP je nevyhnutny pre kazdy Cip BeadChip a je jedinecny pre kazdy Ciarovy kod Cipu BeadChip.

Na zadanie predvoleného umiestnenia vystupu vyberte moznost Browse (Prehladavat) a prejdite do
preferovaného umiestnenia priedinka v sieti vasho zariadenia.

Vyberte format obrazového suboru pre ulozené snimky. Predvoleny typ snimok je JPG.

Vyberte format vystupného suboru Udajov skenovania. Predvolenym typom vystupného suboru je len
GTC.

Vyberte moznost Save (Ulozit).

Na obrazovke Scan Map (Priradenie skenu) zadajte celd cestu k suboru manifestu a suboru klastra
kazdého typu Cipu BeadChip. Vyberte moznost Browse (Prehladavat) pre kazdy typ suboru a prejdite
do umiestnenia prie¢inka, ktory tieto subory obsahuije.

[Volitelng] Vyberte moznost Hide Obsolete BeadChips (Skryt zastarané Cipy BeadChip) a odstrante
zastarané Cipy BeadChip zo zobrazenia.

10 Vyberte moznost Save (Ulozit).
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Pristroj NextSeq 550Dx pouziva vstavany softvér Real-Time Analysis (RTA) (Analyza v realnom ¢ase) s
nazvom RTA2. Softvér RTA2 bezi v poditaci pristroja a extrahuje intenzity zo snimok, vykonava primarnu
analyzu baz a nasledne k vysledkom primarnej analyzy baz priraduje kvalitativne skoére. Aplikacia RTA2
a operacny softvér komunikuju prostrednictvom webového rozhrania HTTP a zdielanych paméatovych
suborov. Ak sa aplikacia RTA2 ukonci, spracovanie sa neobnovi a Udaje o chode sa neulozia.

Vstupy aplikacie RTA2

Aplikécia RTA2 na spracovanie vyzaduije tieto vstupy:
Snimky dlazdic nachadzajuce sa v paméati miestneho systému.

Subor Runinfo.xml, ktory sa automaticky vygeneruje na zaciatku chodu a poskytuje nazov chodu,
pocet cyklov, informaciu o tom, &i je Citanie indexované, a pocet dlazdic na prietokovom ¢lanku.

Subor RTA.exe.config, ktory je konfiguracnym suborom softvéru vo formate XML.

Do aplikacie RTA2 prichadzaju prikazy z riadiaceho softvéru, ktoré obsahuju informacie o umiestneni
suboru Runinfo.xml a o tom, Ci je urCeny volitelny vystupny priecinok.

Vystupné subory aplikacie RTA2

Snimky z kazdého kanala sa do pamate presuvaju ako dlazdice. Dlazdice su malé oblasti snimania na
prietokovom Clanku, ktoré kamera rozpoznava ako zorné pole. Z tychto snimok softvér vytvori vystup v
podobe skupiny suborov s primarne analyzovanymi bazami s posudenim kvality a suborov filtrov.
Vystupné subory su podporované vSetkymi ostatnymi subormi.

Typ suboru Popis

Subory primarnej Kazda analyzovana dlazdica je zahrnuta v agregovanom subore primarnej analyzy baz (*.bcl.bgzf)

analyzy baz pre kazdy pruh a kazdy cyklus. Agregovany subor primarnej analyzy baz obsahuje vysledky
primarnej analyzy baz a suvisiace kvalitativne skore pre kazdy klaster v tomto pruhu.

Subory filtrov Kazda dlazdica vytvara informacie o filtroch, ktoré sa agreguju do 1 suboru filtra (*.filter) pre kazdy
pruh. Subor filtra Specifikuje, i klaster prechadza filtrami.

Subory umiestneni Subory umiestnenia klastra (*.locs) obsahuju suradnice X a Y pre kazdy klaster v dlazdici. Subor

klastrov umiestenia klastra sa generuje pre kazdy pruh pocas vytvarania Sablony.

Indexové subory Indexovy subor primarnej analyzy baz sa vytvara pre kazdy pruh a uchovava informacie o

primarnej analyzy baz  pbvodnej dlazdici. Indexovy subor obsahuje dvojicu hodndt kazdej dlazdice, a to Cislo dlazdice a
pocet klastrov tejto dlazdice.

RTA2 poskytuje metriky kvality chodu v redlnom ¢ase v podobe suborov InterOp. Subory InterOp su
binarne vystupy obsahujuce dlazdicu, cyklus a metriky v realnom Case.

RiesSenie chyb
Aplikacia RTA2 vytvori subory dennika a zapiSe ich do prieCinka RTALogs. Chyby sa zaznamenaju do
suboru chyb vo formate *.tsv.
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Nasledujuce subory dennikov a chyb sa prenesu do kone¢ného vystupného miesta na konci spracovania:
v subore *GloballLog*.tsv sa nachadza suhrn délezitych udalosti chodu,
v subore *LaneNLog*.tsv su uvedené udalosti spracovania kazdého pruhu,
v subore *Error*.tsv sa nachadza zoznam chyb, ku ktorym doSlo pocas chodu,
v subore *WarningLog*.tsv sa nachadza zoznam varovani, ku ktorym dos$lo po¢as chodu.

Vytvorenie $ablény Mapuje umiestnenie klastrov.

Zapis a extrakcia intenzity Zaznamenava umiestnenie kazdého klastra na prietokovom ¢lanku a uréuje hodnotu intenzity
kazdého klastra.

v

Korekcia fazovania Opravuje vplyvy fazovania a predfazovania.
Priméarna analyza baz UrCuje primarnu analyzu baz pre kazdy klaster.
Vyhodnocovanie kvality K vysledkom kazdej primarnej analyzy baz priraduje kvalitativne skore.

Vytvorenie Sablény
Prvym krokom pracovného postupu softvéru RTA je vytvorenie Sablony, ktora pomocou suradnic X a'Y
definuje poziciu jednotlivych klastrov na dlazdici.

Na vytvorenie Sablony su potrebné obrazoveé udaje z prvych 5 cyklov chodu. Po zobrazeni posledného
cyklu Sablény pre dlazdicu sa vytvori Sablona.

POZNAMKA Klaster je mozné podas tvorby ablén detegovat len v pripade, Ze je v prvwych 5 cykloch aspori 1
baza ina ako G. V pripade akychkolvek indexovanych sekvencii softvér RTA2 vyzaduije, aby bola v prvych 2
cykloch aspon 1 baza ina ako G.

Sabléna sluzi ako referencia pre nasledujuci krok registréacie a extrakcie intenzity. Pozicie klastrov pre cely
prietokovy ¢lanok sa zapiSu do suborov umiestnenia klastrov (*.locs) tak, ze kazdy pruh sa zapiSe do 1
suboru.

Zapis a extrakcia intenzity

Zapis a extrakcia intenzity sa za¢nu po vytvoreni Sablony.

Zapisom sa snimky vytvorené pocas kazdého nasledujuceho cyklu zobrazovania zarovnaju so
Sablénou.

Pri extrakcii intenzity sa ur¢i hodnota intenzity jednotlivych klastrov v Sabléne pre danu snimku.

Ak zlyha zapis akejkolvek snimky v cykle, v tomto cykle sa nevytvoria ziadne primarne analyzy baz pre tuto
dlazdicu.

Korekcia fazovania

Pocas reakcie sekvenovania sa kazdé viakno DNA v klastri prediZi pri kazdom cykle o 1 bazu. K fazovaniu
a predfazovaniu dochadza, ked sa vlakno dostane mimo fazy aktualneho cyklu inkorporacie.

K fazovaniu dochadza, ked baza zostane vzadu.
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K predfazovaniu dochadza, ked sa baza dostane dopredu.

Obrazok 29 Fazovanie a predfazovanie

A

A Cttanie s fazovanou bézou.
B Citanie s predfazovanou bazou.

V aplikacii RTA2 sa napravia Ucinky fazovania a predfazovania, ¢im sa zvysi kvalita Udajov v ramci kazdého
cyklu pocas chodu.

Primarna analyza baz

Pri primarnej analyze baz sa urCuje baza (A, C, G alebo T) pre kazdy klaster danej oblasti v konkrétnom
cykle. Pristroj NextSeq 550Dx vyuziva 2-kanalové sekvenovanie, ktoré si vyzaduje na zakddovanie udajov
baz 4 molekul DNA len 2 snimky, 1 z Cerveného kanala a 1 zo zeleného kanala.

Intenzity extrahované zo snimky sa porovnaju s druhou snimkou. Vysledkom su 4 odliSné populacie,
pricom kazda zodpoveda jednému nukleotidu. Pri primarnej analyze baz sa urCuje, do ktorej populacie
patria jednotlivé klastre.

Obrazok 30 Vizualizacia intenzit klastrov

zelenj

AW 00 0P ©X0 040 0@ 0@ 10 @ 140
Eervenj.

Tabulka1 Primarna analyza baz v dvojkanalovom sekvenovani

Baza Cerve’ny Zeleny kanal Vysledok
kanal

A 1 (zapnuté) 1 (zapnuté) Klastre, ktoré vykazuju svetelnu intenzitu v Cervenom aj zelenom kanali.
C 1 (zapnuté) 0 (vypnuté) Klastre, ktoré vykazuju svetelnu intenzitu iba v ¢ervenom kanali.

G 0 (vypnuteé) 0 (vypnuteé) Klastre, ktoré nevykazuju Ziadnu svetelnu intenzitu v znamom

umiestneni klastra.
T 0 (vypnuté) 1 (zapnuté) Klastre, ktoré vykazuju svetelnu intenzitu iba v zelenom kanali.
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Filtrovanie klastrov

Pocas chodu aplikacia RTA2 filtruje nespracované udaje, ¢im sa odstranuju Citania sekvencii, ktoré
nesplinaju prah kvality stanoveny pre Udaje. Prekryvajlce sa klastre a klastre s nizkou kvalitou sa odstrania.
Pri dvojkanélovej analyze RTA2 vyuziva na urCenie Cistoty primarnej analyzy baz systém zalozeny na
populaciach. Klastre prejdu (su schvalené) filtrom (PF), ak je Cistota nizSia ako 0,63 maximalne pri jedine;j
primarnej analyze baz pocas prvych 25 cyklov. Klastre, ktoré neprejdu filtrom, sa nepouziju na primarnu
analyzu baz.

Aspekty indexovania
Proces ¢itani indexov pri primarnej analyze baz sa liSi od primarnej analyzy baz pocas inych &itani.

Citania indexov sa musia za¢inat minimalne jednou bazou inou ako G v ktoromkolvek z prvych dvoch
cyklov. Ak sa Citanie indexov zaCne dvoma primarnymi analyzami baz G, nevygeneruje sa ziadna intenzita
signalu. Demultiplexovanie je mozné len v pripade, ak je signal pritomny v ktoromkolvek z prvych 2 cyklov.

V zaujme zvySenia robustnosti demultiplexovania vyberte sekvencie indexov, ktoré poskytuju signal v
aspon 1 kanali, pokial mozno v oboch kanaloch, pre kazdy cyklus. Dodrziavanim tohto usmernenia sa
zabrani kombin&cii indexov, ktorych vysledkom su iba bazy G v kazdom cykle.

Cerveny kandl — A alebo C
Zeleny kanal — A alebo T
Tymto procesom primarnej analyzy baz sa zabezpedi presnost analyzy vzoriek s nizkym plexom.

Vyhodnocovanie kvality

Kvalitativne skore alebo Q-skore je predpoved pravdepodobnosti nespravnej primarnej analyzy baz.
VysSSie Q-skore znamena, ze kvalita primarnej analyzy baz je vySsia a je pravdepodobnejsie, ze vysledky
budu spravne.

Q-skore predstavuje kompaktny spdsob hodnotenia malej pravdepodobnosti chyb. Kvalitativne skére su
vyjadrené ako Q(X), kde X je hodnota skdre. V nasledujucej tabulke je zobrazeny vztah medzi kvalitativhym
skore a pravdepodobnostou chyby.

Q-skére Q(X) Pravdepodobnost chyby
Q40 0,0001 (1 z10000)
Q30 0,001 (1 z1000)
Q20 0,01 (1 z100)
Q10 0,1 (1z10)

POZNAMKA Kuvalitativne vyhodnocovanie je zaloZzené na upravenej verzii algoritmu Phred.

Kvalitativnym vyhodnocovanim sa vypocita subor prediktorov pre kazdu primarnu analyzu baz a potom sa
pomocou hodnbt prediktorov vyhlada Q-skore v tabulke kvality. Tabulky kvality su vytvorené tak, aby
poskytovali optimalne presné kvalitativne predpovede pre chody generované Specifickou konfiguraciou
platformy sekvenovania a verzie chemickych procesov.

Po urCeni Q-skore sa vysledky zaznamenaju v suboroch primarnej analyzy baz (*.bcl.bgzf).
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Typ stboru

Subory primarnej
analyzy baz

Indexovy subor
primarnej analyzy baz

Subory umiestneni
klastrov

Subory filtrov

Subory InterOp

Konfiguracny subor
RTA

Subor s informaciami
o chode

Opis, umiestnenie a ndzov suboru

Kazda analyzovana dlazdica je zahrnuta do suboru primarnej analyzy baz agregovaného do 1
suboru pre kazdy pruh a kazdy cyklus. Agregovany subor obsahuje vysledky primarnej analyzy
baz a zakddované kvalitativne skore pre kazdy klaster v tomto pruhu.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Subory su ulozené v 1 priecinku pre kazdy pruh.
[Cycle].bcl.bgzf, kde [Cycle] predstavuje Stvormiestne Cislo cyklu. Subory primarnej analyzy baz
sa komprimuju pomocou blokovej kompresie gzip.

V pripade kazdého pruhu su v binarnom indexovom subore uvedené poévodné informacie o
dlazdiciach v podobe dvojice hodndt kazdej dlazdice, a to Cisla dlazdice a poctu klastrov tejto
dlazdice.

Indexové subory primarnej analyzy baz sa vytvaraju vtedy, ked sa prvykrat vytvori sibor primarnej
analyzy baz pre tento pruh.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Subory su ulozené v 1 priecCinku pre kazdy pruh.

s_[Lane].bci

V pripade kazdej dlazdice su suradnice XY kazdého klastra agregované do 1 suboru umiestnenia
klastra pre kazdy pruh. Subory umiestnenia klastrov su vysledkom vytvorenia Sablony.
Data\Intensities\LOO[X] — Subory su uloZzené v 1 priecinku pre kazdy pruh.

s_[lane].locs

Subor filtra Specifikuje, i klaster presiel filtrami. Informacie o filtroch su agregované do 1 suboru
filtra pre kazdy pruh a Citanie.

Subory filtrov sa generuju v cykle 26 na zaklade udajov z 25 cyklov.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Subory su ulozené v 1 priecinku pre kazdy pruh.
s_[lane].filter

Binarne subory hlaseni. Subory InterOp sa aktualizuju poc¢as chodu.
Priecinok InterOp

Konfiguracny subor RTA, ktory sa vytvara na zacCiatku chodu, obsahuje nastavenia chodu.
[Root folder], RTAConfiguration.xml

Su v nom uvedené informacie zahffhajuce nazov chodu, pocet cyklov v kazdom C&itani, informacie
o tom, Ci je Citanie indexované, a pocCet riadkov a dlazdic na prietokovom &lanku. Subor s
informaciami o chode sa vytvara na zadiatku chodu.

[Root folder], Runinfo.xml

Dlazdice prietokového ¢lanku

Dlazdice su malé oblasti snimania na prietokovom ¢lanku, ktoré kamera rozpoznava ako zorné pole.
Celkovy pocet dlazdic zavisi od poctu pruhov, riadkov a pléch, ktoré su zobrazené na prietokovom ¢lanku,
a od toho, ako kamery spolupracuju pri zhromazdovani snimok. Vysokovykonné prietokové ¢lanky maju
spolu 864 dlazdic.
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Tabulka 2 Dlazdice prietokového ¢lanku

Komponent Vvsoky

prietokového y’ Y Popis

A vykon

¢lanku

Pruhy 4 Pruh je fyzicky kanal s uréenymi vstupnymi a vystupnymi portmi.

Plochy 2 Prietokovy ¢lanok je snimany na 2 povrchoch, hornom a dolnom. Zobrazi sa horny
povrch 1 dlazdice, potom sa pred prechodom na nasledujucu dlazdicu zobrazi dolny
povrch tej istej dlazdice.

Pocet riadkov na pruh 3 Riadok je stipec dlazdic v pruhu.

Segmenty kamery 3 Pristroj pouziva na zobrazenie prietokového ¢lanku 6 kamier v 3 segmentoch na
kazdy pruh.

Pocet dlazdic na 12 Dlazdica je plocha na prietokovom &lanku, ktord kamera vidi ako 1 snimku.

riadok na segment

kamery

Celkovy pocet 864 Celkovy pocet dlazdic sa rovna pruhy x povrchy x riadky x segmenty kamery x

zobrazenych dlazdic dlazdice na riadok na segment.

Ocislovanie pruhov

Pruhy 1 a 3, nazyvané par pruhov A, sa zobrazuju sucasne. Pruhy 2 a 4, nazyvané par pruhov B,
sa zobrazia vtedy, ked sa ukonci zobrazovanie paru pruhov A.

Obrazok 31 Ocislovanie pruhov

@
i
i

A Par pruhovA-pruhy 1a3
B Par pruhov B —pruhy 2 a 4

Cislovanie riadkov

Kazdy pruh je zobrazeny na 3 riadkoch. Riadky vysokovykonnych prietokovych ¢lankov su ocislované od 1
do 3.

Obrazok 32 Cislovanie riadkov

. OEe=—_—T%o
O
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Ocislovanie kamier

Pristroj NextSeq 550Dx pouziva na snimanie prietokového ¢lanku 6 kamier.

Kamery su o&islované od 1 do 6. Kamery 1 — 3 zobrazuju pruh 1. Kamery 4 — 6 zobrazuju pruh 3.
Po zobrazeni pruhov 1 a 3 sa zobrazovaci modul presunie na os X a zobrazi pruhy 2 a 4.

Obrazok 33 Ocislovanie kamier a segmentov (Zobrazenie vysokovykonného prietokového ¢lanku)

03 i

@) 5) ®)

Cislovanie dlazdic

V kazdom riadku kazdého segmentu kamery je 12 dlazdic. Dlazdice su oCislované od 01 do 12, a to bez
ohladu na ¢&islo riadka alebo segment kamery, a su oznacené 2 Cislicami.

Obrazok 34 Cislovanie dlazdic

@ @ O O

(

Uplné &islo dlazdice obsahuje 5 &islic, ktoré predstavuju umiestnenie takto:

Povrch — 1 predstavuje hornu plochu, 2 predstavuje dolnu plochu
Riadok — 1, 2 alebo 3
Kamera-1, 2, 3, 4, 5 alebo 6
Dlazdica — 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 alebo 12
Priklad: Cislo dlazdice 12508 oznaduje hornt plochu, riadok 2, kameru 5 a dlazdicu 8.

Uplné 5-miestne &islo dlazdice sa pouZiva v ndzve stborov miniatir a stiborov empirického fazovania.
DalSie informacie najdete v Casti Vystupné subory sekvenovania na strane 59.
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Operacny softvér automaticky vytvara nazov vystupného priecinka.
[ Data (Udaje)
(™ Intensities (Intenzity)
(7 BaseCalls (Primarna analyza baz)
[ Loo1 - Subory primarnej analyzy baz pre pruh 1, zoskupené v 1 subore na cyklus.
= Loo2 - Subory primarnej analyzy baz pre pruh 2, zoskupené v 1 subore na cyklus.
(= L0083 - Subory primarnej analyzy baz pre pruh 3, zoskupené v 1 stbore na cyklus.
(= Lo04 - Subory primarnej analyzy baz pre pruh 4, zoskupené v 1 stbore na cyklus.
(= LoO1 - Zoskupeny subor *.locs pre pruh 1.
(= Lo02 - Zoskupeny subor *.locs pre pruh 2.
(" LOo03 - Zoskupeny subor *.locs pre pruh 3.
(= L004 - Zoskupeny stbor *.locs pre pruh 4.
[ Images (Snimky)
(= Focus (Zaostrenie)
(= LOO1 - Zaostrené snimky pre pruh 1.
(= LO02 - Zaostrené snimky pre pruh 2.
(= LOO3 — Zaostrené snimky pre pruh 3.
(= LOO4 — Zaostrené snimky pre pruh 4.
(T InterOp - Binérne subory.
= Logs (Zaznamy) — Zaznamenané subory opisujuce operacné kroky.
[ Recipe (Navod) — Subor navodu $pecifického pre chod, ktorého nézov je ID kazety s reagenciami.
(= RTALogs (Zaznamy RTA (Analyza v redlnom &ase)) — Zaznamenané subory opisujice kroky analyzy.
[E] RTAComplete.txt (subor RTAComplete.txt)
=] RTAConfiguration.xml (Konfiguracny subor RTA)
=l Runinfo.xmi (Subor s informaciami o chode)

=l RunParameters.xml (Subor parametrov chodu)
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Referencna prirucka pristroja NextSeq 550Dx vo vyskumnom rezime

Typ suboru Opis, umiestnenie a nazov stuboru

Subory GTC Subor primarnej analyzy genotypu. Subor GTC sa vytvara pre kazdu vzorku naskenovanu
na Cipe BeadChip. Nazov suboru obsahuje Ciarovy kod a skenovanu vzorku.
[Giarovy kéd]_[vzorka).gtc

Subory snimok Subory snimok sa pomenuvaju na zaklade skenovanej oblasti na Cipe BeadChip. Nazov
zahfha Ciarovy kod, vzorku a Cast na Cipe BeadChip, riadok a kanal snimania (Cerveny
alebo zeleny).

[Ciarovy kéd]_[vzorka]_[Cast]_[riadok]_[kamera]_[dlazdica]_[kanal].jog

o Ciarovy kéd — Nazov stiboru sa zadina &iarovym kédom &ipu BeadChip.

* Vzorka — Oblast ¢ipu BeadChip, ktord sa &isluje ako riadok (ROX) zhora nadol, a stipec
(COX) zlava doprava.

o Cast - Cislovany riadok v ramci vzorky.

* Riadok — Cipy BeadChip sa snimaju ako stibor prekryvajlcich sa dlaZdic. Preto sa na
zobrazenie Casti pouziva iba 1 riadok.

e Kamera — Kamera pouzita na zber snimok.

e Dlazdica — Oblast snimania definovana kamerou ako zorné pole.

e Kanal — Kanal je bud Gerveny, alebo zeleny.

= [Date]_[Instrument Name]_[Scan#]_[Barcode] ([Datum]_[N&zov pristroja]_[C. skenu]_[Ciarovy kéd])
[ [Barcode] ([Ciarovy kéd])
(= Config (Konfiguracia)
= Effective.cfg — Zaznamy nastaveni konfiguracie pouzité pocas skenovania.
(= Focus (Zaostrenie) — Obsahuje subory snimok pouzivané na zaostrenie skenovania.

= Logs (Protokoly) — Obsahuje subory protokolov, v ktorych je uvedeny kazdy krok vykonany
pocas skenovania.

(= PreScanDiagnosticFiles
() [Date_Time] Barcode Scan ([Datum_Cas] Sken Siarového kédu)
=l ProcessedBarcode.jpg — Snimka Ciarového kodu Cipu BeadChip.

B Scanning Diagnostics (Diagnostika skenovania) (subory protokolov)

=l PreScanChecks.csv — Zaznamy vysledkov automatickej kontroly.
=l Subory GTC - subory primarnej analyzy genotypu (1 subor na vzorku).
= Subory IDAT — [Volitelné] Subory udajov intenzity (2 subory na vzorku; 1 pre kazdy kanal).
=l Subory snimok — Subory snimok kazdej vzorky, Casti, riadka, kamery, dlazdice a kanala.
=] [Barcode]_sample_metrics.csv ([Ciarovy kéd]_vzorka_metrika.csv)
=l [Barcode]_section_metrics.csv ([Ciarovy kéd]_&ast_metrika.csv)

=l scanParameters.xml
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filter klastrov (PF) 58
filter na zabezpecenie Cistoty 58
adaptér filtrovanie klastrov 58
orientacia Cipu BeadChip 29 formamid, pozicia 6 22
vlozenie Cipu BeadChip 31
zékladné informacie 5
aktualizacny softvér 39
algoritmus Phred 58
analyza
vystupné subory 59
analyza, primarna
Cistota signalu 58
aspekty indexovania 58

chlérnan sodny, preplachovanie 36
chyby a upozornenia 55

chyby a varovania 4

chyby kontroly pred spustenim chodu 44

ikony

BaseSpace 52 chyby a varovania 4
prihlasenie 18 . stay 4

BeadChip intenzity 57
adaptér 5, 29
analyza 1
Ciarovy kéd nemozno precitat 48
orientacia ¢iarového kédu 29 kazeta s pufrom 9, 21
typy 1 kazeta s reagenciami
vloZzenie 31 zakladné informacie 8
zlyhanie registracie 49 zasobnik ¢. 28 36

zasobnik na pozicii ¢. 6 22

klavesnica 12

klient dekddovania suborov 27

kompatibilita
prietokovy Clanok, kazeta s reagenciami 6
sledovanie pomocou RFID 8
sledovanie RFID 6

komponenty
snimaci prieCinok 3

Konfiguracia 52

Decode File Client konfiguracia systému BaseSpace 23
pristup podla Cipu BeadChip 29 kontrola pred spustenim chodu 24, 31
pristup podla uctu 28

dizka &itania 15-16

dokumentacia 2, 69

Cislovanie dlazdic 61
Cislovanie pruhov 60
Cislovanie riadkov 60

metrika chodu 25
metriky
cykly hustoty klastrov 25
empirické fazovanie 56 cykly intenzity 25
primarna analyza baz 57
monitorovacia sluzba lllumina Proactive 52

fazovanie, predfazovanie 56
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nastavenia konfiguracie 51
nastavenia systému 12
nastavenie chodu, rozSirena moznost 13

oc¢islovanie kamier 61
online skolenia 2

opatovné zavedenie do vyskumného rezimu 12

opatovne zaviest
pristroj 41

parametre chodu
rezim BaseSpace 23
samostatny rezim 23
Uprava parametrov 23
pary pruhov 60
pocet cyklov v &itani 15
pomoc, technicka 69
pomocnik
dokumentacia 2
pouzité reagencie
likvidacia 37
odstranenie 19
zasobnik plny 46
pouzivatelské meno a heslo 11
pracovny postup
aspekty indexovania 58
BeadChip 31
chlérnan sodny 36
kazeta s pufrom 21
kazeta s reagenciami 21
kontrola pred spustenim chodu 24, 31
metrika chodu 25
pouzité reagencie 19
prietokovy ¢lanok 18
prihlasenie do systému BaseSpace 18
priprava prietokového ¢lanku 17
rezim BaseSpace 23
rozsirena moznost nacitania 13
samostatny rezim 23
sekvenovanie 56
trvanie chodu 15-16
zékladné informacie 16, 28
pracovny postup sekvenovania 16, 56
pravdepodobnost chyby 58
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pravidla na pouzivanie laboratérnej vody 14
prenos udajov

Udaje skenovania 33

universal copy service 25
preplachnutie

automatické 26

komponenty preplachnutia 35

manualne preplachnutie 35

spotrebny material dodavany

pouzivatelom 35

preplachnutie po ukonceni chodu 26
preplachnutie pristroja 35
preventivna udrzba 35
prieCinok DMAP

klient dekddovania suborov 27

stahovanie 28
prieCinok na pufer 3
prieCinok s reagenciami 3
prietokovy ¢lanok 46

balenie 17

Cislovanie dlazdic 61

¢islovanie pruhov 60

Cislovanie riadkov 60

Cistenie 17

dlazdice 59

pary pruhov 7

snimanie 61

zékladné informacie 7

zarovnavacie koliky 18
primarna analyza baz 57

aspekty indexovania 58
pristroj

avatar 12

indikatory rezimu 12

nastavenia konfiguracie 51

prezyvka 12

reStart 41

reStartovanie 41

spustenie 11

vypina¢ 5

vypnutie 41

Q-skore 58

RAID Error Message (Chybové hlasenie RAID
(redundantné pole nezavislych
diskov)) 50
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reagencie
spravna likvidacia 21
zbalené v suprave 6
rehybridizacia 46
rehybridizacia priméru 46
rehybridizacia, ¢itanie 1 46
reStart 41
reStartovanie
pristroj 41
rezim RUO 12
riadiaci softvér 4
rieSenie problémov

Ciarovy kod Cipu BeadChip nemozno

precitat 48
kontrola pred spustenim chodu 44
metrika s nizkou kvalitou 46
nahradenie suborov manifestov a
klastrov 50
subory Specifické pre chod 43

subory Specifické pre skenovanie 44

zasobnik na pouzité reagencie 46

zlyhanie registracie skenovania 49
rozS8irena moznost nacitania 13
Runinfo.xml 43, 59

samostatna konfiguracia 23
sekvenovanie
spotrebny material dodavany
pouzivatelom 13
uvod 15
sledovanie RFID 6
snimaci priecinok 3
softvér

analyza snimok, primarna analyza baz 4

automaticka aktualizacia 40
inicializacia 11
manualna aktualizacia 40
nastavenia konfiguracie 51
trvanie chodu 15-16
v pristroji 4
softvér BlueFuse Multi 1
softvér Real-Time Analysis 4
fazovanie 56
pracovny postup 56
vysledky 59
spotrebny material 6
kazeta s pufrom 9
kazeta s reagenciami 8
laboratdrna voda 14
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preplachovaci spotrebny material 35-36
prietokovy ¢lanok 7

sekvenovacie chody 13

udrzba pristroja 14

14

spravovanie pristroja

vypnutie 41

spravovat pristroj

vypnutie 41

stavové vystrahy 4

stavovy pruh 3

subory filtra 59

subory GTC 63

subory InterOp 43, 59

subory locs 59

subory primarnej analyzy baz 59
sucasti

priecinok na pufer 3
prieCinok na reagencie 3
snimaci priecinok 3
stavovy pruh 3

systémové pouzivatelské meno a heslo 11

technicka pomoc 69

template generation (Vytvorenie Sablény) 56
trvanie chodu 15-16

tvorba klastrov 15, 25

udrzba pristroja

spotrebny material 14

udrzba, preventivna 35
umiestnenie klastra

subory 59
vytvorenie Sablony 56

umiestnenie prieCinka 23
Universal Copy Service 25

vstupné subory, scan

subory klastrov 27

vstupné subory, skenovanie

prieCinok DMAP 27
prieCinok DMAP, stiahnutie 28
subory klastrov 50
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subory manifestov 27, 50
vyCistenie spotrebného materialu 13
vypina¢ 5, 11
vypnutie pristroja 41
vystupné subory 59
vystupné subory skenovania

GTC, IDAT 63
vystupné subory, sekvenovanie 59
vystupné subory, skenovanie

GTC, IDAT 63
vytvorenie Sablony 56
vzduchovy filter 4, 38

Windows
ukon&enie 41

zakaznicka podpora 69
zobrazovanie, 2-kanalové sekvenovanie 57
zvuk 12
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Technickd pomoc vam poskytne technicka podpora spolocnosti lllumina.

Webova lokalita: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Telefonne Cisla oddelenia zékaznickej podpory spolocnosti lllumina

Regién

Severnd Amerika
Australia
Belgicko

Cina

Déansko

Finsko
Francuzsko
Holandsko
Hongkong, Cina
frsko

Japonsko
Juzna Kérea
Nemecko
Nérsko

Novy Zéland
Rakusko
Singapur
Spojené kralovstvo
Spanielsko
Svajgiarsko
Svédsko
Taiwan, Cina
Taliansko

Ostatné krajiny

Karty bezpe¢nostnych Udajov (Safety data sheets, SDS) — k dispozicii na webovej lokalite spolo¢nosti

Bezplatné
+1.800.809.4566
+1.800.775.688
+32 80077160
400.066.5835
+45 80820183
+358 800918363
+33 805102193
+31 8000222493
800960230

+353 1800936608
0800.111.5011
+82 80 234 5300
+49 8001014940
+47 800 16836
0800.451.650
+43 800006249
+1.800.579.2745
+44 8000126019
+34 911899417
+41 565800000
+46 850619671
00806651752
+39 800985513
+44 1799 534000

lllumina na stranke support.illumina.com/sds.html.
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