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Revisionshistorik

Dokument Datum Andringsbeskrivning
Dokumentnr Oktober En anmarkning om sjudagarstimern har lagts till i Kontroller for
1000000041922 vO3 2021 sekvenseringskorningar.

Dokumentnr November Bilden i avsnittet Utféra en manuell tvatt har uppdaterats for att
1000000041922 v02 2020 motsvara nya reagenstvattkassetter och bufferttvattkassetter.
Informationen om statusféltet har uppdaterats med ytterligare farger.

Dokumentnr Mars 2018 Information om lllumina Proactive-6vervakningstjansten har lagts till i

1000000041922 vO1 avsnittet Konfigurera systeminstalliningar.
Dokumentnr# November Forsta utgavan.
1000000041922 vOO 2017

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE

Endast fér forskningsbruk. Inte fé6r anvandning i diagnostiska procedurer.

Arbetsflédet fér sekvensering har uppdaterats med ett avsnitt om att
skapa en korning med hjélp av Local Run Manager.
Stabilitetsgransen har andrats.

Infinium Methylation EPIC har lagts till som en BeachChip-typ.
Ikonbilder har uppdaterats i enlighet med andringar av
anvandargranssnittet.
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Om den har guiden
INLOONING 1
Ytterligare resurser
Instrumentets delar
Oversikt dver reagenssatsen
Oversikt dver férbrukningsmaterial fr sekvensering

| den har referensguiden finns anvisningar om hur NextSeq 550Dx-instrumentet anvands i forskningslage
(RUO-lage).

Sekvenseringsfunktioner

Sekvensering med hég genomstrémning — NextSeqTM 550Dx-instrumentet mojliggdér sekvensering av
DNA-bibliotek.

Realtidsanalys (Real-Time Analysis, RTA) — Utfor bildbearbetning och basbestamning. Mer information
finns i avsnittet Realtidsanalys pé sidan 55.

Dataanalyskapacitet i instrumentet — Programanalysmoduler i analysprogrammet som har angetts for
kdrningen kan analysera korningsdata.

Dubbel start — NextSeq 550Dx-instrumentet innehaller separata harddiskar som stdder lagen for
diagnos (Dx) och forskning (RUQO).

Matrisskanningsfunktioner

Integrerad matrisskanning i kontrollprogrammet — NextSeq 550Dx-instrumentet tillater att du vaxlar
mellan matrisskanning och sekvensering med hog genomstromning p& samma instrument med hjalp
av samma kontrollprogram.

Utdkad avbildningskapacitet — Avbildningssystemet i NextSeq 550Dx-instrumentet innefattar program-
och stegéandringar som mojliggor avbildning av ett storre omrade for BeadChip-skanning.

BeadChip-typer — Kompatibla BeadChip-typer innefattar CytoSNP-12, CytoSNP-850K, Infinium
MethylationEPIC och Karyomap-12.

BeadChip-adapter — En ateranvandbar BeadChip-adapter mojliggor enkel laddning av ett BeadChip i
instrumentet.

Dataanalys — Anvand BlueFuse® Multi-programmet for att analysera matrisdata.
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Foljande dokument kan hamtas pa llluminas webbplats.

Resurs

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

Sékerhets- och
efterlevnadsguide fér
NextSeq 550Dx-instrument
(dokumentnr
7000000009868)

RFID Reader Compliance
Guide (Efterlevnadsguide for
RFID-ldsare) (dokumentnr
7000000030332)

Referensguide fér NextSeq
550Dx-instrument i
forskningsldge (dokumentnr
71000000041922)

NextSeq 550 System Guide
(Systemguide for NextSeq
550) (dokumentnr
15069765)

NextSeq 550 System Guide
(Systemguide fér NextSeq
550)

Hjélp med BaseSpace

Beskrivning

Specifikationer for laboratorieutrymmet, elektriska krav och miljéfaktorer att ta hansyn till.

Information om driftsékerhet, efterlevnad och instrumentmarkning.

Information om RFID-l&saren i instrumentet, efterlevnadscertifieringar och
sakerhetsatgéarder.

Innehaller instrumentets anvandningsanvisningar och felsokningsprocedurer. Anvand den
har guiden nar NextSeq 550Dx-instrumentet anvands i forskningslage med NextSeqg-
kontrollprogram (NCS) v3.0.

Innehaller instrumentets anvandningsanvisningar och felsékningsprocedurer. Anvand den
har guiden nér NextSeq 550Dx-instrumentet anvands i forskningslage med NextSeqg-
kontrollprogram (NCS) v4.0 eller senare.

Ger en dversikt Over instrumentkomponenter, anvisningar fér anvandning av instrumentet
samt underhalls- och felsdkningsprocedurer.

Information om hur du anvander BaseSpaceTM—sekvenseringshubb och tillgangliga
analysalternativ.

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

Besok supportsidorna for NextSeq 550Dx pa llluminas webbplats for tillgang till dokumentation,
programnedladdningar, onlineutbildning och vanliga fragor och svar.
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Instrumentets delar

NextSeq 550Dx-instrument har en pekskarm, ett statusfalt och fyra fack.

Bild 1 Instrumentets delar

Avbildningsfack — Har placeras flodescellen under en sekvenseringskorning.

Pekskarm — Gor det majligt att konfigurera och stélla in instrumentet med operativsystemets granssnitt.
Statusfalt — Indikerar instrumentets status som bearbetar (bld), kraver uppmarksamhet (orange), redo for
sekvensering (gron), initieras (vaxelvis bla och vit), &nnu inte initierad (vit) eller kraver tvatt inom de
narmaste 24 timmarna (gul).

Buffertfack — Innehaller buffertkassetten och behallaren for forbrukade reagenser.

Reagensfack — Innehéller reagenskassetten.

Luftfilterfack — Innehaller Iuftfiltret. Du har atkomst till filtret pa instrumentets baksida.

Strémbrytare — Slar pa och sténger av instrumentet och instrumentdatorn.

o w>
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Avbildningsfack

| avbildningsfacket finns plattformen, som har tre inpassningsstift fér positionering av flddescellen.
Efter det att flddescellen har laddats stdngs avbildningsfackets lucka automatiskt och komponenterna
flyttas pa plats.

Reagens- och buffertfack

Att konfigurera en sekvenseringskorning pa NextSeq 550Dx-instrumentet kraver atkomst till reagensfacket
och buffertfacket for att ladda forbrukningsmaterial for korningen och témma behéllare for férbrukade
reagenser.
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Bild 2 Reagens- och buffertfack

A

Reagensfackets lucka — Stanger reagensfacket med en hake under dorrens nedre hdgra hom.
Reagensfacket innehaller reagenskassetten.

Reagenskassetten — Reagenskassetten &r en forfylld engangsprodukt.

Buffertkassetten — Buffertkassetten &r en forfylld engangsprodukt.

Behallaren for forbrukade reagenser — Forbrukade reagenser samlas in for kassering efter varje korning.
Buffertfackets lucka — Stanger buffertfacket med en hake under doérrens nedre vanstra hom.

Luftfilterfacket

Luftfilterfacket sitter pa instrumentets baksida och innehaller Iuftfiltret. Byt ut luftfiltret var 90:e dag.
Information om hur du byter ut filtret finns i Byta ut luftfiltret pa sidan 38.

mooOw

NextSeq 550Dx-programmet

Instrumentprogrammet innehéller integrerade applikationer som utfér sekvenskorningar.

> NextSeq Control Software (NCS) — Kontrollprogrammet guidar dig genom stegen att konfigurera en
sekvenseringskaorning.

» Real-Time Analysis (RTA) — RTA utfor bildanalyser och basbestdmning under kérningen. NextSeq
550Dx-instrumentet anvander RTA v2, vilket innefattar viktiga arkitektur- och funktionsskillnader fran
tidigare versioner. Mer information finns i avsnittet Realtidsanalys pé sidan 55.

Statusikoner

En statusikon i det 6vre hdgra hdrnet av NCS visar statusandringar under kérningskonfigurationen eller
under kérningen.

Statusikon Statusnamn Beskrivning

E Status OK Systemet &r normait.
m Processing Systemet bearbetar.
f (Bearbetar)
Warning En varning har utldsts.
(Varning) Varningar stoppar inte en kdrning eller behover atgérdas innan kérningen kan aterupptas.
Error (Fel) Ett fel har intraffat.
x Fel maste atgardas innan kérningen kan aterupptas.
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Statusikon Statusnamn Beskrivning

E Service Ett handelse som maste atgérdas har intréffat. Se meddelandet fér mer information.
Needed

(Service kravs)

lkonen blinkar nar en status &ndras. Valj ikonen for att se en beskrivning av tillstandet. Valj Acknowledge
(Bekrafta) for att bekrafta meddelandet och Close (Stang) for att stanga dialogrutan.

OBS!

Ikonen aterstalls nar du bekraftar meddelandet och meddelandet tonas ned. Anvandaren kan fortfarande
visa meddelandet genom att valja ikonen, men det férsvinner nar NCS startas om.

Stréombrytare

Strombrytaren pa framsidan av NextSeq 550Dx slar pa strommen till instrumentet och instrumentdatorn.
Strombrytaren utfor nedanstaende atgarder beroende pa instrumentets stromlage. Som standard startar
NextSeq 550Dx i diagnoslage.

Information om hur du startar instrumentet for férsta gangen finns i Starta instrumentet pa sidan 11.
Information om hur du stanger av instrumentet finns i Stdnga av instrumentet péa sidan 41.

Strémlage Atgard
Instrumentet ar avstangt Tryck pa knappen for att sl& pa strommen.
Instrumentet ar pa Tryck pa knappen for att stdnga av strommen. En dialogruta visas pa skarmen for att

bekréafta att instrumentet stangs av.

Instrumentet ar pa Hall strombrytaren intryckt i 10 sekunder for att tillampa en hard avstangning av
instrumentet och instrumentdatorn.
Anvand endast den har metoden for att stdnga av instrumentet om instrumentet inte svarar.

OBS! Om du stanger av instrumentet under en sekvenseringskdrning avslutas kérningen omedelbart. Att avsluta
en korning &r en definitiv handling. Kérningens forbrukningsmaterial kan inte teranvandas och sekvenseringsdata
fran kérningen sparas inte.

Oversikt dver den ateranvandbara BeadChip-adaptern

Den ateranvandbara BeadChip-adaptern héaller BeadChip pa plats nar skanningar utfors. BeadChip hélls
fast i adapterns férsankta fack med hjalp av en klamma. Dérefter placeras BeadChip-adaptern pa
plattformen i avbildningsfacket.
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Bild 3 Ateranvandbar BeadChip-adapter
A N

A BeadChip-adapter
B Klamma

Det forbrukningsmaterial for sekvensering som kravs for att kora NextSeq 550Dx tillhandahélls separat i en
sats for engangsbruk. Varje sats innehaller en flodescell, en reagenskassett, en buffertkassett och
biblioteksspadningsbuffert. Mer information finns i bipacksedlarna for NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2 (300 cycles), NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) eller NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 cycles).

Flodescellen, reagenskassetten och buffertkassetten anvander radiofrekvensidentifiering (RFID) for exakt
sparning och kompatibilitet.
FORSIKTIGHET!

NextSeq 550Dx High Output Reagent v2.5 kit kraver NOS 1.3 eller senare for att instrumentet ska
acceptera v2.5 av flodescellskassetten. Slutfér programuppdateringar innan du férbereder prover och
forbrukningsmaterial for att undvika att reagenser och/eller prover gar till spillo.

OBS!
Forvara forbrukningsmaterialet for sekvensering i sina férpackningar tills de ska anvandas.

Markning av satskompatibilitet

Satskomponenter ar méarkta med fargkodade indikatorer for att visa kompatibiliteten mellan flédesceller
och reagenskassetter. Anvand alltid en kompatibel reagenskassett och flodescell. Buffertkassetten ar
universell.

Varje flodescell och reagenskassett ar markt som High (Hog) eller Mid (Medelh6g). Kontrollera alltid
markningen nar du férbereder forbrukningsmaterial fér en kdrning.
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Satstyp Mérkning

Satskomponenter med hog effekt

HIGH

Satskomponenter med medelhdg effekt @

Oversikt dver flodescellen

Bild 4 Flodescellskassett

A Sparpar A-Spar 1 och 3
B Sparpar B - Spar 2 och 4
C Flodescellskassettens ram

Flodescellen &r ett glasbaserat substrat pa vilket kluster genereras och sekvenseringsreaktionen ager rum.
Flddescellen &r innesluten i en flddescellkassett.
Flodescellen har fyra spar som avbildas parvis.

Spar 1 och 3 (sparpar A) avbildas samtidigt.

Spar 2 och 4 (sparpar B) avbildas nar avbildningen av spéarpar A har slutforts.

Trots att flodescellen har fyra spar sekvenseras endast ett bibliotek eller en uppsattning poolade bibliotek
pa flodescellen. Bibliotek laddas pa reagenskassetten fran en behallare och 6verfors automatiskt till
flodescellen och alla fyra spar.

Varje spar avbildas i sma avbildningsomraden som kallas for plattor. Mer information finns i
Flédescellsplattor péa sidan 59.
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Oversikt 6ver reagenskassetten

Reagenskassetten ar forbrukningsmaterial for engangsbruk med RFID-spérning och folieférseglade
behéallare som ar forfyllda med reagenser for klustring och sekvensering.

Bild 5 Reagenskassett

Reagenskassetten innehéller en specifik behallare for laddning av férberedda bibliotek. Nar korningen
startar Overfors bibliotek automatiskt fran behallaren till flodescellen.

Flera behéllare &r reserverade for den automatiska tvatten efter kdrningen. Tvattldsningen pumpas genom
systemet fran buffertkassetten till de reserverade behéllarna och sedan till behallaren for forbrukade
reagenser.

VARNING!

Den har uppsattningen med reagenser innehéller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta
vid inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive égonskydd,
handskar och en laboratorierock som lampar sig fér den hér graden av exponering. Hantera anvanda
reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala bestdmmelser.
Ytterligare information om miljé, halsa och sakerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS) pa
support.illumina.com/sds.html.
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Reserverade behéllare

Bild 6 Numrerade behéallare

@@Q@©O@
Q@@O@
@ @
@ @ @

= —|
\_ = 2 illumina Y,

Position Beskrivning

7,8o0ch9 Reserverade for valfria anpassade primrar

10 Fér laddning av bibliotek

Den l6stagbara behéllaren i position 6

Den forfyllda reagenskassetten har ett denatureringsreagens i position 6 som innehaller formamid.
Behallaren i position 6 ar I6stagbar for att underlatta séker kassering av oanvanda reagenser efter
sekvenseringskorningen. Mer information finns i Ta bort en anvédnd behallare fran position 6 pa sidan 22.

Oversikt 6ver buffertkassetten

Buffertkassetten ar en engadngsprodukt med tre behallare som ér forfyllda med buffertar och tvattlésning.
Innehallet i buffertkassetten racker till sekvensering av en flodescell.

Bild 7 Buffertkassett
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Kapitel 2 Komma igang

Starta INStrUMEN et 11
Anpassa systeminstalNINgar . .. . 12
Férbrukningsmaterial och utrustning som tillhandahélls av anvandaren ..................................cccccccc.. 13

Starta instrumentet

Sl& pa strombrytaren till 1aget | (pd).

Bild 8 Strombrytaren pa instrumentets baksida

1 Tryck pa strombrytaren ovanfor reagensfacket. Strombrytaren slar pa strommen till instrumentet och
startar den integrerade instrumentdatorn och programvaran.

Bild9 Strombrytaren pa instrumentets framsida

2 Vanta tills operativsystemet har laddats klart.
NextSeq Control Software (NCS) startar och initierar systemet automatiskt. Startskarmen dppnas nar
initieringssteget har slutforts.

3 Ange ditt anvandarnamn och I6senord fér Local Run Manager.
Information om I6senord finns i Anvédndariésenord pa sidan 1. Information om hur du skapar ett konto |
Local Run Manager finns i Instéllningar och atgérder fér administratérer pa sidan 1.

4 Valj Login (Logga in).
Startskarmen 6ppnas med ikonerna Sequence (Sekvensera), Local Run Manager, Manage Instrument
(Hantera instrument) och Perform Wash (Utfor tvatt).

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE 11
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Instrumentets lagesindikatorer

Standardlaget for NextSeq 550Dx ar diagnosléaget. Foljande indikerar instrumentets lage pa NCS-skarmen.

Lage Startskérm Fargfalt Statusikonriktning

Diagnoslage Welcome to NextSegDx Bla Horisontell
(Valkommen till NextSeqDx)

Forskningslage Welcome to NextSeq Orange Vertikal
(Valkommen till NextSeq)

Systemprogramvaran innehaller anpassningsbara systeminstalliningar for instrumentidentifiering,

indataalternativ, ljudinstaliningar och utdatamappens plats. Information om hur du andrar
natverkskonfigurationsinstallningarna finns i Konfigurera systeminstaliningar pa sidan 50.
Anpassningsalternativ:

Anpassa instrumentidentifiering (avatar och smeknamn)

Konfigurera indataalternativ och ljud

Ange alternativ for konfiguration av kérningar

Avstangningsalternativ

Konfigurera instrumentstart efter kontroll fore korning

Alternativet att skicka instrumentets prestandadata till lllumina

Ange en utdatamapp for korningar

Anpassa instrumentets avatar och smeknamn
1 Valj Manage Instrument (Hantera instrument) pa startskarmen.
Valj System Customization (Systemanpassning).

Valj en bild for instrumentet genom att vélja Browse (Bladdra) och ga till bilden.

Ange ett 6nskat namn for instrumentet i faltet Nick Name (Smeknamn).

a A~ W N

Valj Save (Spara) for att spara instéllningarna och uppdatera skarmen.
Bilden och namnet visas i det Ovre vanstra hornet pa varje skarm.

Ange tangentbordsalternativ och ljud

1 Valj Manage Instrument (Hantera instrument) pa startskarmen.
2 Valj System Customization (Systemanpassning).

3 Valj kryssrutan Use on-screen keyboard (Anvand skéarmtangentbordet) for att aktivera
skarmtangentbordet for inmatning till instrumentet.

4 Valj kryssrutan Play audio (Spela upp ljud) for att aktivera ljud for nedanstaende handelser.
Nar systemet startas
Nar en kérning startas
Nar specifika fel intraffar
Néar en anvandaratgéard kravs
Nar en kérning har slutforts

5 Valj Save (Spara) for att spara instéllningarna och uppdatera skarmen.

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE
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Ange alternativ for konfiguration av kérningar

1 Valj System Customization (Systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (Hantera instrument).

2 Markera kryssrutan Use Advanced Load Consumables (Anvand avancerad laddning av
forbrukningsmaterial) for att aktivera alternativet att ladda allt forbrukningsmaterial for kdrningen fran
en och samma skarm.

3 Markera kryssrutan Skip Pre-Run Check Confirmation (Hoppa 6ver bekréaftelse av kontroll fore kdrning)
for att automatiskt starta sekvenseringen efter en lyckad automatisk kontroll.

4 Valj Save (Spara) for att spara instéllningarna och lamna skarmen.

Stall in alternativ féor automatiskt tomning

1 Valj System Customization (Systemanpassning) pa skarmen Manage Instrument (Hantera instrument).

2 Markera kryssrutan Purge Consumables at End of Run (Tom férbruknigsmaterial i slutet av kérningen)
for att automatiskt tomma oanvanda reagens fran reagenskassetten i behéllaren for anvanda reagens
efter varje koérning.

OBS! Automatisk tdmning av férbrukningsmaterial férlanger arbetsflddet.

3 Valj Save (Spara) for att spara instéllningarna och lamna skarmen.

Nedanstéende férbrukningsmaterial och utrustning anvands med NextSeq 550Dx-instrumentet. Foljande
férbrukningsmaterial och utrustning anvands for forberedelse av férbrukningsmaterial, sekvensering och
instrumentunderhall. Mer information finns i NextSeq 550 System Guide (Systemguide for NextSeq 550).

Foérbrukningsmaterial for sekvensering

Férbrukningsmaterial Tillverkare Anvandningsomrade
Alkoholservetter, 70 % isopropyl VWR, katalognr 95041-714 Rengoring av flddescell samt allmanna
eller (eller motsvarande) andamal.
etanol, 70 % Valfri leverantor av
laboratorieutrustning
Servett for laboratoriebruk, luddfri VWR, katalognr 21905-026 Rengoring av flddescell samt allméanna
(eller motsvarande) andamal.

Forbrukningsmaterial for underhall och felsékning

Férbrukningsmaterial Tillverkare Anviandningsomrade
NaOCl, 5 % Sigma-Aldrich, katalognr Rengdring av instrumentet med hjélp av manuell tvatt efter
(natriumhypoklorit) 239305 en koérning, spadd till 0,12%.

(eller likvardig produkt av
laboratoriekvalitet)

Tween 20 Sigma-Aldrich, katalognr Rengoring av instrumentet med hjélp av alternativ for
P7949 manuell tvatt, spadd till 0,05 %.
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Férbrukningsmaterial Tillverkare Anviandningsomrade

Vatten av laboratoriekvalitet Valfri leverantor av Tvétt av instrument (manuell tvatt).
laboratorieutrustning

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

Riktlinjer for vatten av laboratoriekvalitet

Anvand alltid vatten av laboratoriekvalitet eller avjoniserat vatten for att utféra instrumentprocedurer.

Anvand aldrig kranvatten. Anvand endast vatten av foljande kvaliteter eller likvardiga:
Avjoniserat vatten
lllumina PW1
vattenkvalitet 18 megaohm (MQ)
Milli-Q-vatten
Super-Q-vatten
Vatten av molekylarbiologisk kvalitet

Utrustning
Artikel Tillverkare
Frostfri frys, —25 °C till =15 °C Valfri leverantér av laboratorieutrustning
Kylskép, 2 °C till 8 °C Valfri leverantor av laboratorieutrustning

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE
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For att utfora en sekvenseringskorning pa NextSeq 550Dx-instrumentet ska du forbereda en
reagenskassett och en flédescell, och darefter flja programvarans uppmaningar fér att konfigurera och
starta kérningen. Klustergenerering och sekvensering utfors pé instrumentet. Efter kdrningen startar en
instrumenttvatt automatiskt med komponenter som redan &r laddade pa instrumentet.

Klustergenerering

Under klustergenerering binds enskilda DNA-molekyler till ytan péa flodescellen och amplifieras sedan for
att bilda kluster.

Sekvensering

Klustren avbildas med tvakanalig sekvenseringskemi och filterkombinationer som é&r specifika for varje
fluorescensmarkt nukleotid. Nasta platta avbildas nar avbildningen av en platta pa flodescellen &r klar.
Processen upprepas for varje sekvenseringscykel. Efter bildanalysen utfor programvaran basbestamning,
filtrering och kvalitetsbedémning.

Analys

Allteftersom korningen fortskrider dverfor systemprogramvaran automatiskt basbestamningsfiler (BCL) till
den angivna utdataplatsen for sekundar analys.

En sekvenseringskornings varaktighet

En sekvenseringskornings varaktighet beror pa antalet cykler som utfors. Den maximala kérningslangden
ar en paired-end-kdrning med 150 cykler varje avlasning (2 x 150), plus upp till 8 cykler var fér 2
indexavlasningar.

Antal cykler i en avlasning

| en sekvenseringskdrning ar antalet cykler som utfors vid en avldsning en cykel mer an antalet
analyserade cykler. Till exempel utfor en paired-end-kérning med 150 cykler avlasningar av 151 cykler
(2 x 151) under totalt 302 cykler. | slutet av kérningen analyseras 2 x 150 cykler. Den extra cykeln krévs
for fasnings- och férfasningsberakningar.
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Arbetsflode for sekvensering
Skapa en korning i programvarumodulen Local Run Manager. Mer information finns i
Create Run analysarbetsflddesguiden fér den aktuella modulen.

Forbered en ny reagenskassett: tina och inspektera.
Forbered en ny flodescell: lat materialet nd rumstemperatur, packa upp och inspektera.

- 4 Denaturera och spad bibliotek. Anvisningar finns i bipacksedeln for biblioteksberedning.

Ladda biblioteksspadningen i behallare 10 pa reagenskassetten.

Valj Sequence (Sekvensera) pa instrumentets NCS-startskarm, vélj kérnings-ID och inled
korningskonfigurationen. Valj Run (Kérning).

Ladda flodescellen.

Tom behéllaren for forbrukade reagenser och sétt tillbaka den tomma behéllaren.
Ladda buffertkassetten och reagenskassetten.

e e 5 Granska resultatet fran kontrollen fore kérningen. Valj Start. (Kravs inte om automatisk start har

== = konfigurerats.)

'———-_—‘-‘_'-'J Overvaka kdrningen fran systemprogramvarans granssnitt eller med Local Run Manager frén en
1= natverksansluten dator.

En instrumenttvatt startar automatiskt nar sekvenseringen ar Kklar.

Forbereda reagenskassetten
Folj anvisningarna for reagenskassetten noga for att uppna en lyckad sekvensering.
1 Héamtareagenskassetten fran platsen dar den har forvarats i =25 °C till =15 °C.

2 Valj en av metoderna nedan for att tina upp reagenserna. Sank inte ned hela kassetten i nagon vétska.
Nar kassetten har tinat ska den torkas torr fore nasta steg.

Temperatur Tid fér upptining Stabilitetsgrans

Vattenbad, 15 °C till 30 °C 60 minuter Far inte dverskrida 6 timmar.

2°Ctillg°C 7 timmar Far inte Gverskrida 7 dagar.
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OBS! Om fler an en kassett tinas upp i samma vattenbad ska tiden for upptining férlangas.

Blanda reagenserna genom att vanda pa kassetten fem ganger.

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

5 Knacka forsiktigt kassetten i banken for att minska mangden luftbubblor.
G4 direkt vidare till att ladda provet och forbereda kdrningen for basta resultat.

VARNING!

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

1 Hamta en ny flodescellsférpackning fran platsen dar den har férvarats i 2 °C till 8 °C.

2 Ta bort foliepaketet fran ladan och lagg at sidan i rumstemperatur i 30 minuter.

OBS! Om folieférpackningen ar intakt kan flodescellen férvaras i rumstemperatur i upp till 12 timmar.
Undvik upprepad nedkylning och uppvarmning av flédescellen.

Denaturera och spad biblioteken till en laddningsvolym pé 1,3 ml. | praktiken kan
laddningskoncentrationen variera beroende pa vilka metoder for beredning av bibliotek och kvantifiering
som anvands. Spadningen av provbibliotek beror pa oligonukleotidpoolernas komplexitet. Anvisningar for
beredning av provbibliotek for sekvensering, inklusive spadning och poolning av bibliotek, finns i
bruksanvisningens avsnitt om den aktuella biblioteksprepareringssatsen. Optimering av klustertathet i
NextSeq 550Dx kravs.

Denaturera och spada ut bibliotek

Denaturera och spad ut biblioteken till en laddningsvolym pé 1,3 ml och en laddningskoncentration pa
1,8 pM. | praktiken kan laddningskoncentrationen variera beroende pa vilka metoder for beredning av
bibliotek och kvantifiering som anvands. Anvisningar finns i bipacksedeln for biblioteksberedning.

Ladda bibliotek pa reagenskassetten

1 Rengor folieforseglingen som tacker behéllare 10 och a&r méarkt med Load Library Here (Ladda bibliotek

har) med en luddfri servett.

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

3 Ladda 1,3 ml forberedda bibliotek i behallare 10 som ar méarkt med Load Library Here (Ladda bibliotek

har). Undvik att vidréra folieférseglingen vid dispensering av biblioteken.
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Bild 10 Ladda bibliotek

Logga in i BaseSpace
1 Ange ditt anvandarnamn och |6senord for BaseSpace.
2 Vaélj Next (Nasta).

Ladda flodescellen

1 Taut den anvanda flodescellen fran en tidigare kdring.

2 Ta ut flodescellen ur folieforpackningen.

Bild 11 Avlagsna frén folieférpackningen

3 Oppna det genomskinliga fodralet i plast och ta ut flddescellen.
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Bild 12 Avlagsna fran fodralet

4 Rengor flodescellens glasyta med en luddfri alkoholservett. Torka glaset med en luddfri servett for
laboratoriebruk.

OBS! Séakerstéll att flddescellens glasyta ar ren. Upprepa rengéringssteget vid behov.

5 Passa in flodescellen dver inpassningsstiften och placera flédescellen pa plattformen.

Bild 13 Ladda flodescellen

6 Valj Load (Ladda).
Luckan stangs automatiskt, flodescellens ID visas pa skdarmen och sensorerna kontrolleras.

OBS! Hall handerna borta fran flddescellsluckan medan den stangs for att undvika klamskador.
7 Valj Next (Nasta).

Tomma behallaren for férbrukade reagenser

1 Oppna luckan till buffertfacket med haken under dérrens nedre vanstra horn.

2 Ta bort behéllaren for forbrukade reagenser och kassera innehallet i enlighet med tillampliga
standarder.
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Bild 14 Ta bort behallaren for férbrukade reagenser

OBS! Néar du tar bort behéllaren ska du placera din andra hand under behéllaren som stod.

VARNING!

Den har uppsattningen med reagenser innehéller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan uppsta
vid inandning, intagande, hudkontakt och égonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive égonskydd,
handskar och en laboratorierock som lampar sig fér den har graden av exponering. Hantera anvanda
reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala bestdmmelser.
Ytterligare information om miljé, halsa och sakerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS) pa
support.ilumina.com/sds.html.

3 Skjut in den tomma behallaren for forbrukade reagenser i buffertfacket tills det tar stopp. Ett horbart
klick indikerar att behéallaren &r pa plats.

Bild 15 Ladda den tomma behallaren for forbrukade reagenser
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Ladda buffertkassetten

1 Ta bort den anvanda buffertkassetten fran det 6vre facket.
Viss kraft kravs for att lyfta och sedan dra ut buffertkassetten.

2 Skjut in en ny buffertkassett i buffertfacket tills den stannar.

Ett horbart klick indikerar att kassetten ar pa plats, buffertkassettens ID visas pa skarmen och sensorn
kontrolleras.

Bild 16 Ladda buffertkassetten

3 Stang buffertfackets dorr och valj Next (N&sta).

Ladda reagenskassetten

1 Oppna dérren till reagensfacket med haken under dérrens nedre hégra horn.

2 Ta bort den anvanda reagenskassetten fran reagensfacket. Kassera oanvant innehall i enlighet med
tillampliga standarder.

VARNING!

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

OBS! Behallaren i position 6 ar I6stagbar for att underlétta séker avfallshantering av oanvanda reagenser.
Mer information finns i Ta bort en anvéand behallare fran position 6 pa sidan 22.

3 Skjut in reagenskassetten i reagensfacket tills kassetten stannar och stang sedan luckan till
reagensfacket.
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Bild 17 Ladda reagenskassetten

4 Valj Load (Ladda).

Programvaran flyttar automatiskt kassetten till ratt plats (~ 30 sekunder), reagenskassettens ID visas
pa skarmen och sensorerna kontrolleras.

5 Valji Next (Nasta).

Tabort en anvand behallare fran position 6

1 Ta bort gummiskyddet fran facket bredvid position 6 nar du har tagit bort den anvdnda
reagenskassetten fran instrumentet.
Bild 18 Den I¢stagbara behallaren i position 6
R f-ﬁ_'é‘j

e

T

il

A Gummiskydd
B Position 6
2 Tryck ned den genomskinliga plastfliken och tryck mot vanster fér att mata ut behallaren.

3 Kassera behéllaren i enlighet med tillampliga standarder.

Ange korningsparametrar

De hér stegen péa skarmen Run Setup (Kérningskonfiguration) varierar beroende péa systemkonfigurationen:

» BaseSpace or BaseSpace Onsite (BaseSpace eller BaseSpace Onsite) — P& skarmen Run Setup
(Kérningskonfiguration) listas kérningar som konfigurerades med fliken Prep (Beredning) for
BaseSpace. Om den avsedda kdrningen inte visas pa skarmen Run Setup (Kérningskonfiguration) ska
du kontrollera att kérningen ar markerad for sekvensering i BaseSpace.

»  Standalone (Fristdende) — Skarmen Run Setup (Kérningskonfiguration) innehaller falt for att ange
kérningsparametrar.
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Vélja tillganglig kdrning (BaseSpace-konfiguration)

1 VA&l ett kdrningsnamn i listan &ver tillgangliga korningar.
Anvand uppat- och nedatpilen for att bladdra genom listan eller ange ett korningsnamn i sokfaltet.

2 Vaélj Next (Nasta).

3 Bekréafta kérningsparametrarna.
Run Name (Kérningsnamn) — Kérningsnamnet som ér tilldelat i BaseSpace.
Library ID (Biblioteks-ID) — Namnet pa uppsattningsbiblioteken som &r tilldelat i BaseSpace.
Recipe (Recept) — Namn pé receptet, antingen NextSeq High (NextSeq hog) eller NextSeq Mid
(NextSeq medelhog), beroende pa vilken reagenskassett som anvands for kdrningen.
Read Type (Avlasningstyp) — Single Read (Enkel avlasning) eller Paired End.
Read Length (Avlasningslangd) — Antal cykler for varje avlasning.
[Valfritt] Custom Primers (Anpassade primrar), om tillgangligt.

Run parameters (Kérningsparametrar) — Andra antalet avlasningar eller antalet cykler per avlasning.

Custom primers (Anpassade primrar) — Andra instéliningarna fér anpassade primrar.

Mer information finns i NextSeq Custom Primers Guide (Guide fér anpassade primrar for NextSeq)

(dokumentnr 15057456).
Purge consumabiles for this run (Tém férbrukningsmaterial for den har kérningen) — Andra
instéliningen till att automatiskt tdmma férbrukningsmaterial efter den aktuella kérningen.

4 Valj Next (Nasta).

Ange korningsparametrar (fristdende konfiguration)

1 Ange ett valfritt, unikt kérningsnamn.

2 [Valfritt] Ange valfritt biblioteks-ID.

3 Valj en avlasninsgtyp, antingen Single Read (Enkel avlasning) eller Paired End.
4

Ange antalet cykler for varje avlasning i sekvenseringskorningen.
Read 1 (Avlasning 1) — Ange ett varde pa upp till 151 cykler.
Index 1 — Ange det antal cykler som kravs for Index 1-primern (i7).
Index 2 — Ange det antal cykler som kravs for Index 2-primern (i5).
Read 2 (Avlasning 2) — Ange ett varde pa upp till 151 cykler. Det har vardet ar vanligtvis samma
antal cykler som for Read 1 (Avlasning 1).

Kontrollprogrammet bekréaftar dina instéllningar med hjalp av fdljande kriterier:
Totalt antal cykler dverskrider inte gransen for hur manga cykler som tillats
Cyklerna for Read 1 (Avlasning 1) ar fler an de fem cykler som anvandes fér mallgenerering
Cyklerna foér Index Read (Indexavlasning) ¢verskrider inte cyklerna fér Read 1 (Avlasning 1) och
Read 2 (Avlasning 2)

5 [Valfritt] Om du anvander anpassade primrar valjer du kryssrutan for de primrar som anvands.
Mer information finns i NextSeq Custom Primers Guide (Guide fér anpassade primrar fér NextSeq)
(dokumentnr 156057456).
Read 1 (Avlasning 1) — Anpassad primer for Read 1 (Avlasning 1).
Index 1 — Anpassad primer for Index 1.
Index 2 — Anpassad primer for Index 2.
Read 2 (Avlasning 2) — Anpassad primer for Read 2 (Avlasning 2).
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6 [Valfritf] V&l knappen Advanced Settings (Avancerade instéliningar) fér att &ndra
kérningsparametrarna.

Valj ett recept i listrutan Recipe (Recept). Endast kompatibla recept finns med i listan.
Output folder location (Utdatamappens plats) — Andra utdatamappens plats fér den aktuella
korningen. Valj Browse (Bladdra) for att ga till en natverksplats.
Included file (Inkluderade filer) — Véalj de filer som du vill inkludera i utdatamappen och som kan vara
anvandbara om ytterliggare analyser behdvs. Till exempel manifestfiler och provlistor.
Purge consumables for this run (T&ém férbrukningsmaterial fér den har kdérningen) — Andra
installningen till att automatiskt tdmma férbrukningsmaterial efter den aktuella kérningen.
Use run monitoring for this run (Anvand kérmingsévervakning for den har kémingen) — Andra
installningen till att anvanda koérningstvervakning i BaseSpace.

7 VAl Next (Nasta).

Granska kontrollen fére en kérning

Programvaran utfér en automatisk kontroll av systemet fére en kdrning. Under kontrollen visas féljande
indikatorer pa skarmen:

Gra bock ¥ — Kontrollen har inte utférts an.
Férloppsikon <= — Kontrollen pagar.
Grén bock v — Kontrollen godkandes.

Rott & — Kontrollen misslyckades. Det kravs en atgard for alla objekt som inte godkanns innan du
kan fortsatta. Mer information finns iAotgérda fel vid en automatisk kontroll pa sidan 44.

Valj knappen Cancel (Avbryt) for att stoppa en pagaende automatisk kontroll fére en kdrning. Valj knappen
Retry (Forsok igen) for att starta om kontrollen. Kontrollen aterupptas vid den forsta ofullstandiga eller
misslyckade kontrollen.

Valj fliken Category (Kategori) for att visa resultaten for varje enskild kontroll inom en kategori.

Om instrumentet inte ar konfigurerat for att starta kérningen automatiskt ska du starta kérningen nar den
automatiska kontrollen fore en koérning har slutforts.

Starta kérningen

Valj Start (Starta) nar den automatiska kontrollen fére kérning har slutférts. Sekvenseringskérningen
startar.

Information om hur du kan konfigurera systemet for att starta kérningen automatiskt efter en godkand
kontroll finns i Ange alternativ fér konfiguration av kérningar pa sidan 13.

FORSIKTIGHET!

Se till att du &r inloggad i Windows. Kérningen stoppas om du loggar ut fran Windows-systemet
under en sekvenseringskorning.

OBS! Reagenser far inte vara oanvanda i instrumentet i mer an 24 timmar.
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1 Overvaka kérningsférlopp, intensiteter och kvalitetsresultat nar matt visas pa skarmen.

OBS! Néar du har valt Home (Startsida) ar det inte majligt att ga tillbaka for att visa korningsmatten. Daremot kan
du komma &t kdrningsmatten pa BaseSpace eller visa dem via en fristdende dator med hjélp av Sequencing
Analysis Viewer (SAV).

Cykler fér kérningsmatt

Korningsmatt visas vid olika punkter i en korning.
Under klustergenereringsstegen visas inga matt.
De forsta fem cyklerna ar reserverade for mallgenerering.

Korningsmatt visas efter cykel 25, inklusive klustertathet, kluster som passerar filter, avkastning och
kvalitetsresultat.

Datadverforing
Status Local Run Manager Utdatamapp
Connected (Ansluten) P
—
[—
—
Connected and transferring data -
(Ansluten och dverfor data) I
Disconnected (Frankopplad) -
Disabled (Inaktiverad) [ %
"o

Om datadverforingen avbryts under kérningen lagras data tillfalligt pa instrumentdatorn. Nar anslutningen
aterstélls fortsatter datadverforingen automatiskt. Om anslutningen inte aterstélls innan korningen avslutas
kan du féra 6ver data manuellt fran instrumentdatorn innan du startar nasta korning.

Universal Copy Service

NextSeq 550Dx innehaller Universal Copy Service. RTA2 skickar begéranden till tjansten att kopiera filer
fran en kallplats till en malplats och tjansten behandlar kopieringsbegéranden i den ordning som de tas
emot. Om ett undantag intraffar placeras filen i kon for kopiering igen baserat pa antalet filer i
kopieringskon.
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Sequencing Analysis Viewer

Programmet Sequencing Analysis Viewer visar sekvenseringsmatt som genereras under kdrningen.
Matt visas i form av diagram, grafer och tabeller baserat pa data som genereras av RTA och skrivs till
InterOp-filer. Matten uppdateras under korningens forlopp. Valj Refresh (Uppdatera) for att visa

uppdaterade matt nar som helst under korningen. Mer information finns i Sequencing Analysis Viewer User

Guide (Anvdndarguide fér Sequencing Analysis Viewer) (artikelnr 15020619).

Sequencing Analysis Viewer ingér i programmet som &r installerat pa instrumentdatorn. Du kan aven
installera Sequencing Analysis Viewer p& en annan dator som &r lankad till samma natverk som
instrumentet for att fjarrovervaka korningsmatten.

Nar sekvenseringskdrningen har slutforts initierar programvaran en automatisk tvatt efter kdrningen med
den tvattloésning som finns i buffertkassetten och den NaOCI som finns i reagenskassetten.

Den automatiska tvatten efter kdrningen tar cirka 90 minuter. Knappen Home (Start) aktiveras nar tvatten
har slutforts. Sekvenseringsresultaten visas pa skarmen under tvatten.

Efter tvatten

Efter tvatten forblir sugréren i det nedre laget for att forhindra att det kommer in luft | systemet.
Lamna kassetterna pa plats tills nasta korning.
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Foljande korningskomponenter behovs for att utfora en skanning pa NextSeq 550Dx-instrumentet:
Ett hybridiserat och fargat BeadChip
Den ateranvéandbara BeadChip-adaptern
Decode Map-filer (DMAP) fér det BeadChip som du anvander
En manifestfil for den typ av BeadChip som du anvander
En klusterfil for den typ av BeadChip som du anvander

Utdatafiler genereras under skanningen och placeras sedan i ko for 6verforing till den angivna
utdatamappen.

Utfér analyserna med hjélp av BlueFuse Multi-programmet, som kréaver att skanningsdata ar tillgangliga i
ett filformat fér genotypbestamning (GTC). Som standard genererar NextSeq 550Dx-instrumentet
normaliserade data och associerade genotypbestamningar i ett GTC-filformat. Alternativt kan du
konfigurera instrumentet till att generera ytterligare filer med intensitetsdata (IDAT). Mer information finns i
Konfiguration av BeadChip-skanning pé sidan 52.

Decode File Client

DMAP-mappen innehéller information som identifierar parlplatser pa BeadChip och kvantifierar signalen
som ar associerad med varje parla. En DMAP-mapp ar unik for varje BeadChip-streckkod.

Med Decode File Client kan du ladda ned DMAP-mappar direkt fran lllumina-servrar med hjalp av
standard-HTTP-protokoll.

Du hittar Decode File Client pa supportsidan for Decode File Client p& llluminas webbplats
(support.illumina.com/array/array_software/decode_file_client/downloads.html). Installera Decode File
Client pa en dator med atkomst till DMAP-mappens natverksplats.

Mer information finns i Ladda ned DMAP-mappen pé sidan 28.

Manifestfiler och klusterfiler

Programmet behover atkomst till en manifestfil och en klusterfil for varje BeadChip. Varje manifest- och
klusterfil ar unik fér en typ av BeadChip. Var noga med att anvanda klusterfiler som har NS550 i filnamnet.
De filerna & kompatibla med NextSeq 550Dx-systemet.

Manifestfil - Manifestfiler beskriver SNP- eller sondinnehallet pa ett BeadChip. Manifestfiler har
filformatet *.bpm.

Klusterfiler — Klusterfiler beskriver klusterpositionerna for lllumina-genotypningsmatrisen och anvands
vid analys av data for genotypbestamningen. Klusterfiler har filformatet *.egt.
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Filernas plats anges pa skarmen BeadChip Scan Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning).
Valj Manage Instrument (Hantera instrument) pa NCS-startskarmen, darefter System Configuration
(Systemkonfiguration) och sist BeadChip Scan Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning).

Nar NextSeq 550Dx-instrumentet har installerats laddar lllumina-representanten ned filerna och anger
s6kvagen i kontrollprogrammet. Det finns ingen anledning till att &ndra de héar filerna, férutom vid férlust

eller om en ny version ar tillganglig. Mer information finns i Ersétta manifestfiler och klusterfiler pa sidan 49.

DMAP Ladda ned och spara DMAP-informationen i den angivna DMAP-mappen.

Ladda BeadChip pa BeadChip-adaptern.

Ladda BeadChip-adaptern i instrumentet.

< Ange skanningsparametrar: DMAP-mappens plats och utdataplats.

[=T=1} =+
i Granska resultat frdn den automatiska kontrollen.
V&lj Start (Starta).
(=T} =
= = Overvaka skanningen i kontrollprogrammets grénssnitt.
il

Du kan komma at DMAP-mappen med hjalp av Decode File Client samt ett konto eller BeadChip
(standardvy).

Atkomst till DMAP-mappen via konto

1 Valj ett nedladdningsalternativ pa huvudfliken i Decode File Client:
AutoPilot
All BeadChips not yet downloaded (Alla BeadChips har inte laddats ned an)
All BeadChips (Alla BeadChips)
BeadChips by Purchase Order (BeadChips via inkdpsorder)
BeadChips by barcode (BeadChips via streckkod)

2 Ange den information som krévs.
3 Hitta DMAP-mappen som du vill ladda ned.

4 Kontrollera att du har tillrackligt med ledigt utrymme pé& malplatsen for nedladdningen.
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5 Starta nedladdningen. Nedladdningens status visas pa fliken Download Status and Log
(Nedladdningsstatus och -logg).

6 Spara DMAP-mappen till den angivha DMAP-mappsdkvagen.

Atkomst till DMAP-mappen via BeadChip

1 ldentifiera BeadChips med hjalp av tva av féljande alternativ:
BeadChip-streckkod
Foérpacknings-ID for BeadChip
Inkbpsordernummer
Forsaljningsordernummer

2 Hitta DMAP-mappen som du vill ladda ned.
Kontrollera att du har tillrackligt med ledigt utrymme pé& malplatsen fér nedladdningen.

4 Starta nedladdningen. Nedladdningens status visas pa fliken Download Status and Log
(Nedladdningsstatus och -logg).

5 Spara DMAP-mappen till den angivna DMAP-mappsokvagen.

1 Tryck ned adapterklamman. Klamman vinklas nagot bakat och skapar en dppning.

2 Hall i kanterna pa BeadChip, positionera BeadChip med streckkoden nara klamman och placera
BeadChip i adapterns férsankta fack.

Bild 19 Ladda BeadChip pa adaptern

3 Anvand 6ppningarna pa vardera sidan av BeadChip for att kontrollera att BeadChip sitter ordentligt i
adapterns férsankta fack.

Bild 20 Placera och fast BeadChip
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4 Slapp forsiktigt pa klamman for att fasta BeadChip.

5 Inspektera BeadChip fran sidan for att kontrollera att BeadChip sitter som det ska pa adaptern.
Flytta pa BeadChip vid behov.

Bild 21 Inspektera placeringen av BeadChip

— P ,

L T L T

A B

A Korrekt placering — BeadChip ligger platt p& adaptern nar kidmman lossas.
B Felaktig placering — BeadChip ligger inte platt nar klamman lossas.

1 Valj Experiment pé& startskdrmen och darefter Scan (Skanna).
Kommandot Scan (Skanna) far luckan till avbildningsfacket att 6ppnas, eventuellt férbrukningsmaterial

fran en tidigare kdrning att lossas och ett antal skarmar for skanningsinstallningar att dppnas. En kort
férdréjning &r normalt.

Ta ut forbrukningsmaterial for sekvensering

Om anvant forbrukningsmaterial for sekvensering finns kvar nar du konfigurerar en skanning uppmanar
programmet dig att ta ut reagenskassetten och buffertkassetten innan du fortséatter till nasta steg.

1 Avlagsna anvant forbrukningsmaterial fran en tidigare sekvenseringskorning om du uppmanas att gora
det.

a Ta bort reagenskassetten fran reagensfacket. Kassera oanvant innehall i enlighet med tillampliga
standarder.

b Ta bort den anvanda buffertkassetten fran buffertfacket.

i’i VARNING!

Den hér uppséttningen med reagenser innehéller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan
uppstéa vid inandning, intagande, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand skyddsutrustning, inklusive
6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig for den hér graden av exponering.
Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med nationella och lokala
bestammelser. Ytterligare information om milj®, halsa och sékerhet finns i sdkerhetsdatabladet (SDS)
pé& support.ilumina.com/sds.html.

2 Tabort flodescellen fran avbildningsfacket.

3 Stang luckorna till reagensfacket och buffertfacket.
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Ladda BeadChip-adaptern

1

2

3

Anvand inpassningsstiften for att placera BeadChip-adaptern péa plattformen.

Bild 22 |Ladda BeadChip-adaptern

Valj Load (Ladda).

Luckan stangs automatiskt, BeadChip-ID:t visas pa skarmen och sensorerna kontrolleras. En kort
fordréjning ar normalt. Om BeadChip-streckkoden inte kan lasas av visas en dialogruta dar du kan
ange streckkodsnumret manuellt. Se Programmet kan inte ldsa BeadChip-streckkoden pa sidan 48.

Valj Next (Nasta).

Skanningskonfiguration

1

2

Bekréfta foljande information péa skarmen Scan Setup (Skanningskonfiguration):

» Barcode (Streckkod) — Programmet laser av BeadChip-streckkoden nar BeadChip laddas.
Om streckkoden angavs manuellt visas knappen Edit (Redigera) for méjlighet till ytterligare
andringar.

> Type (Typ) — Faltet for BeadChip-typ fylls i automatiskt baserat pa BeadChip-streckkoden.

» DMAP Location (DMAP-plats) — DMAP-mappens plats anges pa skarmen BeadChip Scan

Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning). Valj Browse (Bladdra) och ga till ratt plats for

att endast andra plats for den aktuella skanningen.
> Output Location (Utdataplats) — Utdataplatsen anges pa skarmen BeadChip Scan Configuration

(Konfiguration av BeadChip-skanning). Valj Browse (Bladdra) och ga till 6nskad plats for att endast

andra plats for den aktuella skanningen.
Valj Next (Nasta).

Granska kontrollen fére en kérning

Programvaran utfér en automatisk kontroll av systemet fére en kdrning. Under kontrollen visas féljande
indikatorer pa skarmen:

>

>
>
>

Gra bock ¥ — Kontrollen har inte utférts &n.
Forloppsikon < — Kontrollen pagar.
Grén bock + — Kontrollen godkandes.

Rott X — Kontrollen misslyckades. Det kravs en atgard for alla objekt som inte godkanns innan du
kan fortsatta. Mer information finns i/itgéirda fel vid en automatisk kontroll pa sidan 44.
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Valj knappen Cancel (Avbryt) for att stoppa en pagaende automatisk kontroll fore en kdrning. Valj knappen
Retry (Forsok igen) for att starta om kontrollen. Kontrollen aterupptas vid den forsta ofullstandiga eller
misslyckade kontrollen.

Valj fliken Category (Kategori) for att visa resultaten for varje enskild kontroll inom en kategori.

Om instrumentet inte ar konfigurerat for att starta kérningen automatiskt ska du starta kérningen nar den
automatiska kontrollen fore en kérning har slutférts.

Starta skanningen

Valj Start (Starta) nar den automatiska kontrollen har slutférts. Skanningen borjar.

Information om hur du kan konfigurera systemet till att starta skanningen automatiskt efter en godkand
kontroll finns i Ange alternativ fér konfiguration av kérningar pa sidan 13.

1 Overvaka skanningsférloppet med hjélp av BeadChip-bilden. Varje farg pa bilden indikerar
skanningens status.

Ljusgra — Inte skannad.

Moérkgra — Skannad men inte registrerad.
Grén — Skannad och lyckad registrering.
R&d — Skannad och misslyckad registrering.

Om registreringen misslyckas kan du skanna om proverna som innehéller misslyckades sektioner.
Se Fel vid BeadChip-skanning pa sidan 48.

2 Valj BeadChip-bilden for att vaxla mellan en fullstandig vy och en detaljerad vy av ett valt prov.
| den fullstandiga vyn visas proverna pa BeadChip och sektionerna inom varje prov.
| den detaljerade vyn visas varje sektion inom det valda provet.

Bild 23 BeadChip-bild — fullstandig vy och detaljerad vy

T

Barcode number Barcode number
9934594010 9934994010

OBS! Att avsluta en skanning ar en definitiv handling. Om du avslutar skanningen innan den har slutférts kommer
inga skanningdata att sparas.
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Datadverforing

Data placeras i ko for 6verforing till utdatamappen nar skanningen ar slutford. Data skrivs tillfalligt till
instrumentdatorn. Den tillfalliga mappen tas automatiskt bort fran instrumentdatorn nér en efterfoljande
skanning startas.

Hur lang tid datadverforingen tar varierar beroende péa din natverksanslutning. Kontrollera att alla data har
skrivits till utdatamappen innan du startar en efterféljande skanning. Det gér du genom att kontrollera att
det finns GTC-filer i streckkodsmappen. Mer information finns i Skanna mappstruktur fér utdata péa sidan
63.

Om anslutningen bryts aterupptas datadverforingen automatiskt nar anslutningen upprattas igen. Varje fil
har en timer pa en timme efter att den har placerats i ko for dverféring till utdatamappen. Néar timern nar 0
eller om instrumentet startas om innan éverféringen ar slutford kommer inte data att skrivas till
utdatamappen.
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Underhéllsprocedurerna inkluderar manuella instrumenttvéattar och byte av luftfilter. Alternativ for
avstangning och omstart av instrumentet beskrivs ocksa.

Instrumenttvattar — En automatisk tvatt efter varje sekvenseringskorning sakerstéller instrumentets
prestanda. Under vissa forhéllanden kravs dock att en manuell tvatt utfors regeloundet. Mer
information finns i Utféra en manuell tvétt pa sidan 35.

Luftfilterbyte — Luftfiltret maste bytas ut regelbundet for att sékerstélla ett korrekt luftfldde genom
instrumentet.

Foérebyggande underhall

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

Manuella tvattar initieras fran startskarmen. Tvattalternativen inkluderar Quick Wash (Snabbtvatt) och
Manual Post-Run Wash (Manuell tvatt efter kdrning).

Tvéttyper Beskrivning
Snabbtvatt Spolar systemet med tvattlésning av vatten av laboratoriekvalitet och Tween 20
Varaktighet: 20 minuter (bufferttvattkassett), som tillhandahalls av anvandaren.

e Kravs var fjortonde dag om instrumentet ar inaktivt och reagenskassetten och
buffertkassetten &r laddade i instrumentet.

e Kravs var sjunde dag om instrumentet ar i ett torrt tillstand (reagenskassetten och
buffertkassetten ar borttagna).

Manuell tvatt efter kérning Spolar systemet med en anvandarpafylld tvattlosning av vatten av laboratoriekvalitet och
Varaktighet: 90 minuter Tween 20 (bufferttvattkassett) och 0,12 % natriumhypoklorit (reagenstvéattkassett).
Kravs om den automatiska tvatten efter en korning inte utférdes.

For en manuell tvatt kravs reagenstvattkassetten och bufferttvattkassetten som medfoljer instrumentet och
en anvand flédescell. En anvand flodescell kan anvandas for instrumenttvatt upp till 20 ganger.
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Bild 24 Reagenstvattkassett och bufferttvattkassett i originalutférande

Forbereda en manuell tvatt efter en kdrning

Valj om du vill férbereda en manuell tvatt efter en kérning enligt beskrivningen nedan eller férbereda en
snabbtvatt (nasta avsnitt). Om du vill utféra en manuell tvatt efter en kdrning ska du hoppa dver avsnittet
om snabbtvattar och gé vidare till Ladda en anvéand flédescell och tvattkassetterna péa sidan 37.

Férbrukningsmaterial

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

Laddad i reagenstvattkassetten (position 28)

100 % Tween 20 Anvéands for att skapa 125 ml 0,05 % Tween 20-tvattlésning
Vatten av laboratoriekvalitet Laddad i bufferttvattkassetten (mittbehallaren)

OBS! Anvand alltid en ny spadning av NaOCI som har beretts under de senaste 24 timmarna. Om du goér en
volym som ar storre an 1 ml ska aterstdende spadning forvaras vid 2 °C till 8 °C for anvandning inom de narmaste
24 timmarna. Annars ska dverflodig spadning av NaOCI kasseras.

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

2 Blanda genom att vanda pa roret.
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3 Tillfér 1 ml 0,12 % NaOCI till reagenstvattkassetten. Ratt behallare motsvarar position 28 pa den

forfyllda kassetten.

Bild 26 Ladda NaOCI

4 Kombinera foljande volymer for att skapa en 0,05 % Tween 20-tvattldsning:
Bufferttvattkassett i originalutférande
100 % Tween 20 (62 pl)
Vatten av laboratoriekvalitet (125 ml)
Tillsatt 125 ml tvattldsning i mittbehallaren for bufferttvattkassetten.
Ny bufferttvattkassett
100 % Tween 20 (75 pl)
Vatten av laboratoriekvalitet (150 ml)
Tillsatt 150 ml tvattldsning i mittbehallaren for bufferttvattkassetten.

5 Valj Perform Wash (Utfor tvatt) och sedan Manual Post-Run Wash (Manuell tvatt efter kérning).

Forbereda en snabbtvatt

Du kan forbereda for en snabbtvatt enligt beskrivningen nedan som ett alternativ till Férbereda en manuell

tvatt efter en kérning pa sidan 36.

Férbrukningsmaterial

som tillhandahélls av Volym och beskrivning
anvandaren
100 % Tween 20 Anvéands for att skapa 40 ml 0,05 % Tween 20-tvattlosning

Vatten av laboratoriekvalitet Laddad i bufferttvattkassetten (mittbehallaren)

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

2 Tillsatt 40 ml tvattlosning i bufferttvattkassettens mittbehallare.
3 Valj Perform Wash (Utfor tvatt) och sedan Quick Wash (Snabbtvatt).

Ladda en anvand flodescell och tvattkassetterna

1 Om det inte redan finns en anvand flédescell i instrumentet ska du ladda en anvand flodescell.
Valj Load (Ladda) och sedan Next (Nasta).
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2 Ta bort behéllaren for forbrukade reagenser och kassera innehallet i enlighet med tillampliga
standarder.

i’i VARNING!

Den hér uppséttningen med reagenser innehéller potentiellt farliga kemikalier. Personskador kan
uppstéa vid inandning, intagande, hudkontakt och 6gonkontakt. Anvand skyddsutrustning,
inklusive 6gonskydd, handskar och en laboratorierock som lampar sig for den hér graden av
exponering. Hantera anvanda reagenser som kemiskt avfall och kassera dem i enlighet med
nationella och lokala bestdmmelser. Ytterligare information om miljé, hélsa och sékerhet finns i
sakerhetsdatabladet (SDS) pa support.illumina.com/sds.html.

3 Skjut in den tomma behallaren for forbrukade reagenser i buffertfacket tills det tar stopp.
4 Ta bort den anvanda buffertkassetten fran den tidigare kérningen, om séadan finns.

5 Ladda bufferttvattkassetten som innehéller tvattlésning.

6 Tabort den anvanda reagenskassetten fran den tidigare koérningen, om sadan finns.

7 Ladda reagenstvattkassetten.

8 Valj Next (Nasta). Fortvattskontrollen startar automatiskt.

Starta tvatten

1 Vil Start.

2 Valj Home (Startsida) nar tvatten har slutforts.

Efter tvatten

Efter tvatten forblir sugréren i det nedre laget for att férhindra att det kommer in luft i systemet.
Lamna kassetterna pa plats tills nasta korning.

Nya system levereras med tre extra Iuftfilter. De ska forvaras och anvandas nér instrumentet uppmanar att
byta filtret.

Luftfiltret sakerstéller att luft flodar genom instrumentet. Programvaran visar ett meddelande om att byta
luftfilter var 90:e dag. Nar du uppmanas att byta filtret kan du vélja Remind in 1 day (Paminn om 1 dag)
eller félja nedanstéende forfarande och valja Filter Changed (Filter har bytts). Nedrakningen pa 90 dagar
aterstalls nar du valjer Filter Changed (Filter har bytts).

1 Avlagsna det nya luftfiltret fran forpackningen och skriv det datum da du installerar det pa filtrets ram.
Tryck ned toppen av filterfacket pa instrumentets baksida for att lossa facket.
Ta tag i den Gvre delen av filterfacket och dra uppéat for att lyfta ut facket helt ur instrumentet.

Ta bort och kassera det gamla luftfiltret.

o B~ WO DN

Satt i det nya luftfiltret i facket.

OBS! Luftfiltret fungerar inte korrekt om det sitter &t fel hall. Se till att satta in Iuftfiltret i facket sa att du kan se
den gréna pilen Up (Upp) och inte kan se varningsetiketten. Pilen ska peka mot filterfackets handtag.

6 Skjut in filterfacket i instrumentet. Tryck ned pa filterfackets évre del tills det klickar pa plats.
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Bild 27 Insattning av luftfilter
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Programuppdateringar finns i ett paket som kallas for programsvit, som innehaller féljande program:
NextSeq Control Software (NCS)
NextSeq-recept
RTA2
NextSeq Service Software (NSS)
Sequencing Analysis Viewer (SAV)
BaseSpace Broker
Du kan installera prorgamuppdateringar automatiskt med hjélp av en internetanslutning eller manuellt via
en natverksplats eller USB-enhet.
Automatic updates (Automatiska uppdateringar) — For instrument som &r anslutna till ett natverk med
internetatkomst visas en varningsikon (1] pa knappen Manage Instrument (Hantera instrument) pa
startskarmen néar en uppdatering ar tillganglig.
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Manual updates (Manuella uppdateringar) — Ladda ned installationsprogrammet for programsviten fran
supportsidan for NextSeq 550Dx-instrumentet pa llluminas webbplats.

Automatisk programuppdatering

1

Valj Manage Instrument (Hantera instrument).
Valj Software Update (Programuppdatering).

Valj Install the update already downloaded from BaseSpace (Installera den uppdatering som redan ar
nedladdad fran BaseSpace).

Valj Update (Uppdatera) for att starta uppdateringen. En dialogruta dar du kan bekrafta kommandot
Oppnas.

F&lj uppmaningarna i installationsguiden:

a Godkann licensavtalet.
b L&s den viktiga informationen om programversionen.
c Lé&slistan dver program som ingar i uppdateringen.

Kontrollprogrammet startar automatiskt om nar uppdateringen ar slutford.

OBS! Om en uppdatering av den inbyggda programvaran ingér krévs en automatisk omstart av systemet efter att
den inbyggda programvaran har uppdaterats.

Manuell programuppdatering

1

Ladda ned installationsprogrammet for programsviten fran llluminas webbplats och spara det pa en
natverksplats.

Alternativt kan du kopiera programmets installationsfil till ett USB-minne.
Valj Manage Instrument (Hantera instrument).
Valj Software Update (Programuppdatering).

Valj Manually install the update from the following location (Installera uppdateringen fran foljande plats
manuellt).

Valj Browse (Bladdra) for att ga till platsen for programmets installationsfil och valj darefter Update
(Uppdatera).

F&lj uppmaningarna i installationsguiden:

a Godkann licensavtalet.
b L&s den viktiga informationen om programversionen.
c Lé&slistan 6ver program som ingar i uppdateringen.

Kontrollprogrammet startar automatiskt om nar uppdateringen ar slutford.

OBS! Om en uppdatering av den inbyggda programvaran ingér krévs en automatisk omstart av systemet efter att
den inbyggda programvaran har uppdaterats.

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE 40
Endast fér forskningsbruk. Inte fé6r anvandning i diagnostiska procedurer.


http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_instruments/nextseq-500.html

Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument i forskningslage

Anvand féljande funktioner med knappen Reboot / Shutdown (Starta om/stang av):
Reboot to RUO (Starta om till RUO) — Instrumentet startar i forskningslaget.
Restart (Starta om) — Instrumentet startar i diagnoslaget.
Restart to Dx from RUO (Starta om till Dx fran RUO) — Instrumentet startar i diagnoslaget.
Shutdown (Stang av) — Nér instrumentet slas pé igen startar det i diagnoslaget.
Exit to Windows (Avsluta och g till Windows) — Beroende pé behorigheter kan du stanga NCS och
visa Windows.

Starta om i diagnoslage

Anvand kommandot Restart (Starta om) for att stdnga av instrumentet sékert och starta om till
diagnoslage. Diagnoslaget ar standardlaget vid omstart.

1 Vaélj Manage Instrument (Hantera instrument).
2 Valj Reboot / Shutdown (Starta om/stang av).
3 Valj Restart (Starta om).

Stanga av instrumentet

1 Valj Manage Instrument (Hantera instrument).
2 Valj Reboot / Shutdown (Starta om/stang av).

3 Valj Shutdown (Stang av).
Kommandot Shutdown (Sténg av) stanger av programvaran och kopplar fran strommen till
instrumentet pa ett sakert satt. Vanta minst 60 sekunder innan du slar pé instrumentet igen.

OBS! Som standard startar instrumentet i diagnoslaget nar det sléas pé.

FORSIKTIGHET!

Flytta inte pa instrumentet. Om instrumentet flyttas pa fel satt kan det paverka den optiska inriktningen
och aventyra dataintegriteten. Kontakta representanten fran lllumina om instrumentet méste flyttas.

Avsluta och ga till Windows

Kommandot Exit to Windows (Avsluta och ga till Windows) ger atkomst till instrumentets
operativsystem och alla mappar pa instrumentdatorn. Kommandot stanger av programvaran pa ett
sakert satt, samt avslutar och dppnar Windows. Endast administratérsanvandare kan avsluta och ga
till Windows.

1 Valj Manage Instrument (Hantera instrument).
2 Valj Reboot / Shutdown (Starta om/stang av).
3 Valj Exit to Windows (Avsluta och ga till Windows).
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Kontakta llluminas tekniska support fér problem med kdrningskvalitet eller prestanda. Mer information
finns i Teknisk hjélp pa sidan 69.

llluminas tekniska support kan be om kopior av kdrnings- eller skanningsspecifika filer for att felséka
problem. Normalt anvands nedanstaende filer vid felstkning.

FelsOkningsfiler for sekvenseringskorningar

Nyckelfil Mapp Beskrivning

Fil med Rotmapp Innehaller féljande information:
korningsinformation e Kdérningsnamn

(Runinfo.xml) e Antal cykler i kdrningen

e Antal cykler i varje avlasning
* Om avlasningen ar indexerad
e Antal strdngar och plattor pa flodescellen

Fil med Rotmapp Innehaller information om korningsparametrar och kérningskomponenter.
kérningsparametrar Informationen inbegriper RFID, serienummer, artikelnummer och utgadngsdatum.
(RunParameters.xml)

RTA-konfigurationsfil Rotmapp Innehaller RTA-konfigurationsinstallningar for kérningen.

(RTAConfiguration.xml) Filen RTAConfiguration.xml skapas i borjan av kérningen.

InterOp-filer (*.bin) InterOp Binéra rapporteringsfiler.

InterOp-filer uppdateras under hela kdrningen.

Loggfiler Loggar | loggfiler beskrivs alla steg som instrumentet utfér for varje cykel och vilka
versioner av programvara och inbyggd programvara som anvands vid kérningen.
| filen med namnet [Instrumentnamn]_CurrentHardware.csv visas serienumren for

instrumentkomponenter.

Felloggfiler RTA- Logg dver RTA-fel.

(*ErrorLog*.txt) loggar Felloggfiler uppdateras nér ett fel uppstar.

Globala logdfiler RTA- Logg 6ver alla RTA-handelser.

(*GlobalLog*.tsv) loggar Globala loggdfiler uppdateras kontinuerligt under kérningen.

Sparloggfiler RTA- Logg dver RTA-bearbetningshandelser.

(*LaneLog*.txt) loggar Sparloggfiler uppdateras kontinuerligt under kérningen.
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RTA-fel

Om du vill felsbka RTA-fel ska du forst kontrollera RTA-felloggen som sparas i mappen RTALogs (RTA-
loggar). Den har filen skapas inte for godk&nda korningar. Skicka med felloggen nar du rapporterar
problem till llluminas tekniska support.

Felsokningsfiler for matrisskanningar

Nyckelfil Mapp Beskrivning

Fil med Rotmapp Innehaller information om skanningsparametrar, som skanningsdatum, BeadChip-
skanningssparametrar streckkod, plats for klusterfilen och plats fér manifestfilen.

(ScanParameters.xml)

Loggfiler Loggar I loggfilerna beskrivs varje steg som utférs pa instrumentet under skanningen.
Mattfiler [streckkod] Matt tillhandahalls som provmatt och sektionsmatt.

[streckkod]_sample_metrics.csv — For varje prov och kanal (réd och grén) listas Percent
Off Image (Procent avvikande fran bild), Percent Outliers (Procent avvikande varden),
P05, P50, P95, Avg FWHM Avg (Genomsnittlig halvvardesbredd), FWHM Stddev
(Standardavvikelse for halvvardesbredd) och Min Registration Score (Lagsta
registreringsresultat).

[streckkod]_section_metrics.csv — FOr varje sektion och platta listas Laser Z-position
(Laserns Z-position), Through Focus Z-position (Fokusets Z-position), Red FWHM (Rod
halvvardesbredd), Green FWHM (Gron halvvardesbredd), Red Avg Pixel Intensity
(Genomsnittlig rod pixelintensitet), Green Avg Pixel Intensity (Genomsnittlig gron
pixelintensitet), Red Registration Score (Rott registreringsresultat) och Green
Registration Score (Gront registreringsresultat).

Omskanningsfil [streckkod] [streckkod]_rescan.flowcell — Listar plattplatserna som har justerats fér en omskanning,
med en mer omfattande plattdverlappning.

Om det uppstar fel under den automatiska kontrollen ska du anvanda nedanstédende rekommenderade
atgarder for att 10sa felen.

Kontroller fér sekvenseringskoérningar

Om en kontroll fére en korning misslyckas ar inte reagenskassettens RFID last och kan anvéandas for en
efterféljande koérning. Daremot kommer flddescellens, reagenskassettens och buffertkassettens RFID:n
vara lasta under en kontrollprogramsinitiering, vilket kan kravas for att &tgarda ett problem. Anvandaren
maste avlagsna flddescellen, reagenskassetten och buffertkassetten fran instrumenten innan systemet
startas om. Dessutom &r forbrukningsmaterialens RFID:n lasta efter att folieforseglingarna har
genomtrangts. Nar prorgammet laser en flodescells RFID startar en timer pa sju timmar innan flodescellen
anses vara last och oanvandbar.

Systemkontroller Rekommenderad atgard

Doors Closed (Luckor Kontrollera att fackens luckor ar stangda.
stangda)

Consumables Loaded Sensorerna for forbrukningsmaterial registrerar inget. Kontrollera att allt férbrukningsmaterial ar

(Forbrukningsmaterial korrekt laddat.

laddat) Valj Back (Tillbaka) pa skarmarna for kérningsinstallningar for att ga tillbaka till laddningssteget
och upprepa korningsinstaliningen.
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Systemkontroller

Rekommenderad atgard

Required Software
(Obligatoriskt
program)

Kritiska komponenter i programvaran saknas.
Kontakta llluminas tekniska support.

Instrument Disk Space
(Instrumentets
diskutrymme)

Instrumentets harddisk har inte tillrackligt med diskutrymme for att utféra en kérning.
Det ar mojligt att data fran en tidigare korning inte 6verfordes.
Rensa korningsdata fran instrumentets harddisk.

Network Connection
(Natverksanslutning)

Natverksanslutningen har avbrutits. Kontrollera natverksstatusen och den fysiska
natverksanslutningen.

Network Disk Space
(Diskutrymme i
natverket)

Natverksservern ar full.

Temperature (Temperatur)

Rekommenderad atgérd

Temperature (Temperatur)

Kontakta llluminas tekniska support.

Temperature Sensors
(Temperatursensorer)

Kontakta llluminas tekniska support.

Fans (Flaktar)

Kontakta llluminas tekniska support.

Avbildningssystem

Rekommenderad atgard

Imaging Limits
(Avbildningsgranser)

Kontakta llluminas tekniska support.

Z Steps-and-Settle

Kontakta llluminas tekniska support.

Bit Error Rate

Kontakta llluminas tekniska support.

Flow Cell Registration
(Registrering av
flodescell)

Det ar mojligt att flodescellen inte ar korrekt placerad.

e Valj Back (Tillbaka) pa skdrmarna for kérningsinstaliningar for att ga tillbaka till flodescellssteget.

Avbildningsfackets dorr 6ppnas.
e Ta ut och ladda flddescellen igen for att se till att den ar korrekt placerad.

Reagensleverans

Rekommenderad atgard

Valve Response
(Ventilsvar)

Kontakta llluminas tekniska support.

Pump

Kontakta llluminas tekniska support.

Buffer Mechanism
(Buffertmekanism)

Kontakta llluminas tekniska support.

Spent Reagents
Empty (T6m
férbrukade
reagenser)

Tom behallaren for forbrukade reagenser och sétt tillbaka den tomma behallaren.

Kontrollera fér matrisskanningar

Systemkontroller

Rekommenderad atgard

Doors Closed (Luckor
stangda)

Kontrollera att fackens luckor ar stangda.

Consumables Loaded

(Férbrukningsmaterial laddat)

Sensorerna for forbrukningsmaterial registrerar inget. Kontrollera att allt
forbrukningsmaterial &r korrekt laddat.

Valj Back (Tillbaka) pa skarmarna for korningsinstéliningar for att gé tillbaka till
laddningssteget och upprepa kérningsinstéliningen.
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Systemkontroller Rekommenderad atgard
Required Software Kritiska komponenter i programvaran saknas.
(Obligatoriskt program) Utfér en manuell programuppdatering for att aterstélla alla programkomponenter.
Verifiera indatafiler Kontrollera att sokvagen till klusterfilen och manifestfilen &ar korrekt och att filerna ligger
dar de ska.
Instrument Disk Space Instrumentets harddisk har inte tillrackligt med diskutrymme for att utféra en kérning.
(Instrumentets diskutrymme) Det &r mojligt att data frén en tidigare korning inte dverfordes.
Rensa koérningsdata fran instrumentets harddisk.
Network Connection Natverksanslutningen har avbrutits. Kontrollera natverksstatusen och den fysiska
(Natverksanslutning) natverksanslutningen.
Network Disk Space Antingen &r BaseSpace-kontot fullt eller s& ar natverksservern full.

(Diskutrymme i natverket)

Avbildningssystem Rekommenderad atgard

Imaging Limits Kontakta llluminas tekniska support.

(Avbildningsgranser)

Z Steps-and-Settle Kontakta llluminas tekniska support.

Bit Error Rate Kontakta llluminas tekniska support.

Auto-Center (Automatisk Ta ut BeadChip-adaptern. Kontrollera att BeadChip ar placerat i adaptern och mata in
centrering) adaptern igen.

Pabdrja alltid en korning med en tom behallare fér forbrukade reagenser.

Om du startar en korning utan att tomma behallaren for férbrukade reagenser meddelar systemsensorer
programvaran att pausa korningen néar behéllaren ar full. Systemsensorerna kan inte pausa en korning
under pagéende klustring, paired-end-atersyntes eller den automatiska tvatten efter kdrningen.

Nar kdrningen pausar 6ppnas en dialogruta med alternativ for att hdja sugrdéren och témma den fulla
behallaren.

Témma behallaren fér forbrukade reagenser

—

Valj Raise Sippers (H6j sugror).

2 Ta bort behéllaren for férbrukade reagenser och kassera innehéllet pa lampligt satt.
3 Satt tillbaka den tomma behéllaren i buffertfacket.
4

Valj Continue (Fortsatt). Kérningen aterupptas automatisk.

En rehybridiseringskorning kan behévas om matten som genereras under de forsta cyklerna visar
intensiteter under 2 500. Vissa bibliotek med lag mangfald kan visa intensiteter under 1 000, vilket ar
forvantat och kan inte atgardas med rehybridisering.

OBS! Kommandot End Run (Avsluta kérming) ar en definitiv handling. Korningen kan inte aterupptas,
korningens forbrukningsmaterial kan inte ateranvandas och sekvenseringsdata fran korningen sparas inte.
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Nér du avslutar en korning utfér programmet foljande steg innan kérningen avslutas:
Forsatter flodescellen i ett sakert tillstand.
Laser upp flodescellens RFID for en senare kdrning.
Tilldelar ett utgadngsdatum for rehybridisering till flodescellen.
Skriver kérningsloggarna for slutférda cykler. En fordréjning ar normailt.
Asidosatter den automatiska tvatten efter korning.
Nar du startar en rehybridiseringskorning utfér programmet foljande steg innan kérningen inleds:
Skapar en kérningsmapp baserat pa ett unikt kdrningsnamn.
Kontrollerar att flddescellens rehybridiseringsdatum inte har passerat.
Primrar reagens. En fordrdjning ar normalt.
Hoppar over klustersteget.
Tar bort den tidigare primern for Read 1 (Avlasning 1).
Hybridiserar en ny primer for Read 1 (Avlasning 1).
Fortsatter med Read 1 (Avlasning 1) och resten av korningen baserat pa angivna kérningsparametrar.

Tidpunkter att avsluta en kérning vid for rehybridisering

Rehybridisering vid ett senare tillfalle &r endast mojligt om du avslutar kdrningen vid féljande tidpunkter:

Efter cykel 5 — Intensiteter visas efter mallregistreringen, vilket kréver att de forsta fem
sekvenseringscyklerna har slutforts. Aven om det &r sékert att avsluta en kérning efter cykel 1 sa
rekommenderar vi att avsluta efter cykel 5. Avsluta inte en kdrning under klustergenerering.

Read 1 (Avlasning 1) eller Index 1 Read (Index 1-avlasning) — Avsluta kérning innan paired-end-
atersyntes inleds. Flodescellen kan inte sparas for rehybridisering vid ett senare tillfalle efter att paired-
end-atersyntes har inletts.

Nodvandigt forbrukningsmaterial

For en rehybridiseringskorning kravs en ny NextSeq 550Dx-reagenskassett och -buffertkassett,

oavsett nar kérningen stoppades.

Avsluta den aktuella kérningen

1 Valj End Run (Avsluta kérning). Valj Yes (Ja) nar du uppmanas att bekrafta kommandot.

2 V&lj Yes (Ja) nar du uppmanas att spara flodescellen. Kontrollera utgangsdatunet for rehybridisering.
3 Avlagsna den sparade flddescellen och stall undan vid 2 °C till 8 °C tills du ar redo att konfigurera

rehybridiseringskorningen.

OBS! Du kan forvara flodescellen i plastfodralet utan torkmedelspasen vid 2 °C till 8 °C i upp till sju dagar.
Rehybridisera den sparade flodescellen inom tre dagar for basta resultat.

Utfora en manuell tvatt

1 Valj Perform Wash (Utfor tvatt) pa startskarmen.

2 Valj Manual Post-Run Wash (Manuell tvatt efter korning) pé skarmen Wash Selection (Val av tvatt).
Mer information finns i Utféra en manuell tvatt pa sidan 35.
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OBS! Om du inte har tagit bort reagenskassetten och buffertkassetten fran den stoppade korningen kan du
anvanda dem fér den manuella tvatten. Annars utfor du den manuella tvatten med reagenstvattkassetten och
bufferttvattkassetten.

Konfigurera en ny kérning pa fliken Prep (Beredning) for BaseSpace

1 Om instrumentet ar konfigurerat for BaseSpace eller BaseSpace Onsite konfigurerar du en ny kdrning
pa fliken Prep (Beredning) med hjalp av samma parametrar som i originalkdrningen.

SPETS Kiicka pa fliken Pools (Uppsattningar), valj lampligt Pool ID (Uppséttnings-1D) for att behalla de tidigare
korningsinstaliningarna och ge sedan den nya kdrningen ett unikt namn.

Konfigurera en koérning pa instrumentet

1 Forbered en ny reagenskassett.

2 Om den sparade flodescellen har forvarats ska du lata den na rumstemperatur (15-30 minuter).
3 Rengdr och ladda den sparade flédescellen.
4

Ta bort behallaren for forbrukade reagenser, kassera innehéllet pa lampligt satt och sétt tillbaka den
tomma behallaren.

Ladda den nya buffertkassetten och reagenskassetten.

Valj bland foljande alternativ pa skarmen Run Setup (Kérningskonfiguration):
BaseSpace or BaseSpace Onsite (BaseSpace eller BaseSpace Onsite) — Valj kérningen och
bekrafta kérningsparametrarna.
Standalone (Fristdende) — Ange namnet p& koérningen och vélj samma parametrar som
originalkérningen.

7 Valj Next (Nasta) for att g& vidare till kontrollen fére kdrning och starta kdrningen.

Programmet kan inte l1asa BeadChip-streckkoden

Valj ett av foljande alternativ nar dialogrutan om streckkodsfel visas:
Valj Rescan (Skanna om). Programmet forsoker lasa streckkoden igen.
Valj textfaltet och ange streckkodens nummer s& som visas pa bilden. Streckkodsnummer kan
besta av upp till 12 siffror, beroende pa BeadChip. Valj Save (Spara). Streckkodsbilden sparas i
utdatamappen.
Valj Cancel (Avbryt). Luckan till avbildningsfacket 6ppnas for att du ska kunna ta ut BeadChip-
adaptern.

Fel vid BeadChip-skanning

Bilder registreras efter att de har skannats. Registreringen identifierar parlor genom att korrelera platser pa
den skannade bilden med information fran parimappen eller DMAP-mappen.

Sektioner som registreringen misslyckas for indikeras i rott pa BeadChip-bilden.
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Bild 28 BeadChip visar misslyckade sektioner

T A A A
[ R

Barcode number

9934994010

Knappen Rescan (Skanna om) blir aktiv nar skanningen ar slutférd och skanningsdata har skrivits till
utdatamappen.

Programmet utfor fdéljande steg nar Rescan (Skanna om) valjs:

Skannar om prover som innehaller misslyckade sektioner med hjalp av en mer omfattande
plattéverlappning.

Genererar utdatafiler i den ursprungliga utdatamappen.
Skriver dver tidigare utdatafiler for misslyckade sektioner.

Okar skanningsraknaren med 1 fér varje omskanning, men gor det i bakgrunden. Programmet behaller
samma namn pa utdatamappen.

Rescan (Skanna om) eller Start New Scan (Starta ny skanning)

1 Valj Rescan (Skanna om) for att skanna prover som innehaller misslyckade sektioner.
2 Avsluta skanningen om den fortsatter att misslyckas.

3 Avlagsna BeadChip och adaptern och kontrollera om det finns damm eller skrap pa BeadChip.
Anvand konserverad luft eller andra metoder med komprimerad luft for att ta bort skrapet.

4 Satt i BeadChip igen och starta en ny skanning.
Programmet utfor foljande steg nér en ny skanning startas:
Skannar hela BeadChip.
Genererar utdatafiler i en ny utdatamapp.
Okar skanningréknaren med 1 baserat p& skanningsantalet vid den senaste omskanningen.

Ersatta manifestfiler och klusterfiler

1 Gatill llluminas supportsida (support.illumina.com) for det BeadChip som du anvéander och klicka pa
fliken Downloads (Nedladdningar).

2 Ladda ned filerna som ska ersattas eller uppdateras och kopiera filerna till dnskad natverksplats.

OBS! Var noga med att valja manifest- och klusterfiler som &r kompatibla med NextSeq 550Dx-
instrumentsystemet. Kompatibla filer har NS550 i filnamnet.

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE 49
Endast fér forskningsbruk. Inte fé6r anvandning i diagnostiska procedurer.


http://support.illumina.com/

Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument i forskningslage

3 Det &r endast om platsen har andrats som du ska uppdatera platsen pa skarmen BeadChip Scan
Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning) enligt foljande:

a Valj Manage Instrument (Hantera instrument) pd NCS-startskarmen.
b Valj System Configuration (Systemkonfiguration).
¢ Valj BeadChip Scan Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning).

4 Valj Browse (Bladdra) och ga till platsen dar de ersatta eller uppdaterade filerna ar sparade.

Andra inte originalrecept. Spara alltid en kopia av originalreceptet med ett nytt namn. Om ett originalrecept
andras kan programvaruuppdateraren inte langre k&nna igen receptet vid kommande uppdateringar och
nya versioner kommer inte att installeras.
Spara anpassade recept i lamplig receptmapp. Receptmappar ar organiserade enligt féljande.
(™ Custom (Anpassade)
= High (Hoga) — Anpassade recept som anvands med en sats med hog effekt.
= Mid (Medelhdga) — Anpassade recept som anvands med en sats med medelhdg effekt.
= High (Hoga) — Originalrecept som anvands med en sats med hdg effekt.
= Mid (Medelhdga) — Originalrecept som anvands med en sats med medelh6g effekt.
(7 Wash (Tvatt) — Innehéller receptet for manuell tvatt.

NextSeq 550Dx-datorn har fyra harddiskar, tva for diagnoslaget och tva for forskningslaget. Om en
harddisk borjar f& problem genererar systemet ett RAID-felmeddelande och foreslar att du kontaktar
llluminas tekniska support. Vanligen maste harddisken bytas ut.

Du kan fortsatta med korningskonfigurationsstegen och normal drift. Syftet med meddelandet ar att
schemalédgga service i forvag for att undvika avbrott i den normala driften av instrumentet. RAID-varningen
kan endast bekraftas av en administratdr. Att anvanda instrumentet med endast en harddisk kan leda till
dataforlust.

Systemet konfigureras under installationen. Om en &ndring kravs eller om systemet maste omkonfigureras
ska du daremot anvanda systemkonfigurationsalternativen. Endast ett Windows-administratérskonto har
behorighet att komma at systemkonfigurationsalternativen.

Network Configuration (Natverkskonfiguration) — Alternativ for IP-adressinstallningar, adresser till en
domannamnsserver (DNS), datornamn och domannamn.

Stalla in natverkskonfigurationen

1 Valj System Configuration (Systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (Hantera instrument).

2 Valj Obtain an IP address automatically (Hamta en IP-adress automatiskt) for att hdmta IP-adressen
med DHCP-servern.
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OBS! Dynamic Host Configuration Protocol (DHCP) &r ett standardnéatverksprotokoll som anvands pé IP-
plattformar for dynamisk distribuering av natverkskonfigurationsparametrar.

Alternativt véljer du Use the following IP address (Anvand nedanstaende IP-adress) for att manuellt
ansluta instrumentet till en annan server pa nedanstaende satt. Kontakta din natverksadministrator for
adresser som ar specifika for din anlaggning.

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

168.62.20.37.

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

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

3 Valj Obtain a DNS server address automatically (Erhall en DNS-serveradress automatiskt) for att

ansluta instrumentet till den domannamnsserver som ar kopplad till IP-adressen.

Alternativt véljer du Use the following DNS server addresses (Anvand nedanstaende DNS-

serveradresser) for att ansluta instrumentet till domannamnservern manuellt p& nedanstaende satt.
Ange den dnskade DNS-adressen. DNS-adressen ar det servernamn som anvands for att
Overséatta domannamn till IP-adresser.
Ange den alternativa DNS-adressen. Den alternativa adressen anvands om den valda DNS-
adressen inte kan Oversétta ett visst domannamn till en IP-adress.

4 Valj Save (Spara) for att g& vidare till skarmen Computer (Dator).

OBS! Instrumentdatornamnet tilldelas instrumentdatorn nér den tillverkas. Alla andringar av datornamnet kan
péaverka anslutningen och kréaver en natverksadministrator.

5 Anslut instrumentdatorn till en doman eller en arbetsgrupp pa nedanstaende satt.
For instrument som &r anslutna till internet — Valj Member of Domain (Medlem i doméan) och ange
sedan domannamnet som ar kopplat till anldggningens internetanslutning. Domanandringar kraver
ett administratérsanvandarnamn och -I6senord.
For instrument som inte &r anslutna till internet — Valj Member of Work Group (Medlem i
arbetsgrupp) och ange sedan ett arbetsgruppnamn. Arbetsgruppnamnet ar unikt fér din
anlaggning.

6 Valj Save (Spara).

Stalla in analyskonfiguration

1 Valj System Configuration (Systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (Hantera instrument).
2 Valj Analysis Configuration (Analyskonfiguration).

3 Vilj fran foljande alternativ for att ange en plats déar data 6verfors for efterféljande analys.
Valj BaseSpace for att skicka sekvenseringsdata till lllumina BaseSpace. [Valfritt] Markera
kryssrutan Output Folder (Utdatamapp), valj Browse (Bladdra) och ga till en sekundar
natverksplats for att spara BCL-filer utover BaseSpace.
Valj BaseSpace Onsite. | faltet Server Name (Servernamn) anger du den fullstdndiga sékvagen till
din BaseSpace Onsite-server. [Valfritt] Markera kryssrutan Output Folder (Utdatamapp), valj
Browse (Bladdra) och ga till en sekundar natverksplats for att spara BCL-filer utdver BaseSpace
Onsite-servern.
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4

6

Valj Standalone instrument (Fristdende instrument) for att endast spara data till en natverksplats.
Valj Browse (Bladdra) ooch ga till dnskad natverksplats. Kontrollprogrammet genererar
automatiskt utdatamappens namn.
[Valfritt] Anvand Use Run Monitoring (Anvand korningsovervakning) for att dvervaka kdrningen
med hjalp av visualiseringsverktyg i BaseSpace. En BaseSpace-inloggning och
internetanslutning kravs.

Om du har valt BaseSpace eller BaseSpace Onsite ska du stélla in BaseSpace-parametrarna enligt
féljande.
Ange User Name (Anvandarnamn) och Password (Losenord) for BaseSpace for att registrera
instrumentet med BaseSpace.
Valj Use default login and bypass the BaseSpace login screen (Anvand standardinloggning och
asidoséatt BaseSpace-inloggningsskarmen) for att stalla in det registrerade anvandarnamnet och
I6senordet som standardinloggning. Den har instéliningen asidosatter BaseSpace-skarmen under
kdérningskonfigurationen.

Markera Send Instrument Performance Data to lllumina (Skicka instrumentets prestandadata till
lllumina) for att aktivera dvervakningstjansten lllumina Proactive. Namnet pé installningen i
programmets granssnitt kan skilja sig frdn namnet i den har guiden, beroende pé vilken version av
NCS som anvands.

Néar instéllningen ar aktiverad skickas instrumentets prestandadata till lllumina. Informationen gér det
enklare for llluminas tekniska support att felstka och upptéacka potentiella fel, vilket mojliggdr
forebyggande underhall och maximerar instrumentets drifttid. Mer information om tjanstens fordelar
finns i Teknisk dokumentation for lllumina Proactive (dokumentnr 1000000052503_SWE).

Tjansten:

skickar inte sekvenseringsdata

kraver att instrumentet ar anslutet till ett natverk med internetanslutning
ar inaktiverad som standard. Aktivera instaliningen Send Instrument Performance Data to lllumina
(Skicka instrumentets prestandadata till lllumina) om du vill anvanda tjansten.

Valj Save (Spara).

Konfiguration av BeadChip-skanning

]
2
3

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE

Valj System Configuration (Systemkonfiguration) pa skarmen Manage Instrument (Hantera instrument).
Valj BeadChip Scan Configuration (Konfiguration av BeadChip-skanning).

Valj Browse (Bladdra) och navigera till nskad mapp i ditt natverk fér att ange en standardplats for
DMAP-mappen.

OBS! Ladda ned och kopiera DMAP-innehéllet till den héar platsen innan varje skanning. DMAP-innehall kravs
for varje BeadChip och &r unikt fér varje BeadChip-streckkod.

Valj Browse (Bladdra) och navigera till dnskad mapp i ditt natverk fér att ange en standardplats for
utdata.

Valj ett bildfilformat for sparade bilder. Standardformatet ar JPG.
Valj ett utdatafilformat for skanningsdata. Standardformatet ar endast GTC.

Valj Save (Spara).
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8 P& skarmen Scan Map (Skanningsmapp) anger du den fullstandiga sokvéagen till manifestfilen och
klusterfilen for varje BeadChip-typ. Valj Browse (Bladdra) for varje filtyp och ga till mappen som
innehaller filerna.

9 [Valfritt] Valj Hide Obsolete BeadChips (Ddlj inaktuella BeadChips) for att ta bort inaktuella BeadChips
fran vyn.

10 Vélj Save (Spara).
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NextSeq 550Dx-instrumentet anvander RTA2-versionen av programvaran for realtidsanalys (RTA). RTA2
kors pé instrumentdatorn och extraherar intensiteter fran bilder, utfor basbestdamningar och tilldelar ett
kvalitetsresultat till basbestdmningen. RTA2 och systemprogramvaran kommunicerar via ett
webbgranssnitt och delade minnesfiler. Om RTA2 avslutas gar det inte att ateruppta bearbetningen eller
att spara kérningsdata.

RTA2-indata

RTA2 behover foljande indata for bearbetning:
Plattbilder fran det lokala systemets minne.
Runinfo.xml som skapas automatiskt nar en korning paborjas och innehaller kérningsnamnet, antalet
cykler, om en avlasning &r indexerad och antalet plattor pa flodescellen.
RTA.exe.config programvarukonfigurationsfil i XML-format.

RTA2 tar emot kommandon fran systemprogramvaran om sokvagen till Runinfo.xml och om det har
angetts en utdatamapp (valfritt).

RTA2-utdatafiler

Bilder for varje kanal sparas i minnet som plattor. Plattor & sma avbildningsomraden pa flddescellen som
fungerar som kamerans synfalt. Programvaran anvander bilderna for att generera utdata som en
uppsattning kvalitetsbestamda basbestamningsfiler och filterfiler. Alla andra filer &r stédutdatafiler.

Filtyp Beskrivning

Basbestamningsfiler Varje platta som analyseras ingar i en sammanslagen basbestamningsfil (*.bcl.bgzf) for varje
spér och varje cykel. Den sammanslagna basbestdmningsfilen innehéller basbestamningen
och atféljande kvalitetsresultat for varje kluster.

Filterfiler Varje platta genererar filterinformation som sammanstélls i en filterfil (*.filter) for varje spar.
Filterfilen anger om ett kluster passerar filtret.

Klusterplaceringsfiler Klusterplaceringsfiler (*.locs) innehaller X- och Y-koordinaterna for varje kluster pa en platta.
En klusterplaceringsfil genereras for varje spar nar en mall skapas.

Basbestamningsindexfiler En basbestamningsindexfil (*.bci) genereras for varje spar for att bevara den ursprungliga
plattinformationen. Indexfilen innehéller tva varden for varje platta — plattnumret och antalet
kluster for den plattan.

RTA2 ger realtidsmatt for korningskvalitet som lagras som InterOp-filer. InterOp-filer &r bin&ra utdata som
innehaller matt for plattor, cykler och avlasningsniva.

Felhantering

RTA2 skapar loggfiler och skriver dem till mappen RTALogs (RTA-loggar). Fel registreras i en felfil i
filformatet *.tsv.
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Féljande logg- och felfiler dverfors till den slutgiltiga utdatadestinationen nér bearbetningen har slutforts:
*GlobalLog*.tsv sammanfattar viktiga kérningshandelser.
*LaneNLog*.tsv listar bearbetningshandelser for varje spar.
*Error*.tsv listar fel som intraffat under en korning.

*WarningLog™.tsv listar varningar som intraffat under en korning.

Mallgenerering Kartlagger klusterplaceringar.

Registrering och extrahering Registrerar platsen for varje kluster i flédescellen och faststéller ett intensitetsvarde for varje

av intensitet kluster.

Fasningsllorrigering Korrigerar effekten av fasning och férfasning.
Basbes:cémning Faststaller en basbestamning for varje kluster.
Kvalitet;resultat Tilldelar ett kvalitetsresultat till varje basbestamning.

Mallgenerering

Det forsta steget i RTA-arbetsflodet ar mallgenerering, som definierar positionen for varje kluster pé en
platta med X- och Y-koordinater.

Mallgenerering kraver bilddata fran de férsta fem cyklerna i kérningen. Mallen genereras nér den sista
mallcykeln for en platta har avbildats.

OBS! Det maste finnas minst en bas utdver G i de forsta 5 cyklerna for att ett kluster ska identifieras under
mallgenerering. For alla indexsekvenser krdver RTA2 minst en annan bas an G i de forsta 2 cyklerna.

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

Registrering och extrahering av intensitet

Registrering och extrahering av intensitet borjar efter mallgenereringen.
Registreringen anpassar bilder som produceras under varje efterféljande avbildningscykel efter mallen.
Intensitetsextraktion faststéller ett intensitetsvarde for varje kluster i mallen fér en specifik bild.

Om registreringen misslyckas for bilder i en cykel genereras inga basbestamningar fér den plattan i den
cykeln.

Fasningskorrigering

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

Fasning intraffar nar en bas hamnar efter.

Forfasning intraffar nar en bas hamnar fore.
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Bild 29 Fasning och foérfasning

A

A Avlasning med en bas som ar ett exempel pa fasning.
B Avlasning med en bas som &r ett exempel pa forfasning.

RTAZ2 korrigerar effekterna av fasning och forfasning sa att datakvaliteten maximeras for varje cykel i
kdérningen.

Basbestamning

Vid basbestamning bestédms en bas (A, C, G eller T) for alla kluster pé en specifik platta i en specifik cykel.

NextSeq 550Dx-instrumentet anvander tvakanalssekvensering, som endast kraver tva bilder for att koda
data for fyra DNA-baser, en frédn den roda kanalen och en fran den grona kanalen.

Resultatet av de intensiteter som extraheras fran en bild och jamfors mot en annan bild ar fyra distinkta
populationer som var och en motsvarar en nukleotid. Basbestamning bestammer vilken population varje
kluster tillhor.

Bild 30 Visualisering av klusterintensiteter
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Tabell 1 Basbestamning i tvakanalssekvensering

Bas Réd kanal Groén kanal Resultat
A 1 (p4) 1 (pa) Kluster som visar intensitet i bade réda och gréna kanaler.
C 1 (pd) 0 (av) Kluster som endast visar intensitet i den roda kanalen.
G 0 (av) 0 (av) Kluster som inte visar nagon intensitet vid en kand klusterplats.
T 0 (av) 1 (pd) Kluster som endast visar intensitet i den gréna kanalen.

Dokumentnr 1000000041922 vO3 SWE
Endast fér forskningsbruk. Inte fé6r anvandning i diagnostiska procedurer.

57



Referensguide for NextSeq 550Dx-instrument i forskningslage

Kluster som passerar filtret

Under korningen filtrerar RTA2 alla radata och tar bort avlasningar som inte haller kvalitetsmattet.
Overlappande kluster eller kluster av 1&g kvalitet tas bort.

For tvakanalsanalys anvander RTA2 ett populationsbaserat system for att bestdmma en basbestamnings
renhet. Kluster passerar filtret (PF) nar endast en basbestamning har en renhet pa < 0,63 under de forsta
25 cyklerna. Kluster som inte passerar filtret har inte basbestamts.

Att ta hansyn till vid indexering

Processen for basbestamning vid indexlésning skiljer sig fran basbestdmning vid andra avlasningar.

Indexlasningar maste borja med minst en annan bas an G i ndgon av de forsta tva cyklerna.
Om en indexl&sning borjar med tva basbestamningar av G genereras inte nadgon signalintensitet.
Signalen maste finnas i nagon av de forsta tva cyklerna for att demultiplexeringen ska fungera.

Oka demultiplexeringens robusthet genom att vélja indexsekvenser som ger signal i minst en kanal,
helst bada kanalerna, for varje cykel. Genom att félja den hér riktlinjen kan du undvika indexkombinationer
som endast resulterar i G-baser i alla cykler.

Rod kanal — A eller C
Gron kanal — A eller T

Den har processen for basbestamning sakerstéller att resultatet blir rattvisande vid analys av
lagplex-prover.

Kvalitetsresultat

Ett kvalitetsresultat, eller ett Q-resultat, méater sannolikheten for en felaktig basbestdmning.
Ett hogt Q-resultat indikerar att en basbestdmning ar av bra kvalitet och sannolikt &r korrekt.

Q-resultatet &r ett praktiskt satt att mata sannolikheten for sméa fel. Q-resultat skrivs som Q(X), déar X ar
resultatet. | nedanstéende tabell visas relationen mellan kvalitetsresultatet och sannolikheten for fel.

Q-resultat Q(X) Felsannolikhet

Q40 0,0001 (1 pa 10 000)
Q30 0,001 (1 p& 1 000)
Q20 0,01 (1 pa 100)

Q10 0,1 (1 pa 10)

OBS! Kvalitetsresultat baseras pa en anpassad version av Phred-algoritmen.

Metoden beraknar en uppsattning variabler for varje basbestamning och anvander sedan variablernas
varden for att hitta Q-resultatet i en kvalitetstabell. Kvalitetstabeller skapas for att ge optimalt noggranna
kvalitetsprognoser for kdrningar som skapas av en specifik konfiguration av sekvenseringsplattform och
uppsattning av kemikalier.

Nar Q-resultatet ar bestamt sparas resultaten i basbestamningsfiler (*.bcl.bgzf).
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Filtyp Filbeskrivning, plats och namn
Basbestamningsfiler Varje platta som analyseras ingar i en basbestamningsfil, samlade i en fil per spar, for varje

cykel. Den sammanslagna filen innehaller basbestamningen och ett kodat kvalitetsresultat for
varje kluster i det sparet.

Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Filer sparas i en mapp for varje spar.

[cykel].bcl.bgzf, dar [cykel] representerar cykelnumret med fyra siffror. Basbestamningsfiler
komprimeras till gzip-format.

Basbestamningsindexfil For varje spar listar en binar indexfil den ursprungliga plattinformationen med tva varden for
varje platta — plattnumret och antalet kluster f6r den plattan.
Basbestamningsindexfiler skapas forsta gdngen som en basbestamningsfil skapas for det
spéret.
Data\Intensities\BaseCalls\LOO[X] — Filer sparas i en mapp for varje spar.
s_[spér].bci

Klusterplaceringsfiler For varje platta sammanslas XY-koordinaterna for varje kluster i en klusterplaceringsfil for varje
spar. Klusterplaceringsfiler ar resultatet av mallgenerering.
Data\lntensities\LOO[X] — Filer sparas i en mapp for varje spar.
s_[spér].locs

Filterfiler Filterfilen anger om ett kluster passerar filtret. Filterinformation samlas i en filterfil for varje spar
och avléasning.
Filterfiler genereras under cykel 26 med data fran de féregaende 25 cyklerna.
Data\lntensities\BaseCalls\LOO[X] — Filer sparas i en mapp for varje spar.
s_[spar].filter

InterOp-filer Binéara rapporteringsfiler. InterOp-filer uppdateras under hela kdrningen.
InterOp-mapp

RTA-konfigurationsfil RTA-konfigurationsfilen skapas i bérjan av kérningen och listar kérningens installningar.
[rotmapp], RTAConfiguration.xml

Kdrningsinformationsfil Listar kdrningsnamnet, antalet cykler i varje avlasning, om avlasningen ar en indexavlasning
och antalet strangar och plattor pa flodescellen. Kérningsinformationsfilen skapas i borjan av
kérningen.

[rotmapp], Runinfo.xml

Flédescellsplattor

Plattor &r sma avbildningsomraden pa flodescellen som fungerar som kamerans synfélt. Det totala antalet
plattor beror péa antalet spar, strangar och ytor som avbildas pa flddescellen, och hur kamerorna
samverkar for att ta bilderna. Hogproduktiva flédesceller har totalt 864 plattor.

Tabell 2 Flédescellsplattor

Flédescellskomponent Hégproduktiv. ~ Beskrivning
Spar 4 Ett spar ar en fysisk kanal med dedikerade in- och utportar.
Ytor 2 Flodescellen avbildas pa tva ytor, en dvre och en nedre. Den Ovre ytan pa

platta 1 avbildas, sedan avbildas samma plattas nedre yta innan nasta
platta avbildas.
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Flédescellskomponent Hégproduktiv ~ Beskrivning

Strangar per spar 3 En stréang ar en kolumn med plattor i ett spar.
Kamerasegment 3 Instrumentet anvander sex kameror for att avbilda flodescellen i tre
segment for varje spar.
Plattor per strang per 12 En platta ar det omrade pé flddescellen som kameran ser som en bild.
kamerasegment
Totalt antal avbildade 864 Det totala antalet plattor ar lika med spéar x ytor x strangar x
plattor kamerasegment x plattor per strang per segment.
o} .
Sparnumrering

Spar 1 och 3, kallas for sparpar A, avbildas samtidigt. Spar 2 och 4, kallas for sparpar B, avbildas nar
avbildningen av sparpar A har slutforts.

Bild 31 Sparnumrering
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A Sparpar A-Spéar 1 och 3
B Sparpar B — Spar 2 och 4
Strangnumrering

Varje spar avbildas i tre strangar. Strangarna ar numrerade 1-3 for hdgproduktiva flodesceller.

Bild 32 Strangnumrering
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Kameranumrering

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

Kamerorna ar numrerade 1-6. Kamera 1-3 for bildspar 1. Kamera 4-6 for bildspar 3. Efter det att spar 1
och 3 har avbildats ror sig avbildningsmodulen vidare pa X-axeln till bildspéar 2 och 4.
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Bild 33 Numrering av kamera och segment (en hégproduktiv flodescell visas)
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Platthnumrering

Det finns 12 plattor i varje strang i varje kamerasegment. Plattorna & numrerade 01-12,
oavsett strangnummer eller kamerasegment, och representeras med tva siffror.

Bild 34 Platthumrering
(12) (08 (04 (01)
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Det fullstandiga plattnumret har fem siffror som representerar platsen, enligt féljande:

Surface (Yta) — 1 representerar den dvre ytan och 2 representerar den nedre ytan.
Swath (Strang) — 1, 2 eller 3.
Camera (Kamera) — 1, 2, 3, 4, 5 eller 6.
Tile (Platta) — 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11 eller 12.
Exempel: Plattnummer 12508 anger den Ovre ytan, strang 2, kamera 5 och platta 8.

Det kompletta 5-siffriga plattnumret anvands i filnamnet for miniatyrbilder och empiriska fasningsfiler.
Mer information finns i avsnittet Utdatafiler fran sekvensering pa sidan 59.

Systemprogramvaran genererar utdatamappnamnet automatiskt.
[~ Data
[C= Intensities (Intensiteter)
[~ BaseCalls (Basbestamningar)
™ LoO1 - Basbestamningsfiler for spar 1, samlade i en fil per cykel.
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([ Loo2 - Basbestamningsfiler for spéar 2, samlade i en fil per cykel.
(7 Lo03 - Basbestamningsfiler for spar 3, samlade i en fil per cykel.
(= Loo4 - Basbestamningsfiler for spar 4, samlade i en fil per cykel.
(= LOO1 - En samlad *.locs-fil for spar 1.
(= LO02 - En samlad *.locs-fil for spar 2.
(= LOO3 - En samlad *.locs-fil for spar 3.
(= LO04 — En samlad *.locs-fil for spar 4.
(™ Images (Bilder)
(= Focus (Fokus)
(7 LOO1 — Fokusbilder for spar 1.
(7 LO02 - Fokusbilder fér spar 2.
[ L0083 - Fokusbilder fér spar 3.
(71 LOO4 — Fokusbilder for spar 4.
[C= InterOp - Binara filer.
= Logs (Loggar) — Logdgfiler som beskriver operativa steg.
() Recipe (Recept) — En kdrningsspecifik receptfil med reagenskassettens ID.
= RTALogs (RTA-loggar) — Logdfiler som beskriver analysstegen.
=l RTAComplete.txt
=l RTAConfiguration.xml

El Runinfo.xml

[E] RunParameters.xml

Filtyp Filbeskrivning, plats och namn

GTC-filer Genotypbestamningsfil. En GTC-fil genereras for varje prov som skannas pa BeadChip.
Filnamnet innehéller streckkoden och provet som har skannats.
[streckkod]_[prov].gtc

Bildfiler Bildfiler far sina namn i enlighet med det omrade som skannas pa BeadChip. Namnet
innehéller streckkoden, provet och sektionen pa BeadChip, strang samt avbildningskanal
(réd eller grén).

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

e Streckkod - Filnamnet borjat med BeadChip-streckkoden.

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

e Sektion — En numrerad rad inom ett prov.

e String — BeadChips avbildas som en uppsattning éverlappande plattor. Darfér anvands
endast en strang for att avbilda sektionen.

e Kamera — Kameran som anvands for att ta bilden.

e Platta — Ett avbildningsomréde som definieras som kamerans synfalt.

e Kanal - En kanal ar antigen rod eller gron.
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= [datum]_[instrumentnamn]_[skanningsnr]_[streckkod]
[C= [streckkod]
[C= Config (Konfiguration)

B Effective.cfg — Registrerar konfigurationsinstallningar som anvands under skanningen.

(= Focus (Fokus) — Innehaller bildfiler som anvands for att fokusera skanningen.
() Logs (Loggar) — Innehéller loggfiler dar varje steg som utférs under skanningen listas.
= PreScanDiagnosticFiles (Forskanning av diagnostikfiler)
(71 [datum_tid] Barcode Scan (Streckkodsskanning)
=] ProcessedBarcode.jpg — Bild pa BeadChip-streckkoden.

=l Skanningsdiagnostik (loggfiler)

=l PreScanChecks.csv — Registrerar resultat fran den automatiska kontrollen.
El gTC-filer - Genotypbestamningsfiler (en fil per prov).
El IDAT-filer - [Valfritt] Intensitetsdatafiler (tva filer per prov, en per kanal).
El Bildfiler - Skanningsbilder fér varje prov, sektion, strang, kamera, platta och kanal.
=l [streckkod]_sample_metrics.csv
=l [streckkod]_section_metrics.csv

=l scanParameters.xml
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Teknisk hjalp

Kontakta llluminas tekniska support for all form av teknisk hjalp.

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

Telefonnummer till llluminas kundtjanst

Nordamerika +1 800-8094566

Belgien +32 80077160 +32 34002973

Finland +358 800918363 +358 974790110

Hongkong, Kina 800960230

Italien +39 800985513 +39 236003759

Kina 400-0665835

Norge +47 800 16836 +47 21939693

Schweiz +41 565800000 +41 800200442

Spanien +34 911899417 +34 800300143

Sverige +46 850619671 +46 200883979

Taiwan, Kina 00806651752

Osterrike +43 800006249 +43 19286540

Sékerhetsdatablad (SDS) - Finns pa llluminas webbplats pa support.illumina.com/sds.html.
Produktdokumentation — Kan hamtas pé support.illumina.com.
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