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Udhézuesi i rrjedhés sé punés sé Modulit té analizés sé variantit té linjés germinale t& Menaxherit té€ ekzekutimit lokal pér NextSeq
550Dx

Moduli i varianteve té linjés germinale té Menaxheri i ekzekutimit lokal éshté pér pérdorim me
analizén e Kompletit té personalizimit t& amplikonit té lllumina TruSeq Dx dhe NextSeq 550Dx. Kur
pérdoret me modulin e variantit germinal, analiza ka pér géllim pérgatitjen e bibliotekave té pérdorura
pér renditjen e ADN-sé& nga mostrat e gjakut té ploté periferik.

Moduli i analizé€s vleréson rajone té shkurtra t&é ADN-sé sé amplifikuar, ose amplikone, pér variante.
Renditja e fokusuar e amplikoneve mundé&son mbulim té larté té rajoneve té vecanta. Shihni
fletushkén e paketimit Kompleti i personalizimit té¢ amplikonit TruSeq Dx (dokumenti #
1000000029772).

Moduli i analizés sé variantit germinal kérkon materiale harxhuese pér renditje me 300 cikle. Pér mé

shumé informacion, shihni fletushkén e paketimit té Kompletit té reagentit me rezultat té larté NextSeq
550Dx v2ose Kompletit té reagentit me rezultat té larté NextSeq 550Dx v2.5.

Rreth kétij udhézuesi

Ky udhézues ofron udhézime pér konfigurimin e parametrave té ekzekutimit pér renditjen dhe analizén
pér modulin e analizés Varian i linjés germinale. Pér informacion né lidhje me cilésimet e panelit té
kontrollit dhe té sistemit Menaxheri i ekzekutimit lokal, shihni Udhézuesi i referencés sé instrumentit
NextSeq 550Dx (dokumenti # 1000000009513).

Duke paré Menaxheri i ekzekutimit lokal

Ndérfagja e Menaxheri i ekzekutimit lokal shihet brenda Softueri operativ NextSeq 550Dx (NOS) ose
pérmes njé shfletuesi interneti. Shfletuesi i mbéshtetur i internetit éshté Chromium.

{ VINI RE
N
Nése pérdorni njé shfletues t€ pambéshtetur, shkarkoni shfletuesin e mbéshtetur kur té shfaget

mesazhi "Confirm Unsupported Browser” (Konfirmoni shfletuesin e pambéshtetur). Zgjidh "here"
(kétu) pér té shkarkuar versionin e mbéshtetur t&¢ Chromium.

Shiko né Monitorin e instrumentit

1 Pér té paré ndérfagen e Menaxheri i ekzekutimit lokal né monitorin e instrumentit, zgjidhni njé nga
opsionet e méposhtme:

Nga NOS Home Screen (Ekrani kreu), zgjidhni Local Run Manager (Menaxheri i ekzekutimit
lokal).
Klikoni X né kéndin e sipérm djathtas pér t'u kthyer te NOS kur té keni mbaruar.
Zgjidhni NOS ikonén Minimize (Minimizoni), hapni shfletuesin ueb Chromium gqé ndodhet né
instrument dhe shkruani http://localhost né shiritin e adresés.
Vetém pérdoruesit administratoré mund ta minimizojné NOS.

Pamja nga njé kompjuter i lidhur né rrjet

1 Hapni njé shfletues ueb Chromium né njé kompjuter me akses né té njéjtin rrjet si instrumenti dhe
lidheni duke pérdorur adresén IP ose emrin e instrumentit. P&r shembull, http://myinstrument.
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Caktoni parametrat
1 Identifikohuni né Menaxheri i ekzekutimit lokal.

2 Zgjidhni Create Run (Krijoni ekzekutimin) dhe zgjidhni Germline Variant (Varianti i linjés
germinale).

3 fusni njé emér ekzekutimi gé identifikon ekzekutimin nga renditja deri né analizé.
Pérdorni elementé alfanumeriké, hapésira, nénvizime ose viza.

4 [Opsionale] fusni njé pérshkrim té ekzekutimit pér t&€ ndihmuar né identifikimin e ekzekutimit.
Pérdorni elementé alfanumeriké, hapésira, nénvizime ose viza.

5 Zgjidhni numrin e mostrave dhe grupin e indekseve nga lista zbritése.
Konsideroni informacionin € méposhtém kur béni njé zgjedhje.
Lista zbritése pérmban numrat e mostrave me njé grup indeksesh. Pér shembull, 24-Set 1 tregon
24 mostra gé do té analizohen, me indekse nga grupi i indeksit 1.

Numrat e grupit té indekseve i referohen grupeve té ndryshme té indekseve i5. Kompleti 1 dhe
Kompleti 2 ofrojné té dy larmi indeksi. Ofrohen dy grupe indeksesh pér té ndihmuar né
parandalimin e shterimit t& njé grupi té vetém.

Zgjidhni numrin e mostrave qé &shté mé i aférti me numrin e mostrave gé po analizoni. Nése
numri i sakté i mostrave nuk &shté né listé, zgjidhni numrin mé té afért, por mé té vogél se numri
gé po analizoni. Pér shembull, nése doni té analizoni 18 mostra, zgjidhni 16 mostra.

(Mostra e sugjeruar) Puset dhe kombinimet e indeksit t&¢ Sample (Mostrés) gé plotésojné kérkesat
e larmisés sé indeksit jané té theksuara me ngjyré jeshile. Nése zgjidhni puse dhe kombinime té
tjera indeksesh, kur e ruani ekzekutimin, do té merrni njé njoftim nése nuk plotésohen kérkesat e
larmisé sé indeksit.

Importoni skedarét e manifestit pér ekzekutimin

1 Sigurohuni gé manifestet gé déshironi t& importoni jané té disponueshém né njé vendndodhje té
aksesueshme né rrjet ose né njé disk USB.

2 Zgjidhni Import Manifests (Importoni manifestet).

3 Shkoni te skedari i manifestit dhe zgjidhni manifestet qé déshironi té shtoni.

f VINI RE

N Pér t'i béré skedarét manifest t&€ disponueshém pér té gjitha ekzekutimet duke pérdorur modulin e
analizés sé Varian i linjés germinale, shtoni manifeste duke pérdorur vecoriné Module Settings
(Cilésimet e modulit). Kjo vecori kérkon leje té nivelit t& pérdoruesit administrator. Pér mé shumé
informacion, shihni Udhézuesi i referencés sé instrumentit NextSeq 550Dx (dokumenti #
1000000009513).

Specifikoni mostrat pér ekzekutimin
Specifikoni mostrat pér ekzekutimin duke pérdorur njé nga opsionet dhe udhézimet gé vijojné.

Enter samples manually (fusni mostrat manualisht)-Pé&rdorni tabelén bosh né ekranin Create Run
(Krijoni ekzekutimin).
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Import samples (Importoni mostrat)—Shkoni te njé skedar i jashtém né formatin e vlerave té ndara
me presje (*.csv). Njé model éshté i disponueshém pér shkarkim né ekranin Create Run (Krijoni
ekzekutimin).

Pasi té keni plotésuar tabelén e mostrave, mund ta eksportoni informacionin e mostrés né njé skedar
té jashtém. Pérdoreni skedarin si referencé kur pérgatitni biblioteka ose importoni skedarin pér njé
ekzekutim tjetér.

Fusni mostrat manually (manualisht)

1

8

fusni njé ID unike té mostrés né fushén ID-ja e mostrés.
Pérdorni elementé alfanumeriké, viza ose nénvizime.

[Opsionale] Pér mostrat e kontrollit pozitiv ose negativ, klikoni me té djathtén dhe zgjidhni llojin e
kontrollit.

[Opsionale] fusni njé pérshkrim té€ mostrés né fushén Pérshkrimi i mostrés.

Pérdorni elementé alfanumeriké, viza ose nénvizime.

Pérshkrimet e mostrés shogérohen me njé emér mostre. Pérshkrimet e mostrave mbishkruhen
nése i njéjti emér mostre pérdoret pérséri né njé ekzekutim t& mévonshém.

Zgjidhni njé pérshtatés Indeks 1 nga lista zbritése Indeksi 1 (i7).

Kur pérdorni puset e mostrave té€ sugjeruara, softueri popullon automatikisht pérshtatésit e
indeksit i7 dhe i5 gé plotésojné kérkesat e indeksit té larmisé. Nése numri i sakté i mostrave gé
po analizoni nuk éshté né listé, sigurohuni qé té zgjidhni pérshtatés indeksi pér puse shtesé. Nése
duhet té zgjidhni indekse pér puse shtesé, ose nuk pérdorni kombinimet e rekomanduara té
pérshtatésve té indeksit, pérpara se té zgjidhni indekset, sigurohuni gé té lexoni /dentifikimi bazé
dhe larmia e indeksit né fagen 15.

Zgjidhni njé pérshtatés Indeks 2 nga lista zbritése Indeksi 2 (i5).
Zgjidhni njé skedar manifesti nga lista zbritése Manifesti.

Zgjidhni njé opsion pér té paré, printuar ose ruajtur paraqgitjen e pllakés si referencé pér
pérgatitjen e bibliotekave:
Zgjidhni ikonén = Print (Printoni) pér té shfaqur paraqitjen e pllakés. Zgjidhni Print (Printoni)
pér té printuar paraqitjen e pllakés.
Zgjidhni Export (Eksportoni) pér té eksportuar informacionin e mostrés né njé skedar té
jashtém.
Sigurohuni gé informacioni i manifestit dhe i mostrés éshté i sakté. Informacioni i pasakté mund té
ndikojé né rezultate.

Zgjidhni Save Run (Ruani Ekzekutimin).

Importoni mostra

1

Zgjidhni Import Samples (Importoni mostrat) dhe shfletoni tek vendndodhja e skedarit té
informacionit té mostrés. Ekzistojné dy lloje skedarésh qé mund té& importoni.
Zgjidhni Template (Modeli) né ekranin Create Run (Krijoni ekzekutimin) pér té krijuar njé
paragitje té re té pllakés. Skedari i modelit pérmban titujt e sakté té€ kolonave pér importim.
fusni informacionin e mostrés né secilén koloné pér mostrat né ekzekutim. Fshini
informacionin e shembullit né qgelizat e papérdorura dhe mé pas ruani skedarin.
Pé&rdorni njé skedar me informacion shembullor gé u eksportua nga Varian i linjés germinale
moduli duke pérdorur vegoriné Export (Eksportoni).
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2 Zgjidhni ikonén &= Print (Printoni) pér té shfaqur paraqitjen e pllakés.
3  Zgjidhni Print (Printoni) pér té printuar paragitjen e pllakés si referencé pér pérgatitjen e
bibliotekave.

4 [Opsionale] Zgjidhni Eksport (Eksportoni) pér té eksportuar informacionin e mostrés né njé
skedar té jashtém.
Sigurohuni gé informacioni i manifestit dhe i mostrés éshté i sakté. Informacioni i pasakté mund té
ndikojé né rezultate.

5 Zgjidhni Save Run (Ruani Ekzekutimin).

Modifikoni njé ekzekutim

Pér udhézime mbi redaktimin e informacionit né ekzekutimin tuaj para renditjes, shihni Udhézuesi i
referencés sé instrumentit NextSeq 550Dx (dokumenti # 1000000009513).

Moduli i analizés Varian i linjés germinale kryen hapat e méposhtém té analizés dhe mé pas shkruan
skedarét e rezultateve té analizés né dosjen e Analysis (Analiza e rreshtimit). Skedarét e rezultateve
té

Leximet e indeksit t& demultiplekseve
Krijon skedarét FASTQ

Pérputhet me njé referencé
Identifikon variantet

Demultipleksimi

Demultipleksimi krahason c¢do renditje té Leximit té indeksit me renditjet e indeksit té specifikuar pér
ekzekutimin. Né kété hap nuk merren né konsideraté vlera cilésore.

Leximet e indeksit identifikohen duke pérdorur hapat e méposhtém:
Mostrat numérohen duke filluar nga 1 bazuar né rendin né té cilin jané renditur pér ekzekutimin.
Numri i mostrés 0 éshté i rezervuar pér grupet gé nuk i jané caktuar njé mostre.

Grupet i caktohen njé mostre kur renditja e indeksit pérputhet saktésisht ose kur ka deri né njé
mospérputhje té vetme pér Lexim té indeksit.

Gjenerimi i skedaréve FASTQ

Pas demultipleksimit, softueri krijon skedaré té ndérmjetém analizash né formatin FASTQ, i cili éshté
njé format teksti i pérdorur pér té pérfagésuar renditjet. Skedarét FASTQ pérmbajné lexime pér ¢cdo
mostér dhe rezultatet e lidhura té cilésisé. Pérjashtohen grupet gé nuk e kaluan filtrin.

Cdo skedar FASTQ pérmban lexime vetém pér njé mostér dhe emri i asaj mostre pérfshihet né emrin
e skedarit FASTQ. Skedarét FASTQ jané té dhénat kryesore hyrése pér rreshtimin. Teté skedaré
FASTQ krijohen pér ¢cdo mostér, katér nga Leximi 1 dhe katér nga Leximi 2.

Rreshtimi

Gjaté hapit té rreshtimit, algoritmi Smith-Waterman me breza rreshton grupet nga secila mostér
kundrejt renditjeve amplikon té specifikuara né skedarin manifest.
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Algoritmi Smith-Waterman me breza kryen rreshtime té renditjeve gjysméglobale pér té& pércaktuar
rajone té ngjashme midis dy renditjeve. Né vend qé té krahasojé renditjen totale, algoritmi Smith-
Waterman krahason segmentet e té gjitha gjatésivé té&€ mundshme.

Cdo lexim i giftézuar vlerésohet né aspektin e rreshtimit té tij me renditjet pérkatése té sondés pér até
lexim.

Leximi 1 vlerésohet kundrejt komplementit t& kundért t& Oligove specifike té€ lokusit té rrjedhés sé
poshtme (DLSO).

Leximi 2 vlerésohet kundrejt Oligove specifike té€ lokusit t&€ rrjedhés sé sipérme (ULSO).

Nése fillimi i njé leximi pérputhet me njé renditje sondash me jo mé shumé se tre ndryshime
(mospérputhje ose zhvendosje pér shkak té indeleve kryesore), gjatésia e ploté e leximit
rreshtohet kundrejt objektivit t& amplikonit pér até renditje.

Indelet brenda DLSO dhe ULSO nuk vérehen duke pasur parasysh kiminé e analizés.

Rreshtimet filtrohen nga rezultatet e rreshtimit bazuar né shkallét e mospérputhjes ose né rajonin e
interesit ose né té gjithé amplikonin, né varési nga gjatésia e amplikonit. Rreshtimet e filtruara
shkruhen né skedarét e rreshtimit si té parreshtuar dhe nuk pérdoren né identifikimin e variantit.

Identifikimi i variantit
Zhvilluar nga lllumina, Identifikuesi i varianteve i Pisces identifikon variantet e pranishme né mostrén
e ADN-sé.
Identifikuesi i variantit Pisces identifikon SNV-té, MNV-té dhe indelet e vogla né 3 hapa:
Konsideron ¢do pozicion né gjenomén referuese vegmas
Numéron bazat né pozicionin e dhéné pér leximet e rreshtuara gé mbivendosen me pozicionin

Llogarit njé rezultat variant qé mat cilésiné e identifikimit duke pérdorur modelin Poisson.
Variantet me njé rezultat cilésie nén Q20 pérjashtohen.

Nése njé variant i kalon té gjithé filtrat, varianti shénohet si PASS (KALON) né VCF.

Pér mé shumé informacion, shihni github.com/lllumina/Pisces/wiki.

1 Nga paneli i kontrollit t¢ Menaxheri i ekzekutimit lokal, klikoni emrin e ekzekutimit.

2 Nga skeda Run Overview (Pérmbledhja e ekzekutimit), rishikoni metrikat e ekzekutimit té
renditjes.

3 [Opsionale] Klikoni tek ikona Copy to CIipboardE (Kopjoni né kujtesén e pérkohshme) pér té
kopjuar shtegun e dosjes sé rezultateve té ekzekutimit.

4 Klikoni skedén Sequencing Information (Informacioni mbi renditjen) pér té shqyrtuar parametrat e
funksionimit dhe informacionin e materialeve té konsumueshme.

5 Klikoni skedén Samples and Results (Mostrat dhe rezultatet) pér té€ paré vendndodhjen e raportit
té analizés.
Nése analiza éshté pérséritur, zgjeroni listén zbritése Select Analysis (Zgjidhni analizén) dhe
zgjidhni analizén e duhur.

6 Klikoni ikonén Copy to CIipboardE (Kopjoni né kujtesén e pérkohshme) pér té kopjuar shtegun e
dosjes Analysis (Analiza).
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Pé&r mé shumé informacion mbi skedat Run Overview (Pérmbledhja e ekzekutimit) dhe Information
Sequencing (Informacion mbi renditjen), dhe si té rivendosni analizén né radhé, shihni Udhézuesi i
referencés sé instrumentit NextSeq 550Dx (dokumenti # 1000000009513).

Rezultatet e analizés pérmblidhen né skedén Samples and Results (Mostrat dhe Rezultatet) dhe si njé
raport i pérmbledhur né dosjen Rreshtimi. Njé raport pér secilén mostér éshté gjithashtu i
disponueshém né formatin PDF pér secilén mostér.

Informacioni i skedés Mostrat dhe e Rezultateve

1 Klikoni njé mostér né listé pér té paré raportin e mostrés.

Tabela 1 Informacion pér ekzekutimin dhe mostrén

Titulli i kolonés Pérshkrimi
Statusi i ekzekutimit Tregon nése ekzekutimi i renditjes kaloi apo déshtoi.
Rendimenti total (GB) Numri i bazave té identifikuara né ekzekutimin e renditjes. Tregon pragun e

kalueshmérisé dhe statusin e kalueshmérisé ose déshtimit.

% = Q30 Pérgindja e leximeve né ekzekutimin e renditjes me njé rezultat cilésie prej 30
(Q30) ose mé té madh. Tregon pragun e kalueshmérisé dhe statusin e
kalueshmérisé ose déshtimit.

ID-ja e Mostrés ID e mostrés e dhéné kur u krijua ekzekutimi.
Lexime totale té PF-sé Numri total i leximeve gé kalojné filtrin.
Leximi 1% = Q30 Pérgindja e leximeve né Leximin 1 me njé rezultat cilésie prej 30 (Q30) ose mé té

madh pér mostrén.

Leximi 2% = Q30 Pérgindja e leximeve né Leximin 2 me njé rezultat cilésie prej 30 (Q30) ose mé té
madh pér mostrén.

Shkalla e identifikimit autosome Numri i pozicioneve gjenomike népér autosome (kromozomet 1 deri né 22) gé
pérmbushin njé prag té paracaktuar té vlerés sé besimit, i pjesétuar me numrin
total té pozicioneve gjenomike autosomale t€ kérkuara. Shkalla e identifikimit
pérshkruhet né bazé té ¢cdo mostre dhe raportohet si pérgindje gé llogaritet si 1
minus (numri i pozicioneve autosomale me identifikime té paplota pjesétuar me
numrin total té pozicioneve té renditura autosomale).

Tabela 2 Informacionii Sample (Raporteve té€ mostrés) Report(Tabela e raportit)

Titulli i kolonés Pérshkrimi

Mostra ID e mostrés e dhéné kur u krijua ekzekutimi.

Data e raportimit Data e krijimit té raportit.

Informacioni i mostrés ID-ja e mostrés gé u dha kur u krijua ekzekutimi, leximet totale gé kaluan filtrin

né mostér, pérgindja e leximeve pér mostrén me njé rezultat cilésie prej 30 (Q30)
ose mé té madh dhe shkalla e identifikimeve autosomale.

Pérmbledhje e amplikonit Numri total i rajoneve t& amplikoneve té renditur dhe gjatésia totale né gifte
bazash té amplikoneve té renditur né rajonet e synuara, pér mostrén dhe
skedarin manifest. Skedari manifest specifikon gjenomin referues dhe rajonet
referuese té€ synuara té pérdorura né hapin e rreshtimit.

Lexoni statistikat e nivelit Numri dhe pérgindja e leximeve pér mostrén qé mbulojné ¢do pozicion né
referencé, pér Leximin 1 dhe Leximin 2
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Titulli i kolonés Pérshkrimi

Numri i SNV-ve, futjeve dhe fshirjeve té zbuluara pér mostrén qé kaloi vlerat e
sugjeruara pér té pércaktuar nése rezultatet e cilésisé jané brenda njé diapazoni
té pranueshém,

Pérmbledhje e varianteve

Numri total i bazave té rreshtuara i pjesétuar me madhésiné e rajonit t&€ synuar
dhe pérgindjen e rajoneve té amplikonit me vlera mbulimi mé t& médha se pragu
i ulét i mbulimit prej 0.2 * mbulimi mesatar i amplikonit, pér mostrén

Pérmbledhje e mbulimit

Parcelat e mbulimit Grafiku i Mbulimit sipas rajonit t& amplikonit tregon mbulimin népér rajonet e
amplikonit pér mostrén. Rajonet me vlera mbulimi mé té uléta se pragu i mbulimit
jané té theksuara me té kuge. Mesatarja e té gjitha vlerave tregohet nga njé vijé

portokalli.

Versionet e softuerit kur u rendit mostra. Pérfshin Softueri operativ NextSeq
550Dx (NOS), Softuerin e Menaxhimit té ekzekutimit lokal, Softuerin RTA dhe
versionin e Modulit té variantitté linjés germinale .

Versionet e softuerit

Skedarét e méposhtém té rezultateve té analizés krijohen pér modulin e analizés Varian i linjés
germinale dhe ofrojné rezultate analize pér rreshtimin dhe identifikimin e varianteve. Skedarét e
rezultateve té analizés ndodhen né dosjen Alignment (Rreshtimi).

Emri i skedarit

Demultipleksimi (*.txt)

FASTQ (*.fastqg.gz)

Skedarét e rreshtimit né formatin BAM

(*.bam)

Skedarét e identifikimit t€ variantit né

gjenomin e formatit VCF
(*.genome.vcf.gz)

Skedarét e identifikimit t€ variantit né

formatin VCF (*.vcf.gz)

AmpliconCoverage_M1.tsv

Pérshkrimi

Skedarét e ndérmjetém gé pérmbajné rezultatet pérmbledhése té
demultipleksimit.

Skedarét e ndérmjetém gé pérmbajné identifikimet bazé té vlerésuara me
cilési. Skedarét FASTQ jané té dhénat kryesore hyrése pér hapin e
rreshtimit.

Pérmban lexime té rreshtuara pér njé mostér té caktuar.

Pérmban gjenotipin pér secilin pozicion, pavarésisht nése identifikohet si
variant apo si referencé.

Pérmban té gjitha variantet e identifikuara né té gjithé rajonin e synuar.

Pérmban informacion né lidhje me mbulimin pér amplikon pér mostér pér
secilin manifest t&€ dhéné. M# pérfagéson numrin e manifestit.

Formati i skedarit t& demultipleksimit

Procesi i demultipleksimit lexon rendtijen e indeksit t& bashkangjitur né secilin grup pér té pércaktuar
nga cila mostér ka origjinén e grupit. Hartimi midis grupeve dhe numrit té mostrés shkruhet né njé

skedar demultipleksimi (*.demux) pér secilén pllaké té gelizés rrjedhése.

Formati i emértimit té skedarit t& demultipleksimit éshté s_1_X.demux, ku X éshté numri i pllakés.

Skedarét e demultipleksuar fillojné me njé titull:

Versioni (numér i ploté 4 bajt), aktualisht 1

Numri i grupit (numér i ploté 4 baijt)

Pjesa tjetér e skedarit pérbéhet nga numrat e mostrés pér secilin grup nga pllaka.

Kur hapi i demultipleksimit t& pérfundojé, softueri krijon njé skedar demultipleksimi té quajtur

DemultiplexSummaryF1L1.txt.
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Né emrin e skedarit, F1 pérfagéson numrin e qgelizés rrijedhése.
Né emrin e skedarit, L1 pérfagéson numrin e korsisé.

Demultipleksimi rezulton né njé tabelé me 1 rresht pér pllaké dhe 1 koloné pér mostér, duke
pérfshiré mostrén 0.

Renditjet gé ndodhin mé shpesh né leximet e indeksit.

Formati i skedarit FASTQ

FASTQ éshté njé format skedari i bazuar né tekst gé pérmban identifikime bazé dhe vlera cilésie pér
lexim. Cdo regjistrim pérmban 4 rreshta:

Identifikuesi

Renditja

Njé shenjé plusi (+)

Rezultatet e cilésisé Phred né njé format té koduar ASCII + 33
Identifikuesi éshté formatuar si mé poshté:
@Instrument:RuniD:FlowCelllD:Lane:Tile:X:Y ReadNum:FilterFlag:0:SampleNumber
Shembull:

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2

TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

n

<> H#=><9=AAAAAAAARAAH : <H#<;<<LKL222 4=

Formati i skedarit BAM

Njé skedar BAM (*.bam) éshté versioni binar i kompresuar i njé skedari SAM qgé pérdoret pér té
pérfagésuar renditje té rreshtuara deri né 128 Mb. Formatet SAM dhe BAM pérshkruhen né detaje né
samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.

Skedarét BAM pérdorin formatin e emértimit té skedaréve SampleName_S#.bam, ku # &shté numri i
mostrés i pércaktuar nga rendi i renditjes sé mostrave pér ekzekutimin.

Skedarét BAM pérmbajné njé seksion té titullit dhe njé seksion rreshtimi:

Header (Titulli)-Pérmban informacione rreth té gjithé skedarit, si¢ jané emri i mostrés, gjatésia e
mostrés dhe metoda e rreshtimit. Rreshtimet né seksionin e rreshtimeve shogérohen me
informacione specifike né seksionin e titullit.

Alignment (Rreshtimet)—P&rmban emrin e leximit, renditjen e leximit, cilésiné e leximit,
informacionin e rreshtimit dhe etiketat e personalizuara. Emri i lexuar pérfshin kromozomin,
koordinatén e fillimit, cilésiné e rreshtimit dhe vargun pérshkrues té pérputhjes.

Seksioni i rreshtimeve pérfshin informacionin e méposhtém pér secilén lexim ose ¢ift leximi:
AS: Cilésia e shtrirjes sé skajeve té giftézuara
RG: Grupi i leximit, i cili tregon numrin e leximeve pér njé mostér specifike.
BC: Etiketa e kodit shifror, e cila tregon ID-né e mostrés sé demultipleksuar té lidhur me leximin.
SM: Cilésia e shtrirjes né njé skaj té vetém.
XC: Vargu i pérshkruesit t& pérputhjes

XN: Etiketa e emrit t& amplikonit, e cila regjistron ID-né e amplikonit té lidhur me leximin
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Skedarét e indeksit BAM (*.bam.bai) ofrojné njé indeks té skedarit pérkatés BAM.

Formati i skedarit VCF

Formati i identifikimit té variantit (VCF) éshté njé format skedari i zakonshém i zhvilluar nga
komuniteti shkencor i gjenomikés. Ai pérmban informacion né lidhje me variantet e gjetura né
pozicione specifike né njé gjenom referues. Skedarét VCF mbarojné me prapashtesén .vcf

Titulli i skedarit VCF pérfshin versionin e formatit té€ skedarit VCF dhe versionin e identifikimit té
variantit dhe rendit shénimet e pérdorura né pjesén tjetér té skedarit. Titulli VCF pérfshin gjithashtu
skedarin e gjenomit referues dhe skedarin BAM. Rreshti i fundit né titull pérmban titujt e kolonave pér
rreshtat e t& dhénave. Secili prej rreshtave té té dhénave té skedarit VCF pé&rmban informacion rreth
njé varianti.

Titujt e skedaréve VCF
Titulli Pérshkrimi
CHROM Kromozomi i gjenomit referues. Kromozomet shfagen né té njéjtin rend si skedari referues
FASTQ.
POS Pozicioni me njé bazé té vetme i variantit né kromozomin referues.

Pér SNP-té, ky pozicion éshté baza e referencés me variantin; pér indelet ose fshirjet, ky
pozicion éshté baza e referencés menjéheré para variantit.

1D Numri rs pér variantin e marré nga dbSNP.txt, nése éshté e aplikueshme. Nése ka disa
numra rs né kété vendndodhje, lista ndahet me piképresje. Nése nuk ekziston asnjé hyrje
dbSNP né kété pozicion, pérdoret njé shénues vlere gé mungon ('.").

REF Gjenotipi i referencés. Pér shembull, njé fshirje e njé T té€ vetme pérfagésohet si TT referuese
dhe T alternative. Njé variant i njé nukleotidi t& vetém nga A né T pérfagésohet si A referuese
dhe T alternative.

ALT Alelet gé ndryshojné nga referenca e lexuar.
Pér shembull, njé futje e njé T té vetme pérfagésohet si A referuese dhe AT alternative. Njé
variant i nukleotidit t& vetém nga A né T pérfagésohet si A referuese dhe T alternative.

CILESIA Njé rezultat cilésie i shkallézuar nga Phred i caktuar nga identifikuesi i variantit.
Rezultatet mé té larta tregojné besim mé té larté né variant dhe probabilitet mé té ulét té
gabimeve. P&r njé rezultat cilésor Q, probabiliteti i vlerésuar i njé gabimi éshté 10~ (@19, pgr
shembull, grupi i identifikimeve Q30 ka njé shkallé gabimi prej 0.1%. Shumé identifikues
variantesh caktojné rezultate cilésie bazuar né modelet e tyre statistikore, té cilat jané té larta
né lidhje me shkallén e gabimit t& vézhguar.
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Shénime té skedarit VCF

Titulli Pérshkrimi

FILTRI Nése té gjithé filtrat kalojné, PASS (KALON) shkruhet né kolonén e filtrit.

* LowDP- Zbatohet né vende me thellé€si mbulimi nén 150x. Pér pozicionet e amplikoneve té
mbuluara nga leximi pérpara dhe prapa, kjo éshté ekuivalente me 300 lexime té ¢iftézuara
gé mbivendosen.

* p20—Rezultati i cilésisé < 20.

MultiAllelicSite—Variant nuk pérputhet me modelin diploid.
* R5x9—-Numri i pérséritjeve ngjitur (me gjatési 1 deri né 5 bp) me identifikimet e variantit = 9.
» SB—Paragjykimi i vargut €shté mé i madh se pragu i dhéné.

INFORMACIONI Hyrjet e mundshme né kolonén INFO pérfshijné:
* AC—Numérimi i aleleve né gjenotipe pér secilin alel ALT, né té njéjtén renditje si¢ éshté
renditur.

AF—Frekuenca e aleleve pér secilin alel ALT, né té njéjtén renditje si¢ éshté renditur.
AN—Numri i pérgjithshém i aleleve né té quajturat gjenotipe.

CD-Njé flamur gé tregon se SNP ndodh brenda rajonit té kodimit té té paktén 1 hyrjeje
RefGene.

DP-Thellésia (numri i identifikimeve bazé té rreshtuara né njé pozicion dhe té pérdorura né
identifikimin e variantit).

Ekson—Njé listé e ndaré me presje e rajoneve té eksoneve té lexuara nga RefGene.
FC—Pasoja funksionale.

Gl-Njé listé e ndaré me presje e ID-ve té gjeneve té lexuara nga RefGene.
QD-Besimi/Cilésia e varianteve sipas thellésisé.

TI-Njé listé e ndaré me presje e ID-ve té transkripteve té lexuara nga RefGene.

FORMATI Kolona e formatit rendit fushat e ndara me dy pika. Pér shembull, GT:GQ. Lista e fushave té
ofruara varet nga identifikuesi i variantit t& pérdorur. Fushat e disponueshme pérfshijné:
* AD-Hyrje e formés X,Y, ku X éshté numri i identifikimeve referuese dhe Y éshté numri i
identifikimeve alternative.
DP-Thellésia e pérafért e leximit; leximet me MQ=255 ose me partneré té kéqij filtrohen.
GQ-Cilésia e gjenotipit.
GT-Gjenotipi. 0 korrespondon me bazén referuese, 1 korrespondon me hyrjen e paré né
kolonén ALT e késhtu me radhé. Vija e pjerrét pérpara (/) tregon se nuk ka informacion té
disponueshém pér fazén.
NC-Fraksioni i bazave té cilat nuk u identifikuan, ose me cilési té identifikimit t& bazés nén
pragun minimal.
NL—Niveli i zhurmés; njé vlerésim i zhurmés sé identifikimit t&€ bazés né kété pozicion.
SB-Paragjykimi i vargut né kété pozicion. Vlerat mé t€ médha negative tregojné mé pak
paragjykim; vlerat afér 0 tregojné mé shumé paragjykim.
VF—-Frekuenca e variantit; pérgindja e leximeve gé mbéshtesin alelin alternativ.

SHEMBULLI Kolona e shembullit jep vlerat e specifikuara né kolonén FORMAT.

Skedarét e gjenomit VCF

Skedarét e gjenomit VCF (gVCF) jané skedaré VCF v4.1 gé ndjekin njé séré konventash pér
pérfagésimin e té gjitha vendeve brenda gjenomit né njé format mjaft kompakt. Skedarét gvVCF
(*.genome.vcf.gz) pérfshijné té gjitha vendet brenda rajonit té interesit né njé skedar té vetém pér
secilén mostér.

Skedari gVCF tregon pa identifikim né pozicione gé nuk i kalojné té gjitha filtrat. Njé etiketé gjenotipi
(GT) prej ./. tregon njé mosidentifikim.

Pé&r mé shumé informacion, shihni sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvcf.
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Skedari i mbulimit t& amplikonit
Njé skedar i mbulimit t&é amplikonit krijohet pér secilin skedar manifesti. M# né emrin e skedarit
pérfagéson numrin e manifestit.
Cdo skedar pérfshin njé rresht titulli gé pérmban ID-té€ e mostrés té shogéruara me manifestin.
Skedari pérmban informacionin e méposhtém.

ID e objektivit si¢ éshté renditur né manifest.

Thellésia e mbulimit t& leximeve gé kalojné filtrin.

Skedarét shtesé té rezultateve

Skedarét e méposhtém té rezultateve ofrojné informacione plotésuese ose pérmbledhin rezultatet e
ekzekutimit dhe gabimet e analizés. Edhe pse kéto skedaré nuk kérkohen pér vlerésimin e rezultateve
té analizés, mund té pérdoren pér géllime té zgjidhjes sé problemeve. Té gjithé skedarét ndodhen né
dosjen Alignment (Rreshtimi) pérve¢ nése specifikohet ndryshe.

Emri i skedarit Pérshkrimi

AnalysisLog.txt Regjistri i pérpunimit gé pérshkruan ¢do hap qé ndodhi gjaté analizés sé dosjes
aktuale té ekzekutimit. Ky skedar nuk pérmban mesazhe gabimi.
Vendosur né dosjen Alignment (Rreshtimi).

AnalysisError.txt Regjistri i pérpunimit gé rendit ¢do gabim gé ka ndodhur gjaté analizés. Ky
skedar do té jeté bosh nése nuk ka gabime.
Vendosur né dosjen Alignment (Rreshtimi).

DemultiplexSummaryF 1L1#.txt Raporton rezultatet e demultipleksimit né njé tabelé me 1 rresht pér pllaké dhe 1
koloné pér mostér. # pérfagéson korsiné 1, 2, 3 ose 4 té gelizés sé rrjedhjes.
Vendosur né dosjen Alignment (Rreshtimi).

AmpliconRunStatistics.xml Pérmban statistika pérmbledhése specifike pér ekzekutimin.
Vendosur né dosjen Alignment (Rreshtimi).

Dosja e analizés
Dosja e analizés pérmban skedarét e krijuar nga softueri i Menaxheri i ekzekutimit lokal.
Marrédhénia midis dosjes sé rezultatit dhe dosjes sé analizés pérmblidhet si mé poshté:

Gjaté renditjes, Real-Time Analysis (RTA) mbush dosjen e rezultateve me skedaré té krijuar gjaté
analizés sé imazhit, identifikimit t& bazés dhe vlerésimit té cilésisé.

RTA kopjon skedarét né dosjen e analizés né kohé reale. Pasi RTA i cakton njé rezultat cilésie
secilés bazé pér secilin cikél, softueri shkruan skedarin RTAComplete.txt né té dy dosjet.

Kur skedari RTAComplete.txt éshté i pranishém, fillon analiza.

Ndérsa analiza vazhdon, Menaxheri i ekzekutimit lokal shkruan skedarét e rezultateve né dosjen e
analizés dhe pastaj i kopjon skedarét pérséri né dosjen e rezultateve.

Dosjet e rreshtimit

Sa heré gé kérkohet pérséri analiza, Menaxheri i ekzekutimit lokal krijon njé dosje Alignment
(Rreshtimi) té quajtur Alignment_N, ku N &shté njé numér vijues.

Struktura e dosjeve

Alignment (Rreshtimi)—Pérmban skedaré *.bam, *.vcf, FASTQ dhe skedaré specifiké pér modulin e
analizés.

Dokumenti # 1000000030329 v04 13
PER PERDORIM DIAGNOSTIKUES IN VITRO



Udhézuesi i rrjedhés sé punés sé Modulit té analizés sé variantit té linjés germinale t& Menaxherit té€ ekzekutimit lokal pér NextSeq

550Dx

[T Date and Time Stamp (Vula e datés dhe orés)—Vula e datés_orés sé analizés si
YYYYMMDD_HHMMSS

=l AnalysisError.txt
[E] AnalysisLog.txt
E aggregate.report.html
= aggregate.report.pdf
= aggregate.summary.csv
=l AmpliconCoverage_M#.tsv
=] AmpliconRunStatistics.xml
=l Sample1.genome.vcf.gz
=l Samplel.coverage.csv
B Samplel.report.pdf
[E] Sample1.summary.csv
= Samplel.vcf.gz
=l Sample1.bam
71 FASTQ

= Sample1

=l Sample1_L001_R1_001_fastq.gz
[ Stats
= DemuxSummaryF1L1.txt
= FastgSummaryF1L1.txt
[CData
[Cintensities

[CBaseCalls

[(TLO01-Pé&rmban skedaré *.bcl.
[[TLO01—Pé&rmban skedaré *.locs.

[CRTA Logs (Regjistrat RTA)—Pérmbajné skedaré regjistrash nga analiza e softuerit RTA.
InterOp—Pérmban skedaré binaré té pérdorur pér té raportuar metrikat e ekzekutimit té renditjes.
@Logs (Regjistrat)—Pérmbajné skedaré regjistrash qé pérshkruajné hapat e kryer gjaté renditjes.
El RTAComplete. txt
= Runinfo.xml

=l RunParameters.xml
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Identifikimi bazé dhe larmia e indeksit

Kur mostrat renditen né instrumentin NextSeq 550Dx, identifikimi i bazés pércakton njé bazé (A, C, G

ose T) pér ¢do grumbull t& njé pllake té caktuar, ose zone imazherie né gelizén rrjedhése, né njé cikél
specifik. Instrumenti NextSeq 550Dx pérdor renditjen me dy kanale, qé kérkon vetém dy imazhe pér té
koduar té& dhénat nga katér bazat e ADN-sé&, njé nga kanali i kuq dhe njé nga kanali i gjelbért.

Procesi pér identifikimin e bazés sé leximit té indeksit ndryshon nga identifikimi i bazés gjaté leximeve
té tjera.

Leximet e indeksit duhet té€ fillojné me té& paktén njé bazé tjetér pérveg¢ G né secilin prej dy cikleve té
para. Nése njé Lexim i indeksit fillon me dy identifikime bazé té G, nuk gjenerohet intensitet sinjali.
Sinjali duhet té jeté i pranishém né njérin prej dy cikleve té para pér té siguruar performancén e
demultipleksimit.

Kur zgjidhni indekse gjaté krijimit té ekzekutimit, do té shfaqget njé paralajmérim pér larmi té ulét nése
indekset nuk i plotésojné kérkesat e larmisé. Pér té parandaluar paralajmérimin e larmisé sé ulét,
zgjidhni renditjet e indeksit gé ofrojné sinjal né té dy kanalet pér ¢do cikél.

Kanali i kug—A ose C
Kanal jeshil-A ose T

Ky proces i identifikimit t& bazés siguron saktési kur analizohen mostrat me pleksim té ulét. Pér mé
shumé informacion né lidhje me renditjet e indekseve tuaja, shihni fletushkén e paketés Kompleti i
personalizimit té amplikonit TruSeq Dx (dokumenti # 1000000029772).

Gjaté krijimit té ekzekutimit te Menaxheri i ekzekutimit lokal do té zgjidhni numrin e mostrave gé do té
analizohen. Kombinimet e sugjeruara té€ indeksit qé plotésojné kérkesat e larmisé sé indeksit
plotésohen automatikisht nga softueri. Edhe pse nuk jeni té detyruar t’i pérdorni kombinimet e
sugjeruara té indeksit, kjo rekomandohet.
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Dokumenti

Dokumenti #
1000000030329 v04

Dokumenti #
1000000030329 v03

Dokumenti #
1000000030329 v02

Dokumenti #
1000000030329 vO1

Dokumenti #
1000000030329 v00

Dokumenti # 1000000030329 v04

Data

Gusht
2021

Dhjetor
2019

Janar
2019

Gusht
2018

Néntor
2017

Pérshkrimi i ndryshimit

U pérditésua adresa e Pérfagésuesit té autorizuar té BE-sé.
U pérditésua adresa e Pérfagésuesit té autorizuar té BE-sé.
U pérditésua adresa e Sponsorit Australian.

U shtua informacion rreth kompleteve té reagentit v2.5.

U pérditésuan shenjat rregullatore.

Qarkullimi fillestar.
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Pér asistencé teknike, kontaktoni lllumina Mbéshtetjen teknike.

Fage ueb:
Email:

[llumina Numrat e telefonit té mbéshtetjes pér klientét

Rajoni

Amerika e Veriut

www.illumina.com
techsupport@illumina.com

Pa pagesé
+1.800.809.4566

Rajonale

Australi +1.800.775.688

Austria +43 800006249 +43 19286540
Belgjiké +32 80077160 +32 34002973
Kiné 400.066.5835

Danimarka +45 80820183 +45 89871156
Finlanda +358 800918363 +358 974790110
Francé +33 805102193 +33 170770446
Gjermani +49 8001014940 +49 8938035677
Hong Kongu 800960230

Irlandé +353 1800936608 +353 016950506
Itali +39 800985513 +39 236003759
Japonia 0800.111.5011

Holandé +31 8000222493 +31 207132960

Zelanda e Re

0800.451.650

Norvegji +47 800 16836 +47 21939693
Singapor +1.800.579.2745

Spanjé +34 911899417 +34 800300143
Suedi +46 850619671 +46 200883979
Zvicér +41 565800000 +41 800200442
Taivan 00806651752

Mbretéria e Bashkuar

Vende té tjera

+44 8000126019
+44.1799.534000

+44 2073057197

Safety data sheets (SDS) (Fletét e t& dhénave té sigurisé (SDS))-Té disponueshme né fagen ueb té
[llumina-s né support.illumina.com/sds.html.

Product dokumentation (Dokumentacioni i produktit)—| disponueshém pér shkarkim né PDF nga fagja
ueb e lllumina. Shkoni te support.illumina.com, zgjidhni njé produkt dhe mé& pas zgjidhni
Documentation & Literature (Dokumentacioni dhe Literatura).
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Illumina

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122
U.S.A.

+1.800.809.ILMN (4566)
+1.858.202.4566 (jashté
Amerikés sé Veriut)
techsupport@illumina.com
www.illumina.com

C€

IVD

EC | REP

lllumina Netherlands B. V.
Steenoven 19

5626 DK Eindhoven

The Netherlands
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