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Povijest revizija

Broj dokumenta

Broj materijala 20024228
Broj dokumenta 15027617 vO3

Broj materijala 20024228
Broj dokumenta 15027617 v02

Datum

Svibanj
2018.

Sije¢anj
2018.

Opis promjene

Uklonjeni su zadano korisni¢ko ime i lozinka potrebni za
prijavu u operacijski sustav. lllumina preporucuje upotrebu
vjerodajnica specifi¢nih za lokaciju.

U odjeljak Customize System Settings (Prilagodba postavki
sustava) dodane su informacije o servisu za proaktivno
pracenje lllumina.

U odjeljak za reagense dodana je napomena vezana uz
obavezni temperaturni raspon hladnjaka.

Vracen je MiSeq Reporter te su uklonjene reference na
Local Run Manager.

Naziv vodi¢a promijenjen je iz naziva Priru¢nik za sustav za
sekvenciranje MiSeq u Priru¢nik za sustav MiSeq.
Unesene su manje izmjene teksta.

Za nacine rada Local Run Manager, listova s uzorcima i
ru¢nog sekvenciranja dodane su nove mogucnosti.
Reference na MiSeq Reporter zamijenjene su referencama
na Local Run Manager.

U dodatak Otklanjanje poteSkoc¢a dodano je rieSenje za
temperaturne raspone hladnjaka.

U temi Prilagodba postavki sustava dodana je nova uputa
za prikupljanje podataka o radu instrumenta.

Naziv vodi¢a promijenjen je iz naziva Priru¢nik za sustav za
MiSeq u Priru¢nik za sustav za sekvenciranje MiSeq.
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Broj dokumenta Datum
Broj materijala 20000262 Rujan
Broj dokumenta 15027617 vO1 2015.

Opis promjene

Naziv vodi¢a promijenjen je iz naziva Korisni¢ki vodi¢ za
sustav MiSeq u Vodi¢ za sustav MiSeq.

Novo u MCS-u v2.6, dodane informacije o sustavu
BaseSpace Onsite.

Raspored informacija u vodi¢u promijenjen je tako da bude
utemeljen na zadacima umjesto na zaslonima.

Sve reference na zaslon dobrodoslice promijenjene su u
pocetni zaslon.

Dodane su informacije koje se nalaze u vodi¢ima za
pripremu reagensa iz komplet reagensa MiSeq, ukljuCujuci
vrste proto¢nih ¢lanaka, sadrzaj spremnika reagensa i
upute za odledivanje spremnika reagensa. Sve ostale
informacije o kompletu reagensa MiSeq potrazite na web-
mijestu tvrtke lllumina na adresi
support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/miseq_
reagent_kit.html.

Ispravljen je oCekivani volumen ispiranja za ispiranje radi
odrzavanja iz 17,25 mlu 51,75 ml.

Azuriran je redoslijed koraka tijeka rada tako da se najprije
pripremi spremnik reagensa, a potom se po potrebi
denaturiraju i razrijede biblioteke.

Informacije za otklanjanje poteSkoc¢a premjestene su u
Dodatak A.

Informacije o izlaznim mapama i plo¢icama proto¢nog
¢lanka premjestene su u Dodatak B.

Informacije o upravljanju datotekama premjesStene su u
poglavlje Odrzavanije.

Upute za ispiranje nakon obrade premjestene su iz
poglavlja Odrzavanje u poglavlje Sekvenciranje.

Prijasnji naziv poglavlja ,Provodenje obrade” promijenjen je
u ,Sekvenciranje”.

Reference na primarmnu analizu promijenjene su u analizu
putem softvera RTA.

Upute za razrjedivanje za postupak ispiranja nakon obrade
promijenjene su za ispiranje voda predloZaka iz 6-
postotnog NaOCI u 5-postotni NaOCI.

Na popis potroSnog materijala koji mora pribaviti korisnik
dodan je broj dijela za 5-postotni NaOCI.
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Broj dokumenta

Broj dijela 15027617 Rev. O

Broj dijela 15027617 Rev. N

Broj dijela 15027617 Rev. M

Broj dijela 15027617 Rev. L

Broj dijela 15027617 Rev. K

Datum

Rujan
2014.

Lipanj
2014.

Sijecan;j
2014.

Listopad
2013.

Kolovoz
2013.

Opis promjene

Azurirane su sliedece informacije:

e Novo u MCS-u v2.5, azurirana je mogucénost ispiranja
nakon obrade tako da obuhvaca ispiranje voda
predlozaka.

e AZurirane su upute za ispiranje nakon obrade s
informacijama o natrijevu hipokloritu za ispiranje voda
predlozaka.

e Dodan je o¢ekivani volumen ispiranja za ispiranja nakon
obrade.

Dodane su informacije o tijeku rada VeriSeq PGS o

dodatnim resursima, moguénostima obrade,

mogucnostima sekundarne analize, ispiranju instrumenta i

boji Cepa proto¢nog ¢lanka.

Dodane su informacije koje se primjenjuju na tijek rada
VeriSeq PGS.

Azurirane su informacije o metrici obrade za generiranje
klastera i gustocu.

Uklonjene su informacije o antivirusnom softveru. ProcCitajte
MiSeq System Site Preparation Guide (Vodi¢ za pripremu
mjesta za sustav MiSeq).

Azurirano u skladu s promjenom uvedenom u MCS-u v2.4:
dodana je znacajka grupiranja zapisnika za slanje datoteka
za otklanjanje poteskoca.

Dodano je ponovno pokretanje softvera sustava kao korak
prije obrade.

Epruvete za mikrocentrifugu dodane su na popis potrosnog
materijala koji mora pribaviti korisnik.

Odjeljak Softver sustava MiSeq uklonjen je kao zasebno
poglavlje te je sadrzaj tog poglavlja rasporeden po cijelom
vodicu.

Uklonjene su informacije o mapama za prilagodene
recepte.

Uklonjene su informacije o preporu¢enim rasponima
gustoce klastera za komplete reagensa MiSeq.

Uklonjene su pojedinosti o kompletima reagensa MiSeq te
je dodan pregled znacajki kompleta reagensa. Detaljne
informacije potrazite u dokumentaciji za pripremu reagensa
za komplet koji upotrebljavate.

Dodan je sadrzaj u obavijest o zigovima.

Ispravljene su pogreske u formatiranju.
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Broj dokumenta

Broj dijela 15027617 Rev. J

Broj dijela 15027617 Rev. H

Broj dijela 15027617 Rev. G

Datum

Kolovoz
2013.

Ozujak
2013.

Sije¢anj
2013.

Opis promjene

Dodani su opisi obrade za MCS v2.3 i komplet reagensa

MiSeq v3.

Azurirane su sliedece informacije:

e U odjeljak o kompletima reagensa i kompatibilnosti verzija
dodan je komplet reagensa MiSeq v3.

e U opis mape za prilagodene recepte dodana je podmapa
v3.

e Promijenjen je raspon gustoca klastera za v2; dodan je
raspon za v3.

e Dodan je put izlazne mape za slikovne datoteke.

Ispravljeni su kodovi crticnog koda za nano protocne

¢lanke (D) i mikro proto¢ne ¢lanke (G).

Uklonjene su informacije o kompletu reagensa MiSeq,

uklju¢ujuci sadrzaj i vrste proto&nih ¢lanaka. Dodatne

informacije potrazite u dokumentu MiSeq Reagent

Preparation Guide (Vodi¢ za pripremu reagensa MiSeq,

broj dokumenta 15044983).

Dodan je odjeljak pod naslovom Koncepti instrumenta
MiSeq u kojem se predstavlja tijek rada za analizu,
datoteka manifesta i list s uzorcima.

Uklonjene su informacije o generiranju FASTQ datoteke,
formatima datoteke manifesta, pojedinostima tijeka rada za
analizu te pojedinostima o listu s uzorcima. Informacije o
tim temama potraZite u dokumentu MiSeq Reporter User
Guide (Korisni¢ki priru¢nik za MiSeq Reporter), broj dijela
15028784, ili u dokumentu MiSeq Sample Sheet Quick
Reference Guide (Kratki referentni priru¢nik za listove s
uzorcima sustava MiSeq), broj dijela 15028392.
Uklonjene su upute za pripremu prilagodenih otopina za
pripremu. Dodatne informacije potrazite u dokumentu
Using Custom Primers on the MiSeq (Upotreba
prilagodenih otopina za pripremu na instrumentu MiSeq),
broj dijela 15041638.

Uklonjene su upute za denaturiranje i razriedivanje
biblioteka DNK-a te za pripremu ®X kontrole tvrtke
llumina. Procitajte dokument Preparing DNA Libraries for
Sequencing on the MiSeq (Priprema biblioteka DNK-a za
sekvenciranje na instrumentu MiSeq), broj dijela
15039740.

AZurirane su upute za ispiranje instrumenta informacijom o
dodavanju 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475
ml vode laboratorijske kvalitete umjesto u 500 ml vode
laboratorijske kvalitete.
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Priru¢nik za sustav MiSeq

Broj dokumenta Datum

Broj dijela 15027617 Rev. F Studeni
2012.

Broj dijela 15027617 Rev. E Listopad
2012.

Opis promjene

Dodane su sliedecée nove informacije:

e Dodani su opisi novih kompleta reagensa MiSeq: nano
kompleta reagensa MiSeq i mikro kompleta reagensa
MiSeq.

e Dodan je pregled vrsta proto¢nih ¢lanaka.

e Dodan je opis tijeka rada za analizu obogacenja.

Azurirane su sliedece informacije:

e Novo u MCS-u v2.1, azuriran je zaslon Perform Wash
(Provodenije ispiranja) i na njega je dodana mogucnost
ispiranja nakon obrade te naredba za podizanje
dozatora.

e AZurirana je tablica kompatibilnosti verzija te su dodane
informacije za nano komplet i mikro komplet.

e AZurirane su informacije o kompatibilnosti verzija i dodani
su novi kompleti reagensa.

Azurirane su sliedece informacije:

e Ispravljene su upute za pripremu ® X kontrole i ocekivana
gustoca klastera pripremljene ® X kontrole na 1000 -
1200 K/mma2.

e Dodana je napomena da se postupak denaturiranja i
razrjedivanja biblioteka Priprema biblioteka ne odnosi na
biblioteke Nextera XT ni na biblioteke TruSeq Amplicon.

e Naziv nadogradnje promijenjen je iz paketa prosirenja
sustava MiSeq u nadogradnju hardvera za MiSeq.

e Na popis dodatnih resursa dodan je dokument MiSeq
Reporter User Guide (Korisni¢ki priru¢nik za MiSeq
Reporter).
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Priru¢nik za sustav MiSeq

Broj dokumenta Datum
Broj dijela 15027617 Rev. D Srpanj
2012.

Opis promjene

AZurirani su opisi softvera u skladu s verzijom MCS v2.0.

Dodane su sliedec¢e nove informacije:

e Dodan je odjeljak pod naslovom Novo u MCS-u u kojem
se opisuju nove znacajke softvera, promjene korisnickog
sucelja te promjene tijeka rada.

e Dodan je kataloski broj i opis kompleta reagensa MiSeq
v2 za 500 ciklusa.

e Dodan je odjeljak Kompatibilnost verzija i preduvjeti.

e Dodan je opisa paketa proSirenja sustava MiSeq, koji je
potreban za snimanje protoc¢nog ¢lanka s 14 ploCica i
dvije povrsine.

e Dodan je opis brojeva plocica za proto¢ni ¢lanak s dvije
povrsine.

e Dodan je tijek rada PCR Amplicon za biblioteke Nextera
XT.

e Dodane su informacije o upotrebi 10-postotnog sredstva
Tween 20 u postupcima ispiranja i o o¢ekivanim
volumenima ispiranja.

e U postupak u slu¢aju neuspjesnog ocitavanja RFID-a
dodana je verzija spremnika reagensa.

Azurirane su sliedece informacije:

e Promijenjeni su akronimi reagensa za IMF, CMF i AMX u
nazive reagensa v2 IMS, CMS odnosno AMS.

e Promijenjena je koncentracija ® X kontrole iz8 pM u 12,5
pM.

e Promijenjena je maksimalna preporu¢ena koncentracija
NaOH u konac¢noj otopini u 1 mM.

e Dodana je napomena da je ispiranje radi odrzavanja
obavezno prije aktiviranja instrumenta iz stanja mirovanja
i zapocinjanja koraka postavljanja za sljedeéu obradu.

e Uklonjen je odjeljak Parametri lista s uzorcima i korak za
postavljanje lista s uzorcima u tijeku rada; lllumina
preporucuje da se list s uzorcima pripremi prije uzoraka
(procitajte dokumente MiSeq Sample Sheet Quick
Reference Guide (Kratki referentni priru¢nik za listove s
uzorcima sustava MiSeq), broj dijela 15028392 i lllumina
Experiment Manager User Guide (KorisniCki priru¢nik za
[llumina Experiment Manager), broj dijela 15031335).
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Priru¢nik za sustav MiSeq

Broj dokumenta Datum
Broj dijela 15027617 Rev. C Travanj
2012.
Broj dijela 15027617 Rev. B Prosinac
2011.
Broj dijela 15027617 Rev. A Rujan
2011.

Opis promjene

AZzurirani su opisi softvera u skladu s verzijom MCS v1.2.
Dodani su sliedeci novi postupci i odjeljci: Pregled sustava
BaseSpace, Upotreba prilagodenih otopina za pripremu,
Generiranje FASTQ datoteka, Otklanjanje poteskoc¢a zbog
pogreske protoka, Testiranje volumena, Provodenje
ispiranja radi odrzavanja i Priprema instrumenta za
neaktivnost, koja obuhvaca ispiranje u stanju mirovanja.
Azurirane su sliedece informacije:

e AZuriran je naziv tijeka rada Amplicon u Custom
Amplicon; azuriran je naziv tijeka rada DenovoAssembly
u Assembly; dodan je tijek rada GenerateFASTQ.

e Dodani su opisi mapa i datoteka obrade; azurirani su
nazivi mapa obrade; dodana je veli¢ina izlaznih datoteka.

e Mapa za genome navedena je kao obavezna za
sekvenciranje Amplicon u odjeljku Parametri lista s
uzorcima.

e Dodane su upute za razriedivanje NaOH radi
denaturiranja biblioteka.

e AZuriran je odjeljak Otklanjanje pogreske zbog
neuspjesnog ocCitavanja RFID-a uputama za MiSeq Self-
Service (Samoposluzne usluge za MiSeq).

e Navedene su datoteke i mape koje se upotrebljavaju za
otklanjanje poteSkoca s performansama obrade.

Azurirani su opisi softvera u skladu s verzijom MCS v1.1.

Dodane su informacije o antivirusnoj zastiti.

Azurirane su sliedece informacije:

e Upute za rieSavanje pogreske RFID-a.

e Priprema biblioteka — promijenjeno u NaOH 0,2 N.

e Konvencija dodjele naziva mapama obrade.

e Potreban prostor na disku i kapacitet pohrane.

e Koraci za postavljanje obrade — dodano viSe informacija
u odjeljak Postavljanje lista s uzorcima.

e Koraci za postavljanje obrade — dodana napomena o
bacanju ostatka PR2 u otpad.

e Trajanje analize — dodane informacije kad je analiza dulja
od dva sata.

e Ulazni preduvjeti za analizu — datoteke manifesta
navedene su kao obavezne za biblioteke TruSeq Custom
Amplicon.

e |spravljena je veliCina epruvete HT1 u odjeliku Sadrzaj
kompleta reagensa MiSeq.

e Reference na iCom promijenjene su u Mylllumina.

Pocetno izdanje
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Sustav llumina® I\/IiSeq® objedinjuje dokazanu tehnologiju sekvenciranja sintezom (eng. sequencing by
synthesis, SBS) i revolucionarni tijek rada koji omogucuje pribavljanje podataka analize DNK-a ve¢ za 8 sati.
MiSeq integrira generiranje klastera, sekvenciranje i analizu podataka u jedan instrument.

Znacajke

Nenadzirana automatizacija — kad postavite obradu, Sto obuhvaca umetanje unaprijed napunjenog
spremnika reagensa, boce s puferom te proto¢nog Clanka, viSe nije potrebna prisutnost uz instrument.

Unaprijed napunjeni spremnik reagensa — posebno dizajnirani, jednokratni, unaprijed napunjeni spremnik
reagensa sadrzi reagense za generiranje klastera i sekvenciranje, ukljuCujuci reagense za sekvenciranje
uparenih krajeva i reagense za indeksiranje. Integrirano pracenje putem radiofrekvencijske identifikacije
(RFID-a) omogucuije precizno pracenje potroSnog materijala.

Kontrole na korisni¢kom sucelju — na sucelju softvera MiSeq Control Software (MCS) nalaze se kontrole za
konfiguriranje instrumenta, postavljanje i nadzor obrada te za obavljanje postupaka odrzavanja.

Prakti¢no umetanije proto€nog ¢lanka — mehanizam s hvataljkama automatski postavija protoc¢ni ¢lanak
na mijesto prilikom umetanja na instrument. Integrirano pracenje putem radiofrekvencijske identifikacije
(RFID-a) omogucuije precizno pracenje potrosnog materijala.

Inovativna arhitektura za fluide — sustav fluida MiSeq omogucuje dosad najbrzi ciklus kemijske analize
tijekom sekvenciranja.

Analiza u stvarnom vremenu (eng. Real-time analysis, RTA) — integrirani softver za analizu u stvarnom
vremenu tijekom postupka sekvenciranja analizira podatke na instrumentu, ukljucujuci analizu slika i
odredivanje oc¢itanih baza, te tako Stedi vrijedno vrijeme za analizu.

Integrirani softver za sekundarnu analizu — softver MiSeq Reporter obraduje podatke analize RTA-a radi
uskladivanja i prikaza informacija o svakom analiziranom uzorku.
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Dodatni resursi

Dodatni se resursi mogu pronaci na stranicama podrske za sustav MiSeq na web-mijestu lllumina. Ti resursi

obuhvacaju softver, obuku, kompatibilne proizvode i sliedecu dokumentaciju. Na stranicama podrske

obavezno provjeravajte ima li novijih verzija.

Resurs

Opis

MiSeq System Site Prep Guide (Priru¢nik za pripremu
lokacije sustava MiSeq, broj dokumenta 156027615)

Sadrzi specifikacije laboratorijskog prostora, potrebne
specifikacije elektricne mreze i mjere zastite okolisa.

MiSeq System Safety and Compliance Guide
(Prirucnik za sigurnost i sukladnost za sustav MiSeq,
broj dokumenta 15027616)

Sadrzi informacije o oznakama na instrumentu, certifikatima o
sukladnosti i sigurnosnim mjerama.

llumina Experiment Manager User Guide (Korisnicki
priru¢nik za lllumina Experiment Manager, broj
dokumenta 15031335)

Sadrzi upute za stvaranje plocCica za uzorke i listova s uzorcima
za razlicite tijekove rada i vrste biblioteka.

BlueFuse Workflow Manager User Guide (Korisnic¢ki
priruc¢nik za BlueFuse Workflow Manager, broj
dokumenta 1000000028842)

Sadrzi upute za stvaranje plocCica za uzorke i listova s uzorcima
za tijek rada VeriSeq PGS.

MiSeq Sample Sheet

Quick Reference Guide (Kratki referentni priru¢nik za
listove s uzorcima sustava MiSeq, broj dokumenta
15028392)

Sadrzi informacije o dodavanju postavki lista s uzorcima na list s
uzorcima.

MiSeq System Denature and Dilute Libraries Guide
(Priru¢nik za denaturiranje i razrjedivanje biblioteka za
sustav MiSeq, broj dokumenta 15039740)

Sadrzi upute za denaturiranje i razriedivanje pripremljenih
biblioteka uzoraka prije sekvenciranja na instrumentu MiSeq te
za pripremu ® X kontrole. Taj se korak odnosi na vecinu vrsta
biblioteka.

MiSeq Reporter Software Guide (Prirucnik za softver
MiSeq Reporter, broj dokumenta 15041638)

Sadrzi upute za pripremu i umetanje prilagodenih otopina za
pripremu te za uredivanje lista s uzorcima za prilagodene
otopine za pripremu.

MiSeq Reporter User Guide (Korisnicki priru¢nik za
softver MiSeq Reporter, broj dokumenta 15042295)

Daje sveobuhvatni pregled postupaka analize, tijekova rada za
analizu te izlaznih datoteka koje MiSeq Reporter generira, a
sadrzi i racunalne preduvjete, upute za instalaciju izvan
instrumenta te informacije o otklanjanju poteskoca.

MiSeq Reporter Online Help (Mrezna pomoc za
MiSeq Reporter)

SadrZi upute za upotrebu softvera MiSeq Reporter.

BlueFuse Multi Software Guide (Priru¢nik za softver
BlueFuse Multi, broj dokumenta 15053620)

Daje sveobuhvatni pregled postupaka analize, tijekova rada za
analizu te datoteka koje BlueFuse Multi generira, a sadrZi i
racunalne preduvjete te informacije o otklanjanju poteskoca. Taj
priru¢nik upotrebljavajte uz tijek rada VeriSeq PGS.

BaseSpace User Guide (Korisnicki priru¢nik za
BaseSpace, broj dokumenta 15044182)

SadrZi upute za upotrebu sustava BaseSpace te opise grafikona
koji se generiraju za svaki tijek rada za analizu.

BaseSpace Onsite System User Guide (Korisni¢ki
priru¢nik za sustav BaseSpace Onsite, broj
dokumenta 15049148)

Sadrzi upute za upotrebu sustava BaseSpace Onsite.
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MiSeq sastoji se od monitora s dodirnim zaslonom, trake statusa, tipke za uklju¢ivanje s pridruzenim
USB priklju¢cima te tri odjelika.

D
B
E
(A F

A Odijeliak za proto¢ni lanak — sadrzi nosac protocnog Clanka na kojem se tijekom cijele obrade nalazi
protocni Clanak. Motori nosaca protocnog Clanka pomicu nosac iz zatvorenog optickog modula radi
umetanija protocnog Clanka te vracaju nosac kad zapoc€ne obrada.

B Zatvoreni opticki odjeliak — sadrzi opticke komponente koje omogucuju snimanje protoénog ¢lanka.

C Traka statusa — oznaCava status protocnog Clanka kao spreman za sekvenciranje (zeleni), u obradi (plavi) ili
trazi pozornost korisnika (narancasti).

D Monitor s dodimim zaslonom — prikazuje sucelie kontrolnog softvera za konfiguraciju sustava i postavijanje
obrade.

E Vanjski USB prikfju¢ci — omogucuju prienos datoteka i podataka na raGunalo instrumenta s monitora
dodirmnog zaslona.

F Odjeliak za reagense — sadrZi reagense na odgovaraju¢im temperaturama, otopine za ispiranje i bocu za
iskoristene reagense. VratasSca odjelika za reagense zatvaraju se putem magnetske brave.

Korisni¢ko sucelje instrumenta MiSeq vodi vas kroz korake za postavljanje obrade putem monitora dodirnog
zaslona. Za umetanje komponenti za obradu potreban je pristup odjeliku za reagense i odjeliku za protocni
Clanak.

Odjeljak za protocni ¢lanak

U odjeliku za protocni Clanak nalaze se nosac¢ protocnog ¢lanka, toplinska stanica te prikljucci za povezivanje
sustava fluida s protocnim ¢lankom. Na nosacu protoc¢nog Clanka nalazi se protoc¢ni Clanak, a stezalika
proto¢nog ¢lanka drzi protocni ¢lanak na mjestu. Kad se zatvori stezaljka protocnog ¢lanka, dvije iglice u
blizini Sarke stezalike automatski namjestaju protocni ¢lanak.

Toplinska stanica, koja se nalazi ispod nosaca proto¢nog Clanka, kontrolira promjene temperature proto¢nog
¢lanka koje su potrebne za generiranje klastera i sekvenciranje.
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Sl.1 Odjeljak za protocni ¢lanak

Nosac¢ protocnog Clanka

VrataSca odjelika za proto¢ni Clanak
Stezalka proto¢nog ¢lanka

Protocni Elanak

Tipka za otvaranje stezalike proto¢nog ¢lanka

moow>

Odjeljak za reagense

U odjeliku za reagense nalaze se hladnjak reagensa te mjesta za bocu s puferom za ispiranje (PR2) te bocu za
otpad. Da biste odrzavali istu temperaturu, hladnjak reagensa otvarajte i zatvarajte samo kad za to dobijete
uputu.

1l NAPOMENA

Potrebni je temperaturni raspon hladnjaka reagensa 2 °C do 11 °C.
Tijlekom obrade u hladnjaku reagensa nalazi se jednokratni spremnik reagensa. Tijekom ispiranja instrumenta,
u hladnjaku reagensa nalazi se plitica za ispiranje. Softver automatski spusta dozatore u svaki bazen
spremnika reagensa u odredeno vrijeme tijekom obrade, ovisno o postupku koji se provodi.
Desno od hladnjaka reagensa nalaze se oblikovani utori za bocu PR2 i bocu za otpad. Ru¢kom dozatora
boce se blokiraju na mjestu te se u svaku bocu spusta odgovarajuci dozator. Reagensi se pumpaju kroz
dozatore i vodove za fluide, a potom na protocni Clanak. Tijekom cijelog postupka otpadni reagens provodi
se u bocu za otpad.

Sl.2 Komponente odjelika za reagense
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Hladnjak reagensa

Rucka dozatora (prikazana u podignutom polozaju)
Boca PR2

Boca za otpad

Spremnik reagensa

moow>»

Sliededi se koncepti i pojmovi Sesto upotrebljavaju u koracima za postavljanje obrade na instrumentu MiSeq.

Koncept Opis
Tijek rada za analizu Postupak sekundarne analize koji provodi MiSeq Reporter. Tijek rada za svaku obradu
odreden je na listu s uzorcima ili u odabranom modulu.

Manifest Datoteka u kojoj se odreduju referentni genom i ciljana referentna podrucja koja ¢e se
upotrebljavati u koraku uskladivanja. Za tijekove rada za koje je potreban manifest
datoteka manifesta navodi se na listu s uzorcima te se kopira u mapu manifesta koja je
odredena u MCS-u.

Referentni genom Datoteka u obliku FASTA koja sadrzi sekvence genoma koje se upotrebljavaju tijekom
analize. Datoteka referentnog genoma za vecinu je tijekova rada za analizu navedena na
listu s uzorcima.

Mapa obrade Struktura mapa koju popunjava softver RTA (mapa MiSeqOutput) ili mapa koju popunjava
MiSeq Reporter (MiSegAnalysis). Dodatne informacije potraZzite u odjeliku Mape obrade
na stranici 49.

List s uzorcima Datoteka u kojoj su vrijednosti razdvojene zarezom (*.csv) s informacijama koje sluze za
postavljanje i analiziranje postupka sekvenciranja, uklju¢ujuc¢i popis uzoraka te njihove
sekvence indeksa.

List s uzorcima mora se navesti u koracima za postavljanje obrade na sustavu MiSeq.
Nakon pokretanja obrade naziv lista s uzorcima mijenja se u SampleSheet.csv te se
kopira u mape obrade: MiSeqTemp, MiSeqOutput i MiSegAnalysis.

Dodatne informacije o tijekovima rada za analizu i oblicima datoteka manifesta potrazite u dokumentu MiSeq
Reporter Software Guide (Priru¢nik za softver MiSeq Reporter, broj dokumenta 15042295).

Dodatne informacije o listovima s uzorcima potrazite u dokumentu MiSeq Sample Sheet Quick Reference
Guide (Kratki referentni priru¢nik za listove s uzorcima sustava MiSeq, broj dokumenta 15028392).

Softverski paket instrumenta obuhvaca integrirane aplikacije koje obavljaju postupke sekvenciranja, analizu
na instrumentu i druge povezane funkcije.

MiSeq Control Software (MCS) — upravlja radom instrumenta. KorisniCko sucelje softvera MiSeq Control
Software (MCS) vodi vas kroz korake umetanja proto¢nog ¢lanka i reagensa prije zapocinjanja obrade.
Tilekom postupka obrade prikazuje se pregled statistike kvalitete.

MCS tiiekom obrade pomice nosac¢ proto¢nog Clanka, dozira reagense, kontrolira temperature
proto¢nog ¢lanka te na proto¢nom ¢lanku snima slike klastera. MCS obradu obavlja u skladu s
parametrima navedenima na listu s uzorcima.

Softver za analizu u stvarnom vremenu (RTA) — analizira slike i odreduje oCitane baze te svakoj bazi za
svaki ciklus dodjeljuje ocjenu kvalitete. Slike se privremeno pohranjuju u mapu obrade da biih RTA
mogao obraditi, a potom se, nakon sto RTA dovrsi analizu, automatski brisu.
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Integrirani softver za sekundarnu analizu — izvodi sekundarnu analizu. MiSeq Reporter obraduje oCitanje
baza koje generira softver RTA te daje informacije o uskladenju, varijantama i sastavljenim kontigama za
svaki zatrazeni genom. Vrsta analize koja se provodi odredena je tijekom rada za analizu koji je naveden
na listu s uzorcima. Dodatne informacije potrazite u odjeljku Aplikacija MiSeq Reporter na stranici 8.

Dodatni softver koji se moze upotrebljavati izvan instrumenta jest Sequencing Analysis Viewer (SAV). Dodatne
informacije potrazite u odjeliku Sequencing Analysis Viewer na stranici 8.

Ikone statusa
Ikona statusa u kontrolnom sucelju softvera oznacava promjenu uvjeta tijekom postavijanja ili izvodenja. Broj
na ikoni oznacava boj stanja za status.

Kada se promijeni status izvodenja, ikona treperi da bi vas upozorila na to. Odaberite ikonu da bi vam se
prikazao opis stanja. Odaberite Acknowledge (Prihvati) da biste izbrisali poruku, a zatim Close (Zatvori) da
biste zatvorili dijaloski okvir.

Vrste poruka koje se prikazuju u prozoru statusa filtrirajte tako da odaberete ikone pri vrhu prozora.
Odabirom ikone ukljucuje se odnosno skriva prikaz odredenog stanja.

Ikona Naziv Opis
statusa statusa

Status OK Nema promjene. Sustav radi normalno.
(Status je u

redu)
Attention Vazna informacija. Preporu¢uje se neka radnja.
g
' Warning Upozorenja ne zaustavljaju obradu. No na neka je upozorenja potrebno reagirati da bi se
i (Upozorenje)  mogla nastaviti obrada.
Error Pogreske najceSce zaustavljaju obradu te je uglavnom potrebno nesto poduzeti da bi se
m (Pogreska) mogla nastaviti obrada.

Pokazatelji aktivnosti

Ikona indikatora aktivnosti prikazuje aktivnost koju instrument trenutno obavilja.

SI. 3 Pokazatelji aktivnosti

VOO0

Pokazatelji aktivnosti slijeva udesno predstavljaju sliedece aktivnosti:
pomicanje nosaca Y
pomicanje nosaca Z
aktiviranje elektronickih funkcija
upotreba kamere
pumpanje kroz sustav fluida
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Pokazatelji senzora

Pokazatelji senzora, koji se nalaze pri dnu svakog zaslona korisnickog sucelja, prikazuju status komponenti
instrumenta.

Sl.4 Pokazatelji senzora

m B 7 3

400°C 25.00*C

Pokazatelji senzora slijeva udesno predstavljaju sliedec¢e komponente:
vratasca odjelika za protocni Clanak u zatvorenom odnosno otvorenom polozaju
temperatura hladnjaka reagensa u °C
temperatura proto¢nog ¢lanka u °C
status veze sa sustavom BaseSpaoe® (prikazano je da sustav nije povezan)

Podaci sekvenciranja na instrumentu MiSeq mogu se analizirati na racunalu instrumenta s pomocu aplikacije
MiSeq Reporter, na umrezenom posluzitelju s pomocu sustava Bas;eSpaceTM Onsite ili u oblaku s pomocu
sustava BaseSpace. Te aplikacije daju informacije o uskladenju, varijantama i sastavljenim kontigama za svaki
uzorak iz obrade s veéim brojem uzoraka. Ako provodite tijek rada VeriSeqTM PGS, za analizu upotrijebite
softver BlueFuse " Multi,

Pregled sustava BaseSpace i BaseSpace Onsite

BaseSpace je racunalno okruzenje u oblaku tvrtke lllumina. BaseSpace Onsite racunalno je okruzenje na
namjenskom posluzitelju koje sadrzi alate za postavljanje obrade i mogucnosti za analizu.

Prilikom postavljanja postupka sekvenciranja prijavite se u BaseSpace ili BaseSpace Onsite. Ako
upotrebljiavate BaseSpace ili BaseSpace Onsite, na raspolaganju vam je dodatna mogucénost lokalnog
pohranjivanja podataka o obradi. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Prilagodba postavki sustava na
stranici 13.

Kada pokrenete postupak sekvenciranja, ikona ¢e se promijeniti i oznaciti da je MiSeq povezan sa sustavom
BaseSpace ili BaseSpace Onsite te da se podatkovne datoteke prenose na navedenu lokaciju.

SI.5 Ikona koja oznacCava uspostavljenu vezu sa sustavom BaseSpace

m B 7 &

400°C

Sl. 6 |kona koja oznaCava uspostavljenu vezu sa sustavom BaseSpace Onsite
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Ako upotrebljavate BaseSpace, podatkovne datoteke Sifriraju se tijekom prijenosa, desifriraju tiekom analize,
a potom ponovno Sifriraju prilikom pohrane. Ako upotrebliavate BaseSpace Onsite, podatkovne datoteke
Sifriraju se tijlekom prijenosa, desifriraju tijekom analize te imate mogucnost ponovno ih Sifrirati prilikom
pohrane.

Na kraju obrade ili nakon dovrSenja prijenosa svih datoteka za analizu softvera RTA, automatski se prekida
veza sustava BaseSpace odnosno BaseSpace Onsite s instrumentom MiSeq. Ako se prekine internetska
veza, prienos datoteka analize od mjesta prekida nastavit ¢e se kad se veza ponovno uspostavi.

Cim se u BaseSpace odnosno BaseSpace Onsite prenese posliednja datoteka o&itanih baza, zapoginje
sekundarna analiza podataka. BaseSpace i BaseSpace Onsite podrzavaju iste tijekove rada za analizu kao i
analiza na instrumentu putem softvera MiSeq Reporter.

Za MiSeq Reporter tijekom instalacije se daje nekoliko genoma. BaseSpace i BaseSpace Onsite podrzavaju
samo genome koji se nalaze u softveru MiSeq Reporter.

Sa sustavom BaseSpace mozete se povezati na adresi basespace.illumina.com. Prijavite se s pomocu
vjerodajnica za racun za Mylllumina. Dodatne informacije o sustavu BaseSpace potrazite u dokumentu
BaseSpace User Guide (KorisniCki priru¢nik za BaseSpace, broj dokumenta 15044182) i na stranicama s
podrskom za BaseSpace na web-mijestu tvrtke lllumina.

Dodatne informacije o sustavu BaseSpace Onsite potrazite u dokumentu BaseSpace Onsite System Guide
(Vodic¢ za sustav BaseSpace Onsite, broj dokumenta 15049148) i na stranicama s podrskom za BaseSpace
OnSite na web-mjestu tvrtke lllumina.

Aplikacija MiSeq Reporter

MiSeq Reporter servisna je aplikacija sustava Windows koja obraduje ocitane baze koje generira softver RTA.
MiSeq Reporter pokrece sekundarnu analizu odmah nakon sto softver RTA dovrSi analizu postupka
sekvenciranja.

MiSeq Reporter pokrece se na racunalu instrumenta. No korisnickom sucelju softvera mora se pristupati iz
web-preglednika drugog racunala povezanog s istom mrezom kao i MiSeq Reporter.

Nakon dovrsetka sekundarne analize u mapu obrade zapisuje se datoteka naziva CompleteddJoblinfo.xml.
Dodatne informacije potrazite u dokumentu MiSeq Reporter Software Guide (Priru¢nik za softver MiSeq
Reporter, broj dokumenta: 15042295).

Sekvenciranje tijekom analize

Racunalni resursi sustava MiSeq upotrebljavaju se ili za sekvenciranje ili za analizu.

Ako se na instrumentu MiSeq postupak sekvenciranja pokrene prije dovrSetka analize prethodne obrade,
automatski se zaustavlja analiza aplikacije MiSeq Reporter ako je koristite.

Da biste ponovno pokrenuli MiSeq Reporter, nakon dovrSetka novog postupka sekvenciranja koristite
znaCajku Requeue (Ponovno stavi u red Cekanja).

Kada novi postupak zavrsi sekvenciranje, sekundarna analiza prethodnog postupka automatski zapocinje od
pocetka.

Obradu detaljnije mozete nadzirati bez ometanja putem preglednika lllumina Sequencing Analysis Viewer
(SAV-a). Da bi se putem SAV-a prikazali rezultati primarne analize, MiSeq mora biti umrezen.
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SAV omogucuje pregled metriCkih podataka tijekom obrade kako se ti podaci generiraju te nakon dovrSetka
obrade. SAV instalirajte na racunalo koje je nezavisno od instrumenta MiSeq, aliima pristup istoj mrezi s
kojom je povezan i instrument. Nakon pokretanja softvera otvorite izlaznu mapu obrade.

Nakon generiranja predlozaka SAV prikazuje metriCke podatke koje generira RTA te ih organizira u grafiCke
prikaze, grafikone i tablice.

[ NAPOMENA

N SAV je univerzalni softver za sustave za sekvenciranje tvrtke llumina, a na vecini njih upotrebljava se protocni
Clanak s osam kanala. Neki prikazi sadrze padajuce popise za prikaz kanala 1 — 8. Bududida je na
protocnom Clanku instrumenta MiSeq samo jedan kanal, odaberite All (Sve) ili Lane 1 (Kanal 1). Dodatne
informacije potrazite u dokumentu Sequencing Analysis Viewer User Guide (Korisnicki prirucnik za
Sequencing Analysis Viewer, broj dokumenta: 15020619).

Racunalo integrirano s instrumentom ima kapacitet prostora za pohranu od otprilike 550 GB.

Softver prije pokretanja obrade provjerava slobodan prostor na disku. Ako nema dovoljno prostora na disku
za postupak, prikazuje se poruka u kojoj piSe koliko je potrebno prostora.

Ako se prikaze upit za oslobadanije prostora na disku, premijestite ili izbriSite starije mape obrada, ovisno o
tome §to je primjereno. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Upraviljanje datotekama na stranici 38. Nakon
Sto oslobodite dovoljno prostora na disku, odaberite Restart Check (Ponovno pokreni provjeru).

Komplet reagensa MiSeq komplet je jednokratnih reagensa potreban za izvodenje sekvenciranja. Dostupan
je u raznim vrstama i veliCinama. Svaka vrsta kompleta reagensa MiSeq obuhvaca vrstu proto¢nog Clanka
specifitnu za komplet te sve reagense koji su potrebni za obradu.

Za protoc¢ni Clanak, bocu PR2 i spremnik reagensa koji se nalaze u kompletu upotrebljava se
radiofrekvencijska identifikacija (RFID) radi preciznog pracenja potrosnje i kompatibilnosti potrosnih
materijala.

Obavezno upotrebljavajte spremnik reagensa koji je povezan s odabranom vrstom protocnog ¢lanka. Ako
spremnik reagensa nije kompatibilan, tijekom postavljanja obrade prikazat ¢e se poruka u kojoj se trazi
umetanje kompatibilnog spremnika reagensa.

Opis dostupnih kompleta reagensa potrazite na stranicu proizvoda komplet reagensa MiSeq na web-mijestu
lllumina.

Proto¢ni ¢lanak
Protoc¢ni ¢lanak MiSeq jednokratni je stakleni supstrat na kojem se generiraju klasteri i provodi reakcija
sekvenciranja.

Reagensi kroz ulazni prikljuc¢ak ulaze u protocni ¢lanak, prolaze kroz jednokanalno podrucje snimanja, a
potom izlaze iz protocnog ¢lanka kroz izlazni prikljuc¢ak. Otpad koji izlazi iz proto¢nog ¢lanka, dovodi se do
boce za otpad.

Biblioteke se prije postavljanja obrade nanose na spremnik reagensa te se s pocetkom obrade automatski
prenose na protocni ¢lanak.

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228
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SI.7 Protocni ¢lanak MiSeq

illumina’

A Izlazni prikljucak
B Podrucje snimanja
C Ulazni prikljuc¢ak

Boja Cepa protocnog Clanka

Boja Cepa protocnog Clanka oznacava vrstu protocnog ¢lanka:

Proto¢ni ¢lanak Boja ¢epa protoc¢nog ¢lanka

Standardni proto&ni ¢lanak Prozirma
Proto¢ni ¢lanak PGS

Mikro proto¢ni ¢lanak Zelena

Nano proto&ni &lanak Zuta

Pregled spremnika reagensa

Spremnik reagensa MiSeq jednokratni je potrosni materijal koji se sastoji od bazena zatvorenih folijom koji su
unaprijed napunjeni reagensima za klasteriranje i sekvenciranje u koli¢ini dovoljinoj za sekvenciranje jednog
proto¢nog Clanka.

Svi bazeni na spremniku numerirani su. Biblioteke uzoraka umecu se na spremnik na polozaj 17, koji nosi
oznaku Load Samples (Umetnite uzorke).

} UPOZORENJE

- Taj skup reagensa sadrzi potencijalno opasne kemikalije. Usliied udisanja, gutanja, dodira s kozom idodira s
ocima moZe dodi do ozlieda. Nosite zastitnu opremu, ukljucujuéi zastitu za oci, rukavice i laboratorisku kutu
prikladnu za rizik od izlaganja. Iskoristenim reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu
odgovarajuéim regionalnim, nacionalnim i mjesnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti
okolisa, zdravija i sigurnosti potrazite u sigurnosno-tehnickom listu na adresi support.ilumina.com/sds.html.

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228 10
Samo za istrazivaCke svrhe. Nije za upotrebu u dijagnosti¢kim postupcima.


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

Priru¢nik za sustav MiSeq

Rezerviranibazeni

SI.8 Spremnik reagensa s numeriranim bazenima

& Irsort Tray &

umina

Tbl. 1 Bazeni spremnika reagensa

Polozaj Naziv reagensa Opis

8 LDR Reagens za denaturaciju (sadrzi formamid)

17 Rezervirano Load Sample (Umetnite uzorak, rezervirano za biblioteke uzoraka)

18 Rezervirano Rezervirano za prilagodenu otopinu za pripremu za ocitanje 1 [neobavezno]

19 Rezervirano Rezervirano za prilagodenu otopinu za pripremu za ocitanje indeksa [neobavezno]

20 Rezervirano Rezervirano za prilagodenu otopinu za pripremu za ocitanje 2 [neobavezno]
NAPOMENA

v

Dodatne informacije o upotrebi prilagodenih otopina za pripremu u spremniku reagensa MiSeq potrazite u
dokumentu MiSeq Custom Primers Guide (Prirucnik za prilagodene otopine za pripremu na instrumentu
MiSeq, broj dokumenta 15041638).

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228
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Prilagodba postavki sustava ... .. ... 13
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1 Postavite prekidac¢ na poledini instrumenta u poloZaj | (uklju¢eno).

[ NAPOMENA

Al
Da biimao najbolie performanse, instrument nemojte iskljucivati. No ako morate iskljuciti instrument,
procCitajte odjeliak Iskjjucivanje instrumenta na stranici 40. PriCekajte najmanje 60 sekundi prie nego $to
prekida¢ napajanja vratite u ukljuceni polozaj

SI.9 Polozaj prekidaca napajanja

O

2 Pricekajte da se sustav ucita, a zatim se prijavite u operacijski sustav. Po potrebi zatrazite korisnicko ime i
lozinku od administratora ustanove.
Kad se operacijski sustav ucita, pokrenut ¢e se MiSeq Control Software (MCS) te automatski inicijalizirati
sustav.

1 Na pocCetnom zaslonu odaberite Run Options (Mogucnosti obrade).
2 Odaberite karticu Run Settings (Postavke obrade).

3 Odaberite Post Run Wash (Ispiranje nakon obrade) ili Maintenance Wash (Ispiranje radi odrzavanja).
Nakon svake se obrade obavezno mora isprati instrument. Softver ne¢e dopustiti postavljanje sliedece
obrade dok se ne obaviispiranje. Mogu¢noscu ispiranja nakon obrade odreduje se kakvo Ce se ispiranje
obavljati po zadanom. Ispiranje nakon obrade traje priblizno 30 minuta. Ispiranje radi odrzavanja traje
priblizno 1 sat.

4 Unesite adresu lokacije posluzitelja za BaseSpace Onsite.
Postavka Onsite Server (Posluzitelj za BaseSpace Onsite) obavezna je ako upotrebljavate BaseSpace
Onsite.

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228 13
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Da biste omogucili servis za pracenje lllumina Proactive, odaberite Send instrument Performance Data to
lllumina to aid technical support (Slanje podataka o radu instrumenta tvrtki lllumina radi pomodi tehnickoj
podrsci). Naziv postavke u sucelju softvera moze se razlikovati od naziva u ovom priru¢niku, $to ovisi o
verziji MCS-a koja se koristi.
Dok je ta postavka ukljucena, podaci o radu instrumenta salju se tvrtki lllumina. Na temelju tih podataka
llumina lakse otklanja poteskoce i prepoznaje potencijalne pogreske, Sto omogucuje proatkivno
odrzavanje i minimiziranje praznog hoda instrumenta. Dodatne informacije o prednostima tog servisa,
potrazite u dokumentu lllumina Proactive Technical Note (Tehni¢ka napomena o servisu lllumina
Proactive, broj dokumenta 1000000052503).
Taj servis:
ne Salie podatke o sekvenciranju
zahtijeva vezu instrumenta s mrezom koja ima pristup internetu
po zadanom je uklju¢en. Da biste prestali koristiti taj servis, onemogucite postavku Send Instrument
Performance Data to lllumina to aid technical support (Slanje podataka o radu instrumenta tvrtki
lllumina radi pomocdi tehnickoj podrsci).

Za MiSeq Reporter potvrdite ili ponistite mogu¢nost When using BaseSpace or BaseSpace Onsite,
replicate analysis locally on MiSeq (Lokalno repliciraj analizu na instrumentu MiSeq ako se upotrebljava
BaseSpace ili BaseSpace Onsite).

Postavkom Replicate Analysis Locally (Lokalno repliciraj analizu) odreduju se lokacije za obradu analize
prilikom upotrebe sustava BaseSpace ili BaseSpace Onsite. Postavka omogucuje izvodenje analize
lokalno na instrumentu i u sustavu BaseSpace ili BaseSpace Onsite.

Ako odaberete tu mogu¢nost dok upotrebljavate BaseSpace ili BaseSpace Onsite, nakon obrade
automatski ¢e se pokrenuti MiSeq Reporter te ¢e lokalno provesti analizu.

Ako ne odaberete tu mogucnost dok upotrebljavate BaseSpace ili BaseSpace Onsite, MiSeq Reporter
nece se automatski pokrenuti nakon obrade te ¢e se analiza provesti samo u sustavu BaseSpace
odnosno BaseSpace Onsite.

Ako provodite tijek rada VeriSeq PGS uz BlueFuse Multi, odaberite tu mogucénost.

Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).
Odaberite Software Update (AZuriranje softvera).

Odaberite Automatically check for new software updates on BaseSpace (Automatski trazi nova azuriranja
softvera u sustavu BaseSpace).

MiSeq se moze konfigurirati tako da e-postom Salje obavijest kad se dovrSi analiza RTA, kad se dovrsi
sekundarna analiza na instrumentu il ako dode do kriticne pogreske softvera MiSeq.

1

Na pocCetnom zaslonu odaberite Run Options (Moguc¢nosti obrade).

2 Odaberite karticu Email Notifications (Obavijesti e-postom).

3 Unesite sliedece podatke:

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228

Local SMTP email server address (Adresa lokalnog SMTP posluzitelja e-poste) — s pomocu zaslonske
tipkovnice unesite adresu lokalnog SMTP posluzitelja e-poSte. Po potrebi taj podatak zatrazite od
administratora ustanove.
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Sender address (Adresa e-poste posiliatelja) — s pomocu zaslonske tipkovnice unesite adresu e-
poste posiliatelia. To moze biti vaSa adresa e-poste ili neka druga adresa e-poste koja je odredena
za slanje obavijesti e-postom.

Recipient addresses (Adrese e-poste primatelja) — s pomocu zaslonske tipkovnice unesite adrese e-
poste svih primatelja obavijesti. Adrese e-poste razdvojite zarezom. Odaberite Test da biste poslali
probnu poruku e-poste primateljima obavijesti.

Notify via email when (Salji obavijest e-po$tom kada) — potvrdite okvir uz svaki dogadaj obrade za koji
zelite da aktivira slanje obavijesti.

Mape se mogu nalaziti na lokalnoj mrezi ili na racunalu instrumenta.
1 Na pocetnom zaslonu odaberite Run Options (Mogucnosti obrade).
2 Odaberite karticu Folder Settings (Postavke mape).

3 Unesite zadane lokacije za sliede¢e mape.
Recipe Folder (Mapa s receptima) — odreduje zadanu lokaciju za recepte. Recepti su XML datoteke
koje softver upotrebljava za pokretanje postupka sekvenciranja. Recept se stvara na pocetku
obrade na temelju parametara s lista s uzorcima, a potom se kopira u izlaznu mapu.
Sample Sheets Folder (Mapa s listovima s uzorcima) — odreduje zadanu lokaciju za listove s uzorcima.
Listovi s uzorcima stvaraju se prije pripreme biblioteke te sadrze parametre za obradu.
Manifest Folder (Mapa s manifestima) — datoteke manifesta obavezne su za neke vrste biblioteka.
Pogledajte dokumentaciju za pripremu uzoraka za komplet za pripremu uzoraka koji upotrebljavate
te dokument Sample Sheet Quick Reference Guide (Kratki referentni prirucnik za listove s uzorcima,
broj dokumenta 15028392).
MiSeqOutput — za MiSeq Reporter odreduje zadanu lokaciju za izlazne datoteke analize. Zadanu
izlaznu mapu promijenite u lokaciju na mrezi da biste mogli dijeliti datoteke, dugotrajno ih Cuvati te
eventualno upotrebljavati MiSeq Reporter izvan mreze. Dodatne informacije potrazite u odjeljku
Mape obrade na stranici 49.

Prije zapocinjanja obrade provjerite imate li na raspolaganiju sliedeci potrosni materijal koji mora pribaviti
korisnik.

Potro$ni materijal Dobavljaé Svrha

NaOH 1,0 N, kvalitete za Bilo koji dobavlja¢ Denaturiranje biblioteka uzoraka i ® X kontrola DNK-a
primjenu u molekularnoj laboratorijskog pribora

biologiji

Alkoholne maramice sa VWR, kataloSki broj95041- Cidéenje drzada proto€nog ¢lanka

70 % izopropila 714*

ili

70 % etanola Bilo koji dobavlja¢

laboratorijskog pribora

Jednokratne rukavice bez  Bilo koji dobavlja¢ Opc¢a namjena

pudera laboratorijskog pribora

Laboratorijske maramice VWR, kataloski broj 21905- Ciséenje nosada protoénog élanka i folije koja prekriva

koje ne ispustaju mnogo 026* bazen uzoraka za analizu

dlacica
Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228 15

Samo za istrazivaCke svrhe. Nije za upotrebu u dijagnosti¢kim postupcima.



Prirucnik za sustav MiSeq

Potrosni materijal

Papir za objektive,
4 x6inca

Epruvete za
mikrocentrifugu

Epruvete MiSeq

NaOCl, 5 %

Tween 20

Pinceta, kvadratnog vrha,

plasti¢na (nije obavezno)

Voda laboratorijske
kvalitete

Dobavlja¢

VWR, kataloski broj 52846-
001*

Bilo koji dobavlja¢
laboratorijskog pribora

[llumina,
broj dijela MS-102-9999

Sigma-Aldrich, kataloski
broj 239305*

Sigma-Aldrich, kataloski
broj P7949

McMaster-Carr, kataloSki
broj 7003A22*

Bilo koji dobavlja¢
laboratorijskog pribora

* ili ekvivalentni proizvod laboratorijske kvalitete

Svrha

Cisc¢enje proto&nog &lanka

Denaturiranje i razriedivanje biblioteka uzoraka i ® X kontrola
DNK-a

Ispiranje voda predlozaka; za upotrebu uz tijek rada VeriSeq
PGS (nije obavezno za druge tijekove rada)

Ispiranje voda predloZaka; za upotrebu uz tijek rada VeriSeq
PGS (nije obavezno za druge tijekove rada)

Pranje instrumenta

Vadenje proto¢nog Clanka iz spremnika za transport
protoénog ¢lanka

Pranje instrumenta

Smjernice za vodu laboratorijske kvalitete

Za postupke na instrumentu uvijek upotrebljavajte vodu ili deioniziranu vodu laboratorijske kvalitete. Niposto
nemoijte koristiti vodu iz slavine. Koristite samo sliedece razrede vode ili njihove ekvivalente:

deionizirana voda
[llumina PW1

voda od 18 megaoma (MQ)

voda Milli-Q
voda Super-Q

voda za primjenu u molekularnoj biologiji

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228
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Da biste pokrenuli postupak sekvenciranja na instrumentu MiSeq, slijedite korake za postavljanje opisane u
ovom poglaviju.

Kad zapoc¢ne obrada, vise nije potrebno nista Ciniti.

Postupak sekvenciranja moze se pratiti sa zaslona Sequencing (Sekvenciranje) ili daljinskim putem SAV-a
(Sequencing Analysis Viewer). Ta je neobavezna aplikacija dostupna za preuzimanje na web-mjestu tvrtke
lllumina.

Nakon dovrSetka postupka sekvenciranja pokrenite ispiranje instrumenta.

Trajanje obrade temelji se na broju izvrsenih ciklusa. MoZete provesti obradu uparenih krajeva s do 2 x 301
ciklusom sekvenciranja te bilo kojim brojem ocitanja indeksa s pomocu softvera MCS v2.3 ili novijeg.

Trajanje obrade, k tome, temelji se na verziji reagensa za MiSeq koji se upotrebljavaju te o0 nadogradnjama za
poboljanje performansi koje su instalirane u instrument.

Ocekivano trajanje i druge specifikacije potrazite na stranici sa specifikacijama sustava MiSeq na web-mjestu
tvrtke lllumina.

Broj ciklusa u o€itanju
U postupku sekvenciranja broj ciklusa koji se provedu u oditanju veci je za jedan od broja analiziranih ciklusa.
Taj je dodatni ciklus nuzan za izraCune pri odredivanju faza i predfaza.

Tijlekom obrade uparenih krajeva s 300 ciklusa, primjerice, provedu se dva ocitanja 301 ciklusa (2 x 301), {j.
ukupno 602 ciklusa. Na kraju obrade analizira se 2 x 300 ciklusa.
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Pripremite unaprijed napunjeni spremnik reagensa za upotrebu.

Denaturirajte i razrijedite biblioteke (ne primjenjuje se na sve vrste biblioteka).
Procitajte dokument Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq
(Prinrema biblioteka za sekvenciranje na instrumentu MiSeq, broj dokumenta
15039740).

Umetnite mjeSavinu biblioteka u spremnik reagensa u za to namijenjeni bazen.

Na korisni¢kom sucelju softvera odaberite Sequence (Sekvenciranje) da biste
pokrenuli korake za postavljanje obrade.
[neobavezno] Povezite se sa sustavom BaseSpace ili BaseSpace Onsite.

Isperite te potpuno osusite proto¢ni Clanak.
Umetnite proto¢ni ¢lanak.

Umetnite bocu PR2 te provjerite je li boca za otpad prazna.
Umetnite spremnik reagensa.

Pregledajte parametre obrade te rezultate provjere prije obrade.
Odaberite Start Run (Zapoc¢ni obradu).

[=1:=] o -
AE—— Nadzirite obradu s korisni¢kog sucelja MCS-a ili drugog rac¢unala putem
Il W aplikacije Sequencing Analysis Viewer (SAV).

Pokrenite ispiranje nakon obrade.

Generiranje klastera

Tijlekom generiranja klastera pojedinacne molekule DNK-a vezu se za povrSinu proto¢nog ¢lanka, a potom
amplifikacijom uz nadsvodivanje formiraju klastere.

Sekvenciranje

Klasteri se nakon generiranja snimaju uz kombinaciju LED-a i filtara koja je specificna za svaki od Cetiri
fluorescentno oznacena dideoksinukleotida. Nakon dovrSetka snimanja jedne plocice protoc¢ni se ¢lanak
pomice radi ekspozicije sliedece plocice. Taj se postupak ponavlja za svaki ciklus sekvenciranja. Nakon
analize slika softver provodi odredivanje baza, filtriranje i ocjenjivanje kvalitete.
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Analiza

Po dovrSetku obrade automatski se pokrece softver za analizu MiSeq Reporter te provodi sekundarnu
analizu, koja obuhvaca uskladivanje i odredivanje varijanti. Sekundarnu analizu moZzete nadzirati s drugog
racunala putem internetske veze. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Aplikacija MiSeq Reporter na
stranici 8.

Otopite spremnik reagensa u vodenoj kupki na sobnoj temperaturi.

f

NAPOMENA
Reagense mozete otopiti i tako da ih preko noci ostavite u spremistu u kojem je temperatura od 2 °C do
8°C. Ako se drze na toj temperaturi, reagensi su stabilni do jedan tiedan.

Izvadite spremnik reagensa iz spremista u kojem je temperatura od -25°C do -15°C.

Postavite spremnik reagensa u vodenu kupku s dovoljnom koli¢inom deionizirane vode sobne
temperature da se potopi postolie spremnika reagensa. Pazite da voda ne prelazi crtu za maksimalnu
koli¢inu vode koja je otisnuta na spremniku reagensa.

SI.10 Crta za maksimalnu koli¢inu vode

iininan A
\ .

Pricekajte da se spremnik reagensa potpuno otopi u vodenoj kupki sobne temperature.
Spremnici MiSeq v3 — ~ 60 — 90 minuta.
Spremnici MiSeq v2 — ~ 60 minuta.

Izvadite spremnik iz vodene kupke te njezno njime lupkajte po radnoj povrsini da biste izbacili vodu iz
postoljia spremnika. OsuSite postolie spremnika.

Deset puta preokrenite spremnik reagensa da biste pomijesali otopliene reagense, a potom provijerite
jesu li svi polozaji otopljeni.

Provijerite jesu li reagensi na polozajima 1, 2 i 4 potpuno pomijeSani i bez precipitata.

Lagano spremnikom lupkajte po radnoj povrsini da biste smanijili broj mjehuri¢a zraka u reagensima.

NAPOMENA

Na dnu svakog bazena nalaze se cjevcice za doziranje MiSeq koje sluze za aspiraciju reagensa, pa je vazno

da u spremnicima nema mjehuric¢a zraka.

Spremnik reagensa drzite na ledu do Sest sati il ga odlozite u spremiste u kojem je temperatura od 2 °C
do 8°C dok ne budete spremni za postavljanje obrade. Da biste postigli najbolje rezultate, odmah
umetnite uzorak i postavite obradu.
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UPOZORENJE

Taj skup reagensa sadrzi potencijaino opasne kemikalije. Usliied udisanja, gutanja, dodira s kozom idodira s
odima moze dodi do ozlieda. Nosite zastitnu opremu, ukljuCujuéi zastitu za odi, rukavice i laboratorijsku kutu
prikladnu za rizik od izlaganja. IskoriStenim reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu
odgovarajuéim regionalnim, nacionalnim i mjesnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti
okalisa, zdravija i sigurnosti potrazite u sigurnosno-tehnickom listu na adresi support.ilumina.com/sds.html.

C—

Ako je to potrebno za vasu vrstu biblioteka, denaturirajte i razrijedite biblioteke te dodajte neobaveznu ®X
kontrolu. Pogledajte MiSeq System Denature and Dilute Libraries Guide (Priru¢nik za denaturiranje i
razriedivanje biblioteka za sustav MiSeq, broj dokumenta 15039740). Ako upotrebljavate tijek rada

VeriSeq PGS, procitajte dokument VeriSeq PGS Library Preparation Guide (Vodi¢ za pripremu biblioteka za
VeriSeq PGS, broj dokumenta 15052877).

Ovaj se korak ne odnosi na sve vrste biblioteka. Nekim se metodama pripreme uzoraka tvrtke lllumina
dobivaju normalizirane koncentracije skupova biblioteka koje su spremne za upotrebu. Procitajte vodi¢ za
pripremu uzoraka za komplet za pripremu biblioteka uzoraka koji upotrebljavate.

[ NAPOMENA

N
Ako upotrebliavate prilagodene otopine za pripremu, pripremite otopine za pripremu pa postavite list s
uzorcima prema uputama iz dokumenta MiSeq Custom Primers Guide (Prirucnik za prilagodene otopina za
pripremu za sustav MiSeq, broj dokumenta 15041638).

Kad se spremnik reagensa potpuno otopi te bude spreman za upotrebu, na spremnik umetnite pripremliene
biblioteke.

1 Rupcic¢em koji ne ostavlja dlacCice ocistite foliju koja prekriva bazen s oznakom Load Samples (Umetnite
uzorke).

2 Probusite foliju Sistom pipetom od 1 ml.

3 Pipetom nanesite 600 pl pripremljenih biblioteka u bazen Load Samples (Umetnite uzorke). Nemojte
dirati foliju.

SI.11 Umetanje biblioteka

4 Nastavite s koracima za postavljanje obrade s pomodu sucelja softvera MiSeq Control Software (MCS).
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1 Na pocCetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).
2 Odaberite Reboot (Ponovno pokreni) da biste ponovno pokrenuli softver sustava.

3 [Nije obavezno] Sa zaslona Run Options (Mogucnosti pokretanja) provjerite lokacije mapa za
MiSeqOutput, recepte, listove s uzorcima i manifeste. Dodatne informacije potraZzite u odjeliku
Postavljanje zadanih lokacija mapa na stranici 15.

4 Na pocetnom zaslonu odaberite Sequence (Sekvenciranje) da biste zapodeli s koracima za postavljanje
obrade.
Kada na pocetnom zaslonu odaberete Sequence (Sekvenciranje), otvara se niz zaslona za postavljanje
obrade, ito sliedec¢im redoslijedom: BaseSpace Option (Mogu¢nost sustava BaseSpace), Load Flow Cell
(Umetanje protocnog ¢lanka), Load Reagents (Umetanje reagensa), Review (Pregled) i Pre-Run Check
(Provjera prije obrade).

Postavljanje moguénosti za BaseSpace ili BaseSpace Onsite

Po Zelji mozete pokrenuti i sekundarnu analizu koristeci BaseSpace il BaseSpace Onsite.

1 Na zaslonu BaseSpace Options (Moguc¢nosti sustava BaseSpace) potvrdite ili ponistite potvrdne okvire
Use BaseSpace for storage and analysis (Upotrebljavaj BaseSpace za pohranu i analizu) te Use
BaseSpace Onsite for storage and analysis (Upotrebljavaj BaseSpace Onsite za pohranu i analizu).

2 Odaberite Next (Dalje).

1 Navucite novi par rukavica bez pudera.

2  Plasticnom hvataljkom primite protoc¢ni ¢lanak za postolje plasticnog spremnika te ga izvadite iz
spremnika proto¢nog ¢lanka.

SI.12 Vadenje proto¢nog &lanka

3 Lagano ispirite proto¢ni ¢lanak vodom laboratorijske kvalitete dok stakleni i plasti¢ni spremnik potpuno
ne isperete od viska soli.
Visak soli moze utjecati na to kako protocni ¢lanak sjeda na instrument. Ako se soli osuse u podrugju za
snimanje, to moze utjecatii na snimke.
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SI.13 Ispiranje proto¢nog ¢lanka

4 Temeljito posusite proto¢ni ¢lanak i spremnik rupcCicem za objektive koji ne ispusta dlacice uz osobit
oprez na dijelovima oko crne brtve na priklju¢ku protocnog ¢lanka. Njeznim lupkanjem posusite podrucje
brtve i staklo uz nju.

SI. 14 PrikljuCcii brtva proto¢nog ¢lanka

5 Staklo protoc¢nog Clanka ocistite alkoholnom maramicom. Pazite da na staklu ne ostane pruga, otisaka
prstiju ni dlacica ili viakana s rupcica.

Tf, 7 NAPOMENA
Alkoholnu maramicu nemojte upotrebliavati na brtvi prikljucka protocnog ¢lanka.

SI.15 SuSenje protocnog ¢lanka

6 Visak alkohola posusite rupci¢em za CiS¢enje objektiva koji ne ispusta dlacice.
7 Provjerite da nista ne zatvara priklju¢ke proto¢nog Clanka te da brtva Cvrsto sjedi oko priklju¢aka
proto¢nog ¢lanka.

Ako vam se Cini da brtva ne sjedi na mjestu, njezno je pritisnite i vratite na mjesto oko priklju¢aka
proto¢nog Clanka.
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Umetanje protoénog ¢lanka

1

Podignite vrataSca odjelika za protocni ¢lanak pa pritisnite gumb za otpustanje koji se nalazi desno od
stezalike proto¢nog ¢lanka.
Otvorit Ce se stezaljka proto¢nog ¢lanka.

SI.16 Otvaranje stezalike proto¢nog ¢lanka

Provjerite da u nosacu proto¢nog Clanka nema dlacica. U sluCaju prisutnosti dlacica il neke druge
prljiavstine, oCistite nosac protocnog Clanka alkoholnom maramicom ili pak rupc¢i¢em navlazenim
etanolom iliizopropanolom. Oprezno briSite povrsinu nosaca proto¢nog ¢lanka dok ne bude ¢ista i suha.

Drzeci protocni ¢lanak za rubove, postavite ga na nosac¢ protocnog ¢lanka.

SI1.17 Postavljanje protocnog ¢lanka na nosac

Lagano pritisnite stezaljku proto¢nog Clanka prema dolie da biste je zatvorili preko protocnog ¢lanka.
Kad se zatvori stezaljka proto¢nog Clanka, iglice za poravnanje postavit ¢e protoc¢ni Clanak na
odgovaraju¢e mijesto. Kad se stezalika zatvori, Cut Cete Skljocaj.

SI.18 Zatvaranje stezaljke proto¢nog ¢lanka
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5 Ako softver ne prepozna RFID protocnog ¢lanka, procitajte odjeliak Otklanjanje pogreske zbog
neuspjesnog ocitavanja RFID-a na stranici 45.

6 Zatvorite vrataSca odjelika za proto¢ni ¢lanak.
7 Odaberite Next (Dalje).

Umetanje PR2 i provjera boce za otpad

1 lzvadite bocu PR2 iz spremiSta u kojem je temperatura od 2 °C do 8 °C. Preokrenite je da biste je
promijesali, a potom uklonite poklopac.

2 Otvorite vratasca odjeljka za reagense.
Podizite ru¢ku dozatora dok se ne blokira na mjestu.

Izvadite bocu za ispiranje pa umetnite bocu PR2.

SI.19 Umetnite bocu PR2

5 Sadrzajboce za otpad ispraznite u odgovarajuci spremnik za otpad.

6 Polako spustajte ru¢ku dozatora. Pazite da se dozatori spuste u bocu PR2 i bocu za otpad.

SI. 20 Spustanje ruc¢ke dozatora
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7 Ako softver ne prepozna RFID boce PR2, procitajte odjeljak Otklanjanje pogreske zbog neuspjesnog

ocitavanja RFID-a na stranici 45.

8 (Odaberite Next (Dalje).

Umetanje spremnika reagensa

1

6
7

Otvorite vrataSca hladnjaka reagensa.

;‘fr NAPOMENA
VrataSca hladnjaka reagensa nemajte tiekom dulieg vremena ostavijati otvorena.

Spremnik reagensa drzite za kraj na kojem se nalazi oznaka lllumina te ga gurajte u hladnjak reagensa
dok ne zastane.

Obavezno upotrebljavajte spremnik reagensa koji je povezan s vrstom umetnutog proto¢nog ¢lanka. Ako
spremnik reagensa nije kompatibilan, prikazat ¢e se poruka na zaslonu. Odaberite Back (Natrag) da
biste umetnuli odgovarajuci spremnik reagensa odnosno Home (PoCetno) da biste se vratili na poCetni
zaslon.

SI. 21 Umetanje spremnika reagensa

Zatvorite vrataSca hladnjaka reagensa.

Ako softver ne prepozna RFID spremnika reagensa, procitajte odjeljak Otklanjanje pogreske zbog
neuspjesnog ocCitavanja RFID-a na stranici 45.

Ako spremnik reagensa nije kompatibilan s proto¢nim ¢lankom, prikazat ¢e se poruka. Odaberite Back
(Natrag) da biste umetnuli kompatibilni spremnik odnosno Exit (Izlaz) da biste se vratili na poCetni zaslon.

Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.
Odaberite Next (Dalje).

Promjena lista s uzorcima

Naredbu Change Sample Sheet (Promijeni list s uzorcima) koristite u sliedecim situacijama:
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Za svaku obradu mora postojati list s uzorcima. Softver po zadanom trazi datoteku lista s uzorcima Ciji je naziv
podudaran s brojem crticnog koda na spremniku reagensa koji je umetnut u instrument. Ako se ne pronade
list s uzorcima, pojavijuje se poruka u kojoj se od korisnika trazi da pronade lokaciju odgovarajuceg lista s
uzorcima za obradu.

Da softver ne bi bezuspjesno trazio, s pomocu naredbe Change Sample Sheet (Promijeni list s uzorcima) na
zaslonu Load Reagents (Umetanje reagensa) mozete usmieriti softver na odgovarajuci list s uzorcima.

1 Odaberite Change Sample Sheet (Promijeni list s uzorcima) na zaslonu Load Reagents (Umetanje
reagensa).

Odaberite Browse (Pregledaj) da biste pronasli list s uzorcima.
Odaberite Open (Otvori).

Odaberite Save and Continue (Spremi i nastavi).

Odaberite Next (Dalje).

o M~ W N

Nakon umetanja protocnog ¢lanka i reagensa, a prije pokretanja obrade, pregledajte parametre obrade te
pokrenite provjeru prije obrade.

Pregled parametara obrade

1 Pregledajte naziv eksperimenta, tijek rada za analizui duljinu oCitavanja. Ti su parametri odredeni na listu s
uzorcima.

Da biste pregledali lokacije mapa, odaberite Change Folder (Promjena mape).
Po potrebi izmijenite pa odaberite Save (Spremi)
4 Odaberite Next (Dalje).

Promjenamapa

Da biste promijenili lokacije mapa, odaberite Change Folder (Promijeni mapu) i pronadite zelienu lokaciju.
Upotrebom te mogucnosti na zaslonu Review (Pregled) lokacije mapa promijenit cete samo za trenutacnu
obradu.

Pregled provjere prije obrade

Prije pokretanja obrade sustav provodi provjeru svih komponenti obrade, prostora na disku te mreznih veza.

Ako neka stavka ne prode provjeru prije obrade, na zaslonu se prikazuje poruka s uputama za otklanjanje
pogreske. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Otklanjanje pogreSaka u postavijanju obrade na stranici
44,

Kada sve stavke uspjesno produ provjeru prije pokretanja, odaberite Start Run (Pokreni obradu).

Broj dokumenta 1000000061014 vOO HRV Broj materijala 20024228 26
Samo za istrazivaCke svrhe. Nije za upotrebu u dijagnosti¢kim postupcima.



Prirucnik za sustav MiSeq

Vazne napomene prije pokretanja obrade

} UPOZORENJE
-/ MiSeq je osjetljiv na vibracije. Dodirivanje instrumenta nakon pokretanja obrade moze negativno utjecati na
rezultate sekvenciranja.

Nakon Sto odaberete Start Run (Pokreni obradu), nemojte otvarati vratasca odjelika za protocni Clanak i
odjelka za reagense te nemojte dirati monitor instrumenta, osim ako zelite pauzirati obradu. Dodatne
informacije potrazite u odjeliku Pauziranje obrade na stranici 43.

UPOZORENJE

Prie pokretanja obrade obavezno zatvorite sve datoteke na instrumentu MiSeq i nemojte otvarati datoteke
tijekom obrade.

(G

1 Tiekom obrade nadzirite tijek, intenzitete i ocjene kvalitete obrade na zaslonu Sequencing
(Sekvenciranje). Zaslon Sequencing (Sekvenciranje) sluzi samo kao prikaz.
Da biste nadzirali viSe pojedinosti o obradi, posluzite se softverom Sequencing Analysis Viewer (SAV)
instaliranim na racunalu koje je neovisno o racunalu instrumenta. Za to je potrebna mrezna veza.
Ako ste pak povezani sa sustavom BaseSpace, obradu mozete nadzirati putem softvera SAV u sustavu
BaseSpace.

Run Progress (Tijek obrade) — na traci statusa prikazuje tijek obrade te navodi broj dovrSenih ciklusa.

Intensity (Intenzitet) — prikazuje vrijednost intenziteta klastera u 90. centilu za svaku plocicu.
Graficki prikaz u podrucju Intensity (Intenzitet) predstavlja broj plocica i broj povrsina koje se snimaju:
ako se snima samo gornja povrsina protoc¢nog ¢lanka, prikazuje se grafikon s jednim stupcem
ako se snima i gornja i donja povrsina proto¢nog ¢lanka, prikazuje se grafikon s dva stupca.

A B

A Oznacava 2 plocice, samo gornja povrsina
B Oznacava 4 plocice, gornja i donja povrsSina

Q-Score All Cycles (Ocjena kvalitete za sve cikluse) — prikazuje prosje¢ni postotak baza ocjene
kvalitete (Q-score) vece od Q30. Ocjena kvalitete sluzi za predvidanje vjerojatnosti za pogresno
oCitavanje baza. Ocjene kvalitete izraCunavaju se nakon 25. ciklusa.

(k)\fej:lai::te Vjerojatnost pogre$nog ocitavanja baza
Q40 1:10000

Q30 1:1000

Q20 1:100

Q10 1:10

Cluster Density (K/mm?) (Gustoca klastera (K/mm32)) — prikazuje broj klastera po ¢etvornom milimetru
za obradu.
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Clusters Passing Filter (%) (Klasteri koji prolaze kroz filtar (%)) — prikazuje postotak klastera koji
prolaze kroz filtar na temelju filtra za Cistocu tvrtke lllumina, koji mjeri kvalitetu. Ti se podaci prikazuju
tek nakon 25. ciklusa.

Tf NAPOMENA
Cistoda ogitanja baza omier je intenziteta najaceg signala i zbroja 2 najjaca signala. Ako tiekom prvih 25
ciklusa vise od jednog ocitanja baza ima vrijednost Cistoc¢e manju od 0,6, oCitanja ne prolaze filtar
kvalitete.
Procijenjen prinos (Mb) — prikazuje predvideni broj baza ocitanih tijekom obrade koji se mjeri u
megabazama. Ti se podaci prikazuju tek nakon 25. ciklusa.

2 Kad zavrsi obrada, prikazuje se gumb Next (Dalje).Prije nastavka pregledajte rezultate na zaslonu
Sequencing (Sekvenciranje).

Tf NAPOMENA
Zaslon Sequencing (Sekvenciranje) prikazuje se dok ne odaberete Next (Dalie). Nakon $to odaberete
Next (Dalie), povratak na zaslon Sequencing (Sekvenciranje) vise nije moguc.

3 Odaberite Next (Dalie) da biste zatvorili zaslon Sequencing (Sekvenciranje) i nastavili na ispiranje nakon
obrade.

Generiranje predlozaka

Generiranje predloZzaka postupak je kojim se definiraju pozicije klastera preko cijele povrSine proto¢nog
Clanka prema polozaju koordinata X i Y. Analiza u stvarnom vremenu (RTA) upotrebljava rane cikluse obrade
za generiranje predlozaka.

Nakon generiranja predloska polozaja klastera slike koje se snimaju tijekom sliedeceg ciklusa snimanja
poravnavaju se u odnosu na predlozak. |zdvajaju se intenziteti pojedinacnih klastera u sva Cetiri kanala boja
nukleotida te se od normaliziranih intenziteta klastera stvaraju ocCitanja baza.

Metrika obrade

Metrika obrade prikazuje se na zaslonu Sequencing (Sekvenciranje) u razli¢itim trenucima tiiekom obrade.
Tilekom koraka za generiranje klastera ne prikazuje se metrika.

Nakon pocetka sekvenciranja prikazuje se sliedec¢a metrika u navedenim ciklusima:

Metrika Komplet Ciklus

Intenzitet Kompleti reagensa MiSeq, v3 Ciklus 1 -7
Kompleti reagensa MiSeq, v2 Ciklus 1 -4
Kompleti reagensa MiSeq, vi Ciklus 1 -4

Intenzitet i gustoca klastera Kompleti reagensa MiSeq, v3 Ciklus 8 - 25
Kompleti reagensa MiSeq, v2 Ciklus 5 - 25
Kompleti reagensa MiSeq, vi Ciklus 5 - 25

Intenzitet, gustoc¢a klastera, % Kompleti reagensa MiSeq, v3 Od ciklusa 26 do dovrSetka obrade
prolaza kroz filtar, prinos i ocjene Kompleti reagensa MiSeq, v2
kvalitete Kompleti reagensa MiSeq, v1

Specifikacije obrade MiSeq potraZite na stranici sa specifikacijama sustava MiSeq na web-mjestu tvrtke
lllumina (www.illumina.com/systems/miseq/performance_specifications.ilmn).
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Rezultati analize RTA

Rezultat analize RTA nakon postupka sekvenciranja skup je datoteka ocitanih baza (*.bcl) ocijenjenih prema
kvaliteti, koji se generira na temelju neobradenih slikovnih datoteka. Popis datoteka i mapa za RTA potraZite
u odjeliku Mape i datoteke za RTA na stranici 51.

Ispiranje nakon obrade standardno je ispiranje instrumenta koje se obavlja izmedu postupaka sekvenciranja.

Nakon dovrSetka obrade obavezno provedite ispiranje instrumenta. Slijedite upute softvera za umetanje
komponenti za ispiranje te provodenije ispiranja. Ispiranje nakon obrade traje priblizno 20 minuta.

Ispiranje pokrenite odmah nakon dovrSetka obrade. Ispiranje instrumenta obavezno je da bi se mogla
postaviti sliedeca obrada. Da biste ispiranje nakon obrade proveli u nekom drugom trenutku, a ne izravno
nakon obrade, ispiranje pokrenite s pomocu naredbe na zaslonu Perform Wash (Provodenie ispiranja).

frf NAPOMENA

Iskoristeni protoc¢ni ¢lanak ostavite na instrumentu. Za ispiranje instrumenta u instrument mora biti umetnut
protocni lanak.

Redovitim ispiranjima instrumenta jamce se dosliedne performanse zbog sliedeceg:
ispiru se svi ostaci reagensa iz vodova za fluide i dozatora
sprieCava se nakupljanje i kristaliziranje soli na vodovima za fluide i dozatorima
spriecava se krizna kontaminacija iz prethodne obrade

Ako upotrebljavate MCS v2.5 ili noviji, imate mogucénost provesti ispiranje nakon obrade koje obuhvaca
ispiranje voda predlozaka otopinom natrijeva hipoklorita (NaOCI). To ispiranje traje priblizno 30 minuta.
Procitajte odjeliak Postupak uz ispiranje voda predlozaka na stranici 30.

Tr' NAPOMENA

Ako upotrebliavate tiek rada VeriSeq PGS, provodite ispiranja nakon obrade koja obuhvacaju ispiranje
vodova predlozaka. Procitajte odjeliak Postupak uz ispiranje voda predioZzaka na stranici 30.

Potrosni materijal
Tween 20
Voda laboratorijske kvalitete
NaOCI (upotrebljava se za ispiranje nakon obrade koje obuhvaca ispiranje voda predlozaka)

Epruveta MiSeq (broj dijela MS-102-9999) (za ispiranja nakon obrade koja obuhvacaju ispiranje voda
predlozaka)

Postupak
1 S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu za ispiranje:

a Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

b Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

¢ PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.
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9

Pripremite komponente za pranje sa sviezom otopinom za ispiranje:

a U svakibazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
b Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

Nakon dovrsetka obrade odaberite Start Wash (Pokreni ispiranje).

Softver ¢e automatski podic¢i dozatore u hladnjaku reagensa.

Nemojte odabrati Perform optional template line wash (Provedi neobavezno ispiranje voda predlozaka) na
zaslonu Post-Run Wash (Ispiranje nakon obrade). Za ispiranje voda predlozaka potreban je drukdiji
postupak. Procitajte odjeljak Postupak uz ispiranje voda prediozaka na stranici 30.

Otvorite vratasSca odjelika za reagense i vratasca hladnjaka reagensa pa izvucite iskoristeni spremnik
reagensa iz hladnjaka.

Gurnite pliticu za ispiranje do kraja u hladnjak reagensa pa zatvorite vrataSca hladnjaka reagensa.
Podizite ru¢ku dozatora ispred boce PR2 iboce za otpad dok se ne blokira na mjestu.
Uklonite bocu PR2 te je zamijenite bocom za ispiranje.
_rf NAPOMENA
Bocu PR2 bacite nakon svake obrade. Nemojte upotrebliavati preostali PR2.

Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuci nac¢in odlozite u otpad. Vratite bocu za otpad u
odjeljak za reagense.

UPOZORENJE

Taj skup reagensa sadrzi potencijalno opasne kemikalije. Usliied udisanja, gutanja, dodira s kozom i dodira s
o&ima moze dodi do ozlieda. Nosite zastitnu opremu, ukljuCujudi zastitu za odi, rukavice i laboratorijsku kutu
prikladnu za rizik od izlaganja. IskoriStenim reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu
odgovarajuéim regionalnim, nacionalnim i mjesnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti
okolisa, zdravija i sigurnosti potrazite u sigurnosno-tehnickom listu na adresi support.ilumina.com/sds.html.

Polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za ispiranje i bocu za otpad.

10 Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.
11 Odaberite Next (Dalje).

Nakon ispiranja iskoristeni protoc¢ni ¢lanak, pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje s ostatkom otopine za
ispiranje ostavite na instrumentu.

NAPOMENA

Dozatori ostaju na donjem polozaju, Sto je normalno. NeiskoriStenu otopinu za ispiranje ostavite u plitici za
ispiranje i boci za ispiranje da se dozatori ne bi osusili te da zrak ne biuSao u sustav.

Postupak uz ispiranje voda predlozaka

1

2

S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu za ispiranje:

a Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

b Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

¢ PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.

S pomocu vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu NaOCI za ispiranje:
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a Dodajte 36 pl 5-postotnog NaOCI u 864 ul vode laboratorijske kvalitete. Time ¢ete dobiti razriedenje
NaOCI u omjeru 1 : 25.

b Dodajte 50 pl razrijedenog NaOCI u omjeru 1 : 25 u 950 pl vode laboratorijske kvalitete u epruveti
MiSeq (broj dijela MS-102-9999).

f NAPOMENA

Vazno je upotrebljavati tocnu koncentraciju NaOCI. Obavezno provjerite postotak koncentraciie NaOCI
na naliepnici proizvoda. Ako je koncentracija prevelike, generiranje klastera priikom sliedecih obrada
mozda nece uspjeti. Ako vam nije dostupan 5-postotni NaOCI, napravite 1 ml otopine 0,01-postotnog
NaOCI u vodi laboratoriske kvalitete. Nerojte upotrebljavati NaOCI priikom ispiranja radi odrzavanja ni
prilikom ispiranja u stanju mirovanja.

3 Pripremite komponente za pranje sa svjezom otopinom za ispiranje:

a U svakibazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
b Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

4 Epruvetu MiSeq s 0,01-postotnom otopinom NaOCI za ispiranje postavite na polozaj 17 na plitici za
ispiranje tako da vrat epruvete bude u ravnini s pliticom. Tom epruvetom zamijenite otopinu za ispiranje
koja se sastoji od sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete na polozaju 17.

Sl. 22 Epruveta MiSeq na poloZaju 17 u plitici za ispiranje

f NAPOMENA

Pazite da epruvetu MiSeq s NaOCI u pliticu postavite iskljucivo na polozaj 17. U sluCaju umetanja
epruvete na neki drugi polozaj generiranje klastera priikom sliedecih obrada mozda nece uspjeti, a
moze se i ostetiti sustav fluida instrumenta MiSeq.

5 Nakon dovrSetka obrade odaberite Start Wash (Pokreni ispiranje). Softver ¢e automatski podi¢i dozatore

u hladnjaku reagensa.

6 Odaberite Perform optional template line wash (Provedi neobavezno ispiranje voda predlozaka) na
zaslonu Post-Run Wash (Ispiranje nakon obrade).
Prilikom upotrebe tijeka rada VeriSeq PGS moguc¢nost Perform optional template line wash (Provedi
neobavezno ispiranje voda predlozaka) unaprijed je odabrana. MCS prati koja se vrsta ispiranja provela

nakon svake obrade. Ako za ispiranje nakon obrade nije odabrana mogucnost Perform optional template

line wash (Provedi neobavezno ispiranje voda predlozaka), poruka na zaslonu Run Review (Pregled
obrade) podsjetit ¢e vas na to kad sliedeci put pokrenete postupak sekvenciranja.

7 Otvorite vrataSca odjeljika za reagense i vratasca hladnjaka reagensa pa izvucite iskoriSteni spremnik
reagensa iz hladnjaka.

Gurnite pliticu za ispiranje do kraja u hladnjak reagensa pa zatvorite vrataSca hladnjaka reagensa.

Podizite ru¢ku dozatora ispred boce PR2 i boce za otpad dok se ne blokira na mjestu.
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10 Uklonite bocu PR2 te je zamijenite bocom za ispiranje.

_rf NAPOMENA
Bocu PR2 bacite nakon svake obrade. Nemojte upotrebliavati preostali PR2.

11 Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuci nacin odlozite u otpad. Vratite bocu za otpad u
odjeljak za reagense.

J UPOZORENJE

7 Taj skup reagensa sadrzi potencijalno opasne kemikalije. Usliied udisanja, gutanja, dodira s kozom idodira s
ogima moze dodi do ozlieda. Nosite za&titnu opremu, ukljucujudéi zastitu za odi, rukavice i laboratorijsku kutu
prikladnu za rizik od izlaganja. IskoriStenim reagensima rukujte kao kemijskim otpadom i zbrinite ih u skladu
odgovarajuéim regionalnim, nacionalnim i mjesnim zakonima i propisima. Dodatne informacije o zastiti
okolisa, zdravija i sigurnosti potrazite u sigurnosno-tehnickom listu na adresi support.ilumina.com/sds.html.

12 Polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za ispiranje i bocu za otpad.
13 Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

14 Odaberite Next (Dalje).

Nakon ispiranja iskoristeni proto¢ni ¢lanak, pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje s ostatkom otopine za
ispiranje ostavite na instrumentu.

_rf NAPOMENA
Dozatori ostaju na donjem polozaju. NeiskoriStenu otopinu za ispiranje ostavite u plitici za ispiranje i boci za
ispiranje da se dozatori ne bi osusili te da zrak ne biu$ao u sustav.
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Sliedece postupke odrzavanja provodite u preporuc¢enim intervalima.

Tr‘ NAPOMENA

Ako upotrebliavate tijek rada VeriSeq PGS, obavezno se pridrzavajte smjernica o u¢estalosti odrzavanja za
VeriSeq PGS. ProCitajte odjeliak Ucestalost odrzavanja za tijek rada VeriSeq PGS na stranici 33.

Thl. 2 Odrzavanje tijekom normalnog rada

Aktivnost Ucestalost
Ispiranje nakon obrade Nakon svake obrade
Ispiranje radi odrzavanja Svaki mjesec

Ispiranje u stanju mirovanja Kao priprema za neaktivnost (= 7 dana neupotrebe) te svakih 30 dana neaktivnosti
instrumenta

Isklju€ivanje instrumenta Prema potrebi

Tbl. 3 Odrzavanje tijekom neaktivnosti (= 7 dana neupotrebe)
Aktivnost Ucestalost
Ispiranje u stanju mirovanja Svaki mjesec

Isklju¢ivanje instrumenta Prema potrebi

Ako upotrebljavate tijek rada VeriSeq PGS, provedite sliedece postupke odrzavanja u preporu¢enim
intervalima.

Tbl. 4 Odrzavanje tijekom normalnog rada

Aktivnost Ucestalost
Ispiranje nakon obrade Nakon svake obrade
Ispiranje radi odrzavanja Svaki mjesec
Ispiranje nakon obrade sa zaslona Perform Wash Nakon stanja neaktivnosti (> 3 dana neupotrebe)
(Provodenije ispiranja)
Ispiranje u stanju mirovanja Kao priprema za neaktivnost (= 7 dana neupotrebe) te
svakih 30 dana neaktivnosti instrumenta
Isklju¢ivanje instrumenta Prema potrebi
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Tbl. 5 Odrzavanje tijekom neaktivnosti (= 7 dana neupotrebe)

Aktivnost Ucestalost
Ispiranje u stanju mirovanja Svaki mjesec
Isklju¢ivanje instrumenta Prema potrebi

Ispiranje radi odrzavanja provodite svakih 30 dana da bi se zajamcile optimalne performanse instrumenta.

Ispiranje radi odrzavanja traje priblizno 90 minuta. Ispiranje se sastoji od tri koraka pranja kojima se temeljito
ispire sustav.

Instrument mozete konfigurirati i da se ispiranje radi odrzavanja provodiizmedu obrada. Dodatne informacije
potrazite u odjeliku Prilagodba postavki sustava na stranici 13.

Potrosni materijal koji mora pribaviti korisnik
Tween 20 (Sigma-Aldrich, kataloSki broj P7949)
Voda laboratorijske kvalitete

Postupak

1 Provjerite je li u instrument umetnut iskoristeni proto¢ni &lanak.
2 Na pocetnom zaslonu odaberite Perform Wash (Provedi ispiranje).

3 Na zaslonu Perform Wash (Provodenije ispiranja) odaberite Perform Maintenance Wash (Provedi ispiranje
radi odrzavanja).
Softver ¢e automatski podici dozatore u hladnjaku reagensa.

Provodenje prvogispiranja
1 S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu za ispiranje:

a Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

b Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

¢ PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.

2 Pripremite komponente za pranje sa sviezom otopinom za ispiranje:

a U svakibazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
b Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

3 Umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje u instrument:

a Otvorite vrataSca odjeljka za reagense i vrataSca hladnjaka reagensa pa izvucite iskoristeni spremnik
reagensa ili pliticu za ispiranje iz hladnjaka.

b Gurajte pliticu za ispiranje u hladnjak reagensa dok se ne zaustavi. Zatvorite vratasca hladnjaka
reagensa.

¢ Podizite ru¢ku dozatora ispred boce PR2 i boce za otpad dok se ne blokira na mjestu pa zamijenite
bocu PR2 bocom za ispiranje.
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b

C

NAPOMENA
Bocu PR2 bacite nakon svake obrade. Nemojte upotrebliavati preostali PR2.

Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuci nacin odlozite u otpad. Vratite bocu za
otpad u odjeljak za reagense.

Polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za ispiranje i bocu za otpad.
Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

4 Odaberite Next (Dalje). ZapocCet e prvo ispiranje.

Provodenje drugog ispiranja

Za svaki korak ispiranja upotrebljavajte sviezu otopinu za ispiranje. Ponovnom upotrebom otopine za ispiranje
iz prethodnog ispiranja moze se vratiti otpad u vodove za fluide.

1

5

S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete na sliedeci nacin pripremite svjezu otopinu za

ispiranje:

a Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

b Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

¢ PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.

Nakon dovrsetka prvog ispiranja izvadite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje te bacite preostalu
tekucinu za ispiranje.

Na sliedeci nacin ponovno napunite komponente za pranje svjezom otopinom za ispiranje:

a
b

U svaki bazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

Na sliedeci nacin umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje:

a

b

C

Gurajte pliticu za ispiranje u hladnjak reagensa dok se ne zaustavi. Zatvorite vratasca hladnjaka
reagensa.

Umetnite bocu za ispiranje pa polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za
ispiranje i bocu za otpad.

Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

Odaberite Next (Dalje). Zapocet ¢e drugo ispiranje.

Provodenje zavrsnogispiranja

1

S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu za ispiranje:

a

b

C

Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time ¢ete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.

Nakon dovrsetka drugog ispiranja izvadite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje te bacite preostalu
tekucinu za ispiranje.
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3 Ponovno napunite komponente za pranje sa svjezom otopinom za ispiranje:

a U svakibazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
b Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

4 Umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje:

a Gurajte pliticu za ispiranje u hladnjak reagensa dok se ne zaustavi. Zatvorite vratasca hladnjaka
reagensa.

b Umetnite bocu za ispiranje pa polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za
ispiranje i bocu za otpad.
c Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

5 Odaberite Next (Dalje). Zapocet ¢e zavrsno ispiranje.

Nakon ispiranja
Nakon ispiranja iskoristeni proto¢ni ¢lanak, pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje s ostatkom otopine za
ispiranje ostavite na instrumentu.

Tr. NAPOMENA

Dozatori ostaju na donjem polozaju, Sto je normalno. NeiskoriStenu otopinu za ispiranje ostavite u plitici za
ispiranje i boci za ispiranje da se dozatori ne bi osusili te da zrak ne bi usao u sustav.

Ako instrument ne planirate upotrebljavati tiekom sliedecih sedam dana, pripremite instrument i vodove za
fluide instrumenta za neaktivnost ispiranjem u stanju mirovanja. Ispiranje u stanju mirovanja provodite svakih
trideset dana neaktivnosti instrumenta.

Ispiranje u stanju mirovanja traje priblizno dva sata. Ispiranjem se provode dva uzastopna ispiranja
eventualnih ostataka reagensa i nakuplienih soli sa svih polozaja. Svako ispiranje traje priblizno 60 minuta.

Po dovrSetku ispiranja u stanju mirovanja instrument prelazi u stanje mirovanja te se na po¢etnom zaslonu
prikazuje poruka u kojoj se navodi status instrumenta. Ako je instrument u stanju mirovanja, prije pokretanja
postupka sekvenciranja mora se provesti ispiranje radi odrzavanja.

Potrosni materijal koji mora pribaviti korisnik
Tween 20 (Sigma-Aldrich, kataloSki broj P7949)
Voda laboratorijske kvalitete

Postupak
1 Provjerite je li u instrument umetnut iskoristeni proto¢ni &lanak.
Na pocetnom zaslonu odaberite Perform Wash (Provedi ispiranje).

3 Na zaslonu Wash Options (Moguc¢nosti ispiranja) odaberite Perform Standby Wash (Isperi u stanju
mirovanija).
Softver ¢e automatski podici dozatore u hladnjaku reagensa.

Provodenje prvogispiranja

1 S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete pripremite svjezu otopinu za ispiranje:
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4

C

Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time ¢ete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.

PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.

Pripremite komponente za pranje sa sviezom otopinom za ispiranje:

a
b

U svaki bazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.

Umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje u instrument:

a

b

b
c

Otvorite vratasSca odjelika za reagense i vrataSca hladnjaka reagensa pa izvucite iskoristeni spremnik
reagensa ili pliticu za ispiranje iz hladnjaka.

Gurajte pliticu za ispiranje u hladnjak reagensa dok se ne zaustavi. Zatvorite vratasca hladnjaka
reagensa.

Podizite ru¢ku dozatora ispred boce PR2 i boce za otpad dok se ne blokira na mjestu pa zamijenite
bocu PR2 bocom za ispiranje.

NAPOMENA
Bocu PR2 bacite nakon svake obrade. Nemojte upotrebljavati preostali PR2.

Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuci nacin odlozite u otpad. Vratite bocu za
otpad u odjeljak za reagense.

Polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za ispiranje i bocu za otpad.
Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

Odaberite Next (Dalje). Zapocet Ce prvo ispiranje.

Provodenje drugog ispiranja

Za svaki korak ispiranja upotrebljavajte sviezu otopinu za ispiranje. Ponovnom upotrebom otopine za ispiranje
iz prethodnog ispiranja moze se vratiti otpad u vodove za fluide.

1

S pomocu sredstva Tween 20 i vode laboratorijske kvalitete na sliedeci nacin pripremite svjezu otopinu za
ispiranje:

a

Dodajte 5 ml 100-postotnog sredstva Tween 20 u 45 ml vode laboratorijske kvalitete. Time ¢ete
dobiti 10-postotnu otopinu sredstva Tween 20.

b Dodajte 25 ml 10-postotnog sredstva Tween 20 u 475 ml vode laboratorijske kvalitete. Time Cete
dobiti 0,5-postotnu otopinu sredstva Tween 20 za ispiranje.
¢ PromijeSajte je tako da je pet puta preokrenete.
2 Nakon dovrSetka prvog ispiranja izvadite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje te bacite preostalu
tekucinu za ispiranje.
3 Na sliededinac¢in ponovno napunite komponente za pranje sviezom otopinom za ispiranje:
a U svakibazen plitice za ispiranje dodajte 6 ml sredstva za ispiranje.
b Dodajte 350 ml otopine za ispiranje u bocu za ispiranje od 500 ml.
4 Na sliedeci na¢in umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje:
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a Gurajte pliticu za ispiranje u hladnjak reagensa dok se ne zaustavi. Zatvorite vratasca hladnjaka
reagensa.

b Umetnite bocu za ispiranje pa polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za
ispiranje i bocu za otpad.

c Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.

5 Odaberite Next (Dalje). Zapocet ¢e drugo ispiranje.

Nakon ispiranja
Nakon ispiranja iskoristeni proto¢ni ¢lanak, pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje s ostatkom otopine za
ispiranje ostavite na instrumentu.

Tr. NAPOMENA

Dozatori ostaju na donjem polozaju, Sto je normalno. NeiskoriStenu otopinu za ispiranje ostavite u plitici za
ispiranje i boci za ispiranje da se dozatori ne bi osusili te da zrak ne bi usao u sustav.

Odaberite znacajku Manage Files (Upravljanje datotekama) na pocetnom zaslonu ako zelite premjestati,
prenositi i brisati datoteke ili pak preimenovati listove s uzorcima na racunalu instrumenta.

Brisanje datoteka

1 Na bilo kojoj kartici zaslona Manage Files (Upravljanje datotekama) odaberite Browse (Pregledaj) da biste
pronasli datoteke koje su pristupacne instrumentu.

2 Odaberite neku od sliedec¢ih mogucnosti:
Potvrdite okvir uz pojedinacne datoteke ili mape na popisu.
Potvrdite okvir ljevo od gumba Delete (1zbriSi) da biste odabrali sve datoteke i mape s popisa. Ta je
mogucnost dostupna za obrade, listove s uzorcima, manifeste, genome i recepte.

3 (Odaberite Delete (Izbrisi).

_rf NAPOMENA
Naredba Delete (Izbrisi) dostupna je na svim karticama osim na kartici Bundle Logs (Grupiranje zapisnika).

Premjestanje mapa obrade
Naredbom Move (Premjesti) mapa obrade kopira se na novu lokaciju, a potom se brise sa stare lokacije.

1 Na kartici Runs (Obrade) zaslona Manage Files (Upravljanje datotekama) odaberite Browse (Pregledaj) da
biste pronasli datoteke koje su pristupacne instrumentu.

2 Potvrdite okvir uz pojedinac¢ne datoteke ili mape na popisu.

3 Odaberite Move (Premijesti).

4 Odaberite Browse Network (Pregledaj mrezu) pa odaberite novu lokaciju za datoteke ili mape.

5 Odaberite OK (U redu).
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Prijenos datoteka

Naredba Upload (Prenesi) dostupna je za listove s uzorcima, manifeste, genome i recepte. Ako MiSeq nije
povezan s mrezom, s pomocu te znacajke datoteke mozete prenijeti na racunalo instrumenta s USB pogona.

1 Na kartici na zaslonu Manage Files (Upravljanje datotekama) odaberite Browse (Pregledaj) da biste
pronasli datoteke koje su pristupacne instrumentu.

2 (Odaberite Upload (Prenesi).

3 Odaberite Browse Network (Pregledaj mrezu) pa pronadite mjesto na USB pogonu na kojem se nalaze
datoteke.

4 Odaberite OK (U redu).
Datoteka Ce se prenijeti u mapu navedenu u polju Directory (Direktorij).

Preimenovanje listova s uzorcima

1 Na kartici Sample Sheets (Listovi s uzorcima) na zaslonu Manage Files (Upravljanje datotekama)
odaberite neku od sliedecih mogucnosti:
Potvrdite okvir uz pojedinacne listove s uzorcima.
Potvrdite okvir ljevo od gumba Delete (I1zbriSi) da biste odabrali sve listove s uzorcima na popisu.

Odaberite Rename (Preimenuij).

Odaberite ikonu tipkovnice pa putem zaslonske tipkovnice promijenite naziv listova s uzorcima.
Odaberite Next (Dalje).

Odaberite Back (Natrag).

o A WO N

Ako je sustav povezan s mrezom koja ima pristup internetu, softver instrumenta mozete automatski azurirati s
pocCetnog zaslona. MoZete i konfigurirati softver tako da automatski trazi azuriranja sustava BaseSpace.
Informacije potrazite u odjeliku Konfiguriranje obavijesti o azuriranjima sustava BaseSpace na stranici 14.

Ako instrument nije povezan s mrezom koja ima pristup internetu, softver mozete azurirati ru¢no.

Automatsko azuriranje softvera

Kad su dostupna azuriranja softvera, na poc¢etnom zaslonu pojavit ¢e se gumb Update Available (Dostupno je
azuriranje). U suprotnom taj gumb nije vidljiv. Da bita mogucénost bila omoguc¢ena, MiSeq mora biti povezan s
mrezom koja ima pristup internetu.

1 Na pocetnom zaslonu odaberite Update Available (Dostupno je azuriranje).

2 U dijaloskom okviru potvrdite naredbu za azuriranje.
Potrebno je ponovno pokrenuti instrument. Instalacija azuriranja automatski ¢e zapoceti nakon ponovnog
pokretanja.

Rucno azuriranje softvera

S pomocu znacajke za rucno azuriranje softver za upravljanje instrumentom i softver za analizu mozete
azurirati putem sucelja instrumenta MiSeq tako da pronadete lokaciju instalacijske datoteke softvera.

1 Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).
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Odaberite Software Update (AZuriranje softvera).

Odaberite Browse (Pregledaj) da biste dosli do lokacije instalacijske datoteke za novu verziju softvera.
Kad se na zaslonu prikaze put do instalacijske datoteke softvera, odaberite Save and Update (Spremi i
azuriraj).

U dijaloSkom okviru potvrdite naredbu za azuriranje.

Potrebno je ponovno pokrenuti instrument. Instalacija azuriranja automatski ¢e zapoceti nakon ponovnog
pokretanja.

Najbolie je da instrument uvijek bude uklju¢en. No ako je nuzno iskljuciti instrument, s pomocu sliedeceg
postupka iskljucite Windows te pripremite vodove za fluide.

1

Provedite ispiranje radi odrzavanja. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Provodenje ispiranja radi
odrzavanja na stranici 34.

Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuci nac¢in odlozite u otpad. Vratite bocu za otpad u
odjeljak za reagense.

Zatvorite vrataSca odjelika za reagense.
Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).

Odaberite Shut Down (Iskljuci).
Tom ¢éete naredbom iskljuditi softver.

Prekidac¢ napajanja prebacite u iskljuceni poloza;.

NAPOMENA

Svaki put nakon isklju€ivanja instrumenta pricekajte minimalno 60 sekundi prie ponovnog prebacivanja
prekidaca napajanja u ukljuceni polozai.
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U ovom se odjeljku opisuju uobic¢ajeni koraci za otklanjanje poteskoca prije obra¢anja sluzbi za tehni¢ku
podrsku tvrtke lllumina. Za vecinu se pogreSaka na zaslonu prikazuje poruka s uputama za otklanjanje
pogreske.

Ako imate tehni¢kih pitanja, na stranicama s podrskom za MiSeq na web-mijestu tvrtke lllumina mozete
pristupiti naj€es¢im pitanjima ili se mozete prijaviti na svoj racun Mylllumina da biste pristupiti biltenima za
podrsku.

Ako imate problema s kvalitetom ili izvedbom obrade, obratite se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina.
Dodatne informacije potrazite u odjeljku Tehnicka pomoc na stranici 57.

Predstavnici sluzbe za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina najcesce ¢e radi otklanjanja poteskoca traziti kopije
datoteka specificnih za obradu. Putem kartice Bundle Logs (Grupiranje zapisnika) na zaslonu Manage Files
(Upravljanje datotekama) mozete objediniti datoteke potrebne za otklanjanje poteskoca te ih komprimirati u
.zip datoteku. Procitajte odjeljak Grupiranje zapisnika radi otklanjanja poteskoca na stranici 41.

Bundle Logs (Grupiranje zapisnika) znaCajka je kojom se datoteke grupiraju radi slanja sluzbi za tehniCku
podrsku tvrtke lllumina radi otklanjanja poteskoca. Na kartici Bundle Logs (Grupiranje zapisnika) na zaslonu
Manage Files (Upravljanje datotekama) odaberite skupinu odnosno grupu datoteka. Grupa se automatski
komprimira u zip datoteku.

Znacajkom Bundle Logs (Grupiranje zapisnika) datoteke jedne obrade grupiraju se u jednu vrstu grupe. Za
svaku obradu i za svaku vrstu grupe koju zatrazi sluzba za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina ponovite
postupak grupiranja zapisnika.

1 Na zaslonu Manage Files (Upravljanje datotekama) odaberite karticu Bundle Logs (Grupiranje zapisnika).
2 Odaberite Browse (Pregledaj) da biste dosli do mape MiSeqOutput.

3 Kiiknite plavi okvir pokraj obrade, a zatim plavi kruzi¢ pokraj vrste grupe koju je zatrazila sluzba za
tehniCku podrsku tvrtke lllumina.

4 Odaberite Bundle Logs (Grupiraj zapisnike).
Otvorit Ce se zaslon Bundle Files (Grupiranje datoteka) s informacijama o grupi, ukljuCujuci popis
pojedinacnih datoteka unutar grupe.
Dodatne informacije o pojedinacnim mapama i datotekama znacajke Bundle Logs (Grupiranje zapisnika)
potrazite u dokumentu MiSeq Output and Analysis Folders Quick Reference Card (Kratka referentna
kartica za izlazne mape sustava MiSeq i mape analize, broj dokumenta 15034791).
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Odaberite Next (Dalje).

6 Pronadite lokaciju na koju zelite spremiti grupirane datoteke kao zip datoteku.

7 Odaberite Save (Spremi).

Kada se dovrsi grupiranje datoteka, ponovno ¢e se otvoriti kartica Bundle Logs (Grupiranje zapisnika).

8 Grupu zapisnika u obliku zip datoteke poSaljite sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina.

Runs

Bundle Logs

Date
121213
1216113
12118113

121713

Ooooo

1217113

Directory:

Sl. 23 Kartica Bundle Logs (Grupiranje zapisnika)

Manage Files

(2]

Sample Sheets

Manifests

‘Genomes Recipes Bundle Logs

Reagent Barcode
AAT234567-00333
AA234567-01616
AA1234567-01616
AAI234867-01717

AA1234567-01717

Workfiow
Resequencing
Resequencing
Resequencing
Resequencing

Resequencing

D:\lllumina\MiSeqOutput

O Run QC Files

Browse...

O Thumbnail Images O Run Logs O Maintenance Logs

Rl

15

150

4

1"

0
0
0
0
0

0
0
5 0
0
0

mNC

Usemame
EngrAdmin
engradmin
engradmin
engragmin

engradmin [S—

.

% 00000

Zaslon System Check (Provjera sustava) najcesSée se upotrebliava za povezivanje s predstavnikom sluzbe za
tehniCku podrsku tvrtke lllumina tiiekom sesije pomocdi uzivo. Ta znacajka nije potrebna tijekom uobicajenog
rada ni tijekom odrzavanja sustava.

Prije obracanja sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina mogu se provesti neke provjere sustava, kao Sto je
testiranje volumena. Testiranjem volumena provjerava se stanje sustava fluida tako $to se procjenjuje volumen
protoka dok mjehuri¢i prolaze pokraj senzora. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Testiranje volumena

na stranici 46.

N —

3 UCinite nesto od sliedeceq:
Odaberite pojedinacne testove koje zelite provesti.
Odaberite Select All (Odaberi sve) da biste proveli sve testove.

4 Odaberite Next (Dalje).
Kada se testiranje dovrsi, rezultati testiranja prikazuju se na zaslonu.

Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).

Odaberite System Check (Provjera sustava).

5 [neobavezno] Odaberite Show Details (Pokazi pojedinosti) da biste pogledali sazetak rezultata na

korisnickom sucelju softvera.

6 [neobavezno] Odaberite Export Results (Izvezi rezultate) da biste rezultate kao *.csv datoteku izvezli na
USB pogon.

7 Odaberite Done (Gotovo).
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MiSeq je osmislien tako da obradu dovrsi od pocCetka do kraja bez intervencije korisnika. No obradu mozete
pauzirati ili zaustaviti putem zaslona Sequencing (Sekvenciranje).

Pauziranje obrade

Obradu mozete privremeno pauzirati prije dovrSetka. Obrada se, primjerice, moze pauzirati ako sumnjate da
je boca za otpad puna. Pauzirane se obrade mogu nastaviti.

j OPREZ
-/ Obradu nemojte pauzirati tigkom generiranja klastera ni tiekom prvih osam ciklusa sekvenciranja. Obradu
pauziranu u to vrieme nije moguce nastaviti. Informacije o ciklusima za komplete spremnika reagensa MiSeq
potrazite u odjeliku Metrika obrade na stranici 28.
Kad odaberete Pause (Pauziraj), dovrSava se trenutacna naredba, a potom se obrada pauzira i proto¢ni se
Clanak postavlja u sigurno stanje.

Da biste obradu pauzirali sa zaslona Sequencing (Sekvenciranje), odaberite Pause (Pauziraj). Natpis na
gumbu promijenit ¢e se u Resume (Nastavi). Kada zelite nastaviti obradu, odaberite Resume (Nastavi).

Sl. 24 Zaslon Sequence (Sekvenca) pauzirane obrade

BaseSpace Load Flow Load e PreRun

PostRun
Options cel Reagents. Check Sequence = -

Nash
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Workflow: Resequencing 151 151 BaseSpace User: None

Intensity Q-Score All Cycles Flow Cell

0.100]
! >=Q30
0.0MB
020 0080 0.0%
ke = 0.050)
0.40 o.040}
0.20 o020
7 pij £y Ly

Qscore

Total (millon)

Values Update After Cycle 5

m Cluster Density - Kimm2  Clusters Passing Filter - %  Estimated Yield - MB

@Qﬂ:le#m | ] / /é Oe@mc
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Zaustavljanje obrade

Obradu tigkom sekvenciranja mozete zaustaviti i prije dovrSetka obrade s pomocu gumba Stop (Zaustavi) na
zaslonu Sequencing (Sekvenciranje). Obradu mozete zaustaviti ako je pogresno postavliena, ako je kvaliteta
podataka losa ili ako dode do kvara hardvera.

Kada se obrada zaustavi, trenutacna se naredba ne dovrSava, a nosac proto¢nog ¢lanka pomice se u
predniji polozaj. Softver za analizu u stvarnom vremenu nastavlja analizu zadnjeg dovrsenog ciklusa.
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Sl. 25 Zaustavljanje obrade

(T ]

Confirm

Stopping a run is final.
You can not resume the run.
Are you sure you want to stop the run?

]

Zaustavijanje obrade ne moZe se ponistiti. Zaustavljena obrada ne moze se nastaviti. Jedina je mogucnost
prijeci na ispiranje instrumenta.

Ako se obrada neoCekivano prekine ili ako tijiekom obrade dode do pogreske, dozatori sa spremnika
reagensa mozda se nece automatski podici. Da biste izvadili spremnik reagensa, ru¢no podignite dozatore
sa spremnika reagensa.

1 Na pocetnom zaslonu odaberite Perform Wash (Provedi ispiranje).
2 Odaberite Raise Sippers (Podigni dozatore).

3 lzvadite spremnik reagensa.

Ako neka od provjera prije obrade ne uspije, pokraj te stavke prikazat ¢e se crvena ikona X. Na zaslonu ¢e
se prikazati poruka s opisom pogreske i uputama za njezino otklanjanje.

Pogreska Radnja
X Flow Rate Measured Otvara se zaslon za provjeru protoka. S pomocu padajuceg popisa ili zaslonske tipkovnice
(Izmjeren protok) unesite sliedece:

e Solution (Otopina): PR2

e Volume (Volumen): 250

e Aspirate Rate (Brzina aspiracije): 2500

e Dispense Rate (Brzina izbacivanja): 2500

Odaberite Pump (Pumpaj). Ako se pogreska i dalje pojavljuje, volumen pumpanja PR2
postavite na 500 pl i ponovite postupak. Nakon upumpavanija fluida odaberite Restart
Check (Ponovno pokreni provjeru).

Kad provjera prije obrade uspije, gumb Start Run (Pokreni obradu) postat ¢e aktivan.
Ako provjera protoka ponovno ne uspije, ponovno postavite protocni ¢lanak da biste
provijerili nije li protok prekinut zbog nepravilnog poravnanja. Provjerite da na brtvi protoénog
¢lanka nema dlacica ili nepravilnosti.

X Free Disk Space (Slobodan Ako nema dovoljno prostora na disku, prikazat ¢e se poruka u kojoj se navodi koliko je

prostor na disku) prostora na disku potrebno. S pomocu znacajke Manage Files (Upravljanje datotekama)
oslobodite potrebnu koli¢inu prostora na racunalu instrumenta.

X Network Connection Active Provjerite je li mrezni kabel prikljucen u instrument.

(Aktivna mrezna veza) Ako se time ne uspostavi mrezna veza, na zaslonu Manage Instrument (Upravljanje

instrumentom) odaberite Reboot (Ponovno pokreni) da biste ponovno pokrenuli softver.
Ako se veza i dalje ne moze uspostaviti, na zaslonu Manage Instrument (Upravljanje
instrumentom) odaberite Shut Down (Iskljuci) pa isklju¢ite instrument putem prekidaca
napajanja. Pricekajte najmanje 60 sekundi, a potom uklju¢ite instrument i pokrenite softver.
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Pogreska

X Primary Analysis Ready
(Spremnost primarne analize)

X Sample Sheet Present
(Prisutnost lista s uzorcima)

Radnja

Nije dovrSena primarna analiza prethodne obrade. Zadano je vrijeme za dovrSetak primarne
analize 1 sat i na zaslonu se prikazuje broja¢ vremena. MozZete pri¢ekati 1 sat ili odabrati
Terminate Analysis (Prekini analizu). Zaustavit ¢e se sekundarna analiza svih nedovrsenih
ciklusa.

Ako listu s uzorcima niste dodijelili naziv koji je jednak ID-u spremnika reagensa za obradu,
instrument ne moze automatski pronaci odgovarajuci list s uzorcima. Pronadite list s
uzorcima za obradu.

Ako ste listu s uzorcima dodijelili naziv koji je jednak ID-u spremnika reagensa za obradu,
provjerite nalazi li se list s uzorcima u zadanoj mapi za listove s uzorcima. Lokaciju zadane
mape provjerite na poetnom zaslonu u odjeljku Run Options (Mogucnosti obrade).
Provjerite je li datote&ni nastavak lista s uzorcima *.csv.

Ako nema lista s uzorcima, stvorite ga i kopirajte na lokacije za listove s uzorcima odredene
u odjeliku Run Options (Moguc¢nosti obrade).

Kada pronadete list s uzorcima, odaberite Restart Check (Ponovno pokreni provjeru).

Ako sustav ne moze ocitati RFID potroSnog materijala, na web-mjestu tvrtke lllumina mozete nabaviti
priviemeni kod za zaobilazenje. Privremeni kod za zaobilazenje istjeCe nakon sedam dana.

1

8
9

Prije nastavka obavezno ponovno pokus$ajte oditati RFID. Ako i drugi put ne uspije ocitavanje RFID-a,
odaberite Get Code (Dohvacanje koda).

S racunala koje ima pristup internetu otvorite my.illumina.com pa s alatne trake na vrhu stranice

odaberite Sign In (Prijava).

Prijavite se na racun za Mylllumina.
Vase ime zamijenit ¢e gumb Sign In (Prijava) na alatnoj traci.

Prijedite pokazivacem preko imena pa odaberite Account (Racun). U stupcu My Tools (Moji alati) kliknite

MiSeq Self-Service (Samoposluzne usluge za MiSeq).

Na stranici MiSeq Self-Service (Samoposluzne usluge za MiSeq) unesite MiSeq serial number (serijski broj

instrumenta MiSeq).

Na padajuc¢em izborniku Type of Override Code (Vrsta koda za nadjacavanje) odaberite RFID Override

(NadjaCavanje RFID-a).

Da biste generirali kod, odaberite Get Code (Dohvacanije koda).

Vratite se na korisni¢ko sucelie MCS-a pa odaberite Enter Code (Unesite kod).

S pomocu zaslonske tipkovnice unesite priviemeni kod za zaobilazenje pa odaberite Next (Dalje).

10 Unesite broj crtitnog koda protocnog ¢lanka, boce PR2 ili spremnika reagensa.

Potrosni materijal Polozaj broja crtiénog koda

Proto¢ni ¢lanak Iznad crti€nog koda na naljepnici spremnika proto¢nog ¢lanka.
Brojevi crticnog koda proto¢nih ¢lanaka zapocinju slovom A (standardni), G (mikro) odnosno D
(nano). Primjer: AOEG1

Boca PR2 Ispod crti€nog koda na naljepnici boce PR2.
Primjer: MS0011881-PR2

Spremnik reagensa Ispod crti€nog koda na naljepnici spremnika reagensa.
Primjer: MS0010744-300
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11 Ako unosite kod za zaobilazenje za spremnik reagensa, unesite broj verzije kompleta. Odaberite Enter
Reagent Kit Barcode (Unesite crti¢ni kod kompleta reagensa) da biste ru¢no unijeli broj crticnog koda
spremnika reagensa i broj verzije kompleta.

OPREZ
- Ako unesete pogresnu verziju kompleta reagensa, to moze negativno utjecati na podatke sekvenciranja.
12 Odaberite Enter (Unos).

Zapreka u vodovima za fluide moze uzrokovati slab dovod reagensa te utjecati na rezultate sekvenciranja.
Ako sumnjate na zapreku u vodovima za fluide, testirajte volumen.

Testiranjem volumena provjerava se stanje sustava fluida tako Sto se procjenjuje volumen izmedu mjehuric¢a
koji prolaze pokraj senzora. Da biste testirali volumen, u instrument moraju biti umetnuti plitica za ispiranje i
boca za ispiranje s vodom laboratorijske kvalitete te iskoristen proto¢ni Clanak. Da biste proveli testiranje,
slijedite upute na zaslonu.

1 Provjerite je li u instrument umetnut iskoriSteni proto¢ni Elanak.

Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).
Odaberite System Check (Provjera sustava).

Odaberite Conduct Volume Test (Provedi testiranje volumena), a potom Next (Dalje).
Svaki bazen plitice za ispiranje ispunite sa 6 ml vode laboratorijske kvalitete.

Bocu za ispiranje od 500 ml napunite s 350 ml vode laboratorijske kvalitete.

~N OO O A WN

Umetnite pliticu za ispiranje i bocu za ispiranje u instrument.

a Otvorite vratasSca odjeljka za reagense i vrataSca hladnjaka reagensa pa gurajte pliticu za ispiranje u
hladnjak reagensa dok ne zastane. Zatvorite vratasca hladnjaka reagensa.

b Podizite ru¢ku dozatora dok se ne blokira na mjestu pa umetnite bocu za ispiranje.

¢ Uklonite bocu za otpad te njezin sadrzaj na odgovarajuc¢i nacin odlozite u otpad. Vratite bocu za
otpad u odjeljak za reagense.

d Polako spustite ru¢ku dozatora da bi se dozatori spustili u bocu za ispiranje i bocu za otpad.

8 Slijedite upute na zaslonu pa na sliedeci nacin uklonite eventualne kapljice boce za ispiranje.

a Polako podignite ru¢ku dozatora te provjerite nalazili se na dozatoru boce za ispiranje velika kap
vode.

b Polako spustite ru¢ku dozatora u vodu do te razine da povrSinska napetost ukloni kap.

¢ Polako podignite ru¢ku dozatora te provijerite nalazili se na dozatoru boce za ispiranje velika kap
vode.

d Polako spustite ru¢ku dozatora do kraja da bi se dozatori spustiliu bocu za ispiranje i bocu za otpad.

9 Odaberite Next (Dalje).
Nakon dovrsetka testiranja volumena na zaslonu se prikazuju rezultati.
Ako testiranje nije bilo uspjesno, provedite ispiranje radi odrzavanja. ProcCitajte odjeljak Provodenje
ispiranja radi odrzavanja na stranici 34.

10 Nakon dovrSetka ispiranja radi odrzavanja, ponovite testiranje volumena.
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Mijerenjem ocekivanih volumena ispiranja potvrduje se ucinkoviti rad sustava fluida.
1 Prije zapocinjanja ispiranja ispraznite bocu za otpad.

2 Po dovrsetku ispiranja izmjerite volumen ispiranja u boci za otpad.

Vrsta ispiranja Ocekivani volumen ispiranja
Ispiranje nakon obrade 17,25 ml

Ispiranje nakon obrade koje obuhvaca ispiranje voda 25,5 ml

predlozaka

Ispiranje u stanju mirovanja 46 ml

Ispiranje radi odrzavanja 51,75 ml

MCS sadrzZi nekoliko zaslona s kojih se pristupa naredbama za konfiguriranje sustava. Postavke sustava
najcesce se konfiguriraju tiekom instalacije sustava MiSeq.

Konfiguriranje postavki IP-ai DNS-a
Konfigurirajte IP adresu i adrese DNS posluzitelja ako je to potrebno zbog promjene mreze ili ustanove.
1 Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).

2 Odaberite System Settings (Postavke sustava).
Odaberite Obtain an IP address automatically (Automatski dohvati IP adresu) ili Use the following IP
address (Upotrebljavaj sliedecu IP adresu).

Ako odaberete Use the following IP address (Upotrebljavaj sliedecu IP adresu), unesite IP adresu, masku
podmreze i zadani pristupnik.

Odaberite Obtain DNS address automatically (Automatski dohvati DNS adresu) ili Use the following DNS
server addresses (Upotrebliavaj sliedece adrese DNS posluzitelja).

Ako odaberete Use the following DNS server addresses (Upotrebljava;j sliedece adrese DNS posluzitelja),
unesite adresu preferiranog i zamjenskog DNS posluzitelja.

3 Odaberite Save and Continue (Spremi i nastavi).

Promjena vjerodajnica za sustav

Kad na zaslonu System Settings (Postavke sustava) promijenite korisniCko ime i lozinku za sustav, azuriraju se
i vierodajnice za MiSeq Reporter te BaseSpace odnosno BaseSpace Onsite.

1 Na pocetnom zaslonu odaberite Manage Instrument (Upravljanje instrumentom).

2 Odaberite System Settings (Postavke sustava).

3 Odaberite Save and Continue (Spremi i nastavi) da biste nastavili na trec¢i u nizu zaslona.

4 Odaberite This account (Ovaj racun).

5 Unesite naziv domene (na primjer: Domena\MiSeq1) i lozinku.

6 Odaberite Save and Continue (Spremi i nastavi).
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Svakom obradom na instrumentu MiSeq generiraju se 3 mape obrade, a svaka od njih ima specificnu svrhu:

D:\lllumina\MiSeqTemp — kad zapoCne obrada, na lokalni disk racunala instrumenta zapisuje se
priviemena mapa obrade koja sluzi kao radno podrucje za MCS i RTA. Mapi MiSeqTemp ne trebate
pristupati. Sadrzaj te mape briSe se nakon 7 dana.

D:\lllumina\MiSeqOutput — RTA kopira datoteke iz mape MiSegTemp u mapu MiSeqOutput. Kad se
generiraju datoteke primarne analize, RTA datoteke kopira natrag u mapu MiSeqTemp te popunjava
mapu MiSegAnalysis. Fokusirane slike i minijature slika ne kopiraju se u mapu MiSegAnalysis. Procitajte
odjeliak Mape i datoteke za RTA na stranici 51.

Lokaciju izlazne mape mozete promijeniti u polju Output Folder (I1zlazna mapa) na zaslonu Run Options
(Mogucnosti obrade). Dodatne informacije potraZzite u odjelijku Postavijanje zadanih lokacija mapa na
stranici 15.

D:\lllumina\MiSeqAnalysis — kad se dovrsi analiza RTA, MiSeq Reporter pristupa mapi MiSegAnalysis na
lokalnom disku instrumenta da bi zapoceo sekundarnu analizu. Sve datoteke zapisane u mapu
MiSegAnalysis kopiraju se natrag u mapu MiSeqOutput. Dodatne informacije potrazite u odjeliku Sadrzaj
mape MiSeqOutput na stranici 49.

Ako za analizu upotrebljavate BaseSpace bez lokalne replikacije analize, mapa MiSegAnalysis na lokalnom
disku instrumenta bit ¢e prazna.

Naziv korijenske mape

Naziv korijenske mape sadrzava datum obrade, broj instrumenta te proto¢ni ¢lanak upotrijeblien za obradu.

Naziv mape po zadanim postavkama izgleda ovako:
GGMMDD_<broj instrumenta>_<broj obrade>_<crti¢ni kod proto¢nog ¢lanka>

Broj obrade povecava se za jedan nakon svake obrade na tom instrumentu.

Nakon §to RTA dovrSi analizu, mapa MiSeqOutput popunjava se datotekama koje su softveru MiSeq
Reporter potrebne za sekundarnu analizu. Nakon dovrSetka sekundarne analize mape MiSeqOutput i
MiSegAnalysis izgledaju identi¢no, osim sto mapa MiSeqOutput sadrzi 2 podmape za slikovne datoteke:
Images i Thumbnail_Images. Te podmape nisu potrebne za sekundarnu analizu.

Datoteke

U izlaznu mapu i mapu analize kopiraju se sliedece datoteke:

SampleSheet.csv — sadrzi parametre za obradu i naknadnu analizu. Na poCetku obrade u korijensku
mapu kopira se list s uzorcima te mu se naziv mijenja u SampleSheet.csv. Kopije se zapisuju u mapu
Data\lntensities and Data\Intensities\BaseCalls.

runParameters.xml — sadrzi sazetak parametara obrade te informacije o komponentama obrade, kao sto
su RFID proto¢nog ¢lanka te reagensa povezanih s obradom.
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Runinfo.xml — sadrzi podatke o obradi vise razine, kao $to su broj o¢itanja i ciklusa u postupku
sekvenciranja te informaciju o tome je li o¢itanje indeksirano.

Mape

Mape koje se kopiraju u izlazne mape i mape analize obuhvacaju sliedec¢e mape generirane tiigkom postupka
sekvenciranja:

<naziv mape obrade>\Config — sadrzi konfiguracijske datoteke za obradu.

<naziv mape obrade>\Data — sadrzi podmape Intensities, BaseCalls i Aignment. Podaci koje generira
MiSeq Reporter nalaze se u podmapi Alignment.

<naziv mape obrade>\Data\RTA Logs — sadrzi datoteke zapisnika u kojima je opisan svaki korak koji RTA
provede za svako ocitanje.

<naziv mape obrade>\Data\Intensities\BaseCalls — sadrzi podmape s datotekama ocitanih baza (*.bcl),
datotekama matrice te datotekama za odredivanje faze. MiSeq Reporter u tu mapu zapisuje FASTQ
datoteke tijiekom sekundarne analize. Dodatne informacije potrazite u dokumentu MiSeq Reporter
Software Guide (Priru¢nik za softver MiSeq Reporter, broj dokumenta: 15042295).

<naziv mape obrade>\Recipe — sadrzZi recept koji se upotrebljava za obradu.

<naziv mape obrade>\Logs — sadrzi datoteke zapisnika u kojima je opisan svaki korak koji instrument
provede za svaki ciklus.

<naziv mape obrade>\InterOp — sadrzi binarne datoteke koje Sequencing Analysis Viewer (SAV)
upotrebljava za sazimanje raznih metrika primarne analize, kao $to su gustoca klastera, intenziteti, ocjene
kvalitete te ukupna kvaliteta obrade.

Sve ostale datoteke i mape koje se stvaraju u privremenoj mapi obrade ne kopiraju se u izlazne mape i mape
analize. Medu njima su privremene datoteke koje nisu potrebne za analizu ni otklanjanje poteskoca.

MiSeq Reporter tiekom sekundarne analize dodaje i druge mape, kao sto je mapa Alignment. Dodatne
informacije potrazite u dokumentu MiSeq Reporter Software Guide (Prirucnik za softver MiSeq Reporter, broj
dokumenta: 15042295).
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U tablici u nastavku opisuju se mape i datoteke koje generira analiza u stvarnom vremenu (RTA) tijekom

primarne analize. Mnoge od tih datoteka softver MiSeq Reporter upotrebljava za sekundarnu analizu.

Kljuéna
datoteka

RTAComplete.txt

SampleSheet.csv

Runinfo.xml

*.bcl datoteke

*.stats datoteke

* filter datoteke

*ixt

*.cif datoteke

*.locs datoteke

*.jpg datoteke

Podmapa

Korijenska mapa

Korijenska mapa

Korijenska mapa

Data\
Intensities\BaseCalls\
LOOI\CX.X

Data\
Intensities\BaseCalls\
LOOI\CX.X

Data\
Intensities\BaseCalls

Data\RTALogs

Data\
Intensities\LOOT\CX. X

Data\
Intensities\BaseCalls\
L0011

Thumbnail_Images\
LOOT\CX.X

Plocice proto¢nog ¢lanka

Tijekom postupka sekvenciranja snimaju se slike protoc¢nog ¢lanka na malim podrucjima snimanja koja se

Opis

Datoteka markera koja se generira po dovrSetku analize
ocitanih baza. Prisutnost te datoteke aktivira pokretanje
sekundarne analize.

Datoteka se prije obrade oc¢itava i kopira u mapu obrade te se
poslije upotrebljava za sekundarnu analizu.

Odreduje granice oc¢itanja (ukljucujuci oCitanja indeksa) te
tablicu kvalitete odabranu za obradu.

Svaka *.bcl datoteka sadrzi RTA-ovo o&itanje baza i rezultate
ocjenjivanja kvalitete baza za 1 ciklus, 1 plocicu.

*.stats datoteke sadrze statistiCke podatke o RTA-ovu o&itanju
baza za odredeni ciklus/plocicu.

* filter datoteke sadrze rezultate filtriranja po plodici.

Datoteke zapisnika primarne analize.

Svaka binarna *.cif datoteka sadrzi RTA-ove rezultate analize
slika za 1 ciklus, 1 ploCicu. Dodatne informacije potrazite u
odjeliku Numeriranje plocica protocnog ¢lanka na stranici 52.

Biljezi koordinate klastera. Svaka *.locs datoteka predstavlja 1
plo¢icu.

Minijature slika koje se generiraju za svaki ciklus i bazu, a mogu
se upotrebljavati za otklanjanje poteskoc¢a s obradom. Te
datoteke sluze za analizu slika te se ne kopiraju u mapu
Analysis. Informacije o nazivima slikovnih datoteka potrazite u
odjeliku Numeriranje plocica protoc¢nog ¢lanka na stranici 52.

nazivaju plocice. Svi protoc¢ni ¢lanci MiSeq imaju jedan kanal, ali broj ploCica ovisi o vrsti protocnog ¢lanka koji

upotrebljavate.

Proto¢ni ¢lanak

Standardni proto¢ni ¢lanak

Proto¢ni ¢lanak PGS

Standardni proto&ni ¢lanak

Komplet reagensa MiSeq

plocica
Komplet reagensa MiSeq v3- 19 Gornja i donja Ukupno 38 plogica
PGS plocica

Kompleti reagensa MiSeq, v3 19

Kompleti reagensa MiSeq, v2 14

Plog¢ice Povr$ina snimanja ALIIEDL 2]

Gornja i donja

Gornja i donja
ploc¢ica
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Proto¢ni ¢lanak Komplet reagensa MiSeq Plo¢ice Povrsina snimanja U".“pf“ k.>r01 -
snimljenih plodica
Mikro proto¢ni ¢lanak Mikro kompleti reagensa 4 Gornja i donja Ukupno 8 plo¢ica
MiSeq, v2 plocice
Nano proto¢ni ¢lanak Nano kompleti reagensa 2 Samo gornja Ukupno 2 plogice
MiSeq, v2 plocice

Kad se plocice snimaju tijekom postupka sekvenciranja, za svaku se plocCicu generira 1 izlazna datoteka.
Dodatne informacije potrazite u odjelijku Numeriranje plocCica protocnog ¢lanka na stranici 52.

Numeriranje ploCica protocnog Clanka

Kako se tijekom postupka sekvenciranja snimaju ploCice, za svaku se ploc¢icu generira izlazna datoteka Ciji je
naziv broj plocice u Cetveroznamenkastom obliku. Protocni ¢lanci, osim nano protocnog ¢lanka, snimaju se s

gornje i donje povrsine. Izlazne datoteke za svaku ploCicu nalaze se u mapi obrade u podmapi
Data\lntensities\BaseCalls\LOO1.

Nazivi
Proto¢ni ¢lanak Komplet reagensa MiSeq Plocice Povrsina snimanja slikovnih
datoteka
Standardni proto¢ni Kompleti reagensa MiSeq, v3 1-19 Gornja od 1101
Clanak do 1119
Protocni ¢lanak PGS 1_19 Donja od 2101
do 2119
Standardni proto¢ni Kompleti reagensa MiSeq, v2 1-14 Gornja od 1101
¢lanak do 1114
1-14 Donja od 2101
do 2114
Mikro protocni ¢lanak  Mikro kompleti reagensa MiSeq, 1-4 Gornja od 1101
v2 do 1104
1-4 Donja od 2101
do 2104
Nano protoé¢ni Nano kompleti reagensa MiSeq, 1-2 Samo gornja od 1101
¢lanak v2 do 1102
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grupiranje zapisnika 38-39, 41

analiza
mogucnosti 7

analiza u stvarnom vremenu 1, 5
generiranje predlozaka 28
mapa obrade 49
rezultati 51

azuriranje softvera 14, 39

hladnjak reagensa, temperatura 7
hvatalika za protocni ¢lanak 3

ikone
pokazatelji aktivnosti 6
senzori 7
ikone, treperave 6
inicijalizacija 45
InterOp datoteke 5

BaseSpace
azuriranja 14
povezivanje 7
veza 7

erodainice 47 IP adresa 47

vieroaajnice = isklju¢ivanje instrumenta 40
BaseSpace Onsite ispiranja

lokacija posluzitelia 13 Koristi 29

povezivanje 7
vjerodajnice 47

boca za otpad 4

brisanje datoteka i mapa 38

nakon obrade 29

ocekivani volumeni 47
odrzavanje 34

postavke ispiranja nakon obrade 13
priprema za iskljucivanje 40
pripremanje za neaktivnost 36
stanje mirovanja 36

ciklusi u o€itanju 17 ispiranje nakon obrade 29
CompletedJobinfo.xml 8 ispiranje radi odrzavanja 34
ispiranje u stanju mirovanja 36
ispiranje voda predlozaka 29

datoteka manifesta

definicija 5

kopiranje na instrument 38 komponente
dokumentacija 2, 57 odjeljak za protoc¢ni Clanak 3
duljina o¢itanja 17 odjeljak za reagense 3-4
duljina o¢itavanja 17 opticki modul 3

protoc¢ni ¢lanak 9, 51
spremnik reagensa 10
kontrolni softver 5
fluidi kopiranje datoteka i mapa 38

ispiranje 34, 36
otklanjanje poteskoca 46

list s uzorcima

definicija 5
generiranje klastera 18 k9piranje na instrument 38
generiranje predlozaka 8, 28 nije pronaden 45
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promjena 26 pokazatelji aktivnosti 6

u mapiobrade 51 pokazateljisenzora 7
Local Run Manager 1 pomoc, tehnicka 57
lokacije mapa postavke sustava 47

za trenutac¢nu obradu 26 potrosni materijal 15

zadane postavke 15 voda laboratorijske kvalitete 16
lozinka, promjena 47 PR2, umetanje 24

premjestanje datoteka i mapa 38
priprema instrumenta za neaktivhost 36
prostor na disku
malo prostora na disku 45
provjera 9
proto¢ni ¢lanak
boja ¢epa 10
¢iscenje 21
dodjela slova 45
jednokanalni 8
numeriranje plocCica 52
plocCice 51
pregled 9

mapa InterOp 50
mapa obrade
definicija 5
mape obrade
datoteke primarne analize 51
naziv 49
sadrzaj 49
temp, izlaz, analiza 49
upravljanje 38
MiSeq Reporter
pregled 8
mogucnosti obrade 13-15
mrezna veza 45
mrezne postavke 47 reagensi
u kompletu 9
recepti, upravljanje 38
reference genoma 38
referentni genom
oblik datoteke 5

nadzor obrade 27
nazivdomene 47

naziv racuna za sustav 47 RFID o o
numeriranje plogica 52 otklanjanje poteskoca 45
PR2 24
pracenje 1

spremnik reagensa 25
RTAcomplete.txt 51

obyKa 2 _ ruCka dozatora 4
odjeljak za protocni Elanak 3 Runlinfo.xml 49, 51
odjeljak za reagense 3-4 runParameters.xml 49

opticki modul 3

otklanjanje poteskoca
datoteke specificne za obradu 41
fluidi 46 . .
grupiranje zapisnika 38-39, 41 samoposluzne usluge za MiSeq 45

pogredke u postavlanju obrade 45 sekundarna analiza 8
RFID 45 sekvenciranje 18

senzor vrataSca proto¢nog Clanka 7
Sequencing Analysis Viewer 8, 27

Servis za pracenje lllumina Proactive 14
smjernice za vodu laboratorijske kvalitete 16

pauziranje obrade 43 softver
podrélfa korisnicima 57 azuriranje 39
pogreske 6 provjera prostora na disku 9
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trajanje obrade 17
softver BlueFuse Multi 7, 13
softverski paket 5
spremnik reagensa 10

otapanje 19

provjera 19

sadrzaj 11
status.xml 51
stranice podrske 2

tehniCka pomoc¢ 57

testiranje volumena 46

tijek rada 18
trajanje obrade 17

tijek rada VeriSeq PGS
lokalna replikacija analize 13
proto¢ni ¢lanak 10
sekundarna analiza 7
uCestalost odrzavanja 33

tijek rada za analizu
definicija 5

trajanje obrade 17

treperave ikone 6

umetanje reagensa
PR2 24
spremnik 25
univerzalni servis za kopiranje 5
upozorenja 6
upozorenja e-postom 14

volumeni ispiranja 47

zaslon sequencing 27
zasloni za postavljanje obrade 21
zaustavljanje obrade 43
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Tehnicka pomoc¢

Akovam je potrebnatehniCka pomoc, obratite se sluzbiza tehniCku podrsku tvrtke

llumina.

Web-mjesto:
Adresa e-poste:

www.illumina.com

techsupport@illumina.com

Telefonskibrojevisluzbe za podrsku korisnicima tvrtke lllumina

Regija

Besplatni telefon

Regija

Sjeverna Amerika

+1.800.809.4566

Australija +1.800.775.688

Austrija +43 800006249 +43 19286540
Belgija +32 80077160 +32 34002973
Danska +45 80820183 +45 89871156
Finska +358 800918363 +358 974790110
Francuska +33 805102193 +33 170770446
Hong Kong 800960230

Irska +353 1800936608 +353 016950506
Italija +39 800985513 +39 236003759
Japan 0800.111.5011

Kina 400.066.5835

Nizozemska

+31 8000222493

+31 207132960

Njemacka +49 8001014940 +49 8938035677
Norveska +47 800 16836 +47 21939693
Novi Zeland 0800.451.650

Singapur +1.800.579.2745

Spanjolska +34 911899417 +34 800300143
Svedska +46 850619671 +46 200883979
Svicarska +41 565800000 +41 800200442
Tajvan 00806651752

Velika Britanija

+44 8000126019

+44 2073057197

Ostale drzave

+44.1799.534000

Sigurnosno-tehnigki listovi — dostupni su na web-mjestu tvrtke lllumina na adresi
support.illumina.com/sds.html.

Dokumentacija o proizvodima — dostupna je za preuzimanje u PDF obliku s web-mjesta tvrtke lllumina. Na
adresi support.ilumina.com odaberite proizvod, a zatim Documentation & Literature (Dokumentacija i

literatura).
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