VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO
Ucel pouzitia

VeriSeg™ NIPT Solution v2 je in-vitro diagnosticky test uréeny pouZitie ako skriningovy test na detekciu
genomovych fetalnych genetickych anomalii zo vzoriek materskej periférnej celej krvi u tehotnych zien
najmenej v 10. tyzdni tehotenstva. VeriSeq NIPT Solution v2 vyuziva sekvenovanie celého genému na detekciu
Ciastkovych duplikacii a delécii pre vSetky autozéomy, ako aj stavu aneuploidie pre vSetky chromozdomy. Tento
test ponuka moznost vyZiadania si vykazovania aneuploidie pohlavnych chromozédmov (SCA). Tento produkt
sa nesmie pouzivat ako vyluény zaklad na diagnostiku aniiné rozhodnutia tykajuce sa riadenia tehotenstva.

VeriSeq NIPT Solution v2 obsahuje nasledujlce sucasti: aplikaciu VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 pre
zariadenie VeriSeq NIPT Microlab STAR, VeriSeq NIPT Sample Prep a VeriSeq Onsite Server v2 so softvérom
VeriSeq NIPT Assay Software v2. Test VeriSeq NIPT Solution v2 je uréeny na pouzitie so sekvenatorom novej
generacie.

Zhrnutie a vysvetlenie analyzy

Abnormality chromozdmov plodu, konkrétne aneuploidia, ¢o je abnormalny pocet chromozdmov, st beznou
pri¢inou reprodukéného zlyhania, vrodenych anomalii, oneskoreného vyvoja a dusevnych postihnuti.
Aneuploidia postihuje priblizne 1z 300 zZivo narodenych deti, pricom tato miera je omnoho vyssSia u potratenych
a mftvych plodov." 2 A7 donedavna existovali pri tychto poruchach dva typy prenatalnych testov: diagnostické
testy alebo skrining. Stcastou diagnostickych testov su invazivne zakroky, ako je amniocentéza alebo odber
choriovych klkov. Tieto metddy testovania sa povazuju za zlaty Standard detekcie fetalnej aneuploidie.

V 0,11a% 0,22 % pripadov su viak spojené s rizikom potratu.® V pripade konvenénych vysetreni hodnéot
viacerych markerov nehroziriziko potratu, pretoze su neinvazivne, st vSak menej presné nez diagnostické
testy. Ich Uspesnost detekcie trizémie chromozému 21 sa pohybuje medzi 69 az 96 % v zavislosti od
konkrétneho vy$etrenia, veku matky a dizky tehotenstva v ¢ase testovania.* Dolezité je, Ze tieto vySetrenia
maju mieru falo$nej pozitivity priblizne 5 %, ¢o méze viest k potrebe potvrdenia invazivnym diagnostickym
testovanim, a tym k riziku potratu v désledku zakroku.* Aj ultrazvukové vy$etrenia mozu zistit abnormality
chromozdémov, ale presnost tejto metddy je v porovnani s predchadzajicimi metdodami eSte nizsia.

Neinvazivnym prenatdlnym testovanim (NIPT), ktoré vyuziva celogendmové sekvenovanie mimobunkovej DNA
(cfDNA) ziskanej z krvnej plazmy matky v 10. tyZzdni tehotenstva alebo neskér, mozno zistit aneuploidiu plodu
pre chromozdémy 21,18, 13, X a Y s vysokym stuprfiom presnosti. Nedavna metaanalyza viacerych klinickych
studiiinformovala o nasledujucich vazenych zdruzenych hodnotach detekcie a Specifickosti pre trizomiu
chromozémov 21 a 18 pri tehotenstve s jednym plodom: trizémia chromozdému 21: 99,7 % a 99,96 % a trizémia
chromozému 18: 97,9 % a 99,96 %.° Podla jednej $tidie mdze viest pouZitie testu NIPT ako hlavného vySetrenia
pri véetkych tehotenstvach k znizeniu poétu invazivnych zakrokov na potvrdenie diagndzy o 89 %.6
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Vzhladom na vyznamné znizenie miery falo$nej pozitivity testu NIPT v porovnani s konvenénym vySetrenim
hodndt viacerych markerov vydalo mnoho odbornych lekarskych organizacii stanoviska podporujuce niekolko
indikacii na pouzitie testu NIPT.

Ponukanie testu NIPT vSetkym tehotnym Zenam podporuju tieto organizacie: International Society for Prenatal
Diagnosis (Medzinarodna spoloc¢nost pre prenatalnu diagnostiku), American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG, Americké zdruzenie pérodnikov a gynekolégov)/Society for Maternal Fetal Medicine
(SMFM, Spoloc¢nost pre medicinu matky a plodu), American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG,
Americké zdruzZenie pre lekarsku genetiku a genomiku) a European Society of Human Genetics (ESHG,
Eurdpska spolo¢nost pre [udsku genetiku)/American Society of Human Genetics (ASHG, Americka spolo¢nost
pre ludsky genetiku).”- 8 % Odportica sa poskytovat poradenstvo pred testom, ziskat informovany sthlas
pacientky a vykonavat diagnostické testovanie na potvrdenie pozitivneho vysledku vySetrenia cfDNA.*

VeriSeq NIPT Solution v2 je neinvazivny diagnosticky test in vitro, ktory vyuziva celogendmové sekvenovanie
fragmentov cfDNA ziskanych zo vzoriek plnej periférnej krvi tehotnych matiek v 10. tyZzdni tehotenstva a neskoér.
Test ponuka dva typy vySetrenia: zakladné a celogendmové. Zakladné vySetrenie poskytuje informacie len

o stave aneuploidie chromozémov 21, 18, 13, X a Y. Celogendmové vySetrenia poskytuju informacie o Ciastocnej
duplikacii a delécii pri vSetkych autozémoch a o stave aneuploidie pri vSetkych chromozémoch. Oba typy
vysSetreni poskytuju moznost vykazovania aneuploidie pohlavného chromozému (SCA) s vykazovanim pohlavia
plodu alebo bez neho. Vykazovanie aneuploidie pohlavného chromozomu (SCA) mozno vypnut. Ak je mozZnost
vykazovania aneuploidie pohlavného chromozdmu (SCA) vypnutd, nebude vykazané ani pohlavie plodu.

Dalsie informéacie o moZznostiach vykazovania pohlavia néjdete v Priru¢ke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2
(dokument & 1000000067940).

Zasady postupu

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 je automatizované rieSenie na laboratérne testovanie NIPT, ktoré pozostava
z automatizovanej pripravy vzoriek a analyzy udajov sekvenovania. Supravy na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT
Sample Prep su $pecializované reagencie na jedno pouzitie, ktoré sa pouzivaju spolu so systémom VeriSeq
NIPT Microlab STAR na pripravu davok 24, 48 alebo 96 vzoriek na sekvenovanie novej generacie.
Celogendmové Udaje sekvenovania z oboch koncov sa analyzuju pomocou $pecializovaného softvéru na
analyzu VeriSeq NIPT Assay Software v2. Nasledne sa vytvori sprava, ktora poskytuje kvalitativne vysledky.

Pracovny postup sa sklada z tychto krokov: odber vzoriek, izolacia plazmy, extrakcia cfDNA, priprava kniznic,

kvantifikacia kniznic, zdruzovanie (pooling) kniznic, sekvenovanie a analyza, ktoré su dalej opisané

podrobnejsie:

* Odber vzoriek - Do skimavky Streck na odber bezbunkovych krvnych vzoriek DNA sa odoberie 7 — 10 ml|
periférnej pinej krvi matky, ¢o zabrani lyze buniek a kontaminacii gendmu a stabilizuje pInu krv.

* |zolacia plazmy - Do 5 dni od odberu sa plazma izoluje z periférnej plnej krvi matky pomocou Standardnych
odstredovacich technik. Systém VeriSeq NIPT Microlab STAR nasava a rozdeluje plazmu v rdmci dosticky
s 96 hibokymijamkami na ndsledné spracovanie. V pripade potreby opakovaného testovania mézu byt
vzorky po spracovani opatovne uzatvorené a skladované priteplote 4 °C pocas dalSich 5 dni (celkom 10 dni
po odbere krvi).
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fﬂf UPOZORNENIE

Prekrocenie uvedenych ¢asov skladovania méze negativne ovplyvnit mieru zlyhania jednotlivych
vzoriek.

* Extrakcia cfDNA - Purifikacia cfDNA z plazmy sa dosahuje adsorpciou na vdazbovu dosti¢ku, premytim
vazbovej dostiky s cielom odstranit kontaminanty a elticiou.

* Priprava kniznic - Purifikované fragmenty cfDNA prechadzaju procesom opravy koncov, pri ktorej sa menia
5'a 3 kohézne konce (presahy) na nekohézne (tupé) konce. Nasledne sa k 3' koncom prida nukleotid
deoxyadenozin, ¢im vznikne presah tvoreny jednou bazou. Indexacné adaptéry, ktoré obsahuju
jednobazovy 3' deoxytymidinovy presah, sa potom naviazu na spracované fragmenty cfDNA. Naviazana
DNA sa purifikuje pouzitim gulé&ok reverzibilnejimobilizacie na pevnej faze. Kazda vzorka v mnozine 24, 48
alebo 96 vzoriek dostane jedineény indexovany adaptér. Adaptéry slizia na dva Ucely:

A UPOZORNENIE

Postupujte mimoriadne opatrne, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii indexov, ktora by mohla
viest k nespravnym vysledkom.

— Pomocou indexov mozno identifikovat vzorky v naslednom sekvenovani.
— Indexované adaptéry obsahuju sekvencie, ktoré umoziuju zachytenie kniznice na pevnom povrchu
sekvenacného prietokového ¢lanku s cielom vytvarania klastrov a nasledného sekvenovania.
* Kvantifikacia — Produkt kniznice sa kvantifikuje pomocou fluorescenéného farbiva s koncentraciou uréenou
porovnanim so Standardnou krivkou DNA.
* ZdruZovanie kniZnic a sekvenovanie — Kniznice so vzorkami sa zdruzuju do skupin 24 alebo 48 vzoriek

v mnozstvach upravenych tak, aby sa minimalizovala odchylka pokrytia. Kazda skupina sa potom sekvenuje
pouZzitim systému sekvenovania novej generacie.

* VeriSeq NIPT Solution v2 neobsahuje vybavenie na sekvenovanie ani spotrebny material.
* Analyza - Analyza jednotlivych vzoriek sa sklada z tychto krokov:

— ldentifikacia fragmentov kniZnice sekvenciou indexu a zarovnanie ¢&itani z oboch koncov s referenénym
[udskym gendmom.

— Odhad fetalnej frakcie kniznice spojenim informacii z distribucie dizok a genémovych stradnic
fragmentov kniznice.

— Statisticky model po zapo&itani zndmych skresleni zisti tie oblasti genému, ktoré su v kniznici zastipené
v prili§ malej alebo velkej miere spésobom, ktory je v stilade s anomaliou na odhadovanej urovni fetalnej
frakcie.

— Spréava NIPT poskytuje suhrn vysledkov vybranej ponuky testov a okrem odhadu fetalnej frakcie
vzoriek, ktoré presli kontrolou kvality, je v nej uvedena pozndmka ANOMALY DETECTED (ZISTILA SA
ANOMALIA) alebo NO ANOMALY DETECTED (NEZISTILA SA ZIADNA ANOMALIA).

— Doplnkova sprava (Supplementary Report) poskytuje kvantitativne metriky, ktoré charakterizuju kazdu
zistent anomaliu.

Dokument €. 1000000078751 v08 SLK 3276
NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO



Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Obmedzenia postupu

Obmedzenia analyzy

* Dobkazy podporujuce citlivost a $pecificitu testu sa vztahuju na tehotenstva s jednym plodom a dvoma
plodmi. Tento navod na pouzitie neuvadza udaje o citlivosti alebo Specificite tehotenstva s troma
a viacerymi plodmi.

* Systém VeriSeq NIPT Solution v2 nie je uréeny na detekciu polyploidie, napriklad triploidie.

* Systém VeriSeq NIPT Solution v2 nie je uréeny na detekciu vyvazenych chromozomalnych preusporiadani.

* Tato analyza vyzaduje matersku periférnu celd krv od tehotnych zZien, ktoré su najmenej v 10. tyzdni
tehotenstva.

* Vramcizakladnych skriningov sa test VeriSeq NIPT Solution v2 zameriava na vyhladanie Specifickych
chromozomalnych abnormalit. Vysledky ozna¢ené ako NO ANOMALY DETECTED (NEZISTILA SA ZIADNA
ANOMALIA) nevyluéuji moznost chromozomalnych anomalii testovanych chromozémov. Negativny
vysledok nevylucuje, ze v ramci tehotenstva nedoslo k chromozomalnym anomaliam, inym geneticky
poskodeniam alebo vrodenym anomaliam (napriklad anomalia otvorenej neuralnej trubice).

* Vramcigendmovych skriningov mézu velké delécie a duplikacie, ktoré su mensie nez 75 % velkosti
chromozému, naznacovat aneuploidiu celého chromozému.
* Vpripade gendmovych testov su niektoré oblasti z analyzy vyli¢ené. Zoznam vylucenych oblasti najdete na

webovej lokalite podpory spolo¢nosti lllumina. Detekcia genomickej anomalie sa vykonava iba na
nevylucenych oblastiach.

* Vykazovanie pohlavia plodu nie je dostupné vo vSetkych oblastiach z dévodu nariadeni upravujucich
vykazovanie pohlavia.

* Podla Udajov v literatire mozu byt vysledky skriningu bezbunkovej DNA narusené niektorymi materskymi
a fetdlnymi faktormi. Niektoré z nich (nie vSak vSetky) uvadzame nizsie:

— nedavna krvna transfuzia matky,

— predchadzajlca transplantacia organu matky/transplantacia kmenovych buniek,
— autoimunitné ochorenie matky,

— novotvary v tele matky (benigne a maligne),

— mozaicizmus matky,

— variacie poctu kopii u matky,

— fetoplacentalny mozaicizmus/obmedzeny placentalny mozaicizmus,

— Umrtie plodu/zanik dvojcata.
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Vytvaranie sprav v softvéri VeriSeq NIPT Solution v2

VeriSeq NIPT Solution v2 je skriningovy test, ktory sa nema vyhodnocovat izolovane od inych klinickych
nalezov a vysledkov testov. Zavery o fetdlnom stave a rozhodnutia o manazmente tehotenstva sa nemaju
zakladat len na vysledkoch skriningu NIPT.”

VeriSeq NIPT Solution v2 vykazuje tieto parametre:
— Zakladné vySetrenie testuje nadmerné zastupenie chromozémov 13, 18, a 21.

— Celogendmové vysetrenie testuje slabé alebo nadmerné zastupenie vSetkych autozémov vratane
¢iastocnych delécii a duplikacii v rozsahu aspofi 7 Mb.

—  Prijednopodetnych tehotenstvach, pri ktorych je pre vykazovanie pohlavia vybranad moznost Yes (Ano)
alebo SCA (aneuploidia pohlavnych chromozdmov), zistuje tieto anomalie pohlavnych chromozdémov:
XO, XXX, XXY a XYY.

—  Prijednopodetnych tehotenstvach, pri ktorych je pre vykazovanie pohlavia vybrand moznost Yes (Ano),
sa vykazuje pohlavie plodu.

—  Pritomnost chromozému Y pri dvojpocetnych tehotenstvéch.

Sucasti produktu

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 (¢ast ¢. 20030577) sa sklada z tychto stprav na pripravu vzoriek:

Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (24 vzoriek) (¢. 20025895)
Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (48 vzoriek) (¢. 15066801)
Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (96 vzoriek) (€. 15066802)

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 (¢ast ¢. 20030577) sa sklada z tychto suc¢asti softvéru:

Softvér na analyzu VeriSeq NIPT Assay Software v2 (Cast ¢. 20047024), predinstalovany na miestnom
serveri VeriSeq Onsite Server v2.

— Miestny server VeriSeq Onsite Server v2 (¢ast ¢. 20028403 alebo 20047000) alebo existujuci VeriSeq
Onsite Server (Cast ¢. 15076164 alebo 20016240) aktualizovany na verziu 2.

Aplikacia VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, (Cast ¢. 20044988), predinstalovana v systéme VeriSeq
NIPT Microlab STAR.

— Systém VeriSeq NIPT Microlab STAR (¢ast ¢. Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) a 95475-02
(230 V), Hamilton Company Bonaduz: 806288).

Modul Local Run Manager VeriSeq NIPT module (¢ast ¢. 20044989)
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Reagencie

Dodavané reagencie

Spolo¢nost llumina dodava tieto reagencie: Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (24 vzoriek)
(Cast ¢. 20025895), Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (48 vzoriek) (Cast ¢. 15066801)

a Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep (96 vzoriek) (¢ast ¢. 15066802). Suprava na pripravu
vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep je nakonfigurovana na pouZitie so systémom VeriSeq NIPT Microlab STAR
(ML STAR) (Cast ¢. 95475-01, 95475-02 alebo 806288), ktory poskytuje spolo¢nost Hamilton.

VeriSeq NIPT Sample Prep, Extraction Box (priprava vzoriek, balenie na
extrakciu)

Tabulka 1 Balenie na extrakciu VeriSeq NIPT Extraction Box (24) a (48), Cislo suc¢asti 20025869
a 15066803

Nazov reagencie na Pocet nadob

.., . Aktivne latky Skladovanie
Stitku VvV suprave

Lysis Buffer 1 Guanidin-hydrochlorid v pufrovanom 15°Caz30°C
(Lyzaény pufer) vodnom roztoku

Wash Buffer | 1 Guanidin-hydrochlorid a 2-propanol 15°Caz30°C
(Premyvaci pufer 1) v pufrovanom vodnom roztoku

Wash Buffer Il 1 Pufrovany vodny roztok obsahujuci soli 15°Caz30°C
(Premyvaci pufer Il)

Elution Buffer 1 Pufrovany vodny roztok 15°Caz30°C
(Pufer na eluciu)

Proteinase Buffer 1 Glycerol v pufrovanom vodnom roztoku 15°Caz30°C
(Proteinazovy pufer)

Proteinase K 3 Lyofilizovana proteinaza K 15°Caz30°C

(Proteinaza K)

Tabulka 2 Balenie na extrakciu VeriSeq NIPT Extraction Box (96), €. sucasti 15066807

Nazov reagencie na Pocet nadob

s i Aktivne latky Skladovanie

Stitku Vv suprave

Lysis Buffer 1 Guanidin-hydrochlorid v pufrovanom 15°Caz30°C

(Lyzaény pufer) vodnom roztoku

Wash Buffer | 1 Guanidin-hydrochlorid a 2-propanol 15°Caz30°C
(Premyvaci pufer 1) v pufrovanom vodnom roztoku
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Nazov reagencie na Pocet nadob

Stitku v sUprave
Wash Buffer I 2
(Premyvaci pufer Il)

Elution Buffer 1
(Pufer na ellciu)

Proteinase Buffer 1
(Proteinazovy pufer)

Proteinase K 4

(Proteinaza K)

VeriSeq NIPT - priprava vzoriek, Skatula na pripravu kniznice

Aktivne latky

Pufrovany vodny roztok obsahujuci soli

Pufrovany vodny roztok

Glycerol v pufrovanom vodnom roztoku

Lyofilizovana proteinaza K

illumina

Skladovanie

15°Caz30°C
15°Caz30°C
15°Caz30°C

15°Caz30°C

Tabulka 3 Skatula na pripravu kniznice VeriSeq NIPT (24) a (48), &. sti¢asti 20026030 a 15066809

Nazov reagencie na Pocet nadob

Stitku v sUprave
End Repair Mix (Zmes 1

na opravu koncov)

Zmes A-Tailing Mix 1
Ligation Mix 1
(Ligacna zmes)

Hybridization Buffer 1
(Hybridiza¢ny pufer)

NIPT DNA Adapter 1

Plate (Dosticka
adaptéra DNA NIPT)

Aktivne latky

DNA polymeraza a dNTP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA polymeraza a dATP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA-ligaza v pufrovanom vodnom
roztoku

Pufrovany vodny roztok

Oligonukleotidy v pufrovanom vodnom
roztoku

Skladovanie

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

Tabulka 4 Balenie na pripravu kniznice VeriSeq NIPT Library Prep (96), ¢. sucasti 15066810

Nazov reagencie na Pocet nadob

Stitku v suprave
End Repair Mix (Zmes 1

na opravu koncov)

Zmes A-Tailing Mix 2
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Nazov reagencie na Pocet nadob

.. ] Aktivne latky Skladovanie
Stitku V suprave

Ligation Mix 2 DNA-ligaza v pufrovanom vodnom -25°Caz-15°C
(Liga¢na zmes) roztoku

Hybridization Buffer 1 Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
(Hybridizaény pufer)

NIPT DNA Adapter 1 Oligonukleotidy v pufrovanom vodnom -25°Caz-15°C
Plate (Dosticka roztoku

adaptéra DNA NIPT)

VeriSeq NIPT Sample Prep, Accessory Box (priprava vzoriek, balenie
s prisluSenstvom)

Tabulka 5 Balenie s prisluSenstvom VeriSeq NIPT Accessory Box, €. sucasti 15066811

Nazov reagencie na Pocet nadob

s i Aktivne latky Skladovanie
Stitku Vv suprave

DNA Binding Plate 1 Propylenénova mikrodostic¢ka 2°Caz8°C
(Dosti¢ka na viazanie s modifikovanou silikébnovou membranou

DNA)

Resuspension Buffer 1 Pufrovany vodny roztok 2°Caz8°C
(Pufer na

resuspenziu)

Sample Purification 1 Paramagnetické gul6¢ky v pevnom 2°Caz8°C
Beads (Guldcky na skupenstve v pufrovanom vodnom

purifikaciu vzorky) roztoku

DNA Quantification 1 Farbivo na interkalaciu do DNA vDMSO 2°Caz8°C
Reagent (Reagencia

kvantifikacie DNA)

DNA Quantification 1 Standard dsDNA, ne$pecifickd DNA 2°Caz8°C
Standard (Standard a azid sodny v pufrovanom vodnom

kvantifikacie DNA) roztoku

VeriSeq NIPT - priprava vzoriek, skimavky pracovného toku a stitky

Tabulka 6 Skumavky a Stitky pracovného toku, €. sucasti 15071543

Nazov polozky na Stitku Pocet poloziek v stiprave Skladovanie
Stitok (LBL) - &iarovy kod dosticky 9 15°C az30°C
Dokument €. 1000000078751 v08 SLK 8276

NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO



Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Nazov polozky na Stitku Pocet poloziek v stiprave Skladovanie
Stitok (LBL) - &iarovy kod dosticky 12 15°Caz30°C
s hlbokymi jamkami

Skumavka (TB) — prazdna skimavka na 5 15°Caz30°C

zdruzovanie (pooling)

Reagencie, ktoré sa nedodavaiju

Vyzadované reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Reagencie a spotrebny materiadl vyzadovany na sekvenovanie v systéme sekvenovania novej generacie
* Certifikovana voda bez DNazy/RNazy

* 100 % etanol (200 proof) v kvalite vhodnej na molekularnu biolégiu

POZNAMKA Etanol, ktory nie je na Grovni uréenej na molekuldrnu bioldgiu, méze mat negativny vplyv na
vykon analyzy.

Volitelné reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Dulbeccov fosfatom pufrovany fyziologicky roztok (DPBS) pre kontrolu bez $ablony (NTC)

Skladovanie a manipulacia

1. lzbova teplota je definovana ako teplota medzi 15 °C a 30 °C.

2. Vsetky reagencie su uré¢ené len na jedno pouzitie. Reagencie pripravené na pouZitie musia byt ihned'
pouzité.

3. Ak sa poskodialebo porusi balenie alebo obsah ktorejkolvek stucasti testu VeriSeq NIPT Solution, obratte sa
na zakaznicky servis spolo¢nosti lllumina.

4. Reagencie sU stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na §titku sUpravy, pokial sa skladuju pri
predpisanych teplotach. Podmienky skladovania st uvedené v stipci Skladovanie v tabulkdch v ¢asti
Reagencie na strane 6. NepouZivajte reagencie po ddtume exspiracie.

5. Zmeny vo fyzickom vzhlade dodanych reagencii m6zu naznacovat zhor$enie kvality materidlov. Ak sa
zmeni fyzicky vzhlad (napr. evidentna zmena farby reagencii alebo zakalenie so zrejmou mikrobialnou
kontamindciou), reagencie nepouzivajte.
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Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2

6. Primanipuldcii s gulé¢kami na purifikdciu vzorky dodrzujte nasledujlice osvedcené postupy:

*  Gulocky nikdy nezmrazujte.

* Pred pouzitim pockajte, kym gul6¢ky dosiahnu izbovu teplotu.

illumina

* Bezprostredne pred pouzitim gul6¢ky vortexujte, kym sa dobre rozptylia a ziskaju homogénne

sfarbenie.

7. Vlyza&nom pufri, premyvacom pufril, premyvacom pufrill, eluénom pufri a proteinazovom pufri sa mézu

tvorit viditeIné zrazeniny alebo krystaly. Pred pouzitim ich dokladne vortexujte a potom vizualne

skontrolujte, €i sa v obsahu nenachadzaju zrazeniny.

8. PInu krv po odbere nikdy nezmrazuijte.

Kniznice sekvenujte €o najskdr po zdruzeni. Zdruzené kniznice su stabilné do siedmich dni pri teplote -25 °C
az -15 °C. NevyZaduje sa dalSia denaturdcia, ak su skladované uvedeny ¢as za uvedenych podmienok.

Vybavenie a materialy

PozZzadované, ale nedodavané vybavenie a materialy

Pozadované vybavenie, ktoré sa nedodava

Vybavenie

Sekvencny systém novej generacie (NGS)

s nasledujucimi moznostami:

» Sekvenovanie 2 x 36 bp z oboch koncov

o Kompatibilny s dudlnymiindexovacimi
adaptérmiVeriSeq NIPT Sample Prep

» Automatické generovanie stborov BCL

» Dvojkanalova biochémia

o 400 mil. ¢itani z oboch koncov na jeden
chod

o Kompatibilny so softvérom VeriSeq NIPT
Assay Software v2 alebo sekvenénym
systémom NextSeq 550Dx.

Mraznicka, -25°C az-15°C
Mikrocentrifuga
Pipetovacia pomécka
Chladnicka, 2°Caz8°C

20 ul jednokanalové pipety
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Dodavatel

Dodavatel pristroja alebo lllumina, &islo su¢asti 20005715

VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria

VSeobecny dodavatel pre laboratéria
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Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2

Vybavenie

200 pl jednokanalové pipety

1000 pl jednokanalové pipety

Virivy mixér

illumina

Dodavatel
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratoéria

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Zostava centrifugy a rotora na skiimavky na odber krvi

Ekvivalent:

Chladena centrifuga s rychlostou

1600 g bez brzdy

Vykyvny rotor na vedierka s vedierkami
Vlozky do vedierok, kapacita na 24,

48 alebo 96 skiimaviek, minimalna hibka
76 mm

Zasuvné adaptéry na 16 skimaviek na
odber krvi (100 mm)

Odporuc¢ané:

Centrifuga Allegra X12R, 1600 g

Rotor Allegra Centrifuge GH-3.8

s vedierkami

Kryty vedierok centrifugy Allegra, suprava
dvoch kusov

Zostava adaptéra centrifugy Allegra,

16 mm, sUprava Styroch kusov

Zostava centrifugy a rotora na mikrodostic¢ky

Ekvivalent:

Centrifuga s otackami 5600 g
Vykyvny rotor s dosti¢kou s nosi¢mina

doéticky s 96 jamkami, min. hibka 76,5 mm.

Multifuge X4 Pro-MD 120V TX-1000BT
Centrifuga Sorvall Legend XTR

Rotor na mikrodosti¢ky HIGHPIlate 6000
Rotor typu High Plate 6000

Podporny podstavec na mikrodosticky

e Odporucané:
o Podporny podstavec MicroAmp na
96 jamiek
» Nosi¢ dosti¢ky PCR, 96 jamiek
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VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Beckman Coulter, polozka &. 392304 (120 V alebo 230 V)
Beckman Coulter, polozka ¢. 369704
Beckman Coulter, polozka €. 392805

Beckman Coulter, polozka ¢. 359150

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Thermo Scientific, VWR, kataldgové &islo 76326-254
Thermo Fisher Scientific, katalégové Cislo 75004521 (120 V)
alebo 75004520 (230 V)

Thermo Fisher Scientific, katalégové ¢islo 75003606
Thermo Scientific, VWR, kataldgové Cislo 97040-244

Thermo Fisher Scientific, katalégové &islo 4379590
Thermo Fisher Scientific, katalégové &islo AB-0563/1000
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Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2

Vybavenie

Jedna z nasledujucich ¢itaciek mikrodosticiek

alebo ekvivalent, (fluorometer) so softvérom
SoftMax Pro v6.2.2 alebo novSou verziou:
o Gemini XPS
e SpectraMax M2, M3, M4 a M5.
» Fialova vloZzka je suc¢astou Citacky
mikrodostiCiek na pouzitie v ramci
pracovného postupu.

SpectraMax s vysokorychlostnym rozhranim
USB, sériovy adaptér

Termalny cyklér s tymito parametrami:
» Nahrievany priklop
o Rozsahteplé6t4 °Caz98°C
o Presnost teploty 2 °C
« Minimalna rychlost stupania 2 °C/s
o Kompatibilné s PCR dosti¢kou
s 96 jamkami a plnou obrubou Twin.tec

VeriSeq NIPT Microlab STAR

VeriSeq Onsite Server v2 alebo inovované
zariadenie VeriSeq Onsite Server

Ak pouzivate sekvencény systém NextSeq

550Dx:

o Suprava NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5, 75 cyklov

illumina

Dodavatel

Molecular Devices, ¢islo suc¢asti XPS
Molecular Devices, Cisla su¢astiM2, M3, M4 a M5

Molecular Devices, Cislo suc¢asti 9000-0938

VSeobecny dodavatel pre laboratérid

Hamilton, &islo sucasti 95475-01 (115 V), Cislo
sUcasti 95475-02 (230 V) alebo ¢&islo suc¢asti 806288 (pre
Hamilton Company Bonaduz)

Illumina, ¢islo sucasti20028403 alebo 20047000 (v2), alebo
¢. slcasti15076164 alebo 20016240 (inovovana verzia)

Illumina, &islo sucasti 20028870

Volitelné vybavenie, ktoré sa nedodava

Vybavenie

Systém na otvaranie vie¢ok Pluggo

Fluorescencna valida¢na dosti¢ka SpectraMax

SpectraTest FL1

Revolver/rotator na skimavky, 15 ml
skumavky, 40 ot./min., 100 - 240V
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Dodavatel
LGP Consulting, Cislo suc¢asti 4600 4450

Molecular Devices, Cislo suc¢asti 0200-5060

Thermo Scientific, katalégové ¢islo 88881001
(Spojené §taty) alebo 88881002 (EU)
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Pozadované materialy, ktoré sa nedodavaju

Spotrebny material

1000 ul vodivé nesterilné filtracné Spicky

300 pl vodivé nesterilné filtracné Spicky

50 pl vodivé nesterilné filtracné $picky

Zasobnik s hlbokymi jamkami s nasledujucimi Specifikaciami:

Mikrodosticka SLAS 1-2004 s 96 jamkami s pyramidovym
alebo kénickym dnom a minimalnou kapacitou 240 ml.
Polypropylén s preferenéne nizkou Uroviou viazania DNA
pre vSetky kontaktné povrchy vzoriek.

Vnutorné rozmery (hladina kvapaliny) su kompatibilné

s krokmi automatizovanej aspiracie a davkovania
zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Vyskové rozmery st kompatibilné s automatizovanymi
pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Skuimavka na reagenciu s nasledujucimi parametrami:

Vanicka, ktoré sa zmesti (bez tlaku) do nosica zariadenia
VeriSeq NIPTMicrolab STAR so skosenym dnom

a minimalnou kapacitou 20 ml.

Polypropylén bez obsahu RNazy/DNazy.

Vnutorné rozmery zasobnika (hladina kvapaliny) generuju
hladiny kvapaliny pouzitim objemov analytickej reagencie,
ktoré su kompatibilné s krokmi automatizovanej aspiracie
a davkovania zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Vyskové rozmery su kompatibilné s automatizovanymi
pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.
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illumina

Dodavatel

Hamilton, &islo sucasti 235905
Hamilton, &islo sucasti 235903
Hamilton, ¢islo sucasti 235948
VS8eobecny dodavatel pre laboratéria
Kompatibilné zasobniky:

» Corning Axygen, Cislo produktu RES-

SW96-HP-SI
» Agilent, Cislo produktu 201246-100

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Kompatibilné skumavky:
» Roche, Cislo produktu 03004058001
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Spotrebny material

Dosticky s hilbokymijamkami s nasledujicimi Specifikdciami:

Mikrodos&tiCky SLAS 1-2004, 3-2004 a 4-2004 s 96
jamkami's pyramidovym alebo kénickym dnom

a minimalnou kapacitou jamky 2 ml.

Priehladny polypropylén s preferencne nizkou Urovriou

viazania DNA na v8etkych kontaktnych povrchoch vzoriek.

Rozmery jamky generuju hladinu kvapaliny kompatibilnu
s krokmi automatizovanej aspiracie a davkovania
zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Obruba dosticky, ktord umoznuje aplikovat Ciarové kddy
dosti¢ky na pozadované miesto, s poZzadovanou uroviiou
adhézie.

Ram odolny voci torznym silam s odolnostou min. 5600 g.
Vyskové rozmery dosti¢ky su kompatibilné

s automatizovanymi pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

Dosticka s 384 jamkami s nasledujucimi $pecifikaciami:

Mikrodosti¢ka s 384 jamkami optimalizovana na malé
objemy s minimalnou kapacitou jamky 50 pl.

Cierny nepriehladny polystyrén s blokovanim svetla

a nizkou Urovhou viazania DNA na vSetkych kontaktnych
povrchoch vzoriek.

Rozmery jamky generuju hladiny kvapaliny kompatibilné
s krokmi automatizovanej aspiracie a davkovania
zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Vyskové rozmery dosti¢ky su kompatibilné

s automatizovanymi pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

Obruba dosticky, ktord umozniuje aplikovat Ciarové kédy
dosti¢ky na pozadované miesto, s poZadovanou Urovfiou
adhézie.
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Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre laboratdria
Kompatibilné dosticky:

o Eppendorf, ¢islo su¢asti 0030505301
o Eppendorf, &islo sucasti 30502302

o USA Scientific, ¢islo sucasti 1896-
2000

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Kompatibilné dosticky:
o Corning, &islo produktu 3820
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Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Spotrebny material

Dosticka s 96 jamkami s nasledujucimi $pecifikdciami:

o Mikrodosti¢ka s rdmom odolnym vodi torznym sildm
s odolnostou min. 5600 g a 96 priehladnymijamkami so
Sikmymi dnami, zvySenymi obrubamia minimalnou
kapacitou jamky 150 pl.

» Polypropylén bez obsahu RNazy/DNazy s nizkou Uroviou

viazania DNA na vSetkych kontaktnych povrchoch vzorky.

» Rozmery jamky generuju hladiny kvapaliny kompatibilné
s krokmi automatizovanej aspiracie a davkovania
zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

o VySkové rozmery dosti¢ky su kompatibilné
s automatizovanymi pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

« Obruba dosticky, ktord umoznuje aplikovat Ciarové kédy
dosti¢ky na pozadované miesto, s pozadovanou Urovfiou
adhézie.

o Kompatibilné s tepelnymi cyklérmi na denaturaciu.

Niektoré z nasledujucich féliovych tesnent:
e Folia Microseal F Foil
e Foliové tesnenia

Bezbunkova Cell-Free DNABCT CE
Pritlacné viecka

2 ml skimavky so skrutkovym uzaverom
20 pl filtracné $picky pre 20 yl pipetor

200 pl filtracné Spicky pre 200 ul pipetor
1000 pl filtraéné Spicky pre 1000 pl pipetor

Ekvivalent:

e Sprej na rychlu dezinfekciu s obsahom alkoholu
o Roztok na pripravu dezinfekéného prostriedku
Odporucané:

» Deionizovana voda a 70 % etanol

Volitelné materialy, ktoré sa nedodavaju

Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Kompatibilné dosticky:

o Eppendorf, ¢islo suc¢asti 0030129512
» Eppendorf, &islo sucasti 30129580

o Eppendorf, ¢islo sucasti 30129598

» Eppendorf, Cislo sucasti 30129660

o Eppendorf, &islo sucasti 30129679

e Bio-Rad, ¢islo suc¢asti HSP9601

Bio-Rad, katalégové &islo MSF1001
Beckman Coulter, polozka ¢. 538619

Streck, katalégové Cislo 218997
Sarstedt, objednavacie ¢islo 65.802
VSeobecny dodavatel pre laboratdria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
V8eobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Spotrebny material Dodavatel

Dulbeccov fosfatom pufrovany fyziologicky roztok VSeobecny dodavatel pre laboratéria

(DPBS) pre kontrolu bez Sablény (NTC)
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Spotrebny material Dodavatel

Skumavka, skrutkové viecko, 10 ml (iba na kontrolné Sarstedt, objednavacie Cislo 60.551
vzorky)

Skumavka, skrutkové viecko, 50 ml VSeobecny dodavatel pre laboratéria
25 ml sérologické pipety VSeobecny dodavatel pre laboratéria
10 ml sérologické pipety VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Odber, preprava a skladovanie vzoriek

A UPOZORNENIE

So v8etkymi vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infekénym materialom.

* Vzorky plnej krvi v objeme 7 — 10 ml sa musia odobrat do skiimavky Streck na odber krvi na analyzu
mimobunkovej DNA.

* Preprava pinej krvi musi spifiat véetky platné predpisy na prepravu etiologickych agens. Odport¢ajd sa
rychle spdsoby zaslania/prepravy.

* Pocas prepravy vzorky skladujte pri teplote 4 °C az 30 °C. Prijaté vzorky pred dal$im spracovanim skladujte
priteplote 2 °C az 8 °C. Medzi odberom krvi a pociato¢nou izolaciou plazmy nesmie uplynut viac ako 5 dni.

* Vpripade potreby opakovaného testovania mézu byt vzorky po spracovani opatovne uzatvorené
a skladované priteplote 4 °C pocas dalSich 5 dni (celkom 10 dni po odbere krvi).

A UPOZORNENIE

Prekrocenie uvedenych ¢asov skladovania méze negativne ovplyvnit mieru zlyhania jednotlivych
vzoriek.

Varovania a preventivne opatrenia

* Tento test obsahuje proteindzu K. K osobnym zraneniam mdze doéjst v désledku vdychnutia, pozitia,
kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami. Pouzivajte v dobre vetranych priestoroch, chrarte sa ochrannym
odevom, vyhybajte sa vdychovaniu prachu a vSetky nadoby a ich nespotrebovany obsah zlikvidujte v sulade
s platnymi $tatnymi bezpe&nostnymi normami.

* Tento test obsahuje guanidinium-chlorid. K osobnym zraneniam méze dojst v désledku vdychnutia, pozitia,
kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami. Pouzivajte v dobre vetranych priestoroch, chrarte sa ochrannym
odevom a vSetky nadoby a ich nespotrebovany obsah zlikvidujte v sulade s platnymi Statnymi
bezpeénostnyminormami.
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* Tento test obsahuje horlavi chemikaliu 2-propanol. Chrante ho pred teplom a otvorenym ohrfiom.
K osobnym zraneniam moze dojst v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami.
Pouzivajte v dobre vetranych priestoroch, chrante sa ochrannym odevom a vSetky nadoby a ich
nespotrebovany obsah zlikvidujte v sulade s platnymi $tatnymi bezpe¢nostnyminormami.

* Tento test obsahuje Zieravu a horlavu kvapalinu dimetylsulfoxid. K osobnym zraneniam méze dojst
v dosledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami. Pouzivajte v dobre vetranych
priestoroch, chrafite sa ochrannym odevom a vSetky nadoby a ich nespotrebovany obsah zlikvidujte
v sUlade s platnymi $tatnymi bezpecénostnymi normami.

* Aby ste zabranili tvorbe Skodlivych plynov, nelikvidujte odpad z extrakcie cfDNA (obsahuje guanidinium-
chlorid) spolu s odpadom obsahujucim bieliace Iatky (chlérnan sodny).

* So vSetkymivzorkamizaobchddzajte, ako keby obsahovali potenciadlne infekény material.

* Pouzite bezné laboratérne bezpecnostné opatrenia. Pipetovanie nevykonavajte Ustami. Nejedzte, nepite
ani nefajcite v oblastiach uréenych na pracu. Pri manipulacii so vzorkami a reagenciami testu noste
jednorazové rukavice a laboratérny plast. Po manipulacii so vzorkami a reagenciami testu si dékladne
umyte ruky.

* Nepouzivajte Ziadne sucasti testu po uplynuti ddtumu ich exspirdcie uvedeného na stitku na baleni testu.
Nenahradzajte stéasti testu siastami z inych $arzi testu. Sarze testu st oznagené na $titku na baleni
testu. Sucasti testu uchovavaijte pri stanovenej teplote.

* Aby ste zabranili znehodnoteniu vzorky alebo reagencie, pred za¢atim protokolu sa uistite, ze vSetky vypary
chlérnanu sodného po Cisteni sa celkom rozptylili.

* Nedodrziavanie uvadzanych postupov moze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému znizeniu
kvality vzoriek.

* |hned nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spoloénosti lllumina a prislusnym
uradom v ¢lenskom $tate, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

* Informacie o ochrane zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti najdete na kartach bezpeénostnych
Udajov (SDS) na stranke support.illumina.com/sds.html.

Poznamky tykajuce sa postupov

I 4

Vyhnutie sa kontaminacii

* Pouzivajte nové $picky a novy laboratdérny spotrebny material.
* Pouzivajte Spicky odolné voci aerosolu na znizenie rizika prenosu a krizovej kontaminacii vzoriek.

* Vdbsledku existujuceho potencialu kontaminacie mimoriadne dbajte na to, aby cely obsah jamiek ostal
vjamkach. Davajte pozor, aby sa obsah nerozlial/nerozstrekol. Po kazdom kroku mie$ania v mixéri
vykonajte odstredovanie.
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Ked manipulujete s krvou a krvnymi derivatmi, dodrziavajte prislusné nariadenia tykajlice sa osvedéenych
laboratérnych postupov a hygieny.

Pocas pripravy kniznice nepouzivajte aerosélové bieliace spreje. Stopova kontaminacia bielidlom méze
viest k zlyhaniu analyzy.

Ked odstranujete tesnenie z akejkolvek dosticky, polozte ju na rovny a plochy povrch, a pevne ju drzte.
Pomaly odstrafujte utesnenie a dbajte na to, aby nedoslo ku kontaktu tesnenia s odhalenymi jamkami.
Nedotykajte sa odhalenych jamiek aniich obsahu. KriZzova kontamindcia jamiek moze viest k nespravnym
vysledkom.

Cistenie plosiny zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR

Pred zacatim pouzivania skontrolujte Cistotu ploSiny. Najmenej raz tyzdenne vykonajte tyzdennu udrzbu

a postupujte podla nasledujucich pokynov na Cistenie.

Odpojte vSetky nosice, ktoré nie je mozné vytiahnut, vycistite ich alkoholovym dezinfekénym sprejom,
deionizovanou vodou, 70 % roztokom etanolu a nechaijte ich vyschnut. Ak su vyrazne znedistené, nasledne
ich namocte do roztoku dezinfekéného detergentu, opldchnite alkoholovym dezinfekénym prostriedkom

a ponechaijte vyschnut.

Otvorte predny kryt a utrite ploSinu handri¢kou navihéenou v deionizovanej vode a 70 % etanole. Pri
kontrole Cistoty je Specidlne potrebné zamerat sa na kizné bloky.

Odpoijte potrubie zakladného vakuového systému (BVS) a handri¢kou vydistite potrubie, tesnenie
a vnutorné sucasti systému BVS. Nedistite tesnenie etanolom, v opac¢nom pripade hrozi riziko poSkodenia
materialu.

Vyprazdnite odpadové Spic¢ky hlavy CORE 96 a nezavislého kanala.

Odpoijte vytlaénu dosticku Spiciek nezavislého kandla stanice s odpadovymi $pi¢kami a vycistite ju: priamo
na povrch nastriekajte deionizovanu vodu a 70 % etanol a vykonajte istenie. Natiahnite novy plastovy vak
nad rdm a znova ho pripojte. Nainstalujte Cistu vytlacnu dosticku Spiciek naspat na miesto.

Nastriekajte deionizovanu vodu a 70 % etanol priamo na povrch odpadového boxu a Zlabu jednotky CORE
96 a vykonaijte Cistenie.

— Akje odstranenie nanosov z odpadovych $piciek problematické, utierajte ich handri¢kou navihéenou

vodou bez obsahu DNazy/RNazy dovtedy, kym nanos neodstranite. Handricku vhodnym spdsobom
zlikvidujte. Pokracdujte sterilizaciou pomocou alkoholového dezinfekéného pripravku.

Navlh¢ite handri¢ku nezanechdvajlcu vlidkna alebo bavineny tampdn 70 % etanolom. Tampdnom utrite
okienko laserového skenera ¢itacky ¢iarovych kédov. Pomocou rovnakého tampodna alebo handri¢ky
vycistite kazdu jamku adaptéra dosticky CPAC. Ak pouzivate handri¢ku, zatlacte ju do kazdej jamky
adaptéra (pouzite opacénu stranu pera), aby ste vnutro jamky riadne vycistili.
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* Vycistite nezavislé kanaly:
— Na nezavislych kandloch vydistite manzetu vysunutia $pic¢ky (vonkajsia ¢ast pipetovacich kanalov)

handri¢kou nezanechavajucou vlidkna navihéenou deionizovanou vodou a 70 % etanolom. (Preditajte si
referenénu priruéku k zariadeniu Hamilton Microlab STAR, &. 15070074.)

— Vydistite koncovy disk a kruzky pipetovacej hlavy (vonkajsia ¢ast pipetovacich kanalov) handri¢kou
nezanechavajlucou vlidkna navlhéenou deionizovanou vodou a 70 % etanolom.

* Vycistite zariadenie CORE s 96 hlavami:

— PouZitim rovnakej handri¢ky nezanechavajlicej vidkna navihéenej v deionizovanej vode a 70 % etanole
vydistite plast zariadenia s 96 hlavami a spodnu ¢ast koncovych diskov.

— Pouzitim rovnakej handri¢ky alebo kuska inej handri¢ky navlhéenej v deionizovanejvode a 70 % roztoku
etanolu jemne pretrite bo¢né Casti okolo pipetovacich kanalov zariadenia s 96 hlavami na vycistenie
krizkov. Tento postup opakujte pre kazdy pipetovaci kanal zariadenia s 96 hlavami.

* Na predny a zadny kryt nastriekajte deionizovanu vodu a 70 % etanol a kryty utrite dosucha.

* Vycistite ochrannu pasku automatického vkladania handri¢kou navihéenou deionizovanou vodou a 70 %
etanolom a povrch utrite bez vynakladania tlaku.

* Ked budu plosina a komponenty Uplne suché, nainstalujte nosice.

POZNAMKA Nesprdvne Cistenie a UdrZba zariadenia ML STAR médZu viest ku krizovej kontaminacii
a k nedostatocnej kvalite analyzy.

Kontrola kvality

Vyhodnotenim kontrolného materialu so znamymi vykonnostnymi charakteristikami mozno zistit rozdiely
v spracovani a technickych postupoch v laboratériu.

Spracovanie kontrolnej vzorky alebo kontrola bez $abldny zniZuje celkovy pocet neznamych vzoriek od matky,
ktoré mozno spracovat s jednotlivymi sipravamina pripravu vzoriek.

Neprekracujte limit dvoch vzoriek NTC na davku 24/48 vzoriek alebo $tyroch vzoriek NTC na davku 96 vzoriek.

Navod na pouzitie

Tipy a techniky

Ak nie je v protokole Specifikovany bod bezpe&ného zastavenia, ihned prejdite na dalsi krok.
Oznacovanie dostic¢iek ¢iarovymi kédmi
» Ciarové kddy doétigiek s plnou obrubou zacinaju skratkou PL.

» Ciarové kddy dostigiek s hlbokymijamkami za&inaju skratkou DW.
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Nalepte Ciarové kddy na dosti¢ky s plnou obrubou a dosti¢ky s hlbokymijamkamina boénu stranu pri
stipci 12.

Dosticky vkladajte ¢iarovym kédom smerujicim doprava, aby sa umoznilo automatické skenovanie.

Zaplombovanie a odplombovanie dosticky

Postupujte mimoriadne opatrne, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii — na spodnej strane plomby nesmie
byt viditelnd ziadna kvapalina.

— Zabezpecdte, aby sa odkryta spodna strana plomby nedotykala odkrytych jamok.

— Dbaijte na to, aby ste sa nedotykali odkrytych jamok.

Dosti¢ku s 96 jamkami vzdy zaplombujte pred vykonanim nasledujucich krokov protokolu:

— Odstredenie v centrifuge

— Termalne cykly

Pri plombovani dosticky prilozte na dosti¢ku tesniacu féliu a potom vykonajte zaplombovanie. Dbajte na to,
aby ste pritlacili na celt dosti¢ku a aby bola kazdd jamka dobre utesnena.

Pred odplombovanim dosti¢ky vykonajte tieto kroky:
— Dosti¢ku s 96 jamkami kratko odstredujte v centrifuge 20 sekind pri 1000 x g.

— Polozte dosticku na rovny povrch a potom plombu pomaly odstrarite.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Pred pouzitim vykonajte a zdokumentujte pozadovanu udrzbu v stlade s pokynmi vyrobcu.

Sledujte systém ML STAR pocas automatizovanych krokov. Sledujte vyzvy a pokyny na obsluhu
v pouzivatel'skom rozhrani softvéru VeriSeq NIPT Workflow Manager v2.

Pocdas prevadzky ponechajte predny kryt na mieste.
Pocas prevadzky nesmu byt na ploSine Ziadne predmety.

Ak sa v priebehu spracovania chyby zobrazi tlacidlo Exclude (Vylugit), v Ziadnom pripade tuto moznost
nevyberajte. Ak nie je mozné spustit metddu pred spracovanim chyby alebo st obmedzené moznosti
spracovania chyby, chod preruste.

Ak vas pocas vakuovania dosticky systém VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 vyzve, manualne pomézte
pri vytvarani tesnenia medzi dostickou a vakuovym manifoldom.

Nechajte systém automaticky vysunut $pi¢ky z adaptéra. Nevyberajte $pic¢ky ru¢ne, ak vas na to softvér
nevyzve.

Na pokyn aplikacie Workflow Manager odstrarite spotrebované reagencie a pouzity spotrebny material.
Denne vyprazdiujte nddobky na odpad z vdkuovania. Prva nddobka nesmie byt nikdy zaplnena viac nez
spolovice. Pretecenie odpadu z vakuovania mdze poskodit vakuovaciu pumpu a znizit podtlak pouzity

v systéme.

Pred spustenim metddy pre davky s 24, 48 a 96 vzorkami vlozte plny zasobnik jednotlivo spocitanych
8-kanalovych $piciek.
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Spracovanie vzoriek

Postup

1. Vykonaijte nasledujlice kroky pre kazdu alikvotnu ¢ast:
a. Odstredujte vzorky oznacené ¢iarovym kédom 10 minut pri 1600 x g a teplote 4 °C s odistenou brzdou.

b. Ked sa centrifuga celkom zastavi, vyberte skimavky so vzorkami.
Do 15 minut po odstredeni zaénite s izolaciou plazmy. Ak uplynie viac ako 15 minut, odstredovanie
zopakujte.

2. Prikazdej skimavke skontrolujte vhodnost vzorky overenim tychto poziadaviek:
*  Objem vzorky zodpovedd ocakdavaniu.
* Po odstredenije vo vzorkach jasne viditelné oddelenie vrstvy Cervenych krviniek a plazmy.
* Uroven plazmy je aspoii 1,5 ml nad leukocytovo-trombocytovou vrstvou (tzv. buffy coat).
* Vzorka nie je vyrazne hemolyzovana (t. j. plazma nema tmavu ¢ervend farbu).
* Vzorka nie je lipemicka (t. j. plazma nema zakaleny ani mlie¢ny nepriehladny vzhlad).
* Vo vzorke nie su zrazeniny.

A UPOZORNENIE

Vzorky, ktoré boli nespravne skladované alebo sa s nimi nespravne manipulovalo, mézu byt
nevhodné. Ak sa v ramci pracovného postupu spracuju nevhodné vzorky, mozu pri extrakciach
upchat vazbovu dosti¢ku, ¢o mbze viest k preteceniu vzoriek do susednych jamok.

3. Odstrante uzavery zo skimaviek a skimavky vlozte do drziakov. VlozZte vSetky vzorky a pripadné kontroly
plazmy danej davky.
A UPOZORNENIE

Ak sa v priebehu spracovania chyb zobrazi moznost Exclude (Vylucit), nevyberajte ju. Ak po
spracovani chyb metdéda nemdze pokracovat a su dostupné obmedzené moznosti spracovania
chyb, chod preruste.

Izolacia plazmy

Priprava

1. Oznacte Stitkom 1 dosti¢ku s hlbokymi jamkamina docasnu plazmu a aplikujte Ciarovy kéd.
2. Oznacte stitkom 1 dosticku s hlbokymi jamkami na findlnu plazmu a aplikujte ¢iarovy kéd.

3. Vpripade davok s 24, 48 a 96 vzorkami vlozte pIny stojan individudlne spocitanych 8-kanalovych $piciek
pred samotnym spustenim metdody.
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A UPOZORNENIE

Dbajte na to, aby ste pouzili spravny typ dosti¢ky v pripade doasnej plazmy a finalnej plazmy.
Pouzitie zasobnika s hlbokymijamkaminamiesto dosticky s hibokymijamkami vedie
k amalgamacii vzoriek a mdze viest k nespravnym vysledkom.

Postup

1. Otvorte nastroj AppLauncher a vyberte polozku VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT).

2. Zadajte jedine¢né ID davky a meno pouzivatela a vyberte moznost OK.
ID davky mbze obsahovat = 26 znakov. PouZit je mozné vylucne Cislice, pismend, znaky poddciarknutia (_)
alebo pomleky (-). Napriklad: 2025-10-16_Davka3.
ID davky nerozliSuje velké a malé pismena. ID davky s rozliSenim velkych a malych pismen sa nepovazuju za
jedinec¢né.
Nazvy davok musia byt jedineéné a nesmu sa odliSovat iba v pouziti velkych a malych pismen. Napriklad
nazvy davok Davka01a davkaO1 nie su jedine¢né. Rovnaké pravidla platia aj pre pomenovanie ID vzorky.
Vyberte polozku New Batch (Nova davka).

4. Poinicializacii vyberom moznosti OK spustite izolaciu plazmy.
Vykonajte niektory z nasledujucich krokov:

* Ak chcete nacitat existujuci harok udajov na analyzu, vyberte harok Udajov na analyzu priradeny
k davke a potom vyberte polozku OK.

* Ak chcete pokragovat bez vyberu harka so vzorkou, vyberte polozku No Sample Sheet (Ziadny harok
udajov na analyzu).

Informacie o vytvarani harka Udajov na analyzu najdete v softvérovej prirucke k systému VeriSeq NIPT

Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940).

POZNAMKA Typ vzorky (tehotenstvo s jednym plodom alebo tehotenstvo s dvoma plodmi) musi byt pre
kazdu vzorku spravne zaznamenané, aby bolo mozné vykonat spravnu analyzu udajov. Ak
vyberiete moznost No Sample Sheet (Ziadny harok Udajov na analyzu), dbajte na to, aby
ste v asti Workflow Manager Service Tools (Nastroje sluzby Workflow Manager ) nastavili
predvolené vzorové hodnoty. Dalsie informacie najdete v softvérovej prirucke k systému
VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940).

6. Vyberte velkost davky a potom vyberte moznost OK.

Vyberte pocet kontrol bez $ablény (NTC) a potom vyberte moznost OK.
Useky NTC su vzdy poslednymi vybratymi Gsekmi. Napriklad v pripade dvoch kontrol NTC v chode
s 24 vzorkamimaju kontroly NTC pozicie 23 a 24.
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illumina

8. Overte, ¢isu pripojené vSetky Ciarové kddy a potom vlozte vzorky, Spi¢ky a dosticky (s Ciarovym kédom

smerujicim nahor) do nosica.

9. Po kazdejvyzve na vlozenie vyberte moznost OK.

10

1.

12
13

14
15

Velkost -
. Nosi¢
davky T
vzoriek yp

24,48, 96 Spicka

Skumavka
Skdmavka
Skumavka
Skimavka
Multiflex

Multiflex

Reagencia

Draha

7-12

15

16

17

18

19-24

19-24

47

Polozka

1000 pl $picky
1000 pl Spicky (iba davka s poétom 96)

Pripravené skimavky s krvnymi vzorkami
1-24 (plati pre vSetky velkosti davok)

Pripravené skumavky s krvnymi vzorkami
25 - 48 (platiiba pre velkost davky 48 a 96)

Pripravené skumavky s krvnymi vzorkami
49-72 (platiiba pre velkost davky 96)

Pripravené skiumavky s krvnymi vzorkami
73— 96 (platiiba pre velkost davky 96)

Prazdna dosti¢ka s hlbokymijamkami, findlna
plazma (oznacena &iarovym kédom)

Prazdna dosti¢ka s hlbokymijamkami,
docasna plazma (oznacena Ciarovym
kédom)

[Volitelné] Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline (Dulbeccov fosfatom pufrovany
fyziologicky roztok, DPBS) — pouziva sa

v pripade kontroly bez Sablény (NTC)

. Overte spravnost vloZenia nosi¢ov, laboratérneho vybavenia a reagencii.

Umiestnenie

4,5
1-24

25-48

49-72

73-96

Na obrazovke Pre-Spin Deck Verification (Overenie ploSiny pred virenim) vyberte polozku OK.

. Overte, ¢&ipristroj ML STAR vykonava automatizované kroky.

. Po zobrazeni vyzvy aplikdciou Workflow Manager overte, ¢i sa na nosnej ploSine pristroja ML STAR

nenachadzaju ziadne prekazky, aby mohol pristroj ML STAR vylozit nosice.

. Na vylozenie plosiny vyberte polozku Unload (Vylozit).

. Podla nasledujucich pokynov vyberte dosti¢ku s hilbokymijamkamina doasnu plazmu.
a.

Skontrolujte dosticku z hladiska konzistencie objemov v kazdom jamke (Ziadne chyby pipetovania).
Predpokladany objem je 1000 pl.

Po dokonceni procedury izolacie plazmy zaznamenajte vSetky nezrovnalosti.

Utesnite dosticku, vloZte ju tak, aby bola vyvazend, a odstredujte rychlostou 5600 g 10 minut (brzda je
deaktivovana alebo vyberiete najnizSiu hodnotu nastavenia).
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16. Vyberom moznosti Yes (Ano) pokradujte pripravou finalnej plazmy.

17. Odstrante utesnenie dosticky a vlozte dosticku na nosic.

Velkost davk Nosi¢

elkos .dav v Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek Typ

24,48, 96 Multiflex 19-24 Dosti¢ka s hlbokymijamkamina 5

doc¢asnu plazmu

18. ZacCiarknite poli¢ko Intermediate Plasma plate has been spun (DoCasna plazma bola odstredena) a potom
vyberte polozku OK.

19. Overte, Cipristroj ML STAR vykondva automatizované kroky.
20. Ked'vas na to vyzve aplikacia Workflow Manager, ubezpecte sa, Ze na nosnej plosine systému ML STAR nie
sU Ziadne prekazky, aby bolo mozné vylozit nosice.
21. Na vylozZenie ploSiny vyberte polozku Unload (VyloZit).
22. Po zobrazeni vyzvy aplikaciou Workflow Manager vyprazdnite nosice a ploSinu.
23. Vyberte dostic¢ku s hlbokymijamkami na finalnu plazmu.
24. Skontrolujte pripadny vyskyt chyb tykajlci sa dosticky:
* Nekonzistentné objemy v kazdej jamke. Predpokladany objem je 900 ul.
* ViditeIné bunkové pelety.
* Nadmerna hemolyza.

Ak spozorujete abnormalne viditelné bunkové pelety alebo nadmernt hemolyzu, zruste platnost
ovplyvnenej vzorky na konci metédy izolacie plazmy alebo pouZite aplikdciu Batch Manager. Dalsie
informacie o aplikacii Batch Manager si precitajte v softvérovej prirucke k systému VeriSeq NIPT Solution v2
(¢. dokumentu 1000000067940).

25. Po zobrazeni vyzvy aplikaciou Workflow Manager vyberte polozku OK.
26. Zadajte komentare o dotknutych jamkach a potom vyberte polozku OK.
27. Vykonaijte niektory z nasledujucich krokov.

* Ak chcete pokracovat extrakciou cfDNA, vyberte polozku Yes (Ano).

* Akchcete postup prerusit, vyberte moznost Exit (Skongit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dosti¢ku s konec¢nou plazmou zaplombujte a skladujte priteplote 2°C az 8 °C
maximalne 7 dni.

Extrakcia cfDNA

Priprava

1. Vizualne skontrolujte Skatule na extrakciu a prislusenstvo a overte, €i neuplynul datum exspiracie supravy.
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2.

w

o

o

© ®© N

10

1.

12
13
14

Pripravte si nasledujuce reagencie. Oznadte skimavky zasobnikov a zdsobniky s hilbokymijamkamindzvami
reagencii.

Reagencia Skladovanie = Pokyny
Dosticka s hibokymi 2°Caz8°C V pripade predchadzajuceho skladovania nechajte
jamkami, findlna plazma 30 minut odstat, aby sa dosiahla izbova teplota.

Odstredujte rychlostou 1000 x g 20 sekund.
Pred pouzitim otvorte dosti¢ku s hilbokymi jamkami so
findlnou plazmou.

Pomaly pridajte 3,75 ml proteinazového pufra do kazdejreagencnej liekovky s proteinazou K.
* Pripravte si 3 liekovky na 24 a 48 vzoriek.
* Pripravte si 4 liekovky na 96 vzoriek.

Uzavrite liekovky s proteindzou K a miesajte ich obsah v mixéri az do resuspendacie.

A UPOZORNENIE

Snazte sa nekontaminovat gumovul zardzku. Ak sa na gumovu zarazku dostanu iné latky, hrozi
riziko kontamindacie buducich vzoriek.

Nalejte pripravenu proteinazu K zo vSetkych liekoviek do reagenénej skimavky a oznacte ju ako
JProteinaza K".
Pridajte 100 mI 100 % EtOH do kazdej reagencnej flase s obsahom premyvacieho pufra Il.
* Pripravte si1flaSu na 24 a 48 vzoriek.
* Pripravte si 2 flaSe na 96 vzoriek.
Prekldpanim flias s premyvacim roztokom |l premiesSajte ich obsah.
Zaciarknite policka na flasiach s premyvacim roztokom II.
Oznacte 1 novu dosticku s Uplnou obrubou Stitkom Intermediate (DoCasnad) a aplikujte ¢iarovy kdd dosticky.
. Oznacdte 1 novu dosticku s Uplnou obrubou Stitkom cfDNA Elution (Eldcia cfDNA) a aplikujte ¢iarovy kéd
dosticky.
Oznacte 1 novu dosticku s hibokymijamkami Stitkom Extraction Intermediate (DoCasna extrakcia)
a aplikujte Ciarovy kod dosticky s hlbokymijamkami.
. Na dosti¢ku viazucu DNA aplikujte ¢iarovy kod dosticky.
. V pripade kupelov s 24 a 48 vzorkami utesnite foliou nepouzivané jamky.

. Pripravte si 70 % roztok EtOH (70 % EtOH, 30 % voda bez obsahu DNazy/RNazy) na Cistenie vakuového
systému.

Dokument €. 1000000078751 v08 SLK 25276
NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO



Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

15. Vakuovy systém pripravte podla nasledujicich pokynov.
a. Odpojte vakuové potrubie a vycistite ho 70 % roztokom EtOH.
Necistite tesnenie EtOH — v opa¢nom pripade hrozi riziko poSkodenia materialu.
b. Vyprazdnite odpad z vdkuového systému.

c. Overte, Cije vakuovy systém ML STAR zapnuty.

Postup

1. Na spustenie extrakcie cfDNA vyberte moznost OK.

2. Aknie je otvorena aplikacia VeriSeq NIPT Method:
a. Otvorte nastroj AppLauncher a vyberte polozku VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT).
b. Zadajte ID davky a meno pouzivatela a vyberte moznost OK.

3. Podla nasledujuceho navodu viozte $picky do nosic¢a na $picky a vyberte moznost OK.

A UPOZORNENIE

Nez spustite metddu pre davky s 24, 48 a 96 vzorkami pridajte plny stojan 8-kanalovych $piciek.

Velkost davky vzoriek NTO;;é Draha Polozka Umiestnenie
24 Spicka 1-6 1000 pl $picky 1
7-12 300 pl Spicky 1
48 Spicka 1-6 1000 pl Spicky 1,2
7-12 300 pl Spicky 1
96 Spicka 1-6 1000 pl $picky 1,2,3,4
7-12 300 pl Spicky 1

4. Podla nasledujiceho navodu viozte spocitané $picky do nosi¢ov na Spicky.

Nosié
Velkost davky vzoriek T Draha Polozka Umiestnenie
yp
24,48, 96 Spicka 49-54 1000 pl Spicky 1
300 pl Spicky 2
50 pl Spicky 3

5. Zadajte umiestnenie prvej a poslednej $picky pre kazdy stojan so $pickami a potom vyberte moznost OK.
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6. Naskenujte Ciarové kddy Skatule na extrakciu.

7. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby, ktora pripravovala reagencie, a potom vyberte moznost OK.

8. Naskenujte Ciarové kédy Skatule s prisluSenstvom.

9. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby, ktora pripravovala reagencie, a potom vyberte moznost OK.

10. Overte upevnenie ¢iarovych kddov.

11. Podla potreby odstrante tesnenie dosticky s hlbokymijamkami s findlnou plazmou.

12. Podla nasledujiceho navodu vliozte dosticky (Ciarovymi kddmi smerujicimi doprava) do nosic¢a dosticiek
a vyberte moznost OK.

Velkost .

, Nosic i . . .
davky T Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek yp

24,48, 96 Multiflex 19-24 Nova dosti¢ka s plnou obrubou, docasna, 1
oznacena &iarovym kédom
Nova dosticka s plnou obrubou, elicia fcDNA, 2
oznacena Ciarovym kédom
Nova dosticka s hibokymijamkami, docasna 4
extrakcia, oznacena Ciarovym kddom
Dosti¢ka s hibokymi jamkami, finalna plazma, 5
oznacena Ciarovym kédom

13. Overte, Cije dosticka viazuca DNA oznacena Ciarovym kodom a vyberte moznost OK.

14. V pripade Ciastkovych davok na dostic¢ke aplikujte upravené tesnenie na nepouzivané jamky
(stipce 4 — 12 v pripade davok s 24 vzorkami a stipce 7 - 12 v pripade d4vok so 48 vzorkami).

15. Vlozte dostic¢ku viazucu DNA do vakuového manifoldu s iarovym kédom smerujicim doprava.

16. Nez vlozite viazucu dostiCku do manifoldu BVS, skontrolujte, ¢i jamky nie su upchané/zablokované.

To by mohlo narusit tok reagencii v prostredi vakua.

17. Ak pouzivate davky s 24 alebo 48 vzorkami, zakryte nepouzivané jamky a utesnite ich féliou. Zaciarknite
policko Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Su stipce dosticky viazucej DNA utesnené?) a potom
vyberte moznost OK.

18. VloZzte skumavky na reagencie do nosi¢a reagencii podla nasledujuceho postupu a potom vyberte moznost
OK.

Velkost davk Nosic¢
. o Draha Polozka Umiestnenie

vzoriek Typ

24,48 Reagencia 47 16 ml eluény pufer (Elution Buffer) 1

11 ml proteindza K (Proteinase K) 2

96 Reagencia 47 16 ml elu¢ny pufer (Elution Buffer) 1

15 ml proteindza K (Proteinase K) 2
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illumina

19. Podla nasledujiceho navodu preneste stanovené reagencie do zasobnikov s hlbokymi jamkami.

20. Vyberte moznost OK.

Velkost davky
vzoriek

24, 48

96

Nosic
Typ
Hlboké jamky

Hlboké jamky

Draha

39-44

39-44

Polozka

125 ml premyvaci roztok Il
(Wash Buffer )

125 ml premyvaci roztok |
(Wash Buffer )

60 mI1100 % EtOH

100 ml lyzaény pufer
(Lysis Buffer)

60 ml vody bez obsahu
DN&zy/RNazy

200 ml premyvaciroztok I
(Wash Buffer )

125 ml premyvaci roztok |
(Wash Buffer )

100 m1100 % EtOH

100 ml lyzaény pufer
(Lysis Buffer)

100 ml vody bez obsahu
DNazy/RNazy

21. Pockajte na dokoncenie automatizovanej kontroly objemu reagencie.

Umiestnenie

22. Overte, Cije vakuova odpadova flasa prazdna (odporuca sa naplnenie do polovice) a vyberte moznost OK.

23. Overte umiestnenie vSetkych nosi¢ov, laboratérneho vybavenia a reagencii a na obrazovke Extraction Deck
Verification (Overenie extrakénej plosiny) vyberte moznost OK.

24. Pristroj ML STAR pocas automatizovanych krokov sledujte.

f’f Je nevyhnutné, aby ste platnost preteceni vzoriek, ktoré systém nedokazal detegovat, manudlne
zrusili predtym, nez dbjde ku kontaminacii okolitych jamiek.

25. Po dokoncéeni kroku zavereéného vdkua vytiahnite dosti¢ku viazucu DNA a vycistite spodny povrch 70 %

roztokom EtOH.

26. Utesnite vSetky nezakryté jamky na dostic¢ke viazucej DNA a vlozte dosti¢ku viazucu DNA do prazdnej
dosti¢ky s hilbokymijamkami a findlnou plazmou.

27. Odstredujte zostavu dosti¢ky viazucej DNA/dosti¢ky s findInou plazmou rychlostou 5600 g 10 minut

s aktivovanou brzdou.
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28.
29.

30.

31.

32.
33.
34.

35.
36.
37.

38.
39.

40.
41.
42.
43.

Vyberte moznost OK.

Pocas odstredovania dosti¢ky viazucej DNA dokondite Cistenie vdkuového systému:
a. Odpojte vakuové potrubie a vyberte moznost OK.

b. Pockajte na dokoncenie automatickej likvidacie odpadu.

c. Vycistite vakuovy manifold a vnutro vdkuového systému 70 % roztokom EtOH, a potom nainstalujte
vakuovy manifold.

d. Zadciarknutim policka Manifold is on Vacuum (V manifolde je podtlak) spustite prenos elu¢nej dosticky
vo vakuovom manifolde. Potom vyberte moznost OK.

Po dokonceni odstred'ovania otvorte jamky obsahujiuce vzorky na dosti¢ke viazucej DNA.

Umiestnite dosti¢ku viazucu DNA na dosti¢ku na ellciu cfDNA, ktord sa nachddza na vdkuovom manifolde.
Vlozte dosticku viazucu DNA s Ciarovym kédom smerujicim doprava a vyberte moznost OK.

Pristroj ML STAR pocas automatizovanych krokov sledujte.

Po dokonceni kroku inkubacie zaciarknite policko Plates are assembled as indicated (Dosti¢ky su zostavené
podla indikacie). Overte, i sa zostava dosti¢ky viazucej DNA/dosticky na eliciu cfDNA nachadza na
fixaénom podstavci (ak to centrifuga vyzaduje).

Utesnite nezakryté jamky dosti¢ky viazucej DNA.

Odstredujte rychlostou 5600 g 2 minuty s aktivovanou brzdou a potom vyberte moznost OK.
Vizualne skontrolujte dostic¢ku na eldciu cfDNA z hladiska konzistentnych objemov v kazdej jamke.
Predpokladany objem je priblizne 55 pl.

Utesnite a odlozte dosticku na elliciu cfDNA na Ucely pripravy kniznice.

Po zobrazeni vyzvy aplikacie Workflow Manager overte, i sa na nosnej plosSine pristroja ML STAR
nenachddzaju ziadne prekdzky, aby mohlo zariadenie ML STAR vyloZit nosice.

Na vyloZenie plosiny vyberte polozku Unload (VyloZit).

Vylozte vSetky nosice a vycistite plosinu pristroja ML STAR, a potom vyberte moznost OK.
Zadajte komentare o dotknutych jamkach a potom vyberte polozku OK.

Vykonajte niektory z nasledujucich krokov:

* Ak chcete pokra&ovat pripravou kniznic, vyberte moznost Yes (Ano).

* Ak chcete postup prerusit, vyberte moznost Exit (Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dosticku na eluciu cfDNA zaplombujte a skladujte ju priteplote -25°C az-15 °C
maximalne 7 dni.
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Priprava kniznic

Priprava

1.

Vizualne skontrolujte balenie na pripravu kniZnic a balenie s prisluSenstvom, aby ste sa ubezpecili, ze
supravy nie su po datume exspiracie.

Pripravte si nasledujuce reagencie. Oznaclte zasobnikové skumavky a zasobniky s hlbokymijamkami

nazvamireagencii.
Reagencia

Zmes A-Tailing Mix

cfDNA Elution Plate
(Dosticka na eluciu
cfDNA)

End Repair Mix
(Zmes na opravu
koncov)

Hybridization Buffer
(Hybridizaény pufer)

Ligation Mix (Liga¢na
zmes)

NIPT DNA Adapter
Plate (Dosticka
adaptéra DNA NIPT)

Resuspension Buffer
(Pufer na
resuspenziu)

Sample Purification
Beads (Guloc¢ky na
purifikaciu vzorky)

Skladovanie

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C
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Pokyny

Nechajte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal, a potom kratko
odstredujte v centrifuge.

Uistite sa, Ze dosticka nebola skladovana dihsie
ako 7 dni a nechajte ju rozmrazit priizbovej
teplote. Vortexujte 1 minutu pri 1500 rpm.
Odstredujte v centrifuge 20 sekund pri1000 x g.

Nechajte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal.

Nechajte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal. Po pouziti vratte na
miesto skladovania.

Nechajte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal, a potom kratko
odstredujte v centrifuge.

Nechajte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte,
aby sa obsah premiesal. Odstredujte v centrifige
20 sekund pri 1000 x g.

Vortexujte, aby sa obsah premiesal. Po pouziti
vratte na miesto skladovania.

Nechajte 30 minut odstat, aby sa dosiahla izbova
teplota.

Pred kazdym pouzitim dékladne vortexuijte.
MieSajte vortexovanim alebo oto&enim, kym
vSetky gul6Cky nevytvoria suspenziu a zmes
neziska homogénny vzhlad.

30z76
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6.

A UPOZORNENIE

Pri odplombovani dosticky adaptéra DNA NIPT postupujte mimoriadne opatrne, aby ste predisli
krizovej kontaminacii jamok aerosélmi, ¢o mbéze spdsobit nespravne vysledky.

Ak bola dosti¢ka na ellciu cfDNA skladovana zmrazena, pripravte ju podla nasledujiceho postupu.

a. Nechajte rozmrazit priizbovej teplote.

b. Vortexujte 1 mindtu pri1500 rpm.

c. Odstredujte v centrifuge 20 sekund pri 1000 x g.

Oznacte jednu novu dosticku s plnou obrubou ndzvom ,Kniznice"” a nalepte na nu Ciarovy kéd dosticky.

Pripravte 80 % roztok EtOH z gistého EtOH. ZmieSajte 40 mI100 % EtOH a 10 ml vody bez Dndz/Rnaz.
Prevratte, aby sa obsah premiesal.

Skontrolujte, Ze riadenie teploty v systéme ML STAR je zapnuté.

Dilucia enzymov

1.

Skombinujte zmes A-Tailing Mix a pufer na resuspenziu v skimavke so skrutkovym uzaverom. Vortexuijte,
aby sa obsah premiesal, a potom kratko odstredujte v centrifuge.

Resuspension Buffer (ul)

Velkost davky vzoriek A-Tailing Mix (ul) (Pufer na resuspenziu)
24,48 900 1200
96 1800 2400
2. Skombinujte ligaénu zmes a pufer na resuspenziu v skimavke so skrutkovym uzaverom. Vortexujte, aby sa
obsah premiesal, a potom kratko odstredujte v centrifuge.
Ve Ligatndmes) torva resispena)
24,48 230 1713
96 440 3278
Postup
1. Vyberte moznost OK, aby sa zacala priprava kniznic. Ak nie je otvorena aplikacia VeriSeq NIPT Method
(Metdda VeriSeq NIPT):
a. Otvorte ndstroj AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT).
b. Zadajte ID davky a meno pouzivatela a potom vyberte moznost OK.
2. Skontrolujte, &ije pripraveny nasledujuci spotrebny material podla pokynov na obrazovke Reagent
Preparation (Priprava reagencii):
* Zmes A-Tailing, ligacna zmes a 80 % roztok EtOH
*  Guldcky na purifikaciu vzorky, zmes na opravu koncov a dosti¢ka adaptéra DNA NIPT
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3. Zaciarknite prislusné policka a potom vyberte moznost OK.
4. Naskenujte Ciarové kddy balenia na pripravu kniznice.
5. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby, ktora pripravuje reagencie, a potom vyberte moznost OK.
6. Naskenujte Ciarové kddy na baleni s prislu§enstvom.
7. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby, ktora pripravuje reagencie, a potom vyberte moznost OK.
8. Vlozte SpiCky do drziakov Spi¢iek podla nasledujuceho postupu a potom vyberte moznost OK pre kazdy
drZiak.
Velkost davky vzoriek DrziakTyp Draha Polozka Umiestnenie
24 Spicka 1-6 50 ul $picky 1
7-12 300 pl Spicky 1,2
48 Spicka 1-6 50 ul $picky 1,2
7-12 300 pl Spicky 1,2,3,4
96 Spicka 1-6 50 ul $picky 1,2,3,4
7-12 300 pl Spicky 1,2,3,4,5

9. Ak ste prerusili protokol po dokoncéeni postupu extrakcie cfDNA, vlozte spocitané Spicky do drziakov SpiCiek
podla nasledujiceho postupu.

Velkost davky vzoriek Drziak Typ Draha Polozka Umiestnenie
24,48, 96 Spicka 49-54 1000 pul Spicky 1
300 pl Spicky 2
50 ul Spicky 3

10. Zadajte umiestnenie prvej a poslednej $pic¢ky z kazdého zasobnika Spicieka potom vyberte moznost OK.

11. Skontrolujte, ¢i su prilepené Ciarové kody a vioZte dosticky (s Ciarovymi kédmi smerujicimi doprava) na
drZiak dosti¢ky podla nasledujiceho postupu. Potom vyberte moznost OK.

Velkost davky vzoriek Drziak Typ Draha Polozka Umiestnenie
24,48, 96 Multiflex 19-24 Dosti¢ka na eltciu 1
cfDNA, s ¢iarovym
kédom
Dosticka adaptéra DNA 2

NIPT, s ¢iarovym kédom

Nova dosti¢ka s plnou 3
obrubou a 96 jamkami,

kniznice, s Ciarovym

kéddom

Nové dosticky s plnou 4,5
obrubou a 96 jamkami
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12. Vlozte drziak na hlboké jamky podla nasledujuceho postupu a potom vyberte moznost OK.

Velkost davk Drziak
© ost.dav v Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek Typ
24,48, 96 Hlboka 39-44 50 ml 80 % roztoku EtOH 1
jamka v zadsobniku s hilbokymijamkami
Nové dosti¢ky s plnou obrubou 2,3,4,5

a 96 jamkami

13. Vlozte skumavky na reagencie do drziaka reagencii podla nasledujiceho postupu a potom vyberte OK.

Velkost davk Drziak
eiko ) e Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek Typ
24,48, 96 Reagencia 47 2,5 ml zmesina opravu koncov 1

(End Repair Mix)
Pripravena zmes A-Tailing 2
(celkovy objem)
Pripravena ligacna zmes 3
(Ligation Mix, celkovy objem)
10 ml gul'6¢ok na purifikaciu vzorky 4
(Sample Purification Beads)
12 ml hybridizaéného pufra 5
(Hybridization Buffer)

14. Zvysok z 12 ml hybridizaéného pufra (HT1) uskladnite v nddobe na zdruzovanie (pooling)

15. Uistite sa, Ze drziaky, laboratdrne vybavenie a reagencie su vioZzené podla pokynov, a potom vyberte
moznost OK na obrazovke verifikacie plosiny kniznice.

16. Polkajte, kym sa dokon¢&i automatizovana kontrola objemu reagencii.
17. Sledujte systém ML STAR pocdas automatizovanych krokov.

18. Ked'vas na to vyzve aplikacia Workflow Manager, ubezpecte sa, Ze na vkladacej ploSine systému ML STAR
nie su ziadne prekazky, aby mohol systém vyloZzit drziaky.
19. Ak chcete ploSinu vyloZit, vyberte moznost Unload (Vylozit).

20. Skontrolujte, ¢i je v kazdejjamke dosticky s kniznicami rovnaky objem.

A UPOZORNENIE

Ak sU objemy jamok nekonzistentné, moze to spdsobit nespravne vysledky zo vzoriek.

21. Priskladovani dosti¢ku s kniznicami zaplombujte a zaistite.
22. Vylozte drZiaky, vycistite ploSinu a potom vyberte moZnost OK.
23. Vlozte komentar k dotknutym jamkam a potom vyberte moznost OK.

24.Vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:
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* Ak chcete pokracovat v kvantifikacii kniznic, vyberte moznost Yes (Ano).

* Akchcete postup prerusit, vyberte moznost Exit (Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dosti¢ku s kniznicami pred uschovanim zaplombujte. Dosti¢ka s kniznicami je stabilnd az
7 dni od datumu pripravy pri teplote -25 °C az -15 °C.

Kvantifikacia kniznic
Priprava

1. Pripravte si nasledujlce reagencie:

Reagencia Skladovanie Pokyny

DNA Quantification 2°Caz8°C Chrante pred svetlom. Nechajte rozmrazit priizbovej
Reagent (Reagencia teplote 30— 150 minut.

kvantifikacie DNA) (Na zaciatku postupu pripravy kniznic sa odporuca

reagenciu vybrat.)
Vortexujte, aby sa obsah premie$al, a potom kratko
odstredujte v centrifuge.

DNA Quantification 2°Caz8°C Vortexujte, aby sa obsah premiesal, a potom kratko
Standard (Standard odstredujte v centrifuge.
kvantifikacie DNA)

Resuspension Buffer 2°Caz8°C Vortexujte, aby sa obsah premiesal.
(Pufer na
resuspenziu)
2. Ak bola dosti¢ka s kniznicami skladovana zmrazena, pripravte ju podla nasledujliceho postupu.
a. Uistite sa, Ze dosti¢ka nebola skladovana dlhsie ako 7 dni, a rozmrazte ju priizbovej teplote.
b. Vortexujte, aby sa obsah premiesal.
c. Odstredujte dosti¢ku pri ota¢kach 1000 x g T minutu.
10 minut pred pouZitim zapnite fluorometer.
Prilepte Ciarovy kdd dosticky na novu dosticku s 384 jamkami.

Prilepte Ciarovy kdd dosticky na novu dosticku s plnym lemom.
Postup

1. Vyberte moznost OK, ¢im zacnete kvantifikaciu.
2. Ak este nie je otvorena aplikacia VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT):

a. Otvorte Nastroj na spustenie aplikacii a vyberte moznost VeriSeqNIPT Method (Metdda VeriSeq
NIPT).
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b. Zadajte ID davky a meno pouzivatela a potom vyberte moznost OK.
Naskenujte Ciarové kddy na baleni s prislu§enstvom.
4. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby, ktora pripravuje reagencie, a potom vyberte moznost OK.

Vlozte $picky do drziaka Spic¢iek podla nasledujuceho postupu a potom vyberte moznost OK.

VeI'I‘(’cz:s)tr'iZal’(vky D;_?Zk Draha Polozka Umiestnenie
24,48 Spicka 1-6 Zasobnik 300 ul Spiciek 1
Zasobnik 50 ul $piciek 2
96 Spicka 1-6 Zéasobnik 300 pl $piciek 1
Zasobnik 50 ul Spiciek 2,3

6. Skontrolujte, ¢isu prilepené Ciarové kody.
V pripade potreby odplombujte dosti¢ku s kniznicami.

8. VlozZte dosticky (Ciarovym kddom smerujicim napravo) do multiflexového drziaka podla nasledujuceho
postupu a potom zvolte moznost OK.

Velkost davk Drziak
etk ) . Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek Typ
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nové dosticky s plnou obrubou, 1

s Ciarovym kédom

Nova dosticka s 384 jamkami, 2
s ¢iarovym kédom

Dosti¢ka s kniznicami, s ¢iarovym 3
kodom

Nové dosticky s plnou obrubou 4,5
a 96 jamkami

9. Vlozte skumavky na reagencie bez uzaverov do drziaka skimaviek podla nasledujuceho postupu a potom
vyberte moznost OK.

Velkost davky Drziak , . . .
. Draha PolozZzka Umiestnenie
vzoriek Typ

24,48, 96 Skumavka 46 DNA Quantification Standard 1
(Standard kvantifikdcie DNA)
DNA Quantification Reagent 2
(Reagencia kvantifikacie DNA)
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10. Vlozte skimavky na reagencie do drZiaka reagencii podla nasledujiceho postupu a potom vyberte OK.

Velkost davky
vzoriek

24,48, 96

Drziak
Typ
Reagencia

Draha

47

PoloZzka Umiestnenie
Nova skimavka na reagencie 1
(prazdna)

16 ml pufer na resuspenziu 2

11. Ak ste prerusili protokol po dokonéeni postupu Priprava kniZnice, viozte spoditané $picky do drziakov $piciek
podla nasledujliceho postupu.

12.
13.

14

17.
18.

19.

20

21.

—_

22
23
24
25

a.

Velkost davky
vzoriek

24,48, 96

Drziak
Typ
Spicka

Draha

49-54

Polozka Umiestnenie
1000 pl Spicky 1
300 pl Spicky 2
50 ul Spicky 3

Zadajte umiestnenie prvej a poslednej $pic¢ky z kazdého zdsobnika $piciek a potom zvolte moznost OK.

Uistite sa, ze drziaky, laboratérne vybavenie a reagencie su viozené podla pokynov, a potom zvolte
moznost OK na obrazovke overenia plosiny kvantifikacie.

. Pockaijte, kym sa dokoné&i automatizovana kontrola objemu reagencii.
15.
16.

Sledujte systém ML STAR pocas automatizovanych krokov.

Ked'vas na to vyzve aplikacia Workflow Manager, ubezpecte sa, ze na vkladacej ploSine systému ML STAR
nie su ziadne prekazky, aby mohol systém vyloZzit drziaky.

VyloZte dosticku s kniZznicami.

Ak chcete plosSinu vyloZit, vyberte moznost Unload (VyloZit).

Skontrolujte, ¢ije v kazdej jamke rovnaky objem.

b. Zaplombujte dosti¢ku s kniznicami a uskladnite ju priizbovej teplote, kym sa nedokonéianalyza tdajov z

fluorometrie.

Vylozte zostavajlce dosti¢ky s 96 jamkami a skontrolujte, €i su objemy v kazdejjamke rovnaké.

Hrubé chyby objemu mézu poukazovat na problém s krokmi pipetovania.

. Vylozte vSetky drziaky.

Zaplombujte dostic¢ku tesniacou fdliou.
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. Inkubujte 10 minut priizbovej teplote a chrante pred svetlom.

. Vycistite plosinu systému ML STAR a potom zvolte moZnost OK.
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26.

27.
28.
29.
30.

A UPOZORNENIE

Nelikvidujte reagencie kvantifikacie, kym neziskate Udaje. Reagencie budete potrebovat
v pripade, ked bude nutné zopakovat kvantifikaciu.

Po inkubacii odstrante féliovd plombu a dosti¢ku s 384 jamkami vlozte na Citacku mikrodosticiek. Ubezpecte
sa, ze ste pouzili fialovl dosticku adaptéra (Cast ¢. 0310-4336) dodanu spolo¢nostou Molecular Devices
alebo ekvivalentnu dosti¢ku, ak to pouzity pristroj umoznuje.

* Ubezpecte sa, Ze pozicia A1 je pri vkladani v lavom hornom rohu.
Dvojklikom na $ablénu VeriSeq NIPT ju otvorte v softvéri SoftMax Pro.
Zvolte moznost New Experiment (Novy pokus) na domovskej karte.
Zvolte moznost Read (Citat).

Exportujte Udaje vo formate XML dalej uvedenym spdsobom.

a. Pravym tlac¢idlom mysi vyberte mozZnost Plate (Dosti¢ka) a potom vyberte moznost Rename
(Premenovat).

b. Naskenujte ¢iarovy kdd dosticky na kvantifikaciu a potom vyberte moznost OK.

c. Vlavom hornom rohu obrazovky vyberte ikonu dosticky a z ponuky vyberte moznost Export
(Exportovat).

d. Zadiarknite policko Expt name (Nazov exportu), nastavte datum dosti¢ky na ,nespracované“ (raw),
nastavte vystupny format na XML a potom vyberte moznost OK.

e. Zadaijte cestu a nazov vystupného suboru a potom zvolte moznost Save (UloZit).

Pocitac so systémom Hamilton musi mat pristup k umiestneniu stiboru. Nepouzivajte v ceste aninazve

sUboru medzery.

Analyza

o oa WS

Na obrazovke Informacie o skenere v systéme ML STAR zadajte ID fluorometra.

Vlozte komentar k chodu fluorometra a potom vyberte moznostOK.

Prejdite k stboru kvantifikacie *.xml, ktory obsahuje fluorometrické Udaje, a potom vyberte moznost OK.
Skontrolujte vysledky analyzy Standardnej krivky a koncentracie vzorky a potom vyberte moZnost OK.

Ak je nutné dosti¢ku opatovne preskenovat, vyberte moznost Rescan (Preskenovat).
Vzorky su citlivé na pdsobenie ¢asu a svetla. V pripade potreby vykonajte okamzité preskenovanie.

6. Vlozte komentar k dotknutym jamkam a potom vyberte moznost OK.
7. Vyhodnotte vysledky a pokracujte podla uvedeného postupu.

* Aksu vysledky v stlade so $pecifikaciou, pokradujte na Zdruzovanie kniznic na strane 38. Specifikacie
najdete v tabulke Metriky a hranice kontroly kvality kvantitativheho vyjadrenia v Prirucke k softvéru
VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument & 1000000067940).

* Akvysledky nie su v sulade so Specifikaciou, systém metddu prerusi. Zopakujte postupy kvantifikacie od
Casti Priprava na strane 34.
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8. Vykonaijte jeden z nasledujucich krokov:
* Akchcete prejst na ZdruZovanie kniznic na strane 38, vyberte moznost Yes (Ano).

* Ak chcete postup prerusit, vyberte moznost Exit (Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dostic¢ku s kniznicami pred uschovanim zaplombujte. Dosti¢ka s kniznicami je stabilnd az
7 dni kumulativneho skladovania pri teplote -25 °C az -15 °C.

Zdruzovanie kniznic

Priprava

1. Pripravte sinasledujlice reagencie:

Reagencia Skladovanie = Pokyny
Hybridization Buffer -25°Caz Nechaijte rozmrazit priizbovej teplote. Vortexujte, aby sa
(Hybridizaény pufer) -15°C obsah premiesal. Po pouziti vratte na miesto skladovania.

2. Akbola dosti¢ka s kniznicami skladovana zmrazen3, pripravte ju podla nasledujuceho postupu.
a. Uistite sa, ze dosti¢ka nebola skladovana dlhsie ako 7 dni, a rozmrazte ju priizbovej teplote.
b. Vortexujte 1 mindtu pri 1500 rpm.
c. Odstredujte v centrifuge 20 sekind pri 1000 x g.
d. Pipetujte, aby sa obsah premiesal.

3. Oznacte prazdnu skimavku na zdruzovanie ako Skupina A. Pri 96 vzorkach oznacte druhu prazdnu
skimavku na zdruzovanie ako Skupina B.

4. Ulozte sinasledujuci program denaturacie v termalnom cykléri s nahrievanym priklopom.
a. Vyberte moznost predhriatia priklopu a nastavte teplotu na 102 °C.
b. Nastavte reakény objem na 50 pl.
c. Nastavte rychlost zmeny hodnoty na maximum (= 2 °C za sekundu).
d. Inkubujte 10 minut pri 96 °C a potom 5 sekund pri 4 °C.
e. Udrzujte priteplote 4 °C.

Postup

1. Dosti¢ku s kniznicami umiestnite do predprogramovaného termalneho cykléra a spustite program
denaturacie.
Nevykonavajte denaturaciu dostic¢ky s kniznicami pred tym, ako proces kvantifikacie schvalil metriky
kontroly kvality, pretoze mozno budete chciet kvantifikaciu zopakovat.

Odstredujte dosti¢ku s kniznicami v centrifuge 20 sekund pri 1000 x g.

3. Vyberte moznost OK, aby sa zacalo zdruzovanie kniznic.
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4. Aknie je otvorena aplikacia VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT):
a. Otvorte nastroj AppLauncher a vyberte VeriSeq NIPT Method (Metdda VeriSeq NIPT).
b. Zadajte ID davky a meno pouzivatela a potom vyberte moznost OK.

5. Zvolte koncentraciu skupiny (pool) a potom vyberte OK.
Cielova hustota klastra je 220 - 260 K/mm?Z.

POZNAMKA Koncentracie zdruzovania a/alebo objemy zdruzovania moze byt potrebné zvysit na 24
davok vzoriek, aby ste zachovali podobnu hustotu klastra ziskanu pri 48/96 davkach
vzoriek.

6. Akvas na to vyzve aplikacia Workflow Manager (ManaZzér pracovného postupu), vykonajte jeden
z nasledujucich krokov:

* Ak chcete nacitat harok Udajov na analyzu, vyberte harok Gdajov na analyzu suvisiaci s prislusnou
davkou a potom vyberte moznost Load (Nacitat).

* Ak chcete pouzit prednastavené hodnoty systému pre ostatné typy vzoriek, vykazovanie pohlavia alebo
typ vySetrenia, vyberte moznost Use Default (Pouzit prednastavené) pre kazdé nastavenie.
Informacie o vytvoreni harka Uudajov na analyzu najdete v Prirucke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2
(dokument & 1000000067940).

Vyberte Start (Spustit), ak chcete spustit ¢asovac denaturacie dosticky.

8. Nasadte $picky na drziaky Spic¢iek podla nasledujuceho postupu.

o, . Drziak , . . .
Velkost davky vzoriek T Draha Polozka Umiestnenie
yp
24,48, 96 Spicka 7-12 50 il $picky filtra 1

9. Vlozte dosti¢ku s denaturovanou kniznicou (Ciarovym kédom otocenym napravo) do multiflexového drziaka
podla nasledujuceho postupu a potom vyberte moznost OK.

Velkost davky Drziak

. Draha Polozka Umiestnenie
vzoriek Typ

24,48, 96 Multiflex 19-24 DostiCka s denaturovanou kniznicou 1
(s ¢iarovym kédom)

10. VloZzte skimavky na zdruzovanie do drziaka skiimavky podla nasledujuceho postupu a potom vyberte

moznost OK.
i L . Drziak i . . .
Velkost davky vzoriek T Draha Polozka Umiestnenie
yp

24,48 Skumavka 46 Nova 2 ml skimavka, Skupina A 1

96 Skumavka 46 Nova 2 ml skimavka, Skupina A 1

Nova 2 ml skiimavka, Skupina B 2
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11. Vlozte skimavky na reagencie do drZiaka reagencii podla nasledujiceho postupu a potom vyberte OK.

s . Drziak . . : .
Velkost davky vzoriek T Draha Polozka Umiestnenie
yp
24,48, 96 Reagencia 47 3 ml hybridizaéného pufra 1

12. Nasadte $picky na drziaky $piciek podla nasledujuceho postupu.

i . . Drziak i . ) .
Velkost davky vzoriek Typ Draha Polozka Umiestnenie
y
24,48, 96 Spicka 49-54 1000 pl Spicky filtra 1
300 pl Spicky filtra 2
50 pl $picky filtra 3

13. Zadajte umiestnenie prvej a poslednej $picky z kazdého zasobnika Spiciek a potom vyberte moznost OK.
14. Uistite sa, ze drziaky, laboratdérne vybavenie a reagencie su viozené podla pokynov.

15. Na obrazovke verifikacie plosiny zdruzovania zvolte moznost OK.

1

(e}

. Sledujte systém ML STAR pocas automatizovanych krokov.

17. Vlozte komentar k prislusnym jamkam a potom vyberte moznost OK.

18. Ked'vas na to vyzve aplikacia Workflow Manager, ubezpecte sa, Ze na vkladacej ploSine systému ML STAR
nie su ziadne prekazky, aby mohol systém vylozit drziaky.

19. Ak chcete plos$inu vylozit, vyberte moznost Unload (VyloZit).

20. Vylozte nosi¢ skumaviek.

21. Kazdu skumavku na zdruzovanie uzavrite, vortexujte a potom kratko odstredte v centrifuge.

22. Vyberte moznost OK.

23. Kniznice sekvenujte ¢o najskor po zdruzeni. Zaplombujte dostiCku s kniznicami a uskladnite ju pri teplote od
-25°C do -15 °C do 7 dni, aby sa umoznilo opatovné zdruzovanie.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, skimavky na zdruZovanie (pooling) uzavrite a skladujte pri teplote -25 °C az-15°C
maximalne 7 dni.

("4 4

Priprava zdruzenych kniznic na sekvenovanie

Priprava

1. Pripravte si nasledujluce reagencie:

Dokument €. 1000000078751 v08 SLK 40276
NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO



Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Reagencia Skladovanie Pokyny
Skumavky na -25°Caz-15°C Ak boli predtym skladované, nechajte ich rozmrazit
zdruzovanie priizbovej teplote.

Kratko vortexujte.
Kratko odstredte v centrifuge.

2. Pripravte systém sekvenovania novej generacie vyplnenim nasledujucich poli v module Local Run Manager

VeriSeq NIPT Module:

a. Nazov chodu

b. [Volitelné] Opis chodu
c. Ciarovy kéd skupiny
A UPOZORNENIE

Ciarovy kéd skupiny zadany v module LRM musi zodpovedat &iarovému kédu skupiny zadanému
v aplikacii Workflow Manager. Nespravne konfiguracie chodu softvér na analyzu zamietne a bude
sa vyzadovat opakovanie sekvenovania.

Dalsie informéacie o pouzivani modulu Local Run Manager VeriSeq NIPT Module najdete v Prirucke
k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument & 1000000067940).

Postup

1.

ZmieSajte nasledujuce objemy do kazety s reagenciami a pipetujte, aby sa obsah premiesal.

* Hybridiza¢ny pufer (900 pl)

* 450 pl skupiny A (450 pl)

Pokracujte v sekvenovani pouzitim systému sekvenovania novej generacie podla priru¢ky k systému.
Referenéna prirucka vasho pristroja na sekvenovanie novej generacie. Informacie k systému NextSeq

550Dx najdete v Referencnej priru¢ke pristroja NextSeq 550Dx (dokument ¢. 1000000009513) alebo
Pribalovom letaku pristroja NextSeq 550Dx (dokument & 100000004 3133).

Ked' sa zobrazi vyzva, potvrdte spravnu konfiguraciu chodu.d sa zobrazi
V pripade potreby tento postup zopakujte pre skupinu B.

* Ak chcete dosiahnut cielovy rozsah hustoty klastra, dostic¢ku s kniznicou mézete opatovne zdruzit
pouzitim inej koncentracie zdruzovania v systéme Hamilton. Opatovné zdruzenie zneplatni pévodnu
skupinu.

* Pripadne je mozné pomer skupiny k HT1 (450 ul + 900 i) upravit tak, aby sa dosiahol cielovy rozsah
hustoty klastra.

Sekvenovanie novej generacie

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 je mozné pouzivat so sekvenénym systémom novej generacie s nasledujicimi
Specifikaciami:
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* spracuje ¢itania z oboch koncov v pocte 2 x 36,

* kompatibilny s indexovymi adaptérmiv stiprave VeriSeq NIPT Sample Prep,

* dvojkanalovy chemicky proces,

* automatické generovanie suborov .BCL (nespracované Udaje zo sekvenéného pristroja),
* 400 mil. &itani z oboch koncov v ramci jedného chodu,

* kompatibilny so softvérom VeriSeq NIPT Assay Software v2.

Zariadenie NextSeq 550Dx je kompatibilné s rieSenim VeriSeq NIPT Solution v2.

Analyza udajov sekvenovania

Po dokondéeni sekvenovania sa Udaje sekvenovania automaticky odosIu do softvéru VeriSeq NIPT Assay
Software v2 na analyzu a vytvorenie spravy. Sprava zahfna klasifikacie kazdej vzorky v davke, ako aj
hodnotenie vSetkych metrik kontroly kvality chodu. Proces analyzy od dokonéenia sekvenovania po kone¢né
vysledky trva priblizne 4 hodiny pri davke 48 vzoriek. Podrobnosti o analyze Udajov a vystupnom subore najdete
v Priru¢ke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument ¢. 1000000067940).

Interpretacia vysledkov

Algoritmus VeriSeq NIPT Solution v2 vyuziva démyselny Statisticky model, ktory kombinuje niekolko typov
informacii z kolekcie fragmentov kniznice, ktoré boli sekvenované z oboch koncov. Tento model sa pouziva na
detekciu oblasti gendmu, ktoré su nedostato¢ne alebo nadmerne exprimované v kniznici kazdej vzorky.
Dolezitd je vSak skutocnost, Ze tento model zohladriuje to, ¢ije stupen nedostato¢nejalebo nadmernej
exprimacie kvantitativne konzistentny s udalostou aneuploidie vo fetdlnom genéme na Urovni fetalnej frakcie
odhadovanej pre kniznicu.

V pripade vSetkych chromozdmov sa Udaje sekvenovania z oboch koncov usporiadaju podla referencného
gendmu (HG19). Jedine¢né neduplikované zarovnané Citania su agregované do 100 kb skupin. Prislusné pocty
skupin sa upravia z hladiska skreslenia GC a podla predtym vytvoreného genomického pokrytia $pecifického
pre danu oblast. Pouzitim takychto normalizovanych poctov skupin sa odvodi Statistické skére pre kazdy
autozém formou porovnania oblasti pokrytia, ktoré méze postihnut aneuploidia, so zvySkom autozémov.
Logaritmus pomeru pravdepodobnosti (LLR) sa vypocita pre kazdu vzorku tak, Ze sa zohladnia tieto skdre na
zaklade pokrytia a odhadovanejfetdlnej frakcie. LLR predstavuje pravdepodobnost postihutia vzorky na
zaklade pozorovaného pokrytia a fetalnej frakcie verzus pravdepodobnost Ze vzorka v rdmci rovnakého
pozorovaného pokrytia ovplyvnena nebude. Vypocet tohto pomeru zohladnuje aj odhadovanu nepresnost vo
fetalnej frakcii. Po€as naslednych vypoctov sa pouziva prirodzeny logaritmus pomeru. Assay Software zhodnoti
LLR z hl'adiska kazdého cielového chromozdmu a kazdej vzorky na stanovenie uréenia aneuploidie.

Pocas vytvarania davky je potrebné pre kazdu vzorku definovat typ vzorky (jeden plod alebo dva plody), typ
skriningu (zakladny alebo celogendmovy) a vykazovanie pohlavnych chromozémov (Yes (Ano), No (Nie)
a SCA). Tieto moznosti spolo¢ne uréuju informacie vykazované za kazdu vzorku.
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V pripade vSetkych typov vzoriek uréuje typ skriningu vykazované autozomalne anomalie. V pripade
zakladného typu skriningu sa vykazuju iba udalosti chromozomalnej trizémie zahffiajice chromozémy 13,

18 a 21. V pripade celogendmového skriningu sa vykazuje celd alebo ¢iastoéna chromozomalna delécia alebo
duplikacia lubovolného autozomélneho chromozdmu. Dizka najmensej vykazovatelnej ¢iastocnej
chormozomalnej delécie alebo duplikacie je 7 Mb.

V pripade vzoriek s jednym plodom mébZete vykazovanie pohlavnych chromozdmov zakdzat. Systém mébzete
nakonfigurovat aj tak, aby vykazoval aneuploidie pohlavnych chromozémov s vykazovanim pohlavia
euploidnych vzoriek, alebo bez neho.

Ak v pripade vzoriek s dvoma plodmi vyberiete v ¢asti vykazovania pohlavnych chromozémov moznost Yes
(Ano), vysledok bude obmedzeny na vykazovanie pritomnosti alebo nepritomnosti chromozému Y v kniznici.
Aneuploidiu pohlavného chromozému nie je mozné vykazovat v pripade vzoriek s dvoma plodmi.

Vysledok ANOMALY DETECTED (ZISTILA SA ANOMALIA) indikuje pozitivitu vzorky z hladiska jednej alebo
viacerych anomalii konzistentnych s vybratym typom skriningu a moznostou vykazovania pohlavného
chromozému. Ked'sa zisti anomalia, sprava bude obsahovat opis anomalie v rdmci cytogenetického
oznamenia.

Systém VeriSeq NIPT Assay Software v2 vyuziva Statistické informacie generované pocas sekvenovania na
poskytnutie odhadu fetalnej frakcie (FFE) pre kazdu vzorku. Frakcia FFE je odhadovany plodovy komponent
cfDNA, ktory sa vramci analyzy obnovi a bude vykazovany ako zaokruhlené percento pre kazdu vzorku.
Priemerna Standardna odchylka tohto odhadu v ramci vSetkych vzoriek dosahuje hodnotu 1,3 %. FFE sa nesmie
pouzivat pocas izolacie na vylucenie vzoriek po¢as vykazovania vysledkov.

Na vytvorenie analyz chromozomalnej exprimacie systém VeriSeq NIPT Assay Software v2 vyuziva
individualizovany test spolahlivosti fetalnej aneuploidie (iFACT), t. j. dynamicku metriku prahovej hodnoty, ktora
indikuje, ¢i systém generoval dostato¢né pokrytie pri sekvenovani, a to s prihliadnutim na odhad fetalnej frakcie
pre kazdu vzorku. Negativne analyzy sa vykazuju iba vtedy, ak vzorka spifia prahovt hodnotu iFACT. Ak vzorka
nedosiahne tdto prahovud hodnotu, hodnotenie kontroly kvality (QC) uvedie hldsenie FAILED iFACT (ZLYHANIE
iFACT) a systém nebude generovat vysledok.

Okrem testu iIFACT systém VeriSeq NIPT Assay Software v2 poc¢as analyzy hodnoti aj niekolko dalSich metrik
QC. Dalsie metriky zahffiaji hodnotenie uniformity pokrytia na referenénych genomickych oblastiach

a distribuciu dizok fragmentov cfDNA. Hodnotenie QC zobrazi bud priznak QC, alebo zlyhanie QC v pripade, e
akdkolvek metrika bude spadat mimo prijatelného rozsahu. V pripade zlyhania QC systém nebude generovat
vysledok vzorky. Ak zlyha QC vzorky, vzorku je mozné znova spracovat za predpokladu, ze v skimavke na
odber krvi sa bude nachadzat dostato¢ny objem plazmy.

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 generuje Udaje na pouZitie v zaverecnej sprave. Jeho vystupom nie je
zaverecna sprava pre pacienta. Zakaznici su zodpovedni za charakteristiku a obsah zavereénej spravy, ktora sa
dorudi oSetrujucemu lekarovi. Spolo¢nost lllumina nenesie zodpovednost za spravnost znenia zaverecnej
spravy pre zdkaznikov.
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A UPOZORNENIE

Skontrolujte odhady fetalnej frakcie vSetkych vzoriek. Ak su odhady fetalnej frakcie podobné

v pripade vSetkych vzoriek v ramci chodu, je mozné, Ze doslo k amalgamacii vzorky, ktora ovplyvnila
vysledky. Obratte sa na oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina a poZiadajte o pomoc pri
rieSenitohto problému.

Vykonnostné charakteristiky

Nasledujuce Udaje uvadzané v ¢astiach s informaciami o klinickom a analytickom vykone boli generované
pouzitim protokolov a materialov uvadzanych v ndvode na pouzitie (pocinajlic plazmou). VSetky sekvenéné
Udaje tejto Casti boli generované v sekvenénom systéme NextSeq 500/550 alebo v sekvenénom systéme
NextSeq 550Dx s nasledujucimi charakteristikami:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx

Softvér NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
v pristroji

Verzia slipravy Suprava reagencii NextSeq 500/550 High  Suprava reagencii NextSeq 550Dx High

reagencii Output v2.5 (75 cyklov) Output v2.5 (75 cyklov)
Spbsob Chod sekvenovania 2 x 36, z oboch Chod sekvenovania 2 x 36, z oboch
sekvenovania  koncov, vrezime vysokého vykonu koncov, v rezime vysokého vykonu

Klinicka studia

Klinicka presnost testu VeriSeq NIPT Solution v2 bola hodnotena formou hodnotenia plazmatickych vzoriek od
tehotnych zien s tehotenstvami s jednym a dvoma plodmi. Vzorky boli ziskané z deidentifikovanych
plazmatickych vzoriek z banky, ktoré boli predtym spracované zo vzoriek periférnej celej krvi. Na zahrnutie do
Studie bolo zvazovanych viac nez 45 000 vzoriek. Tieto vzorky absolvovali predchadzajici prenatalny skrining
zamerany na detekciu fetdlnych chromozomalnych aneuploidii a ¢iastoénych delécii a duplikacii velkosti 7 Mb
alebo vacsej. VSetky vzorky z dotknutych tehotenstiev a podmnozina po sebe nasledujucich vzoriek

z neovplyvnenych tehotenstiev boli vhodné na testovanie v pripade, ak boli k dispozicii klinické vystupy a boli
splnené kritéria na vzorky. Subor testovacej analyzy obsahoval celkom 2335 vzoriek. Z uvedeného suboru bolo
2328 vzoriek z tehotenstiev s jednym plodom a sedem vzoriek z tehotenstiev s dvoma plodmi.

Spomedzi uvedenych vzoriek bola kontrola kvality po¢as prvej fazy analyzy dokonéenych sekvenénych udajov
neuspesna u 28 (1,2 %, 28/2335) vzoriek:

* 27 zlyhaniiFACT (jeden pripad XO, 26 bez ovplyvnenia)

* Jedno zlyhanie v désledku Udajov mimo predpokladaného rozsahu
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Demografické a tehotenské charakteristiky

Suhrnné informacie o materskom veku, gestaénom veku a trimestri tehotenstva uvadza Tabulka 7 za vSetky
vzorky v celogendmovom skriningu vratane vzoriek so znamou mozaikou. Vac¢sina (98 %) testovanych vzoriek
predstavuje vzorky z prvého trimestra tehotenstva.

Demografické udaje boli hodnotené medzi zakladnymi a celogendmovymi kohortami a nevykazovali ziadne
Statistické rozdiely. Demografické a tehotenské charakteristiky boli podobné bez ohladu na to, &i boli zahrnuté
zndme mozaiky, alebo nie.
Tabulka 7 Demografické a tehotenské charakteristiky

Celogenémovy skrining

Suhrnné statistické udaje i i i
(vratane znamych mozaik)

Podlet vzoriek 2307*

Matersky vek - v rokoch

Stredna hodnota 35,08
Standardna odchylka 4,04
Median 34,95

25. percentil, 75. percentil 32,31, 37,79
Minimum, maximum 20,22; 53,02

Gestacny vek pri odbere krvi-tyzdne

Stredna hodnota 10,93
Standardnd odchylka 1,20

Medidn 10,57

25. percentil, 75. percentil 10,29; 11,14
Minimum, maximum 10,00; 27,86

Trimester tehotenstva — n (%)

< prvy (< 14 tyzdnov) 2252 (98 %)
Druhy 54 (2%)
Treti (= 27 tyZzdriov) 1(0%)

* Findlne prezentované vzorky obsahovali 7 dvojciat.
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Klinicka uc¢innost

Vysledky analyzy VeriSeq NIPT Solution v2 boli porovnané s vysledkami klinického referenéného $tandardu.
Vysledky klinického referenéného Standardu vSetkych vzoriek (klinicka pravda) suviseli so stavom
chromozomalnej aneuploidie plodu a ¢iastoénymi deléciami a duplikdciami s velkostou 7 Mb alebo va&sou.
Vysledok klinického referenéného Standardu vzoriek zahrnutych do tejto studie zaviseli od chromozomalnej
analyzy alebo fyzického vySetrenia novorodenca s negativnym skriningom NIPT zaloZzenym na NGS. VySkoleny
personal $tudie vykonal klasifikaciu udajov klinického referenéného Standardu podla dokumentu Medical
Coding (Zdravotnicke ozna¢ovanie) od zadavatela.

Metody chromozomadlinej analyzy zahfiali karyotypizaciu, fluorescenénu hybridizaciu in situ (FISH) alebo
chromozomadlnu mikroanalyzu komparativnej genomickej hybridizacie (CMA). Chromozomalna analyza sa
uskutocnila pouzitim periférnej krvi alebo slin novorodencov alebo batoliat, vzoriek vyvojového tkaniva po¢as
tehotenstva (POC), amniocytov, chorionickych klkov, tkaniv z placenty alebo postnatédlnej pupoénikovej krvi.

Mozaicizmus je definovany ako pritomnost dvoch alebo viacerych bunkovych radov odliSnej chromozdmovej
skladby u jedinca. Bunkové rady pochadzaju z rovnakej zygoty. Typ a Urovefl mozaicizmu sa liSia a zavisia od
nacasovania udalosti mozaicizmu po¢as embryogenézy a vyvoja plodu. V rdmci prenatalnych diagnéz sa
vyskytuju rézne typy mozaicizmu v zavislosti od distribucie abnormalnych a normalnych bunkovych radov

v cytotrofoblaste, mezenchyme a plode.m Aj ked je mozné pozorovat mozaicizmus v ramci akejkolvek
chromozdmovej anomalie, prevalencia mozaicizmu v zriedkavych trizémiach je vy§sia nez v pripade trizémii
chromozémov 21,18 a 13 (T21, T18 a T13)." Pocas hodnotenia Gcinnosti boli pripady mozaicizmu zahrnuté do
celogendmovej analyzy, kedZe Uc¢elom tohto typu skriningu je detegovat zriedkavé autozomadlne aneuploidie
(RAA).

Uginnost zakladného skriningu

Anomalie v pripade zakladného skrinigu zahffaju T21, T18 a T13. Do analyzy bolo zahrnutych celkom
2243 vzoriek tehotenstiev s jednym a dvoma plodmi. VSetkych sedem tehotenstiev s dvoma plodmi bolo
spravne detegovanych ako T21 a nie sU uvadzané v nasledujucej tabulke.

Tabulka 8 Citlivost a Specificita testu VeriSeq NIPT Solution v2 pri detekcii trizomii 21, 18 a 13 v ramci
zakladného skriningu tehotenstiev s jednym plodom (okrem znamych mozaik)

T21 T18 T13
Citlivost > 99,9 % (130/130) >99,9% (41/41) > 99,9 % (26/26)
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (ClI) 97,1%, 100 % 91,4 %, 100 % 87,1%,100 %
Specificita 99,90 % 99,90 % 99,90 %
(1982/1984) (1995/1997) (2000/2002)

2-stranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %
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Uginnost analyzy v rémci zékladného skriningu, ako uvadza Tabulka 8, sa poéita s vyli&enim 64 vzoriek
ovplyvnenych RAA, autozomalnych &iastoénych delécii alebo duplikacii, alebo znameho mozaicizmu.
Uvedenych 64 vzoriek zahffhalo osem mozaik T21 a tri mozaiky T18. Pat z uvedenych 11 vzoriek bolo
identifikovanych ako postihnutych anomaliou detegovanou softvérom VeriSeq NIPT Assay Software v2.

Uginnosti celogenémového skriningu

V pripade celogendmového skriningu zahfiaju vSetky anomalie trizomie, monozdmie a Ciastocné delécie alebo
duplikacie velkosti 7 Mb alebo va&sej. Vzorky na celogendmovy skrining obsahovali 36 vzoriek so znamym
mozaicizmom. Celkom bolo testovanych 2307 vzoriek tehotenstiev s jednym a dvoma plodmi. VSetkych sedem
tehotenstiev s dvoma plodmi bolo spravne detegovanych ako tehotenstvad s anomaliou na chromozéme

21 a tieto tehotenstva neboli v nasledujucich tabulkach vykazované.

Uginnost celogenémového skriningu - akakolvek anomalia

Tabulka 9 Citlivost a $pecificita testu VeriSeq NIPT Solution v2 pri detekcii akejkolvek anomalie
v celogendmovom skriningu (vratane znamych mozaik)

Citlivost Specificita
Odhad % (n/N) 95,5 % (318/333) 99,34 % (1954/1967)
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (ClI) 92,7 %,97,3% 98,87 %, 99,61 %

Uginnost celogenémového skriningu v pripade zriedkavej autozomalnej aneuploidie

Tabulka 10 Citlivost a $pecificita testu VeriSeq NIPT Solution v2 z hladiska zriedkavej autozomalnej
aneuploidie (RAA) v celogendmovom skrinngu (vratane zndmych mozaik)

Citlivost Specificita
Odhad % (n/N) 96,4 % (27/28) 99,80 % (2001/2005)
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) 82,3%,99,4 % 99,49 %, 99,92 %

Uginnost celogenémového skrinigu - éiastoéné delécie a duplikacie

Tabulka 11 Citlivost a Specificita testu VeriSeq NIPT Solution v2 z hladiska ¢iasto¢nych delécii a duplikacif
velkosti 7 Mb alebo vacsej v ramci celogendmového skriningu (vratane znamych mozaik)

Citlivost Specificita
Odhad % (n/N) 741 % (20/27) 99,80 % (2000/2004)
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (Cl) 55,3 %, 86,8 % 99,49 %, 99,92 %
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Rozdiely v ucinnosti zakladného a celogendmového skriningu

Metodoldgia uréovania skére beznych trizémii a aneuploidii pohlavnych chromozémov je v ramci zakladného aj
celogendmového skriningu rovnaka. Zakladny skrining uplatiuje tento algoritmus iba na T21, T18 a T13.
Celogenomovy skrining ma vsak v ramci tejto metodoldgie Sirsi zaber a jeho hodnotenie sa vztahuje na vSetky
trizomie a RAA, ako aj na vSetky Ciastocné duplikacie a delécie.

Existuju dva zakladné rozdiely vykazovania uc¢innosti medzi zakladnym a celogendmovym skriningom. Po prvé:
pokial ide o celogendmovy skrining, vzorky so zndmym mozaicizmom (bezné trizémie a RAA, ako aj ¢iastocné
delécie a duplikacie) boli zahrnuté do metriky uc¢innosti. Po druhé: celogendmovy skrining méze preferen¢ne
vykazovat detekciu ¢iastocnej duplikacie alebo delécie v ramci Uplnej trizémie. Pritomnost Uplnej trizdmie okrem
Ciastocnej duplikacie alebo delécie je mozné pozorovat podla skére LLR uvadzané v doplnkovej spréve.

Zahrnutie mozaiky do celogenomoveého skriningu

Mozaicizmus je uvddzany ako obmedzenie tejto analyzy. Ked je mozaicizmus pritomny, plodovy signal
anomalie je obmedzeny, a preto moze byt detekcia bez narusenia celkovej $pecificity analyzy pomerne
naro¢na. Kedze vSak je mozaicizmus relevantnejsi pre $ir§i rozsah, vzorky s mozaicizmom boli zahrnuté do
celogendmového skriningu.

Spomedzi 64 vzoriek zahrnutych do celogenémového skriningu (nie vSak do zakladného skriningu) bolo
36 vzoriek podla klinického referenéného standardu identifikovanych ako vzorky s mozaicizmom. Spomedzi
tychto 36 vzoriek bolo 23 analyz, ktoré sa zhodovali s klinickym referenénym Standardom.

Ciastoéna delécia alebo duplikacia v porovnani s detekciou aneuploidie celého
chromozéomu

Systém VeriSeq NIPT Solution v2 ponuka moznosti ponuky tykajluce sa zdkladného skriningu aj
celogendmového skriningu. V ramci zakladného skriningu je vysledok ANOMALY DETECTED (ZISTILA SA
ANOMALIA) vykazovany iba vtedy, ked' sa zisti ipind anomalia na chromozémoch 21, 18 alebo 13 a ak s
splnené vsetky metriky kontroly kvality. V ramci celogendmového skriningu systém zistuje aneuploidiu vo
vSetkych autozémoch a udalosti delécie a duplikacie s hodnotou najmenej 7 Mb.

Ked pouzivate celogendmovy skrining a udalost celého chromozédmu a udalost CNV v rdmci toho istého
chromozému presiahne prahovud hodnotu LLR, systém udeli prioritu vykazovaniu udalosti ¢iastocnej delécie
alebo duplikacie pred analyzou celého chromozdému v pripade, ak velkost ¢iasto¢nej delécie alebo duplikacie
pokryje priblizne 75 % alebo mensiu ¢ast chromozdmu, v ktorom bola dana udalost zistena. Ak je detegovana
oblast ¢iasto¢nej delécie a duplikacie vac¢sia nez 75 % velkosti chromozdému, udalost sa vykazuje ako plna
trizdmia alebo monozdmia celého chromozému v pripade, ak su¢asne dbjde aj k prekro¢eniu prahovej hodnoty
LLR celého chromozdému. Vzhladom na uvedené mozu velké delécie a duplikacie, ktoré si mensie alebo
rovnajuce sa 75 % velkosti chromozému, naznacovat aneuploidiu celého chromozému.
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Vo v8etkych vzorkdach je skdére LLR pri klasifikacii celého chromozdmu dostupné v dopinkovej sprave. Skére LLR
je potrebné skontrolovat vzhladom na stanovenu hrani¢nd hodnotu na 95 % pravdepodobnosti detekcie pre
priemerné oblasti podla velkosti—test VeriSeq NIPT Solution v2 na strane 59 eSte pred interpretdciou
vysledku. Napriklad analyza CNV, v ramci ktorej skére LLR na Urovni chromozému presahuje hraniénud hodnotu,
poskytuje dalsi zaklad pre interpretaciu konzistentnu s aneuploidiou celého chromozému (priklad uvadza
Tabulka 12).

V ramci klinickej Studie existovali dve vzorky tehotenstva s jednym plodom s vyrazne velkymi duplikaciami
(jedna na chromozdéme 21 a jedna na chromozdme 18), ktoré boli mensie nez 75 % relativnej velkosti
chromozému (pozri Tabulka 12). Obidve udalosti boli namiesto Uplnej trizomie pre dany chromozdém
vykazované ako Ciasto¢né duplikacie. Skoére LLR pre tieto udalosti prekracovali hraniénd hodnotu konzistentne
s dotknutym vysledkom pre Uplnu trizémiu. V pripade analyzy ¢iastoénej duplikacie alebo uplnej trizémie
ponuka naslednd sprava pozitivnej analyzy NIPT konfirmac¢né testovanie pacienta v obdobi prenatdinej
diagnostiky.

Tabulka 12 Priklady udalosti velkej duplikacie identifikované pocas celogendmového skriningu

Klinicky vysledok Celogenomovy systémovy Velkost o , Skoére
. - % chromozomu
(pravda) vysledok anomalie (Mb) LLR
Vzorka  Trizémia 21, jeden Ciasto&na duplikacia na 21 22,50 48,9 19,43
1 plod
Vzorka  Trizémia 18, jeden Ciasto&na duplikacia na 18 47,00 60,2 12,99
2 plod

Preditajte si priruc¢ku k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (&. dokumentu 1000000067940), v ktorej najdete
dalSie informacie o metrikach kontroly kvality pouzivanych na vykazovanie vysledkov aneuploidie.

Pohlavné chromozomy

Vysledky pohlavnych chromozdmov zo systému VeriSeq NIPT Solution v2 boli porovnané s vystupom klinického
referenéného Standardu a ich zhrnutie obsahuje nasledujlica tabulka. Pre kazdy pohlavny chromozém v rdmci
kazdého vystupu klinického referenéného Standardu bola vypoc&itana percentualna zhoda. Percentudlna zhoda
bola pocitand ako pocet vzoriek, v rdmci ktorych sa analyza pohlavného chromozému VeriSeq NIPT Solution v2
zhodovala s klasifikaciou klinického referenéného Standardu, delené celkovym po&tom vzoriek v ramci rovnake;j
klasifikacie klinického referenéného $tandardu.
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Tabulka 13 Percentualna zhoda klasifikacie pohlavia plodu*

Fenotyp
Klasifikacia pohlavia z fyzického .

i’ ) Cytogenetické vysledky
plodu vysetrenia

novorodenca

. Karyo- . . .

Detegované e Zena Muz XX XY XO XXX XXY XYY Iné** Chyba
Anomalia XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
nebola
zistena
Anomalia XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
nebola
zistend
Zistend X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
anomalia
Zistena XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
anomalia
Zistena XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
anomalia
Zistena XYY 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
anomalia
Spolu 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Percentualn 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nevztahu- Nevztahu-
a miera je sa jesa
zhody

* P&t tehotenstiev s dvoma plodmi bolo spravne klasifikovanych ako tehotenstva s pritomnostou Y. Dve tehotenstva boli
spravne klasifikované ako bez pritomnosti Y.
** |né cytogenetické vysledky boli XXXXX a XXYY.

Pozitivna prediktivha hodnota a negativna prediktivha hodnota testu VeriSeq
NIPT Solution v2

Pozitivna prediktivna hodnota (PPV) a negativna prediktivna hodnota (NPV) testu ponukaju informacie

o schopnosti testu poskytovat zaklad na prijimanie informovanych klinickych rozhodnuti podla citlivosti testu,
jeho $pecificity a pravdepodobnosti postihnutia plodu trizémiou (prevalencia). Kedze hodnoty PPV a NPV
zavisia od prevalencie a prevalencia tykajlca sa tychto aneuploidii sa v ramci réznych populacii pacientov méze
odliSovat, hodnoty PPV a NPV boli vypocitané pre rozsah hodnovernych hodnét prevalencie na zaklade hodnot
citlivosti a Specificity zistenych pocas zakladného skriningu (bez znamej mozaiky) v ramci $tudie klinickej
presnosti. Tabulka 17 vychadza z celogenémového skriningu (so zndmou mozaikou).
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Tabulka 14 Prevalencia trizomie 21, PPV a NPV v ramci zakladného skriningu (okrem znamych mozaik)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,05 33,17 > 99,99
0,10 49,82 > 99,99
0,20 66,53 > 99,99
0,50 83,29 > 99,99
1,00 90,93 > 99,99
1,50 93,79 > 99,99
2,00 95,29 > 99,99

Tabulka 15 Prevalencia trizémie 18, PPV a NPV v ramci zakladného skriningu (okrem znamych mozaik)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,03 23,06 > 99,99
0,05 33,31 > 99,99
0,10 49,99 > 99,99
0,20 66,68 > 99,99
0,30 75,03 > 99,99
0,40 80,04 > 99,99
0,50 83,38 > 99,99

Tabulka 16 Prevalencia trizomie 13, PPV a NPV v ramci zakladného skriningu (okrem znamych mozaik)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 9,10 > 99,99
0,02 16,68 > 99,99
0,05 33,37 > 99,99
0,10 50,05 > 99,99
0,20 66,73 > 99,99

Tabulka 17 Prevalencia akejkolvek anomalie, PPV a NPV v ramci celogendmového skriningu (vratane znamych
mozaik)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 1,42 > 99,99
0,02 2,81 > 99,99
0,05 6,74 > 99,99
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Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,10 12,64 > 99,99
0,20 22,45 99,99
0,50 42,07 99,98
1,00 59,34 99,95
1,50 68,75 99,93
2,00 74,68 99,91

Distribucia fetalnej frakcie

Distribucia odhadov fetalnej frakcie testu (FF) VeriSeq NIPT Solution v2 Fetal Fraction zgenémového testu
s mozaikami je vyobrazena podla kategdrie vysledkov klinického referenéného $tandardu na Obrazok 1.

Obrazok 1 Distribucia fetalnej frakcie
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Fetalna frakcia VeriSeq NIPT Solution v2 (%)

5 vzoriek vykazovalo anomalie v roznych kategoriach.

Bezna trizdmia zahfia vzorky s trizomiou 21, 18 a 13.

Celogendmovy skrining zahfna vzorky s RAA alebo Ciastocnymi deléciami alebo duplikaciami.
Celkovy rozsah odhadov FF dosahoval hodnoty od 2 % do 34 % s medidnovou hodnotou 9 % a interkvartilovym
(1Q) rozsahom 6 % az 12 %. Medianovy odhad FF beznych trizémii a udalosti detegovanych celogenédmovym
skriningom je 8 % a v pripade SCA tdto hodnota dosahuje 9 %. Rozsah odhadov FF bol konzistentny pre vsetky
vystupy. Nedoslo k vyraznejSiemu posunu distribucie FF v ramci beznych trizomii, SCA, udalosti detegovanych
celogendmovym skriningom ani vSetkych vzoriek v celogendmovej analyze.
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Dosiahnuté vysledky pri tehotenstvach s dvojciat

Schopnost odhadu trizémie chromozému 13, 18 a 21 a chromozému Y v pripade
tehotenstiev s dvoma plodmi

V désledku nizkej prevalencie trizémie chromozdému 21, 18 a 13 v ramci tehotenstiev s dvoma plodmi bol iba
nizky pocet vzoriek tehotenstiev s dvoma plodmi dostupny na zaradenie do klinickej Studie. Na odhadnutie
ucinnosti testu VeriSeq NIPT Solution v2 v pripade tehotenstiev s dvoma plodmi sa pouzili modely in silico na
zaklade pozorovani z klinickych vzoriek na simulaciu populacii tehotenstiev s dvoma plodmi. Simulacia bola
konzistentnd s cielovou populdciou pouZzitia. Distriblcia fetdlnej frakcie bola stanovena z priblizne 4500 vzoriek
dvoch plodov a porovnana s distribuciou z priblizne 120 000 vzoriek tehotenstiev s jednym plodom. Distribucia
fetdlnej frakcie, podmienena stavom aneuploidie, bola stanovena z analyz vzoriek z tehotenstiev s jednym
plodom (1044 —trizomia 21, 307 — trizémia 18 a 192 - trizdmia 13). Kombinacia uvedenych dvoch distribucii
umozfiovala dedukovat detekciu aneuploidie u dvojciat. Boli simulované mnoziny dizygotnych

a monozygotnych dvojciat a vytvoril sa vazeny priemer reprezentujuciich prevalenciu v cielovej pouzitej
populdcii (2 dizygotné : 1 monozygotné) na uréenie odhadu citlivosti. Na stanovenie $pecificity boli simulované
skupiny nepostihnutych dvojciat.

Frakcia kazdej simulovanej vzorky postihnutej trizémiou (t. j. postihnuta frakcia) bola pocitana odliSne pre

kazdu kategdriu vzorky:

* Vpripade monozygotnych dvojciat bola postihnuta ¢ast kazdej vzorky nastavena na hodnotu 1,0, pretoze
v tomto pripade trizémia postihuje obidve dvoj¢ata.

* Vpripade dizygotnych dvojéiat sa predpokladalo postihnutie iba jedného dvoj¢ata (postihnutie obidvoch
dizygotnych dvojciat je extrémne zriedkavé). Hodnoty postihnutej frakcie boli simulované pouzitim znamej
distriblcie pomerov fetalnej frakcie podla uréenia z klinickych vzoriek pohlavne odlisnych dvojciat. Bol
pouzity konzervativny pristup, v ramci ktorého sa predpokladalo, Ze postihnuté dvoj¢a vzdy spomedzi
obidvoch dvojciat vykazuje najmensiu fetdlnu frakciu. Bol pouzity korekény faktor na fetdlnej frakcie
s priemernou hodnotou nizSou v tehotenstvach s trizémiou 13 a 18.

* Vpripade nepostihnutych dvoj¢iat bola postihnutd ¢ast kazdej vzorky nastavena na hodnotu nula.

V pripade dvojciat postihnutych trizémiou 18 alebo 13 bola fetalna frakcia koreSpondujlca s postihnutou
frakciou vzorky redukovana. Toto zmenSenie bolo proporcionalne s priemernou redukciou fetalnej frakcie
pozorovanou v klinickych Udajoch v ramci vzoriek trizomie 18 alebo 13 (jeden plod) v porovnani s euploidnymi
jednoplodymi tehotenstvami.

Celkova fetdlna frakcia a postihnuta frakcia kazdej simulovanej vzorky sa nasledne pouzili na vypocet skore
aneuploidie pouzitim Standardného algoritmu VeriSeq NIPT Solution v2. Citlivost bola poc&itana formou
stanovenia toho, ako ¢asti dosahovali skdre aneuploidie simulovanych postihnutych dvoj¢iat hodnoty vysSie,
nez stanovenad hrani¢na hodnota aneuploidie. Podobne aj $pecificita bola poc&itana formou stanovenia toho,
ako ¢asti dosahovali skére aneuploidie simulovanych nepostihnutych dvojéiat hodnoty nizSie, nez stanovena
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hrani¢na hodnota aneuploidie (Tabulka 18). 95 % intervaly spolahlivosti boli odhadnuté na zdklade poctu
skutoénych klinickych vzoriek dvojciat v pdvodnom subore Udajov, ktoré boli klasifikované ako postihnuté alebo
nepostihnuté relevantnou trizémiou.

Na odhadnutie chromozomadlnej citlivosti Y vo vzorkdch dvojciat boli simulované skupiny dvojciat XY/XY

a XX/XY. Bol vytvoreny vazeny priemer vyjadrujuci ich prevalenciu v cielovej populdcii pouzitia (1 XY/XY : 1
XX/XY). Na odhadnutie chromozomalnej $pecificity Y u dvojciat bola simulovana skupina dvoj¢iat XX/XX. Boli
simulované hodnoty celkovej fetalnej frakcie podla znamej distribucie fetalnej frakcie v klinickych vzorkach
dvojciat.

V pripade dvojciat XY/XY a XX/XY boli odhadnuté skére prislusného chromozédmu Y pomocou zndmeho vztahu
medzi fetalnou frakciou a skére chromozdmu Y v ramci klinickych vzoriek jedného plodu klasifikovaného ako
plodu muzského pohlavia. Pokial ide iba o dvojcata XX/XY, hodnoty ovplyvnenej fetalnej frakcie (u muzského
pohlavia) boli simulované pouzitim znamej distribucie pomerov fetalnych frakcii, ktoré boli pozorované medzi
dvoj¢atami z rovnakého tehotenstva, a podla urcenia z klinickych vzoriek dvojciat s nezhodnym pohlavim. Bol
vyuzity konzervativny pristup, v rdmci ktorého bola postihnuta frakcia vybrata tak, aby koreSpondovala

s mensim z dvojciat. V ramci kazdej simulovanej vzorky XX/XY bolo skére chromozému Y vynasobené
postihnutou frakciou.

V pripade dvojciat XX/XX boli skore chromozédmu Y ziskané zo skére pozorovanych v klinickych vzorkach
jedného plodu, ktory bol klasifikovany ako plod zenského pohlavia. Skére chromozdému Y a celkova fetalna
frakcia boli nasledne pouzité na klasifikaciu kazdej simulovanej vzorky ako vzorka s pritomnostou alebo
nepritomnostou chromozému Y pomocou $tandardného algoritmu VeriSeq NIPT Solution v2.

Citlivost bola vypocitana formou stanovenia frekvencie sprdvneho stanovenia simulovanych dvojciat XY/XY
alebo XX/XY ako vzoriek s pritomnym chromozémom Y. Specificita bola vypog&itana formou stanovenia
frekvencie spravneho stanovenia simulovanych dvojéiat XY/XY ako vzoriek s nepritomnym chromozémom Y.
95 % intervaly spolahlivosti boli odhadnuté na zéklade poctu skuto¢nych klinickych vzoriek dvojciat v pévodnom
sUbore Udajov, ktoré boli klasifikované ako vzorky s pritomnostou alebo nepritomnostou chromozému Y.

Tabulka 18 Odhady trizémie 21, 18 a 13 v simulovanej populacii tehotenstiev s dvoma plodmi

Trizomia 21 Trizomia 18 Trizomia 13 Pritomnost Y
Citlivost 96,4 % 95,7 % 93,6 % >99,9%
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (86,4 %, (68,3 %, (64,1%, (99,9 %, >
(cn 98,9 %) 99,4 %) 98,9 %) 99,9 %)
Specificita 99,9 % >99,9% >99,9% >99,9%
2-stranny 95 % interval spolahlivosti (99,8 %, > (99,9 %, > (99,9 %, > (99,7 %, >
(cn 99,9 %) 99,9 %) 99,9 %) 99,9 %)

Tabulka 18 obsahuje bodové odhady a odhadované 95 % intervaly spolahlivosti pre citlivost a $pecificitu testu
VeriSeq NIPT Solution v2 pri detekcii trizoémie 21, 18, 13 a pritomnosti Y v simulovanej populacii tehotenstiev

s dvoma plodmi konzistentnej s cielovou populaciou uréenia. Intervaly spolahlivosti boli odhadnuté na zaklade
poctu klinickych vzoriek dvojéiat s Uspesnym absolvovanim QC, ktoré boli klasifikované ako postihnuté alebo
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nepostihnuté relevantnou trizémiou. Vypocet citlivosti predpoklada, Ze dve tretiny postihnutych tehotenstiev
s dvoma plodmi su dizygotné s jednym postihnutym dvoj¢atom a jedna tretina postihnutych tehotenstiev
s dvoma plodmi je monozygotna s postihnutim oboch dvojciat.

Odhady uvaddzané v Tabulka 18 sa vztahuju iba na tehotenstva s dvoma plodmi. V dosledku eSte nizsej
prevalencie boli Udaje tykajuce sa tehotenstiev vy$Sieho radu (troj¢ata alebo viac plodov) nedostatoéné na
stanovenie vhodnych $tatistickych modelov na odhad presnosti detekcie aneuploidie.

Analyticka ucinnost

Presnost merania

Na hodnotenie a kvantifikdciu presnosti analyzy sa uskutoc¢nila opakovana analyza Gdajov pomocou
analytického softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 Analysis Pipeline z dvoch prechadzajucich studii vyuzitim testu
VeriSeq NIPT Solution:

* Studia reprodukovatelnosti na viacerych pracoviskéch, ktora sa skladala z troch chodov realizovanych
troma operatormi na troch pracoviskach pouzitim jednej Sarze reagencie, t. j. celkom devat chodov.

 Studia presnosti v ramcilaboratéria, ktoré sa skladala z 12 chodov na jednom pracovisku pouZitim dvoch
pristrojov ML STAR, dvoch systémov sekvenénych pristrojov a troch Sarzi reagencii na sekvenovanie.

Cielom Studie presnosti bolo kvantifikovat presnost analyzy vzhladom na trizomiu 21 (T21) a chromozém Y
a odhadnut variabilitu medzi réznymi pristrojmi, sipravamina pripravu kniznice a Sarzamireagencii na
sekvenovanie.

Vytvorila sa skupina T215 % fetdlnej frakcie formou kombinacie cfDNA extrahovanej z materskej plazmy od
tehotnych zien (s plodom postihnutym T21) a cfDNA extrahovanej z plazmy netehotnych zien. Taktiez sa
vytvorila skupina 10 % materskej fetalnej frakcie (plod XY, muzské pohlavie) cfDNA. Panel vzoriek pre kazdu
Studiu a kazdy chod zahfiial 4 replik 5 % fetalnej frakcie skupiny vzoriek s postihnutim T21a 20 replik 10 %
materskej fetdlnej frakcie poolu cfDNA. Testovanie sa uskutocriovalo 10 dni s celkom 21 chodmi v ramci dvoch
kombinovanych Studii.

T21a pritomnost chromozdmu Y boli vybraté na hodnotenie na zdklade reprezentativnosti klinickych
podmienok a komplexnosti detekcie anomalii. Velkost chromozdmu 21, ktory je najmensim [udskym
autozédmom, ma priamy vplyv na citlivost detekcie T21, a to najma v pripade nizkych hodnét fetalnej frakcie
(napriklad takych, aké boli pouzité v tejto studii). Chromozdm Y, ktory je pritomny v materskej plazme, je
poévodom vyluéne fetalny, Co znamena, Ze analyticka detekcia je teda jednoduchsia.

Pozorovana stredna hodnota a Standardné odchylky skére LLR chromozdmu 21 a normalizované
chromozomalne hodnoty chromozédmu Y (NCV) dokazuju, Ze Standardna odchylka repliky (SD) bola najva¢sim
zdrojom variability. Odchylky medzi pracoviskami, pristrojmi a Sarzami reagencie nepatrne zvysili hodnotu
variability (pozri rozdiel medzi celkovou SD a SD repliky, ktory uvddza Tabulka 19 a Tabulka 20).
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Tabulka 19 Suhrn Standardnej odchylky (SD) reakcie na sekvenovanie na viacerych pracoviskach
(reprodukovatelnost)

SD
Reakcia N Stredna hodnota T Celkové SD reprodukovatelnosti*
Skoére LLR chromozdému 21 36 34,43 11,36 11,36
ChromozémY —NCV 180 190,56 7,96 10,20

* Hodnota celkom zahffia variabilitu spésobenu pracoviskom, operatorom, chodom, diiom a replikou.

Tabulka 20 Suhrn presnosti reakcie na sekvenovanie v ramcilaboratéria

SD

Reakcia N Stredna hodnota . Celkové SD v ramci laboratdria*
repliky

Skoére LLR chromozdému 21 48 36,01 9,07 10,25

Chromozém Y —NCV 240 198,68 7,63 7,82

* Hodnota celkom zahffia variabilitu spésobenu sekvena&nym pristrojom, $arzou reagencie, operatorom, chodom, diiom

a replikou.

Uskutocnila sa dalSia Studia zamerana na porovnanie presnosti sekvenovania systémom VeriSeq NIPT
Solution v2 (celkova $tandardna odchylka) pouzitim prietokového &lanku 2.0 v porovnani s verziou 2.5. Studia
zahfnala dva typy prietokovych ¢lankov (v2.0 a v2.5), tri Sarze sekvenacénych suprav, Styri pristrojové systémy
a dva chody sekvenovania na celkovo 48 chodov na jedinom pracovisku. Jedna skupina sekvenovania bola
pripravena z dosti¢iek cfDNA, ktoré boli manualne pripravené. Panel vzoriek zahfnal 4 repliky 5 % fetalnej
frakcie skupiny vzoriek s postihnutim T21a 20 replik 10 % skupiny materskej fetalnej frakcie (plod XY) cfDNA.
Vysledky Studie uvadza Tabulka 21 a potvrdzuju, Ze neexistuje ziadny rozdiel v presnosti sekvenovania, ked'
pouzivate prietokové ¢lanky v2.0 alebo v2.5.

Tabulka 21 Suhrn presnostireakcie na sekvenovanie pomocou prietokového ¢lanku v2.0 v porovnani
s prietokovym ¢lankom v2.5

Pocet v2.0 - v2.5-

Reakcia Statisticky vysledok**
pozorovanifverzia celkova SD* celkova SD* yvy

Skoére LLR 96 9,56 8,44 Statisticky ekvivalentné

chromozému 21 (hodnota p = 0,25)

ChromozémY - 480 7,74 7,38 Statisticky ekvivalentné

NCV (hodnota p = 0,38)

* Hodnota celkom zahffa variabilitu spésobenu sekvenaénym pristrojom, Sarzou reagencie, chodom, dfiom a replikou.
**Na zaklade testu F zameraného na hodnotenie rovnakosti odchylok (mocnina Standardnych odchylok)
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Krizova kontaminacia

Krizova kontamindacia bola hodnotena v ramci postupu pripravy vzorky VeriSeq NIPT Solution. Plazmatické
skupiny/pooly od netehotnych Zien (XX) a dospelych muzov (XY) boli testované Sachovnicovym spdsobom na
dosticke s 96 jamkami (celkom na 4 dostickach). N = 48 zenskych a muzskych vzoriek na jednu dosticku, t. j.
celkom 192 Zenskych a 192 muzskych vzoriek. Ziadna zo Zzenskych vzoriek nepreukazala pokrytie chromozému
Y, ktoré by bolo Statisticky vysSie nez je odhadovana zakladna hodnota, ¢o znamena nulovu krizovu
kontaminaciu muzskymi vzorkami v ramci rovnakej dosticky. V ramci testu VeriSeq NIPT Solution bola
pozorovana nedetegovatelna krizova kontaminacia.

Potencialne rusivé latky

Vplyv potencialne rusivych latok bol v ramci testu VeriSeq NIPT Solution hodnoteny formou zhodnotenia
ucinnosti analyzy za pritomnosti takychto latok.

Do skupin (pool) plazmy odobratej od neovplyvnenych tehotnych (plod XX) boli kontrolne pridané bilirubin,
hemoglobin a triglyceridy (endogénne). Vykonalo sa ich testovanie vo dvoch koncentraciach pre kazdu
testovanu latku (n = 16 pre kazdu latku). Nebola pozorovana ziadna interferencia tykajuca sa ucinnosti analyzy.

Tabulka 22 Potencidlne rusivé latky (endogénne)

Testovacia NajniZsia testovana koncentracia Najvyssia testovana koncentracia
latka (mg/ml) (mg/ml)

Albumin 35 50

Bilirubin 0,01 0,15

Hemoglobin 100 200

Triglycerid 1,5 5

Prirodzene sa vyskytujuca materska genomicka DNA (gDNA) v plazme moéze taktiez potencidlne rusit u¢innost
analyzy, kedze ju je mozné extrahovat spolu s fetdlnou cfDNA. Genomické hladiny DNA na urovni 1,6,

3,3 a 4,9 ng/vzorka (koreSpondujice s 1, 2 a 3 Standardnymi odchylkami nad strednou o¢akdvanou
koncentraciou gDNA po uplynuti 7 dni skladovania celej krvi'?) boli pridané do cfDNA extrahovanej z materskej
plazmy odobratej od neovplyvnenych tehotnych Zien (s plodom XX). Vzorky boli ndsledne testované v ramci
testu VeriSeq NIPT (n = 16 pre kazdu koncentraciu). Za pritomnosti zvySenych hladin gDNA neboli pozorované
Ziadne rusenia tykajlce sa ucinnosti analyzy.

Dvadsat liekovych potencidlne interferujucich latok (exogénnych), ktoré sa bezne pouzivaju alebo predpisuju
pocas tehotenstva, bolo testovanych podla pokynov EP7-A2 (Testovanie interferencie v klinickej biochémii;
schvalené pokyny, druhé vydanie). Uvedenych 20 potencialne interferujicich Iatok bolo skombinovanych do
Styroch skupin/poolov, pridanych do materskej plazmy odobratej od neovplyvnenych tehotnych Zien (s plodom
XX) a testovanych pomocou testu VeriSeq NIPT (n = 16 pre kazdy pool). Za pritomnosti tychto exogénnych
latok neboli pozorované ziadne ru$enia tykajlce sa ucinnosti analyzy.

Dokument €. 1000000078751 v08 SLK 57276
NA DIAGNOSTICKE POUZITIE IN VITRO



Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Tabulka 23 Potencialne rusiveé latky (exogénne)

Skupina/pool 1 Skupina/pool 2 Skupina/pool 3 Skupina/pool 4
Acetaminofén Difenhydramin Albuterol Cetirizin
Acetylcystein Erytromycin Bupropién Dextrometorfan
Bisoprolol Guaifenesin Kofein Kyselina L-askorbova
Citalopram Heparin Sertralin Metoprolol
Desloratadin Lidokain Fluorid sodny Nadolol

Detekény limit

Detekény limit (LOD) je definovany ako Uroven fetalnej frakcie, ktora zodpoveda 95 % pravdepodobnosti
detekcie stavu zaujmu (napriklad T21). Na hodnotenie limitu LOD testu VeriSeq NIPT Solution v2 v ramci
réznych beznych podmienok boli uskutoénené Studie a Statistické analyzy.

Pravdepodobnost detekcie stavu zaujmu v postihnutej vzorke spracovanejtestom VeriSeq NIPT Solution v2
primarne zavisi od troch faktorov:

* fetalna frakcia,
* hibka sekvenovania,
* velkost a komplexnost genomickej oblasti zaujmu.

Za predpokladu konétantnej hibky sekvenovania je danu aberaciu jednoduchéie detegovat vo vzorke s vy$sim
percentom fetalnej frakcie nez vo vzorke s niz$im percentom fetalnej frakcie. A naopak — za predpokladu
konstantnej fetalnej frakcie je danu aberaciu jednoduchsie detegovat vo vzorke s va¢sou hibkou sekvenovania
nez vo vzorke s mensou hibkou sekvenovania. Aberacie v mensich alebo komplexnejsich genomickych
oblastiach je problematickejSie detegovat v porovnani's aberdciami vo vacsich alebo menej komplexnych
oblastiach (za predpokladu kongtantnej fetalnej frakcie a hibky sekvenovania).

S cielom urcit limit LOD pre detekciu T21 boli analyzované vzorky obsahujlice zmesi zdruzenych vzoriek T21

a zdruzené nepostihnuté vzorky. Dva typy vzoriek uréenych na analyzu boli zmieSané v ramci titracnych sériina
vytvorenie stiboru siedmich Urovni fetalnej frakcie (0, 2, 3, 4, 5, 6 a 10 %). Kazda uroven bola zastUpena celkom
10 replikami.

Na dalSie zvySenie rozliSenia mriezky fetalnej frakcie na analyzu LOD boli Udaje z tejto Studie obohatené udajmi
ziskanymi z dilucie in silico. Vplyvy experimentalnej dillicie a titracie boli simulované riadenym kombinovani
Udajov sekvenovania. Udaje z tejto titracie in silico pokryvali stibor 14 Grovni fetalnej frakcie (1,25, 1,50, 1,75,
2,00, 2,25, 2,50, 2,75, 3,00, 3,25, 3,50, 3,75, 4,00, 4,25 a 4,50 %) s 32 replikami na kazdu Uroveni. Na vysledné
Udaje bola pouzita analyza ProBit na uréenie limitu LOD pre T21.
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Nezavisle bol vytvoreny $tatisticky model s vyuzitim fetélnej frakcie, hibky sekvenovania a genomicke;j
velkosti/komplexnosti a sluzil ako pomébcka na predikciu pravdepodobnosti detekcie akejkolvek aberacie

v akejkolvek vzorke. Tento model bol vytvoreny z Udajov zodpovedajucich suboru 1405 vzoriek XY. Bolo
zistené, Ze limit LOD pre T21 podla predikcii tohto modelu vykazuje sulad s odhadom podla analyzy ProBit
uvedenymi vy$Sie. Na odhadnutie hodnét LOD tykajucich sa aneuploidii vo vSetkych autozémoch a Ciastoénych
delécii a duplikacii bol pouzity Statisticky model.

Obrazok 2 uvadza 95 % pravdepodobnost detekcie pre priemerné oblasti podla velkosti a autozomalne limity
detekcie vSetkych trizomii a vdetkych monozdémii.

Obrdzok 2 95 % pravdepodobnosti detekcie pre priemerné oblasti podla velkosti—test VeriSeq NIPT Solution
v2

Symboly uvadzaju autozomalny limit detekcie trizomii Symboly uvadzaju autozomalny limit detekcie monozémii
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2 O 9 1,47 13,6 1,71 13 & 3 1,68 16,5 2,94

3 < 5 1,41 13,8 1,99 14 i 12,7 2,68 14,7 2,82

4 A 7 1,82 15,2 2,39 15 v 9,8 3,07 16,4 3,69

5 v 7.6 1,60 17 2,14 16 10,7 3,10 15,3 3,54

6 [ ] 7.3 1,60 154 2,09 17 * 16,8 4,25 15,7 4,14

7 | | 6,6 1,73 14 2,25 18 < 3 1,98 11,3 3,02

8 * 58 1,63 14,8 2,25 19 (<] 15,5 5,01 27,5 6,26

9 A ] 1,97 13,6 2,37 20 5] 10,6 3,20 18,2 3,91

10 v 8,8 2,01 14,7 2,42 ba| @ 25 2,58 13,2 4,40

1 @ 12,2 214 15,7 2,35 22 ) 13,5 4,87 15,3 5,09
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RieSenie problémov

RiesSenie problémov so systémom VeriSeq NIPT Solution v2

Rezim
zlyhania
Nedostatok
vstupnej
plazmy
Zlyhanie

krvnej
skumavky

Mozny
vysledok
Zlyhanie
kontroly
kvality vzorky

Krv sa
neseparuje do
vrstiev

Interpretacia

Nedostatocény
objem plazmy.

Vzorka nebola
odstredena.

Nevhodné
skladovanie
vzorky alebo jej
preprava
(hemolyza
vzorky).

Odporucany krok

Opakovany odber

Overte, ¢i sa centrifuga
spustila a ¢i bola skimavka
odstredenda pozadovanou
rychlostou. Znova
odoberte vzorku.

Znova odoberte vzorku.

Komentare

ZaloZené na vizudlnej kontrole objemu
plazmy.

Zmrazené vzorky sa neseparuju.
Nevhodna preprava alebo skladovanie
mé&ze viest k hemolyze vzorky.
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Rezim
zlyhania
ZraZanie
alebo pomaly
tok vzorky

MozZny
vysledok

Kontaminacia
plazmy

Pretecenie
vzorky

Zlyhanie
hardvéru

Interpretacia

Jednotlivé vzorky
sa mOzu zrazit na
dosticke viazucej
NK v pripade, ak
dosSlo

k vyznamnej
kontaminacii
vzorky plazmy.

Nedostatoc¢na
vizudlna kontrola
kazdej skimavky
z hl'adiska
vhodnosti vzorky.

Nedostatocné
travenie
materidlu pocas
extrakcie.

Odporucany krok

Skontrolujte vzorku. Ak je
zvy$na plazma v skimavke
¢ervena alebo mliecna,
vzorku zruSte a vyZiadajte
si opakovanie odberu. Ak
je vzhlad vzorky normalny,
znova vzorku testujte.

Zruste platnost vSetkych
vzoriek v okolitych jamkach
ovplyvnenych pretecenim.

Vzorku pretestujte. Ak
problém pretrvéava v
mieste jamky s inymi
vzorkami, obratte sa na
oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti
[llumina.

Komentare

MbZe to znamenat aj to, Ze vzorky boli
pred spracovanim nespravne
prepravované alebo skladované.

Nevhodné vzorky vylucéte zo spracovania.
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Rezim
zlyhania
Zlyhanie
kontroly
kvality
analyzy
individualnej
vzorky

MozZny
vysledok
Zlyhanie
kontroly
kvality
sekvenovania

Nizka hodnota

FF alebo pocet

nevyli¢enych
umiestneni
(NES)

Interpretacia

Mozné priciny su
tieto:

Nepostacujuci
geneticky
vstup
Nespravny
prenos pocas

manipulacie so

vzorkami
Zlyhanie
sekvencnej
reagencie

Na spravne
vykazovanie nie
je generovany
dostatok Udajov.

Odporucany krok

Skontrolujte komentar ku
vzorke. Zistite, Ciu
predchadzajucich vzoriek
nebola podobna uc¢innost
vzhladom na polohu
dosti¢ky. Vzorku
pretestujte.

Plazmu pretestujte.

Komentare

Indikuje nedostatocény vstup vzorky alebo
nespravny prenos v pristroji ML STAR.
Nedostatoény geneticky materidl moze
pochadzat z nedostato¢ného mnozstva
bezbunkovej DNA v plazme alebo bunkovej
DNA, nasledkom ¢oho vznika nadmerna
dildcia vzorky na sekvenovanie.
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Rezim
zlyhania
Zlyhanie
kontroly
kvality pri
kvantifikacii.

Zlyhanie
zdruzovania
(pooling)

MozZny
vysledok
Zlyhanie
chodu
kvantifikacie.
Medianova
hodnota davky
je pod
minimalnou
hodnotou
Zlyhanie
chodu
kvantifikacie

Nepodarilo sa
dokongit
zdruZovanie
vzoriek

Interpretacia

Nedostatocna
vytaznost
procesu.

Zlyhanie
Standardnej
krivky.

Analyzou
zdruzovania sa
nepodarilo
vypocitat
spravne objemy
skupiny (pool).

Odporucany krok

Opakujte kvantifikaciu. Ak
dobjde opakovane k
zlyhaniu, obratte sa na
oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti
[llumina.

Opakujte kvantifikaciu. Ak
dbjde opakovane k
zlyhaniu, obratte sa na
oddelenie technickej
podpory spoloénosti
[llumina.

Vykonajte opakované
hodnotenie cielovej

koncentracie skupiny
(pool). Znova spustite
analyzu zdruzovania.

Komentare

Zlyhanie v oblasti metrik Standardnej krivky
indikuje problémy s pripravou kniznice (t. j.
pouzivanie etanolu inej nez biologickej
triedy) alebo problémy s procesom
kvantifikacie.
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VeriSeq NIPT Microlab STAR - rieSenie problémov

Krok
procesu

Vytvaranie
davky

Vytvaranie
davky

Chybovy

kéd

EMO0044 The Batch ID entered
contains forbidden
characters (Zadané ID davky
obsahuje zakazané znaky).

Chybové dialégové okno

EMO0051 The Batch ID is greater than
36 characters in length (ID
davky je dlhsie nez
36 znakov).

Opis

Systém VeriSeq NIPT
Solution v2 vo v8etkych
udajovych poliach
akceptuje iba &islice,
pismena, znaky
podciarknutia

a pomlcky.

Systém VeriSeq NIPT
Solution v2 obmedzuje
dizku ndzvov davok na
max. 36 znakov.

Pouzivatel'ské rieSenie

Zmente nazov davky a pouZite nazov,
ktory neobsahuje zvlastne znaky.

Zmente nazov davky a pouzite nazov,
ktory je kratSi nez 36 znakov.
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Krok
procesu

Vytvaranie
davky

Vytvaranie
davky

Vytvaranie
davky

Chybovy
kod
EM0076

EMO0118

Nepouziva
sa

Chybové dialégové okno

Unable to connect to
VeriSeq Onsite Server v2
(Nie je mozné pripoijit sa

k systému VeriSeq Onsite
Server v2)

This batch has been failed
and cannot be further
processed (Tato davka
zlyhala a nie je mozné ju
dalej spracovat).

This batch has already
completed processing.
Would you like to repool?
(Spracovanie tejto davky sa
uz dokoncilo. Chcete
opakovat zdruZzovanie?)

Opis

VeriSeq Onsite Server
V2 nereaguje ha
Udajové poZiadavky
aplikacie Workflow
Manager.

Stanovena davka
zlyhala a nie je mozné
ju dalej spracuvat.

Indikovana davka bola
spracovana pocas
zdruzovania. Jedinym
povolenym
spracovanim je
opakovanie
zdruzovania.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Overte, Cije zariadenie MLSTAR
pripojené do siete.

2. Overte, Cije zariadenie VeriSeq
Onsite Server v2 zapnuté.

3. Overte, Cisa zariadenie ML STAR
dokaze pripojit k serveru VeriSeq
Onsite Server v2 (prostrednictvom
prikazu ping).

4. Skontrolujte vakuovu odpadovu
flasu. Ak je odpadova flasa plna nad

polovicu svojho objemu, vyprazdnite ju.

5. Ak predchéadzajuce kroky nedokazu
vyriesit dany problém, obratte sa na
oddelenie technickej podpory
spolo¢nosti lllumina.

Zaznam o davke v systéme VeriSeq
Onsite Server v2 indikuje, Ze vybrata
davka zlyhala. Nie je povolené ziadne
dalSie spracovanie. Vytvorte dalSiu
davku s pozadovanymi vzorkami.

Tento postup vykonajte podla

nasledujucich pokynov.

« Vyberte polozku Re-Pool (Opakovat
zdruzovanie).

o Pred opakovanym zdruzovanim
zruste metoddu a overte spravnost
nazvu davky.
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Krok
procesu

Izolacia
plazmy

Izolacia
plazmy

Vkladanie
dosticky

Chybovy
kod
WP0087

EPO102

Nepouziva
sa

Chybové dialégové okno

Duplicate sample barcodes
loaded (Nacitali sa duplicitné
Ciarové kody vzorky).

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded (Vzorky stanovené
v harku so vzorkami neboli
vloZzené).

Venus Barcode Mask Error
(Chyba masky ¢iarového
kddu Venus)

Opis

Do systému boli
nacitané vzorky

s identickymi ¢iarovymi
kédmi.

Vzorky uvadzané

v harku so vzorkami
neboli zahrnuté do
naditanych ¢iarovych
kédov.

Workflow Manager
uplatriuje spravne
priradenie dosticky

k ddvke pomocou
masiek Ciarovych kédov
Venus.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Postupujte podla vyziev aplikacie
Workflow Manager a identifikuje
duplicitné vzorky.

2. Odstrante duplikaty a znova ich
oznadte Stitkom alebo ich vymernite.
3. Znova vloZzte vzorky.

1. Postupujte podla vyziev aplikacie

Workflow Manager a identifikuje

chybajuce vzorky.

2. Vykonaijte niektory z nasledujucich

krokov:

 Pridajte chybajlce vzorky do davky
a vzorky znova vioZte.

o ZruSte metddu a podla potreby
upravte harok so vzorkami.
Restartujte metddu.

1. Skontrolujte umiestnenie dosticky

a overte spravnost rozloZenia dosticky.

2. Overte, Cije vlozena dosticka
spravnou dosti¢kou z hladiska
indikovanej davky.
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Krok
procesu

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WEO0150

WEO0153

Chybové dialégové okno

Pressure in the vacuum
chamber is too low (Tlak vo
vakuovej komore je prili$
nizky).

Pressure in the vacuum
chamber is too high (Tlak vo
vakuovej komore je prili$
vysoky).

Opis

Workflow Manager
nebude pokracovat, ak
je tlak vo vakuovom
vedeni < 400 torrov.

Ak bude pred
regulaciou tlaku
namerany podtlak prili$
vysoky, hrozi riziko
poruchy systému.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Skontrolujte, ¢i vakuové vedenie nie
je zalomené aniinak upchané.

2. Otvorte svorky odpadového vedenia,
pockajte, kym sa tlak nevypusti

a potom svorky uzavrite.

3. Overte, sije zapnuty regulator vakua
a Cerpadlo.

4. Ak problém pretrvava, obratte sa na
oddelenie technickej podpory
spolo&nosti lllumina.

Na zadnej strane riadiacej jednotky
overte, &i su vSetky vakuové pripojenia
a vedenia spravne pripojené.
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Krok
procesu

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WE0996

Chybové dialégové okno

Vacuum failed to seal
(Nepodarilo sa utesnit
vakuum).

Opis

Nez budete
pokracovat, je potrebné
odstranit netesnost.

Pouzivatel'ské rieSenie

Tesnost overte pred tym, nez vyberiete
moznost OK .

1. Overte, Cije vizbova dosticka
zarovnana s vakuovym potrubim.
Rukou v rukavici riadne zatlacte na
vazbovu dosticku.

2. PoCuvajte Sum vakua a pozoruje tok
vody cez vazbovu dosticku.

3. V aplikacii Workflow Manager otvorte
traktografické zobrazenie. Ked bude
skuto&na hodnota tlaku najmenej

o 50 tlakovych jednotiek nizsia, nez je
tlak okolia, stlacenim tlacidla OK
pokracdujte extrakciou cfDNA.

4. Ak sa v ramci priradeného ¢asového
intervalu nedosiahne poZadovana
hodnota tlaku, vyberte moznost OK

a pokracujte nacitanim prvého lyzatu.
5. Po dokonceni davkovania lyzatu na
vazbovu dosticku metddu pozastavte.
Znova nainstalujte vazbovu dosticku

a rukou v rukavici na nu riadne zatlacte.
6. Ak lyzat nepretecie dostickou,
obratte sa na oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti lllumina.
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Krok
procesu

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WMO0219

EE0477

EE0519

Chybové dialégové okno

If Vacuum is on, manually

rest the pump. (Ak je

vakuum zapnuté, manualne

vypnite ¢erpadlo.)

An error has occurred while

moving a plate.
(ISWAP error) (Pocas

pohybu dostic¢ky sa vyskytla

chyba (chyba iISWAP)).

Scanned barcode does not
match Binding Plate barcode

on record (Naskenovany
Ciarovy kéd sa nezhoduje

s Ciarovym kodom vazbovej

dosticky v zazname).

Opis

Podtlak moze ostat
zapnuty pocCas
prerusenia metddy
v priebehu extrakcie.

Ak sa vyskytne chyba
iISWAP (pad dosticky,
neodobratie dostic¢ky
ap.), systém vés vyzve,
aby ste presun dosticky
vykonali manualne.

Vlozend vazbova
dosti¢ka sa nezhoduje
s Ciarovym kédom
odstranenej dosticky.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Na riadiacej jednotke vakua stlacte
tlaCidlo Power (Napajanie) na vypnutie
podtlaku.

2. Poc¢kajte 10 sekund a potom
opatovnym stlacenim tlacidla Power
(Napdjanie) zapnite vakuum.

Overte, Cije mozné dosti¢ku znova

pouzit (Ziadny rozliaty material).

» Ak nie, chod zruste.

e Ak dno, na dokonc¢enie manualneho
presunu dosti¢ky postupujte podla
zobrazenych pokynov.

Overte, ¢i sa vkladand dosti¢ka zhoduje
so zaznamenanym Ciarovym kédom
(prezrite si dennik vypisov a zameraijte
sa na oCakavany Ciarovy kod).
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Krok
procesu

Rozhranie
APl centra

Chybovy
kod
EA0372

EAQ774

EAQ0780

Chybové dialégové okno

Unable to connect to the
data server (Nie je mozné
pripojit sa k Udajovému
serveru).

Connection Error.

The API server connection
failed to validate (Chyba
pripojenia. Pripojenie k API
servera nebolo mozné
overit)

403: Invalid Request

The current transaction is
not valid (403: neplatna
poziadavka. Aktudlna
transakcia je neplatna).

Opis

VeriSeq Onsite Server
V2 nereaguje ha
Udajové poZiadavky
aplikacie Workflow
Manager.

VeriSeq Onsite Server
v2 prestal reagovat na
udajové pozZiadavky
aplikacie Workflow
Manager.

Odoslané udaje
porusuju logiku
systémového toku
pracovnych ¢innosti.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Overte, Cije zariadenie ML STAR
pripojené do siete.

2. Overte, Cije zariadenie VeriSeq
Onsite Server v2 zapnuté.

3. Overte, &isa zariadenie ML STAR
dokaze pripojit k serveru VeriSeq
Onsite Server v2 (prostrednictvom
prikazu ping).

Uistite sa, Ze:

1. Overte, Cije zariadenie ML STAR
pripojené do siete.

2. Overte, &i sa zariadenie ML STAR
dokaze pripojit k serveru VeriSeq
Onsite Server v2 (prostrednictvom
prikazu ping).

3. Overte, Cije zariadenie VeriSeq
Onsite Server v2 zapnuté.

Preditajte si podrobnosti o chybe, kde

najdete dalsie informacie. Bezné

pric¢iny zahrfnaju vstupy, ktoré su prilis

dihé alebo porusuju ustanovenia
zoznamu povolenych znakov.
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Pribalovy letak k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Historia revizii

Dokument Datum Opis zmeny
Dokument ¢. August 2022 | Aktualizacia ¢isla ¢asti pracovného postupu
1000000078751 v08 Odstraneny pokyn na mieSanie pipetou v pripade, ze dosticka

s kniZznicami bola zmrazena.

Dokument ¢&. Maj 2022 Rozdelenie kapitoly Obmedzenia postupu do ¢asti Spravy

1000000078751 v07 systému VeriSeq NIPT Solution v2 a zahrnutie prvych dvoch
odrazok. Ostatny text je v novej hlavicke Obmedzenia analyzy.
Odstranené

o ,VeriSeq" zo vSetkych Stitkov na reagenciach.

» PouZitie ¢iarového kodu dosti¢ky na dosticke adaptéra
VeriSeq NIPT Adapter Plate v ¢asti Priprava kniznic.

Pridané

» Slovo ,certifikovana”k terminu ,voda bez DNaz/RN4az".

» Niektora z nasledujucich ¢&itaciek mikrodostic¢iek alebo
ekvivalentné zariadenie, SpectraMax M2, M3, M4, M5
a poznamka.

o V gasti VeriSeq NIPT Microlab STAR vysvetlenie postupu pri
udalosti spracovania chyb.

e Poznamka o vizualnej kontrole jamok.

o Pokyny pre davky 24 a 48 vzoriek vo v8etkych ¢astiach
protokolu.

» Kroky pri pouziti fialovej alebo ekvivalentnej dosticky
adaptéra.

» Doplnenie ¢asti Demografické Udaje a charakteristiky
tehotenstva vysledkami z prvého trimestra tehotenstva.

« Doplnenie $pecifikacii dosticky s hibokymijamkami o odolnost
proti skruteniu.

Aktualizované
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Dokument Datum Opis zmeny

« Vysvetlenie jedine¢nych ndzvov davok pre lepsiu prehladnost
a uvedenie prikladu.

» Symboly a formatovanie pozndmok, upozorneni a varovani.

 Vysledky Ciastkovych testov.

o Guanidin tiokyanat zmeneny na guanidin hydrochlorid.

e CVS zmenené na BVS (Basic Vacuum System, zakladna
vakuovacia sustava)

» Vysvetlenie pouzivania celogenémového vySetrenia a skore
LLR.

- Specifikacie: Specifikacie skimaviek na reagencie, dosticiek
s hlbokymi jamkami, dosti¢iek s 384 jamkami, dosticiek

s 96 jamkami
Dokument €. August 2021 Aktualizovana adresa autorizovaného zastupcu v EU.
1000000078751 v06
Dokument €. December Casti Zasady postupu, Varovania a preventivne opatrenia
1000000078751 v05 2020 a Oznacenie produktu boli aktualizované a doplnené dalSimi

vysvetleniami s cielom splnit regulaéné poziadavky.

MensSie aktualizacie obsahu protokolu, aby zodpovedal
aktudlnemu $tylu a usporiadaniu podla spolo¢nosti lllumina.
V Casti Presnost analytického vykonu bol opraveny opis
chromozému 21z, druného najmensieho ludského autozému“
na ,najmensiludsky autozém”.

Do &asti Priprava na izolaciu plazmy a Interpretacia vysledkov
sa pridali vyhlasenia, ktoré sa tykaju nespravneho pouzivania
zasobnikov a rizik zmieSania vzoriek.

Pridali sa nové Cisla Casti servera a softvéru vramci vydania
nového modelu servera a aktualizacii Cisel Casti softvéru.

Do protokolu a informacii o rieSeni problémov sa pridali
upozornenia tykajuce sa rieSenia a prevencie pretecenia
vzoriek.

V &asti Standard kvantifikdcie DNA v rdmci balenia

s prislusenstvom boli aktualizované ucinné latky v reagencii, aby
boli v sulade s kartami bezpe&nostnych udajov.

Aktualizovali sa konvencie na pomenovanie modulu Local Run
Manager VeriSeq NIPT s cielom konzistentnosti s ostatnou
dokumentaciou.

Pridala sa histodria revizii.
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Dokument

Dokument ¢.
1000000078751 v04

Dokument ¢.
1000000078751 v03

Dokument ¢.
1000000078751 v02

Dokument ¢.
1000000078751 v0O1

Dokument ¢.
1000000078751 v00

Datum

Oktober
2020

September

2020

Februar
2020

August 2019

M3aj 2019
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illumina

Opis zmeny

MensSie opravy.

Aktualizoval sa zoznam materialov, aby obsahoval Specifikacie
laboratérneho vybavenia so zndmymi kompatibilnymi
moznostami.

Aktualizovala sa prezentdcia informacii v ¢asti Klinicka tGc¢innost,
aby lepSie vystihovala rozdiely medzi zakladnym a
celogendmovym typom vysSetrenia.

Bola pridana nova ¢ast Rozdiely v Ucinnosti zakladného

a celogendémového vysetrenia.

Z Casti Zasady postupu boli odstranené rozporuplné informacie
o volitelnosti doplnkovej spravy.

V celom dokumente boli aktualizované konvencie pomenovania
softvéru VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 s cielom
Stylistickej konzistentnosti.

Aktualizovalo sa oznacenie adries spoloc¢nosti lllumina Australia
a lllumina Netherlands, aby zodpovedalo nedavnym zmenam.

Odstranil sa duplicitny krok v ¢asti Extrakcia cfDNA, ktory bol
spbésobeny chybou publikaéného softvéru.

Uvodné vydanie.

75276
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spoloc¢nosti Illumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina“) a su uréené
vyluéne na zmluvné pouzitie u zadkaznika v sUvislosti s pouzivanim vyrobku (vyrobkov) opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na
Ziadny iny ucel. Tento dokument a jeho obsah sa nesmu pouzivat ani $irit na ziadny iny Ucel a/alebo inak poskytovat, zverejriovat alebo
reprodukovat akymkolvek spésobom bez predchadzajlceho pisomného suhlasu spolo¢nosti Illumina. Spolo¢nost Illumina tymto
dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na zadklade patentu, ochrannej znamky, autorskych prav alebo prav podla zvykového prava, i
podobnych prav tretich stran.

Pokyny v tomto dokumente musia byt prisne a vyslovne dodrziavané kvalifikovanym a riadne vy$kolenym personalom, aby sa
zabezpecilo spravne a bezpecné pouzivanie tu popisaného vyrobku (vyrobkov). Pred pouzitim takéhoto vyrobku (vyrobkov) je nutné
precitat si cely obsah tohto dokumentu s porozumenim.

NEPRECITANIE VSETKYCH POKYNOV TU OBSIAHNUTYCH A ICH VYSLOVNE NEDODRZANIE MOZE MAT ZA NASLEDOK POSKODENIE
VYROBKU (VYROBKOV), ZRANENIE OSOBY VRATANE POUZ{VATELOV ALEBO INYCH 0SOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU
A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOENOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NEBEZPECNEHO POUZITIA TU UVADZANYCH
PRODUKTOV (VRATANE SUCASTI ALEBO SOFTVERU).

© 2022 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

VSetky ochranné zndmky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych vlastnikov. Informacie o konkrétnych ochrannych
zndmkach najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktné informacie

ul C€

lllumina 2797
5200 lllumina Way IVD Australsky zadavatel
San Diego, California 92122 USA lllumina Australia Pty Ltd
+1800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building
+1858 202 4566 (okrem Severnej Ameriky) EC | REP Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com . Melbourne, VIC 3000

o lllumina Netherlands B.V. .
www.illumina.com Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Holandsko

Oznacenie produktu
UplIné informacie o symboloch, ktoré sa nachadzaju na obale a oznaceni produktu, najdete vo vysvetlivkach
symbolov pre vasu sUpravu na stranke support.illumina.com na karte Documentation (Dokumentacia).

Suhrn informdcii o bezpeénosti a vykone (SSP) najdete na stranke https://ec.europa.eu/tools/eudamed po
spusteni stranky Eudamed (Eurépska databaza zdravotnickych zariadeni). Zariadenie je oznacené zakladnym
identifikatorom UDI-DI (0081627002NIPTRP).
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