FISA TEHNICA

VeriSeqg™ NIPT
Solution v2

Un test de secventiere
a intregului genom, accesibil,
complet

« Perspectiva cuprinzatoare asupra cromozomilor fetali
datorita unei game de teste extinse, validate intr-un
studiu clinic privind acuratetea care a inclus > 2300
de probe

« Performanta fiabild a testului’ cu rezultate exacte si
rapide si rate de esec scazute

« Solutie DIV simpla si adaptabila, care poate analiza 24,
48 sau 96 de probe intr-un ciclu de rulare

illumina

A se utiliza la diagnosticarea in vitro. Nu este disponibil in toate tarile si regiunile. M-GL-01319 RON v1.0 | 1
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Introducere

Testarea prenatala neinvaziva (NIPT) efectuata cu secventiere
de generatia urmatoare (NGS) furnizeaza rezultate de screening
fiabile pentru aneuploidiile cromozomiale fetale inca de la 10
saptamani de gestatie — dintr-un singur tub de sdnge matern?2.
VeriSeq NIPT Solution v2 se bazeaza pe puternica tehnologie
NGS de la lllumina care integreaza secventierea intregului
genom (WGS) in testele NIPT, extinzand astfel gama optiunilor
de teste pentru a include aneuploidii frecvente (cromozomii
21,18 si 13), aneuploidii autozomale rare (RRA), aneuploidii ale
cromozomilor sexuali (SCA) si duplicari si deletii partiale =7 Mb
pentru toti autozomii.

Combinand o gama larga de testare cu rezultate exacte si

cu rate de esec scazute, VeriSeq NIPT Solution v2 ofera un
screening cuprinzator al cromozomilor fetali, permitand decizii
de gestionare a sarcinii informate siin timp util'. Avand in
vedere ca furnizeaza reactivi, instrumente, software, instalare
siinstruire, VeriSeq NIPT Solution v2 este o solutie automata
si fiabild pentru realizarea NIPT pe plan intern (Figura 1 si
Tabelul 1).

Perspectiva completa asupra
cromozomilor fetali

Multe solutii pentru efectuarea NIPT in cadrul laboratorului

se concentreaza asupra screeningului pentru trisomiile din
cromozomii 21, 18 si 13, dar aceste afectiuni reprezinta numai
o portiune din anomaliile care pot aparea. Aceste teste nu vor
depista duplicarile si deletiile partiale =7 Mb care pot fi asociate
cu anomalii fetale si cu intarzierea dezvoltarii si care au o rata
de screening pozitiv de 0,12% cu NIPT. Aceste teste nu vor
detecta nici sarcinile pentru care rezultatul screeningului este
pozitiv pentru RAA, care poate fi asociat cu rezultate adverse,
inclusiv, printre altele, pierderea sarcinii, restrictia de crestere
intrauterina (IUGR), disomia uniparentald (UPD), travaliul
prematur spontan si anomalii fetale.®

VeriSeq NIPT
Workflow Manager

. 24, 48 sau 96 de probe

Tabelul 1: VeriSeq NIPT Solution v2, pe scurt

Parametru Descriere

Metoda Secventierea intregului genom
Pregatirea bibliotecii Fara PCR

Chimie Secventiere la ambele capete
Nr. de probe 24, 48 sau 96 per lot

Timp pana la raport ~ 26 de ore

Nr. de tehnicieni 1

7-10 ml dintr-un singur tub de sédnge

Specimen
matern

Starea aneuploidiei pentru toti
autozomii si cromozomii sexuali;
duplicari si deletii partiale 27 Mb
pentru toti autozomii

Analiza oferita

Performanta fiabila a testului

Avand In vedere acuratetea rezultatelor, timpul de raspuns
siratele de esec, VeriSeq NIPT Solution v2 da dovada de
o performanta excelenta.

Rezultate exacte

VeriSeq NIPT Solution v2 este validat pentru a stabili acuratetea
si fiabilitatea clinica. A fost efectuat un studiu de validare

cu probe de la sarcini afectate care au fost eligibile pentru
testare daca au fost disponibile rezultate clinice si au fost
indeplinite criterii de includere a probelor. Cohorta a inclus
varste gestationale de minimum 10 saptamani, probe cu fractii
fetale scazute si sarcini gemelare. Studiul a cercetat >2300

de probe materne cu rezultate cunoscute pentru trisomia 21,
trisomia 18, trisomia 13, RAA, SCA si duplicari si deletii partiale
=7 Mb pentru toti autozomii, utilizand VeriSeq NIPT Solution v2
si a comparat rezultatele cu date clinice de referinta reale.
Rezultatele au demonstrat o sensibilitate si o specificitate
ridicate pentru trisomii frecvente, RAA, duplicari si deletii
partiale =7 Mb pentru toti autozomii, 0 concordanta ridicata

a clasificarii sexului fatului cu rezultatul clinic si o rata scazuta
de esec al probelor la prima testare de 1,2% (Tabelul 2 si
Tabelul 3)".

illumina’

De la proba la analiza in ~1 zi

Recoltarea probei I1zolare Extractie

Pregatirea bibliotecii

Secventiere Analiza

Figura 1: Flux de lucru NIPT DIV complet — VeriSeq NIPT Solution v2 furnizeaza tot ce este necesar pentru NIPT utilizand NGS, inclusiv reactivi

pentru extractia ADN-ului, pregatirea bibliotecii si secventiere; instrumentele pentru a automatiza pregatirea bibliotecii si secventierea cu software-ul

Workflow Manager; un server local pentru securizarea stocarii datelor si analiza datelor; precum si un software de analiza a datelor capabil s& genereze

un raport care furnizeaza rezultate calitative.
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Tabelul 2: Performanta clinica a VeriSeq NIPT Solution v2!

Duplicari si
Trisomia 21°¢ Trisomia 18 Trisomia 13 RAAY deletii partiale Orice anomalie®
=7 Mb
L >99,9% o o o o 95,5%
Sensibilitate (130/130) >99,9% (41/41) > 99,9% (26/26) 96,4% (27/28) 741% (20/27) (318/333)

1 95% bilateral® 97,1%, 100% 91,4%, 100% 87,1%,100% 82,3%, 99,4% 55,3%, 86,8% 92,7%, 97,3%

99,90% 99,90% 99,80% 99,80% 99,34%

99,90% (1982/1984) (1995/1997) (2000/2002) (2001/2009) (2000/2004) (1954/1967)

Specificitate

I195% bilateral®  99,63%, 99,97% 99,64%,99,97%  99,64%,99,97%  99,49%,99,92%  99,49%,99,92%  98,87%, 99,61%

a. Performanta de baza a screeningului este raportata pentru T21, T18 si T13 si exclude 16 probe cu mozaicuri cunoscute si 49 de probe afectate de anomalii numai pentru
screeningul la nivel de genom; performanta screeningului la nivel de genom este raportata pentru RAA si duplicari si deletii partiale

0 pe baza metodei bazate pe scorul lui Wilson

. Sapte sarcini gemelare detectate corect drept T21 nu sunt raportate in tabel

. RAA exclude cromozomii 21, 18 si 13

. Orice anomalie include probe din screeninguri de baza si la nivel de genom pentru SCA

® Qo O T

Tabelul 3: Concordanta rezultatelor clasificarii sexului fatului cu testul VeriSeq NIPT Solution v2 cu referinta clinica’

Rezultatul fizic al nou-nascutului

Rezultatele testului VeriSeq

Rezultate citogenetice

NIPT Solution v2

Feminin Masculin

XX XY X0 XXX XXY XYY

Concordant cu procentajul 100% 100%

100% 100% 90,5% 100% 100% 91,7%

Rezultate rapide

VeriSeq NIPT Solution v2 ofera un flux de lucru rapid in trei
pasi pentru NIPT, care genereaza rezultate exacte in doar putin
mai mult de o zi (Tabelul 4). Urmand fluxul de lucru simplu si
automat, un tehnician poate analiza 24-96 de probe in <8 ore
cu timp de lucru minim. Secventierea directionata si metodele
bazate pe matrice tind sa aiba protocoale de laborator mai
indelungate, care necesita mai mult timp de lucru.

Tabelul 4: VeriSeq NIPT este gata In doar putin
mai mult de o zi

Pas Timp de lucru Timp total
Pregatirea probelor si N N
pregatirea bibliotecii 2ore 8ore
Secventiere ~ 15 minute. ~14 ore
Analiza datelor si »
generarea raportului N/A 4ore
Timp total ~ 2,25 ore ~ 26 de ore

Timpii efectivi depind de practicile de laborator individuale si pot varia;
N/A = nu se aplica.

A se utiliza la diagnosticarea in vitro. Nu este disponibil in toate tarile si regiunile.

Rate de esec al testului scazute

Esecurile testelor, In care nu se poate lua nicio decizie de
disomie sau de aneuploidie, sunt un factor important in
fiabilitatea si utilitatea clinica a NIPT. Ratele de esec al testului
NIPT variaza considerabil pe baza testului utilizat. Testele care
utilizeaza o abordare directionata sau o metoda polimorfica
simpla prezinta rate mai mari de esec la prima testare decat
NGSS8. VeriSeq NIPT Solution v2 utilizeaza WGS pentru a furniza
date ample despre toti cromozomii, fara a avea impact asupra
acuratetei si fara a creste ratele de esec sau de rezultate fals
pozitive. In studiul clinic de validare, rata de esec la prima
testare a fost de 1,2%." In practica din cadrul laboratorului,

va fi disponibila suficienta plasma din recoltarea de sange
initiala pentru a repeta fluxul de lucru VeriSeq NIPT, daca este
necesar.” S-a observat, printr-un studiu clinic de validare,

ca rata noastra de esec finala, la 0 a doua recoltare de sange,
a fost de 0,4%’.

Solutie DIV simpla si adaptabila

Testul VeriSeq NIPT Solution v2 integrat furnizeaza tot ce este
necesar pentru efectuarea analizei. Fluxul de lucru automat se
adapteaza cu usurinta pentru a analiza 24, 48 sau 96 de probe
intr-un ciclu de rulare, pentru a permite eficienta si flexibilitate
in gestionarea volumelor de probe. Laboratorul poate alege

sa ruleze screeningul de baza sau la nivel de genom pentru
fiecare proba in parte.
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Flux de lucru automat

Testul VeriSeq NIPT complet automatizat furnizeaza un flux
de lucru simplu care reduce la minimum timpul de lucru al
tehnicianului si potentialul pentru erori. Protocolul necesita
7-10 ml de sange integral periferic matern recoltat in tubul

de recoltare Streck (BCT) recomandat. Kiturile optimizate

de pregatire a probelor pentru VeriSeq NIPT contin reactivi

si etichete pentru pregatirea bibliotecilor de secventiere din
ADN liber circulant (cfDNA). Izolarea plasmei, extractia ADN-
ului acelular si pregatirea bibliotecii fara PCR, inclusiv crearea
placii de cuantificare, cuantificarea bibliotecii si combinarea
bibliotecilor, sunt automate pe VeriSeq NIPT Microlab STAR,
care este un sistem al Hamilton Microlab STAR configurat in
mod personalizat special pentru utilizarea in fluxul de lucru
VeriSeq NIPT. VeriSeq NIPT Workflow Manager, usor de
utilizat, controleaza toate aspectele pregatirii probelor, inclusiv
urmarirea probelor.

Secventiere

O proba de sange matern contine fragmente de ADN liber
circulant de diferite lungimi; citirile mai lungi sunt imbogatite
pentru ADN matern in timp ce citirile mai scurte sunt imbogatite
pentru ADN fetal (Figura 2)8. VeriSeq NIPT Solution v2 identifica
rapid si eficient lungimile tuturor fragmentelor de ADN liber
circulant dintr-o singura proba si aplica mai multa pondere
ADN-ului acelular mai scurt in algoritmul de analiza, utilizand
secventierea la ambele capete efectuata pe sistemul lllumina
NextSeq™" 550Dx, care combin& puterea NGS® cu randament
ridicat cu accesibilitatea unui sistem compact (Tabelul 5).

—— Fat
—— Mama
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0,010

0,000
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Dimensiunea fragmentelor

Figura 2: Comparatie a dimensiunilor fragmentelor de ADN liber
circulant matern si fetal - Secventierea la ambele capete diferentiaza
fragmentele de ADN liber circulant pe baza dimensiunii. Fragmentele
mai lungi sunt imbogatite pentru ADN matern, in timp ce fragmentele
mai scurte sunt imbogatite pentru ADN fetal.
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Tabelul 5: Cerinte privind performanta
instrumentului NDG

Parametru Specificatie
Lungime citire 2 x 36 bp
Tip de fisier de secventiere Fisier .BCL
Rezultatul secventierii ~ 400M citiri
Timp de rulare ~14 ore

24 sau 48 de probe intr-un

Multiplexare )
P ciclu de rulare

Analiza la fata locului

Analiza datelor este efectuata pe un server local VeriSeq v2
cu IVD VeriSeq NIPT Assay Software v2. Serverul proceseaza
automat datele de secventiere. Mai multe loturi de probe

pot fi plasate In asteptare pentru analiza pe un singur server.
Nu este necesar ca datele sa fie trimise in afara laboratorului
pentru analiza, economisind astfel timp si protejand
identitatea probelor.

VeriSeq NIPT Assay Software v2

VeriSeq NIPT Assay Software v2 filtreaza citirile si le aliniaza

cu un genom de referinta. Un algoritm avansat stabileste
densitatea citirii pentru fiecare cromozom (compartiment)

si ajuta la detectarea si la diferentierea aneuploidiei si

a duplicarilor si deletiilor partiale. De asemenea, software-ul
genereaza siraporteaza o estimare a fractiei fetale pentru
fiecare proba. Datele privind fractia fetala sunt combinate cu
acoperirea si alte intrari statistice generate in timpul secventierii
pentru a evalua starea aneuploidiei.

Pentru a obtine rate de esec al testului scazute, VeriSeq NIPT
Assay Software v2 include parametrul de notare a calitatii
probelor numit test individualizat al increderii privind
aneuploidia fetala (iIFACT). iFACT indica daca testul a generat
0 acoperire de secventiere suficientd, avand in vedere
estimarea fractiei fetale pentru fiecare proba, pentru a permite
o decizie de aneuploidie sau de duplicare si deletie partiale,
chiar si pentru probe cu fractie fetald scazuta.’® Aceasta
valoare-limita dinamica ii permite VeriSeq NIPT Assay Software
V2 sa raporteze cu privire la probele cu fractie fetala scazuta,
avand ca rezultat un nivel scazut de esecuri ale testului.’

A se utiliza la diagnosticarea in vitro. Nu este disponibil in toate tarile si regiunile.



VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Generarea raportului

Dupa analiza datelor, VeriSeq NIPT Assay Software genereaza
un rezultat ,Aneuploidie detectata” sau ,Nicio aneuploidie

20

detectata

pentru cromozomii testati din fiecare proba. Daca

se detecteaza o deletie sau o duplicare partialad, n raport sunt

afisate coordonatele exacte. Rezultatul informatiilor este un

fisier ,.tab” care poate fiintegrat cu un sistem LIMS existent.

Datele pot fi utilizate pentru a crea un raport clinic personalizat.

Punere n aplicare sprijinita complet

Pentru o integrare fara probleme in laborator, VeriSeq NIPT

Solution v2 include o instalare completa a sistemului de catre

un inginer de service pe teren din cadrul lllumina, precum si

instruire practica. Oameni de stiinta experti din cadrul lllumina

ghideaza personalul pas cu pas prin etapele de extractie

a probelor, de pregatire a bibliotecii, de secventiere si de

analiza (Tabelul 8). Cand laboratoarele sunt functionale,

echipa de Asistenta tehnica din cadrul lllumina furnizeaza

asistenta continua.

Tabelul 6: Instruirea cu privire la VeriSeq NIPT

Solution v2

Subiect

Detalii

Introducere cu privire
la VeriSeq NIPT
Solution v2

Seminar cu prezentarea generala a fluxului
de lucru si a analizei

» Ghid privind echipamentul auxiliar

« Ghid privind consumabilele

« Protocolul de recoltare a sangelui

« Protocolul de izolare a plasmei

Instruire privind
utilizarea
instrumentului

Instruire la fata locului
« Necesita un instrument instalat

Inspectie la
fata locului

Confirmare la fata locului

« Instalarea echipamentului auxiliar

« Reactivii necesari

« Conectivitatea componentelor sistemului

Instruire la fata locului

Test efectuat de un om de stiinta din

cadrul lllumina

« Probe de plasma artificiala pretestate cu
caracteristici de performanta cunoscute
(furnizate de Illumina)

» Ghidare pe parcursul fluxului de lucru
de testare de la izolarea plasmei pana la
utilizarea instrumentului si analiza datelor

« Instruire privind analiza datelor

Testarea
competentelor
la fata locului

Test efectuat de client

« Probe de plasma artificiala pretestate cu
caracteristici de performanta cunoscute
(furnizate de lllumina)

A se utiliza la diagnosticarea in vitro. Nu este disponibil in toate tarile si regiunile.

Rezumat
VeriSeq NIPT Solution v2 revolutioneaza accesibilitatea,
fiabilitatea si puterea NIPT. Noile laboratoare pot valorifica

NGS pentru rezultate ale NIPT rapide, fiabile si exacte,
cu rate de esec scazute.

Afla mai multe

VeriSeq NIPT Solution v2, www.illumina.com/VeriSegNIPT

Informatii pentru comanda

Produs Nr. de catalog
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 de probe) 20025895
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 de probe) 15066801
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 de probe) 15066802
VeriSeq NIPT Assay Software v2 20047024

. 20028403
Server local VeriSeq v2 50047000
BCT Streck pentru ADN acelular (CE) 15073345
Instrument NextSeq 550Dx 20005715
Set de reactivi cu debit mare NextSeq 20028870

550Dx v2.5, 75 de cicluri

Declaratie privind utilizarea preconizata

VeriSeq NIPT Solution v2 este un test de diagnosticare in vitro
destinat utilizarii ca test de screening pentru detectarea
anomaliilor genetice ale fatului la nivel de genom din probele
de sange integral periferic matern la femeile insarcinate aflate
la cel putin 10 saptamani de gestatie. VeriSeq NIPT Solution v2
utilizeaza secventierea intregului genom pentru a detecta
duplicarile si deletiile partiale pentru toti autozomii si starea
aneuploidiei pentru toti cromozomii. Testul ofera o optiune de
a solicita raportarea aneuploidiei cromozomului sexual (SCA).
Acest produs nu trebuie utilizat ca baza unica de diagnosticare
sau pentru alte decizii de gestionare a sarcinii.
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