VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Pribalovy letak

NA DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO.
Ucel urcenia

VeriSeq™ NIPT Solution v2 je diagnosticky test in vitro, ktory sa pouziva ako skriningovy test na detekciu
gendmovych anomalii zo vzoriek materskej periférnej plnej krvi tehotnych zien, ktoré st najmenej v 10. tyzdni
tehotenstva. Test VeriSeq NIPT Solution v2 vyuZziva sekvenovanie celého gendmu na detekciu ¢iasto¢nych
duplikacii a delécii vSetkych autozémov a stavu aneuploidie vSetkych chromozémov. Tento test pontka
moznost poziadat o vykazanie aneuploidie pohlavnych chromozémov (SCA). Tento produkt sa nesmie pouzivat
ako vyluény zaklad na diagnostiku alebo prijimanie inych rozhodnuti tykajucich sa manazmentu tehotenstva.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 zahffia nasledujice sucasti: modul spravcu pracovného toku VeriSeq NIPT
Workflow Manager v2 pre zariadenie VeriSeq NIPT Microlab STAR, supravu na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT
Sample Prep Kit a server VeriSeq Onsite Server v2 so softvérom VeriSeq NIPT Assay Software v2. Test VeriSeq
NIPT Solution v2 je uréeny na pouzitie so sekvenénym pristrojom novej generacie.

Suhrn a vysvetlenie analyzy

Abnormality fetdlnych chromozémov, obzvlast aneuploidia, ktora predstavuje abnormalny pocet
chromozdémov, su beznou pri¢inou zlyhania tehotenstva, vrodenych anomalii, oddialenia vyvoja a
intelektudlneho postihnutia. Aneuploidia ovplyviuje priblizne 1 z 300 narodenych deti, vyrazne vyssia miera
stvisi so spontannymi potratmi ¢i narodenim mftveho plodu.”? A donedavna existovali dva typy prenatalnych
testov tychto poruch: diagnostické testovanie alebo skrining. Diagnostické testovanie zahfha invazivne
postupy, ku ktorym patri napriklad amniocentéza alebo odber choriovych klkov. Tieto metody testovania patria
ku zlatému Standardu detegovania aneuploidie plodu. Tieto metddy su vSak sprevadzané rizikom potratenia v
rozsahu od 0,11 % po 0,22 %.3 Konvené&ny skrining na viacero markerov v sebe nenesie iadne riziko potratu,
lebo je neinvazivny, ale dosahuje niZsiu presnost ako diagnostické testy. Miera Uspe$ného detegovania trizémie
21. chromozému koliSe od 69 — 96 % v zavislosti od typu skriningu, veku matky a gestacného veku pri vykonani
testu.? Dolezity je viak fakt, Ze miera faloénej pozitivity dosahuje aZ priblizne 5 %, ¢o mdze viest k vykonaniu
invazivneho zakroku s cielom potvrdenia vysledku a zaroven riziku potratenia plodu v suvislosti s tymto
zakrokom.# Ultrazvukovym skriningom je tieZ mozné detegovat chromozomalne abnormality, ale vysledok je
interpretovany s eSte nizSou istotou, ako priinych metddach.

Aneuploidia choromozémov 21,18, 13, X a Y plodu moze byt detegovana s vysokou presnostou neinvazivnym
prenatalnym testovanim (NIPT) pouzitim sekvenovania celého genédmu na bezbunkovej cfDNA ziskanej z
plazmy tehotnej zeny v 10. tyzdni tehotenstva a neskor. Pri poslednej metaanalyze viacerych klinickych studii
sa vykazali zdruzené vazené miery detegovania a Specifity pre trizomiu 21 a trizémiu 18 u tehotenstiev s jednym
plodom nasledovne: trizémia 2199,7 % a 99,96 % a trizémia 18 97,9 % a 99,96 %, v uvedenom poradi.® Jedna zo
Studii navrhuje pouzitie testovania NIPT ako primarneho skriningu u vSetkych tehotenstiev, ¢o moze znizit
pocdet invazivnych postupov na potvrdenie vysledku az o 89 %.°
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Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Vzhladom na vyznamné znizenie miery faloSne pozitivnych vysledkov u testovania NIPT v porovnani's
konven¢nym skriningom zaloZzenym na viacerych markeroch vydali viaceré profesionalne zdravotnicke
organizacie vyhlasenia podporujlce pouzitie testovania NIPT vzhladom na niekolké indikacie.

Obzvlast organizacie International Society for Prenatal Diagnosis, American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG)/Society for Maternal Fetal Medicine (SMFM), American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) a European Society of Human Genetics/American Society of Human Genetics podporuju
ponuknutie testovania NIPT véetkym tehotnym Zzenam.”8°® Odportca sa poskytnutie poradenstva pred
vykonanim testu, informovaného suhlasu a diagnostického testovania na potvrdenie vysledku pozitivneho
skriningu cfDNA.*

Test VeriSeq NIPT Solution v2 je testom na neinvazivnu diagnostiku in vitro (IVD), pri ktorej sa pouziva
sekvenovanie fragmentov cfDNA v celom gendme vo vzorkach plnej krvi odobratej tehotnym zZenam, ktoré su
minimalne v 10. tyzdni tehotenstva. Test ponuka dve moznosti pre typy skriningu: zakladny a celogenémovy.
Zakladny skrining poskytuje informacie o stave aneuploidie iba u chromozdmov 21,18, 13, X a Y. Celogendmovy
skrining poskytuje informacie o ¢iasto¢nych duplikaciach a deléciach pre vSetky autozémy a o stave
aneuploidie pre vSetky chromozdémy. Oba skriningy poskytuju moznost vykazania aneuploidie pohlavnych
chromozémov (SCA) s vykazanim pohlavia alebo bez neho. MozZnost vykazania SCA je mozné vypnut. Ak sa
vypne moznost vykazovania SCA, nevykazuije sa ani pohlavie plodu. Dalsie informéacie o vykazovani pohlavia
najdete v Prirucke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940).

Zasady postupu

VeriSeq NIPT Solution v2 je automatizované rieSenie ur€ené na laboratérne neinvazivne prenatalne testovanie
(NIPT), ktoré pozostava z automatizovanej pripravy vzoriek a analyzy udajov ziskanych sekvenovanim. Suprava
na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit obsahuje Specializované reagencie na jedno pouzitie, ktoré sa
pouzivaju v zariadeni VeriSeq NIPT Microlab STAR na pripravu davok obsahujlicich 24, 48 alebo 96 vzoriek
uréenych na sekvenovanie novej generacie. Udaje sekvenovania z oboch koncov ziskané z celého genému st
analyzované Specialnym softvérom VeriSeq NIPT Assay Software v2 a ndsledne sa vytvori sprava obsahujuca
kvalitativne vysledky.

Pracovny postup pozostava z nasledujucich krokov: odber vzoriek, izolacia plazmy, extrakcia cfDNA, priprava
kniznice, kvantifikcia kniZnice, poolovanie (zdruZzovanie) kniznice, sekvenovanie a analyza, ktoré su opisané
detailnejsie:

* Odber vzoriek - 7 - 10 ml periférnej pinej krvi sa tehotnej Zene odoberie do skimavky na zber pinej krvi s
bezbunkovou DNA od spolo¢nosti Streck (BCT), ktora brani bunkovej lyze a gendémovej kontaminacii a
stabilizuje pInu krv.

* lzolacia plazmy - Do 5 dni od odberu sa plazma izoluje z tehotenskej periférnej plnej krvi pomocou
Standardnych technik odstredovania. Zariadenie VeriSeq NIPT Microlab STAR aspiruje a rozdeli plazmu do
jamiek na dosticke s 96 hlbokymi jamkami na jej nasledné spracovanie. V pripade, Ze sa vyzaduje
opakovanie testu, je mozné vzorky po spracovani zavie¢kovat a skladovat pri teplote 4 °C pocas dalSich
5 dni (maximalne do 10 dni po zbere krvi).
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A UPOZORNENIE

Prekro¢enie uvedeného ¢asu skladovania mdze negativne ovplyvnit miery zlyhania jednotlivych
vzoriek.

* Extrakcia cfDNA - Purifikacia cfDNA z plazmy sa dosiahne adsorpciou na dosti¢ku uréenu na viazanie,
premyvanim tejto dosticky s cielom odstranit moznu kontaminaciu a ellciou.

* Priprava kniznice — Na fragmentoch purifikovanej cfDNA prebieha proces korekcie koncov, pri ktorom sa
konvertuju presahy 5’ a 3’ na tzv. tupé (nekohézne) konce. Nasledne sa ku koncom 3’ prida deoxyadenozin
nukleotid, aby sa vytvoril jednobazovy presah. Indexované adaptéry obsahujlce jednobazovy presah 3’
deoxytymidinu sa liguju na spracované fragmenty cfDNA. Ligovana DNA je purifikovana pouzitim gul6¢ok na
reverznu imobilizaciu z pevnej latky. Kazda vzorka v mnozine 24, 48 alebo 96 vzoriek prijme jedineény
indexovany adaptér. Adaptéry slizia na 2 ciele:

/N UPOZORNENIE

Dbajte na to, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii indexov. Mohlo by to spdsobit nespravne
vysledky.

— Indexy umoznuju identifikaciu vzoriek pri naslednom sekvenovani.
— Indexované adaptéry obsahuju sekvencie, ktoré umoznuju prichytenie kniznice na pevny povrch
sekvenovacieho prietokového ¢lanku pri vytvarani klastrov a naslednom sekvenovani.
* Kvantifikacia — Vysledny produkt kniznice sa kvantifikuje pomocou fluorescenéného farbiva s
koncentraciou uréenou porovnanim so Standardnou krivkou DNA.
* Zdruzovanie (pooling) a sekvenovanie kniznice — KniZnice vzoriek su spolo¢ne zdruzené do 24 alebo 48

poolov vzoriek v upravenych mnozstvach, aby sa minimalizovali odchylky v pokryti. Kazdy pool je nasledne
sekvenovany pomocou systému na sekvenovanie novej generacie.

* Test VeriSeq NIPT Solution v2 neobsahuje vybavenie na sekvenovanie ani spotrebny material.
* Analyza-pre kazdu vzorku analyza pozostava z nasledovného:
— Identifikacia fragmentov kniZnice podla indexovanych sekvencii a zarovnanie &itani z oboch koncov s
[udskym referenénym gendémom.
— Odhad fetélnej frakcie kniznice skombinovanim informécif z distribucie koordinat dizok a genémovych
koordinat fragmentov danej kniznice.

— Po zaratani znamych odchylok Statisticky model deteguje oblasti gendmu, ktoré su nedostato¢ne alebo
nadmerne zastlpené v kniZnici spdsobom, ktory je konzistentny s anomaliou na odhadnutej drovni
fetalnej frakcie.

— Sprava NIPT poskytuje suhrn vysledkov pre vybratu ponuku testu, pricom sa vysledok ANOMALY
DETECTED (DETEGOVALA SA ANOMALIA) alebo NO ANOMALY DETECTED (ZIADNA DETEGOVANA
ANOMALIA) uvadza spolu s odhadom fetélnej frakcie pre vzorky, ktoré spinili kontrolu kvality.

— Suhrnna sprava poskytuje kvantitativne metriky, ktoré charakterizuju kazdu detegovanu anomaliu.
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Obmedzenia postupu

Obmedzenia analytického testu

Evidencia, ktora podporuje citlivost (senzitivitu) a Specifitu testu pokryva tehotenstvo s jednym plodom a s
dvoj¢atami. Tieto navody na pouzitie neobsahuju Udaje o citlivosti ani Specifite pre tehotenstva s tromi a
viacerymi plodmi.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 nie je uréeny na detegovanie polyploidie, napriklad triploidie.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 nie je ur€eny na detegovanie vyvazenych preusporiadani chromozémov.
Analyticky test vyzaduje vzorky periférnej pinej krvi odobrané tehotnym zenam, ktoré su najmenej v

10. tyzdni tehotenstva.

Pri zakladnom skriningu sa pomocou testu VeriSeq NIPT Solution v2 vyhladavaju Specifické abnormality
chromozoémov. Vysledky, ktoré st vykazané ako NO ANOMALY DETECTED (ZIADNA DETEGOVANA
ANOMALIA) nevylu€uji moznost vyskytu chromozomalinej abnormality na testovanych chromozémoch.
Negativny vysledok neznamena, ze pri tehotenstve sa nemohli vyskytnut ziadne iné chromozomalne
abnormality, genetické podmienky Ci poSkodenia plodu (napriklad defekt otvorenej nervovej trubice).

Pri skriningu celého gendmu mézu velké delécie a duplikacie, ktoré tvoria menej ako 75 % velkosti

chromozdmu, indikovat celochromozémovu aneuploidiu.

Pri skriningu celého gendmu su niektoré oblasti vylu¢ené z analyzy. Zoznam takychto oblasti, ktoré su
vylucené, je dostupny na stranke podpory spolo¢nosti lllumina. Detekcia gendmovej anomalie sa vykonava
iba na nevylu¢enych oblastiach.

Vykazanie pohlavia plodu nie je dostupné vo vSetkych oblastiach vzhladom na miestne nariadenia, ktoré sa
tykaju vykazovania pohlavia.

Na zaklade evidencie v literature vysledky skriningu bezbunkovej DNA mézu byt ovplyvnené konkrétnymi
faktormi matky a plodu. Niektoré z tychto (ale nie vSetky) su uvedené nizsie:

— nedavna transfuzia krvi u matky,

— predosla transplantacia organu/kmenovych buniek,

— autoimunitné ochorenie u matky,

— novotvary (benigne a maligne) u matky,

— mozaicizmus u matky,

— variacie v pocte kopii (CNV) u matky,

— fetoplacentarny mozaicizmus/mozaicizmus vztahujuci sa iba na placentu,

— Umrtie plodu/mumifikacia plodu u dvojciat.

Dokument &. 1000000078751 v09 SLK 4279
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Vykazovanie testu VeriSeq NIPT Solution v2

* Test VeriSeq NIPT Solution v2 je skriningovy test a nema sa pouzivat oddelene od ostatnych klinickych
nalezov a vysledkov testov. Koneény Usudok o stave plodu a rozhodnutiach tykajlcich sa manazmentu
tehotenstva nema byt zaloZeny iba na vysledkoch skriningu NIPT.”

* Sprava, ktora je vysledkom testu VeriSeq NIPT Solution v2, opisuje nasledovné:
—  Pri zakladnom skriningu sa testuje nadmerné zastupenie chromozémov 13, 18 a 21.

— Pri skriningu celého gendmu sa testuje nedostatocné alebo nadmerné zastupenie vSetkych autozémov
vratane ¢iasto¢nych delécii a duplikacii vo velkosti minimaine 7 Mb.

— U tehotenstiev so samostatnym plodom, ak sa vyberie moznost Yes (Ano) alebo SCA pri moznosti
vykazania pohlavia sa vykazu nasledovné anomalie pohlavnych chromozdédmov: XO, XXX, XXY a XYY.

— U tehotenstiev so samostatnym plodom, ak sa vyberie moznost Yes (Ano) pri vykazovani pohlavia,
vykdaZe sa pohlavie plodu.

— Pritomnost chromozdmu Y u tehotenstiev s dvoj¢atami.

Komponenty produktu

Test VeriSeq NIPT Solution v2 pozostava z tychto sUprav na pripravu vzorky:

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 vzoriek) (€. dielu 20025895)

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 vzoriek) (€. dielu 15066801)

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 vzoriek) (C. dielu 15066802)

Test VeriSeq NIPT Solution v2 pozostava z tychto sucasti softvéru:

* VeriSeq NIPT Assay Software v2 (¢. dielu 20047024) vopred nain$talovany na serveri VeriSeq Onsite

Server v2.
— VeriSeq Onsite Server v2 (&. dielu 20028403, 20047000, 20101927) alebo existujlci VeriSeq Onsite
Server (&. dielu 15076164 alebo ¢&. dielu 20016240), ktory je inovovany na verziu v2.
* VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, (€. dielu 20044988), vopred nainstalovany na zariadeni VeriSeq NIPT
Microlab STAR.
— VeriSeq NIPT Microlab STAR (€. dielu Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) & 95475-02 (230 V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288).

* Modul Local Run Manager VeriSeq NIPT (&. dielu 20044989)
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Reagencie

Dodavané reagencie

illumina

Spolo¢nost lllumina dodava nasledujuce reagencie: VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 vzoriek) (¢. dielu
20025895), VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 vzoriek) (¢. dielu 15066801) a VeriSeq NIPT Sample Prep Kit
(96 vzoriek) (¢. dielu 15066802). Suprava VeriSeq NIPT Sample Prep Kit je nakonfigurovana na pouzitie so
zariadenim VeriSeq NIPT Microlab STAR (ML STAR) (€. dielu 95475-01, 95475-02 alebo 806288), ktoré

poskytuje spolo¢nost Hamilton Company.

Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, Extraction Box

Tabulka1 VeriSeq NIPT Extraction Box (24) a (48), €. dielu 20025869 a 15066803

Nazov reagencie
na oznaceni

Pufer na lyzu

Pufer na
premyvanie Wash
Buffer |

Pufer na
premyvanie Wash
Buffer Il

Pufer na eltciu

Proteinazovy
pufer

Proteinaza K

Pocet
zasobnikov v
sUprave

1
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Aktivne latky

Guanidinium chlorid v pufrovanom vodnom
roztoku

Guanidinium chlorid a 2-propanol v
pufrovanom vodnom roztoku

Pufrovany vodny roztok obsahujuci soli
Pufrovany vodny roztok

Glycerol v pufrovanom vodnom roztoku

Lyofilizovana proteinaza K

Skladovanie

15°Caz30°C

15°Caz30°C

15°Caz30°C

15°Caz30°C

15°Caz30°C

15°Caz30°C
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Tabulka 2 VeriSeq NIPT Extraction Box (96), ¢. dielu 15066807

Nazov reagencie
na oznaceni

Pufer na lyzu

Pufer na
premyvanie Wash
Buffer |

Pufer na
premyvanie Wash
Buffer Il

Pufer na eltciu

Proteinazovy
pufer

Proteinaza K

Pocet
zasobnikov v
sUprave

1

4

Aktivne latky

Guanidinium chlorid v pufrovanom vodnom
roztoku

Guanidinium chlorid a 2-propanol v
pufrovanom vodnom roztoku

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

15°Caz30°C

15°Caz30°C

Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, Library Prep Box

Tabulka 3 VeriSeq NIPT Library Prep Box (24) a (48), €. dielu 20026030 a 15066809

Nazov reagencie
uvedeny na
oznaceni

Zmes End Repair
Mix
Zmes A-Tailing

Ligacna zmes

Hybridizacny
pufer

Dosticka s
adaptérmi NIPT
DNA

Pocet
zasobnikov v
sUprave

1
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Aktivne latky

DNA polymeraza a dNTP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA polymerdza a dATP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA ligadza 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
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Tabulka 4 VeriSeq NIPT Library Prep Box (96), €. dielu 15066810

Nazov reagencie
na oznaceni

Zmes na opravu
konca

Zmes A-Tailing

Liga¢na zmes

Hybridizacny
pufer

Dostic¢ka s
adaptérmi NIPT
DNA

Pocet
zasobnikov v
sUprave

1

Aktivne latky

DNA polymeraza a dNTP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA polymerdza a dATP v pufrovanom
vodnom roztoku

DNA ligadza v pufrovanom vodnom roztoku

Pufrovany vodny roztok

Oligonukleotidy v pufrovanom vodnom
roztoku

illumina

Skladovanie

-25°Caz
-15°C
-25°Caz
-15°C
-25°Caz
-15°C
-25°Caz
-15°C
-25°Caz
-15°C

Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, balenie s

prisluSenstvom Accessory Box

Tabulka 5 VeriSeq NIPT Accessory Box, €. dielu 15066811

Nazov reagencie
na oznaceni

Dosti¢ka na
viazanie DNA

Pufer na
resuspenziu
Gulé¢ky na
purifikaciu vzoriek
Reagencia na
kvantifikaciu DNA
Kvantifikacny
Standard pre DNA

Pocet
zasobnikov v
sUprave

1
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Aktivne latky

Propylénova mikrodosti¢ka s
modifikovanou silikénovou membranou

Pufrovany vodny roztok

Paramagnetické gul'd¢ky z tuhej latky v
pufrovanom vodnom roztoku

Farbivo interkalujuce DNA v DMSO

Standard pre dsDNA, ne$pecifickd DNA a
azid sodny v pufrovanom vodnom roztoku

Skladovanie

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C
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Suprava na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, skimavky a Stitky
pracovného postupu

Tabulka 6 Skumavky a Stitky pracovného postupu, ¢. dielu 15071543

Pocet poloziek v

Nazov polozky uvedeny na oznacéeni X Skladovanie
sUprave

Oznacenie (LBL) - ¢iarovy kéd dosticky 9 15°C az
30°C

Oznacenie (LBL) - ¢iarovy kéd dosti¢ky s hibokymi 12 15°C az

jamkami 30°C

Skumavka (TB) — prazdna skimavka na zdruzovanie 5 15°Caz
30°C

Nedodavané reagencie

PoZadované reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Reagencie a spotrebny materidl na sekvenovanie vyZadované pre systém na sekvenovanie novej generacie
(NGS)

* Certifikovana voda bez obsahu DNazy/RNazy (trieda vhodna na molekularnu bioldgiu)

* Etanol 100 % (kategdria 200), trieda vhodna na molekularnu mikrobiolégiu

POZNAMKA Etanol v triede, ktora nie je vhodna na molekularnu bioldgiu, mdze potencilne negativne
ovplyvnit funkénost analyzy.

Volitelné reagencie, ktoré sa nedodavaju

* Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok Dulbecco (DPBS, Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) pre
kontrolu bez Sablény (NTC, no template control)

Skladovanie a manipulacia

1. lzbova teplota je stanovend na 15 °C az 30 °C.

2. VsSetky reagencie slUzia iba na jedno pouzitie. Po priprave reagencii na pouzitie sa reagencie musia pouzit
ihned.

3. Ak je niektory z obalov alebo obsah sucasti testu VeriSeq NIPT Solution poskodeny alebo naruseny, obratte
sa na oddelenie zdkaznickeho servisu spoloé¢nosti lllumina.
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4. Reagencie su stabilné az do datumu exspiracie uvedeného na oznaceni suprav, ak sa skladuju podla
pokynov. Podmienky skladovania st uvedené v stipci Skladovanie v tabulkach v &asti Reagencie. Reagencie
s uplynutou platnostou nepouzivajte.

5. Zmeny vo fyzickom vzhlade dodanych reagencii mézu naznacovat zhor$enie kvality materidlov. Ak déjde k
zmenam vo fyzickom vzhlade (ako napr. zjavna zmena farby reagencii alebo zakalenie so zrejmou
mikrobidlnou kontamindciou), tieto reagencie nepouzivajte.

6. Primanipuldcii s gul6¢kami na purifikaciu vzoriek postupujte podla postupov najlepsej praxe.
*  Guldcky nikdy nezmrazuijte.
*  Pred pouzitim ponechajte gul6¢ky priizbovej teplote, kym ju nedosiahnu.
* Tesne pred pouzitim rozvirte gul6&ky, kym sa neodstredia a farba nebude vyzerat homogénne.

7. Pufer nalyzu Lysis Buffer, pufer na premyvanie Wash Buffer |, pufer na premyvanie Wash Buffer Il a
proteindzovy pufer mézu vytvarat viditelné usadeniny alebo krystaliky. Pred pouzitim ich silno premiesajte
virenim a nasledne vizudlne skontrolujte, aby ste si boliisti, Ze nie su pritomné Ziadne usadeniny.

PInu krv po odbere nikdy nemrazte.

9. Po zdruZovani (pooling) hned, ako je to mozné, vykonajte sekvenovanie kniznic. Zdruzené kniznice su
stabilné naslednych sedem dni pri teplote —25 °C az -15 °C. Nevyzaduje sa ziadna dodato¢na denaturacia,
ak su skladované pocas uvedeného ¢asu za uvedenych podmienok.
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Vybavenie a materialy

PoZadované, ale nedodavané vybavenie a materialy

Pozadované vybavenie, ktoré sa nedodava

Vybavenie

Systém na sekvenovanie novej generacie (NGS)

s nasledujicimi moznostami:

» 2 x 36 bp, sekvenovanie sparovaného konca

o Kompatibilny s dudlnymi indexovacimi adaptérmi
sUpravy na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample
Prep Kit

o Automatické generovanie stiborov BCL

o Dvojkanalova biochémia

e 400 mil. ¢itani z oboch koncov na jeden cyklus

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

Mrazni¢ka, -25 °C az-15°C

Mikroodstredivka

Pipetovacia pomocka

Chladnicka, 2 °Caz 8 °C

Jednokanalové pipety s objemom 20 pl

Jednokanalové pipety s objemom 200 pl

Jednokanalové pipety s objemom 1 000 pl

Virivy mixér

Zostava odstredivky a rotora pre skumavky na odber krvi

Ekvivalent:

o Chladenad odstredivka s vykonom 1600 x g (bez
moznosti brzdenia)

o Vykyvny rotor na vedierka (s vedierkami)

« Vlozky do vedierka s minimalnou hibkou 76 mm

« Vlozkové adaptéry s moznostou pouzitia skiimaviek na
odber krvi s rozmermi 16 mm x 100 mm
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Dodavatel

Dodavatel pristroja alebo lllumina,
¢. dielu 20005715

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

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

illumina
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Vybavenie

Odporucané:

» Odstredivka Allegra X12R, 1600 g

o Odstredivka Allegra, GH-3.8, rotor s vedierkami

» Kryty na vedierka do odstredivky Allegra, 2 ks

o Zostava adaptéra do odstredivky Allegra, 16 mm, 4 ks

Zostava odstredivky a rotora pre mikrotitracné dosti¢ky

Ekvivalent:

o Odstredivka s vykonom 5600 x g

Vykyvny rotor na dosti¢ky s nosi¢mi na dosticky
s 96 jamkami, min. hibka 76,5 mm.

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

Rotor na mikrotitracné dosticky HIGHPIlate 6000
Rotor high plate 6000
Podporny podstavec na mikrotitraéné dosticky
o Odporucané:
o Podporny podstavec MicroAmp 96-Well Support
Base
» Nosi¢ na dosticky PCR s 96 jamkami

Niektora z nasledujucich ¢itagiek mikrotitracnych dosticiek
alebo ekvivalent (fluorimeter) so softvérom SoftMax Pro
v6.2.2-7.1.2:
o Gemini XPS
o SpectraMax M2, M3, M4 a M5.
o Na pouzitie ¢itacky mikrotitraénych dosticiek v ramci
pracovného postupu sa vyZaduje purpurova viozka.
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Dodavatel

Beckman Coulter, €. polozky 392304
(120 V alebo 230 V)

Beckman Coulter, €. polozky 369704
Beckman Coulter, €. polozky 392805

Beckman Coulter, &. polozky 359150

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Thermo Fisher Scientific, kataldgové &islo
75016034

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

Thermo Fisher Scientific, kataldgové &islo
75003606

Thermo Scientific VWR, kataldégové Cislo
97040-244

Thermo Fisher Scientific, kataldgové &islo
4379590

Thermo Fisher Scientific, kataldgoveé Cislo
AB-0563/1000

Molecular Devices, &. dielu XPS
Molecular Devices, &. dielu M2, M3, M4 a M5
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Vybavenie

Sériovy adaptér s vysokorychlostnym rozhranim USB

SpectraMax

Tepelny cyklovac s nasledujucimi Specifikaciami:

e Vyhrievané veko

o Teplotny rozsah 4 °C az 98 °C

e Presnost teploty +2 °C

o Minimalna rychlost ndbehu 2 °C/s

o Kompatibilny s dosti¢kami PCR Twin.tec s 96 jamkami,
plnd obruba

VeriSeq NIPT Microlab STAR

VeriSeq Onsite Server v2 alebo inovovana verzia VeriSeq
Onsite Server

Ak pouzivate systém na sekvenovanie NextSeq 550Dx:
» Suprava reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent
Kit v2.5, 75 cyklov

VoliteIné vybavenie, ktoré sa neposkytuje

Vybavenie
Systém na odstrafiovanie uzaverov Pluggo

Fluorescencnd valida¢na dosticka SpectraMax
SpectraTest FL1

Skumavkovy revolver/rotator, 15 ml skimavky, 40 ot./min.,

100-240V

PoZadované, ale nedodavané materialy

Spotrebny material
Vodivé nesterilné filtracné pipetové Spicky, 1 000 ul
Vodivé nesterilné filtracné pipetové $picky, 300 pl

Vodivé nesterilné filtrané pipetové Spicky, 50 pl
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illumina

Dodavatel

Molecular Devices, &. dielu 9000-0938

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Hamilton, &. dielu 95475-01 (115 V), ¢&.
dielu 95475-02 (230 V) alebo &. dielu 806288
(Hamilton Company Bonaduz)

[llumina, ¢. dielu 20028403 alebo 20047000
(v2) alebo 20101927 alebo 15076164 alebo
20016240 (inovovana verzia)

[llumina, €. dielu 20028870

Dodavatel
LGP Consulting, €. dielu 4600 4450
Molecular Devices, &. dielu 0200-5060

Thermo Scientific, kataldgové Cislo 88881001
(Spojené staty) alebo katalégové Cislo
88881002 (EU)

Dodavatel

Hamilton, ¢. dielu 235905
Hamilton, &. dielu 235903
Hamilton, &. dielu 235948
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Spotrebny material

Zasobnik s hlbokymi jamkami s nasledujucimi
Specifikaciami:

SLAS 1-2004, format mikrotitracnych dosticiek

s 96 jamkami s pyramidovym alebo kénickym dnom

a minimalnym objemom 240 ml.

Polypropylén s preferenciou slabej vazby 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 su kompatibilné s automatizovanymi
pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Nadobka na reagencie s nasledujucimi Specifikaciami:

Nadobka, ktoru je mozné riadne (ale bez nadmernej sily)
vloZit do nosi¢a zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR,
so skosenym dnom a minimalnym objemom 20 ml.
Polypropylén bez obsahu RNazy/DNazy.

Vnutorné rozmery zasobnika (hladina kvapaliny)
generujuce hladiny kvapaliny pouzitim objemov
analytickych reagencii, 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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Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Kompatibilné zasobniky:
» Corning Axygen,
¢. produktu RES-SW96-HP-SI
o Agilent, €. produktu 201246-100

Kompatibilné nadoby:
» Nadobka na reagencie od spolo¢nosti
[llumina, €. dielu 20095418

illumina
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Spotrebny material

Dosti¢ky s hibokymijamkami s nasledujucimi

Specifikaciami:

o SLAS 1-2004, 3-2004 a 4-2004 - format
mikrotitraénych dosti¢iek s 96 jamkami s pyramidovym
alebo koénickym dnom a minimalnym objemom jednej
jamky 2 ml.

o Priehladny polypropylén s preferenciou materialu
s nizkou Urovhou viazania DNA pre vSetky kontaktné
povrchy vzoriek.

» Rozmery jamky generuju hladinu kvapaliny, ktora je
kompatibilna s krokmi automatizovanej aspiracie
a davkovania zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR.

e Obruba dosticky, ktord umoznuje umiestnit Ciarové kédy
dosticky do pozadovanej polohy (je nevyhnutné
dosiahnut dokonalé prilnutie na rovhom povrchu).

e Ram odolny vodci torznym sildm s kapacitou min.

5600 x g.

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

Dosti¢ka s 384 jamkami s nasledujlcimi Specifikdciami:

o Mikrotitracna dosti¢ka s 384 jamkami optimalizovana na
malé objemy s minimalnym objemom jamky 50 pl.

« Cierny nepriehladny polystyrén s funkciou blokovania
svetla a nizkou Uroviou viazania DNA pre vSetky
kontaktné povrchy vzoriek.

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

o VySkové rozmery dosticky su kompatibilné
s automatizovanymi pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

o Obruba dosti¢ky, ktord umoznuje umiestnit ¢iarové kédy
dosticky na pozadované miesto (musi sa dosiahnut
dokonalé prilnutie na rovhom povrchu).
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Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre laboratéria
Kompatibilné dosticky:

e Eppendorf, €. dielu 0030505301

» Eppendorf, €. dielu 30502302
o USA Scientific, ¢€. dielu 1896-2000

VSeobecny dodavatel pre laboratdria

Kompatibilné dosticky:
e Corning, €. produktu 3820

illumina
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Spotrebny material

Dosti¢ka s 96 jamkami s nasledujlcimi Specifikaciami:

o Mikrotitra¢na dosti¢cka s rdmom odolnym vo i torznym
silam, ktory odola hodnote min. 5600 x g a
s 96 priehladnymi jamkami so skosenym dnom,
zvySenymi obrubami a minimalnym objemom jamky
150 pl.

o Polypropylén bez obsahu RNazy/DNazy s nizkou
urovriou viazania DNA pre vSetky kontaktné povrchy
vzoriek.

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

o Vyskové rozmery dosticky su kompatibilné
s automatizovanymi pohybmi zariadenia VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

POZNAMKA: Kompatibilné plastové nastroje s odlisnymi
Cislami dielu (napriklad kompatibilné dosti¢ky

s 96 jamkami od inych vyrobcov) nie su priamo
zamenitelné bez Specifickej kalibracie systému VeriSeq
NIPT Microlab STAR pracovnikmi oddelenia servisu

a podpory spolo¢nosti lllumina. Ak chcete zamienat
plastové nédstroje, poradte sa s timom podpory
spolo¢nosti lllumina.

e Obruba dosticky, ktord umozriuje umiestnit Ciarové kody
dosti¢ky na pozadované miesto (musi sa dosiahnut
dokonalé prilnutie na rovnom povrchu).

o Kompatibilné s tepelnymi cyklovaémi na ucely
denaturacie.

Niektoré z nasledujucich tesneni:
e Foliové mikrotesnenie F
o Foliové tesnenia

Bezbunkova DNA BCT CE

Zatlacacie uzavery

2 ml skiimavky so skrutkovacim uzaverom

20 pl filtraéné pipetové Spicky pre 20 ul pipetor

200 pl filtraéné pipetové Spicky pre 200 pl pipetor
1000 pl filtraéné pipetové Spicky pre 1 000 ul pipetor
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Dodavatel

VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Kompatibilné dosticky:

» Eppendorf, €. dielu 0030129512
Eppendorf, €. dielu 30129580
Eppendorf, ¢. dielu 30129598
Eppendorf, €. dielu 30129660
Eppendorf, €. dielu 30129679
Bio-Rad, ¢. dielu HSP9601

e o o
(@]

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

Streck, kataldgové Cislo 218997
Sarstedt, objednavacie ¢islo 65.802
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria
VSeobecny dodavatel pre laboratéria

VSeobecny dodavatel pre laboratéria
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Spotrebny material Dodavatel

Ekvivalent: VSeobecny dodavatel pre laboratéria
« Sprej na rychlu dezinfekciu s obsahom alkoholu

» Roztok dezinfek&ného detergentu

Odporucané:

» Deionizovana voda a 70 % etanol

VoliteIné materialy, ktoré sa nedodavaju

Spotrebny material Dodavatel

Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok Dulbecco (DPBS)  VSeobecny dodavatel pre laboratéria
pre kontroly bez $ablény (NTC)

Skumavka so skrutkovacim uzaverom, 10 ml (iba na Sarstedt, objednavacie &islo 60.551
kontrolné vzorky)

Skumavka so skrutkovacim uzaverom, 50 ml VSeobecny dodavatel pre laboratéri
Sérologické pipety s objemom 25 ml VSeobecny dodavatel pre laboratéria
Sérologické pipety s objemom 10 ml VSeobecny dodavatel pre laboratéria

Odber, preprava a skladovanie vzoriek

/N UPOZORNENIE

So vSetkymi vzorkami zaobchadzajte ako s potencialne infek&nymi latkami.

* Do skumaviek na odber pInej krvi s bezbunkovou DNA od spolo¢nosti Streck musia byt odobraté vzorky
plnej krvi s objemom 7 — 10 ml. Nezmrazujte.

* Prevoz plnej krvi musi spifiat véetky platné zodpovedajlice prévne predpisy pre prevoz etiologickych Iatok.
Odportca sa pouzit urychlené spoésoby zasielania/prevozu.

* Pocas prevozu vzorky skladujte pri teplote od 4 °C do 30 °C. Po prijati vzorky skladujte pri teplote od 2 °C

do 8 °C, kym nie su pripravené na dal$ie spracovanie. Cas medzi odberom krvi a Gvodnou izoldciou plazmy
nemoze prekrocit 5 dni.

* Vpripade, Ze sa vyzaduje opakovanie testu, je mozné vzorky po spracovani znova zavie¢kovat a skladovat
pri teplote 4 °C pocas dalSich 5 dni (maximalne do 10 dni po odbere krvi).

/N UPOZORNENIE

Vystavenie vy$s$im teplotdm nad tu uvedené rozsahy mbze negativne ovplyvnit miery zlyhania
jednotlivych vzoriek a presnost analyzy vzorky.
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Varovania a preventivne opatrenia

Tento analyticky test obsahuje proteindzu K. K osobnym zraneniam moze dojst v ddsledku vdychnutia,
pozitia, kontaktu s pokoZzkou a kontaktu s o€ami. Pouzivajte ho v dobre odvetranej oblasti, noste ochranny
odev, zabrante vdychnutiu prachu a zlikvidujte vSetky nadoby a nepouzity obsah podla prislusnych
Statnych bezpelnostnych predpisov.

Tento analyticky test obsahuje guanidinium chlorid. K osobnym zraneniam méze dojst v dosledku
vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokozkou a kontaktu s o¢ami. PouZivajte ho v dobre odvetranej oblasti,
noste ochranny odev a zlikvidujte vSetky nddoby a nepouzity obsah podla prislusnych statnych
bezpecnostnych predpisov platnych vo vasej oblasti.

Tento analyticky test obsahuje 2-propanol, ktory je horlavy. Skladujte ho v miestach vzdialenych od zdroja
tepla a otvoreného ohna. K osobnym zraneniam moéze dojst v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu

s pokozkou a kontaktu s o¢ami. Pouzivajte ho v dobre odvetranej oblasti, noste ochranny odev a zlikvidujte
vSetky nddoby a nepouzity obsah podla prislusnych $tatnych bezpeénostnych predpisov platnych vo vasej
oblasti.

Tento analyticky test obsahuje korozivny a vybusny dimetylsulfoxid. K osobnym zraneniam méze dojst

v désledku vdychnutia, pozitia, kontaktu s pokoZkou a kontaktu s o¢ami. Pouzivajte ho v dobre odvetranej
oblasti, noste ochranny odev a zlikvidujte vSetky nadoby a nepouzity obsah podla prislusnych Statnych
bezpecnostnych predpisov platnych vo vasej oblasti.

Ak chcete zabranit vytvaraniu skodlivych plynov, nezahadzujte odpad, ktory vznika pri extrakcii cfDNA
(obsahuje guanidinium chlorid) s odpadom, ktory obsahuje bielidlo (chlérnan sodny).

So v8etkymi vzorkami zaobchdadzajte ako s potencialne infekénymi [dtkami.

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

Nepouzivajte Ziadne sucasti analytického testu po uplynuti ddtumu exspiracie uvedenom na $titku
analytického testu. Dbajte na to, aby nedoslo k zamene komponentov analytického testu z odliSnych Sarzi
analytického testu. SarZe analytického testu st 0znagené na $titku balenia analytického testu. Reagencie
alebo komponenty analytického testu skladujte pri stanovenej teplote.

Pred spustenim protokolu sa uistite, Ze vSetky vypary chldrnanu sodného su Uplne rozptylené, aby sa
zabranilo degradacii vzorky alebo ¢inidla.

Nedodrziavanie uvddzanych postupov moze viest k chybnym vysledkom alebo vyznamnému zniZeniu
kvality vzoriek.

Ihned' nahlaste akékolvek zavazné udalosti spojené s tymto vyrobkom spolo&nosti lllumina a prislusnym
zodpovednym organom v ¢lenskom $tate, v ktorom sa nachadzaju pouzivatel aj pacient.

Dal$ie informéacie o ochrane Zivotného prostredia, zdravia a bezpeé&nosti hladajte na kartach
bezpecnostnych udajov (SDS) na stranke support.illumina.com/sds.html.
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Poznamky k procedure

y

Dbajte na to, aby nedoslo ku kontaminacii

* PouZite nové pipetové Spicky a nové spotrebné laboratérne vybavenie.

* Pouzitie pipetovych $piciek odolnych voci aerosélu znizuje riziko prenosu a krizovej kontamindcie medzi
vzorkami.

* Vzhladom na riziko kontaminacie precizne skontrolujte, ¢i obsah jamiek Uplne zostava v jamkach. Obsah sa

nesmie rozliat. Po kazdom kroku virenia vykonajte odstredenie.

*  Pri manipulacii s krvou a krvnymi derivatmi dodrziavajte zodpovedajlce predpisy spravnej laboratérnej
praxe a hygienickych opatreni.

* Pripriprave laboratdria nepouzivajte spreje s aerosélom bielidla. Kontaminacia zvyskami bielidla méze
spOsobit zlyhanie analytického testu.

* Priodpecateni dostiCiek dajte pozor, aby ste dosti¢ku polozili na pevny plochy povrch. Dosti¢cku pevne
uchopte. Pomaly odstrarite tesnenie a venujte pozornost tomu, aby tesnenie neprislo do kontaktu s

vystavenymi jamkami. Nedotykajte sa vystavenych jamiek ani neporuste ich obsah. Vzajomna kontaminacia

medzi jamkami mdze viest k nespravnym vysledkom.

Cistenie plosiny zariadenia VeriSeq NIPT Microlab STAR

* Pred pouzitim skontrolujte Cistotu plosSiny. Minimalne raz tyzdenne vykonavajte udrzbu podla tychto
uvedenych pokynov na Cistenie.

* Vyberte vSetky nosice, ktoré sa nedaju vylozit, a vycistite ich dezinfek&énym sprejom na baze alkoholu
uréenym na rychle Cistenie, deionizovanou vodou a 70 % etanolom a nechaijte ich vyschnut. V pripade
tazkého znecistenia ich nasledne ponorte do roztoku dezinfekéného detergentu, oplachnite ich
dezinfenénym cinidlom na baze alkoholu a nechajte ich vyschnut.

* Otvorte predny kryt a ploSinu utrite handri¢kou napustenou deionizovanou vodou a 70 % etanolom.
Obzvlast bocné bloky je potrebné skontrolovat, ¢i su Cisté.

* QOdoberte rozvadzac BVS (zakladny systém podtlaku) a vycistite rozvadzac, tesnenie a interiérové Casti
systému BVS pouzitim handri¢ky. Etanol nenanasajte na tesnenie, méZze to spdsobit krehkost materialu.

* Vyprazdnite odpadoveé pipetové Spi¢ky pouzité hlavicou CO-RE 96-head a samostatnou nezavislou
pipetovacou pomockou.

* Vyberte z kontajnera na odpadové pipetové Spicky dosti¢ku na pipetové Spicky vysunuté z nezavislej
pipetovacej pombcky a vy istite ju: jej povrch priamo posprejujte deionizovanou vodou a 70 % etanolom a
utrite ho. Na rdm natiahnite nové plastové vrecko a znova ho pripojte. O¢istenu dosti¢ku na vysunuté
pipetové $picky vratte spat na miesto.
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* Deionizovanu vodu a 70 % etanol nasprejujte priamo na povrch odpadového kontajnera a zlabu hlavice
CORE 96-head a do Cista ich poutierajte.

— Ak je naro¢né odstranit nahromadené znecistenie z odpadovych pipetovych $piciek, otierajte ho s
handri¢kou namocenou do vody bez obsahu DNazy/RNazy, kym sa ho nepodari odstranit. Handri¢ku
vhodnym spdsobom zlikvidujte. Pokracujte v sterilizacii pouZzitim dezinfekéného &inidla na baze
alkoholu.

* Navlh¢ite handri¢ku nezanechdvajucu vidkna alebo bavineny tampdn 70 % etanolom. Poutierajte okienko
laserového skenera na CitaCke Ciarovych kddov. Pomocou tej istej handri¢ky alebo tampdnu poriadne
ocistite kazdu jamku na adaptéri dosticky CPAC. Ak pouzivate handri¢ku, pritlacte ju do kazdej jamky na
adaptéri pomocou zadnej ¢asti pera, aby sa vnutro jamky poriadne ocistilo.

* Qdistite samostatné nezavislé pipetovacie pombcky:

— Na samostatnych nezavislych pipetovacich poméckach ocistite puzdro na vysuvanie pipetovej Spicky
(vonkajsia ¢ast pipetovacich pombcok) pomocou handri¢ky nezanechavajucej vidkna namocenej do
deionizovanej vody a 70 % etanolu. (Pozri Referenénu priru¢ku pre zariadenie Hamilton Microlab STAR,
¢. 15070074.)

— Ocistite zastavovaci disk a O-kruzky pipetovacej hlavy (vonkajsia ¢ast pipetovacich pomoécok) pomocou
handri¢ky nezanechdvaijlcej vidkna namocenej do deionizovanej vody a 70 % etanolu.

* Qcistite hlavicu CORE 96-head:

— Pomocou tej istej handricky namocenej do deionizovanej vody a 70 % etanolu o istite kryt hlavice
96-head a spodnu ¢ast zastavovacich diskov.

— Pouzitim tej istej handri¢ky alebo odtrhnutého kuska latky namoc¢eného do deionizovanej vody a 70 %
etanolu ocistite (podobne ako zubnou nitou) strany pipetovacich kanalikov hlavice 96-head, aby sa
vycistili aj O-kruzky. Tento postup zopakujte pre kazdy pipetovaci kanalik na hlavici 96-head.

* Predny a boc¢ny kryt posprejujte deionizovanou vodou a 70 % etanolom a dosucha utrite.

*  Pruzok na ochranu mechanizmu automatického nakladania ocistite handrickou namoc¢enou do
deionizovanej vody a 70 % etanolu a poutierajte bez toho, aby ste pri tom vyvijali tlak.

* Ked su ploSina a jej sucasti Uplne suché, vlozte nosice.

POZNAMKA Nespravne Cistenie a Udrzba zariadenia ML STAR mdzu spbsobit krizovu kontamindciu a
nedostato¢nu presnost analyzy.

Kontrola kvality

Material kontrolnych vzoriek so znamymi Udajmi o presnosti je mozné vyhodnotit na detegovanie rozdielov v
spracovani a technickych postupoch v laboratdriu.

Spustenie kontrolnej vzorky alebo kontrolnej vzorky bez Sabldny zniZi celkovy pocet neznamych materskych
vzoriek, ktoré je mozné spracovat pri kazdej priprave vzorky.
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Neprekracujte pocet dvoch vzoriek NTC na davku obsahujucu 24 alebo 48 vzoriek alebo Styri vzorky NTC na
davku obsahujlucu 96 vzoriek.

Navod na pouZzitie

Tipy a techniky

Ak sa v protokole neuréi bod bezpe&ného zastavenia, ihned prejdite na dalsi krok.

Oznacovanie dosti€iek ¢iarovymi kodmi

* Ciarové kédy doétigiek s plnou obrubou zaéinaju pismenami PL.

» Ciarové kody dostic¢iek s hlbokymi jamkami za&inaju pismenami DW.

* Ciarové kédy prilepte na dosti¢ky s plnou obrubou a hibokymi jamkami zboku vedla stipca 12.

* Vlozte dosti¢ky s ¢iarovymi kédmi smerujlcimi doprava, aby bolo mozné vykonat automatické skenovanie.
Utesnenie a odkrytie platni¢ky

* Extrémnu pozornost venujte tomu, aby nedoslo ku krizovej kontaminécii — na spodnej strane tesnenia
nesmie byt Ziadna viditelna tekutina.

— Dbaijte nato, aby odkryta spodna strana tesnenia neprisla do kontaktu s odkrytymi jamkami.
— Dbajte nato, aby ste sa nedotkli odkrytych jamiek.
* Platni¢ku s 96 jamkami vzdy utesnite pred vykonanim dalSich krokov protokolu:
— kroky centriflugy;
— kroky tepelného cyklovania.

* Prizapecateni dosticky pouzite féliové tesnenie. Polozte ho na dosticku a zapecatte. Tlak musi byt
aplikovany na cell dosti¢ku a tesnenie musi okolo kazdej samostatnej jamky priliehat napevno.

* Pred odpecatenim dosti¢ky vykonajte nasledovné:
— Kratko odstredujte dosti¢ku s 96 jamkami rychlostou 1 000 x g 20 sekund.
— Platni¢ku poloZte na rovny povrch a pomaly odstrante tesnenie.
VeriSeq NIPT Microlab STAR
* Pred pouzitim vykonajte podla pokynov vyrobcu kroky poZzadovanej Uudrzby a zdokumentujte ich.

* Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte. Sledujte, ¢i sa v rozhrani softvéru VeriSeq
NIPT Workflow Manager v2 nezobrazuju upozornenia a pokyny pre operatora.

* Pocas procesu ponechajte predny kryt na svojom mieste.
* Pocas procesu nemaju byt na plosine pritomné Ziadne polozky.

* Ak sa pocas rieSenia chyby zobrazi tlacidlo s moznostou Exclude (Vylugit), za ziadnych okolnosti tuto
moznost nevyberte. V pripade, ak metdda nembze pokracovat po udalosti rieSenia chyby alebo pri rieseni
chyby mate iba obmedzené moznosti, cyklus zruste.
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* Pocdas krokov, v ktorych sa na dostic¢ku aplikuje podtlak, manudlne pomd&zte pri vytvarani tesnenia medzi
dosti¢kou a rozvadzacom podtlaku, ak vas na to VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 vyzve.

* Umoznite systému automaticky sa zbavit pipetovych Spiciek z adaptéra. Pipetové $picky neodstranujte
manudlne, ak vas na to softvér nevyzve.

* Spotrebované reagencie a pouzity spotrebny material odstrante, ked vas na to vyzve Workflow Manager.

* Kazdy den vyprazdnite nadoby s odpadovym materialom, ktory vznika pri vytvarani podtlaku. Prva nadoba
by nikdy nemala byt naplnena na viac ako 2. Pretec¢enie nadoby s odpadovym materidlom, ktory vznika pri
vytvarani podtlaku, m6ze poskodit podtlakovi pumpu a znizit podtlak pouzity v systéme.

* Pre davky obsahujuce 24, 48 a 96 vzoriek naplite plny stojan samostatne spocitanych 8-kanalikovych
pipetovych $piciek, aby sa mohla metdda spustit.

Spracovanie vzoriek

Postup

1. Nasledujuce kroky vykonajte pre kazdu alikvotnu ¢ast:

a. Vzorky oznacené Ciarovym kdédom odstredujte pri otdckach 1600 x g pocas 10 minut pri teplote 4 °C s
vypnutou moznostou rychleho zastavenia (brzdou).

b. Po Uplnom zastaveni odstredivky vyberte skiimavky so vzorkami.
Do 15 minut od odstredenia spustite izolaciu plazmy. V pripade, ak po odstredeni uplynie 15-minutovy
interval, musi sa odstredenie vykonat znova.

2. Kazdu skumavku skontrolujte z hl'adiska vhodnosti vzorky overenim nasledujlcich poziadaviek:
* Obsahuje o¢akdvany objem vzorky.
* Po odstredeni je viditelné oddelenie ¢ervenych krviniek a plazmy vo vzorke.
* Uroven plazmy je miniméine 1,5 ml nad Zltkastou oddelujicou liniou.
* Vzorka nie je vyrazne hemolyzovana (t. j. plazma nema vyrazne ¢ervené sfarbenie).
* Vzorka nie je lipemicka (t. j. plazma nie je bielo zakalena ani nema mlie¢ny nepriezraény vzhlad).
* Vzorka neobsahuje ziadne zrazeniny.

/N UPOZORNENIE
Nespravne skladované ¢i upravované vzorky mézu byt nestabilné. Ak sa v pracovnom postupe

spracuju nevyhovujlce vzorky, mozu pocas extrakcie zaniest dosti¢ku na viazanie a spbésobit, ze
vzorka pretecie do susediacich jamiek.

3. Odvieckujte skimavky a vlozte ich do nosi€ov skumaviek. Vlozte vSetky vzorky a kontrolné vzorky plazmy
pre danu davku.

Dokument &. 1000000078751 v09 SLK 22279
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

/N UPOZORNENIE

V pripade rieSenia moznej chyby, ak je ozndmena s moznostou Exclude (Vylucit), tito moznost
nevyberajte. V pripade, ak metdda nemodze pokracovat po udalosti rieSenia chyby a pri rieSeni
chyby mate iba obmedzené moznosti, cyklus zruste.

Izolacia plazmy

Priprava

1.

Oznacte jednu dosticku s hlbokymi jamkami napisom Intermediate Plasma (Intermedidlna plazma) a nalepte
na fiu Ciarovy kod.

Oznacte jednu dosti¢ku s hlbokymi jamkami napisom Final Plasma (Finalna plazma) a nalepte na fu ¢iarovy
kéd.

Pre davky obsahujlce 24, 48 a 96 vzoriek naplrite plny stojan samostatne spoditanych pipetovych Spiciek s
kanalmi, aby sa mohla metdda spustit.

/N UPOZORNENIE
Skontrolujte, ¢i sa pre dosti¢ky na intermedialnu a findlnu plazmu pouzila dosti¢ka spravneho

typu. Pouzitie zasobnika s hlbokymi jamkami namiesto dosti¢ky s hlbokymijamkami vedie k fuzii
vzoriek a mdze to spbésobit nespravne vysledky.

Postup

o 0k~ w

Otvorte spustac AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method.

Zadajte jedine¢né ID davky, meno pouzivatela a vyberte moznost OK.

ID davky mOze obsahovat = 26 znakov. MbzZete pouzivat Cisla, pismend, znaky pod¢iarknutia (_) alebo
pomléky (-). Priklad: 2025-10-16_Batch3.

V ID ddvky sa nerozliSuju malé a velké pismena. ID davky s rovnakymi pismenami s rozdielnou velkostou nie
sU povazované za jedine¢né.

Nazvy dadvok musia byt jedine¢né a nesmu sa liSit iba vo velkosti pismen. Napriklad ndzvy davok BatchO1a
batch01 nie su jedine¢né. To isté plati pre pomenovanie ID vzorky.

Vyberte moznost New Batch (Nova davka).

Po inicializacii vyberte moznost OK a spusti sa izolacia plazmy.

Vyberte velkost davky a potom vyberte moznost OK.

Vyberte pocet prvkov NTC (no template controls, kontrolné vzorky bez $abldny) a potom vyberte
moznost OK.

Drazky s NTC su vzdy vybraté ako posledné. Napriklad ak cyklus s 24 vzorkami obsahuje dve kontrolné
vzorky NTC, nachadzaju sa na pozicii 23 a 24.
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7. Vykonajte jeden z tychto krokov:

illumina

* Ak chcete nahrat existujlci harok so vzorkami, vyberte harok so vzorkami suvisiaci s ddvkou a potom

moznost OK.

* Ak chcete pokragovat bez vyberu harka so vzorkami, vyberte moznost No Sample Sheet (Ziaden harok

so vzorkami).

Dalsie informécie o vytvarani harka so vzorkami najdete v Priru¢ke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2
(¢. dokumentu 1000000067940).

POZNAMKA Typ vzorky — samostatny plod alebo dvojéata — sa musi pre kazdu vzorku presne

zaznamenat, aby sa zabezpecila vhodna analyza tdajov. Ak vyberiete moznost No Sample
Sheet (Ziaden harok so vzorkami), skontrolujte, &i boli v obsluznych nastrojoch aplikacie
Workflow Manager nastavené predvolené hodnoty vzoriek. Dal$ie informacie najdete v
Priru¢ke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (. dokumentu 1000000067940).

8. Potvrdte, Ze su vSetky Ciarové kddy pripevnené a potom vlozte vzorky, pipetové Spicky a dosticky

(s Ciarovym kédom smerujucim doprava) do nosica.

9. PokaZdejvyzve na vlozZenie vyberte moznost OK.

Velkost

davky so

vzorkami

24,48,96 Pipetova
Spicka

Typ
nosica

Skumavka

Skumavka

Skumavka

Skumavka

Multiflex

Multiflex

Reagencia

Pruh

7-12

15

16

17

18

19-24

19-24

47
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PoloZka

1000 pl pipetové $picky

1000 pl pipetové Spicky (iba pri davke s 96 vzorkami)
Pripravené skumavky so vzorkami odobratej krvi1-24
(pre vSetky velkosti davok)

Pripravené skimavky so vzorkami odobratej krvi 25 - 48
(velkost davky iba 48 a 96 vzoriek)

Pripravené skimavky so vzorkami odobratej krvi 49 — 72
(velkost davky iba 96 vzoriek)

Pripravené skimavky so vzorkami odobratej krvi 73 — 96
(velkost davky iba 96 vzoriek)

Prazdna dosti¢ka s hibokymi jamkami, finalna plazma,
s Ciarovym kédom

Prazdna dosti¢ka s hilbokymi jamkami, Intermedialna
plazma, s ¢iarovym kédom

[Volitelné] Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok
Dulbecco (DPBS, Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline) pre kontrolu bez Sablény (NTC, no template
control)

Pozicia
miesta

4,5
1-24

25-48

49-72

73-96

24279
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10. Overte, ¢i boli nosi¢e, laboratérne pomédcky a reagencie spravne viozené.

11. Na obrazovke Pre-Spin Deck Verification (Overenie ploSiny pred odstredenim) vyberte moznost OK.

12. Sledujte automatizované procesy na zariadeni ML STAR.

13. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachdadzaju ziadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vylozit nosice.

14. Na vylozenie plosiny vyberte moznost Unload (Vylozit).

15. Odstrante dosti¢ku s hlbokymijamkami, s oznacenim Intermediate Plasma (Intermediadlna plazma)
nasledovne.

a. Preskumaijte, ¢i sa v kazdej jamke na dosti¢ke nachddza rovnaky objem (Ziadne chyby pipiet).
Ocakavany objem je 1 000 pl.

b. Zaznamenajte akékolvek nekonzistencie po dokoné&eni postupu izolacie plazmy.

c. Dosticku zapecatte, vlozte tak, aby sa zachovala vyvazenost a odstredujte pri otd¢kach 5600 x g po
dobu 10 minut s vypnutou moznostou rychleho zastavenia (brzdou) alebo s vybratym najnizsim
nastavenim.

16. Ak chcete pokracovat na finalny krok Plasma Preparation (Priprava plazmy) vyberte moznost Yes (Ano).
17. Odstrante tesnenie dosti¢ky a dosti¢ku znova vlozte do nosica.
e T, e pona e
24,48, 96 Multiflex  19-24 Dosticka s hlbokymijamkamina 5
intermedialnu plazmu
18. Zaciarknite policko Intermediate Plasma plate has been spun (Dosti¢ka s intermedidlnou plazmou bola
odstredend) a potom vyberte moznost OK.
19. Sledujte automatizované procesy na zariadeni ML STAR.
20. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachadzaju zZiadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vyloZit nosice.
21. Na vylozenie plosiny vyberte moznost Unload (Vylozit).
22. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, vyprazdnite nosic¢e aj plosinu.
23. Odstrante dosticku s hlbokymijamkami na findlnu plazmu.
24. PreskUmaijte, ¢i na dosticke nedoslo k tymto chybam:

* Nekonzistentny objem v jamkach. O¢akdvany objem je 900 pl.

* Viditelné bunkové pelety.

* Nadmerna hemolyza.

Ak spozorujete abnormalne viditelné bunkové pelety alebo nadmernu hemolyzu, zruste platnost danej

vzorky na konci metédy izolacie plazmy alebo pouZite nastroj Batch Manager. Dal$ie informacie o néstroji

Batch Manager najdete v Prirucke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 71000000067940).

25. Po zobrazeni vyzvy nastrojom Workflow Manager vyberte moznost OK.
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26. K jamkam, v ktorych doslo ku chybe, zadajte poznamky a vyberte moznost OK.
27. Vykonaijte jeden z tychto krokov.
* Ak chcete pokragovat v extrakcii cfDNA, vyberte moznost Yes (Ano).

* Na zastavenie vyberte moznost Exit (Skondit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, dosticku s konec¢nou plazmou zapecatte a skladujte ju v prostredi s teplotou 2 °C az 8 °C po
dobu max. 7 dni.

Extrahovana cfDNA

Priprava

1. Vizudlne preskumaijte balenie s prislusenstvom a na extrakciu a overte, ¢i neuplynul datum spotreby.

2. Pripravte sinasledujice reagencie: Vani¢ky zdsobnika a zdsobniky s hlbokymi jamkami ozna¢te ndzvom
reagencii.

Reagencia Skladovanie  Pokyny

Dosti¢ka s hilbokymijamkamina 2°Caz8°C Ak uz bola skladovana, ponechaijte ju priizbovej
findlnu plazmu teplote 30 minut.
Odstredujte pocas 20 sekund pri 1000 x g.
Pred pouzitim dosti¢ku s hlbokymi jamkami na
findlnu plazmu odpecatte.

3. Pomaly pridavajte 3,75 ml pufra s proteindazou do kazdej ampulky na reagenciu s proteinazou K.
* Pripravte 3 ampulky na 24 a 48 vzoriek.
* Pripravte 4 ampulky na 96 vzoriek.

4. ZavieCkujte ampulky s proteindzou K a premiesavajte virenim, kym znova nevznikne suspenzia.

/N UPOZORNENIE

Zabrante kontaminacii gumenej zatky. Nanesenie inych substancii na gumenu zatku moze
kontaminovat buduce vzorky.

5. Zdruzte pripravenu proteindzu K zo v§etkych ampuliek do nddobky na reagenciu a oznacte ju ako
Proteinaza K.
6. Pridajte 100 ml 100 % EtOH do kazdej flastiCky s reagenciou pufra na premyvanie Il.
* Pripravte 1flasticku na 24 a 48 vzoriek.
* Pripravte 2 flasti¢ky na 96 vzoriek.
Prevratte flasticky s pufrom na premyvanie Wash Buffer Il tak, aby sa ich obsah premiesal.

8. 0Oznacte zaciarkavacie policka na flastickach s pufrom na premyvanie Wash Buffer II.
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9. Oznacte 1 novu dosti¢ku s plnou obrubou napisom Intermediate (Intermedialna) a nalepte na fiu iarovy kéd
uréeny pre dosticky.

10. Oznacte 1 novu dosticku s plnou obrubou napisom cfDNA Elution (Eldcia cfDNA) a nalepte na fu Ciarovy kéd
uréeny pre dosticky.

11. Oznacte 1 dosticku s hlbokymi jamkami ndpisom Extraction Intermediate (Intermedidlna extrakcia) a nalepte
na fiu Ciarovy koéd uréeny pre dosti¢ky s hlbokymi jamkami.

12. Na dosti¢ku uréenu na viazanie DNA nalepte Ciarovy kéd uréeny pre dosticky.

13. Na nepouzité dosti¢ky s jamkami pre davky obsahujlce 24 a 48 vzoriek aplikujte foliové tesnenie.

14. Pripravte Cistiaci roztok obsahujuci 70 % EtOH (70 % EtOH, 30 % vody bez obsahu DNazy/RNazy).

15. Nasledovnym spdsobom pripravte podtlakovy systém.

a. Odstrante rozvadzac podtlaku a ocistite ho pouzitim 70 % EtOH.
EtOH nenandsajte na tesnenie, moze to spbsobit krehkost materialu.

b. Vyprazdnite flasu s odpadovym materidlom, ktory vznika pri vytvarani podtlaku.

c. Overte, Cije podtlakovy systém zariadenia ML STAR zapnuty.

Postup

1. Vyberom moznosti OK spustite extrakciu cfDNA.

2. Ak nie je aplikacia VeriSeq NIPT Method otvorena:
a. Otvorte spusta¢ AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method.
b. Zadajte ID davky, meno pouzivatela a vyberte moznost OK.

3. Vlozte pipetové Spi¢ky do drziakov Spiciek nasledovnym spdsobom a vyberte moznost OK.

/N UPOZORNENIE

Pred spustenim metddy pre davky obsahujuce 24, 48 a 96 vzoriek pridajte plny stojan
8-kanalovych pipetovych $piciek.

Velkost davky so Typ

vzorkami hosica Pruh Polozka Pozicia miesta
24 Pipetova 1-6 1000 pl pipetové Spicky 1
Spicka 7-12 300 pl pipetové &picky 1
48 Pipetova 1-6 1000 pl pipetové Spicky 1,2
Spicka 7-12 300 pl pipetové Spicky 1
96 Pipetova 1-6 1000 pl pipetové $picky 1,2,3,4
Spicka 7-12 300 pl pipetové &picky 1

4. Vlozte spocitané pipetové $pi¢ky do drziakov pipiet nasledovnym sposobom.
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Velkost davky so Typ

vzorkami hosica Pruh Polozka Pozicia miesta
24,48, 96 Pipetova 49-54 1000 pl pipetové Spicky 1
Spicka 300 pl pipetové Spicky 2
50 pl pipetové $picky 3

5. Zadajte miesto prvej a poslednej pipetovej $picky pre kazdy zo stojanov so $pickami a vyberte moznost OK.
6. Naskenujte ¢iarové kédy balenia na extrakciu Extraction Box.

7. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby pripravujicej reagenciu a vyberte moznost OK.

8. Naskenujte ¢iarové kédy balenia s prislusenstvom Accessory Box.

9. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby pripravujucej reagenciu a vyberte moznost OK.

10. Potvrdte prilepenie ¢iarovych kodov.

11. Ak je to nevyhnutné, odpecatte dosticku s hibokymi jamkami na findlnu plazmu.

12. VloZte dosticky (tak, aby Ciarovy kod smeroval doprava) do nosic¢a dosticiek nasledovnym spdsobom a

vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ
vzorkami nosica

24,48, 96 Multiflex 19-24 Nova dostic¢ka s plnou 1
obrubou, s oznacenim
Intermediate (Intermedialna), s
¢iarovym kédom

Pruh PoloZka Pozicia miesta

Nova dosticka s plnou 2
obrubou, Eldcia cfDNA, s
Ciarovym kédom

Nova dostic¢ka s plnou 4
obrubou, s oznacenim

Extraction Intermediate
(Intermedialna extrakcia), s
Ciarovym kédom

Dosti¢ka s hlbokymi jamkami 5
na finalnu plazmu, s ¢iarovym
kédom
13. Potvrdte, Ze dosticka na viazanie DNA je oznacena ¢iarovym kédom, a potom vyberte moznost OK.

14. Pre Ciastkové davky na dosti¢ke pouzite orezané tesnenie na dosti¢ky, ktoré umiestnite nad nepouzité
jamky (stipce 4 —12 pre davky obsahujice 24 vzoriek a stipce 7 - 12 pre davky obsahuijlice 48 vzoriek).

15. VloZte dosti¢ku na viazanie DNA do rozvadzaca podtlaku s ¢iarovym kédom smerujlicim doprava.
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16. Pred umiestnenim dosti¢ky na viazanie do rozvadzaca BVS vizualne skontrolujte, ¢i sa v jamkach

nenachadza ziadna prekazka.

Mohlo by to ovplyvnit tok reagencie pri aplikacii podtlaku.

17. Ak pouzivate davky s 24 alebo 48 vzorkami, pokryte nepouzité jamky a utesnite féliovym tesnenim. Vyberte
zadiarkavacie policko Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Su stipce na dosti¢ke na viazanie DNA

zapecatené?) a potom moznost OK.

18. Vlozte nadobky na reagencie do nosi¢a reagencii nasledovnym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. .y Pruh
vzorkami nosica
24,48 Reagencia 47
96 Reagencia 47

Polozka

16 ml pufra na ellciu
11 ml proteinazy K
16 ml pufra na eldciu

15 ml proteinazy K

Pozicia miesta

19. Preneste uréené reagencie do zdsobnikov s hibokymi jamkami a potom vlozte zédsobniky do nosi¢ov s

hibokymi jamkami nasledovnym spdsobom.
20. Zvolte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. - Pruh
vzorkami nosi¢a
24,48 Hlboké jamky 39-44
96 Hlboké jamky 39-44
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Polozka

125 ml pufra na premyvanie
Wash Buffer Il

125 ml pufra na premyvanie
Wash Buffer |

60 ml 100 % EtOH

100 ml pufra na lyzu Lysis
Buffer

60 ml vody bez obsahu
RN&zy/DNazy

200 ml pufra na premyvanie
Wash Buffer I

125 ml pufra na premyvanie
Wash Buffer |

100 mI 100 % EtOH

100 ml pufra na lyzu Lysis
Buffer

V100 ml vody bez obsahu
RNazy/DNazy

Pozicia miesta
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.

30.
31.

32.
33.
34.

35.

36.

37.

38.

Pockajte, kym sa dokon¢i automaticka kontrola objemu reagencie.

Potvrdte, ze flasa s odpadovym materidlom, ktory vznika pri vytvarani podtlaku, je prézdna (odporuca sa pri
polovi¢nej naplnenosti) a vyberte moznost OK.

Potvrdte umiestnenie vSetkych nosicov, laboratérnych pomoécok a reagencii a potom vyberte moznost OK
na obrazovke Extraction Deck Verification (Overenie plosiny na extrakciu).

Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte.

/N UPOZORNENIE

Pretecenia vzoriek, ktoré systém nedokazal detegovat, musite manudlne oznacit ako neplatné
esSte pred kontaminaciou okolitych jamiek.

Po poslednom kroku aplikacie podtlaku vyberte dosticku na viazanie DNA a vy¢istite spodnu plochu
pouzitim 70 % EtOH.

Utesnite vSetky nepokryté jamky na dosti¢ke na viazanie DNA a potom dosti¢ku na viazanie DNA umiestnite
na prazdnu dosti¢ku s hlbokymi jamkami na findlnu plazmu.

Odstredujte zostavu dosti¢ky na viazanie DNA a dosti¢ky na finalnu plazmu pri ota¢kach 5600 x g pocCas
10 minut so zapnutou moznostou rychleho zastavenia (brzdou).

Zvolte moznost OK.

Pocas centrifugovania dosti¢ky na viazanie DNA dokoncite Cistenie zariadenia na podtlak:
a. Vyberte rozvadzac podtlaku a potom vyberte moznost OK.

b. Pockajte, kym sa automatické odstranenie odpadovych latok dokondi.

c. Vycistite rozvadzac¢ podtlaku aj vnutro podtlakového systému pouzitim 70 % EtOH a potom rozvadzac
podtlaku vymerite.

d. Vyberte policko Manifold is on Vacuum (Rozvadzac aplikuje podtlak), ¢im sa spusti presun dosti¢ky na
ellciu na rozvadzac vakua, a potom vyberte moznost OK.

Po centrifugovani odpecatte jamky obsahujluce vzorky na dosti¢ke na viazanie DNA.

Dostic¢ku na viazanie DNA umiestnite na hornu ¢ast dosti¢ky na ellciu cfDNA, ktord je umiestnena na
rozvadzadi podtlaku.

Vlozte dosti¢ku na viazanie DNA s ¢iarovym kédom smerujlicim doprava a potom vyberte moznost OK.
Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte.

Po kroku inkubacie vyberte zaciarkavacie poli¢ko Plates are assembled as indicated (Dosti¢ky su
zostavené podla poziadaviek). Potvrdte, ze sa zostava dosti¢ky na viazanie DNA/dosti¢ky na eldciu cfDNA
nachadza na podpornom podstavci (ak sa to vyZaduje na odstredenie).

Nepokryté jamky zapecatte na dosticke na viazanie DNA.

Odstredujte pri otackach 5600 x g po dobu 2 minut so zapnutou moznostou rychleho zastavenia (brzdou) a
potom vyberte moznost OK.

Vizualne preskumajte dostiCku na ellciu cfDNA, Ci sa v kazdej jamke nachadza rovnaky objem.
Ocakavany objem je priblizne 55 pl.

Dosti¢ku na elticiu cfDNA zapecatte a zachovajte na pripravu kniznice.
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39. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachdadzaju ziadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vylozit nosice.

40. Na vylozenie plosiny vyberte moznost Unload (Vylozit).
41. Vylozte vSetky nosice a vydistite plosinu zariadenia ML STAR. Potom vyberte moznost OK.
42. K ovplyvnenym jamkam zadajte poznamky a vyberte moznost OK.
43. Vykonajte jeden z tychto krokov:
* Ak chcete pokragovat v priprave kniznic, vyberte moznost Yes (Ano).

* Na zastavenie vyberte moznost Exit (Skon¢it).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete, platnicku cfDNA Elution zapecatte a skladujte ju v prostredi s teplotou -25 °C az -15 °C max.
7 dni.
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Priprava kniznic

Priprava

1.

Vizudlne preskimaijte balenie s prislusenstvom (Accessory box) a na pripravu kniznice (Library Prep) a
overte, i neuplynul datum spotreby.

Pripravte si nasledujuce reagencie. Zasobné skimavky a zasobniky s hibokymi jamkami oznacte nazvami

reagencii.
Reagencia

Zmes A-Tailing

Dosticka na eluciu
cfDNA

Zmes na opravu
konca

Hybridiza¢ny pufer

Ligacna zmes

Dosti¢ka s adaptérmi
NIPT DNA

Pufer na resuspenziu

Guld&ky na
purifikaciu vzoriek

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

Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim
premieSajte a potom kratko odstredte.

Ak bola dosti¢ka skladovana, skontrolujte, Ci
nebola skladovana viac ako 7 dni a potom ju
rozmrazte priizbovej teplote. Premiesajte virenim
pri otd¢kach 1500 ot./min 1 minutu. Odstredujte
pocas 20 sekund pri 1000 x g.

Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim
premiesajte.

Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim
premieSajte. Po pouziti vratte na miesto
skladovania.

Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim
premieSajte a potom kratko odstredte.

Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim
premiesajte. Odstredujte pocas 20 sekund pri
1000 x g.

Virenim premiesajte. Po pouziti vratte na miesto
skladovania.

Ponechajte v prostredi s izbovou teplotou na

30 minut.

Pred kazdym pouzitim silno premieSajte virenim.
PremieSavajte virenim alebo preklapanim, kym nie
su vSetky gul6Cky rozptylené v suspenzii a kym
nie je zmes homogénna.
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/N UPOZORNENIE

Pri odstrafiovani utesnenia z dosticky s adaptérmi NIPT DNA postupujte velmi opatrne, aby
nedoslo ku krizovej kontaminacii aerosélom medzi jamkami. M6Ze to spdsobit nespravne
vysledky.
3. Ak bola dosti¢ka na ellciu cfDNA uskladnena zmrazen3, pripravte ju nasledujicim spésobom.
a. Rozmrazujte priizbovej teplote.
b. PremieSajte virenim pri otd¢kach 1 500 ot./min 1 minutu.
c. Odstredujte poc¢as 20 sekund pri otd¢kach 1000 x g.
4. Oznacte jednu novu dosti¢ku s plnou obrubou napisom Libraries (Kniznice) a nalepte na fiu ¢iarovy kéd
uréeny pre dosticky.
5. Zo100-percentného EtOH pripravte 80 % EtOH. Skombinujte 40 m 100 % EtOH a 10 ml vody bez obsahu
DNazy/RNazy. Prevratenim premiesajte.

6. Skontrolujte, ¢ije zapnuta funkcia kontroly teploty v zariadeni ML STAR.
Enzymy na diluciu

1. Kombindacia zmesi A-Tailing Mix a pufra na opakovanu suspenziu (RSB) v skimavke so skrutkovacim
uzaverom. Virenim premiesajte a potom kratko odstredte.

Velkost davky so vzorkami A-Tailing Mix (pl) Pufer na opakovanu suspenziu (RSB)
24,48 900 1200
96 1800 2400

2. Kombindacia zmesi na ligaciu a pufra na opakovanu suspenziu (RSB) v skimavke so skrutkovacim uzaverom.
Virenim premieSajte a potom kratko odstredte.

Velkost davky so vzorkami Zmes na ligaciu (ul) Pufer na opakovanu suspenziu (RSB)
24,48 230 1713
96 440 3278

Postup

1. Vyberom moznosti OK spustite pripravu kniznice. Ak es$te nie je aplikacia VeriSeq NIPT Method otvorena:
a. Otvorte aplikaciu AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method.
b. Zadajte ID davky, meno pouzivatela a vyberte moznost OK.

2. Potvrdte, ze nasledujuci spotrebny materidl je pripraveny tak, ako to uddva obrazovka Reagent Preparation
(Priprava reagencie):

* Zmes A-Tailing Mix, zmes na ligaciu a 80 % EtOH
*  Gul'6¢ky na purifikaciu vzorky, zmes na opravu konca a dosti¢ka adaptéra NIPT DNA

3. Vyberte zaciarkavacie poli¢ka a potom vyberte moznost OK.
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4. Naskenujte ¢iarové kédy balenia na pripravu kniznice (Library Prep).
5. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby pripravujlcej reagenciu a vyberte moznost OK.
6. Naskenuijte ¢iarové kddy balenia s prisluSenstvom Accessory Box.
7. Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby pripravujicej reagenciu a vyberte moznost OK.
8. Vlozte pipetové Spi¢ky do drziakov $piciek uvedenym postupom a vyberte moznost OK.
:’I:(:I:::;?évky SO -rlm-z:iéa Pruh Polozka Pozicia miesta
24 Pipetova 1-6 50 pl pipetové Spicky 1
Spicka 7-12 300 pl pipetové 3picky 1,2
48 Pipetova 1-6 50 pl pipetové Spicky 1,2
Spicka 7-12 300 pl pipetové Epicky 1,2,3,4
96 Pipetova 1-6 50 pl pipetové Spicky 1,2,3,4
Spicka 7-12 300 pl pipetové 3picky 1,2,3,4,5

9. Ak ste po extrakcii cfDNA protokol zastavili, vlozte spocitané pipetové Spi¢ky do nosi¢ov Spiciek
nasledovnym postupom.

:’I:(:I:::;‘?évky SO IZ:iéa Pruh Polozka Pozicia miesta
24,48, 96 Pipetova 49-54 1000 pl pipetové Spicky 1
Spicka 300 pl pipetové Spicky 2
50 pl pipetové $picky 3

10. Zadajte miesto prvej pipetovej $picky pre kazdy zo stojanov so Spickami a vyberte moznost OK.

11. Potvrdte, Ze su Ciarové kody pripevnené, viozte dosticky (tak, aby ¢iarovy kdd smeroval doprava) do nosica

platni¢iek uvedenym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. - Pruh
vzorkami nosica
24,48, 96 Multiflex 19-24
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PoloZka

Dosti¢ka na ellciu cfDNA
oznacena Ciarovym kédom

Dosti¢ka adaptéra NIPT DNA
oznacena Ciarovym kédom

Nova dosti¢ka s plnou obrubou
a 96 jamkami, s kniznicami,
oznacena Ciarovym kédom

Nové dosti¢ky s plnou obrubou
a 96 jamkami

Pozicia miesta

4,5
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12. Nasledovnym postupom vlozte nosi¢ s hlbokymi jamkami a vyberte moznost OK.

Velkost davky Typ

. . Pruh Polozka Pozicia miesta
so vzorkami nosica
24,48, 96 S hibokymi 39-44 50 mI 80 % EtOH v zasobniku 1
jamkami s hibokymi jamkami
Nové dosti¢ky s plnou obrubou 2,3,4,5

a 96 jamkami
13. Vlozte nddobky na reagencie do nosi¢a na reagencie nasledovnym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky Typ

. - Pruh Polozka Pozicia miesta
so vzorkami nosica
24,48, 96 Reagencia 47 Zmes na opravu konca, 2,5 mi 1
Pripravena zmes A-Tailing Mix 2

(celkovy objem)
Pripravena zmes na ligaciu 3
(celkovy objem)
Gul'6¢ky na purifikaciu vzoriek, 10 ml 4

Hybridiza¢ny pufer, 12 ml 5

14. Nastavte pre 12 ml pufra na hybridizaciu (HT1) v zasobniku pripomienku ohladom zdruzovania (pooling).

15. Skontrolujte, ¢i su nosice, laboratérne pomodcky a reagencie vlozené podla pokynov a na obrazovke Library
Deck Verification (Overenie plosiny pre kniznicu) vyberte moznost OK.

16. Pockajte, kym sa dokon¢i automaticka kontrola objemu reagencii.
17. Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte.

18. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachdadzaju ziadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vylozit nosice.

19. Na vylozenie plosiny vyberte moznost Unload (Vylozit).
20. Preskumaijte, Ci sa v kazdej jamke na dosticke s kniznicami nachadza rovnaky objem.
/N UPOZORNENIE

V pripade, ak objemy v jamkdch nie su konzistentné, automaticka kontrola kvality vzoriek méze
zlyhat.

21. V pripade skladovania dosti¢ku s kniznicami zapecatte a zachovajte.

22. VyloZte nosice, vydistite plosinu a vyberte moznost OK.

23. K ovplyvnenym jamkam zadajte poznamky a vyberte moznost OK.

24. Vykonajte jeden z tychto krokov:

* Ak chcete prejst na krok Quantify Libraries (Kvantifikacia kniznic), vyberte moznost Yes (Ano).

* Ak chcete proces zastavit, vyberte moznost Exit (Skon¢it).
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BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete proces, zapeclatte dosti¢ku s kniznicami, aby ste ju mohli uskladnit. Dosti¢ka s kniZznicami je
stabilna maximalne 7 dni od datumu jej pripravy, ak sa skladuje pri teplote od -25 °C do -15 °C.

Kvantifikacia kniznic
Priprava

1. Pripravte si nasledujuce reagencie:

Reagencia Skladovanie Pokyny
Reagencia na 2°Caz8°C Chrante pred svetlom. Rozmrazujte priizbovej teplote
kvantifikaciu DNA 30-150 minut.

(Odportca sa reagencie odstranit na zaciatku postupu
Priprava kniznic.)
Virenim premieSajte a potom kratko odstredte.

Kvantifikany 2°Caz8°C Virenim premieSajte a potom kratko odstredte.
Standard pre DNA

Pufer naresuspenziu 2°Caz8°C Virenim premieSajte.

2. Ak bola dosti¢ka s kniznicami uskladnend zmrazena, pripravte ju nasledujucim spdsobom.
a. Skontrolujte, ¢i nebola dosti¢ka skladovana viac ako 7 dni a potom ju rozmrazte priizbovej teplote.
b. Virenim premiesSaijte.
c. Odstredujte pri ota¢kach 1000 x g 1 minutu.
Fluorometer zapnite 10 minut pred jeho pouzitim.
Na novu dosti¢ku s 384 jamkami nalepte Ciarovy kéd.

Na novu dosti¢ku s plnou obrubou nalepte Ciarovy kéd.

Postup

1. Vyberom moznosti OK spustite kvantifikaciu.

2. Ak este nie je aplikacia VeriSeg NIPT Method otvorena:
a. Otvorte aplikaciu AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method.
b. Zadajte ID davky, meno pouzivatela a vyberte moznost OK.
Naskenujte Ciarové kody balenia s prisluSenstvom Accessory Box.

Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby pripravujucej reagenciu a vyberte moznost OK.
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5. Vlozte pipetové $picky do drziaka Spiciek uvedenym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. - Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosic€a
24,48 Pipetova 1-6 Stojan s 300 ul pipetovymi 1
Spicka Spickami
Stojan s 50 pl pipetovymi 2
SpiCkami
96 Pipetova 1-6 Stojan s 300 pl pipetovymi 1
Spicka SpiCkami
Stojan s 50 pl pipetovymi 2,3
Spickami

6. Potvrdte prilepenie ¢iarovych kddov.
Ak je to potrebné, dosti¢ku s kniZnicami odpecatte.

8. Vlozte dosticky (tak, aby Ciarovy kdd smeroval doprava) do nosi¢a Multiflex uvedenym postupom a vyberte
moznost OK.

Velkost davky so Typ

] . Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nové dosticky s plnou 1
obrubou oznacené Ciarovym
kédom

Nova dosti¢ka s 384 jamkami 2
oznacena Ciarovou obrubou

Dosti¢ka s kniznicami 3
oznacena Ciarovym kédom

Nové dosticky s plnou 4,5
obrubou a 96 jamkami

9. Vlozte nadobky na reagencie bez vie¢ok do nosi¢a na skimavky uvedenym postupom a potom vyberte
moznost OK.

Velkost davky so Typ

. - Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica
24,48, 96 Skumavka 46 Kvantifika¢ny Standard pre 1
DNA
Reagencia na kvantifikaciu 2
DNA
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10. Vlozte nadobky na reagencie do nosi¢a na reagencie nasledovnym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. - Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami hosica
24,48, 96 Reagencia 47 Nova nadobka na reagencie 1
(prazdna)
Pufer na resuspenziu, 16 ml 2

11. Ak ste po priprave kniZnice protokol zastavili, vioZte spocitané pipetové Spicky do nosicov Spiciek
nasledovnym postupom.

Velkost davky so Typ

vzorkami nosica Pruh Polozka Pozicia miesta
24,48, 96 Pipetova 49-54 1000 pl pipetové $picky 1
Spicka 300 pl pipetové picky 2
50 pl pipetové Spicky 3

12. Zadajte miesto prvej a poslednej pipetovej $pi¢ky pre kazdy zo stojanov so Spi¢kami a vyberte moznost OK.

13. Skontrolujte, ¢i su nosice, laboratdérne pomocky a reagencie viozené podla pokynov a na obrazovke Quant
Deck Verification (Overenie plosiny na kvantifikaciu) vyberte moznost OK.

1

>

. Pockajte, kym sa dokon¢i automaticka kontrola objemu reagencii.
15. Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte.

16. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachadzaju Ziadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vylozit nosice.

17. Na vyloZenie ploSiny vyberte moznost Unload (Vylozit).
18. VyloZte dosti¢ku s kniZznicami.
a. Preskumaijte, ¢i sa v kazdej jamke na dosti¢ke nachadza rovnaky objem.

b. Zapecatte dosti¢ku s kniznicami a skladujte ju priizbovej teplote, kym sa nedokonc¢i analyza
fluorometrickych udajov.

19. Vylozte zostavajuce dosticky s 96 jamkami a skontrolujte, &i sa v kazdej jamke nachadza konzistentny
objem.
Zavazné rozdiely v objemoch m6zu indikovat chybu v krokoch pipetovania.

20. VyloZte dosti¢ku s 384 jamkami a v prislusnych jamkdach overte pritomnost tekutiny.

21. Dosti¢ku zapecatte féliovym tesnenim.

22. Odstredujte pocas 20 sekund pri 1000 x g.

23. Inkubuijte priizbovej teplote 10 minut bez pristupu svetla.

24. Vylozte vSetky nosice.

25. Ocistite plosinu zariadenia ML STAR a vyberte moznost OK.
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26.

27.
28.
29.
30.

/N UPOZORNENIE

Kym neziskate potrebné udaje, nelikvidujte reagencie potrebné na kvantifikaciu. Ak by ste chceli
kvantifikaciu zopakovat, budete dané reagencie potrebovat.

Po inkubacii odstrante féliové tesnenie a dosti¢ku s 384 jamkami vlozte do &itacky mikrotitracnych
dostigiek. Skontrolujte, &i sa pouziva fialova dosti¢ka s adaptérmi (Cislo dielu: 0310-4336) od spolo&nosti
Molecular Devices, alebo ekvivalentna dosti¢ka, ak to pouzivany pristroj umoznuje.

*  Privkladani musi byt oznacenie A1v [avom hornom rohu.

Sablénu VeriSeq NIPT vyberte dvakrat, aby sa otvorila v softvéri SoftMax Pro.

Na karte Home (Domov) vyberte moznost New Experiment (Novy experiment).

Vyberte moznost Read (Citat).

Nasledovnym sp6sobom Udaje exportujte vo formate XML.

a. Pravym tlacidlom vyberte moznost Plate (Dosti¢ka) a potom mozZnost Rename (Premenovat).
b. Naskenujte ¢iarovy kod dosticky na kvantifikaciu a potom vyberte moznost OK.

c. Vlavom hornom rohu obrazovky vyberte ikonu dosticky a potom vyberte v ponuke moznost Export
(Exportovat).

d. Zaciarknite policko Expt name (Nazov exportu), nastavte moznost ddtumu dosticky na Raw
(Nespracovany), nastavte format vystupu na XML a potom vyberte moznost OK.

e. Nastavte cestu a nazov pre vystupny subor a vyberte moznost Save (UloZit).

Podita¢ Hamilton musi mat moznost pristupu na uvedené miesto. V ndzve suboru ani v ceste nepouzivajte
medzery.

Analyza

1.V zariadeni ML STAR na obrazovke Scanner Information (Informacie o skeneri) zadajte ID fluorometra.

2. Pridajte komentare tykajlce sa cyklu fluorometra a potom vyberte moznost OK.

3. Navigujte na subor *.xml kvantifikacie, ktory obsahuje fluorometrické Udaje, a potom vyberte moznost OK.
4. Skontrolujte krivku Standardnych hodn6t a vysledky analyzy koncentracie vzorky a potom vyberte moznost

OK.

5. Ak musite znova skenovat dosticku, vyberte moznost Rescan (Skenovat znova).
Vzorky su citlivé na svetlo a menia sa v ¢ase. Ak je to mozné, vykonajte opakované skenovanie ¢o
najrychlejsie.

6. Kovplyvnenym jamkam zadajte poznamky a vyberte moznost OK.
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7. Vyhodnotte vysledky a pokracujte nasledujucimi krokmi.

* Ak vysledok splni zadané podmienky, pokracujte na krok Zdruzovanie (pool) kniznic na strane 40.
Zadané podmienky su uvedené v metrikdch QC (kontrola kvality) a v tabulke uvadzajucej hrani¢né
hodnoty v Prirucke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940).

* Ak vysledok nezodpoveda zadanym podmienkam, systém danu metddu zrusi. Zopakujte proces
kvantifikacie tak, Zze za¢nete s krokom Priprava na strane 36.

8. Vykonajte jeden z tychto krokov:
* Ak chcete pokradovat na Zdruzovanie (pool) kniZnic na strane 40, vyberte moznost Yes (Ano).

* Ak chcete proces zastavit, vyberte moznost Exit (Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak zastavujete proces, zapecatte dosticku s kniznicami, aby ste ju mohli uskladnit. Dosti¢ka s kniznicami je
stabilnd maximalne 7 dni nepretrzitého skladovania pri teplote od -25 °C do -15 °C.

Zdruzovanie (pool) kniznic

Priprava

1. Pripravte si nasledujice reagencie:

Reagencia Skladovanie = Pokyny
Hybridizaény -25°Caz Rozmrazujte priizbovej teplote. Virenim premiesajte. Po pouZziti vratte
pufer -15°C na miesto skladovania.

2. Ak bola dosti¢ka s kniznicami uskladnena zmrazena, pripravte ju nasledujucim spdsobom.
a. Skontrolujte, ¢i nebola dosti¢ka skladovana viac ako 7 dni a potom ju rozmrazte pri izbovej teplote.
b. PremieSajte virenim pri ota¢kach 1 500 ot./min 1 minutu.
c. Odstredujte pocas 20 sekund pri 1000 x g.
d. Pipetou premiesajte.

3. Prdzdnu skimavku na zdruzovanie oznacte napisom Pool A. V pripade 96 vzoriek druhud skimavku na
zdruzZovanie oznacte ako Pool B.

4. Nasledujuci program denaturacie ulozte v tepelnom cyklovadi s vyhrievanym vekom.
a. Vyberte moznost predhriatia veka a nastavte teplotu na 102 °C.
b. Nastavte reakény objem na 50 pl.
c. Rychlost nabehu nastavte na maximalnu hodnotu (= 2 °C za sekundu).
d. Inkubujte priteplote 96 °C 10 minut a potom pri teplote 4 °C 5 sekund.
e. Uchovavaijte priteplote 4 °C.
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Postup

1.

Polozte dosti¢ku s kniznicami na vopred naprogramovany tepelny cyklovac a spustite program denaturacie.
Dosti¢ku s kniznicami nedenaturujte skor, ako sa pri kvantifikacii potvrdi, Ze boli spinené metriky kontroly
kvality, lebo je mozné, Ze budete chciet spustit opakovanu kvantifikaciu.

Odstredujte dosti¢ku s kniznicami rychlostou 1 000 x g 20 sekund.

Vyberom moznosti OK spustite zdruzovanie (pool) kniznic.

Ak nie je metdda VeriSeq NIPT Method otvorena:

a. Otvorte aplikaciu AppLauncher a vyberte moznost VeriSeq NIPT Method.
b. Zadajte ID davky, meno pouzivatela a vyberte moznost OK.

Vyberte koncentraciu poolu a potom vyberte moznost OK.
Hustota cielového klastra je 220 — 260 K/mm?.

POZNAMKA Koncentracie a objemy pri zdruzovani (pooling) bude mozno potrebné pri davkach
obsahujucich 24 vzoriek zvysit, aby sa zachovali tie isté hustoty klastrov, ako pri davkach
obsahujucich 48/96 vzoriek.

6. Ked vas Workflow Manager vyzve, vykonajte jeden z tychto krokov:
* Ak chcete nahrat harok so vzorkami, vyberte harok so vzorkami suvisiaci s ddvkou a potom moznost
Load (Nacitat).
* Ak chcete pouzit predvolené systémové hodnoty pre zostavajlce typy vzoriek, vykazovanie pohlavia
alebo typ skriningu, vyberte moznost Use Default (PouZit predvolené) pre kazdé nastavenie.
Dal$ie informéacie o vytvarani harka so vzorkami najdete v Prirucke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2
(¢. dokumentu 1000000067940).
7. Vyberom moznosti Start (Spustit) sa spusti ¢asovac denaturacie dosticky.
8. VloZte pipetové Spicky do drziakov pipiet uvedenym postupom.
Velkost davky so T
. y ypw Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica
24,48, 96 Pipetova 7-12 50 pl filtrovacie pipetové 1
Spicka Spicky
9. Vlozte dosti¢ky s denaturovanou kniznicou (tak, aby ¢iarovy kéd smeroval doprava) do nosi¢a Multiflex
uvedenym postupom a vyberte moznost OK.
Velkost davky so T
. y ypw Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica
24,48, 96 Multiflex 19-24 Dosti¢ka s denaturovanou 1
kniznicou (oznacena Ciarovym
kodom)
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10. Nasledovnym postupom vlozte skiimavky do nosi¢a skimaviek a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

vzorkami hosica Pruh Polozka Pozicia miesta
24,48 Skumavka 46 Nova 2 ml skiumavka, Pool A 1
96 Skumavka 46 Nova 2 ml skimavka, Pool A 1

Nova 2 ml skiimavka, Pool B 2

11. Vlozte nadobky na reagencie do nosi¢a na reagencie nasledovnym postupom a vyberte moznost OK.

Velkost davky so Typ

. . Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica

24,48, 96 Reagencia 47 3 ml hybridiza¢ného pufra 1
12. VlozZte pipetové Spicky do nosicov $piciek uvedenym postupom.

Velkost davky so Typ

. - Pruh Polozka Pozicia miesta
vzorkami nosica
24,48,96 Pipetova 49 -54 1000 pl filtrovacie pipetové 1
Spicka Spicky
300 plfiltrovacie pipetové 2
Spicky
50 pl filtrovacie pipetové 3
Spicky

13. Zadajte miesto prvej a poslednej pipetovej Spicky pre kazdy zo stojanov so $pickami a vyberte moznost OK.
14. Qverte, Ci boli nosi¢e, laboratérne pomoécky a reagencie vlozené podla uvedeného postupu.

15. Na obrazovke Pooling Deck Verification (Overenie plosiny pred zdruzovanim) vyberte moznost OK.

16. Pocas automatizovanych procesov zariadenie ML STAR sledujte.

17. K ovplyvnenym jamkam zadajte poznamky a vyberte moznost OK.

18. Ked Workflow Manager zobrazi upozornenie, overte, ¢i sa na vkladacej ploSine zariadenia ML STAR
nenachadzaju Ziadne prekazky, aby bolo mozné zo zariadenia ML STAR vylozit nosice.

19. Na vylozenie plosiny vyberte moznost Unload (VyloZzit).

20. Vylozte nosi¢ skumaviek.

21. Kazdu skimavku na zdruZovanie zavie€kujte, premiesajte virenim a nasledne odstredte.

22. Zvolte moznost OK.

23. Po zdruzovani (pooling) hned, ako je to mozné, vykonajte sekvenovanie kniznic. Dosti¢ku s kniznicami
utesnite a skladujte maximalne 7 dni pri teplote —25 °C az —15 °C, aby bolo mozné zdruZovanie zopakovat.

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Pri zastaveni zavie¢kujte skiumavky s poolmi a uchovavaijte pri teplote od -25 °C do -15 °C maximalne 7 dni.
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Priprava zdruzenych (pooled) kniZnic na sekvenovanie

Priprava

1. Pripravte si nasledujice reagencie:

Reagencia Skladovanie Pokyny
Skumavky na -25°Caz-15°C Po predchadzajucom skladovani nechajte roztopit
zdruzovanie (pool) priizbovej teplote.

Kratko premiesajte virenim.
Kratko odstredte.

2. Systém sekvenovania novej generacie pripravte dokon¢enim tychto poli v module Local Run
Manager VeriSeq NIPT:
a. Run Name (Nazov cyklu)
b. [Volitelné] Run Description (Opis cyklu)
c. Pool Barcode (Ciarovy kéd poolu)

/N UPOZORNENIE
Ciarovy kéd poolu zadany do modulu Local Run Manager sa musi zhodovat s &iarovym kédom

zadanym do aplikacie Workflow Manager. Nespravne konfigurdcie cyklu sa zamietnu analytickym
softvérom a bude sa vyzadovat opakované sekvenovanie.

Dalsie informéacie o pouzivani modulu Local Run Manager VeriSeq NIPT najdete v Priru¢ke k softvéru
VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940).
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Postup

1. Nasledovné objemy skombinujte v kazete na reagencie a pipetovanim ich zmiesSajte.
* Hybridiza¢ny pufer (900 pl)
* 450 pl-Pool A (450 pl)

2. Pokracdujte v sekvenovani pomocou referencnej priru¢ky dodanej so zariadenim na sekvenovanie nove;j
generdcie. Ak pouzivate pristroj NextSeq 550Dx, precitajte si Referencnu priru¢ku k pristroju NextSeq
550Dx (¢. dokumentu 1000000009513) (alebo si pozrite zodpovedajuci pribalovy letak uvedeny na stranke
podpory spolo¢nosti llumina www.support.illumina.com).

Po zobrazeni vyzvy potvrdte spravnost konfiguracie daného cyklu.
4. Ak jejto potrebné, tento postup zopakujte pre pool B.

* Nadosiahnutie poZzadovaného rozsahu hustoty cielového klastra je mozné opakovane zdruzit dosti¢ku
kniznice pomocou inej koncentracie zdruzovania (pooling) v zariadeni Hamilton. Pri opakovanom
zdruzovani sa zrusi platnost pévodného poolu.

* Pripadne je mozné upravit pomer poolu k HT1 (450 pl + 900 pl) na dosiahnutie poZadovaného rozsahu
hustoty cielového klastra.

Sekvenovanie nhovej generacie

Test VeriSeq NIPT Solution v2 je mozné pouzit pri sekvenovani novej generacie za tychto podmienok:
* Moznost ¢itani z oboch koncov v pocte 2 x 36

* Kompatibilita s indexovacimi adaptérmi stpravy na pripravu vzoriek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit
* Dvojkanalova chémia

* Automatické vytvaranie suborov BCL (*.bcl) (nespracované Udaje sekvenovacieho pristroja)

* 400 mil. ¢itani z oboch koncov na jeden cyklus

* Kompatibilita so softvérom VeriSeq NIPT Assay Software v2

Systém NextSeq 550Dx je kompatibilny s testom VeriSeq NIPT Solution v2

Analyza udajov sekvenovania

Po dokonc&eni sekvenovania sa Udaje ziskané pri sekvenovani automaticky odosIu do softvéru VeriSeq NIPT
Assay Software v2 na analyzu a vytvorenie spravy. Sprava obsahuje klasifikaciu kazdej vzorky v davke rovnako
ako aj hodnotenie vSetkych metrik hodnotenia kvality cyklu. Proces analyzy od dokon&enia sekvenovania az po
findlne vysledky zaberie v pripade davky so 48 vzorkami priblizne 4 hodiny. Podrobné informéacie o analyze
udajov a vystupnom subore najdete v Priru¢ke k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu
71000000067940).

Dokument &. 1000000078751 v09 SLK 44 279
NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.


https://support.illumina.com/

Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Interpretacia vysledkov

Algoritmus testu VeriSeq NIPT Solution v2 pouziva sofistikovany tatisticky model, v ktorom sa kombinuje
niekolko typov informacii ziskanych z kolekcie fragmentov kniZnice sekvenovanych z oboch koncov. Tento
model sa pouziva na detegovanie oblasti gendmu, ktoré su v kniznici kazdej vzorky nedostato¢ne alebo
nadmerne zastUpené. Co je ddlezité, tento model objasiiuje, &i je nedostatoéné alebo nadmerné zastipenie
konzistentné s udalostou aneuploidie v gendme plodu na Urovni fetdinej frakcie odhadovanej pre danu kniznicu.

V pripade v8etkych chromozdmov su Udaje sekvenovania z oboch koncov zarovnané s referenénym gendmom
(HG19). Jedinecné a neduplikované zarovnané Citania su zoskupené do skupin velkosti 100 kb. Zodpovedajuce
pocty skupin su upravené, aby zodpovedali GC skresleniu, a podla predtym stanoveného genémového pokrytia
$pecifického pre danu oblast. Pouzitim tychto normalizovanych pocétov skupin sa odvodi Statistické skoére pre
kazdy autozom porovnanim oblasti pokrytia, ktoré mozu obsahovat aneuploidiu s ostatnymi autozémami.
Pomer logaritmickej pravdepodobnosti (LLR) sa pre kazdu vzorku vypocita pouzitim skére zalozenom na pokryti
a odhadovanej fetalnej frakcie. LLR predstavuje pravdepodobnost, s ktorou bude vzorka obsahovat anomaliu,
pri danom pozorovanom pokryti a fetdlnej frakcii v porovnani s pravdepodobnostou vzorky bez anomalie v tom
istom pozorovanom pokryti. Pri vypocte tohto pomeru sa berie do Uvahy aj odhadovana neistota vo fetdinej
frakcii. Pre nasledné vypocty sa pouzije prirodzeny logaritmus daného pomeru. Softvér daného analytického
testu pri stanoveni aneuploidie vyhodnoti LLR pre kazdy cielovy chromozém a kazdu vzorku.

Pocas vytvarania davky musite definovat typ vzorky (samostatny plod alebo dvoj¢a), typ skriningu (zékladny
alebo celogenédmovy) a poZzadované vykazanie pohlavnych chromozémov (Yes (Ano), No (Nie) a SCA) pre
kazdu vzorku. Tieto informacie spolu urcuju vysledok, ktory sa vykaze pre kazdu vzorku.

Pre vSetky typy vzoriek typ skriningu uréuje, ktoré autozomalne anomalie sa vykazu. Pri zakladnom skriningu sa
vykazuju iba chromozomalne udalosti zahffiajuce chromozdmy 13, 18 a 21. Pri skriningu celého genému sa pre
akykolvek autozém vykazu delécie a duplikacie celych chromozémov alebo ich &asti. Dizka najmensej
vykazatelnej delécie alebo duplikacie je 7 Mb.

U vzoriek zo samostatnych plodov mézete vykazanie pohlavnych chromozémov vypnut. Mézete tiez
nakonfigurovat vykdazanie aneuploidii v pripade pohlavnych chromozédmov bud's vykdzanim pohlavia v pripade
euploidnych vzoriek, alebo bez neho.

Ak je u dvojgiat vykazovanie pohlavnych chromozémov nastavené na moznost Yes (Ano), vysledok je
obmedzeny na vykazanie pritomnosti alebo nepritomnosti chromozédmu Y v kniZnici. Aneuploidia pohlavnych
chromozdmov sa u dvojciat neda vykazat.

POZNAMKA Ak maju véetky vzorky v davke to isté vykazané pohlavie, pouzivatel bude upozorneny
prostrednictvom e-mailu alebo zobrazenim chyby v pouzivatelskom rozhrani na moznost
vyskytu primesi alebo kontaminacie vzoriek. Platnost davky sa zrusi a nevygeneruje sa Ziadna
sprava. (plati pre softvér serveru VeriSeq NIPT Solution v2 vo verzii v2.2 a vy$sej)

Vysledok ANOMALY DETECTED (DETEGOVALA SA ANOMALIA) naznaduje pozitivny vysledok skriningu vzoriek
na jednu alebo niekolko anomalii v stlade s vybratym typom skriningu a moznostou vykdzania pohlavnych
chromozdémov. Po detegovani anomalie sprava poskytne opis anomalie v cytogenetickom zapise.
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Softvér VeriSeq NIPT Assay Software v2 pouziva $tatistiku generovanu pocas sekvenovania na vytvorenie
odhadu fetalnej frakcie (FFE) pre kazdu vzorku. FFE predstavuje odhadovanu ¢ast cfDNA vo fetdlnej frakcii,
ktora je izolovana pouzitim analytického testu a vykdzana ako zaokruhlena percentualna hodnota pre kazdu
vzorku. Priemerna smerodajna odchylka tohto odhadu pre vsetky vzorky je 1,3 %. FFE sa nema pouzit
samostatne na vyluc¢enie vzoriek pri vykazovani vysledkov.

Na vytvorenie reprezentaénych stanoveni chromozdmov pouziva test VeriSeq NIPT Assay Software v2 metriku
iFACT (Fetal Aneuploidy Confidence Test, test stanovenia pravdepodobnosti vyskytu aneuploidie plodu). Je to
dynamicka metrika prahovej hodnoty, ktora indikuje, ¢i systém vygeneroval dostato¢né mnozstvo pokryti
sekvenovanim, pricom udava odhad fetalnej frakcie pre kazdu vzorku. Negativne stanovenia sa vykazuju iba v
pripade, ak vzorka splini prahovi hodnotu iFACT. V pripade, ak vzorka nespitia dant prahovi hodnotu, v
hodnoteni kvality sa zobrazi vysledok FAILED iFACT (Zlyhanie testu iFACT) a systém nevygeneruje vysledok.

Okrem metriky iFACT berie test VeriSeq NIPT Assay Software v2 pocas analyzy do Uvahy niekolko dalSich
metrik hodnotenia kvality. K dalsi metrikam patri hodnotenie uniformity pokrytia, pri€¢om sa pouziju referencné
oblasti genému, a distribucia dizok fragmentov cfDNA. Pri hodnoteni kvality sa zobrazi bud priznak hodnotenia
kvality (QA flag) alebo vysledok QA failure (pri zlyhani) pre akukolvek metriku mimo akceptovatelného rozsahu.
V pripade zlyhania kontroly kvality systém pre danu vzorku nevygeneruje vysledok. Ak pre vzorku zlyha
kontrola kvality, je moZzné vzorku znova spracovat za predpokladu, Ze sa v skimavke s odobratou krvou
nachadza dostatoény objem plazmy.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 generuje Udaje, ktoré sa pouziju vo finalnej sprave. Nevytvara samotnu finalnu
spravu pre pacienta. Za spracovanie a obsah findlnej spravy, ktora bude doru¢ena kontaktnému lekarovi, nesu
zodpovednost zakaznici. Spolo¢nost lllumina nenesie zodpovednost za presnost interpretacie vysledkov vo
finalnej sprave pre zakaznikov.

/N UPOZORNENIE

Skontrolujte odhady fetalnych frakcii pre vSetky vzorky. Ak su odhady fetalnych frakcii podobné pre
vSetky vzorky v ramci cyklu, je pravdepodobné, Ze doslo k fuzii, ktora ovplyvnila vysledky. Poziadajte
o pomoc oddelenie technickej podpory spolo¢nosti lllumina.

Charakteristiky ucinnosti

Nasledujlce Udaje opisané v ¢astiach venovanych klinickému vykonu a analytickému vykonu boli generované
pouzitim protokolov a materidlov obsiahnutych v Navode na pouzitie, pri€om na prvom mieste bola uvedena
plazma. VSetky Udaje sekvenovania pre tuto ¢ast boli generované systémom sekvenovania NextSeq 500/550
alebo NextSeq 550Dx s nasledujucimi konfiguraciami:
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NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Softvérv Riadiaci softvér NextSeq 4.0 Operacny softvér NextSeq 1.3
pristroji
Verzia Suprava reagencii NextSeq 500/550 High  Suprava reagencii NextSeq 550Dx High
sUpravy Output v2.5 (75 cyklov) Output v2.5 (75 cyklov)
reagencii
Metdda Cyklus sekvenovania 2 x 36 z oboch Cyklus sekvenovania 2 x 36 z oboch
sekvenovania  koncov v rezime vysokého vykonu koncov v rezime vysokého vykonu

Klinicka studia

Presnost testu VeriSeq NIPT Solution v2 bola preukazana vyhodnotenim vzoriek plazmy odobranej tehotnym
Zenam so samostatnym plodom a s dvoj¢atami. Vzorky sa ziskali z plazmatickej banky obsahujucej vzorky bez
moznosti identifikacie, ktoré boli predtym spracované zo vzoriek periférnej pinej krvi. Do $tudie sa zahrnulo viac
ako 45 000 vzoriek. Tieto vzorky boli predtym vyhodnotené prenatalnym skriningom na mozny obsah
aneuploidii, ¢iasto¢nych delécii alebo duplikacii s minimalnou velkostou 7 Mb u plodu. VSetky vzorky z
tehotenstiev s vyskytom anomalie a podmnozina dalSich vzoriek z tehotenstiev bez vyskytu anomalie boli
vyhodnotené ako vhodné na testovanie, ak boli dostupné ich klinické vysledky a splnili sa kritéria platné pre
vzorku. Mnozina na testovaciu analyzu obsahovala spolu 2 335 vzoriek. Z tejto mnoziny pochadzalo 2 328
vzoriek z tehotenstiev s jednym plodom a 7 vzoriek z tehotenstiev s dvoj¢atami.

Z tychto vzoriek v pripade 28 (1,2 %, 28/2335) zlyhala kontrola kvality analyzy pri prvom testovani pocas
analyzy hotovych udajov sekvenovania:
* 27 zlyhaniiFACT (jedno XO, 26 bez anomalie)

* Jedno zlyhanie spésobené udajmi mimo o¢akdvaného rozsahu

Charakteristiky demografie a tehotenstva

Udaje o veku matky, gestaénom veku a trimesteri tehotenstva uvadza v Tabulka 7 pre vzorky zo skriningu
celého gendmu vratane vzoriek so zndmym mozaicizmom. Vacsina testovanych vzoriek (98 %) reprezentovala
prvy trimester tehotenstva.

Demografické udaje boli vyhodnotené v kohortach zakladného aj celogendmového skriningu a nevykazovali
Ziadne Statistické rozdiely. Charakteristiky demografie a tehotenstva boli podobné bez ohladu na to, ¢i bol
zndmy mozaicizmus zahrnuty alebo vyliceny.
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Tabulka 7 Charakteristiky demografie a tehotenstva

Suhrnna statistika

Pocet vzoriek

Vek matky - v rokoch

Cely genom
(vratane znameho mozaicizmu)

2307*

Priemer 35,08
Smerodajna 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 - v tyzdrioch

Priemer 10,93
Smerodajna 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)

Druhy

Treti (= 27 tyzdhov)

2252 (98 %)
54 (2 %)
1(0 %)

* Findlne odovzdané vzorky obsahovali 7 dvojciat.

Klinicka uc¢innost

illumina

Vysledky, ktoré dodal test VeriSeq NIPT Solution v2, boli porovnané s vysledkami zodpovedajicimi klinickému
referenénému Standardu. Pre v8etky skusané vzorky sa ziskali klinické referené¢né Standardné vysledky
(pravdivy klinicky vysledok) v suvislosti so stavom chromozomalnej aneuploidie plodu a ¢iastoénych delécii a
duplikacii v rozsahu 7 Mb alebo va¢som. Klinické referen¢né Standardné vysledky pre vzorky, ktoré boli

zahrnuté do tejto Studie, zaviseli od vysledkov analyzy chromozémov alebo fyzického vysetrenia novorodenca
pouzitim negativneho skriningu NIPT zaloZzeného na NGS. Vyskoleny personal $tudie vykonal klasifikaciu tdajov
klinického referenéného Standardu v suvislosti s dokumentom Medical Coding, ktory dodal zadavatel Studie.
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Metddy analyzy chromozdmov zahfhali ur€ovanie karyotypu, fluorescenénu in situ hybridizaciu (FISH) alebo
komparativny mikrotest gendémovej hybridizacie chromozémov (CMA). Analyza chromozdémov bola vykonana
pouzitim periférnej krvi alebo slin novorodencov alebo doj¢iat, vzoriek POC (tkaniva potratenych plodov),
amniocytov, choriovych klkov, placentarnych tkaniv alebo postnatalnej pupocénikovej krvi.

Mozaicizmus je definovany ako vyskyt dvoch a viacerych bunkovych linii s rozdielnym zloZzenim chromozémov
u jedinca. Bunkové linie pochadzaju z tej istej zygoty. Typ a Urovefl mozaicizmu sa liSia a zavisia od na¢asovania
udalosti spdsobujucich mozaicizmus pocas embryogenézy a vyvoja plodu. V prenatalnej diagnostike sa
vyskytuju rozne typy mozaicizmu v zdavislosti od distriblcie abnormalnych a normalnych bunkovych linii v
cytotrofoblaste, mezenchyme alebo plode.’® Hoci je mozné mozaicizmus néjst pri akejkolvek chromozomalnej
anomalii, vyskyt mozaicizmu je v pripade zriedkavych trizémii vy$si ako v pripade trizémii 21.,18. a 13.
chromozoému (T21, T18 a T13)." Pri vyhodnocovani presnosti testu sa pripady mozaicizmu zahrnuli do
celogendmovej analyzy, kedzZe je cielom tohto skriningu v suvislosti s tymto analytickym testom detekcia
zriedkavych autozomalnych aneuploidii (RAA).

Zakladna presnost skriningu

Pri zakladnom skriningu anomalie zahffiaju trizémie T21, T18 a T13. Do analyzy sa zahrnuli vzorky od
samostatnych plodov aj dvojciat v celkovom pocéte 2 243. VSetkych sedem tehotenstiev s dvoj¢atami sa
spravne detegovalo ako T21 a neboli vykazané v nasledujucej tabulke.

Tabulka 8 Citlivost a $pecifita testu VeriSeq NIPT Solution v2 pri detegovani trizémii 21, 18, & 13 pri zakladnom
skriningu tehotenstiev s jednym plodom (s vylu€¢enim znameho mozaicizmu)

T21 T18 T13
Citlivost > 99,9 % (130/130) > 99,9 % (41/41) > 99,9 % (26/26)
Obojstranny 95 % IS 97,1%, 100 % 91,4 %, 100 % 87,1%,100 %
Specificita 99,90 % (1982/1984) 99,90 % (1995/1997) 99,90 % (2000/2002)
Obojstranny 95 % IS 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %

Ako zobrazuje Tabulka 8, presnost analytického testu sa pri zdkladnom skriningu vypodita tak, ze sa vyluci
podmnozina 64 vzoriek s aneuploidiami RAA, ¢iastoénymi deléciami alebo duplikdciami na autozémoch alebo
zndmym mozaicizmom. Tychto 64 vzoriek zahffalo 8 vzoriek s mozaicizmom T21 a tri T18. Pat z tychto 11
vzoriek bolo identifikovanych ako vzorky s pritomnou anomaliou detegovanou analytickym testom VeriSeq
NIPT Assay Software v2.

Presnost skriningu celého genomu

Pri skriningu celého genému akakolvek anomdlia zahfha trizémie, monozdmie, Ciastoné delécie a duplikacie s
velkostou 7 Mb alebo viac. Vzorky skriningu celého genomu obsahovali 36 vzoriek so zndamym mozaicizmom.
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Celkovo sa testovalo 2 307 vzoriek od jedného plodu a dvojciat. VSetkych sedem tehotenstiev s dvojc¢atami
bolo spravne detegovanych na pritomnost anomalie 21. chromozému a nie su vykdzané v nasledujucich
tabulkach.

Presnost skriningu celého genému pre akukolvek anomaliu

Tabulka 9 Citlivost a $pecifita testu VeriSeq NIPT Solution v2 pri detegovani akejkolvek anomalie pri skriningu
celého gendmu (vratane znameho mozaicizmu)

Citlivost Specificita
Odhad v % (n/N) 95,5 % (318/333) 99,34 % (1954/1967)
Obojstranny 95 % IS 92,7 %,97,3% 98,87 %, 99,61 %

Presnost skriningu celého genému na zriedkavu aneuploidiu autozémov

Tabulka 10 Citlivost a Specifita testu VeriSeq NIPT Solution v2 na zriedkavu aneuploidiu autozémov (RAA) pri
skriningu celého gendmu (vratane znameho mozaicizmu)

Citlivost Specificita
Odhad v % (n/N) 96,4 % (27/28) 99,80 % (2001/2005)
Obojstranny 95 % IS 82,3%,99,4 % 99,49 %, 99,92 %

Presnost skriningu celého gendmu na ¢iasto¢né delécie a duplikacie

Tabulka 11 Citlivost a $pecifita testu VeriSeq NIPT Solution v2 na ¢iasto¢né delécie a duplikacie vo velkosti
7 Mb a viac pri skriningu celého gendmu (vratane znameho mozaicizmu)

Citlivost Specificita
Odhad v % (n/N) 741 % (20/27) 99,80 % (2000/2004)
Obojstranny 95 % IS 55,3 %,86,8% 99,49 %, 99,92 %

Rozdiely v presnosti medzi zakladnym skriningom a skriningom celého gendému

Metodoldgia uréovania skdre v pripade beznych trizédmii a aneuploidii pohlavnych chromozémov je pri beznom
aj celogendmovom skriningu rovnaka. Algoritmus sa pri zakladnom skriningu pouzije iba na trizémie T21, T18 a
T13. Pri tejto metodoldgii sa vSak na vyhodnotenie vSetkych trizémii a aneuploidii RAA aj Ciastocnych duplikacii
a delécii pouzije celogendmovy skrining.

Medzi zakladnym a celogendmovym skriningom sa spominaju dva rozdiely v presnosti pri vykazovani. Prvym
rozdielom je to, ze pri skriningu celého genédmu sa vzorky so znamym mozaicizmom pri beznych trizémiach aj
pri aneuploididch RAA, ¢iastoénych deléciach aj duplikaciach zahrnuli do metrik uréujucich presnost. Druhym
rozdielom je fakt, ze pri skriningu celého gendmu je mozné prednostne vykazat detekciu ¢iastocnej duplikacie
alebo delécie pred vykazanim celej trizomie. Okrem vykazania CiastoCnej duplikacie alebo delécie je mozné
overit pritomnost celej trizémie v skdre LLR, ktoré je suc¢astou doplnkovej spravy.
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Zahrnutie mozaicizmu do skriningu celého genému

Mozaicizmus sa v tomto analytickom teste uvadza ako obmedzenie Ak je pritomny mozaicizmus, signal
anomalie plodu je redukovany, detegovanie méze byt komplikovanejsie, ¢o méZe ovplyvnit celkovu Specifitu
analytického testu. Kedze je vS§ak mozaicizmus ddlezitejSim vysledkom v rdmci rozsireného obsahu, vzorky s
mozaicizmom sa zahrnuli do skriningu celého genému.

Z 64 vzoriek, ktoré boli zahrnuté do skriningu celého genédmu, av$ak nie do zakladného skriningu, sa v pripade
36 vzoriek zistila pritomnost mozaicizmu podla klinického referenéného Standardu. Z tychto 36 vzoriek 23
stanoveni bolo v sulade s klinickym referenénym Standardom.

Detegovanie Ciastocnej delécie alebo duplikacie verzus aneuploidie celého
chromozomu

Test VeriSeq NIPT Solution v2 ponuka moznosti pre zakladny skrining aj skrining celého gendmu. Vysledky typu
ANOMALY DETECTED (DETEGOVALA SA ANOMALIA) pri zakladnom skriningu, sa vykazuju iba v pripade, ak sa
detegovala aneuploidia celého chromozdmu 21, 18 alebo 13 a ak boli spinené vSetky podmienky kontroly kvality.
Pri skriningu celého gendmu systém deteguje aneuploidiu pri vSetkych udalostiach vyskytujucich sa pri
autozomoch, ¢iasto¢nych delécidch a duplikacidch vo velkosti minimalne 7 Mb.

Pri skriningu celého gendmu v pripade, ak sa pri udalosti tykajucej sa celého chromozdmu ako aj udalosti CNV v
rémci toho istého chromozdmu prekrodi prahova hodnota LLR, systém priradi pri vykazovani prednost
Ciastocnej delécii alebo duplikacii pred stanovenim udalosti tykajlucej sa celého chromozému, ak velkost
Ciastocnej delécie alebo duplikacie pokryva priblizne 75 % alebo menej z chromozdému, na ktorom bola udalost
detegovanad. V pripade, ak oblast ¢iastocnej delécie alebo duplikacie pokryva viac ako 75 % velkosti celého
chromozému, udalost sa vykaze ako kompletna trizomia alebo monozdmia celého chromozdomu, ak sa zaroven
prekroCi prahova hodnota LLR pre cely chromozém. Vzhladom na to znaéne rozsiahle delécie alebo duplikacie,
ktoré pokryvaju 75 % velkosti chromozdmu a menej, mozu indikovat aneuploidiu celého chromozdmu.

Pre vSetky vzorky skére LLR pre klasifikaciu celého chromozdédmu nédjdete v doplnkovej sprave. Skére LLR je
potrebné skontrolovat s ohladom na $pecificku hrani¢nd hodnotu, ktord uvadza Obrazok 2: 95 %
pravdepodobnosti detekcie pre priemerné oblasti podla velkosti pre test VeriSeq NIPT Solution v2 na strane 62
eSte pred interpretaciou vysledku. Napriklad stanovenie variacie v pocte képii v pripade, ak skére LLR na Urovni
chromozému prekrodi hraniénd hodnotu, este viac podporuje interpretaciu vysledku konzistentného s
aneuploidiou celého chromozdmu. Priklad uvadza Tabulka 12.

V klinickej $tudii sa vyskytli dve tehotenstva s jednym plodom so znac¢ne rozsiahlymi duplikaciami (jedna na 21.
chromozdme a jedna na 18. chromozéme), ktoré pokryvali menej ako 75 % relativnej velkosti chromozému
(Tabulka 12). Obe udalosti sa vykazali ako ¢iastoc¢né duplikacie a nie ako Uplna trizémia daného chromozému.
Skére LLR pre uvedené udalosti bolo nad hrani¢nou hodnotou, ¢o bolo v sulade s vysledkom
celochromozdmovej anomalie. Pri stanovovani ¢iastocnej duplikacie alebo celej trizémie sa pre pacienta ponuka
po zisteni pozitivneho vysledku neinvazivneho prenatdineho testovania (NIPT) aj potvrdzujuci test vykonany v
ramci prenatalnej diagnostiky.
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Tabulka 12 Priklady udalosti rozsiahlych duplikacii identifikovanych pri skriningu celého genomu

Velkost
anomalie (v Mb)

Pravdivy klinicky

Systémovy vysledok pre

vysledok cely geném
Vzorka  Trizémia 21u Ciasto¢na duplikacia na 22,50
¢.1 samostatného plodu ch. 21
Vzorka  Trizémia18 u Ciasto¢na duplikdcia na 47,00
¢.2 samostatného plodu ch.18

chromozomu

48,9

60,2

illumina

Skore
LLR

19,43

12,99

Precitajte si Priru¢ku k softvéru VeriSeq NIPT Solution v2 (¢. dokumentu 1000000067940), kde najdete dalSie

informacie o metrikach kontroly kvality, ktoré sa pouzivaju na vykazovanie vysledkov aneuploidie.

Pohlavhé chromozémy

Vysledky testu VeriSeq NIPT Solution v2 pre pohlavné chromozdmy sa porovnali s vysledkami klinického
referen¢ného Standardu a su zhrnuté v nasledujucej tabulke. Percentualna konkordancia sa vypocitala pre
kazdy pohlavny chromozém v ramci kazdého vysledného klinického referenéného Standardu. Percentualna
konkordancia sa vypocitala tak, ze sa vydelil po¢et vzoriek, v pripade ktorych bolo stanovenie pohlavnych
chromozdmov testom VeriSeq NIPT Solution v2 v sulade s klasifikaciou klinického referenéného Standardu,
celkovym poétom vzoriek s tou istou klasifikaciou klinického referenéného Standardu.

Tabulka 13 Percentudlna konkordancia pre klasifikaciu pohlavia plodu*

Klasifikacia pohlavia

plodu

Detegované

Ziadna
detegovand
anomalia
Ziadna
detegovana
anomalia

Detegovala
sa anomalia

Detegovala
sa anomalia

Detegovala
sa anomalia

Detegovala
sa anomalia

Karyotyp
XX

XY

X0

XXX

XXY

XYY

Fenotyp ziskany

z fyzického s
Cytogeneticke vysledk

vySetrenia ytog ! e o

novorodenca

Zensky Muzsky XX XY  XO XXX

997 0 21 0 2 0

0 966 0 15 0 0

0 0 0 0 19 0

0 0 0 0 0 17

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0
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Fenotyp ziskany
Klasifikacia pohlavia  z fyzického

Cytogenetické vysledk

plodu vySetrenia ytog y y
novorodenca

Detegované Karyotyp Zensky Muzsky XX XY X0 XXX XXY XYY  Iny** Chyba
Celkom 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Percento 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nepouziva Nepouziva
konkor- sa sa
dancie

*V pripade piatich tehotenstiev s dvoj¢atami sa spravne klasifikovala pritomnost chromozému Y. V pripade dvoch
tehotenstiev sa spravne klasifikovala nepritomnost chromozému Y.
** DalSie cytogenetické vysledky boli XXXXX a XXYY.

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

Pozitivna prediktivna hodnota (PPV) a negativna prediktivha hodnota (NPV) testu poskytuju informacie
ohladom moznosti testu poskytovat informované klinické rozhodnutia na zédklade citlivosti, $pecifity testu a
pravdepodobnosti (pretest), Ze sa u plodu vyskytuje trizémia (prevalencia). Pretoze PPV a NPV zavisia od
prevalencie a prevalencia tychto aneuploidii sa méze lisit v pripade réznych populécii subjektov, PPV a NPV boli
vypocitané pre rozsah vierohodnych hodnét prevalencie, ktoré boli zalozené na hodnotach citlivosti a Specifity
ziskanych pri zakladnom skriningu (bez zndmeho mozaicizmu) pocas klinickej $tudie overenia presnosti.
Tabulka 17 je zalozena na skriningu celého genému (so zndmym mozaicizmom).

Tabulka 14 Prevalencia trizomie 21, PPV a NPV pri zakladnom skriningu (s vylu¢enim znameho mozaicizmu)

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
Dokument €. 1000000078751 v09 SLK 53279

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Tabulka 15 Prevalencia trizémie 18, PPV a NPV pri zakladnom skriningu (s vylu¢enim znameho mozaicizmu)

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 pri zakladnom skriningu (s vylu¢enim znameho mozaicizmu)

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 pri skriningu celého genému (so zahrnutim znameho
mozaicizmu)

Prevalencia (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 1,42 > 99,99
0,02 2,81 > 99,99
0,05 6,74 > 99,99
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

Odhady distribucie fetalnej frakcie (FF) v teste VeriSeq NIPT Solution v2 ziskané zo skriningu celého gendmu s
pritomnym mozaicizmom zobrazuje Obrazok 1 v kategérii vysledku pre klinicky referenény $tandard.
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Obrazok 1 Distribucia fetalnej frakcie
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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.
Odhady FF spadaju do rozsahu od 2 % do 34 % celkovo s medianom 9 % a medzikvartilovym rozpatim (IQ) od
6 % do 12 %. Odhad FF pre bezné trizémie a udalosti detegovany pri skriningu celého genému je 8 % a pre
aneuploidie SCA je 9 %. Rozsah odhadov FF bol konzistentny pre vSetky vysledky. Neexistuje Ziaden zjavny
posun v distribucii FF pri beznych trizémiach, aneuploididch SCA, udalostiach detegovanych pri skriningu
celého gendmu alebo vSetkych vzorkach pri analyze celého gendmu.

Presnost testu v pripade tehotenstiev s dvojc¢atami

Odhad presnosti pri detegovani trizomie 13., 18. a 21. chromozému a chromozému
Y u dvojciat

Vzhladom na nizku prevalenciu trizémie 13., 18. a 21. chromozému u dvojciat bol pre tuto klinicku studiu k
dispozicii iba maly pocet vzoriek dvojc¢iat s touto anomaliou. Pri odhadovani presnosti testu VeriSeq NIPT
Solution v2 vykonavaného na vzorkach tehotenstiev s dvojcatami sa pouzili modely simulacie populacii
tehotenstiev s dvoj¢atami na pocitaci (tzv. in silico) zaloZené na pozorovaniach ziskanych z klinickych vzoriek.
Vysledky tejto simulacie boli konzistentné so zamyslanou populaciou. Distribucia fetalnej frakcie sa urcila
pouzitim priblizne 4 500 vzoriek od dvojciat a porovnala s distriblciou ziskanou priblizne zo 120 000 vzoriek
samostatnych plodov. Distribucia fetalnej frakcie podmienena stavom aneuploidie sa urcila pouzitim domnelych
stanoveni v pripade samostatnych plodov (1 044 pripadov trizémie 21, 307 pripadov trizdmie 18 a 192 pripadov
trizémie 13). Kombinacia tychto dvoch distribucii umoznila interferencie pri detegovani aneuploidie u dvojéiat.
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Na odhad citlivosti sa simulovali mnoziny dizygotnych a monozygotnych dvojéiat a vypocital sa vazeny priemer
predstavujuciich prevalenciu v zamyslanej populdcii (2 dizygotné: 1 monozygotné). Na ziskanie Specifity sa
simulovali mnoziny dvojciat bez anomalie.

Frakcia kazdej simulovanej vzorky, v ktorej bola pritomna trizémia (napriklad frakcia s anomaliou) sa vypocitala
odliSne pre kazdu kategoriu vzoriek:

* v pripade monozygotnych dvojciat sa frakcia s anomaliou v kazdej vzorke nastavila na 1,0, lebo v tejto
situacii trizomia ovplyvnuje obe dvojcata,

* udizygotnych dvojciat sa predpokladalo, ze bude anomalia pritomna iba u jedného z dvojciat (anomalia
pritomna u oboch dizygotnych dvojciat je extrémne vzacna). Hodnoty frakcie s anomaliou boli simulované
pouzitim znamej distriblcie pomerov fetalnej frakcie, ako bolo uréené pouzitim klinickych vzoriek dvojciat
rézneho pohlavia. PouZil sa konzervativny pristup, lebo sa predpokladalo, Ze dvoj¢a s anomaliou uz malo
najnizsiu fetalnu frakciu z oboch dvojciat. Pre fetalne frakcie, ktoré su v priemere nizSie v pripade
tehotenstiev s trizémiou 13 a 18 sa pouzil korekény faktor.

* udvojciat bez pritomnej anomalie sa pre frakciu s anomaliou v kazdej vzorke nastavila hodnota nula.

U dvojciat s vyskytom bud trizdmie 18, alebo 13 sa fetdlna frakcia zodpovedajuca frakcii vzorky s anomaliou
zredukovala. Redukcia bola priamo Umerna priemernej redukcii fetélnej frakcie vysledovanej v klinickych
udajoch v pripade samostatnych plodov s trizémiou 18 alebo 13 v porovnani s euploidnymi samostatnymi
plodmi.

Obe frakcie — celkova fetdlna frakcia a frakcia s anomaliou v kazdej simulovanej vzorke — sa ndsledne pouzili na
vypocet skére aneuploidie pomocou $tandardného algoritmu testu VeriSeq NIPT Solution v2. Citlivost sa
vypocitala uréenim, ako ¢asto skére aneuploidie pre simulované dvoj¢atad s anomaliou prekrocilo
zodpovedajucu hraniénu hodnotu pre aneuploidiu. Podla toho sa vypocitala Specifita uréenim, ako ¢asto bolo
skére aneuploidie u simulovanych dvojiciek bez anomalie nizsie ako zodpovedajuica hrani¢na hodnota
aneuploidie (Tabulka 18). 95 % intervaly spolahlivosti (IS) sa odhadli na zaklade po¢tu realnych klinickych
vzoriek od dvojciat v pdvodnom datovom subore, ktoré boli klasifikované ako vzorky, v ktorych je relevantna
trizdmia pritomna alebo nepritomna.

Pri odhadovani citlivosti v pripade chromozému Y vo vzorkach dvojciat sa simulovali mnoziny vzoriek dvojciat
XY/XY a XX/XY. Vypocital sa vazeny priemer reprezentujuci ich prevalenciu v zamyslanej populacii (1 XY/XY: 1
XX/XY). Pri odhadovani $pecifity v pripade chromozédmu Y vo vzorkach dvojciat sa simulovali mnoziny vzoriek
dvojciat XX/XX. Hodnoty celkovej fetalnej frakcie boli simulované vzhladom na znamu distribuciu fetalnej
frakcie v klinickych vzorkach od dvojciat.

Pre dvoj¢ata XY/XY a XX/XY sa odhadlo zodpovedajlce skdre pre chromozdédm Y pouzitim znameho vztahu
medzi fetalnou frakciou a skoére pre chromozdm Y vo vzorkach samostatnych plodov, ktoré boli klasifikované
ako muzského pohlavia. Iba pre dvojc¢ata XX/XY boli hodnoty fetdlnej frakcie (t. j. muzského pohlavia) s
anomaliou simulované pouzitim znamej distriblcie pomerov fetalnej frakcie, ktoré sa zistili u dvojciat z toho
istého tehotenstva, ako bolo uréené pouzitim klinickych vzoriek dvojc¢iat rozneho pohlavia. Pouzil sa
konzervativny pristup, pomocou ktorého bola vybrata frakcia s anomaliou tak, aby to zodpovedalo mensej
frakcii z oboch dvojciat. Pre kazdu simulovanu vzorku XX/XY sa skore pre chromozdém Y vynasobilo frakciou s
anomaliou.
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U dvojciat XX/XX sa pouzilo skdre pre chromozém Y, ktoré bolo sledované v klinickych vzorkach samostatnych
plodov klasifikovanych ako zenského pohlavia. Skére pre chromozdm Y a celkova fetdlna frakcia sa nasledne
pouzili na klasifikaciu kazdej simulovanej vzorky, bud ako ,chromozédm Y je pritomny“ alebo ,chromozém Y
chyba“ pouzitim Standardného algoritmu testu VeriSeq NIPT Solution v2.

Citlivost sa vypocditala uréenim, ako ¢asto boli simulované dvojicky XY/XY alebo XX/XY spravne klasifikované
ako dvojéatd s pritomnym chromozémom Y. Specifita sa vypoéitala uréenim, ako &asto boli simulované dvoji¢ky
XX/XX spravne klasifikované ako dvoj¢ata s chybajucim chromozémom Y. 95 % intervaly spolahlivosti (IS) sa
odhadli na zéklade poctu realnych klinickych vzoriek od dvojc¢iat v pdvodnom datovom subore, ktoré boli
klasifikované ako bud tie s pritomnym chromozémom Y, alebo chybajicim chromozémom Y.

Tabulka 18 Odhady trizémie 21., 18. a 13. chromozdmu v simulovanej populdcii tehotenstiev s dvoj¢atami

Pritomnost chromozomu
Y

Citlivost 96,4 % 95,7 % 93,6 % >99,9 %

Obojstranny 95 % (86,4 %,989%) (68,3%,99,4%) (641%,98,9 %) (99,9%, >99,9 %)
IS

Trizomia 21 Trizomia 18 Trizomia 13

épecificita 99,9 % >999% >999% >999%
Obojstranny 95 % (99,8 %, > (99,9 %, > (99,9 %, > (99,7 %, > 99,9 %)
IS 99,9 %) 99,9 %) 99,9 %)

Tabulka 18 obsahuje bodové odhady a odhadované 95 % intervaly spolahlivosti (IS) pre citlivost a Specifitu
testu VeriSeq NIPT Solution v2 pri detegovani trizémie 21., 18. a 13. chromozdmu a pritomnosti chromozému Y v
simulovanej populdcii tehotenstiev s dvoj¢atami, ktora je konzistentna so zamyslanou populaciou. Intervaly
spolahlivosti boli odhadované na zaklade poctu klinickych vzoriek od dvojgiat, ktoré spinili podmienky kontroly
kvality a boli klasifikované ako tie, v ktorych je relevantna trizémia pritomna alebo nepritomna. Pri vypocte
citlivosti sa predpokladd, ze dve tretiny tehotenstiev s dvoj¢atami s pritomnou anomaliou su dizygotné s jednym
plodom s anomaliou, a jedna tretina tehotenstiev s dvoj¢atami s pritomnou anomaliou s monozygotné
tehotenstva, v pripade ktorych sa anomalia vyskytuje u oboch dvojciat.

Odhady, ktoré zobrazuje Tabulka 18 sa tykaju iba tehotenstiev s dvoj¢atami. Vzhladom na rovnaku nizsiu
prevalenciu su Udaje ziskané z mnohopocetnych tehotenstiev (tri a viac plodov) nedostato¢né na vytvorenie
vhodného Statistického modelu, ktorym by sa dala odhadnut presnost detegovania aneuploidie.

Presnost analyzy

Presnost

Na vyhodnotenie a kvantifikaciu presnosti analytického testu sa zopakovala analyza udajov pomocou softvéru
zbierajuceho Udaje na analyzu testu VeriSeq NIPT Solution v2 z dvoch predchdadzajucich Studii vyuzivajucich
test VeriSeq NIPT Solution:
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» Studia reprodukovatelnosti na viacerych pracoviskach, ktora pozostavala z troch cyklov spustenych troma
operatormi na troch pracoviskadch pomocou jedinej Sarze reagencie pre celkovo devat cyklov.

 Studia na overenie presnosti vysledkov v ramci jediného laboratdria, ktord pozostévala z 12 cyklov na
jedinom pracovisku pouzitim dvoch pristrojov ML STAR, dvoch nastrojovych systémov na sekvenovanie a
troch Sarzi sekvenovacich reagencii.

Cielom sStudie na overenie presnosti bola kvantifikacia presnosti analytického testu pri detegovani trizémie 21
(T21) a chromozdému Y a odhad variability pri pouziti réznych pristrojov, suprav na pripravu kniznice a Sarzi
sekvenovacich reagencii. Reprodukovatelnost vzhladom na podmienky, ktord nie je opisana vyssie, sa
nehodnotila ako suc¢ast studii.

Pool T21s 5 % fetdlnou frakciou sa vytvoril kombinaciou cfDNA extrahovanej z plazmy tehotnej zeny (s plodom
s postihnutim T21) a cfDNA extrahovanej z plazmy Zeny, ktora nebola tehotna. Vytvoril sa aj pool cfDNA od
tehotnej Zeny s plodom muzského pohlavia (XY) s fetdlnou frakciou 10 %. Su¢astou panela vzoriek v kazdej
Studii pre kazdy cyklus boli 4 replikaty poolu so vzorkou s anomaliou T21 a fetalnou frakciou 5 % a 20 replikatov
poolu cfDNA od tehotnej zeny s plodom muzského pohlavia (XY) s fetdlnou frakciou 10 %. Testovanie sa
vykonavalo pocas 10 dni a pre kombinaciu dvoch $tudii sa celkovo spustilo 21 cyklov.

Na hodnotenie zalozené na reprezentativnosti klinickych podmienok a komplexite detekcie anomalie sa vybrala
trizémia T21 a pritomnost chromozému Y. Chromozdm 21, ktory je najmensim ludskym autozémom, ma priamy
vplyv na citlivost detegovania T21 najma pri nizkych hodnotach fetalnej frakcie, napriklad tych, ktoré sa pouzili v
tejto Studii. Chromozom Y, ktory je pritomny v plazme matky, pochadza vyhradne z plodu, a preto sa v danom
analytickom teste jednoduchSie deteguje.

Sledovany priemer a smerodajné odchylky v skére LLR pre 21. chromozdém a normalizované chromozomalne
hodnoty (NCV) pre chromozdm Y ukazuju, Zze smerodajna odchylka (SD) replikatu bola najé¢astejSim zdrojom
variability. Odchylky medzi pracoviskami, nastrojmi a Sarzami reagencii boli zdrojom vyraznej variablility, ako
dokladuju rozdiely medzi hodnotami Celkovej SD a SD replikatu, ktoré zobrazuju Tabulka 19 a Tabulka 20.

Tabulka 19 Suhrn zistovania smerodajnych odchylok (SD) vysledku sekvenovania pri testovani
reprodukovatelnosti na viacerych pracoviskach

. . iy Celkova SD
Vysledok N Priemer  SD replikatu . .
reprodukovatelnosti*
Skére LLR pre 21. chromozém 36 34,43 11,36 11,36
NCV pre chromozém 'Y 180 190,56 7,96 10,20

* \Vysledok zahffa variabilitu nasledkom rozdielneho pracoviska, operatora, cyklu, diia a replikatu.

Tabulka 20 Suhrn zistovania presnosti vysledku pri sekvenovani v jednom laboratériu

Celkova SD v jednom

Vysledok N Priemer SD replikatu L.
laboratoriu*
Skére LLR pre 21. chromozém 48 36,01 9,07 10,25
NCV pre chromozém Y 240 198,68 7,63 7,82
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* Vysledok zahfiia variabilitu ndsledkom rozdielneho sekvenovacieho pristroja, $arze reagencie, operatora, cyklu, dia a

replikatu.
Na porovnanie presnosti sekvenovania pri teste VeriSeq NIPT Solution v2 (celkova smerodajna odchylka) sa
vykonala dalSia Studia, pricom sa pouzil prietokovy ¢&lanok verzie 2.0 a verzie 2.5. V studii sa pouzili dva typy
prietokovych ¢lankov (v2.0 a v2.5), tri Sarze sekvenovacich suprav, Styri pristrojové systémy a dva cykly
sekvenovania na kombinaciu, ¢o vo vysledku znamenalo 48 cyklov na jediné pracovisko. Jeden sekvenovaci
pool bol pripraveny z dosti¢iek s cfDNA, ktoré boli pripravené manualne. Suc¢astou panela vzoriek boli 4
replikaty poolu so vzorkou s anomaliou T21 a fetalnou frakciou 5 % a 20 replikatov poolu cfDNA od tehotnej
Zzeny s plodom muzského pohlavia (XY) s fetalnou frakciou 10 %. Vysledky tejto $tudie, ktoré uvadza Tabulka 21
a podporuju predpoklad, ze presnost sekvenovania je rovnaka v pripade pouzitia prietokového ¢lanku v2.0 aj
v2.5.

Tabulka 21 Suhrn vysledkov overovania presnosti pri pouziti prietokového ¢lanku v2.0 verzus v2.5

Vvsledok Pocet pozorovani  Celkova SD pre Celkova SD pre Statisticky

v na verziu v2.0* v2.5* vysledok**
Skére LLR pre 96 9,56 8,44 Statisticky ekvivalent
21. chromozém (p-hodnota = 0,25)
NCV pre 480 7,74 7,38 Statisticky ekvivalent
chromozémY (p-hodnota = 0,38)

* Vysledok zahffia variabilitu ndsledkom rozdielneho sekvenovacieho pristroja, Sarze reagencie, cyklu, dia a replikatu.
** ZaloZzené na F-teste pre vyvazenost odchylok (smerodajné odchylky na druhu, teda rozptyly)

Krizova kontaminacia

Krizova kontaminacia sa vyhodnotila po¢as pracovného postupu pripravy vzoriek na test VeriSeq NIPT Solution.
Pooly plazmy odobratej od zien, ktoré neboli tehotné (XX), a dospelych muzov (XY) boli testované metdédou
nanesenia v Sachovnici na dosti¢ku s 96 jamkami na 4 dosti¢kach. Pre vzorky od muzov aj Zien na dosticke platil
pocet N = 48 na jednu dosti¢ku, s celkovym poctom 192 vzoriek od zien a 192 vzoriek od muzov. U ziadnej zo
vzoriek od zien sa nepreukazalo pokrytie chromozémom Y, ¢o znamenalo o Statisticky vy$siu hodnotu ako
odhadované pozadie. Tento vysledok indikuje, Ze nedos$lo ku kontaminacii muzskymi vzorkami v ramci tej istej
dosticky. V teste VeriSeq NIPT Solution sa nezistila detegovatelna krizova kontaminacia.

Potencialne interferujuce latky

Vplyv potencidlne interferujucich Iatok sa hodnotil testom VeriSeq NIPT Solution posudenim presnosti
analytického testu v pritomnosti interferujlcich latok.

Albumin, bilirubin, hemoglobin a triglyceridy (endogénne) boli naockované do poolov plazmy od tehotnych Zien
so plodom zenského pohlavia (XX) bez pritomnych anomalii. Pre kazdu testovanu latku sa testovali dve
koncentracie (n = 16 pre kazdu). Nebola zistena Ziadna interferencia ovplyvnujluca presnost analytického testu.
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Tabulka 22 Potencialne interferujuce latky (endogénne)

Testovana

litka Nizka testovana koncentracia (mg/ml)  Vysoka testovana koncentracia (mg/ml)
Albumin 35 50

Bilirubin 0,01 0,15

Hemoglobin 100 200

Triglyceridy 1,5 5

Prirodzene sa vyskytujuca tehotenska gendmova DNA (gDNA) v plazme méze tieZ potencidlne vplyvat na
presnost analytického testu, lebo sa tiez mdze extrahovat spolu s cfDNA plodu. Urovne genémovej DNA pri 1,6,
3,3 a4,9ngnavzorku (zodpoveda to 1, 2 a 3 smerodajnym odchylkam nad priemernou o¢akavanou
koncentraciou gDNA po 7 diioch skladovania pinej krvi'?) sa pridali do cfDNA extrahovanej z tehotenskej
plazmy odobratej tehotnym Zzendm s plodom Zenského pohlavia (XX) bez pritomnosti anomalii. Vzorky boli
nasledne testované pouzitim testu VeriSeq NIPT Solution (n = 16 pre kazdu koncentraciu). V pripade zvysSenych
hladin gDNA sa nepozorovala ziadna interferencia ovplyviujlica presnost analytického testu.

Testovalo sa dvadsat zloZiek lie€iv (exogénnych), ktoré by mohli potencialne interferovat s testom a ktoré su
bezne predpisované pocas tehotenstva, podla EP7-A2 (Testovanie interferencie v klinickej chémii, schvalené
usmernenia, druha edicia). 20 potencialne interferujucich latok sa skombinovalo do Styroch poolov, boli
naockované do tehotenskej plazmy odobratej tehotnym Zendam s plodom Zenského pohlavia (XX) bez
pritomnosti anomalii a boli otestované testom VeriSeq NIPT Solution (N = 16 pre kazdy pool). V pripade
pritomnosti tychto exogénnych latok sa nespozorovala Ziadna interferencia ovplyvriujuca presnost
analytického testu.

Tabulka 23 Potencialne interferujuce latky (exogénne)

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4

Acetaminofén Difenhydramin Albuterol Cetirizin

Acetylcystein Erytromycin Bupropion Dextrometorfan

Bisoprolol Guaifenesin Kofein Kyselina L-askorbova

Citalopram Heparin Sertralin Metoprolol

Desloratadin Lidokain Fluorid sodny Nadolol

Dokument €. 1000000078751 v09 SLK 60z79

NA DIAGNOSTICKE UGELY IN VITRO.



Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Detekcny limit

Detekény limit (LOD) je definovany ako Uroven fetalnej frakcie, ktora zodpoveda 95 % pravdepodobnosti
detegovania hladanej podmienky, napriklad trizémia T21. Na vyhodnotenie limitu LOD testu VeriSeq NIPT
Solution v2 pre r6zne bezné podmienky, sa vykonali $tudie a Statistické analyzy.

Pravdepodobnost detegovania hladanej podmienky vo vzorke s anomaliou spracovanej testom VeriSeq NIPT
Solution v2 primarne zavisi od troch faktorov:

* fetdlna frakcia,
* hibka sekvenovania,
* velkost a komplexnost gendmovej oblasti zdujmu.

Ak predpokladame, Ze hibka sekvenovania je konstantna, hladana aberacia sa jednoduchsie deteguje vo vzorke
s vy$Sim percentualnym obsahom fetdlnej frakcie ako vo vzorke s nizkym percentualnym obsahom fetalnej
frakcie. Ak naopak predpokladame, Ze je konStantna fetalna frakcia, hladana aberacia sa jednoduchSie deteguje
vo vzorke s vySSou hibkou sekvenovania ako vo vzorke s niz§ou hibkou sekvenovania. A napokon, aberécie v
mensich alebo zloZitejSich oblastiach gendmu sa deteguju tazsie ako aberacie vo vacsich alebo menej zloZzitych
oblastiach genému, ak predpokladdme, Ze fetdlna frakcia a hibka sekvenovania je konstantna.

Na uréenie limitu LOD pri detegovani trizémie T21 boli analyzované vzorky pozostavajlce zo zmesi zdruzenych
vzoriek obsahujucich T21 a zdruzenych vzoriek bez anomalie. ZmieSali sa dva typy analytu v titraCnych sériach,
aby sa vytvorila mnozina siedmich urovni fetalnej frakcie (0, 2, 3, 4, 5, 6 a 10 %). Kazdu urovern predstavovalo
celkom 10 replikatov.

Na dalSie zvySenie rozliSenia mriezky fetalnej frakcie pri analyze LOD sa Udaje z tejto Studie doplnili udajmi
zriedenymi in silico. Vplyv experimentalneho riedenia a titracie bol simulovany riadenym zmieSanim tdajov
sekvenovania. Udaje o titracii in silico pokryvali mnoZinu 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 replikatmi pre kazdu uroven. Na vysledné ldaje sa
pouzila analyza vyuzivajuca model probit, aby sa urcil limit LOD pre trizémiu T21.

Nezavisle sa vyvinul §tatisticky model pouzivajlci fetalnu frakciu, hibku sekvenovania a velkost/komplexnost
gendmu na predpovedanie pravdepodobnosti detegovania akejkolvek aberdcie v akejkolvek vzorke. Tento
model bol zostaveny z Udajov zodpovedajicich mnozine 1 405 vzoriek XY. Limit LOD pre trizémiu T21, ktory
predpovedal tento model, bol stanoveny, Ze je v stlade s odhadom zaloZzenym na metdde probit opisanej
vysSie. Tento Statisticky model sa pouzil na odhad hodnét LOD pre aneuploidie na vSetkych autozémoch a pre
Ciasto¢né delécie a duplikacie.

Obrazok 2 zobrazuje 95 % pravdepodobnost detegovania pre priemerné oblasti usporiadané podla velkosti a
autozomalneho limitu detegovania pre vSetky trizémie a monozdmie. Hrani¢na hodnota CNV LLR-15,1.
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Pribalovy letak k testu VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

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

Symboly uvadzaju autozomalny limit detekcie trizomii Symboly uvadzaju autozomalny limit detekcie monozémii
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Chr Symbol  renkel, LoD (%) Mt " LoD (%) | |Chr Symbol Jeéad LoD (%) Menént LoD (%)
1 @] 1,44 13,2 1,80 12 ] 11,6 2,14 12,8 2,22
2 0O 9 1,47 13,6 1,7 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 AN 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 8 1,97 13,6 2,37 20 &3] 10,6 3,20 18,2 3,91
10 v 8,8 2,01 14,7 2,42 21 @ 2,5 2,58 13,2 4,40
1 o) 12,2 2,14 15,7 2,35 22 ! 13,5 4,87 15,3 5,09
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RieSenie problémov

RiesSenie problémov s testom VeriSeq NIPT Solution v2

Rezim, ktory
zlyhal

Nedostatocné
mnozZstvo
dodanej
plazmy

Zlyhanie
skimavky s
krvou

Mozny
vysledok
Zlyhanie
kontroly
kvality vzorky

Krv nie je
delend na
vrstvy

Interpretacia

Nedostatocny

objem plazmy.

Vzorka nebola
odstredena.

Nevhodné
skladovanie
alebo prevoz
vzorky
(hemolyza
vzorky).

Odporucana akcia

Znova odoberte.

Zabezpecte spustenie
odstredivky a to, aby
bola vzorka odstredena
spravnymi otackami.

Znova odoberte vzorku.

Znova odoberte vzorku.

Komentare

Na zaklade vizualnej kontroly objemu
plazmy.

Zmrazené vzorky sa neoddelia.
Nevhodné podmienky pri prevoze alebo

skladovani m6zu sposobit hemolyzu vzorky.
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Rezim, ktory
zlyhal
Vyzrazanie
alebo pomaly
tok vzorky

MozZny
vysledok

Kontaminacia
plazmy

PretecCenie
vzorky

Chyba
hardvéru

Interpretacia

Jednotlivé
vzorky mézu
zaniest dosticku
uréenu na
viazanie, ak je
vzorka plazmy
vyrazne
kontaminovana.

Nedostatocna
vizualna kontrola
vhodnosti
vzoriek v kazdej
zo skimaviek.

Nedostato¢ny
prijem materidlu
pocas extrakcie.

Odporucana akcia

Preskumajte vzorku. Ak
je zostavajuca plazma v
skumavke ¢ervena
alebo mlie¢na, zruste
spracovanie vzorky a
poziadajte o nové
odobratie. Ak vzorka
vyzera v poriadku,
znova ju otestujte.

Zruste platnost
akychkolvek vzoriek v
blizkych jamkach, ktoré
boli zasiahnuté
prete¢enim.

Znova otestujte vzorku.
Ak v mieste jamky s
inymi vzorkami problém
pretrvdva, obratte sa na
oddelenie technickej
podpory spolo¢nosti
lllumina.

Komentare

MbzZe to znamenat, Ze pred spracovanim boli
vzorky nespravne prevazané alebo
skladované. Nevhodné vzorky vylucte zo
spracovania.
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Rezim, ktory
zlyhal

Zlyhanie
kontroly kvality
pri analyze
konkrétnej
vzorky

MozZny
vysledok
Zlyhanie
kontroly
kvality
sekvenovania

Nizke FF alebo
pocet
nevylucenych
oblasti (NES)

Interpretacia

Mozné pric¢iny su
nasledovné:

nedostatocné
mnoZstvo
genetického
materialu,
nespravny
prenos pocas
manipulacie so
vzorkou,
zlyhanie
sekvenovacej
reagencie.

Vygenerovalo sa
nedostato¢né
mnoZstvo Udajov
na presné
vykazovanie.

Odporucana akcia

Skontrolujte anotaciu k
vzorke. Skontrolujte, i
nedoslo k podobnému
vysledku pri
predchadzajucich
vzorkach umiestnenych
paralelne na dostiCke.
Znova otestujte vzorku.

Znova vykonajte test z
plazmy.

Komentare

Naznacuje, Zze bud bolo dodané
nedostato¢né mnozstvo vzorky, alebo doslo
k nespravnemu prenosu v zariadeni ML
STAR. Nedostato¢né mnoZstvo genetického
materidlu mdze byt spésobené
nedostato¢nym obsahom bezbunkovej DNA
v plazme alebo DNA pochadzajlcej z bunky,
Co spbsobilo, Ze je vzorka na sekvenovanie
prili$ zriedena.
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Rezim, ktory
zlyhal
Zlyhanie

kontroly kvality
kvantifikacie

Zlyhanie
zdruzovania
(pooling)

MozZny
vysledok
Zlyhal cyklus
kvantifikacie.
Stredna
hodnota davky
udajov je pod
minimalnou
hodnotou
Zlyhal cyklus
kvantifikacie

Nepodarilo sa
dokongit
zdruzovanie
vzoriek

Interpretacia

Nedostatocna
vytaznost pri
procese.

Zlyhanie
Standardnej
krivky

Pri analyze
zdruzovania
nebolo mozné
vypoditat
spravne objemy
poolu.

Odporucana akcia

Zopakuijte kvantifikaciu.

Ak opakovanie zlyh3,
obratte sa na oddelenie
technickej podpory
spolo¢nosti lllumina.

Zopakuijte kvantifikaciu.

Ak opakovanie zlyha,
obratte sa na oddelenie
technickej podpory
spolo&nosti lllumina.

Znova vyhodnotte
koncentraciu cielového
poolu. Znova spustite
analyzu zdruzovania
(pooling).

Komentare

Metriky $tandardnej krivky, ktoré nesplnili
podmienky kvality, indikuju bud’ vyskyt
problémov s pripravou kniznice (napriklad
pouZitie etanolu v kvalite, ktora nezodpoveda
laboratéornym poziadavkam), alebo problémov
s procesom kvantifikacie.
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RieSenie problémov so zariadenim VeriSeq NIPT Microlab STAR

Krok Chybovy
postupu kod
Vytvorenie  EMO0044
davky

Vytvorenie  EMO0051
davky

Vytvorenie  EMO0O076
davky

Vytvorenie  EMO0118
davky

Dialégové okno
s chybou

Zadané ID davky
obsahuje chybné
Znaky.

Pocet znakov v
ID davky
prekrocil 36.

Neda sa pripojit k
serveru VeriSeq
Onsite Server v2

Tato davka
zlyhala a
neda sa dalej
spracovavat.

Opis

VeriSeq NIPT Solution v2
akceptuje iba Cisla,
pismena, znaky
podciarknutia a poml&ky vo
vSetkych datovych poliach.

Pri teste VeriSeq NIPT
Solution v2 je dizka nazvu
davky obmedzend na 36
znakov a mene;j.

VeriSeq Onsite Server v2
neodpoveda na ziadosti o
udaje, ktoré mu odosiela
aplikacia Workflow
Manager.

Specifikovana davka uz
zlyhala a neda sa dalej
spracovavat.

Pouzivatel'ské rieSenie

Davku premenujte ndzvom bez Specialnych
znakov.

Premenujte davku ndzvom, ktory obsahuje
menej ako 36 znakov.

1. Overte pripojenie zariadenia ML STAR k sieti.
2. Overte zapnutie servera VeriSeq Onsite
Server v2.

3. Overte, i sa zariadenie ML STAR dokaze
pripojit k serveru VeriSeq Onsite Server v2 (cez
Ziadost typu ping).

4. Ak sa vam pouzitim predchadzajucich krokov
nepodari problém vyriesit, obratte sa na
oddelenie technickej podpory spoloénosti
lllumina.

Zaznam o ddvke na serveri VeriSeq Onsite
Server v2 indikuje, Ze vybrata davka zlyhala.
Nie je povolené akékolvek jej dalSie
spracovanie. Pouzitim pozadovanych vzoriek
vytvorte ind davku.
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Krok Chybovy
postupu kod
Vytvorenie  Nepouziva
davky sa

Izolacia WP0087
plazmy

Izolacia EP0102
plazmy

VloZenie Nepouziva
dosticky sa

Dialégové okno
s chybou

U tejto davky sa
uz dokondilo jej
spracovanie.
Chcete vykonat
opakované
zdruzenie?

Nacitali sa
zdvojené Ciarové
kédy vzoriek.

Vzorky
Specifikované v
harku Sample
Sheet (Harok
vzoriek) neboli
vlozené.

Chyba masky
Ciarového kodu
Venus

Opis

Ur¢ena davka bola
spracovana pouzitim
zdruZovania. Jediny
povoleny spdsob
spracovania je opakované
zdruzenie.

Do systému sa naditali
vzorky s identickymi
Ciarovymi kédmi.

Vzorky uvedené v harku
vzoriek neboli suc¢astou
nacitanych ¢iarovych
kodov.

Workflow Manager vynuti
priradenie dosticky k davke
pomocou masiek iarovych
kédov Venus.

Pouzivatel'ské rieSenie

Opakované zdruzenie vykonajte nasledovne.

* Vyberte moznost Re-Pool (Zdruzit znova).

o Pred opakovanym zdruzenim metddu
preruste a skontrolujte spravnost nazvu
davky.

1. Pri identifikacii duplikovanych vzoriek

postupujte podla pokynov aplikacie Workflow

Manager.

2. Odoberte duplikaty, oznacte ich nanovo

alebo ich nahradte.

3. Znova vlozte vzorky.

1. Pri identifikacii chybajucich vzoriek

postupujte podla pokynov aplikacie Workflow

Manager.

2. Vykonajte jednu z nasledujucich moznosti:

 Pridajte do davky chybajuce vzorky a vzorky
vlozte znova.

o Preruste metddu, upravte podla potreby
harok vzoriek. Metddu restartujte.

1. Overte umiestnenie dosti¢ky a potvrdte, Zze
rozloZenie dosti¢ky je spravne.

2. Skontrolujte, Ci bola vlozena spravna
dosticka pre uréenu davku.
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Krok
postupu

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WEO0150

WEO0153

Dialégové okno
s chybou

Tlak v
podtlakovej
komore je prilis
nizky.

Tlak v
podtlakovej
komore je prili$
vysoky.

Opis

Workflow Manager nebude
pokracovat, ak je
detegovana uroven tlaku v
podtlakovej hadi¢ke < 400
Torrov.

Ak je namerany tlak
podtlaku prili§ vysoky este
pred spustenim kontroly
tlaku, systém
pravdepodobne nefunguje
spravne.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Skontrolujte, ¢i nie je podtlakova hadicka
zalomena alebo sa na nej nenachadzaju iné
obstrukcie.

2. Otvorte svorky na uvolnenie odpadovej
hadi¢ky, umoznite uvolnenie tlaku a
uvolfiovacie svorky hadi¢ky znova uzatvorte.
3. Skontrolujte, ¢i su ovladac podtlaku a pumpa
zapnuté.

4. Skontrolujte flasu s odpadovym materialom,
ktory vznika pri vytvarani podtlaku. Ak je
odpadova flasa naplnena do viac ako polovice,
vyprazdnite ju.

5. Ak problém nadalej pretrvava, obratte sa na
oddelenie technickej podpory spolo¢nosti
lllumina.

Na zadnej strane ovladada skontrolujte, ¢i su
vSetky pripojenia a hadi¢ky podtlaku pevne
zaistené.
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Krok
postupu

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WE0996

Dialégové okno
s chybou

Tesnenie
podtlaku je
nedostatocné.

Opis

Pred pokracovanim v
¢innosti sa musi vyriesit
zlyhanie utesnenia.

Pouzivatel'ské rieSenie

Overte vyrieSenie zlyhania utesnenia a potom
vyberte moznost OK.

1. Dosticka na viazanie musi byt zarovnand a v
priamom kontakte s rozvadzac¢om podtlaku.
Rukou chranenou rukavicou pevne pritlacte na
dosti¢ku na viazanie.

2. Nacuvajte zvuku privodu podtlaku a sledujte
tok vody cez dosti¢ku na viazanie.

3. V aplikacii Workflow Manager otvorte
zobrazenie sledovania. Ked aktudlna namerang
hodnota tlaku dosiahne aspon o 50 jednotiek
menej, ako tlak okolitého prostredia, vyberte
moznost OK a pokracujte v procese extrakcie
cfDNA.

4. Ak sa vo vyhradenom ¢ase nepodari
dosiahnut pozadovanu nameranu hodnotu
tlaku, vyberte moznost OK a pokracujte vo
vkladani prvého lyzatu.

5. Po rozptyleni lyzatu na dosti¢ke na viazanie
danu metddu preruste. Dosti¢ku na viazanie
znova usadte a pevne na fiu pritlacte.

6. Ak natecenie lyzatu na dosticku zlyha,
obratte sa na oddelenie technickej podpory
spolocnosti lllumina.
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Krok
postupu

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Extrakcia
cfDNA

Chybovy
kod
WMO0219

EE0477

EE0519

Dialégové okno
s chybou

Ak je moznost
podtlaku
zapnuta, pumpu
uvolnite
manualne.

Pri posuvani
dosticky sa
vyskytla chyba.
(Chyba iSWAP)

Naskenovany
Ciarovy kéd nie je
zhodny s
Ciarovym kédom
dosti¢ky na
viazanie v
zdzname.

Opis

Podtlak m6ze ostat
zapnuty po preruseni
metddy pocas extrakcie.

Ak dojde k chybe iISWAP
(spadnutie dosticky,
zlyhanie jej zodvihnutia a
pod.), systém vas vyzve na
dokoncenie posunu
dosticky manualne.

Vlozend dostic¢ka na
viazanie nie je v sulade s
¢iarovym kédom
odstranenej dosticky.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Na ovladaci podtlaku stlacte tlacidlo Power

(Napajanie), ¢im vypnete vytvaranie podtlaku.

2. Pockajte 10 sekund a znova stlacte tlacidlo
Power (Napdjanie), ¢im zapnete vytvaranie
podtlaku.

Overte, €ije moZné obnovenie stavu dosticky

(ziaden material sa nevylial).

o Ak obnovenie dosti¢ky nie je mozné, zruste
cyklus.

« Ak je mozné dosti¢ku obnovit, postupujte
podla zobrazenych pokynov a prenos
dosticky dokoncite manualne.

Zabezpecte, aby bola vkladana dostic¢ka
zhodna so zaznamenanym ¢iarovym kédom
(tento kod ndjdete v denniku zdznamov).
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Krok
postupu

API

Chybovy
kod
EA0372

EAQ0774

EA0780

Dialégové okno
s chybou

Nepodarilo sa
pripojit k
Udajovému
serveru.

Chyba pripojenia.
Pripojenie k
serveru APl sa
nepodarilo
overit.

403: Neplatna
Ziadost.
Aktualna
transakcia nie je
platna.

Opis

Server VeriSeq Onsite
Server v2 neodpoveda na
Ziadosti o Udaje z aplikacie
Workflow Manager.

Server VeriSeq Onsite
Server v2 prestal
odpovedat na Ziadosti o
Udaje z aplikacie Workflow
Manager.

Odoslané udaje su v
rozpore s logikou
pracovného postupu v
systéme.

Pouzivatel'ské rieSenie

1. Zabezpecdte pripojenie zariadenia ML STAR k
sieti.

2. Overte, Ci je server VeriSeq Onsite Server v2
zapnuty.

3. Skontrolujte, Ci sa zariadenie ML STAR mbze
pripojit k serveru VeriSeq Onsite Server v2
(pouzitim ziadosti typu ping).

Uistite sa, Ze:

1. Zabezpecte pripojenie zariadenia ML STAR k
sieti.

2. Skontrolujte, i sa zariadenie ML STAR méze
pripojit k serveru VeriSeq Onsite Server v2
(pouzitim Ziadosti typu ping).

3. Overte, Cije server VeriSeq Onsite Server v2
zapnuty.

Preskimaijte podrobnosti o chybe, aby ste sa

dozvedeli viac. Bezné pri¢iny zahffiaju zadané
parametre, ktoré su prili$ dihé alebo obsahuju
nepovolené znaky.
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Historia revizii
Dokument Datum

Dokument april
¢.1000000078751v09 | 2024

Dokument august
¢.1000000078751v08 2022
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Opis zmeny

Odstranené

Nadbyto¢na ¢ast, ¢. 20030577.
Maximalna kapacita skimavky pozadovana pre skimavku na
odber krvi uréenu na odstredenie.

Pridané

Nova ¢ast, ¢. 20101927 pre server VeriSeq Onsite Server v2.
Jednotka ur€ujuca rozmer pre skimavky na odber krvi s
objemom 10 ml.

Objasnenie kompatibilnych verzii softvéru SoftMax Pro.
Objasnujuca poznamka, ktora upozoriuje na to, Ze na
zabezpecenie vymenitelnosti v zariadeni VeriSeq NIPT
Microlab STAR je mozné pouzivat iba kompatibilné plastové
vybavenie.

Poznamka s varovanim ohladom kontaminacie vzorky
primesou v ¢asti Interpretacia vysledkov.

Upozornenie o tom, Ze sa nemaju mrazit vzorky plnej krvi
odobraté do skimavky na odber plnej krvi s bezbunkovou
DNA od spolo¢nosti Streck.

Upozornenie na to, aby sa zabranilo vystaveniu vzoriek
vysSSim teplotam.

Objasnenie obmedzeni analyzy a podmienok opakovatelnosti.
Objasnenie prahovej hodnoty CNV LLR na obrazku ¢. 2 v ¢asti
Detekény limit.

Aktualizované

Odkaz na nddobku na reagencie od spolo¢nosti lllumina, ktora
je kompatibilnd k nddobke spolo¢nosti Roche, a pridanie
nového ¢isla dielu.

Kataldg Thermo Fisher Multifuge X4 Pro-MD, ¢&. dielu
75016034.

Upozornenie na to, Ze nekonzistentné objemy v jamkach
mozu sposobit, Ze vzorky nesplnia podmienky kontroly kvality.
Odkaz na pribalové letaky k pristrojom

Aktualizacia Cisla dielu pracovného postupu
Odstranil sa pokyn pipetovania s cielom zmieSania, ak bola
dosti¢ka s kniZznicou zmrazena.
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Dokument Datum

Dokument maj
¢.1000000078751v07 | 2022
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Opis zmeny

Rozdelenie obmedzeni postupu vo vykaze k testu VeriSeq NIPT
Solution v2 a zahrnutie prvych dvoch odrazok. Ponechanie textu
v novej hlavicke s ndazvom Obmedzenia analyzy.

Odstranené

Nazov VeriSeq zo vSetkych oznaceni reagencii.
Nalepenie ¢iarového kddu na platni¢ku adaptéra VeriSeq NIPT
v Casti o priprave kniznic.

Pridané

Slovo ,certifikovand“ k opisu pouzitia vody bez obsahu
DNazy/RNazy.

Jedna z nasledujucich &itaciek mikrotitracnych dosticiek,
alebo ekvivalentna a SpectraMax M2, M3, M4, M5 a
poznamka.

Do Casti o zariadeni VeriSeq NIPT Microlab STAR sa pridalo
vysvetlenie, ¢o robit pri udalosti rieSenia chyby.

Poznamka o vizualnej kontrole jamiek.

Pokyny pre davky s 24 a 48 vzorkami do jednotlivych ¢asti
protokolu.

Kroky opisujuce, kedy pouZzit fialovl dosticku s adaptérmi
alebo ekvivalentnu.

Veta, ktora hovori, Ze do demografickych udajov a
charakteristik tehotenstva sa maju pridat vysledky z prvého
trimestra tehotenstva.

Odrazka pridana k Specifikaciam dosti¢ky s hilbokymi jamkami,
ktorou sa zahrffia podmienka ramu odolného voci torznym
silam.

Aktualizované

Podmienka, ktora hovori o jedineénosti nazvov davok kvoli
presnosti ich pouZzitia a je prilozeny aj priklad.

Symboly a formatovanie poznamok, upozorneni a varovani.
Vysledky pododrazok pre test.

Guanidinum tiokyanat sa zmenil na guanidinium chlorid.
CVS sa zmenil na BVS (Basic Vacuum System, zakladny
systém podtlaku)

Upozornenie na pouzitie celogendmového skriningu a skoére
LLR.

Specifikacie: Specifikacie nadobky na reagencie, dosti¢ky s
hibokymi jamkami, dosticky s 384 jamkami, dosticky s 96
jamkami
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Dokument

Dokument
¢.1000000078751 v06

Dokument
¢.1000000078751 v05

Dokument
¢.1000000078751v04

Dokument
¢.1000000078751v03

Datum

august
2021

december
2020

oktdber
2020

september
2020
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Opis zmeny

Aktualizovala sa adresa autorizovaného zastupcu v EU.

Aktualizované principy pre postup, varovania a preventivne
opatrenia a ¢asti venované oznaceniam produktov s
dodato¢nym objasnenim na splnenie regulaénych poZziadaviek.
Drobné aktualizacie obsahu v protokole, aby bol v suilade s
aktualnym stylom spolo¢nosti lllumina a organizaciou.

Opravil sa opis 21. chromozému ako ,,druhého najmensieho
ludského autozému“ na ,,najmensieho ludského autozému” v
¢asti Presnost analyzy.

Pridali sa upozornenia na rieSenie nespravneho pouzivania
zasobnikov a narizika fuzie vzoriek do Casti Izolacia plazmy a
Interpretacia vysledkov.

Pridali sa nové Cisla dielov serverov a softvéru pre vydanie
nového modelu servera a aktualizovali sa Cisla dielov softvéru.
Pridali sa upozornenia na protokol a rieSenie problémov, aby sa
vyrieSili prete€enia vzoriek a podarilo sa tejto chybe
predchadzat.

Aktualizovali sa aktivne latky v Standarde kvantifikacie DNA do
opisu balenia s prisluS§enstvom, aby boli v sulade s kartou
bezpecnostnych udajov.

Aktualizovali sa konvencie pre pomenovavanie modulu Local
Run Manager VeriSeq NIPT, aby sa zabezpecila konzistencia s
inou dokumentaciou.

Pridala sa histéria revizii.

Drobné opravy.

Aktualizoval sa zoznam materialu, aby sa zahrnuli aktudine
Specifikacie laboratérnych pomocok spolu s uvedenim znamych
kompatibilnych verzii.
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Dokument Datum

Dokument februar
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Dokument august
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Opis zmeny

Aktualizovala sa prezentdcia informacii o klinickom vykone, aby
boli lepSie pokryté rozdiely medzi typmi zakladného skriningu a
skriningu celého gendému.

Pridali sa nové rozdiely v presnosti medzi zdkladnym skriningom
a skriningom celého genému.

Odstranili sa rozporuplné informacie o volitelnosti dopinkovej
spravy do ¢asti Zasady postupu.

Aktualizoval sa spdsob pomenovania softvéru VeriSeq

NIPT Workflow Manager v2 v celom dokumente, aby sa dosiahla
Stylisticka konzistencia.

Aktualizovalo sa oznacenie adries spolo¢nosti lllumina v Australii
a v Holandsku, aby obsahovali najnovsie zmeny.

Odstranil sa zdvojeny krok v ¢asti Extrakcia cfDNA, ktory
spOsobila chyba softvéru pri publikovani.

Uvodné vydanie.
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. a jej pridruzenych spolo¢nosti (dalej len ,lllumina“) a st uréené
vyluéne na zmluvné pouzitie u zakaznika v suvislosti s pouzivanim vyrobku (vyrobkov) opisaného (opisanych) v tomto dokumente a na
ziadny iny Ucel. Tento dokument ani jeho obsah sa nesmu pouzivat ani Sirit na ziadny iny Ucel a/alebo inak poskytovat, zverejiiovat alebo
reprodukovat akymkolvek spdsobom bez predchadzajliceho pisomného suhlasu spoloénosti lllumina. Spoloénost lllumina tymto
dokumentom neposkytuje Ziadnu licenciu na zaklade 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 vyskolenym personalom, aby sa zabezpedilo
spravne a bezpecné pouzivanie tu opisaného 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 POUZIVATELOV ALEBO INYCH 0SOB, POSKODENIE DALSIEHO MAJETKU
A ZRUSENIE PLATNOSTI ZARUKY VZTAHUJUCEJ SA NA VYROBOK (VYROBKY).

SPOLOCNOST ILLUMINA NEPREBERA ZIADNU ZODPOVEDNOST VYPLYVAJUCU Z NESPRAVNEHO POUZITIA TU OPISANYCH
PRODUKTOV (VRATANE DIELOV ALEBO SOFTVERU).

© 2024 lllumina, Inc. VSetky prava vyhradené.

V8etky ochranné zndmky su vlastnictvom spolo¢nosti lllumina, Inc. alebo prislusnych viastnikov. Informécie o konkrétnych ochrannych
zndmkach najdete na stranke www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktné informacie

ul C€

lllumina, Inc. 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) Wumina Netherlands B. V. Level 3, 535 Elizabeth Street

techsupport@illumina.com :;ZZHS;eI; 1:h Melbourne, VIC 3000
indanoven

www.illumina.com Australia

Holandsko

Oznacenie produktu
UpIné informécie o symboloch, ktoré sa mézu nachadzat na obale a ozna&eni produktu, ndjdete vo
vysvetlivkach symbolov sUpravy na stranke support.illumina.com na karte Documentation (Dokumentacia).

Suhrn parametrov bezpecénosti a vykonu (SSP, Summary of Safety and Performance) sa nachadza na stranke
https://ec.europa.eu/tools/eudamed po spusteni Eurdpskej databazy zdravotnickych pomoécok (Eudamed).
Je prepojeny so zakladnym identifikdtorom UDI-DI (0081627002NIPTRP).
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