VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

PriloZzene upute

ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.

Namjena

VeriSeq™ NIPT Solution v2 test je za upotrebu u in vitro dijagnostici koji sluzi kao test za probir za
prepoznavanje fetalnih genetskih anomalija na razini genoma iz uzoraka majc€ine periferne pune krvi trudnica
gestacijske dobi najmanje 10 tjedana. VeriSeq NIPT Solution v2 upotrebljava sekvenciranje cijelog genoma za
prepoznavanje djelomicnih dupliciranja i delecija za sve autosome i statusa aneuploidije za sve kromosome.
Test nudi moguénost da se ispita aneuploidija spolnih kromosoma (SCA). Proizvod se ne smije upotrebljavati
kao iskljuciv temelj za dijagnozu ili druge odluke o upravljanju trudnoc¢om.

VeriSeq NIPT Solution v2 obuhvaca sljedece: VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 za VeriSeq NIPT Microlab
STAR, VeriSeq NIPT Sample Prep Kit i VeriSeq Onsite Server v2 sa softverom VeriSeq NIPT Assay Software v2.
VeriSeq NIPT Solution v2 namijenjen je za upotrebu s instrumentom za sekvenciranje nove generacije.

Sazetak i objasnjenje analize

Fetalne abnormalnosti kromosoma, osobito aneuploidija, odnosno abnormalan broj kromosoma, ¢est su slucaj
reproduktivnog neuspjeha, urodenih anomalija, zaostajanja u razvoju i mentalnih poteskoca. Aneuploidija
pogada oko 1 u 300 poroda Zivorodencadi, a puno je veca u€estalost povezana sa spontanim pobacajima i
rodenjem mrtvorodenc¢adi.’? Donedavno su postojale dvije vrste prenatalnih testova za takve poremedaje:
dijagnosti¢ko testiranje ili probir. Dijagnosti¢ko testiranje obuhvaca invazivne postupke kao $to su
amniocenteza ili biopsija korionskih resica. Te metode testiranja smatraju se zlatnim standardom za
prepoznavanje fetalne aneuploidije. No povezane su s rizikom od gubitka trudnoce uizmedu 0,11 % i 0,22 %
sluc“:ajeva.3 Uobicajeni probiri s veé¢im brojem markera ne nose opasnost od gubitka trudnoce jer su neinvazivni,
ali su i manje pouzdani od dijagnostickih testova. Njihova uspjeSnost prepoznavanja za trisomiju 21 varira
izmedu 6996 %, ovisno o odredenom probiru, dobi majke i gestacijskoj dobi prilikom testiranja.4 Stoje jos
vaznije, imaju oko 5 % lazno pozitivnih prepoznavanja, $to moze povuci za sobom invazivno dijagnosti¢ko
testiranje radi potvrde, a time i rizik od gubitka trudnoce uzrokovanog postupkom.4 | ultrazvuénim se
pregledima mogu otkriti anomalije kromosoma, ali uz jo§ manju pouzdanost nego prethodno navedene metode.

Fetalna aneuploidija za kromosome 21, 18,13, X i Y moze se prepoznati uz visoku razinu pouzdanosti
neinvazivnim prenatalnim testiranjem (noninvasive prenatal testing, NIPT) sekvenciranjem cijelog genoma
DNK-a bez stanica (cfDNK) dobivenog iz maj¢ine plazme u gestacijskoj dobi od najmanje 10 tjedana. Nedavna
metaanaliza viSe klini¢kih ispitivanja pokazala je da su ponderirane razine prepoznavanja na skupovima i
specifiénosti za trisomiju 21 i trisomiju 18 kod jednoplodnih trudnocda sljedece: trisomija 21 99,7 % i 99,96 % te
trisomija18 97,9 % i 99,96 %.° Jedno je ispitivanje pokazalo da upotreba NIPT-a kao primarnog probira za sve
trudnoc¢e moze dovesti do 89-postotnog smanjenja broja potvrdnih invazivnih postupaka.®
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Imajudi u vidu znatno smanjenje lazno pozitivnih rezultata NIPT-a u usporedbi s uobi¢ajenim probirom po vise
markera, brojne profesionalne medicinske organizacije izdale su priopéenja kojima podrzavaju nekoliko
indikacija za upotrebu NIPT-a.

Tocnije, Medunarodno drustvo za prenatalnu dijagnozu (International Society for Prenatal Diagnosis), Americki
koledz opstetriCara i ginekologa (American College of Obstetricians and Gynecologists, ACOG) / Drustvo za
majcinsku fetalnu medicinu (Society for Maternal Fetal Medicine, SMFM), Americ¢ki koledz medicinske genetike i
genomike (American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) i Europsko drustvo humane genetike
(European Society of Human Genetics) / Americ¢ko drustvo humane genetike (American Society of Human
Genetics) podrzavaju NIPT za sve trudnice.”®° Preporuduju se savjetovanje prije testiranja, informirani
pristanak i dijagnosti¢ko testiranje radi potvrdivanja pozitivnih rezultata cfDNK probira.*

VeriSeq NIPT Solution v2 neinvazivni je in vitro dijagnosticki (IVD) test koji koristi sekvenciranje fragmenata
cfDNK-a na razini cijelog genoma dobivenog iz uzoraka majc¢inske periferne pune krvi uzete od trudnica
gestacijske dobi najmanje 10 tjedana. Test nudi dvije mogucénosti odabira vrste probira: osnovni i na razini
genoma. Osnovni probir nudi informacije o stanju aneuploidije samo za kromosome 21, 18, 13, Xi Y. Probiri na
razini genoma prepoznaju djelomi¢na dupliciranja i delecije za sve autosome i stanje aneuploidije za sve
kromosome. Obje vrste probira nude mogucénost izvjeSéivanja o aneuploidiji spolnih kromosoma (sex
chromosome aneuploidy, SCA) s otkrivanjem spola fetusa ili bez njega. Moguénost izvjesScivanja za SCA moze
se iskljuciti. Ako je mogucénost izvje$céivanja za SCA isklju¢ena, ne otkriva se ni spol fetusa. Da biste saznali vise
0 mogucnostima izvjeSc¢ivanja o spolu, pogledajte Vodi¢ za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (broj dokumenta:
71000000067940).

Nacela postupka

VeriSeq NIPT Solution v2 automatizirano je rjeSenje za NIPT testiranje u laboratoriju koje se sastoji od
automatizirane pripreme uzoraka i analize podataka dobivenih sekvenciranjem. VeriSeq NIPT Sample Prep Kit
specijalizirani su reagensi za jednokratnu upotrebu koji se upotrebljavaju s platformom VeriSeq NIPT Microlab
STAR za pripremu serija od 24, 48 ili 96 uzoraka za sekvenciranje nove generacije. Specijalizirani softver
VeriSeq NIPT Assay Software v2 analizira podatke o cijelom genomu s uparenim krajevima te se generira
izvije$ée koje sadrzi kvantitativne rezultate.

Tijek rada sastoji se od sljededih postupaka: prikupljanja uzoraka, izolacije plazme, izdvajanja cfDNK-a,

pripreme biblioteke, kvantifikacije biblioteke, stvaranja skupova za biblioteku te sekvenciranja i analize, koji su

ovdje detaljnije opisani:

* Prikupljanje uzoraka — uzima se 7 - 10 ml majcine periferne pune krvi u epruvete Streck cell-free DNA Blood
Collection Tube (BCT) koje sprjeCavaju lizu stanica i genomsku kontaminaciju uz stabilizaciju pune Kkrvi.

* lzolacija plazme - unutar 5 dana od prikupljanja plazma se izolira iz maj¢inske periferne pune krvi pomocu
standardnih tehnika centrifuge. VeriSeq NIPT Microlab STAR aspirira i rasporeduje plazmu na plogicu s 96

dubokih jazica radi daljnje obrade. U slu¢aju potrebe za ponovnim testiranjem uzorke je mogucée nakon
obrade ponovno zatvoriti i pohraniti na 4 °C dodatnih 5 dana (ukupno najvise 10 dana nakon uzimanja krvi).
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A OPREZ

Premasivanje prethodno spomenutog vremena skladistenja moze negativno utjecati na broj
neuspjelih analiza pojedinacnih uzoraka.

* lzdvajanje cfDNK-a - proc¢is¢avanje cfDNK-a od plazme postiZe se adsorpcijom na plocici za povezivanje,
pranjem plocice za povezivanje radi uklanjanja kontaminanata i ispiranjem.

* Priprema biblioteke - procis¢eni fragmenti cfDNK-a prolaze kroz postupak popravka krajeva kako bi se 5’i
3’ prevjesi pretvorili u ,,tupe” krajeve. Zatim se krajevima 3’ dodaje dioksiadenozin nukleotid radi stvaranja
prevjesa od jedne baze. Indeksirani adapteri koji sadrze prevjes od jedne baze 3’ deoksitimidina zatim se
ligacijom dodaju na obradene fragmente cfDNK-a. Ligacijom dobiveni DNK prociséava se pomodu reverznih
imobilizacijskih zrnaca u krutoj fazi. Svaki uzorak u skupu od njih 24, 48 ili 96 dobiva jedinstveni indeksirani
adapter. Adapteri imaju 2 svrhe:

/N OPREZ

Budite iznimno oprezni da biste izbjegli unakrsnu kontaminaciju indeksa jer bi to moglo uzrokovati
netocne rezultate.

— Indeksi omoguduju prepoznavanje uzoraka prilikom slijednog sekvenciranja.
— Adapteriindeksa sadrze sekvence koje omogucuiju fiksiranje biblioteke na tvrdoj povrsini proto¢nog
Clanka za sekvenciranje radi generiranja klastera i slijednog sekvenciranja.
* Kvantifikacija — proizvod biblioteke kvantificira se pomocu fluorescentne boje u koncentraciji odredenoj
prema usporedbi sa standardnom krivuljom DNK-a.

* Stvaranje skupova za biblioteku i sekvenciranje — biblioteke uzorka stavljaju se zajedno u skupove od 24 ili
48 uzoraka u prilagodenim koli¢inama radi svodenja varijacija u pokrivenosti na najmanju moguc¢u mjeru.
Svaki se skup zatim sekvencira uz pomo¢ instrumenta za sekvenciranje nove generacije.

* VeriSeq NIPT Solution v2 ne obuhvaca opremu ni potro$ni materijal za sekvenciranje.
* Analiza - za svaki se uzorak analiza sastoji od sljedeceg:
— ldentifikacija fragmenata biblioteke prema sekvenci indeksa i poravnanju uparenih krajeva ocitava se u
usporedbi s humanim referentnim genomom.

— Fetalna frakcija biblioteke odreduje se kombiniranjem informacija iz raspodjela duzina i genomskih
koordinata fragmenata biblioteke.

— Nakon uzimanja u obzir poznatih utjecaja, statisticki model prepoznaje regije genoma koje su
ispodprosjecno iliiznadprosjecno zastupljene u biblioteci na nacin dosljedan s anomalijom na utvrdenoj
razini fetalne frakcije.

— NIPT izvje$ée nudi sazetak rezultata za odabrani testni izbornik pri ¢emu se uz rezultat fetalne frakcije
za uzorke koji su prosli kontrolu kvalitete navodi ANOMALY DETECTED (Anomalija otkrivena) ili NO
ANOMALY DETECTED (Anomalija nije otkrivena).

— Dodatno izvje$ée nudi kvantitativhe mjerne podatke koji karakteriziraju prepoznatu anomaliju.
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Ogranicenja postupka

Ograni¢enja analize

* Dokazi o osjetljivosti i specifi¢nosti testa pokrivaju jednoplodne i blizanac¢ke trudnoée. U ovim se uputama
za upotrebu ne navode podaci o osjetljivosti ili specifi¢nosti za trojke ni druge viseplodne trudnoce.

* VeriSeq NIPT Solution v2 nije namijenjen za prepoznavanje poliploidija, primjerice triploidije.

* VeriSeqg NIPT Solution v2 nije namijenjen za prepoznavanje uravnotezenih promjena redoslijeda
kromosoma.

* Zaovu su analizu potrebni uzorci majcine periferne pune krvi trudnica gestacijske dobi najmanje 10 tjedana.

* U slucaju osnovnih probira test VeriSeq NIPT Solution v2 trazi specificne abnormalnosti kromosoma.
Rezultati koji se objavljuju kao NO ANOMALY DETECTED (Nije otkrivena anomalija) ne uklanjaju mogucnost
kromosomskih abnormalnosti testiranih kromosoma. Negativan rezultat ne uklanja moguénost da u trudnoci

postoje druge kromosomske abnormalnosti, genetske bolesti ili prirodene anomalije (npr. anomalija
otvorene neuralne cijevi).

* Kod probira na razini genoma velike delecije i dupliciranja koja veli€Cinom ne premasuju 75 % veli€ine
kromosoma mogu biti indikativni za aneuploidiju cijelog kromosoma.

* Kod probira na razini genoma odredene su regije izuzete iz analize. Popis izuzetih regija dostupan je na
web-mjestu sluzbe za podrsku tvrtke lllumina. Otkrivanje genomskih abnormalnosti provodi se samo nad
regijama koje nisu izuzete.

* lzvjesdéivanje o spolu fetusa nije dostupno u svim regijama zbog lokalnih propisa u vezi s objavljivanjem
spola.

* Prema podacima iz literature, rezultati probira na temelju DNK-a bez stanica mogu biti ograni¢eni odredenim
¢imbenicima povezanima s majkom i fetusom. Neki od njih navedeni su u nastavku, no popis nije cjelovit:

— nedavne transfuzije krvi u majke

— prethodno presadivanje organa / mati¢nih stanica majke

— autoimuna bolest majke

— neoplazme (benigne i maligne) majke

— mozaicizam majke

— varijacije broja kopija u majke

— fetoplacentalni mozaicizam / ograni€eni placentalni mozaicizam

— fetalna smrt / sindrom nestalog blizanca
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IzvjeSéivanje o testu VeriSeq NIPT Solution v2

* VeriSeq NIPT Solution v2 test je za probir i ne smije se promatrati izdvojeno od drugih klini¢kih saznanja i
rezultata testiranja. Zaklju¢ci o stanju fetusa i odluke o upravljanju trudno¢om ne smiju se temeljiti samo na
rezultatima NIPT probira.”

* VeriSeq NIPT Solution v2 izvje$¢uje o sljede¢em:
— Osnovni probir testira iznadprosje¢nu reprezentaciju kromosoma 13, 18 i 21.

— Probir na razini genoma testira ispodprosje¢nu i iznadprosjecnu reprezentaciju svih autosoma,
uklju¢ujudi djelomi¢ne delecije i dupliciranja veli¢ine najmanje 7 Mb.

— Kad se u jednoplodnih trudnoéa odabere Yes (Da) ili SCA kao moguénost izvjescivanja o spolu, mogu se
prepoznati sljedeée anomalije spolnih kromosoma: XO, XXX, XXY i XYY.

— Kad se ujednoplodnih trudnoca odabere Yes (Da) kao moguénost izvjesScivanja o spolu, otkriva se spol
fetusa.

— Prisutnost Y kromosoma u blizanackim trudno¢ama.

Komponente proizvoda

VeriSeqg NIPT Solution v2 sastoji se od sljedece pripreme uzoraka:

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 samples) (broj dijela: 20025895)

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 samples) (broj dijela: 15066801)

* VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 samples) (broj dijela: 15066802)

VeriSeq NIPT Solution v2 sastoji se od sljedecih softverskih komponenti:

* VeriSeqg NIPT Assay Software v2 (broj dijela 20047024), unaprijed instaliran na VeriSeq Onsite Server v2.

— VeriSeq Onsite Server v2 (broj dijela 20028403, 20047000, 20101927) ili postojedi VeriSeq Onsite
Server (broj dijela 15076164 ili 20016240) nadograden na v2.
* VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 (broj dijela 20044988), unaprijed instaliran na VeriSeq NIPT Microlab
STAR.
— VeriSeq NIPT Microlab STAR (broj dijela: Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) i 95475-02 (230 V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288).

* Modul Local Run Manager VeriSeq NIPT (broj dijela 20044989)
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Reagensi

PriloZeni reagensi

illumina

lllumina isporuduje sljedece reagense: VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 samples) (broj dijela 20025895),
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 samples) (broj dijela 15066801) i VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 samples)
(broj dijela 15066802). VeriSeq NIPT Sample Prep Kit konfiguriran je za upotrebu s uredajem VeriSeq NIPT
Microlab STAR (ML STAR) (broj dijela 95475-01, 95475-02 ili 806288), koji proizvodi Hamilton Company.

VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija za izdvajanje

Tablica1 VeriSeq NIPT Extraction Box (24) i (48), broj dijela 20025869 i 15066803

Naziv reagensa na
naljepnici

Lysis Buffer

(Pufer za liziranje)

Wash Buffer |

Wash Buffer Il

Elution Buffer
(Pufer za ispiranje)

Proteinase Buffer
(Pufer s proteinazom)

Proteinase K (Proteinaza K)

Broj spremnika u
kompletu

1
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Aktivni sastojci

Gvanidin-hidroklorid u puferiranoj
vodenoj otopini

Gvanidin-hidroklorid i 2-propanol u
puferiranoj vodenoj otopini

Puferirana vodena otopina koja
sadrzi soli

Puferirana vodena otopina

Glicerol u puferiranoj vodenoj
otopini

Liofilizirana proteinaza K

Skladistenje

0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C
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Tablica 2 VeriSeq NIPT Extraction Box (96), broj dijela 15066807

Naziv reagensa na
naljepnici

Pufer za liziranje
Wash Buffer |

Wash Buffer Il

Pufer za ispiranje

Pufer s proteinazom

Proteinaza K

Broj spremnika u
kompletu

1

4

Aktivni sastojci

Gvanidin-hidroklorid u puferiranoj
vodenoj otopini

Gvanidin-hidroklorid i 2-propanol u
puferiranoj vodenoj otopini

Puferirana vodena otopina koja
sadrzi soli

Puferirana vodena otopina
Glicerol u puferiranoj vodenoj
otopini

Liofilizirana proteinaza K

VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija za pripremu biblioteke

Tablica 3 VeriSeq NIPT Library Prep Box (24) i (48), broj dijela 20026030 i 15066809

Naziv reagensa na
naljepnici

End Repair Mix (Zavrsna
mjeSavina za popravak)
A-Tailing Mix (A-mjeSavina
za zatvaranje)

Ligation Mix (MjeSavina za
ligaciju)

Hybridization Buffer (Pufer
za hibridizaciju)

NIPT DNA Adapter Plate

(PloCica prilagodnika za
NIPT DNK)

Broj spremnika u
kompletu

1
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Aktivni sastojci

DNK polimeraza i dNTP-ovi u
puferiranoj vodenoj otopini

DNK polimeraza i dATP u
puferiranoj vodenoj otopini

DNK ligaza u puferiranoj vodenoj
otopini

Puferirana vodena otopina

Oligonukleotidi u puferiranoj
vodenoj otopini

illumina

Skladistenje

0d15°Cdo 30°C
0d15°Cdo 30°C
0d15°Cdo 30°C

0od15°Cdo 30°C
0d15°Cdo 30°C

0d15°Cdo 30°C

Skladistenje

od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od -25°Cdo-15°C

0d-25°Cdo-15°C
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Tablica 4 VeriSeq NIPT Library Prep Box (96), broj dijela 15066810

Naziv reagensa na
naljepnici

End Repair Mix (ZavrSna
mjeSavina za popravak)
A-Tailing Mix (A-mjeSavina
za zatvaranje)

Ligation Mix (MjeSavina za
ligaciju)

Hybridization Buffer (Pufer
za hibridizaciju)

NIPT DNA Adapter Plate

(Plogica prilagodnika za
NIPT DNK)

Broj spremnika u
el Aktivni sastojci

kompletu

1 DNK polimeraza i dNTP-ovi u
puferiranoj vodenoj otopini

2 DNK polimeraza i dATP u
puferiranoj vodenoj otopini

2 DNK ligaza u puferiranoj vodenoj
otopini

1 Puferirana vodena otopina

1 Oligonukleotidi u puferiranoj

vodenoj otopini

VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija za dodatnu opremu

Tablica5 VeriSeq NIPT Accessory Box, broj dijela 15066811

Naziv reagensa na
naljepnici

DNA Binding Plate (Plocica
za povezivanje DNK-a)

Resuspension Buffer (Pufer
zaresuspendiranje)

Sample Purification Beads
(Zrnca za procis¢avanje
uzorka)

DNA Quantification Reagent
(Reagens za kvantifikaciju
DNK-a)

DNA Quantification
Standard (Standard
kvantifikacije DNK-a)

Broj spremnika u
Jsp Aktivni sastojci

kompletu

1 Propilenska mikroploCica s
modificiranom silikonskom
membranom

1 Puferirana vodena otopina

1 Paramagnetska zrnca u krutoj fazi
u puferiranoj vodenoj otopini

1 Interkaliraju¢a boja za DNK u
DMSO-u

1 Standard za dsDNK, nespecifi¢ni

DNK i natrijev azid u puferiranoj
vodenoj otopini
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illumina

Skladistenje

od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C

od-25°Cdo-15°C

Skladistenje

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C
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VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, epruvete i naljepnice za tijek rada

Tablica 6 Epruveteinaljepnice za tijek rada, broj dijela 15071543

Naziv stavke na naljepnici Broj stavki u kompletu Skladistenje
Label (LBL)-Plate Barcode (Naljepnica (LBL) - barkod 9 od15°Cdo30°C
plocice)

Label (LBL)-Deep-well Plate Barcode (Naljepnica 12 od15°Cdo 30°C
(LBL) — barkod ploc¢ice s dubokim jazicama)

Tube (TB)-Empty Pooling Tube (Epruveta (TB) - 5 od15°Cdo 30°C

prazna epruveta za skupljanje)

Reagensi koji nisu prilozeni
Obavezni reagensi koji nisu priloZzeni

* ObaveznireagensiipotroSna oprema za sekvenciranje nuzni za sustav za sekvenciranje nove generacije
(NGS, next-generation sequencing).

* Voda potvrdeno bez DNaze/RNaze kvalitete za upotrebu u molekularnoj biologiji

* Etanol, 100-postotni (razine 200), kvalitete za upotrebu u molekularnoj biologiji

NAPOMENA  Etanol koji nije kvalitete namijenjene upotrebi u molekularnoj biologiji moze negativno
utjecati na izvedbu analize.

Neobavezni reagensi koji nisu priloZeni

* Dulbeccova fosfatom puferirana fizioloSka otopina (DPBS) za negativnu kontrolu (NTC)

Skladistenje i rukovanje

1. Sobna je temperatura definirana kao temperatura od 15 °C do 30 °C.

2. Svireagensi namijenjeni su isklju€ivo jednokratnoj upotrebi. Kad se reagensi pripreme za upotrebu, moraju
se odmah upotrijebiti.

3. Ako su bilo koje pakiranje ili sadrzaj komponenti za VeriSeq NIPT Solution oSteceni ili naCeti, obratite se
sluzbi za korisnike tvrtke lllumina.

4. Reagensi su stabilni kad se skladiSte kako je navedeno do datuma isteka roka trajanja navedenog na
naljepnicama na kompletima. Uvjete skladiStenja potrazite u stupcu SkladiStenje u tablicama iz odjeljka
Reagensi. Ne upotrebljavajte reagense kojima je istekao rok trajanja.
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5. Promjene fizickog izgleda reagensa mogu upudivati na propadanje materijala. Ako se primijete promjene u
fizitkom izgledu (npr. oCite promjene boje reagensa ili vidljiva zamuéenost uz kontaminaciju mikrobima),
reagense nemojte upotrebljavati.

6. Pridrzavajte se sljedecih najboljih primjera iz prakse dok rukujete zrncima za proc¢i§¢avanje uzoraka.
* Nikad ne zamrzavajte zrnca.
* Prije upotrebe zrnaca pri¢ekajte da poprime sobnu temperaturu.

* Neposredno prije upotrebe promijeSajte zrnca dok ne budu dobro suspenzirana i boja se Cini
homogena.

7. Lysis Buffer, Wash Buffer |, Wash Buffer Il, Elution Buffer i Proteinase Buffer mogu stvarati vidljive taloge ili
kristale. Prije upotrebe energi¢no ih promijesajte, a zatim vizualno provjerite ima li taloga.

8. Nikad ne zamrzavajte punu krv nakon prikupljanja.

Sekvencirajte biblioteke Sto prije nakon stvaranja skupova. Biblioteke sa stvorenim skupovima stabilne su
najvise sedam dana na temperaturi od -25 °C do -15 °C. Nije nuzna dodatna denaturizacija ako su
skladiStene to vremensko razdoblje u tim uvjetima.

Oprema i materijal

Obavezna oprema i materijal koji nisu prilozeni

Oprema koja je obavezna, a ne dolazi s proizvodom

Oprema Dobavlja¢
Sustav za sekvenciranje nove generacije (NGS, next- Dobavljac instrumentaiili lllumina, broj
generation sequencing) sa sljede¢im moguénostima: dijela 20005715

» sekvenciranje 2 x 36 bp s uparenim krajevima

« kompatibilnost s prilagodnicima s dvostrukim indeksom
za VeriSeq NIPT Sample Prep Kit

» automatsko generiranje BCL datoteka

o dvokanalna kemija

* 400 milijuna Citanja uparenih krajeva po obradi

o Kompatibilno sa softverom VeriSeq NIPT Assay
Software v2 ili sustavom NextSeq 550Dx Sequencing

System.
Zamrzivac, od -25°C do -15°C Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora
Mikrocentrifuga Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Drzac za pipete Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Hladnjak, od 2 °C do 8 °C Bilo koji dobavljac¢ laboratorijskog pribora
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Oprema

Jednokanalne pipete od 20

Jednokanalne pipete od 200 pl

Jednokanalne pipete od 1000 pl

VrtloZna mijeSalica

Sklop centrifuge i rotora za epruvete za prikupljanje krvi

Ekvivalent:

o Hladena centrifuga ubrzanja do 1600 x g bez
moguénosti ko¢enja

 NjiSuci rotor sa spremnicima

* Umetci za spremnike minimalne dubine od 76 mm

 Prilagodnici za umetanje epruveta za prikupljanje krvi
dimenzija 16 mm x 100 mm

Preporuceno:

» Allegra X12R Series Centrifuge, 1600 g

o Allegra Centrifuge GH-3.8 Rotor sa spremnicima

o Allegra Centrifuge Bucket Covers, komplet od dva
komada

o Allegra Centrifuge Adapter Assembly, 16 mm, komplet
od Cetiri komada

Sklop centrifuge i rotora za mikroplocice

Ekvivalent:

Relativna centrifugalna sila (RCF) 5600 x g

Rotor s njiSuc¢im pladnjem s nosacima pladnjeva s 96
jazica, minimalna dubina 76,5 mm.

Multifuge X4 Pro-MD 120 V TX-1000BT

Sorvall Legend XTR Centrifuge

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Beckman Coulter, broj artikla 392304
(120 Vili230 V)

Beckman Coulter, broj artikla #369704
Beckman Coulter, broj artikla #392805

Beckman Coulter, broj artikla #359150

Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora

Thermo Fisher Scientific broj 75016034
Thermo Fisher Scientific, kataloski

broj 75004521 (120 V) ili kataloSki

broj 75004520 (230 V)
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Oprema

+ HIGHPIlate 6000 Microplate Rotor
» Rotor high plate 6000
Potporna baza za mikroplocice
e Preporuéeno:
o MicroAmp 96-Well Support Base
» 96-Well PCR Plate Carrier

Jedan od sljedecih ¢itata mikroploc€ica ili ekvivalentan
(fluorometar) sa softverom SoftMax Pro v6.2.2 -7.1.2:
o Gemini XPS
e SpectraMax M2, M3, M4 i M5.
o Uz ¢ita€ mikroplocdica potreban je ljubi¢asti umetak
da bi se upotrebljavao u tijeku rada.

SpectraMax High-Speed USB, Serial Adapter

Ciklicki termostat sljededih specifikacija:

o Grijani poklopac

o Temperaturni raspon od 4 °C do 98 °C

o Temperaturna preciznost + 2 °C

» Minimalni korak pojaavanja 2 °C/s

o Kompatibilan s plo¢icom Twin.tec PCR Plate 96-well,
punog profila

VeriSeq NIPT Microlab STAR

VeriSeq Onsite Server v2 ili nadogradeni VeriSeq Onsite
Server

Ako se upotrebljava NextSeq 550Dx Sequencing System:
» NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5, 75 cycles

Neobavezna oprema, nije priloZzena

Oprema

Pluggo Decapper System
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illumina

Dobavlja¢

Thermo Fisher Scientific, katalo$ki broj
75003606

Thermo Scientific VWR kataloski broj
97040-244

Thermo Fisher Scientific, kataloski broj
4379590

Thermo Fisher Scientific, kataloski broj
AB-0563/1000

Molecular Devices, broj dijela XPS
Molecular Devices, broj dijela M2, M3, M4 i M5

Molecular Devices, broj dijela 9000-0938

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Hamilton, broj dijela 95475-01 (115 V), broj
dijela 95475-02 (230 V) ili broj dijela 806288
(za Hamilton Company Bonaduz)

lllumina, broj dijela 20028403 ili 20047000 (v2)
ili 20101927 ili broj 15076164 ili broj 20016240
(nadogradeno)

Illumina, broj dijela 20028870

Dobavlja¢

LGP Consulting, broj dijela # 4600 4450
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Oprema

Plodica za potvrdivanje fluorescencije SpectraMax
SpectraTest FL1

Tube Revolver/Rotator, epruvete od 15 ml, 40 okr./min,
100-240V

Obavezan materijal koji nije prilozen

Potrosni materijal

1000 ul Conductive Non-Sterile Filter Tips

300 pl Conductive Non-Sterile Filter Tips

50 ul Conductive Non-Sterile Filter Tips

Spremnik s dubokim jazicama sljedecih specifikacija:

Format mikroploCice SLAS 1-2004 s 96 jaZica s
piramidalnim ili konusnim dnom minimalnog kapaciteta
240 ml.

Polipropilen s preferencijom za slabo vezanje DNA za
sve kontaktne povrsine uzorka.

Interne dimenzije (razina tekudine) kompatibilne su s
koracima automatske aspiracije i pipetiranja za VeriSeq
NIPT Microlab STAR.

Dimenzije visine kompatibilne su s automatiziranim
pokretima uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Posuda s reagensima sa sljedecim specifikacijama:

Posuda koja €vrsto, ali bez primjene sile, sjeda u nosac
uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR s konusnim dnom i
minimalnog kapaciteta 20 ml.

Polipropilen bez RNaze/DNaze.

Interne dimenzije spremnika (razina tekucine) generiraju
razine tekucine uz pomoc¢ volumena ragensa analize i
kompatibilne su s koracima automatske aspiracije i
pipetiranja za VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Dimenzije visine kompatibilne su s automatiziranim
pokretima uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
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illumina

Dobavlja¢

Molecular Devices, broj dijela # 0200-5060

Thermo Scientific, kataloski broj # 88881001
(SAD) ili kataloSki broj # 88881002 (EU)

Dobavlja¢

Hamilton, broj dijela 235905
Hamilton, broj dijela 235903
Hamilton, broj dijela 235948

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilni spremnici:

» Corning Axygen, broj proizvoda RES-SW96-
HP-SI

o Agilent, broj proizvoda 201246-100

Kompatibilne posude:
« lllumina Reagent Tub, broj dijela 20095418
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Potro$ni materijal

Plocice s dubna stranici okim jazicama sa sljedeéim
specifikacijama:

Format mikroplocCice SLAS 1-2004, 3-2004 i 4-2004 s
96 jazica s piramidalnim ili konusnim dnom minimalnog
kapaciteta jazice 2 ml.

Prozirni polipropilen s preferencijom za slabo vezanje
DNA materijala za sve kontaktne povrsine uzorka.
Dimenzije jazica generiraju razinu tekudine koja je
kompatibilna s koracima automatske aspiracije i
pipetiranja za VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Sirina plogice koja dopusta smjestanje barkodova za
plocice na odgovarajuci polozaj uz ¢vrsto prianjanje na
ravnu povrsinu.

Okvir otporan na torziju moze podnijeti minimalno
5600 x g.

Dimenzije visine plocica kompatibilne su s
automatiziranim pokretima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

Ploc¢ica s 384 jazica i sljededéim specifikacijama:

Mikroplocica s 384 jazice optimizirana za male
zapremine s minimalnim kapacitetom jazice 50 pl.

Crni neprozirni polistiren s blokiranjem svjetlosti i slabim
vezanjem DNA za sve kontaktne povrsine uzorka.
Dimenzije jazica generiraju razine tekucine koje su
kompatibilne s koracima automatske aspiracije i
pipetiranja za VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Dimenzije visine plo¢ica kompatibilne su s
automatiziranim pokretima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

Sirina plo¢ice koja dopusta smjestanje barkodova za
plocice na odgovarajudi polozaj uz ¢vrsto prianjanje na
ravnu povrsinu.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Kompatibilne plocice:

» Eppendorf, broj dijela 0030505301

» Eppendorf, broj dijela 30502302
o USA Scientific, broj dijela 1896-2000

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilne plocice:
» Corning, broj proizvoda # 3820
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Potro$ni materijal

Ploc¢ica s 96 jaZica i sljedecim specifikacijama:

» Mikroplocica s okvirom otpornim na torziju moze
podnijeti minimalno 5600 x g i 96 prozirnih jazica sa
suzenim dnom, poviSenim rubovima i minimalnim
kapacitetom jazice 150 pl.

» Polipropilen bez RNaze/DNaze sa slabim vezanjem DNA
za sve kontaktne povrsSine uzorka.

» Dimenzije jazica generiraju razine tekuéine kompatibilne
s koracima automatske aspiracije i pipetiranja za
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

» Dimenzije visine plo€ica kompatibilne su s
automatiziranim pokretima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

NAPOMENA: kompatibilno plasti¢no posude s drugim
brojevima dijela, primjerice kompatibilne plocice s 96
jaZica drugih proizvodaca, mozda se ne¢e mociizravno
zamijeniti bez kalibracije specifi¢ne za dio na sustavu
VeriSeq NIPT Microlab STAR koju provodi osoblje
servisa i podrske tvrtke lllumina. Da biste zamijenili
plasti¢no posude, obratite se timu za podrsku tvrtke
umina.

« Sirina plo¢ice koja dopusta smjestanje barkodova za
plocice na odgovarajudi polozaj uz ¢vrsto prianjanje na
ravnu povrsinu.

» Kompatibilno s termociklerima za denaturiranje.

Jedan od sljededih zatvaraca:
» Microseal 'F' Foil
o Zatvaraci od folije

Cell-Free DNA BCT CE

Push Caps

Epruvete od 2 ml s navojnim ¢epovima

Vrhovi za pipete s filtrom od 20 pl za pipetu od 20 pl
Vrhovi za pipete s filtrom od 200 pl za pipetu od 200 i
Vrhovi za pipete s filtrom od 1000 pl za pipetu od 1000

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilne plocice:

o Eppendorf, broj dijela 0030129512
Eppendorf, broj dijela 30129580
Eppendorf, broj dijela 30129598
Eppendorf, broj dijela 30129660
Eppendorf, broj dijela 30129679
Bio-Rad, broj dijela HSP9601

Bio-Rad, kataloski broj MSF1001
Beckman Coulter, broj artikla 538619

Streck, kataloski broj 218997

Sarstedt, broj narudzbe 65.802

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
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Potro$ni materijal Dobavlja¢

Ekvivalent: Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora
» Sprej za brzu dezinfekciju na bazi alkohola

o Otopina deterdzenta za dezinfekciju

Preporuceno:

o Deionizirana voda i 70-postotni etanol

Neobavezni materijal, nije priloZzen

PotrosSni materijal Dobavljaé

Dulbeccova fosfatom puferirana fizioloSka otopina (DPBS)  Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
za negativnu kontrolu (NTC)

Epruveta, ¢ep s navojem, 10 ml (samo za kontrolne uzorke)  Sarstedt, broj narudzbe 60.551

Epruveta, ¢ep s navojem, 50 ml Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora
Seroloske pipete od 25 ml Bilo koji dobavljac¢ laboratorijskog pribora
Seroloske pipete od 10 ml Bilo koji dobavljac¢ laboratorijskog pribora

Prikupljanje, transport i pohrana uzoraka
/N  OPREZ

Svim uzorcima rukujte kao da su potencijalno zarazne tvari.

* Uzorcipune krviod 7 - 10 ml moraju se prikupiti u Streck Cell-Free DNA BCT. Nemojte zamrzavati.
* Transport pune krvi mora se provesti u skladu sa svim primjenjivim odredbama koje se odnose na transport
etioloskih tvari. Preporucuju se Zurne metode transporta/otpreme.

* Tijekom transporta Cuvajte na temperaturi izmedu 4 °C i 30 °C. Nakon primitka uzoraka pohranite ih na
temperaturi od 2 °C do 8 °C do trenutka obrade. Vrijeme izmedu prikupljanja krvi i prvotne izolacije plazme
ne smije premasiti 5 dana.

* U slucaju potrebe za ponovnim testiranjem, uzorke je mogucée nakon obrade ponovno zatvoriti i pohraniti na
4 °C dodatnih 5 dana (ukupno najvise 10 dana nakon uzimanja krvi).

/N OPREZ

Izlaganje poviSenim temperaturama, odnosno onima iznad navedenih raspona, moze negativno
utjecati na stope neuspjeha pojedinacnog uzorka ifili u€inkovitost uzorka.
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Upozorenja i mjere opreza

* Ova analiza sadrzi reagens Proteinase K. Uslijed udisanja, gutanja te dodira s kozom i o¢ima moze doci do
tjelesnih ozljeda. Upotrebljavajte u dobro prozraéenom prostoru, nosite zastitnu odjecu, izbjegavajte
udisanje praSine i bacite u otpad sve spremnike i neiskoriSten sadrzaj u skladu s primjenjivim drzavnim
sigurnosnim standardima.

* Ova analiza sadrzi gvanidinijev klorid. Uslijed udisanja, gutanja te dodira s kozom i o¢ima moze do¢i do
tjelesnih ozljeda. Upotrebljavajte u dobro prozraenom prostoru, nosite zastitnu odjecu i bacite u otpad sve
spremnike i neiskoristen sadrzaj u skladu s primjenjivim lokalnim drzavnim sigurnosnim standardima.

* Ova analiza sadrzi zapaljivu kemikaliju 2-propanol. Drzite je podalje od topline i otvorenog plamena. Uslijed
udisanja, gutanja te dodira s koZzom i o¢ima moZe doci do tjelesnih ozljeda. Upotrebljavajte u dobro
prozracenom prostoru, nosite zastitnu odjecu i bacite u otpad sve spremnike i neiskoristen sadrzaj u skladu
s primjenjivim lokalnim drZzavnim sigurnosnim standardima.

* Ova analiza sadrzi dimetilni sulfoksid, korozivnu i zapaljivu tekucinu. Uslijed udisanja, gutanja te dodira s
kozom i o¢ima moze dodi do tjelesnih ozljeda. Upotrebljavajte u dobro prozra¢enom prostoru, nosite
zastitnu odjecu i bacite u otpad sve spremnike i neiskoriSten sadrzaj u skladu s primjenjivim lokalnim
drZzavnim sigurnosnim standardima.

* Da biste sprijecili stvaranje Stetnih plinova, ne bacajte otpad nakon izdvajanja cfDNK-a (koji sadrzi gvanidin-
hidroklorid) s otpadom koji sadrzi izbjeljiva¢ (natrijev hipoklorit).

* Svim uzorcima rukujte kao da sadrze potencijalno zarazne tvari.

* Primjenjujte uobiajene laboratorijske mjere opreza. Nemojte pipetirati ustima. Nemojte jesti, piti ni pusiti u
prostorima namijenjenima za rad. Pri rukovanju s uzorcima i reagensima za analizu nosite jednokratne
rukavice i laboratorijske kute. Nakon rukovanja uzorcima i reagensima za analizu temeljito operite ruke.

* Ne upotrebljavajte komponente analize nakon datuma isteka valjanosti navedenog na naljepnici na pakiranju
analize. Ne upotrebljavajte komponente iz analiza iz drugih serija. Serije analiza navedene su na naljepnici
na pakiranju analize. Pohranite komponente analize na navedenoj temperaturi.

* Da biste sprijecili degradaciju uzorka ili reagensa, prije pokretanja protokola provjerite jesu li se sva
isparavanja natrijeva hipoklorita posve izvjetrila.

* Nepridrzavanje navedenih procedura moze rezultirati neto¢nim rezultatima ili znatnim smanjenjem kvalitete
uzoraka.

* Sve ozbiljne incidente povezane s ovim proizvodom odmah prijavite tvrtki lllumina i nadleznim tijelima
drzava €lanica u kojima borave korisnik i pacijent.

* Informacije o zastiti okolia, zdravlju i sigurnosti potrazite u sigurnosno-tehni¢kom listu (SDS-u) na web-
mjestu support.illumina.com/sds.html.
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Napomene povezane s postupkom

Izbjegavanje kontaminacije

Upotrebljavajte nove vrhove i novo potrosno laboratorijsko posude.

Upotrebljavajte vrhove otporne na aerosol da biste smanijili opasnost od prijenosa i unakrsne kontaminacije
uzoraka.

Zbog moguce kontaminacije osobito pazite da sadrzaj jazica ostane posve u njima. Pazite da sadrZaj ne
prska. Centrifugirajte nakon svakog koraka mijesanja.

Pridrzavajte se primjenjivih propisa za pravilne laboratorijske prakse i higijenu prilikom rukovanja krvlju i
krvnim proizvodima.

Prilikom pripreme biblioteke ne upotrebljavajte sprejeve s izbjeljivatem u aerosolu. Kontaminacija
izbjeljivatem u tragovima moze rezultirati neuspjelom analizom.

Pri otvaranju plo€ica pazite da ploCicu postavite na ¢vrstu i ravnu povrsSinu te da je ¢vrsto drzite. Polako
uklonite brtvu pazeci da ne dode u kontakt s izloZzenim jazicama. Nemoijte dirati izloZene jazice ni muckati
sadrzaj. Zbog unakrsne kontaminacije izmedu jazica moze dodi do neto¢nih rezultata.

Ciséenje platforme VeriSeq NIPT Microlab STAR

Prije upotrebe pregledajte je li platforma Cista. Najmanje jednom tjedno napravite tjedno odrzavanje i
slijedite ove upute za Cis¢enje.

Uklonite sve nosace koji se mogu izvaditi te ih ocistite alkoholnim brzim dezinficiraju¢im sprejom,
deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom i ostavite ih da se osuSe. Ako su jako prljavi, nakon toga
ostavite ih da se namacu u otopini deterdzenta za dezinfekciju, isperite sredstvom za dezinfekciju na bazi
alkohola i ostavite da se osusSe.

Otvorite prednji poklopac i obriSite platformu krpom namo¢enom deioniziranom vodom i 70-postotnim
etanolom. Posebno se mora provjeriti ¢istoc¢a kliznih blokova.

Uklonite granu osnovnog vakuumskog sustava (BVS, Basic Vacuum System) i ocistite granu, brtvu i
unutrasnje odjeljke BVS-a krpom. Nemojte Cistiti brtvu etanolom jer on moze uciniti taj materijal krtim.

Ispraznite otpadne vrhove kutije CORE 96-head i nezavisnog kanala.

Uklonite plo€icu za izbacivanje vrhova nezavisnog kanala na stanici za otpadne vrhove i ocistite je:
poprskajte deioniziranu vodu i 70-postotni etanol izravno na povrsSinu i obriSite. Navucite novu plasti¢nu
vrecicu na okvir i ponovno ga pri¢vrstite. Vratite na mjesto ¢istu plocicu za izbacivanje vrhova.

Poprskajte deioniziranu vodu i 70-postotni etanol izravno na povrsinu kutije za otpad i tunela CORE 96-head
i obriSite je.
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— Ako je teSko ukloniti naslage s kutija za otpadne vrhove, brisite ih krpom namo€enom vodom bez
DNaze/RNaze dok se naslage ne uklone. Na odgovarajuci nacin bacite krpu u otpad. Nastavite tako da
sterilizirate kutiju sredstvom za dezinfekciju na bazi alkohola.

* Navlazite krpu koja ne ostavlja niti ili Stapi¢ s vatom 70-postotnim etanolom. PrebriSite prozor laserskog
skenera na ¢itacu barkoda. Pomocu iste krpe ili $tapi¢a ocistite svaku jazicu CPAC adaptera za plocice. Ako
upotrebljavate krpu, utisnite je u svaku jaZicu adaptera pomocu olovke da biste bili sigurni da je unutrasnjost
jazice temeljito ociséena.

* Ocistite nezavisne kanale:

— Na nezavisnim kanalima o istite rukav za izbacivanje vrhova (vanjski dio kanala za pipetiranje) krpom
koja ne ostavlja niti natopljenom deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom. (pogledajte Referentni
priru¢nik za Hamilton Microlab STAR, broj 15070074).

— Ocistite disk za zaustavljanje i prstenove glave za pipetiranje (vanjski dio kanala za pipetiranje) krpom
koja ne ostavlja niti natopljenom deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom.

* QOcistite kutiju CORE 96-head:

— Istom krpom koja ne ostavlja niti natopljenom deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom o istite
kuciste kutije 96-head i dno diskova za zaustavljanje.

— Istom krpom ili trakom krpe natopljene deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom prodite kroz utore
oko bo¢nih dijelova kanala za pipetiranje kutije 96-head da biste ocistili prstenove. Ponovite taj
postupak za sve kanale za pipetiranje na kutiji 96-head.

* Poprskajte prednjii bo€ni poklopac deioniziranom vodom i 70-postotnim etanolom te ih obriSite.

* Qcistite zasStitnu vrpcu automatskog umetanja krpom natopljenom deioniziranom vodom i 70-postotnim
etanolom te je obriSite, ali bez pritiskanja.

* Kad se platforma i komponente posve osuse, zamijenite nosace.

NAPOMENA  Nepravilno ¢iséenje i odrzavanje uredaja ML STAR moZe rezultirati unakrsnom
kontaminacijom i loSom djelotvornoscu analize.

Kontrola kvalitete

Kontrolni materijal s poznatim karakteristikama radnih svojstava moze se procijeniti radi odredivanja razlika u
obradi i tehni¢kim postupcima u laboratoriju.

Obrada kontrolnog uzorka ili kontrole bez predloska smanjuje ukupan broj nepoznatih majcinskih uzoraka koji se
mogu obradivati uz pomo¢ svake pripreme uzoraka.

Nemojte upotrebljavati vise od dva NTC uzorka po seriji od 24 ili 48 uzoraka ili Cetiri NTC uzorka po seriji od 96
uzoraka.
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Upute za upotrebu

Savijeti i tehnike

Ako u protokolu nije navedena tocka sigurnog prekidanja, odmah prijedite na sljededi korak.

Oznacavanje plo€ica barkodovima

Barkodovi za ploCice pune Sirine pocinju s PL.
Barkodovi za plocice s dubokim jazicama pocinju s DW.
Stavite barkodove na plo€ice pune Sirine i one s dubokim jazicama na stranu uz stupac 12.

Umecdite plocice s barkodom okrenutim desno da biste omogucili automatsko skeniranje.

Brtvljenje i odbrtvljivanje plocice

Budite iznimno oprezni da ne bi doSlo do unakrsne kontaminacije — na donjoj strani brtve ne smije biti vidljive
tekucine.

— Pazite daizlozena donja strana brtve ne dode u kontakt s izloZenim jazicama.

— Pazite da ne dirate izlozene jazice.

Uvijek zabrtvite plocicu s 96 jaZica prije prijelaza na sljedece korake u protokolu:

— korake centrifuge

— korake termalnog cikliranja.

Da biste zabrtvili plocicu, stavite ljepljivu foliju na plo€icu i zatim je zabrtvite. Primijenite pritisak preko cijele
ploCice i brtvu dobro nategnite preko svake jazice.

Prije otvaranja plo€ice ucinite sljedece:
— Kratko centrifugirajte ploCicu s 96 jaZica na 1000 x g tijekom 20 sekundi.

— Stavite plo€icu na ravnu povrsinu i polako uklonite brtvu.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Prije upotrebe napravite i dokumentirajte obavezno odrzavanje u skladu s uputama proizvodaca.

Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka. Pratite suCelje softvera VeriSeq NIPT Workflow
Manager v2 radi upita i uputa za rukovatelja.

Tijekom rada drzite na mjestu prednji poklopac.
Neka platforma bude prazna tijekom rada.

Ako se tijekom otklanjanja pogreske prikaze opcija Exclude (Izuzmi), nemojte je ni u kojem slu€aju odabrati.
Ako metoda ne moZe nastaviti nakon rjesSavanja pogreske ili su opcije rjeSavanja pogreske ogranicene,
otkazite obradu.

Tijekom koraka vakuumiranja ploCice, ako to od vas zatraZzi VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, ru¢no
formirajte brtvu izmedu ploCice i vakuumske grane.
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* Omogudite da sustav automatski baci u otpad vrhove s adaptera. Nemojte ru¢no uklanjati vrhove ako to
softver od vas ne zatrazi.

* Uklonite potroSene reagense i potrosni materijal kad to Workflow Manager od vas zatrazi.

* Svakodnevno praznite velike staklene boce vakuumskog otpada. Prva velika staklena boca nikad ne smije
biti puna viSe od polovice. Preljev vakuumskog otpada mozZe oStetiti vakuumsku pumpu i oslabiti vakuum
koji sustav primjenjuje.

* Zaserijes 24,4896 uzoraka prije pokretanja metode umetnite puni stalak pojedinacno izbrojenih 8-
kanalnih vrhova.

Obrada uzoraka

Postupak

1. lzvedite sljedece korake za svaki alikvot:

a. Centrifugirajte uzorke oznacene barkodom na 1600 x g u trajanju 10 minuta pri 4 °C s isklju¢enom
koCnicom.

b. Kad se centrifuga potpuno zaustavi, uklonite epruvete s uzorcima.
S izolacijom plazme zapoé&nite unutar 15 minuta od centrifugiranja. Ako prode viSe od 15 minuta, ponovite
centrifugiranje.

2. Pregledajte svaku epruvetu da biste utvrdili prikladnost uzorka potvrdujuéi sljedece:
* Zapremina uzorka odgovara o€ekivanju.
* Nakon centrifugiranja uzoraka vidljivo je jasno razdvajanje slojeva crvenih krvnih zrnaca i plazme.

* Razina plazme najmanje je 1,5 mliznad koncentrata eritrocita bez sloja leukocita i trombocita (,buffy
coat”).

* Dauzorak nije dostatno hemoliziran (tj. plazma izgleda tamnocrveno).
* Uzorak nije lipemi€an (tj. plazma ne izgleda mutno ni mlije€no i neprozirno).

* Dauzorak ne sadrzi ugruske.

/N OPREZ

Uzorci koji su nepravilno skladisteniili je njima nepravilno rukovano mogu postati neprikladni. Ako
se u tijeku rada obrade neprikladni uzorci, oni mogu zacepiti plo€icu za vezivanje tijekom
izdvajanja, $to pak moze uzrokovati prelijevanja uzoraka u susjedne jazice.

3. Skinite Cep s epruveta pa ih postavite na nosace epruveta. Umetnite sve uzorke i sve kontrole za plazmu za
tu seriju.
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/N OPREZ

Ako vam se tijekom rjeSavanja pogreske ponudi moguénost Exclude (Izuzmi), nemojte je odabrati.
Ako metoda ne moZe nastaviti nakon rjeSavanja pogreske, a opcije rjeSavanja pogreske
ogranicene su, otkazite obradu.

Izoliranje plazme

Priprema

1.

Oznadite 1 plocicu s dubokim jazicama kao posredni¢ku plazmu i nalijepite barkod.

Oznadite 1 plocicu s dubokim jazicama kao zavrSnu plazmu i nalijepite barkod.

3. Zaserije s 24, 4896 uzoraka prije pokretanja metode umetnite puni stalak pojedina&no izbrojenih
8-kanalnih vrhova.
/N OPREZ
Pripazite da upotrebljavate odgovarajuéu ploc¢icu za ploCice s posredni¢kom plazmom i zavr§nom
plazmom. Upotreba spremnika s dubokim jaZicama umjesto ploc€ice s dubokim jazZicama moze
dovesti do amalgamacije uzoraka i posljedi¢no do neto¢nih rezultata.
Postupak
1. Otvorite AppLauncher pa odaberite VeriSeq NIPT Method.
2. Unesite jedinstveni ID serije i korisni¢ko ime pa odaberite OK (U redu).
ID serije moze sadrzavati < 26 znakova. MoZete upotrebljavati brojeve, slova, podvlake (_) ili spojnice (-).
Na primjer: 2025-10-16_serija3.
U ID-u serije ne razlikuju se velika i mala slova. ID-ovi u kojima se razlikuju mala i velika slova, pri Cemu je
njihov raspored identi¢an, ne smatraju se jedinstvenima.
Nazivi serija moraju biti jedinstveni i ne smiju se razlikovati samo po velikim ili malim slovima. Na primjer,
nazivi serija Serija01i serija01 nisu jedinstveni. Isto se pravilo primjenjuje i na nazive ID-a uzorka.
3. Odaberite New Batch (Nova serija).
4. Nakon inicijalizacije odaberite OK (U redu) da biste pokrenuli izolaciju plazme.
5. Odaberite veliginu serije pa OK (U redu).
6. Odaberite broj kontrola bez predloska (NTC, no template control) pa OK (U redu).
Utori za NTC-ove uvijek su posljednji odabrani utori. Primjerice, ako su u obradi 24 uzorka dva NTC-a,
polozaji 23124 suNTC-ovi.
7. lzvedite neki od sljedecih koraka:
* Da biste ucitali postojedi list s uzorcima, odaberite list s uzorcima povezan sa serijom pa OK (U redu).
* Da biste nastavili bez odabira lista s uzorcima, odaberite No Sample Sheet (Bez lista s uzorcima).
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illumina

Da biste saznali viSe o stvaranju lista s uzorcima, procitajte Vodic¢ za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (broj
dokumenta: 1000000067940).

NAPOMENA  Vrsta uzorka, tj. jednoplodni ili blizanacki, mora se to¢no zabiljeZiti za svaki uzorak da bi
se osigurala odgovarajuéa analiza podataka. Ako odaberete No Sample Sheet (Bez lista s
uzorcima), provjerite jeste li postavili zadane vrijednosti uzoraka u alatu Workflow
Manager Service Tools. Dodatne informacije potrazite u Vodic¢u za softver VeriSeq NIPT
Solution v2 (broj dokumenta 1000000067940).

8. Provjerite jesu li nalijepljeni svi barkodovi, a zatim umetnite uzorke, vrhove i ploCice (s barkodom okrenutim

udesno) na nosac.

9. Odaberite OK (U redu) nakon svakog upita prilikom umetanja.

Veli¢ina
. Vrsta
serije .
nosaca
uzorka

24,48,96 Vrh

Epruveta

Epruveta

Epruveta

Epruveta

Multiflex

Multiflex

Reagens

Staza

7-12

15

16

17

18

19-24

19-24

47

Stavka

Vrhovi od 1000 pl

Vrhovi od 1000 pl (samo serija s 96)

Pripremljene epruvete s uzorcima krvi 1- 24 (za serije svih
veli¢ina)

Pripremljene epruvete s uzorcima krvi 25 - 48 (samo za

serije veli¢ine 48 96)

Pripremljene epruvete s uzorcima krvi 49 =72 (samo za
serije veliCine 96)

Pripremljene epruvete s uzorcima krvi 73 — 96 (samo za
serije veli¢ine 96)

Prazna ploc€ica s dubokim jazicama, zavrSna plazma —s
barkodom

prazna plocica s dubokim jazicama, Intermediate Plasma -
s barkodom

[neobavezno] Dulbeccova fosfatom puferirana fizioloSka
otopina (DPBS) — upotrebljava se za kontrolu bez
predloska (NTC)

10. Provjerite jesu li nosaci, laboratorijsko posude i reagensi pravilno umetnuti.

Polozaj
5

4,5
1-24
25-48
49-72
73-96
4

5

5

11. Na zaslonu Pre-Spin Deck Verification (Provjera valjanosti platforme prije centrifugiranja) odaberite OK (U

redu).

12. Promatrajte ML STAR dok izvodi automatizirane korake.

13. Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao izvaditi nosace.
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14.
15.

16.
17.

18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.

25.
26.
27.

Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Na sljededi nacin izvadite plo¢icu s dubokim jaZzicama s posredni¢kom plazmom.

a. Provijerite je li u svakoj jazici na plocici isti volumen (nije bilo pogreSaka prilikom pipetiranja). OCekivani je
volumen 1000 pl.

b. Zabiljezite sve nedosljednosti po dovrsetku postupka izolacije plazme.

c. Zabrtvite plo€icu, umetnite s balansom i centrifugirajte na 5600 x g 10 minuta s isklju¢enom ko¢nicom ili
na najnizoj postavci.
Odaberite Yes (Da) da biste presli na pripremu zavrine plazme.

Uklonite brtvu s plocCice pa je ponovno postavite na nosac.

Veli€ina serije Vrsta
J . Staza Stavka Polozaj
uzorka hosaca
24,48, 96 Multiflex 19-24 Plocica s dubokim jazicama s posredni¢kom 5
plazmom

Potvrdite okvir Intermediate Plasma plate has been spun (Plocica s posredni¢kom plazmom je
centrifugirana) pa odaberite OK (U redu).

Promatrajte ML STAR dok izvodi automatizirane korake.

Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao izvaditi nosace.

Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Kada Workflow Manager to zatrazi, ispraznite nosace i platformu.

Uklonite plo¢u dubokih jazica s konaénom plazmom.

Provjerite da na plocici nema sljedecih pogresaka:

* razli¢it volumen u jazicama; oCekivani je volumen 900 pl

* vidljivih stani¢nih peleta

* prekomjerna hemoliza.

Ako zamijetite vidljive abnormalne stani¢ne pelete ili prekomjernu hemolizu, na kraju metode izolacije

plazme ponistite zahvaceni uzorak ili upotrijebite Batch Manager. Dodatne informacije o alatu Batch
Manager potrazite u dokumentu Vodic za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument br. 1000000067940).

Kad Workflow Manager to od vas zatrazi, odaberite OK (U redu).
Unesite komentare o zahvadéenim jaZzicama pa odaberite OK (U redu).
Izvedite neki od sljededih koraka.

* Da biste nastavili s izdvajanjem cfDNK-a, odaberite Yes (Da).

* Da biste zaustavili postupak, odaberite Exit (Izlaz).
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TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slucaju prekidanja zatvorite ploCicu za kona¢nu plazmu i pohranite na temperaturi od 2 °C do 8 °C najviSe 7
dana.

Izdvajanje cfDNK-a

Priprema

1. Vizualno pregledajte kutije za izdvajanje i kutije s dodathom opremom da biste se uvijerili da kompletu nije
istekao rok trajanja.

2. Pripremite sliedece reagense. Oznacite spremni¢ke posude i spremnike s dubokim jazicama nazivima

reagensa.
Reagens SkladiStenje  Upute
Ploc¢ica s dubokim jazicama s od 2°Cdo Ako je bila prethodno uskladistena, ostavite je
kona¢nom plazmom 8°C 30 minuta da poprimi sobnu temperaturu.

Centrifugirajte na 1000 x g tijekom 20 sekundi.
Prije upotrebe odbrtvite ploCicu s dubokim jazicama s
kona&nom plazmom.

3. Polako dodajte 3,75 ml pufera proteinaze u svaku bocicu s reagensom proteinaze K.
* Pripremite 3 bocice za 24 i 48 uzorka.
* Pripremite 4 bocice za 96 uzoraka.

4. ZacCepite bocCice s proteinazom K i mijeSajte u mijeSalici dok se ponovno ne suspendiraju.

/N OPREZ

Nemojte kontaminirati gumeni stoper. Ako na stoper dospiju druge tvari, kontaminirat ¢e se
bududi uzorci.
5. Sakupite pripremljenu proteinazu K iz svih boc€ica u posudu s reagensom i oznacite ih kao proteinazu K.
6. U svaku boc€icu za reagens s puferom Wash Buffer Il dodajte 100 ml 100-postotnog EtOH.
* Pripremite 1bocu za 24 i 48 uzoraka.
* Pripremite 2 boce za 96 uzoraka.
7. Preokrenite bocice s puferom Wash Buffer Il radi mijeSanja.
8. Potvrdite okvire na bo€icama s puferom Wash Buffer II.
Oznacite 1 novu plo€icu pune Sirine kao posrednicku i nalijepite barkod plocCice.
10. Oznacite 1 novu plocicu pune Sirine kao ispiranje cfDNK-a i nalijepite barkod plocCice.

11. Oznacite 1 novu plocicu s dubokim jazicama kao posredni¢ku za izdvajanje i nalijepite barkod ploCice s
dubokim jazicama.
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12. Nalijepite barkod plocCice na ploCicu za povezivanje DNK-a.

13. Postavite zastitnu foliju na neiskoriStene jaZice serija od 24 i 48 uzoraka.

illumina

14. Pripremite otopinu za ¢is¢enje od 70-postotnog etilnog alkohola (70 % EtOH, 30 % vode bez DNaze/RNaze)

za CiS¢enje vakuumskog sustava.

15. Na sljedeéi nacin pripremite vakuumski sustav.

a. Uklonite vakuumsku granu i oCistite 70-postotnim etilnim alkoholom.

Nemojte Cistiti brtvu etilnim alkoholom jer on moze uciniti taj materijal krtim.

b. Ispraznite vakuumski otpad.

c. Provijerite je li vakuumski sustav platforme ML STAR ukljucen.

Postupak

1. Odaberite OK (U redu) da biste pokrenuli izdvajanje cfDNK-a.

2. Ako metoda VeriSeq NIPT Method nije otvorena:

a. Otvorite AppLauncher pa odaberite VeriSeq NIPT Method.

b. Unesite ID serije i korisni¢ko ime pa odaberite OK (U redu).

3. Na sljededinacin umetnite vrhove na nosace vrhova pa odaberite OK (U redu).

/N OPREZ

Prije pokretanja metode za serije od 24, 48 i 96 uzoraka dodajte puni stalak s 8-kanalnim

vrhovima.

Veli€ina serije .
Vrsta nosaca Staza

uzorka

24 Vrh 1-6
7-12

48 Vrh 1-6
7-12

96 Vrh 1-6
7-12

Stavka

Vrhovi od 1000 pl
Vrhovi od 300 pl
Vrhovi od 1000 pl
Vrhovi od 300 ul
Vrhovi od 1000 pl
Vrhovi od 300 pl

4. Na sljedeéi nacin umetnite prebrojane vrhove na nosace vrhova.

Veli€ina serije
uzorka

24,48, 96 Vrh 49-54

Vrsta nosaca Staza

Stavka

Vrhovi od 1000 pl
Vrhovi od 300 pl
Vrhovi od 50

Polozaj

1

1

1,2

1
1,2,34

Polozaj

1

2
3

5. Unesite lokaciju prvog i posljednjeg vrha za svaki stalak s vrhovima pa odaberite OK (U redu).
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6. Ocitajte barkodove na kutiji za izdvajanje.

7. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja priprema reagense pa odaberite OK (U redu).

8. Ocitajte barkodove na kutiji za dodatnu opremu.

9. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja priprema reagense pa odaberite OK (U redu).

10. Provjerite jesu li barkodovi nalijepljeni.

11. Po potrebi otvorite plocicu s dubokim jazicama s konacnom plazmom.

12. Na sljededi nacin umetnite plocice (s barkodom okrenutim udesno) na nosa¢ plocice pa odaberite
OK (U redu).

Veli€ina serije . . .
Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj
uzorka
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nova plo€ica pune Sirine, 1
posrednicka, s barkodom
Nova plocica pune Sirine, 2
ispiranje cfDNK-a, s barkodom
Nova ploc¢ica s dubokim 4
jazicama, posrednicka za
izdvajanje, s barkodom
Plocica s dubokim jazicama za 5
kona&nu plazmu, s barkodom

13. Provjerite je li ploCica za povezivanje DNK-a ozna¢ena barkodom pa odaberite OK (U redu).

14. Za serije s nepunim ploCicama na neiskoriStene jazice (stupci 4 — 12 za serije s 24 uzorka i stupci 7 — 12 za
serije s 48 uzoraka) postavite obrezanu brtvu plocice.

15. Umetnite ploCicu za povezivanje DNK-a na vakuumsku granu s barkodom okrenutim udesno.

16. Prije postavljanja ploCice za povezivanje na granu BVS-a vizualno provjerite da u jazicama nema nikakvih
prepreka.

One bi mogle onemoguditi protok reagensa dok je pod vakuumom.

17. Ako upotrebljavate serije s 24 ili 48 uzoraka, prekrijte neiskoriStene jazice i zabrtvite ih folijom. Potvrdite
okvir Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Jesu li stupci ploCice za povezivanje DNK-a zatvoreni?) pa
odaberite OK (U redu).

18. Na sljededi nacin umetnite posude s reagensom na nosac reagensa pa odaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije . _
Vrsta nosacCa Staza Stavka Polozaj
uzorka
24,48 Reagens 47 16 ml pufera za ispiranje 1
11 ml proteinaze K 2
96 Reagens 47 16 ml pufera za ispiranje 1
15 ml proteinaze K 2
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19.

Prenesite navedene reagense u spremnike s dubokim jazicama, a zatim na sljedeéi nacin spremnike
umetnite u nosace s dubokim jazicama.

20. Odaberite OK (U redu).

21.
22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.

Veli€ina serije

Lzorka Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj
24,48 S dubokim 39-44 125 ml pufera Wash Buffer Il 1
jazicama 125 ml pufera Wash Buffer | 2
60 ml 100-postotnog etilnog 3
alkohola
100 ml pufera za liziranje 4
60 ml vode bez DNaze/RNaze 5
96 S dubokim 39-44 200 ml pufera Wash Buffer Il 1
jazicama 125 ml pufera Wash Buffer | 2

100 ml 100-postotnog etilnog 3
alkohola

100 ml pufera za liziranje 4

100 ml vode bez DNaze/RNaze

(¢}

PriCekajte da zavrSi automatizirana provjera volumena reagensa.
Provjerite je li vakuumski otpad prazan (preporuceno je dopola pun) pa odaberite OK (U redu).

Provjerite smjestaj svih nosaca, laboratorijskog posuda i reagensa pa na zaslonu Extraction Deck
Verification (Provjera valjanosti platforme za izdvajanje) odaberite OK (U redu).

Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka.

/N OPREZ

Prelijevanja uzoraka koje sustav nije prepoznao morate ru¢no oznaciti kao nevaljano prije nego sto
se kontaminiraju obliznje jazice.

Nakon koraka zavrdnog vakuumiranja uklonite plo€icu za povezivanje DNK-a i oCistite donju povrsinu
70-postotnim etilnim alkoholom.

Zabrtvite sve nepokrivene jazice na plocici za povezivanje DNK-a i stavite je na praznu ploc€icu s dubokim
jazicama za konacnu plazmu.

Centrifugirajte sklop ploCice za povezivanje DNK-a / ploCice za konacnu plazmu na 5600 x g 10 minuta s
uklju¢enom koc¢nicom.

Odaberite OK (U redu).
Tijekom centrifugiranja plocice za povezivanje DNK-a dovrsite vakuumsko Cis¢enje:
a. Uklonite vakuumsku granu pa odaberite OK (U redu).

b. PriCekajte da zavrsi automatizirano uklanjanje otpada.
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30.
31.
32.
33.
34.

35.
36.
37.

38.
39.

40.
41.
42.
43.

c. Ocistite vakuumsku granu i unutradnjost vakuumskog sustava 70-postotnim etilnim alkoholom, a zatim
zamijenite vakuumsku granu.

d. Potvrdite okvir Manifold is on Vacuum (Grana je pod vakuumom) da biste pokrenuli prijenos ploCice za
ispiranje na vakuumsku granu pa odaberite OK (U redu).

Nakon centrifuge odbrtvite jaZice koje sadrze uzorke na ploc€ici za povezivanje DNK-a.

Postavite ploc€icu za povezivanje DNK-a na plocicu za ispiranje cfDNK-a koja je na vakuumskoj grani.
Umetnite plocicu za povezivanje DNK-a s barkodom okrenutim udesno pa odaberite OK (U redu).
Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka.

Nakon inkubacije potvrdite okvir Plates are assembled as indicated (PloCice se sastavljaju na naznacen
nacin). Provjerite nalazi li se sklop ploCice za povezivanje DNK-a i ploCice za ispiranje cfDNK-a na potpornoj
bazi (ako je to potrebno za centrifugiranje).

Zabrtvite nepokrivene jazice na plocici za povezivanje DNK-a.
Centrifugirajte na 5600 x g 2 minute s uklju¢enom ko&nicom pa odaberite OK (U redu).

Vizualno provijerite je li na plocici za ispiranje cfDNK-a isti volumen u svim jaZicama.
Ocekivani volumen iznosi priblizno 55 pl.

Zatvorite i pricvrstite ploCicu za ispiranje cfDNK-a radi pripreme biblioteke.

Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka da bi ML STAR mogao izvaditi nosace.

Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Izvadite sve nosace i oCistite platformu uredaja ML STAR pa odaberite OK (U redu).
Unesite komentare o zahvacéenim jaZzicama pa odaberite OK (U redu).

Izvedite neki od sljededih koraka:

* Da biste nastavili s pripremom biblioteka, odaberite Yes (Da).

* Da biste zaustavili postupak, odaberite Exit (Izlaz).

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slucaju prekidanja zatvorite ploCicu za ispiranje cfDNK-a i pohranite na temperaturi od -25 °C do -15 °C
najvise 7 dana.
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Priprema biblioteka

Priprema

1.

illumina

Vizualno pregledajte kutiju za pripremu biblioteke i kutiju s dodatnom opremom da biste se uvijerili da
kompletu nije istekao rok trajanja.

Pripremite sljedece reagense. Oznacite spremnic¢ke posude i spremnike s dubokim jazicama nazivima

reagensa.

Reagens
A-Tailing Mix (A-
mjesavina za
zatvaranje)

cfDNA Elution Plate
(PloCica za ispiranje
cfDNK-a)

End Repair Mix
(Zavrsna mjeSavina
za popravak)

Hybridization Buffer
(Pufer za
hibridizaciju)
Ligation Mix
(MjeSavina za
ligaciju)

NIPT DNA Adapter
Plate (Plocica

prilagodnika za NIPT

DNK)

Resuspension Buffer

(Pufer za
resuspendiranje)

Sample Purification
Beads (Zrnca za
prociSéavanje
uzorka)

Skladistenje
od -25°Cdo-15°C

od-25°Cdo-15°C

od-25°Cdo-15°C

0d-25°Cdo-15°C

0d-25°Cdo-15°C

od-25°Cdo-15°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C
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Upute

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte na
vrtloznoj mijesalici, a zatim nakratko centrifugirajte.

Ako je plocica prethodno bila uskladiStena, provijerite
nije li bila uskladistena dulje od 7 dana i odmrznite na
sobnoj temperaturi. PromijeSajte u mijesalici na 1500
okr./min u trajanju od 1 minute. Centrifugirajte na
1000 x g tijekom 20 sekundi.

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte u
vrtloznoj mijesalici.

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte u
vrtloznoj mijeSalici. Nakon upotrebe vratite u
skladiste.

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte na
vrtloznoj mijesalici, a zatim nakratko centrifugirajte.

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte u
vrtloznoj mijeSalici. Centrifugirajte na 1000 x g tijekom
20 sekundi.

PromijesSajte u vrtloznoj mijesalici. Nakon upotrebe
vratite u skladiste.

Ostavite je 30 minuta da poprimi sobnu temperaturu.
Energi¢no promijeSajte u mijesalici prije svake
upotrebe. PromijeSajte mijeSalicom ili inverzijom dok
sva zrnca ne budu u suspenziji i smjesa postane
homogena.
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/N OPREZ

Pri otvaranju plocCice prilagodnika za NIPT DNK budite iznimno oprezni da ne bi doSlo do unakrsne
kontaminacije aerosolom iz jazice u jazicu jer bi to moglo uzrokovati pogresne rezultate.
3. Ako je plocica za ispiranje cfDNK-a pohranjena zamrznuta, pripremite je na sljedeci nacdin.
a. Odmrznite na sobnoj temperaturi.
b. PromijeSajte u mijeSalici na 1500 okr./min u trajanju od 1 minute.
c. Centrifugirajte na 1000 x g tijekom 20 sekundi.
4. Oznacite jednu novu plocicu pune Sirine kao biblioteke i nalijepite barkod plocice.

Pripremite 80-postotni EtOH od apsolutnog EtOH. Objedinite 40 ml 100-postotnog etilnog alkohola i 10 ml
vode bez DNaze/RNaze. Invertirajte da biste promijesali.

6. Provijerite je li termalna kontrola platforme ML STAR ukljuena.

Razrjedivanje enzima

1. Kombinirajte A-mjeSavinu za zatvaranje i pufer za resuspendiranje u epruveti s ¢epom s navojem.
PromijesSajte na vrtloznoj mijesalici, a zatim nakratko centrifugirajte.

A-Tailing Mix (A-mjeSavina za zatvaranje)

Veli¢ina serije uzorka Pufer za resuspendiranje (pl)

(M0
24,48 900 1200
96 1800 2400

2. Kombinirajte mjeSavinu za ligaciju i pufer za resuspendiranje u epruveti s Cepom s navojem. PromijeSajte na
vrtloZnoj mijeSalici, a zatim nakratko centrifugirajte.

VeliCina serije uzorka  MjesSavina za ligaciju (pl) Pufer za resuspendiranje (ul)
24,48 230 1713
96 440 3278

Postupak

1. Odaberite OK (U redu) da biste poceli s pripremom biblioteke. Ako metoda VeriSeq NIPT Method josS nije
otvorena:

a. Otvorite AppLauncher i odaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisni¢ko ime pa odaberite OK (U redu).

2. Potvrdite da je pripremljen sljededi potrosni materijal kao §to je navedeno na zaslonu Reagent Preparation
(Priprema reagensa):

* A-mjeSavina za zatvaranje, mjeSavina za ligaciju i 80-postotni etilni alkohol
* Zrnca za proci$¢avanje uzorka, zavrSna mjesavina za popravak i plo¢ica prilagodnika za NIPT DNK
3. Potvrdite okvire pa odaberite OK (U redu).
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4. Skenirajte barkodove na kutiji za pripremu biblioteke.

5. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja priprema reagense pa odaberite OK (U redu).

6. OCcitajte barkodove na kutiji za dodatnu opremu.

7. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja priprema reagense pa odaberite OK (U redu).

8. Na sljededinacin umetnite vrhove na nosace vrhova pa odaberite OK (U redu) za svaki nosac.
Velic¢ina serije . . .
uzorka Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj
24 Vrh 1-6 Vrhovi od 50 pl 1

7-12 Vrhovi od 300 pl 1,2
48 Vrh 1-6 Vrhovi od 50 ul 1,2
7-12 Vrhovi od 300 pl 1,2,3,4
96 Vrh 1-6 Vrhovi od 50 pl 1,2,3,4
7-12 Vrhovi od 300 pl 1,2,3,4,5

9. Ako ste zaustavili protokol nakon postupka izdvajanja cfDNK-a, na sljedeci nacin stavite prebrojene vrhove
na nosace vrhova.

Veli€ina serije

uzorka Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj

24,48, 96 Vrh 49-54 Vrhovi od 1000 pl 1
Vrhovi od 300 pl 2
Vrhovi od 50 pl 3

10. Unesite lokaciju prvog vrha za svaki stalak s vrhovima pa odaberite OK (U redu).

11. Provijerite da su nalijepljeni barkodovi i na sljedeci nacin umetnite ploCice (s barkodom okrenutim udesno) na
nosac plocica pa odaberite OK (U redu).

Veli€ina serije

Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj

uzorka

24,48, 96 Multiflex 19-24 plo€ica za ispiranje cfDNK-a, s 1
barkodom
plocica prilagodnika za NIPT 2
DNK, s barkodom
nova plocica pune Sirine s 96 3
jazica, biblioteke, s barkodom
nove plocice pune Sirine s 96 4,5
jazica
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12. Na sljededi nacin umetnite nosace s dubokim jazicama pa odaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije

Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj
uzorka
24,48, 96 s dubokim 39-44 50 ml 80-postotnog etilnog 1
jazicama alkohola u spremniku s dubokim
jazicama
nove plocice pune Sirine s 96 2,3,4,5
jazica

13. Na sljededi nacin umetnite posude s reagensom na nosac reagensa pa odaberite OK (U redu).

Veli€ina serije

Vrsta nosaca Staza Stavka Polozaj
uzorka
24,48, 96 reagens 47 2,5 ml mjeSavine za zavrsni 1
popravak
pripremljena A-mjeSavina za 2

zatvaranje (ukupan volumen)

pripremljena mjeSavina za 3
ligaciju (ukupan volumen)

10 ml zrnaca za prociS¢avanje 4
uzorka
12 ml pufera za hibridizaciju 5

14. Ostatak od 12 ml pufera za hibridizaciju (HT1) spremite u spremnik za izradu skupova.

15. Provjerite jesu li nosaci, laboratorijsko posude i reagensi pravilno umetnuti kako je navedeno pa na zaslonu
Library Deck Verification (Provjera valjanosti platforme za biblioteku) odaberite OK (U redu).

16. Pri¢ekajte da zavrsi automatizirana provjera volumena reagensa.
17. Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka.

18. Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao izvaditi nosace.

19. Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

20. Provjerite je li na plocici s bibliotekama u svakoj jazici isti volumen.

/N  OPREZ

Ako volumeni nisu dosljedni, uzorci mozda nece proci automatiziranu kontrolu kvalitete.

21. Ako Cete je pohranjivati, zabrtvite i zadrzite plocicu s bibliotekama.
22. Izvadite nosace, ocistite platformu pa odaberite OK (U redu).
23. Unesite komentare o zahvac¢enim jazicama pa odaberite OK (U redu).

24. 1zvedite neki od sljedecih koraka:
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* Da biste nastavili s kvantificiranjem biblioteka, odaberite Yes (Da).

* Da biste zaustavili postupak, odaberite Exit (I1zlaz).

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slu€aju prekidanja zatvorite plo€icu za biblioteke prije skladiStenja. PloCica za biblioteke stabilna je najvise 7
dana od dana pripreme na temperaturi od -25 °C do -15 °C.

Kvantifikacija biblioteka

Priprema

1. Pripremite sljedece reagense:

Reagens Skladistenje

Reagens za od2°Cdo8°C

kvantifikaciju DNK-a

Standard od2°Cdo8°C

kvantifikacije DNK-a

Pufer za od2°Cdo8°C

resuspendiranje

Upute

Zastitite od svjetlosti. Odmrzavajte na sobnoj temperaturi
30 - 150 minuta.

(preporucuje se uklanjanje reagensa na pocetku postupka
pripreme biblioteka).

PromijeSajte na vrtloznoj mijesalici, a zatim nakratko
centrifugirajte.

PromijesSajte na vrtloznoj mijeSalici, a zatim nakratko
centrifugirajte.

Promijesajte u vrtloznoj mijesalici.

2. Ako je plocica s bibliotekama pohranjena zamrznuta, pripremite je na sljededi nacin.

a. Provjerite da plocCica nije bila pohranjena dulje od 7 dana i odmrznite je na sobnoj temperaturi.

b. PromijeSajte u vrtloznoj mijesalici

c. Centrifugirajte na 1000 x g 1 minutu.

Fluorometar ukljucite 10 minuta prije upotrebe.

4. Primijenite crti¢ni kod ploCice na novu plo¢u od 384 jazica.

5. Primijenite crti¢ni kéd plocice na novu punu ploc€icu.

Postupak

1. Odaberite OK (U redu) da biste pokrenuli kvantifikaciju.
2. Ako metoda VeriSeq NIPT Method nije ve¢ otvorena:
a. Otvorite AppLauncher i odaberite VeriSeq NIPT Method.

b. Unesite ID serije i korisniCko ime pa odaberite OK (U redu).

3. Ocitajte barkodove na kutiji za dodatnu opremu.
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4. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja priprema reagense pa odaberite OK (U redu).

5. Na sljededi nacin umetnite vrhove na nosac vrhova pa odaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije Vrsta

Staza
uzorka Vrsta
24,48 Vrh 1-6
96 Vrh 1-6

6. Provjerite jesu li barkodovi nalijepljeni.

Po potrebi otvorite ploCicu s bibliotekama.

illumina
Stavka Polozaj
stalak s vrhovima od 300 pl 1
stalak s vrhovima od 50 pl 2
stalak s vrhovima od 300 pl 1
stalak s vrhovima od 50 p 2,3

8. Na sljededi nacin umetnite plocice (s barkodom okrenutim udesno) na nosa¢ Multiflex pa odaberite

OK (U redu).
Veli¢ina serije Vrsta
Staza
uzorka Vrsta
24,48, 96 Multiflex 19-24

Stavka Polozaj
nove plocice pune Sirine, s 1
barkodom

nova plocica s 384 jazica, s 2
barkodom

plocica s bibliotekama, s 3
barkodom

nove plocice pune Sirine s 96 4,5
jazica

9. Na sljededinagin umetnite epruvete s reagensom bez ¢epova na nosac epruveta pa odaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije Vrsta

Staza
uzorka Vrsta
24,48, 96 epruveta 46

Stavka Polozaj

Standard kvantifikacije DNK-a 1

Reagens za kvantifikaciju 2
DNK-a

10. Na sljededi nacin umetnite posude s reagensom na nosac reagensa pa odaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije Vrsta

Staza
uzorka Vrsta
24,48, 96 reagens 47
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Stavka Polozaj
nova posuda za reagens 1
(prazna)

16 ml pufera za resuspendiranje 2
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11. Ako ste zaustavili protokol nakon postupka pripreme biblioteke, na sljededi nacin stavite prebrojene vrhove
na nosace vrhova.

L/:::flir;a serije x::: Staza Stavka Polozaj

24,48, 96 Vrh 49-54 Vrhovi od 1000 pli 1
Vrhovi od 300 i 2
Vrhovi od 50 pl 3

12. Unesite lokaciju prvog i zadnjeg vrha za svaki stalak s vrhovima pa odaberite OK (U redu).

13. Provijerite jesu li nosadi, laboratorijsko posude i reagensi pravilno umetnuti pa na zaslonu Quant Deck
Verification (Provjera valjanosti platforme za kvantifikaciju) odaberite OK (U redu).

14. PriCekajte da zavrsi automatizirana provjera volumena reagensa.
15. Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka.

16. Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao izvaditi nosace.

17. Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.
18. Izvadite plodicu s bibliotekom.
a. Provijerite je li na plocici u svakoj jazici isti volumen.

b. Zabrtvite ploCicu s bibliotekama i pohranite je na sobnoj temperaturi do dovrSetka analize
fluorometrijskih podataka.

19. Izvadite preostale plocice s 96 jazica i provjerite je li u svakoj jazici isti volumen.
Velike pogreske u volumenu mogu upucivati na problem s koracima pipetiranja.

20. Ispraznite plocicu s 384 jazica i provjerite ima li tekucine u odgovarajuéim jazicama.
21. Zatvorite plocCicu folijom.

22. Centrifugirajte na 1000 x g tijekom 20 sekundi.

23. Inkubirajte na sobnoj temperaturi 10 minuta zasti¢eno od svjetlosti.

24. Ispraznite sve nosace.

25. Ocistite platformu uredaja ML STAR pa odaberite OK (U redu).

/N OPREZ

Ne bacajte reagense za kvantifikaciju dok ne dobijete podatke. Ako ¢ete morati ponoviti
kvantifikaciju, bit ¢e vam potrebni reagensi.

26. Nakon inkubacije skinite foliju i postavite ploCicu s 384 jaZice na Cita€ mikroploCica. Obavezno umetnite
ljubiCasti prilagodnik (broj dijela: 0310-4336) proizvodaca Molecular Devices ili ekvivalentni ako je to
primjenjivo za instrument koji upotrebljavate.

* Neka prilikom umetanja A1 bude u gornjem lijevom kutu.

27. Dvaput odaberite predlozak VeriSeq NIPT da biste ga otvorili u softveru SoftMax Pro.
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28. Na kartici Home (Pocetno) odaberite New Experiment (Novi eksperiment).
29. Odaberite Read (Ocitaj).

30. Izvezite podatke u XML obliku na nacin opisan u nastavku.

a.
b.
C
d

e.

Desnom tipkom miSa odaberite Plate (Plocica), a zatim odaberite Rename (Preimenu;j).
Skenirajte barkod plo€ice za kvantifikaciju pa odaberite OK (U redu).
U gornjem lijevom kutu zaslona odaberite ikonu ploCice, a zatim na izborniku odaberite Export (Izvezi).

Potvrdite okvir Expt name (Naziv izvezene datoteke), moguénost datuma plocice postavite na
neobradeno, izlazni oblik postavite na XML, a zatim odaberite OK (U redu).

Postavite put i naziv izlazne datoteke pa odaberite Save (Spremi).

Racunalo Hamilton mora modi pristupiti mjestu datoteke. U nazivu datoteke i putu datoteke nemojte
upotrebljavati razmake.

Analiza

o oawoN e

o

Na uredaju ML STAR na zaslonu Scanner Information (Podaci o skeneru) unesite ID fluorometra.

Unesite komentare o obradi pomodu fluorometra pa odaberite OK (U redu).

Pronadite *.xml kvantifikacijsku datoteku koja sadrzi fluorometrijske podatke pa odaberite OK (U redu).

Pregledajte rezultate analize krivulje standarda i koncentracije uzoraka pa odaberite OK (U redu).

Ako morate ponovno skenirati ploCicu, odaberite Rescan (Ponovno skeniraj).
Uzorci su osjetljivi na vrijeme i svjetlost. Po potrebi odmah izvedite ponovno skeniranje.

Unesite komentare o zahvaéenim jazicama pa odaberite OK (U redu).

Ocitajte rezultate i nastavite kako je opisano.

Ako rezultati zadovoljavaju specifikacije, prijedite na Stvaranje skupova biblioteka na stranici 38.
Specifikacije potrazite u tablici mjernih podataka i granica za kvantifikacijsku kontrolu kvalitete u
Priru¢niku za upotrebu softvera VeriSeq NIPT Solution v2 (broj dokumenta 1000000067940).

Ako rezultati ne zadovoljavaju specifikacije, sustav ¢e prekinuti metodu. Ponovite postupke
kvantifikacije po€evsi od odjeljka Priprema na stranici 34.

Izvedite neki od sljededih koraka:

Da biste nastavili na Stvaranje skupova biblioteka na stranici 38, odaberite Yes (Da).

Da biste zaustavili postupak, odaberite Exit (Izlaz).

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slucaju prekidanja zatvorite ploCicu za biblioteke prije skladiStenja. PloCica za biblioteke stabilna je najvise 7
dana ukupnog skladiStenja na temperaturi od -25 °C do -15 °C.
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Stvaranje skupova biblioteka

Priprema

1. Pripremite sljedece reagense:

Reagens Skladistenje  Upute
Hybridization Buffer od-25°Cdo  Odmrznite na sobnoj temperaturi. PromijeSajte u vrtloznoj
(Pufer za hibridizaciju) -15°C mijesSalici. Nakon upotrebe vratite u skladiste.

2. Ako je plocica s bibliotekama pohranjena zamrznuta, pripremite je na sljededi nacin.
a. Provjerite da ploc€ica nije bila pohranjena dulje od 7 dana i odmrznite je na sobnoj temperaturi.
b. PromijeSajte u mijeSalici na 1500 okr./min u trajanju od 1 minute.
c. Centrifugirajte na 1000 x g tijekom 20 sekundi.
d. PomijeSajte pipetiranjem.
3. Oznacite praznu epruvetu za stvaranje skupa ,Skup A“. Za 96 uzoraka oznacite drugu praznu epruvetu za
stvaranje skupa ,Skup B“.
4. Spremite sljedeci program za denaturiranje na termocikler s grijanim poklopcem.
a. Odaberite mogucnost predgrijanja poklopca i postavite ga na 102 °C.
b. Postavite reakcijski volumen na 50 pl.
c. Postavite korak pojacavanja na maksimum (= 2 °C u sekundi).
d. Inkubirajte na 96 °C u trajanju 10 minuta, a zatim 4 °C u trajanju 5 sekundi.
e. Drzitena 4 °C.

Postupak

1. Postavite plocicu s bibliotekama na unaprijed programirani termocikler i pokrenite program denaturizacije.
Nemojte denaturizirati plo€icu s bibliotekama prije nego Sto kvantifikacija prode mjerne podatke kontrole
kvalitete jer ¢ete mozda morati ponovno izvesti kvantifikaciju.

2. Centrifugirajte plocicu s bibliotekama na 1000 x g tijekom 20 sekundi.
Odaberite OK (U redu) da biste zapoceli izradu skupa biblioteka.

4. Ako metoda VeriSeq NIPT Method nije otvorena:
a. Otvorite AppLauncher i odaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisni¢ko ime pa odaberite OK (U redu).

5. Odaberite koncentraciju skupa pa OK (U redu).
Ciljna je gustoca klastera 220 — 260 K/mm?Z.

NAPOMENA  Koncentracije skupova i/ili volumeni skupova za serije s 24 uzorka mozda ¢e se morati
povecati da bi se zadrzale slicne gustoce klastera dobivene u serijama s 48/96 uzoraka.
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6. Ako Workflow Manager to od vas zatrazi, izvedite jedan od sljedecih koraka:
* Da biste ucitali list s uzorcima, odaberite list s uzorcima povezan sa serijom pa OK (U redu).
* Da biste upotrebljavali zadane vrijednosti sustava za ostale tipove podataka, izvjesée o spoluili vrstu

probira, za svaku postavku odaberite Use Default (Koristi zadanu vrijednost).

Da biste saznali viSe o stvaranju lista s uzorcima, procitajte Vodic¢ za softver VeriSeq NIPT Solution v2
(broj dokumenta: 1000000067940).

7. Odaberite Start (Pokreni) da biste poceli mjeriti vrijeme plolice za denaturiziranje.

8. Na sljededi nacin umetnite vrhove na nosace vrhova.

Velic¢ina serije Vrsta

et . . Staza Stavka Polozaj
uzorka hosaca
24,48, 96 vrh 7-12 Vrhovi s filtrom od 50 pl 1

9. Na sljededinacin umentite plo€icu s denaturiziranom bibliotekom (s barkodom okrenutim desno) na nosac
Multiflex pa odaberite OK (U redu).

Veli€ina serije Vrsta .
. Staza Stavka Polozaj

uzorka hosaca

24,48, 96 Multiflex 19-24 Plogica s denaturiziranom 1

bibliotekom (s barkodom)

10. Na sljededi nacin umetnite epruvete za stvaranje skupova na nosac epruveta pa odaberite OK (U redu).

Veli¢ina serije Vrsta
/ . Staza Stavka Polozaj
uzorka nosaca
24,48 epruveta 46 Nova epruvetaod 2 ml, skup A 1
96 epruveta 46 Nova epruvetaod 2 ml, skup A 1

Nova epruveta od 2 ml, skup B 2

11. Na sljededi nacin umetnite posude s reagensom na nosac reagensa pa odaberite OK (U redu).

Veli€ina serije Vrsta

J . Staza Stavka Polozaj
uzorka nosaca
24,48, 96 reagens 47 3 ml pufera za hibridizaciju 1

12. Na sljededi nacin umetnite vrhove na nosace vrhova.

Velic¢ina serije Vrsta

Lzorka osaia Staza Stavka Polozaj

24,48, 96 vrh 49-54 Vrhovi s filtrom od 1000 pl 1
Vrhovi s filtrom od 300 pl 2
Vrhovi s filtrom od 50 pl 3

13. Unesite lokaciju prvog i zadnjeg vrha za svaki stalak s vrhovima pa odaberite OK (U redu).
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14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.

22.
23.

Provijerite jesu li nosaci, laboratorijsko posude i reagensi umetnuti prema uputama.

Na zaslonu Pooling Deck Verification (Provjera valjanosti platforme za stvaranje skupa) odaberite
OK (U redu).

Promatrajte ML STAR tijekom automatiziranih koraka.
Unesite komentare o zahvacéenim jaZzicama pa odaberite OK (U redu).

Kad to od vas zatrazi Workflow Manager, provjerite da na platformi za umetanje uredaja ML STAR nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao izvaditi nosace.

Odaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Ispraznite nosac epruveta.

Zatvorite svaku epruvetu za stvaranje skupova, promijeSajte u vrtloznoj mijesalici, a zatim nakratko
centrifugirajte.

Odaberite OK (U redu).

Sekvencirajte biblioteke Sto prije nakon stvaranja skupova. Zabrtvite ploCicu s bibliotekama i pohranite je na
temperaturi od -25 °C do -15 °C maksimalno 7 dana da bi se ponovno stvorili skupovi.

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slu€aju prekidanja stavite Cep na epruvete za stvaranje skupova i pohranite na temperaturi od -25 °Cdo-15 °C
najvise 7 dana.

Priprema skupova biblioteka za sekvenciranje

Priprema

1.

2.

Pripremite sljedece reagense:

Reagens Skladistenje Upute

Epruvete skupa od-25°Cdo-15°C Ako su prethodno bile pohranjene, odmrznite ih na
sobnoj temperaturi.
Kratko promijeSajte u mijesalici.
Kratko centrifugirajte.

Pripremite sustav za sekvenciranje nove generacije ispunjavanjem sljedecih polja u modulu Local Run
Manager VeriSeq NIPT Module:

a. Run Name (Naziv obrade)

b. [neobavezno] Opis obrade

c. Pool Barcode (Barkod skupa)

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV 400d 75
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.



Informativni pregled testa VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

/N OPREZ

Barkod skupa koji se unosi u modul Local Run Manager mora se podudarati s barkodom skupa koji
je unijet u Workflow Manager. Softver za analizu odbacit ¢e neto¢ne konfiguracije obrade i trazit
¢e ponovno sekvenciranje.

Da biste saznali viSe o upotrebi modula Local Run Manager VeriSeq NIPT Module, procitajte Vodi¢ za softver
VeriSeq NIPT Solution v2 (broj dokumenta 1000000067940).

Postupak

1. Objedinite sljedeée volumene u spremniku reagensa, a zatim pipetirajte u smjesu.
* Pufer za hibridizaciju (900 pl)
*  Skup A 450 pl (450 pl)

2. Nastavite sa sekvenciranjem prema uputama iz referentnog vodi¢a za svoj instrument za sekvenciranje
nove generacije. Za NextSeq 550Dx procitajte Referentni vodic¢ za instrument NextSeq 550Dx (broj
dokumenta 1000000009513) (ili primjenjive upute za uporabu havedene na stranici podrske tvrtke lllumina
www.support.illumina.com).

Na upit potvrdite odgovarajuc¢u konfiguraciju obrade.
Prema potrebi ponovite postupak za skup B.

* Da biste postigli raspon gustoce ciljnog klastera, za plocicu s bibliotekom moze se ponovno stvoriti skup
pomocu druge koncentracije za stvaranje skupa na uredaju Hamilton. Ponovno stvaranje skupa Cini
izvorni skup nevazecéim.

* Umjesto toga omjer skupa prema HT1 (450 pl + 900 pl) moZe se izmijeniti tako da se postigne ciljani
raspon gustoce klastera.

Sekvenciranje nove generacije

VeriSeq NIPT Solution v2 moze se upotrebljavati sa sustavom za sekvenciranje nove generacije sljedecih
specifikacija:

* mogucénost Citanja 2 x 36 uparenih krajeva

* kompatibilnost s prilagodnicima indeksa iz kompleta za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit
* dvokanalna kemija

* automatsko generiranje BCL datoteka (*.bcl) (neobradeni podaci s instrumenta za sekvenciranje)

* 400 milijuna ¢itanja uparenih krajeva po obradi

* kompatibilnost sa softverom VeriSeq NIPT Assay Software v2.

NextSeq 550Dx kompatibilan je s testom VeriSeq NIPT Solution v2
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Analiza podataka o sekvencama

Nakon dovrSetka sekvenciranja podaci dobiveni sekvenciranjem automatski se Salju softveru VeriSeq NIPT
Assay Software v2 radi analize i generiranja izvjesca. lzvjeSée obuhvada klasifikaciju svakog uzorka u seriji kao i
procjenu svih mjernih podataka kontrole kvalitete za obradu. Postupak analize od dovrSetka sekvenciranja do
zavrsnih rezultata traje otprilike 4 sata za seriju s 48 uzoraka. Detaljne informacije o analizi podataka i izlaznoj
datoteci potrazite u Vodicu za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (broj dokumenta: 1000000067940).

Tumacdenje rezultata

Algoritam testa VeriSeq NIPT Solution v2 upotrebljava sloZen statisti¢ki model koji objedinjuje nekoliko razliitih
vrsta informacija dobivenih prikupljanjem sekvenciranih dijelova biblioteke s uparenim krajevima. Taj se model
upotrebljava za prepoznavanje podruc¢ja genoma koja su ispodprosjec¢no ili natprosje€no zastupljena u biblioteci
svakog uzorka. Vazno je da model uzima u obzir je li stupanj ispodprosjecne ili natprosjecne zastupljenosti
kvantitativno dosljedan s nekim slu¢ajem aneuploidije u fetalnom genomu na razini fetalne frakcije otkrivene za
tu biblioteku.

Za sve kromosome podaci o uparenim krajevima dobiveni sekvenciranjem uskladuju se s referentnim genomom
(HG19). Jedinstvena neduplicirana uskladena ocitanja agregiraju se u spremnike od 100 kb. Odgovarajuci broj
spremnika prilagodava se GC utjecaju i u skladu s prethodno utvrdenom genomskom pokriveno$c¢u specificnom
za podrucje. Uz upotrebu takvih normaliziranih brojeva spremnika statisticki rezultati izvode se za svaki
autosom usporedbom podrucja pokrivenosti koja mogu biti zahvaéena aneuploidijom s ostatkom autosoma.
Logaritamski omjer vjerojatnosti (LLR, log likelihood ratio) izraCunava se za svaki uzorak uz uzimanje u obzir tih
rezultata utemeljenih na pokrivenosti i procijenjene fetalne frakcije. LLR je vjerojatnost da je uzorak zahvacen
uzimajuci u obzir opazenu pokrivenost i fetalnu frakciju u odnosu na vjerojatnost da uzorak nije zahvacéen uz istu
opazenu pokrivenost. Priizracunu tog omjera uzima se u obzir i odredena nesigurnost fetalne frakcije. Za daljnje
izraCune upotrebljava se prirodni logaritam omjera. Softver za analizu odreduje LLR za svaki ciljni kromosom i
svaki uzorak kako bi odredio aneuploidiju.

Tijekom stvaranja serije morate za svaki uzorak definirati vrstu uzorka (jednoplodan ili blizanacki), vrstu probira
(osnovni ili na razini genoma) te zeljeno izvje$céivanje o spolnom kromosomu (Da, Ne i SCA). Tim se
moguénostima zajedno odreduje koji ¢e se podaci dobiti za svaki uzorak.

Za sve se vrste uzoraka vrstom probira odreduje koje ¢e se autosomne nepravilnosti prepoznavati. U osnovnoj
vrsti probira prijavljuju se samo sluc¢ajevi trisomije na cijelom kromosomu koji zahvacaju kromosome 13, 18 i 21.
U probiru na razini genoma prijavljuju se cijele ili djelomi¢ne delecije kromosoma ili dupliciranje bilo kojeg
autosomnog kromosoma. Duljina najmanje prepoznatljive djelomi¢ne delecije ili duplikacije kromosoma jest

7 Mb.

Kod jednoplodnih uzoraka moguce je onemoguditi prijavljivanje spolnih kromosoma. Moguce je i konfigurirati da
se prepoznaju aneuploidije spolnih kromosoma uz prijavljivanje ili bez prijavljivanja spola euploidnih uzoraka.

Kod blizanackih uzoraka, ako se za prijavljivanje spolnih kromosoma odabere Yes (Da), rezultat je ograni¢en na
prijavljivanje prisutnostiili odsutnosti kromosoma Y u biblioteci. Aneuploidija spolnih kromosoma ne moze se
prijaviti za uzorke blizanacke trudnoce.
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NAPOMENA  Kad je prijavljeni spol svih uzoraka u seriji jednak, korisniku se e-poStom ili na web-sucelju
Salje obavijest o pogresci s upozorenjem o izmijeSanosti/kontaminaciji uzoraka. Serija ¢e se
proglasiti nevaljanom i nece se izraditi izvjescée. (Primjenjivo na posluziteljski softver VeriSeq
NIPT Solution v2 verzije 2.2 i novije.)

Rezultat ANOMALY DETECTED (PREPOZNATA ANOMALIJA) upuduje na to da je uzorak probran kao pozitivan
na jednu anomaliju ili vi$e njih u skladu s odabranom vrstom probira i mogucnosti prepoznavanja spolnih
kromosoma. Kad se otkrije anomalija, u izvjeS¢u se dobiva opis anomalije u citogeneti¢koj notaciji.

VeriSeq NIPT Assay Software v2 upotrebljava statistiCke podatke generirane tijekom sekvenciranja da bi
procijenio fetalnu frakciju (FFE, fetal fraction estimation) za svaki uzorak. FFE je procijenjena komponenta
fetalnog cfDNK-a koja se dobiva analizom iizraZzava se kao zaokruzeni postotak za svaki uzorak. Prosje¢na
standardna devijacija te procjene za sve uzorke iznosi 1,3 %. FFE se ne smije upotrebljavati zasebno za
izdvajanje uzoraka prilikom objave rezultata.

Za izradu otkrivanja kromosomnih predstavljanja VeriSeq NIPT Assay Software v2 upotrebljava individualizirani
test pouzdanosti fetalne aneuploidije (iFACT, Fetal Aneuploidy Confidence Test) — metriku s dinami¢kim pragom
koja pokazuje je li sustav generirao dostatnu pokrivenost sekvenciranjem uzimajuci u obzir procijenjenu fetalnu
frakciju za svaki uzorak. Negativna otkrivanja prijavljuju se samo ako uzorak premasuje prag za iFACT. Ako
uzorak ne dosegne taj prag, procjena kontrole kvalitete prikazuje FAILED iFACT (iFACT nije uspio) i sustav ne
generira rezultat.

Osim iFACT-a, VeriSeq NIPT Assay Software v2 tijekom analize procjenjuje i neke druge mjerne podatke za
kontrolu kvalitete. Dodatna metrika obuhvaca procjene uniformnosti pokrivenosti u referentnim regijama
genoma i raspodjelu duzina fragmenata cfDNK-a. Procjena kontrole kvalitete prikazuje zastavicu kontrole
kvalitete ili neuspjednu kontrolu kvalitete za sve mjerne podatke izvan prihvatljivog raspona. U sluc¢aju
neuspjesne kontrole kvalitete sustav ne generira rezultat za uzorak. Ako uzorak nije dobar, moze se ponovno
obraditi uz uvjet da je u epruveti prisutan dostatan volumen plazme.

VeriSeq NIPT Solution v2 generira podatke za upotrebu u zavrSnom izvjes¢u. Ne generira zavrsno izvje$cée za
pacijenta. Korisnici su odgovorni za izgled zavr$nog izvjeS¢a i njegovo dostavljanje nadleznom lije¢niku. lllumina
nije odgovorna za to¢nost re¢eni¢nih konstrukcija u zavrsnom izvje$éu za korisnike.

/N OPREZ

Provjerite procjene fetalne frakcije svih uzoraka. Ako su procjene fetalne frakcije sli¢ne za sve uzorke
u obradi, moZda se dogodila amalgamacija uzoraka koja utje¢e na rezultate. Pomo¢ pri otklanjanju
poteskoca zatrazite od sluzbe za tehni¢ku podrsku tvrtke lllumina.
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Radne karakteristike

Sljededi podaci navedeni u odjeljcima o klinickom i analitickom uc¢inku generirani su upotrebom protokola i
materijala navedenih u uputama za upotrebu pocevsi od plazme. Svi podaci o sekvenciranju za ovaj odjeljak
generirani su na sustavu za sekvenciranje NextSeq 500/550 ili sustavu za sekvenciranje NextSeq 550Dx sa
sljedec¢im konfiguracijama:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Softver na NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
instrumentu
Verzija NextSeq 500/550 High Output v2.5 (75 NextSeq 550Dx High Output v2.5 (75 cycle)
kompleta cycle) Reagent Kit Reagent Kit
regaensa
Metoda obrada sekvenciranjem 2x36 uparenih obrada sekvenciranjem 2x36 uparenih
sekvenciranja  krajeva u nacinu rada visoke snage krajeva u nacinu rada visoke snage

Kliniéko ispitivanje

Klinicka preciznost testa VeriSeq NIPT Solution v2 pokazana je obradom uzoraka plazme trudnih zena s
jednoplodnim i blizana¢kim trudno¢ama. Uzorci su dobiveni iz masovno pohranjenih anonimiziranih uzoraka
plazme koji su prethodno obradeni iz uzoraka periferne pune krvi. Radi uklju€ivanja u ispitivanje razmotreno je
viSe od 45 000 uzoraka. Ti su uzorci prosli prenatalni probir za fetalne kromosomske aneuploidije i djelomi¢ne
delecije i dupliciranja veli¢ine 7 Mb ili vecée. Svi uzorci zahvadenih trudnoda i podskup daljnjih uzoraka
nezahvacenih trudnoca kvalificirali su se za testiranje pod uvjetom dostupnosti klini¢kih ishoda i zadovoljenja

kriterija za uzorke. U skupu za testnu analizu naslo se ukupno 2335 uzoraka. U tom skupu je 2328 uzoraka bilo
iz jednoplodnih trudnoda, a sedam od blizanackih trudnoca.

28 od tih uzoraka (1,2 %, 28/2335) palo je na kontroli kvalitete analize pri prvom prolazu tijekom analize gotovih
podataka dobivenih sekvenciranjem:

* 27IiFACT padova (jedan XO, 26 nezahvacenih)

* jedan pad zbog podataka izvan oCekivanog raspona

Demografski podaci i karakteristike trudnoce

Dob majke, gestacijska dob i tromjesecje trudnoce sazZeti su u Tablica 7 za uzorke u probiru na razini genoma,
uklju€ujucdi uzorke s poznatim mozaicizmima. Vecina (98 %) testiranih uzoraka predstavlja prvo tromjesecje
trudnoce.

Demografski podaci procijenjeni su izmedu opcih kohorti i kohorti na razini genoma i nisu primije¢ene statisticke
razlike. Demografski podaci i karakteristike trudnoce bili su sli¢ni bez obzira na to jesu li poznati mozaicizmi bili
uklju€eni ili iskljuceni.
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Tablica7 Demografski podaci i karakteristike trudnoce
Na razini genoma
(ukljuéujuéi poznate mozaicizme)

Broj uzoraka 2307*

Sazetak statistickih podataka

Dob majke - u godinama

Srednja vrijednost 35,08
Standardna devijacija 4,04
Medijan 34,95

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

Gestacijska dob prilikom vadenja krvi — u tjednima

Srednja vrijednost 10,93
Standardna devijacija 1,20
Medijan 10,57

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

Tromjesecje trudnoée - n (%)

< prvo (<14 tjedana) 2252 (98 %)
Drugo 54 (2 %)
Trece (= 27 tjedana) 1(0 %)

* Predstavljeni zavrsni uzorci obuhvadali su 7 blizanaca.

Kliniéko djelovanje

Rezultati koje daje VeriSeq NIPT Solution v2 usporedeni su s ishodima prema klinickom referentnom standardu.
Ishodi prema klini¢kom referentnom standardu (kliniCka saznanja) svih ispitanih uzoraka bili su povezani sa
stanjem fetalne kromosomske aneuploidije i djelomi¢nim delecijama i dupliciranjima veli¢ine najmanje 7 Mb.
Ishodi prema klini¢kom referentnom standardu u ovom ispitivanju ovisili su o rezultatima analize kromosoma ili
fizickom pregledu novorodenceta s negativnim NIPT probirom utemeljenom na NGS-u. Obuceno ispitivacko
osoblje izvelo je klasifikaciju podataka klinickog referentnog standarda u skladu s dokumentom narucitelja sa
Siframa u medicini.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV 450d 75
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.



Informativni pregled testa VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Metode analize kromosoma ukljucivale su kariotipiziranje, hibridizaciju fluorescencijom in situ (FISH,
fluorescence in situ hybridization) ili mikropodrucje kromosoma (CMA, chromosome microarray) dobiveno
komparativhom genomskom hibridizacijom. Analiza kromosoma izvedena je na perifernoj krvi ili slini
novorodenceta ili dojenceta, uzorcima proizvoda zaceca (POC, products of conception), amniocitima,
korionskim resicama, tkivu posteljice ili krvi iz pup€ane vrpce nakon poroda.

Mozaicizam se definira kao prisutnost dviju ili viSe linija stanica razli¢itog kromosomskog sastava kod pojedinca.
Linije stanica potjeCu od iste zigote. Vrsta i razina mozaicizma razlikuje se i ovisi 0 vremenskom odredenju
mozaickih sluCajeva tijekom embriogeneze i fetalnog razvoja. U prenatalnim se dijagnozama pojavljuju razli¢ite
vrste mozaicizma ovisno o raspodjeli abnormalnih linija stanica u odnosu na normalne u citotrofoblastu,
mezenhimu ili fetusu.'® lako se mozaicizam moZze primijetiti uz bilo koju kromosomsku anomaliju, prisutniji je u
rijetkih trisomija nego u trisomija kromosoma 21, 18113 (T21, T18 i T13)." Prilikom evaluacije performansi
slu¢ajevi mozaicizma bili su obuhvaéeni analizom na razini cijelog genoma jer je svrha te vrste probira
prepoznavanije rijetkih autosomnih aneuploidija (RAA, rare autosomal aneuploidies).

Uc€inkovitost osnovnog probira

Pri osnovnom probiru anomalije obuhvacdaju T21, T18 i T13. Analizom su obuhvac¢ena ukupno 2243 jednoplodna i
blizanacka uzorka. Svih sedam blizanackih trudnoca to¢no je prepoznato kao T21 i nisu objavljene u sljedecoj
tablici.

Tablica 8 Osjetljivost i specifiCnost testa VeriSeq NIPT Solution v2 za prepoznavanje trisomija 21,1813 u
osnovnom probiru za jednoplodne trudnoce (bez poznatih mozaicizama)

T21 T18 T13
Osjetljivost > 99,9 % (130/130) > 99,9 % (41/41) > 99,9 % (26/26)
Dvostrani 95 % ClI 97,1%, 100 % 91,4 %, 100 % 87,1%,100 %
Specifi¢nost 99,90 % (1982/1984) 99,90 % (1995/1997) 99,90 % (2000/2002)
Dvostrani 95 % ClI 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %

Uc¢inak analize u osnovnom probiru, kao $to je prikazano u Tablica 8, racuna se uz izuzimanje podskupa od 64
uzorka zahvacena rijetkim aneuploidijama autosoma, djelomi¢nim delecijama ili dupliciranjima autosomaili
poznatim mozaicizmom. Ta 64 uzorka obuhvacala su osam mozaika T21i tri mozaika T18. Pet od tih 11 uzoraka
prepoznato je kao zahvadeno anomalijom koju je prepoznao VeriSeq NIPT Assay Software v2.

Ucinkovitost probira na razini genoma

Kod probira na razini genoma pod svim anomalijama podrazumijevaju se trisomije, monosomije i djelomi¢ne
delecije ili dupliciranja od 7 Mb ili veéa. Uzorci za probir na razini genoma sastojali su se od 36 uzoraka s
poznatim mozaicizmom. Testirano je ukupno 2307 jednoplodnih i blizanackih uzoraka. Kod svih sedam
blizanac¢kih trudnoda to¢no je prepoznato da se radi o anomaliji kromosoma 21 te nisu objavljene u sljedeéim
tablicama.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV 46 0od 75
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.



Informativni pregled testa VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Ucinak probira na razini genoma za sve anomalije

Tablica 9 Osjetljivost i specifiCnost testa VeriSeq NIPT Solution v2 za prepoznavanje svih anomalija u probiru
na razini genoma (ukljucujuci i poznate mozaicizme)

Osjetljivost Specificnost
Procijenjeni % (n/N) 95,5 % (318/333) 99,34 % (1954/1967)
Dvostrani 95 % ClI 92,7 %,97,3 % 98,87 %,99,61%

Ucinak probira na razini genoma za rijetku autosomnu aneuploidiju

Tablica 10 Osjetljivost i specifichost testa VeriSeq NIPT Solution v2 prilikom probira na razini genoma za rijetku
autosomnu aneuploidiju (RAA, Rare Autosomal Aneuploidy) (ukljuéujuéi poznate mozaicizme)

Osjetljivost Specifi¢nost
Procijenjeni % (n/N) 96,4 % (27/28) 99,80 % (2001/2005)
Dvostrani 95 % Cl 82,3%,99,4 % 99,49 %, 99,92 %

Ucinak probira na razini genoma za djelomicne delecije i dupliciranja

Tablica 11 Osjetljivost i specificnost testa VeriSeq NIPT Solution v2 prilikom probira na razini genoma za
djelomicne delecije i dupliciranja od 7 Mb i veca (ukljuCujucéi poznate mozaicizme)

Osjetljivost Specifiénost
Procijenjeni % (n/N) 741 % (20/27) 99,80 % (2000/2004)
Dvostrani 95 % ClI 55,3 %, 86,8 % 99,49 %, 99,92 %

Razlike u djelovanju osnovnih probira i probira na razini genoma

Metodologija racunanja rezultata za Ceste trisomije i aneuploidije spolnih kromosoma ista je za osnovne probire i
probire na razini genoma. U osnovhom probiru algoritam se primjenjuje samo na T21, T18 i T13. No kod probira
na razini genoma ta se metodologija proSiruje tako da se analiziraju sve trisomije i rijetke aneuploidije autosoma
te djelomi¢na dupliciranja i delecije.

Dvije su razlike izmedu izvje$c¢ivanja o u€inkovitosti osnovnog probira i onog na razini genoma. Kao prvo, kod
probira na razini genoma uzorci s poznatim mozaicizmom za Ceste trisomije, kao i za rijetke aneuploidije
autosoma i djelomi¢ne delecije i dupliciranja, uklju€eni su u mjerne rezultate ucinkovitosti. Kao drugo, kod
probira na razini genoma moze se prema Zelji izvijestiti o prepoznavanju djelomicnih dupliciranja ili delecija uz
punu trisomiju. Prisutnost pune trisomije uz dodatak djelomi¢nog dupliciranja ili delecije moze se vidjeti tako da
se referencira LLR rezultat naveden u dodatnom izvjescéu.
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Uvrstavanje mozaika u probir na razini genoma

Mozaicizam se navodi kao ograni€enje ove analize. Kad je prisutan mozaicizam, smanjen je fetalni signal
anomalije, stoga mozZe biti teZe njeno prepoznavanje bez ugrozavanja cjelokupne specifi¢nosti analize.
Medutim, kako je mozaicizam vazniji za proSireni sadrzaj, uzorci s mozaicizmom uvrsteni su u probir na razini
genoma.

Od 64 uzorka uvrstena u probir na razini genoma ali ne i u osnovni probir, za 36 uzoraka prepoznato je da prema
klini€kom referentnom standardu sadrze mozaicizam. Od tih 36 uzoraka 23 otkrivanja podudarala su se s
klinickim referentnim standardom.

Djelomic¢na delecija i dupliciranje nasuprot prepoznavanja aneuploidije cijelih
kromosoma

VeriSeq NIPT Solution v2 nudi moguénosti na izborniku za osnovni probir i probir na razini genoma. U osnovnom
probiru rezultat ANOMALY DETECTED (Anomalija otkrivena) dobiva se samo kad je prepoznata potpuna
aneuploidija na kromosomima 21, 18 ili 13 te ako su zadovoljeni svi mjerni zahtjevi kontrole kvalitete. Pri probiru
na razini genoma sustav prepoznaje aneuploidiju na svim autosomima te sluCajeve djelomi¢ne delecije i
dupliciranja veli¢ine najmanje 7 Mb.

Tijekom upotrebe probira na razini genoma kad i slu¢aj cijelog kromosoma i slu¢aj CNV-a unutar istog
kromosoma prekoracuju prag LLR-a sustav u izvje$¢ivanju daje prednost slu¢ajevima djelomi¢ne delecije ili
dupliciranja pred prepoznavanjem cijelog kromosoma ako veli¢ina djelomi¢ne delecije ili dupliciranja obuhvaca
otprilike 75 % ili manje kromosoma na kojemu je slu€aj prepoznat. Ako je regija s djelomi¢nom delecijom i
dupliciranjem vecéa od 75 % veli¢ine kromosoma, slu¢aj se prijavljuje kao puna trisomija ili monosomija cijelog
kromosoma ako je prekoracen i prag LLR-a za cijeli kromosom. Zbog toga delecije i dupliciranja manja od ili
jednaka 75 % veli¢ine kromosoma mogu upucivati na aneuploidiju cijelog kromosoma.

Za sve je uzorke rezultat LLR-a za klasifikaciju cijelog kromosoma dostupan u dodatnom izvjescu. Prije
tumacenja rezultata mora se pregledati rezultat LLR-a u pogledu navedene grani¢ne vrijednosti na Vjerojatnost
prepoznavanja od 95 % za prosjecne regije po velicini za VeriSeq NIPT Solution v2 na stranici 58. Primjerice,
oCitavanje CNV-a u kojem rezultati LLR-a na razini kromosoma premasuju grani¢nu vrijednost dodatno
podrzavaju tumacenje koje odgovara aneuploidiji cijelog kromosoma, a primjer je prikazan u Tablica 12.

U klinickom ispitivanju bila su dva uzorka jednoplodne trudnode sa znatnim dupliciranjima (jedno na kromosomu
21idrugo na kromosomu 18) koji su veli€inom bili manji od 75 % relativne veli¢ine kromosoma (pogledajte
Tablica 12). Oba slu€aja bila su navedena kao djelomi¢na dupliciranja, a ne puna trisomija tih kromosoma.
Rezultati LLR-a za te slu¢ajeve bili su iznad grani¢ne vrijednosti dosljedno sa zahvaéenim ishodom za punu
trisomiju. Pri otkrivanju djelomi¢nog dupliciranja ili pune trisomije postupanje nakon pozitivhog ocitavanja NIPT-
om jest ponuditi pacijentu testiranje radi potvrde putem prenatalnih dijagnosti¢kih testova.
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Tablica 12 Primjeri slucajeva velikog dupliciranja prepoznati u probiru na razini genoma

e . Rezultat sustava na Veli¢ina anomalije % Rezultati
Klinicka saznanja .
razini genoma (Mb) kromosoma LLR-a
Uzorak 1 Jedan plod s Djelomi¢no 22,50 48,9 19,43
trisomijom 21 dupliciranje na 21
Uzorak2 Jedanplods Djelomi¢no 47,00 60,2 12,99
trisomijom 18 dupliciranje na 18

Da biste saznali viSe o mjernim vrijednostima kontrole kvalitete koje se upotrebljavaju prilikom otkrivanja
rezultata aneuploidije, procitajte Vodic¢ za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (broj dokumenta: 1000000067940).

Spolni kromosomi

Rezultati za spolne kromosome dobiveni testom VeriSeq NIPT Solution v2 usporedeni su s ishodom prema
klinickom referentnom standardu te su saZeti u sljedecoj tablici. Izradunat je postotak ¢estotnosti za svaki
spolni kromosom unutar svakog ishoda prema klinickom referentnom standardu. Postotak ¢estotnostiizracunat
je kao broj uzoraka u kojih se prepoznavanje spolnog kromosoma testom VeriSeq NIPT Solution v2 podudaralo s
klasifikacijom prema klinickom referentnom standardu, podijeljen s ukupnim brojem uzoraka s istom
klasifikacijom prema klinickom referentnom standardu.

Tablica 13 Postotak Cestotnosti za fetalnu klasifikaciju spola*

Fenotip prema

Fetalna klasifikacija fiziCkom . . .
Citogenetski rezultati
spola pregledu
novorodenceta
L. Zenski  Muski .
Prepoznato Kariotip XX XY X0 XXX XXY XYY  Drugo** Nedostaje
spol spol
Anomalija XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
nije
otkrivena
Anomalija XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
nije
otkrivena
Anomalija X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
otkrivena
Anomalija XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
otkrivena
Anomalija XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
otkrivena
Anomalija XYY 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
otkrivena
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Fetalna klasifikacija
spola

Prepoznato Kariotip

Ukupno

Postotak
Cestotnosti

Fenotip prema

Citogenetski rezultati

fizickom
pregledu
novorodenceta
Zenski  Muski

i uski XX
spol spol
997 966 21
100 100 100

XY

15
100

X0

21
90,5

XXX

17
100

illumina

XXY XYY  Drugo** Nedostaje

23 12 2 1

100 91,7 Nije Nije
primjenjivo  primjenjivo

* Pet blizanackih trudnoca pravilno je klasificirano kao prisutnost kromosoma Y. Dvije trudnoce pravilno su klasificirane kao

neprisutnost kromosoma'yY.

** Drugi citogenetski rezultati bili su XXXXX i XXYY.

Pozitivha prediktivna vrijednost i negativna prediktivna vrijednost testa VeriSeq

NIPT Solution v2

Pozitivna prediktivna vrijednost (PPV, positive predictive value) i negativna prediktivna vrijednost (NPV,
negative predictive value) testa daju informaciju o njegovoj sposobnosti da utjeCe na klinicke odluke na temelju
osjetljivosti, specifi¢nosti i predtestne vjerojatnosti da je fetus zahvadéen trisomijom (rasprostranjenost). PPV i
NPV ovise o rasprostranjenosti, a rasprostranjenost tih aneuploidija moze se razlikovati u raznim populacijama
ispitanika, pa su PPV i NPV izraCunati za niz smislenih vrijednosti rasprostranjenosti na temelju vrijednosti
osjetljivosti i specifiCnosti uocenih u osnovnom probiru (bez poznatih mozaicizama) klinickog ispitivanja
to€nosti. Tablica 17 utemeljena je na probiru na razini genoma (s poznatim mozaicizmima).

Tablica 14 Rasprostranjenost trisomije 21, PPV i NPV u osnovnom probiru (ne obuhvaca poznate mozaicizme)

Rasprostranjenost (%)
0,05
0,10
0,20
0,50
1,00
1,50
2,00

PPV (%)
33,17
49,82
66,53
83,29
90,93
93,79
95,29
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Tablica 15 Rasprostranjenost trisomije 18, PPV i NPV u osnovnhom probiru (ne obuhvaca poznate mozaicizme)

Rasprostranjenost (%) 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

Tablica 16 Rasprostranjenost trisomije 13, PPV i NPV u osnovnom probiru (ne obuhvacéa poznate mozaicizme)

Rasprostranjenost (%) 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

Tablica 17 Rasprostranjenost bilo koje anomalije, PPV i NPV u probiru na razini genoma (obuhvaca poznate
mozaicizme)

Rasprostranjenost (%) 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

Raspodjela fetalne frakcije

Procjene raspodjele fetalne frakcije (FF) dobivene testom VeriSeq NIPT Solution v2 za probir na razini genoma s
mozaicizmima prikazane su po kategoriji ishoda prema klini€kom referentnom standardu na Slika 1.
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Slika1 Raspodijela fetalne frakcije
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Fetalna frakcija prema testu VeriSeq NIPT Solution v2 (%)

5 uzoraka imalo je anomalije u viSe kategorija.

Cesta trisomija obuhvacéa uzorke s trisomijom 21, 18 i/ili 13. o
Na razini genoma obuhvacda uzorke s rijetkom autosomnom aneuploidijom ili

djelomiénim delecijama i/ili dupliciranjima.
Procjene FF-a kretale su se ukupno gledano od 2 % do 34 % s medijanom od 9 % i interkvartilnim (IQ) rasponom
od 6 % do 12 %. Medijan procjene FF-a za Ceste trisomije i sluCajeve prepoznate tijekom probira na razini
genoma iznosi 8 %, a za SCA-ove 9 %. Raspon procjena FF-a bio je dosljedan za sve ishode. Nema ocitog
pomaka u raspodjeli FF-a medu Cestim trisomijama, SCA-ovima, slu€ajevima prepoznatim tijekom probira na
razini genoma ni svim uzorcima u analizi na razini genoma.

Ucinkovitost kod blizanackih trudnoca

Odredivanje trisomije 13, 18 i 21i djelovanja kromosoma Y u blizana¢kim
trudno¢ama

Uslijed niske pojavnosti trisomije 21, 18 i 13 u blizana¢kim trudnoé¢ama samo je mali broj zahvacenih uzoraka
blizanaca bio dostupan za klini¢ko ispitivanje. Da bi se procijenio ucinak testa VeriSeq NIPT Solution v2 u
blizanackim trudno¢ama, za simulaciju populacija blizanackih trudnoca upotrijebljeni su modeli in silico
utemeljeni na opazanjima iz klini¢kih uzoraka. Ta je simulacija bila dosljedna s namjenskom populacijom.
Raspodijela fetalne frakcije odredena je iz otprilike 4500 uzoraka blizanacke trudnode i usporedena s
raspodjelom iz oko 120 000 uzoraka jednoplodne trudnoce. Raspodjela fetalne frakcije uvjetovane statusom
aneuploidije odredena je iz pretpostavljenih jednoplodnih otkrivanja (1044 trisomije 21, 307 trisomije 181192
trisomije 13). Kombiniranje tih dviju raspodjela omogudilo je upudivanje na prepoznavanje aneuploidije u
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blizanaca. Simulirani su skupovi dizigotnih i monozigotnih blizanaca te je uzet ponderirani prosjek koji
predstavlja njihovu pojavhost u hamjenskoj populaciji (2 dizigotna: 1 monozigotni) radi procjene osjetljivosti. Za
specifi¢nost simulirani su skupovi nezahvacenih blizanaca.

Za svaku je kategoriju uzorka frakcija svakog simuliranog uzorka zahvaéenog trisomijom (tj. zahvaéenu frakciju)
izraCunata razlicito:

* Kod monozigotnih blizanaca zahvaéena frakcija svakog uzorka postavljena je na 1,0 jer u toj situaciji
trisomija pogada oba blizanca.

* Kod dizigotnih blizanaca pretpostavljeno je da je samo jedan blizanac zahvacen (iznimno su rijetki slu¢ajevi
u kojima su zahvadena oba dizigotna blizanca). Vrijednosti zahvaéene frakcije simulirane su uz pomo¢
poznate raspodjele omjera fetalne frakcije utvrdene na temelju klini¢kih uzoraka blizanaca razliitog spola.
Upotrijebljen je konzervativni pristup u skladu s kojim je pretpostavljeno da zahvaceni blizanac uvijek ima
najnizu fetalnu frakciju medu blizancima. Primijenjen je faktor korekcije za fetalne frakcije koje su u prosjeku
nize u trudnoé¢ama s trisomijom 13 18.

* Zanezahvacene blizance zahvacena frakcija svakog uzorka postavljena je na nulu.

Za blizance zahvacene trisomijom 18 ili trisomijom 13 smanjena je fetalna frakcija koja odgovara zahvacéenoj
frakciji uzorka. Smanjenje je bilo proporcionalno prosje¢nom smanjenju fetalne frakcije zamije¢ene u klini¢kim
podacima kod jednoplodnih trudnoéa s trisomijom 18 ili 13 u usporedbi s euploidnim jednoplodnim trudnoéama.

Ukupna fetalna frakcija, kao i zahvacéena frakcija svakog simuliranog uzorka zatim je upotrijebljena za
izrac¢unavanje rezultata aneuploidije uz pomo¢ standardnog algoritma testa VeriSeq NIPT Solution v2.
Osjetljivost je izraCunata odredivanjem ucestalosti sluajeva u kojima su rezultati aneuploidije za simulirane
zahvacdene blizance bili iznad odgovarajuce granice za aneuploidiju. U skladu s time specifi¢nost je izracunata
odredivanjem koliko su ¢esto rezultati za aneuploidiju za simulirane nezahvacene blizance bili ispod
odgovarajuce grani¢ne vrijednosti za aneuploidiju (Tablica 18). Utvrdeni su intervali pouzdanosti od 95 % na
temelju broja stvarnih klini¢kih blizanackih uzoraka u izvornom skupu podataka, koji su bili klasificirani kao
zahvaceni ili nezahvaceni relevantnom trisomijom.

Radi odredivanja osjetljivosti kromosoma Y u blizana¢kim uzorcima simulirani su skupovi blizanaca XY/XY i
XX/XY. Uzet je ponderirani prosjek koji predstavlja njihovu u€estalost u namjenskoj populaciji (1 XY/XY: 1 XX/XY).
Radi odredivanja specifi€¢nosti kromosoma Y u blizanaca simuliran je skup blizanaca XX/XX. Ukupne vrijednosti
fetalne frakcije simulirane su u skladu s poznatom raspodjelom fetalne frakcije u klini¢kim uzorcima blizanaca.

Za blizance XY/XY i XX/XY utvrdeni su odgovarajudi rezultati kromosoma Y uz pomo¢ poznatog odnosa izmedu
fetalne frakcije i rezultata kromosoma Y u klini¢kim jednoplodnim uzorcima klasificiranima kao muskog spola.
Samo u slucaju blizanaca XX/XY simulirane su zahvacdene (tj. muske) vrijednosti fetalne frakcije uz pomo¢
poznate raspodjele omjera fetalne frakcije opazene izmedu blizanaca iz iste trudnoce, kao $to je utvrdeno
klini¢kim uzorcima blizanaca razli¢itog spola. Upotrijebljen je konzervativni pristup, pa je odabrana zahvacena
frakcija koja je odgovarala manjem od dvaju blizanaca. Za svaki simulirani uzorak XX/XY rezultat kromosoma Y
pomnozen je sa zahvadenom frakcijom.
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U slu€aju blizanaca XX/XX rezultati kromosoma Y uzorkovani su iz rezultata dobivenih iz klini¢kih jednoplodnih
uzoraka Klasificiranih kao Zenskog spola. Rezultat kromosoma Y i ukupna fetalna frakcija zatim su upotrijebljeni
za klasifikaciju svakog simuliranog uzorka kao onog u kojem je kromosom Y prisutan ili odsutan s pomocu
standardnog algoritma softvera testa VeriSeq NIPT Solution v2.

Osjetljivost je izraCunata odredivanjem ucCestalosti sluCaja to¢ne klasifikacije simuliranih blizanaca XY/XY ili
XX/XY kao onih u kojih je kromosom Y prisutan. Specifi¢nost je izraCunata utvrdivanjem koliko su Eesto
simulirani blizanci XX/XX bili to€¢no klasificirani kao da nemaju kromosom Y. Utvrdeni su intervali pouzdanosti od
95 % na temelju broja stvarnih klini¢kih uzoraka blizanaca u izvornom skupu podataka koji su bili klasificirani kao
oni u kojih je kromosom Y prisutan ili odsutan.

Tablica 18 Procjene za trisomiju 21, 18 i 13 u simuliranoj populaciji blizanackih trudnoca
Trisomija 21 Trisomija 18 Trisomija 13 Prisutnost kromosoma Y
Osjetljivost 96,4 % 95,7 % 93,6 % >99,9%
Dvostrani 95 % Cl (86,4 %, 98,9 %) (68,3 %, 99,4 %) (64,1 %,98,9 %) (99,9 %, > 99,9 %)

Specifi¢nost 99,9 % >99,9% >999% > 99,9 %
Dvostrani95 % Cl (99,8 %,>99,9%) (99,9%,>999%) (99,9%,>99,9%) (99,7%,>99,9%)

U Tablica 18 prikazuju se odredene toCke i odredeni intervali pouzdanosti od 95 % za osjetljivost i specificnost
testa VeriSeq NIPT Solution v2 u prepoznavanju trisomije 21, 18, 13 i prisutnosti kromosoma Y u simuliranoj
populaciji blizanackih trudnodéa dosljednoj namjenskoj populaciji. Intervali pouzdanosti utvrdeni su na temelju
broja kontrola kvalitete koje su prosli klini¢ki uzorci blizanaca klasificirani kao zahvaceni ili nezahvadeni
relevantnom trisomijom. Izracun osjetljivosti podrazumijeva da su dvije trec¢ine zahvacenih trudnoca dizigotne s
jednim zahvacéenim blizancem, dok je jedna trec¢ina zahvacenih blizanac¢kih trudnoé¢a monozigotna sa
zahvacena oba blizanca.

Odredivanja navedena u Tablica 18 odnose se samo na blizanacke trudnoce. Zbog jo$ manje ucestalosti podaci
za viSeplodne trudnode (troplodne ili vi§e) nisu bili dovoljni za utvrdivanje odgovarajucih statisti¢kih modela za
odredivanje to¢nosti prepoznavanja aneuploidije.

Analiticka ucinkovitost

Preciznost

Da bi se ocijenila i kvantificirala preciznost analize, provedena je ponovna analiza podataka uz pomo¢ softvera

za sustavnu analizu VeriSeq NIPT Solution v2 iz dvaju prethodnih ispitivanja s pomodu testa VeriSeq

NIPT Solution:

* U ispitivanju obnovljivosti na viSe mjesta tri su rukovatelja provela tri obrade na tri mjesta uz upotrebu jedne
serije reagensa za ukupno devet obrada.

* |spitivanja preciznosti unutar laboratorija sastojalo se od 12 obrada na jednom mjestu s pomocu dviju
platformi ML STAR, dva sustava instrumenata za sekvenciranje i tri serije reagensa za sekvenciranje.
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Cilj ispitivanja preciznosti bio je kvantifikacija preciznosti analize u pogledu trisomije 21 (T21) i kromosoma Y te
procjenjivanje varijabilnosti izmedu razliCitih instrumenata, kompleta za pripremu biblioteke i serija reagensa za
sekvenciranje. Obnovljivost uvjeta koji nisu prethodno opisani nije procjenjivana u sklopu tih ispitivanja.

Stvoren je skup fetalne frakcije T21 0d 5 % kombiniranjem cfDNK-a izdvojenog iz majcine plazme trudnih Zena
(s fetusom koji ima T21) i cfDNK-a izdvojenog iz plazme Zena koje nisu trudne. Stvoren je i skup majcinog i
muskog (fetus XY) cfDNK-a s fetalnom frakcijom od 10 %. Panel uzoraka za svako ispitivanje za svaku obradu
obuhvacdao je 4 replikata skupa s fetalnom frakcijom od 5 % koja ima T21i 20 replikata skupa maj¢inog i muskog
cfDNK-a s fetalnom frakcijom od 10 %. Testiranje je provodeno 10 dana te je napravljena ukupno 21 obrada za
kombinaciju dvaju ispitivanja.

Za odredivanje odabrani su T21i prisutnost kromosoma Y na temelju reprezentativnosti klini¢kih uvjeta i
slozenosti prepoznavanja anomalije. Veli¢ina kromosoma 21, kao najmanjeg ljudskog autosoma, izravno utjeCe
na osjetljivost prepoznavanja T21, osobito pri niskim vrijednostima fetalne frakcije kao $to su one
upotrebljavane u ovom ispitivanju. Kromosom Y u obliku u kojem je prisutan u majcinoj plazmi iskljucivo je
fetalnog podrijetla, stoga ga analiza lakSe prepoznaje.

Uocena srednja i standardna devijacija LLR rezultata za kromosom 21 i normalizirane kromosomske vrijednosti
za kromosom Y (NCV) pokazale su da je standardna devijacija replikata (SD) bila najveciizvor varijabilnosti.
Varijacije izmedu mjesta, instrumenata i serija reagensa dodale su neznatnu koliinu varijabilnosti, kao sto
dokazuje razlika izmedu ukupnog SD-a i SD-a replikata u Tablica 19 i Tablica 20.

Tablica 19 Sazetak standardne devijacije (SD) odgovora na sekvenciranje na vise lokacija (obnovljivost)

Srednja

Odgovor N . SD replikata SD ukupne obnovljivosti*
vrijednost

LLR rezultat za kromosom 36 34,43 11,36 11,36

21

NCV za kromosom Y 180 190,56 7,96 10,20

* Ukupna vrijednost obuhvacda varijabilnost zbog mjesta, rukovatelja, obrade, dana i replikata.

Tablica 20 SazZetak preciznosti odgovora sekvenciranja unutar laboratorija

Srednja Ukupni SD unutar
Odgovor N . . SD replikata £ i
vrijednost laboratorija*
LLR rezultat za kromosom 21 48 36,01 9,07 10,25
NCV za kromosom Y 240 198,68 7,63 7,82

* Ukupna vrijednost obuhvacda varijabilnost zbog instrumenta za sekvenciranje, serije reagensa, rukovatelja, obrade, danai
replikata.
Provedeno je dodatno ispitivanje radi usporedbe preciznosti sekvenciranja testom VeriSeq NIPT Solution v2
(ukupna standardna devijacija) uz upotrebu verzije proto¢nog ¢lanka 2.0 u usporedbi s verzijom 2.5 proto¢nog
¢lanka. Ispitivanje je obuhvacalo dvije vrste proto¢nih ¢lanaka (v2.0 i v2.5), tri serije kompleta za sekvenciranje,
Cetiriinstrumenta i dvije obrade sekvenciranjem po kombinaciji, Sto daje ukupno 48 obrada jednog mjesta.
Pripremljen je jedan skup za sekvenciranje iz plo€ica cfDNK-a koje su ru¢no pripremljene. Panel uzorka
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obuhvacao je 4 replikata skupa s fetalnom frakcijom od 5 % koja ima T21i 20 replikata skupa maj¢inog i muskog
(fetus XY) cfDNK-a s fetalnom frakcijom od 10 %. Rezultati tog ispitivanja predstavljeni su u Tablica 211
podrZavaju tezu da nema razlike u preciznosti sekvenciranja uz upotrebu proto¢nog ¢lanka v2.0iv2.5.

Tablica 21 SaZetak preciznosti odgovora na sekvenciranje s proto¢nim ¢lankom v2.0iv2.5

Broj opazanja Ukupni SD za  Ukupni SD za

Odgovor StatistiCki rezultat**

9 po verziji v2.0* v2.5*
LLR rezultat za 96 9,56 8,44 Statisticki ekvivalentno
kromosom 21 (p-vrijednost = 0,25)
NCV za kromosomY 480 7,74 7,38 Statisticki ekvivalentno

(p-vrijednost = 0,38)

* Ukupna vrijednost obuhvacda varijabilnost zbog instrumenta za sekvenciranje, serije reagensa, obrade, dana i replikata.
**Na temelju F-testa jednakosti varijanci (kvadrat standardne devijacije).

Unakrsna kontaminacija

Unakrsna kontaminacija procijenjena je kroz tijek rada pripreme uzorka za VeriSeq NIPT Solution. Testirani su
skupovi plazme Zena koje nisu trudne (XX) i odraslih musSkaraca (XY) prema uzorku Sahovske ploCe u formatu
ploCice s 96 jazica na 4 ploCice. N = 48 za svaki zenski i muski uzorak po plo€ici za ukupno 192 Zenska i 192
muska uzorka. Nijedan Zenski uzorak nije pokazao pokrivenost kromosoma Y koja bi bila statisti¢ki veéa od
procijenjene pozadine, Sto znaci da nije bilo unakrsne kontaminacije muskim uzorcima s iste plo€ice. U testu
VeriSeq NIPT Solution nije opazena unakrsna kontaminacija.

Potencijalno ometajuce tvari

Utjecaj potencijalno ometajucih tvari na VeriSeq NIPT Solution procijenjen je odredivanjem uc¢inka analize u
prisutnosti takvih tvari.

U skupove maijcine plazme nezahvacenih zenskih (fetus XX) trudno¢a dodani su albumin, bilirubin, hemoglobin i
trigliceridi (endogeni). Testirani su pri dvije koncentracije svake testne tvari (n = 16 za svaku). Nisu opazeni
ometajudi utjecaji na u€inkovitost analize.

Tablica 22 Potencijalno ometajuce tvari (endogene)

Testna tvar Niska testna koncentracija (mg/mL) Visoka testna koncentracija (mg/mL)
Albumin 35 50

Bilirubin 0,01 0,15

Hemoglobin 100 200

Triglicerid 1,5 5

| prirodno prisutan maj€inski genomski DNK (gDNK) u plazmi moZe potencijalno ometati u€inkovitost analize jer
se moze izdvojiti zajedno s fetalnim cfDNK-om. Genomske razine DNK-a od 1,6, 3,3 i 4,9 ng po uzorku (Sto
odgovara 1., 2. 3. standardnoj devijaciji iznad srednje oCekivane vrijednosti koncentracije gDNK-a nakon 7
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dana skladistenja pune krvi'?) dodane su u cfDNK izdvojen iz majé¢inske plazme nezahvadenih zenskih (fetus
XX) trudnocda. Uzorci su zatim testirani testom VeriSeq NIPT Solution (n = 16 za svaku koncentraciju). Nisu
zamije¢eni ometajudi utjecaji na u¢inkovitost analize u prisutnosti povisenih razina gDNK-a.

Dvadeset potencijalno ometajucih tvari baziranih na lijekovima (egzogenih) koje se ¢esto upotrebljavaju ili
prepisuju tijekom trudnoce testirano je prema smjernici EP7-A2 (Interference Testing in Clinical Chemistry;
Approved Guideline-Second Edition). 20 potencijalnih interferenata kombinirano je u Cetiri skupa, dodano u
majcinsku plazmu nezahvadenih Zenskih (fetus XX) trudnoda i testirano testom VeriSeq NIPT Solution (N = 16 za
svaki skup). Nisu zamije¢eni ometajudi utjecaji na uc¢inkovitost analize u prisutnosti tih egzogenih tvari.

Tablica 23 Potencijalno ometajuce tvari (egzogene)

Skup 1 Skup 2 Skup 3 Skup 4

Acetaminofen Difenhidramin Albuterol Cetirizin

Acetilcistein Eritromicin Bupropion Dekstrometorfan
Bisoprolol Gvaifenezin Kofein L-askorbinska kiselina
Citalopram Heparin Sertralin Metoprolol
Desloratadin Lidokain Natrijev fluorid Nadolol

Granica prepoznavanja

Granica prepoznavanja (Limit of Detection, LOD) definira se kao razina fetalne frakcije koja odgovara 95-
postotnoj vjerojatnosti prepoznavanja stanja koje se promatra, npr. T21. Da bi se odredio LOD testa VeriSeq
NIPT Solution v2 za razliCita Cesta stanja, provedena su ispitivanja i statisticke analize.

Vjerojatnost prepoznavanja stanja koje se promatra u zahva¢enom uzorku koji se obraduje testom VeriSeq NIPT
Solution v2 prvenstveno ovisi o trima ¢imbenicima:

* fetalnoj frakciji
* dubini sekvenciranja
* veliciniislozenosti genomskog promatranog podrucja.

Ako pretpostavimo konstantnu dubinu sekvenciranja, lakSe je prepoznati odredenu aberaciju u uzorku s veéim
postotkom fetalne frakcije nego u uzorku s manjim postotkom fetalne frakcije. | obratno, ako pretpostavimo
konstantnu fetalnu frakciju, lakSe je prepoznati odredenu aberaciju u uzorku s ve¢om dubinom sekvenciranja
nego u uzorku s manjom dubinom sekvenciranja. | na kraju, aberacije u manjim ili slozenijim genomskim
podrucjima teze se prepoznaju nego aberacije u veéim ili manje sloZenim genomskim podruc¢jima, uz
pretpostavku konstantne fetalne frakcije i dubine sekvenciranja.

Da bi se odredio LOD za prepoznavanje T21, analizirani su uzorci koji se sastoje od mjeSavine skupnih uzoraka
T21inezahvacéenih skupnih uzoraka. Te su dvije vrste analita pomijeSane putem titracijske serije radi stvaranja
niza od sedam razina fetalne frakcije (0, 2, 3, 4, 5, 61 10 %). Svaku razinu predstavljalo je ukupno 10 replikata.

Da bi se dodatno povecdala razlucivost reSetke fetalne frakcije za analizu LOD-a, podaci iz tog ispitivanja
pojacCani su podacima dobivenima razrjedivanjem in silico. UCinci eksperimentalnog razrjedivanja i titracije
simulirani su kontroliranim mijeSanjem podataka dobivenih sekvenciranjem. Podaci dobiveni titracijom in silico
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pokrili su niz od 14 razina fetalne frakcije (1,25, 1,50, 1,75, 2,00, 2,25, 2,50, 2,75, 3,00, 3,25, 3,50, 3,75, 4,00,
4,251 4,50 %) uz 32 replikata za svaku razinu. Na dobivene podatke primijenjena je probit analiza da bi se
utvrdio LOD za T21.

Neovisno o tome, razvijen je statisticki model utemeljen na fetalnoj frakciji, dubini sekvenciranja i genomskoj
veli€ini/slozenosti koji predvida vjerojatnost prepoznavanja bilo koje aberacije u bilo kojem uzorku. Taj je model
utemeljen na podacima koji odgovaraju nizu od 1405 uzoraka XY. Utvrdeno je da je LOD za T21, kao $to je
predvidio taj model, sukladan s procjenom dobivenom prethodno opisanom probit analizom. Taj je statistiCki
model upotrijebljen za odredivanje vrijednosti LOD-a za aneuploidije na svim autosomima te za djelomi¢ne
delecije i dupliciranja.

Na Slika 2 prikazuje se 95-postotna vjerojatnost prepoznavanja za prosjecne regije po veli€ini i autosomne
granice prepoznavanja za sve trisomije i sve monosomije. Grani¢na vrijednost za CNV LLR 15,1.

Slika 2 Vjerojatnost prepoznavanja od 95 % za prosjecne regije po veli¢ini za VeriSeq NIPT Solution v2

Simboli pokazuju autosomnu granicu otkrivanja za trisomije Simboli pokazuju autosomnu granicu otkrivanja za monosomije
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Otklanjanje poteskoca

Otklanjanje poteskoc¢a s testom VeriSeq NIPT Solution v2

Neuspjelirad  Mogudcirezultat Tumacenje Preporucena radnja
Nedovoljno Uzorak ne Nedovoljan Ponovno uzmite krv
ulazne plazme prolazikontrolu  volumen plazme

kvalitete
Neispravnost  Krv se nije Uzorak nije Provijerite je li pokrenuta
epruvete s razdijelila na centrifugiran centrifugaije li epruveta
Krvlju slojeve centrifugirana upotrebom

odgovarajuce sile. Ponovno
uzmite uzorak.

Nepravilno Ponovno uzmite uzorak.
skladistenje ili

transport uzorka

(hemoliza

uzorka)

Komentari

Na temelju vizualnog pregleda volumena
plazme.

Smrznuti uzorci nedée se razdvojiti.
Nepravilni uvjeti transporta ili skladiStenja
mogu dovesti do hemolize uzoraka.
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G/ PO 09

Neuspijeli rad

Cep u uzorku
ili spor protok

Mogucdi rezultat

Kontaminacija
plazme

Prelijevanje
uzorka

Kvar na
hardveru

Tumacenje

Neki uzorci mogu
zacepiti ploCicu
za povezivanje
ako je uzorak
plazme znatno
kontaminiran.

Neodgovarajuca
vizualna provjera
svake epruvete
radi utvrdivanja
prikladnosti
uzorka.

Neodgovarajucée
uzimanje
materijala tijekom
izdvajanja.

Preporucena radnja

Pregledajte uzorak. Pregledajte
uzorak pa, ako je preostala
plazma u epruveti crvena ili
mlijeCna, otkazite uzorak i
zatraZzite ponovno uzimanje
uzorka. Ako se uzorak €ini

normalan, ponovno ga testirajte.

Sve uzorke u obliznjim jaZzicama
na koje je utjecalo prelijevanje
proglasite nevaljanim.

Ponovno testirajte uzorak. Ako
se problem na lokaciji te jazice
pojavljuje i s drugim uzorcima,
obratite se sluzbi za tehnic¢ku
podrsku tvrtke lllumina.

Komentari

Moze upucivati na nepravilan transport ili
nepravilno skladiStenje uzoraka prije
obrade. Izuzmite neprikladne uzorke iz
obrade.
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Neuspijeli rad

Neuspjeh
analize
pojedinacnog
uzorka pri
kontroli
kvalitete

Neuspjela
kvantifikacija
pri kontroli
kvalitete

Mogucdi rezultat

Neuspjelo
sekvenciranje
pri kontroli
kvalitete

Mali broj FF-a ili
mali broj mjesta
koja nisu
izuzeta (NES,
Non-Excluded
Sites)

Neuspjela
kvantifikacijska
obrada. Medijan
serije ispod
minimuma
Neuspjela

kvantifikacijska
obrada

Tumacenje

Mogudi su uzroci

sliededi:

» Nedovoljno
genetskog
materijala

o Pogresan
prijenos
tijekom
rukovanja
uzorkom

* Neispravnost
reagensa za
sekvenciranje

Nije generirano
dovoljno
podataka za
precizno
izvjesce.

Nedostatan
prinos postupka.

Neuspjela
standardna
krivulja.

Preporucena radnja

Provjerite oznake na uzorcima.
Provjerite je li na prethodnim
uzorcima na relativnom polozaju
na plocCici u€inak bio sli¢an.
Ponovno testirajte uzorak.

Ponovite testiranje na plazmi.

Ponovite kvantifikaciju. Ako
ponavljanje ne uspije, obratite
se sluzbi za tehni¢ku podrsku
tvrtke lllumina.

Ponovite kvantifikaciju. Ako
ponavljanje ne uspije, obratite
se sluzbi za tehnic¢ku podrsku
tvrtke lllumina.

Komentari

Upuduje na nedovoljan uzorak ili pogresan
prijenos na platformi ML STAR. Uzrok
tome da nema dovoljno genetskog
materijala moze biti nedostatak DNK-a
bez stanica u plazmi ili pak DNK sa
stanicama uzrokuje pretjerano
razrjedivanje uzorka za sekvenciranje.

Neprolazni mjerni podaci standardne
krivulje upucuju na probleme s pripremom
biblioteke (tj. na upotrebu etanola koji nije
bioloSkog razreda) ili na probleme s
postupkom kvantifikacije.
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Neuspijeli rad

Neuspjelo
stvaranje
skupova

Moguci rezultat Tumacenje Preporucena radnja
Stvaranja Analiza stvaranja  Ponovno procijenite ciljnu
skupova skupova ne moze koncentraciju skupa. Ponovno
uzoraka nije izraCunati pokrenite analizu stvaranja
uspjelo odgovarajuce skupova.

volumene

skupova.

Komentari

Otklanjanje poteskoca u radu s radnom stanicom VeriSeq NIPT Microlab

STAR

Korak
postupka

Stvaranje
serije

Stvaranje
serije

Sifra

DijaloSki okvir pogreske
pogreske j Rag

EMO0044 The Batch ID entered
contains forbidden
characters. (Uneseni ID serije
sadrzi zabranjene znakove.)

EMO0051 The Batch ID is greater than
36 characters in length. (ID
serije dulji je od 36 znakova.)

Opis

VeriSeq NIPT Solution v2 u
svim poljima s podacima
prihvac¢a samo brojeve,
slova, podvlake i spojnice.

VeriSeq NIPT Solution v2
ograniava duljinu naziva
serija na maksimalno 36
zZnakova.

Korisnicko rjeSenje

Preimenujte seriju i dodijelite joj naziv koji
ne sadrzi posebne znakove.

Preimenujte seriju i dodijelite joj naziv koji
je kradi od 36 znakova.
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S/ PO E9

Korak
postupka

Stvaranje
serije

Stvaranje
serije

Stvaranje
serije

Izoliranje
plazme

Sifra
pogreske
EMO0076

EMO0118

Nije
primjenjivo

WP0087

Dijaloski okvir pogreske

Unable to connect to VeriSeq
Onsite Server v2 (Nije
moguce povezivanje s
posluziteljem VeriSeq Onsite
Server v2)

This batch has been failed
and cannot be further
processed. (Ta je serija
oznacena da nije valjanaine
mozZe se dalje obradivati.)

This batch has already
completed processing. Would
you like to repool? (Obrada te
serije veé je dovréena. Zelite i
ponovno stvoriti skup?)

Duplicate sample barcodes
loaded. (Umetnuti su uzorci s
dupliciranim barkodom.)

Opis

VeriSeq Onsite Server v2
ne odgovara na zahtjeve
za podacima softvera
Workflow Manager.

Za navedenu je seriju ved
utvrdeno da nije valjana te
se ne moze dalje
obradivati.

Navedena serija obradena
je putem stvaranja
skupova. Dopusteno je
samo ponovno stvaranje
skupa.

U sustav su stavljeni uzorci
s identi¢nim barkodom.

Korisnicko rjeSenje

1. Provjerite je li ML STAR povezan s
mrezom.

2. Provjerite je li VeriSeq Onsite Server v2
ukljucen.

3. Provjerite moze li se ML STAR povezati
s posluZziteljem VeriSeq Onsite Server v2
(slanjem zahtjeva za odziv).

4. Ako se prethodno navedenim koracima
ne rijeSi problem, obratite se tehnickoj
podrsci tvrtke lllumina.

U zapisu o seriji na posluzitelju VeriSeq
Onsite Server v2 zabiljezeno je da
odabrana serija nije valjana. Daljnja obrada
nije dopustena. Stvorite drugu seriju s
uzorcima koje je potrebno obraditi.

Skup ponovno stvorite na sljedeci nacin.

e Odaberite Re-Pool (Ponovno stvori
skup).

» Obustavite metodu i prije ponovnog
stvaranja skupa provjerite je li naziv
serije to¢an.

1. Pratite upite alata Workflow Manager da
biste prepoznali duplicirane uzorke.

2. Uklonite duplikate te na njima
promijenite naljepnice ili ih zamijenite.

3. Ponovno umetnite uzorke.
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S/ PO ¥9

Korak
postupka

Izoliranje
plazme

Umetanje
plocica

Izdvajanje
cfDNK-a

Sifra
pogreske
EP0102

Nije
primjenjivo

WEO0150

Dijaloski okvir pogreske

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded. (Nisu umetnuti uzorci
navedeni na listu uzoraka.)

Venus Barcode Mask Error
(Pogreska maske Venus za
barkodove)

Pressure in the vacuum
chamber is too low. (Tlak u
vakuumskoj komori je
prenizak.)

Opis

Uzorci navedeni na listu
uzoraka nisu medu
umetnutim barkodovima.

Workflow Manager putem
maski Venus za barkodove
to€no povezuje ploCice sa
serijom.

Workflow Manager nec¢e
nastaviti s radom ako je
vrijednost tlaka vakuumske
cijevi u mirovanju < 400
Torr.

Korisnicko rjeSenje

1. Pratite upite softvera Workflow Manager

da biste prepoznali koji uzorci nedostaju.

2. U¢inite jedno od sljedeceg.

» U seriju dodajte uzorke koji nedostaju i
ponovno umetnite uzorke.

e Obustavite metodu i unesite potrebne
izmjene na list uzoraka. Ponovno
pokrenite metodu.

1. Provjerite kako je smjeStena ploCicai
potvrdite da je pravilno rasporedena.

2. Provjerite je liumetnuta odgovarajuc¢a
plocica za navedenu seriju.

1. Provijerite je li vakuumska cijev
presavijena te ima li drugih prepreka u njoj.
2. Otvorite stezaljke za otpustanje cijevi za
otpad, pri¢ekajte da padne tlak, a potom
posve zatvorite stezaljke za otpusStanje na
cijevi.

3. Provjerite jesu li vakuumski kontroler i
pumpa ukljuceni.

4. Provjerite vakuumsku bocu za otpad.
Ako je boca za otpad viSe od napola puna,
ispraznite je.

5. Ako time ne uklonite problem, obratite
se sluzbi za tehni¢ku podrsku tvrtke
lllumina.
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G/ PO S9

Korak Sifra
postupka pogreske

Izdvajanje  WEO0153
cfDNK-a

Dijaloski okvir pogreske

Pressure in the vacuum
chamber is too high. (Tlak u
vakuumskoj komori je
previsok.)

Opis

Ako je tlak vakuuma
izmjeren prije pokretanja
kontrole tlaka previsok,
moguce je da dolazi do
kvara sustava.

Korisnicko rjeSenje

Na poledini kontrolera provjerite jesu li svi
vakuumski spojevi i cijevi uévrséeni.
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G/ PO 99

Korak Sifra
postupka pogreske

Izdvajanje  WEQ0996
cfDNK-a

Dijaloski okvir pogreske

Vacuum failed to seal.
(Vakuumska brtva ne
funkcionira.)

Opis

Prije nastavka potrebno je
otkloniti problem s brtvom.

Korisnicko rjeSenje

Provijerite je li otklonjen problem s brtvom
pa odaberite OK (U redu).

1. Provijerite je li ploCica za povezivanje u
ravnini s vakuumskom granom. Rukom u
rukavici na silu pritisnite ploCicu za
povezivanje prema dolje.

2. Osluhnite Cuje li se Sum vakuuma te
provjerite vidi li se tok vode kroz plo€icu
Za povezivanje.

3. U alatu Workflow Manager otvorite
prikaz prac¢enja. Kad ocitanje stvarnog
tlaka dosegne barem 50 jedinica tlaka
manje od ocitanja tlaka okoline, odaberite
OK (U redu) da biste nastavili s
izdvajanjem cfDNK-a.

4. Ako se u zadanom razdoblju ne
dosegne potrebno ocitanje tlaka,
odaberite OK (U redu) da biste nastavili s
prvim umetanjem lizata.

5. Pauzirajte metodu nakon Sto se lizat
dozira na ploCicu za povezivanje. Ponovno
namjestite i silom pritisnite plocicu za
povezivanje prema dolje.

6. Ako lizat ne protjecCe kroz plocicu,
obratite se tehnic¢koj podrsci tvrtke
lllumina.
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Korak
postupka

Izdvajanje
cfDNK-a

Izdvajanje
cfDNK-a

Izdvajanje
cfDNK-a

Sifra
pogreske
WMO0219

EE0477

EE0519

Dijaloski okvir pogreske

If Vacuum is on, manually rest
the pump. (Ako je vakuum
uklju€en, ru¢no stavite pumpu
u mirovanje.)

An error has occurred while
moving a plate.

(iISWAP error) (Pojavila se
pogreska prilikom
premjestanja plocice.
(ISWAP pogreska))

Scanned barcode does not
match Binding Plate barcode
on record. (Ocitani barkod ne
podudara se s barkodom
ploCice za povezivanje koji je
u zapisu.)

Opis

Vakuum moze ostati
uklju¢en nakon obustave

metode tijekom izdvajanja.

Ako se pojavi iISWAP
pogreska (pad plocice,
neuspjelo podizanje i
sli¢no), sustav ¢e od vas
zatraziti da ru¢no dovrsite
premjestanje plocice.

Umetnuta plocica za
povezivanje ne podudara
se s barkodom uklonjene
plocice.

Korisnicko rjeSenje

1. Na vakuumskom kontroleru pritisnite
gumb za Power (napajanje) da biste
iskljucili vakuum.

2. Pri¢ekajte 10 sekundi, a zatim ponovno
pritisnite gumb za Power (napajanje) da
biste ukljudili vakuum.

Provjerite moze li se plogica ponovno

upotrijebiti (nema prolivenog materijala).

» Ako se ploc¢ica ne moze ponovno
upotrijebiti, prekinite obradu.

» Ako se plo¢ica moze ponovno
upotrijebiti, slijedite prikazane upute da
biste ru¢no dovrsili prijenos plocice.

Pripazite da se ploCica koja se umece
podudara s barkodom koji je u zapisu
(o€ekivani barkod provjerite u zapisniku
pracenja).
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G/ PO 89

Korak
postupka

API

Sifra
pogreske
EA0372

EAO0774

EA0780

Dijaloski okvir pogreske

Unable to connect to the data
server. (Povezivanje s
posluziteljem podataka nije
moguce.)

Connection Error.

The API server connection
failed to validate. (Pogreska u
povezivanju. Nije uspjela
provjera valjanosti veze s API
posluziteljem.)

403: Invalid Request

The current transaction is not
valid. (403: zahtjev nije valjan
—trenutacna transakcija nije
valjana.)

Opis

VeriSeq Onsite Server v2
ne odgovara na zahtjeve
za podacima programa
Workflow Manager.

VeriSeq Onsite Server v2
prestao je odgovarati na
zahtjeve za podacima
komponente Workflow
Manager.

Poslani podaci krse logiku
tijeka rada sustava.

Korisnicko rjeSenje

1. Provjerite je li ML STAR povezan s
mrezom.

2. Provjerite je li VeriSeq Onsite Server v2
ukljucen.

3. Provjerite moze li se ML STAR povezati
s posluZziteljem VeriSeq Onsite Server v2
(posSaljite zahtjev za odziv).

Provjerite sljedede:

1. Provjerite je li ML STAR povezan s
mrezom.

2. Provjerite moze li se ML STAR povezati
s posluziteljem VeriSeq Onsite Server v2
(poSaljite zahtjev za odziv).

3. Provijerite je li VeriSeq Onsite Server v2
uklju€en.

Da biste saznali viSe, pogledajte
pojedinosti o pogresci. Medu Cestim su
uzrocima predugi ulazni podaci ili
upotreba znakova koji nisu na popisu
prihvatljivih znakova.
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Povijest revizija

Dokument Datum
Broj dokumenta Travanj
1000000078751 v09 2024.
Broj dokumenta Kolovoz
1000000078751 v08 2022.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.

Opis promjene

Uklonjeno

Zastarjeli broj dijela 20030577.
Maksimalni kapacitet epruveta centrifuge za epruvete za
prikupljanje krvi.

Dodano

Novi broj dijela 20101927 za VeriSeq Onsite Server v2.

Jedinica dimenzije za epruvete za prikupljanje krvi od 10 ml.
Pojasnjenje kompatibilnih verzija softvera SoftMax Pro.
Napomena kojom se pojasSnjava da se smije upotrebljavati samo
kompatibilno plasti¢no posude radi moguénosti izmjene na
uredaju VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Napomena s upozorenjem o mijeSanju/kontaminaciji uzoraka u
odjeljku o tumadenju rezultata.

Izjava o oprezu da se ne zamrzava uzorak pune krvi prikupljen u
Streck Cell-Free DNA BCT.

Izjava o oprezu da se izbjegava izlaganje uzorka poviSenim
temperaturama.

Pojasnjenje u vezi s ograni¢enjima analize i uvjetima
obnovljivosti.

Pojasnjenje grani¢ne vrijednosti za CNV LLR na slici 2 u odjeljku
Granica prepoznavanja.

Azurirano

Referenca na kompatibilnu posudu za reagens promijenjena iz
Roche Reagent Tub u lllumina Reagent Tub i dodan je novi broj
dijela.

KataloSki broj za Thermo Fisher Multifuge X4 Pro-MD
promijenjen u 75016034.

Izjava o oprezu da razli€iti volumeni jaZzica mogu uzrokovati
neuspjeSnu automatiziranu kontrolu kvalitete uzoraka.
Referenca na upute za upotrebu instrumenta.

Azuriranje broja dijela tijeka rada
Uklonjene upute za mijeSanje pipetiranjem ako je plocica s
bibliotekama bila zamrznuta.
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Dokument Datum
Broj dokumenta Svibanj
1000000078751 v07 2022.
Broj dokumenta Kolovoz
1000000078751 vO6 2021.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.

Opis promjene

Podijeljena ograni¢enja postupka na IzvjeS¢ivanje o testu VeriSeq

NIPT Solution v2 i dodane prve dvije graficke oznake. Preostali

tekst pod novim podnaslovom: Ograni¢enja analize.

Uklonjeno

» VeriSeq iz svih oznaka reagensa.

» Nalijepite barkod plocice na VeriSeq NIPT Adapter Plate u
pripremi biblioteka.

Dodano

» Rije¢ ,potvrdena” za vodu bez DNaze/RNaze.

» Jedan od sljedecih ¢itac¢a mikroplogica ili ekvivalentan te
SpectraMax M2, M3, M4, M5 i napomena.

o U odjeljak VeriSeq NIPT Microlab STAR radi objasnjenja Sto
uciniti tijekom otklanjanja pogreske.

» Napomena da se vizualno pregledaju jazice.

o Upute za serije s 24 i 48 uzoraka u svim odjeljcima o protokolu.

» Upute kada upotrebljavati ljubi¢asti ili ekvivalentni prilagodnik.

« Rijeciu odjeljku o demografiji i karakteristikama trudnoce da
obuhvate rezultate za prvo tromjesecje trudnode.

» Grafi¢ka oznaka u specifikacije plocice s dubokim jazicama da
se obuhvati otpornost na torziju.

Azurirano

« Rijedi o jedinstvenim nazivima serija radi pojasnjenja uz primjer.

o Simboli i oblikovanje za napomene, oprez i upozorenja.

o Rezultati podredenih grafi¢kih oznaka za test.

» Gvanidin tiocijanat u gvanidin-hidroklorid.

e CVS uBVS (osnovni vakuumski sustav)

» Tekst o upotrebi probira na razini genoma i rezultatu LLR-a.

» Specifikacije: Specifikacije posude za reagens, ploCica s
dubokim jazicama, ploCica s 384 jazice, plogica s 96 jazica

Azurirana adresa ovlaStenog predstavnika za EU.
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Dokument Datum
Broj dokumenta Prosinac
1000000078751 v05 2020.
Broj dokumenta Listopad
1000000078751 v04 2020.
Broj dokumenta Rujan
1000000078751 v03 2020.
Broj dokumenta VeljacCa
1000000078751 v02 2020.

Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.

Opis promjene

Azurirani odjeljci Nacela postupka, Upozorenja i mjere opreza te
Oznaka proizvoda dodatnim objasnjenjima radi zadovoljenja
regulatornih zahtjeva.

Manja azuriranja sadrzaja u protokolu radi podudaranja s
trenutaCnim stilom i organizacijom tvrtke lllumina.

Ispravljen opis kromosoma 21 iz "drugog po redu najmanjeg
ljudskog autosoma" u "najmanjeg ljudskog autosoma" u odjeljku
Preciznost koji se odnosi na analiticka radna svojstva.

Dodane izjave o oprezu koje se ti¢u nepravilne upotrebe
rezervoara i rizika od amalgamacije uzoraka u odjeljcima Priprema
izolata plazme i Tumacenje rezultata.

Dodani novi brojevi posluziteljskih i softverskih dijelova za izdanje
novog modela posluzitelja i azuriranja brojeva softverskih dijelova.
Dodane mjere opreza u informacije o protokolima i otklanjanju
poteskoda radi bavljenja prelijevanjem uzoraka i njegovim
sprjeCavanjem.

AZurirani aktivni sastojci u odjeljku Standard kvantifikacije DNK-a
u kutiji dodatne opreme reagensa radi uskladenost sa sigurnosno-
tehnic¢kim listom.

Azurirane konvencije imenovanja modula Local Run Manager
VeriSeq NIPT radi uskladenosti s ostalom dokumentacijom.
Dodana povijest revizija.

Manje ispravke.

Azuriran popis materijala tako da sadrzi specifikacije
laboratorijskog posuda zajedno s poznatim kompatibilnim
opcijama.

Azurirano predstavljanje informacija o klini¢kim radnim svojstvima
kako bi se bolje objasnile razlike izmedu osnovnih probira i probira
na razini genoma.

Dodan novi odjeljak Razlike u djelovanju osnovnih probira i probira
na razini genoma.

Uklonjene kontradiktorne informacije o neobaveznosti dodatnog
izvjeSc€a iz odjeljka Nacela postupka.

Azurirana konvencija imenovanja softvera VeriSeq NIPT Workflow
Manager v2 u cijelom dokumentu radi stilske dosljednosti.
Azurirane adrese lllumine Australija i Nizozemska kako bi
odrazavale nedavne promjene.
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Dokument Datum Opis promjene
Broj dokumenta Kolovoz Uklonjen duplicirani korak u uputama za izdvajanje cfDNK-a koji je
1000000078751 v01 2019. uzrokovala pogreska softvera za graficki prijelom.
Broj dokumenta Svibanj Poletno izdanje.
1000000078751 v0O 2019.
Broj dokumenta 1000000078751 v09 HRV 74 od 75
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Patenti i zigovi

Ovaj dokument i njegov sadrZaj vlasnistvo su tvrtke lllumina, Inc. i njezinih povezanih drustava (,lllumina”) te su namijenjeni iskljucivo za
ugovornu upotrebu klijentima u vezi s proizvodima opisanima u njemu. Dokument i njegov sadrZaj ne smiju se upotrebljavati ni distribuirati ni
u koju drugu svrhu niti se smiju na neki drugi nacin prenositi, otkrivati ili reproducirati bez prethodnog pisanog odobrenja tvrtke lllumina.
lllumina ovim dokumentom ne prenosi nikakve licence zasti¢ene svojim pravom na patent, Zig, autorskim pravom ili obi¢ajnim pravom ni
sli¢na prava bilo koje trece strane.

Kvalificirano i odgovarajuc¢e obu¢eno osoblje mora se strogo i bez iznimki pridrzavati uputa u ovom dokumentu da bi se zajamcila pravilna i
sigurna upotreba proizvoda opisanih u njemu. Prije upotrebe proizvoda nuzno je s razumijevanjem procitati cjelokupan sadrzaj dokumenta.

AKO UPUTE U DOKUMENTU NE PROCITATE U CIJELOSTI TE IH SE NE PRIDRZAVATE BEZ IZNIMKI, MOZE DOCI DO OSTECENJA
PROIZVODA, OZLJEDA KORISNIKA ILI DRUGIH OSOBA | DO OSTECENJA DRUGE IMOVINE TE SE TIME PONISTAVAJU SVA JAMSTVA ZA
PROIZVODE.

ILLUMINA NE PREUZIMA ODGOVORNOST ZA STETE NASTALE USLIJED NEPRAVILNE UPOTREBE PROIZVODA KOJI SU OPISANI U OVOM
DOKUMENTU (UKLJUCUJUCI DIJELOVE TIH PROIZVODA | SOFTVER).

© 2023. lllumina, Inc. Sva prava pridrzana.

Svi su zigovi vlasni$tvo tvrtke lllumina, Inc. ili svojih vlasnika. Konkretne informacije o zigovima potrazite na adresi
www.illumina.com/company/legal.html.

Podaci za kontakt

ul C€

lllumina, Inc. 2797

5200 lllumina Way IVD Australski sponzor

San Diego, California 92122 SAD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (izvan Sjeverne Amerike) T —— Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com Steenoven 19 Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com % i‘?fg:;ﬁ;:dhwe" Australija

Oznaka proizvoda
Sveobuhvatno objasnjenje simbola koji se nalaze na pakiranju proizvoda i naljepnicama potrazite u legendi
simbola na web-mjestu support.illumina.com na kartici Documentation (Dokumentacija) za svoj komplet.

SaZetak o sigurnosti i u€inkovitosti (SSP, Summary of Safety and Performance) nalazi se na web-mjestu
https://ec.europa.eu/tools/eudamed nakon pokretanja Europske baze podataka o medicinskim proizvodima
(Eudamed). Povezan je s osnovnim UDI-DI-jem (0081627002NIPTRP).

Broj dokumenta 1000000078751 vO9 HRV 750d75
ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU.
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