VeriSeq NIPT Solution v2 illumina

Uputstvo u pakovanju

ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.

Namena

VeriSeq™ NIPT Solution v2 je in vitro dijagnosticki test koji se koristi kao skrining test za otkrivanje genetskih
anomalija kod fetusa na nivou celog genoma iz uzoraka periferne pune krvi zena koje su trudne najmanje

10 nedelja. VeriSeq NIPT Solution v2 koristi sekvenciranje celog genoma za otkrivanje delimi¢nih duplikacija i
delecija za sve autozome, kao i statusa aneuploidije za sve hromozome. Test nudi opciju zahteva za
izveStavanje o aneuploidiji polnih hromozoma (SCA). Ovaj proizvod se ne sme koristiti kao jedina osnova za
dijagnostiku ili druge odluke za vodenje trudnoce.

VeriSeq NIPT Solution v2 obuhvata: VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 za VeriSeq NIPT Microlab STAR,
VeriSeq NIPT komplet za pripremu uzoraka i VeriSeq Onsite Server v2 sa softverom VeriSeq NIPT Assay

Software v2. VeriSeq NIPT Solution v2 namenjen je za upotrebu sa instrumentom za sekvenciranje nove

generacije.

Rezime i objasnjenje analize

Fetalne hromozomske abnormalnosti, narocito aneuploidija koja predstavlja abnormalan broj hromozoma, Cest
su razlog reproduktivnog neuspeha, urodenih anomalija, zaostajanja u razvoju i mentalnih poteskoca.
Aneuploidija se javlja kod otprilike 1 od 300 zZivorodenih, uz mnogo vecéu u¢estalost u vezi sa spontanim
pobadajima i mrtvorodenjem."? Donedavno su postojale dve vrste prenatalnih testova za ove poremecaje:
dijagnosticko testiranje ili skrining. DijagnostiCko testiranje obuhvata invazivne postupke kao $to su
amniocenteza ili biopsija horionskih resica. Ove metode testiranja se smatraju zlatnim standardom za otkrivanje
fetalne aneuploidije. Medutim, oni su povezani sa rizikom od gubitka trudnoce u rasponu izmedu 0,11% i 0,22%.%
Konvencionalni skrining testovi sa vec¢im brojem markera ne nose opasnost od gubitka trudnoce jer su
neinvazivni, ali su manje pouzdani od dijagnostickih testova. Njihova uspesnost otkrivanja za trizomiju 21 varira
u rasponu od 69% do 96% u zavisnosti od tipa skrininga, starosti majke i gestacijske starosti u trenutku
testiranja.* Jo$ vaznija je &injenica da imaju oko 5% lazno pozitivnih otkrivanja, $to moze dovesti do invazivnog
dijagnosti¢kog testiranja radi potvrde i time do rizika od gubitka trudnodée uzrokovanog postupkom.*
Ultrazvucnim pregledima se takode mogu otkriti anomalije hromozoma, ali uz jo$ manju pouzdanost nego
prethodno navedene metode.

Fetalna aneuploidija za hromozome 21, 18, 13, X i Y moze se sa visokim nivoom ta¢nosti otkriti neinvazivnim
prenatalnim testiranjem (noninvasive prenatal testing, NIPT) pomocu sekvenciranja celog genoma DNK bez
¢elija (cfDNK) dobijene iz plazme majke u gestacijskom dobu od 10 nedelja ili kasnije. Nedavna metaanaliza viSe
klini¢kih ispitivanja pokazala je da ponderisane stope otkrivanja na skupovima i specifi€nosti za trizomiju 21i
trizomiju 18 kod jednoplodnih trudnoca imaju sledece vrednosti: trizomija 21 99,7% i 99,96%, trizomija 18 97,9%
i99,96%.°> Jedno ispitivanje je pokazalo da kori$éenje NIPT-a kao primarnog skrininga za sve trudno¢e moze
dovesti do 89% manije invazivnih postupaka radi potvrde.®
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Imajudi u vidu znatno smanjenje lazno pozitivnih rezultata NIPT-a u poredenju sa uobi€ajenim skriningom sa
veéim brojem markera, brojne profesionalne medicinske organizacije izdale su saopsStenja kojima podrzavaju
nekoliko indikacija za upotrebu NIPT-a.

Konkretno, Medunarodno udruzenje za prenatalnu dijagnostiku (International Society for Prenatal Diagnosis),
AmeriCki koledz aku$era i ginekologa (American College of Obstetricians and Gynecologists, ACOG)/Udruzenje
za medicinu majke i fetusa (Society for Maternal Fetal Medicine, SMFM), Americki koledz medicinske genetike i
genomike (American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) i Evropsko udruzenje humane genetike
(European Society of Human Genetics)/Ameri¢ko udruzenje humane genetike (American Society of Human
Genetics) podrzavaju NIPT za sve trudnice.”® Preporuduju se savetovanje pre testiranja, informisani pristanak
i dijagnosti¢ko testiranje radi potvrdivanja pozitivnih rezultata skrininga cfDNK.*

VeriSeq NIPT Solution v2 je neinvazivni in vitro dijagnosticki (IVD) test koji koristi sekvenciranje fragmenata
cfDNK na nivou celog genoma, dobijenih iz uzoraka majcine periferne pune krvi kod trudnica gestacijske
starosti najmanje 10 nedelja. Test nudi dve opcije za tip skrininga: osnovni skrining i skrining celog genoma.
Osnovni skrining pruza informacije o statusu aneuploidije samo za hromozome 21, 18, 13, X i Y. Skrining celog
genoma otkriva delimi¢ne delecije i duplikacije svih autozoma i status aneuploidije za sve hromozome. Oba tipa
skrininga sadrze opciju izveStavanja o aneuploidiji polnih hromozoma (sex chromosome aneuploidy, SCA) sa
otkrivanjem pola fetusa ili bez njega. Opcija izveStavanja za SCA moze se iskljuciti. Ako je opcija izveStavanja za
SCA isklju¢ena, ne otkriva se ni pol fetusa. Vise informacija o opcijama izveStavanja o polu potrazite u Vodicu za
softver VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).

Nacela postupka

VeriSeq NIPT Solution v2 je automatizovano reSenje za NIPT testiranje u laboratoriji koje se sastoji od
automatske pripreme uzoraka i analize podataka dobijenih sekvenciranjem. Komplet za pripremu uzoraka
VeriSeq NIPT Sample Prep Kits specijalizovan je reagens za jednokratnu upotrebu koji se koristi sa platformom
VeriSeq NIPT Microlab STAR za pripremu serija od 24, 48 ili 96 uzoraka za sekvenciranje nove generacije.
Specijalizovani softver VeriSeq NIPT Assay Software v2 analizira podatke o celom genomu sa uparenim
krajevima koji su dobijeni sekvenciranjem, pa se generiSe izvestaj koji daje kvalitativne rezultate.

Tok rada se sastoji od sledecih postupaka: prikupljanja uzoraka, izolovanja plazme, ekstrahovanja cfDNK,

pripreme biblioteka, kvantifikacije biblioteka, formiranja skupova biblioteka, sekvenciranja i analize, koji su ovde

detaljnije opisani:

* Prikupljanje uzoraka - 7-10 ml majCine periferne pune krvi prikuplja se u epruvetu Streck cell-free DNA
Blood Collection Tube (za DNK bez ¢elija) koja sprec¢ava liziranje ¢elija i genomsku kontaminaciju i stabilizuje
punu Kkrv.

* lzolovanje plazme - u roku od 5 dana od uzimanja krvi, plazma se izoluje iz majcine periferne pune krvi
pomocu standardnih tehnika centrifugiranja. VeriSeq NIPT Microlab STAR uvladiiispusta plazmu na ploc&icu
sa 96 dubokih otvora radi dalje obrade. U slu¢aju potrebe za ponovnim testiranjem, uzorke je posle obrade
moguce ponovo zatvoriti i skladistiti na 4 °C dodatnih 5 dana (ukupno najviSe 10 dana nakon uzimanja krvi).
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A OPREZ

Premasivanje gorepomenutog vremena skladiStenja moze negativno uticati na stopu neuspelih
analiza pojedinacnih uzoraka.

* Ekstrahovanje cfDNK - precis¢avanje cfDNK od plazme postize se adsorpcijom na plocici za vezivanje,
pranjem plocice za vezivanje radi uklanjanja kontaminanata i ispiranjem.

* Priprema biblioteke - precis¢eni fragmenti cfDNK prolaze kroz postupak popravka krajeva kako bise 5'i 3’
prepusti pretvorili u ,tupe” krajeve. Zatim se 3’ krajevima dodaje dezoksiadenozin nukleotid radi stvaranja
prepusta od jedne baze. Indeksirani adapteri koji sadrze dezoksitimidin 3’ prepust od jedne baze zatim se
ligacijom dodaju na obradene fragmente cfDNK. DNK ligaza se precis¢ava pomodu reverznih imobilizacionih
zrnaca u ¢vrstoj fazi. Svaki uzorak u skupu od 24, 48 ili 96 uzoraka dobija jedinstveni indeksirani adapter.
Adapteriimaju 2 svrhe:

/N OPREZ

Budite izuzetno oprezni da izbegnete unakrsnu kontaminaciju indeksa, §to moZze dovesti do
pogresnih rezultata.

— Indeksi omogudavaju identifikovanje uzoraka prilikom daljeg sekvenciranja.
— Adapteriindeksa sadrze sekvence koje omogucavaju fiksiranje biblioteke na tvrdoj povrsini éelije toka
za sekvenciranje radi generisanja klastera i daljeg sekvenciranja.
* Kvantifikacija — proizvod biblioteke se kvantifikuje pomocu fluorescentne boje u koncentraciji odredenoj
poredenjem sa standardnom krivom za DNK.

* Formiranje skupova biblioteka i sekvenciranje — biblioteke uzorka se sastavljaju u skupove od 24 ili 48
uzoraka u prilagodenim koli¢inama kako bi se varijacije u pokrivenosti svele na minimum. Svaki skup se
zatim sekvencira pomocu sistema za sekvenciranje nove generacije.

* VeriSeq NIPT Solution v2 ne obuhvata opremu ni potroSni materijal za sekvenciranje.

* Analiza - analizu za svaki uzorak €ini sledece:
— ldentifikacija fragmenata biblioteke prema sekvenci indeksa i poravnanje ocitavanja uparenih krajeva u
odnosu na referentni humani genom.
— Procena fetalne frakcije biblioteke kombinovanjem informacija iz raspodela duzina i genomskih
koordinata fragmenata biblioteke.

— Nakon uzimanja u obzir poznatih otklona, statisticki model otkriva regione genoma koji su malo ili mnogo
zastupljeni u biblioteci, na nacin koji je dosledan sa anomalijom na procenjenom nivou fetalne frakcije.

— NIPT izvestaj pruza rezime rezultata za izabrani meni za testiranje, pri Cemu se uz procenu fetalne
frakcije za uzorke koji su prosli kontrolu kvaliteta navodi ,ANOMALY DETECTED" (Anomalija otkrivena) ili
.NO ANOMALY DETECTED" (Anomalija nije otkrivena).

Dodatniizvestaj pruza kvantitativhe pokazatelje koji karakteriSu svaku otkrivenu anomaliju.
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Ogranicenja postupka

Ogranicenja testa

* Dokazi o osetljivostii specificnosti testa odnose se na jednoplodne i blizanac¢ke trudnoce. Ova uputstva za
upotrebu ne sadrze podatke o osetljivosti ili specifi€nosti za troplodne i druge viseplodne trudnoce.

* VeriSeq NIPT Solution v2 nije namenjen za otkrivanje poliploidija, na primer triploidije.

* VeriSeqg NIPT Solution v2 nije namenjen za otkrivanje uravnotezenih preraspodela hromozoma.

* Zaovuanalizu su potrebni uzorci majcine periferne pune krvi trudnica gestacijske starosti najmanje
10 nedelja.

* Kod osnovnog skrininga, test VeriSeq NIPT Solution v2 trazi specificne abnormalnosti hromozoma. Rezultati
koji glase ,NO ANOMALY DETECTED" (Anomalija nije otkrivena) ne otklanjaju mogué¢nost hromozomskih
abnormalnosti testiranih hromozoma. Negativan rezultat ne otklanja moguénost da u trudnodi postoje druge
hromozomske abnormalnosti, genetske bolesti ili urodene anomalije (npr. defekt neuralne tube).

* Kod skrininga celog genoma, delecije i duplikacije znacajne veli€ine koje ine manje od 75% veliCine
hromozoma mogu biti indikacija za aneuploidiju celog hromozoma.

* Kod skrininga celog genoma, odredeni regioni su izuzeti iz analize. Spisak takvih regiona na ,crnoj listi“
dostupan je na veb-sajtu sluzbe za podrsku kompanije lllumina. Otkrivanje genomskih anomalija obavlja se
samo na regionima Kkoji nisu izuzeti.

* |zvesStavanje o polu fetusa nije dostupno u svim regionima zbog lokalnih odredbi koje reguliSu pitanje
odredivanja pola.

* Naosnovu dokaza iz literature, rezultati skrininga zasnovani na DNK bez ¢elija mogu biti pomesani
odredenim faktorima majke i fetusa. lzmedu ostalih, neki od njih su navedeni u nastavku:

— nedavna transfuzija krvi data majci

— prethodna transplantacija organa majke / transplantacija mati¢nih celija
— autoimuna bolest majke

— neoplazme majke (benigne i maligne)

— mozaicizam kod majke

— varijacije broja kopija majke

— fetoplacentarni mozaicizam / ograniceni placentni mozaicizam

— smrt fetusa / nestanak blizanca
VeriSeq NIPT Solution v2: izvestaiji

* VeriSeq NIPT Solution v2 je skrining test i ne sme se posmatrati izolovano od drugih klini¢kih saznanja i
rezultata testiranja. Zakljuéci o stanju fetusa i odluke o vodenju trudnodée ne smeju se zasnivati samo na
rezultatima NIPT skrininga.”
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* VeriSeq NIPT Solution v2 izvestava o slede¢em:
— Osnovni skrining testira povecan broj hromozoma 13,18 i 21.

— Skrining celog genoma testira malu ili veliku zastupljenost svih autozoma, uklju¢ujuci delimi¢ne delecije i
duplikacije veli¢ine najmanje 7 Mb.

— Kada se kod jednoplodnih trudnoca izabere ,Yes" (Da) ili SCA kao opcija izveStavanja o polu, mogu se
prepoznati slede¢e anomalije polnih hromozoma: XO, XXX, XXY i XYY.

— Kada se kod jednoplodnih trudnoca izabere ,Yes" (Da) kao opcija izveStavanja o polu, izveStava se o
polu fetusa.

—  Prisutnost hromozoma Y u blizanackim trudno¢ama.

Komponente proizvoda

VeriSeq NIPT Solution v2 sastoji se od slededih kompleta za pripremu uzoraka:

* Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 uzorka) (br. dela 20025895)
* Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 uzorka) (br. dela 15066801)
* Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 uzorka) (br. dela 15066802)
VeriSeq NIPT Solution v2 sastoji se od slededih softverskih komponenti:

* Softver VeriSeq NIPT Assay Software v2 (br. dela 20047024), koji je unapred instaliran na sistemu VeriSeq
Onsite Server v2.
—  Server VeriSeq Onsite Server v2 (br. dela 20028403, 20047000, 20101927) ili postojeceg servera
VeriSeq Onsite Server (br. dela 15076164 ili 20016240) koji je nadograden na v2.
* VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, (br. dela 20044988), koji je unapred instaliran na sistemu VeriSeq NIPT
Microlab STAR.
— VeriSeq NIPT Microlab STAR (br. dela Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) & 95475-02 (230 V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288).

®* Modul Local Run Manager VeriSeq NIPT (br. dela 20044989)
Reagensi

PriloZeni reagensi

lllumina dostavlja sledede reagense: Komplete za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 uzorka)
(br. dela 20025895), VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 uzoraka) (br. dela 15066801) i VeriSeq NIPT Sample
Prep Kit (96 uzoraka) (br. dela 15066802). Kompleti VeriSeq NIPT Sample Prep Kit konfigurisani su za koriséenje
sa platformom VeriSeq NIPT Microlab STAR (ML STAR) (br. dela 95475-01, 95475-02 ili 806288), koju dostavlja
kompanija Hamilton.
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Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija za
ekstrahovanje

Tabela1 VeriSeq NIPT kutija za ekstrahovanje(24) i (48), br. dela 20025869 i 15066803

Naziv reagensa na
nalepnici

Lysis Buffer (pufer
za liziranje)

Wash Buffer |
(pufer za ispiranje)

Wash Buffer Il
(pufer za ispiranje)

Pufer za ispiranje

Pufer sa
proteinazom

Proteinaza K

Broj kontejnera u - -
Aktivni sastojci

kompletu

1 Gvanidin-hidrohlorid u puferovanom
vodenom rastvoru

1 Gvanidin-hidrohlorid i izopropil alkohol u
puferovanom vodenom rastvoru

1 Puferovani vodeni rastvor koji sadrzi soli

1 Puferovan vodeni rastvor

1 Glicerol u puferovanom vodenom rastvoru

3 Liofilizovana proteinaza K

Tabela 2 VeriSeq NIPT kutija za ekstrahovanje (96), br. dela 15066807

Naziv reagensa na
nalepnici

Lysis Buffer (pufer
za liziranje)

Wash Buffer |
(pufer za ispiranje)

Wash Buffer I
(pufer za ispiranje)

Pufer za ispiranje

Pufer sa
proteinazom

Proteinaza K

Broj kontejnera u . -
Aktivni sastojci

kompletu

1 Gvanidin-hidrohlorid u puferovanom
vodenom rastvoru

1 Gvanidin-hidrohlorid i izopropil alkohol u
puferovanom vodenom rastvoru

2 Puferovani vodeni rastvor koji sadrzi soli

1 Puferovan vodeni rastvor

1 Glicerol u puferovanom vodenom rastvoru

4 Liofilizovana proteinaza K
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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

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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illumina

Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija za pripremu

biblioteke

Tabela 3 VeriSeq NIPT kutija za pripremu biblioteke (24) i (48), br. dela # 20026030 i 15066809

Naziv reagensa na
nalepnici

SmesSa za popravku
kraja

Smesa za A-rep

Smesa za ligaciju

Pufer za
hibridizaciju
PloCica NIPT DNA
Adapter Plate

Broj kontejnera u
kompletu
1

1

1

1

Aktivni sastojci

DNK polimeraza i dNTP-ovi u
puferovanom vodenom rastvoru

DNK polimeraza i dATP u puferovanom
vodenom rastvoru

DNK ligaza u puferovanom vodenom
rastvoru

Puferovan vodeni rastvor

Oligonukleotidi u puferovanom vodenom
rastvoru

Tabela 4 VeriSeq NIPT kutija za pripremu biblioteke (96), br. dela 15066810

Naziv reagensa na
nalepnici

SmesSa za popravku
kraja

Smesa za A-rep

Smesa za ligaciju

Pufer za
hibridizaciju
PloCica NIPT DNA
Adapter Plate

Broj kontejnera u
kompletu

1
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Aktivni sastojci

DNK polimeraza i dNTP-ovi u
puferovanom vodenom rastvoru

DNK polimeraza i dATP u puferovanom
vodenom rastvoru

DNK ligaza u puferovanom vodenom
rastvoru

Puferovan vodeni rastvor

Oligonukleotidi u puferovanom vodenom
rastvoru

Skladistenje

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

Skladistenje

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C

-25°Cdo-15°C
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Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, kutija sa dodatnim
priborom

Tabela 5 VeriSeq NIPT kutija sa dodatnim priborom, br. dela 15066811

Naziv reagensa na Broj kontejnera u

. Aktivni sastojci Skladistenje
halepnici kompletu
Plocdica za 1 Propilenska mikroplocCica sa od2°Cdo8°C
vezivanje DNK modifikovanom silikonskom membranom
Pufer za ponovnu 1 Puferovan vodeni rastvor od2°Cdo8°C
suspenziju
Zrnca za 1 Paramagnetna zrnca u ¢vrstoj fazi u od2°Cdo8°C
preciSéavanje puferovanom vodenom rastvoru
uzorka
Reagens za 1 Interkaliraju¢a boja za DNK u DMSO-u od2°Cdo8°C
kvantifikaciju DNK
Standard 1 dsDNK standard, nespecifi¢na DNK i od2°Cdo8°C
kvantifikacije DNK natrijum-azid u puferovanom vodenom

rastvoru

Komplet za pripremu uzoraka VeriSeq NIPT Sample Prep Kit, epruvete i nalepnice
za tok rada

Tabela 6 Epruvete inalepnice za tok rada, br. dela 15071543

Naziv stavke na nalepnici Broj stavki u kompletu Skladistenje

Nalepnica (LBL) — bar-kod plocCice 9 0od15°Cdo 30°C
Nalepnica (LBL) — bar-kod plo¢ice sa dubokim otvorima 12 0d15°Cdo 30°C
Epruveta (TB) — prazna epruveta za formiranje skupa 5 od15°Cdo 30°C

Reagensi koji nisu prilozeni
Obavezni reagensi, nisu priloZeni

* Reagensiipotrosni materijal za sekvenciranje potrebni za sistem za sekvenciranje nove generacije (NGS)
* Sertifikovana voda bez DNaze/RNaze - stepen za molekularnu biologiju

* Etanol, 100% (Cistoée 200) — stepen za molekularnu biologiju

NAPOMENA Etanol koji nije namenjen za molekularnu biologiju moZze negativno da uti€e na obavljanje
analize.
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Opcionalni reagensi, nisu prilozeni

* Dulbecco fosfatni pufer rastvor (DPBS) za kontrolu bez predloSka (eng. no template controle - NTC)

Skladistenje i rukovanje

1. Sobnatemperatura se definiSe kao temperatura od 15 °C do 30 °C.

2. Svireagensi su namenjeni samo za jednokratnu upotrebu. Kada se reagensi pripreme za koriséenje, moraju
se odmah upotrebiti.

3. Ako su neko pakovanje ili sadrzaj komponenti sistema VeriSeq NIPT Solution o$tecéeni ili kompromitovani,
obratite se korisni¢koj podrSci kompanije lllumina.

4. Kad se skladiste kao §to je navedeno, reagensi su stabilni do datuma isteka roka trajanja navedenog na
oznakama na kompletima. Za uslove skladiStenja pogledajte kolonu Skladistenje u tabelama u odeljku
Reagensi. Ne koristite reagense kojima je istekao rok trajanja.

5. Promene fizi¢kog izgleda prilozenih reagensa mogu upucdivati na propadanje materijala. Ako dode do
primena u fizickom izgledu (npr. o€igledne promene boje reagensaiili vidljiva zamucenost uz kontaminaciju
mikrobima), nemojte koristiti reagense.

6. Pridrzavajte se slededih najboljih praksi kada rukujete zrncima za preciséavanje uzoraka:
* Nikada ne zamrzavaijte zrnca.
* Sacekajte da zrnca dostignu sobnu temperaturu pre upotrebe.
* Neposredno pre upotrebe vorteksujte zrnca dok ne budu dobro suspendovana i dok ne dostignu
homogenu boju.

7. Pufer za liziranje, puferi za ispiranje Wash Buffer |, Wash Buffer Il i Elution Buffer, kao i pufer sa proteinazom
mogu oformiti vidljiv talog ili kristale. Pre upotrebe ih energi¢no vorteksujte, a zatim vizualno proverite da li
ima taloga.

8. Nikada ne zamrzavajte punu krv nakon prikupljanja.

9. Sekvencirajte biblioteke Sto pre nakon formiranja skupova. Skupovi biblioteka su stabilni najvise sedam
dana na temperaturi od -25 °C do -15°C. Nije potrebna dodatna denaturacija ako su skladiSteni tokom tog
perioda i u navedenim uslovima.
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Oprema i materijali

illumina

Obavezna oprema i materijali koji nisu priloZeni

Obavezna oprema, nije prilozena

Oprema

Sistem za sekvenciranje nove generacije (NGS) sa
sledec¢im moguénostima:

sekvenciranje 2 x 36 bp sa uparenim-krajevima
kompatibilnost sa adapterima VeriSeq NIPT Sample Prep
Kit sa dvostrukim indeksom za pripremu uzoraka
automatsko generisanje BCL datoteka

dvokanalna hemija

400 miliona ocitavanja uparenih-krajeva po obradi
kompatibilnost sa softverom VeriSeq NIPT Assay
Software v2 ili sistemom za sekvenciranje NextSeq
550Dx.

Zamrzivac, od -25°Cdo -15°C

Mikrocentrifuga

Drzac za pipete

Frizider,od 2°C do 8°C

jednokanalne pipete od 20 pl

jednokanalne pipete od 200 p

jednokanalne pipete od 1000 pl

Vortex mesalica

Sklop centrifuge i rotora za epruvete za uzimanje krvi

Ekvivalent:

Br

Centrifuga sa hladenjem brzine do 1600 x g sa opcijom
bez ko&enja

Rotor sa oscilirajuéim posudama

Umetci za kantu minimalne dubine od 76 mm

Umetnite adaptere koji podrZzavaju epruvete za
prikupljanje krvi od 16 mm x 100 mm

. dokumenta 1000000078751 vO9 SRP

ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.

Dobavlja¢

Dobavljac instrumentai ili lllumina, broj

dela 20005715

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

Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Oprema

Preporuceno:

» Centrifuga iz serije Allegra X12R, 1600 g

o Allegra Centrifuge GH-3.8 Rotor sa posudama

» Poklopci za posude Allegra centrifuge, komplet od dva
komada

o Adapteri za Allegra centrifugu, 16 mm, komplet od Cetiri
komada

Sklop centrifuge i rotora za mikroplocice

Ekvivalent:

o Centrifuga ubrzanja do 5600 x g

Rotor sa oscilirajuéom plo¢om i nosacima ploce sa
96 otvora, minimalna dubina 76,5 mm.

ViSestruka centrifuga X4 Pro-MD 120 V TX-1000BT
Sorvall Legend XTR Centrifuge

HIGHPIlate 6000 Microplate Rotor za mikroplocice
» Rotor high plate 6000
Postolje za mikroplocice
e Preporuceno:
» MicroAmp 96-Well Support Base postolje sa
96 otvora
* 96-Well PCR Plate Carrier postolje sa 96 otvora

Jedan od slededih ¢itaca mikroplocCica ili ekvivalent,
(fluorometar) sa softverom SoftMax Pro v6.2.2-7.1.2:
» Gemini XPS
o SpectraMax M2, M3, M4 i M5.
o LjubiCasti umetak je neophodan uz &itac
mikroplocica za koriséenje u toku rada.

SpectraMax High-Speed USB, serijski adapter

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP
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illumina

Dobavlja¢

Beckman Coulter, br. artikla 392304
(120 Vili 230 V)

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

Beckman Coulter, broj artikla 359150

Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora

Thermo Fisher Scientific, br. 75016034
Thermo Fisher Scientific, kataloski

br. 75004521 (120 V) ili kataloski br. 75004520
(230V)

Thermo Fisher Scientific, kataloski br.
75003606

Thermo Scientific VWR, kataloski br.
97040-244

Thermo Fisher Scientific, kataloSki br. 4379590
Thermo Fisher Scientific, kataloski br.
AB-0563/1000

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

Molecular Devices, br. dela 9000-0938
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Oprema

Cikli¢ni termostat slededih specifikacija:

» Poklopac koji se zagreva

o Temperaturni raspon od 4 °C do 98 °C

o Temperaturna preciznost + 2 °C

» Minimalni korak pojac¢avanja 2 °C/s

o Kompatibilan s plocom Twin.tec PCR Plate 96-well,
punog profila

VeriSeq NIPT Microlab STAR

VeriSeq Onsite server v2 ili nadogradeni VeriSeq Onsite
server

Ako se koristi sistem za sekvenciranje NextSeq 550Dx :
* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5,
75 ciklusa

Opcionalna oprema, nije prilozena

Oprema
Pluggo Decapper System

SpectraMax SpectraTest FL1 fluorescentna ploca za
validaciju

Tube Revolver/Rotator, epruvete od 15 ml, 40 rpm,
100-240V

Obavezan materijal koji nije prilozen

Potrosni materijal
Provodni nesterilni nastavci sa filterima zapremine 1000 pl
Provodni nesterilni nastavci sa filterima zapremine 300

Provodni nesterilni nastavci sa filterima zapremine 50 pl
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Hamilton, br. dela 95475-01 (115 V), br.
dela 95475-02 (230 V) ili br. dela 806288 (za
Hamilton Company Bonaduz)

[llumina, br. dela 20028403 ili 20047000 (v2) ili
20101927 odnosno br.15076164 ili
br. 20016240 (nadogradeno)

[llumina, br. dela 20028870

Dobavljac
LGP Consulting, broj dela 4600 4450
Molecular Devices, broj dela 0200-5060

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

Dobavlja¢

Hamilton, broj dela 235905
Hamilton, broj dela 235903
Hamilton, broj dela 235948
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Potro$ni materijal

Rezervoar sa dubokim otvorima sledecdih specifikacija:

Format mikroplocice SLAS 1-2004 sa 96 otvora
piramidalnog ili konusnog dna i minimalnog kapaciteta
240 ml.

Polipropilen sa slabim vezivanjem DNK za sve kontaktne
povrsine uzorka.

Interne dimenzije (nivo te¢nosti) kompatibilne su sa
automatizovanim koracima uvlacenja i ispustanja
uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Dimenzije visine kompatibilne su sa automatizovanim
kretanjima uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Posuda za reagense sledecih specifikacija:

Posuda koja se bezbedno postavlja, ali ne silom, u nosac¢
uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR sa suzenim dnomi
minimalnim kapacitetom od 20 ml.

Polipropilen bez RNaze/DNaze.

Interne dimenzije rezervoara (nivo te€nosti) generisu
nivoe te¢nosti pomocu zapremina reagensa analize koji
su kompatibilni sa automatizovanim koracima uvlacenja i
ispustanja uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Dimenzije visine kompatibilne su sa automatizovanim
kretanjima uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

PloCe sa dubokim otvorima sledecih specifikacija:

Br

Format mikroplocCice SLAS 1-2004, 3-2004 i 4-2004 sa
96 otvora piramidalnog ili konusnog dna i minimalnog
kapaciteta otvora 2 ml.

Providan polipropilen, sa slabim vezivanjem DNK
materijala za sve kontaktne povrsine uzorka.
Dimenzije otvora generisu nivo te¢nosti koji je
kompatibilan sa automatizovanim koracima uvlaenja i
ispuStanja uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Profil plo€ice koji omogucava da se bar-kodovi plocice
postave u trazeni polozaj i bezbedno, ravno prionu uz
povrsinu.

Okvir otporan na torziju koji moze da podrzi najmanje
5600 x g.

Dimenzije visine ploCe kompatibilne su sa
automatizovanim kretanjima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR

. dokumenta 1000000078751 vO9 SRP
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilni rezervoari:

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

» Agilent, broj proizvoda 201246-100

Kompatibilne posude:
« lllumina posuda za reagense, br. dela
20095418

Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora

Kompatibilne ploce:

» Eppendorf, broj dela 0030505301
o Eppendorf, broj dela 30502302

o USA Scientific, br. dela 1896-2000
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Potro$ni materijal

Plo¢a sa 384 otvora slededih specifikacija:

Mikroplocica sa 384 otvora optimizovana za male
zapremine, sa minimalnim kapacitetom otvora 50 pl.
Crni neprozirni polistiren sa blokiranjem svetlostii slabim
vezivanjem DNK za sve kontaktne povrsine uzorka.
Dimenzije otvora generiSu nivoe te€nosti koji su
kompatibilni sa automatizovanim koracima uvlacenja i
ispuStanja uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Dimenzije visine ploCice kompatibilne su sa
automatizovanim kretanjima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

Profil plocice koji omogucava da se bar-kodovi plocice
postave u trazeni poloZaj i bezbedno, ravno prionu uz
povrsinu.

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilne ploce:
» Corning, broj proizvoda 3820
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2

Potro$ni materijal

Ploca sa 96 otvora sledecih specifikacija:

» Mikroplocica s okvirom otpornim na torziju koji moze da
podrzi najmanje 5600 x g i 96 providnih otvora sa
suzenim dnom, poviSenim rubovima i minimalnim
kapacitetom otvora 150 pl.

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

o Dimenzije otvora generiSu nivoe te¢nosti koji su
kompatibilni sa automatizovanim koracima uvlacenja i
ispuStanja uredaja VeriSeq NIPT Microlab STAR.

» Dimenzije visine ploc€ice kompatibilne su sa
automatizovanim kretanjima uredaja VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

NAPOMENA: Kompatibilni plasti¢ni proizvodi sa
razli¢itim brojevima delova, na primer, kompatibilne
ploce sa 96 otvora razli¢itih proizvodaca, mozda nece
biti direktno zamenljivi bez kalibracije sistema VeriSeq
NIPT Microlab STAR za specifi¢ne delove od strane
lllumina servisnog i pomocnog osoblja. Da biste
promenili plasti¢nu opremu, konsultujte se sa timom za
podrsku kompanije lllumina.

 Profil ploCice koji omogucéava da se bar-kodovi plo€ice
postave u trazeni poloZaj i bezbedno, ravno prionu uz
povrsinu.

» Kompatibilno sa cikli¢nim termostatima za
denaturisanje.

Jedan od slededih zatvaraca:
» Microseal ,F“ folija
o Zatvaraci od folije

Epruveta Cell-Free DNA BCT CE

Cepovi

Epruvete sa navojnim zavrtacem od 2 ml

Nastavci sa filterom od 20 pl za pipete od 20 pl
Nastavci sa filterom od 200 pl za pipete od 200 pl
Nastavci sa filterom od 1000 pl za pipete od 1000 pl

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP
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illumina

Dobavlja¢

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora

Kompatibilne ploce:

o Eppendorf, broj dela 0030129512
Eppendorf, broj dela 30129580
Eppendorf, broj dela 30129598
Eppendorf, broj dela 30129660
Eppendorf, broj dela 30129679
Bio-Rad, br. dela HSP9601

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

Streck, kataloSki broj 218997

Sarstedt, broj narudzbine 65.802

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

Bilo koji dobavljac laboratorijskog pribora
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Potro$ni materijal Dobavlja¢

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

o Rastvor deterdzenta za dezinfekciju

Preporuceno:

» Dejonizovana voda i 70% etanol

Opcionalni materijali, nisu priloZeni

PotrosSni materijal Dobavljaé

Dulbecco fosfatni pufer rastvor (DPBS) za kontrolu bez Bilo koji dobavlja¢ laboratorijskog pribora
predloska (eng. no template controle - NTC)

Epruveta, Cep s navojem, 10 ml (samo za kontrolne uzorke)  Sarstedt, broj narudzbine 60.551

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

Prikupljanje, transport i skladistenje uzoraka
/N  OPREZ

Svim uzorcima rukujte kao sa potencijalno infektivnim agensima.

* Uzorci pune krvi zapremine 7-10 ml moraju se prikupiti u epruvetu Streck Cell-Free DNA BCT (za DNK bez
éelija) Nemojte zamrzavati.

* Transport pune krvi mora biti u skladu sa svim primenjivim odredbama koje reguliSu transport etioloskih
supstanci. Preporucuju se metode ubrzanog transporta/isporuke.

* Tokom transporta Cuvati na temperaturiizmedu 4 °C i 30 °C. Nakon prijema uzoraka, ¢uvajte na 2 °C do
8 °C dok ne budete spremni za nastavak. Vreme od uzimanja krvi do pocetnog izolovanja plazme ne sme
premasiti 5 dana.

* U sluéaju potrebe za ponovnim testiranjem, uzorke je posle obrade mogucée ponovo zatvoriti i skladistiti na
4 °C dodatnih 5 dana (ukupno najviSe 10 dana nakon uzimanja krvi).

/N OPREZ

IzloZzenost povisenim temperaturama iznad gorenavedenih opsega moze negativno uticati na
stope neuspeha pojedinacnih uzoraka i/ili performanse uzorka.
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Upozorenja i mere predostroznosti

* Ovaanaliza sadrzi reagens proteinazu K. Udisanje, gutanje, kontakt sa kozom i o€ima mogu dovesti do
telesnih povreda. Upotrebljavajte u dobro provetrenom prostoru, nosite zastitnu odecu, izbegavajte
udisanje prasine i bacite u otpad sve kontejnere i neiskoriséen sadrzaj u skladu sa vazedim drzavnim
sigurnosnim standardima.

* Ovaanaliza sadrzi gvanidin-hidrohlorid. Udisanje, gutanje, kontakt sa koZzom i o¢ima mogu dovesti do
telesnih povreda. Upotrebljavajte u dobro provetrenom prostoru, nosite zastitnu odecu i bacite u otpad sve
kontejnere i neiskoris¢en sadrzaj u skladu sa vazecéim lokalnim drzavnim sigurnosnim standardima.

* QOva analiza sadrzi zapaljivu hemikaliju izopropil alkohol. DrZite je dalje od izvora toplote i otvorene vatre.
Udisanje, gutanje, kontakt sa koZzom i o€ima mogu dovesti do telesnih povreda. Upotrebljavajte u dobro
provetrenom prostoru, nosite zastitnu odecu i bacite u otpad sve kontejnere i neiskori§éen sadrzaj u skladu
sa vazecim lokalnim drzavnim sigurnosnim standardima.

* Ova analiza sadrzi dimetil sulfoksid, korodirajucu i zapaljivu te€nost. Udisanje, gutanje, kontakt sa kozom i
oc¢ima mogu dovesti do telesnih povreda. Upotrebljavajte u dobro provetrenom prostoru, nosite zastitnu
odecu i bacite u otpad sve kontejnere i neiskori$éen sadrzaj u skladu sa vazedéim lokalnim drZzavnim
sigurnosnim standardima.

* Da biste sprecili stvaranje Stetnih gasova, ne bacajte otpad nakon ekstrahovanja cfDNK (koji sadrzi
gvanidin-hidrohlorid) sa otpadom koji sadrzi izbeljiva¢ (natrijum-hipohlorit).

* Svim uzorcima rukujte kao da sadrze potencijalno infektivne agense.

* Pridrzavajte se rutinskih laboratorijskih mera predostroznosti. Ne primenjujte pipetiranje ustima. Nemojte
jesti, piti ni pusiti u prostorima namenjenim za rad. Koristite rukavice za jednokratnu upotrebu i
laboratorijske mantile kada rukujete uzorcima i reagensima za analizu. Ruke temeljno operite nakon
rukovanja uzorcima i reagensima za analizu.

* Ne koristite komponente analize nakon datuma isteka roka trajanja navedenog na oznaci na pakovanju
analize. Ne koristite komponente iz drugih serija analiza. Serije analiza su navedene na oznaci na pakovanju
analize. Skladistite komponente analize na navedenoj temperaturi.

* Da biste sprecili degradaciju uzorka ili reagensa, pre pokretanja protokola proverite da li su sva isparenja
natrijum hipohlorita u potpunosti izvetrela nakon ¢i$¢enja.

* Nepridrzavanje navedenih procedura moze dovesti do pogresnih rezultata ili znacajnog smanjenja kvaliteta
uzoraka.

* Sve ozbiljne incidente u vezi sa ovim proizvodom odmah prijavite kompaniji lllumina i nadleznim organima u
drzavama ¢lanicama u kojima se nalaze korisnik i pacijent.

* Informacije o zastiti zivotne sredine, zdravlju i bezbednosti potrazite u bezbednosno-tehnickim listovima
(SDS) na veb-sajtu support.illumina.com/sds.html.
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Napomene u vezi sa postupkom

Izbegavanje kontaminacije

Koristite nove nastavke i novu potrosnu laboratorijsku opremu.

Koristite nastavke otporne na aerosol da biste smanijili opasnost od prenosa i unakrsne kontaminacije
uzoraka.

Zbog moguce kontaminacije, narocito obratite paznju da sadrzaj otvora ostane sasvim u njima. Pazite da
sadrzaj ne prska. Centrifugirajte nakon svakog koraka vorteksovanja.

Pratite primenjive odredbe za odgovarajuce laboratorijske prakse i higijenu prilikom rukovanja krvlju i
derivatima Krvi.

Prilikom pripreme biblioteka ne koristite sprejove sa izbeljivaem u aerosolu. Kontaminacija izbeljivatem u
tragovima moze dovesti do neuspele analize.

Kad otvarate plocice, vodite ra¢una o tome da plocicu postavite na ¢vrstu, ravnu povrsinu, ¢vrsto drzedi
plocicu. Polako uklonite zaptivku pazeéi da ne dode u kontakt sa izlozenim otvorima. Vodite ra¢una da ne
dodirujete izloZzene otvore i da ne remetite sadrzaj. Unakrsna kontaminacija otvora moze dati netacne
rezultate.

CiSéenje platforme VeriSeq NIPT Microlab STAR

Pre upotrebe proverite da li je platforma Cista. Najmanje jednom nedeljno obavite nedeljno odrzavanje i
pratite ova uputstva za ¢iS¢enje.

Uklonite sve nosace koji se ne mogu opterecivati i oistiti sprejem za brzo dezinfekciju na bazi alkohola
dejonizovanom vodom i 70% etanolom i ostaviti da se osuSe. Ako su jako zaprljani, nakon toga ih potopite u
rastvor deterdzenta za dezinfekciju, isperite sredstvom za dezinfekciju na bazi alkohola i ostavite da se
osuse.

Otvorite prednji poklopac i obriSite platformu krpom zasi¢enom dejonizovanom vodom i 70% etanolom.
Narocito proverite da li su Cisti klizni blokovi.

Uklonite razdelnik osnovnog vakuumskog sistema (Basic Vacuum System (BVS)) i oCistite razdelnik,
zaptivku i unutrasnje odeljke BVS-a krpom. Ne istite zaptivku koristeci etanol jer ¢e postati krta.

Ispraznite kantu za otpadne nastavke CORE 96-head i nezavisni kanal.

Uklonite plo€icu za izbacivanje nastavaka nezavisnog kanala na stanici za otpadne nastavke i oCistite je:
naprskajte dejonizovanu vodu i 70% etanol direktno na povrsinu i prebrisite. Navucite novu plasti¢nu vredicu
na okvir i ponovo je pricvrstite. Vratite Cistu plocCicu za izbacivanje nastavaka na njeno mesto.

Naprskajte dejonizovanu vodu i 70% etanol direktno na povrsinu kutije za otpad CORE 96-head i obrisite je.
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— Ako imate poteSkoce sa uklanjanjem naslaga sa kante za otpadne nastavke, trljajte krpom navlazenom
vodom bez DNaze/RNaze dok se naslage ne uklone. Krpu odloZite na otpad na odgovarajuéi nacin.
Nastavite sa sterilizacijom sredstvom za dezinfekciju na bazi alkohola.

* Navlazite krpu koja ne ostavlja dlaCice ili pamucni tupfer 70% etanolom. PrebriSite prozor laserskog skenera
na Citacu bar-kodova. Istom krpom ili tupferom ocistite svaki otvor CPAC adaptera za ploCice. Ako koristite
krpu, gurnite je u svaki otvor adaptera koristeci zadnji deo olovke da biste bili sigurni da je unutrasnjost
otvora temeljno ociséena.

* Ocistite nezavisne kanale:

— Na nezavisnim kanalima o istite deo za izbacivanje nastavaka (spoljni deo kanala za pipetiranje) krpom
koja ne ostavlja dlacCice natopljenom dejonizovanom vodom i 70% etanolom. (Pogledajte referentni vodi¢
za Hamilton Microlab STAR, broj 15070074.)

— Ocistite disk za zaustavljanje i prstenove glave za pipetiranje (spoljni deo kanala za pipetiranje) krpom
koja ne ostavlja dlaCice natopljenom dejonizovanom vodom i 70% etanolom.

* QOcistite kutiju CORE 96-head:

— Koristediistu krpu koja ne ostavlja dlacice natopljenu dejonizovanom vodom i 70% etanolom, odistite
kucisSte 96-head i dno diskova za zaustavljanje.

— Koristediistu krpu ili komad krpe u obliku trake natopljene dejonizovanom vodom i 70% etanolom,
prodite krpom oko boc¢nih delova kanala za pipetiranje kutije 96-head da biste o istili prstenove.
Ponovite ovaj postupak za sve kanale za pipetiranje na kutiji 96-head.

* Poprskajte prednji i bo€ni poklopac dejonizovanom vodom i 70% etanolom i obriSite.

* QOcistite zastitnu traku za automatski unos krpom natopljenom dejonizovanom vodom i 70% etanolom i
obriSite bez pritiska.

* Kada se platforma i komponente sasvim osuse, vratite nosace.

NAPOMENA  Nepravilno ¢iséenje i odrzavanje platforme ML STAR moZe dovesti do unakrsne
kontaminacije i loSeg u€inka analize.

Kontrola kvaliteta

Kontrolni materijal sa poznatim karakteristikama u€inka moze biti testiran kako bi se procenile razlike u obradi i
tehni¢kim postupcima u laboratoriji.

Obrada kontrolnog uzorka ili kontrole bez predloska (no template control, NTC) smanjuje ukupan broj
nepoznatih maj¢inih uzoraka koji se mogu obradivati pomocu svake pripreme uzoraka.

Nemoijte koristiti 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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Uputstvo za koris€enje

Saveti i tehnike

Ukoliko u protokolu nije navedena tac¢ka bezbednog zaustavljanja, odmah predite na slededi korak.

Oznacavanje plo€ica bar-kodovima

* Bar-kodovi za plocice pune Sirine (full-skirt plate) pocinju sa PL.

* Bar-kodovi za plo€ice sa dubokim otvorima pocinju sa DW.

* Nalepite bar-kodove na plo€ice pune Sirine i ploCice sa dubokim otvorima sa strane, pored kolone 12.

* Postavite ploCice tako da bar-kod bude okrenut udesno da biste omogucili automatsko skeniranje.
Zatvaranje i otvaranje plo€ica
* Budite izuzetno oprezni da izbegnete unakrsnu kontaminaciju — na donjoj strani zaptivke ne bi trebalo da
bude vidljive te¢nosti.
— Postarajte se daizlozena donja strana zaptivke ne dode u kontakt sa izloZenim otvorima.
— Vodite rac¢una da ne dodirujete izloZzene otvore.
* Uvek zatvorite ploCicu sa 96 otvora pre prelaska na sledece korake u protokolu:
— korake centrifuge
— korake termic¢kog cikliranja

* Da biste zatvorili plo€icu, nanesite foliju na plocicu i zatim je hermeticki zatvorite. Uverite se da je pritisak
primenjen na celu plodicu i da je zaptivanje ¢vrsto na svakom pojedinachom otvoru.

* Pre nego Sto otvorite plocicu, uradite sledece:
— Kratko centrifugirajte plocCicu sa 96 otvora brzinom od 1000 x g u trajanju od 20 sekundi.
— Postavite ploc€icu na ravnu povrsinu, a zatim polako uklanjajte zaptivku.
VeriSeq NIPT Microlab STAR
* Pre koriséenja obavite i dokumentujte obavezno odrzavanje u skladu s uputstvima proizvodaca.

* Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka. Pratite interfejs softvera VeriSeq NIPT Workflow Manager
v2 da biste videli upite i uputstva za laboranta.

* Tokom rada predniji poklopac treba da ostane na mestu.
* Platforma treba da bude prazna tokom rada.

* Ako se pojavi dugme opcije Exclude (Iskljuci) tokom dogadaja rukovanja greSkom, uzdrzite se od izbora ove
opcije u bilo kojim okolnostima. Ako metod ne moze da prethodi dogadaju rukovanja greSkom ili ima
ograni¢ene mogucénosti za rukovanje greSkama, prekinite pokretanje.

* Tokom koraka vakuumiranja ploCice, ako to zatrazi VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, ru¢no formirajte
hermetiCko zatvaranje izmedu ploCice i vakuumskog razdelnika.
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* Sacekajte da sistem automatski baci u otpad nastavke sa adaptera. Nemojte ru¢no uklanjati nastavke ako to
softver ne zatrazi.

* Uklonite potroSene reagense i potrosni materijal kada to Workflow Manager zatrazi.

* Svakodnevno praznite velike staklene boce vakuumskog otpada. Prva velika staklena boca nikada ne sme
biti puna viSe od polovine. Prelivanje vakuumskog otpada moZze oStetiti vakuumsku pumpu i oslabiti vakuum
koji sistem primenjuje.

* Zaserije od 24, 48 96 uzoraka, ubacite pun stalak pojedina&no prebrojanih osmokanalnih nastavaka pre
nego Sto pocnete da koristite metodu.

Obrada uzoraka

Postupak

1. Obavite sledede korake za svaku alikvotu:

a. Centrifugirajte uzorke oznacene bar-kodom pri brzini od 1600 x g u trajanju od 10 minuta na temperaturi
od 4 °C saisklju¢enom opcijom kocenja.
b. Kad se centrifuga potpuno zaustavi, uklonite epruvete sa uzorcima.

Nakon centrifugiranja, zapocnite izolovanje plazme u roku od 15 minuta. Ako prode viSe od 15 minuta,
ponovite centrifugiranje.

2. Proverite svaku epruvetu radi utvrdivanja prikladnosti uzorka i potvrdite sledede:
* Zapremina uzorka je u skladu sa oCekivanom.

* Nakon centrifugiranja vidljivo je jasno razdvajanje izmedu slojeva crvenih krvnih zrnaca i plazme
uzoraka.

* Nivo plazme je najmanje 1,5 mliznad puferske obloge.
* Uzorak nije izrazeno hemolizovan (tj. plazma nema jaku crvenu boju).
* Uzorak nije lipemi€an (tj. plazma nije mutna i beliCasta ili neprozirna).

* Uzorak ne sadrzi zgruSane delove.

/N OPREZ

Uzorci koji su nepravilno skladisteniili je njima nepravilno rukovano mogu biti neprikladni. Ako
neprikladni uzorci budu obradeni u toku rada, oni mogu zacepiti ploCicu za vezivanje tokom
ekstrahovanja, $to dovodi do prelivanje uzorka u susedne otvore.

3. Skinite poklopce sa epruveta i stavite epruvete u nosace epruveta. Stavite sve uzorke i sve kontrole za
plazmu za seriju.
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/N OPREZ

Tokom dogadaja rukovanja greSkom, ako je prikazana opcija Exclude (Iskljuci), nemojte je birati.
Ako metod ne moZze da nastavi dalje od dogadaja rukovanja greSkom i ako imate ograniCene
mogucnosti za rukovanje greSkama, prekinite pokretanje.

Izolovanje plazme

Priprema

1.

Oznadite 1 plocicu sa dubokim otvorima za prelaznu plazmu (Intermediate Plasma) i stavite bar-kod.

Oznadite 1 plocicu sa dubokim otvorima za krajnju plazmu (Final Plasma) i stavite bar-kod.

3. Zaserije od 24, 48196 uzoraka, ubacite pun stalak pojedinacno prebrojanih 8-kanalnih nastavaka pre nego
Sto pocnete da koristite metodu.
/N OPREZ
Uverite se da koristite odgovarajuci tip plocice za ,Intermediate Plasma“ i ,Final Plasma"“ plocice.
Ako umesto plocice sa dubokim otvorima koristite rezervoar sa dubokim otvorima, to ¢e dovesti
do amalgamacije uzorka i moze dati netaCne rezultate.
Postupak
1. Otvorite AppLauncher, paizaberite VeriSeq NIPT Method.
2. Unesite ID serije i korisni¢ko ime, pa izaberite OK (U redu).
ID serije moze da sadrzi < 26 znakova. Mozete da koristite brojeve, slova, donje crte (_) ili crtice (-).
Na primer: 2025-10-16_serija3.
ID serije ne razlikuje velika i mala slova. ID-ovi serija koji razlikuju velika i mala slova ne smatraju se
jedinstvenim.
Nazivi serija moraju da budu jedinstveni i ne smeju da se razlikuju samo po veli¢ini slova. Na primer, nazivi
serija Serija01i serija01 nisu jedinstveni. Ovo isto pravilo vazi za imenovanje ID-a uzorka.
3. lzaberite New Batch (Nova serija).
4. Nakon pokretanja izaberite OK (U redu) da biste zapoceli izolovanje plazme.
5. lzaberite veli€inu serije, pa izaberite OK (U redu).
6. lzaberite broj kontrola bez predloSka (NTC), pa izaberite OK (U redu).
NTC otvori se uvek posledniji biraju. Na primer, ako u ciklusu od 24 uzorka postoje dva NTC-a, oni ¢e biti na
polozajima 23 i 24.
7. Obavite jedan od slededih koraka:
* Da biste u¢itali postojedi list sa uzorcima, odaberite list sa uzorcima povezan sa serijom, pa izaberite OK
(U redu).
* Da biste nastavili bez izbora lista sa uzorcima, izaberite No Sample Sheet (Bez lista sa uzorcima).
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illumina

ViSe informacija o pravljenju lista sa uzorcima potraZzite u Vodicu za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (br.
dokumenta 1000000067940).

NAPOMENA  Tip uzorka, jednoplodniili blizanacki, mora biti tacno zabelezen za svaki uzorak da bi se

osigurala tacna analiza podataka. Ako izaberete No Sample Sheet (Bez lista sa

uzorcima), proverite da li ste u servisnim alatkama softvera Workflow Manager podesili
podrazumevane vrednosti uzoraka. ViSe informacija potrazite u Vodicu za softver
VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).

8. Potvrdite da su svi bar-kodovi nalepljeni, pa zatim stavite uzorke, nastavke i plocice na nosac (tako da bar-

kod bude okrenut udesno).

9. Izaberite OK (U redu) svaki put kada to bude zatrazeno pri postavljanju.

Veli¢ina .
. Nosac
serije Ti
i
uzorka P

24,48,96 Nastavak

Epruveta

Epruveta

Epruveta

Epruveta

Multiflex

Multiflex

Reagens

Traka

7-12

15

19-24

19-24

47

Stavka

Nastavci od 1000 pl

Nastavci od 1000 ul (samo serija 96)

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

Pripremljene epruvete sa uzorcima krvi 25-48 (samo za

serije veli¢ine 48 i 96)

Pripremljene epruvete sa uzorcima krvi 49-72 (samo za
serije veli¢ine 96)

Pripremljene epruvete sa uzorcima krvi 73-96 (samo za
serije veli¢ine 96)

Prazna plocCica sa dubokim otvorima za krajnju plazmu, sa
bar-kodom

Prazna ploc¢ica sa dubokim otvorima za prelaznu plazmu,
sa bar-kodom

[Opciono] Dulbecco fosfatni pufer rastvor (DPBS) za
kontrolu bez predloska (eng. no template controle = NTC)

10. Uverite se da su nosaci, laboratorijski pribor i reagensi pravilno napunjeni.

Pozicija

4,5

1-24

25-48

49-72

73-96

4

11. Na ekranu Pre-Spin Deck Verification (Verifikacija platforme za predcentrifugu) izaberite OK (U redu).
12. Nadgledajte ML STAR dok obavlja automatske korake.

13. Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da na ML STAR platformi za postavljanje nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

14. Izaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.
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15.

16.
17.

18.

19.
20.

Uklonite plocicu sa dubokim otvorima za prelaznu plazmu na sledeéi nacin.

a. Pregledajte plocicu da biste videli da li su zapremine ujednacene u svim otvorima (da nema greSaka pri
pipetiranju). OCekivana zapremina je 1000 pl.

b. ZabeleZite sve nedoslednosti po zavrSetku postupka izolovanja plazme.

c. Zatvorite ploCicu, postavite je tako da bude balansirana i centrifugirajte brzinom od 5600 x g u trajanju
od 10 minuta sa isklju¢enom opcijom ko€enja ili na najnizem podeSavanju.
Izaberite Yes (Da) da biste presli na zavrSnu pripremu plazme.

Skinite poklopac plocice i ponovo postavite plocicu ha nosac.

Veli€ina serije Nosaé
J ‘ Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Multiflex  19-24  Plocica sa dubokim otvorima za prelaznu 5.
plazmu

Oznacite polje za potvrdu Intermediate Plasma plate has been spun (Plocica za prelaznu plazmu je
centrifugirana), pa izaberite OK (U redu).

Nadgledajte ML STAR dok obavlja automatske korake.

Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da na ML STAR platformi za postavljanje nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

21. Izaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

22. Kada Workflow Manager (Upravlja¢ tokom rada) to zatrazi, ispraznite nosace i platformu.

23. Uklonite plo¢icu sa dubokim otvorima za krajnju plazmu.

24. Pregledajte da li na ploCici postoje sledece greske:
* neujednacene zapremine u svakom otvoru. O¢ekivana zapremina je 900 pl.
* Danema vidljivog ¢elijskog peleta.
* Danema prekomerne hemolize.
Ako primetite vidljiv ¢elijski pelet ili prekomernu hemolizu koji odstupaju od normalnih vrednosti, uzorak o
kojem je re€ oznacite kao nevazeci na kraju metoda izolovanja plazme ili koristite Batch Manager (Upravljac
serijom). ViSe informacija o alatki Batch Manager (Upravljac serijom) potrazite u Vodicu za softver VeriSeq
NIPT Solution v2 (broj dokumenta 1000000067940).

25. Kada softver Workflow Manager to zatrazi, izaberite OK (U redu).

26. Unesite komentare u vezi sa zahvacenim otvorima, pa izaberite OK (U redu).

27. Obavite jedan od sledecih koraka:
* Da biste nastavili sa ekstrahovanjem cfDNK, izaberite Yes (Da).
* Da biste zaustavili proces, izaberite Exit (Napusti).

Br. dokumenta 1000000078751 vO09 SRP 24 0d 75

ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.



Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

TACKA BEZBEDNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako zaustavljate proces, zatvorite ploCicu za krajnju plazmu i skladistite je na temperaturiod 2 °C do 8 °C
najduze 7 dana.

Ekstrahovanje cfDNK

Priprema

1.
2.

Vizuelno pregledajte kutije za ekstrakciju i pribor da biste potvrdili da kompletu nije istekao rok trajanja.

Pripremite sledece reagense. Oznacite posude rezervoara i rezervoare dubokih otvora nazivima reagensa.

Reagens SkladiStenje  Uputstva

Plocica sa dubokim otvorima za od2°Cdo Ukoliko je prethodno skladiStena, ostavite je

krajnju plazmu (Final Plasma) 8°C 30 minuta da dostigne sobnu temperaturu.
Centrifugirajte brzinom od 1000 x g u trajanju od
20 sekundi.

Pre upotrebe otvorite plo€icu sa dubokim
otvorima za krajnju plazmu (Final Plasma).

Polako dodajte 3,75 ml pufera sa proteinazom u svaku bodicu sa reagensom proteinaza K.
* Pripremite 3 boCice za 24 i 48 uzoraka.
* Pripremite 4 bocice za 96 uzoraka.

Zatvorite Cepovima bocice sa proteinazom K i vorteksujte dok se ponovo ne suspenduju.

/AN OPREZ

Nemojte da kontaminirate gumeni Cep. Ako na gumeni €ep dospeju druge supstance,
kontaminirac¢e se bududi uzorci.

5. Sipajte pripremljenu proteinazu K iz svih bo€ica u posudu za reagens i oznacite je sa ,proteinaza K".
6. Dodajte 100 ml 100% etanola u svaku bocu s reagensom koja sadrzi pufer za ispiranje Wash Buffer Il.
* Pripremite 1 bocicu za 24 i 48 uzoraka.
* Pripremite 2 boCice za 96 uzoraka.
Okrenite bocCice sa puferom za ispiranje Wash Buffer Il naopako da biste promesali sadrzaj.
Oznadite polja za potvrdu na boCicama sa puferom za ispiranje Wash Buffer Il
Oznacite 1 novu ploCicu pune Sirine sa ,Prelazna” i primenite bar-kod plocice.
10. Oznacite 1 novu plocicu pune Sirine sa ,Ispiranje cfDNK" i primenite bar-kod plocice.
11. Oznacite 1 novu plocicu sa dubokim otvorima sa ,Prelazno ekstrahovanje” i primenite bar-kod plocice.
12. Primenite bar-kod plocice na plocicu za vezivanje DNK.
13. Primenite foliju na neiskori§¢ene otvore za serije od 24 i 48 uzoraka.
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14. Pripremite rastvor 70% etanola (70% EtOH, 30% vode bez DNaze/RNaze) za ¢iséenje vakuumskog sistema.
15. Pripremite vakuumski sistem na slededi nacin.

a. Uklonite vakuumski razdelnik i oCistite ga 70% etanolom.
Ne Cistite zaptivku koristeéi etanol jer ¢e postati krta.

b. lIspraznite vakuumski otpad.

c. Proverite dali je vakuumski sistem platforme ML STAR ukljucen.

Postupak

1. lzaberite OK (U redu) da biste pokrenuli ekstrahovanje cfDNK.
2. Ako metod VeriSeq NIPT Method nije otvoren:
a. Otvorite AppLauncher, paizaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisniCko ime, pa izaberite OK (U redu).

3. Postavite nastavke na nosace nastavaka na slededi nacin, pa izaberite OK (U redu).

/AN OPREZ

Pre nego Sto zapoc€nete metod za serije od 24, 48 i 96 uzoraka, dodajte pun stalak 8-kanalnih
vrhova.

Velic¢ina serije

uzorka Tip nosaca Traka Stavka Pozicija

24 Nastavak 1-6 Nastavci od 1000 i 1
7-12 Nastavci od 300 pl 1

48 Nastavak 1-6 Nastavci od 1000 pl 1,2
7-12 Nastavci od 300 pli 1

96 Nastavak 1-6 Nastavci od 1000 i 1,2,3,4
7-12 Nastavci od 300 pli 1

4. Postavite prebrojane nastavke na nosace nastavaka na sledeci nacin.

Velic¢ina serije

uzorka Tip nosaca Traka Stavka Pozicija

24,48, 96 Nastavak 49-54 Nastavci od 1000 pl 1
Nastavci od 300 pl 2
Nastavci od 50 pl 3

5. Unesite lokaciju prvog i poslednjeg nastavka za svaki stalak za nastavke, pa izaberite OK (U redu).
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13.
14.

15.
16.

17.

18.

Skenirajte bar-kodove kutije za ekstrahovanje.
Unesite korisni¢ko ime ili inicijale lica koje priprema reagens, pa izaberite OK (U redu).
Skenirajte bar-kodove kutije sa dodatnim priborom.

Unesite korisni¢ko ime ili inicijale lica koje priprema reagens, pa izaberite OK (U redu).

. Potvrdite da su bar-kodovi nalepljeni.

. Otvorite plocicu sa dubokim otvorima za krajnju plazmu ako je to potrebno.

(U redu).
Veli€ina serije . .
Tip nosaca Traka Stavka
uzorka
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nova plodica pune Sirine,

,Prelazna“, sa bar-kodom

Nova plocica pune Sirine,
Jspiranje cfDNK", sa bar-kodom

Nova ploc€ica sa dubokim
otvorima, ,Prelazno
ekstrahovanje”, sa bar-kodom

Plogica sa dubokim otvorima za
krajnju plazmu, sa bar-kodom

Potvrdite da plocica za vezivanje DNK ima bar-kod, pa izaberite OK (U redu).

P

1

illumina

. Postavite plocice (tako da bar-kod bude okrenut udesno) na nosa¢ plocica na slededi nadin, pa izaberite OK

ozicija

Kod parcijalnih serija ploCica, postavite isec¢eni poklopac za plocice preko neiskori§éenih otvora (kolone 4-

12 za 24 serije uzoraka i kolone 7-12 za 48 serija uzoraka).

Postavite ploCicu za vezivanje DNK na vakuumski razdelnik tako da bar-kod bude okrenut udesno.

Pre postavljanja plocice za vezivanje na BVS razvodnik, vizuelno proverite da li u otvorima ima bilo kakvih

mogucih prepreka.
Ovo moze ometati protok reagensa dok je pod vakuumom.

Ako koristite 24 ili 48 serija uzoraka, pokrijte neiskoris¢ene otvore i zapecatite ih folijom. Oznadite polje za
potvrdu Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Da li su kolone ploCice za vezivanje DNK zatvorene?), pa

izaberite OK (U redu).

Postavite posude za reagense na nosac reagensa na sledeci nacin, pa izaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije

uzorka Tip nosaca Traka Stavka

24,48 Reagens 47 Pufer za ispiranje od 16 ml
Proteinaza K od 11 ml

96 Reagens 47 Pufer za ispiranje od 16 ml

Proteinaza K od 15 ml
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19. Prenesite navedene reagense u rezervoare sa dubokim otvorima, a zatim rezervoare stavite na nosace sa
dubokim otvorima na sledeci nagin.

20. Izaberite OK (U redu).
Veli€ina serije
uzorka

24,48 Sa dubokim 39-44 Pufer za ispiranje Wash Buffer Il 1
otvorima od 125 ml

Tip nosaca Traka Stavka Pozicija

Pufer za ispiranje Wash Buffer| 2
od 125 ml

60 ml 100% etanola

Pufer za liziranje od 100 ml

g b~ W

60 ml vode bez DNaze i RNaze

96 Sa dubokim 39-44 Pufer za ispiranje Wash Buffer I
otvorima od 200 ml

—_

Pufer za ispiranje Wash Buffer| 2

od 125 ml
100 ml 100% etanola 3
Pufer za liziranje od 100 ml 4

100 ml vode bez DNazeiRNaze 5

21. SacCekajte da se zavrSi automatska provera zapremine reagensa.
22. Potvrdite da je vakuumski otpad prazan (preporucuje se da bude polupun), pa izaberite OK (U redu).

23. Potvrdite da su postavljeni svi nosaci, laboratorijska oprema i reagensi, pa na ekranu ,Extraction Deck
Verification” (Verifikacija platforme za ekstrahovanje) izaberite OK (U redu).

24. Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka.

/N OPREZ

Morate ru¢no da proglasite nevazecim prelivanje uzoraka koje sistem nije otkrio pre kontaminacije
obliznjih otvora\

25. Nakon zavrdnog koraka vakuumiranja uklonite ploc€icu za vezivanje DNK i oistite donju povrsinu 70%
etanolom.

26. Zatvorite sve nepokrivene otvore na plocici za vezivanje DNK, a zatim stavite ploCicu za vezivanje DNK na
praznu plocicu sa dubokim otvorima za krajnju plazmu.

27. Centrifugirajte sklop plocice za vezivanje DNK i plocice za krajnju plazmu brzinom od 5600 x g u trajanju od
10 minuta, sa uklju¢enom opcijom kocenja.

28. |zaberite OK (U redu).
29. Tokom centrifugiranja plocice za vezivanje DNK zavrsite vakuumsko ¢iséenje:
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30.
31.
32.
33.
34.

35.

36.

37.

38.

39

40.
41.
42.
43.

a. Uklonite vakuumski razdelnik, pa izaberite OK (U redu).
b. Sacekajte da se zavrsi automatsko uklanjanje otpada.

c. Ocistite vakuumski razdelnik i unutrasnjost vakuumskog sistema 70% etanolom, pa vratite vakuumski
razdelnik.

d. Oznacite polje za potvrdu Manifold is on Vacuum (Razdelnik je pod vakuumom) da biste pokrenuli
prenos plo€ice za ispiranje na vakuumski razdelnik, pa izaberite OK (U redu).

Nakon centrifugiranja otvorite otvore sa uzorcima na plocici za vezivanje DNK.

Postavite plocicu za vezivanje DNK na vrh cfDNK elucione ploce koja se nalazi na vakuumskom kolektoru.
Postavite ploCicu za vezivanje DNK tako da bar-kod bude okrenut udesno, pa izaberite OK (U redu).
Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka.

Nakon inkubacije izaberite polje za oznaCavanje Plates are assembled as indicated (Plocice su sklopljene
po uputstvu). Uverite se da je sklop ploCice za vezivanje DNK/cfDNK elucije na podlozi (ako to zahteva
centrifuga).

Zatvorite nepokrivene otvore na plocici za vezivanje DNK.

Centrifugirajte brzinom od 5600 x g u trajanju od 2 minuta, sa uklju¢enom opcijom ko&enja, pa izaberite OK
(U redu).

Pregledajte plocCicu za ispiranje cfDNK da biste videli da li su zapremine ujednacene u svim otvorima.
Ocekivana zapremina je priblizno 55 pl.

Zatvorite i zadrZite plocicu za ispiranje cfDNK za pripremu biblioteke.

. Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da na ML STAR platformi za postavljanje nema

nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

Izaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Ispraznite sve nosace i oCistite ML STAR platformu, pa izaberite OK (U redu).
Unesite komentare u vezi sa zahvac¢enim otvorima, pa izaberite OK (U redu).
Obavite jedan od sledecih koraka:

* Da biste nastavili sa pripremom biblioteka, izaberite Yes (Da).

* Da biste zaustavili proces, izaberite Exit (Napusti).

TACKA BEZBEDNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako zaustavljate proces, zatvorite ploCicu za ispiranje cfDNK (cfDNA Elution) i skladistite na temperaturi od
-25°C do -15 °C najduze 7 dana.
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Priprema biblioteka

Priprema

1. Vizuelno pregledajte kutiju za pripremu biblioteke i kutiju sa dodatnom opremom da biste se uverili da
kompletima nije istekao rok trajanja.

2. Pripremite sledece reagense. Oznacite posude rezervoara i rezervoare dubokih otvora nazivima reagensa.

Skladistenje
-25°Cdo-15°C

Reagens Uputstva

Odmrznite na sobnoj temperaturi. PomeSajte u vorteks
mesalici, a potom kratko centrifugirajte.

SmesSa za A-rep
-25°Cdo-15°C Ukoliko je prethodno skladistena, potvrdite da plocica
nije skladiStena duze od 7 dana i odmrzavajte na sobnoj
temperaturi. Vorteksujte brzinom od 1500 obrtaja u
minuti u trajanju od 1 minuta. Centrifugirajte brzinom od
1000 x g u trajanju od 20 sekundi.

Plodica za ispiranje
cfDNK (cfDNA
Elution)

Smesa za popravku -25°Cdo-15°C Odmrznite na sobnoj temperaturi. Pomesajte u vorteks
kraja mesalici.

-25°Cdo-15°C Odmrznite na sobnoj temperaturi. PomeSajte u vorteks
mesalici. Nakon koriS¢enja vratite u skladiSte.

Pufer za hibridizaciju

-25°Cdo-15°C Odmrznite na sobnoj temperaturi. Pomesajte u vorteks

me&alici, a potom kratko centrifugirajte.

Smesa za ligaciju

PloCica NIPT DNA
Adapter Plate

-25°Cdo-15°C Odmrznite na sobnoj temperaturi. PomesSajte u vorteks
mesalici. Centrifugirajte brzinom od 1000 x g u trajanju

od 20 sekundi.
od2°Cdo8°C

Pufer za ponovnu
suspenziju

Zrnca za
precis¢avanje uzorka

/N OPREZ

od2°Cdo8°C

Pomesajte u vorteks mesalici. Nakon koriSéenja vratite
u skladiste.

Ostavite 30 minuta da dostigne sobnu temperaturu.
Energi¢no vorteksujte pre svake upotrebe. Promesajte
u vorteksu ili okretanjem dok sva zrnca ne budu u
suspenziji i meSavina ne postane homogena.

Kada otvarate ploCicu NIPT DNA Adapter Plate, budite izuzetno pazljivi da biste izbegli unakrsnu
kontaminaciju aerosola od otvora do otvora, Sto moze da proizvede netacne rezultate.

a. Odmrznite na sobnoj temperaturi.

3. Ako je ploc€ica za eluiranje cfDNK bila zamrznuta, pripremite je na slededi nacin.

b. Vorteksujte brzinom od 1500 obrtaja u minuti u trajanju od 1 minuta.

c. Centrifugirajte brzinom od 1000 x g u trajanju od 20 sekundi.
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4. Oznacite 1 novu plocicu pune Sirine sa ,Biblioteke” i primenite bar-kod plocice.

Pripremite 80% EtOH od apsolutnog etanola. Kombinujte 100% EtOH od 40 mli 10 ml vode bez DNaze i
RNaze. Okrecite da biste izmesali sadrzaj.

6. Uverite se da je termalna kontrola platforme ML STAR uklju¢ena.

Razredivanje enzima

1. Kombinujte A-Tailing Mix i pufer za ponovnu suspenziju u epruveti sa ¢epom sa navojem. PomesSajte u
vorteks mesalici, a potom kratko centrifugirajte.

Velic¢ina serije uzorka Smesa za A-rep (pl) Pufer za ponovnu suspenziju (pl)
24,48 900 1200
96 1800 2400

2. Kombinujte Ligation Mix i pufer za ponovnu suspenziju u epruveti sa Cepom sa navojem. Pomesajte u
vorteks mesalici, a potom kratko centrifugirajte.

Veli€ina serije uzorka Smesa za ligaciju (pl) Pufer za ponovnu suspenziju (ul)
24,48 230 1713
96 440 3278

Postupak

1. lzaberite OK (U redu) da biste poceli sa pripremom biblioteke. Ako metod VeriSeq NIPT Method nije veé
otvoren:
a. Otvorite AppLauncher iizaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisni¢ko ime, pa izaberite OK (U redu).

:

2. Potvrdite da je sledeci potro$ni materijal pripremljen, kao $to je navedeno na ekranu ,,Reagent Preparation’
(Priprema reagensa):

* Smesa za A-rep, smesa za ligaciju i 80% etanol

* Zrnca za preci$¢avanje uzorka, smesa za popravku kraja i plo¢ica NIPT DNA Adapter Plate

3. Oznacite polja za potvrdu, pa izaberite OK (U redu).

4. Skenirajte bar-kodove kutije za pripremu biblioteke.

5. Unesite korisnic¢ko ime ili inicijale lica koje priprema reagens, pa izaberite OK (U redu).

6. Skenirajte bar-kodove kutije sa dodatnim priborom.

7. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale lica koje priprema reagens, pa izaberite OK (U redu).
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8. Postavite nastavke na nosace nastavaka na slededi nacin, pa izaberite OK (U redu) za svaki nosac.

Velic¢ina serije

uzorka Tip nosaca Traka Stavka Pozicija
24, Nastavak 1-6 Nastavci od 50 pl 1.
7-12 Nastavci od 300 pl 1,2
48. Nastavak 1-6 Nastavci od 50 pl 1,2
7-12 Nastavci od 300 pl 1,2,3,4
96. Nastavak 1-6 Nastavci od 50 pl 1,2,3,4
7-12 Nastavci od 300 pl 1,2,3,4,5

9. Ako ste zaustavili protokol nakon postupka ekstrahovanja cfDNK, postavite prebrojane nastavke na nosace
nastavaka na sledeci nacin.

Veli€ina serije

uzorka Tip nosaca Traka Stavka Pozicija

24,48, 96 Nastavak 49-54 Nastavci od 1000 pl 1.
Nastavci od 300 pl 2.
Nastavci od 50 pl 3.

10. Unesite lokaciju prvog nastavka za svaki stalak za nastavke, pa izaberite OK (U redu).

11. Potvrdite da su bar-kodovi nalepljeni, pa zatim stavite plocCice (tako da bar-kod bude okrenut udesno) na
nosac plocdica na slededi nacin, pa izaberite OK (U redu).

Veli€ina serije

Tip nosaca Traka Stavka Pozicija

uzorka

24,48, 96 Multiflex 19-24 PloCica za ispiranje cfDNK 1.
(cfDNA Elution), sa bar-kodom
PloCica NIPT DNA Adapter 2.
Plate, sa bar-kodom
Nova plocica pune Sirine sa 3.
96 otvora, biblioteke, sa bar-
kodom
Nove ploCice pune Sirine sa 4,5
96 otvora
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illumina

12. Postavite nosac plocica sa dubokim otvorima na slededi nacin, pa izaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije

Tip nosaca Traka
uzorka
24,48, 96 Sa dubokim 39-44
otvorima

Stavka Pozicija

50 ml 80% etanola urezervoaru 1.
sa dubokim otvorima

Nove plocice pune Sirine sa 2,3,4,5
96 otvora

13. Postavite posude za reagense na nosac reagensa na sledeci nacin, pa izaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije
uzorka

24,48, 96 Reagens 47.

Tip nosaca Traka

Stavka Pozicija

2,5 ml smeSe za popravku kraja 1.

Pripremljena smeSa za A-rep 2.
(ukupna zapremina)

Pripremljena smesa za ligaciju 3.
(ukupna zapremina)

Zrnca za preciSéavanje uzorka 4,
od 10 ml
12 ml pufera za hibridizaciju 5.

14. Sacuvajte ostatak od 12 ml pufera za hibridizaciju (HT1) u kontejneru za spajanje.

15. Proverite dali su nosaci, laboratorijska oprema i reagensi postavljeni kao $to je naznaceno, pa izaberite OK
(U redu) na ekranu ,Library Deck Verification” (Verifikacija platforme za biblioteku).

16. Saclekajte da se zavrSi automatska provera zapremine reagensa.

17. Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka.

18. Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da na ML STAR platformi za postavljanje nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

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

20. Pregledaijte plocCicu biblioteka da biste videli da li su zapremine ujednacene u svim otvorima.

/N  OPREZ

Ako su zapremine otvora nedosledne, uzorci mozda nece uspeti u automatizovanoj kontroli

kvaliteta.

21. Ukoliko je skladistite, zatvorite i zadrzite ploCicu biblioteka.

22. Ispraznite nosace, ocistite platformu, paizaberite OK (U redu).

23. Unesite komentare u vezi sa zahvacéenim otvorima, pa izaberite OK (U redu).

24. Obavite jedan od sledecih koraka:

* Da biste nastavili sa kvantifikacijom biblioteka, izaberite Yes (Da).
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* Da biste zaustavili proces, izaberite Exit (Napusti).

TACKA BEZBEDNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako zaustavljate proces, zatvorite plocicu biblioteka pre skladiStenja. PloCica biblioteka je stabilna do 7 dana od
datuma pripreme pri temperaturi od -25 °C do -15 °C.

Kvantifikacija biblioteka

Priprema

1. Pripremite sledede reagense:

Reagens Skladistenje Uputstva
Reagens za od2°Cdo8°C Zastitite od svetlosti. Odmrzavajte na sobnoj temperaturi
kvantifikaciju DNK 30-150 minuta.

(Preporucuje se uklanjanje reagensa na pocetku postupka
pripreme biblioteka.)
Pomesajte u vorteks mesalici, a potom kratko centrifugirajte.

Standard od2°Cdo8°C Pomesajte u vorteks mesalici, a potom kratko centrifugirajte.
kvantifikacije DNK

Pufer za ponovnu od2°Cdo8°C Pomesajte u vorteks mesalici.
suspenziju
2. Ako je plocica biblioteka bila zamrznuta, pripremite je na sledeéi nacin.
a. Potvrdite da ploc€ica nije skladiStena duze od 7 dana i odmrzavajte na sobnoj temperaturi.
b. PomesSajte u vorteks mesalici
c. Centrifugirajte na 1000 x g 1 minut.
Ukljucite fluorometar 10 minuta pre koriséenja.
4. Stavite bar-kod plocice na novu plo€icu sa 384 otvora.

Stavite bar-kod plocice na novu ploc€icu pune Sirine (full-skirt plate).

Postupak

1. lzaberite OK (U redu) da biste pokrenuli kvantifikaciju.

2. Ako metod VeriSeq NIPT Method nije ved otvoren:
a. Otvorite AppLauncher, paizaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisniCko ime, pa izaberite OK (U redu).
Skenirajte bar-kodove kutije sa dodatnim priborom.

4. Unesite korisni¢ko ime ili inicijale lica koje priprema reagens, pa izaberite OK (U redu).
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5. Postavite nastavke na nosa¢ nastavaka na sledeci nacin, pa izaberite OK (U redu).

L’::;:a serije ?;;Sac Traka Stavka Pozicija
24,48 Nastavak 1-6 Stalak za nastavke od 300 pl 1

Stalak za nastavke od 50 pli 2
96 Nastavak 1-6 Stalak za nastavke od 300 pl 1

Stalak za nastavke od 50 pl 2,3

6. Potvrdite da su bar-kodovi nalepljeni.
Ako je potrebno, otvorite plo€icu biblioteke.

8. Postavite plocice (tako da bar-kod bude okrenut udesno) na Multiflex nosa¢ na sledeéi nacin, pa izaberite
OK (U redu).

Veli¢ina serije Nosac
/ . Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nove ploCice pune Sirine, sa 1
bar-kodom

Nova plodica sa 384 otvora,sa 2

bar-kodom

Plogica biblioteka, sa bar- 3
kodom

Nove plocCice pune Sirine (full- 4,5

skirt plate) sa 96 otvora

9. Postavite epruvete sa reagensima bez poklopaca na nosac epruveta na sledeci nacin, pa izaberite OK (U

redu).
Velic¢ina serije Nosaé I
. Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Epruveta 46 Standard kvantifikacije DNK 1

Reagens za kvantifikaciju DNK 2

10. Postavite posude za reagense na nosac reagensa na slededi nacin, paizaberite OK (U redu).

Velic¢ina serije Nosac
J i Traka Stavka Pozicija

uzorka Tip

24,48, 96 Reagens 47 Nova posuda za reagense 1
(prazna)
Pufer za ponovnu suspenzijuod 2
16 ml
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11. Ako ste zaustavili protokol nakon postupka pripreme biblioteka, postavite prebrojane nastavke na nosace
nastavaka na sledeci nacin.

Veli¢ina serije Nosac .
. Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Nastavak 49-54 Nastavci od 1000 pl 1
Nastavci od 300 pl 2
Nastavci od 50 pl 3

12. Unesite lokaciju prvog i poslednjeg nastavka za svaki stalak za nastavke, pa izaberite OK (U redu).

13. Proverite dali su nosaci, laboratorijska oprema i reagensi postavljeni kao $to je naznaceno, pa izaberite OK
(U redu) na ekranu ,Quant Deck Verification” (Verifikacija platforme za kvantifikaciju).

14. SacCekajte da se zavrSi automatska provera zapremine reagensa.
15. Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka.

16. Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da na ML STAR platformi za postavljanje nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

17. Izaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.
18. Skinite plocicu biblioteka.
a. Pregledajte plocicu da biste videli da li su zapremine ujednacene u svim otvorima.

b. Zatvorite plodicu biblioteka i skladiStite na sobnoj temperaturi do zavrSetka analize fluorometrijskih
podataka.

19. Skinite preostale plocice sa 96 otvora i proverite da li su zapremine ujednacene u svim otvorima.
Velike greske u zapremini mogu da ukazuju na problem sa koracima pipetiranja.

20. Skinite plocicu sa 384 otvora i proverite da li postoji te€nost u odgovarajuéim otvorima.
21. Zatvorite plocCicu folijom.

22. Centrifugirajte brzinom od 1000 x g u trajanju od 20 sekundi.

23. Inkubirajte na sobnoj temperaturi 10 minuta, zasticeno od svetlosti.

24. Skinite sve nosace.

25. Ocistite ML STAR platformu, pa izaberite OK (U redu).

/N OPREZ

Nemojte da bacate reagens za kvantifikaciju dok ne dobijete podatke. Reagensi ¢e vam biti
neophodni ako bude potrebno da obavite ponovnu kvantifikaciju.

26. Nakon inkubacije, skinite foliju i stavite ploCicu sa 384 otvora na &ita¢ mikroploc€ica. Obavezno koristite
ljubicastu adaptersku ploCu (broj dela: 0310-4336) kompanije Molecular Devices ili ekvivalentnu ako je to
primenjivo za instrument koji se koristi.

* Uverite se da je prilikom umetanja A1 u gornjem levom uglu.

27. Dvaput izaberite Sablon VeriSeq NIPT da biste ga otvorili u sistemu SoftMax Pro.
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28. Izaberite New Experiment (Novi eksperiment) na kartici,,Home" (PocCetak).
29. Izaberite Read (Ocitavanje).
30. Izvezite podatke u XML formatu na slededéi nacin.
Kliknite desnim tasterom miSa na Plate (PloCica), pa izaberite Rename (Preimenuj).

a.

b. Skenirajte bar-kod plocice za kvantifikaciju, pa izaberite OK (U redu).

c. U gornjem levom uglu ekrana izaberite ikonu plocice, pa u meniju izaberite Export (Izvezi).
d

Oznacite polje za potvrdu Expt name (Naziv izvoza), podesite opciju datuma plocice na neobradeno,
podesite izlazni format na XML, pa izaberite OK (U redu).

e. Podesite putanju i naziv izlazne datoteke, pa izaberite Save (Sacuvaj).
Hamilton raCunar mora da ima pristup lokaciji datoteke. Nemojte da koristite razmake u nazivu ili putanji
datoteke.

Analiza

Na platformi ML STAR, na ekranu ,Scanner Information” (Podaci o skeneru) unesite ID fluorometra.
Unesite komentare o obradi pomodu fluorometra, pa izaberite OK (U redu).
Pronadite *.xml datoteku kvantifikacije koja sadrzi fluorometrijske podatke, pa izaberite OK (U redu).

Pregledajte rezultate analize standardne krive i koncentracije uzoraka, pa izaberite OK (U redu).

o oa WS

Ako je potrebno ponovo skenirati ploCicu, izaberite Rescan (Ponovno skeniraj).
Uzorci su osetljivi na vreme i svetlost. Kad je to potrebno, odmah obavite ponovno skeniranje.

o

Unesite komentare u vezi sa zahvacenim otvorima, pa izaberite OK (U redu).
7. Procenite rezultate i nastavite na sledeci nagin.

* Ukoliko su rezultati u skladu sa specifikacijom, predite na Biblioteke skupova na stranici 38. Da biste
saznali specifikacije, pogledajte QC metriku i tabelu sa grani¢nim vrednostima u vodicu za softver
VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).

* Ukoliko rezultati ne produ specifikaciju, sistem ¢e prekinuti metod. Ponovite postupke kvantifikacije
pocev od Priprema na stranici 34.

8. Obavite jedan od slededih koraka:
* Da biste nastavili sa Biblioteke skupova na stranici 38, izaberite Yes (Da).

* Da biste zaustavili proces, izaberite Exit (Napusti).

TACKA BEZBEDNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako zaustavljate proces, zatvorite plocicu biblioteka pre skladiStenja. PloCica biblioteka je stabilna do 7 dana
ukupne duzine skladiStenja pri temperaturi od -25 °C do -15 °C.

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP 370d75
ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.



Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Biblioteke skupova

Priprema

1. Pripremite sledece reagense:

Reagens Skladistenje Uputstva
Pufer za -25°Cdo Odmrznite na sobnoj temperaturi. Pomesajte u vorteks mesalici.
hibridizaciju -15°C Nakon koriséenja vratite u skladiste.

2. Ako je plocica biblioteka bila zamrznuta, pripremite je na sledeéi nacin.
a. Potvrdite da ploc€ica nije skladiStena duze od 7 dana i odmrzavajte na sobnoj temperaturi.
b. Vorteksujte brzinom od 1500 obrtaja u minuti u trajanju od 1 minuta.
c. Centrifugirajte brzinom od 1000 x g u trajanju od 20 sekundi.
d. Pipetirajte da biste promesali.
3. Oznacite praznu epruvetu za formiranje skupa sa ,Skup A“. Za 96 uzoraka oznacite drugu praznu epruvetu
za formiranje skupa sa , Skup B“.
4. Sacluvajte sledeci program za denaturaciju na termi¢kom cikleru sa poklopcem koji se zagreva.
a. lzaberite opciju unapred zagrejanog poklopca i podesite ga na 102 °C.
b. Podesite reakcionu zapreminu na 50 pl.
c. Podesite korak poja¢avanja na maksimum (= 2 °C u sekundi).
d. Inkubirajte na 96 °C u trajanju od 10 minuta, a zatim na 4 °C u trajanju od 5 sekundi.
e. Drzitena 4 °C.

Postupak

1. Postavite plocicu biblioteka na unapred programirani termicki cikler i pokrenite program denaturacije.
Nemojte da denaturiSete ploCice biblioteka pre nego $to kvantifikacija prode kontrolu kvaliteta u skladu sa
pokazateljima, jer ¢e mozda biti potrebno da obavite ponovnu kvantifikaciju.

2. Centrifugirajte plo€icu biblioteka brzinom od 1000 x g u trajanju od 20 sekundi.
Izaberite OK (U redu) da biste poceli sa pripremom biblioteke.

4. Ako metod VeriSeq NIPT Method nije otvoren:
a. Otvorite AppLauncher, paizaberite VeriSeq NIPT Method.
b. Unesite ID serije i korisni¢ko ime, pa izaberite OK (U redu).

5. lzaberite koncentraciju skupa, pa izaberite OK (U redu).
Ciljna gustina klastera je 220-260 K/mm?.

NAPOMENA  Koncentracije skupova ifili zapremine skupova mozda ¢e morati da se povedaju za 24
serije uzoraka da bi se odrZale sli¢ne gustine klastera dobijene sa 48/96 serija uzoraka.
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6. Ako Workflow Manager to zatrazi, obavite jedan od sledecih koraka:
* Da biste ugitali list sa uzorcima, odaberite list sa uzorcima povezan sa serijom, pa izaberite OK (U redu).
* Da biste koristili podrazumevane vrednosti sistema za ostale tipove uzoraka, izveStavanje o polu ili tip
skrininga, za svako podeSavanje izaberite Use Default (Koristi podrazumevanu vrednost).
Vise informacija o pravljenju lista sa uzorcima potrazite u Vodicu za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (br.
dokumenta 1000000067940).
7. lzaberite Start (Pokreni) da biste pokrenuli tajmer za plocicu za denaturaciju.
8. Postavite nastavke na nosace nastavaka na slededi nacin.
Veli€ina serije Nosac
J . Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Nastavak 7-12 Nastavci sa filterom od 50 pl 1
9. Postavite plo€icu denaturisane biblioteke (tako da bar-kod bude okrenut udesno) na Multiflex nosac na
slededi nacin, pa izaberite OK (U redu).
Velic¢ina serije Nosaé -
. Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Multiflex 19-24 PloCica denaturisane biblioteke 1
(sa bar-kodom)
10. Postavite epruvete za skupove na nosac epruveta na sledeci nacin, pa izaberite OK (U redu).
Veli¢ina serije Nosac
/ . Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
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. Postavite posude za reagense na nosac reagensa na slededi nacin, pa izaberite OK (U redu).
Veli€ina serije Nosac
J ‘ Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Reagens 47 3 ml pufera za hibridizaciju 1
12. Postavite nastavke na nosace nastavaka na sledeci nacin.
Veli€ina serije Nosac
J . Traka Stavka Pozicija
uzorka Tip
24,48, 96 Nastavak 49-54 Nastavci sa filterom od 1000 ul 1
Nastavci sa filterom od 300 pl 2
Nastavci sa filterom od 50 pl 3
13. Unesite lokaciju prvog i poslednjeg nastavka za svaki stalak za nastavke, pa izaberite OK (U redu).
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14.
15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.

Uverite se da su nosaci, laboratorijski pribor i reagensi napunjeni kako je naznaceno.

Na ekranu Pooling Deck Verification (Verifikacija platforme za formiranje skupova) izaberite OK (U redu).
Nadgledajte ML STAR tokom automatskih koraka.

Unesite komentare u vezi sa zahvaéenim otvorima, pa izaberite OK (U redu).

Kada softver Workflow Manager to zatrazi, uverite se da ha ML STAR platformi za postavljanje nema
nikakvih prepreka kako bi ML STAR mogao da isprazni nosace.

Izaberite Unload (Isprazni) da biste ispraznili platformu.

Skinite nosac epruveta.

Zatvorite Cepom svaku epruvetu za formiranje skupova, vorteksujte i kratko centrifugirajte.
Izaberite OK (U redu).

Sekvencirajte biblioteke Sto pre nakon formiranja skupova. Zatvorite plocicu biblioteka i skladistite je na
temperaturi od -25 °C do -15 °C najduze 7 dana da bi se omogudilo ponovno formiranje skupova.

TACKA BEZBEDNOG ZAUSTAVLJANJA

Ako zaustavljate proces, zatvorite epruvete za formiranje skupova i skladistite ih na temperaturi od -25 °C do
-15 °C najduze 7 dana.

Priprema skupova biblioteka za sekvenciranje

Priprema

1.

Pripremite sledece reagense:

Reagens Skladistenje Uputstva

Epruvete skupova -25°Cdo-15°C Ukoliko su prethodno bile skladiStene, odmrznite ih
na sobnoj temperaturi.
Kratko vorteksujte.
Kratko centrifugirajte.

2. Pripremite sistem sekvenciranja nove generacije tako $to ¢ete popuniti sledeca polja modula Local Run
Manager VeriSeq NIPT Module:
a. Run Name (Naziv obrade)
b. [Opciono] Run Description (Opis rada)
c. Pool Barcode (Bar-kod skupa)
/N OPREZ
Bar-kod skupa koji ste uneli u modul Local Run Manager mora da se podudara sa bar-kodom
skupa koji ste uneli u alatku Workflow Manager. Softver za analizu odbija nepravilne konfiguracije
obrade i zahteva ponovno sekvenciranje.
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Vise informacija o koris¢enju modula Local Run Manager VeriSeq NIPT Module potrazite u Vodi¢u za softver
VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).

Postupak

1. Kombinujte sledec¢e zapremine u kertridZu za reagense, a zatim pipetirajte da biste izmesali sadrzaj.
* Pufer za hibridizaciju (900 pl)
* 450 pl, skup A (450 pl)

2. Nastavite sa sekvenciranjem koristeci referentni vodi¢ za instrument za sekvenciranje nove generacije. Za
NextSeq 550Dx, pogledajte Referentni vodi€ za instrumente NextSeq 550Dx (dokument # 1000000009513)
(ili pogledajte odgovarajucée uputstvo u pakovanju navedeno na stranici podrske kompanije lllumina
www.support.illumina.com).

Potvrdite ispravnu konfiguraciju pokretanja kada se to od vas zatrazi.
Ukoliko je potrebno, ponovite ovaj postupak za skup B.

* Da biste dostigli ciljni opseg gustine klastera, za ploCicu biblioteke mozete ponovo da formirate skup
pomocdu druge koncentracije za formiranje skupa na uredaju Hamilton. Ponovno formiranje skupa &ini
prvobitni skup nevazedim.

* Druga mogucnost je modifikovanje odnosa skupa prema HT1 (450 pl + 900 pl) radi postizanja ciljnog
opsega gustine klastera.

Sekvenciranje nove generacije

VeriSeq NIPT Solution v2 moze se koristiti sa sistemom za sekvenciranje nove generacije sledecih specifikacija:
* (Qcitavanja 2x36 uparenih krajeva

* Kompatibilan sa indeksiranim adapterima u kompletu VeriSeq NIPT Sample Prep Kit

* Dvokanalna hemija

* Automatsko generisanje BCL (*.bcl) datoteka (neobradeni podaci instrumenta za sekvenciranje)

* 400 miliona oCitavanja uparenih krajeva po obradi

* kompatibilnost sa softverom VeriSeq NIPT Assay Software v2

NextSeq 550Dx je kompatibilan sa softverom VeriSeq NIPT Solution v2

Analiza podataka dobijenih sekvenciranjem

Nakon zavrSetka sekvenciranja, podaci dobijeni sekvenciranjem se automatski Salju u softver VeriSeq NIPT
Assay Software v2 radi analize i generisanja izvestaja. Izvestaj obuhvata klasifikaciju svakog uzorka u seriji, kao
i procenu svih pokazatelja kontrole kvaliteta za obradu. Postupak analize od zavrSetka sekvenciranja do krajnjih
rezultata traje otprilike 4 sata za seriju sa 48 uzoraka. Detaljne informacije o analizi podataka i izlaznoj datoteci
potrazite u Vodic¢u za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).
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Tumacenje rezultata

Algoritam softvera VeriSeq NIPT Solution v2 koristi sloZeni statisticki model koji kombinuje nekoliko razli¢itih
vrsta informacija dobijenih prikupljanjem fragmenata biblioteke sekvenciranja sa uparenim-krajevima. Ovaj
model se koristi za otkrivanje regiona genoma koji su malo ili mnogo zastupljeni u biblioteci svakog uzorka.
Vazno je da taj model uzima u obzir da li je stepen male ili velike zastupljenosti kvantitativho dosledan sa nekim
dogadajem aneuploidije u fetalnom genomu na nivou fetalne frakcije procenjene za tu biblioteku.

Za sve hromozome, podaci o uparenim-krajevima dobijeni sekvenciranjem se uskladuju sa referentnim
genomom (HG19). Jedinstvena neduplirana poravnata ocitavanja prikupljaju se u skladista od 100 kb.
Odgovarajudi broj skladista prilagodava se GC uticaju i u skladu s prethodno utvrdenom genomskom
pokrivenoscu specifi€cnom za region. Uz kori§¢enje takvih normalizovanih brojeva skladista, statisti¢ki rezultati
se izvode za svaki autozom poredenjem regiona pokrivenosti koji mogu biti zahvaceni aneuploidijom sa
ostatkom autozoma. Logaritamski odnos verovatnoce (LLR) izraunava se za svaki uzorak uz uzimanje u obzir
tih rezultata zasnovanih na pokrivenosti i procenjenoj fetalnoj frakciji. LLR je verovatnodéa da je uzorak zahvacéen
uz uocenu pokrivenost i fetalnu frakciju u odnosu na verovatnocu da je uzorak nezahvaden uz istu uoc¢enu
pokrivenost. Prilikom izraCunavanja tog odnosa uzima se u obzir i procenjena nesigurnost fetalne frakcije. Za
sledeca izraCunavanja se koristi prirodni logaritam odnosa. Softver za analizu odreduje LLR za svaki ciljni
hromozom i svaki uzorak kako bi se odredila aneuploidija.

Tokom formiranja serije korisnik mora definisati tip uzorka (jednoplodan ili blizanacki), tip skrininga (osnovni ili
ceo genom) i izveStavanje o polnim hromozomima (Da, Ne ili SCA) za svaki uzorak. Ove opcije zajedno odreduju
koji ¢e se podaci dobiti za svaki uzorak.

Kod svih tipova uzoraka, tip skrininga odreduje o kojim autozomnim anomalijama ¢e se izvesStavati. Kod
osnhovnog tipa skrininga, izveStava se samo o dogadajima trizomije na celom hromozomu, koji ukljucuju
hromozome 13, 18 i 21. Kod skrininga celog genoma, izveStava se o celim ili delimi¢nim delecijama hromozomaili
duplikacijama bilo kog autozomnog hromozoma. Duzina najmanje delimi¢ne delecije ili duplikacije hromozoma
koja se moze evidentiratiiznosi 7 Mb.

Kod jednoplodnih uzoraka moZete da onemogudite izveStavanje o polnim hromozomima. Pored toga, moze se
konfigurisati izveStavanje o aneuploidijama polnih hromozoma uz izveStavanje o polu euploidnih uzoraka ili bez
izveStavanja.

Kod blizanacCkih uzoraka, ako se za izveStavanje o polnim hromozomima izabere ,Yes” (Da), rezultat je

ogranicen na izvestavanje o prisutnosti ili odsutnosti hromozoma Y u biblioteci. Za blizanacke uzorke se ne
moze izvesStavati o aneuploidiji polnih hromozoma.

NAPOMENA Kada svi uzorci u seriji imaju isti prijavljeni pol, obavestenje o gresci e-postom/WebUI ¢e
upozoriti korisnika upozorenjem o primesi/kontaminaciji uzorka. Serija ¢e biti poniStena i
izvestaj nece biti napravljen. (Primenljivo za serverski softver VeriSeq NIPT Solution v2
verzije 2.2 i novije.)
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Rezultat ,ANOMALY DETECTED" (ANOMALIJA OTKRIVENA) ukazuje na to da je rezultat skrininga za uzorak
pozitivan na jednu anomaliju ili viSe njih, u skladu sa izabranim tipom skrininga i opcijom izvestavanja o polnim
hromozomima. Kada se otkrije anomalija, u izvestaju je naveden opis anomalije u citogenetskoj notaciji.

VeriSeq NIPT Assay Software v2 koristi statisticke podatke generisane tokom sekvenciranja da bi pruzio
procenu fetalne frakcije (fetal fraction estimation, FFE) za svaki uzorak. FFE je procenjena komponenta fetalne
cfDNK koja se dobija analizom i izrazava kao zaokruzeni procenat za svaki uzorak. Prose¢na standardna
devijacija ove procene za sve uzorke iznosi 1,3%. FFE se ne sme koristiti zasebno za potrebe izuzimanja uzoraka
priizveStavanju o rezultatima.

Za otkrivanje hromozomske predstavljenosti, VeriSeq NIPT Assay Software v2 koristi pojedinacni test
pouzdanosti fetalne aneuploidije (Fetal Aneuploidy Confidence Test, iFACT) — pokazatelj sa dinamickim pragom
koji pokazuje da li je sistem generisao dovoljnu pokrivenost sekvenciranja, uzimajuci u obzir procenu fetalne
frakcije za svaki uzorak. Negativni pozivi se prijavljuju samo ako uzorak ispunjava iFACT prag. Ako uzorak ne
dosegne taj prag, procena kontrole kvaliteta prikazuje ,FAILED iFACT" (NEUSPEOQ iFACT) i sistem ne generiSe
rezultat.

Osim iFACT-a, VeriSeq NIPT Assay Software v2 tokom analize procenjuje jos nekoliko pokazatelja kontrole
kvaliteta. Dodatni pokazatelji obuhvataju procenu uniformnosti pokrivenosti u referentnim genomskim
regionima i raspodelu duzina fragmenata cfDNK. Procena kontrole kvaliteta prikazuje zastavicu kontrole
kvaliteta ili neuspelu kontrolu kvaliteta za sve pokazatelje izvan prihvatljivog opsega. U slu¢aju neuspele
kontrole kvaliteta, sistem ne generiSe rezultat za uzorak. Ako kontrola kvaliteta uzorka nije uspela, on se moze
ponovno obraditi pod uslovom da je zapremina plazme u epruveti za prikupljanje krvi dovoljna.

VeriSeq NIPT Solution v2 generiSe podatke koji se koriste u zavrSnom izvestaju. Ne generiSe zavrsni izvestaj za
pacijenta. Korisnici su odgovorni za pripremu zavrSnog izvestaja i njegov sadrzaj, kao i za njegovo dostavljanje
odgovaraju¢em lekaru. lllumina nije odgovorna za ta¢nost teksta zavr§nog izvestaja namenjenog korisnicima.

/N OPREZ

Proverite procenjene fetalne frakcije za sve uzorke. Ako su procenjene fetalne frakcije sli¢ne za sve
uzorke u obradi, mozda je doslo do amalgamacije uzoraka koja je uticala na rezultate. Obratite se
tehni¢koj podrsci kompanije lllumina za pomoc¢ pri reSavanju problema.

Karakteristike performansi

Slededi podaci navedeni u odeljcima o klini¢kom i analitickom u¢inku generisani su upotrebom protokola i
materijala navedenih u uputstvima za upotrebu pocCevsi od plazme. Svi podaci dobijeni sekvenciranjem
navedeni u ovom odeljku generisani su na sistemu za sekvenciranje NextSeq 500/550 ili sistemu za
sekvenciranje NextSeq 550Dx sa sledecim konfiguracijama:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Softveru NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
instrumentu
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NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Verzija Komplet reagensa NextSeq 500/550 High Komplet reagensa NextSeq 550Dx High
kompleta Output v2.5 (75 ciklusa) Output v2.5 (75 ciklusa)
reagensa
Metod obrada sekvenciranjem 2x36 uparenih obrada sekvenciranjem 2x36 uparenih
sekvenciranja  krajeva u rezimu rada visoke snage Krajeva u rezimu rada visoke snage

Klinicka studija

Klini¢ka ta¢nost softvera VeriSeq NIPT Solution v2 pokazana je obradom uzoraka plazme trudnih Zena sa
jednoplodnim i blizanackim trudnoéama. Uzorci su dobijeni iz deidentifikovanih uzoraka plazme iz banki plazme
koji su prethodno obradeni iz uzoraka periferne pune krvi. Vise od 45.000 uzoraka je razmotreno za ukljucivanje
u ispitivanje. Ti su uzorci prethodno prosli prenatalni skrining za aneuploidije hromozoma kod fetusa i delimi¢ne
delecije i duplikacije veli¢ine 7 Mb ili vece. Svi uzorci zahvacenih trudnoca i podskup uzastopnih uzoraka
nezahvacenih trudnoda ispunjavali su uslove za testiranje ukoliko su klini¢ki ishodi bili dostupni i kriterijumi za

uzorke ispunjeni. U skupu za analizu testa bilo je ukupno 2335 uzoraka. U tom skupu je 2328 uzoraka bilo iz
jednoplodnih trudnoéa, a sedam iz blizanackih trudnoda.

28 od tih uzoraka (1,2%, 28/2335) palo je na kontroli kvaliteta analize pri prvom prolazu tokom analize obradenih
podataka dobijenih sekvenciranjem:
* 27iFACT padova (jedan XO, 26 nezahvacenih)

* Jedan pad zbog podataka izvan oCekivanog opsega

Demografski podaci i karakteristike trudnoce

Tabela 7 prikazuje rezime podataka o starosti majke, gestacijskoj starosti i trimestru trudnoce za uzorke u
skriningu celog genoma, uklju¢ujucdi uzorke sa poznatim mozaicima. Vecina (98%) uzoraka za testiranje
predstavlja trudnoéu u prvom tromesecju.

Uporedeni su demografski podaci za kohorte osnovnog skrininga i za kohorte skrininga celog genoma i nisu
uocene statisti¢ke razlike. Demografski podaci i karakteristike trudnode bili su sli¢ni bez obzira na to dali su
poznati mozaici bili uklju€eniiliizuzeti.
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Tabela7 Demografski podaci i karakteristike trudnoce

Rezime statistickih podataka

Broj uzoraka

Starost majke - godine

Ceo genom
(ukljucujuéi poznate mozaike)

2307*

Srednja vrednost 35,08
Standardna devijacija 4,04
Medijana 34,95

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

Gestacijska starost pri vadenju krvi — u nedeljama

Srednja vrednost 10,93
Standardna devijacija 1,20
Medijana 10,57

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

Trimester trudnocée - n (%)
< prvi (<14 nedelja)
Drugi

Tredi (= 27 nedelja)

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

* Predstavljeni zavr$ni uzorci obuhvatali su 7 blizanaca.

Klini¢ki ucinak

illumina

Rezultati koje daje VeriSeq NIPT Solution v2 uporedeni su sa ishodima prema klinickom referentnom standardu.
Ishodi prema klini¢kom referentnom standardu (kliniCka saznanja) svih ispitanih uzoraka bili su povezani sa
stanjem fetalne hromozomske aneuploidije i delimi¢nim delecijama i duplikacijama veli€¢ine najmanje 7 Mb.
Ishodi prema klini¢kom referentnom standardu za uzorke u ovom ispitivanju zavisili su od rezultata analize
hromozoma ili fiziCkog pregleda novorodenceta uz negativan NIPT skrining test zasnovan na sekvenciranju
nove generacije (NGS). Osoblje obu€eno za izvodenje studije obavilo je klasifikaciju podataka klini¢kog

referentnog standarda u skladu sa dokumentom sponzora sa Siframa u medicini.
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Metode analize hromozoma ukljucivale su kariotipsku analizu, fluorescentnu in situ hibridizaciju (fluorescence in
situ hybridization, FISH) ili analizu hromozomskih mikronizova (chromosome microarray, CMA) komparativhom
genomskom hibridizacijom. Analiza hromozoma obavljena je na perifernoj krvi ili pljuvacki novorodenceta ili
bebe, uzorcima proizvoda zaceda (products of conception, POC), amniocitima, horionskim resicama, tkivu
posteljice ili krvi iz pup&ane vrpce nakon porodaja.

Mozaicizam se defini$e kao prisustvo dve ili vise ¢elijskih linija razli¢itog hromozomskog sastava kod pojedinca.
Celijske linije poti€u od istog zigota. Vrsta i nivo mozaicizma su razli¢iti i zavise od vremena mozaickih dogadaja
tokom embriogeneze i fetalnog razvoja. U prenatalnim dijagnozama se pojavljuju razli¢ite vrste mozaicizma u
zavisnosti od raspodele abnormalnih ¢elijskih linija u odnosu na normalne u citotrofoblastu, mezenhimuiili
fetusu.'® lako se mozaicizam moZe videti kod bilo koje hromozomske anomalije, zastupljeniji je kod retkih
trizomija u odnosu na trizomije hromozoma 21, 18113 (T21, T18i T13)." Prilikom procene performansi slu¢ajevi
mozaicizma bili su obuhvaceni analizom na nivou celog genoma jer je svrha ove vrste skrininga za ovu analizu
otkrivanje retkih autozomnih aneuploidija (rare autosomal aneuploidies, RAA).

Uc€inak osnovnog skrininga

Kod osnovnog skrininga anomalije obuhvataju T21, T18 i T13. Analizom su obuhvaéena ukupno 2243
jednoplodna i blizanacka uzorka. Svih sedam blizanackih trudnoca je ta¢no otkriveno kao T21i one nisu
evidentirane u sledecoj tabeli.

Tabela 8 Osetljivost i specificnost testa VeriSeq NIPT Solution v2 za otkrivanje trizomija 21, 18 i 13 u osnovnom
skriningu za jednoplodne trudnoce (bez poznatih mozaicizama)

T21 T18 T13
Osetljivost > 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%

UcCinak analize pri osnovnom skriningu, kao §to je prikazano u Tabela 8, rauna se uz izuzimanje podskupa od
64 uzorka zahvadenih retkim autozomnim aneuploidijama, autozomnim delimi¢nim delecijama ili duplikacijama
ili poznatim mozaicizmom. Ta 64 uzorka uklju¢uju osam mozaika T21i tri mozaika T18. Pet od tih 11 uzoraka
identifikovano je kao pogodeno anomalijom koju je otkrio softver za analizu VeriSeq NIPT Assay Software v2.

Ucinak skrininga celog genoma

Kod skrininga celog genoma, pod svim anomalijama podrazumevaju se trizomije, monozomije i delimi¢ne
delecije ili duplikacije od 7 Mb ili veée. Uzorci za skrining celog genoma sastojali su se od 36 uzoraka s poznatim
mozaicizmom. Testirano je ukupno 2307 jednoplodnih i blizanackih uzoraka. Kod svih sedam blizanackih
trudnoca ta¢no je otkriveno da se radi o anomaliji hromozoma 21 i one nisu evidentirane u slede¢im tabelama.
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Ucinak skrininga celog genoma za sve anomalije

Tabela 9 Osetljivost i specificnost softvera VeriSeq NIPT Solution v2 pri skriningu celog genoma za otkrivanje
svih anomalija (uklju€ujuéii poznate mozaike)

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

Ucinak skrininga celog genoma za retku autozomnu aneuploidiju

Tabela 10 Osetljivost i specificnost softvera VeriSeq NIPT Solution v2 pri skriningu celog genoma za retku
autozomnu aneuploidiju (ukljuéujucii poznate mozaike)

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

Ucinak skrininga celog genoma za delimi¢ne delecije i duplikacije

Tabela 11 Osetljivost i specificnost softvera VeriSeq NIPT Solution v2 pri skriningu celog genoma za delimi¢ne
delecije i duplikacije od 7 Mb ili vece (ukljuCujucii poznate mozaike)

Osetljivost Specifiénost
Procenjeni % (n/N) 74.1% (20/27) 99,80% (2000/2004)
Dvostrani 95% ClI 55,3%, 86,8% 99,49%, 99,92%

Razlike u u€inku osnovnog skrininga i skrininga celog genoma

Metodologija racunanja rezultata za Ceste trizomije i aneuploidije polnih hromozoma ista je za osnovni skrining i
skrining celog genoma. U osnovnom skriningu algoritam se primenjuje samo na T21, T18 i T13. Medutim, kod
skrininga celog genoma ta se metodologija proSiruje tako da se analiziraju sve trizomije i retke aneuploidije
autozoma, kao i delimi¢ne duplikacije i delecije.

Postoje dve razlike izmedu opisanog izvestavanja o u€inku osnovnog skrininga i u¢inku skrininga celog genoma.
Kao prvo, kod skrininga celog genoma uzorci sa poznatim mozaicizmom za Ceste trizomije, kao i za retke
aneuploidije autozoma i delimi¢ne delecije i duplikacije uklju€eni su u pokazatelje uc€inka. Kao drugo, kod
skrininga celog genoma, po Zelji se moze evidentirati otkrivanje delimi¢ne duplikacije ili delecije uz punu
trizomiju. Prisutnost pune trizomije, pored delimi¢ne duplikacije ili delecije, moze se videti pozivanjem na LLR
rezultat naveden u dodatnom izvestaju.
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Uvrstavanje mozaika u skrining celog genoma

Mozaicizam se navodi kao ograni¢enje ove analize. Kada je prisutan mozaicizam, smanjen je fetalni signal
anomalije, pa moze biti teZe njeno otkrivanje bez ugrozavanja celokupne specificnosti analize. Medutim, posto
je mozaicizam vazniji za proSireni sadrzaj, uzorci sa mozaicizmom su uvrsteni u skrining celog genoma.

Od 64 uzorka uvrstena u skrining celog genoma, ali ne i u osnovni skrining, za 36 uzoraka je identifikovano da
prema klinickom referentnom standardu sadrze mozaicizam. Od tih 36 uzoraka, 23 otkrivanja podudarala su se
sa klini¢kim referentnim standardom.

Delimi¢na delecija ili duplikacija u odnosu na otkrivanje aneuploidije celih hromozoma

VeriSeq NIPT Solution v2 sadrzi opcije menija za osnovni skrining i skrining celog genoma. U osnovhom
skriningu, rezultat ,,ANOMALY DETECTED"” (ANOMALIJA JE OTKRIVENA) prikazuje se samo kada je na
hromozomima 21, 18 ili 13 otkrivena potpuna aneuploidija i ako su dostignuti svi pokazatelji kontrole kvaliteta.
Kod skrininga celog genoma, sistem prepoznaje aneuploidiju kod svih autozoma i dogadaje delimi¢ne delecije i
duplikacije veli¢ine najmanje 7 Mb.

Pri kori$éenju skrininga ¢itavog genoma, u slu¢ajevima u kojima i ceo hromozomski dogadaj, kao i CNV dogadaj
unutar istog hromozoma premasuje LLR prag, sistem daje prednost izveStavanju o dogadajima delimi¢ne
delecije ili duplikacije u toku Citavog poziva hromozoma ako veli¢ina delimi¢ne delecije ili duplikacije pokriva
75% ili manje hromozoma na kom je dogadaj otkriven. Ako je region sa delimi¢nom delecijom i duplikacijom veci
od 75% veli¢ine hromozoma, dogadaj se prijavljuje kao puna trizomija ili monozomija celog hromozoma ako je
istovremeno prekoracen i LLR prag za ceo hromozom. Zbog toga delecije i duplikacije znacajne veli€ine koje
¢ine manje od 75% veli¢ine hromozoma ili ta¢no toliko mogu biti indikacija za aneuploidiju celog hromozoma.

LLR rezultat za klasifikaciju celog hromozoma je kod svih uzoraka dostupan u dodatnom izvestaju. Pre
tumacenja rezultata treba pregledati LLR rezultat u vezi sa navedenom gornjom granicom na Verovatnoca
otkrivanja od 95% za regione prosecne veli¢ine za VeriSeq NIPT Solution v2 na stranici 58. Na primer, CNV
poziv gde LLR rezultati na nivou hromozoma premasuju gornju granicu dodatno podrzavaju tumacenje koje
odgovara aneuploidiji celog hromozoma. Kao primer, pogledajte Tabela 12.

U klini¢kom ispitivanju su bila dva uzorka jednoplodne trudnoce sa znacajno velikim duplikacijama (jedna na
hromozomu 21 i druga na hromozomu 18) koje su bile manje od 75% relativne veli¢ine hromozoma (pogledajte
Tabela 12). Oba dogadaja bila su navedena kao delimi¢ne duplikacije, a ne puna trizomija tog hromozoma. LLR
rezultati za te dogadaje bili suiznad gornje granice u skladu sa zahvaéenim ishodom za punu trizomiju. Kod
otkrivanja delimi¢ne duplikacije ili pune trizomije, postupanje nakon pozitivhog otkrivanja NIPT-om jeste da se
pacijentu ponudi testiranje radi potvrde putem prenatalnih dijagnostickih testova.

Tabela12 Primeri dogadaja velike duplikacije identifikovani u skriningu celog genoma

L . Ishod sistema za ceo Veli¢ina anomalije % LLR
Klinicka saznanja .
genom (Mb) hromozoma rezultati
Uzorak  Jedan plod sa Delimi¢na duplikacija 22,50 48,9 19,43
1 trizomijom 21 na 21
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e ) Ishod sistema za ceo Veli¢ina anomalije % LLR
Klinicka saznanja )
genom (Mb) hromozoma rezultati
Uzorak  Jedan plod sa Delimi¢na duplikacija 47,00 60,2 12,99
2 trizomijom 18 na 18

Da biste saznali viSe o pokazateljima kontrole kvaliteta koji se koriste za izveStavanje o rezultatima aneuploidije,
pogledajte Vodic za softver VeriSeq NIPT Solution v2 (br. dokumenta 1000000067940).

Polni hromozomi

Rezultati koji se odnose na polne hromozome dobijeni testom VeriSeq NIPT Solution v2 uporedeni su sa
ishodom prema klinickom referentnom standardu i rezime je prikazan u sledecoj tabeli. Izracunat je procenat
konkordantnosti za svaki polni hromozom u svakom ishodu prema klinickom referentnom standardu. Procenat
konkordantnosti izraCunat je kao broj uzoraka kod kojih se otkrivanje polnih hromozoma od strane testa VeriSeq
NIPT Solution v2 podudaralo sa klasifikacijom prema klinickom referentnom standardu, podeljen ukupnim
brojem uzoraka sa istom klasifikacijom prema klinickom referentnom standardu.

Tabela 13 Procenat konkordantnosti za fetalnu klasifikaciju pola*

Fenotip prema

e fizickom . . i
Fetalna klasifikacija pola Citogenetski rezultati
pregledu
novorodenceta
) .. Zenski Muski .
Otkriveno Kariotip . ol XX XY X0 XXX XXY XYY Drugo** Nedostaje
Anomalija nije XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
otkrivena
Anomalija nije XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
otkrivena
Anomalija je X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
otkrivena
Anomalija je XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
otkrivena
Anomalija je XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
otkrivena
Anomalija je XYY 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
otkrivena
Ukupno 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Procenat 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nije Nije
konkordantnosti primenjivo  primenjivo

* Pet blizanackih trudnoca ispravno je klasifikovano kao prisutnost hromozoma Y. Dve trudnoce su ispravno klasifikovane
kao neprisutnost hromozoma Y.
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** Drugi citogenetski rezultati bili su XXXXX i XXYY.

Pozitivha prediktivha vrednost i negativna prediktivha vrednost testa VeriSeq NIPT
Solution v2

Pozitivna prediktivna vrednost (PPV) i negativna prediktivna vrednost (NPV) testa daju informaciju o njegovoj
sposobnosti da uti¢e na klinicke odluke na osnovu osetljivosti, specificnostii verovatnoce pre testa da je fetus
zahvaden trizomijom (zastupljenost). PPV i NPV zavise od zastupljenosti, a zastupljenost tih aneuploidija moze
se razlikovati u razli¢itim populacijama ispitanika, pa su PPV i NPV izracunati za niz smislenih vrednosti
zastupljenosti na osnovu vrednosti osetljivosti i specifiCnosti uo€enih u osnovnom skriningu (bez poznatih
mozaika) kliniCkog ispitivanja tacnosti. Tabela 17 se zasniva na skriningu celog genoma (sa poznatim
mozaicima).

Tabela14 Zastupljenost trizomije 21, PPV i NPV u osnovnom skriningu (izuzimajucéi poznate mozaike)

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

Tabela 15 Zastupljenost trizomije 18, PPV i NPV u osnovnom skriningu (izuzimajuci poznate mozaike)

Zastupljenost (%) 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

Tabela 16 Zastupljenost trizomije 13, PPV i NPV u osnovnom skriningu (izuzimajuéi poznate mozaike)

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

Tabela 17 Zastupljenost bilo koje anomalije, PPV i NPV u skriningu celog genoma (uklju€ujuci poznate mozaike)

Zastupljenost (%) 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

Raspodela fetalne frakcije

Raspodela procena fetalne frakcije (FF) koje su dobijene testom VeriSeq NIPT Solution v2 za skrining celog
genoma sa mozaicizmima pokazana je pomocu kategorije ishoda prema Klini€kom referentnom standardu na
Slika 1.
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Slika1 Raspodela fetalne frakcije
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5 uzoraka je imalo anomalije iz viSe kategorija.
Cesta trizomija obuhvata uzorke sa trizomijom 21, 18 i/ili 13.

Ceo genom obuhvata uzorke sa RAA ili delimi¢nim delecijama i/ili duplikacijama.
Procene fetalne frakcije su se kretale od 2% do 34% ukupno, sa medijanom od 9% i interkvartilnim rasponom
(IQ) od 6% do 12%. Medijana procene fetalne frakcije za Ceste trizomije i dogadaje otkrivene skriningom celog
genoma iznosi 8%, a za aneuploidije polnih hromozoma (Sex chromosome aneuploidy, SCA) iznosi 9%. Opseg
procena fetalne frakcije bio je dosledan za sve ishode. Nema oc€iglednog pomaka u raspodeli fetalne frakcije
medu Cestim trizomijama, aneuploidijama polnih hromozoma, dogadajima otkrivenim tokom skrininga celog
genoma, kao ni svih uzoraka u analizi celog genoma.

Ucinak kod blizanackih trudnoca

Procena ucinka u pogledu trizomije 13, 18 i 21i hromozoma Y u blizana¢kim
trudno¢ama

Zbog male zastupljenosti trizomije 21, 18 i 13 u blizana¢kim trudno¢ama samo je mali broj zahvacéenih uzoraka
blizanaca bio dostupan za klini¢ko ispitivanje. Da bi se procenio ucinak softvera VeriSeq NIPT Solution v2 u
blizanac¢kim trudno¢ama, ra¢unarski (in silico) modeli zasnovani na osmatranjima klini¢kih uzoraka koriséeni su
za simulaciju populacija blizanackih trudnoc¢a. Ova simulacija je bila u skladu sa namenskom populacijom.
Raspodela fetalne frakcije odredena je iz otprilike 4500 uzoraka blizanaca i uporedena sa raspodelom iz oko
120.000 jednoplodnih uzoraka. Raspodela fetalne frakcije koja zavisi od statusa aneuploidije odredena je iz
pretpostavljenih jednoplodnih otkrivanja (1044 trizomije 21, 307 trizomija 18 i 192 trizomije 13). Kombinovanje
ove dve raspodele omogucilo je donoSenje zaklju¢ka o otkrivanju aneuploidije kod blizanaca. Simulirani su
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skupovi dizigotnih i monozigotnih blizanaca i uzet je ponderisani prosek koji predstavlja njihovu zastupljenost u
namenskoj populaciji (2 dizigotni: 1 monozigotni) radi procene osetljivosti. Radi specifi¢nosti, simulirani su
skupovi nezahvacéenih blizanaca.

Frakcija svakog simuliranog uzorka zahvacena trizomijom (tj. zahvaéena frakcija) razli¢ito je izracunata za svaku
kategoriju uzorka:

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

* Kod dizigotnih blizanaca pretpostavljeno je da je samo jedan blizanac pogoden (izuzetno su retki slucajevi u
kojima su zahvadéena oba dizigotna blizanca). Vrednosti zahvaéene frakcije simulirane su pomodu poznate
raspodele odnosa fetalne frakcije utvrdene na osnovu klini¢kih uzoraka blizanaca razli¢itog pola. Koris¢en je
konzervativni pristup prema kom je pretpostavljeno da zahvacéeni blizanac uvek ima najnizu fetalnu frakciju
medu blizancima. Primenjen je faktor korekcije za fetalne frakcije koje su u proseku nize kod trudnocda sa
trizomijom 13 i18.

* Kod nezahvacenih blizanaca zahvacena frakcija svakog uzorka podesena je na nulu.

Kod blizanaca zahvacenih ili trizomijom 18 ili trizomijom 13, smanjena je fetalna frakcija koja odgovara
zahvacenoj frakciji uzorka. Smanjenje je bilo proporcionalno prose¢nom smanjenju fetalne frakcije uo¢enom u
klinickim podacima kod jednoplodnih trudnoda sa trizomijom 18 ili 13 u odnosu na euploidne jednoplodne
trudnode.

Ukupna fetalna frakcija i zahvacena frakcija svakog simuliranog uzorka zatim su kori§éene za izracunavanje
rezultata aneuploidije pomocu standardnog algoritma softvera VeriSeq NIPT Solution v2. Osetljivost je
izracunata odredivanjem ucestalosti slu¢ajeva u kojima su rezultati aneuploidije za simulirane zahvacéene
blizance bili iznad odgovarajuce grani¢ne vrednosti za aneuploidiju. U skladu s tim, specifi¢nost je izraCunata
odredivanjem koliko su ¢esto rezultati aneuploidije za simulirane nezahvadene blizance bili ispod odgovarajuc¢e
grani¢ne vrednosti za aneuploidiju (Tabela 18). Intervali pouzdanosti (Cl) od 95% procenjeni su na osnovu broja
stvarnih klini¢kih blizanackih uzoraka u izvornom skupu podataka, koji su bili klasifikovani kao zahvacdeni ili
nezahvaceni relevantnom trizomijom.

Radi procene osetljivosti za hromozom Y u blizanackim uzorcima simulirani su skupovi blizanaca XY/XY i XX/XY.
Uzet je ponderisani prosek koji predstavlja njihovu u¢estalost u namenskoj populaciji (1 XY/XY: 1 XX/XY). Radi
procene specifiCnosti za hromozom Y kod blizanaca simuliran je skup blizanaca XX/XX. Ukupne vrednosti
fetalne frakcije simulirane su u skladu sa poznatom raspodelom fetalne frakcije u klini¢kim uzorcima blizanaca.

Za blizance XY/XY i XX/XY procenjeni su odgovarajuci rezultati hromozoma Y pomocu poznatog odnosa izmedu
fetalne frakcije i rezultata hromozoma Y u klini¢kim jednoplodnim uzorcima koji su klasifikovani kao uzorci
muskog pola. Samo u slu¢aju blizanaca XX/XY simulirane su vrednosti zahvacene (tj. muske) fetalne frakcije
pomocu poznate raspodele odnosa fetalne frakcije uo¢enih izmedu blizanaca iz iste trudnoce, kao $to je
utvrdeno klini¢kim uzorcima blizanaca razli¢itog pola. Koris¢en je konzervativni pristup, pa je odabrana
zahvadena frakcija koja je odgovarala manjem od dva blizanca. Za svaki simulirani uzorak XX/XY, rezultat
hromozoma Y pomnozen je zahvaéenom frakcijom.
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U slu€aju blizanaca XX/XX, rezultati hromozoma Y uzorkovani su iz rezultata uocenih iz klini¢kih jednoplodnih
uzoraka koji su klasifikovani kao uzorci Zzenskog pola. Rezultat hromozoma Y i ukupna fetalna frakcija zatim su
koris¢éeni za klasifikaciju svakog simuliranog uzorka kao onog u kom je hromozom Y prisutan ili odsutan pomocu
standardnog algoritma softvera VeriSeq NIPT Solution v2.

Osetljivost je izraCunata odredivanjem ucestalosti tacne klasifikacije simuliranih blizanaca XY/XY ili XX/XY kao
onih kod kojih je hromozom Y prisutan. Specifi¢nost je izraCunata utvrdivanjem koliko su ¢esto simulirani
blizanci XX/XX bili tacno klasifikovani kao da ne sadrze hromozom Y. Intervali pouzdanosti (Cl) od 95%
procenjeni su na osnovu broja stvarnih klini¢kih uzoraka blizanaca u izvornom skupu podataka koji su bili
klasifikovani kao oni kod kojih je hromozom Y prisutan ili odsutan.

Tabela 18 Procene za trizomiju 21, 18 i 13 u simuliranoj populaciji blizanackih trudnoca
Trizomija 21 Trizomija 18 Trizomija 13 Prisutnost hromozoma Y
Osetljivost 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% > 99,9% > 99,9%
Dvostrani95% Cl  (99,8%, > 99,9%) (99,9%, > 99,9%) (99,9%, >99,9%) (99,7%, > 99,9%)

Tabela 18 prikazuje punktualne procene i procenjene intervale pouzdanosti od 95% za osetljivost i specifiCnost
softvera VeriSeq NIPT Solution v2 u prepoznavanju trizomije 21, 18, 13 i prisutnosti hromozoma Y u simuliranoj
populaciji blizanackih trudnoda u skladu sa namenskom populacijom. Intervali pouzdanosti su procenjeni na
osnovu broja kontrola kvaliteta koje su prosli klini¢ki uzorci blizanaca klasifikovani kao zahvaceni ili nezahvaceni
relevantnom trizomijom. Proradun osetljivosti podrazumeva da su dve treéine zahvacenih blizanackih trudnoca
dizigotne sa jednim zahvacenim blizancem, dok je jedna treéina zahvaéenih blizanackih trudno¢a monozigotna
sa zahvacena oba blizanca.

Procene navedene u Tabela 18 odnose se samo na blizanac¢ke trudnoce. Zbog jos manje zastupljenosti, podaci
za viSeplodne trudnode (troplodne ili vi§e) nisu bili dovoljni za utvrdivanje odgovarajucih statisti¢kih modela za
procenu ta¢nosti otkrivanja aneuploidije.

Analiti¢ki ucinak

Preciznost

Da bi se procenila i kvantifikovala preciznost analize, softver za tok analize VeriSeq NIPT Solution v2 koriséen je
za ponovnu analizu podataka iz dve prethodne studije obavljene pomodu sistema VeriSeq NIPT Solution:

* studije o modireprodukcije na viSe mesta koja se sastojala od tri obrade izvedene od strane tri laboranta na
tri mesta, uz koriséenje jedne serije reagensa za ukupno devet obrada.

* studije o preciznosti unutar laboratorije koja se sastojala od 12 obrada na jednom mestu pomodu dve
platforme ML STAR, dva sistema instrumenata za sekvenciranje i tri serije reagensa za sekvenciranje.
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Cilj studije o preciznosti bio je kvantifikovanje preciznosti analize koja se odnosi na trizomiju 21 (T21) i
hromozom Y, kao i procena varijabilnosti izmedu razli¢itih instrumenata, kompleta za pripremu biblioteka i serija
reagensa za sekvenciranje. Ponovljivost za uslove koji nisu prethodno opisani nije procenjena kao deo studija.

Stvoren je skup fetalne frakcije T21 od 5% kombinovanjem cfDNK izdvojene iz maj¢ine plazme trudnih Zena (sa
fetusom koji ima T21) i cfDNK izdvojene iz plazme Zena koje nisu trudne. Stvoren je i skup cfDNK majcinog i
muskog pola (fetus XY) fetalne frakcije od 10%. Panel uzorka za svaku studiju za svaku obradu obuhvatao je 4
replikata skupa uzoraka sa fetalnom frakcijom od 5% zahvacenih sa T21i 20 replikata skupa cfDNK majcinog i
muskog pola sa fetalnom frakcijom od 10%. Testiranje je obavljano tokom 10 dana i obavljena je ukupno 21
obrada za kombinaciju dve studije.

Za procenu su odabrani T21i prisutnost hromozoma Y, na osnovu reprezentativnosti klini¢kih uslova i slozenosti
otkrivanja anomalije. Veli¢ina hromozoma 21, kao najmanjeg ljudskog autozoma, direktno uti¢e na osetljivost
otkrivanja T21, narodito pri niskim vrednostima fetalne frakcije kakve su korisé¢ene u ovoj studiji. Hromozom Y u
obliku u kom je prisutan u maj¢inoj plazmi iskljucivo je fetalnog porekla, pa ga zato analiza lakSe otkriva.

Uocena srednja i standardna devijacija LLR rezultata za hromozom 21i normalizovane hromozomske vrednosti
za hromozom Y (NCV) pokazale su da je standardna devijacija replikata (SD) bila najvediizvor varijabilnosti.
Varijacije izmedu mesta, instrumenata i serija reagensa dodale su neznatnu koli¢inu varijabilnosti, kao Sto
pokazuje razlika izmedu ukupne SD i SD replikata u Tabela 19 i Tabela 20.

Tabela19 Rezime standardne devijacije (SD) odziva sekvenciranja na viSe mesta (ponovljivost)

Sredn;j k D i
Odziv N recnja SD replikata Ukupna S "mom
vrednost reprodukcije*
LLR rezultat za hromozom 21 36 34,43 11,36 11,36
NCV za hromozom Y 180 190,56 7,96 10,20

* Ukupna vrednost obuhvata varijabilnost zbog mesta, laboranta, obrade, dana i replikata.

Tabela 20 Rezime preciznosti odziva sekvenciranja unutar laboratorije

Srednja Ukupna SD unutar
Odziv N . SD replikata P ..
vrednost laboratorije*
LLR rezultat za hromozom 21 48 36,01 9,07 10,25
NCV za hromozom Y 240 198,68 7,63 7,82

* Ukupna vrednost obuhvata varijabilnost zbog instrumenta za sekvenciranje, serije reagensa, laboranta, obrade, danai
replikata.
Obavljena je dodatna studija radi poredenja preciznosti sekvenciranja sistemom VeriSeq NIPT Solution v2
(ukupna standardna devijacija) uz koriséenje Celije toka verzije 2.0 u odnosu na ¢eliju toka verzije 2.5. Studija je
obuhvatala dve vrste ¢elija toka (v2.0 i v2.5), tri serije kompleta za sekvenciranje, Cetiri sistema instrumenata i
dve obrade sekvenciranjem po kombinaciji, $to je ukupno 48 obrada za jedno mesto. Pripremljen je jedan skup
za sekvenciranje iz plo€ica cfDNK koje su ru¢no pripremljene. Panel uzorka je obuhvatao 4 replikata skupa
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uzoraka sa fetalnom frakcijom od 5% zahvacenih sa T21i 20 replikata skupa cfDNK maj¢inog i muskog pola
(fetus XY) sa fetalnom frakcijom od 10%. Rezultati ove studije predstavljeni su u Tabela 21i podrzavaju tezu da
nema razlike u preciznosti sekvenciranja kada se koriste Celije toka v2.0 i ¢elije toka v2.5.

Tabela 21 Rezime preciznosti odziva sekvenciranja kada se koriste ¢elije toka v2.0 i ¢elije toka v2.5

Broj posmatranja Ukupan SD Ukupan SD

Odziv Statisticki rezultat**
po verziji zav2.0* za v2.5*

LLR rezultat za 96 9,56 8,44 Statisticki ekvivalent

hromozom 21 (p-vrednost = 0,25)

NCV zahromozomY 480 7,74 7,38 Statisticki ekvivalent

(p-vrednost = 0,38)

* Ukupna vrednost obuhvata varijabilnost zbog instrumenta za sekvenciranje, serije reagensa, obrade, dana, replikata
**Na osnovu F-testa jednakosti varijansi (kvadrat standardne devijacije)

Unakrsna kontaminacija

Unakrsna kontaminacija procenjena je kroz tok rada pripreme uzorka za VeriSeq NIPT Solution. Testirani su
skupovi plazme Zena koje nisu trudne (XX) i odraslih muskaraca (XY) prema uzorku Sahovske table u formatu
plocice sa 96 otvora na 4 ploCice. N=48 za svaki zenski i muski uzorak po plocici za ukupno 192 zenska i 192
muska uzorka. Nijedan Zenski uzorak nije pokazao pokrivenost hromozoma Y koja bi bila statisti¢ki veéa od
procenjene pozadine, $to znaci da nije bilo unakrsne kontaminacije muskim uzorcima sa iste plo€ice. U sistemu
VeriSeq NIPT Solution nije primeéena unakrsna kontaminacija koja se moze detektovati.

Potencijalno ometajuce (interferirajuc¢e) supstance

Uticaj potencijalno ometajucih supstanci na VeriSeq NIPT Solution odreden je procenom ucinka analize u
prisustvu takvih supstanci.

U skupove maijcine plazme nezahvacenih Zenskih trudnoca (fetus XX) dodati su albumin, bilirubin, hemoglobin i
trigliceridi (endogeni). Skupovi su testirani pri dve koncentracije svake od testnih supstanci (n=16 za svaku).
Nisu uoceni ometajuci uticaji na ucinak analize.

Tabela 22 Potencijalno ometajuc¢e supstance (endogene)

Testna supstanca 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 prisutna genomska DNK (gDNK) majke u plazmi moZe potencijalno ometati u€inak analize jer se moze
izdvojiti zajedno s fetalnom cfDNK. Genomska DNK u nivoima od 1,6, 3,3 i 4,9 ng po uzorku (8to odgovara
standardnoj devijaciji 1, 2 i 3 iznad srednje oekivane vrednosti koncentracije gDNK posle 7 dana skladiStenja
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pune krvi'?) dodata je u cfDNK izdvojenu iz majéine plazme kod nezahvadenih zenskih (fetus XX) trudnoda.

Uzorci su zatim testirani u instrumentu VeriSeq NIPT Solution (n=16 za svaku koncentraciju). Nisu uoceni
ometajudi uticaji na u¢inak analize u prisustvu poviSenih nivoa gDNK.

Dvadeset potencijalno ometajucih (interferirajucih) supstanci zasnovanih na lekovima (egzogenih) koji se ¢esto
koriste ili prepisuju tokom trudnoce testirano je prema EP7-A2 (Interference Testing in Clinical Chemistry;
Approved Guideline-Second Edition). 20 potencijalnih interferenata kombinovano je u Cetiri skupa, dodato u
maijcinu plazmu kod nezahvacenih zenskih (fetus XX) trudnoda i testirano uredajem VeriSeq NIPT Solution
(N=16 za svaki skup). Nisu uo¢eni ometajudi uticaji na u¢inak analize u prisustvu ovih egzogenih supstanci.

Tabela 23 Potencijalno ometajuce supstance (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 Natrijum fluorid Nadolol

Granica otkrivanja

Granica otkrivanja (Limit of Detection, LOD) definiSe se kao nivo fetalne frakcije koji odgovara 95% verovatnodi
otkrivanja stanja koje se posmatra, npr. T21. Da bi se odredila granica otkrivanja uredaja VeriSeq NIPT Solution
v2 zarazna Cesta stanja, obavljena su odgovarajuca ispitivanja i statisticke analize.

Verovatnoca otkrivanja stanja koje se posmatra u zahva¢enom uzorku koji se obraduje uredajem VeriSeq NIPT
Solution v2 prvenstveno zavisi od tri faktora:

* Fetalna frakcija
* Dubina sekvenciranja
* Veli¢inaislozenost genomskog regiona koji se posmatra

Ako pretpostavimo da je dubina sekvenciranja konstantna, odredenu aberaciju je lak$e otkriti u uzorku sa vec¢im
procentom fetalne frakcije nego u uzorku sa manjim procentom fetalne frakcije. | obratno, ako pretpostavimo da
je fetalna frakcija konstantna, odredenu aberaciju je lakSe otkriti u uzorku sa ve¢om dubinom sekvenciranja
nego u uzorku sa manjom dubinom sekvenciranja. Na kraju, aberacije u manjim ili slozenijim genomskim
regionima teze se otkrivaju nego aberacije u vecim ili manje slozenim genomskim regionima, uz pretpostavku da
su fetalna frakcija i dubina sekvenciranja konstantne.

Da bi se odredio LOD za otkrivanje T21, analizirani su uzorci koji se sastoje od meSavine uzoraka iz skupa sa T21
i skupa sa nezahvacéenim uzorcima. Dve vrste analita pomesane su preko titracijske serije radi stvaranja skupa
od sedam nivoa fetalne frakcije (0, 2, 3, 4, 5, 6110 %). Svaki nivo je predstavljalo ukupno 10 replikata.
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Da bi se dodatno povecdala rezolucija reSetke fetalne frakcije za LOD analizu, podaci iz tog ispitivanja pojacani
su podacima dobijenim razredivanjem in silico. Efekti eksperimentalnog razredivanja i titracije simulirani su
kontrolisanim meSanjem podataka dobijenih sekvenciranjem. Podaci dobijeni titracijom in silico pokrili su niz od
14 nivoa 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, 4,25i 4,50 %) uz 32
replikata za svaki nivo. Na dobijene podatke primenjena je probit analiza da bi se utvrdio LOD za T21.

Nezavisno od toga, razvijen je statistiCki model utemeljen na fetalnoj frakciji, dubini sekvenciranja i genomskoj
veli¢ini/sloZenosti, koji predvida verovatnocu otkrivanja bilo koje aberacije u bilo kom uzorku. Ovaj model je
zasnovan na podacima koji odgovaraju skupu od 1405 uzoraka XY. Utvrdeno je da je LOD za T21, kao §to je
predvideo ovaj model, u skladu sa procenom zasnovanom nha goreopisanoj probit analizi. Ovaj statisti¢ki model
je koriséen za odredivanje vrednosti LOD-a za aneuploidije na svim autozomima i za delimi¢ne delecije i
duplikacije.

Slika 2 prikazuje 95% verovatnocu otkrivanja za regione prosecne veli¢ine i autozomne granice otkrivanja za sve
trizomije i monozomije. CNV LLR gornja granica 15.1.

Slika 2 Verovatnoca otkrivanja od 95% za regione prosecne veli¢ine za VeriSeq NIPT Solution v2

Simboli pokazuju autozomno ograni¢enje otkrivanja trizomija Simboli pokazuju autozomno ograni€enje otkrivanja monozomija
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G/ PO 6S

Otklanjanje problema

Otklanjanje problema sa softverom VeriSeq NIPT Solution v2

.. . Mogudi

RezZim greske

rezultat
Nema Neuspela
dovoljno kontrola
ulazne plazme kvaliteta

uzorka
Greska Krv se nije
epruvete sa razdvojila na
Krvlju slojeve

Tumacenje

Nedovoljna
zapremina
plazme.

Uzorak nije
centrifugiran.

Nepravilno
skladistenje ili
transport uzorka
(hemoliza
uzorka).

Preporucena radnja

Ponovo uzmite krv

Proverite da li je centrifuga

pokrenutaidalije epruveta
centrifugirana koris¢enjem

odgovarajuce sile. Ponovo

uzmite uzorak.

Ponovo uzmite uzorak.

Komentari

Na osnovu vizuelne provere zapremine
plazme.

Smrznuti uzorci se ne razdvajaju.
Nepravilni uslovi transporta ili skladiStenja
mogu dovesti do hemolize uzoraka.
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G/ PO 09

Rezim greske

Cep u uzorku
ili spor protok

Mogudi
rezultat

Kontaminacija
plazme

Prelivanje
uzorka

Kvar hardvera

Tumacenje

Pojedinacni
uzorci mogu
zacepiti ploCicu
za vezivanje ako
je uzorak plazme
znatno
kontaminiran.

Neodgovarajuca
vizuelna provera
svake epruvete
radi utvrdivanja
prikladnosti
uzorka.

Neodgovarajuca
digestija
materijala tokom
ekstrahovanja.

Preporucena radnja

Pregledajte uzorak. Ako je
preostala plazma u epruveti
crvena ili beli¢asta, otkazite
uzorak i zatrazite ponovno
uzimanje uzorka. Ako uzorak
izgleda normalno, ponovo ga
testirajte.

Proglasite nevazedéim uzorke
u obliznjim otvorima koji su
zahvadeni prelivanjem.

Ponovo testirajte uzorak.
Ako se problem javijai za
otvore sa drugim uzorcima,
obratite se tehnickoj podrsci
kompanije lllumina.

Komentari

Moze ukazivati na to da su uzorci
transportovaniili pogresno skladisteni pre
obrade. Neprikladne uzorke izuzmite iz
obrade.
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G/ PO L9

Rezim greske

Neuspela
kontrola
kvaliteta
analize
pojedinacnog
uzorka

Mogudi
rezultat

Neuspela
kontrola
kvaliteta
sekvenciranja

Male vrednosti
fetalne frakcije
ili mali broj
mesta koja
nisu izuzeta
(eng. Non-
Excluded Sites
(NES))

Tumacenje

Mogudi uzroci su

slededi:

» Nedovoljan
genetski unos

» PogreSan
prenos tokom
rukovanja
uzorkom

¢ Neuspehu
sekvenciranju
reagensa

Nije generisano
dovoljno
podataka za

precizan izvestaj.

Preporucena radnja

Proverite oznake na
uzorcima. Pogledajte dali je
bilo slicnog ucinka kod
prethodnih uzoraka na
relativnoj poziciji na plocici.
Ponovo testirajte uzorak.

Ponovite testiranje na
plazmi.

Komentari

Ukazuje na nedovoljan unos uzorka ili
pogresan prenos na platformi ML STAR.
Nedovoljna koli¢ina genetskog materijala
moze biti posledica nedovoljne koli¢ine DNK
bez éelija u plazmi ili DNK zasnovane na
éelijama koja dovodi do prekomernog
razredivanja uzorka za sekvenciranje.
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G/ PO ¢Z9

Rezim greske

Neuspela
kvantifikacija
pri kontroli
kvaliteta

Greska pri
formiranju
skupova

Mogudi
rezultat

Neuspela
obrada
kvantifikacije.
Medijana serije
ispod
minimuma

Neuspela
obrada
kvantifikacije

Formiranje
skupova
uzoraka nije
uspelo

Tumacenje

Nedovoljan
prinos postupka.

Neuspela
standardna kriva.

Analiza
formiranja
skupova ne moze
daizraCuna
tacne zapremine
skupova.

Preporucena radnja

Ponovite kvantifikaciju. Ako
ponavljanje ne uspe, obratite
se tehni¢koj podrsci
kompanije lllumina.

Ponovite kvantifikaciju. Ako
ponavljanje ne uspe, obratite
se tehni¢koj podrsci
kompanije lllumina.

Ponovo procenite
koncentraciju ciljnog skupa.
Ponovo pokrenite analizu
formiranja skupova.

Komentari

Standardne metrike krive koje ne prolaze ili
ukazuju na probleme sa pripremom biblioteke
(tj. koris¢enje etanola nebioloskog kvaliteta) ili
na probleme sa procesom kvantifikacije.

Otklanjanje problema sa platformom VeriSeq NIPT Microlab STAR

Korak
postupka

Formiranje
serije

Kod greske

EM0044

Dijalog greske

The Batch ID entered
contains forbidden
characters. (Uneti ID serije
sadrZi zabranjene
znakove.)

Opis

VeriSeq NIPT Solution v2

u svim poljima sa

ResSenje od strane korisnika

Promenite naziv serije tako da ne sadrzi
specijalne znakove.

podacima prihvata samo

brojeve, slova, donje crte

i crte.

ZA uonn|os 1dIN basuap ez nfuenoxed n oalsindn
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S/ PO E9

Korak n =
Kéd greske

postupka

Formiranje EMO051

serije

Formiranje EMO0076

serije

Formiranje EMO0118

serije

Formiranje Nije

serije primenljivo

Dijalog greske

The Batch ID is greater
than 36 charactersin
length. (ID serije je duzi od
36 znakova.)

Unable to connect to
VeriSeq Onsite Server v2
(Nije moguce povezivanje
sa serverom VeriSeq
Onsite Server v2)

This batch has been failed
and cannot be further
processed. (Ova serija nije

ispravna i ne moze se dalje

obradivati.)

Obrada ove serije je veé

zavrSena. Would you like to

repool? (Obrada ove serije
je ved zavréena. Zelite i
ponovo da formirate
skup?)

Opis

VeriSeq NIPT Solution v2
ograni¢ava duzinu naziva
serija na najvise 36
znakova.

VeriSeq Onsite Server v2
ne odgovara na zahteve
za podatke koje Salje
Workflow Manager.

Za navedenu seriju je ved
utvrdeno da nije ispravna
i njena dalja obrada nije
moguca.

Navedena serija je
obradena kroz proces
formiranja skupova.
Jedina obrada koja moze
da se dozvoli je ponovno
formiranje skupova.

ResSenje od strane korisnika

Promenite naziv serije tako da bude kraci
od 36 znakova.

1. Uverite se da je ML STAR povezan na
mrezu.

2. Uverite se da je VeriSeq Onsite Server
v2 ukljucen.

3. Proverite da li ML STAR moZe da se
poveze sa sistemom VeriSeq Onsite
Server v2 (pomocu ping-zahteva).

4. Ako prethodni koraci ne reSe problem,
obratite se tehnickoj podrsci kompanije
lllumina.

Zapis o seriji na sistemu VeriSeq Onsite
Server v2 ukazuje na to daizabrana serija
nije ispravna. Dalja obrada nije dozvoljena.
Napravite drugu seriju sa potrebnim
uzorcima.

Ponovo formirajte skup na slededi nacin.

« |zaberite Re-Pool (Ponovo formiraj
skup).

» Prekinite metod i uverite se da je naziv
serije tacan pre ponovnog formiranja
skupa.

ZA uonn|os 1dIN basuap ez nfuenoxed n oalsindn



‘NG3JLOdN NAJILSONOVIIA OYLIANIVZ
ddS 60A LSG/8/00000001L BIUBWNXYOP "ig

S/ PO ¥9

Korak
postupka

Izolovanje
plazme

Izolovanje
plazme

Postavljanje
plocica

Kod greske

WP0087

EP0102

Nije
primenljivo

Dijalog greske

Duplicate sample barcodes

loaded. (Uneti su uzorci sa
dupliranim bar-kodovima.)

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded. (Uzorci navedeni
na listu sa uzorcima nisu
uneti.)

Venus Barcode Mask Error
(Greska maske Venus za
bar-kodove)

Opis

U sistem su uneti uzorci
sa identi¢nim bar-
kodovima.

Uzorci navedeni na listu
sa uzorcima nisu uvrsteni
u unete bar-kodove.

Workflow Manager
namedce ispravno
povezivanje ploCica sa
serijom koristec¢i maske
Venus za bar-kodove.

ResSenje od strane korisnika

1. Pratite upite softvera Workflow Manager
da biste identifikovali duplikate uzoraka.

2. Uklonite duplikate i ponovo ih oznacCite
ili zamenite.

3. Ponovo unesite uzorke.

1. Pratite upite softvera Workflow Manager

da biste identifikovali uzorke koji

nedostaju.

2. Uradite nesto od slededeg:

» Dodajte uzorke koji nedostaju u seriju i
ponovo unesite uzorke.

« Obustavite metod i izmenite list sa
uzorcima prema potrebi. Ponovo
pokrenite metod.

1. Proverite kako je postavljena ploCica i
potvrdite da je raspored plocice pravilan.
2. Uverite se da je postavljena plocCica
odgovarajuc¢a za navedenu seriju.

ZA uonn|os 1dIN basuap ez nfuenoxed n oalsindn



‘NG3JLOdN NAJILSONOVIIA OYLIANIVZ
ddS 60A LSG/8/00000001L BIUBWNXYOP "ig

G/ PO S9

Korak
postupka

Ekstrahovanje
cfDNK

Ekstrahovanje
cfDNK

Kod greske

WEO0150

WEO0153

Dijalog greske

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

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

Opis

Workflow Manager ne
nastavlja s radom ako je
vrednost pritiska
vakuumske cevi u
mirovanju < 400 Torr.

Ako je izmereni pritisak
vakuuma previsok pre
nego Sto kontrola pritiska
pocne, sistem mozda ne
radi.

ResSenje od strane korisnika

1. Proverite ima li zastoja ili drugih
prepreka u vakuumskoj cevi.

2. Otvorite stezaljke za oslobadanje cevi
za otpad, saCekajte da se pritisak smaniji, a
zatim zatvorite sasvim stezaljke za
oslobadanje cevi.

3. Proverite da li su vakuumski kontrolor i
pumpa uklju€eni.

4. Proverite vakuum bocu za otpad. Ako je
boca za otpad puna viSe od polovine,
ispraznite je.

5. Ako se problem nastavi, obratite se
tehni€koj podrsci kompanije lllumina.

Uverite se da su svi vakuumski spojevi i

cevi na zadnjoj strani kontrolora u¢vrséeni.
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G/ PO 99

Korak
postupka

Ekstrahovanje
cfDNK

Kod greske

WE0996

Dijalog greske

Vacuum failed to seal.

(Vakuumski spoj ne
funkcionise.)

Opis

Kvar spoja mora biti
otklonjen pre nastavka.

ResSenje od strane korisnika

Proverite da li je kvar spoja otklonjen pre
izbora stavke OK (U redu).

1. Uverite se da je ploCica za vezivanje u
ravni sa vakuumskim razdelnikom. Rukom
u rukavici i koristedi silu pritisnite plocicu
za vezivanje prema dole.

2. SluSajte zujanje vakuuma i posmatrajte
protok vode kroz ploCicu za vezivanje.

3. Otvorite prikaz pracenja u programu
Workflow Manager. Nakon §to stvarno
ocCitavanje pritiska dostigne najmanje 50
jedinica pritiska manje od oditavanja
okoline, izaberite OK (U redu) da biste
nastavili sa ekstrakcijom cfDNK.

4. Ako potrebno ocitavanje pritiska nije
dostignuto tokom dodeljenog vremena,
izaberite OK (U redu) da biste nastavili sa
prvim punjenjem lizata.

5. Pauzirajte metod nakon §to se lizat
nanese na ploCu za vezivanje. Ponovo
postavite i koristedi silu pritisnite plo¢icu
Za vezivanje prema dole.

6. Ako lizat ne prode kroz plo€icu, obratite
se tehni¢koj podrSci kompanije lllumina.
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G/ PO /9

Korak
postupka

Ekstrahovanje
cfDNK

Ekstrahovanje
cfDNK

Ekstrahovanje
cfDNK

Kod greske

WMO0219

EE0477

EE0519

Dijalog greske

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

An error has occurred
while moving a plate.
(DoSlo je do greske pri
premestanju plocice.)
(ISWAP greska)

Scanned barcode does not

match Binding Plate
barcode on record.
(Skenirani bar-kod se ne
podudara sa bar-kodom
ploCice za vezivanje u
zapisu.)

Opis

Vakuum moze ostati
uklju€en posle
obustavljanja metoda
tokom ekstrahovanja.

Ako se naide na iSWAP
gresku (ispustanje
ploCice, neuspesno
podizanje itd.), sistem ¢e
od vas zatraziti da ru¢no
dovrsite pomeranje
ploCice.

Postavljena ploCica za
vezivanje se ne podudara
sa bar-kodom uklonjene
plocice.

ResSenje od strane korisnika

1. Na vakuumskom kontroloru pritisnite
dugme Power da biste iskljucili vakuum.
2. Sacekajte 10 sekundi, pa ponovo
pritisnite dugme Power da biste ukljudili
vakuum.

Uverite se da se plocica moze koristiti

(nema prosipanja materijala).

o Ako se plocica ne moze vratiti, prekinite
rad.

o Ako plocica moze da se vrati, pratite
prikazana uputstva da biste ru¢no
zavrSili prenos plocice.

Uverite se da se plocica koja se postavlja
podudara sa bar-kodom u zapisu (u
evidenciji pra¢enja pogledajte koji se bar-
kod ocekuje).
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G/ PO 89

Korak
postupka

API

Kod greske

EA0372

EAQ774

EA0780

Dijalog greske

Unable to connect to the
data server. (Nije moguce
povezivanje sa serverom
podataka.)

Connection Error (Greska
veze).

The API server connection
failed to validate. (GreSka u
povezivanju — provera veze
sa APl serverom nije
uspela.)

403: Invalid Request.

The current transaction is
not valid. (403: Nevazedi
zahtev. Trenutna
transakcija nije vazeda.)

Opis

VeriSeq Onsite Server v2
ne odgovara na zahteve
za podatke koje Salje
Workflow Manager.

VeriSeq Onsite Server v2
je prestao da odgovara
na zahteve za podatke
koje Salje Workflow
Manager.

Poslati podacisuu
suprotnosti sa logikom
toka rada sistema.

ResSenje od strane korisnika

1. Uverite se da je ML STAR povezan na
mrezu.

2. Uverite se da je VeriSeq Onsite Server
v2 ukljucen.

3. Proverite da li ML STAR mozZe da se
poveze sa sistemom VeriSeq Onsite
Server v2 (pomocu ping-zahteva).

Uverite se:

1. Uverite se da je ML STAR povezan na
mrezu.

2. Proverite da liML STAR moze da se
poveze sa sistemom VeriSeq Onsite
Server v2 (pomodu ping-zahteva).

3. Uverite se da je VeriSeq Onsite Server
v2 ukljucen.

Pogledajte detalje o gresci da biste saznali

viSe. UobiCajeni uzroci su predugi ulazni
podaci ili unosi koji su u suprotnosti sa
listom prihvatljivih znakova.
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Istorija revizija

Dokument Datum Opis promene
Br. dokumenta: april Uklonjeno
1000000078751 v09 2024. o Zastareli br. dela 20030577.

» Zahtev za maksimalni kapacitet epruveta u centrifugi za
epruvete za sakupljanje krvi.

Dodato

* Novi br. dela 20101927 za VeriSeq Onsite Server v2.

» Jedinica dimenzija za epruvete za sakupljanje krvi od 10 ml.

» Pojasnjenje o kompatibilnim verzijama softvera SoftMax Pro.

» Napomena za pojasnjenje da bi se trebalo koristiti samo
kompatibilno plasti¢no posude kako bi se osigurala
zamenljivost sa sistemom VeriSeq NIPT Microlab STAR.

» Napomena u vezi sa upozorenjem o kontaminaciji uzorka
primesama u odeljku Tumacenije rezultata.

 lzjava o oprezu: nemojte zamrzavati uzorak pune krvi
sakupljen u Streck Cell-Free DNA BCT.

« lzjava o oprezu da biste izbegli izlaganje uzorka poviSenim
temperaturama.

o Pojasnjenje u vezi sa ograni¢enjima testa i uslovima
ponovljivosti.

e Pojasnjenje za CNV LLR gornju granicu za sliku 2 u odeljku
Granica otkrivanja.

Azurirano

o Kompatibilna referenca posude za reagense, od Roche
Reagent Tub do lllumina Reagent Tub, i dodat je novi broj dela.

» Kataloski broj dela za Thermo Fisher Multifuge X4 Pro-MD u
br. 75016034.

* l|zjava o oprezu da nedosledne zapremine otvora mogu da
dovedu do neuspeha u automatizovanom KC uzorku.

o Referenca na uloSke u paketu instrumenata.

Br. dokumenta: Avgust Azuriranje broja dela toka posla
1000000078751 v08 2022. Uklonjeno uputstvo za pipetiranje za mesanje ako je ploCica
biblioteke zamrznuta.
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Dokument Datum Opis promene
Br. dokumenta: Maj Podeljena su ograni¢enja procedure u VeriSeq NIPT Solution v2
1000000078751 v07 2022. izvestajima i uklju€ena prva dva znaka za nabrajanje. Preostali
tekst u novom zaglavlju Ograni€enja testa.
Uklonjeno

» VeriSeq sa svih oznaka reagensa.

» Primenite bar-kod ploCice na plocicu VeriSeq NIPT Adapter
Plate u pripremi biblioteka za pripremu.

Dodato

o Rec sertifikovano za vodu bez DNaze i RNaze.

» Jedan od slededih ¢itaca mikroplocica ili ekvivalent i
SpectraMax M2, M3, M4, M5 i beleSka.

o U odeljku VeriSeq NIPT Microlab STAR radi objasnjenja toga
Sta treba raditi tokom dogadaja rukovanja greSkom.

» Napomena za vizuelni pregled otvora.

o Uputstva za serije od 24 i 48 uzoraka kroz odeljke protokola.

» Koraci sa uputstvom kada treba koristiti ljubiCastu adaptersku
plocu ili ekvivalent.

o Odeljak ,Demografski podaci i karakteristike trudnocée”
uklju€uje rezultate trudnoce u prvom tromesecju.

o Tacka nabrajanja u specifikacijama plocica sa dubokim
otvorima koja ukljuCuje otpornost na torziju.

Azurirano

o Dodatak za jedinstvena imena serija radi jasnoce uz ukljuéen
primer.

o Simboli i formatiranje za napomene, mere opreza i upozorenja.

o Rezultati podstavki u nabrajanju testova.

« Gvanidin-tiocijanat u gvanidin-hidrohlorid.

« CVS uBVS (eng. Basic Vacuum System, osnovni vakuumski
sistem)

o Dodatak za koriS¢enje ekrana Citavog genoma i LLR rezultata.

» Specifikacije: specifikacije posude za reagense, plocice sa
dubokim otvorima, ploCice sa 384 otvora i plocice sa

96 otvora
Br. dokumenta: Avgust AZurirana je adresa ovlas¢enog predstavnika za EU.
1000000078751 v06 2021.
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Dokument Datum
Br. dokumenta: Decembar
1000000078751 v05 2020.
Br. dokumenta: Oktobar
1000000078751 v04 2020.
Br. dokumenta: septembar
1000000078751 v03 2020.
Br. dokumenta: februar
1000000078751 v02 2020.

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP
ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.

Opis promene

Odeljci ,Nacela postupka”“, ,Upozorenja i mere predostroznosti“i
.,0znake proizvoda"” azurirani su dodatnim razjasnjenjima u vezi
sa ispunjavanjem regulatornih zahteva.

Manje promene sadrzaja u protokolu radi podudaranja sa
lllumina stilom i organizacijom.

Ispravljen je opis hromozoma 21 sa ,drugi najmanji ljudski
autozom” na ,najmaniji ljudski autozom" u odeljku ,Preciznost” u
delu ,Analiti¢ki u¢inak”.

Dodate su izjave o oprezu u vezi sa nepravilnom upotrebom
rezervoara i opasnostima od amalgamacije uzoraka u odeljke
s1zolovanje plazme”, ,Priprema"“ i ,Tumacenje rezultata“.

Dodati su brojevi delova za nov server i softver za objavljivanje
nove verzije modela servera i softvera.

Dodate su mere opreza u informacije o protokolu i otklanjanju
problema u vezi sa spreCavanjem prelivanja uzoraka i
reSavanjem tog problema.

AZurirana je lista aktivnih sastojaka za kutiju sa dodatnim
priborom dodavanjem reagensa Standard kvantifikacije DNK radi
uskladenosti sa bezbednosno-tehnickim listom.

AZuriran je nacin imenovanja za modul Local Run Manager
VeriSeq NIPT radi doslednosti sa drugom dokumentacijom.
Dodata je istorija revizija.

Manje ispravke.

Azurirana je lista materijala kako bi prikazala specifikacije
laboratorijske opreme uz poznate opcije kompatibilnosti.

AZurirane su informacije o klinickom ucinku kako bi bolje
prikazale razlike izmedu osnovnog skrininga i skrininga celog
genoma.

Dodate su nove razlike u u€inku osnovnog skrininga i skrininga
celog genoma.

Uklonjene su protivre¢ne informacije o opcionalnom dodatnom
izvestaju iz odeljka ,Nacela postupka“.

Azuriran je na€in imenovanja za softver VeriSeq NIPT Workflow
Manager v2 u dokumentu radi stilske doslednosti.

AZurirane su adrese kompanije lllumina u Australiji i Holandiji
kako bi prikazale nedavne promene.
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Dokument

Br. dokumenta:
1000000078751 vO1

Br. dokumenta:
1000000078751 v0O0

Datum

Avgust
2019.

Maj
2019.

Br. dokumenta 1000000078751 v09 SRP
ZA IN VITRO DIJAGNOSTICKU UPOTREBU.

Opis promene

illumina

Uklonjen je duplikat koraka u delu , Ekstrahovanje cfDNK" koji je

rezultat greske softvera za objavljivanje.

Pocetno izdanje.
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Uputstvo u pakovanju za VeriSeq NIPT Solution v2 i”umlna*‘

Patenti i zigovi

Ovaj dokument i njegov sadrZaj su u vlasnistvu kompanije lllumina, Inc. i njenih podruznica (,lllumina“) i namenjeni su isklju¢ivo za ugovorno
kori$¢enje njenih kupaca u vezi sa koris§¢enjem proizvoda koji su ovde opisani i ni za $ta drugo. Ovaj dokument i njegov sadrzaj ne smeju se
koristiti niti distribuirati ni za koju drugu svrhu niti se smeju prenositi, otkrivati ili reprodukovati ni na koji na€in bez prethodnog pisanog
pristanka kompanije lllumina. lllumina ne prenosi nikakvu licencu pod patentom, robnom markom, autorskim pravom ili javnim pravom niti
sli¢nim pravima bilo kog treceg lica prema ovom dokumentu.

Stru€na i adekvatno obucena lica moraju strogo i izri¢ito da poStuju uputstva u ovom dokumentu kako bi se obezbedila ispravna i bezbedna
upotreba ovde opisanih proizvoda. Pre upotrebe tih proizvoda obavezno je u potpunosti procitati i razumeti celokupnu sadrzinu ovog
dokumenta.

UKOLIKO NE PROCITATE | NE PRATITE OVO UPUTSTVO U CELOSTI, TO MOZE DA DOVEDE DO OSTECENJA PROIZVODA, POVREDA LICA,
KAO STO SU KORISNICI ILI DRUGA LICA, | OSTECENJA DRUGE IMOVINE | TIME CE SE PONISTITI SVAKA GARANCIJA KOJA SE ODNOSI NA
PROIZVOD.

KOMPANIJA ILLUMINA NE PREUZIMA NIKAKVU ODGOVORNOST USLED NEADEKVATNE UPOTREBE OVDEOPISANIH PROIZVODA
(UKLJUCUJUCI I NJIHOVE DELOVE ILI SOFTVER).

© 2023. lllumina, Inc. Sva prava zadrzana.

Svi Zigovi su vlasnistvo kompanije lllumina, Inc. ili odgovarajucih vlasnika. Konkretne informacije o Zigovima potrazite na adresi
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontakt informacije

ul C€

lllumina, Inc. 2797

5200 lllumina Way IVD Australijski sponzor

San Diego, California 92122 SAD lllumina Australia Pty Ltd
+1.800.809.ILMN (4566) Nursing Association Building
+1.858.202.4566 (van Severne Amerike) liumina Netherlands B. V. Level 3, 535 Elizabeth Street
techsupport@illumina.com mm Steenoven 19 o Melbourne, VIC 3000
www.illumina.com - fﬁgﬂﬁ?"dhwe" Australija

Oznake proizvoda
Sveobuhvatno objasnjenje simbola koji se pojavljuju na pakovanju i oznakama proizvoda potrazite u legendi
simbola na veb-sajtu support.illumina.com, na kartici Dokumentacija za vas komplet.

Rezime bezbednosti i performansi (Summary of Safety and Performance, SSP) dostupan je na adresi
https://ec.europa.eu/tools/eudamed, nakon pokretanja evropske baze podataka za medicinska sredstva
(Eudamed). Povezan je sa osnovnim UDI-DI-jem (0081627002NIPTRP).
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