ilumina

Izvedite sliedece korake za svaki alikvot:
a Centrifugirajte na 1600 x g tijekom
10 minuta na temperaturi od 4 °C.
b ZapocCnite izolaciju plazme u roku od
15 minuta.
Provjerite sadrzili svaka epruveta najmanje
1,5 ml plazme iznad sloja leukocita |
trombocita.
Skinite Cep s epruveta te ih postavite na
nosace epruveta.
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Unesite ID serije i korisni¢ko ime.
Postavite list s uzorcima ili kliknite No Sample
Sheet (Bez lista s uzorcima).
Odaberite veli¢inu serije.
Odaberite broj kontrola bez predloska
(NTC-ova).
Postavite uzorke, vrhove i ploCice (s barkodom
okrenutim udesno) na nosac.
Nadzirite automatizirane korake.
Po zavrSetku kliknite Unload (Isprazni) da biste
ispraznili platformu
Uklonite plo¢u dubokih jazica s
meduplazmom.
a Provjerite ujednacenost volumena na
ploci.
b UocCite eventualne neujednacenosti.
c Zatvorite plo€u, postavite uz ravnotezu
i centrifugirajte na 5600 x g tijekom
10 minuta.
Kliknite Yes (Da).
Uklonite poklopac s ploCe i ponovno je
postavite na nosac.
Nadzirite automatizirane korake.
Po zavrsetku kliknite Unload (Isprazni) da biste
ispraznili platformu.
Kada Workflow Manager to zatrazi, ispraznite
nosace i platformu.
Uklonite ploCu dubokih jaZica s konacnom
plazmom.
Provjerite ujednacenost volumena, vidljivost
stani¢nih peleta i prekomjernost hemolize za
plocu.
Ponistite uzorke s vidljivim stani¢nim peletom ili
prekomjernom hemolizom.
Unesite komentare o zahvacenim jazicama.

sijec¢nja 2020.
VLASNISTVO TVRTKE ILLUMINA

ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slu¢aju prekidanja zatvorite plocicu za konacnu
plazmu i uskladistite na temperaturi od 2 °Cdo 8 °C

najvise 7 dana.
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Postavite vrhove.

Unesite mjesto prvog i posliednjeg vrha za
svaki stalak s vrhovima.

Skenirajte crti¢ne kodove na kutiji za
izdvajanje.

Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja je
pripremila reagens.

Skenirajte crticne kodove na kutiji za dodatnu
opremu.

Unesite korisni¢ko ime ili inicijale osobe koja je
pripremila reagens.

Skinite poklopac s plo¢e dubokih jazica za
konacnu plazmu i postavite ploce (s crticnim
kodom okrenutim udesno) na nosac.

Za nepotpune serije ploCa postavite skraceni
poklopac na neiskoriStene jaZice (stupci4 - 12
za serije s 24 uzoraka i stupci 7 — 12 za serija s
48 uzoraka).

Postavite ploCicu za vezivanje DNA na
vakuumski razdjelnik.

Potvrdite okvir Are DNA Binding Plate Columns
Sealed? (Jesu li plocice za vezivanje DNA
zatvorene?) pa kliknite OK (U redu).

Ulijte reagense u posude i umetnite ih.
Prenesite reagense u duboke jazice i umetnite
ih.

Pricekajte na zavrSetak provjere volumena
reagensa.

Provijerite je li vakuumski otpad pun najvise od
polovice (preporucuje se da bude prazan)
Nadzirite automatizirane korake.
Centrifugirajte ploCicu za povezivanje DNA pri
5600 x g tijekom 10 minuta.

Tijekom centrifugiranja ocistite vakuum s 70 %
etanolom.

Broj dokumenta 1000000099479 vOO HRV
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Nakon centrifuge odbrtvite jazice koje sadrze
uzorke na plocici za povezivanje DNA i stavite
je na plocicu za ispiranje cfDNA.
Nadzirite automatizirane korake.
Nakon inkubacije oznacite okvir Plates are
assembled as indicated (PloCice se sastavljaju
na naznacen nacin).
Centrifugirajte plocicu za vezivanje DNA-a na
5600 x g tjekom 2 minute.
Provjerite ujednacenost volumena za plodicu
za eluiranje cfDNA.
Zatvorite i pricvrstite ploCicu za eluiranje
cfDNA radi pripreme biblioteke.
Po zavrSetku kliknite Unload (Isprazni) da biste
ispraznili platformu.
Ispraznite sve nosace i oCistite platformu
sustava ML STAR.
Unesite komentare o zahvacenim jazicama.
Izvedite neki od sliedecih koraka:
Da biste nastavili s pripremom biblioteka,
kliknite Yes (Da).
Da biste prekinuli, kliknite Exit (Izadi).

TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U sluc¢aju prekidanja zatvorite ploCicu za eluiranje
cfDNA i uskladistite na temperaturi od =25 °C do
—15°C na najvise 7 dana.

sijecnja 2020.
VLASNISTVO TVRTKE ILLUMINA
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ZA IN VITRO DIJAGNOSTIKU

Skenirajte crticne kodove na kutiji za pripremu
biblioteke.
Unesite korisniCko ime ili inicijale osobe koja je
pripremila reagens.
Skenirajte crti¢ne kodove na kutiji za dodatnu
opremu.
Unesite korisnicko ime ili inicijale osobe koja je
pripremila reagens.
Postavite vrhove.
Unesite mjesto prvog vrha za svaki stalak s
vrhovima.
Postavite plocice.
Ulijte reagense u duboke jazice i umetnite ih.
Ulijte reagense u epruvete i umetnite ih.
Pricekajte na zavrSetak provjere volumena
reagensa.
Nadzirite automatizirane korake.
Po zavrsetku kliknite Unload (Isprazni) da biste
ispraznili platformu.
Provjerite ujednacenost volumena za plocicu
za biblioteke.
Ako Cete je pohranjivati, zabrtvite i zadrzite
plocicu s bibliotekama.
Ispraznite nosace i oCistite platformu.
Unesite komentare o zahvacenim jazicama.
Izvedite neki od sliedecih koraka:
Da biste nastavili s kvantificiranjem
biblioteka, kliknite Yes (Da).
Da biste prekinuli, kliknite Exit (Izadi).
Ako ne prekidate, odmah prijedite na
kvantifikaciju.
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TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slu¢aju prekidanja zatvorite plocicu za biblioteke
prije skladiStenja. Plocica za biblioteke stabilna je
najvise 7 dana od dana pripreme na temperaturi od
-25°Cdo-15°C.
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Skenirajte crticne kodove na kutiji za dodatnu
opremu.

Unesite korisnicko ime ili inicijale osobe koja je
pripremila reagens.

Postavite vrhove na nosac vrhova.

Skinite poklopac s plocice za biblioteke,

a zatim postavite plocice.

Postavite epruvete s reagensom bez ¢epova.
Ulijte reagense u posude za reagens i umetnite
ih.

Pricekajte na zavrSetak provjere volumena
reagensa.

Nadzirite automatizirane korake.

Po zavrsetku kliknite Unload (Isprazni) da biste
ispraznili platformu.

Ispraznite plocicu s bibliotekama, provijerite
ujednacenost volumena, zatvorite i uskladistite
na sobnoj temperaturi.

Ispraznite plocice s 96 jazica i provjerite
ujednacenost volumena.

Ispraznite ploCicu s 384 jaZica i provjerite ima i
tekucine u odgovaraju¢im jazicama.

Zatvorite plocicu folijom.

Centrifugirajte na 1000 x g tijekom 20 sekundli.
Inkubirajte na sobnoj temperaturi 10 minuta
zasti¢eno od svjetlosti.

Ispraznite sve nosace i oCistite platformu
sustava ML STAR.

Nakon inkubacije skinite foliju i postavite
ploCicu s 384 jazica na Cita¢ mikroploCica.
Dvaput kliknite predlozak VeriSeq NIPT da
biste ga otvorili u programu SoftMax Pro.

Na kartici Home (PoCetno) odaberite New
Experiment (Novi eksperiment).

Odaberite Read (Oc¢itaj).

sijec¢nja 2020.
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|zvezite podatke u XML obliku na nacin opisan

u nastavku.

a Desnom tipkom miSa kliknite Plate
(PloCica), a zatim odaberite Rename
(Preimenuj).

b Skenirajte crti¢ni kéd plocice za
kvantifikaciju, a zatim kliknite OK (U redu).

¢ U gornjem lijevom kutu zaslona kliknite
ikonu plocice, a zatim na izborniku
odaberite Export (I1zvezi).

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

e Postavite put i naziv izlazne datoteke,

a zatim kliknite Save (Spremi).

U sustavu ML STAR unesite ID fluorometra,

unesite komentare za analizu te prenesite

XML datoteku.

Pregledajte rezultate analize.

Unesite komentare o zahvacenim jazicama.

Procijenite rezultate.

Ako rezultati zadovoljavaju specifikacije,
prijedite na stvaranje skupova biblioteka.
Specifikacije potrazite u tablici metriCkinh
podataka i granica za kvantifikacijsku
kontrolu kvalitete u priruCniku za softver
VeriSeq NIPT Solution v2 (dokument br.
1000000067940).

Ako rezultati ne zadovoljavaju specifikacije,
sustav ¢e prekinuti metodu. Ponovite
postupke kvantifikacije pocevsi od odjelika
Priprema biblioteka na stranici 2.

lzvedite neki od sliedecih koraka:

Da biste nastavili sa stvaranjem skupova
biblioteka, kliknite Yes (Da).
Da biste prekinuli, kliknite Exit (Izadi).
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TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U slu¢aju prekidanja zatvorite plocicu i uskladistite

je na temperaturi od -25°C do—-15 °C na najvise
7 dana.
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Postavite plocicu za biblioteke na instrument
za amplifikaciju i pokrenite program
denaturizacije.

Centrifugirajte plocicu s bibliotekama na 1000
x g tijlekom 20 sekundi.

Odaberite koncentraciju stvaranja skupova.
Postavite list s uzorcima ili upotrebljavajte
zadani.

Odaberite Start (Pokreni).

Postavite vrhove.

Postavite ploCicu za denaturiranu biblioteku.
Postavite epruvete za stvaranje skupova.
Ulijite reagense u posude za reagens i umetnite
ih.

Postavite vrhove.

Unesite mjesto prvog i posliednjeg vrha za
svaki stalak s vrhovima.

Nadzirite automatizirane korake.

Unesite komentare o zahvacenim jaZicama.
Po zavrSetku odaberite Unload (Isprazni) da
biste ispraznili platformu.

Ispraznite nosac epruveta.

Zatvorite svaku epruvetu za stvaranje
skupova, promijesajte u vrtloznoj mijesalici,

a zatim nakratko centrifugirajte.

Kliknite OK (U redu).

Sekvencirajte biblioteke Sto prije nakon
stvaranja skupova. Ako je potrebno, zabrtvite
plocicu s bibliotekama i pohranite na
temperaturi od —25 °C do -15 °C do 7 dana
ukupne pohrane da bi se ponovno stvorili
skupovi.
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TOCKA SIGURNOG PREKIDANJA

U sluc¢aju prekidanja stavite ¢ep na epruvete za
stvaranje skupova i uskladistite na temperaturi od
—25°C do—-15°C na najvise 7 dana.
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1 Dodajte sliedeci potroSni materijal u spremnik
reagensa, a zatim pipetirajte u smjesu.
900 pl pufera za hibridizaciju
450 pl skupa A

2 Nastavite sa sekvenciranjem na sustavu za

sekvenciranje nove generacije.

3 Prema potrebi ponovite postupak za skup B.
Da biste postigli raspon gustoce cilinog
klastera, za ploCicu s bibliotekom moze se
ponovno stvoriti skup pomocu druge
koncentracije za stvaranje skupa na
uredaju Hamilton. Ponovno stvaranje skupa
¢ini izvorni skup nevazedim.

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