ilumina

Vykonajte nasledujuce kroky pre kazdu

alikvotnu Cast:

a Odstredujte v centrifige 10 minut pri
1600xg ateplote 4 °C.

b Do 15 minut za¢nite sizolaciou plazmy.

Skontrolujte, ¢i kazda skumavka obsahuje

minimalne 1,5 ml plazmy nad leukocytovo-

trombocytovou vrstvou.

Odstrante uzavery zo skumaviek a skimavky

vlozte do drziakov.
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Zadajte ID davky a meno pouzivatela.

Nacitajte harok so vzorkou alebo kliknite na

polozku No Sample Sheet (Ziadny harok so

vzorkou).

Vyberte velkost davky.

Vyberte pocet kontrol bez Sablény (NTC).

Do nosi¢a viozte vzorky, Spicky a dosticky

(s Ciarovym koédom smerujucim nahor).

Sledujte automatizované kroky.

Po dokonceni kliknite na polozku Unload

(Vylozit) na vylozenie plosiny.

Vyberte dostiCku s hibokymi jamkami na

docasnu plazmu.

a Skontrolujte konzistentnost objemov na
dosticke.

b Zaznamenajte si vSetky nekonzistencie.

¢ Utesnite dostiCku, vlozte ju tak, aby bola
vyvazena, a odstredujte rychlostou 5600 g
10 minut.

Kliknite na polozku Yes (Ano).

Odstrante utesnenie dosticky a viozte

dosti¢ku na nosic.

Sledujte automatizované kroky.

Po dokonceni kliknite na polozku Unload

(Vylozit) na vylozenie plosiny.

Po zobrazeni vyzvy aplikacie Workflow

Manager vyprazdnite nosice a plosinu.

Vyberte dostiCku s hlbokymijamkamina

zavereCnu plazmu.

Skontrolujte dosticku z hladiska konzistencie

objemov, viditelnych bunkovych peliet

anadmernej hemolyzy.

Zruste platnost vzoriek s viditelnymi

bunkovymi peletami alebo nadmernou

hemolyzou.

Zadajte komentar k prislusnym jamkam.
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NA DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dosticku s konecnou
plazmou zaplombujte a skladujte pri teplote
2°Caz8°C maximalne 7 dn.
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Vlozte Spicky.

Zadajte umiestnenie prvej a poslednej Spicky
zkazdého zasobnika SpiCiek.

Naskenujte Ciarové kody Skatule na extrakciu.
Zadajte meno pouzivatela alebo inicialy osoby,
ktora pripravila reagenciu.

Naskenujte Ciarové kody Skatule

s prislusenstvom.

Zadajte meno pouzivatela alebo inicidly osoby,
ktora pripravila reagenciu.

Odstrante tesnenie dosticky s hlbokymi
jamkami a finalnou plazmou a viozte dosticky
(s Ciarovym kodom smerujlucim doprava) do
nosica.

V pripade Ciastkovych davok na dosticke
aplikujte upravené tesnenie na nepouzivané
jamky (stipce 4 — 12 v pripade déavok

s 24 vzorkami a stipce 7 - 12 v pripade ddvok
so 48 vzorkami).

Vlozte dostiCku viazucu DNA do vakuového
potrubia.

Zaciarknite policko Are DNABinding Plate
Columns Sealed? (Su stipce dosticky viaZzucej
DNA utesnené?) a potom kliknite na polozku
OK.

Nalejte reagencie do skimaviek a viozte ich.
Preneste reagencie do zasobnikov s hlbokymi
jamkami a vlozte ich.

Pockajte na dokoncenie kontroly objemu
reagencie.

Overte, Ci vakuova odpadova flasa nie je
naplnena nad polovicu jej objemu
(odporuc¢ame pouzit prazdnu).

Sledujte automatizované kroky.

Odstredujte dosti¢ku viazucu DNA rychlostou
5600 g 10 minut.
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PocCas odstredovania vycCistite vakuovy systém
70 % roztokom EtOH.
Po dokonceni odstredovania otvorte na
dosticke viazucej DNA jamky obsahujluce
vzorky a umiestnite ju na dostiCku na eldciu
cfDNA.
Sledujte automatizované kroky.
Po dokonceni inkubacie zaciarknite policko
Plates are assembled as indicated (DostiCky
su zostavené podla indikacie).
Odstredujte dosti¢ku viazucu DNA rychlostou
5600 g 2 minuty.
Skontrolujte konzistentnost objemov na
dostiCke na eluciu cfDNA
Utesnite a odlozte dostiCku na eldciu cfDNA na
ucely pripravy kniznice.
Po dokonceni kliknite na polozku Unload
(Vylozit) na vylozenie plosiny.
Vylozte vSetky nosiCe a vydistite ploSinu
pristroja ML STAR.
Zadajte komentar k prislusnym jamkam.
Vykonajte niektory z nasledujlcich krokov:
Ak chcete pokracovat pripravou kniznic,
kliknite na polozku Yes (Ano).
Ak chcete postup prerusit, kliknite na Exit
(Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dostiCku na eldciu cfDNA
zaplombuijte a skladujte ju priteplote -25°Caz-15°C
maximalne 7 dni.
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NA DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO

Naskenujte Ciarové kody balenia na pripravu
kniznice.
Zadajte meno pouzivatela alebo inicialy osoby,
ktora pripravuje reagencie.
Naskenujte Ciarové kody na baleni
s prislusenstvom.
Zadajte meno pouzivatela alebo inicialy osoby,
ktora pripravuje reagencie.
Viozte Spicky.
Zadajte umiestnenie prvej a poslednej Spicky
zkazdého zasobnika $piciek.
VloZte dosticky.
Nalejte reagencie do zasobnikov s hlbokymi
jamkami a viozte ich.
Nalejte reagencie do skumaviek a vlozte ich.
PocCkajte, kym sa dokonci kontrola objemu
reagencil.
Sledujte automatizované kroky.
Po dokonceni kliknite na polozku Unload
(Vylozit) na vylozenie polozky.
Skontrolujte, &i su v dosticke s kniznicami
rovnaké objemy.
Pri skladovani dosti¢ku s kniznicami
zaplombujte a zaistite.
Vylozte drziaky a vycCistite plosinu.
Zadajte komentar k prislusnym jamkam.
Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
Ak chcete pokracovat v kvantifikacii
kniznic, kliknite na Yes (Ano).
Ak chcete postup prerusit, kliknite na Exit
(Skoncit).
Ak nechcete postup prerusit, prejdite hned ku
kvantifikacii.
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ilumina

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, dostiCku s kniznicami pred
uschovanim zaplombuijte. Dosti¢ka s kniznicami je
stabilna az 7 dni od datumu pripravy pri teplote
-25°Caz-15°C.
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Naskenujte Ciarové kody na baleni

s prislusenstvom.

Zadajte meno pouzivatela alebo inicialy osoby,
ktora pripravuje reagencie.

Vlozte $picky do drziaka SpicCiek.
Odplombujte dosti¢ku s kniznicami a potom
vlozte dosticky.

Vlozte skumavky na reagencie bez uzaverov.
Nalejte reagencie do skumaviek na reagencie
avlozte ich.

PocCkajte, kym sa dokond&i kontrola objemu
reagencii.

Sledujte automatizované kroky.

Po dokonceni kliknite na polozku Unload
(Vylozit) na vylozenie plosiny.

Vylozte dosticku s kniznicami, skontrolujte, Ci
su objemy rovnaké, zaplombuijte ju

a uskladnite ju priizbovej teplote.

Vylozte dostiCky s 96 jamkami a skontrolujte, Ci
su objemy rovnaké.

VyloZte dosticku s 384 jamkami a skontrolujte,
¢i sa vspravnych jamkach nachadza
kvapalina.

Zaplombujte dosticku tesniacou féliou.
Odstredujte v centrifuge 20 sekund pri 1

000 xg.

Inkubujte 10 minut priizbovej teplote a chrante
pred svetlom.

Vylozte vSetky drziaky a vycCistite ploSinu
systému ML STAR.

Po inkubacii odstrante fdliovu plombu

a dosticku s 384 jamkami vlozte na cCitaCku
mikrodostiCiek.

Dvojklikom na Sablonu VeriSeqg NIPT ju otvorte
v softvéri SoftMax Pro.

April 2019
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NA DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO

Zvolte moznost New Experiment (Novy pokus)

na karte Home (Domov).

Zvolte moznost Read (Citat).

Exportujte Udaje vo formate XML dalej

uvedenym sposobom.

a Pravym tlagidlom mysi vyberte moznost
Plate (DostiCka) a potom vyberte moznost
Rename (Premenovat).

b Naskenujte Ciarovy kod dosticky na
kvantifikaciu a potom kliknite na moznost
OK.

¢ Vlavom hornom rohu obrazovky kliknite
na ikonu dosticky a z ponuky vyberte
moznost Export (Exportovat).

d Zaciarknite policko Expt name (Nazov
exportu), nastavte datum dosticky na
,hespracovang” (raw), nastavte vystupny
format na XML a potom kliknite na OK.

e Zadajte cestu anazov vystupného suboru
apotom kliknite na Save (Ulozit).

V systéme ML STAR zadajte ID fluorometra,

vlozte komentare k chodu a nahrajte

subor XML.

Skontrolujte vysledky analyzy.

Zadajte komentar k prislusnym jamkam.

Vyhodnotte vysledky.

Ak su vysledky v sulade so Specifikaciou,
pokracujte na zdruzovanie kniznic.
Specifikdcie najdete vtabulke Metriky

a hranice kontroly kvality kvantitativneho
vyjadrenia v PriruCke k softvéru VeriSeq
NIPT Solution v2 (dokument

¢. 1000000067940).

Ak vysledky nie su v sulade so
Specifikaciou, systém metddu prerusi.
Zopakuijte postupy kvantifikacie od Casti
Kvantifikacia kniznic na strane 3.
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26 Vykonajte jeden z nasledujucich krokov:
Ak chcete prejst na zdruzovanie kniznic,
kliknite na Yes (Ano).
Ak chcete postup prerusit, kliknite na Exit
(Skoncit).

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup preruSujete, dostiCku zaplombujte
a skladuijte priteplote -25°C az -15 °C maximalne
7.dni.
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Dosticku s kniznicami umiestnite do
termalneho cykléra a spustite program
denaturéacie.

Odstredujte dosticku s kniznicami v centriflige
20 sekund pri 1000 x g.

Vyberte koncentraciu zdruzovania.

VloZte harok Uudajov na analyzu alebo pouzite
predvolené nastavenie.

Vyberte moznost Start (Spustit).

Vlozte Spicky.

Vlozte dostiCku s denaturovanou kniznicou.
Vlozte skumavky na zdruzovanie.

Nalejte reagencie do skimaviek na reagencie
avlozte ich.

Vlozte Spicky.

Zadajte umiestnenie prvej a poslednej Spicky
zkazdého zasobnika Spiciek.

Sledujte automatizované kroky.

Zadajte komentar k prisluSnym jamkam.

Po skon&eni vyberte moznost Unload (Vylozit)
na vylozenie plosiny.

Vylozte nosi¢ skumaviek.

Kazdu skumavku na zdruzovanie uzavrite,
vortexujte a potom kratko odstredte

v centrifige.

Kliknite na OK.

Kniznice sekvenujte ¢o najskér po zdruzeni.
Ak je to potrebné, zaplombuijte dostiCku
skniznicami a skladujte ju pri teplote od -25°C
do -15°C maximalne 7 dni kumulativheho
skladovania, aby sa umoznilo opatovné
zdruzovanie.

April 2019
VLASTNICTVO SPOLOCNOSTI ILLUMINA

NA DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO

BOD BEZPECNEHO ZASTAVENIA

Ak postup prerusujete, skimavky na zdruzovanie
(pooling) uzavrite a skladujte pri teplote -25°C az
-15°C maximalne 7 dnl.
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. ® NA DIAGNOSTICKE
|”Um|na POUZITIE IN VITRO

1 Pridajte nasledujuci spotrebny material do
kazety sreagenciami a pipetujte, aby sa
obsah premiesal.

900 pl hybridizacného pufra
450 pl skupiny A

2 Pokracujte sekvenovanim v systéme
sekvenovania novej generacie.

3 Vpripade potreby tento postup zopakuijte pre
skupinu B.

Ak chcete dosiahnut cielovy rozsah hustoty
klastra, dostiCku s kniznicou mbzete
opatovne zdruzit pouzitim inej koncentracie
zdruzovania v systéme Hamilton. Opatovné
zdruzenie zneplatni pévodnu skupinu.
Pripadne je mozné pomer skupiny k HT1
(450 pl + 900 pl) upravit tak, aby sa
dosiahol cielovy rozsah hustoty klastra.
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