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Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT
Solution v2

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO

Przeznaczenie

VeriSeq NIPT Solution v2 jest testem diagnostycznym in vitro, przeznaczonym do stosowania jako test przesiewowy
wykrywajgcy anomalie genetyczne ptodu w catym genomie na podstawie prébek petnej krwi obwodowej kobiety w co
najmniej 10. tygodniu cigzy. VeriSeq NIPT Solution v2 wykorzystuje metode sekwencjonowania catego genomu do
wykrywania statusu aneuploidii dla wszystkich chromosoméw oraz czesciowych duplikacji i delecji we wszystkich
autosomach. Test umozliwia tez wykrycie aneuploidii chromosoméw ptci (ang. sex chromosome aneuploidy, SCA).
Wyniki tego testu nie moga by¢ jedyng podstawg decyzji diagnostycznych lub innych decyzji dotyczacych
prowadzenia cigzy.

Zestaw VeriSeq NIPT Solution v2 obejmuje: oprogramowanie VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 do platformy
VeriSeq NIPT Microlab STAR, zestawy do przygotowania prébek VeriSeq NIPT Sample Prep Kit oraz serwer lokalny
VeriSeq Onsite Server v2 z oprogramowaniem VeriSeq NIPT Assay Software v2. Test VeriSeq NIPT Solution v2 jest
przeznaczony do stosowania z sekwencerem nowej generacji.

Podsumowanie i wyjasnienie zasady dziatania testu

Nieprawidtowosci chromosomalne ptodu, szczegdlnie aneuploidia, tj. nieprawidtowa liczba chromosomoéw, sg czestg
przyczyng niepowodzen rozrodu, wad wrodzonych, opdznien w rozwoju i niepetnosprawnosci intelektualne;j.
Aneuploidia dotyczy okoto 1 na 300 zywych urodzen, przy czym znacznie wyzsza czestos¢ wigze sie z poronieniem
i urodzeniem martwym'-2 . Do niedawna istniaty dwa rodzaje testéw prenatalnych w kierunku tych zaburzen: testy
diagnostyczne lub badania przesiewowe. Testy diagnostyczne obejmujg procedury inwazyjne, takie jak amniopunkcja
lub biopsja kosmoéwki. Te metody sg uznawane za ztoty standard w wykrywaniu aneuploidii ptodu. Wigzg sie one
jednak z ryzykiem utraty cigzy wynoszgcym miedzy 0,11% a 0,22%2. Konwencjonalne badania przesiewowe

z uzyciem wielu markerow nie powodujg ryzyka utraty cigzy, poniewaz sg nieinwazyjne, ale sg mniej doktadne niz
testy diagnostyczne. Wskazniki wykrywalnosci tych metod dla trisomii 21 wahajg sie miedzy 69-96% w zaleznosci
od badania przesiewowego, wieku matki i wieku cigzowego w momencie wykonania badania®. Co wazne,
charakteryzujg sie one wskaznikiem wynikéw fatszywie dodatnich wynoszgcym okoto 5%, co moze prowadzi¢ do
koniecznosci wykonania inwazyjnych testéw diagnostycznych w celu potwierdzenia i w zwigzku z tym do ryzyka
utraty cigzy zwigzanego z procedurg®. Ultrasonograficzne badania przesiewowe moga réwniez wykrywaé
nieprawidtowosci chromosomalne, ale uzyskiwane wyniki charakteryzujg sie jeszcze mniejszg pewnoscig niz

w przypadku pozostatych metod.

Aneuploidie ptodu dla chromosoméw 21, 18, 13, X i Y mozna wykry¢ z duzg dokfadno$cig za pomocg nieinwazyjnych
testow prenatalnych (NIPT) przy uzyciu sekwencjonowania catego genomu pozakomérkowego DNA (cfDNA)
uzyskanego z osocza krwi matki w 10. tygodniu cigzy lub pézniej. W przeprowadzonej niedawno metaanalizie wielu
badan klinicznych wykazano nastepujgce wazone tgczne wskazniki wykrywania i swoistosci dla trisomii 21

i trisomii 18 w cigzach pojedynczych: trisomia 21 99,7% i 99,96% oraz trisomia 18 97,9% i 99,96% (odpowiednio)®.
Jedno z badan sugeruje, ze zastosowanie NIPT jako podstawowego badania przesiewowego we wszystkich cigzach
moze spowodowaé zmniejszenie liczby potwierdzajgcych procedur inwazyjnych o 89%5.

Biorgc pod uwage znaczne zmniejszenie liczby wynikéw badan fatszywie dodatnich w przypadku NIPT w poréwnaniu
z konwencjonalnymi badaniami przesiewowymi uwzgledniajgcymi duzg liczbe markeréw, wiele profesjonalnych
organizacji medycznych wydato opinie wspierajgce kilka wskazan do stosowania NIPT.
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W szczegodlnosci Miedzynarodowe Towarzystwo Diagnostyki Prenatalnej, Amerykanskie Kolegium Potoznikéw

i Ginekologow (ACOG)/ Towarzystwo Medycyny Matczyno-Ptodowej (SMFM), Amerykanskie Kolegium Genetyki
Medycznej i Genomiki (ACMG) oraz Europejskie Towarzystwo Genetyki Cztowieka/ Amerykanskie Towarzystwo
Genetyki Cztowieka popierajg proponowanie NIPT wszystkim ciezarmym?-8:9. Zaleca sie porade przed testem,
uzyskanie swiadomej zgody i wykonanie testow diagnostycznych w celu potwierdzenia pozytywnego wyniku badania
przesiewowego cfDNA%.

VeriSeq NIPT Solution v2 to nieinwazyjny test diagnostyczny in vitro (IVD), ktéry wykorzystuje sekwencjonowanie
catego genomu fragmentéw cfDNA pochodzgcych z probek obwodowej krwi petnej matki pobranych od kobiet
ciezarnych w co najmniej 10. tygodniu cigzy. Test oferuje dwie opcje typow badan przesiewowych: podstawowe

i obejmujgce caty genom. Podstawowe badanie dostarcza informacji na temat stanu aneuploidii chromosomdw 21, 18,
13, X iY. Badania przesiewowe catego genomu dostarczajg informacji o cze$ciowych duplikacjach i delecjach dla
wszystkich autosomoéw oraz o stanie aneuploidii dla wszystkich chromosomdéw. Oba rodzaje badan przesiewowych
umozliwiajg zgtaszanie aneuploidii chromosomoéw pici (SCA) z podaniem ptci ptodu lub bez. Opcje zgtaszania SCA
mozna wytgczyé. Jesli opcja zgtaszania SCA jest wytgczona, informacje na temat pici ptodu réwniez nie sg
podawane. Wiecej informacje na temat opcji raportowania ptci mozna znalez¢ w Przewodniku uzytkownika
oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

Zasady dotyczgce procedury

VeriSeq NIPT Solution v2 to automatyczne rozwigzanie do przeprowadzania badan NIPT w warunkach
laboratoryjnych, ktére obejmuje automatyczne przygotowanie probki i analize danych sekwencjonowania. Zestawy
VeriSeq NIPT do przygotowania prébek to specjalistyczne, jednorazowe odczynniki stosowane w potgczeniu

z platformg VeriSeq NIPT Microlab STAR do przygotowania 24-, 48- lub 96-prébkowych partii do sekwencjonowania
nowej generacji. Dane z sekwencjonowania sparowanych koncéw w catym genomie sg analizowane za pomocg
specjalistycznego oprogramowania, VeriSeq NIPT Assay Software v2, ktdre generuje raport zawierajgcy wyniki
jakosciowe.

Procedura sktada sie z nastepujgcych etapdw: pobranie prébki, izolacja osocza, ekstrakcja cfDNA, przygotowanie
biblioteki, kwantyfikacja biblioteki, pulowanie biblioteki, sekwencjonowanie i analiza, ktére zostaty opisane bardziej
szczegotowo ponizej.
Pobranie prébki — 7-10 ml obwodowej krwi petnej matki pobiera sie do probéwki Streck do pobierania krwi w celu
oznaczenia pozakomorkowego DNA (probowka BCT), ktdra zapobiega lizie komorek i skazeniu genomu oraz
stabilizuje krew peina.

Izolacja osocza — w ciggu 5 dni od pobrania osocze jest izolowane z obwodowej krwi petnej matki za pomocg
standardowych technik wirowania. Platforma VeriSeq NIPT Microlab STAR aspiruje i dozuje osocze do plytki

z 96 gtebokimi dotkami w celu pdzniejszego przetworzenia. Jesli wymagane jest ponowne oznaczenie, probki po
przetworzeniu mozna ponownie zamkng¢ i przechowywac¢ w temperaturze 4°C przez kolejne 5 dni (tgcznie nie wiecej
niz 10 dni od pobrania krwi).

PRZESTROGA

J Przekroczenie wspomnianych powyzej czaséw przechowywania moze negatywnie wptyngé na wskazniki
niepowodzen poszczegdlnych prébek.

Ekstrakcja cfDNA — oczyszczanie cfDNA z osocza osigga sie poprzez adsorpcje na ptytce do izolacji, wyptukanie
ptytki do izolacji w celu usuniecia zanieczyszczen oraz elucje.

Przygotowanie biblioteki — oczyszczone fragmenty cfDNA podlegajg procesowi naprawy koncow w celu
przeksztatcenia lepkich koncow 5’ i 3° w tepe konce. Nastepnie nukleotyd deoksyadenozynowy jest dodawany do
koncow 3’, aby utworzyc¢ lepki koniec sktadajgcy sie z jednej zasady. Indeksowane adaptery zawierajgce lepki koniec
sktadajacy sie z jednej zasady 3’ deoksytymidyny sg ligowane do przetworzonych fragmentow cfDNA. Zligowany DNA
jest oczyszczany za pomoca kulek fazy statej z odwrotng immobilizacjg. Kazda probka w zestawie 24, 48 lub 96
otrzymuje unikalny indeksowany adapter. Adaptery sg stosowane w 2 celach:

Indeksy umozliwiajg identyfikacje probki podczas pdzniejszego sekwencjonowania.

Adaptery indeksowe umozliwiajg uchwycenie biblioteki na statej powierzchni komory przeptywowej do

sekwencjonowania w celu wygenerowania klastra i pdzniejszego sekwencjonowania.
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Kwantyfikacja — produkt biblioteki jest oznaczany ilosciowo za pomoca barwnika fluorescencyjnego o stezeniu
okreslonym przez poréwnanie z krzywg wzorcowg DNA.

Pulowanie biblioteki i sekwencjonowanie — biblioteki probek sa taczone w pule po 24 lub 48 prébek
w dostosowanych ilosciach, aby zminimalizowa¢ zmiennos¢ pokrycia. Kazda pula jest nastepnie sekwencjonowana za
pomoca sekwencera nowej generacji.

VeriSeq NIPT Solution v2 nie obejmuje sprzetu do sekwencjonowania ani materiatdow eksploatacyjnych.

Analiza — w przypadku kazdej prébki analiza obejmuje nastepujgce elementy:
Identyfikacja fragmentéw biblioteki wedtug sekwencji indeksowej i zgodnosci odczytow sparowanych koncéw
z ludzkim genomem referencyjnym.
Oszacowanie ptodowej frakgji biblioteki poprzez potaczenie informacji z dystrybucji zaréwno dtugosci, jak
i genomowych wspotrzednych fragmentow biblioteki.
Po uwzglednieniu znanych obcigzen systematycznych model statystyczny wykrywa regiony genomu, ktére sg
niedoreprezentowane lub nadreprezentowane w bibliotece w sposoéb zgodny z anomalig na oszacowanym
poziomie frakgji ptodu.
Raport NIPT dostarcza podsumowania wynikéw dla wybranego menu testu i zawiera wskazanie ANOMALY
DETECTED (Wykryto anomalie) lub NO ANOMALY DETECTED (Nie wykryto anomalii) obok oszacowania frakcji
ptodowej dla prébek, ktore przeszty kontrole jakosci.
Raport dodatkowy zawiera parametry iloSciowe, ktére charakteryzujg kazdg wykrytg anomalie.

Ograniczenia dotyczgce procedury

VeriSeq NIPT Solution v2 to test przesiewowy i dlatego nie nalezy rozpatrywac go odrebnie od innych obserwagiji
klinicznych i wynikow testow. Wnioskow dotyczgcych stanu ptodu ani decyzji dotyczgcych prowadzenia cigzy nie
nalezy opiera¢ wytgcznie na wynikach badania przesiewowego NIPT’.
VeriSeq NIPT Solution v2 dostarcza nastepujgcych informacii:
Podstawowy test przesiewowy analizujgcy nadreprezentacje chromosoméw 13, 18 i 21.
Test przesiewowy catego genomu analizujgcy podreprezentacje i nadreprezentacje wszystkich autosomow, w tym
czesciowe delecje i duplikacje o wielkosci co najmniej 7 Mb.
W przypadku cigz pojedynczych, jesli jako opcje raportowania ptci wybrano Yes (Tak) lub SCA, zgtaszane sa
nastepujgce nieprawidtowosci chromosomow pici: X0, XXX, XXY oraz XYY.
W przypadku cigz pojedynczych, jesli jako opcje raportowania ptci wybrano Yes (Tak), zgtaszana jest pte¢ ptodu.
Obecnos¢ chromosomu Y w przypadku cigz blizniaczych.
Dowody potwierdzajgce czutos¢ i swoistos¢ testu obejmujg cigze pojedyncze i blizniacze. Niniejsza instrukcja uzycia
nie zawiera danych na temat czutosci i swoistosci dla cigz trojaczych ani cigz mnogich wyzszego rzedu.
Test VeriSeq NIPT Solution v2 nie jest przeznaczony do wykrywania poliploidii, np. triploidii.
Test VeriSeq NIPT Solution v2 nie jest przeznaczony do wykrywania zbilansowanych rearanzacji chromosomowych.
Do oznaczenia wymagane sg probki obwodowej krwi petnej od ciezarnej, pobrane nie wczesniej niz w 10. tygodniu
cigzy.
W przypadku podstawowych badan przesiewowych test VeriSeq NIPT Solution v2 wyszukuje specyficzne zaburzenia
chromosomalne. Wyniki podane jako NO ANOMALY DETECTED (Nie wykryto anomalii) nie wykluczajg mozliwosci
wystepowania zaburzeh chromosomalnych badanych chromosomow. Wynik ujemny nie wyklucza mozliwosci, ze

cigza charakteryzuje sie innymi zaburzeniami chromosomalnymi, chorobami genetycznymi lub wadami wrodzonymi
(np. wada otwartej cewy nerwowe;j).

W przypadku badan przesiewowych catego genomu stosunkowo duze delecje i duplikacje, ktére stanowig mniej niz
75% chromosomu, mogg zasadniczo wskazywaé na aneuploidie catego chromosomu.

W przypadku badan przesiewowych catego genomu pewne regiony sg wykluczone z analizy. Lista takich
wykluczonych regionéw jest dostepna na stronie internetowej dziatu pomocy firmy Illlumina. Wykrywanie anomalii
genomowych jest wykonywane wytgcznie w regionach niewykluczonych.
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Raportowanie pici ptodu jest niedostepne we wszystkich regionach, co wynika z lokalnych przepiséw w sprawie
raportowania pfci.
Wyniki testu mogg zosta¢ zaktécone przez pewne czynniki lezace po stronie matki i ptodu, w tym m.in.:
niedawna transfuzja krwi u matki,
przeszczep narzadu u matki,
zabieg chirurgiczny u matki,
immunoterapia u matki lub leczenie komaérkami macierzystymi,
nowotwor ztosliwy u matki,
mozaicyzm u matki,
mozaicyzm ptodowo-tozyskowy,
zgon ptodu,
blizniak niezdolny do zycia.

Elementy produktu
VeriSeq NIPT Solution v2 (nr kat. 20030577) sktada sie z nastepujgcych zestawdw do przygotowania prébki:
Zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania prébek (24 prébki) (nr kat. 20025895)
Zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania probek (48 prébek) (nr kat. 15066801)
Zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania probek (96 prébek) (nr kat. 15066802)
VeriSeq NIPT Solution v2 (nrkat. 20030577) skfada sie z nastepujgcych komponentéw oprogramowania:

Oprogramowanie VeriSeq NIPT Assay Software v2 (nr kat. 20047024), zainstalowane na serwerze lokalnym VeriSeq
Onsite Server v2
Serwer lokalny VeriSeq Onsite Server v2 (nr kat. 20028403 lub 20047000) lub istniejgcy serwer lokalny VeriSeq
Onsite Server (nrkat. 15076164 lub nr kat. 20016240) zaktualizowany do wersji v2

Oprogramowanie VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 (nr kat. 20044988), zainstalowane fabrycznie na platformie
VeriSeq NIPT Microlab STAR
Platforma VeriSeq NIPT Microlab STAR (nr kat. Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) i 95475-02 (230 V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288)

Modut Local Run Manager VeriSeq NIPT (nr kat. 20044989)

Odczynniki

Odczynniki dostarczane

Firma lllumina dostarcza nastepujgce odczynniki: zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania probek (24 probki) (nr kat.
20025895), zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania prébek (48 prébek) (nrkat. 15066801) oraz zestaw VeriSeq NIPT
do przygotowania prébek (96 prébek) (nr kat. 15066802). Zestawy VeriSeq NIPT do przygotowania probek sg
skonfigurowane do uzytku z platformg ML STAR (nr kat. 95475-01, 95475-02 lub 806288), ktéra jest dostarczana przez
firme Hamilton Company.
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Przygotowanie probki VeriSeq NIPT, zestaw ekstrakcyjny

Tabela 1 Zestaw ekstrakcyjny VeriSeq NIPT (24) i (48), nr kat. 20025869 i 15066803

Nazwa odczynnika Liczba pojemnikow

na etykiecie w zestawie Skiadniki aktywne Przechowywanie

Bufor do lizy 1 Chlorowodorek guanidyny w buforowanym roztworze Od 15°C do 30°C
wodnym

Bufor przemywajacy | 1 Chlorowodorek guanidyny i 2-propanol w buforowanym Od 15°C do 30°C
roztworze wodnym

Bufor przemywajacy Il 1 Buforowany roztwér wodny zawierajgcy sole Od 15°C do 30°C

Bufor do eluciji 1 Buforowany roztwér wodny Od 15°C do 30°C

Bufor dla proteinazy 1 Glicerol w buforowanym roztworze wodnym Od 15°C do 30°C

Proteinaza K 3 Liofilizowana proteinaza K QOd 15°C do 30°C

Tabela 2 Zestaw ekstrakcyjny VeriSeq NIPT (96), nr kat. 15066807

Nazwa <_)d<:,zynn|ka Liczba pOJerr!nlkow Skiadniki aktywne Przechowywanie

na etykiecie w zestawie

Bufor do lizy 1 Chlorowodorek guanidyny w buforowanym roztworze Od 15°C do 30°C
wodnym

Bufor przemywajacy | 1 Chlorowodorek guanidyny i 2-propanol w buforowanym Od 15°C do 30°C
roztworze wodnym

Bufor przemywaijacy Il 2 Buforowany roztwér wodny zawierajgcy sole Od 15°C do 30°C

Bufor do eluciji 1 Buforowany roztwér wodny Od 15°C do 30°C

Bufor dla proteinazy 1 Glicerol w buforowanym roztworze wodnym Od 15°C do 30°C

Proteinaza K 4 Liofilizowana proteinaza K QOd 15°C do 30°C

Przygotowanie probki VeriSeq NIPT, zestaw do przygotowania biblioteki

Tabela 3 Zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania biblioteki (24) i (48), nr kat. 20026030 i 15066809

Nazwa c_)d(_:zynnlka Liczba polenjnlkow Sktadniki aktywne Przechowywanie
na etykiecie w zestawie

Mieszanina do naprawy 1 Polimeraza DNA idNTP w buforowanym roztworze wodnym 0Od -25°C do -15°C
koncow

Mieszanina do tworzenia 1 Polimeraza DNA idATP w buforowanym roztworze wodnym Od -25°C do -15°C
ogona poli-A

Mieszanina zawierajaca 1 Ligaza DNA w buforowanym roztworze wodnym Od -25°C do -15°C
ligaze

Bufor do hybrydyzaciji 1 Buforowany roztwér wodny 0Od -25°C do -15°C
Ptytka adaptera DNA 1 Oligonukleotydy w buforowanym roztworze wodnym Od -25°C do -15°C
VeriSeq NIPT
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Nazwa odczynnika
na etykiecie

Mieszanina do naprawy

koncow

Mieszanina do tworzenia

ogona poli-A

Mieszanina zawierajgca

ligaze
Bufor do hybrydyzaciji

Ptytka adaptera DNA
VeriSeq NIPT

Nazwa odczynnika

Liczba pojemnikow
w zestawie

1

Liczba pojemnikow

Tabela 4 Zestaw VeriSeq NIPT do przygotowania biblioteki (96), nr kat. 15066810

Skiadniki aktywne

Polimeraza DNA idNTP w buforowanym roztworze wodnym

Polimeraza DNA idATP w buforowanym roztworze wodnym

Ligaza DNA w buforowanym roztworze wodnym

Buforowany roztwér wodny

Oligonukleotydy w buforowanym roztworze wodnym

Przygotowanie probki VeriSeq NIPT, zestaw akcesoriow

Tabela 5 Zestaw akcesoriow VeriSeq NIPT, nr kat. 15066811

Skiadniki aktywne

Przechowywanie

Od -25°C do -15°C

0Od -25°C do -15°C

Od -25°C do -15°C

Od -25°C do -15°C
0Od -25°C do -15°C

Przechowywanie

na etykiecie w zestawie

Plytka do izolacji DNA 1 Mikroptytka z polipropylenu ze zmodyfikowang membrang QOd 2°C do 8°C
silikonowg

Bufor do ponownego 1 Buforowany roztwér wodny Od 2°C do 8°C

zawieszania (RSB)

Kulki do oczyszczania 1 Kulki paramagnetyczne fazy statej w buforowanym roztworze Od 2°C do 8°C

probki wodnym

Odczynnik do 1 Barwnik interkalujgcy DNA w DMSO 0Od 2°C do 8°C

kwantyfikacji DNA

Standard kwantyfikaciji 1 Wzorzec dsDNA w buforowanym roztworze wodnym QOd 2°C do 8°C

DNA

Przygotowanie probki VeriSeq NIPT, probowki proceduralne i etykiety

Tabela 6 Probdéwki proceduralne i etykiety, nr kat. 15071543

Nazwa elementu na etykiecie Liczba elementéw w zestawie Przechowywanie

Etykieta (LBL) — kod kreskowy ptytki 9 Od 15°C do 30°C
Etykieta (LBL) — kod kreskowy ptytki z glebokimi dotkami 12 Od 15°C do 30°C
Probéwka (TB) — pusta probéwka puli 5 Od 15°C do 30°C

Odczynniki niedostarczane

6

Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

Odczynniki do sekwencjonowania i materiaty eksploatacyjne wymagane do systemu sekwencjonowania nowej
generacji (NGS)

Woda pozbawiona DNazy/RNazy
Etanol, 100% (200 proof) do zastosowan w biologii molekularnej

B UWAGA

Etanol nieprzeznaczony do zastosowanh w biologii molekularnej moze mie¢ potencjalnie niekorzystny wptyw
na dziatanie oznaczenia.
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Odczynniki opcjonalne, ale niedostarczane

Sal fizjologiczna z buforem fosforanowym Dulbecco (DPBS) do kontroli ujemnej (NTC)

Przechowywanie i sposob postepowania

1
2

Temperature pokojowg zdefiniowano jako 15°C do 30°C.
Wszystkie odczynniki nadajg sie do wykorzystania tylko raz. Po przygotowaniu odczynnikéw nalezy niezwtocznie
ich uzyc.
Jesli jakiekolwiek opakowanie lub zawartos¢ elementéw VeriSeq NIPT Solution sg uszkodzone lub ich jakosc¢ jest
w jakikolwiek inny sposob pogorszona, nalezy skontaktowac sie z dziatem obstugi klienta firmy lllumina.
Odczynniki zachowujg stabilnos¢ do terminu waznosci podanego na etykietach zestawu pod warunkiem
przechowywania zgodnie ze wskazaniem. Warunki przechowywania zostaty opisane w kolumnie ,Przechowywanie”
w tabelach w czesci ,Odczynniki dostarczane na stronie 4. Nie nalezy uzywac odczynnikow po uptywie ich terminu
waznosci.
Zmiany w fizycznym wygladzie odczynnikdw mogg wskazywaé na pogorszenie sie stanu materiatéw. Jesli wystgpia
zmiany w wygladzie fizycznym (np. oczywiste zmiany koloru odczynnika lub zmetnienie widoczne w wyniku skazenia
mikrobiologicznego), odczynnikéw nie nalezy uzywac.
Podczas pracy z kulkami do oczyszczania probki nalezy przestrzega¢ nastepujacych najlepszych praktyk.
Nigdy nie zamrazac kulek.
Przed uzyciem odczekac, az kulki osiggng temperature pokojowa.
Bezposrednio przed uzyciem wymieszac kulki przez worteksowanie, az bedg dobrze zawieszone, a ich kolor
bedzie jednolity.
Bufor do lizy, bufor przemywajgcy |, bufor przemywajacy II, bufor do elucji oraz bufor dla proteinazy mogg tworzy¢
widoczny osad lub krysztaty. Przed uzyciem wymieszac¢ intensywnie przez worteksowanie, a nastepnie obejrze¢, aby
upewnic sie, ze nie ma osadu.
Nigdy nie nalezy zamraza¢ pobranej petnej krwi.
Sekwencjonowanie bibliotek nalezy wykonac¢ jak najszybciej po pulowaniu. Pule bibliotek zachowujg stabilnos¢ do
7 dni w temperaturze od -25°C do -15°C. Dodatkowa denaturacja nie jest wymagana w przypadku przechowywania
przez wskazany okres we wskazanych warunkach.

Sprzet i materiaty

Sprzet i materiaty wymagane, ale niedostarczane

Sprzet wymagany, ale niedostarczany

Wyposazenie

Pipety jednokanatowe 20 pl
Pipety jednokanatowe 200 pl
Pipety jednokanatowe 1000 pl
Pipeta pomocnicza

Chiodziarka, od 2°C do 8°C
Zamrazarka, od -25°C do -15°C
Mikrowirowka

Mieszadto wirowe

Wiréwka irotor do probéwek do pobierania krwi

Sierpien 2021 .

Dostawca

Ogéliny dostawca laboratoryjny
Ogéliny dostawca laboratoryjny
Ogéiny dostawca laboratoryjny
Ogéliny dostawca laboratoryjny
Ogéiny dostawca laboratoryjny
Ogéliny dostawca laboratoryjny
Ogéiny dostawca laboratoryjny

Ogéliny dostawca laboratoryjny

Dokument nr 1000000078751 wer. 06 POL

7



Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT Solution v2

Wyposazenie Dostawca
Zalecane:
» Wiréwka Allegra serii X12R, 1600 x g Beckman Coulter, nr kat. 392304 (120 V lub 230 V)
» Rotor Allegra Centrifuge GH-3.8 zkoszami Beckman Coulter, nr kat. 369704
» Ostony kosza do wiréwek Allegra, dwie w zestawie Beckman Coulter, nr kat. 392805
» Zespot adaptera do wiréwki Allegra, 16 mm, cztery sztuki Beckman Coulter, nr kat. 359150
w zestawie
Odpowiednik: Ogodiny dostawca laboratoryjny

» Wiréwka z chiodzeniem, 1600 x g, zopcjg bez hamulca

» Rotor wychylny na kosze, zkoszami

» Wkiadki do koszy, na 24, 48 lub 96 probowek, minimalna
gtebokos¢: 76 mm

» Wsuwane adaptery na probowki do pobierania krwi,
16 x 100 mm

Wiréwka irotor do mikroptytek

Zalecane:
* Wiréwka Sorvall Legend XTR Thermo Fisher Scientific, nr kat. 75004521 (120 V) lub
nr kat. 75004520 (230 V)
» Rotor do mikroptytek HIGHPIlate 6000 Thermo Fisher Scientific, nr kat. 75003606
» Dwie z nastepujgcych podstawek na mikroptytki:
» Podstawka MicroAmp z 96 dotkami Thermo Fisher Scientific, nr kat. 4379590
» Uchwyt na plytki PCR z 96 dotkami Thermo Fisher Scientific, nr kat. AB-0563/1000

Odpowiednik: Ogolny dostawca laboratoryjny
* Wiréwka 5600 x g
» Rotor wychylny na ptytki zuchwytami na plytki z 96 dotkami,

minimalna giebokos$¢: 76,5 mm
» Podstawka na mikroptytki
Jeden z nastepujgcych czytnikow mikroptytek (fluorometr)
zoprogramowaniem SoftMax Pro w wers;ji 6.2.2 lub nowszym:
* Gemini XPS Molecular Devices, nr kat. XPS
 SpectraMax M2 Molecular Devices, nr kat. M2
SpectraMax High-Speed USB, adapter szeregowy Molecular Devices, nr kat. 9000-0938
Termocykler o nastepujgcych cechach: Ogéliny dostawca laboratoryjny
» Podgrzewana pokrywa
» Zakres temperatur: od 4°C do 98°C
» Doktadnos¢ pomiaru temperatury: £2°C
» Minimalna szybko$¢ spadku/przyrostu temperatury: 2°C na

sekunde
» Zgodny z ptytkg PCR Twin.tec z 96 dotkami, zwysokg ramka

boczng
VeriSeq NIPT Microlab STAR Hamilton, nr kat. 95475-01 (115 V), nr kat. 95475-02 (230 V) lub

nr kat. 806288 (Hamilton Company Bonaduz)

System sekwencjonowania nowej generacji (NGS) Dostawca instrumentarium lub lllumina, nr kat. 20005715

z nastepujgcymi funkcjami:

» Sekwencjonowanie w trybie sparowanych koncéw
2x36 bp

» Zgodnos$¢ z adapterami podwojnie indeksowanymi VeriSeq
NIPT Sample Prep

» Automatyczne tworzenie plikéw .BCL

» Dwukanatowa analiza biochemiczna

* 400 milionéw odczytéw w trybie sparowanych koncéw na
przebieg

» Zgodnos$¢ zoprogramowaniem VeriSeq NIPT Assay
Software v2 lub systemem sekwencjonowania
NextSeq 550Dx.
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Wyposazenie

W przypadku korzystania z systemu sekwencjonowania

NextSeq 550Dx:

» Zestaw odczynnikow NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit
v2.5; 75 cykli

Serwer lokalny VeriSeq Onsite Server v2 lub ulepszona wersja
serwera lokalnego VeriSeq Onsite Server

Sprzet opcjonalny, ale niedostarczany

Wyposazenie
System zdejmowania korkéw Pluggo
Fluorescencyjna ptytka walidacyjna SpectraMax SpectraTest FL1

Mieszadto/rotator probéwek, probéwki 15 ml, 40 obr./min,
100-240V

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Materiat eksploatacyjny

Przewodzace niesterylne koncowki filtrujgce 1000 pl
Przewodzace niesterylne koncéwki filtrujgce 300 pl
Przewodzace niesterylne koncowki filtrujgce 50 pl

Zbiornik z gtebokimi dotkami o nastepujgcych cechach:
» Format mikroptytek SLAS 1-2004 z 96 dotkami zdnem
w ksztatcie piramidy lub stozka i minimalng pojemnoscig 240 ml.
Polipropylen o niskim potencjale tworzenia wigzarn zDNA na
wszystkich powierzchniach kontaktowych stykajgcych sie
zproébka.
» Wymiary wewnetrzne (poziom cieczy) sg zgodne
z automatycznymi etapami aspiracji i dozowania VeriSeq NIPT
Microlab STAR.
» Wysokosci sg zgodne z automatycznymi ruchami platformy
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Rynienka na odczynniki o nastepujgcych cechach:

» Rynienka, ktérg mozna bezpiecznie umiesci¢ w uchwycie
VeriSeq NIPT Microlab STAR, ze stozkowym dnem i minimalng
pojemnoscig 20 ml.

« Polipropylen niezawierajgcy RNazy/DNazy.

» Wymiary wewnetrzne (poziom cieczy) sg zgodne
z automatycznymi etapami aspiracji i dozowania VeriSeq NIPT
Microlab STAR.

» Wysokosci sg zgodne zautomatycznymi ruchami platformy
VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Sierpien 2021 .
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Dostawca

lllumina, nr kat. 20028870

llumina, nr kat. 20028403 lub 20047000 (v2) lub nr kat. 15076164
lub nr kat. 20016240 (ulepszona wersja)

Dostawca

LGP Consulting, nr kat. 4600 4450

Molecular Devices, nr kat. 0200-5060

Thermo Scientific, nr kat. 88881001 (USA) lub 88881002 (UE)

Dostawca

Hamilton, nr kat. 235905
Hamilton, nr kat. 235903
Hamilton, nr kat. 235948
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Zgodne zbiorniki:

+ Corning Axygen, nr kat. RES-SW96-HP-SI
* Agilent, nr kat. 201246-100

Ogdliny dostawca laboratoryjny

Zgodne pojemniki:
* Roche, nr kat. 03004058001
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Materiat eksploatacyjny

Ptytki z gtebokimi dotkami o nastepujacych cechach:

Format mikroptytek SLAS 1-2004, 3-2004 oraz 4-2004

z 96 dotkami zdnem w ksztaicie piramidy lub stozka i minimalng

pojemnoscig dotka 2 ml.

Polipropylen o niskim potencjale tworzenia wigzarn zDNA na
wszystkich powierzchniach kontaktowych stykajgcych sie
zprobkg, zramkg odporng na moment obrotowy.

Wymiary dotka (poziom cieczy) sg zgodne z automatycznymi
etapami aspiracji idozowania VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Wysokos¢ plytki jest zgodna z automatycznymi ruchami
platformy VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Ptytka z 384 dotkami o nastepujgcych cechach:

Mikroptytka z 384 dotkami, dostosowana do matych objetosci,

o minimalnej pojemnosci dotka 50 .

Polistyren nieprzepuszczajgcy $wiatta, o niskim potencjale
tworzenia wigzan z DNA na wszystkich powierzchniach
kontaktowych stykajgcych sie z prébka.

Wymiary dotka (poziom cieczy) sg zgodne z automatycznymi
etapami aspiracji idozowania VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Wysokos$¢ plytki jest zgodna z automatycznymi ruchami
platformy VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Ptytka z 96 dotkami o nastgpujgcych cechach:

Mikroptytka zramkg odporng na moment obrotowy i 96 dotkami

zdnem stozkowym, podniesionymi krawedziami i minimalng
pojemnoscig dotka 150 pl.

Polipropylen niezawierajgcy RNazy/DNazy o niskim potencjale

tworzenia wigzan z DNA na wszystkich powierzchniach
kontaktowych stykajgcych sie z prébka.

Wymiary dotka (poziom cieczy) sg zgodne z automatycznymi
etapami aspiracji idozowania VeriSeq NIPT Microlab STAR.
Wysokos¢ plytki jest zgodna z automatycznymi ruchami
platformy VeriSeq NIPT Microlab STAR.

Jedna z nastepujgcych uszczelek:

Folia Microseal typu ,F”
Uszczelki foliowe

Probéwki Cell-Free DNA BCT CE

Zatyczki

Probdwki o pojemnosci 2 ml, z zakretkg

Koncowki z filtrem 20 pl do pipetora 20 pl

Koncowki z filtrem 200 pl do pipetora 200 pl

Koncowki z filtrem 1000 pl do pipetora 1000 pl

Pipety serologiczne 25 ml

Pipety serologiczne 10 mi

Zalecane:
Deconex® SOLARSEPT
Deconex® 61 DR

Odpowiednik:
Szybkodziatajacy spray dezynfekujgcy na bazie alkoholu
Roztwoér srodka dezynfekujgcego

Dokument nr 1000000078751 wer. 06 POL

Dostawca

Ogdliny dostawca laboratoryjny
Zgodne ptytki:

» Eppendorf, nr kat. 0030505301

» Eppendorf, nr kat. 30502302
» USA Scientific, nr kat. 1896-2000

Ogdliny dostawca laboratoryjny

Zgodne ptytki:
+ Corning, nr kat. 3820

Ogdliny dostawca laboratoryjny

Zgodne ptytki:

» Eppendorf, nr kat. 0030129512
» Eppendorf, nr kat. 30129580

+ Eppendorf, nr kat. 30129598

+ Eppendorf, nr kat. 30129660

» Eppendorf, nr kat. 30129679

* BioRad, nr kat. HSP9601

Bio-Rad, nr kat. MSF 1001
Beckman Coulter, nr kat. 538619

Streck, nrkat. 218997
Sarstedt, nr kat. 65.802
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Ogdliny dostawca laboratoryjny
Ogdliny dostawca laboratoryjny

Borer Chemie AG

Ogdliny dostawca laboratoryjny
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Materiaty opcjonalne, ale niedostarczane

Materiat eksploatacyjny Dostawca
Probdéwka z zakretka, 10 ml (tylko do prébek kontrolnych) Sarstedt, nr kat. 60.551
Probowka z zakretkg, 50 ml Ogolny dostawca laboratoryjny

Pobieranie, transport i przechowywanie probek

PRZESTROGA
J Wszelkie prébki nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

1 Probki krwi petnej o wielkosci 7—10 ml nalezy pobiera¢ do probéwek Streck do pobierania krwi w celu oznaczenia
pozakomérkowego DNA (probéwek BCT).

2 Krew petng nalezy transportowac zgodnie ze wszystkimi obowigzujgcymi przepisami w zakresie transportu czynnikow
etiologicznych. Zaleca sie metody przyspieszonej wysyiki/transportu.

3 Podczas transportu nalezy utrzymac temperature od 4°C do 30°C. Po otrzymaniu probek nalezy przechowywac je
w temperaturze od 2°C do 8°C do czasu przystgpienia do pracy z nimi. Czas pomiedzy pobraniem krwi a wstepng
izolacjg osocza nie powinien przekraczac 5 dni.

4 Jesli wymagane jest ponowne oznaczenie, probki po przetworzeniu mozna ponownie zamkng¢ i przechowywac
w temperaturze 4°C przez kolejne 5 dni (tgcznie nie wiecej niz 10 dni od pobrania krwi).

PRZESTROGA

J Przekroczenie wspomnianych powyzej czaséw przechowywania moze negatywnie wptyngé na wskazniki
niepowodzen poszczegdlinych prébek.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Ten test zawiera proteinaze K. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skorg i oczami mogg powodowac uszczerbek na
zdrowiu. Odczynniki nalezy stosowaé w dobrze wentylowanych pomieszczeniach, nalezy unika¢ wdychania pytu, nosi¢
odziez ochronng, a pojemniki i niezuzytg zawartos¢ nalezy utylizowaé¢ zgodnie z rzgdowymi normami bezpieczenstwa.

Ten test zawiera chlorowodorek guanidyny. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skérg i oczami mogg powodowac
uszczerbek na zdrowiu. Odczynniki nalezy stosowac¢ w dobrze wentylowanych pomieszczeniach, nosi¢ odziez
ochronng, a pojemniki i niezuzytg zawartos¢ nalezy utylizowac zgodnie z rzgdowymi normami bezpieczenstwa w kraju
uzytkowania.

Ten test zawiera 2-propanol — fatwopalng substancje chemiczng. Trzymaé z dala od zrédet ciepta i otwartego ognia.
Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skorag i oczami moga powodowaé uszczerbek na zdrowiu. Odczynniki nalezy
stosowac¢ w dobrze wentylowanych pomieszczeniach, nosi¢ odziez ochronng, a pojemniki i niezuzytg zawartosc¢ nalezy
utylizowac zgodnie z rzgdowymi normami bezpieczenstwa w kraju uzytkowania.

Ten test zawiera dimetylosulfotlenek — zracg i tatwopalng ciecz. Wdychanie, potkniecie, kontakt ze skorg i oczami
moga powodowac uszczerbek na zdrowiu. Odczynniki nalezy stosowa¢ w dobrze wentylowanych pomieszczeniach,
nosic¢ odziez ochronng, a pojemniki i niezuzytg zawartos¢ nalezy utylizowac¢ zgodnie z rzgdowymi normami
bezpieczehstwa w kraju uzytkowania.

Aby zapobiec powstawaniu szkodliwych gazéw, nie wolno wyrzucaé odpadéw po ekstrakcji cfDNA (zawierajg
tiocyjanian guanidyny) razem z odpadami zawierajgcymi wybielacz (podchloryn sodu).

Wszelkie prébki nalezy traktowac jako zawierajgce czynniki potencjalnie zakazne.

Nalezy przestrzegac srodkdw ostroznosci dotyczacych rutynowych badan laboratoryjnych. Nie nalezy pipetowaé
ustami. Nie nalezy jesc¢, pi¢ ani pali¢ w wyznaczonych obszarach roboczych. Podczas postugiwania sie probkami

i odczynnikami testowymi nalezy nosi¢ jednorazowe rekawice i fartuchy laboratoryjne. Po zakornczeniu postugiwania
sie probkami i odczynnikami testowymi nalezy doktadnie umy¢ rece.

Sierpien 2021 . Dokument nr 1000000078751 wer. 06 POL 11



Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT Solution v2

Nie nalezy uzywac¢ zadnego ze sktadnikow testu po uptywie terminu waznosci podanego na etykiecie umieszczonej
na opakowaniu testu. Nie nalezy miesza¢ sktadnikéw testéw z roznych partii. Numer partii testu znajduje sie na
etykiecie umieszczonej na opakowaniu testu. Sktadniki probek nalezy przechowywac¢ w okreslonej temperaturze.

Aby zapobiec degradaciji probki lub odczynnika, przed rozpoczeciem protokotu nalezy upewnic sie, czy opary
podchlorynu sodu z czyszczenia catkowicie sie rozproszyty.

Nieprzestrzeganie przedstawionych procedur moze powodowac btedy w wynikach lub znaczne obnizenie jakosci
probek.

Wszelkie powazne incydenty zwigzane z tym produktem nalezy niezwiocznie zgtasza¢ do firmy Illumina i wiasciwych
organow panstw cztionkowskich, w ktorych przebywa uzytkownik i pacjent.

Informacje dotyczace ochrony srodowiska, zdrowia i bezpieczenstwa zawiera karta charakterystyki (SDS) dostepna na
stronie support.illumina.com/sds.html.

Uwagi dotyczace procedury

Unikanie skazenia
Nalezy uzywac nowych koncowek i swiezych laboratoryjnych materiatow eksploatacyjnych.
Uzywac koncowek odpornych na aerozole, aby zmniejszy¢ ryzyko przeniesienia i zanieczyszczenia krzyzowego miedzy
probkami.

Ze wzgledu na ryzyko zanieczyszczenia nalezy upewnic sie, ze zawartos¢ dotka nie wyptywa poza dotek. Nie rozlewac
zawartosci dotka. Wirowac po kazdym etapie mieszania przez worteksowanie.

Przestrzega¢ obowigzujgcych przepisow dotyczacych wtasciwej praktyki laboratoryjnej i higieny podczas obchodzenia
sie z krwig i produktami krwiopochodnymi.

Podczas przygotowywania biblioteki nie nalezy stosowac¢ wybielaczy w aerozolu. Zanieczyszczenie $ladowg iloscig
wybielacza moze prowadzi¢ do niepowodzenia oznaczenia.

Czyszczenie platformy VeriSeq NIPT Microlab STAR

Przed uzyciem nalezy sprawdzié, czy platforma stacji jest czysta. Konserwacje urzadzenia nalezy wykonac¢ co
najmniej raz w tygodniu. Nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi instrukcjami czyszczenia.

Zdemontowac wszystkie nosniki, ktére mozna wyjg¢ ze stacji, wyczysci¢ je szybkodziatajgcym srodkiem
dezynfekujgcym na bazie alkoholu (Deconex® SOLARSEPT lub jego odpowiednikiem) i pozostawi¢ do wyschniecia.
Jezeli nosniki sg mocno zabrudzone, po oczyszczeniu nalezy namoczyc¢ je w roztworze detergentu dezynfekujgcego
(ptynu czyszczagcego Deconex® 61 DR lub jego odpowiednika), a nastepnie sptukac srodkiem dezynfekujgcym na
bazie alkoholu i pozostawi¢ do wyschniecia.

Otworzy¢ przednig pokrywe i wytrze¢ platforme szmatkg nasgczong srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego
odpowiednikiem). Nalezy szczegdlnie dokladnie sprawdzi¢ czystosé klockow slizgowych.
Wyjac¢ kolektor CVS i wytrze¢ szmatka kolektor, uszczelke i wewnetrzne przegrody CVS.
Z podstawowej gtowicy na 96 koncowek i niezaleznego kanatu usuna¢ zuzyte koncowki.
Wyjac i wyczysci¢ ptytke wyrzutnika koricowek z niezaleznego kanatu w stacji zuzytych koncowek: rozpyli¢ srodek
Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednik) bezposrednio na powierzchnie ptytki, a nastepnie wytrze¢. Zatozyé
nowy worek foliowy na rame i ponownie zamocowac ptytke. Umiesci¢ czystg ptytke wyrzutnika koncéwek z powrotem
na miejscu.
Rozpyli¢ srodek Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednik) bezposrednio na powierzchnie pojemnika i zsypu na
odpady z gtowicy CORE 96, a nastepnie wytrze¢ do czysta.
Jesli do powierzchni zuzytych koncéwek przylega materiat, ktory trudno jest usungc, nalezy przecierac je szmatkg
zwilzong wodg pozbawiong DNazy/RNazy az do jego usuniecia. Zutylizowa¢ szmatke w odpowiedni sposob.
Nastepnie nalezy wykonac sterylizacje srodkiem dezynfekujgcym na bazie alkoholu.
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Zwilzy¢ niestrzepigcg sie szmatke lub wymazowke etanolem o stezeniu 70%. Przetrzeé okienko skanera laserowego
czytnika kodow kreskowych. Wyczysci¢ kazdy dotek adaptera ptytki CPAC, uzywajgc tej samej szmatki lub
wymazowki. Jezeli do czyszczenia uzyto szmatki, nalezy jg wsuwac do kazdego dotka adaptera, postugujgc sie
koncoéwka oféwka lub dtugopisu, aby upewnic sie, ze wnetrze dotka zostato odpowiednio wyczyszczone.

Oczysci¢ niezalezne kanaty:
Oczysci¢ tuleje do wysuwania koncéwek znajdujgcg sie na kanatach niezaleznych (zewnetrzng czes$¢ kanatow
pipetujagcych), uzywajac niestrzepigcej sie szmatki nasgczonej srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego
odpowiednikiem). (Patrz: Instrukcja obstugi platformy Hamilton Microlab STAR, nr kat. 15070074).
Wyczyscic tarcze blokujgcg i pierscienie typu o-ring gtowicy pipetujgcej (zewnetrzna czes¢ kanatéw pipetujgcych)
niestrzepigca sie szmatkg nasgczong srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednikiem).
Czyszczenie gtowicy CORE na 96 koncowek:
Wyczysci¢ obudowe gtowicy na 96 konncowek i dolng czesé tarcz blokujgcych, uzywajgc tej samej niestrzepigcej
sie szmatki nasgczonej srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednikiem).
Tag samg szmatkg nasgczong srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednikiem) lub jej oderwanym
paskiem oczysci¢ przestrzenie po bokach kanatéw pipetujgcych gtowicy na 96 koncowek, aby wyczyscic¢
pierscienie typu o-ring. Te procedure nalezy powtorzy¢ w kazdym kanale pipetujgcym gtowicy na 96 koncowek.
Spryskac¢ przednig i boczng pokrywe srodkiem Deconex® SOLARSEPT (lub jego odpowiednikiem), a nastepnie
wytrze¢ do sucha.

Wyczysci¢ tasme zabezpieczajgcg podczas automatycznego wysuwania szmatkg nasgczong $rodkiem Deconex®
SOLARSEPT (lub jego odpowiednikiem), a nastepnie wytrze¢ bez wywierania nacisku.

Zamontowac nosniki, kiedy platforma i elementy beda catkowicie suche.

L

UWAGA
Niewtasciwe czyszczenie i konserwacja stacji ML STAR moze spowodowac skazenie krzyzowe
i nieprawidtowe wyniki testu.

Kontrola jakosci

Materiat kontrolny o znanej charakterystyce dziatania moze by¢ oceniany w celu wykrycia réznic w przetwarzaniu
i procedurach technicznych w laboratorium.

! UWAGA
Wykonanie analizy probki kontrolnej lub kontroli ujemnej zmniejsza tgczng liczbe nieznanych probek matki,
ktére mogg zostaé przetworzone za pomocg kazdego zestawu do przygotowania probki.
Nie przekraczac liczby dwdch prébek NTC na partie 24 lub 48 probek bgdz czterech probek NTC na partie
96 probek.

Instrukcja uzytkowania

Porady i techniki

Oile w protokole nie wyszczegdlniono punktu bezpiecznego przerwania oznaczen, nalezy natychmiast przejs¢ do
nastepnego etapu.

Znakowanie pltytek kodem kreskowym

* Kody kreskowe ptytek z wysokg ramka boczng zaczynajg sie od liter PL.

*  Kody kreskowe ptytek gtebokodotkowych zaczynajg sie od liter DW.

* Na ptytkach z wysokg ramkag boczng oraz ptytkach gtebokodotkowych kody kreskowe umieszcza sie na boku, obok
kolumny 12.

+ Zatadowac ptytki kodem kreskowym skierowanym w prawg strone, aby umozliwi¢ automatyczne skanowanie.
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Pieczetowanie i rozpieczetowywanie ptytki

Nalezy zawsze zapieczetowac ptytke 96-dotkowg przed wykonaniem nastepujgcych etapow w protokole:
Etapy wirowania
Etapy w termocyklerze

Aby zapieczetowac ptytke, nalezy natozy¢ na nig przylepne uszczelnienie, a nastepnie uszczelnié.

Przed rozpieczetowaniem:
Krotko odwirowywac ptytke 96-dotkowg z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.
Umiesci¢ ptytke na ptaskiej powierzchni, a nastepnie powoli zdjg¢ uszczelnienie.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Przed uzyciem nalezy wykonac i udokumentowac¢ przeprowadzenie wymaganej konserwacji, zgodnie z instrukcjg
producenta.

Monitorowa¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokéw automatycznych. Nalezy kontrolowaé, czy
w interfejsie oprogramowania VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 nie pojawiajg sie komunikaty lub instrukcje dla
operatora.

Podczas pracy przednia pokrywa powinna by¢ zamknieta.
Podczas pracy w systemie nie mogg znajdowac sie zadne elementy.

Jesli podczas etapoéw podcisnieniowej obrobki probek oprogramowanie VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 wys$wietli
stosowny komunikat, nalezy recznie wspomaoc utworzenie uszczelnienia pomiedzy ptytkg a kolektorem prozniowym.

Umozliwi¢ systemowi automatyczne usuwanie koncoéwek z adaptera. Nie zdejmowac koncowek recznie, chyba ze
oprogramowanie wyda takie polecenie.

Usunac¢ zuzyte odczynniki i materiaty eksploatacyjne zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w oprogramowaniu
Workflow Manager.

Codziennie nalezy oproznia¢ butle prézniowe na odpady. Pierwsza butla zawsze powinna by¢ wypetniona
maksymalnie do potowy. Przelanie sie odpadow prozniowych moze uszkodzi¢ pompe prozniowg i zmniejszy¢
podci$nienie stosowane w systemie.

Przetwarzanie probek

Procedura
1 Dla kazdej podwielokrotnosci wykona¢ nastepujgce czynnosci:

a Probki oznaczone kodem kreskowym odwirowac¢ z predkoscig 1600 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C
przy wytgczonym hamulcu.

b Kiedy wirébwka catkowicie sie zatrzyma, wyjg¢ probowki z probkami.
W ciggu 15 minut po odwirowaniu rozpoczaé izolowanie osocza. Jesli minie ponad 15 minut, odwirowac jeszcze
raz.

2  Sprawdzi¢ kazdg probowke pod katem odpowiedniosci prébki, w tym sprawdzié, czy:
Objetosc¢ probki jest zgodna z oczekiwang.
Probka zostata oddzielona prawidtowo podczas odwirowywania.
Poziom osocza siega przynajmniej 1,5 ml powyzej kozuszka leukocytarno-ptytkowego.
Probka nie jest silnie zhemolizowana (tj. osocze nie jest ciemnoczerwone).
Probka nie jest lipemiczna (np. osocze nie jest metno-biate lub mleczne).
W prébce nie wystepujg skrzepy.
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J PRZESTROGA

J Prébki, ktére byty nieprawidtowo przechowywane lub z ktérymi obchodzono sie w niewtasciwy sposaéb,
mogag by¢ nieodpowiednie. Jesli podczas procedury przetworzone zostang takie nieodpowiednie prébki,
mogg one zablokowac¢ ptytke do izolacji podczas ekstrakcji, co moze prowadzi¢ do incydentéw
przepetnienia prébki w sagsiednich dotkach.

3 Zdjac¢ zatyczki z probéwek i zatadowac je do nosnikow. Zatadowac wszystkie prébki i kontrole osocza dla partii.

Wyizolowanie osocza

Przygotowanie
1 Oznaczy¢ 1 ptytke z gtebokimi dotkami na osocze posrednie i przyklei¢ kod kreskowy.
2 Oznaczyc¢ 1 ptytke z gtebokimi dotkami na osocze koncowe i przyklei¢ kod kreskowy.

PRZESTROGA

J Nalezy upewni¢ sie, ze uzyto prawidtowego typu ptytki na osocze posrednie i osocze koncowe.
Uzycie zbiornika z gtebokimi dotkami zamiast ptytki z glebokimi dotkami prowadzi do amalgamac;ji prébek
i moze dawac nieprawidtowe wyniki.

Procedura
1 Uruchomié¢ oprogramowanie AppLauncher, a nastepnie wybra¢ VeriSeq NIPT Method (Metoda NIPT).
2 Woprowadzi¢ identyfikator partii i nazwe uzytkownika, a nastepnie nacisng¢ OK.
Identyfikator partii moze sktadac sie maksymalnie z 26 znakéw. Nalezy uzywac tylko cyfr, liter, znakéw podkreslenia
(1) lub myslnikéw (-). Na przyktad: 2025-10-16_Batch3.
3 Wybra¢ opcje New Batch (Nowa partia).
Po uruchomieniu nacisng¢ OK, aby rozpocza¢ izolowanie osocza.
5 Woykona¢ jeden z nastepujacych krokow:
Aby zatadowa¢ arkusz prébki, ktéry zostat wczesniej utworzony, nalezy wybrac przyktadowy arkusz powigzany
z partig, a nastepnie nacisngé¢ OK.
Aby kontynuowac¢ bez wybierania arkusza probki, nalezy wybra¢ opcjie No Sample Sheet (Brak arkusza prébki).
Informacje na temat tworzenia arkusza probki lub ustawiania wartosci domys$inych mozna znalez¢ w Przewodniku
uzytkownika oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

n

X UWAGA
Nalezy doktadnie zarejestrowac typ kazdej prébki, tj. probke z cigzy pojedynczej lub blizniaczej, w celu
zapewnienia prawidtowej analizy danych.

W przypadku wybrania opcji No Sample Sheet (Brak arkusza probki) nalezy upewnic sie, ze
w narzedziach serwisowych oprogramowania Workflow Manager ustawiono domys$ine wartosci prébki.

6 Wybra¢ wielko$¢ partii, a nastepnie nacisng¢ OK.
7 Wybra¢ liczbe kontroli bez szablonu (NTC), a nastepnie nacisna¢ OK.
3 UWAGA

Gniazda NTC sg zawsze ostatnimi wybieranymi gniazdami. Na przyktad jezeli uzyto dwoch NTC w serii
24 probek, pozycije 23 i 24 to gniazda NTC.
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8 Nalezy upewnic¢ sig, ze wszystkie kody kreskowe sg umieszczone we wiasciwym miejscu, a nastepnie zatadowac
prébki, koncowki i ptytki (z kodem kreskowym skierowanym w prawo) na nosnik. Nacisngé OK po kazdym komunikacie

o zatadunku.
Wielkos¢ partii Typ 4. . .
prébek nognika Sciezka Element Pozycja
24, 48, 96 Koncowka 7-12 Koncowki 1000 pl 5
Koncéwki 1000 pl (tylko partia 96 prébek) 4,5
Probowka 15 Przygotowane probéwki z prébkami krwi 1-24 (dla wszystkich wielkosci 1-24
partii)
Probéwka 16 Przygotowane probowki z prébkami krwi 25-48 (tylko dla wielkosci 25-48
partii 48 196 probek)
Probéwka 17 Przygotowane proboéwki z prébkami krwi 49-72 (tylko dla wielkosci 49-72
partii 96 probek)
Probowka 18 Przygotowane proboéwki z prébkami krwi 73-96 (tylko dla wielkosci 73-96
partii 96 probek)
Multiflex 19-24 Pusta ptytka z glebokimi dotkami z osoczem koncowym — zkodem 4
kreskowym
Multiflex 19-24 Pusta ptytka z gtgbokimi dotkami z osoczem posrednim — zkodem 5
kreskowym
Odczynnik 47 [Opcjonalnie] DPBS do kontroli uiemne;j 5

9 Nalezy sie upewni¢, ze nosniki, szkto laboratoryjne i odczynniki sg wtasciwie zatadowane, a nastepnie nacisng¢ OK
na ekranie Pre-Spin Deck Verification (Sprawdzanie systemu przed wirowaniem).

10 Obserwowac dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania etapéw automatycznych.

11 Po wyswietleniu komunikatu przez Workflow Manager nalezy upewnic sig, ze nic nie zaktdca dziatania platformy
zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ jej roztadunek nosnikow.

12 Wybra¢ opcje Unload (Roztaduj), aby roztadowa¢ platforme.

13 Wyjac ptytke z gtebokimi dotkami z osoczem posrednim.

a Sprawdzi¢ ptytke pod katem jednakowych objetosci w kazdym dotku (braku btedow pipety). Oczekiwana
objetos¢ wynosi 1000 pl.

b Zwrdci¢ uwage na wszelkie niezgodnosci i odnotowac je po zakonczeniu procedury izolacji osocza.

c Zapieczetowac ptytke, zatadowacé przeciwwage i wirowaé z predkoscig 5600 x g przez 10 minut
z wytgczonym hamulcem lub przy najnizszym ustawieniu.

14 Wybra¢ Yes (Tak), aby przej$¢ do przygotowania korcowego osocza.
15 Zdjgc¢ uszczelnienie ptytki i zatadowac ptytke na nosnik.

- x L Typ & .
Wielkos$¢ partii probek nosnika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Multiflex 19-24 Plytka z glebokimi dotkami z osoczem posrednim 5

16 Zaznaczy¢ pole wyboru Intermediate Plasma plate has been spun (Plytka z osoczem posrednim zostata
odwirowana), a nastepnie nacisng¢ OK.
17 Obserwowac dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania etapéw automatycznych.
18 Po wyswietleniu komunikatu przez oprogramowanie Workflow Manager nalezy upewnic sie, ze nic nie zaktoca
dziatania platformy zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ jej roztadunek nosnikéw.
19 Wybra¢ opcje Unload (Roztaduj), aby roztadowa¢ platforme.
20 Po wyswietleniu komunikatu przez Workflow Manager oprézni¢ nosniki i platforme.
21 Wyjac ptytke z gtebokimi dotkami z osoczem koricowym.
22 Sprawdzi¢ ptytke pod katem:
jednakowych objetosci w kazdym dotku; oczekiwanej objetosci, ktdéra powinna wynosi¢ 900 pl;
widocznego osadu komoérkowego;
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nadmiernej hemolizy.
W razie zaobserwowania widocznego osadu komérkowego lub nadmiernej hemolizy pod koniec metody izolacji
osocza prébke, ktoérej dotyczy problem, nalezy uniewazni¢ lub uzy¢é modutu Batch Manager (Menedzer partii). Wiecej
informacji na temat modutu Batch Manager (Menedzer partii) mozna znalez¢ w Przewodniku uzytkownika
oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).
23 Po wyswietleniu komunikatu przez oprogramowanie Workflow Manager nalezy nacisng¢ OK.
24 Wprowadzi¢ komentarz dotyczagcy konkretnych dotkéw, a nastepnie nacisnaé OK.
25 Woykonac¢ jeden z nastepujacych krokow:
Aby kontynuowac¢ ekstrakcje cfDNA, nalezy wybra¢ Yes (Tak).
Aby zatrzymac, nalezy wybra¢ Exit (Wyjdz).

BEZPIECZNE PRZERWANIE OZNACZEN

Na czas przerwy w wykonywaniu testéw nalezy szczelnie zabezpieczyé pltytke na osocze koncowe i przechowywac
ja w temperaturze od 2°C do 8°C przez nie wiecej niz 7 dni.

Ekstrakcja cfDNA

Przygotowanie

1 Wzrokowo sprawdzi¢ zestaw do ekstrakgji i akcesoria. Upewnic¢ sig, ze nie uptynagt okres przydatnosci.

2 Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki. Oznaczy¢ nazwami odczynnikéw podtuzne pojemniki i zbiorniki
z gtebokimi dotkami.

Element Przechowywanie Instrukcje
Ptytka z glebokimi dotkami na Od 2°C do 8°C Jesli element byt wczesniej przechowywany, nalezy go odstawi¢ na 30 minut,
osocze koncowe aby ogrzat sie do temperatury pokojowe;.

Wirowa¢ z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.
Przed uzyciem nalezy rozpieczetowac plytke z gtebokimi dotkami na osocze
koncowe.

3 Powoli dodawac 3,75 ml buforu dla proteinazy do kazdej fiolki z odczynnikiem (proteinazg K).
Przygotowac 3 fiolki na 24 i 48 probek.
Przygotowac 4 fiolki na 96 probek.
4 Zabezpieczyc¢ fiolki z proteinazg K korkiem, a nastepnie wymieszac¢ przez worteksowanie do ponownego zawieszenia.

PRZESTROGA

J Nalezy zachowa¢ ostroznosé, aby nie skazi¢ gumowego korka. Pozostatosci innych substancji na
gumowym korku mogg spowodowac skazenie kolejnych prébek.

5 Zebraé przygotowang proteinaze K ze wszystkich fiolek i wla¢ do rynienki na odczynniki, a nastepnie oznaczy¢ jako
proteinaza K.

6 Do kazdej butelki z buforem przemywajgcym Il doda¢ 100 ml 100% EtOH.
Przygotowac 1 butelke na 24 i 48 prébek.
Przygotowac 2 butelki na 96 probek.

Odwrdci¢ butelki z buforem przemywajgcym |l w celu wymieszania.

Zaznaczy¢ pola wyboru na butelkach z buforem przemywajgcym II.

Oznaczy¢ 1 nowa plytke z wysokg ramkg boczng na osocze posrednie i przyklei¢ kod kreskowy.

Oznaczy¢ 1 nowa plytke z wysokg ramkg boczng do elucji cfDNA i przyklei¢ kod kreskowy.

Oznaczy¢ 1 nowg plytke z gtebokimi dotkami do ekstrakgji posredniej i przyklei¢ kod kreskowy ptytki z gtebokimi

dotkami.

12 Przyklei¢ kod kreskowy na ptytke do izolacji DNA.

13 Przygotowac roztwér czyszczacy zawierajacy 70% EtOH (70% EtOH, 30% wody pozbawionej DNazy/RNAzy) do
czyszczenia systemu prozniowego.

- o © N
-~ o
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14 Przygotowac system prozniowy.

a Zdja¢ kolektor prozniowy i wyczysci¢ za pomocg 70% EtOH.
b Usuna¢ odpady z systemu prézniowego.
¢ Upewnic¢ sie, ze system prézniowy ML STAR jest wigczony.

Nalezy unika¢ czyszczenia uszczelki za pomocg EtOH, poniewaz materiat stanie sie podatny na uszkodzenia.

Procedura
1 Nacisng¢ OK, aby rozpoczaé¢ ekstrakcje cfDNA.
2 Jedli nie otwarto jeszcze metody VeriSeq NIPT:

a Uruchomi¢ oprogramowanie AppLauncher i wybra¢ VeriSeq NIPT Method (Metoda NIPT).
b Wprowadzi¢ identyfikator partii i nazwe uzytkownika, a nastepnie nacisng¢ OK.

3 Zatadowac koncéwki na nosniki koncowek zgodnie z ponizszym opisem, a nastepnie nacisngé OK.

Wiel::::eiami no-zﬁka Sciezka  Element Pozycja
24 Koncowka 1-6 Koncowki 1000 pl 1
7-12 Koncowki 300 pl 1
48 Koncowka 1-6 Koncowki 1000 pl 1,2
7-12 Koncowki 300 pl 1
96 Koncowka 1-6 Koncowki 1000 pl 1,2,3,4
7-12 Koncowki 300 pl 1

4 Zatadowac zliczone koncowki na nosniki koncéwek w opisany ponizej sposob.

W|eI’l)(:>65bceiartu no-;)::;ka Sciezka  Element Pozycja
24,48, 96 Koncoéwka 49-54 Koncowki 1000 pl 1
Koncowki 300 pl 2
Koncowki 50 pl 3
5 Woprowadzi¢ lokalizacje pierwszej i ostatniej koricéwki dla kazdego stojaka na koncowki, a nastepnie nacisng¢ OK.
6 Zeskanowac kody kreskowe z zestawu do ekstrakc;ji.
7 Woprowadzi¢ inicjaty uzytkownika lub osoby przygotowujacej odczynnik, a nastepnie nacisng¢ OK.
8 Zeskanowac kody kreskowe z zestawu akcesoriow.
9 Woprowadzi¢ inicjaty uzytkownika lub osoby przygotowujacej odczynnik, a nastepnie nacisng¢ OK.
10 Sprawdzi¢, czy kody kreskowe znajdujg sie na miejscu.
11 Rozpieczetowac ptytke z gtebokimi dotkami na osocze kohcowe i umiesci¢ ptytki (z kodem kreskowym skierowanym
w prawo) na uchwycie ptytek w opisany ponizej sposob, a nastepnie nacisng¢ OK.
wml::::eiaml no-zﬁka Sciezka  Element Pozycja
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nowa plytka zwysoka ramkg boczna, na osocze posrednie 1

— zkodem kreskowym

Nowa ptytka zwysokg ramka boczng, do elucji cfDNA 2
— zkodem kreskowym

Nowa ptlytka z gtebokimi dotkami, do ekstrakcji posredniej 4
— zkodem kreskowym

Ptytka z gtebokimi dotkami, na osocze koncowe 5
— zkodem kreskowym

12 Potwierdzi¢, ze ptytka do izolacji DNA jest oznaczona kodem kreskowym, a nastepnie nacisng¢ OK.
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13 W przypadku niepetnych partii ptytek na niewypetnione dotki natozy¢ przyciete uszczelnienie ptytki (kolumny 4-12
w przypadku partii zZtozonej z 24 probek i kolumny 7-12 w przypadku partii ztozonej z 48 prébek).

14 Umiescic¢ ptytke do izolacji DNA na kolektorze prézniowym, z kodem kreskowym skierowanym w prawo.

15 Zaznaczy¢ pole wyboru Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Czy kolumny ptytki do izolacji DNA sg
uszczelnione?), a nastepnie nacisngé¢ OK.

16 Zatadowac rynienki na odczynniki do nos$nika odczynnikéw w opisany ponizej sposéb, a nastepnie nacisngé OK.

Wielkos¢ partii Typ

probek e Sciezka  Element Pozycja
24,48 Odczynnik 47 Bufor do elucji 16 ml 1
ProteinazaK 11 ml 2
96 Odczynnik 47 Bufor do elucji 16 ml 1
ProteinazaK 15 ml 2

17 PrzenieS¢ wskazane odczynniki do zbiornikdw z gtebokimi dotkami, a nastepnie umiesci¢ zbiorniki na odpowiednich
uchwytach w opisany ponizej sposob.
18 Nacisngé OK.

Wielkos¢ partii Typ

probek I, Sciezka  Element Pozycja
24,48 Gteboki 39-44 Bufor przemywajacy Il 125 ml 1
dotek Bufor przemywajacy | 125 ml 2
100% EtOH 60 ml 3
Bufor do lizy 100 ml 4
Woda pozbawiona DNazy/RNazy 60 ml 5
96 Gteboki 39-44 Bufor przemywajacy Il 200 ml 1
dotek Bufor przemywajacy | 125 ml 2
100% EtOH 100 ml 3
Bufor do lizy 100 ml 4
Woda pozbawiona DNazy/RNazy 100 ml 5

19 Odczekaé na zakohczenie automatycznego sprawdzania objetosci odczynnikéw.

20 Upewnic sie, ze odpady w systemie prozniowym nie wypetniajg wiecej niz potowy systemu (zalecane opréznienie),
a nastepnie nacisna¢ OK.

21 Potwierdzi¢ rozmieszczenie wszystkich uchwytéw, materiatow eksploatacyjnych i odczynnikéw, a nastepnie nacisngc
OK na ekranie Extraction Deck Verification (Sprawdzanie systemu ekstrakcyjnego).

22 Monitorowac¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokow automatycznych.

PRZESTROGA

J Nalezy recznie uniewazni¢ rozlane probki, ktére nie zostaty wykryte przez system, zanim dojdzie do
skazenia sgsiednich dotkow.

23 Po ostatnim etapie prozniowym usungé ptytke do izolacji DNA i oczysci¢ dolng powierzchnie za pomoca 70% EtOH.

24 Szczelnie zabezpieczy¢ wszystkie odkryte dotki na ptytce do izolacji DNA, a nastepnie umiesci¢ jg na pustej ptytce
z gtebokimi dotkami na osocze koncowe.

25 Wirowac ptytke do izolacji DNA/ptytke na osocze kohcowe z predkoscig 5600 x g przez 10 minut z wigczong funkcjg
hamulca.

26 Nacisng¢ OK.

27 Podczas wirowania ptytki do izolacji DNA nalezy zakonczyé oczyszczanie prozniowe:

a Usuna¢ kolektor prozniowy, a nastepnie nacisngé¢ OK.
b Odczeka¢ na zakonczenie automatycznego usuwania odpadoéw.
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¢ Oczysci¢ kolektor prézniowy i wnetrze uktadu prézniowego za pomocg 70% EtOH, a nastepnie ponownie
zainstalowac kolektor prozniowy.

d Zaznaczy¢ pole wyboru Manifold is on Vacuum (Kolektor znajduje sie w uktadzie prézniowym), aby
zainicjowac transfer ptytki do elucji do kolektora prézniowego, a nastepnie nacisngé¢ OK.

28 Po odwirowaniu nalezy rozpieczetowac dotki zawierajgce probki na ptytce do izolacji DNA i umies¢ jg na ptytce do
elugji cfDNA.

Ptytka do elucji cfDNA znajduje sie na kolektorze prozniowym.

29 Zatadowac ptytke do izolacji DNA z kodem kreskowym po prawe;j stronie, a nastepnie nacisnaé¢ OK.

30 Monitorowa¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokéw automatycznych.

31 Po zakonczeniu inkubacji zaznaczy¢ pole wyboru Plates are assembled as indicated (Ptytki zatadowano zgodnie
ze wskazowkami), aby potwierdzi¢, ze ptytka do izolacji DNA/elucji cfDNA zostata umieszczona na podstawce (jezeli
jest to konieczne zgodnie z ustawieniami wirdwki).

32 Szczelnie zabezpieczy¢ odstoniete dotki na ptytce do izolacji DNA.

33 Wirowac z predkoscig 5600 x g przez 2 minuty z wigczong funkcjg hamulca, a nastepnie nacisng¢ OK.

34 Sprawdzi¢, czy kazdy dotek na ptytce do elucji cfDNA zawiera jednakowg objetosc.

Oczekiwana objetos¢ wynosi okoto 55 pl.

35 Szczelnie zabezpieczy¢ i zachowac ptytke do elucji cfDNA do przygotowania biblioteki.

36 Po wyswietleniu komunikatu przez Workflow Manager nalezy upewnic¢ sie, ze nic nie zaktdca dziatania platformy
zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ platformie ML STAR roztadunek uchwytéw.

37 Woybra¢ opcje Unload (Rozladuj), aby roztadowa¢ platforme.

38 Roztadowaé wszystkie nosniki i wyczysci¢ platforme ML STAR, a nastepnie nacisng¢ OK.

39 Woprowadzi¢ komentarz dotyczgcy konkretnych dotkow, a nastepnie nacisng¢ OK.

40 Woykonac jeden z nastepujacych krokow:

Aby kontynuowa¢ przygotowywanie bibliotek, wybra¢ Yes (Tak).
Aby zatrzymag, nalezy wybraé Exit (Wyjdz).

BEZPIECZNE PRZERWANIE OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury pltytke do elucji cfDNA nalezy szczelnie zamkna¢ i przechowywa¢ w temperaturze
od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 7 dni.
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Przygotowywanie bibliotek

Przygotowanie

1
2

4
5

Obejrze¢ zestaw do przygotowania biblioteki i zestaw akcesoridw; upewni¢ sie, ze nie minat termin waznosci.

Przygotowac¢ wymienione ponizej odczynniki. Oznaczy¢ rynienki i zbiorniki z gtebokimi dotkami nazwami odczynnikéw.

Element Przechowywanie Instrukcje

Mieszanina do naprawy 0Od -25°C do-15°C  Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej.

koncow Wymiesza¢ przez worteksowanie.

Mieszanina do tworzenia 0d -25°C do -15°C  Rozmraza¢ w temperaturze pokojowe;.

ogona poli-A Wymiesza¢ przez worteksowanie, a nastepnie krotko wirowac.

Mieszanina zawierajgca ligaze 0Od -25°C do-15°C  Rozmraza¢ w temperaturze pokojowe;.
Wymieszac¢ przez worteksowanie, a nastepnie krotko wirowad.

Bufor do ponownego 0Od 2°C do 8°C Wymiesza¢ przez worteksowanie.
zawieszania (RSB) Po uzyciu odstawi¢ do przechowywania.
Bufor do hybrydyzaciji 0d -25°C do-15°C  Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej.

Wymieszac¢ przez worteksowanie.
Po uzyciu odstawi¢ do przechowywania.

Ptytka adaptera DNA VeriSeq 0d -25°C do-15°C  Rozmraza¢ w temperaturze pokojowe;.

NIPT Wymieszac¢ przez worteksowanie.
Wirowa¢ z predkosciag 1000 x g przez 20 sekund.
Natozy¢ kod kreskowy piytki.

Kulki do oczyszczania probki Od 2°C do 8°C Odstawi¢ na 30 minut w celu doprowadzenia do temperatury pokojowe;j.
Przed kazdym uzyciem energicznie wymieszac¢ przez worteksowanie.
Wymieszac przez worteksowanie lub odwracanie do momentu, kiedy
wszystkie kulki znajdg sie w zawiesinie i mieszanina bedzie jednorodna.

Ptytka do elucji cfDNA 0d -25°C do -15°C  Jesli ptytka byta wczesniej przechowywana, potwierdzi¢, ze nie byta

przechowywana dtuzej niz przez 7 dni, irozmrozi¢ do temperatury pokojowej.
Wymiesza¢ przez worteksowanie z predkoscig 1500 obr./min przez 1 minute.

Wirowac z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.

Przygotowac¢ 50 ml $wiezego 80% roztworu EtOH z 40 ml 100% EtOH i 10 ml wody pozbawionej DNazy/RNazy.

Odwroci¢ EtOH, aby wymieszac.
Oznaczy¢ 1 nowa plytke z wysokg ramkg boczng jako ,biblioteki” i przyklei¢ kod kreskowy.
Upewnic sie, ze kontrola termiczna platformy ML STAR jest wtgczona.

Rozcienczanie enzymoéw
Potaczy¢ mieszanine do tworzenia ogona poli-A i bufor do ponownego zawieszania (RSB) w zakrecanej probowce.

1

Wymieszac¢ przez worteksowanie, a nastepnie krotko wirowac.

Wielkos$¢ partii probek Mieszanina do tworzenia ogona poli-A Bufor do ponownego zawieszania (RSB)
24,48 900 pl 1200 pl
96 1800 pl 2400 ul

Potagczy¢ mieszanine zawierajgcg ligaze i bufor do ponownego zawieszania (RSB) w zakrecanej probéwce.
Wymieszac¢ przez worteksowanie, a nastepnie krotko wirowac.

Wielkos$¢ partii probek Mieszanina zawierajaca ligaze Bufor do ponownego zawieszania (RSB)
24,48 230l 1713 l
96 440 ul 3278 l
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Procedura
1 Nacisng¢ OK, aby rozpoczaé przygotowanie biblioteki. Jesli nie otwarto jeszcze metody VeriSeq NIPT:

a Uruchomi¢ oprogramowanie AppLauncher, a nastepnie wybra¢ VeriSeq NIPT Method (Metoda NIPT).
b Wprowadzi¢ identyfikator partii i nazwe uzytkownika, a nastepnie nacisng¢ OK.

2 Potwierdzi¢, ze ponizsze materiaty eksploatacyjne zostaty przygotowane zgodnie ze wskazéwkami na ekranie
Reagent Preparation (Przygotowanie odczynnikéw):
Mieszanina do tworzenia ogona poli-A, mieszanina zawierajgca ligaze oraz 80% EtOH.
Kulki do oczyszczania probki, mieszanina do naprawy kohcow oraz ptytka adaptera DNA VeriSeq NIPT.

3 Zaznaczyc¢ pola wyboru i nacisngé OK.
4 Zeskanowac kody kreskowe zestawu do przygotowania biblioteki.
5 Woprowadzi¢ inicjaty uzytkownika lub osoby przygotowujacej odczynnik, a nastepnie nacisng¢ OK.
6 Zeskanowac kody kreskowe z zestawu akcesoriow.
7 Woprowadzi¢ inicjaty uzytkownika lub osoby przygotowujacej odczynnik, a nastepnie nacisng¢ OK.
8 Zatadowac koncdwki do nosnika koncéwek w opisany ponizej sposéb, a nastepnie nacisnaé OK dla kazdego nosnika.
Wiel::::eiami no-zﬁka Sciezka  Element Pozycja
24 Koncowka 1-6 Koncowki 50 pl 1
7-12 Koncowki 300 pl 1,2
48 Koncowka 1-6 Koncowki 50 pl 1,2
7-12 Koncowki 300 pl 1,2,3,4
96 Koncowka 1-6 Koncowki 50 pl 1,2,3,4

7-12 Korcowki 300 pl 1,2,3,4,5

9  Jedli zatrzymano protokot po procedurze esktrakcji cfDNA, zliczone koncowki nalezy zatadowa¢ do nosnikow
koncéwek w opisany ponizej sposob.

WieI’l)(?és':eiartii no-;)::;ka Sciezka  Element Pozycja
24,48, 96 Koncéwka 49-54 Koncowki 1000 pl 1
Koncowki 300 pl 2
Koncowki 50 pl 3

10 Woprowadzi¢ lokalizacje pierwszej konicdwki dla kazdego stojaka na koncowki, a nastepnie nacisng¢ OK.
11 Potwierdzi¢, ze kody kreskowe sg zamocowane, i zatadowac¢ ptytki (kodem kreskowym skierowanym w prawo) do
nosnika ptytek w opisany ponizej sposéb, a nastepnie nacisng¢ OK.

Wlelko’s ¢ parti T,yp, Sciezka  Element Pozycja
probek nosnika
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Ptytka do elucji cfDNA — zkodem kreskowym 1
Ptytka adaptera DNA — zkodem kreskowym 2
Nowa ptytka 96-dotkowa zwysokg ramka boczng, 3
biblioteki— z kodem kreskowym
Nowe ptytki 96-dotkowe z wysokg ramkg boczng 4,5
12 Zatadowaé nosnik gtebokich dotkéw w opisany ponizej sposéb, a nastepnie nacisng¢ OK.
- . " T )
Wlelko'sc partii ’y;? Sciezka Element Pozycja
probek nosnika
24,48, 96 Gteboki 39-44 50 ml 80% EtOH w zbiorniku z gtebokimi dotkami 1
dotek Nowe ptytki 96-dotkowe zwysokg ramka boczng 2,3,4,5
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13 Zatadowac rynienki na odczynniki do nosnika odczynnikow w opisany ponizej sposob, a nastepnie nacisngé OK.

14

15
16
17

18

19
20
21
22

23

Wielkos$¢ partii Typ N ]
probek nognika Sciezka Element Pozycja

24,48, 96 Odczynnik 47 Mieszanina do naprawy koncow, 2,5 ml 1
Przygotowana mieszanina do tworzenia ogona poli-A 2
(objetos¢ catkowita)
Przygotowana mieszanina zawierajgca ligaze (objetos¢ 3
catkowita)
Kulki do oczyszczania probki, 10 ml 4
Bufor do hybrydyzaciji, 12 ml 5

Nalezy upewnic¢ sie, ze nosniki, szkto laboratoryjne i odczynniki sg zatadowane zgodnie ze wskazaniem, a nastepnie
nacisng¢ OK na ekranie Library Deck Verification (Sprawdzanie systemu biblioteki).

Odczekac¢ na zakonczenie automatycznego sprawdzania objetosci odczynnikéw.

Monitorowa¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokéw automatycznych.

Po wyswietleniu komunikatu przez oprogramowanie Workflow Manager nalezy upewnic sie, ze nic nie zaktéca
dziatania platformy zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ platformie ML STAR roztadunek nosnikéw, a nastepnie
wybra¢ Unload (Roztaduj), aby roztadowa¢ system.

Sprawdzi¢, czy kazdy dotek na ptytce bibliotek zawiera jednakowg objetosé.

PRZESTROGA
Jesli objetosci dotkéw nie sg jednakowe, wyniki prébek moga by¢é nieprawidtowe.

W przypadku przechowywania ptytke bibliotek nalezy szczelnie zamkngc¢ i zachowac.
Roztadowac nosniki, wyczysci¢ system, a nastepnie nacisngé OK.
Woprowadzi¢ komentarz dotyczgcy konkretnych dotkow, a nastepnie nacisngé OK.
Wykonac jeden z nastepujacych krokow:

Aby kontynuowac¢ kwantyfikacje bibliotek, wybra¢ Yes (Tak).

Aby zatrzymac, nalezy wybra¢ Exit (Wyjdz).
Jesli uzytkownik nie przerywa procedury, nalezy natychmiast przejs¢ do kwantyfikacji.

BEZPIECZNE PRZERWANIE OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury ptytke bibliotek nalezy szczelnie zamkng¢ przed przechowywaniem. Ptytka
bibliotek zachowuje stabilno$¢ do 7 dni od daty przygotowania w temperaturze od -25°C do -15°C.

Kwantyfikacja bibliotek

Przygotowanie

1

Przygotowac nastepujgce odczynniki:

Element Przechowywanie Instrukcje
Odczynnik do kwantyfikacji Od 2°C do 8°C Chroni¢ przed $wiatlem.
DNA Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej przez 30—150 minut.
(Zaleca sig usuniecie odczynnika na poczatku procedury przygotowania
bibliotek).
Wymieszaé przez worteksowanie, a nastgpnie krétko wirowac.
Standard kwantyfikacji DNA 0Od 2°C do 8°C Wymieszaé przez worteksowanie, a nastepnie krétko wirowacé.
Ptytka bibliotek Od -25°C do -15°C Jesli plytka byta wczesniej przechowywana, potwierdzié, ze nie byla

przechowywana dtuzej niz przez 7 dni, irozmrozi¢ do temperatury pokojowej.
Wymieszac¢ przez worteksowanie.
Wirowa¢ z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.

Bufor do ponownego 0Od 2°C do 8°C Wymieszaé przez worteksowanie.
zawieszania (RSB)
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2 Wiaczy¢ fluorometr na 10 minut przed uzyciem.

3 Natozy¢ kod kreskowy na nowg ptytke 384-dotkowa.
4 NatozycC kod kreskowy na nowa ptytke z wysokg ramka boczna.
Procedura
1 Nacisngé OK, aby rozpocza¢ kwantyfikacje.
2 Jedli nie otwarto jeszcze metody VeriSeq NIPT:
a Uruchomi¢ oprogramowanie AppLauncher i wybra¢ VeriSeq NIPT Method (Metoda NIPT).
b Wprowadzi¢ identyfikator partii i nazwe uzytkownika, a nastepnie nacisng¢ OK.
3 Zeskanowac kody kreskowe z zestawu akcesoriow.
4 Wprowadzi¢ inicjaty uzytkownika lub osoby przygotowujgcej odczynnik, a nastepnie nacisng¢ OK.
5 Zatadowac koncowki do nosnika koncowek w opisany ponizej sposéb, a nastepnie nacisngé¢ OK.
Wielkos¢ partii Typ 4 . . .
Brobek nosnika Sciezka Element Pozycja
24,48 Koncowka 1-6 Stojak na koncéwki 300 pl 1
Stojak na koncowki 50 pl 2
96 Koncéwka 1-6 Stojak na koricowki 300 pl 1
Stojak na koncowki 50 pl 2,3
6 Potwierdzi¢, ze kod kreskowy jest przymocowany, a nastepnie (w razie potrzeby) rozpieczetowaé ptytke bibliotek.
7 Zatadowac ptytki (kodem kreskowym skierowanym w prawo) do nosnika Multiflex w opisany ponizej sposéb,
a nastepnie nacisngé¢ OK.
Wielkos¢ partii Typ 4 . . .
Brobek nosnika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Multiflex 19-24 Nowe ptytki zwysokag ramkg boczng — zkodem 1
kreskowym
Nowa plytka 384-dotkowa — zkodem kreskowym 2
Ptytki bibliotek — z kodem kreskowym 3
Nowe ptytki 96-dotkowe z wysokg ramkg boczng 4,5
8 Zatadowac probowki z odczynnikiem bez zatyczek do nosnika probéwek w opisany ponizej sposéb, a nastepnie
nacisng¢ OK.
Wielkos¢ partii Typ . . .
prébek nognika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Probowka 46 Standard kwantyfikacji DNA 1
Odczynnik do kwantyfikacji DNA 2
9 Zatadowac rynienki na odczynniki do nosnika odczynnikow w opisany ponizej sposdb, a nastepnie nacisngé OK.
Wielkos¢ partii Typ .. .
prébek nognika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Odczynnik 47 Nowa rynienka na odczynniki (pusta) 1
Bufor do ponownego zawieszania (RSB), 16 ml 2
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Jesli zatrzymano protokdt po procedurze przygotowania biblioteki, zliczone koncdéwki nalezy zatadowaé do nosnikow
koncowek w opisany ponizej sposob.

Wiel,l)(rés’:eiartii no?:ll:ka Sciezka  Element Pozycja
24,48, 96 Koncoéwka 49-54 Koncowki 1000 pl 1
Koncowki 300 pl 2
Koncowki 50 pl 3

Woprowadzi¢ lokalizacje pierwszej i ostatniej koricoéwki dla kazdego stojaka na koncowki, a nastepnie nacisng¢ OK.
Nalezy upewnic¢ sie, ze nosniki, szkto laboratoryjne i odczynniki sg zatadowane zgodnie ze wskazaniem, a nastepnie
nacisng¢ OK na ekranie Quant Deck Verification (Sprawdzanie systemu kwantyfikacji).

Odczekac na zakonczenie automatycznego sprawdzania objetosci odczynnikow.

Monitorowac¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokow automatycznych.

Po wyswietleniu komunikatu przez oprogramowanie Workflow Manager nalezy upewnic sie, ze nic nie zaktéca
dziatania platformy zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ jej roztadunek nosnikéw.

Wybra¢ opcje Unload (Roztaduj), aby roztadowac¢ platforme.

Roztadowac ptytke bibliotek.

a Sprawdzi¢, czy kazdy dotek na ptytce zawiera jednakowg objetosc.
b Szczelnie zamkng¢ ptytke bibliotek i przechowywac jg w temperaturze pokojowej do momentu zakonczenia
analizy danych fluorometrycznych.

Roztadowa¢ pozostate ptytki 96-dotkowe i sprawdzic, czy kazdy dotek zawiera jednakowg objetosc.
Duze btedy objetosci mogg wskazywac na problem na etapach pipetowania.

Roztadowac ptytke 384-dotkowg i sprawdzié¢ ptyn w odpowiednich dotkach.

Zapieczetowac ptytke folig.

Wirowac¢ z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 10 minut, chronigc przed swiattem.

Roztadowa¢ wszystkie nosniki i wyczysci¢ platforme ML STAR, a nastepnie nacisng¢ OK.

X UWAGA
Do czasu uzyskania danych nie wyrzuca¢ odczynnikéw do kwantyfikaciji. Odczynniki te bedg potrzebne
w razie koniecznosci wykonania ponownej kwantyfikacji.

Po inkubagji zdjg¢ foliowe uszczelnienie i zatadowaé ptytke 384-dotkowg do czytnika mikroptytek. Upewnic¢ sie, ze A1
znajduje sie w lewym gérnym rogu podczas fadowania.

Klikng¢ dwukrotnie szablon VeriSeq NIPT, aby otworzy¢ go w oprogramowaniu SoftMax Pro.

Na karcie gtéwnej wybra¢ New Experiment (Nowy eksperyment).

Wybra¢ Read (Odczyt).

Wyeksportowa¢ dane w formacie XML w opisany ponizej sposob.

Prawym klawiszem myszy klikng¢ Plate (Ptytka), a nastepnie wybraé Rename (Zmien nazwe).
Zeskanowac kod kreskowy ptytki do kwantyfikacji, a nastepnie nacisng¢ OK.

W lewym gérnym rogu ekranu klikngé ikone ptytki, a nastepnie wybra¢ z menu opcje Export (Eksport).
Zaznaczy¢ pole wyboru Expt name (Nazwa eksportu), ustawi¢ opcje daty ptytki na nieprzetworzona,
ustawi¢ format wyjsciowy na XML, a nastepnie nacisna¢ OK.

e Ustawic¢ sciezke i nazwe pliku wyj$ciowego, a nastepnie wybra¢ Save (Zapisz).

O O T o

Komputer Hamilton musi by¢ w stanie uzyskac dostep do lokalizacji pliku. Nie stosowac¢ spacji w nazwie pliku ani
nazwie $ciezki.
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Analiza

1

a b WN

~N O

W oprogramowaniu Workflow Manager na ekranie Scanner Information (Informacje o skanerze) wprowadzi¢
identyfikator fluorometru.
Woprowadzi¢ komentarz dotyczgcy pracy fluorometru, a nastepnie nacisngé OK.
Przejs¢ do pliku XML kwantyfikacji, ktory zawiera dane fluorometryczne, a nastepnie nacisng¢ OK.
Sprawdzi¢ wyniki analizy krzywych wzorcowych oraz stezenia prébki, a nastepnie nacisngé OK.
W razie koniecznos$ci ponownego skanowania ptytki wybra¢ Rescan (Zeskanuj ponownie).
Probki sg wrazliwe na swiatto i czas. W razie koniecznosci natychmiast wykona¢ ponowne skanowanie.
Woprowadzi¢ komentarz dotyczgcy konkretnych dotkéw, a nastepnie nacisnaé OK.
Przejs¢ do wynikéw i postepowac w opisany ponizej sposoéb.
Jesli wyniki bedg zgodne ze specyfikacjg, nalezy przejs¢ do pulowania bibliotek. Specyfikacje znajdujg sie
w tabeli zawierajgcej parametry i granice kontroli jakosci w Przewodniku uzytkownika oprogramowania VeriSeq
NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).
Jesli wyniki bedg niezgodne ze specyfikacjg, system przerywa metode. Powtorzy¢ procedury kwantyfikacji,
poczawszy od Przygotowanie na stronie 23.
Wykonac jeden z nastepujacych krokow:
Aby kontynuowaé pulowanie bibliotek, nalezy wybra¢ Yes (Tak).
Aby zatrzymag, nalezy wybraé Exit (Wyjdz).

BEZPIECZNE PRZERWANIE OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury plytke bibliotek nalezy szczelnie zamkna¢ przed przechowywaniem. Ptytka
bibliotek zachowuje stabilno$¢ do 7 dni tgcznego przechowywana w temperaturze od -25°C do -15°C.

Pulowanie bibliotek

Przygotowanie

1

Przygotowac nastepujgce odczynniki:

Element Przechowywanie Instrukcje

Bufor do hybrydyzaciji Od -25°C do -15°C Rozmraza¢ w temperaturze pokojowej.
Wymieszac przez worteksowanie.
Po uzyciu odstawi¢ do przechowywania.

Ptytka bibliotek 0d -25°C do -15°C Jesli byta wczesniej przechowywana, rozmrozi¢ do temperatury pokojowe;j.
Wymiesza¢ przez worteksowanie z predkoscig 1500 obr./min przez 1 minute.
Wirowa¢ z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.

2 Oznaczy¢ pustg probdéwke puli jako ,pula A”. Dla 96 prébek oznaczy¢ druga pustg probowke puli jako ,pula B”.
3 Zapisac¢ nastepujgcy program denaturacji na termocyklerze z podgrzewang pokrywa.
a Wybrac¢ opcje podgrzewania pokrywy i nastawic jg na 102°C.
b Ustawi¢ objetosc¢ reakcji na 50 pl.
¢ Ustawi¢ maksymalng szybkos¢ spadku/przyrostu (= 2°C na sekunde).
d Inkubowac w temperaturze 96°C przez 10 minut, a nastepnie w temperaturze 4°C przez 5 sekund.
e Pozostawi¢ w temperaturze 4°C.
Procedura

1

2

Umiesci¢ ptytke bibliotek we wstepnie zaprogramowanym termocyklerze i uruchomié program denaturac;ji.

UWAGA

Nie wykonywaé denaturacji ptytki bibliotek, zanim kwantyfikacja nie przejdzie kontroli jakosci.
Nalezy pamieta¢, ze moze wystgpi¢ koniecznos¢ powtérzenia kwantyfikacji.

Odwirowywac ptytke bibliotek z predkoscig 1000 x g przez 20 sekund.
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3 Nacisng¢ OK w oprogramowaniu Workflow Manager, aby rozpoczg¢ pulowanie bibliotek.
4 Jesli nie otwarto jeszcze metody VeriSeq NIPT:

a Uruchomi¢ oprogramowanie AppLauncher i wybraé¢ VeriSeq NIPT Method (Metoda NIPT).
b Wprowadzié identyfikator partii i nazwe uzytkownika, a nastepnie nacisng¢ OK.

5 Wybra¢ stezenie puli, a nastepnie nacisng¢ OK.
W razie koniecznosci nalezy dostosowac stezenie puli, aby uzyskac¢ docelowg gestosc klastra wynoszgcg
220-260 k/mm?=.
6 Jesli oprogramowanie Workflow Manager wyswietli monit, nalezy wykona¢ jedna z ponizszych czynnosci:
Aby zatadowa¢ arkusz probki, nalezy wybraé arkusz prébki powigzany z partig, a nastepnie wybra¢ Load
(Zataduj).
Aby uzy¢ domyslnych wartosci systemu dla pozostatych typow prébek, raportowania pici lub typu badania
przesiewowego, nalezy wybra¢ Use Default (Uzyj domysinych) dla kazdego ustawienia.

Informacje na temat tworzenia arkusza prébki mozna znalezé w Przewodniku uzytkownika oprogramowania
VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

J PRZESTROGA
J Przed wybraniem opcji Use Default (Uzyj domys$inych), nalezy upewnic¢ sie, ze ustawiono domysine
wartosci w narzedziach serwisowych oprogramowania Workflow Manager. W przeciwnym razie moze
doj$¢ do niekompletnej analizy prébek.
7  Wybra¢ Start, aby rozpocza¢ odmierzanie czasu denaturacji ptytki.
8 Zatadowac koncowki do nosnika koncowek w opisany ponizej sposob.

Wielkos¢ partii Typ 4 . . .
N Dak nosnika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Koncowka 7-12 Koncowki filtrujgce 50 pl 1

9 Zatadowac zdenaturowang ptytke bibliotek (kodem kreskowym skierowanym w prawo) do nosnika Multiflex w opisany
ponizej sposéb, a nastepnie nacisngé¢ OK.

Wielkos¢ partii Typ

brébek nosnika Sciezka Element Pozycja
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Zdenaturowana plytka bibliotek (oznaczona kodem 1
kreskowym)

10 Zatadowac probowki puli do nosnika probowek w opisany ponizej sposob, a nastepnie nacisng¢ OK.

Wiel:::és’:eiartii noTé)::ka Sciezka  Element Pozycja
24,48 Probowka 46 Nowa probdéwka 2 ml, pula A 1
96 Probéwka 46 Nowa probdéwka 2 ml, pula A 1
Nowa probéwka 2 ml, pula B 2

11 Zatadowaé rynienki na odczynniki do no$nika odczynnikéw w opisany ponizej sposob, a nastepnie nacisngé OK.

Wielkos¢ partii Typ “ . - .
Brobek nosnika Sciezka Element Pozycja
24,48, 96 Odczynnik 47 Bufor do hybrydyzaciji, 3 ml 1
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12 Zatadowac koncéwki do nosnika koncéwek w opisany ponizej sposéb.

Wiel,l)(rés’:eiartii no?:ll:ka Sciezka  Element Pozycja
24,48, 96 Koncowka 49-54 Koncowki filtrujgce 1000 pl 1
Koncowki filtrujgce 300 pl 2
Koncowki filtrujgce 50 pl 3

13 Woprowadzi¢ lokalizacje pierwszej i ostatniej koncowki dla kazdego stojaka na koncéwki, a nastepnie nacisng¢ OK.

14 Nalezy sie upewni¢, ze nosniki, szkto laboratoryjne i odczynniki sg zatadowane zgodnie ze wskazaniem, a nastepnie
nacisng¢ OK na ekranie Pooling Deck Verification (Sprawdzanie systemu do tworzenia puli).

15 Monitorowac¢ dziatanie platformy ML STAR w trakcie wykonywania krokéw automatycznych.

16 Wprowadzi¢ komentarz dotyczacy konkretnych dotkéw, a nastepnie nacisngé¢ OK.

17 Po wyswietleniu komunikatu przez oprogramowanie Workflow Manager nalezy upewnic sie, ze nic nie zaktoca
dziatania platformy zatadunkowej ML STAR, aby umozliwi¢ platformie ML STAR roztadunek nosnikéw.

18 Wybra¢ opcje Unload (Roztaduj), aby roztadowa¢ platforme.

19 Roztadowaé nosnik probéwek.

20 Kazdg probdéwke puli nalezy zamkng¢, wymieszac przez worteksowanie, a nastepnie szybko odwirowac.

21 Nacisng¢ OK.

22 Sekwencjonowanie bibliotek nalezy wykonac jak najszybciej po pulowaniu. W razie koniecznosci zamkng¢ szczelnie
ptytke bibliotek i przechowywaé w temperaturze od -25°C do -15°C nie dtuzej niz przez 7 dni, aby umozliwi¢ ponowne
pulowanie.

BEZPIECZNE PRZERWANIE OZNACZEN

W przypadku przerwania procedury probéwki puli nalezy zamkna¢ i przechowywaé w temperaturze od -25°C do-15°C
nie dtuzej niz przez 7 dni.

Przygotowanie puli bibliotek do sekwencjonowania

Przygotowanie
1 Przygotowa¢ nastepujgce odczynniki:

Element Przechowywanie Instrukcje
Probowki puli Od -25°C do -15°C Jesli byta weczesniej przechowywana, rozmrozi¢ do temperatury
pokojowe;j.

Krétko wymieszaé przez worteksowanie.
Kroétko odwirowad.

2 Przygotowac system sekwencjonowania nowej generacji, wypetniajgc ponizsze pola w module Local Run Manager
VeriSeq NIPT:

a Run Name (Nazwa przebiegu)
b Run Description (Opis przebiegu) (opcjonalnie)
¢ Pool Barcode (Kod kreskowy puli)

Wiecej informacji na temat korzystania z modutu Local Run Manager VeriSeq NIPT mozna znalez¢ w Przewodniku
uzytkownika oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

J PRZESTROGA

J Kod kreskowy puli wprowadzony w module Local Run Manager musi by¢ zgodny z kodem kreskowym
puli wprowadzonym w oprogramowaniu Workflow Manager. Nieprawidtowe konfiguracje przebiegu sg
odrzucane przez oprogramowanie analityczne i mogg wymagaé ponownego sekwencjonowania.

Ponizsza procedura opisuje prawidtowe fadowanie puli bibliotek do wykorzystujgcego kasety aparatu do
sekwencjonowania nowej generacji.
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Procedura
1 Dodac¢ nastepujgce materiaty eksploatacyjne do kasety z odczynnikami, a nastepnie wykonac pipetowanie w celu
wymieszania.
Bufor do hybrydyzacji, 900 pl
Pula A, 450 pl
2 Przystgpi¢ do sekwencjonowania z uzyciem systemu sekwencjonowania nowej generagji.
Instrukcje dotyczace sekwencjonowania mozna znalez¢ w instrukcji obstugi aparatu do sekwencjonowania nowej
generacji. W przypadku urzgdzenia NextSeq 550Dx nalezy zapozna¢ sie z Instrukcjg obstugi aparatu NextSeq
550Dx (nr dokumentu: 1000000009513) lub Ulotkg dotgczong do opakowania aparatu NextSeq 550Dx
(nr dokumentu: 1000000043133).
3 W razie koniecznosci nalezy powtorzyc¢ te procedure dla puli B.
Aby osiggng¢ docelowy zakres gestosci klastra, mozna przeprowadzi¢ ponowne pulowanie ptytki biblioteki za
pomocg innego stezenia puli na platformie Hamilton. Ponowne pulowanie uniewaznia oryginalng pule.
Alternatywnie mozna zmodyfikowac¢ stosunek puli do HT1 (450+900 ul), aby osiggng¢ docelowy zakres gestosci
klastra.

Sekwencjonowanie nowej generacji
Test VeriSeq NIPT Solution v2 moze by¢ stosowany z sekwencerem nowej generacji o nastepujgcej specyfikaciji:
obstuga 2x36 odczytow sparowanych koncow,
zgodnos$¢ z adapterami indeksu w zestawie VeriSeq NIPT do przygotowania prébeki,
dwukanatowa analiza biochemiczna,
automatyczne generowanie plikéw .BCL (nieprzetworzone dane z aparatu sekwencjonujgcego),
400 min odczytéw sparowanych koncéw na przebieg,

zgodnos¢ z oprogramowaniem VeriSeq NIPT Assay Software v2.
Aparat NextSeq 550Dx jest zgodny z testem VeriSeq NIPT Solution v2.

Analiza danych sekwencyjnych

Po zakonczeniu sekwencjonowania dane z sekwencjonowania sg automatycznie przesytane do oprogramowania
VeriSeq NIPT Assay Software v2 w celu analizy i wygenerowania raportu. Raport zawiera klasyfikacje kazdej probki
w partii, atakze ocene wszystkich parametrow kontroli jakosci przebiegu. Proces analizy po ukonczeniu
sekwencjonowania do uzyskania ostatecznych wynikéw trwa mniej wiecej 4 godziny w przypadku partii liczacej

48 probek. Szczegdtowe informacije na temat analizy danych i pliku wynikéw mozna znalez¢é w Przewodniku
uzytkownika oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

Interpretacja wynikow

Algorytm testu VeriSeq NIPT Solution v2 jest oparty na zaawansowanym modelu statystycznym, ktéry fgczy kilka
réoznych typow informacji ze zbioru fragmentéw bibliotek sekwencjonowanych w trybie sparowanych koncéw. Model
ten stuzy do wykrywania regiondw genomu, ktére sg podreprezentowane lub nadreprezentowane w bibliotece kazdej
prébki. Co wazne, model ten rozpoznaje, czy stopien podreprezentacji lub nadreprezentaciji jest ilosciowo zgodny ze
zdarzeniem aneuploidalnym w genomie ptodu na poziomie frakcji ptodowej oszacowanej w bibliotece.

Dane z sekwencjonowania sparowanych koncéw sg dopasowane do genomu referencyjnego (HG19) dla wszystkich
chromosoméw. Unikalne, niepowtarzalne i dopasowane odczyty sg zagregowane w silosach o rozmiarze 100 kb.
Liczba silosow jest korygowana pod katem obcigzenia systematycznego GC (ang. GC bias) i wczesniej ustalonej
zawartosci w genomie swoistym dla regionu. Stosujgc takie znormalizowane liczby siloséw, mozna uzyska¢ wyniki
statystyczne dla kazdego autosomu na podstawie poréwnania obszaréw pokrycia, w ktérych moze wystepowac
aneuploidia, z resztg autosomow. Logarytmiczny wskaznik wiarygodnosci (LLR) oblicza sie dla kazdej prébki, biorgc
pod uwage wyniki uzyskane na podstawie pokrycia genomu i szacunkowg wartos¢ frakcji ptodowej. LLR zdefiniowano
jako prawdopodobienstwo, ze prébka wykaze dang ceche, biorgc pod uwage obserwowane pokrycie i frakcje ptodows,
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w poréwnaniu z prawdopodobienstwem, ze prébka nie wykaze danej cechy przy takim samym obserwowanym
pokryciu. Obliczenie tego wskaznika uwzglednia réwniez szacowang niepewnos¢ dotyczaca frakcji ptodowe;.

Do dalszych obliczen uzywa sie logarytmu naturalnego wskaznika. Oprogramowanie Assay Software ocenia wartos¢
LLR dla kazdego chromosomu docelowego i kazdej probki w celu okreslenia statusu aneuploidii.

Podczas tworzenia partii nalezy zdefiniowac typ probki (cigza pojedyncza lub blizniacza), typ badania przesiewowego
(podstawowe lub catego genomu) oraz raportowanie chromosoméw pici (Yes [Tak], No [Nie] i SCA) dla kazdej prébki.
Wszystkie te opcje okreslajg informacje raportowane w odniesieniu do kazdej prdbki.

Typ badania przesiewowego okresla, ktére anomalie autosomalne sg raportowane w odniesieniu do wszystkich typéw
prébek. W przypadku podstawowych badan przesiewowych zgtaszane sg tylko zdarzenia trisomii catych
chromosoméw obejmujgce chromosomy 13, 18 i 21. W przypadku badania przesiewowego obejmujgcego caty genom
raportowane sg catkowite lub czesciowe delecje chromosomu lub duplikacje dowolnego chromosomu autosomalnego.
Dtugosé¢ najmniejszej raportowanej czesciowej delecji lub duplikacji chromosomu wynosi 7 Mb.

W przypadku probek z cigz pojedynczych mozna wytgczy¢ opcje raportowania chromosoméw pici. Mozna réwniez
skonfigurowaé raportowanie aneuploidii chromosomdw ptci w potgczeniu z raportowaniem ptci dla prébek ptodow
euploidalnych lub bez takiego raportowania.

Jesli wybrano opcje raportowania chromosomaéw pici, wynik dla prébek z cigz blizniaczych obejmuje wytgcznie
okreslenie obecnosci lub braku chromosomu Y w bibliotece. W przypadku prébek z cigz blizniaczych nie mozna
okresli¢ aneuploidii chromosoméw pici.

Wynik ANOMALY DETECTED (Wykryto anomalig) wskazuje, ze probka uzyskata dodatni wynik w badaniu
przesiewowym w kierunku co najmniej jednej anomalii, stosownie do wybranego typu badania przesiewowego i opcji
raportowania chromosomoéw ptci. W przypadku wykrycia anomalii raport zawiera opis anomalii w notacji
cytogenetyczne;.

Oprogramowanie VeriSeq NIPT Assay Software v2 wykorzystuje statystyki generowane podczas sekwencjonowania
do oszacowania frakcji ptodu (ang. fetal fraction estimation, FFE) dla kazdej probki. FFE stanowi szacunkowy
sktadnik cfDNA ptodu, ktory jest wykrywany w oznaczeniu i raportowany jako zaokraglony procent dla kazdej prébki.
Srednie odchylenie standardowe tego oszacowania dla wszystkich prébek wynosi 1,3%. FFE nie mozna stosowaé
jako wyodrebnionego wskaznika do wykluczania prébek z raportowania wynikéw.

Aby rozpoznaé reprezentacje chromosomow, oprogramowanie analityczne VeriSeq NIPT Assay v2 wykorzystuje
zindywidualizowany test pewnosci aneuploidii ptodu (ang. individualized Fetal Aneuploidy Confidence Test, iFACT),
dynamiczng metryke progu, ktéra wskazuje, czy system wygenerowat wystarczajgce pokrycie sekwencjonowania,
biorac pod uwage oszacowanie frakcji ptodu dla kazdej prébki. Ujemne rozpoznania sg raportowane tylko wtedy, jesli
prébka osigga prég iIFACT. Jezeli prébka nie osiggnie tego progu, ocena kontroli jakosci wyswietli komunikat FAILED
iFACT (Niepowodzenie testu iFACT), a system nie wygeneruje wyniku.

W uzupetnieniu do testu iFACT oprogramowanie VeriSeq NIPT Assay Software v2 ocenia kilka innych wskaznikéw
kontroli jakosci w trakcie analizy. Dodatkowe wskazniki obejmujg ocene jednorodnosci pokrycia na referencyjnych
regionach genomowych i rozktad dtugosci fragmentéw cfDNA. Ocena kontroli jakosci wyswietla flage kontroli jakosci
lub btad kontroli jakosci w odniesieniu do wskaznikéw poza dopuszczalnym zakresem. W przypadku niepowodzenia
kontroli jakosci system nie generuje wyniku dla prébki. Jesli prébka nie przejdzie kontroli jakosci, probke mozna
ponownie poddac analizie, pod warunkiem, ze w probéwce do pobierania krwi znajduje sie wystarczajgca objetos¢
osocza.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 generuje dane, ktére mozna wykorzystaé¢ do sporzgdzenia raportu kohcowego.

Nie generuje raportu koncowego dla pacjenta. Za uktad i tres¢ raportu koncowego, ktéry ma by¢ dostarczony do
lekarza, odpowiada klient. Firma lllumina nie ponosi odpowiedzialno$ci za poprawnos¢ sformutowan zawartych

w raporcie koncowym przeznaczonym dla klientow.

J PRZESTROGA

J Sprawdzi¢ szacunkowg wartos¢ frakcji ptodowej we wszystkich probkach. Jesli szacunkowe wartosci frakciji
ptodowej we wszystkich probkach w przebiegu sg zblizone, mogto dojs¢ do amalgamac;ji prébek, ktéra moze
mie¢ wplyw na wyniki. Nalezy skontaktowac¢ sie z serwisem technicznym firmy lllumina, aby uzyska¢ pomoc
W rozwigzaniu tego problemu.
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Charakterystyka dziatania oznaczenia

Ponizsze dane przedstawione w czesciach dotyczacych skutecznosci klinicznej i analitycznej zostaty wygenerowane
przy uzyciu protokotdéw i materiatdéw przedstawionych w instrukcji uzycia, zaczynajgc od osocza. Wszystkie dane
dotyczgce sekwencjonowania w tej czesci zostaly wygenerowane z uzyciem systemu sekwencjonowania NextSeq
500/550 lub systemu sekwencjonowania NextSeq 550Dx o nastepujacej konfiguracji:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Oprogramowanie Oprogramowanie sterujgce NextSeq 4.0 Oprogramowanie NextSeq Operating Software 1.3
aparatu
Wersja zestawu Zestaw odczynnikéw NextSeq 500/550 High Zestaw odczynnikow NextSeq 550Dx High
odczynnikéw Outputv2.5 (75 cykli) Outputv2.5 (75 cykli)
Metoda Sekwencjonowanie 2x36 sparowanych koncow Sekwencjonowanie 2x36 sparowanych koncéw
sekwencjonowania w trybie wysokiej wydajnosci w trybie wysokiej wydajnosci

Badanie kliniczne

Kliniczng doktadno$¢ testu VeriSeq NIPT Solution v2 potwierdzono na podstawie oznaczen wykonanych z uzyciem
probek osocza kobiet w cigzy pojedynczej i blizniaczej. W badaniu wykorzystano zanonimizowane prébki osocza
wyizolowanego z prébek obwodowej krwi petnej, zgromadzonego w banku prébek biologicznych. Procedura
kwalifikacji do badania obejmowata ponad 45 000 prébek. Prébki te uprzednio poddano prenatalnym badaniom
przesiewowym w kierunku aneuploidii chromosoméw ptodowych oraz czesciowych delecji i duplikacji o wielkosci co
najmniej 7 Mb. Do badania kwalifikowaty sie wszystkie prébki z cigz, w ktérych wykryto aberracje, oraz podzbior
kolejnych probek z cigz prawidtowych, pod warunkiem dostepnosci wynikow klinicznych i spetnienia kryteriow
kwalifikacji do badania. W zestawie do analizy znajdowato sie tgcznie 2335 prébek. 2328 probek z tego zestawu
pochodzito z cigz pojedynczych, a siedem z cigz blizniaczych.

Dwadziescia osiem (1,2%; 28/2335) z tych probek nie przeszio kontroli jakosci (QC) oznaczenia w pierwszym
przejsciu w ramach analizy danych zakonczonego sekwencjonowania:

+  Stwierdzono 27 przypadkéw niepowodzenia iFACT (jeden przypadek X0, 26 bez stwierdzonych aberracji).
*  Wystgpit jeden btgd w postaci przekroczenia oczekiwanego zakresu danych.

Charakterystyka demograficzna i charakterystyka cigzy
Podsumowanie dotyczgce wieku matki, wieku cigzowego i trymestru cigzy w odniesieniu do prébek uwzglednionych
w badaniu przesiewowym catego genomu, w tym probek z rozpoznanymi mozaicyzmami, zawiera Tabela 7.

Nie wykazano zadnych statystycznie istotnych réznic w danych demograficznych miedzy kohortg podstawowego
badania przesiewowego i kohortg badania przesiewowego catego genomu. Charakterystyka demograficzna

i charakterystyka cigzy byly zblizone, niezaleznie od tego, czy uwzgledniono rozpoznane mozaicyzmy czy je
wykluczono.
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Tabela 7 Charakterystyka demograficzna i charakterystyka cigzy

Badanie przesiewowe catego genomu

Zbiorcze dane statystyczne .. . .
(z uwzglednieniem rozpoznanych mozaicyzmoéw)

Liczba probek 2307

Wiek matki (w latach)

Srednia 35,08
Odchylenie standardowe 4,04
Mediana 34,95

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

Wiek ciagzowy w momencie pobrania krwi (w tygodniach)

Srednia 10,93
Odchylenie standardowe 1,20
Mediana 10,57

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

Trymestr ciazy — n (%)

<Pierwszy (<14 tygodni) 2252 (98%)
Drugi 54 (2%)
Trzeci (227 tygodni) 1(0%)

* Przedstawione prébki koncowe obejmowaty 7 par bliznigt.

Wyniki kliniczne

32

Wyniki testu VeriSeq NIPT Solution v2 poréwnano z wynikami referencyjnymi uzyskiwanymi dla standardu
klinicznego. W odniesieniu do wszystkich probek witgczonych do badania dostepne byty uzyskane dla standardu
klinicznego (potwierdzonych danych klinicznych) wyniki referencyjne dotyczace statusu aneuploidii chromosomoéw
u ptodu oraz czesciowych delecji i duplikacji o wielko$ci co najmniej 7 Mb. Wynik referencyjny dla standardu
klinicznego do prébek uwzglednionych w tym badaniu uzyskano na podstawie wynikéw analizy chromosomdéw lub
badania fizykalnego noworodka z ujiemnym wynikiem badania przesiewowego NIPT metodg NGS. Klasyfikacje
danych referencyjnych dla standardéw klinicznych przeprowadzit przeszkolony personel badawczy zgodnie

z dokumentem dotyczgcym zasad kodowania informacji medycznych przekazanym przez sponsora.

Metody analizy chromosomdw obejmowaty kariotypowanie, fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (ang. fluorescence in
situ hybridization, FISH) lub poréwnawczg hybrydyzacje genomowg z wykorzystaniem mikromacierzy
chromosomalnych (ang. chromosome microarray, CMA). Analize chromosoméw przeprowadzono na prébkach krwi
obwodowe;j lub sliny noworodka lub niemowlecia, probkach produktdéw zaptodnienia (ang. products of conception,
POC), amniocytach, kosmkach kosmowki, tkankach tozyska lub krwi pepowinowej pobranej po urodzeniu.

Mozaicyzm zdefiniowano jako obecnos¢ u osobnika dwdch lub wiecej linii komérkowych o réznym skfadzie
chromosomowym. Linie komérkowe pochodzity z tej samej zygoty. Rodzaj i poziom mozaicyzmu rézni sie i zalezy od
czasu wystgpienia zdarzeh mozaicyzmu w trakcie embriogenezy i rozwoju ptodu. W rozpoznaniach prenatalnych
wystepujg rézne rodzaje mozaicyzmu w zaleznosci od wystepowania nieprawidtowych i prawidtowych linii
komérkowych w cytotrofoblastach, mezenchymie lub ptodzie'®. Mozaicyzm mozna zaobserwowaé w przypadku
kazdej anomalii chromosomalnej, jednak czestosé wystepowania mozaicyzmu w rzadkich trisomiach jest wyzsza niz
w trisomiach chromosomoéw 21, 18§ 13 (T21, T18 i T13)"". W ramach walidacji wynikéw testu przypadki mozaicyzmu
uwzgledniono w analizie catego genomu, poniewaz celem badan przesiewowych catego genomu wykonywanych przy
uzyciu tego testu jest wykrycie rzadkich aneuploidii autosomalnych (ang. rare autosomal aneuploidy, RAA).
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Wyniki podstawowych badan przesiewowych

W podstawowych badaniach przesiewowych uwzgledniono nastepujgce anomalie: T21, T18 i T13. Do analizy
wigczono 2243 prébki z cigz pojedynczych i blizniaczych. We wszystkich siedmiu cigzach blizniaczych prawidtowo
wykryto status T21 i nie przedstawiono ich w ponizszej tabeli.

Tabela 8 Czutos¢ i swoistos¢ testu VeriSeq NIPT Solution v2 w wykrywaniu trisomii 21, 18 i 13 w podstawowych badaniach
przesiewowych cigz pojedynczych (z wytgczeniem rozpoznanych mozaicyzméw)

T21 T18 T13
Czutos¢ >99,9% (130/130) >99,9% (41/41) >99,9% (26/26)
Dwustronny 95% CI 97,1%; 100% 91,4%; 100% 87,1%; 100%
Swoisto$¢ 99,90% (1982/1984) 99,90% (1995/1997) 99,90% (2000/2002)
Dwustronny 95% CI 99,63%; 99,97% 99,64%; 99,97% 99,64%; 99,97%

W analizie wynikéw uzyskanych dla testu w ramach podstawowych badan przesiewowych (patrz Tabela 8) nie
uwzgledniono podzbioru 64 prébek z RAA, autosomalnymi czesciowymi delecjami lub duplikacjami albo rozpoznanym
mozaicyzmem. Wylgczone 64 prébki obejmowaty osiem mozaicyzméw T21 i trzy mozaicyzmy T18. W pieciu z tych
11 prébek stwierdzono anomalie wykrytg przez oprogramowanie VeriSeq NIPT Assay Software v2.

Wyniki badan przesiewowych catego genomu

Anomalie uwzglednione w badaniu przesiewowym catego genomu obejmujg trisomie, monosomie oraz czesciowe
delecje lub duplikacje o wielkosci co najmniej 7 Mb. Do badania przesiewowego catego genomu wigczono 36 probek

Z rozpoznanym mozaicyzmem. Przebadano tacznie 2307 prébek z cigz pojedynczych i blizniaczych. We wszystkich
siedmiu cigzach blizniaczych prawidtowo wykryto status anomalii chromosomu 21 i nie przedstawiono ich w ponizszej
tabeli.

Wyniki badania przesiewowego catego genomu — wykrywanie dowolnej anomalii

Tabela 9 Czutos¢ i swoistos¢ testu VeriSeq NIPT Solution v2 w wykrywaniu dowolnych anomalii w badaniu przesiewowym
catego genomu (w tym rozpoznanych mozaicyzmoéw)

Czutosc Swoistos¢
Szacunkowy % (n/N) 95,5% (318/333) 99,34% (1954/1967)
Dwustronny 95% CI 92,7%; 97,3% 98,87%; 99,61%

Wyniki badania przesiewowego catego genomu — wykrywanie rzadkiej aneuploidii autosomalnej

Tabela 10 Czutos¢ i swoistosc¢ testu VeriSeq NIPT Solution v2 w wykrywaniu rzadkiej aneuploidii autosomalnej (RAA)
w badaniu przesiewowym catego genomu (w tym rozpoznanych mozaicyzméw)

Czutosc Swoistos¢
Szacunkowy % (n/N) 96,4% (27/28) 99,80% (2001/2005)
Dwustronny 95% CI 82,3%; 99,4% 99,49%; 99,92%
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Wyniki badania przesiewowego catego genomu — wykrywanie czesciowych delecji i duplikacji

Tabela 11 Czutos¢ i swoistos¢ testu VeriSeq NIPT Solution v2 w wykrywaniu czesciowych delec;ji i duplikacji o wielkosci co
najmniej 7 Mb w badaniu przesiewowym catego genomu (w tym rozpoznanych mozaicyzmow)

Czutosc Swoistos¢
Szacunkowy % (n/N) 74,1% (20/27) 99,80% (2000/2004)
Dwustronny 95% CI 55,3%; 86,8% 99,49%; 99,92%

Roznice w wynikach podstawowych badan przesiewowych i badan przesiewowych
obejmujgcych caty genom

Metodologia oznaczen czesto wystepujacych trisomii i aneuploidii chromosomoéw pici jest taka sama zaréwno

w podstawowych badaniach przesiewowych, jak i w badaniach przesiewowych obejmujgcych caty genom.

W podstawowym badaniu przesiewowym stosuje sie algorytm uwzgledniajacy wytacznie T21, T18 i T13. Jednak
metodologia badania przesiewowego catego genomu wykracza poza ten zakres, gdyZ ocenia sie w nim wszystkie
trisomie i RAA, atakze czesciowe duplikacje i delecje.

Istniejg dwie réznice w przedstawionej ocenie wynikdéw uzyskanych dla testu w ramach podstawowych badan
przesiewowych i badan przesiewowych obejmujgcych caty genom. Po pierwsze, w ocenie wynikdéw uzyskanych dla
testu w ramach badania przesiewowego obejmujgcego caty genom uwzgledniono prébki z rozpoznanym
mozaicyzmem, zaréwno czesto wystepujgcych trisomii, jak i RAA oraz czesciowych delecji i duplikacji. Po drugie,
badanie przesiewowe catego genomu moze preferencyjnie raportowac¢ wykrycie czesciowej duplikacji lub deleciji
zamiast petnej trisomii. Obecnos$¢ petnej trisomii, w uzupetnieniu czesciowej duplikacji lub delecji, mozna stwierdzi¢,
odwotujgc sie do wartosci LLR przedstawionej w raporcie uzupetniajgcym.

Uwzglednianie mozaicyzmu w badaniu przesiewowym catego genomu

Mozaicyzm wskazano jako ograniczenie tego oznaczenia. W przypadku wystepowania mozaicyzmu sygnat ptodowy
wskazujgcy na wystepowanie anomalii jest ostabiony i dlatego moze by¢ trudniejszy do wykrycia przy zachowaniu
ogdlnej swoistosci oznaczenia. Mozaicyzm jest bardziej istotny w badaniach o szerszym spektrum, dlatego prébki

z mozaicyzmem zostaty uwzglednione na badaniach przesiewowych catego genomu.

Mozaicyzm wykryto w 36 sposrod 64 prébek uwzglednionych w badaniu przesiewowym obejmujgcym caty genom, ale
nie w podstawowym badaniu przesiewowym. W badaniu uzyto referencyjnego standardu klinicznego. Sposréd tych
36 prébek 23 rozpoznania odpowiadaty referencyjnemu standardowi klinicznemu.

Wykrywanie delecji lub duplikacji czesciowych a wykrywanie aneuploidii catego chromosomu

W opcjach menu testu VeriSeq NIPT Solution v2 uwzgledniono zaréwno podstawowe badania przesiewowe, jak

i badania przesiewowe catego genomu. Wynik ANOMALY DETECTED (Wykryto anomalie) w podstawowym badaniu
przesiewowym jest raportowany tylko w przypadku wykrycia petnej aneuploidii chromosoméw 21, 18 lub 13 i jesli
spetnione sg wszystkie wskazniki kontroli jakosci. W badaniu przesiewowym catego genomu test wykrywa
aneuploidie dotyczgcg wszystkich autosomoéw oraz zdarzenia czesciowej delecji i duplikacji o wielkosci co najmniej
7 Mb.

W ramach badania przesiewowego catego genomu system w pierwszej kolejnosci raportuje zdarzenia czesciowej
delecji lub duplikacji catego chromosomu, jesli czgsciowa delecja lub duplikacja pokrywa nie wigcej niz 75%
chromosomu, ktérego dotyczyto zdarzenie. Jesli wykryty region czesciowej delecji i duplikacji stanowi wiecej niz 75%
chromosomu, zdarzenie jest klasyfikowane jako petna trisomia lub monosomia catego chromosomu. Oznacza to, ze
stosunkowo duze delecje i duplikacje, ktore stanowig mniej niz 75% chromosomu, mogg zasadniczo wskazywac na
aneuploidie catego chromosomul.

Wartos¢ LLR klasyfikacji catego chromosomu we wszystkich préobkach jest dostepna w raporcie uzupetniajgcym.
Wartos¢ LLR nalezy w pierwszej kolejnosci (tj. przed interpretacjg wyniku) poréwnac z okreslong wartoscig graniczng
(patrz Rysunek 2 na stronie 43). Jezeli wartos¢ LLR dla catego genomu przekracza warto$¢ graniczng, stanowi to
dodatkowe wskazanie uzasadniajgce interpretacje wyniku jako aneuploidii catego chromosomu.

34 | Dokument nr 1000000078751 wer. 06 POL Sierpien 2021 r.



Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT Solution v2

W badaniu klinicznym uwzgledniono dwie prébki z cigz pojedynczych ze wzglednie duzymi duplikacjami (jedna na
chromosomie 21 i jedna na chromosomie 18), ktore stanowity mniej niz 75% wzglednej wielkosci chromosomu (patrz
Tabela 12). Oba zdarzenia zostaty zgtoszone jako czesciowe duplikacje, a nie petna trisomia tego chromosomu.
Wartosci LLR dla tych zdarzen przekraczaty wartosé graniczng i wskazywaty tym samym na petng trisomie.

Po rozpoznaniu czesciowej duplikacji lub petnej trisomii w badaniu NIPT oferuje sie pacjentce mozliwos$¢
potwierdzenia wyniku metodami diagnostyki prenatalne;.

Tabela 12 Przyktady zdarzeh w postaci duzych duplikacji wykrytych w badaniu przesiewowym catego genomu

Potwierdzone dane Wynik badania calego genomu Wielkos¢ anomalii % Wartos¢
kliniczne w systemie (Mb) chromosomu LLR
Prébka 1 Trisomia 21 w cigzy Czesciowa duplikacja na 22,50 48,9% 19,43
pojedynczej chromosomie 21
Probka 2 Trisomia 18 w cigzy Czesciowa duplikacja na 47,00 60,2 12,99
pojedynczej chromosomie 18

Dodatkowe informacje na temat wskaznikéw kontroli jakosci uzywanych do raportowania wynikow aneuploidii mozna
znalez¢ w Przewodniku uzytkownika oprogramowania VeriSeq NIPT Solution v2 (nr dokumentu: 1000000067940).

Chromosomy pici

Wyniki oznaczenia chromosomoéw pici w tescie VeriSeq NIPT Solution v2 poréwnano z referencyjnym standardem
klinicznym i przedstawiono w ponizszej tabeli. Procentowg zgodnos$¢ z kazdym wynikiem uzyskanym dla
referencyjnego standardu klinicznego obliczono w odniesieniu do kazdego chromosomu pici. Procentowg zgodnos$é
obliczono jako liczbe prébek, w ktérych rozpoznanie chromosomu pici w tescie VeriSeq NIPT Solution v2 odpowiadato
klasyfikacji wedtug referencyjnego standardu klinicznego, podzielong przez tgczna liczbe probek z takg sama
klasyfikacjg zgodng z referencyjnym standardem klinicznym.

Tabela 13 Procentowa zgodnos¢ klasyfikacji ptci ptodu*

Fenotyp wg badania

Klasyfikacja pici plodu fizykalnego noworodka

Wyniki cytogenetyczne

Wykryto Kariotyp Kobieta Mezczyzna XX XY X0 XXX XXY XYY Inne** Brak
Nie wykryto XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
anomalii

Nie wykryto XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
anomalii

Wykryto X0 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
anomalie

Wykryto XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
anomalie

Wykryto XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
anomalie

Wykryto XYY 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0
anomalie

tacznie 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Procentowa 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nie Nie
zgodnos¢ dotyczy dotyczy

* Pig¢ cigz blizniaczych zostato prawidtowo zaklasyfikowanych jako zawierajgce chromosom Y. Dwie cigze zostaty poprawnie zaklasyfikowane jako pozbawione
chromosomu Y.
** Inne wyniki cytogenetyczne to XXXXX i XXYY.
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Warto$¢ predykcyjna dodatnia i warto$¢ predykcyjna ujemna testu VeriSeq NIPT Solution v2
Wartos¢ predykcyjna dodatnia (ang. positive predictive value, PPV) i warto$¢ predykcyjna ujemna (ang. negative
predictive value, NPV) testu wskazujg, czy informacje uzyskane w oznaczeniu mogg stanowi¢ podstawe decyzji
klinicznych w oparciu o czuto$¢ i swoistos¢ testu oraz wyjsciowg wartos¢ prawdopodobienstwa, ze ptdd jest dotkniety
trisomig (czestos¢ wystepowania). Wartosci PPV i NPV zalezg od czestosci wystepowania tych aneuploidii, ktéra
moze sie rézni¢ w populacjach badanych. W zwigzku z tym wartosci PPV i NPV obliczono dla zakresu
prawdopodobnych czestosci wystepowania, w oparciu o czutos¢ i swoistos¢ podstawowego badania przesiewowego
(bez rozpoznanych mozaicyzmoéw) w ramach klinicznego badania doktadnosci diagnostycznej. Tabela 17 dotyczy
badania przesiewowego catego genomu (z uwzglednieniem rozpoznanych mozaicyzmow).

Tabela 14 Czesto$¢ wystepowania trisomii 21 oraz wartosci PPV i NPV w podstawowym badaniu przesiewowym
(z wytgczeniem rozpoznanych mozaicyzméw)

Czestos¢ wystepowania (%) 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 Czesto$¢ wystepowania trisomii 18 oraz wartosci PPV i NPV w podstawowym badaniu przesiewowym
(z wytgczeniem rozpoznanych mozaicyzmow)

Czestos¢ wystepowania (%) 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 Czesto$¢ wystepowania trisomii 13 oraz wartosci PPV i NPV w podstawowym badaniu przesiewowym
(z wytgczeniem rozpoznanych mozaicyzmow)

Czestos¢ wystepowania (%) PPV (%) NPV (%)
0,01 9,10 >99,99
0,02 16,68 >99,99
0,05 33,37 >99,99
0,10 50,05 >99,99
0,20 66,73 >099,99
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Tabela 17 Czesto$¢ wystepowania dowolnych anomalii oraz wartosci PPV i NPV w badaniu przesiewowym catego genomu
(z uwzglednieniem rozpoznanych mozaicyzméw)

Czestos¢ wystepowania (%) 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

Rozktad frakcji ptodowej

Szacunkowy rozktad frakcji ptodowej (FF) w tescie VeriSeq NIPT Solution v2 uzyskany w badaniach przesiewowych
catego genomu z uwzglednieniem mozaicyzmu (wedtug kategorii wyniku referencyjnego standardu klinicznego)
przedstawia Rysunek 1.

Rysunek 1 Rozktad frakcji ptodowej
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VeriSeq NIPT Solution v2 — frakcja ptodowa (%)
5 probek wykazato anomalie w wielu kategoriach.

Czesta trisomia obejmuje prébki z trisomig 21, 18 i/lub 13.
Caly genom obejmuje prébki z RAA lub czesciowymi delecjami i/lub duplikacjami.

Szacunkowe wartosci FF miescity sie w zakresie od 2% do 34%, przy czym mediana wynosita 9%, a przedziat
miedzykwartylowy (IQ) od 6% do 12%. Mediana szacunkowej wartosci FF dla czesto wystepujgcych trisomii

i zdarzen wykrytych w badaniu przesiewowym catego genomu wynosi 8%, adla SCA — 9%. We wszystkich wynikach
oznaczen uzyskano spdjny zakres szacunkowej wartosci FF. Nie wykazano zadnej istotnej zmiany w rozktadzie FF
w odniesieniu do czestych trisomii, SCA, zdarzeh wykrytych w badaniu przesiewowym catego genomu ani
wszystkich probek uwzglednionych w analizie catego genomu.
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Wyniki testu w cigzach blizniaczych

Oszacowanie wykrywalnosci trisomii 13, 18 i 21 oraz chromosomu Y w cigzach blizniaczych

Ze wzgledu na niskg czestos¢ wystepowania trisomii 21, 18 i 13 w cigzach blizniaczych, dostepna byta jedynie
niewielka liczba prébek z cigz blizniaczych z rozpoznaniem tych aberracji, ktérych mozna byto uzy¢ w badaniu.

Aby oszacowac wyniki testu VeriSeq NIPT Solution v2 w cigzach blizniaczych, do symulacji populacji cigz
blizniaczych wykorzystano modele in silico oparte na obserwacjach z prébek klinicznych. Symulacja odzwierciedlata
populacje docelowg. Rozktad frakcji ptodowej okreslono na podstawie okoto 4500 prébek z cigz blizniaczych

i poréwnano z rozktadem z okoto 120 000 probek z cigz pojedynczych. Rozktad frakcji ptodowej w zaleznosci od
statusu aneuploidii okreslono na podstawie domniemanych rozpoznan z cigz pojedynczych (1044 trisomii 21,

307 trisomii 18 i 192 trisomii 13). Potgczenie tych dwoch rozkladéw umozliwito oszacowanie wykrywalnosci aneuploidii
w cigzach blizniaczych. Przeprowadzono symulacje obejmujgcg zestawy bliznigt dwuzygotycznych

i monozygotycznych. W celu oszacowania czutosci testu przyjeto Srednig wazong odzwierciedlajgcg czestos¢ ich
wystepowania w populacji docelowej (w stosunku 2:1 dla odpowiednio bliznigt dwuzygotycznych

i monozygotycznych). Przeprowadzono symulacje w odniesieniu do zestawow bliznigt bez aberracji, aby uzyskac
dane na temat swoistosci testu.

Frakcje kazdej symulowanej prébki z trisomig (ij. frakcje z aberracjg) obliczono w odmienny sposéb dla kazdej
kategorii probek:

W przypadku bliznigt monozygotycznych przyjeto, ze frakcja z aberracjg w kazdej probce wynosi 1,0, poniewaz w tym
przypadku trisomia dotyczy obu bliznigt.

W przypadku bliznigt dwuzygotycznych przyjeto, ze aberracja dotyczy tylko jednego blizniaka (wystepowanie aberracji
u obu bliznigt dwuzygotycznych jest niezwykle rzadkie). Wartosci frakcji z aberracjag symulowano przy uzyciu znanego
rozktadu wskaznikoéw frakcji ptodowej, okreslonych na podstawie prébek klinicznych bliznigt réznej pici. Przyjeto
zachowawcze podejscie, zaktadajac, ze u blizniaka z aberracjg zawsze wystepowata nizsza frakcja ptodowa niz

u drugiego blizniaka. Zastosowano wspotczynnik korygujacy dla frakcji ptodowych, ktére byty srednio nizsze w cigzach
z trisomig 13 i 18.

W przypadku bliznigt bez aberracji przyjeto, ze frakcja z aberracjg w kazdej probce wynosi zero.

W przypadku bliznigt dotknietych trisomig 18 lub 13 obnizono frakcje ptodowg w prébce do poziomu frakcji z aberracja.
Redukcja frakcji ptodowej byta proporcjonalna do $redniej redukc;ji frakcji ptodowej wyliczonej z danych klinicznych
dotyczacych trisomii 18 lub 13 w cigzach pojedynczych w poréwnaniu z ptodami euploidalnymi z cigz pojedynczych.
Nastepnie wynik oznaczenia aneuploidii wyliczono przy uzyciu standardowego algorytmu VeriSeq NIPT Solution v2
przy uwzglednieniu zaréwno catkowitej frakcji ptodowej, jak i frakcji z aberracjg w kazdej symulowanej prébce.
Czutos¢ testu wyliczono, okreslajgc, jak czesto wyniki aneuploidii dla symulowanych bliznigt z aberracjg przekraczaty
odnosng wartos¢ graniczng dla aneuploidii. Z kolei swoisto$¢ testu wyliczono, okreslajgc, jak czesto wyniki
aneuploidii dla symulowanych zdrowych bliznigt byty ponizej wartosci granicznej dla aneuploidii (Tabela 18). 95%
przedziaty ufnosci oszacowano na podstawie liczby rzeczywistych klinicznych prébek bliznigt w pierwotnym zbiorze
danych, u ktérych wykryto lub wykluczono odno$ng trisomie.

Przeprowadzono symulacje obejmujgcg zestawy bliznigt XY/XY i XX/XY, aby oszacowaé czutos¢ wykrywania
chromosomu Y w probkach z cigz blizniaczych. Przyjeto Srednig wazong odzwierciedlajgcg czestos¢ wystepowania
w populacji docelowej (1 XY/XY: 1 XX/XY). Przeprowadzono symulacje obejmujgcg zestaw bliznigt XX/XX, aby
oszacowac swoistos¢ wykrywania chromosomu Y w cigzy blizniaczej. Symulacje wartosci catkowitej frakcji ptodowej
przeprowadzono na podstawie znanego rozktadu frakcji ptodowej w klinicznych prébkach z cigz blizniaczych.

Wyniki oznaczeh chromosomu 'Y w odniesieniu do bliznigt XY/XY i XX/XY zostaty oszacowane na podstawie znanej
zaleznosci miedzy frakcjg ptodowg a wynikami oznaczenia chromosomu Y w klinicznych prébkach uzyskanych od
ptodéw meskich z cigz pojedynczych. Wartosci frakcji ptodowej z docelowg cechg (tj. mezczyzn) w odniesieniu do
bliznigt XX/XY symulowano przy uzyciu znanego rozktadu wskaznikéw frakcji ptodowej miedzy bliznietami z tej samej
cigzy, okreslonych na podstawie klinicznych probek uzyskanych od bliznigt réznej ptci. Przyjeto zachowawcze
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podejscie, w ktérym frakcja z docelowg cechg zostata wybrana tak, aby odpowiadata nizszej wartosci frakcji jednego
z dwach bliznigt. Wynik oznaczenia chromosomu Y pomnozono przez frakcje z docelowg cechg dla kazdej
symulowanej probki XX/XY.

Wyniki oznaczen chromosomu Y u bliznigt XX/XX pochodzg z prébkowania wynikéw uzyskanych w klinicznych
prébkach pobranych od ptodéw Zeniskich z cigz pojedynczych. Wynik oznaczenia chromosomu Y i 0gdélng frakcje
ptodowg wykorzystano nastepnie do sklasyfikowania kazdej probki symulowanej jako posiadajgcej chromosom Y lub
pozbawionej chromosomu Y przy uzyciu standardowego algorytmu VeriSeq NIPT Solution v2.

Czutos¢ testu wyliczono, okreslajac, jak czesto symulowane bliznieta XY/XY lub XX/XY byty prawidtowo
klasyfikowane jako posiadajgce chromosom Y. Swoistos¢ testu wyliczono, okreslajac, jak czesto symulowane
bliznieta XX/XX byly prawidtowo klasyfikowane jako pozbawione chromosomu Y. 95% przedziaty ufnosci oszacowano
na podstawie liczby rzeczywistych klinicznych probek uzyskanych z cigz blizniaczych w pierwotnym zestawie
danych, ktére zostaly sklasyfikowane jako posiadajace chromosom Y lub go pozbawione.

Tabela 18 Szacunkowe wyniki oznaczen trisomii 21, 18 i 13 w symulowanej populacji cigz blizniaczych

Trisomia 21 Trisomia 18 Trisomia 13 Obecnos¢ chromosomu Y
Czutosc 96,4% 95,7% 93,6% >99,9%
Dwustronny 95% CI (86,4%; 98,9%) (68,3%; 99,4%) (64,1%; 98,9%) (99,9%; >99,9%)
Swoistos¢ 99,9% >99,9% >99,9% >99,9%
Dwustronny 95% CI (99,8%; >99,9%) (99,9%; >99,9%) (99,9%; >99,9%) (99,7%; >99,9%)

Tabela 18 przedstawia oszacowanie punktowe i szacunkowe 95% przedziaty ufnosci w odniesieniu do czutosci

i swoistosci testu VeriSeq NIPT Solution v2 pod wzgledem wykrywania trisomii 21, 18 i 13 oraz obecnosci
chromosomu Y w symulowanej populacji cigz blizniaczych zgodnej z populacjg docelowg. Przedziaty ufnosci
oszacowano na podstawie liczby klinicznych probek blizniat, ktore przeszty kontrole jakosci, sklasyfikowanych jako
prébki z obecno$cig lub brakiem odnos$nej trisomii lub chromosomu Y. W obliczeniu czuto$ci testu przyjeto, ze dwie
trzecie ciaz blizniaczych z dodatnim statusem trisomii to cigze dwuzygotyczne z jednym bliZniakiem, u ktérego
wystepuje trisomia, podczas gdy jedna trzecia cigz blizniaczych z dodatnim statusem trisomii to cigze
monozygotyczne, w ktorych trisomia wystepuje u obu blizniat.

Szacunkowe dane, ktére przedstawia Tabela 18, dotyczg wytacznie cigz blizniaczych. Dane dotyczace cigz mnogich
wyzszego rzedu (trojaczkéw lub wiekszej liczby ptodéw) byty niewystarczajgce do opracowania odpowiednich modeli
statystycznych, umozliwiajgcych oszacowanie doktadnosci wykrywania aneuploidii ze wzgledu na jeszcze nizszg
czestos¢ wystepowania tego typu cigz.

Wyniki analityczne

Precyzja

Przeprowadzono ponowng analize danych, aby oceni¢ i wyznaczy¢ precyzje testu. Dane analizowano za pomocg
oprogramowania analitycznego VeriSeq NIPT Solution v2, uzytego w dwoéch poprzednich badaniach VeriSeq NIPT
Solution:

Badaniu odtwarzalnosci w réznych laboratoriach, ktore obejmowato trzy przebiegi przeprowadzone przez trzech
operatoréw w trzech laboratoriach przy uzyciu jednej partii odczynnika (w sumie dziewiec przebiegow).

Badaniu wewnatrzlaboratoryjnej precyzji oznaczen, ktére obejmowato 12 przebiegéw przeprowadzonych w jednym
laboratorium przy uzyciu dwoéch stacji ML STAR, dwoch systemow do obstugi aparatéw do sekwencjonowania i trzech
partii odczynnikéw do sekwencjonowania.

Celem badania precyzji byto iloSciowe okreslenie precyzji oznaczenia ukierunkowanego na wykrycie trisomii 21 (T21)

i chromosomu Y oraz oszacowanie zmienno$ci miedzy réznymi aparatami, zestawami do przygotowywania bibliotek

i partiami odczynnikéw do sekwencjonowania.
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Pule T21 zawierajgca 5% frakcji ptodowej utworzono przez potaczenie cfDNA wyizolowanego z osocza matczynego
pochodzacego od kobiet w cigzy (z ptodem dotknietym T21) i cfDNA wyizolowanego z osocza kobiet niebedgcych
w cigzy. Utworzono réwniez pule cfDNA matczyno-meskiego (ptdd XY) zawierajaca 10% frakcji ptodowe;.

Panel probek do kazdego badania i w kazdym przebiegu obejmowat 4 powtérzenia dla puli prébek z rozpoznaniem T21
zawierajgcej 5% frakcji ptodowej i 20 powtdrzen dla puli cfDNA matczyno-meskiego zawierajgcej 10% frakciji
ptodowej. Testowanie prowadzono przez 10 dni. £gcznie wykonano 21 przebiegéw w obu badaniach.

Do oceny wybrano obecnos¢ T21 i chromosomu Y ze wzgledu na reprezentatywnosé tych standw klinicznych

i ztozonos¢ wykrywania anomalii. Rozmiar chromosomu 21, najmniejszego ludzkiego autosomu, ma bezposredni
wplyw na czutos¢ wykrywania T21, szczegdlnie przy niskich wartosciach frakcji ptodowej, takich jak te stosowane
w tym badaniu. Chromosom Y obecny w osoczu matki jest pochodzenia wytgcznie ptodowego i dlatego tatwiej go
wykryé w oznaczeniu.

Zaobserwowane srednie i odchylenia standardowe w odniesieniu do logarytmicznego wskaznika wiarygodnosci (ang.
log-likelihood ratio, LLR) dla chromosomu 21 i znormalizowanych warto$ci chromosomalnych (ang. normalized
chromosomal value, NCV) dla chromosomu Y wskazujg, ze najwiekszym Zrédtem zmiennosci byto odchylenie
standardowe (ang. standard deviation, SD) powtérzeh. Réznice miedzy laboratoriami, aparatami i seriami
odczynnikéw byty Zrédtem nieznacznej zmienno$ci, o czym swiadczy réznica miedzy catkowitym SD a SD
powtdrzen, zawiera Tabela 19 i Tabela 20.

Tabela 19 Podsumowanie wartosci odchylenia standardowego (SD) w sekwencjonowaniu wykonywanym w réznych
laboratoriach (odtwarzalnos¢)

Odpowiedz N Srednia SD powtorzen Catkowite SD (odtwarzalnos$¢)*
Wartos¢ LLR dla chromosomu 21 36 34,43 11,36 11,36
Warto$¢ NCV dla chromosomu Y 180 190,56 7,96 10,20

* Catkowite SD obejmuje zmienno$¢ w odniesieniu do laboratorium, operatora, przebiegu, dnia i powtérzenia.

Tabela 20 Podsumowanie wewngtrzlaboratoryjnej precyzji w sekwencjonowaniu

Odpowiedz N Srednia SD powtdrzen Catkowite SD wewnatrzlaboratoryjne*
Wartos¢ LLR dla chromosomu 21 48 36,01 9,07 10,25
Wartos¢ NCV dla chromosomu Y 240 198,68 7,63 7,82

* Catkowite SD wewnatrzlaboratoryjne obejmuje zmienno$¢ w odniesieniu do aparatu do sekwencjonowania, partii odczynnika, operatora, przebiegu, dnia

i powtdrzenia.
Przeprowadzono dodatkowe badanie w celu poréwnania precyzji sekwencjonowania z uzyciem testu VeriSeq NIPT
Solution v2 (catkowite odchylenie standardowe) z komorg przeptywowg w wersji 2.0 i 2.5. Badanie obejmowato dwa
typy komér przeptywowych (wersje 2.0 i 2.5), trzy serie zestawow do sekwencjonowania, cztery aparaty i dwa
przebiegi sekwencjonowania w kazdej kombinacji, co daje tgcznie 48 przebiegéw wykonanych w jednym laboratorium.
Z przygotowanych recznie ptytek cfDNA przygotowano jedng pule do sekwencjonowania. Panel prébek obejmowat
4 powtdrzenia w puli prébek z rozpoznaniem T21, ktéra zawierata 5% frakcji ptodowej, oraz 20 powtérzen w puli prébek
z cfDNA matczyno-meskim (ptdd XY), ktéra zawierata 10% frakcji ptodowej. Wyniki badania przedstawia Tabela 21.
Nie wykazano zadnej roznicy w precyzji sekwencjonowania przy uzyciu komory przeptywowej w wersji 2.0
w poréwnaniu z komorg przeptywowa w wersji 2.5.
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Tabela 21 Podsumowanie precyzji sekwencjonowania przy uzyciu komory przeptywowej w wersji 2.0 w poréwnaniu
z komorg przeptywowag w wersji 2.5

Liczba obserwacji wykonanych  Catkowite SD* — Catkowite SD* —

Odpowiedz przy uzyciu danej wersji komora przeptywowa komora przeptywowa Wynik "
o L statystyczny
komory w wersji 2.0 w wersji 2.5
Wartos¢ LLR dla 96 9,56 8,44 Statystycznie
chromosomu 21 réwnowazne
(wartos¢ p =0,25)
Wartos¢ NCVdla 480 7,74 7,38 Statystycznie
chromosomu 'Y réwnowazne

(wartosé p = 0,38)

* Catkowite SD obejmuje zmienno$¢ w odniesieniu do aparatu do sekwencjonowania, partii odczynnika, przebiegu, dnia i powtérzenia.
** W oparciu o test Fischera réwnosci wariancji (odchylenia standardowe do kwadratu)

Skazenie krzyzowe

Skazenie krzyzowe zostato ocenione w ramach procedury przygotowania probki do testu VeriSeq NIPT Solution.
Pule osocza pochodzace od kobiet niebedacych w cigzy (XX) i dorostych mezczyzn (XY) testowano w uktadzie
szachownicy w 4 ptytkach po 96 dotkow kazda. W badaniu uzyto n = 48 probek ptci zehskiej i meskiej na pltytke, czyli
w sumie 192 probki zenskie i 192 probki meskie. W Zzadnej prébce zenskiej nie wykryto obecnosci chromosomu 'Y,

a uzyskany wynik byt statystycznie wyzszy niz oszacowana warto$¢ ogolna, co wskazuje na brak skazenia
krzyzowego z probek meskich znajdujgcych sie na tej samej ptytce. Nie zaobserwowano wykrywalnego skazenia
krzyzowego w tescie VeriSeq NIPT Solution.

Substancje potencjalnie zaktdcajgce
Wplyw substancji potencjalnie zaktdcajgcych na wyniki testu VeriSeq NIPT Solution oceniono na podstawie wynikéw
oznaczenh uzyskanych w obecno$ci odnosnych substanciji.

Do puli osocza matki ze zdrowym ptodem ptci zenskiej (ptéd XX) dodawano albumine, bilirubine, hemoglobine
i trojglicerydy (endogenne). Wykonano testy dla kazdej badanej substanciji w dwéch stezeniach (n = 16 dla kazdej
substancji). Nie zaobserwowano zadnych zaktéceh w wykonywanych oznaczeniach.

Tabela 22 Substancje potencjalnie zaktdcajgce (endogenne)

Substancja testowana Niskie stezenie testowe (mg/ml) Wysokie stezenie testowe (mg/ml)
Albumina 35 50

Bilirubina 0,01 0,15

Hemoglobina 100 200

Trojglicerydy 1,5 5

Na wyniki testu moze réwniez wpltywaé wystepujgce w osoczu matczyne genomowe DNA (gDNA), ktére moze
zostac wyizolowane z prébki wraz z cfDNA ptodu. Do cfDNA wyizolowanego z osocza matczynego ze zdrowym
ptodem pitci zenskiej (ptdéd XX) dodano 1,6; 3,3 i 4,9 ng genomowego DNA na prébke (odpowiednio 1, 2 i 3 odchylenia
standardowe powyzej $redniego oczekiwanego stezenia gDNA po 7 dniach przechowywania probki krwi petnej'2).
Nastepnie probki badano przy uzyciu testu VeriSeq NIPT Solution (n= 16 dla kazdego stezenia). Nie zaobserwowano
zadnych zaktoéceh w wynikach oznaczenia w obecnosci gDNA o podwyzszonym stezeniu.

Dwadziescia substancji potencjalnie zaktécajacych pochodzacych z lekéw powszechnie stosowanych lub
przepisywanych w czasie cigzy (egzogennych) przebadano zgodnie z dokumentem EP7-A2 Interference Testing in
Clinical Chemistry; Approved Guideline-Second Edition (Wytyczne badania zaktécen w biochemii klinicznej, wydanie
drugie). 20 substancji potencjalnie zaktdcajgcych potaczono w cztery pule, dodano do osocza matczynego pobranego
od kobiety bedacej w cigzy ze zdrowym ptodem pici Zenskiej (ptdd XX) i wykonano test VeriSeq NIPT Solution

(N = 16 dla kazdej puli). Nie zaobserwowano zadnych zaktdcen w wynikach oznaczen w obecnoéci tych substanciji
egzogennych.
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Tabela 23 Substancje potencjalnie zaktocajgce (egzogenne)

Pula 1 Pula 2 Pula 3 Pula 4
Acetaminofen Difenhydramina Albuterol Cetyryzyna
Acetylocysteina Erytromycyna Bupropion Dekstrometorfan
Bisoprolol Gwajafenezyna Kofeina Kwas I-askorbinowy
Citalopram Heparyna Sertralina Metoprolol
Desloratadyna Lidokaina Fluorek sodu Nadolol

Granica wykrywalnosci

Granice wykrywalnosci (ang. Limit of Detection, LOD) zdefiniowano jako poziom frakcji ptodowej, ktéry odpowiada
95% prawdopodobienstwu wykrycia danej aberracji, np. T21. Przeprowadzono badania i analizy statystyczne, aby
oceni¢ granice wykrywalnosci réznych powszechnych aberracji przy pomocy testu VeriSeq NIPT Solution v2.

Prawdopodobienstwo wykrycia danej aberracji w probce poddanej analizie przy uzyciu testu VeriSeq NIPT Solution v2
zasadniczo zalezy od trzech czynnikow:

frakgcji ptodowej,
gtebokosci sekwencjonowania,

wielkosci i ztozonosci docelowego regionu genomu.
Przy zatozeniu statej gtebokosci sekwencjonowania dang aberracje tatwiej wykry¢ w probce zawierajgcej wyzszy
odsetek frakcji ptodowej niz w probce z nizszym odsetkiem frakcji ptodowej. | odwrotnie, zaktadajac, ze frakcja
ptodowa jest stata, dana aberracja jest tatwiejsza do wykrycia w prébce charakteryzujgcej sie wiekszg gtebokoscig
sekwencjonowania niz w probce o mniejszej glebokosci sekwencjonowania. Z kolei aberracje zlokalizowane
w mniejszych lub bardziej ztozonych regionach genomowych sg trudniejsze do wykrycia niz aberracje umiejscowione
w wiekszych lub mniej ztozonych regionach genomowych, przy zatozeniu statej frakcji ptodowej i gtebokosci
sekwencjonowania.

Aby okresli¢ wartosé LOD dla wykrywania T21, przeanalizowano probki bedgce mieszaninami puli prébek z T21 i puli
prébek, w ktérych nie stwierdzono aberracji. Zastosowano serie miareczkowania, aby zmieszac te dwa rodzaje analitu
i uzyskac zestaw siedmiu poziomoéw frakcji ptodowej (0, 2, 3, 4, 5, 6 i 10%). Kazdy poziom byt reprezentowany przez
tacznie 10 powtdrzen.

Dane z tego badania zostaty uzupetnione danymi uzyskanymi z rozciehczenia in silico, aby zwiekszy¢ rozdzielczos¢
zakresu frakcji ptodowej do analizy LOD. Efekty eksperymentalnego rozcienczania i miareczkowania symulowano
przez kontrolowane tgczenie danych sekwencjonowania. Dane z miareczkowania in silico obejmowaty zestaw

14 poziomoéw frakcji ptodowej (1,25; 1,50; 1,75; 2,00; 2,25; 2,50; 2,75; 3,00; 3,25; 3,50; 3,75; 4,00; 4,25 i4,50%). Na
kazdym poziomie wykonano 32 powtérzenia. Uzyskane dane poddano analizie probitowej w celu okreslenia wartosci
LOD dlaT21.

Niezaleznie od tego opracowano tez model statystyczny wykorzystujgcy dane dotyczace frakcji ptodowej, gtebokosci
sekwencjonowania i rozmiaru/ztozonosci genomu, aby przewidzie¢ prawdopodobienstwo wykrycia jakiejkolwiek
aberracji w dowolnej prébce. Model ten zostat utworzony na podstawie danych odpowiadajgcych zestawowi

1405 probek XY. Wartos¢ LOD dla T21 wedtug tego modelu byta zgodna z szacunkami opartymi na opisanej powyzej
analizie probitowej. Ten sam model statystyczny zastosowano do oszacowania wartosci LOD dla aneuploidii na
wszystkich autosomach oraz dla czesciowych delecji i duplikacji.

Rysunek 2 przedstawia 95% prawdopodobienstwo wykrycia aberracji w regionach $redniej wielkosci oraz
autosomalne granice wykrywalnosci w odniesieniu do wszystkich trisomii i wszystkich monosomii.
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Rysunek 2 95% prawdopodobienstwo wykrycia aberracji w teScie VeriSeq NIPT Solution v2 w regionach o sredniej
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Rozwigzywanie problemow

Test VeriSeq NIPT Solution v2 — rozwigzywanie problemow

Tryb btedu
Niewystarczajgca
ilos¢ osocza
wejsciowego
Bfad probowki
zkrwig

Brak przeptywu /
zbyt wolny

przeptyw

Mozliwy efekt
Bfad kontroli jako$ci
prébki

Brak rozdzielenia
sktadnikow krwi

Zanieczyszczenie
osocza

Przelanie probki

Awaria sprzetu

Interpretacja

Niewystarczajgca
objetos¢ osocza

Probka nie zostata
odwirowana.

Niewtasciwe
przechowywanie
lub transport probki
(hemoliza proébki)

Pojedyncze probki
mogg zatkac plytke
do izolacji, jesli
prébka osocza jest
W znaczgcym
stopniu
zanieczyszczona.

Niedoktadna
kontrola wzrokowa
kazdej probowki
pod katem
prawidiowosci
probki

Niewystarczajgce
trawienie materiatu
podczas ekstrakciji
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Zalecane dziatanie Uwagi

Ponownie pobrac
prébke.

Na podstawie wizualnej kontroli
objetosci osocza.

Sprawdzi¢, czy wiréwka
zostata uruchomiona,

a probdéwka zostata
odwirowana

z odpowiednig szybkoscig
obrotowa. Ponownie
pobra¢ probke.

Ponownie pobrac
prébke.

Zamrozone probki nie bedg ulegac
rozdzieleniu. Niewtasciwe warunki
transportu lub przechowywania
mogg prowadzi¢ do hemolizy
probek.

Sprawdzi¢ probke. Jesli
osocze pozostate

w probéwce ma barwe
czerwong lub mleczng,
nalezy anulowac analize
probki i poprosic

0 ponowne pobranie.
Jesli probka wyglada
prawidiowo, nalezy
powtdrzyé oznaczenie
probeki.

Uniewazni¢ oznaczenie
wszystkich probek

w pobliskich dotkach, do
ktorych przelata sie
prébka.

Moze wskazywac na niewfasciwe
warunki transportu lub
przechowywania probki przed
oznaczeniem. Nalezy wykluczyé
nieodpowiednie prébki zoznaczen.

Powtérzy¢ oznaczenie
prébki. Jesli problem
wystepuje nadal podczas
oznaczen innych prébek
w danym dotku, nalezy
skontaktowac sie

z dziatem pomocy
technicznej firmy lllumina.
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Tryb btedu Mozliwy efekt
Btad kontroli Nieprawidiowy
jakosci przebieg

kwantyfikacii kwantyfikacji —

Niepowodzenie
tworzenia puli

Niepowodzenie
kontroli jakosci
(QC) w analizie
pojedynczej prébki

mediana partii
ponizej wartosci
minimalnej

Nieudany przebieg
kwantyfikacji

Niepowodzenie
tworzenia puli
probek

Niepowodzenie
kontroli jakosci (QC)
sekwencjonowania

Niska wartos¢
frakcji ptodowej
(FF) lub miejsc

Interpretacja

Niewystarczajgca
wydajnos$¢ procesu

Bfad krzywej
wzorcowe;j

Bfad wyliczenia
prawidtowych
objetosci puli
w analizie puli

Niewystarczajgca
ilos¢ wejsciowego
materiatu
genetycznego LUB
bledne
przeniesienie
podczas
przygotowania
prébki LUB bigd
odczynnika do
sekwencjonowania

Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT Solution v2

Zalecane dziatanie

Powtérzy¢ kwantyfikacje.
Jesli ponowna
kwantyfikacja nie
przebiegnie pomysinie,
nalezy skontaktowac sie
z dziatem pomocy

technicznej firmy lllumina.

Powtérzy¢ kwantyfikacje.
Jesli ponowna
kwantyfikacja nie
przebiegnie pomysinie,
nalezy skontaktowac sie
z dziatem pomocy

technicznej firmy lllumina.

Ponownie oceni¢
docelowe stezenie puli,
a nastepnie powtorzy¢
analize puli.

Sprawdzi¢ adnotacje
prébki. Sprawdzié¢
podobienstwo wynikow
z poprzednich prébek

w danym potozeniu ptytki.

Powtérzy¢ oznaczenie
praébki.

Uwagi

Metryki krzywej wzorcowej wskazujg
na problem z przygotowaniem
biblioteki.

Typowe przyczyny btedu krzywe;j
wzorcowej to niedostatecznie
rozmrozone odczynniki do
kwantyfikacji, niejednakowe objetosci
w dotkach z powodu rozlania
irozktad odczynnika do kwantyfikacji
DNA (na przyktad z powodu
ekspozycji na swiatto).

Ten blad moze wystapié, jezeli
wszystkie probki w partii wykazujg
niskie wartosci kwantyfikacji, podczas
gdy ustawione jest wysokie stezenie
puli (zwykle wyzsze niz 3 do 5 pm).

Wskazuje na nieprawidiowe
wprowadzenie prébki lub btedne
przeniesienie do stacji ML STAR.
Niewystarczajgca ilo$¢ materiatu
genetycznego moze wynikac

z niewystarczajgcej ilosci
pozakomoérkowego DNA w osoczu
lub komérkowego DNA, co
powoduje nadmierne rozcienczenie
prébki do sekwencjonowania.

niewykluczonych
(NES)

Brak Powtoérzy¢ oznaczenie
wystarczajgcych osocza.

danych, aby

sporzgdzi¢ doktadny

raport.

VeriSeq NIPT Microlab STAR — rozwigzywanie problemow

Etap Kod Olkno

procesu btedu dialogowe
btedu

Tworzenie EM0044 Wprowadzony

partii identyfikator partii
zawiera
niedozwolone
znaki.

Tworzenie EMO0051 Dtugosc

partii identyfikatora

Sierpien 2021 .

partii przekracza

26 znakow.

Opis

Test VeriSeq NIPT Solution v2
obstuguije tylko cyfry, litery,
podkreslenia i mysiniki we
wszystkich polach danych.

Test VeriSeq NIPT Solution v2
ogranicza dtugos¢ nazw partii do
26 znakow.

Rozwiazanie po stronie uzytkownika

Zmieni¢ nazwe partii tak, aby nie zawierafa
zadnych znakéw specjalnych.

Zmieni¢ nazwe partii tak, aby miata diugos¢
maksymalnie 26 znakow.
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Etap
procesu

Tworzenie
partii

Tworzenie
partii

Tworzenie
partii

I1zolacja
osocza

I1zolacja
osocza

tadowanie

plytki

Kod
btedu

EMO0076

EM0118

nd.

WP0087

EP0102

nd.

Okno
dialogowe
btedu

Nie mozna
nawigzaé
potgczenia
zserwerem
lokalnym VeriSeq
Onsite Server v2.

Przetwarzanie tej
partii nie
powiodto sig inie
moze by¢
kontynuowane.

Przetwarzanie tej
partii sie
zakonczylo.
Wykona¢
ponowne
tworzenie puli?

Zatadowano
zduplikowane
kody kreskowe
probek.

Proébki
wymienione

w arkuszu probek
nie zostaty
zatadowane.

Btgd maski kodu
kreskowego
Venus
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Opis

Serwer lokalny VeriSeq Onsite
Server v2 nie odpowiada na
zapytania o dane
zoprogramowania Workflow
Manager.

Przetwarzanie danej partii nie
powiodfo si¢ i nie moze by¢
kontynuowane.

Wskazang partie przetworzono
przez tworzenie puli. Jedynym
dozwolonym przetwarzaniem jest
ponowne tworzenie puli.

Do systemu zatadowano proébki
oznaczone identycznymi kodami
kreskowymi.

Prébki znajdujgce sie w arkuszu
prébek nie zostaly ujete wsréd
zatadowanych kodow
kreskowych.

Oprogramowanie Workflow
Manager wymusza prawidiowe
powigzanie plytka-partia za
pomoca masek kodu
kreskowego Venus.

Rozwiazanie po stronie uzytkownika

Upewnic sie, ze:

1. Platforma ML STAR jest potgczona z siecig.
2. Serwer lokalny VeriSeq Onsite Server v2 jest
wigczony.

3. Platforma ML STAR moze potgczy¢ sie
zserwerem lokalnym VeriSeq Onsite Server v2
(przez polecenie ping).

4. Jesli wykonanie powyzszych czynnosci nie
rozwigze problemu, nalezy skontaktowac sie
zdziatlem pomocy technicznej firmy lllumina,
wysylajgc wiadomos¢ e-mail.

5. Sprawdzi¢ prozniowg butelke na odpady, aby
ustali¢, czy jest zapetniona bardziej niz do
potowy. Jesli tak, oprézni¢ butelke na odpady.

Zapis dotyczacy partii na serwerze lokalnym
VeriSeq Onsite Server v2 wskazuje, ze
przetwarzanie wybranej partii sie nie powiodto.
Dalsze przetwarzanie jest niedozwolone.
Nalezy utworzyc¢ inng partie zzgdanymi
probkami.

Aby wykonaé ponowne tworzenie puli, nalezy
wybra¢ Re-Pool (Ponowne tworzenie puli).
LUB

Przerwac i sprawdzi¢ nazwe partii.

1. Postepowac zgodnie z monitami
oprogramowania Workflow Manager, aby
zidentyfikowac, ktére probki sg duplikatami.
2. Wyjac te prébki i ponownie poddac je
etykietowaniu lub wymienic.

3. Ponownie zatadowac probki.

1. Postepowac zgodnie z monitami
oprogramowania Workflow Manager, aby
zidentyfikowac brakujgce probki.

2. Dodac brakujgce probki do partii i ponownie
zatadowac.

LUB

Przerwacé, wprowadzi¢ odpowiednie zmiany do
arkusza irozpoczg¢ ponownie.

1. Sprawdzi¢ potozenie ptytki, aby upewni¢ sie,
ze jej ukiad jest prawidiowy.

2. Upewni¢ sie, ze zaladowana ptytka jest
wiasciwg plytka dla wskazanej partii.
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Etap Kod
procesu btedu
Ekstrakcja WEO0150
cfDNA
WEO0153
WE0996
WMO0219
EE0477
EE0519

Sierpien 2021 .

Okno
dialogowe
btedu

Cisnienie

w komorze
prézniowej jest za
niskie.

Cisnienie

w komorze
prézniowej jest za
wysokie.
Uszczelnienie
prézniowe
niemozliwe.

Jesli wigczone
jest podcisnienie,
nalezy recznie
wylgczy¢ pompe.

Podczas
przemieszczania
ptytki wystapit
btad

(btad ISWAP).

Zeskanowany
kod kreskowy nie
pasuje do kodu
kreskowego ptytki
do izolacji

w rejestrze.

Ulotka dotgczona do opakowania testu VeriSeq NIPT Solution v2

Opis

Oprogramowanie Workflow
Manager nie bedzie
kontynuowac pracy, jesli wykryte
spoczynkowe podcisnienie w linii
podcisnienia wynosi <400 toréw.

Jesli zmierzone podcisnienie jest
zbyt wysokie przed rozpoczeciem
kontroli ci$nienia, system moze
dziata¢ nieprawidtowo.

System nie utworzyt
uszczelnienia prézniowego na
plytce do izolac;ji.

Podcisnienie moze pozostaé
wigczone po przerwaniu metody
podczas ekstrakciji.

Jesli wystgpi bigd iISWAP
(upuszczenie ptytki,
niepowodzenie podniesienia itd.),
system wyswietli monit z prosbg
do uzytkownika o reczne
przemieszczenie ptytki.

Zatadowana ptytka do izolaciji jest
niezgodna z kodem kreskowym
wyjetej piytki.

Rozwiazanie po stronie uzytkownika

1. Sprawdzi¢ linie podci$nienia pod katem
zagie¢ lub innych blokad.

2. Otworzy¢ klipsy zwalniajgce na linii odpadoéw,
umozliwi¢ obnizenie cisnienia i catkowicie
zamkng¢ klipsy zwalniajgce na linii.

3. Upewnic sie, ze kontroler prézni ipompa sa
wigczone.

4. Jesli problem nie ustgpi, skontaktowac si¢
zdziatem pomocy technicznej firmy lllumina.

Nalezy sig upewni¢, ze wszystkie ztgcza prozni
ilinie ztytlu kontrolera sa szczelne.

UWAGA: Nie wybiera¢ opcji ,,OK” do
czasu petnego rozwigzania btedu
uszczelnienia.

1. Upewni¢ sie, ze plytka do izolagji jest
wyréwnana wzgledem kolektora prézniowego.
Mocno docisng¢ ptytke do izolacji rekg

w rekawiczce.

2. Nacisng¢ OK, aby kontynuowac ekstrakcje
cfDNA.

3. Jesli komunikat btedu pojawi sie ponad
trzykrotnie w jednym przebiegu, nalezy
skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej
firmy lllumina, wysytajac wiadomos$¢ e-mail.

1. Na kontrolerze podci$nienia nacisng¢
przycisk zasilania, aby wytgczy¢ podcisnienie.

2. Poczeka¢ 10 sekund, a nastepnie ponownie
nacisng¢ przycisk zasilania, aby wigczy¢
podcisnienie.

Upewni¢ sie, ze plytke mozna odzyskaé (brak
rozlanego materiatu).

— Jesli nie, przerwacé przebieg.

— Jesli tak, postepowac zgodnie z wyswietlanymi
instrukcjami, aby recznie przenies¢ plytke.

Upewni¢ sie, ze tadowana ptytka jest zgodna
z zarejestrowanym kodem kreskowym
(oczekiwany kod kreskowy mozna znalez¢é
w dzienniku $ledzenia).
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Okno
dialogowe
btedu

Kod
btedu

Etap
procesu

API EA0372 Nie mozna
potaczy¢ sie
zserwerem

danych.

EA0774 Btad potgczenia
Walidacja
potaczenia
serwera API nie

powiodta sie.

EA0780 403:
nieprawidiowe
zadanie
Biezgca
transakcja jest
nieprawidtowa.

Dokument nr 1000000078751 wer. 06 POL

Opis

Serwer lokalny VeriSeq Onsite
Server v2 nie odpowiada na
zapytania o dane
zoprogramowania Workflow
Manager.

Serwer lokalny VeriSeq Onsite
Server v2 przestat odpowiadaé¢
na zapytania o dane
zoprogramowania Workflow
Manager.

Przestane dane naruszajg logike
procedur systemu.

Rozwiazanie po stronie uzytkownika

Upewnic sie, ze:

1. Platforma ML STAR jest potgczona z siecig.
2. Platforma ML STAR moze potgczyc sie
zserwerem lokalnym VeriSeq Onsite Server v2
(przez polecenie ping).

3. Serwer lokalny VeriSeq Onsite Server v2 jest
wigczony.

Upewnic sie, ze:

1. Platforma ML STAR jest potaczona z siecia.
2. Platforma ML STAR moze potgczyc si¢
zserwerem lokalnym VeriSeq Onsite Server v2
(przez polecenie ping).

3. Serwer lokalny VeriSeq Onsite Server v2 jest
wigczony.

Aby uzyskac¢ wiecej informaciji, nalezy sprawdzic¢
szczegOly btedu. Do czestych przyczyn naleza:
zbyt diugie wpisy lub wpisy niezgodne
zdopuszczalng listg znakow.
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Historia wersji

Dokument Data Opis zmiany

Dokument nr 1000000078751 Sierpien Zaktualizowano adresowe firmy lllumina w Holandii.

wer. 06 2021r.

Dokument nr 1000000078751 Grudzien « Zaktualizowano czesci ,Zasady procedury”, ,OstrzeZenia i $rodki ostroznosci” oraz

wer. 05 2020 . ,Etykiety produktu” o dodatkowe wyjasnienia w celu spetnienia wymagan prawnych.
Drobne aktualizacje w tresci protokotu w celu zapewnienia zgodnosci ze stylem

i strukturg firmy lllumina.

Zmieniono opis chromosomu 21 z,,drugiego najmniejszego ludzkiego autosomu” na
,najmniejszego ludzkiego autosomu” w czesci ,Skutecznos¢ analityczna”.

Dodano ostrzezenia dotyczace niewlasciwego uzycia zbiornikdw i zagrozenia
zwigzane z amalgamacjg probki w czesciach ,Izolacja preparatu osocza” oraz
wInterpretacja wynikow”.

Dodano nowe numery katalogowe serwera i oprogramowania w zwigzku
zwydaniem nowego modelu serwera i aktualizacji numeréw katalogowych
oprogramowania.

Dodano ostrzezenia do informacji na temat protokotu i rozwigzywania probleméw
w celu rozwigzania problemu przepetnienia prébek i zapobiegania mu.
Zaktualizowano sktadniki czynne we wzorcu do kwantyfikacji DNA w zestawie
akcesoriow, aby zapewni¢ zgodnos$¢ z kartg charakterystyki.

Zaktualizowano konwencje nazewnictwa modutu Local Run Manager VeriSeq NIPT
w celu zapewnienia zgodnosci zinnymi dokumentami.

Dodano historig zmian.

Dokument nr 1000000078751 Pazdziernik - Drobne poprawki.

wer. 04 2020r.

Dokument nr 1000000078751 Wrzesien « Zaktualizowano liste materiatéw, aby przedstawi¢ specyfikacje szkla laboratoryjnego

wer. 03 2020r. wraz ze znanymi zgodnymi opcjami.

Dokument nr 1000000078751 Luty - Zaktualizowano przedstawienie informaciji o skutecznosci klinicznej, aby lepiej

wer. 02 2020r. przekazac réznice miedzy testem podstawowym a testem przesiewowym catego
genomu.

Dodano nowe roznice w skutecznosci w czesciach dotyczacych podstawowych
testow przesiewowych itestow przesiewowych catego genomu.

Usunieto sprzeczne informacje o opcjonalnosci raportu uzupetniajgcego z czesci
,Zasady procedury”.

Zaktualizowano konwencje nazewnictwa oprogramowania VeriSeq NIPT Workflow
Manager v2 w calym dokumencie w celu zapewnienia zgodnosci stylistyczne;.
Zaktualizowano etykiety adresowe firmy lllumina w Australii i Holandii, aby
odzwierciedli¢ ostatnie zmiany.

Dokument nr 1000000078751 Sierpien Usunigto powielony etap w czesci ,Ekstrakcja cfDNA” spowodowany biedem
wer. 01 2019r. oprogramowania publikujgcego.

Dokument nr 1000000078751 Maj Pierwsze wydanie.

wer. 00 2019r.
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Patenty i znaki towarowe

Niniejszy dokument oraz jego tres¢ stanowig wiasnosc firmy lllumina, Inc. oraz jej podmiotéw zaleznych (,lllumina”) i sg przeznaczone wytgcznie do
uzytku zgodnego zumowg przez klienta firmy w zwigzku z uzytkowaniem produktéw opisanych w niniejszym dokumencie, zwytaczeniem innych
celéw. Niniejszy dokument oraz jego tres¢ nie bedg wykorzystywane ani rozpowszechniane do innych celéw i/lub publikowane w inny sposob,
ujawniane ani kopiowane bez pisemnej zgody firmy lllumina. Firma lllumina na podstawie niniejszego dokumentu nie przenosi zadnych licenciji
podlegajgcych przepisom w zakresie patentéw, znakéw towarowych czy praw autorskich ani prawu powszechnemu lub prawom pokrewnym oséb
trzecich.

W celu zapewnienia witasciwego i bezpiecznego uzytkowania produktéw opisanych w niniejszym dokumencie podane instrukcje powinny by¢ Scisle
przestrzegane przez wykwalifikowany i wtasciwie przeszkolony personel. Przed rozpoczeciem uzytkowania tych produktéw nalezy zapoznac sie

z cafg trescig niniejszego dokumentu.

NIEZAPOZNANIE SIE LUB NIEDOKLADNE PRZESTRZEGANIE WSZYSTKICH INSTRUKCJI PODANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE
MOZE SPOWODOWAC USZKODZENIE PRODUKTOW LUB OBRAZENIA CIALA UZYTKOWNIKOW LUB INNYCH OSOB ORAZ
USZKODZENIE INNEGO MIENIA, A TAKZE SPOWODUJE UNIEWAZNIENIE WSZELKICH GWARANCJI DOTYCZACYCH PRODUKTOW.

FIRMA ILLUMINA NIE PONOSI ODPOWIEDZIALNOSCI ZA NIEWEASCIWE UZYTKOWANIE PRODUKTOW (W TYM ICH CZESCI
| OPROGRAMOWANIA) OPISANYCH W NINIEJSZYM DOKUMENCIE.

©2021 lllumina, Inc. Wszelkie prawa zastrzezone.

Wszystkie znaki towarowe sg wtasnoscig firmy lllumina, Inc. lub ich odpowiednich wiascicieli. Szczegotowe informacje na temat znakow
towarowych mozna znalez¢ na stronie www.illumina.com/company/legal.html.
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Illumina 2797

5200 lllumina Way Sponsor australijski

San Diego, California 92122, USA IVD Illumina Australia Pty Ltd

+1 800 809 ILMN (4566) Nursing Association Building

+1 858 202 4566 (poza Ameryka Pétnocna) ec | rep Level 3, 535 Elizabeth Street
Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com
www.illumina.com lllumina Netherlands B.V. Australia

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
The Netherlands

Etykiety produktu
Objasnienia symboli zamieszczonych na opakowaniu i samym produkcie znajduja sie w kluczu symboli uzytych
w danym zestawie, dostepnym na stronie support.illumina.com.

Po uruchomieniu europejskiej bazy danych o wyrobach medycznych (Eudamed) charakterystyka bezpieczenstwa
i dziatania (SSP) tego wyrobu bedzie dostepna na stronie https://ec.europa.eu/tools/eudamed w powigzaniu
z podstawowym kodem UDI-DI (0081627002NIPTRP).
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