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VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

FUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Verwendungszweck

VeriSeq NIPT Solution v2 ist ein In-vitro-Diagnosetest und als Screeningtest fiir den Nachweis genomweiter
fetaler genetischer Anomalien in mitterlichen peripheren Vollblutproben von schwangeren Frauen, die sich
mindestens in der 10. Schwangerschaftswoche befinden, bestimmt. VeriSeq NIPT Solution v2 erkennt mithilfe
der Sequenzierung des Gesamtgenoms partielle Duplikationen und Deletionen fiir alle Autosomen sowie den
Aneuploidiestatus fiir alle Chromosomen. Der Test bietet eine Option fiir die Protokollierung von Aneuploidien
der Geschlechtschromosomen (Sex Chromosome Aneuploidy, SCA). Dieses Produkt darf nicht als alleinige
Quelle fiir eine Diagnose oder die Entscheidung liber einen Schwangerschaftsabbruch verwendet werden.

VeriSeq NIPT Solution v2 umfasst Folgendes: VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 fiir das VeriSeq NIPT
Microlab STAR-Gerat, VeriSeq NIPT Sample Prep Kits und den VeriSeq Onsite Server v2 mit VeriSeq NIPT
Assay Software v2. VeriSeq NIPT Solution v2 ist fiir die Verwendung mit einem Sequenzierer der nachsten
Generation vorgesehen.

Zusammenfassung und Erlauterung des Assays

Fetale Chromosomenanomalien, insbesondere die Aneuploidie, bei der es sich um eine anormale Anzahl von
Chromosomen handelt, sind eine haufige Ursache von Fertilitatsstérungen, angeborenen Anomalien,
Entwicklungsverzégerungen und geistiger Behinderung. Aneuploidie betrifft etwa eine von 300 Lebendgeburten,
weist jedoch im Zusammenhang mit Fehl- und Totgeburten deutlich héhere Raten auf.!-2 Bis vor kurzem gab es
fiir diese Erkrankungen zwei Arten von Pranataltests: Diagnosetests oder das Screening. Diagnosetests
beinhalten invasive Verfahren wie die Amniozentese oder die Chorionzottenbiopsie. Diese Testverfahren gelten
als uniibertroffen im Bereich der Erkennung fetaler Aneuploidie. Allerdings sind sie mit einer fetalen Verlustrate
zwischen 0,11 % und 0,22 % behaftet.2 Herkdmmliche, nicht invasive Multi-Marker-Screeningverfahren stellen
kein Gefahrdungsrisiko fiir die Schwangerschaft dar, sind jedoch weniger genau als diagnostische Tests. lhre
Erkennungsrate fiir Trisomie 21 variiert zwischen 69 % und 96 %, abhangig von dem speziellen Screen, dem
Alter der Mutter und dem Gestationsalter zum Zeitpunkt des Tests.* Wichtiger ist, dass sie falsch positive Raten
von etwa 5 % aufweisen und eine bestatigende invasive Diagnostik nach sich ziehen kénnen, mit der das Risiko
von Fehlgeburten im Zusammenhang mit diesen Verfahren wieder steigt.* Auch mithilfe von Ultraschall kénnen
Chromosomenanomalien festgestellt werden, allerdings bietet diese Methode noch weniger Sicherheit als die
anderen Verfahren.

Mit einem hohen Grad an Genauigkeit kann fetale Aneuploidie fiir die Chromosomen 21, 18, 13, X und Y durch
nicht invasive Préanataldiagnostik (NIPT) nachgewiesen werden. Dies geschieht mithilfe der Gesamtgenom-
Sequenzierung der cfDNA (cell-free DNA, zellfreie DNA), die in der 10. Schwangerschaftswoche oder spéater aus
dem miitterlichen Plasma gewonnen wird. Eine aktuelle Meta-Analyse mehrerer klinischer Studien verzeichnet
gewichtete gepoolte Nachweisraten und Spezifitdten fir Trisomie 21 und Trisomie 18 in
Einlingsschwangerschaften wie folgt: Fir Trisomie 21 sind es 99,7 % und 99,96 % und fiir Trisomie 18 97,9 %
bzw. 99,96 %.° Eine Studie zeigt, dass der Einsatz von NIPT als vorrangiges Screeningverfahren bei allen
Schwangerschaften die Zahl der bestatigenden invasiven Verfahren um 89 % verringern kdnnte.®

In Anbetracht der signifikanten Reduktion von falsch positiven Raten mit NIPT im Vergleich zum herkémmlichen
Multi-Marker-Screening haben sich zahireiche medizinische Institutionen fiir den Einsatz von NIPT bei
verschiedenen Indikationen ausgesprochen.

Insbesondere die International Society for Prenatal Diagnosis, das American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG), die Society for Maternal Fetal Medicine (SMFM), das American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG), die Européische Gesellschaft flir Humangenetik und die American Society of
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Human Genetics unterstiitzen das Angebot von NIPT-Untersuchungen fiir alle schwangeren Frauen.”-8-% Dabei
werden die Beratung im Vorfeld des Tests, die Einwilligung nach erfolgter Aufkldrung und diagnostische Tests
zur Bestatigung eines positiven cfDNA-Screeningergebnisses empfohlen.*

VeriSeq NIPT Solution v2 ist ein nicht invasiver In-vitro-Diagnostiktest (IVD). Er basiert auf einer Gesamtgenom-
Sequenzierung von cfDNA-Fragmenten aus mutterlichem peripherem Vollblut von Frauen, die sich mindestens
in der 10. Schwangerschaftswoche befinden. Der Test bietet zwei Optionen flir Screeningarten: ,basic“ (einfach)
und ,genomewide”“ (genomweit). Das einfache Screening liefert Informationen zum Aneuploidie-Status
ausschlieBlich fiir die Chromosomen 21, 18, 13, X und Y. Das genomweite Screening liefert Informationen zu
partiellen Duplikationen bzw. Deletionen fiir alle Autosomen und den Aneuploidie-Status fiir alle Chromosomen.
Beide Screeningarten bieten die Méglichkeit eines Berichts fiir Aneuploidien der Geschlechtschromosomen
(SCA) sowohl mit als auch ohne Protokollierung des Geschlechts des Fetus. Die SCA-Protokollierung kann
deaktiviert werden. Bei deaktivierter SCA-Protokollierung wird auch das Geschlecht des Fetus nicht protokolliert.
Weitere Informationen zu den Optionen bei der Protokollierung des Geschlechts finden Sie im Handbuch zur
VeriSeq NIPT Solution v2 Software (Dokument Nr. 1000000067940).

Verfahrensprinzipien

VeriSeq NIPT Solution v2 ist eine automatisierte Losung fiir NIPT-Labortests mit automatisierter
Probenvorbereitung und Sequenzierungsdatenanalyse. Die VeriSeq NIPT Sample Prep Kits enthalten
spezialisierte Reagenzien, die in Verbindung mit dem VeriSeq NIPT Microlab STAR verwendet werden, um
Batches mit 24, 48 oder 96 Proben fiir die Sequenzierung der nachsten Generation vorzubereiten. Die
spezialisierte VeriSeq NIPT Assay Software v2 analysiert die Daten der Paired-End-Sequenzierung des
Gesamtgenoms und generiert einen Bericht.

Der Workflow besteht aus den Verfahren Probenentnahme, Plasmaisolation, cfDNA-Extraktion,
Bibliotheksvorbereitung, Bibliotheksquantifizierung, Bibliotheks-Pooling, Sequenzierung und Analyse, die im
Folgenden naher beschrieben werden:

Probenentnahme: 7-10 ml miitterliches peripheres Vollblut werden in einem zellfreien DNA-
Blutentnahmerdhrchen (BCT) von Streck gesammelt, das Zelllyse und genomische Kontamination verhindert und
das Vollblut stabilisiert.

Plasmaisolation: Innerhalb von fiinf Tagen nach der Entnahme wird das Plasma aus dem miitterlichen
peripheren Vollblut mithilfe von entsprechenden Zentrifugationstechniken isoliert. Das VeriSeq NIPT Microlab
STAR aspiriert das Plasma und verteilt es fir die nachfolgende Verarbeitung auf eine 96-Deep-Well-Platte. Falls
ein emeuter Test erforderlich ist, konnen die Proben nach der Verarbeitung wieder verschlossen und weitere fiinf
Tage bei 4 °C gelagert werden (die maximale Lagerungszeit nach der Blutentnahme betragt 10 Tage).

| VORSICHT

| .
J Das Uberschreiten der oben genannten Lagerungszeit kann zu héheren Fehlerquoten bei den
einzelnen Proben fuhren.

cfDNA-Extraktion: Die Reinigung der cfDNA aus dem Plasma wird durch die Adsorption an eine
Bindungsplatte, das Waschen der Bindungsplatte zur Entfernung von Verunreinigungen und die Eluierung
erreicht.

Bibliotheksvorbereitung: Die gereinigten cfDNA-Fragmente werden einem Endreparaturprozess unterzogen,
der 5’- und 3’-Uberhange in glatte Enden konvertiert. Als Nachstes wird den 3’-Enden ein Desoxyadenosin-
Nukleotid hinzugefiigt, um einen Einzelbasen-Uberhang zu erzeugen. AnschlieBend werden indizierte Adapter, die
einen Einzelbasen-3’-Desoxythymidin-Uberhang enthalten, an die verarbeiteten cfDNA-Fragmente ligiert. Die
ligierte DNA wird unter Verwendung von SPRI-Beads (Solid Phase Reversible Immobilization) gereinigt. Jede
Probe in einem Satz von 24, 48 oder 96 Proben erhilt einen eindeutig indizierten Adapter. Die Adapter dienen
zwei Zwecken:

Indizes ermdglichen die Probenidentifikation in der anschlieBenden Sequenzierung.

Indexadapter enthalten Sequenzen, die die Erfassung von Bibliotheken auf der festen Oberflache einer

SequenzierungsflieBzelle fiir die Clusterbildung und die anschlieBende Sequenzierung erméglichen.
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Quantifizierung: Das Bibliotheksprodukt wird mittels eines Fluoreszenzfarbstoffs quantifiziert, wobei die
Konzentration durch den Vergleich mit einer DNA-Standardkurve ermittelt wird.

Bibliotheks-Pooling and Sequenzierung: Nach dem Pooling der Probenbibliotheken werden Pools mit je 24
oder 48 Proben entnommen. Durch die speziell angepassten Mengen werden Abweichungen bei der Abdeckung
minimiert. AnschlieBend werden die Pools mit einem Sequenzierer der nachsten Generation sequenziert.

VeriSeq NIPT Solution v2 enthalt keine Sequenzierungsgerate und keine Verbrauchsmaterialien fiir die
Sequenzierung.

Analyse: Die Analyse der einzelnen Proben umfasst folgende Schritte:
Identifikation der Bibliotheksfragmente Uiber Indexsequenzen und Zuordnung der Paired-End-Reads zum
menschlichen Referenzgenom.
Schatzung der fetalen Fraktion der Bibliothek auf Grundlage einer Auswertung der Informationen aus der
Verteilung der Langen und Genomkoordinaten der Bibliotheksfragmente.
Unter Beriicksichtigung bekannter Messabweichungen werden mithilfe eines statistischen Modells
Genombereiche ermittelt, deren Art der Unter- oder Uberreprisentation in der Bibliothek einer Anomalie der
geschétzten fetalen Fraktion entspricht.
Dem NIPT-Bericht enthélt zusammengefasste Ergebnisse fiir das ausgewéahlte Testmeni. Es werden die
maoglichen Ergebnisse ,ANOMALY DETECTED*“ (ANOMALIE ERKANNT) oder ,NO ANOMALY DETECTED*
(KEINE ANOMALIE ERKANNT) sowie eine Schatzung der fetalen Fraktion fiir Proben mit bestandener
Qualitatssicherung aufgefiihrt.
Der Zusatzbericht bietet eine genauere Bestimmung der erkannten Anomalien in Form von quantitativen
MessgrdBen. Die Einbeziehung des Zusatzberichts ist nach Ermessen maéglich, jedoch nicht verpflichtend.

Einschrankungen des Verfahrens

VeriSeq NIPT Solution v2 ist ein Screeningtest und ist nicht fiir sich genommen, sondern nur in Verbindung mit
anderen klinischen Befunden und Testergebnissen zu betrachten. Das NIPT-Screening sollte nicht als alleinige
Quelle fiir Befunde beziiglich des fetalen Zustands und fiir die Entscheidung tber einen
Schwangerschaftsabbruch verwendet werden.”

VeriSeq NIPT Solution v2 weist Folgendes aus:
Beim einfachen Screening wird auf eine Uberreprasentation der Chromosomen 13, 18 und 21 getestet.
Das genomweite Screening liefert Informationen zur Unter- oder Uberreprasentation aller Autosomen,
einschlieBlich partieller Deletionen bzw. Duplikationen ab einer Lédnge von 7 Mb.
Bei Einlingsschwangerschaften wird bei Auswahl von ,Yes“ (Ja) oder ,SCA" als Option fiir den
Geschlechtsbericht auf folgende Anomalien der Geschlechtschromosomen getestet: XO, XXX, XXY und
XYY.
Bei Einlingsschwangerschaften wird bei Auswahl von ,Yes“ (Ja) als Option fir den Geschlechtsbericht das
Geschlecht des Fetus protokolliert.
Bei Zwillingsschwangerschaften wird das Vorhandensein eines Y-Chromosoms Uberpriift.

Die Nachweise fir Sensitivitat und Spezifitdt des Tests gelten fiir Einlings- und Zwillingsschwangerschaften.
Diese Anweisungen stellen keine Sensitivitits- und Spezifititsdaten fir Drillinge oder
Mehringsschwangerschaften bereit.

VeriSeq NIPT Solution v2 ist nicht fir den Nachweis von Polyploidien, z. B. einer Triploidie, ausgelegt.

VeriSeq NIPT Solution v2 ist nicht fur den Nachweis von balancierten chromosomalen Rearrangements
ausgelegt.

Fiir den Assay werden miitterliche periphere Vollblutproben von Schwangeren, die sich mindestens in der
10. Schwangerschaftswoche befinden, benétigt.
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Im Rahmen eines einfachen Screenings weist VeriSeq NIPT Solution v2 spezifische Chromosomenanomalien

aus. Mit ,NO ANOMALY DETECTED“ (KEINE ANOMALIE ERKANNT) ausgewiesene Ergebnisse schlieBen die

Moglichkeit bestehender Anomalien der getesteten Chromosomen nicht aus. Ein negatives Ergebnis schlieBt

zudem nicht die Méglichkeit aus, dass bei der Schwangerschaft andere Chromosomenanomalien, genetische
Befunde oder Geburtsfehler (z. B. offene Neuralrohrdefekte) auftreten kénnen.

Im Rahmen eines genomweiten Screenings ausgewiesene groBe Deletionen und Duplikationen, die weniger als

75 % der GréBe des Chromosoms betragen, kénnen auf eine Aneuploidie des gesamten Chromosoms
hindeuten.

Bei genomweiten Screenings sind bestimmte Bereiche von der Analyse ausgeschlossen. Eine Liste dieser
Ausschlussbereiche steht auf der Support-Website von lllumina zur Verfligung. Der Nachweis von Genanomalien
ist nur in den dafir freigegebenen Bereichen méglich.
Der Bericht zum Geschlecht des Fetus ist aufgrund von gesetzlichen Bestimmungen nicht in allen Regionen
verfugbar.
Die Testergebnisse kénnen durch bestimmte miitterliche und fetale Faktoren verzernt werden, insbesondere
durch folgende:

Mutter hat vor Kurzem eine Bluttransfusion erhalten

Organtransplantation bei der Mutter

Chirurgischer Eingriff bei der Mutter

Mutter hat Immuntherapie oder Stammzellentherapie erhalten

Mutter leidet an maligner Erkrankung

Mosaizismus der Mutter

Fetoplazentarer Mosaizismus

Tod des Fetus

Nicht Gberlebensfahiger Zwilling

Produktkomponenten

VeriSeq NIPT Solution v2 (Teile-Nr. 20030577) umfasst folgende Komponenten:
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 Proben) (Teile-Nr. 20025895)
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 Proben) (Teile-Nr. 15066801)
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 Proben) (Teile-Nr. 15066802)

VeriSeq Onsite Server v2 (Teile-Nr. 20028403) oder vorhandener VeriSeq Onsite Server (Teile-Nr. 15076164 oder
20016240) mit Aktualisierung auf v2

VeriSeq NIPT Assay Software v2, auf dem VeriSeq Onsite Server v2 bereits vorinstalliert
VeriSeq NIPT Microlab STAR (Teile-Nummem — Hamilton Company Reno: 95475-01 (115V) und 95475-02 (230V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288)

VeriSeq NIPT Workflow Manager v2, auf dem VeriSeq NIPT Microlab STAR bereits vorinstalliert

Reagenzien

Bereitgestellte Reagenzien

lllumina stellt folgende Reagenzien bereit: VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 Proben) (Teile-Nr. 20025895),
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 Proben) (Teile-Nr. 15066801) und VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 Proben)
(Teile-Nr. 15066802). Die VeriSeq NIPT Sample Prep Kits sind fiir die Verwendung mit dem ML STAR-Gerét
(Teile-Nr. 95475-01, 95475-02 oder 806288) vorgesehen. Dieses Gerét wird von Hamilton Company bereitgestellt.
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VeriSeq NIPT Sample Prep, Extraktions-Box

Tabelle 1 VeriSeq NIPT Extraction Box (24) und (48), Teile-Nr. 20025869 und 15066803

Name des Reagenz auf Anzahl der

Wirkstoffe Lagerung

dem Etikett Behalter im Kit

Lysis Buffer 1 Guanidinhydrochlorid in gepufferter wassriger Lésung 15 °C bis 30 °C

Wash Buffer | 1 Guanidinhydrochlorid und 2-Propanol in gepufferter 15 °C bis 30 °C
waéssriger Lésung

Wash Buffer Il 1 Gepufferte wassrige Lésung mit Salzen 15 °C bis 30 °C

Elution Buffer

Proteinase Buffer

Proteinase K

Gepufferte wassrige Losung
Glycerol in gepufferter wassriger Loésung

Lyophilisierte Proteinase K

Tabelle 2 VeriSeq NIPT Extraction Box (96), Teile-Nr. 15066807

Name des Reagenz auf

Anzahl der

Wirkstoffe

15 °C bis 30 °C
15 °C bis 30 °C
15 °C bis 30 °C

Lagerung

dem Etikett Behalter im Kit

Lysis Buffer 1 Guanidinhydrochlorid in gepufferter wassriger Lésung 15 °C bis 30 °C
Wash Buffer | 1 Guanidinhydrochlorid und 2-Propanol in gepufferter 15 °C bis 30 °C

waéssriger Lésung

Wash Buffer Il 2 Gepufferte wassrige Lésung mit Salzen 15 °C bis 30 °C
Elution Buffer 1 Gepufferte wassrige Losung 15 °C bis 30 °C
Proteinase Buffer 1 Glycerol in gepufferter wassriger Loésung 15 °C bis 30 °C
Proteinase K 4 Lyophilisierte Proteinase K 15 °C bis 30 °C

VeriSeq NIPT Sample Prep, Bibliotheksvorbereitungs-Box

Tabelle 3 VeriSeq NIPT Library Prep Box (24) und (48), Teile-Nr. 20026030 und 15066809

Name des Reagenz auf Anzahl der

Wirkstoffe Lagerung

dem Etikett Behalter im Kit

End Repair Mix 1 DNA-Polymerase und dNTPs in gepufferter wassriger -25 °C bis -15 °C
Lésung

A-Tailing Mix 1 DNA-Polymerase und dATP in gepufferter wassriger -25 °C bis -15°C
Lésung

Ligation Mix 1 DNA-Ligase in gepufferter wassriger Losung -25 °C bis -15°C

Hybridization Buffer 1 Gepufferte wassrige Lésung -25 °C bis -15°C

VeriSeq NIPT DNA 1 Oligonukleotide in gepufferter wassriger Lésung -25 °C bis -15°C

Adapter Plate

Tabelle 4 VeriSeq NIPT Library Prep Box (96), Teile-Nr. 15066810

Name des Reagenz auf Anzahl der

Wirkstoffe Lagerung

dem Etikett Behalter im Kit
End Repair Mix 1 DNA-Polymerase und dNTPs in gepufferter wassriger -25 °C bis -15 °C
Lésung
A-Tailing Mix 2 DNA-Polymerase und dATP in gepufferter wassriger -25 °C bis -15°C
Lésung
Ligation Mix 2 DNA-Ligase in gepufferter wassriger Losung -25 °C bis -15°C
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Name des Reagenz auf Anzahl der -

dem Etikett Behalter im itV Irkstoffe Lagerung
Hybridization Buffer 1 Gepufferte wassrige Lésung -25 °C bis -15°C
VeriSeq NIPT DNA 1 Oligonukleotide in gepufferter wassriger Lésung -25 °C bis -15°C

Adapter Plate

VeriSeq NIPT Sample Prep, Zubehér-Box

Tabelle 5 VeriSeq NIPT Accessory Box, Teile-Nr. 15066811

Name des Reagenz auf Anzahl der

dem Etikett Behalter im itV Irkstoffe Lagerung

DNA Binding Plate 1 Mikroplatte aus Propylen mit modifizierter 2 °C bis 8 °C
Silikonmembran

Resuspension Buffer 1 Gepufferte wassrige L6sung 2 °C bis 8 °C

Sample Purification Beads 1 Festphasige paramagnetische Beads in gepufferter 2 °C bis 8 °C
wassriger Lésung

DNA Quantification 1 DNA-interkalierender Farbstoff in DMSO 2 °C bis 8 °C

Reagent

DNA Quantification 1 dsDNA-Standard, unspezifische DNA und Natriumazid 2 °C bis 8 °C

Standard in gepufferter wéssriger Lésung

VeriSeq NIPT Sample Prep, Workflow-Réhrchen und Etiketten

Tabelle 6 Workflow Tubes and Labels, Teile-Nr. 15071543

Artikelname auf dem Etikett Anzahl Artikel im Kit Lagerung

Label (LBL)-Plate Barcode 9 15 °C bis 30 °C
Label (LBL)-Deep-well Plate Barcode 12 15 °C bis 30 °C
Tube (TB)-Empty Pooling Tube 5 15 °C bis 30 °C

Nicht bereitgestellte Reagenzien

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Reagenzien
Sequenzierungsreagenzien und Verbrauchsmaterialien fiir das NGS-System
DNase-/RNase-freies Wasser
Ethanol, 100 % (200 Proof), in fir die Molekularbiologie geeigneter Qualitat

| HINWEIS
Ethanol in geringerer als fiir die Molekularbiologie geeigneter Qualitat kann die Leistung des Assays
beeintrachtigen.
Optionale, nicht bereitgestellte Reagenzien
DPBS (Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlésung) fiir NTC-Proben (No Template Control)

Lagerung und Handhabung

1 Die Raumtemperatur ist mit 15 °C bis 30 °C definiert.
2 Alle Reagenzien sind fiir den einmaligen Gebrauch bestimmt. Nachdem die Reagenzien fiir den Einsatz
vorbereitet wurden, sollten sie umgehend verwendet werden.
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3 Wenn die Verpackung oder der Inhalt einer der Komponenten von VeriSeq NIPT Solution beschadigt oder
beeintrachtigt ist, wenden Sie sich bitte an den Kundenservice von lllumina.

4 Die Reagenzien sind bis zu dem auf dem Kit-Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil, wenn sie wie angegeben
gelagert werden. Die Lagerungsbedingungen finden Sie in der Spalte ,,Lagerung” der Tabellen unter
Bereitgestellte Reagenzien auf Seite 4. Verwenden Sie keine abgelaufenen Reagenzien.

5 Anderungen an der physischen Struktur der bereitgestellten Reagenzien kann auf eine Schadigung der
Materialien hindeuten. Verwenden Sie die Reagenzien nicht, wenn Anderungen an der physischen Struktur
auftreten (z. B. offensichtliche Verdanderungen der Reagenzienfarbe oder Eintrilbbung mit offenkundiger
Keimkontamination).

6 Beachten Sie die folgenden Best Practices beim Umgang mit Sample Purification Beads (Probenreinigungs-
Beads):

Frieren Sie Beads niemals ein.

Die Beads sollten Raumtemperatur haben, bevor sie verwendet werden.

Mischen Sie die Beads unmittelbar vor der Verwendung mit dem Vortexmischer, bis sie gut suspendiert sind
und die Farbe homogen erscheint.

7 In Lysis Buffer, Wash Buffer I, Wash Buffer Il, Elution Buffer und Proteinase Buffer kénnen sich sichtbare Partikel
oder Kristalle bilden. Mischen Sie diese vor der Verwendung kréaftig mit dem Vortexmischer und stellen Sie
anschlieBend visuell sicher, dass keine Ausféllungen vorhanden sind.

8 Frieren Sie Vollblut nach der Enthahme niemals ein.

9 Sequenzieren Sie Bibliotheken so bald wie méglich nach dem Pooling. Pool-Bibliotheken sind bei einer
Lagerung zwischen -25 °C und -15 °C bis zu sieben Tage lang stabil. Unter diesen Lagerbedingungen ist keine
zusétzliche Denaturierung erforderlich.

Gerate und Materialien

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Gerate und Materialien

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Ausstattung

Ausstattung Anbieter

Einkanalpipetten, 20 pl Allgemeiner Laborlieferant
Einkanalpipetten, 200 pl Allgemeiner Laborlieferant
Einkanalpipetten, 1.000 pl Allgemeiner Laborlieferant
Pipettierhilfe Allgemeiner Laborlieferant
Kihlschrank, 2 °C bis 8 °C Allgemeiner Laborlieferant
Gefrierschrank, -25 °C bis -15 °C Allgemeiner Laborlieferant
Mikrozentrifuge Allgemeiner Laborlieferant
Vortexer Allgemeiner Laborlieferant

Zentrifugen- und Rotoreinheit fiir Blutentnahmeréhrchen

Empfohlen:
e Allegra X12R Series-Zentrifuge, 1.600 g Beckman Coulter, Artikel-Nr. 392304 (120 V oder 230 V)
e GH-3.8 Rotor mit Bechern, fiir Allegra-Zentrifuge Beckman Coulter, Artikel-Nr. 369704
e Deckel fiir Becher, 2er-Set, fiir Allegra-Zentrifuge Beckman Coulter, Artikel-Nr. 392805
e Adaptereinheit, 16 mm, 4er-Set, fir Allegra-Zentrifuge Beckman Coulter, Artikel-Nr. 359150
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Ausstattung

Vergleichbar:

e Kuhlzentrifuge, geeignet fiir 1.600 x g, mit Option zum
Deaktivieren der Bremsfunktion

e Ausschwingrotor mit Bechern

e Bechereinsatze, fiir 24, 48 oder 96 Réhrchen, Mindesttiefe

von 76 mm
e Einsatzadapter geeignet fiir Blutentnahmeréhrchen von
16 x 100 mm

Zentrifugen- und Rotoreinheit fir Mikroplatten

Empfohlen:
e Sorvall Legend XTR-Zentrifuge

e HIGHPIate 6000-Mikroplattenrotor
e Zwei Exemplare von einer der folgenden Stiitzplatten fiir
Mikroplatten:
e MicroAmp 96-Well-Stltzplatte
e 96-Well-PCR-Plattentrager

Vergleichbar:

e Zentrifuge, geeignet fiir 5.600 x g

e Schwingrotor fiir Platten mit 96-Well-Plattentrager,
Mindesttiefe 76,5 mm

e Stitzplatte fur Mikroplatten

Eine der folgenden Mikroplatten-Reader (Fluorometer) mit
SoftMax Pro v6.2.2 oder hoéher:

e Gemini XPS

e SpectraMax M2

SpectraMax High-Speed USB, Serial Adapter

Thermocycler mit den folgenden Spezifikationen:

e Beheizbarer Deckel

e Temperaturbereich: 4 °C bis 98 °C

e Temperaturgenauigkeit: +2 °C

e Mindestanstiegsrate: 2 °C pro Sekunde

e Kompatibel mit Twin.tec PCR-Platte, 96-Well, mit
Vollrahmen

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Sequenziersystem der nachsten Generation (NGS), das
Folgendes bietet:

¢ Paired-End-Sequenzierung von 2 x 36 bp

e Kompatibel mit Doppel-Index-Adaptern von VeriSeq

NIPT Sample Prep

¢ Automatische Erzeugung von .BCL-Dateien

e Zweikanal-Chemie

¢ 400 Millionen Paired-End-Reads pro Lauf

e Kompatibel mit VeriSeq NIPT Assay Software v2
oder ein NextSeq 550Dx-Sequenziersystem.

Bei Verwendung eines NextSeq 550Dx-Sequenziersystems:

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (75 Zyklen)

VeriSeq Onsite Server v2 oder ein aktualisierter VeriSeq
Onsite Server
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Anbieter

Allgemeiner Laborlieferant

Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. 75004521 (120 V) oder
Katalog-Nr. 75004520 (230 V)
Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. 75003606

Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. 4379590
Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. AB-0563/1000

Allgemeiner Laborlieferant

Molecular Devices, Teile-Nr. XPS
Molecular Devices, Teile-Nr. M2

Molecular Devices, Teile-Nr. 9000-0938

Allgemeiner Laborlieferant

Hamilton, Teile-Nr. 95475-01 (115 V), Teile-Nr. 95475-02
(230 V) oder Teile-Nr. 806288 (fir Hamilton Company
Bonaduz)

Geratelieferant oder lllumina, Teile-Nr. 20005715

Illumina, Teile-Nr. 20028870

lllumina, Teile-Nr. 20028403 (v2) oder Teile-Nr. 15076164
oder Teile-Nr. 20016240 (aktualisiert)

August 2019



Optionale, nicht bereitgestellte Gerate

Gerat
Pluggo Decapper System

SpectraMax SpectraTest FL1-Platte zur Validierung der
Fluoreszenz

Roéhrchen-Revolver/-Rotator, 15 ml Réhrchen, 40 rpm,
100-240 V

VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Anbieter
LGP Consulting, Teile-Nr. 4600 4450
Molecular Devices, Teile-Nr. 0200-5060

Thermo Scientific, Katalog-Nr. 88881001 (USA) oder Katalog-
Nr. 88881002 (EU)

Erforderliche, jedoch nicht bereitgestellte Materialien

Verbrauchsmaterial

Leitfahige unsterile 1.000-pl-Filterspitzen
Leitfahige unsterile 300-pl-Filterspitzen
Leitfahige unsterile 50-pl-Filterspitzen
Deep-Well-Behalter

MagNA Pure LC Medium Reagent Tub 20 (Reagenzréhrchen),
20 mi

Deep-Well Plate 96 (Deep-Well-Platte), 2 mi

Low Volume 384 Well Black Flat Bottom Polystyrene
Microplate (Low-Volume-384-Well-Mikroplatte aus
schwarzem Polystyrol, flacher Boden)

Twin.tec PCR Plate 96-well, full-skirt (Twin.tec PCR-Platte,
96-Well, mit Vollrahmen)

Eine der folgenden Verschlussfolien:
e Microseal 'F' Foil
* Verschlussfolien

Cell-Free DNA BCT CE (Réhrchen zur Entnahme von
Vollblut)

Verschlusskappen

2-ml-Réhrchen mit Schraubverschluss
20-pl-Filterspitzen fir 20-pl-Pipettierer
200-ul-Filterspitzen fir 200-pl-Pipettierer
1.000-pl-Filterspitzen fir 1.000-pl-Pipettierer
Serologische 25-ml-Pipetten

Serologische 10-ml-Pipetten

Empfohlen:
Deconex® SOLARSEPT
Deconex® 61 DR

Vergleichbar:
Alkoholisches Schnelldesinfektionsspray
Desinfizierende Reinigungsmittellésung

August2019

Anbieter

Hamilton, Teile-Nr. 235905

Hamilton, Teile-Nr. 235903

Hamilton, Teile-Nr. 235948

Corning Axygen, Produkt-Nr. RES-SW96-HP-SI
Roche, Produkt-Nr. 03004058001

Eppendorf, Teile-Nr. 0030505301
Corning, Produkt-Nr. 3820

Eppendorf, Teile-Nr. 0030129512

Bio-Rad, Katalog-Nr. MSF1001
Beckman Coulter, Artikel-Nr. 538619

Streck, Katalog-Nr. 218997

Sarstedt, Bestell-Nr. 65.802
Allgemeiner Laborlieferant
Allgemeiner Laborlieferant
Allgemeiner Laborlieferant
Allgemeiner Laborlieferant
Allgemeiner Laborlieferant
Allgemeiner Laborlieferant

Borer Chemie AG

Allgemeiner Laborlieferant

Dokument-Nr.1000000086774 vO2 DEU
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Optionale, nicht bereitgestellte Materialien

Verbrauchsmaterial Anbieter

Réhrchen mit Schraubverschluss, 10 ml (nur fiir Sarstedt, Bestell-Nr. 60.551
Kontrollproben)

Rohrchen mit Schraubverschluss, 50 ml Allgemeiner Laborlieferant

Sammeln, Transportieren und Lagern von Proben

VORSICHT
J Behandeln Sie alle Proben wie potenzielle Infektionserreger.

1 Vollblutproben mit 7-10 ml miissen in zellfreien DNA-Blutentnahmeréhrchen von Streck gesammelt werden.

2 Der Transport von Vollblut muss allen geltenden gesetzlichen Bestimmungen fiir den Transport von
Infektionserregem entsprechen. Es wird Expresslieferung/-transport empfohlen.

3 Wahrend des Transports muss die Lagertemperatur zwischen 4 °C und 30 °C liegen. Lagem Sie die Proben nach
Empfang bis zur Verwendung bei 2 °C bis 8 °C. Die Zeitspanne zwischen Blutentnahme und erster
Plamaisolierung darf nicht langer als funf Tage betragen.

4  Falls ein emeuter Test erforderlich ist, kdnnen die Proben nach der Verarbeitung wieder verschlossen und
weitere finf Tage bei 4 °C gelagert werden (die maximale Lagerungszeit nach der Blutentnahme betragt

10 Tage).
VORSICHT
J Das Uberschreiten der oben genannten Lagerungszeit kann zu héheren Fehlerquoten bei den

einzelnen Proben fiihren.

Warn- und Vorsichtshinweise

Dieser Assay enthélt Proteinase K. Personen kénnen sich durch Inhalation, orale Aufnahme oder durch den
Kontakt mit der Haut oder den Augen verletzen. Die Verwendung muss in einem gut beliifteten Bereich
stattfinden. Es ist Schutzkleidung zu tragen. Das Einatmen von Staub muss vermieden werden. Alle Behalter und
nicht verwendeten Inhalte miissen gemaB den geltenden Sicherheitsvorschriften entsorgt werden.

Dieser Assay enthalt Guanidiniumchlorid. Personen kénnen sich durch Inhalation, orale Aufnahme oder durch
den Kontakt mit der Haut oder den Augen verletzen. Die Verwendung muss in einem gut bellfteten Bereich
stattfinden. Es ist Schutzkleidung zu tragen. Alle Behélter und nicht verwendeten Inhalte missen gemas den
regional geltenden Sicherheitsvorschriften entsorgt werden.

Dieser Assay enthalt 2-Propanol, eine brennbare Chemikalie. Er muss von Hitze und offenen Flammen
ferngehalten werden. Personen kénnen sich durch Inhalation, orale Aufnahme oder durch den Kontakt mit der
Haut oder den Augen verletzen. Die Verwendung muss in einem gut beliifteten Bereich stattfinden. Es ist
Schutzkleidung zu tragen. Alle Behélter und nicht verwendeten Inhalte miissen gemaB den regional geltenden
Sicherheitsvorschriften entsorgt werden.

Um die Bildung von schéadlichen Gasen zu verhindem, entsorgen Sie die Abfélle der cfDNA-Extraktion (enthalten
Guanidinthiocyanat) nicht zusammen mit Abféllen, die Bleiche (Natriumhypochlorit) enthalten.

Behandeln Sie alle Proben so, als enthielten sie potenzielle Infektionserreger.

Wenden Sie die routineméBigen VorsichtsmaBnahmen fir das Labor an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund.
Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in ausgewiesenen Arbeitsbereichen. Tragen Sie beim Umgang mit Proben
und Assay-Reagenzien Einweghandschuhe und einen Laborkittel. Waschen Sie sich nach dem Umgang mit
Proben und Assay-Reagenzien griindlich die Hande.
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Verwenden Sie Assay-Komponenten nicht mehr nach ihrem auf dem Etikett der Zubehér-Box angegebenen
Verfallsdatum. Tauschen Sie Assay-Komponenten aus unterschiedlichen Assay-Chargen nicht gegeneinander
aus. Die Assay-Charge ist auf dem Etikett der Zubehér-Box angegeben. Lagem Sie die Assay-Komponenten bei
den angegebenen Temperaturen.

Um den Abbau von Proben oder Reagenzien zu verhindem, stellen Sie sicher, dass alle
Natriumhypochloritdampfe der Reinigungslésung volistandig verfliichtigt sind, bevor Sie mit dem Protokoll
beginnen.

Wenn die beschriebenen Verfahren nicht eingehalten werden, kann dies zu fehlerhaften Ergebnissen oder einer
wesentlichen Minderung der Probenqualitat fuhren.

Weitere umwelt-, gesundheits- und sicherheitsbezogene Informationen finden Sie in den Sicherheitsdatenblattem
(SDS, Safety Data Sheets) unter support.illumina.com/sds.html.

Verfahrenshinweise

Vermeiden einer Kontamination
Verwenden Sie neue Spitzen und frische Labor-Verbrauchsmaterialien.

Verwenden Sie aerosolresistente Spitzen, um eine Ubertragung und Kreuzkontamination zwischen den Proben zu
verhindem.

Lassen Sie aufgrund des Kontaminationspotenzials duBerste Vorsicht walten, um sicherzustellen, dass der Well-
Inhalt volilstéandig im Well verbleibt. Passen Sie auf, dass der Inhalt nicht verspritzt wird. Zentrifugieren Sie die
Proben nach jedem Vortexmischer-Schritt.

Befolgen Sie beim Umgang mit Blut und Blutderivaten die geltenden Verordnungen zur guten Laborpraxis und
Hygiene.

Verwenden Sie wahrend der Bibliotheksvorbereitung keine aerosolhaltigen Bleichmittelsprays. Minimale
Kontaminationen mit Bleichmittel kbnnen zu einem Fehlschlagen des Assays flhren.

Reinigen des Decks von VeriSeq NIPT Microlab STAR

Bevor Sie das Deck verwenden, priifen Sie, ob es sauber ist. Fiihren Sie mindestens einmal pro Woche die
woéchentliche Wartung gemaB den Reinigungsanweisungen durch.

Entfernen Sie alle entnehmbaren Trager, reinigen Sie diese mit einem alkoholischen Schnelldesinfektionsspray
(Deconex® SOLARSEPT oder vergleichbar) und lassen Sie sie trocken. Legen Sie stark verschmutzte Trager
anschlieBend in ein Bad aus desinfizierender Reinigungsmittellésung (Deconex® 61 DR oder vergleichbar),
spiilen Sie sie danach mit einem alkoholischen Desinfektionsmittel und lassen Sie sie trocknen.

Offnen Sie die Frontabdeckung und wischen Sie das Deck mit einem mit Deconex® SOLARSEPT getrankten
Tuch (oder vergleichbar) ab. Priifen Sie insbesondere die Gleitblécke auf etwaige Verschmutzungen.
Entfernen Sie das CVS-Manifold und reinigen Sie das Manifold, die Dichtung und die Innenkammem des CVS-
Gerats mit einem Tuch.

Entsorgen Sie den Spitzen-Abfall des CORE 96-head und des unabhéngigen Kanals.

Entfernen Sie die Spitzenauswurfplatte der Spitzenabfallstation fiir die unabhangigen Kanéle und reinigen Sie sie
wie folgt: Spriihen Sie Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) direkt auf die Oberflache und wischen Sie sie
ab. Streifen Sie eine neue Plastiktite (ber den Rahmen und befestigen Sie diesen wieder. Setzen Sie die saubere
Spitzenauswurfplatte wieder ein.

Spriihen Sie Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) direkt auf die Oberflache des Abfallbehélters des CORE
96-head und reiben und wischen Sie sie ab.
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Wenn sich Ablagerungen von Spitzenabfall nur schwer entferen lassen, trdnken Sie ein Tuch mit DNase-
und RNase-freiem Wasser und entfernen Sie damit die Ablagerungen. Entsorgen Sie das Tuch den
Bestimmungen entsprechend. Fiihren Sie anschlieBend die Sterilisierung mit dem alkoholischen
Desinfektionsmittel durch.

Befeuchten Sie ein fusselfreies Tuch oder Wattestabchen mit 70%igem Ethanol. Tupfen Sie das Laserscanner-
Fenster des Barcodescanners ab. Reinigen Sie mit demselben Tuch oder Wattestédbchen jeden Well des
Adapters der CPAC-Platte. Wenn Sie ein Tuch verwenden, driicken Sie dieses mit der Riickseite eines Stifts in
jeden Well des Adapters, um die Innenseiten der Wells ordnungsgeman zu saubem.

Reinigen Sie die unabhangigen Kanale:
Reinigen Sie auf den unabhangigen Kanalen die Spitzenauswurfhiilse (duBerer Teil der Pipettierkanale) mit
einem fusselfreien, mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) getrankten Tuch. (Siehe
Referenzhandbuch zu Hamilton Microlab STAR, Nr. 15070074.)
Reinigen Sie die Anlaufscheibe und die O-Ringe des Pipettierkopfes (duBerer Teil der Pipettierkanéle) mit
einem fusselfreien, mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) getréankten Tuch.

Reinigen Sie den CORE 96-head:
Saubemn Sie mit demselben fusselfreien, mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) getrankten Tuch
das Gehause des CORE 96-head und den Boden der Anlaufscheiben.
Ziehen Sie dasselbe Tuch oder einen mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) getrankten
Tuchstreifen um die Seiten der Pipettierkanédle des CORE 96-head, um die O-Ringe zu saubem. Fiihren Sie
dies fir jeden Pipettierkanal auf dem CORE 96-head durch.

Bespriihen Sie die Front- und die seitliche Abdeckung mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) und
wischen Sie sie trocken.

Reinigen Sie das Autoload-Schutzband mit einem mit Deconex® SOLARSEPT (oder vergleichbar) getrankten
Tuch und reiben Sie es vorsichtig ohne Druck ab.

Lassen Sie Deck und Komponenten vollstandig trocknen und setzen Sie dann die Trager ein.

HINWEIS

Eine unsachgeméBe Reinigung und Wartung des ML STAR-Geréts kann zu einer Kreuzkontamination
und der Beeintrachtigung der Assay-Leistung flihren.

Qualitatssicherung

12

Es kdnnen Kontrollproben mit bekannten Leistungsmerkmalen bewertet werden, um Unterschiede in der
Verarbeitung und den technischen Verfahren im Labor zu erkennen.

HINWEIS

Das Ausfiihren einer Kontrollprobe oder einer Negativkontrolle reduziert die Gesamtzahl der
unbekannten mutterlichen Proben, die mit jedem Probenvorbereitungskit verarbeitet werden kénnen.

Ein Batch mit 24 oder 48 Proben darf nicht mehr als zwei NTC-Proben enthalten, ein Batch mit
96 Proben darf nicht mehr als vier NTC-Proben enthalten.
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Gebrauchsanweisung

Tipps und Techniken

Fahren Sie umgehend mit dem nachsten Schritt fort, auBer wenn im Protokoll ein sicherer Haltepunkt
angegeben ist.

Versehen von Platten mit Barcodes

Barcodes fir Vollrahmenplatten beginnen mit ,,PL".

Barcodes fir Deep-Well-Platten beginnen mit ,DW*.

Bringen Sie die Barcodes bei Vollrahmenplatten und Deep-Well-Platten seitlich von Spalte 12 an.

Laden Sie die Platten so, dass der Barcode nach rechts zeigt, um das automatisierte Scannen zu erméglichen.

Versiegeln und Entsiegeln der Platte

Versiegeln Sie die 96-Well-Platte stets vor den folgenden Schritten im Protokoll:
Zentrifugierschritte
Thermocycler-Schritte

Legen Sie die selbsthaftende Verschlussfolie auf die Platte und versiegeln Sie sie.

Vor dem Entsiegeln:
Zentrifugieren Sie die 96-Well-Platte bei 1.000 x g fiir 20 Sekunden.
Legen Sie die Platte auf eine ebene Oberflache, bevor Sie die Versiegelung langsam entfemen.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Fihren Sie vor der Nutzung entsprechend den Anweisungen des Herstellers die erforderliche Wartung durch und
dokumentieren Sie dies.

Uberwachen Sie das ML STAR-Gerit wahrend der automatisierten Schritte. Achten Sie auf die
Eingabeaufforderungen und die Anweisungen fiir den Bediener, die auf der Benutzeroberflache der VeriSeq NIPT
Workflow Manager v2 Software angezeigt werden.

Halten Sie die Frontabdeckung wahrend des Betriebs geschlossen.
Halten Sie das Deck wahrend des Betriebs véllig frei.

Wenn Sie von VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 wahrend der Durchfiihrung von Plattenvakuumschritten dazu
aufgefordert werden, unterstitzen Sie manuell die Bildung einer Dichtung zwischen der Platte und dem
Vakuummanifold.

Lassen Sie die Spitzen aus dem Adapter automatisch vom System entsorgen. Entfernen Sie Spitzen nur dann
manuell, wenn Sie von der Software dazu aufgefordert werden.

Entfernen Sie verbrauchte Reagenzien und verwendete Verbrauchsmaterialien, wenn Sie durch den Workflow
Manager dazu aufgefordert werden.

Leeren Sie taglich die Abfallflaschen des Vakuumsystems. Die erste Ballonflasche sollte niemals mehr als zur
Halfte gefiillt sein. Ein Uberlaufen der Abfallflasche des Vakuumsystems kann zu Schaden an der Vakuumpumpe
und zur Verminderung des vom System aufgebauten Vakuums fihren.
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Verarbeitung von Proben

Verfahren

1

Fihren Sie firr jede Teilprobe die folgenden Schritte durch:

a Zentrifugieren Sie die mit einem Barcode versehenen Proben 10 Minuten lang bei 1.600 x g und 4 °C
mit ausgeschalteter Bremse.

b Sobald die Zentrifuge vollkommen stillsteht, entnehmen Sie die Probenréhrchen.
Beginnen Sie innerhalb von 15 Minuten nach der Zentrifugation mit der Plasmaisolation. Wiederholen Sie die
Zentrifugation, falls mehr als 15 Minuten verstrichen sind.

Uberpriifen Sie jedes Roéhrchen, um sicherzustellen, dass es mindestens 1,5 ml Plasma oberhalb des Buffy-
Coats enthalt.

Nehmen Sie den Deckel der R6hrchen ab und laden Sie diese in die R6hrchentrager. Laden Sie alle Proben und
alle Plasma-Kontrollen fiir den Batch.

Isolieren von Plasma

Vorbereitung

1
2

Beschriften Sie eine Deep-Well-Platte mit ,,Voraufiges Plasma“ und versehen Sie sie mit einem Barcode.
Beschriften Sie eine Deep-Well-Platte mit ,,Endgultiges Plasma“ und versehen Sie sie mit einem Barcode.

Verfahren

1
2

N

Offnen Sie den AppLauncher und klicken Sie auf ,,VeriSeq NIPT Method*.
Geben Sie die Batch-ID und den Benutzemamen ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
Die maximal zulassige Batch-ID-Lénge betragt 26 Zeichen. Es sind nur Zahlen, Buchstaben, Bindestriche (-) und
Unterstriche (_) zulassig. Beispiel: 2025-10-16_Batch3.
Klicken Sie auf New Batch (Neuer Batch).
Klicken Sie nach der Initiierung auf OK, um mit der Plasmaisolation zu beginnen.
Fihren Sie einen der folgenden Schritte durch:
Laden Sie ein vorhandenes Probenblatt, indem Sie das dem Batch zugeordnete Probenblatt auswahlen und
anschlieBend auf OK klicken.
Wenn Sie fortfahren moéchten, ohne ein Probenblatt auszuwahlen, klicken Sie auf No Sample Sheet (Kein
Probenblatt).
Informationen zum Erstellen eines Probenblatts oder zum Festlegen von Standardwerten finden Sie im
Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2 Software (Dokument-Nr. 1000000067940).

HINWEIS

Der Probentyp, ,,Singleton” (Einling) oder ,,Twin“ (Zwilling), muss bei jeder Probe fehlerfrei
protokolliert werden, um eine ordnungsgemaBe Datenanalyse zu gewahrleisten.

Wenn Sie die Option ,,No Sample Sheet” (Kein Probenblatt) auswéahlen, miissen Sie in den
Workflow Manager Service Tools Standardwerte flir die Proben festlegen.

Wabhlen Sie die BatchgroBe aus und klicken Sie anschlieBend auf OK.
Waibhlen Sie die Anzahl der Negativkontrollen (NTC) aus und klicken Sie anschlieBend auf OK.
HINWEIS

NTC-Positionen werden stets zuletzt ausgewéhlt. Wenn sich beispielsweise in einem Lauf mit
24 Proben zwei NTCs befinden, befinden sich diese auf den Positionen 23 und 24.
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VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Vergewissern Sie sich, dass alle Barcodes angebracht wurden, und laden Sie die Proben, Spitzen und Platten
(mit dem Barcode nach rechts) auf den Trager. Klicken Sie nach jeder Aufforderung zum Laden auf OK.

Trager-
typ

24, 48, 96 Spitze 7-12 1.000-pl-Spitzen 5
1.000-pI-Spitzen (nur fir BatchgréBe 96) 4,5

ProbenbatchgroBe Schiene  Element Position

Rohrchen 15 Vorbereitete Blutprobenréhrchen 1-24 (fiir alle BatchgroBen) 1-24
Roéhrchen 16 Vorbereitete Blutprobenréhrchen 25-48 (nur fiir BatchgréBen 48 und 25-48
96)
Roéhrchen 17 Vorbereitete Blutprobenréhrchen 49-72 (nur fiir BatchgréBe 96) 49-72
Rohrchen 18 Vorbereitete Blutprobenréhrchen 73-96 (nur fiir BatchgréBe 96) 73-96
Multiflex 19-24 Leere Deep-Well-Platte ,,Endgiiltiges Plasma“, barcodiert 4
Multiflex 19-24 Leere Deep-Well-Platte ,Vorlaufiges Plasma“, barcodiert 5
Reagenz 47 [Optional] DPBS fiir Negativkontrolle 5

Stellen Sie sicher, dass Trager, Labware und Reagenzien ordnungsgemaB geladen sind, und klicken Sie
anschlieBend im Bildschirm ,,Pre-Spin Deck Verification“ (Deck-Priifung vor Zentrifugation) auf OK.

Uberwachen Sie das ML STAR-Gerit wahrend der automatisierten Schritte.

Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréts frei von Hindemissen ist, damit das ML STAR-Gerat die Trager entladen kann.

Klicken Sie auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.

Entfemen Sie die Deep-Well-Platte ,,Vorlaufiges Plasma“ vom Trager.

a Prifen Sie die Wells der Platte auf ein einheitliches Volumen (keine Pipettenfehler). Das Volumen sollte
1.000 pl betragen.

b Notieren Sie Abweichungen und protokollieren Sie diese nach Abschluss der Plasmaisolation.

¢ Versiegeln Sie die Platte, laden Sie diese mit Ausgleichsmaterial und zentrifugieren Sie sie 10 Minuten
lang bei 5.600 x g mit ausgeschalteter Bremse auf der niedrigsten Einstellung.

Klicken Sie auf Yes (Ja), um mit der finalen Plasmavorbereitung fortzufahren.
Entfernen Sie die Plattenversiegelung und platzieren Sie die Platte emeut auf den Trager.

Trager-
typ
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Deep-Well-Platte ,Vorlaufiges Plasma“ 5

ProbenbatchgréBe Schiene Element Position

Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Intermediate Plasma plate has been spun (Platte ,Vorlaufiges Plasma“
wurde zentrifugiert) und klicken Sie auf OK.
Uberwachen Sie das ML STAR-Gerit wiahrend der automatisierten Schritte.
Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréts frei von Hindemissen ist, damit das ML STAR-Gerét die Trager entladen kann.
Klicken Sie auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.
Leeren Sie die Trager und das Deck, wenn Sie vom Workflow Manager dazu aufgefordert werden.
Entferen Sie die Deep-Well-Platte ,,Endgliltiges Plasma“.
Uberpriifen Sie die Platte auf folgende Bedingungen:

Einheitliches Volumen in jedem Well. Das Volumen sollte 900 pl betragen.

Sichtbare Zellpellets.

UberméaBige Hamolyse.
Wenn anormale Zellpellets sichtbar sind oder Sie eine GibermaBige Hamolyse feststellen, machen Sie die
betroffene Probe am Ende der Plasmaisolierung ungiiltig oder verwenden Sie den Batch Manager. Weitere
Informationen zum Batch Manager finden Sie im Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2 Software
(Dokument-Nr. 1000000067940).
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23 Wenn Sie vom Workflow Manager dazu aufgefordert werden, klicken Sie auf OK.
24 Geben Sie Anmerkungen zu den betroffenen Wells ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
25 Fuhren Sie einen der folgenden Schritte durch.

Um mit der cfDNA-Extraktion fortzufahren, klicken Sie auf Yes (Ja).
Um den Vorgang zu beenden, klicken Sie auf Exit (Beenden).

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang stoppen, versiegeln Sie die Platte ,,Endgiiltiges Plasma“ und lagern Sie sie bis zu 7 Tage
lang bei 2 °C bis 8 °C.

Extraktion der cfDNA

Vorbereitung

1 Inspizieren Sie die Extraktions- und die Zubehérbox visuell, um sicherzustellen, dass das Kit nicht abgelaufen
ist.
2 Bereiten Sie die folgenden Reagenzien vor. Beschriften Sie die R6hrchen und die Deep-Well-Behalter mit den
Namen der Reagenzien.
Element Lagerung Anweisungen
Deep-Well-Platte ,,Endgiiltiges 2 °C bis Wenn die Platte zuvor gelagert wurde, legen Sie sie 30 Minuten beiseite, um
Plasma“, wie unter /solieren 8°C sie auf Raumtemperatur zu bringen. Zentrifugieren Sie 20 Sekunden lang bei
von Plasma auf Seite 14 1.000 x g. Entsiegeln Sie die Deep-Well-Platte ,, Endgliltiges Plasma“, bevor
beschrieben. Sie sie verwenden.
Proteinase K 15°C Geben Sie langsam 3,75 ml Proteinase Buffer in jedes Reagenzienflaschchen.
bis e Bereiten Sie drei Flaschchen fiir 24 und 48 Proben vor.
30 °C ¢ Bereiten Sie vier Flaschchen fiir 96 Proben vor.
VerschlieBen Sie das Flaschchen und mischen Sie mit dem Vortexmischer, bis
das Reagenz resuspendiert ist.
HINWEIS: Vermeiden Sie unbedingt eine Verunreinigung des Gummipfropfens.
Fremde Substanzen auf dem Pfropfen kontaminieren zukiinftige Proben.
Geben Sie das vorbereitete Reagenz aus allen Flaschchen in einen
Reagenzienbehalter.
Wash Buffer Il 15°C Geben Sie 100 ml 100%iges Ethanol in jede Reagenzienflasche.
bis e Bereiten Sie ein Flaschchen fir 24 und 48 Proben vor.
30 °C ¢ Bereiten Sie zwei Flaschen fiir 96 Proben vor.
Invertieren Sie sie zum Mischen.
Markieren Sie das Kontrollkastchen auf der Flasche.
3 Beschriften Sie eine neue Vollrahmenplatte mit ,,Intermediat“ und versehen Sie sie mit einem Platten-Barcode.
4  Beschriften Sie eine neue Vollrahmenplatte mit ,,cfDNA-Elution“ und versehen Sie sie mit einem Platten-Barcode.
5 Beschriften Sie eine neue Deep-Well-Platte mit ,,Extraktions-Intermediat“ und versehen Sie sie mit einem Platten-
Barcode.
6 Versehen Sie die DNA Binding-Platte mit einem Platten-Barcode.
7 Bereiten Sie eine 70%ige Ethanol-Reinigungslésung (70 % Ethanol, 30 % DNase-/RNase-freies Wasser) fiir die
Reinigung des Vakuumsystems vor.
8 Bereiten Sie das Vakuumsystem vor.
a Entfernen Sie das Vakuummanifold und reinigen Sie es mit 70%igem Ethanol.
b Leeren Sie den Abfallbehélter des Vakuumsystems.
¢ Vergewissern Sie sich, dass das ML STAR-Vakuumsystem eingeschaltet ist.
Reinigen Sie die Dichtung nicht mit Ethanol, andemfalls kann das Material spréde werden.
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Verfahren
1 Klicken Sie auf OK, um die cfDNA-Extraktion zu starten.
2 Falls VeriSeq NIPT Method noch nicht ge6ffnet ist:
a Offnen Sie den AppLauncher und klicken Sie auf VeriSeq NIPT Method.
b Geben Sie die Batch-ID und den Benutzernamen ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
3 Laden Sie Spitzen wie folgt auf die Spitzentradger und klicken Sie auf OK.
ProbenbatchgréBe Trf;’:r- Schiene Element Position
24 Spitze 1-6 1.000-pl-Spitzen 1
7-12 300-pl-Spitzen 1
48 Spitze 1-6 1.000-pl-Spitzen 1,2
7-12 300-pl-Spitzen 1
96 Spitze 1-6 1.000-pl-Spitzen 1,2,3,4
7-12 300-pl-Spitzen 1
4 Laden Sie abgezahlte Spitzen wie folgt auf die Spitzentrager.
ProbenbatchgréBe Trt'a';;:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Spitze 49-54 1.000-pl-Spitzen 1
300-pl-Spitzen 2
50-pl-Spitzen 3
5 Geben Sie die Position der ersten und letzten Spitze fiir jedes Spitzen-Rack ein und klicken Sie anschlieBend auf
OK.
6 Scannen Sie die Barcodes der Extraktions-Box.
7 Geben Sie den Benutzernamen oder die Initialen der Person ein, die die Reagenzien vorbereitet hat, und klicken
Sie anschlieBend auf OK.
8 Scannen Sie die Barcodes der Zubehoér-Box.
9 Geben Sie den Benutzermamen oder die Initialen der Person ein, die die Reagenzien vorbereitet hat, und klicken
Sie anschlieBend auf OK.
10 Vergewissem Sie sich, dass die Barcodes angebracht sind.
11 Entsiegeln Sie die Deep-Well-Platte ,,Endgiiltiges Plasma“. Laden Sie die Platten (mit dem Barcode nach rechts)
wie folgt auf den Plattentrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgréBe Tri;q:r- Schiene  Element Position
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Neue Vollrahmenplatte ,Intermediat”, barcodiert 1
Neue Vollrahmenplatte ,,cfDNA-Elution”, barcodiert 2
Neue Deep-Well-Platte , Extraktions-Intermediat“, barcodiert 4
Deep-Well-Platte ,Endgiiltiges Plasma“, barcodiert 5
12 Vergewissem Sie sich, dass die DNA Binding-Platte mit einem Barcode versehen ist, und klicken Sie
anschlieBend auf OK.
13 Schneiden Sie bei Batches mit Teilplatten eine Versiegelung zurecht und bringen Sie diese iber den nicht
verwendeten Wells (Spalten 4-12 fiir Batches mit 24 Proben und Spalten 7-12 fiir Batches mit 48 Proben) an.
14 Legen Sie die DNA Binding-Platte so auf das Vakuummanifold, dass sich der Barcode auf der rechten Seite
befindet.
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15 Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Are DNA Binding Plate Columns Sealed? (Sind die Spalten der DNA
Binding-Platte versiegelt?) und klicken Sie dann auf OK.
16 Laden Sie die Reagenzrohrchen wie folgt auf den Reagenzientrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Trager-
ProbenbatchgroBe rta;;:r Schiene Element Position
24, 48 Reagenz 47 16 ml Elution Buffer 1
11 ml Proteinase K 2
96 Reagenz 47 16 ml Elution Buffer 1
15 ml Proteinase K 2

17 Geben Sie die angegebenen Reagenzien in die Deep-Well-Behélter und laden Sie dann die Behélter wie folgt auf
die Deep-Well-Trager.

18 Klicken Sie auf OK.

ProbenbatchgroBe Trtéif:r- Schiene Element Position
24, 48 Deep-Well 3944 125 ml Wash Buffer Il 1
125 ml Wash Buffer | 2
60 ml Ethanol, 100 % 3
100 ml Lysis Buffer 4
60 ml DNase-/RNase-freies Wasser 5

96 Deep-Well 39-44 200 ml Wash Buffer Il 1
125 ml Wash Buffer |
100 ml Ethanol, 100 %
100 ml Lysis Buffer

a b~ O DN

100 ml DNase-/RNase-freies Wasser

19 Warten Sie, bis die automatisierte Priifung des Reagenzienvolumens abgeschlossen ist.

20 Stellen Sie sicher, dass der Abfallbehélter des Vakuumsystems nicht mehr als zur Halfte gefiillt ist (leer
empfohlen) und klicken Sie anschlieBend auf OK.

21 Stellen Sie sicher, dass Trager, Labware und Reagenzien ordnungsgeman platziert sind, und klicken Sie
anschlieBend im Bildschimm ,,Extraction Deck Verification® (Extraktions-Deck-Priifung) auf OK.

22 Uberwachen Sie das ML STAR-Gerat wihrend der automatisierten Schritte.

23 Entfernen Sie nach dem abschlieBenden Vakuumschritt die DNA Binding-Platte und reinigen Sie die untere
Oberflache mit 70%igem Ethanol.

24 Versiegeln Sie die offenen Wells auf der DNA Binding-Platte und platzieren Sie die Platte auf der leeren Deep-
Well-Platte ,,Endgliltiges Plasma®“.

25 Zentrifugieren Sie die Einheit aus DNA Binding- und ,,Endgiiltiges Plasma“-Platte 10 Minuten lang bei 5.600 x g
mit eingeschalteter Bremse.

26 Klicken Sie auf OK.

27 Reinigen Sie wahrend der Zentrifugation der DNA Binding-Platte das Vakuumsystem:

a Entfernen Sie das Vakuummanifold und klicken Sie anschlieBend auf OK.
b Warten Sie, bis die automatisierte Abfallentsorgung abgeschlossen ist.

¢ Reinigen Sie das Vakuummanifold und das Innere des Vakuumsystems mit 70%igem Ethanol und
setzen Sie dann das Vakuummanifold ein.

d Aktivieren Sie das Kontrollkastchen Manifold is on Vacuum (Manifold unter Vakuum), um den
Transfer der Elution-Platte in das Vakuummanifold einzuleiten und klicken Sie anschlieBend auf OK.
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Entsiegeln Sie nach der Zentrifugation die Wells mit Proben auf der DNA Binding-Platte und platzieren Sie die
Platte auf der cfDNA-Elution-Platte.
Die cfDNA-Elution-Platte befindet sich auf dem Vakuummanifold.
Laden Sie die DNA Binding-Platte so, dass der Barcode sich auf der rechten Seite befindet, und klicken Sie
anschlieBend auf OK.
Uberwachen Sie das ML STAR-Gerit wahrend der automatisierten Schritte.
Aktivieren Sie nach der Inkubation das Kontrollkastchen Plates are assembled as indicated (Platten sind wie
angegeben zusammengefiigt), um anzugeben, dass sich die Einheit aus DNA Binding- und cfDNA-Elution-Platte
auf der Stitzplatte befindet (wenn fir die Zentrifuge erforderlich).
Versiegeln Sie die offenen Wells auf der DNA Binding-Platte.
Fihren Sie zwei Minuten lang eine Zentrifugation mit 5.600 x g bei aktivierter Bremse durch und klicken Sie
anschlieBend auf OK.
Prifen Sie die Wells der cfDNA-Elution-Platte auf ein einheitliches Volumen.
Das Volumen sollte ca. 55 pl betragen.
Versiegeln Sie die cfDNA-Elution-Platte und legen Sie sie fiir die Bibliotheksvorbereitung beiseite.
Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréts frei von Hindernissen ist, damit das ML STAR-Gerat die Trager entladen kann.
Klicken Sie auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.
Entladen Sie alle Trager, reinigen Sie das ML STAR-Deck und klicken Sie anschlieBend auf OK.
Geben Sie Anmerkungen zu den betroffenen Wells ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
Fihren Sie einen der folgenden Schritte durch:
Klicken Sie auf Yes (Ja), um mit der Bibliotheksvorbereitung fortzufahren.
Um den Vorgang zu beenden, klicken Sie auf Exit (Beenden).

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang stoppen, versiegeln Sie die cfDNA-Elution-Platte und lagern Sie sie bis zu 7 Tage lang
bei -25 °C bis -15 °C.
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Vorbereiten der Bibliotheken

Vorbereitung

1 Kontrollieren Sie die Bibliotheksvorbereitungs- und die Zubehér-Box, um sicherzustellen, dass das Kit nicht
abgelaufen ist.

2 Bereiten Sie die folgenden Reagenzien vor. Beschriften Sie die R6hrchen und die Deep-Well-Behélter mit den
Namen der Reagenzien.

Element Lagerung Anweisungen

End Repair Mix -25 °C bis -15 °C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer.

A-Tailing Mix -25 °C bis -15 °C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer und zentrifugieren Sie
anschlieBend kurz.

Ligation Mix -25 °C bis -15°C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer und zentrifugieren Sie
anschlieBend kurz.

Resuspension Buffer 2 °C bis 8 °C Mischen Sie mit dem Vortexmischer.
Lagern Sie das Reagenz nach Gebrauch.

Hybridization Buffer -25 °C bis -15°C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer.
Lagern Sie das Reagenz nach Gebrauch.

VeriSeq NIPT DNA Adapter -25 °C bis -15°C Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
Plate Mischen Sie mit dem Vortexmischer.
Zentrifugieren Sie bei 1.000 x g fiir 20 Sekunden.
Versehen Sie die Platte mit einem Barcode.

Sample Purification Beads 2 °C bis 8 °C Legen Sie die Beads 30 Minuten beiseite, um sie auf
Raumtemperatur zu bringen.
Mischen Sie vor der Verwendung kraftig mit dem Vortexmischer.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer oder durch Inversion, bis alle
Beads suspendiert sind und die Mischung homogen ist.

80%iges Ethanol 2 °C bis 8 °C Bereiten Sie eine frische Lésung vor.
Mischen Sie 40 ml 100%iges Ethanol und DNase-/RNase-freies
Wasser.
Invertieren Sie sie zum Mischen.

cfDNA-Elution-Platte aus -25 °C bis -15°C Wenn die Platte gelagert wurde, stellen Sie sicher, dass sie nicht
Extraktion der cfDNA auf langer als 7 Tage gelagert wurde, und lassen Sie sie bei
Seite 16. Raumtemperatur auftauen.

Mischen Sie sie 1 Minute lang mit dem Vortexmischer bei 1.500 rpm.
Zentrifugieren Sie bei 1.000 x g fiir 20 Sekunden.
3 Beschriften Sie eine neue Vollrahmenplatte mit ,,Bibliotheken“ und versehen Sie sie mit einem Platten-Barcode.
4 Vergewissem Sie sich, dass die ML STAR-Thermalkontrolle eingeschaltet ist.

Verdliinnen von Enzymen
1 Geben Sie A-Tailing Mix und Resuspension Buffer in ein R6hrchen mit Schraubverschluss. Mischen Sie mit dem
Vortexmischer und zentrifugieren Sie anschlieBend kurz.

ProbenbatchgroBe A-Tailing Mix Resuspension Buffer
24, 48 900 pl 1.200 pl
96 1.800 pl 2.400 pl
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2 Geben Sie Ligation Mix und Resuspension Buffer in ein R6hrchen mit Schraubverschluss. Mischen Sie mit dem
Vortexmischer und zentrifugieren Sie anschlieBend kurz.

ProbenbatchgréBe Ligation Mix Resuspension Buffer
24, 48 230 pl 1.713 pl
96 440 pl 3.278 pl
Verfahren
1 Klicken Sie auf OK, um die Bibliotheksvorbereitung zu starten. Falls VeriSeq NIPT Method noch nicht ge6ffnet
ist:

a Offnen Sie den AppLauncher und klicken Sie auf VeriSeq NIPT Method.
b Geben Sie die Batch-ID und den Benutzernamen ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.

2 Stellen Sie sicher, dass die folgenden Verbrauchsmaterialien so vorbereitet sind, wie im Bildschirm ,,Reagent
Preparation“ (Reagenzienvorbereitung) angegeben:
A-Tailing Mix, Ligation Mix und 80%iges Ethanol.
Sample Purification Beads, End Repair Mix und VeriSeq NIPT DNA Adapter Plate.
3 Aktivieren Sie die Kontrollkastchen und klicken Sie anschlieBend auf OK.
4 Scannen Sie die Barcodes der Bibliotheksvorbereitungs-Box.
5 Geben Sie den Benutzeramen oder die Initialen der Person ein, die die Reagenzien vorbereitet hat, und klicken
Sie anschlieBend auf OK.
6 Scannen Sie die Barcodes der Zubehér-Box.
7 Geben Sie den Benutzermmamen oder die Initialen der Person ein, die die Reagenzien vorbereitet hat, und klicken
Sie anschlieBend auf OK.
8 Laden Sie Spitzen wie folgt auf die Spitzentrager und klicken Sie anschlieBend fiir jeden Trager auf OK.

Trager-

ProbenbatchgroBe e Schiene Element Position
24 Spitze 1-6 50-pl-Spitzen 1
7-12 300-pl-Spitzen 1,2
48 Spitze 16 50-pl-Spitzen 1,2
7-12 300-pl-Spitzen 1,2,3,4
96 Spitze 16 50-pl-Spitzen 1,2,3,4
7-12 300-pl-Spitzen 1,2,3,4,5

9 Wenn Sie das Protokoll nach dem cfDNA-Extraktionsverfahren gestoppt haben, laden Sie abgezéhlte Spitzen
wie folgt auf die Spitzentrager.

Trager-
ProbenbatchgroBe rte;g:r Schiene Element Position
24, 48, 96 Spitze 49-54 1.000-pl-Spitzen 1
300-pl-Spitzen 2
50-pl-Spitzen 3

10 Geben Sie die Position der ersten Spitze fiir jedes Spitzen-Rack ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
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11 Bestéatigen Sie, dass Barcodes angebracht wurden, laden Sie die Platten (mit dem Barcode nach rechts) wie
folgt auf den Plattentrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Traqer-
ProbenbatchgroBe rff:r Schiene Element Position
24, 48, 96 Multiflex 19-24 cfDNA-Elution-Platte - barcodiert 1
DNA-Adapterplatte — barcodiert 2
Neue 96-Well-Vollrahmenplatte, Bibliotheken — barcodiert 3
Neue 96-Well-Vollrahmenplatten 4,5

12 Laden Sie den Deep-Well-Trager wie folgt und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Trager-

ProbenbatchgréBe e Schiene Element Position
24, 48, 96 Deep-Well 3944 50 ml 80%iges Ethanol in einem Deep-Well-Behalter 1
Neue 96-Well-Vollrahmenplatten 2,3,4,5

13 Laden Sie die Reagenzrohrchen wie folgt auf den Reagenzientrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Trager-
ProbenbatchgréBe r;(g:r Schiene Element Position
24, 48, 96 Reagenz 47 2,5 ml End Repair Mix 1

Vorbereiteter A-Tailing Mix (Gesamtvolumen)

2
Vorbereiteter Ligation Mix (Gesamtvolumen) 3
10 ml Sample Purification Beads 4

5

12 ml Hybridization Buffer

14 Stellen Sie sicher, dass die Trager, Labware und Reagenzien wie angegeben geladen wurden, und klicken Sie
anschlieBend im Bildschimm ,Library Deck Verification“ (Bibliotheken-Deck-Priifung) auf OK.

15 Warten Sie, bis die automatisierte Priifung des Reagenzienvolumens abgeschlossen ist.

16 Uberwachen Sie das ML STAR-Gerat wihrend der automatisierten Schritte.

17 Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréats frei von Hindemissen ist, damit das ML STAR-Gerat die Trager entladen kann. Klicken Sie
anschlieBend auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.

18 Prifen Sie die Wells der Platte ,,Bibliotheken“ auf ein einheitliches Volumen.

| VORSICHT
J Wenn die Wells uneinheitlich gefiillt sind, kénnen die Proben fehlerhafte Ergebnisse liefern.
19 Wenn Sie die Platte ,,Bibliotheken“ lagem méchten, versiegeln Sie diese und legen Sie sie beiseite.
20 Entladen Sie die Trager, reinigen Sie das Deck und klicken Sie anschlieBend auf OK.
21 Geben Sie Anmerkungen zu den betroffenen Wells ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
22 Fuihren Sie einen der folgenden Schritte durch:
Klicken Sie auf Yes (Ja), um mit dem Quantifizieren der Bibliotheken fortzufahren.
Um den Vorgang zu beenden, klicken Sie auf Exit (Beenden).
23 Fahren Sie sofort mit der Quantifizierung fort, wenn Sie den Vorgang nicht beenden méchten.

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang stoppen, versiegeln Sie die Platte ,,Bibliotheken“, bevor Sie sie lagern. Die Platte
»Bibliotheken* ist bis zu sieben Tage stabil, wenn sie bei -25 °C bis -15 °C gelagert wird.
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Quantifizieren der Bibliotheken

Vorbereitung

1

2

Bereiten Sie die folgenden Reagenzien vor:

Element Lagerung
DNA Quantification Reagent 2 °C bis 8 °C
DNA Quantification 2 °C bis 8°C

Standard

Platte ,,Bibliotheken“ aus
Vorbereiten der
Bibliotheken auf Seite 20

-25 °C bis -15°C

Resuspension Buffer 2 °C bis 8°C

VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Anweisungen

Schiitzen Sie das Reagenz vor Licht.

Lassen Sie die Reagenzien 30 bis 150 Minuten lang bei
Raumtemperatur auftauen.

(Es wird empfohlen, die Reagenzien zu Beginn der
Bibliotheksvorbereitung zu entnehmen.)

Mischen Sie mit dem Vortexmischer und zentrifugieren Sie
anschlieBend kurz.

Mischen Sie mit dem Vortexmischer und zentrifugieren Sie
anschlieBend kurz.

Stellen Sie gegebenenfalls sicher, dass die Platte nicht langer als 7
Tage gelagert wurde, und lassen Sie sie bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie mit dem Vortexmischer.

Zentrifugieren Sie bei 1.000 x g fiir 20 Sekunden.

Mischen Sie mit dem Vortexmischer.

Schalten Sie den Fluorometer 10 Minuten vor Gebrauch ein.
3 Versehen Sie eine neue 384-Well-Platte mit einem Barcode.
4 Versehen Sie eine neue Vollrahmenplatte mit einem Barcode.

Verfahren
Klicken Sie auf OK, um die Quantifizierung zu starten.

1

23

2 Falls VeriSeq NIPT Method noch nicht ge6ffnet ist:
a Offnen Sie den AppLauncher und klicken Sie auf VeriSeq NIPT Method.
b Geben Sie die Batch-ID und den Benutzernamen ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
3 Scannen Sie die Barcodes der Zubehér-Box.
4  Geben Sie den Benutzeramen oder die Initialen der Person ein, die die Reagenzien vorbereitet hat, und klicken
Sie anschlieBend auf OK.
5 Laden Sie Pipettenspitzen wie folgt auf den Spitzentrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgroBe Trté;g:r- Schiene Element Position
24, 48 Spitze 16 300-pl-Spitzen-Rack 1
50-pl-Spitzen-Rack 2
96 Spitze 16 300-pl-Spitzen-Rack 1
50-pl-Spitzen-Rack 2,3
6 Vergewissern Sie sich, dass alle Barcodes angebracht wurden, und entsiegeln Sie dann ggf. die Platte
,,Bibliotheken®.
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7 Laden Sie die Platten (mit dem Barcode nach rechts) wie folgt auf den Multiflex-Trager und klicken Sie
anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgroBe Trff:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Neue Vollrahmenplatten - barcodiert 1
384-Well-Platte - barcodiert 2
Platte ,,Bibliotheken“ - barcodiert 3
Neue 96-Well-Vollrahmenplatten 4,5
8 Laden Sie die Reagenzrohrchen ohne Deckel wie folgt in den Réhrchentrager und klicken Sie anschlieBend auf
OK.
ProbenbatchgréBe Trff:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Roéhrchen 46 DNA Quantification Standard 1
DNA Quantification Reagent 2
9 Laden Sie die Reagenzrohrchen wie folgt auf den Reagenzientrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgroBe Tr:?:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Reagenz 47 Neues Reagenzienréhrchen (leer) 1
16 ml Resuspension Buffer 2
10 Wenn Sie das Protokoll nach der Bibliotheksvorbereitung gestoppt haben, laden Sie abgezahlte Spitzen wie
folgt auf den Spitzentrager.
ProbenbatchgréBe Trf;’:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Spitze 49-54 1.000-pl-Spitzen 1
300-pl-Spitzen 2
50-pl-Spitzen 3
11 Geben Sie die Position der ersten und letzten Spitze fur jedes Spitzen-Rack ein und klicken Sie anschlieBend auf
OK.
12 Stellen Sie sicher, dass Trager, Labware und Reagenzien wie angegeben geladen sind und klicken Sie
anschlieBend im Bildschirmm ,,Quant Deck Verification“ (Quant-Deck-Priifung) auf OK.
13 Warten Sie, bis die automatisierte Priifung des Reagenzienvolumens abgeschlossen ist.
14 Uberwachen Sie das ML STAR-Gerat wihrend der automatisierten Schritte.
15 Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréats frei von Hindemissen ist, damit das ML STAR-Gerét die Trager entladen kann.
16 Klicken Sie auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.
17 Entladen Sie die Platte ,,Bibliotheken®.
a Priufen Sie die Wells der Platte auf ein einheitliches Volumen.
b Versiegeln Sie die Platte ,,Bibliotheken® und lagern Sie sie bei Raumtemperatur, bis die Analyse der
fluorometrischen Daten abgeschlossen ist.
18 Entladen Sie die verbleibenden 96-Well-Platten und prifen Sie die Wells auf ein einheitliches Volumen.
Schwerwiegende Volumenfehler kénnen auf Probleme bei den Pipettierschritten hindeuten.
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Entladen Sie die 384-Well-Platte und priifen Sie, ob die entsprechenden Wells Fliissigkeit enthalten.
Versiegeln Sie die Platte mit einer Folienversiegelung.

Zentrifugieren Sie bei 1.000 x g fur 20 Sekunden.

Fihren Sie die Inkubation 10 Minuten lang bei Raumtemperatur und geschiitzt vor Licht durch.
Entladen Sie alle Trager, reinigen Sie das ML STAR-Deck und klicken Sie anschlieBend auf OK.

HINWEIS

Entsorgen Sie die Quantifizierungsreagenzien erst, wenn die Datenerfassung abgeschlossen ist.
Wenn eine erneute Quantifizierung erforderlich ist, benétigen Sie die Reagenzien noch einmal.

Entfernen Sie nach der Inkubation die Folienversiegelung und laden Sie die 384-Well-Platte auf den Mikroplatten-
Reader. Stellen Sie sicher, dass sich A1 wahrend des Ladevorgangs in der oberen linken Ecke befindet.

Offnen Sie die VeriSeq NIPT-Vorlage per Doppelklick in SoftMax Pro

Wabhlen Sie auf der Registerkarte ,Home* (Start) die Option New Experiment (Neues Experiment).

Wabhlen Sie Read (Lesen).

Exportieren Sie die Daten wie folgt im XML-Format.

a Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf Plate (Platte) und wéhlen Sie dann Rename
(Umbenennen).

b Scannen Sie den Barcode auf der Quantifizierungsplatte und klicken Sie anschlieBend auf OK.

¢ Kilicken Sie in der oberen linken Ecke des Bildschirms auf das Plattensymbol und wéahlen Sie im Meni
Export (Exportieren) aus.

d Aktivieren Sie das Kontrollkdstchen Expt name (Namen exportieren), wahlen Sie als Format fir die
Platte die Option fir Rohdaten sowie das XML-Format fiir die Datenausgabe aus und klicken Sie
anschlieBend auf OK.

e Wahlen Sie den Pfad und den Namen fiir die Ausgabedatei aus und klicken Sie anschlieBend auf Save
(Speichern).

Der Hamilton-Computer muss Uber Zugriff auf den Speicherort der Datei verfiigen. Der Pfad und der Dateiname
dirfen keine Leerzeichen enthalten.

Analyse

1

Geben Sie im Workflow Manager auf dem Bildschirm ,,Scanner Information“ (Scannerinformationen) eine

Fluorometer-ID ein.

Geben Sie Anmerkungen zu dem Fluorometer-Lauf ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Navigieren Sie zu der XML-Quantifizierungsdatei, die die fluorometrischen Daten enthalt, und klicken Sie

anschlieBend auf OK.

Uberpriifen Sie die Analyseergebnisse fiir die Standardkurve und Probenkonzentration und klicken Sie

anschlieBend auf OK.

Wenn Sie die Platte emeut scannen miissen, klicken Sie auf Rescan (Emeut scannen).

Die Proben sind lichtempfindlich und sind nur begrenzt haltbar. Falls nétig, filhren Sie das emeute Scannen

sofort durch.

Geben Sie Anmerkungen zu den betroffenen Wells ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Beurteilen Sie die Ergebnisse und fahren Sie wie folgt fort.
Wenn die Ergebnisse den Spezifikationen entsprechen, fahren Sie mit ,Pool Libraries“ (Bibliotheken in einem
Pool zusammenfassen) fort. Spezifikationen finden Sie in der Tabelle mit den Metriken und Grenzwerten der
Qualitatssicherung fiir die Quantifizierung im Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2 Software
(Dokument-Nr. 1000000067940).
Wenn die Ergebnisse nicht den Spezifikationen entsprechen, bricht das System die Methode ab.
Wiederholen Sie das Quantifizierungsverfahren, beginnend mit Vorbereitung auf Seite 23.

Fuhren Sie einen der folgenden Schritte durch:
Klicken Sie auf Yes (Ja), um mit dem Zusammenfassen der Bibliotheken in einem Pool fortzufahren.
Um den Vorgang zu beenden, klicken Sie auf Exit (Beenden).
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SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang stoppen, versiegeln Sie die Platte ,,Bibliotheken“, bevor Sie sie lagern. Die Platte
»Bibliotheken® ist fiir insgesamt 7 Tage stabil, wenn sie bei -25 °C bis -15 °C gelagert wird.

Zusammenfassen der Bibliotheken in einem Pool

Vorbereitung
1 Bereiten Sie die folgenden Reagenzien vor:

Element Lagerung Anweisungen
Hybridization Buffer -25°C bis Lassen Sie das Reagenz bei Raumtemperatur auftauen.
-15°C Mischen Sie mit dem Vortexmischer.
Lagern Sie das Reagenz nach Gebrauch.
Platte ,,Bibliotheken“ aus dem Quantifizierungs- -25 °C bis  Falls die Platte zuvor gelagert wurde, lassen Sie sie bei
Verfahren auf Seite 23. -15°C Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie sie 1 Minute lang mit dem Vortexmischer bei
1.500 rpm.

Zentrifugieren Sie bei 1.000 x g fiir 20 Sekunden.

2 Beschriften Sie ein leeres Pool-Réhrchen mit ,Pool A“. Bei 96 Proben beschriften Sie ein zweites leeres Pool-
Rdéhrchen mit ,,Pool B“.
3 Stellen Sie das folgende Denaturierungsprogramm auf einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel ein.

Wahlen Sie die Option zum Vorheizen des Deckels und stellen Sie 102 °C ein.

Legen Sie ein Reaktionsvolumen von 50 pl fest.

Legen Sie die Anstiegsrate auf den Héchstwert (> 2 °C pro Sekunde) fest.

Inkubieren Sie 10 Minuten lang bei 96 °C und anschlieBend fiinf Sekunden lang bei 4 °C.
Halten Sie die Temperatur konstant bei 4 °C.

®O 00 T o

Verfahren

1 Platzieren Sie die Platte ,,Bibliotheken“ auf dem vorprogrammierten Thermocycler und starten Sie das
Denaturierungsprogramm.

HINWEIS

Denaturieren Sie die Platte ,,Bibliotheken* erst, nachdem die Quantifizierung durch die
Qualitatssicherungskennzahlen bestéatigt wurde. Méglicherweise ist eine erneute Quantifizierung
erforderlich.

2 Zentrifugieren Sie die Platte ,,Bibliotheken“ 20 Sekunden lang bei 1.000 x g.

Wabhlen Sie im Workflow Manager OK, um mit dem Bibliotheks-Pooling zu beginnen.
4  Falls VeriSeq NIPT Method noch nicht gedffnet ist:

w

a Offnen Sie den AppLauncher und wahlen Sie VeriSeq NIPT Method.
b Geben Sie die Batch-ID und den Benutzernamen ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.

5 Wabhlen Sie die Pool-Konzentration und klicken Sie anschlieBend auf OK.

Andem Sie ggf. die Pooling-Konzentration, um die Ziel-Clusterdichte von 220-260 k/mm? zu erreichen.

6 Fuhren Sie einen der folgenden Schritte durch, wenn Sie vom Workflow Manager dazu aufgefordert werden:
Um ein Probenblatt zu laden, wahlen Sie das dem Batch zugeordnete Probenblatt aus und klicken Sie
anschlieBend auf Load (Laden).

Um die Systemstandardwerte fiir die restlichen Probentypen, den Geschlechtsbericht oder die Screeningart
zu verwenden, klicken Sie fir jede Einstellung auf Use Default (Standardwerte verwenden).

Informationen zum Erstellen eines Probenblatts finden Sie im Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2
Software (Dokument-Nr. 1000000067940).
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| VORSICHT

J Bevor Sie die Option ,,Use Default“ (Standardwerte verwenden) auswahlen, miissen Sie in den
Workflow Manager Service Tools Standardwerte fiir die Proben festlegen. Dies ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die volistandige Analyse der Proben.

7 Wahlen Sie Start, um den Timer fiir die Denaturierungsplatte zu starten.
8 Laden Sie die Spitzen wie folgt auf die Spitzentrager.
ProbenbatchgroBe Tr:l;;:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Spitze 7-12 50-pl-Filterspitzen 1
9 Laden Sie die Platte ,,Denaturierte Bibliothek” (mit dem Barcode nach rechts) wie folgt auf den Multiflex-Trager
und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgréBe Trfi;;:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Multiflex 19-24 Denaturiere Bibliotheksplatte (barcodiert) 1
10 Laden Sie die Pooling-Réhrchen wie folgt auf den Réhrchentrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgroBe Tri?:r- Schiene Element Position
24, 48 Roéhrchen 46 Neues 2-ml-Réhrchen, Pool A 1
96 Roéhrchen 46 Neues 2-ml-Rdéhrchen, Pool A 1
Neues 2-ml-Réhrchen, Pool B 2
11 Laden Sie die Reagenzrohrchen wie folgt auf den Reagenzientrager und klicken Sie anschlieBend auf OK.
ProbenbatchgroBe Tr:f;:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Reagenz 47 3 ml Hybridization Buffer 1
12 Laden Sie die Spitzen wie folgt auf die Spitzentrager.
ProbenbatchgroBe Tr:iyg:r- Schiene Element Position
24, 48, 96 Spitze 49-54 1.000-pl-Filterspitzen 1
300-pl-Filterspitzen 2
50-pl-Filterspitzen 3
13 Geben Sie die Position der ersten und letzten Spitze fiir jedes Spitzen-Rack ein und wéhlen Sie anschlieBend
OK.
14 Stellen Sie sicher, dass die Trager, Labware und Reagenzien wie angegeben geladen wurden, und wéhlen Sie
anschlieBend im Bildschirm ,,Pooling Deck Verification“ (Pooling-Deck-Priifung) OK.
15 Uberwachen Sie das ML STAR-Gerat wahrend der automatisierten Schritte.
16 Geben Sie Anmerkungen zu den betroffenen Wells ein und klicken Sie anschlieBend auf OK.
17 Wenn Sie durch den Workflow Manager entsprechend informiert werden, stellen Sie sicher, dass das Lade-Deck
des ML STAR-Geréts frei von Hinderissen ist, damit das ML STAR-Gerat die Trager entladen kann.
18 Klicken Sie auf Unload (Entladen), um das Deck zu entladen.
19 Entladen Sie den Réhrchentrager.
20 VerschlieBen Sie jedes Pooling-Réhrchen. Mischen Sie die R6hrchen mit dem Vortexmischer und zentrifugieren
Sie sie danach kurz.
21 Klicken Sie auf OK.
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22 Sequenzieren Sie Bibliotheken so bald wie mdéglich nach dem Pooling. Falls erforderlich, kbnnen Sie die Platte

,»Bibliotheken® versiegeln und bis zu sieben Tage lang bei -25 °C bis -15 °C lagem, um ein emeutes Pooling
durchzufiihren.

SICHERER HALTEPUNKT

Wenn Sie den Vorgang stoppen, verschlieBen Sie die Pooling-Réhrchen und lagern Sie sie bis zu 7 Tage lang
bei -25 °C bis -15 °C.

Vorbereiten von Bibliotheken-Pools fir die Sequenzierung

Vorbereitung
1 Bereiten Sie die folgenden Reagenzien vor:

Element Lagerung Anweisungen

Pool-Réhrchen -25 °C bis -15°C Falls die Pool-Réhrchen zuvor gelagert wurden, lassen Sie
sie bei Raumtemperatur auftauen.
Mischen Sie kurz mit dem Vortexmischer.
Zentrifugieren Sie kurz.

2 Bereiten Sie das Sequenziersystem der nachsten Generation vor, indem Sie die folgenden Felder des VeriSeq
NIPT-Moduls im Local Run Manager (LRM) ausfiillen:

a Run Name (Laufname)

b Run Description (optional) (Laufbeschreibung (optional))
¢ Pool Barcode (Pool-Barcode)

Weitere Informationen zur Verwendung des LRM-Moduls finden Sie im Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2
Software (Dokument-Nr. 1000000067940).

VORSICHT

J Der in das LRM-Modul eingegebene Pool-Barcode muss dem im Workflow Manager eingegebenen
Pool-Barcode entsprechen. Fehlerhafte Laufkonfigurationen werden von der Analyse-Software
abgelehnt und kénnen eine erneute Sequenzierung erforderlich machen.

Das folgende Verfahren beschreibt das ordnungsgeméBe Laden von Pool-Bibliotheken auf ein
kartuschenbasiertes Sequenzierungsgeréat der nachsten Generation.

Verfahren
1 Fugen Sie der Reagenzienkartusche die folgenden Verbrauchsmaterialien hinzu und mischen Sie mithilfe einer
Pipette.
900 pl Hybridization Buffer
450 pl Pool A

2 Fahren Sie mit der Sequenzierung in einem Sequenziersystem der ndchsten Generation fort.
Anweisungen fiir die Sequenzierung finden Sie im Referenzhandbuch lhres Sequenziersystems der nachsten
Generation. Informationen fiir das NextSeq 550Dx finden Sie im Referenzhandbuch zum NextSeq 550Dx-Geréat

(Dokument-Nr. 1000000009513) oder der Packungsbeilage fiir das NextSeq 550Dx-Gerat (Dokument-Nr.
1000000043133).

3 Fuhren Sie dieses Verfahren ggf. auch fiir Pool B durch.

Um den gewiinschten Bereich der Clusterdichte zu gewahrleisten, kann fiir die Bibliotheksplatte mithilfe des
Hamilton und einer anderen Pooling-Konzentration ein emeutes Pooling durchgefiihrt werden. Durch das
emeute Pooling wird der urspriingliche Pool ungiiltig.

Sie kénnen auch das Pooling-Verhaltnis fiir HT1 (450 + 900 pl) &ndem, um den gewlinschten
Clusterdichtenbereich zu gewahrleisten.
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Sequenzierung der nachsten Generation

VeriSeq NIPT Solution v2 kann zusammen mit einem Sequenzierer der néchsten Generation mit folgenden
Spezifikationen verwendet werden:

Fur 2 x 36 Paired-End-Reads geeignet

Mit Index-Adaptem im VeriSeq NIPT Sample Prep Kit kompatibel

Chemische Methoden mit Zweikanaltechnologie

Automatische Erstellung von BCL-Dateien (Rohdaten des Sequenzierungsgerats)
400 Millionen Paired-End-Reads pro Lauf

Kompatibel mit VeriSeq NIPT Assay Software v2
Das NextSeq 550Dx ist mit VeriSeq NIPT Solution v2 kompatibel.

Analyse der Sequenzierungsdaten

Nach dem Abschluss der Sequenzierung werden die Sequenzierungsdaten automatisch zur Analyse und
Berichterstellung an die VeriSeq NIPT Assay Software v2 gesendet. Der Bericht enthélt Klassifizierungen fir jede
Probe im Batch sowie eine Bewertung aller Qualitatssicherungskennzahlen des Laufs. Fur einen 48-Proben-
Batch dauert der Analysevorgang vom Sequenzierungsabschluss bis zur Ausgabe der Endergebnisse etwa 4
Stunden. Detaillierte Informationen zur Datenanalyse und zur Ausgabedatei finden Sie im Handbuch zu VeriSeq
NIPT Solution v2 Software (Dokument-Nr. 1000000067940).

Interpretation der Ergebnisse

Der Algorithmus von VeriSeq NIPT Solution v2 wendet ein komplexes statistisches Modell an, in dem
verschiedene Informationstypen aus der Sammlung von Bibliotheksfragmenten mit Paired-End-Sequenzierung
kombiniert werden. Mithilfe dieses Modells werden Genombereiche ermittelt, die in der Bibliothek jeder Probe
unter- oder Giberreprasentiert sind. Entscheidend ist, dass dieses Modell beriicksichtigt, ob das AusmaB der
Unter- oder Uberreprasentierung quantitativ konsistent mit einem aneuploiden Ereignis im fetalen Genom in der
GroéBenordnung fetaler Fraktion ist, die fiir die Bibliothek geschéatzt wurde.

Bei allen Chromosomen werden die Paired-End-Sequenzierungsdaten gegen das Referenzgenom (HG19)
aligniert. Eindeutige, nicht doppelt vorhandene alignierte Reads werden in 100-kb-Bereichen zusammengefasst.
Die entsprechenden Bereichs-Counts werden an die GC-Verzerrung und gemaB der zuvor festgelegten
regionsspezifischen genomischen Abdeckung angepasst. Mit diesen normalisierten Bereichs-Counts werden
durch Vergleich der abgedeckten Regionen, die Aneuploidien aufweisen kbnnen, mit den einzelnen Autosomen
Statistikwerte abgeleitet. Unter Beriicksichtigung dieser abdeckungsbasierten Werte und der geschéatzten fetalen
Fraktion wird fiir jede Probe ein Log-Likelihood-Quotient (log likelihood ratio, LLR) berechnet. Der LLR ist die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Probe mit der beobachteten Abdeckung und fetalen Fraktion betroffen ist,
gegentliber der Wahrscheinlichkeit, dass eine Probe mit derselben beobachteten Abdeckung nicht betroffen ist.
Bei der Berechnung dieser Relation wird auch die geschéatzte Unsicherheit der fetalen Fraktion berticksichtigt.
Fur nachfolgende Berechnungen wird der natiirliche Logarithmus des Verhaltnisses verwendet. Die Assay
Software bewertet den LLR fiir jedes Zielchromosom und jede Probe, um Aneuploidien zu ermitteln.

Wéhrend der Batcherstellung muss der Benutzer fiir jede Probe die Art der Probe (Einling oder Zwilling) und
des Screenings (einfach oder genomweit) sowie die Protokollierungsoption fiir das Geschlechtschromosom (Ja,
Nein und SCA) festlegen. erstelMit diesen Optionen werden die Informationen festgelegt, die fiir die einzelnen
Proben protokolliert werden.

Uber die Art des Screenings wird fiir alle Probentypen festgelegt, welche autosomalen Anomalien protokolliert
werden. Wahrend eines einfachen Screenings werden nur Trisomieereignisse protokolliert, die die
Chromosomen 13, 18 und 21 vollstandig betreffen. Wahrend eines genomweiten Screenings werden
vollstandige oder partielle Deletionen oder Duplikationen fiir alle autosomalen Chromosomen protokolliert. Die
Lange der kleinsten protokollierbaren partiellen Chromosomendeletion oder -duplikation betragt 7 Mb.
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Bei Einlingsproben kénnen Sie die Protokollierung des Geschlechtschromosoms deaktivieren. Sie kdnnen
auBerdem die Protokollierung des Geschlechts der euploiden Proben im Bericht fiir Aneuploidien der
Geschlechtschromosomen aktivieren bzw. deaktivieren.

Bei aktivierter Protokollierung des Geschlechtschromosoms fiir Zwillingsproben wird nur das Vorhandensein
oder Nichtvorhandensein eines Y-Chromosoms in der Bibliothek protokolliert. Aneuploidien der
Geschlechtschromosomen kdnnen in der Berichterstellung fiir Zwillingsproben nicht berilicksichtigt werden.

Das Ergebnis ,ANOMALY DETECTED“ (ANOMALIE ERKANNT) deutet darauf hin, dass wéhrend des
Probenscreenings mindestens eine Anomalie festgestellt wurde, die der Auswahl fiir Screeningart und
Protokollierung des Geschlechtschromosoms entspricht. Bei festgestellter Anomalie enthélt der Bericht eine
Beschreibung der Anomalie in zytogenetischer Schreibweise.

Die VeriSeq NIPT Assay Software v2 verwendet bei der Sequenzierung generierte Statistikwerte, um fiir jede
Probe die geschéatzte fetale Fraktion (Fetal Fraction Estimation, FFE) anzugeben. Die FFE ist der geschétzte
Bestandteil fetaler cfDNA, der vom Assay zuriickgewonnen wurde. Sie wird fiir jede Probe als gerundeter
Prozentsatz ausgewiesen. Die durchschnittliche Standardabweichung dieser Schéatzung in allen Proben betragt
1,3 %. Die FFE wird nicht verwendet, um Proben bei der Berichterstellung auszuschlieBen.

Fir die Erstellung von Calls fiir die Chromosomendarstellung nutzt die VeriSeq NIPT Assay Software v2 den
individuellen Zuverlassigkeitstest zur fetalen Aneuploidie (individualized Fetal Aneuploidy Confidence Test,
iFACT). Dabei handelt es sich um einen dynamischen Schwellenwert, der anzeigt, ob das System angesichts
der geschatzten fetalen Fraktion fiir jede Probe eine ausreichende Sequenzierungsabdeckung generiert hat.
Negative Calls werden nur im Bericht aufgefiihrt, wenn die Probe den iFACT-Schwellenwert einhéalt. Wenn eine
Probe diesen Schwellenwert nicht erreicht, zeigt die Bewertung der Qualitatssicherung ,,FAILED iFACT* (iFACT
FEHLGESCHLAGEN) an und das System generiert kein Ergebnis.

Neben dem iFACT-Wert wertet die VeriSeq NIPT Assay Software v2 wahrend der Analyse weitere
Qualitatssicherungskennzahlen aus. Zu diesen Kennzahlen gehéren die Bewertung der
Abdeckungseinheitlichkeit auf Referenzgenombereichen und die Verteilung der cfDNA-Fragmentlangen. Die
Bewertung der Qualitétssicherung zeigt entweder ein QS-Flag oder eine QS-Fehlermeldung fiir alle Kennzahlen
an, die auBerhalb des zuldssigen Bereichs liegen. Tritt ein durch die Qualitatssicherung festgestellter Fehler auf,
generiert das System kein Ergebnis fiir die Probe. Wenn eine Probe die Qualitatssicherung nicht besteht, kann
die Probe erneut verarbeitet werden, sofern das Plasmavolumen im Blutentnahmer6hrchen ausreicht.

VeriSeq NIPT Solution v2 erstellt Daten fiir den Abschlussbericht. Es wird kein Abschlussbericht fiir den
Patienten erstellt. Zusammenstellung und Inhalt des Berichts flir den behandelnden Arzt liegen in der
Verantwortung des Kunden. lllumina Gbernimmt keine Verantwortung fiir die Genauigkeit der Formulierungen
im Abschlussbericht fiir den Kunden.

Leistungsmerkmale

30

Die folgenden, in den Abschnitten ,Klinische Leistung”“ und ,,Analyseleistung® erlauterten Daten wurden mit den
Protokollen und Materialien generiert, die in der Gebrauchsanweisung beschrieben sind. Das Ausgangsmaterial
war Plasma. Alle Sequenzierungsdaten fiir diesen Bereich wurden mit einem NextSeq 500/550-
Sequenziersystem oder einem NextSeq 550Dx-Sequenziersystem mit folgenden Konfigurationen erstellt:

NextSeq 500/550 NextSeq 550Dx
Geréteeigene Software NextSeq Control Software 4.0 NextSeq Operating Software 1.3
Version des NextSeq 500/550 High Output v2.5 Reagent NextSeq 550Dx High Output v2.5 Reagent Kit
Reagenzien-Kits Kit (75 Zyklen) (75 Zyklen)
Sequenzierungsmethode 2 x 36 Paired-End-Sequenzierungslauf im 2 x 36 Paired-End-Sequenzierungslauf im
Hochleistungs-Modus Hochleistungs-Modus
Dokument-Nr.1000000086774 vO2 DEU August 2019

English Source: 1000000078751 vO1



VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Klinische Studie

Die klinische Genauigkeit von VeriSeq NIPT Solution v2 wurde anhand einer Auswertung der Plasmaproben von
Frauen mit Einlings- und Zwillingsschwangerschaften nachgewiesen. Das Material stammte aus anonymisierten
Plasmaproben, die aus peripherem Vollblut gewonnen wurden. Im Rahmen der Studie wurden 45.000 Proben
ausgewertet. Im Vorfeld der Studie wurden die Proben auf fetale chromosomale Aneuploidien sowie partielle
Deletionen und Duplikationen von mindestens 7 Mb Lénge getestet. Fiir die Tests im Rahmen der Studie
wurden alle Proben aus Schwangerschaften mit betroffenen Feten sowie eine Teilmenge aufeinanderfolgender
Proben aus Schwangerschaften mit nicht betroffenen Feten zugelassen, sofern klinische Ergebnisse verfligbar
waren und die Kriterien fiir Proben erfiillt wurden. Der Testanalysesatz umfasste insgesamt 2.335 Proben.
Innerhalb des Satzes stammten 2.328 Proben aus Einlingsschwangerschaften und sieben Proben aus
Zwillingsschwangerschaften.

Von diesen Proben bestanden 28 (1,2 %, 28 von 2.335) bei der Analyse aller Sequenzierungsdaten die Assay-
Qualitatssicherung nicht im ersten Durchgang:

e 27 iFACT-Fehler (eine Probe mit XO, 26 nicht betroffene Proben)

e Ein Fehler wegen auBBerhalb des erwarteten Bereichs liegender Daten

Demografische Gruppen und Schwangerschaftsmerkmale

Alter der Mutter, Gestationsalter und Trimester der Schwangerschaft werden in Tabelle 7 fiir die Proben,
einschlieBlich der bekannten Mosaikproben, im genomweiten Screening zusammengefasst.

Die demografischen Gruppen wurden zwischen den Kohorten des einfachen und genomweiten Screenings
verglichen und wiesen keine statistischen Unterschiede auf. Die demografischen Gruppen und
Schwangerschaftsmerkmale &hnelten sich unabhangig davon, ob bekannte Mosaike ein- oder ausgeschlossen
wurden.

Tabelle 7 Demografische Gruppen und Schwangerschaftsmerkmale

Kennwert Genomweit
(mit bekannten Mosaiken)
Anzahl der Proben 2.307*
Alter der Mutter in Jahren
Mittel 35,08
Standardabweichung 4,04
Median 34,95
25. Perzentil, 75. Perzentil 32,31, 37,79
Minimum, Maximum 20,22, 53,02

Gestationsalter zum Zeitpunkt der Blutentnahme in Wochen

Mittel 10,93
Standardabweichung 1,20

Median 10,57

25. Perzentil, 75. Perzentil 10,29, 11,14
Minimum, Maximum 10,00, 27,86

Schwangerschaftstrimester - n (%)

< Erstes (< 14 Wochen) 2.252 (98 %)
Zweites 54 (2 %)
Drittes (> 27 Wochen) 1 (0 %)

* Die endgliltigen Proben enthielten sieben Zwillinge.
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Klinische Leistung

Die Ergebnisse von VeriSeq NIPT Solution v2 wurden mit den Ergebnissen des klinischen Referenzstandards
verglichen. Beim Nachweis fetaler chromosomaler Aneuploidie sowie partieller Deletionen und Duplikationen
von mindestens 7 Mb Lange stimmten die Ergebnisse aller untersuchten Proben mit dem klinischen
Referenzstandard (iberein. Die Ubereinstimmung der in dieser Studie untersuchten Proben mit dem klinischen
Referenzstandard wurde mittels Chromosomenanalyse oder der Untersuchung von Neugeborenen im Rahmen
eines NGS-basierten NIPT-Negativscreenings Gberpriift. Die klinischen Referenzdaten wurden von
entsprechend geschulten Mitarbeitern unter Einhaltung der Bestimmungen des Sponsors zur medizinischen
Dokumentation klassifiziert und kodiert.

Folgende Verfahren wurden bei der Chromosomenanalyse angewendet: Karyotypisierung, Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH), komparative genomische Hybridisierung (CGH) und Chromosomen-Microarray-Analyse
(CMA). Fiir die Chromosomenanalyse wurden peripheres Blut bzw. Speichel von Neugeborenen oder
Sauglingen, Proben aus Empfangnisprodukten, Amniozyten, Chorionzotten, Plazentagewebe oder nach der
Geburt entnommenes Nabelschnurblut verwendet.

Als Mosaizismus wird das Vorhandensein von zwei oder mehr Zelllinien mit unterschiedlicher chromosomaler
Zusammensetzung im Korper einer Person bezeichnet. Die verschiedenen Zelllinien stammen von derselben
befruchteten Eizelle. Die Art und Auspragung des Mosaizismus hangt davon ab, zu welchem Zeitpunkt in der
Embryonal- und Fetalentwicklung Mosaikzellen entstehen. Unterschiedliche Arten von Mosaizismus kdénnen in
der prénatalen Diagnostik abhangig von der Verteilung normaler bzw. anormaler Zelllinien Giber den
Zytotrophoblast, das Mesenchym oder den Fetus nachgewiesen werden.'® Mosaizismus ist bei jeder Art von
Chromosomen méglich, kommt aber haufiger in Verbindung mit seltenen autosomalen Aneuploidien (Rare
Autosomal Aneuploidies, RAA) vor."! Viele dieser autosomalen Aneuploidien treten in Mosaikform auf. Da diese
Art von Screening in diesem Assay der Feststellung von RAA dient, wurden bei der Leistungsbeurteilung
Mosaikfalle in die genomweite Analyse einbezogen.

Leistung des einfachen Screenings

Von den Proben fiir das einfache Screening werden 16 Proben mit bekannten Mosaiken und weitere 48 Proben
mit Anomalien ausgeschlossen, wie seltene autosomale Aneuploidien oder partielle autosomale Deletionen und
Duplikationen. Diese werden nur bei genomweiten Screenings verwendet. Die Analyse umfasste insgesamt
2.243 Einlings- und Zwillingsproben. Fir alle sieben Zwillingsschwangerschaften wurde Trisomie 21 (T21)
korrekt festgestellt. Sie werden in der folgenden Tabelle nicht aufgefiihrt.

Tabelle 8 Sensitivitat und Spezifitat von VeriSeq NIPT Solution v2 beim Erkennen von Trisomie 21,18 und 13 im Rahmen
eines einfachen Screenings flr Einlingsschwangerschaften (ohne bekannte Mosaike)

T21 T18 T13
Sensitivitat > 99,9 % (130/130) > 99,9 % (41/41) > 99,9 % (26/26)
Zweiseitiges 95-%-KI 97,1 %, 100 % 91,4 %, 100 % 87,1 %, 100 %
Spezifitat 99,90 % (1.982/1.984) 99,90 % (1.995/1.997) 99,90 % (2.000/2.002)
Zweiseitiges 95-%-KI 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %

Leistung des genomweiten Screenings

Die Proben fiir das genomweite Screening umfassten 36 Proben mit bekannten Mosaiken. Insgesamt wurden
2.307 Einlings- und Zwillingsproben getestet. Fiir alle sieben Zwillingsschwangerschaften wurde eine Anomalie
bei Chromosom 21 korrekt festgestellt. Sie werden in der folgenden Tabelle nicht aufgefiihrt.

Beim genomweiten Screening umfassen die Anomalien Trisomien, Monosomien und partielle Deletionen oder
Duplikationen ab 7 Mb.

32 | Dokument-Nr.1000000086774 vO2 DEU August 2019
English Source: 1000000078751 vO1



VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Leistung des genomweiten Screenings fur beliebige Anomalien

Tabelle 9 Sensitivitdt und Spezifitdt von VeriSeq NIPT Solution v2 bei der Erkennung beliebiger Anomalien bei
genomweiten Screenings (mit bekannten Mosaiken)

Sensitivitat Spezifitat
Schéatzwert % (n/N) 95,5 % (318/333) 99,34 % (1.954/1.967)
Zweiseitiges 95-%-KI 92,7 %, 97,3 % 98,87 %, 99,61 %

Leistung des genomwesiten Screenings fur beliebige Anomalien der Chromosomen 21, 18 und 13

Tabelle 10 Sensitivitat und Spezifitat von VeriSeq NIPT Solution v2 bei der Erkennung beliebiger Anomalien der
Chromosomen 21, 18 und 13 bei genomweiten Screenings (mit bekannten Mosaiken)

Chr 21 Chr 18 Chr 13
Sensitivitat 96,5 % (136/141) 95,5 % (42/44) 96,3 % (26/27)
Zweiseitiges 95-%-KI 92,0 %, 98,5 % 84,9 %, 98,7 % 81,7 %, 99,3 %
Spezifitat 99,90 % (1.987/1.989) 99,90 % (2.000/2.002) 99,90 % (2.005/2.007)
Zweiseitiges 95-%-KI 99,63 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 %

Leistung des genomweiten Screenings bei seltener autosomaler Aneuploidie

Tabelle 11 Sensitivitat und Spezifitat von VeriSeq NIPT Solution v2 bei seltener autosomaler Aneuploidie (RAA, Rare
Autosomal Aneuploidy) bei genomweiten Screenings (mit bekannten Mosaiken)

Sensitivitat Spezifitat
Schatzwert % (n/N) 96,4 % (27/28) 99,80 % (2.001/2.005)
Zweiseitiges 95-%-KI 82,3 %, 99,4 % 99,49 %, 99,92 %

Leistung des genomweiten Screenings fur partielle Deletionen und Duplikationen

Tabelle 12 Sensitivitat und Spezifitat von VeriSeq NIPT Solution v2 bei der Erkennung partieller Deletionen und
Duplikationen ab 7 Mb bei genomweiten Screenings (mit bekannten Mosaiken)

Sensitivitat Spezifitat
Schatzwert % (n/N) 74,1 % (20/27) 99,80 % (2.000/2.004)
Zweiseitiges 95-%-KI 55,3 %, 86,8 % 99,49 %, 99,92 %

Nachweis partieller Deletion oder Duplikation im Vergleich zum Nachweis von Aneuploidie
des gesamten Chromosoms

VeriSeq NIPT Solution v2 bietet Meniioptionen fiir einfaches und genomweites Screening. Im Rahmen des
einfachen Screenings wird nur dann ,ANOMALY DETECTED“ (ANOMALIE ERKANNT) als Ergebnis angezeigt,
wenn eine vollstandige Aneuploidie der Chromosomen 21, 18 oder 13 nachgewiesen wird und alle Metriken der
Qualitatssicherung erfillt sind. Wahrend des genomweiten Screenings erkennt das System Aneuploidie bei allen
Autosomen sowie Ereignisse partieller Deletion und Duplikation von mindestens 7 Mb.

August2019 Dokument-Nr. 1000000086774 vO2 DEU | 33
English Source: 1000000078751 vO1



VeriSeg NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Im Rahmen des genomweiten Screenings werden Ereignisse partieller Deletion oder Duplikation gegeniiber
Calls des gesamten Chromosoms bevorzugt protokolliert, wenn der Umfang der partiellen Deletion oder
Duplikation héchstens 75 % des Chromosoms, fiir das das Ereignis nachgewiesen wurde, betragt. Wenn der
nachgewiesene Bereich partieller Deletion und Duplikation gréBer ist als 75 % der ChromosomengréBe, wird
das Ereignis als vollstdndige Trisomie oder Monosomie des gesamten Chromosoms protokolliert. Daher
kénnen ausreichend groBe Deletionen und Duplikationen, die weniger als 75 % des Chromosoms betreffen, auf
eine Aneuploidie des gesamten Chromosoms hindeuten.

Bei allen Proben wird der LLR-Score fiir die gesamte Chromosom-Klassifizierung im Zusatzbericht aufgefiihrt.
Vor einer Interpretation des Ergebnisses sollte der LLR-Score hinsichtlich des in Abbildung 2 auf Seite 42
angegebenen Schwellenwerts lberpriift werden. LLR-Scores, die auf Chromosomenebene den Schwellenwert
Uberschreiten, bieten weitere Hinweise fiir eine Interpretation hinsichtlich einer Aneuploidie des gesamten
Chromosoms.

Die klinische Studie umfasste zwei Proben aus Einlingsschwangerschaften mit ausreichend groB3en
Duplikationen (eine Duplikation des Chromosoms 21 und eine des Chromosoms 18), die geringer als 75 % der
relativen GroBe des Chromosoms waren (siehe Tabelle 13). Beide Ereignisse wurden im Bericht als partielle
Duplikationen und nicht als vollstandige Trisomie dieses Chromosoms aufgefiihrt. Die LLR-Scores fiir diese
Ereignisse lagen Giber dem Schwellenwert und entsprachen dem Ergebnis einer vollstandigen Trisomie. Bei
einer partiellen Duplikation oder einem Call fiir eine vollstandige Trisomie bietet das Nachfolgemanagement bei
positiven NIPT-Calls Bestéatigungstests (iber Pranataldiagnostik.

Tabelle 13 Beispiele fir im genomweiten Screening erkannte groBe Duplikationsereignisse

0, =
Klinische Erkenntnisse = Systemausgabe, genomweit GréBe der Anomalie (Mb) %o des LLR
Chromosoms Scores
Probe 1 Trisomie 21, Einling Partielle Duplikation auf 21 22,50 48,9 19,43
Probe 2 Trisomie 18, Einling Partielle Duplikation auf 18 47,00 60,2 12,99

Weitere Informationen zu Metriken der Qualitatssicherung zur Protokollierung von Aneuploidieergebnissen
finden Sie im Handbuch zur VeriSeq NIPT Solution v2 Software (Dokument-Nr. 1000000067940).

Geschlechtschromosomen

Die Ergebnisse fiir die Geschlechtschromosomen von VeriSeq NIPT Solution v2 wurden mit den Ergebnissen
des klinischen Referenzstandards verglichen. Die folgende Tabelle enthélt eine Zusammenfassung dieses
Vergleichs. Es wurde die Ubereinstimmung in Prozent fiir jedes Geschlechtschromosom in jedem Ergebnis des
klinischen Referenzstandards ermittelt. Die prozentuale Ubereinstimmung wurde wie folgt berechnet: die Anzahl
der Proben, bei denen der Geschlechtschromosomen-Call von VeriSeq NIPT Solution v2 der Klassifizierung des
klinischen Referenzstandards entsprach, geteilt durch die Gesamtzahl der Proben mit derselben Klassifizierung
wie der klinische Referenzstandard.

Tabelle 14 Ubereinstimmung in Prozent bei der Klassifizierung des Geschlechts des Fetus*

Phéanotyp aus der

Sl S B UL J D physischen Untersuchung Zytogenetische Ergebnisse

Fetus des Neugeborenen
Erkannt Karyotyp Frau Mann XX XY XO XXX XXY XYY Sonstige** Fehlt
Keine Anomalie XX 997 0 21 0 2 0 0 0 0 0
erkannt
Keine Anomalie XY 0 966 0 15 0 0 0 0 0 1
erkannt
Anomalie erkannt  XO 0 0 0 0 19 0 0 1 0 0
Anomalie erkannt XXX 0 0 0 0 0 17 0 0 1 0
Anomalie erkannt  XXY 0 0 0 0 0 0 23 0 1 0
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Phéanotyp aus der

Sl S B UL J D physischen Untersuchung Zytogenetische Ergebnisse

ot des Neugeborenen

Erkannt Karyotyp Frau Mann XX XY XO XXX XXY XYY Sonstige*™ Fehlt
Anomalie erkannt XYY 0 0 0 0 0 0 0 11 0 0

Summe 997 966 21 15 21 17 23 12 2 1
Ubereinstimmung 100 100 100 100 90,5 100 100 91,7 Nicht Nicht

in Prozent zutreffend  zutreffend

* Fir fanf Zwillingsschwangerschaften wurde das Vorhandensein des Y-Chromosoms korrekt festgestellt. Fiir zwei Schwangerschaften wurde das
Nichtvorhandensein des Y-Chromosoms korrekt festgestellt.
** Weitere zytogenetische Ergebnisse lauteten XXXXX und XXYY.

Positiver und negativer Vorhersagewert von VeriSeq NIPT Solution v2

Der positive Vorhersagewert (Positive Predictive Value, PPV) und der negative Vorhersagewert (Negative
Predictive Value, NPV) des Tests liefern Informationen zu dessen Eignung, klinische Entscheidungen basierend
auf der Testsensitivitat und -spezifitdt sowie der Vortestwahrscheinlichkeit, dass ein Fetus von einer Trisomie
betroffen ist (Pravalenz), zu unterstiitzen. Da der PPV und der NPV von der Pravalenz abhéangig sind und die
Pravalenz fiir diese Aneuploidien zwischen verschiedenen Populationen variiert, wurden der PPV und der NPV
fir einen plausiblen Prévalenzwertebereich berechnet. Als Grundlage dafiir dienten die Werte flir Sensitivitat
und Spezifitat, die wahrend des einfachen Screenings (ohne bekannte Mosaike) in der Untersuchung zur
klinischen Genauigkeit beobachtet wurden. Als Grundlage fiir Tabelle 18 dient das genomweite Screening (mit
bekannten Mosaiken).

Tabelle 15 Trisomie-21-Pravalenz, PPV und NPV des einfachen Screenings (ohne bekannte Mosaike)

Pravalenz (%) 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

Tabelle 16 Trisomie-18-Pravalenz, PPV und NPV des einfachen Screenings (ohne bekannte Mosaike)

Pravalenz (%) 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
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Tabelle 17 Trisomie-13-Pravalenz, PPV und NPV des einfachen Screenings (ohne bekannte Mosaike)

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

Tabelle 18 Beliebige Anomaliepravalenz, PPV und NPV des einfachen Screenings (mit bekannten Mosaiken)

Pravalenz (%) 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

Verteilung der fetalen Fraktion
Die Verteilung der Schatzwerte fiir Fetal Fraction (FF) von VeriSeq NIPT Solution v2 des genomweiten
Screenings mit Mosaiken sind in Abbildung 1 unter ,Klinischer Referenzstandard“ aufgefiihrt.

Abbildung 1 Verteilung der fetalen Fraktion
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VeriSeq NIPT Solution v2 — Fetale Fraktion (%)
Funf Proben wiesen Anomalien in mehreren Kategorien auf.
»,Haufige Trisomie“ umfasst Proben mit Trisomie 21, 18 und/oder 13.
,Genomweit* umfasst Proben mit RAA oder partiellen Deletionen und/oder Duplikationen.
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Die FF-Schatzwerte lagen in einem Bereich von 2 % bis 34 % mit einem Median von 9 % und einem
Interquartilsabstand von 6 % bis 12 %. Der Median des FF-Schétzwerts fur hdufige vom genomweiten
Screening erkannte Trisomien und Ereignisse liegt bei 8 % und fiir SCAs bei 9 %. Der Bereich der FF-
Schatzwerte war fiir alle Ergebnisse einheitlich. Fir die Verteilung der fetalen Fraktion haufiger Trisomien, SCAs
und Ereignisse, die im genomweiten Screening erkannt wurden, oder alle Proben der genomweiten Analyse lag
keine offensichtliche Verschiebung vor.

Leistung bei Zwillingsschwangerschaften

Schatzung der Leistung fir Trisomie 13, 18 und 21 sowie fiir das Y-Chromosom bei
Zwillingsschwangerschaften

Aufgrund der niedrigen Pravalenz von Trisomie 21, 18 und 13 bei Zwillingsschwangerschaften stand fiir die
klinische Untersuchung nur eine geringe Anzahl an Zwillingsproben zur Verfligung. Fir die Schatzung der
Leistung von VeriSeq NIPT Solution v2 bei Zwillingsschwangerschaften wurden auf Grundlage von
Beobachtungen aus klinischen Proben In-silico-Modelle fiir die Simulierung von Populationen von
Zwillingsschwangerschaften verwendet. Diese Simulation entsprach der vorgesehenen Verwendung der
Population. Die Verteilung der fetalen Fraktion wurde aus ca. 4.500 Zwillingsproben ermittelt und mit der
Verteilung von ca. 120.000 Einlingsproben verglichen. Die Verteilung der fetalen Fraktion in Abhangigkeit vom
Aneuploidie-Status wurde aus putativen Einlings-Calls ermittelt (1.044 x Trisomie 21, 307 x Trisomie 18 und 192 x
Trisomie 13). Die Kombination der beiden Verteilungen lie Riickschliisse auf den Nachweis von Aneuploidien
bei Zwillingen zu. Simuliert wurden Sétze von zweieiigen und eineiigen Zwillingen. Bei der Schétzung der
Sensitivitat wurde ein gewichteter Durchschnitt zugrunde gelegt, der ihre Haufigkeit in der Population fiir die
vorgesehene Verwendung darstellt (2 zweieiig: 1 eineiig). Fiir die Spezifitdt wurden Séatze von nicht betroffenen
Zwillingen simuliert.

Die Fraktion der einzelnen von Trisomie betroffenen simulierten Proben (also die ,,betroffene Fraktion“) wurde
bei jeder Probenkategorie anders berechnet:

Bei eineiigen Zwillingen wurde die betroffene Fraktion jeder Probe auf 1.0 festgelegt, da in diesem Fall die
Trisomie beide Zwillinge betrifft.

Bei zweieiigen Zwillingen wurde davon ausgegangen, dass nur ein Zwilling betroffen ist (nur in extrem seltenen
Fallen sind beide zweieiigen Zwillinge betroffen). Die Werte der betroffenen Fraktion wurden mithilfe der
Verteilung von Verhéltnissen bei fetalen Fraktionen simuliert, die aus klinischen Proben von
geschlechtsdiskordanten Zwillingen bekannt ist. Gewahlt wurde ein konservativer Ansatz mit der Annahme, dass
der betroffene Zwilling stets die niedrigste fetale Fraktion der beiden Zwillinge aufweist. Es wurde ein
Korrekturfaktor fur fetale Fraktionen angewendet, die im Durchschnitt bei Trisomie 13- und Trisomie 18-
Schwangerschaften seltener auftreten.

Bei nicht betroffenen Zwillingen wurde die betroffene Fraktion der einzelnen Proben auf Null festgelegt.
Bei von Trisomie 18 oder 13 betroffenen Zwillingen war die fetale Fraktion, die der betroffenen Fraktion der
Probe entspricht, verringert. Diese Verringerung verlief proportional zur durchschnittlichen Verringerung bei
fetalen Fraktionen, die in klinischen Daten flir Einlinge mit Trisomie 18 oder 13 im Vergleich zu euploiden
Einlingen beobachtet wurde.

Sowohl die gesamte fetale Fraktion als auch die betroffene Fraktion der einzelnen simulierten Proben wurden
dann zur Berechnung eines Aneuploidie-Scores mithilfe des VeriSeq NIPT Solution v2-Standardalgorithmus
herangezogen. Die Sensitivitdt wurde berechnet, indem ermittelt wurde, wie oft die Aneuploidie-Scores fir die
simulierten betroffenen Zwillinge tiber dem entsprechenden Aneuploidie-Cutoff lagen. Dementsprechend wurde
die Spezifitat berechnet, indem ermittelt wurde, wie oft die Aneuploidie-Scores fiir die simulierten betroffenen
Zwillinge unter dem entsprechenden Aneuploidie-Cutoff lagen (Tabelle 19). Die 95-%-Konfidenzintervalle wurden
berechnet anhand der Zahl der echten klinischen Proben von Zwillingen im urspriinglichen Datensatz, die als
entweder von der relevanten Trisomie betroffen oder nicht betroffen klassifiziert wurden.

Fiir die Schatzung der Sensitivitat fiir Y-Chromosomen in Zwillingsproben wurden Satze mit XY/XY- und
XX/XY-Zwillingen simuliert. Es wurde ein gewichteter Durchschnitt zugrunde gelegt, der ihre Haufigkeit in der
Population fiir die vorgesehene Verwendung darstellt (1 XY/XY: 1 XX/XY).
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Fir die Schatzung der Y-Chromosom-Spezifitat bei Zwillingen wurde ein Satz mit XX/XX-Zwillingen simuliert.
Die allgemeinen Werte fir fetale Fraktionen wurden gemaB der bekannten Verteilung der fetalen Fraktion in
klinischen Zwillingsstudien simuliert.

Fir XY/XY- und XX/XY -Zwillinge wurden entsprechende Y-Chromosom-Scores auf Grundlage der bekannten
Beziehung zwischen den Scores fiir fetale Fraktionen und Y-Chromosomen in klinischen Einlingsproben, die
als mannlich klassifiziert waren, geschatzt. Flir ausschlieBlich XX/XY-Zwillinge wurden die Werte der
betroffenen (also mannlichen) fetalen Fraktion auf Grundlage der bekannten Verteilung der Verhaltnisse
simuliert, die bei Zwillingen der gleichen Schwangerschaft beobachtet wurden. Diese ist aus klinischen Proben
von geschlechtsdiskordanten Zwillingen bekannt. Es wurde ein konservativer Ansatz gewahlt, bei dem die
betroffene Fraktion so gewahlt wurde, dass sie dem kleineren Zwilling entsprach. Fir jede simulierte XX/XY-
Probe wurde der Score fiir das Y-Chromosom mit der betroffenen Fraktion multipliziert.

Fir XX/XY-Zwillinge wurden Y-Chromosom-Scores von den Scores bezogen, die in klinischen, als weiblich
klassifizierten Einlingsproben beobachtet wurden. AnschlieBend wurde mit dem Standardalgorithmus von
VeriSeq NIPT Solution v2 anhand des Y-Chromosom-Scores und der allgemeinen fetalen Fraktion jede
simulierte Probe nach Vorhandensein oder Nichtvorhandensein des Y-Chromosoms klassifiziert.

Die Sensitivitdt wurde berechnet, indem die Trefferquote bei der Feststellung des Vorhandenseins des Y-
Chromosoms in den simulierten XY/XY- oder XX/XY-Zwillingen bestimmt wurde. Die Spezifitat wurde
berechnet, indem die Trefferquote bei der Feststellung des Nichtvorhandenseins des Y-Chromosoms in den
simulierten XX/XX-Zwillingen bestimmt wurde. Die 95-%-Konfidenzintervalle wurden anhand der Zahl der
echten klinischen Proben von Zwillingen im urspriinglichen Datensatz berechnet, bei denen das Y-Chromosom
als entweder vorhanden oder nicht vorhanden bestimmt wurde.

Tabelle 19 Schatzungen fir Trisomie 21, 18 und 13 in simulierter Population von Zwillingsschwangerschaften

Trisomie 21 Trisomie 18 Trisomie 13 Y-Chromosom vorhanden
Sensitivitat 96,4 % 95,7 % 93,6 % >99,9 %
Zweiseitiges 95-%-KI (86,4 %, 98,9 %) (68,3 %, 99,4 %) (64,1 %, 98,9 %) (99,9 %, > 99,9 %)
Spezifitat 99,9 % >99,9 % >99,9 % >99,9 %
Zweiseitiges 95-%-KI (99,8 %, > 99,9 %) (99,9 %, >99,9 %) (99,9 %, >99,9 %) (99,7 %, > 99,9 %)

In Tabelle 19 werden Punktschatzungen und geschéatzte 95-%-Konfidenzintervalle fir die Sensitivitat und
Spezifitdt von VeriSeq NIPT Solution v2 zur Erkennung von Trisomie 21, 18 und 13 und dem Vorhandensein des
Y-Chromosoms in einer simulierten Population von Zwillingsschwangerschaften in Ubereinstimmung mit der
Population flir die vorgesehene Verwendung aufgefiihrt. Die Konfidenzintervalle wurden geschéatzt anhand der
Zahl der Kklinischen Proben von Zwillingen mit bestandener Qualitatssicherung, die als entweder von der
relevanten Trisomie betroffen oder nicht betroffen klassifiziert wurden. Bei der Berechnung der Sensitivitat
wurde davon ausgegangen, dass zwei Drittel der betroffenen Zwillingsschwangerschaften zweieiig sind und ein
Zwilling betroffen ist, wéhrend ein Drittel der betroffenen Zwillingsschwangerschaften eineiig ist und beide
Zwillinge betroffen sind.

Die in Tabelle 19 aufgefiihrten Schatzungen beziehen sich nur auf Zwillingsschwangerschaften. Aufgrund noch
niedrigerer Pravalenz waren die Daten fiir Mehrlingsschwangerschaften (Drillinge oder mehr) nicht ausreichend,
um geeignete statistische Modelle zu erstellen, anhand derer die Genauigkeit der Erkennung von Aneuploidien
geschéatzt werden konnte.

Analyseleistung

Prazision

Fir die Beurteilung und Quantifizierung der Genauigkeit der Assays wurden mithilfe der Analysepipeline-
Software VeriSeq NIPT Solution v2 Daten aus zwei friiheren Untersuchungen der VeriSeq NIPT Solution erneut
analysiert:
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Eine Untersuchung zur Reproduzierbarkeit an mehreren Standorten mit drei Laufen, die von drei Bedienern an
drei Standorten mit einem einzigen Satz an Reagenzien durchgefiihrt wurden (neun Laufe insgesamt)

Eine Untersuchung zur Prazision innerhalb eines Labors mit 12 Laufen an einem Standort mit zwei ML STARs,
zwei Sequenziersystemen und drei Satzen an Sequenzierungsreagenzien
Ziel dieser Untersuchung zur Prézision war die Quantifizierung der Prazision des Assays hinsichtlich
Trisomie 21 (T21) und des Y-Chromosoms. AuBBerdem sollten die Abweichungen zwischen verschiedenen
Geraten, Bibliotheksvorbereitungskits und Satzen von Sequenzierungsreagenzien geschétzt werden.

Es wurde ein Pool mit einer 5%igen fetalen Fraktion von T21 erstellt, indem die aus dem mitterlichem Plasma
von schwangeren Frauen (mit einem Fetus mit T21) isolierte cfDNA mit der cfDNA aus dem Plasma von nicht
schwangeren Frauen kombiniert wurde. Weiterhin wurde ein Pool mit 10%iger fetaler Fraktion mit cfDNA von
Frauen mit mannlichem Fetus (XY) erstellt. Bei jeder Untersuchung enthielt das Probenpanel fiir jeden Lauf vier
Replikate des Probenpools mit einer 5%igen fetalen Fraktion von T21 und 20 Replikate des Pools mit 10%iger
fetaler Fraktion mit cfDNA von Frauen mit mannlichem Fetus. Die Tests fiir die beiden Studien wurden mit
insgesamt 21 Laufen in 10 Tagen durchgefiihrt.

Aufgrund der Repréasentativitat klinischer Bedingungen und der Komplexitat der Anomalieerkennung wurden fiir
die Auswertung T21 und das Vorhandensein des Y-Chromosoms ausgewahlt. Als zweitkleinstes Autosom wirkt
sich das Chromosom 21 mit seiner GréBe direkt auf die Sensitivitat der T21-Erkennung aus, insbesondere bei
niedrigen Werten flir die fetale Fraktion, wie sie in dieser Untersuchung verwendet wurden. Das Vorkommen
des Y-Chromosoms in miitterlichem Plasma ist ausschlieBlich fetalen Ursprungs und so fiir den Assay
einfacher zu erkennen.

Die beobachtete mittlere und Standardabweichung fiir den LLR-Score von Chromosom 21 und die normierten
Chromosomenwerte des Y-Chromosoms zeigten, dass die Standardabweichung bei Replikaten die gréBte
Quelle fiir Abweichungen darstellt. Die Abweichungen zwischen Standorten, Geréten und Reagenzienséatzen
trugen in vernachlassigbarer Weise zur Gesamtabweichung bei. Dies wird durch den Gesamtwert der
Standardabweichung und der Standardabweichung fiir Replikate in Tabelle 20 und Tabelle 21 deutlich.

Tabelle 20 Zusammenfassung der Standardabweichung bei der Sequenzierungsreaktion an mehreren Standorten

(Reproduzierbarkeit)
Reaktion N Mittel Stanc.jardabwelchung fur Gesamt-S.tandard?bwelchung fiir
Replikate Reproduzierbarkeit*
LLR-Score fiir Chromosom 21 36 34,43 11,36 11,36
Normierte Chromosomenwerte fir 180 190,56 7,96 10,20

Chromosom Y
* Der Gesamtwert umfasst Abweichungen aufgrund von Standort, Bediener, Lauf, Tag und Replikat.

Tabelle 21 Zusammenfassung zur Prazision der Sequenzierungsreaktion innerhalb des Labors

Reaktion N Mittel Stanc_iardabwelchung far Gesamt-Standardabweichung* innerhalb
Replikate des Labors

LLR-Score fiir Chromosom 21 48 36,01 9,07 10,25

Normierte Chromosomenwerte fiir 240 198,68 7,63 7,82

Chromosom Y

* Der Gesamtwert umfasst Abweichungen aufgrund von Sequenzierungsgerat, Reagenziensatz, Bediener, Lauf, Tag und Replikat.
Im Rahmen einer weiteren Untersuchung wurde die Sequenzierungsprézision (Gesamt-Standardabweichung)
von VeriSeq NIPT Solution v2 bei Verwendung einer FlieBzelle der Version 2.0 mit der Prazision bei Verwendung
einer FlieBzelle der Version 2.5 verglichen. Die Untersuchung umfasste zwei FlieBzellentypen (v2.0 und v2.5),
drei Satze an Sequenzierungskits sowie zwei Sequenzierungslaufe pro Kombination (Durchfiihrung von
insgesamt 48 Laufen an einem Standort). Es wurde ein Sequenzierungspool aus manuell vorbereiteten cfDNA-
Platten erstellt.
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Bei jeder Untersuchung enthielt das Probenpanel vier Replikate des Probenpools mit einer 5%igen fetalen
Fraktion von T21 und 20 Replikate des Pools mit 10%iger fetaler Fraktion mit cfDNA von Frauen mit
ménnlichem Fetus (XY). Die in Tabelle 22 dargestellten Ergebnisse der Untersuchung stiitzen die Annahme,
dass bei Verwendung von v2.0- bzw. v2.5-FlieBzellen die gleiche Sequenzierungspréazision gewahrleistet ist.

Tabelle 22 Zusammenfassung der Prazision der Sequenzierungsreaktion bei einer v2.0-FlieBzelle im Vergleich zu einer

v2.5-FlieBzelle

Anzahl der Gesamt- Gesamt- Statistisches

Reaktion Beobachtungen pro Standardabweichung Standardabweichung .
. . . Ergebnis

Version bei v2.0* bei v2.5*
LLR-Score fiir 96 9,56 8,44 Statistisch aquivalent
Chromosom 21 (p-Wert = 0,25)
Normierte 480 7,74 7,38 Statistisch aquivalent
Chromosomenwerte fiir (p-Wert = 0,38)

Chromosom Y

* Der Gesamtwert umfasst Abweichungen aufgrund von Sequenzierungsgerat, Reagenziensatz, Lauf, Tag und Replikat.
** Die Werte basieren auf einem F-Test auf Varianzgleichheit (quadrierte Standardabweichungen).

Kreuzkontamination

Die Kreuzkontamination wurde im Probenvorbereitungs-Workflow von VeriSeq NIPT Solution beurteilt.
Plasmapools von nicht schwangeren Frauen (XX) und erwachsenen Mannern (XY) wurden fiir den Test im
Schachbrettmuster auf vier 96-Well-Platten verteilt. Pro Platte waren je 48, insgesamt je 192 méannliche und
weibliche Proben enthalten. Keine der weiblichen Proben wies eine statistisch héhere Y-Chromosom-
Abdeckung als der geschéatzte Wert auf, was belegt, dass keine Kreuzkontamination mit den ménnlichen
Proben in derselben Platte erfolgte. In VeriSeq NIPT Solution wurde keine nachweisbare Kreuzkontamination
beobachtet.

Potenziell stérende Substanzen

Die Einschatzung der Auswirkungen potenziell stérender Substanzen erfolgte fiir VeriSeq NIPT Solution durch
Bewertung der Leistung des Assays unter Einwirkung dieser Substanzen.

Pools mit mitterlichem Plasma aus Schwangerschaften mit nicht betroffenen weiblichen Feten (XX) wurden mit
jeweils Albumin, Bilirubin, Hdmoglobin und Triglyceriden (kérpereigen) versetzt. Diese wurden fiir jede fragliche
Substanz (jeweils n = 16) mit zwei Konzentrationen getestet. Es wurde keine Beeintrachtigung der Assay-
Leistung beobachtet.

Tabelle 23 Potenziell stérende Substanzen (kérpereigen)

Testsubstanz Niedrige Testkonzentration (mg/ml) Hohe Testkonzentration (mg/ml)
Albumin 35 50

Bilirubin 0,01 0,15

Héamoglobin 100 200

Triglycerid 1,5 5

Im Plasma natiirlich vorkommende miitterliche genomische DNA (gDNA) ist ebenfalls ein potenzielles Risiko fiir
die Beeintrachtigung der Assay-Leistung, da sie ggf. zusammen mit der fetalen cfDNA extrahiert wird.
Genomische DNA wurde in Konzentrationen von 1,6, 3,3 und 4,9 ng pro Probe (entspricht einer, zwei und drei
Standardabweichungen (iber der mittleren erwarteten gDNA-Konzentration nach 7 Tagen Vollblut-Lagerung'?)
zu cfDNA hinzugefiigt, die aus miitterlichem Plasma von nicht betroffenen weiblichen (XX-Fetus)
Schwangerschaften extrahiert wurde. Die Proben wurden dann mit VeriSeq NIPT Solution (n = 16 fiir jede
Konzentration) getestet. Es wurde keine Beeintrachtigung der Assay-Leistung bei erhéhten Konzentrationen von
gDNA festgestelit.
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20 arzneimittelbasierte, potenziell stérende und haufig wahrend der Schwangerschaft verschriebene
Substanzen (kérperfremd) wurden gemaB EP7-A2: Interference Testing in Clinical Chemistry, Approved
Guideline - Second Edition (Priifung auf Stérsubstanzen in der klinischen Chemie, genehmigte Leitlinie, zweite
Ausgabe) getestet. Die 20 potenziellen Stérsubstanzen wurden in vier Pools kombiniert, mit mtterlichem
Plasma von nicht betroffenen weiblichen (XX-Fetus) Schwangerschaften versetzt und mit VeriSeq NIPT Solution
(N =16 je Pool) getestet. Es wurde keine Beeintrachtigung der Assay-Leistung bei Vorhandensein dieser
kérperfremden Substanzen beobachtet.

Tabelle 24 Potenziell stérende Substanzen (kérperfremd)

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4
Acetaminophen Diphenhydramin Salbutamol Cetirizin
Acetylcystein Erythromycin Bupropion Dextromethorphan
Bisoprolol Guaifenesin Koffein Ascorbinsaure
Citalopram Heparin Sertralin Metoprolol
Desloratadin Lidocain Natriumfluorid Nadolol

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze wird als die Haufigkeit fetaler Fraktion definiert, die der 95%igen
Nachweiswahrscheinlichkeit eines Untersuchungsgegenstands, z. B. T21, entspricht. Flr die Einschatzung der
Nachweisgrenze von VeriSeq NIPT Solution v2 bei verschiedenen haufigen Untersuchungsgegensténden
wurden Untersuchungen und statistische Analysen durchgefiihrt.

Die Nachweiswahrscheinlichkeit eines Untersuchungsgegenstands in einer von VeriSeq NIPT Solution v2
verarbeiteten betroffenen Probe hangt hauptsachlich von drei Faktoren ab:

Fetale Fraktion
Sequenzierungstiefe

GroBe und Komplexitat der zu untersuchenden Genombereiche
Eine konstante Sequenzierungstiefe vorausgesetzt, lasst sich in einer Probe mit einem hdheren Prozentsatz
fetaler Fraktion eine gegebene Abweichung einfacher erkennen als in einer Probe mit geringerem Prozentsatz
fetaler Fraktion. Umgekehrt gilt: Eine konstante fetale Fraktion vorausgesetzt, lasst sich in einer Probe mit einer
gréBeren Sequenzierungstiefe eine gegebene Abweichung einfacher erkennen als in einer Probe mit geringerer
Sequenzierungstiefe. AuBerdem sind Abweichungen in kleineren oder komplexeren Genombereichen
schwieriger zu erkennen als in gréBeren oder weniger komplexen Bereichen, sofern die fetale Fraktion und die
Sequenzierungstiefe konstant sind.

Fir die Bestimmung der Nachweisgrenze bei der T21-Erkennung wurden Mischproben aus gepoolten T21-
Proben und gepoolten, nicht betroffenen Proben analysiert. Die beiden Analyttypen wurden in einer
Titrationsserie gemischt, sodass ein Satz mit sieben Prozentsétzen fetaler Fraktion (0 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %,
6 % und 10 %) erstellt wurde. Jeder Prozentsatz wurde durch insgesamt 10 Replikate reprasentiert.

Die Auflésung des Kennfelds der fetalen Fraktion wurde flir die Analyse der Nachweisgrenze weiter erhéht,
indem die Daten dieser Untersuchung mit Daten einer in-silico-Verdiinnung erweitert wurden. Die Effekte von
experimenteller Verdiinnung und Titration wurden durch eine kontrollierte Mischung der Sequenzierungsdaten
simuliert. Die Daten aus dieser In-silico-Titration deckten einen Satz mit 14 Prozentséatzen fetaler Fraktion ab
(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 % und
4,50 %) und umfassen fiir jeden Prozentsatz 32 Replikate. Mit den Ergebnisdaten wurde eine Probit-Analyse
durchgefiihrt, um so die Nachweisgrenze fiir T21 zu bestimmen.

Davon unabhéangig wurde ein Statistikmodell auf Grundlage der fetalen Fraktion, der Sequenzierungstiefe und
der GroBe/Komplexitat des Genombereichs entwickelt, mit dem die Nachweiswahrscheinlichkeit einer beliebigen
Abweichung in jeder Probe prognostiziert werden kann. Dieses Modell wurde mit Daten entwickelt, die einem
Satz mit 1.405 XY-Proben entsprechen.
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Die mit diesem Modell prognostizierte Nachweisgrenze fir T21 gilt als Gbereinstimmend mit der bereits
erlauterten Probit-basierten Schétzung. Mit diesem statistischen Modell wurden die Werte der Nachweisgrenze
fur Aneuploidien bei allen Autosomen und fiir partielle Deletionen und Duplikationen geschatzt.

In Abbildung 2 sind die 95%ige Nachweiswahrscheinlichkeit flir durchschnittliche Bereiche im Verhaltnis zur
GroBe sowie die autosomalen Nachweisgrenzen fiir alle Trisomien und Monosomien dargestellt.

Abbildung 2 95%ige Nachweiswahrscheinlichkeit fiir durchschnittliche Bereiche im Verhaltnis zur GréBe fiir VeriSeq
NIPT Solution v2

Symbole zeigen autosomale Nachweisgrenzen fir Trisomien an Symbole zeigen autosomale Nachweisgrenzen fiir Monosomien an

Fetale Fraktion in % (FFXY)
Fetale Fraktion in % (FFXY)

3 3
2 2
o =2
1 1 =
!
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Effektive GroRe (Mb) Effektive GroRe (Mb)
Trisomie Monosomie Trisomie Monosomie
Chr | SYMbol | sonmie et | ol | snpinm | reegeast | | ChI | SYMBO | o [ e | et |
1 o] 7 1,44 13,2 1,80 12 [} 11,6 2,14 12,8 2,22
2 ] 9 1,47 136 1,71 13 & 3 1,68 16,5 2,94
3 O 5 1,41 13,8 1,99 14 s 12,7 2,68 14,7 2,82
4 P 7 1,82 15,2 2,39 15 v 9,8 3,07 16,4 3,69
5 v 7.6 1,60 17 2,14 16 = 10,7 3,10 15,3 3,54
[ ] 7.3 1,60 154 2,09 17 * 16,8 4,25 15,7 4,14
7 [ ] 6,6 1,73 14 2,25 18 & 3 1,98 11,3 3,02
8 * 58 1,63 14,8 2,25 19 @ 15,5 5,01 27,5 6,26
9 A 8 1,97 136 2,37 20 = 10,6 3,20 18,2 3,9
10 v 8,8 2,01 14,7 2,42 2 2] 2,5 2,58 13,2 4,40
11 [e] 12,2 2,14 15,7 2,35 22 o 13,5 4,87 15,3 5,09
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Fehlerbehebung

VeriSeq NIPT Solution v2 — Fehlerbehebung

Fehlerart Méogliche Folge

Unzureichende
Plasmazugabe

Qualitatssicherung der
Probe schlagt fehl

Blutréhrchen- Keine Trennung des

Fehler Bluts in Schichten
Proben- Plasmakontamination
Verstopfung/lang-

samer Fluss

Hardwarestérung

August2019

Erklarung

Das Plasmavolumen
ist nicht
ausreichend.

Die Probe wurde
nicht zentrifugiert.

Die Probe wurde
unsachgeman
gelagert oder
transportiert
(Hamolyse der
Probe).

Einzelne Proben
kénnen die
Bindungsplatte
verstopfen, wenn die
Plasmaprobe stark
kontaminiert ist.

Unzureichender
Aufschluss des
Materials bei der
Extraktion

VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Empfohlene
Aktion

Flhren Sie eine
erneute Entnahme
durch.

Vergewissern Sie
sich, dass die
Zentrifuge
gestartet und das
Roéhrchen mit der
korrekten
Zentrifugal-

kraft geschleudert
wurde. Entnehmen
Sie eine neue
Probe.

Entnehmen Sie
eine neue Probe.

Prifen Sie, ob
das verbleibende
Plasma im
Rohrchen rot oder
milchig aussieht.
Brechen Sie die
Probe ab und
fordern Sie eine
erneute Entnahme
an. Wenn die
Probe normal
aussieht, testen
Sie sie erneut.

Testen Sie die
Probe erneut.
Falls das Problem
mit anderen
Proben in der
Well-Position
weiterhin auftritt,
wenden Sie sich
an den
technischen
Support von
lllumina.

Anmerkungen

Basierend auf der visuellen
Prifung des
Plasmavolumens.

Gefrorene Proben lassen sich
nicht trennen. UnsachgemaBe
Transport- oder
Lagerungsbedin-

gungen kénnen zur Hamolyse
der Proben fiihren.
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Fehlerart Mégliche Folge
Fehler bei der
Qualitatssiche-
rung der
Quantifizierung

Quantifizierungslauf
schlagt fehl: Batch-
Medianwert unter
Mindestwert

Quantifizierungslauf
schlagt fehl.

Fehler beim
Pooling

Proben-Pooling kann
nicht abgeschlossen
werden.

Fehler bei der
Analyse-
Qualitatssiche-
rung einer
einzelnen Probe

Sequenzierungsqualitats-
sicherung schlagt fehl.

Niedriger FF- oder Non-
Excluded Sites(NES)-
Count
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Erklarung

Unzureichende
Prozessausbeute

Standardkurvenfehler

Bei der Pooling-
Analyse koénnen die
ordnungsgemaBen
Pool-Volumina nicht
berechnet werden.

Unzureichende
Zugabe von
Genmaterial ODER
Ubertragungsfehler
beim Umgang mit
Proben ODER
Sequenzierungsrea-
genzienfehler

Es wurden nicht
genugend Daten fur
eine genaue
Berichterstellung
generiert.

Empfohlene
Aktion

Wiederholen Sie
die Quantifizie-
rung. Wenn die
erneute
Durchfiihrung
ebenfalls
fehlschlagt,
wenden Sie sich
an den
technischen
Support von
lllumina.

Wiederholen Sie
die Quantifizie-
rung. Wenn die
erneute
Durchfihrung
ebenfalls
fehlschlagt,
wenden Sie sich
an den
technischen
Support von
lllumina.

Ermitteln Sie noch
einmal die
Zielkon-
zentration des
Pools und fiihren
Sie die Pooling-
Analyse erneut
durch.

Priifen Sie die
Probenanno-
tation. Priifen Sie,
ob bei zuvor
verarbeiteten
Proben eine
ahnliche Leistung
an der relativen
Plattenpositi-

on beobachtet
wurde. Testen Sie
die Probe erneut.

Flhren Sie einen
erneuten Test mit
Plasma durch.

Anmerkungen

Das Erreichen der
Kennzahlen der
Standardkurve weist auf
einen Fehler bei der
Bibliotheks-
vorbereitung hin.

Haufige Ursachen flr
Standardkurvenfehler sind
unter anderem aufgetaute
Quantifi-
zierungsreagenzien,
uneinheitliches Volumen in
den Wells aufgrund von
Flussigkeitsaustritt und
Zersetzung der DNA-Quantifi-
zierungsreagenzien (z. B.
durch Lichteinwirkung).

Kann auftreten, wenn alle
Proben in einem Batch
niedrige
Quantifizierungswerte
aufweisen und zugleich eine
hohe Pool-Konzentration

(i. d. R. hoher als 3 bis 5 pm)
eingestellt ist.

Gibt entweder einen Fehler
bei der Probenzugabe oder
einen Ubertragungsfehler auf
dem ML STAR-Gerét an. Die
Ursache fiir unzureichendes
genetisches Material kann
nicht gentigend zellfreie DNA
im Plasma oder zellbasierte
DNA sein, was zu einer
UberméaBigen Verdinnung der
Probe fiir die Sequenzierung
fiihrt.
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Beheben von Problemen mit dem VeriSeq NIPT Microlab STAR-Gerat

Verarbeitungs-
schritt

Batcherstellung

Batcherstellung

Batcherstellung

Batcherstellung

Batcherstellung

August2019

Fehlercode

EMO0044

EMO0051

EMO0076

EM0118

n.

Z.

Fehlermeldung

The Batch ID entered
contains forbidden
characters. (Die
eingegebene Batch-ID
enthélt unzulassige
Zeichen.)

The Batch ID is greater
than 26 characters in
length. (Die Batch-ID
enthalt mehr als

26 Zeichen.)

Unable to connect to
VeriSeq Onsite Server v2
(Verbindung mit VeriSeq
Onsite Server v2 nicht
moglich.)

This batch has been
failed and cannot be
further processed. (Der
Batch ist fehlgeschlagen
und kann nicht
weiterverarbeitet
werden.)

This batch has already
completed processing.
Would you like to repool?
(Dieser Batch wurde
bereits verarbeitet.
Méchten Sie einen neuen
Pool bilden?)

Beschreibung

In VeriSeq NIPT
Solution v2 diirfen in
alle Datenfelder nur
Zahlen, Buchstaben,
Unterstriche und
Bindestriche
eingegeben werden.

In VeriSeq NIPT
Solution v2 ist die
Lange von
Batchnamen auf
maximal 26 Zeichen
begrenzt.

Der VeriSeq Onsite
Server v2 reagiert
nicht auf
Datenanforderungen
vom Workflow
Manager.

Der angegebene Batch
ist bereits
fehlgeschlagen,
sodass eine
Weiterverarbeitung
nicht méglich ist.

Der angegebene Batch
hat das Pooling
bereits durchlaufen.
Die einzige zulassige
Verarbeitungsoption
ist die Pool-
Neubildung.

MaBnahmen des Benutzers zur
Problembehebung

Andern Sie den Namen des Batches
so, dass er keine Sonderzeichen
enthalt.

Benennen Sie den Batch in einen
Namen mit weniger als 26 Zeichen
um.

Stellen Sie Folgendes sicher:

1. Das ML STAR-Gerét ist mit dem
Netzwerk verbunden.

2. Der VeriSeq Onsite Server v2 ist
aktiviert.

3. Das ML STAR-Gerét kann eine
Verbindung zum VeriSeq Onsite
Server v2 (liber Ping-Abfrage)
herstellen.

4. Wenn mit den oben genannten
Schritten das Problem nicht
behoben werden kann, wenden Sie
sich per E-Mail an den technischen
Support von lllumina.

5. Uberpriifen Sie, ob die
Abfallflasche des Vakuumsystems
Uber die Halfte gefillt ist. Leeren
Sie in diesem Fall die Abfallflasche.

Das Batchprotokoll auf dem VeriSeq
Onsite Server v2 gibt an, dass beim
ausgewahlten Batch ein Fehler
aufgetreten ist. Die
Weiterverarbeitung ist nicht
zulassig. Erstellen Sie einen
anderen Batch mit den gewiinschten
Proben.

Um einen neuen Pool zu bilden,
klicken Sie auf Re-Pool (Pool neu
bilden).

ODER

Brechen Sie das Verfahren ab und
prifen Sie den Batchnamen.
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Verarbeitungs-
schritt

Plasmaisolation

Plasmaisolation

Laden der
Platte

cfDNA-
Extraktion

Fehlercode

WP0087

EP0102

WEO0150

WEO0153

Fehlermeldung

Duplicate sample
barcodes loaded.
(Doppelte Proben-
Barcodes geladen)

Samples specified in the
Sample Sheet were not
loaded. (Im Probenblatt
angegebene Proben
wurden nicht geladen.)

Venus Barcode Mask
Error (Fehler beziiglich
Venus-Barcode-Maske)

Pressure in the vacuum
chamber is too low. (Der
Druck in der
Vakkuumkammer ist zu
niedrig.)

Pressure in the vacuum
chamber is too low. (Der
Druck in der
Vakkuumkammer ist zu
hoch.)
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Beschreibung

Es wurden Proben mit
identischen Barcodes
auf das System
geladen.

Im Probenblatt
aufgefiihrte Proben
waren bei den
geladenen Barcodes
nicht enthalten.

Der Workflow Manager
erfordert eine korrekte
Platten-zu-Batch-
Zuordnung mit Venus-
Barcode-Masken.

Der Workflow Manager
fahrt nicht mit der
Verarbeitung fort,
wenn der Ruhedruck
des Vakuumschlauchs
weniger als 400 Torr
betragt.

Wenn vor Beginn der
Druckregelung der
gemessene
Vakuumdruck zu hoch
ist, funktioniert das
System ggf. nicht
ordnungsgemas.

MaBnahmen des Benutzers zur
Problembehebung

1. Befolgen Sie die Anweisungen
des Workflow Managers, um die
Proben mit identischen Barcodes zu
identifizieren.

2. Entfernen Sie diese Proben und
versehen Sie sie mit einem neuen
Etikett oder ersetzen Sie sie.

3. Laden Sie die Proben neu.

1. Befolgen Sie die Anweisungen
des Workflow Managers, um die
fehlenden Proben zu identifizieren.
2. Nehmen Sie die fehlenden Proben
in den Batch auf und laden Sie die
Proben neu.

ODER

Brechen Sie das Verfahren ab,
andern Sie das Probenblatt nach
Bedarf und starten Sie das
Verfahren erneut.

1. Uberpriifen Sie die Platzierung
bzw. Anordnung der Platte, um
sicherzustellen, dass diese korrekt
ist.

2. Stellen Sie sicher, dass die
geladene Platte die korrekte Platte
fur den angegebenen Batch ist.

1. Priifen Sie die Vakuumleitung auf
Knicke oder andere Hindernisse.

2. Loésen Sie die Klemmen des
Abfallschlauchs, sodass Druck
entweichen kann, und schlieBen Sie
sie anschlieBend wieder vollstandig.

3. Stellen Sie sicher, dass der
Vakuum-Controller und die
Vakuumpumpe eingeschaltet sind.
4. Falls das Problem weiterhin
besteht, wenden Sie sich an den
technischen Support von lllumina.

Stellen Sie auf der Rickseite des
Controllers sicher, dass alle
Vakuumanschlisse und
-schlauche fest sitzen.
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Fehlercode

WE0996

WMO0219

EE0477

EE0519

Fehlermeldung

Vacuum failed to seal.
(Das Vakuum ist nicht
dicht.)

If Vacuum is on, manually

rest the pump. (Wenn

das Vakuum aktiviert ist,

Pumpe manuell
ausschalten.)

An error has occurred
while moving a plate.
(iISWAP error) (Beim
Bewegen einer Platte ist
ein Fehler aufgetreten.
(iISWAP-Fehler))

Scanned barcode does
not match binding plate
barcode on record. (Der
gescannte Barcode
stimmt nicht mit dem
protokollierten

Bindungsplatten-Barcode

tiberein).

VeriSeq NIPT Solution v2 Packungsbeilage

Beschreibung

Das System kann
keine Vakuumdichtung
an der Binding-Platte
herstellen.

Das Vakuum bleibt
ggf. bestehen,
nachdem ein Verfahren
wahrend der
Extraktion
abgebrochen wurde.

Wenn ein iSWAP-
Fehler auftritt (Platte
fallt herunter, kann
nicht aufgenommen
werden usw.), werden
Sie aufgefordert, die
Platte manuell zu
bewegen.

Die geladene
Bindungsplatte stimmt
nicht mit dem Barcode
der entfernten Platte
tberein.

MaBnahmen des Benutzers zur
Problembehebung

HINWEIS: Wahlen Sie nur dann
OK, wenn das Problem mit der
Vakuumdichte volistindig
behoben ist.

1. Stellen Sie sicher, dass die
Bindungsplatte biindig am
Vakuummanifold anliegt. Driicken
Sie die Bindungsplatte mit
behandschuhter Hand kréftig nach
unten.

2. Klicken Sie auf OK, um mit der
cfDNA-Extraktion fortzufahren.

3. Senden Sie eine E-Mail an den
technischen Support von lllumina,
wenn diese Fehlermeldung mehr als
drei Mal nacheinander angezeigt
wird.

1. Driicken Sie die Ein/Aus-Taste
am Vakuum-Controller, um das
Vakuumsystem auszuschalten.

2. Warten Sie 10 Sekunden und
driicken Sie dann die Ein/Aus-Taste
erneut, um das Vakuumsystem
wieder einzuschalten.

Stellen Sie sicher, dass die Platte
wiederhergestellt werden kann (kein
verschittetes Material).

- Ist dies nicht méglich, brechen Sie
den Lauf ab.

- Ist die Wiederherstellung méglich,
befolgen Sie die angezeigten
Anweisungen fir die manuelle
Durchfiihrung der
Plattenubertragung.

Stellen Sie sicher, dass die
geladene Platte dem
aufgezeichneten Barcode entspricht
(im Trace-Protokoll ist der
geforderte Barcode aufgefiihrt).
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Fehlercode

EA0372

EA0774

EA0780

Fehlermeldung

Unable to connect to the
data server. (Verbindung

mit dem Datenserver
nicht méglich.)

Connection Error

The API server
connection failed to
validate.
(Verbindungsfehler. Die
Verbindung zum API-
Server konnte nicht
validiert werden.)

403: Invalid Request

The current transaction is

not valid. (Ungiiltige

Anforderung. Die aktuelle

Transaktion ist
unzulassig.)
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Beschreibung

Der VeriSeq Onsite
Server v2 reagiert
nicht auf
Datenanforderungen
vom Workflow
Manager.

Der VeriSeq Onsite
Server v2 reagiert
nicht mehr auf
Datenanforderungen
vom Workflow
Manager.

Die gesendeten Daten
verstoBen gegen die
Workflow-Logik des
Systems.

MaBnahmen des Benutzers zur
Problembehebung

Stellen Sie Folgendes sicher:

1. Das ML STAR-Gerét ist mit dem
Netzwerk verbunden.

2. Das ML STAR-Gerét kann eine
Verbindung zum VeriSeq Onsite
Server v2 (liber Ping-Abfrage)
herstellen.

3. Der VeriSeq Onsite Server v2 ist
aktiviert.

Stellen Sie Folgendes sicher:

1. Das ML STAR-Gerat ist mit dem
Netzwerk verbunden.

2. Das ML STAR-Gerét kann eine
Verbindung zum VeriSeq Onsite
Server v2 (Uber Ping-Abfrage)
herstellen.

3. Der VeriSeq Onsite Server v2 ist
aktiviert.

Weitere Informationen finden Sie in
den Fehlerdetails. Haufige Ursachen
sind Eingaben von unzulassiger
Lange oder mit unzuladssigen
Zeichen.
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