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Dokumentace pfilozena k testu VeriSeq NIPT Solution

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO

UcCel pouziti
VeriSeq NIPT Solution je diagnosticky test in vitro, ktery je ur€en k pouziti jako sekvencovaci vySetfovaci zkouska
zjistujici aneuploidie plodu ze vzork( periferni pIné krve Zen, které jsou alespori 10 tydn( téhotné. Test VeriSeq NIPT

poskytuje informace o stavu aneuploidie pro chromozomy 21, 18, 13, X a Y. Tento produkt se nesmi pouzivat jako
jediny zaklad pro diagnostiku a dal$i rozhodnuti tykajici se fizeni téhotenstvi.

Test VeriSeq NIPT Solution ma tyto soucasti: software VeriSeq NIPT Workflow Manager pro systém VeriSeq NIPT
Microlab STAR, sady pro pfipravné zpracovani vzork( VeriSeq NIPT a mistni server VeriSeq se softwarem VeriSeq
NIPT Assay Software.

Shrnuti a vysvétleni rozboru

Abnormality chromozom plodu, konkrétné aneuploidie, coz je abnormalni pocet chromozom, jsou béznou pficinou
reproduk&niho selhani, vrozenych anomalii, opoZzdéného vyvoje a duSevnich postiZeni. Aneuploidie ovliviiuje pfiblizné
1 ze 300 Zivé narozenych déti, pfiemz tento po&et je mnohem vy$si v pfipadé potrattl a narozeni mrtvého plodu. 2
AZ donedavna existovaly pro tyto poruchy dva typy prenatalnich testl: diagnostické testy nebo multimarkerova
vySetieni. Diagnostické testy zahmuji invazivni postupy, jako je amniocentéza nebo test CVS (Chorionic Villus
Sampling). Tyto metody testovani jsou povazovany za nejpresnéjSi metody detekce aneuploidie. Jsou v§ak spojeny
s rizikem potratu v 0,11 aZ 0,22 % pfipad(.® U konvenénich multimarkerovych vy$etfeni nehrozi riziko potratu,
protoZe jsou neinvazivni, jsou viak méné pfesné nez diagnostické testy. Jejich uspéSnost v detekci trizomie
chromozomu 21 kolisa v rozmezi 69 az 96 % v zavislosti na konkrétnim vysetfeni, véku matky a délce téhotenstvi
v dobé testovani.* DuleZité je, Ze tato vySetfeni maji faleSnou pozitivitu pfiblizné 5 %, coz miZe vést k invaznimu
diagnostickému testovani za uéelem potvrzeni, a tim ke vzniku rizika potratu v disledku provedeného zakroku.*
Aneuploidii plodu pro chromozomy 21, 18, 13, X a Y Ize detekovat s vysokym stupném pfesnosti neinvazivnim
prenatalnim testovanim (NIPT), které vyuziva celogenomové sekvencovani mimobunécné DNA (cfDNA) ziskané

z krevni plazmy matky v 10. tydnu t&hotenstvi nebo pozdé&ji. Nedavna metaanalyza vice klinickych studii ukazala
nasledujici vazené slou¢ené hodnoty uspésnosti detekce a specificity pro trizomii chromozomu 21 a trizomii
chromozomu 18 u téhotenstvi s jednim plodem: trizomie chromozomu 21: 99,2 %, resp. 99,91 %, a trizomie
chromozomu 18: 96,3 %, resp. 99,87 %.°

S ohledem na vyznamné snizeni faleSné pozitivity testu NIPT v porovnani s konvenénim multimarkerovym
vySetfenim vydalo mnoho odbornych Iékafskych organizaci stanovisko podporujici nékteré indikace pro pouziti
testu NIPT.

Nabizeni testu NIPT v§em téhotnym Zzenam podporuji konkrétné tyto organizace: Mezinarodni spole€nost pro
prenatalni diagnostiku (International Society for Prenatal Diagnosis — IPSD), Americké sdruZeni porodnikd a
gynekologli (American College of Obstetricians and Gynecologists — ACOG) / Society for Maternal Fetal Medicine
(SMFM), Americké sdruzeni pro Iékafskou genetiku a genomiku (American College of Medical Genetics and
Genomics — ACMG) a Evropska spole€nost pro lidskou genetiku (European Society of Human Genetics — ESHG) /
Americka spolegnost pro lidskou genetiku (American Society of Human Genetics — ASHG).6 Doporuéuje se
poskytovat poradenstvi pred testem, opatfit informovany souhlas pacientky a provadét diagnostické testovani

k potvrzeni pozitivniho vy$etfeni cfDNA.”

Podle jedné studie mize mit pouziti testu NIPT jakozto hlavniho vySetfeni u vSech téhotenstvi za nasledek snizeni
po&tu invazivnich postupti k potvrzeni diagnézy o 89 %.8
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Aktualni test VeriSeq NIPT Solution je neinvazivni diagnosticky test in vitro, ktery vyuziva celogenomové
sekvencovani fragment cfDNA ziskanych ze vzorka pIné periferni krve téhotnych matek v 10. a pozdéjSim tydnu
téhotenstvi k detekci aneuploidie chromozomu 21, 18, 13, X a Y plodu.

Principy postupu

VeriSeq NIPT Solution je automatizovany systém pro laboratorni testovani NIPT, ktery se sklada z automatizované
pfipravy vzork( a analyzy dat sekvenovani. Sady pro pfipravné zpracovani vzorkd VeriSeq NIPT jsou specializované
reagencie, které se pouzivaji spolecné se systémem VeriSeq NIPT Microlab STAR k pfipravé davek 48 nebo 96
vzorkl pro sekvenovani nové generace. Data sekvenovani parovych koncl celého genomu jsou analyzovana pomoci
specializovaného softwaru VeriSeq NIPT Assay Software a je vytvoren vykaz.

Pracovni postup zahrmuje nasledujici kroky: odbér vzork(, izolace plazmy, extrakce cfDNA, pfiprava knihoven,
kvantifikace knihoven, slu¢ovani knihoven, sekvenovani a analyza. Tyto kroky jsou popsany podrobné:

Odbér vzorkd — Do zkumavky Streck pro odbér bezbunéénych krevnich vzorkt je odebran objem 7—-10 ml periferni
plné krve matky, coZ zabrani lyze bunék a kontaminaci genomu a stabilizuje plnou krev pfi pokojové teploté.

Izolace plazmy — Do 5 dnu od odbéru nebo do 10 dnli od odbéru v pfipadé skladovani pfi teploté 4 °C je plazma
izolovana z periferni plné krve matky standardni odstfedovaci technikou. Systém VeriSeq NIPT Microlab STAR
nasava a vypuzuje plazmu do desky s 96 hlubokymi jamkami k naslednému zpracovani.

Extrakce cfDNA - Purifikace cfDNA z plazmy je dosaZeno adsorpci na vazebnou desku, promytim vazebné desky
za UcCelem odstranéni kontaminujicich latek a eluci.

Priprava knihoven — Purifikované fragmenty cfDNA prochazeji procesem zavérecné opravy, pii které se prevadi 5’ a
3’ previsy na tupé konce. Nasledné jsou 3’ konce doplnény nukleotidem deoxyadenosinu, ¢imz vznikne jednobazovy
previs. Indexované adaptéry obsahujici jednobazovy 3' pfevis deoxythymidinu jsou poté navazany na zpracované
fragmenty cfDNA. Navazana DNA je purifikovana pomoci €astic SPRI (Solid Phase Reverse Immobilization). Kazdy
vzorek v sadé 48 nebo 96 vzorku obdrzi jedine¢ny indexovany adaptér. Adaptéry slouzi dvéma ucelim:

Pomoci indext Ize identifikovat vzorky v nasledném sekvenovani.

Indexované adaptéry obsahuji sekvence, které umoziuji zachyceni knihovny na pevném povrchu pratokové

kyvety pro sekvenovani za ucelem generovani klastrli a nasledného sekvenovani.

Kvantifikace — Produkt knihovny je kvantifikovan pomoci fluorescenéniho barviva s koncentraci uréenou porovnanim
se standardni kfivkou DNA.

Slucovani knihoven a sekvenovani — Knihovny s davkami o 48 vzorcich jsou slouc¢eny spole¢né do fondu

v mnozstvich, ktera jsou upravena tak, aby byla minimalizovana odchylka pokryti. Fondy davek o 48 vzorcich jsou
nasledné sekvenovany pomoci sekvenceru nové generace s nasledujicimi specifikacemi: moznost ¢teni parovych
koncl s 2x 36 bazemi, kompatibilita s indexovymi adaptéry v sadé pro pfipravné zpracovani VeriSeq NIPT, chemie
zaloZzena na 2 barvivech a automatické vytvareni soubort .BCL (nezpracovana data z pfistroje pro sekvenovani).
Test VeriSeq NIPT Solution neobsahuje vybaveni pro sekvenovani ani spotiebni material.

Analyza - Vysledky nukleotidovych bazi jsou ziskany pfimo z méreni intenzity signalu béhem sekvenovani.
Druhotna analyza se sklada z téchto kroku:

Demultiplexovani ¢teni pomoci sekvenci indexu

Namapovani sekvenci na referen¢ni lidsky genom

Vypocet poctu jedineénych ¢teni v ramci kazdého ze 100kb genomickych dil(l

Normalizace pokryti na subchromozomalni drovni

Informace o éteni parovych koncu je pouzita k vyhodnoceni pokryti (pocet jedineénych &teni odpovidajicich referenci
na kazdy vzorek) a délky jednotlivych fragmentd v ramci vzorku. Fetalni frakce v ramci kazdého vzorku je odhadnuta
na zakladé profilovani pokryti, rozdéleni velikosti a poétu kopii na chromozomu X. Z téchto statistickych vstupt je
nasledné uréeno nadmérné a nedostatecné zastoupeni chromozoma 21, 18, 13, X a Y. Vysledky jsou shrnuty ve
vykazu, v némz je uvedeno ,Aneuploidy detected” (Zjisténa aneuploidie) nebo ,No aneuploidy detected” (Nezjisténa
aneuploidie) u kazdého cilového chromozomu ze vzorkd, které vyhovély metrikdm kontroly kvality. U kazdého vzorku
ve vykazu je také uveden odhad fetalni frakce.
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Omezeni postupu

VeriSeq NIPT Solution je vySetfovaci test, jehoz pouziti by mélo byt zvazeno nezavisle na jinych klinickych nalezech
a vysledcich testd. Lékarska rozhodnuti véetné rozhodnuti o ukonceni téhotenstvi by se neméla zakladat pouze na
vysledcich vysetieni NIPT.”

Rozbor vyZaduje odebrani vzorkd periferni piné krve téhotné matky v 10. tydnu téhotenstvi nebo pozdéji.

Vysledek testu mohou znehodnotit nékteré faktory na strané matky a plodu, jako jsou napfiklad tyto:
Nedavna transfuze krve u matky
Transplantovany organ u matky
Chirurgicky zakrok u matky
Imunoterapie nebo terapie kmenovymi burfikami u matky
Zhoubny nador u matky
Mozaicizmus matky
Mozaicizmus omezeny na placentu
Potrat plodu
Zaniklé dvojce
Castedna trizomie nebo &asteé¢na monozomie plodu
Mozaicizmus plodu

Dulkazy podporujici citlivost a specificitu testu pokryvaji jednocetna a dvojcetna téhotenstvi. Tento navod k pouziti
neposkytuje data pro citlivost a specificitu u trojéat nebo vicecetnych téhotenstvi.

Test VeriSeq NIPT Solution stanovuje nasledujici parametry:
Nadmérné zastoupeni chromozomu 21, 18 a 13
Nasledujici aneuploidie pohlavnich chromozomu: XO, XXX, XXY a XYY

Test VeriSeq NIPT Solution neni uréen k detekci polyploidie, jako je triploidie.

Test VeriSeq NIPT Solution zjistuje konkrétni abnormality chromozoma. Vysledky oznacené jako No Aneuploidy
Detected (Aneuploidie nezjisténa) nevyluéuji moznost vyskytu abnormalit testovanych chromozomu. Kromé toho
negativni vysledek nevyluCuje moznost, Ze téhotenstvi trpi dalsimi abnormalitami chromozomu, genetickymi stavy
nebo vrozenymi vadami (napf. otevieny defekt neuralni trubice).

Slozky produktu

Test VeriSeq NIPT Solution se sklada z nasledujicich souéasti:

¢

Sada pro pfipravné zpracovani vzork( VeriSeq NIPT (48 vzorkl) (kat. €. 15066801)

Sada pro ptipravné zpracovani vzork( VeriSeq NIPT (96 vzork() (kat. €. 15066802)

Mistni server VeriSeq (kat. ¢. 15076164)
Software VeriSeq NIPT Assay Software pfedinstalovany na mistnim serveru VeriSeq

Systém VeriSeq NIPT Microlab STAR (kat. €. Hamilton Company Reno: 95475-01 (115 V) a 95475-02 (230 V),
Hamilton Company Bonaduz: 806288)
Software VeriSeq NIPT Workflow Manager predinstalovany v systému VeriSeq NIPT Microlab STAR

Reagencie

Dodané reagencie

Spole¢nost lllumina dodava nasledujici reagencie: sada pro pfipravné zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT (48 vzorkU)

(kat. €. 15066801) a sada pro pfipravné zpracovani vzork( VeriSeq NIPT (96 vzorku) (kat. ¢. 15066802). Sady pro

pripravné zpracovani vzork( VeriSeq NIPT jsou nakonfigurovany pro pouziti se systémem ML STAR, ktery dodava

spole€¢nost Hamilton (kat. ¢. 806288).
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Nazev reagencie na Stitku

Lysis Buffer (Lyzaéni pufr)

Wash Buffer | (Promyvaci
pufr 1)

Wash Buffer Il (Promyvaci
pufr II)

Elution Buffer (Eluéni pufr)

Proteinase Buffer
(Proteinazovy pufr)

Proteinase K (Proteinaza K)

Nazev reagencie na Stitku

Lysis Buffer (Lyzaéni pufr)

Wash Buffer | (Promyvaci
pufr 1)

Wash Buffer Il (Promyvaci
pufr II)

Elution Buffer (Eluéni pufr)

Proteinase Buffer
(Proteinazovy pufr)

Proteinase K (Proteinaza K)

Nazev reagencie na Stitku

End Repair Mix (Smés pro
opravu konct)

A-Tailing Mix (Smés A-Tailing)

Ligation Mix (Ligacni smés)
Hybridization Buffer
(Hybridizaéni pufr)

VeriSeq NIPT DNA Adapter
Plate (Deska adaptéru DNA
VeriSeq NIPT)

Pocet baleni
vsadé

1
1

Pocet baleni
vsadé

1
1

Pocet baleni

vsade
1
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Objem na
Stitku
100 ml
125 ml
25 ml

30 ml
35 ml

75 mg
Objem na
Stitku
100 ml
125 ml

25ml

30 ml
35 mil

75 mg

Objem na
Stitku
2,72 ml

910 pl

233 ul
12 ml

Neni
k dispozici

Sada pro pfipravné zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT, sada pro extrakci

Tabulka 1 Sada pro extrakci VeriSeq NIPT (48), kat. ¢. 15066803

Uginné latky
Guanidinhydrochlorid v pufrovaném vodném roztoku

Guanidinhydrochlorid a 2-propanol v pufrovaném
vodném roztoku

Pufrovany vodny roztok obsahuijici soli

Pufrovany vodny roztok

Glycerol v pufrovaném vodném roztoku

Lyofilizovana proteinaza K

Tabulka 2 Sada pro extrakci VeriSeq NIPT (96), kat. €. 15066807

Uginné latky
Guanidinhydrochlorid v pufrovaném vodném roztoku

Guanidinhydrochlorid a 2-propanol v pufrovaném
vodném roztoku

Pufrovany vodny roztok obsahujici soli

Pufrovany vodny roztok

Glycerol v pufrovaném vodném roztoku

Lyofilizovana proteinaza K

Sada pro pfipravné zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT, sada pro pfipravu knihovny

Tabulka 3 Sada pro pfipravu knihovny VeriSeq NIPT (48), kat. ¢. 15066809

Uginné latky
DNA polymeraza a dNTP v pufrovaném vodném
roztoku

DNA polymeraza a dATP v pufrovaném vodném
roztoku

DNA ligaza v pufrovaném vodném roztoku

Pufrovany vodny roztok

Oligonukleotidy v pufrovaném vodném roztoku

Skladovani

15az30°C
15az30°C

15az30°C

15az30°C
15az30°C

15az30°C

Skladovani

15az30°C
15az30°C

15az230°C

15az30°C
15az30°C

15az230°C

Skladovani

—25az-15°C

—25az-15°C

—25az-15°C
—25az-15°C

—25az-15°C
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Tabulka 4 Sada pro pfipravu knihovny VeriSeq NIPT (96), kat. ¢. 15066810

Nazev reagencie na Stitku Pocet bavlem Ob,Jme na Uginné latky Skladovani
vsadé Stitku

End Repair Mix (Smés pro 1 2,72 ml DNA polymeraza a dNTP v pufrovaném vodném -25az-15°C

opravu koncu) roztoku

A-Tailing Mix (Smés A-Tailing) 2 910 DNA polymeraza a dATP v pufrovaném vodném -25az-15°C
roztoku

Ligation Mix (Ligacni smés) 2 233 yl DNA ligaza v pufrovaném vodném roztoku -25az-15°C

Hybridization Buffer 1 12ml Pufrovany vodny roztok -25az-15°C

(Hybridizaéni pufr)

VeriSeq NIPT DNA Adapter 1 Neni Oligonukleotidy v pufrovaném vodném roztoku -25az-15°C

Plate (Deska adaptéru DNA k dispozici

VeriSeq NIPT)

Sada pro pfipravné zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT, sada s pfisluSenstvim

Tabulka 5 Sada s pfislusenstvim VeriSeq NIPT, kat. . 15066811

Nazev reagencie na Stitku Pocet bavlenl Ovae:m na Uginné latky Skladovani
vsadé Stitku

DNA Binding Plate (Deska 1 Neni Propylenova mikrodeska s modifikovanou silikonovou 2az8°C

pro vazbu DNA) k dispozici membranou

Resuspenzacni pufr 1 35 ml Pufrovany vodny roztok 2az8°C

Sample Purification Beads 1 10 ml Tuhé paramagnetické Castice v pufrovaném vodném 2az8°C

(Castice pro purifikaci vzorku) roztoku

Reagencie kvantifikace DNA 1 294 pl DNA interkala¢ni barvivo v DMSO 2az8°C

Standard kvantifikace DNA 1 110 pl Standard dsDNA, nespecifickd DNA a azid sodny 2az8°C

v pufrovaném vodném roztoku

Sada pro pfipravné zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT, zkumavky a &titky pracovniho postupu

Tabulka 6 Zkumavky a stitky, kat. €. 15071543

Nazev polozky na Stitku Pocet polozek v sadé Skladovani
Stitek (LBL) — &arovy kod desky 9 15az30°C
Stitek (LBL) — &arovy kod desky s hlubokymi 12 15az30°C
jamkami

Zkumavka (TB) — prazdna zkumavka pro 5 15az30°C
slu€ovani

Nedodané reagencie

PoZadované reagencie, nedodané
Voda prosta Dnaz/Rnaz
100% etanol (200 proof) pro molekularni biologii

Sekvencovani reagencii a spotifebniho materialu pro systém sekvencovani nové generace (NGS)

Volitelné reagencie, nedodané
Fosfatovy pufr Dulbecco (DPBS) pro kontrolu bez $ablony (NTC)
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Skla

1
2
3

dovani a manipulace

Pokojova teplota je definovana jako 15 az 30 °C.
VSechny reagencie jsou ur€eny pouze k jednomu pouZiti. Reagencie pfipravené k pouZiti musi byt ihned pouZity.
Dojde-li k poskozeni nebo poruseni obalu nebo obsahu kterékoliv soucasti testu VeriSeq NIPT Solution, obratte se
na zakaznicky servis spole¢nosti lllumina.
Reagencie jsou stabilni, pokud jsou skladovany v souladu s pokyny az do data pouzitelnosti uvedeného na stitcich
sady. Podminky skladovani jsou uvedeny ve sloupci Skladovani v tabulkach v ¢asti Dodané reagencie na strané 3.
Nepouzivejte proslé reagencie.
Zmény fyzického vzhledu dodanych reagencii mohou znamenat poskozeni material(l. Dojde-li ke zméné fyzického
vzhledu (napfiklad ke zjevnym zménam barvy reagencii nebo vyskytu zakalu typického pro mikrobialni kontaminaci),
reagencie nepouzivejte.
Pfi manipulaci s ¢asticemi pro purifikaci vzorku dodrzujte nasledujici dobrou praxi:
Castice nikdy nezmrazuijte.
Pred pouzitim pockejte, nez Castice dosahnou pokojovou teplotu.
Bezprostfedné pfed pouZitim michejte Castice ve vortexové tfepacce, dokud neziskate dobfe rozptylenou
suspenzi homogenni barvy.
V lyzaénim pufru, promyvacim pufru I, promyvacim pufru Il, eluénim pufru a proteinazovém pufru se mohou tvofit
srazeniny nebo krystalky. Pfed pouzitim dudkladné promichejte ve vortexové tfepacce a poté ofima zkontrolujte,
zda v obsahu nejsou srazeniny.
Odebranou plnou krev nikdy nezmrazujte.
Sekvencujte knihovny co nejdfive po slouceni do fondu. Knihovny slou¢ené ve fondu jsou stabilni az 7 dni pfi teploté
-25az-15 °C.

Vybaveni a materialy

Poza

dované vybaveni a materialy, nedodané

Pozadované vybaveni, nedodané

Vybaveni Dodavatel

Jednokanalové pipety 20 pl Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Jednokanalové pipety 200 pl Dodavatel béZzného laboratorniho vybaveni
Jednokanalové pipety 1000 pl Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Pipetovaci pomucka Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Chladnicka, 2 az 8 °C Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Mraznicka, —25 az —-15 °C Dodavatel béZzného laboratorniho vybaveni
Mikroodstfedivka Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni
Vortexova tfepacka Dodavatel béZzného laboratorniho vybaveni

Sestava odstredivky a rotoru pro zkumavky na krevni vzorky

Doporuceno:

» Odstredivka fady Allegra 6, 1600 g » Beckman Coulter, €. polozky 366830 (120 V)
» Rotor s nadobkami pro odstredivku Allegra GH-3.8 » Beckman Coulter, ¢. polozky 360581

+ Kryty nadobek pro odstredivku Allegra, sada 2 ks » Beckman Coulter, €. polozky 360585

» Sestava adaptéru odstredivky Allegra, 16 mm, sada 4 ks » Beckman Coulter, €. polozky 359150
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Vybaveni Dodavatel

Rovnocenné vyrobky: Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
+ Odstredivka s chlazenim umoznujici zrychleni 1600 g s moznosti
provozu bez brzdy
* Rotor s vykyvnymi nadobkami
* Vlozky do nadobek, kapacita 48 nebo 96 zkumavek, minimalni
hloubka 76 mm
» Vkladaci adaptéry pro podporu zkumavek na krevni vzorky
srozmérem 16 x 100 mm

Sestava odstredivky s rotorem pro mikrodesky

Doporuceno:
» Odstredivka Sorvall Legend XTR » Thermo Fisher Scientific, kat. €. 75004521 (120 V) nebo kat. €.
» Rotor pro mikrodesky HIGHPIate 6000 75004520 (230V)
» Neéktery z nasledujicich stojan pro mikrodesky: » Thermo Fisher Scientific, kat. €. 75003606

 Stojan MicroAmp pro 96 jamek

» Drzak desek PCR pro 96 jamek * Thermo Fisher Scientific, kat. . 4379590

» Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. AB-0563/1000

Rovnocenné vyrobky: Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni

» Odstredivka umoznujici zrychleni 5600 g

» Rotor s vykyvnymi deskami s drzaky na desky s 96 jamkami,
minimalni hloubka 76,5 mm

 Stojan na mikrodesky

Néktera z nasledujicich ¢tecek mikrodesek (fluorometr) se
softwarem SoftMax Pro verze 6.2.2 nebo novéjsim:

* Gemini XPS * Molecular Devices, kat. ¢. XPS

» SpectraMax M2 * Molecular Devices, kat. €. M2

Sériovy adaptér SpectraMax High-Speed USB Molecular Devices, kat. ¢. 9000-0938
Termocyklér s nasledujicimi specifikacemi: Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni

* VyhFivané viko

» Teplotni rozsah 4 az 98 °C

» Presnost teploty £ 2 °C

» Minimalni rychlost stoupani teploty 2 °C za sekundu

» Kompatibilni s deskou PCR Twin.tec s 96 jamkami a plnym

lemem
VeriSeq NIPT Microlab STAR Hamilton, kat. €. 95475-01 (115 V) nebo €. 95475-02 (230 V)
Systém pro sekvencovani nové generace (NGS) s nasledujicimi Dodavatel pfistroju
schopnostmi:

Sekvencovani koncovych paru s 2x 36 bazovymi pary
Kompatibilni s dualnimi indexovymi adaptéry sady pro pfipravné
zpracovani vzorkl VeriSeq NIPT

Automatické vytvareni soubori .BCL

Chemie zaloZzena na 2 barvivech

400 miliont éteni parovych konct na jeden béh

Kompatibilni se softwarem VeriSeq NIPT Assay Software

Mistni server VeriSeq llumina, kat. €. 15076164

Volitelné vybaveni, nedodané

Vybaveni Dodavatel

Systém Pluggo Decapper LGP Consulting, kat. ¢. 4600 4450

Deska pro fluorescenéni ovérovani SpectraMax SpectraTest FL1 Molecular Devices, kat. €. 0200-5060

Revolver/rotator zkumavek, 15ml zkumavky, 40 ot./min, Thermo Scientific, kat. ¢. 88881001 (USA) nebo kat. ¢. 88881002
100240V (EU)

Srpna 2021 Dokument &. 1000000001856 vO8 CZE | 7



Dokumentace pfiloZzena k testu VeriSeq NIPT Solution

PoZadované materialy, nedodané

Spotfebni material

Vodivé nesterilni filtraéni Spicky 1000 pl
Vodivé nesterilni filtraéni Spicky 300 pl
Vodivé nesterilni filtraéni Spicky 50 pl
Zasobnik s hlubokymi jamkami

Zkumavka na reagencie MagNA Pure LC Medium Reagent
Tub 20, 20 ml

Deska s 96 hlubokymi jamkami, 2 ml

Cerna polystyrenova mikrodeska s nizkym objemem,
plochym dnem, s 384 jamkami

Deska PCR Twin.tec s 96 jamkami a plnym lemem
Néktera ztéchto tésnicich folii:

» Folie Microseal 'F'

* Tésnici félie

Cell-Free DNABCT CE

Vtlacovaci uzavéry

2ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem

Filtraéni Spicky 20 pl pro pipetovaci zafizeni 20 pl
Filtracni Spicky 200 pl pro pipetovaci zafizeni 200 pl
Filtracni Spicky 1 000 pl pro pipetovaci zarizeni 1 000 pl
Sérologické pipety 25 ml

Sérologickeé pipety 10 ml

Doporuceno:
* Deconex® SOLARSEPT
* Deconex® 61 DR

Rovnocenné vyrobky:
» Sprej pro rychlou dezinfekci na bazi alkoholu
» Roztok dezinfekéniho detergentu

Volitelné materialy, nedodané

Spotrebni material
Zkumavka, Sroubovaci uzavéer, 10 ml

Zkumavka, Sroubovaci uzaver, 50 ml

Sbér, prfeprava a skladovani vzorkU

UPOZORNENI

Dodavatel

Hamilton, kat. €. 235905

Hamilton, kat. €. 235903

Hamilton, kat. €. 235948

Corning Axygen, ¢&. produktu RES-SW96-HP-SI
Roche, €. produktu 3004058001

Eppendorf, kat. €. 951033600
Corning, €. produktu 3820

Eppendorf, kat. ¢. 30129512

* Bio-Rad, kat. ¢. MSF1001
» Beckman Coulter, ¢. polozky 538619

Streck, kat. ¢. 218997

Sarstedt, obj. ¢. 65.802

Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel bézného laboratorniho vybaveni
Dodavatel béZzného laboratorniho vybaveni

Borer Chemie AG

Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni

Dodavatel
Sarstedt, obj. €. 60.551

Dodavatel béZného laboratorniho vybaveni

J Se v8emi vzorky zachazejte tak, jakoby byly potencialné infek&nimi Cinidly.

1 Musi byt pouzity vzorky plné krve o objemu 7—10 ml odebrané do zkumavky Streck Cell-Free DNA BCT. Nezmrazuijte.
2 Zkumavku s krevnim vzorkem skladujte pfi teploté 4 °C po dobu 5 dni od odbéru a provedte izolaci plazmy do

10 dnad.

3 Preprava pIné krve musi splhovat vSechny platné predpisy Fidici pfepravu patogenu.
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Varovani a preventivni opatreni

Tento rozbor obsahuje proteinazu K. Vdechovanim, pozitim, stykem s kdizi a vniknutim do o&i mize dojit k poranéni.
Pouzivejte v dobfe vétranych prostorech, pouZivejte ochranny odév, vyhybejte se vdechovani prachu a veskeré
nadoby a jejich nespotfebovany obsah zlikvidujte v souladu s platnymi statnimi bezpeé&nostnimi normami.

Tento rozbor obsahuje guanidiniumchlorid. Vdechovanim, pozitim, stykem s k(zi a vniknutim do o&i muGze dojit
k poranéni. Pouzivejte v dobfe vétranych prostorech, pouzivejte ochranny odév a veskeré nadoby a jejich
nespotfebovany obsah Zzlikvidujte v souladu s platnymi statnimi bezpe¢nostnimi normami.

Tento rozbor obsahuje hoflavou chemikalii 2-propanol. Chrante jej pfed teplem a otevienym plamenem.
Vdechovanim, pozitim, stykem s kdzi a vniknutim do o¢i maze dojit k poranéni. Pouzivejte v dobfe vétranych
prostorech, pouZivejte ochranny odév a veskeré nadoby a jejich nespotfebovany obsah zlikvidujte v souladu

s platnymi statnimi bezpecnostnimi normami.

V zajmu prevence pred tvorbou Skodlivych plyni nelikvidujte odpad z extrakce cfDNA (obsahuje guanidinthiokyanat)
spole¢né s odpadem obsahujicim bélici latky (chlornan sodny).

Se v8emi vzorky zachazejte tak, jakoby obsahovaly potencialné infekéni Cinidla.

Dodrzujte bézn4 laboratorni preventivni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych pracovnich prostorech nejezte,
nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru pouzivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plasté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru si diikladné umyjte ruce.

Nepouzivejte zadné ze slozek rozboru po uplynuti data pouzitelnosti uvedeného na Stitku na krabi¢ce s rozborem.
Nenahrazuijte slozky rozboru za slozky z jinych $arzi. Sarze rozboru jsou ozna&eny na $titku na krabiéce s rozborem.
Slozky rozboru uchovavejte pfi stanovené teploté.

Chcete-li zabranit degradaci vzorku nebo reagencie, zajistéte, aby byly pfed zahajenim protokolu rozptyleny vSechny
pary chlornanu sodného vzniklé ¢isténim.

Nedodrzeni uvedenych postupl mlze vést k chybnym vysledkim nebo vyznamnému snizeni kvality vzorku.

Poznamky k postupu

Ochrana pfed kontaminaci
Pouzivejte nové Spicky a Cerstvy spotifebni laboratorni material.

Vzorky michejte pipetou. Pouzivani Spicek odolnych viéi aerosoliim snizuje riziko pfenosu a kfizové kontaminace
mezi vzorky. Po promichani ve vortexové tfepacce odstredte.

S ohledem na riziko kontaminace s nejvy$si dukladnosti zajistéte, aby zlstal obsah jamky zcela uvnitf jamky.
Zabrante vystfiknuti obsahu.

Pfi manipulaci s krvi a krevnimi derivaty dodrzujte platné pfedpisy a spravné laboratorni postupy.

Cisténi plosiny VeriSeq NIPT Microlab STAR
Pfed pouzitim zkontrolujte Cistotu ploSiny. Nejméné jednou tydné provedte tydenni udrzbu a postupujte podle tohoto
navodu k cisténi.
VSechny drzaky vycistéte rychlym dezinfekénim sprejem na bazi alkoholu (Deconex® SOLARSEPT nebo ekvivalentni)

a nechte je vysusit. Jsou-li velmi znecisténé, namocte je nasledné do roztoku dezinfekéniho detergentu (myci
pfipravek Deconex® 61 DR nebo ekvivalentni).

Oteviete pfedni kryt a vytfete ploSinu hadfikem nasaklym pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentni).
Zejména je tfeba zkontrolovat Cistotu boénich bloku.

Vyjméte rozvodné potrubi stanice CVS a hadfikem vycCistéte sbérné potrubi, té&snéni a vnitini prostory stanice CVS.
Vyprazdnéte odpad na Spicky pipetovaci hlavy CORE 96 a nezavisly kanal.
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Vyjméte desku pro vysunovani Spiek nezavislého kanalu odpadni stanice na 3piCky a vycistéte ji: nastiikejte sprej
Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentni) pfimo na povrch a setfete. Natahnéte na ram novy plastovy pytel a
znovu jej pfipevnéte. Vratte Cistou desku pro vysunovani Spi¢ek na misto.

Nastfikejte sprej Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentni) pfimo na povrch schranky na odpad a Zlabu pipetovaci
hlavy CORE 96 a vytfete jej do Cista.

Namocte hadfik nepoustéjici viakna nebo tampon 70% etanolem. Vytfete okénko laserového skeneru ¢tecky
¢arovych kédua. Stejnym hadfikem nebo tamponem vycistéte vSechny jamky adaptéru desky CPAC. Pokud pouzivate
hadfik, vtlacte jej do kazdé z jamek adaptéru zadni stranou tuzky, abyste zajistili fadné vycisténi vnitrku jamky.
Vycistéte nezavislé kanaly:
Na nezavislych kanalech vycistéte objimku pro vysunovani Spicek (vnéjsi ¢ast pipetovacich kanall) hadfikem
nepoustéjicim vlakna nasaklym pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentnim). (Viz Referenéni
prirucka k systému Hamilton Microlab STAR ¢. 15070074.)
Vycistéte zadrzny kotou¢ a O-krouzky pipetovaci hlavy (vnéjsi ¢ast pipetovacich kanal() hadfikem nepoustéjicim
vlakna nasaklym pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentnim).
Vycistéte pipetovaci hlavu CORE 96:
Stejnym hadfikem nepoustéjicim vidkna nasaklym pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentnim)
vyCistéte kryt pipetovaci hlavy 96 a dolni ¢ast zadrznych kotoucu.
Stejnym hadfikem nebo utrzenym prouzkem hadfiku nasaklého pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo
ekvivalentnim) ,tfenim ve stylu pouziti zubni nité“ po obou stranach pipetovacich kanall pipetovaci hlavy CORE
96 vycistéte O-krouzky. Opakujte tento postup pro kazdy pipetovaci kanal hlavy CORE 96.

Nastfikejte na pfedni a bocni kryt pfipravek Deconex® SOLARSEPT (nebo ekvivalentni) a vytfete je do sucha.

Vycistéte ochranny pas automatického vkladani hadfikem nasaklym pfipravkem Deconex® SOLARSEPT (nebo
ekvivalentnim) a vytfete jej bez pouziti tlaku.

o POZNAMKA

Nevhodné ¢isténi a udrzba systému ML STAR mlze mit za nasledek kfizovou kontaminaci a Spatnou
ucinnost rozbord.

Kontrola kvality
Vyhodnocenim kontrolniho materialu se znamymi funk&nimi charakteristikami Ize zjistit rozdily ve zpracovani a
technickych postupech v laboratofi.
! POZNAMKA

' Zpracovani referen¢niho vzorku nebo kontrola bez Sablony sniZuje celkovy pocet neznamych vzorkl od
matky, které Ize zpracovat s jednotlivymi sadami pro pfipravné zpracovani vzorkd.

Neprekracujte limit 2 vzorkdl NTC na davku 48 vzork(, resp. 4 vzorkd NTC na davku 96 vzorkd.

Navod k pouziti

Tipy a techniky

Pokud v protokolu neni stanoven bod bezpe&ného prerueni, prejdéte ihned k dalSimu kroku.

Oznacovani desek ¢arovymi kédy

- Carové kody pro desky s pinym lemem zaéinaji znaky PL.

« Carové kédy pro desky s hlubokymi jamkami zaginaji znaky DW.

«  Carové kédy lepte na desky s plnym lemem a desky s hlubokymi jamkami na bok vedle sloupecku 12.

* Pokud chcete umoznit automatizované skenovani, vkladejte desky ¢arovym kdédem orientovanym doprava.
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Zapeceténi a odpeceténi desky
Desku s 96 jamkami vzdy zapecette pfed provedenim nasledujicich krokl protokolu:

Kroky odstfedovani
Kroky teplotniho cyklovani

Pri zapecetovani desky pfilozte na desku lepici félii a poté provedte zapeceténi.
Pfed odpeceténim:
Kratce odstiedujte desku s 96 jamkami pfi 1000 g po dobu 20 sekund.
Polozte desku na rovny povrch a poté opatrné sejméte tésnici folii.

VeriSeq NIPT Microlab STAR

Pfed pouzitim provedte a zdokumentujte pozadovanou udrzbu v souladu s pokyny vyrobce.

Bé&hem automatizovanych kroku sledujte systém ML STAR. Sledujte vyzvy a pokyny pro obsluhu v uzivatelském
rozhrani softwaru VeriSeq NIPT Workflow Manager.

Béhem pouziti ponechte pfedni kryt na misté.

Béhem pouziti nesmi byt na plosiné zadné pfedméty.

Bé&hem krokl vakuovani desky:
Pokud k tomu budete vyzvani softwarem VeriSeq NIPT Workflow Manager, ruéné pomozte vytvarovat t&snéni
mezi deskou a vakuovym sbérnym potrubim.
V pfipadé poruchy vybaveni ru¢né vypnéte a zapnéte vakuovaci pumpu, kdyz k tomu budete vyzvani softwarem
Workflow Manager.

Pockejte, az systém automaticky vyhodi Spi¢ky z adaptéru. Nevyjimejte Spicky rucné.

Na pokyn softwaru Workflow Manager vyjméte spotfebované reagencie a pouzity spotfebni material.

Kazdy den vyprazdnéte nadobky na odpad z vakuovani. Prvni nadobka nesmi byt nikdy zaplnéna vice nez zjedné
poloviny. Pfeteceni odpadu z vakuovani muze poskodit vakuovaci pumpu.

Zpracovani krevnich vzorku

Postup
1 Odstredujte krevni vzorky pfi 1 600 g po dobu 10 minut pfi 4 °C s odjiSténou brzdou.
2 Pockejte na uplné zastaveni odstfedivky a poté vyjméte zkumavky se vzorky.
Nejpozdéji do 15 minut po odstfedéni zahajte izolaci plazmy. Pokud uplyne vice nez 15 minut, zopakujte
odstfedovani.
3 U kazdé zkumavky zkontrolujte vhodnost vzorku véetné ovéreni nasledujicich skuteCnosti:
Objem vzorku odpovida ocekavani.
Vzorek byl béhem odstfedovani spravné oddélen.
Uroven plazmy je alespori 1,5 ml nad vrstvou oddélujici separované slozky.
Vzorek neni vyrazné hemolyzovany (tj. plazma neni na pohled tmavé Cervena).
Vzorek neni lipemicky (tj. plazma neni na pohled zakalena ani mlé¢né nepriihledna).
Vzorek neobsahuje srazeniny.

UPOZORNENI

J Vzorky, které byly nespravné skladovany nebo zpracovany, nemuseji byt vhodné. V pfipadé zpracovani
nevhodnych vzorkd v ramci pracovniho postupu muaze pfi extrakci dojit k ucpani vazebné desky, coz
povede k preteCeni vzork(l do sousednich jamek.

4  Sejméte uzavéry ze zkumavek a vlioZte do drzaka zkumavek. Vlozte vSechny vzorky a pfipadné kontroly plazmy dané
davky.
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Izolace plazmy

12

Pfiprava
1 Oznacte jednu desku s hlubokymi jamkami jako ,Pfechodna plazma“ a nalepte ¢arovy kod.
2 Oznacte jednu desku s hlubokymi jamkami jako ,Konecna plazma“ a nalepte Carovy kod.

UPOZORNENI

J Opravte typ desky u desek Pfechodna plazma a Kone¢na plazma. Pouziti zasobniku s hlubokymi
jamkami misto desky s hlubokymi jamkami vede ke slou¢eni vzork( a maze vést k nespravnym
vysledk{m.

Postup
1  Spustte aplikaci AppLauncher a kliknéte na polozku VeriSeq NIPT Method.
2 Zadejte ID davky a uzivatelské jméno a poté kliknéte na OK.
ID davky smi obsahovat nejvice 26 znakl. Pouzivejte pouze Cislice, pismena, podtrzitka (_) nebo pomlcky (-).
Priklad: 2025-10-16_davka3.
3 Kliknéte na moznost New Batch (Nova davka) a po zavedeni zahajte izolaci plazmy kliknutim na OK.
4 Provedte jeden z nasledujicich kroka.
Chcete-li nadist existujici seznam vzorku, vyberte seznam vzork( pfidruzeny k davce a kliknéte na OK.
Chcete-li pokracovat bez vybéru seznamu vzorkd, kliknéte na pfikaz No Sample Sheet (Bez seznamu vzorka).
Postup vytvoreni seznamu vzorkl je popsan v Priru¢ce k softwaru VeriSeq NIPT Solution
(dokument &. 1000000001949).

POZNAMKA

Typ vzorku, jedinaCek nebo dvojCata, musi byt na kazdém vzorku pfesné zaznamenan, aby se zajistila
spravna analyza dat.

5 Vyberte velikost davky a kliknéte na OK.
6 Vyberte pocet kontrol bez Sablony a kliknéte na OK.
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Zkontrolujte, zda jsou pfilepeny vSechny ¢arové kody, a vliozte do drzaku vzorky, Spicky a desky (s ¢arovymi kody
smeéfujicimi doprava). Po zobrazeni kazdé vyzvy k vioZeni kliknéte na OK.

Velikost davky Drzak Draha  Poloska Umisténi
vzorkd (typ)
48 Spicka 7-12 Spicky 1000 pl 5
Zkumavka 15 PFipravené zkumavky s krevnimi vzorky 1-24 1-24
Zkumavka 16 Pripravené zkumavky s krevnimi vzorky 25-48 25-48
Multiflex 19-24 Prazdna deska s hlubokymi jamkami, kone¢na plazma — s ¢arovym 4
kédem
Multiflex 19-24 Prazdna deska s hlubokymi jamkami, pfechodné plazma — s &arovym 5
kédem
Reagencie 47 [Volitelné] DPBS pro pfipad kontroly bez Sablony 5
96 Spicka 7-12  Spicky 1000 pl 4,5
Zkumavka 15 PFipravené zkumavky s krevnimi vzorky 1-24 1-24
Zkumavka 16 PFipravené zkumavky s krevnimi vzorky 2548 25-48
Zkumavka 17 Pripravené zkumavky s krevnimi vzorky 49-72 49-72
Zkumavka 18 PFipravené zkumavky s krevnimi vzorky 73-96 73-96
Multiflex 19-24 Prazdna deska s hlubokymi jamkami, kone¢na plazma — s arovym 4
kdédem
Multiflex 19-24 Prazdna deska s hlubokymi jamkami, pfechodna plazma — s ¢arovym 5
koédem
Reagencie 47 [Volitelné] DPBS pro pfipad kontroly bez $ablony 5

Zajistéte, aby byly drzaky, laboratorni pomUcky a reagencie vlozeny spravné, a poté na obrazovce Pre-Spin Deck
Verification (Ovéreni plosiny pro pfedbézné roztoceni) kliknéte na OK.

Bé&hem automatizovanych krokl pozorujte systém ML STAR.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci ploSina systému ML STAR zbavena
v8ech prekazek, aby mohl systém ML STAR vylozit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload (VyloZit) vylozZte
ploSinu.

Vyjméte desku s hlubokymi jamkami obsahujici pfechodnou plazmu.

a Ocima zkontrolujte, zda deska obsahuje stejné objemy v kazdé jamce (ij. bez chyb pipetovani).
Ocekavany objem je 1000 pl.

b Pfipadné neshody si zapiste a zaznamenejte konec postupu izolace plazmy.

c Zapecette desku, vlozte ji v rovnovazné poloze a odstiedujte pfi 5600 g po dobu 10 minut s odjiSténou
brzdou nebo s lehkym brzdénim.

Kliknutim na Yes (Ano) prejdéte k poslednimu kroku pfipravy plazmy.
Sejméte tésnici félii desky a znovu vliozte desku do drzaku.

Velikost davky vzorki E()tr;;)k Draha  Polozka Umisténi
48, 96 Multiflex 19-24 Deska s hlubokymi jamkami obsahujici pfechodnou plazmu 5

Zaskrtnéte policko Intermediate Plasma plate has been spun (Pfechodna plazma byla rozto¢ena) a kliknéte na
OK.

Béhem automatizovanych krokl pozorujte systém ML STAR.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci ploSina systému ML STAR zbavena
vSech prekazek, aby mohl systém ML STAR vylozit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload (Vylozit) vylozte
ploSinu.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, vyprazdnéte drzaky a ploSinu.
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18 Vyjméte desku s hlubokymi jamkami obsahujici kone¢nou plazmu.
19 Oc¢ima zkontrolujte nasledujici skute¢nosti na desce:
Stejné objemy v kazdé jamce. Ocekavany objem je 900 .
Viditelné bunécéné shluky
Nadmeérna hemolyza
Pokud pozorujete viditelIné bunécné shluky nebo nadmérnou hemolyzu, zneplatnéte dotyény vzorek po skonceni
postupu izolace plazmy nebo pouzijte aplikaci Batch Manager. DalSi informace o aplikaci Batch Manager naleznete
v Prirucce softwaru VeriSeq NIPT Solution (dokument ¢. 1000000001949).
20 Kdyz se zobrazi vyzva v softwaru Workflow Manager, kliknéte na OK.
21 Zadejte komentar k dotyénym jamkam a kliknéte na OK.
22 Provedte jeden z nasledujicich kroku.
Chcete-li pokracovat v extrakci cfDNA, kliknéte na Yes (Ano).
Chcete-li skondit, kliknéte na pfikaz Exit (Konec).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI
Pokud musite prerusit protokol, zapeCette desku s kone€nou plazmou a uskladnéte ji pfi teploté 2 az 8 °C (az 7 dni).

Extrakce cfDNA

14

Pfiprava
1 Oc¢ima prohlédnéte sadu pro extrakci a sadu s pfisluSenstvim a ovéfte, ze neuplynulo datum pouzitelnosti sady.
2  Pripravte nasledujici reagencie. PopiSte nadobky a drzaky s hlubokymi jamkami nazvy reagencii.

Polozka Skladovani Pokyny

Deska s hlubokymi jamkami obsahujici 2az8°C Pokud byla pfedtim skladovana, nechte ji odstat 30 minut, aby byla

konecénou plazmu z &asti Izolace plazmy dosazena pokojova teplota. Pfed pouzitim desku s hlubokymi jamkami

na strané 12. obsahujici koneénou plazmu odpecette.

Proteinase K (Proteinaza K) 15az30°C Pomalu pridejte 3,75 ml proteinazového pufru do kazdé ampulky
sreagenciemi.

 PFipravte 3 ampulky pro 48 vzorku.

 Pripravte 4 ampulky pro 96 vzorku.

Uzaviete ampulku a michejte ve vortexové tfepacce, dokud nedosahnete
resuspendace.

PFipravenou reagencii viozte do fondu ze vS§ech ampulek vlozenim do
zkumavky pro reagencie.

Wash Buffer Il (Promyvaci pufr Il) 15az30°C Doplrite 100 ml 100% etanolu do kazdé lahvicky s reagenciemi.
« Pripravte 1 lahvicku pro 48 vzorkd.
« PFipravte 2 lahvicky pro 96 vzorkd.
Promichejte v pfeklopné tfepacce.
Zaskrtnéte policko na lahvicce.

Oznacte 1 novou desku s plnym lemem jako ,Pfechodna“ a nalepte Carovy kod desky.

Oznacte 1 novou desku s plnym lemem jako ,Eluce cfDNA* a nalepte ¢arovy kod desky.

Oznacte 1 novou desku s plnym lemem jako ,Pfechodna extrakce” a nalepte ¢arovy kéd desky.

Prilepte ¢arovy kéd desky na desku pro vazbu DNA.

Pripravte Cistici roztok na bazi 70% etanolu (70 % etanolu, 30 % vody prosté DNaz/RNaz) pro ¢isténi vakuovaci
soustavy.

8 Pripravte vakuovaci soustavu.

~NOo ok w

a Vyjméte vakuové sbé&rné potrubi a vyCistéte jej 70% etanolem.
b Vyprazdnéte nadobku na odpad z vakuovani.
¢ Zkontrolujte, zda je zapnuta vakuovaci soustava systému ML STAR.
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Postup

1

2

© 0o ~NO O b

10
11

12
13

Kliknutim na OK zahajte extrakci cfDNA. Pokud jesté neni oteviena aplikace VeriSeq NIPT Method:

a Spustte aplikaci AppLauncher a kliknéte na polozku VeriSeq NIPT Method.
b Zadejte ID davky a uzivatelské jméno a poté kliknéte na OK.

Vlozte $picky do drzakl Spic¢ek podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Drzak
Velikost davky vzorki ( tr;:) Dréha Polozka Umist&ni
48 Spicka 1-6 Spicky 1000 1,2
7-12 Spicky 300 i 1
96 Spicka 1-6 Spicky 1000 1,2,3,4
7-12 Spicky 300 i 1

Vlozte spocitané $picky do drzaku Spi¢ek podle nasledujicich pokyn(.

Drzak
Velikost davky vzorki ( tryZ:) Draha Polozka Umist&ni
48,96 Spicka 49-54 Spicky 1000 pl 1
Spicky 300 pl 2
Spicky 50 pl 3

Zadejte umisténi prvni a posledni $picky z kazdého zasobniku $picek a poté kliknéte na OK.

Naskenujte ¢arové kody sady pro extrakci.

Zadejte uzivatelské jméno nebo inicidly osoby pfipravujici reagencie a kliknéte na OK.

Naskenuijte ¢arové kody na sadé s pfislusenstvim.

Zadejte uzivatelské jméno nebo inicidly osoby pfipravujici reagencie a kliknéte na OK.

Zkontrolujte, zda jsou pfilepeny Carové kody, v pfipadé potfeby odpecette desku s hlubokymi jamkami obsahujici
kone¢nou plazmu a vloZte desky (s ¢arovymi kddy sméfujicim doprava) do drzaku desek podle nasledujicich pokynu.
Poté kliknéte na OK.

Velkost davky E()tr;;k Draha  Polozka Umisténf
48, 96 Multiflex 19-24 Nova deska s plnym lemem, pfechodna — s ¢arovym kédem 1
Nova deska s plnym lemem, eluce cfDNA — s ¢arovym kédem 2
Nova deska s hlubokymi jamkami, pfechodna extrakce — s ¢arovym kédem 4
Deska s hlubokymi jamkami obsahujici kone€nou plazmu — s €arovym 5
kédem

Ovéite, zda je deska pro vazbu DNA opatiena ¢arovym kodem, a kliknéte na OK.

V pfipadé davky se 48 vzorky rozfiznéte tésnici folii na polovinu po Sifce a nalepte na nepouzité sloupce 7-12 desky,
nez desku polozZite na vakuové sbérné potrubi.

Polozte desku pro vazbu DNA na vakuové sbérné potrubi ¢arovym kédem napred a kliknéte na OK.

VloZte zkumavky na reagencie do drZzaku reagencii podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Drzak
Velikost davky vzork ( tr ;;) Draha Polozka Umist&ni
48 Reagencie 47 Eluéni pufr 16 ml 1
Proteindza K 11 ml 2
96 Reagencie 47 Eluéni pufr 16 ml 1
Proteindza K 15 ml 2
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14 Preneste stanovené reagencie do nadobek pro hluboké jamky a viozte nadobky do drzakd pro hluboké jamky.

15
16

17

18
19

20

21
22

23

24

25

Poté kliknéte na OK.

Drzak

Velikost davky vzorku (typ) Draha Polozka Umisténi
48 Hluboké jamky 39-44 Promyvaci pufr 1l 125 ml 1
Promyvaci pufr | 125 ml 2
100% etanol 60 ml 3
Lyzaéni pufr 100 ml 4
Voda prostda Dnaz/Rnaz 60 ml 5
96 Hluboké jamky 39-44 Promyvaci pufr 11 200 ml 1
Promyvaci pufr |1 125 ml 2
100% etanol 100 ml 3
Lyzaéni pufr 100 ml 4
Voda prosta Dnaz/Rnaz 100 ml 5

Pockejte na dokonc¢eni automatizované kontroly objemu reagencii.

Potvrdte, Ze nadobky na odpad z vakuovani nejsou plné vice nez z poloviny (doporucujeme je vyprazdnit),

a kliknéte na OK.

Zkontrolujte umisténi vSech drzaku, laboratornich pomucek a reagencii a kliknéte na tlacitko OK na obrazovce
Extraction Deck Verification (Ovéfeni ploSiny pro extrakci).

Bé&hem automatizovanych krokd sledujte systém ML STAR.

Po poslednim kroku vakuovani odstfedte desku pro vazbu DNA a kliknéte na OK.

a Vyjméte desku pro vazbu DNA a vycistéte spodni povrch 70% etanolem.

b Zapecette pfipadné nezakryté jamky na desce pro vazbu DNA a vlozte ji do prazdné desky s hlubokymi
jamkami obsahujici kone¢nou plazmu.

¢ Odstfedujte sestavu desky pro vazbu DNA s deskou s kone¢nou plazmou pfi 5600 g po dobu 10 minut se
zapnutou brzdou.

Bé&hem odstfedovani desky pro vazbu DNA dokoncete Cisténi vakuovaci soustavy.

a Pockejte na dokonceni automaticke likvidace odpadu.

b Vycistéte vakuové sbé&rné potrubi a vnitfek vakuovaciho systému 70% etanolem a poté vratte vakuové
sbérné potrubi na misto.

¢ Zaskrtnutim policka Manifold is on Vacuum (Sbérné potrubi je na vakuovaci soustavé) zahajte prenos
desky pro eluci na vakuové sbérné potrubi a kliknéte na OK.

Vyjméte vakuové sbérné potrubi a kliknéte na OK.

Po odstfedéni odpecette jamky obsahujici vzorky na desce pro vazbu DNA a vloZte ji na desku pro eluci cfDNA.
Deska pro eluci cfDNA je na vakuovém sbérném potrubi. Vlozte desku pro vazbu DNA s ¢arovym kédem vpravo a
kliknéte na OK.

Bé&hem automatizovanych krokd sledujte systém ML STAR.

UPOZORNENI

J Je nutné ruéné zneplatnit pfeteCeni vzork(l, ktera nebyla pfed kontaminaci okolnich jamek zjiSténa
systémem.

Po inkubaénim kroku zaskrtnéte policko Plates are assembled as indicated (Desky jsou sestaveny podle pokynu),
¢imz potvrdite, Ze sestava desky pro vazbu DNA s deskou pro eluci cfDNA je na stojanu (pokud je to vyzadovano
odstfedivkou).

Zapecette nezakryté jamky na desce pro vazbu DNA a odstiedujte pfi 5 600 g po dobu 2 minut se zapnutou brzdou.
Pak kliknéte na OK.
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26 Vizualné zkontrolujte, zda je v kazdé jamce desky pro eluci cfDNA stejny objem. Oc&ekavany objem je pfiblizné 55 pl.

27 Zapecette a uschovejte desku pro eluci cfDNA pro Ucely pFipravy knihovny.

28 Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci plosina systému ML STAR zbavena
vSech prekazek, aby mohl systém ML STAR vyloZit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload vylozte ploSinu.

29 Vylozte v8echny drzaky a vycistéte plosinu systému ML STAR. Potom kliknéte na OK.

30 Zadejte komentar k dotyénym jamkam a kliknéte na OK.

31 Provedte jeden z nasledujicich kroku:

Chcete-li pokracovat v pfipravé knihoven, kliknéte na Yes (Ano).

Chcete-li skonéit, kliknéte na pfikaz Exit (Konec).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI
Pokud musite prerusit protokol, zape€ette desku pro eluci cfDNA a uskladnéte ji pfi teploté —25az —15°C

(@z 7

dni).

Priprava knihoven

Pfiprava
1 Ocima prohlédnéte sadu pro pfipravu knihoven a sadu s pfisluSenstvim a ovérte, ze neuplynulo datum pouzitelnosti
obou sad.

2  Pripravte nasledujici reagencie. Popiste nadobky a drzaky s hlubokymi jamkami nazvy reagencii.

Polozka

End Repair Mix (Smés pro
opravu konct)

A-Tailing Mix (Smés A-
Tailing)

Ligation Mix (Ligacni smés)

Resuspension Buffer
(Resuspenzacni pufr)

Hybridization Buffer
(Hybridizaéni pufr)

VeriSeq NIPT DNA Adapter
Plate (Deska adaptéru DNA
VeriSeq NIPT)

Castice pro purifikaci vzorku

80% etanol

Deska pro eluci cfDNA
z Gasti Extrakce cfDNA na
strané 14

Skladovani

—25az-15°C

—25az-15°C

—25az-15°C

2az8°C

—25az-15°C

—25az-15°C

2az8°C

2az8°C

—25az-15°C

Pokyny

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Promichejte ve vortexoveé tfepacce.

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Michejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Michejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Promichejte ve vortexové tfepacce.
Po pouziti opét uskladnéte.

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Promichejte ve vortexové tfepacce.
Po pouziti opét uskladnéte.

Zaijistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Promichejte ve vortexové tfepacce.

Odstfedujte s nastavenim 1000 g po dobu 20 sekund.
Nalepte ¢arovy koéd desky.

Nechte odstat 30 minut, aby byla dosazena pokojova teplota.

Pfed kazdym pouzitim dikladné promichejte vortexovou tfepackou.

Michejte ve vortexové nebo preklapéci tfrepacce, dokud nedosahnete homogenniho
rozptyleni vSech &astic v suspenzi nebo smési.

PFipravte Cerstvé.
Smichejte 40 ml 100% etanolu s 10 ml vody prosté Dnaz/Rnaz.
Promichejte v pfeklopné tfepacce.

Pokud byla deska jiz dfive skladovana, ovérte, ze skladovani netrvalo déle nez 7 dni
a ze rozmrazeni probéhlo pfFi pokojové teploté.

Michejte ve vortexové tfepacce pfi 1500 ot./min po dobu 1 minuty.

Odstredujte s nastavenim 1000 g po dobu 20 sekund.

3 Oznacte 1 novou desku s plnym lemem jako ,Knihovny“ a nalepte ¢arovy kod desky.
4 Zkontrolujte, zda je zapnuto fizeni teploty v systému ML STAR.
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Redéni enzymd
1 Smichejte smés A-Tailing a resuspenzacni pufr ve zkumavce se Sroubovacim uzavérem. Michejte ve vortexové
tfepaCce a poté kratce odstredte.

Velikost davky vzorku Smeés A-Tailing Resuspenzacni pufr
48 900 pl 1200 pl
96 1800 pl 2400 pl

2 Smichejte ligacni smés a resuspenzacni pufr ve zkumavce se Sroubovacim uzavérem. Michejte ve vortexové
tfepaCce a poté kratce odstredte.

Velikost davky vzorku Ligacni smés Resuspenzacni pufr
48 230 pl 1713 i
96 440 ul 3278 ul

Postup

1 Kliknutim na OK spustte pfipravu knihoven. Pokud jesté neni oteviena aplikace VeriSeq NIPT Method:

a Spustte aplikaci AppLauncher a kliknéte na polozku VeriSeq NIPT Method.
b Zadejte ID davky a uzivatelské jméno a poté kliknéte na OK.

2 Zkontrolujte, zda jsou nasledujici polozky pfipraveny podle informaci na obrazovce Reagent Preparation (Pfiprava
reagencii):
Smés A-Tailing, ligaéni smés a 80% etanol
Castice pro purifikaci vzorku, smés pro opravu koncl a deska adaptéru DNA VeriSeq NIPT

3 Zaskrtnéte policka a kliknéte na OK.
4 Naskenujte ¢aroveé koédy sady pro pfipravu knihovny.
5 Zadejte uzivatelské jméno nebo inicidly osoby pfipravujici reagencie a kliknéte na OK.
6 Naskenujte ¢arové kody na sadé s pfisluSenstvim.
7  Zadejte uzivatelské jméno nebo inicidly osoby pfipravujici reagencie a kliknéte na OK.
8 Vlozte $picky do drzaku $picek podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK pro kazdy drzak.
Velikost davky vzorkt ?{5:; Draha Polozka Umisténi
48 Spicka 1-6 Spicky 50 pl 1,2
7-12 Spicky 300 pl 1,2,3,5
96 Spicka 1-6 Spicky 50 pl 1,2,3,4
7-12 Spicky 300 pl 1,2,3,4,5

9 Pokud jste prerusili protokol po dokonéeni postupu extrakce cfDNA, viozZte spocitané Spicky do drzaku Spi¢ek podle
nasledujiciho postupu.

Drzak

Velikost davky vzorku (typ) Draha Polozka Umisténi
48, 96 Spicka 49-54 Spicky 1000 pl 1
Spicky 300 ul 2
Spisky 50 pl 3

10 Zadejte umisténi prvni $picky z kazdého zasobniku $picek a poté kliknéte na OK.
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11 Zkontrolujte, zda jsou pfilepeny ¢arové kody, a vliozte desky (s ¢arovymi kédy sméfujicimi doprava) na drzak desky
podle nasledujiciho postupu. Poté kliknéte na OK.

Velikost davky Drzak

vzorki (&) Draha Polozka Umisténi

48, 96 Multiflex 19-24 Deska pro eluci cfDNA — s ¢arovym kédem 1
Deska adaptéru DNA — s ¢arovym kédem 2
Nova deska s plnym lemem a 96 jamkami, knihovny — s arovym kédem 3
Nové desky s plnym lemem a 96 jamkami 4,5

12 Vlozte drzak pro hluboké jamky podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Velikost davky vzorki E()tr;s)k Draha  Polozka Umisténi
48, 96 Hluboké jamky 39-44 50 ml 80% etanolu v zasobniku s hlubokymi jamkami 1

Nové desky s plnym lemem a 96 jamkami 2,3,4,5
13 Vlozte zkumavky na reagencie do drzaku reagencii podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Drzak
Velikost davky vzorku ( tryz:) Dréaha Polozka Umisténi
48, 96 Reagencie 47 Smeés pro opravu vzorkd 2,5 ml 1
PFipravena smés A-Tailing (celkovy objem) 2
PFipravena ligacéni smés (celkovy objem) 3
Castice pro purifikaci vzorku 10 ml 4
5

Hybridizaéni pufr 12 ml

14 Zajistéte, aby byly drzaky, laboratorni pomucky a reagencie viozeny podle pokyn, a poté na obrazovce Library Deck
Verification (Ovéreni plosiny knihovny) kliknéte na OK.

15 Pockejte na dokonéeni automatizované kontroly objemu reagencii.

16 Béhem automatizovanych krokd sledujte systém ML STAR.

17 Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci ploSina systému ML STAR zbavena
vSech prekazek, aby mohl systém ML STAR vylozit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload (VyloZit) vylozte
ploSinu.

18 Ocima zkontrolujte, zda je v kazdé jamce desky s knihovnami stejny objem.

19 Zapecette a uschovejte desku s knihovnami.

20 Vylozte drzaky, vycistéte plosinu a kliknéte na OK.

21 Zadejte komentar k dotyénym jamkam a kliknéte na OK.

22 Provedte jeden z nasledujicich kroku:

Chcete-li pokracovat v kvantifikaci knihoven, kliknéte na Yes (Ano).
Chcete-li skoncit, kliknéte na pfikaz Exit (Konec).

POZNAMKA
Pokud jste nezastavili v bodu bezpecného preruseni, pokracujte v kvantifikaci okamzité.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud musite prerusit protokol, desku s knihovnami pfed uskladnénim zapecette. Deska s knihovnami je stabilni az
po dobu 7 dni kumulativniho skladovani pfi teploté —25 az —15 °C.
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Kvantifikace knihoven

Pfiprava
1 Pfipravte nasledujici reagencie:
Polozka Skladovani Pokyny
Reagencie kvantifikace DNA 2az8°C Chrante pred svétlem.

Zajistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.
Michejte ve vortexové tiepacce a poté kratce odstfedte.

Standard kvantifikace DNA 2az8°C Michejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Deska s knihovnami z Easti -25az-15°C Pokud byla deska jiz dfive skladovana, ovéfte, Ze skladovani netrvalo déle nez 7 dni
Priprava knihoven na strané a ze rozmrazeni probéhlo pfi pokojové teploté.

17 Promichejte ve vortexové tfepacce.

Odstfedujte s nastavenim 1000 g po dobu 20 sekund.

Resuspenzacéni pufr 2az8°C Promichejte ve vortexové tfepacce.

2 10 minut pfed pouzitim zapnéte fluorometr.
3  Prilepte ¢arovy kéd desky na novou desku s 384 jamkami.
4 Prilepte ¢arovy kod desky na novou desku s plnym lemem.

Postup
1 Kliknutim na OK zahgjite kvantifikaci. Pokud je$té neni oteviena aplikace VeriSeq NIPT Method:

a Spustte aplikaci AppLauncher a kliknéte na polozku VeriSeq NIPT Method.
b Zadejte ID davky a uzivatelské jméno a poté kliknéte na OK.

2 Naskenujte ¢arové kody na sadé s pfisluSenstvim.

3 Zadejte uzivatelské jméno nebo inicidly osoby pfipravujici reagencie a kliknéte na OK.
4 Vlozte $picky do drzaku Spicek podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.
Drzak
Velikost davky vzorku ( :;:) Draha Polozka Umisténi
48 Spicka 1-6 Zasobnik $picek 300 pl 1
Zasobnik $picek 50 i 2
96 Spicka 1-6 Zasobnik $picek 300 pl 1
Zasobnik $picek 50 i 2,3

5  Zkontrolujte, zda jsou pfilepeny ¢arové kody, odpecette desku s knihovnami a viozte desky (s ¢arovymi kody
sméfujicimi doprava) na multiflexovy drzak podle nasledujiciho postupu. Poté kliknéte na OK.

Drzak
Velikost davky vzorki ( {;;) Dréha  Polozka Umisténi
48, 96 Multiflex 19-24 Nové desky s plnym lemem — s ¢arovym kdédem 1
Nova deska s 384 jamkami — s €arovym kédem 2
Deska s knihovnami — s ¢arovym kédem 3
Nové desky s plnym lemem a 96 jamkami 4,5

6 Vlozte zkumavky na reagencie bez uzavér( do drzaku zkumavek podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Velikost davky vzorkd E()tr ;:)k Draha Polozka Umisténi
48, 96 Zkumavka 46 Standard kvantifikace DNA 1

Reagencie kvantifikace DNA 2
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Vlozte zkumavky na reagencie do drzaku reagencii podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Velikost davky vzorkd '?tr;:)k Draha Polozka Umisténi
48, 96 Reagencie 47 Nové zkumavky na reagencie 1

Resuspenzacni pufr 16 ml 2

Pokud jste prerusili protokol po dokonéeni postupu pfipravy knihovny, vliozte spocitané Spicky do drzakl Spi¢ek podle
nasledujiciho postupu.

Velikost davky vzorkil '?tr;:)k Draha Polozka Umisténi
48, 96 Spicka 49-54 Spicky 1000 i 1
Spicky 300 pl 2
Spicky 50 pl 3

Zadejte umisténi prvni a posledni Spicky z kazdého zasobniku $picek a poté kliknéte na OK.

Zajistéte, aby byly drzaky, laboratorni pomucky a reagencie viozeny podle pokyn(, a poté na obrazovce Quant Deck
Verification (Ovéreni plosiny kvantifikace) kliknéte na OK.

Pockejte na dokonc¢eni automatizované kontroly objemu reagencii.

Béhem automatizovanych krokud sledujte systém ML STAR.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci ploSina systému ML STAR zbavena
vSech prekazek, aby mohl systém ML STAR vylozit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload (Vylozit) vylozte
ploSinu.

Vylozte desku s knihovnami.

a Oc¢ima zkontrolujte, zda je v kazdé jamce desky stejny objem.
b Zapecette desku s knihovnami a uskladnéte ji pfi pokojové teploté, dokud neni dokoncena analyza
fluorometrickych dat.

Vlozte zbyvajici desky s 96 jamkami a oCima zkontrolujte, zda je v kazdé jamce stejny objem. Hrubé chyby objemu
mohou ukazovat na problém s kroky pipetovani.
Vylozte desku s 384 jamkami a oCima zkontrolujte, zda se v pfisluSnych jamkach nachazi kapalina.

a Zapecette desku tésnici folii.
b Odstfedujte s nastavenim 1000 g po dobu 20 sekund.
¢ Inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté, chrarte pfed svétlem.

Vylozte v8echny drzaky a vycistéte plosinu systému ML STAR. Potom kliknéte na OK.

Po inkubaci sejméte tésnici félii a viozte desku s 384 jamkami na ¢teCku mikrodesky. Zajistéte, aby byla pozice A1
vlevém hornim rohu, a kliknéte na pfikaz Read (Cist).

Nasledujicim zplsobem exportujte data ve formatu XML:

a Kliknéte pravym tlagitkem na moznost Barcode (Carovy kéd), vyberte moznost Rename (Pfejmenovat),
naskenujte ¢arovy kod desky pro kvantifikaci a kliknéte na OK.

bV levém hornim rohu kliknéte na ikonu desky a v nabidce vyberte moznost Export.

Zaskrtnéte policko Expt1, nastavte vystupni format na hodnotu XML a kliknéte na OK.

d Zadejte cestu a nazev vystupniho souboru a kliknéte na pfikaz Save (Ulozit).

(@]

I POZNAMKA

Zkontrolujte, zda ma pocitaC se systémem Hamilton k vybranému umisténi pfistup. Nepouzivejte v
cesté ani nazvu souboru mezery.
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Analyza

a b ON -

Na obrazovce Scanner Information (Informace o skeneru) v systému ML STAR zadejte ID fluorometru.
Zadejte komentar k béhu fluorometru a kliknéte na OK.

Prejdéte k souboru .XML kvantifikace, ktery obsahuje fluorometricka data, a kliknéte na OK.
Zkontrolujte standardni kfivku a vysledky analyzy koncentrace vzorku a poté kliknéte na OK.

Pokud potfebujete zopakovat béh zpracovani desky, kliknéte na pfikaz Rescan (Pfeskenovat).

5 POZNAMKA
Vzorky jsou citlivé na starnuti a plsobeni svétla. V pfipadé nutnosti provedte okamzité pfeskenovani.

Zadejte komentar k dotyénym jamkam a kliknéte na OK.
Vyhodnotte vysledky a postupujte podle nasledujicich pokynu.

Pokud vysledky vyhovuji specifikaci, pokracujte k ¢asti Fondy knihoven.
Pokud vysledky nevyhovuji specifikaci, systém prerusi metodu. Zopakujte postupy kvantifikace pocinaje ¢asti
Priprava na strané 20.

Provedte jeden z nasledujicich kroku:
Chcete-li pokracovat k fondiim knihoven, kliknéte na Yes (Ano).
Chcete-li skonéit, kliknéte na pfikaz Exit (Konec).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud musite prerusit protokol, desku s knihovnami pfed uskladnénim zapecette. Deska s knihovnami je stabilni az
po dobu 7 dni kumulativniho skladovani pfi teploté —25 az —15 °C.

Fondy knihoven

22

1

Pfiprava
Pripravte nasledujici reagencie:
Polozka Skladovani Pokyny
Hybridization Buffer (Hybridizacni pufr) -25az-15°C Zaijistéte rozmrazeni pfi pokojové teploté.

2

3

Promichejte ve vortexove tfepacce.
Po pouziti opét uskladnéte.

Deska s knihovnami z Easti PostupPostup -25az-15°C Pokud byly zkumavky dfive skladovany, nechte je rozmrazit pfi

na strané 20. pokojoveé teploté.
Michejte ve vortexové tfepacce pfi 1500 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstfedujte s nastavenim 1000 g po dobu 20 sekund.

Oznacte prazdnou zkumavku pro slucovani jako ,Fond A“. U 96 vzorkd oznacte druhou prazdnou zkumavku pro
slu¢ovani jako ,Fond B
UloZte nasledujici program denaturace do termocykléru s vyhfivanym vikem.

Zvolte moznost predehratého vika a nastavte teplotu 102 °C.

Nastavte reakéni objem na 50 pl.

Nastavte rychlost stoupani teploty na 4 °C za sekundu.

Inkubujte pfi teploté 96 °C po dobu 10 minut a poté pfi teploté 0 °C po dobu 5 sekund.

Udrzujte pfi teploté 4 °C.

Dokument ¢. 1000000001856 v08 CZE Srpna 2021



Dokumentace pfiloZzena k testu VeriSeq NIPT Solution

Postup

1
2

Vlozte desku s knihovnami na pfedprogramovany termocyklér a spustte program denaturace.
Kliknutim na OK spustte fondy knihoven. Pokud jesté neni oteviena aplikace VeriSeq NIPT Method:

a Spustte aplikaci AppLauncher a kliknéte na polozku VeriSeq NIPT Method.
b Zadejte ID davky a uzivatelské jméno a poté kliknéte na OK.

Viyberte koncentraci fondu a kliknéte na OK.
Cilova hustota klastru je 220-260 k/mm2. V pfipadé nutnosti upravte koncentraci slu¢ovani do fondu tak,
abyste dosahli cilové hustoty klastru.
Kdyz se zobrazi vyzva softwaru Workflow Manager, provedte jeden z nasledujicich krokd.
Chcete-li nacist seznam vzorka, vyberte seznam vzorku pfidruzeny k davce a kliknéte na pfikaz Load (Nacist).
Chcete-li pouzit vychozi hodnoty systému pro zbyvajici typy vzorkl nebo hlaseni pohlavi, kliknéte na pfikaz Use
Default (Pouzit vychozi) u kazdého nastaveni.
Postup vytvofeni seznamu vzorkU je popsan v Priru¢ce k softwaru VeriSeq NIPT Assay Software
(dokument &. 1000000001949).
Kliknutim na moZznost Start (Zahajit) spustite odpoc¢et desky pro denaturaci.
Vlozte Spicky do drzakl Spicek podle nasledujicich pokyna.
Velikost davky vzorku ?:js)k Draha Polozka Umisténi
48,96 Spicka 7-12 Filtragni picky 50 i 1
Vlozte desku s denaturovanou knihovnou (s ¢arovym kédem smeéfujicim doprava) do multiflexového drzaku podle
nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.
Drzak

Velikost davky vzorku (typ) Draha Polozka Umisténi

48, 96 Multiflex 19-24 Deska s denaturovanou knihovnou (s ¢arovym kédem) 1

Vlozte zkumavky pro slu¢ovani do drzaku zkumavek podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Velikost davky vzorkd E()tr;s)k Draha Polozka Umisténi
48 Zkumavka 46 Nova 2ml zkumavka, fond A 1
96 Zkumavka 46 Nova 2ml zkumavka, fond A 1

Nova 2ml zkumavka, fond B 2

VloZte zkumavky na reagencie do drzaku reagencii podle nasledujiciho postupu a kliknéte na OK.

Drzak
Velikost dévky vzorki ( tr;;) Dréha Polozka Umisténi
48 Reagencie 47 Hybridizaéni pufr 3 ml 1
96 Reagencie 47 Hybridizaéni pufr 3 ml 1

10 Vlozte $picky do drzakua Spi¢ek podle nasledujicich pokynu.

Drzak
Velikost davky vzorku ( tryZ:) Draha Polozka Umisténi
48, 96 Spitka 49-54 Filtracni $picky 1000 pl 1
Filtragni $picky 300 pl 2
Filtraéni $picky 50 pl 3

11 Zadejte umisténi prvni a posledni $picky z kazdého zasobniku $picek a poté kliknéte na OK.
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Zajistéte, aby byly drzaky, laboratorni pomUcky a reagencie vioZzeny podle pokyn(, a poté na obrazovce Pooling Deck
Verification (Ovéreni plosiny sluc¢ovani) kliknéte na OK.

Bé&hem automatizovanych krokd sledujte systém ML STAR.

Kdyz vas k tomu vyzve software Workflow Manager, zkontrolujte, zda je vkladaci ploSina systému ML STAR zbavena
vSech prekazek, aby mohl systém ML STAR vylozit drzaky, a poté kliknutim na pfikaz Unload (VyloZzit) vylozZte
ploSinu.

Vylozte drzak zkumavek. Nasadte uzavéry na vSechny zkumavky pro slu€ovani, promichejte vortexovou tfepackou a
poté kratce odstiedte.

Sekvencujte knihovny co nejdfive po slouceni do fondu. Desku s knihovnami skladujte pfi teploté —25 az —15 °C
maximalné 7 dni, aby bylo v pfipadé potfeby mozno znovu provést slu¢ovani. Deska s knihovnami je stabilni az po
dobu 7 dni kumulativniho skladovani pfi teploté —25 az —15 °C.

Kliknéte na tlacitko OK.

Zadejte komentar k dotyénym jamkam a kliknéte na OK.

Na obrazovce Pooling Complete (Fond je dokoncen) kliknéte na OK.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud musite pferusit protokol, zaviete zkumavky pro slu€ovani a uskladnéte je pfi teploté —25 az —15 °C (az 7 dni).

Pfiprava fondu na sekvencovani

Pfiprava

1

2

Pfipravte nasledujici reagencie:
Polozka Skladovani Pokyny
Zkumavky fondu -25az-15°C Pokud byly zkumavky dfive skladovany, nechte je rozmrazit pfi pokojové teploté.

Kratce promichejte ve vortexové tfepacce.
Kratce odstredte.

Pfipravte systém sekvencovani noveé generace s nasledujicim nastavenim:

a Parovy-koncovy béh se ¢tenimi v cyklu 36 x 36.
b Dvojité indexovani s osmicyklovymi ¢tenimi indexu.
¢ Nazev béhu je stejny jako nazev fondu.

& POZNAMKA

Nespravné konfigurace béhu jsou softwarem pro analyzu zamitnuty a mohou vyZzadovat opétovné
sekvencovani.

Nasledujici postup popisuje spravné vlozeni slou¢enych knihoven do pfistroje pro sekvencovani noveé generace
zalozeného na zasobnicich.

Postup

1

Doplrite pufr a fond knihoven pfimo do zasobniku vzorkd sekvenceru nasledujicim postupem.

Hybridizaéni pufr 900 pl
Fond A 450 pl
Pouzitim pipety promichejte

2 Pokracujte v sekvencovani pomoci systému sekvencovani nové generace v souladu s pokyny vyrobce.
3 Kdyz se zobrazi vyzva, potvrdte spravnou konfiguraci béhu.
4V pfipadé nutnosti opakujte postup pro fond B.
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Analyza dat sekvencovani

Po dokon&eni sekvencovani jsou data sekvencovani automaticky odeslana do softwaru VeriSeq NIPT Assay
Software k analyze a vytvoreni vykazu. Soucasti vykazu jsou klasifikace kazdého vzorku v davce a hodnoceni vS§ech
metrik kontroly kvality béhu. Proces analyzy od dokon€eni sekvencovani az k ziskani kone¢nych vysledkt pro davku
48 vzorkl trva priblizné 4 hodiny. Podrobné informace o analyze dat a vystupnim souboru naleznete v pfiru¢ce

k softwaru VeriSeq NIPT Solution (dokument &. 17000000001949).

Interpretace vysledkU

Test VeriSeq NIPT Solution vyuziva k uréeni zastoupeni chromozom v plodu algoritmus zalozeny na nékolika
datovych vstupech, mezi které patfi pokryti sekvenovani, kvalita ¢teni sekvenci a odhadovana fetalni frakce.

Software VeriSeq NIPT Assay Software automaticky generuje vysledek ANEUPLOIDY DETECTED (ZjiSténa
aneuploidie) nebo NO ANEUPLOIDY DETECTED (Aneuploidie nezjit&na) pro chromozomy 21, 18 a 13 pro kazdy
vzorek pacienta. Vysledek ANEUPLOIDY DETECTED (Zjisténa aneuploidie) znamena pozitivitu vzorku na trizomii
daného chromozomu.

Vysledky stavu pohlavnich chromozom( plodu jsou generovany automaticky a vykazovany volitelné. Pokud neni
zjisténa zadna aneuploidie pohlavnich chromozomd, je ve vykazu stav NO ANEUPLOIDY DETECTED (Aneuploidie
nezjisténa) doplnény o klasifikaci pohlavi: XX (vzorek z plodu Zenského pohlavi) nebo XY (vzorek z plodu muzského
pohlavi). Aneuploidie pohlavnich chromozomU jsou ve vykazu oznaceny stavem ANEUPLOIDY DETECTED
(Zjisténa aneuploidie) dopInénym konkrétni zjisténou aneuploidii: XXX, XXY, XYY nebo XO (monozomie chromozomu
X). Ve vzacnych pfipadech jsou hodnoty pohlavnich chromozomui mimo vykazovatelny rozsah a systém vygeneruje
vysledek SEX CHROMOSOMES NOT REPORTABLE (Pohlavni chromozomy nelze ur€it). Pro takové vzorky Ize
vS8ak presto urCit vysledky autozomalni aneuploidie.

Software VeriSeq NIPT Assay Software vyuziva k uréeni odhadované fetalni frakce jednotlivych vzork( statistiku
vytvofenou béhem sekvenovani. Odhadovana fetalni frakce je odhadem slozky cfDNA plodu, ktera je ziskana
rozborem a vykazana jako zaokrouhlena procentni hodnota pro kazdy vzorek. Priméma smérodatna odchylka tohoto
odhadu pres v8echny vzorky je 1,3 %. Odhadovana fetalni frakce neni uréena béhem izolace k vylouceni vzorku pfi
vykazovani vysledkd.

Aby mohl software VeriSeq NIPT Assay Software uréit zastoupeni chromozomu, vyuziva individualizovanou zkousku
iFACT (Fetal Aneuploidy Confidence Test). Jde o metriku s dynamickym prahem, ktera oznacuje, zda systém

s pouzitym odhadem fetalni frakce kazdého vzorku vytvoril dostateéné pokryti sekvenovani. Systém urci zastoupeni
chromozomu pouze v pfipadé, ze vzorek dosahne prahové hodnoty zkousky iFACT. Pokud vzorek této prahové
hodnoty nedosahne, hodnoceni kontroly kvality zobrazi zpravu FAILED iFACT (ZKOUSKA iFACT NEUSPESNA) a
systém nevytvori zadny vysledek. Hodnoceni iFACT se pouzije na vSechny vzorky.

Kromé zkousky iFACT provadi VeriSeq NIPT Assay Software v prlibéhu analyzy hodnoceni nékolika dalSich metrik
kontroly kvality. Mezi dal8i metriky patfi hodnoceni rovnomérnosti pokryti referenénich genomickych oblasti (DATA
OUTSIDE OF EXPECTED RANGE (Data mimo o€ekavany rozsah)) a rozdéleni délek fragment( cfDNA
(FRAGMENT SIZE DISTRIBUTION OUTSIDE OF EXPECTED RANGE (Rozdéleni velikosti fragmentt mimo
ocekavany rozsah)). Hodnoceni kontroly kvality zobrazi bud pfiznak kontroly kvality, nebo chybu kontroly kvality pro
kazdou metriku, ktera je mimo pfipustny rozsah. V pfipadé chyby kontroly kvality vzorku systém nevytvofi vysledek.
Pokud vzorek neprojde kontrolou kvality, 1ze zpracovat druhou pomérnou &ast plazmy za pfedpokladu, Ze ve
zkumavce s odebranou krvi je dostatecny objem plazmy.

J UPOZORNENI

J Zkontrolujte odhady fetalni frakce v§ech vzorkd. Pokud jsou odhady fetalni frakce pro v§echny vzorky v ramci
béhu podobné, mohlo dojit ke slouceni vzorkd, které ovlivnilo vysledky. Obratte se na technickou podporu
spolecnosti lllumina s zadosti o pomoc pfi feSeni problémd.
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Vykonnostni charakteristiky

Nasledujici data popsana v ¢astech vénovanych klinické a analytické ucinnosti byla vytvofena pomoci protokol( a
materialt popsanych v Navod k pouziti vychazejicich z plazmy. VSechna data sekvencovani v této ¢asti byla
vytvofena systémem pro sekvencovani lllumina NextSeq 500/550 s nasledujicimi konfiguracemi:

+ Ridici software NextSeq Control Software verze 2.1.0.31
+ Sada reagencii pro sekvencovani NextSeq 500/550 High Output Kit verze 2 (75 cykl()
« Beéh sekvencovani parovych koncd s 2x 36 bazemi v rezimu vysokého vykonu

Klinicka studie

Klinicka pfesnost testu VeriSeq NIPT Solution z hlediska zavéra uréenych hodnocenim podle klinického referenéniho
standardu byla prokazana vyhodnocenim vzork( plazmy téhotnych Zen s jednim plodem, které byly vySetfeny na
aneuploidie chromozom plodu. Vzorky byly ziskany ze vzorkd plazmy z banky, zbavenych identifikace, které byly
predtim zpracovany ze vzork( periferni plné krve.

Testovano bylo celkem 3107 vzorkud. 21 (0,68 %, 21/3107) z téchto vzorkd neproslo napoprvé kvalitou kontroly rozboru
bé&hem analyzy dokon€enych dat sekvencovani:

11 vzorkd neproslo zkouskou iFACT
8 vzorkd mélo data mimo o¢ekavany rozsah
2 vzorky mély rozdéleni velikosti fragmentl mimo ocekavany rozsah

Demografie a charakteristika t€hotenstvi
Udaje o véku, etnické pfisludnosti, délce téhotenstvi a trimestru téhotenstvi matky viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Demografie a charakteristika t€hotenstvi\

(N =3086)
Vék matky —roky
Stfedni hodnota 36,8
Smérodatna odchylka 3,6
Median 36,7
25. percentil, 75. percentil 35,3, 38,8
Minimum, maximum 18,2, 51,6
Rasaletnicka pfislusnost—n (%)@
Bélosska 981 (32 %)
Cernosska nebo afroamericka 231 (7 %)
Hispanska nebo latinoamericka 1,079 (35 %)
Asijska 706 (23 %)
Plvodni obyvatelstvo Ameriky 4 (0,1 %)
Misena 58 (2 %)
Neznama® 27 (1 %)
Délka teéhotenstvi pfi odbéru krve (vtydnech)
Stfedni hodnota 12,2
Smérodatna odchylka 2,8
Median 11
25. percentil, 75. percentil 10,13
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(N =3086)
Minimum, maximum 10, 25
Trimestr té€hotenstvi — n (%)
Prvni (< 14 tydn() 2,520 (82 %)
Druhy 566 (18 %)
Treti (2 27 tydna) 0 (0 %)

@ Tato studie byla provedena ve Spojenych statech americkych.
b Vykazano jako ,unknown® (neznama).

Klinicky vykon pfi téhotenstvich s jednim plodem

VSechny vzorky studie mély klinické referencni standardni zaveéry (klinicka ,pravda“) vztazené na stav aneuploidie a
byly zaloZzeny na hodnoceni cytogenetického testu nebo vysledcich fyzického vysSetfeni novorozence Iékafem nebo
genetickym poradcem. Vzorky byly vhodné pro testovani, pokud byly klinické zavéry zaznamenany pro stav
aneuploidie chromozomu 21, 18, 13 plodu nebo vysledky pohlavi plodu véetné sex aneuploidie pohlavnich
chromozomu plodu (SCA) (monozomie chromozom( X, XXX, XXY nebo XYY). V ramci sady vzork( mélo 3057
vzorkU Klinicka referencni data pro autozomalni aneuploidie a 3082 vzorki mélo klinicka referenéni data pro SCA.
Vysledky zjisténé rozborem VeriSeq NIPT Solution byly porovnany s klinickymi referenénimi standardnimi zavéry.

Kfizova tabulka porovnavajici vysledek ziskany testem VeriSeq NIPT Solution s klinickym
referencnim standardnim zavérem pro trizomii chromozomu 21, trizomii chromozomu 18 a trizomii
chromozomu 13

KFiZova tabulka porovnavajici vysledky ziskané testem VeriSeq NIPT Solution (fadky) s klinickym referenénim
standardnim zavérem (sloupce) je uvedena v fadach tabulek 2 x 2. Nevyskytly se Zadné pfipady kfizového vysledku
mezi autozomalnimi aneuploidiemi (napf. test VeriSeq NIPT Solution nedetekoval trizomii chromozomu 18 ve vzorku,
jehoz zavérem bylo postizeni trizomii chromozomu 21).

Tabulka 8 KfFizova tabulka vysledku trizomie chromozomu 21

Klinicky referenéni
standardni zavér?

Vysledek testu VeriSeq NIPT Solution Zsrsgf:;zi;:;zl?;n:i Beghpr)gfr:ioizegrint;izzc;mii Celkem
Zjisténa aneuploidie chromozomu 21 90 1 91
Aneuploidie chromozomu 21 nezjiSténa 1 2965 2966
Celkem 91 2966 3057

@Hodnoceni klinického referenéniho standardu bylo provedeno pomoci cytogenetickych test(i a fyzickym vy3etfenim novorozence.

Tabulka 9 KfFizova tabulka vysledkd trizomie chromozomu 18

Klinicky referenéni
standardni zavér®

Postizeni trizomii Bez postizeni trizomii

Vysledek testu VeriSeq NIPT Solution chromozomu 18 chromozomu 18 Celkem
Zjisténa aneuploidie chromozomu 18 18 3 21
Aneuploidie chromozomu 18 nezjisténa 2 3034 3036
Celkem 20 3037 3057

@ Hodnoceni klinického referenéniho standardu bylo provedeno pomoci cytogenetickych test(i a fyzickym vySetfenim novorozence.
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Tabulka 10 KfFizova tabulka vysledku trizomie chromozomu 13

Klinicky referenéni
standardni zavér?

Postizeni trizomii Bez postizeni trizomii

Vysledek testu VeriSeq NIPT Solution chromozomu 13 chromozomu 13 Celkem
Zjisténa aneuploidie chromozomu 13 8 4 12
Aneuploidie chromozomu 13 nezjisténa 0 3045 3045
Celkem 8 3049 3057

@ Hodnoceni klinického referenéniho standardu bylo provedeno pomoci cytogenetickych test(i a fyzickym vySetfenim novorozence.

Citlivost a specificita testu VeriSeq NIPT Solution pro detekci trizomii chromozomua 21,18 a 13

Tabulka 11 Citlivost a specificita testu VeriSeq NIPT Solution pro detekci trizomii chromozom( 21,18 a 13

Trizomie chromozomu 21 Trizomie chromozomu 18 Trizomie chromozomu 13
Citlivost 98,9 % (90/91) 90,0 % (18/20) 100,0 % (8/8)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti® (94,0 %, 99,8 %) (69,9 %, 97,2 %) (67,6 %, 100,0 %)
Specificita > 99,9 % (2965/2966) 99,9 % (3034/3037) 99,9 % (3045/3049)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti® (99,8 %, 100,0 %) (99,7 %, 100,0 %) (99,7 %, 99,9 %)

2 |nterval spolehlivosti zaloZzeny na Wilsonové metodé hodnoceni.

Citlivost a specificita testu VeriSeq NIPT Solution u vzorkd s odhadovanou fetalni frakci<4 % a>4 %

Vzorky v analyzach ucinnosti maji odhadovanou fetalni frakci v rozsahu od < 1 % do 30 %. Detekce aneuploidii plodu
z matefskeé cfDNA je z Casti zavisla na fetalni frakci vzorku, takze U€innost rozboru madze byt u nizSich fetalnich
frakci snizena. Nékteré metodiky NIPT vyuZivaji pfisné krajni hodnoty fetalni frakce® 191112 pfigemz za dolni mez
detekce se povazuje hodnota 4 %.%19-11 V nasledujicich tabulkach je uvedena Gginnost testu VeriSeq NIPT Solution
pro pfipady, kde je odhadovana fetalni frakce nizSi nebo rovna 4 % a vysSi nez 4 %. Vysledky klinické studie ukazuji,
Ze test VeriSeq NIPT Solution dokaze detekovat aneuploidii plodu pro fetalni frakce 4 % nebo nizsi.

Tabulka 12 Citlivost a specificita u vzork(l s odhadovanou fetalni frakci < 4 %

Trizomie chromozomu 21 Trizomie chromozomu 18 Trizomie chromozomu 13
Citlivost 90,9 % (10/11) 80,0 % (4/5) Neni k dispozici (0/0)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti* (62,3 %, 98,4 %) (37,6 %, 96,4 %) Neni k dispozici
Specificita 99,7 % (329/330) 100,0 % (336/336) 99,7 % (340/341)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti* (98,3 %, 99,9 %) (98,9 %, 100 %) (98,4 %, 99,9 %)

*Interval spolehlivosti zaloZzeny na Wilsonové metodé hodnoceni

Tabulka 13 Citlivost a specificita u vzorkll s odhadovanou fetalni frakci > 4%

Trizomie chromozomu 21 Trizomie chromozomu 18 Trizomie chromozomu 13
Citlivost 100,0 % (80/80) 93,3 % (14/15) 100 % (8/8)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti* (95,4 %,100,0 %) (70,2 %, 98,8 %) (67,6 %, 100,0 %)
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Trizomie chromozomu 21 Trizomie chromozomu 18 Trizomie chromozomu 13
Specificita 100,0 % (2636/2636) 99,9 % (2698/2701) 99,9 % (2705/2708)
Oboustranny 95% interval spolehlivosti* (99,9 %,100,0 %) (99,7 %, 100 %) (99,7 %, 100 %)

*Interval spolehlivosti zaloZzeny na Wilsonové metodé hodnoceni

Detekce aneuploidii pohlavnich chromozomu

Vysledky testu pohlavnich chromozomu ziskané rozborem VeriSeq NIPT Solution byly porovnany s klinickym
referencnim standardnim zavérem a jsou shrnuty v nasledujici tabulce. Procentni shoda byla vypocétena pro kazdy
pohlavni chromozom v kazdém jednotlivém klinickém referenénim standardnim zavéru [klasifikace]. Procentni shoda
byla vypoctena jako pocet vzork(, ve kterych vysledek testu pohlavnich chromozomu souhlasil s klasifikaci podle
klinického referen¢niho standardu, déleny celkovym poctem vzork(l se stejnou klasifikaci podle klinického
referencniho standardu.

Tabulka 14 Procentni shoda s klasifikaci pohlavi plodu

Klinicky referenéni standardni zavér

Vysledky testu Vysledek fyzického vySetfeni

VeriSeq NIPT novorozence Cytogenetické vysledky

Solution pro [Z&dné cytogenetické vysledky]

Klasifikaci Zenské Muzské o
pohlavi plodu pohlavi iR XX XY X0 XXX XXY XYY Jiné
Procentni 99,9 % 99,9 % 97,4 % 100,0 % 100,0 80,0 100,0 100,0 Neni
shoda (1371/1373)  (1420/1422)  (147/151)  (118/118) % % % % k dispozici

(6/6)  (4/5)  (5/5)  (1/1)

a1 vzorek mél vysledek 49, XXXXY, klasifikovany testem VeriSeq NIPT Solution jako ,Sex chromosome not reportable“ (Pohlavni
chromozomy nelze urcit).

Pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni hodnota testu VeriSeq NIPT Solution pfi
detekci trizomie chromozomu 21, 18 a 13 pro fadu prevalenci

Pozitivni prediktivni hodnota (PPH) a negativni prediktivni hodnota (NPH) testu poskytuje informace tykajici se
schopnosti testu provadét informovana klinicka rozhodnuti zaloZzena na citlivosti a specificité testu a na
pravdépodobnosti pfed testem, Ze je plod postizeny trizomii (prevalence). Protoze hodnoty PPH a NPH zavisi na
prevalenci a prevalence pro tyto aneuploidie mGze byt v riznych populacich osob r(iznd, jsou hodnoty PPH a NPH
vypoéteny na zakladé citlivosti a specificity pozorované ve studii klinické pfesnosti pro trizomii chromozomu 21,
18 a 13. Nasledujici tabulka shrnuje hodnoty PPH a NPH pro ridzné hodnoty pfiznivych prevalenci.

Tabulka 15 Pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni hodnota testu VeriSeq NIPT Solution pfi detekci trizomie
chromozomu 21, 18 a 13 pro fadu prevalenci

Aneuploidie Prevalence PPH NPH
Trizomie chromozomu 21 0,05 % 59,48 % 100,00 %
0,10 % 74,60 % 100,00 %
0,20 % 85,47 % 100,00 %
0,50 % 93,65 % 99,99 %
1,00 % 96,74 % 99,99 %
1,50 % 97,81 % 99,98 %
2,00 % 98,36 % 99,98 %
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Aneuploidie Prevalence PPH NPH
Trizomie chromozomu 18 0,03 % 21,48 % 100,00 %
0,05 % 31,32 % 99,99 %
0,10 % 47,711 % 99,99 %
0,20 % 64,62 % 99,98 %
0,30 % 73,28 % 99,97 %
0,40 % 78,54 % 99,96 %
0,50 % 82,08 % 99,95 %
Trizomie chromozomu 13 0,01 % 7,09 % 100,00 %
0,02 % 13,23 % 100,00 %
0,05 % 27,61 % 100,00 %
0,10 % 43,29 % 100,00 %
0,20 % 60,44 % 100,00 %

NPH = negativni prediktivni hodnota, PPH = pozitivni prediktivni hodnota

Vykon pfi dvoucetném téhotenstvi

Klinicka uc€innost

Vzhledem k nizké prevalenci byl pro klinickou studii k dispozici pouze maly poCet dvoj¢at. Byly testovany Ctyfi vzorky
dvojcat s trizomii 21. chromozomu a u vSech byla spravné oznacena pfitomnost trizomie 21. chromozomu a absence
jakékoli jiné anomalie. Za predpokladu, ze pocet vzorkd dvojcat byl pfili§ nizky, budou miry spolehlivosti pro citlivost
a specificitu prilis Siroké pro praktické pouziti. Vzorky jako takové nebyly zahmuty do celkovych vypoctl vykonnosti
uvedenych v Tabulka 11.

Odhad vykonnosti pro trizomii chromozomu 21, 18 a 13

Aby bylo mozné presnéji odhadnout vykonnost roztoku VeriSeq NIPT u dvoucetnych téhotenstvi, byly k simulaci
populaci dvoucetnych téhotenstvi v souladu se zamyslenou populaci pouziti pouzity modely in silico (na zakladé
pocitacové simulace) zalozené na pozorovanich klinickych vzorkd. Distribuce fetalni frakce byla stanovena z pfiblizné
4 500 vzorkl dvoucetnych téhotenstvi a porovnana s distribuci z pfiblizné 120 000 vzorkd jednocetnych téhotenstvi.
Distribuce fetalni frakce podminéné stavem aneuploidie byla ur€ena z jednoCetnych predpokladanych pfifazeni

(1004 trizomii chromozomu 21, 312 trizomii chromozomu 18 a 197 trizomii chromozomu 13). Kombinace téchto dvou
distribuci umoznila zjisténi interference u aneuploidie u dvojc¢at. Byly simulovany sady dizygotnich a monozygotnich
dvoj¢at a pfi odhadu citlivosti byl pouzit vazeny pramér predstavujici jejich prevalenci v populaci zamysleného pouziti
(2 dizygotni: 1 monozygotni). Pro specificitu byly simulovany sady nepostizenych dvojcat.

Frakce kazdého simulovaného vzorku postizeného trizomii (tj. ,postizend frakce®) byla vypoctena pro kazdou kategorii
vzork( jinak:

+ U monozygotnich dvojcat byla postizena frakce kazdého vzorku nastavena na hodnotu 1,0, protoze v této situaci
trizomie postihuje obé dvojcata.

» Udizygotnich dvojcat se pfedpokladalo, Ze bylo postizeno pouze jedno dvojce (postizeni obou dizygotnich dvojcat je
extrémné vzacné). Hodnoty postizené frakce byly simulovany s pouzitim znamé distribuce poméra fetalni frakce,
jak je stanoveno z klinickych vzorkd dvoucetnych téhotenstvi s nesouhlasnym pohlavim. Kdekoli se pfedpokladalo,
frakce, které byly v priméru nizsi u téhotenstvi s trizomii chromozomu 13 a 18, byl uplatnén korekéni faktor.

» U nepostizenych dvojcat je postizena frakce jednotlivych vzork( nastavena na nulu.

U dvojcat postizenych bud’ trizomii chromozomu 18, nebo chromozomu 13, byla fetalni frakce odpovidajici postizené

frakci vzorku, redukovana pomémeé vzhledem k primémé redukci ve fetalni frakci pozorované v klinickych datech

v trizomii chromozomu 18 nebo chromozomu 13 u jedno€etnych t&hotenstvi vzhledem k euploidnim jedno&etnym

téhotenstvim.
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Jak celkova fetalni frakce, tak postizena frakce kazdého simulovaného vzorku byla pak pouzita k vypoc&tu skére
aneuploidie pomoci standardniho algoritmu roztoku VeriSeq NIPT. Citlivost byla vypoctena stanovenim toho, jak
Casto byla skére aneuploidie u simulovanych postizenych dvoj€at nad pfisluSnou krajni hodnotou aneuploidie.
Specificita byla podobné vypoctena stanovenim toho, jak ¢asto byla skére aneuploidie u simulovanych nepostizenych
dvoj¢at pod prisluSnou krajni hodnotou aneuploidie (Tabulka 16). Intervaly 95% spolehlivosti byly odhadnuty na
zakladé poctu skute€nych klinickych vzorkd dvojc¢at v plvodni sadé dat, které byly klasifikovany bud jako postizené,
nebo nepostizené odpovidajici trizomii.

Tabulka 16  Odhady pro trizomii chromozomu 21, 18 a 13 v simulované populaci dvoucetnych téhotenstvi

Trizomie chromozomu 21 Trizomie chromozomu 18 Trizomie chromozomu 13
Citlivost 97,1 % 95,8 % 95,1 %
Oboustranny 95% interval spolehlivosti* (87,9 %, 99,2 %) (66,7 %, 99,5 %) (67,7 %, 99,3 %)
Specificita 99,9 % >99,9% >99,9 %
Oboustranny 95% interval spolehlivosti (99,7 %, 99,9 %) (99,9 %, > 99,9 %) (99,9 %, 99,9 %)

*Interval spolehlivosti zalozeny na Wilsonové metodé hodnoceni
Bodové odhady a odhadované 95% intervaly spolehlivosti Tabulka 16 pro citlivost a specificitu roztoku VeriSeq NIPT
uréeného k detekci trizomie chromozomu 21, 18 a 13 byly ur€eny na zékladé simulované populace dvoucetnych
téhotenstvi v souladu se zamySlenou populaci pouziti. Intervaly spolehlivosti byly odhadnuty na zakladé po¢tu
klinickych vzork(l dvoj¢at, které uspésné prosly kontrolou kvality jako postizené nebo nepostizené odpovidajici
trizomii. Vypocet citlivosti pfedpoklada, Ze dvé tfetiny postizenych dvoucetnych t&hotenstvi jsou dizygotni s jednim
postizenym dvojCetem, zatimco jedna tfetina postizenych dvougetnych téhotenstvi je monozygotni s postizenymi
obé&ma dvojéaty.
Odhady uvedené v Tabulka 16 se tykaji pouze dvoucetnych téhotenstvi. Vzhledem k nizké prevalenci byla data pro
vice€etna téhotenstvi (trojcata a vyssi) nedostatec¢na pro stanoveni vhodnych statistickych model(i, z nichz by bylo
mozné odhadnout pfesnost detekce aneuploidie.

Analyticka ucinnost

Presnost
Za ucelem hodnoceni pfesnosti testu VeriSeq NIPT Solution byly provedeny dvé studie:

Multicentricka interni studie reprodukovatelnosti, ktera se skladala z 9 béhu na 3 pracovistich vyuZzivajicich
3 pracovniky obsluhy a jednu Sarzi reagencii.

Studie vnitrolaboratorni pfesnosti, ktera se skladala ze 12 béhli na jednom pracovisti s vyuzitim dvou pracovniku
obsluhy, 2 pfistrojovych systému a 3 davek reagencii.
Spojenim cfDNA extrahované z krevni plazmy t&hotnych Zen (s plodem postizenym trizomii chromozomu 21) a
cfDNA extrahované z krevni plazmy Zen, které nebyly t&hotné, byl vytvofen fond trizomie chromozomu 21 s fetalni
frakci 5 %. Byla také testovana slou¢ena cfDNA extrahovana z krevni plazmy t&hotné matky s nepostizenym
muzskym plodem (plod XY) a nepostizenym Zenskym plodem (plod XX). Testovani probihalo po dobu 10 dni a
zahrnovalo celkem 21 béhu v obou 2 studiich celkem.
Z 903 vzorkd, které byly sou€asti analyz v obou 2 studiich, bylo dosazeno 100% shody 84/84 u trizomie chromozomu
21, 399/399 u klasifikace pohlavi XX a 420/420 u klasifikace pohlavi XY. Distribuce vzork(i mezi pracovisti byla
nasledujici: pracovisté 1 — T21 (12), XX (57), XY(60); pracovisté 2 — T21 (12), XX (57), XY(60); pracovisté 3 — T21
(60), XX (285), XY (300).
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Tabulka 17 Reprodukovatelnost a vnitrolaboratorni pfesnost (spojena data)

Ocekavana Pocet pokust Pozorovany vysledek

peciets T21 T18 T13 XX XY
T21 (XY) 84 84 0 0 0 84
XX 399 0 0 0 399 0
XY 420 0 0 0 0 420

Kfizova kontaminace

KFizova kontaminace byla vyhodnocena v ramci pracovniho postupu pfipravy vzork( testu VeriSeq NIPT Solution.
Fondy plazmy z netéhotnych Zen (XX) a dospélych muzu (XY) byly testovany na Sachovnicovém principu se 4
deskami s 96 jamkami (N=48 na kazdé desce pro Zenské i muzské vzorky; celkem 192 Zenskych a 192 muzskych
vzork(). Zadny z Zenskych vzork( neukazal pokryti chromozomu Y, které by bylo statisticky vy$si, nez je
odhadovany zaklad, coz naznaCuje, Ze nedoslo ke kfizové kontaminaci od muzskych vzorkd ze stejné desky.

V testu VeriSeq NIPT Solution nebyla pozorovana Zadna detekovatelna kfizova kontaminace.

Potencialné interferujici latky
Aby bylo mozZno vyhodnotit vliv interferujicich latek na test VeriSeq NIPT Solution, byla vyhodnocena ucinnost
rozboru v pfitomnosti potencialné interferujicich latek.

Do fondu plazmy matky s nepostizenym zenskym plodem (plod XY) byl vpraven albumin, bilirubin, hemoglobin nebo
triglyceridy (endogenni) a tyto latky byly testovany ve 2 koncentracich pro kazdou testovanou latku (n=16 pro kazdou
latku). Nebylo pozorovano zadné ovlivnéni G¢innosti rozboru.

Tabulka 18 Potencialné interferujici latky (endogennti)

Testovana latka Nizka koncentrace testu (mg/ml) Vysoka koncentrace testu (mg/ml)
Albumin 35 50

Bilirubin 0,01 0,15

Hemoglobin 100 200

Triglycerid 1,5 5

Uginnost rozboru mize potencialné ovliviiovat také pirozené se vyskytujici genomicka DNA (gDNA) matky

v plazmé, protoze muze byt extrahovana spole&né s cfDNA plodu. Urovné genomické DNA 1,6, 3,3 a 4,9 ng na
vzorek (odpovidajici 1, 2 a 3 smérodatnym odchylkam nad stfedni hodnotou ocekavané koncentrace gDNA po 7
dnech skladovani plné krve'3) byly piidany k cfDNA extrahované z plazmy matky s nepostizenym Zenskym plodem
(plod XY). Vzorky byly poté otestovany rozborem VeriSeq NIPT Solution (n=16 pro kazdou koncentraci). V pfitomnosti
zvySenych urovni gDNA nebylo pozorovano zadné ovlivnéni ucinnosti rozboru.

Podle protokolu EP7-A2 (Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline-Second Edition) bylo
otestovano dvacet potencialné interferujicich latek (exogennich) zaloZzenych na Iécich, které jsou b&Zné pouzivany
nebo predepisovany v téhotenstvi. 20 potencialnich interferujicich latek bylo zkombinovano do 4 fondd, vpraveno do
plazmy matky s nepostiZzenym Zenskym plodem (plod XY) a testovano rozborem VeriSeq NIPT Solution (n=16 pro
kazdy fond). V pfitomnosti t&chto exogennich latek nebylo pozorovano Zadné ovlivnéni u€innosti rozboru.

Tabulka 19 Potencialné interferujici latky (exogenni)

Fond 1 Fond 2 Fond 3 Fond 4
Acetaminofen Difenhydramin Albuterol Cetirizin
Acetylcystein Erytromycin Bupropion Dextrometorfan
Bisoprolol Guaifenesin Kofein Kyselina L-askorbova
Citalopram Heparin Sertralin Metoprolol
Desloratadin Lidokain Fluorid sodny Nadolol
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Reseni problému s testem VeriSeq NIPT Solution

Poruchovy

rezim

Insufficient
input plasma
(Nedostatek
plazmy na

vstupu)

Blood tube
failure (Chyba
zkumavky na

krev)

Sample clog /
Slow flow

(Ucpani

vzorkem /
pomaly proud)

Srpna 2021

Mozny
vysledek
Chyba
kontroly kvality
vzorku

Nedochazi
k separaci
krve do
vrstev.

Kontaminace
plazmy

Preteceni
vzorku

Hardwarova
porucha

Vyklad

Nedostatecny
objem plazmy

Vzorek nebyl
odstfedén.

Nespravné
skladovani
nebo pfeprava
vzorku (lyza
vzorku)

Jednotlivé
vzorky mohou
ucpat vazebnou
desku, pokud
vzorek plazmy
obsahuje
vyznamnou
kontaminaci.

Nedostate¢na
vizualni
kontrola
vhodnosti
vzorku pro
jednotlivé
zkumavky.

Nedostatecné
zpracovani
materialu
béhem
extrakce

Doporuceny postup

Zopakujte odbér.

Zkontrolujte, zda se
odstiedivka spustila a zda se
zkumavka otacela pfi
spravném zrychleni. Zopakujte
odbér vzorku.

Zopakujte odbér vzorku.

Prohlédnéte vzorek. Pokud je
zbyla plazma ve zkumavce
Gervena nebo mlécna, vyradte
vzorek a pozadejte o
opakovani odbéru. Pokud se
zda vzorek v poradku,
zopakujte testovani vzorku.

Zneplatnéte veskeré vzorky
vokolnich jamkach, které byly
zasazeny pretecenim.

Zopakujte test vzorku. Pokud
problém trva ve stejné jamce i
u jinych vzork(, obratte se na
technickou podporu spole¢nosti
lllumina.

Komentar

Na zakladé vizualni kontroly objemu plazmy.

Zmrazené vzorky se neoddéluji.

Situace mize poukazovat na nespravné
podminky pfi skladovani nebo prepravé
vzorku pfed zpracovanim. Nevhodné vzorky
by mély byt ze zpracovani vylouceny.
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Poruchovy
rezim
Individual
Sample
Analysis QC
failure
(Neuspésna
kontrola kvality
analyzy
jednotlivého
vzorku)

Quantification
QC failure
(Chyba
kontroly kvality
kvantifikace)

Pooling
Failure
(Chyba
slu¢ovani do
fondu)
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Doporuceny postup

Zkontrolujte poznamky na
vzorku. Zkontrolujte, zda se na
stejné pozici na desce
nevyskytuji u pfedchozich
vzorkl podobné vysledky.
Zopakujte test vzorku.

Zopakujte test z plazmy.

Zopakujte kvantifikaci. Pokud
se nezdafi ani opakovany
pokus, obratte se na
technickou podporu spole¢nosti

Zopakujte kvantifikaci. Pokud
se nezdafi ani opakovany
pokus, obratte se na
technickou podporu spoleénosti

Znovu vyhodnotte cilovou
koncentraci ve fondu a spustte
analyzu slu¢ovani.

Mozny .

vysledek Riiid

Chyba Nedostatek

kontroly kvality ~ vstupniho

sekvenovani genetického
materialu nebo
chybny pfenos
béhem
manipulace se
vzorkem

Nizky pocet Nedostatek

FF nebo NES  generovanych
dat k vytvoreni
presného
vykazu

NeuUspésny Nedostate¢ny

béh zisk ze

kvantifikace — zpracovani

median davky

je pod lllumina.

minimalni

hodnotou

Neuspésny Chyba

béh standardni

kvantifikace kFivky
vdusledku
chybné lllumina.
kvantifikace

Nepodafilo se  Analyza

dokoncit slu€ovani

sluéovani nemuze

vzorkl do vypocitat

fondu. spravné objemy
ve fondu.

Komentar

Oznaduje bud chybny vstupni material
vzorku, nebo chybny pfenos v systému ML
STAR. PFi¢inou nedostatku genetického
materialu mize byt nedostatek
mimobunééné DNA v plazmé nebo bunééna
DNA, ktera zpusobuje nadmérné ziedéni
vzorku pro sekvenovani.

Uspésné spinéni metrik standardni kfivky
ukazuje na problém s pfipravou knihovny.

Re3eni problému se systémem VeriSeq NIPT Microlab STAR

UzZivatelské reseni

Krok . 2 a

procesl Kéd chyby  Chybova zprava

Vytvofeni EM0044 The Batch ID entered contains

davky forbidden characters. (Zadané
ID davky obsahuje zakazané
znaky.)

Vytvoreni EMO0051 The Batch ID is greater than 26

davky characters in length. (ID davky
obsahuje vice nez 26 znaka.)
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Popis

Test VeriSeq NIPT
Solution umozriuje zadat
ve vSech datovych polich
pouze Cisla, pismena,
podtrzitka a pomicky.

Vtestu VeriSeq NIPT
Solution je omezena délka
nazvu davky na 26 znaku
nebo méné.

PFejmenujte davku nazvem, ktery
neobsahuje zadné zvlastni textové
znaky.

Pfejmenujte davku nazvem, ktery
obsahuje méné nez 26 znaku.
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Krok .
procesl Kéd chyby
VytvoFeni EMO0076
davky

Vytvoreni EMO0118
davky

Vytvoreni Neni
davky k dispozici
I1zolace WPO0087
plazmy

I1zolace EP0102
plazmy

Vlozeni Neni
desky k dispozici
Extrakce WEO0150
cfDNA

Srpna 2021

Chybova zprava

Unable to connect to VeriSeq
Onsite Server (Nelze se pfipojit
k mistnimu serveru VeriSeq)

This batch has been failed and
cannot be further processed.
(Zpracovani této davky nebylo
uspésné a davku jiz nelze
zpracovat.)

This batch has already
completed processing. Would
you like to repool? (Zpracovani
této davky jiz bylo dokonceno.
Chcete zopakovat slou¢eni do
fondu?)

Duplicate sample barcodes
loaded. (Byly nacteny duplicitni
¢arové kody vzorku.)

Samples specified in the Sample
Sheet were not loaded. (Vzorky
uvedené vseznamu vzork(
nebyly naéteny.)

Venus Barcode Mask Error
(Chyba masky ¢arového kodu
Venus)

Pressure in the vacuum
chamber is too low. (Tlak ve
vakuoveé komore je pfilis nizky.)
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Popis

Mistni server VeriSeq
neodpovida na datové
pozadavky softwaru
Workflow Manager.

Zpracovani uvedené
davky jiz selhalo a davku
nelze dale zpracovat.

Uvedena davka byla
zpracovana
prostfednictvim slouceni
do fondu. Jediné pfipustné
zpracovani je opétovné
slouceni do fondu.

Do systému byly nacteny
vzorky s identickymi
¢arovymi kody.

Vzorky uvedené

v seznamu vzorkud nebyly
obsazeny v nactenych
¢arovych kédech.

Software Workflow
Manager vynucuje
spravné pridruzeni desky
k davce pomoci masek
¢arového kodu Venus.

Software Workflow
Manager nebude
pokracovat, pokud snimaé
ve vakuovém potrubi zjisti
klidovy tlak nizSi nez 400
torra.

UzZivatelské reseni

Zkontrolujte spinéni nasledujicich
podminek:

1. Systém ML STAR je pfipojen k siti.
2. Mistni server VeriSeq je zapnuty.
3. Systém ML STAR se muze pfipojit
k mistnimu serveru VeriSeq (odeslanim
pfikazu Ping).

4. Pokud vySe uvedené kroky problém
nevyresi, kontaktujte e-mailem
technickou podporu spole¢nosti
lllumina.

Zaznam davky na mistnim serveru
VeriSeq oznacuje, Ze zpracovani
vybrané davky nebylo Uspé&sné. Neni
povoleno zadné dal$i zpracovani.
Vytvorte dalsi davku s pozadovanymi
vzorky.

Chcete-li provést opétovné slouceni do
fondu, kliknéte na pfikaz Re-Pool
(Znovu slougit do fondu).

NEBO

Preruste provadéni metody a dukladné
zkontrolujte nazev davky.

1. Podle pokynt softwaru Workflow
Manager urcete, které vzorky jsou
duplicitni.

2. Odeberte tyto vzorky a bud zmérite
jejich oznaceni, nebo je vymérnite.

3. Znovu nactéte vzorky.

1. Podle pokynt softwaru Workflow
Manager urcete chybéjici vzorky.

2. Doplnte chybéjici vzorky do davky a
znovu nactéte vzorky.

NEBO

Pferuste provadénou metodu, upravte
seznam vzork( podle potfeby a znovu
spustte metodu

1. Kontrolou umisténi desky ovérte, ze
ma deska spravné usporadani.

2. Zkontrolujte, zda je viozena deska
spravnou deskou pro uvedenou davku.

1. Podivejte se, zda vakuové potrubi
neni zauzlovano nebo zda vném nejsou
jiné prekazky.

2. Otevrete uvolfiovaci spony
odpadniho potrubi, uvolnéte tlak a zcela
zavrete uvolfiovaci spony potrubi.

3. Zkontrolujte, zda je zapnuty regulator
vakua a pumpa.

4. Pokud potize trvaji, obratte se na
technickou podporu spole¢nosti
lllumina.
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Krok

procesl Kéd chyby

WEO0153

WE0996

WM0219

EEQ0477

EE0519

API EA0372

EAQ0774

EA0780

Chybova zprava

Pressure in the vacuum
chamber is too high. (Tlak ve
vakuové komore je pfili§ vysoky.)

Vacuum failed to seal. (Uté&snéni
vakuem selhalo.)

If Vacuum is on, manually rest
the pump. (Pokud je zapnuto
vakuum, ru¢né vypnéte pumpu.)

An error has occurred while
moving a plate. (Pfi pohybu
desky doslo k chybé.)

(ISWAP error) (Chyba iSWAP)

Scanned barcode does not
match binding plate barcode on
record. (Naskenovany ¢arovy
kéd neodpovida ¢arovému kédu
vazebné desky vzaznamu.)

Unable to connect to data
server. (Nelze se pfipojit
k datovému serveru.)

Connection Error

The API server connection failed
to validate. (Chyba pFipojeni.
Nepodafilo se ovéfit pfipojeni

k serveru API.)

403: Invalid Request

The current transaction is not
valid. (Neplatny pozadavek.
Aktudlni transakce neni platna.)

36 | Dokument ¢. 1000000001856 v08 CZE

Popis

Pokud je pfed zahajenim
regulace tlaku zméfen
prilis vysoky tlak vakua,
muze jit o poruchu
systému.

Systému se nezdafilo
vytvofit vakuové tésnéni na
desce pro vazbu.

Vakuum muze zistat
zapnuto po preruseni
metody béhem extrakce.

Doslo k chybé iSWAP (pad
desky, nedspésné
uchopeni atd.). Systém
pozada uZivatele o
dokonceni pohybu desky
rucné.

Vlozena vazebna deska
neodpovida ¢arovému
kodu vyjmuté vazebné
desky.

Mistni server VeriSeq
neodpovida na datové
pozadavky softwaru
Workflow Manager.

Mistni server VeriSeq
prestal reagovat na datové
pozadavky softwaru
Workflow Manager.

Odeslana data porusuji
logiku pracovniho postupu
systému.

UzZivatelské reseni

VSechny vakuové spojky a hadice na
zadni ¢asti regulatoru musi byt Fadné

pripojeny.

POZNAMKA: Neklikejte na tla¢itko
OK, dokud neni zcela odstranéna
porucha utésnéni.

1. Zkontrolujte, zda je vazebna deska
zarovnana s vakuovym sbérnym
potrubim. S nasazenou rukavici silou
zatlacte na vazebnou desku.

2. Kliknutim na OK pokracujte v extrakci
cfDNA.

3. Pokud se tato chybova zprava
zobrazi vice nez tfikrat béhem jednoho
béhu, kontaktujte e-mailem technickou
podporu spolecnosti lllumina.

1. Stisknutim vypinace na regulatoru
vakua vypnéte vakuum.

2. Pockejte 10 sekund a nasledné
stisknutim vypinace opét zapnéte
vakuum.

Zkontrolujte, zda Ize desku znovu pouzit
(nesmi na ni byt rozlity material).

- Pokud ji pouzit nelze, pferuste béh.

- Pokud ji pouzit Ize, podle zobrazenych
pokynt dokoncete pfenos desky ru¢né.

Zaijistéte, aby vkladana deska
odpovidala zaznamenanému ¢arovému
koédu (viz protokol sledovani pro
oCekavany carovy kod).

Zkontrolujte spinéni nasledujicich
podminek:

1. Systém ML STAR je pfipojen k siti.

2. Systém ML STAR se muze pfipojit
kmistnimu serveru VeriSeq (odeslanim
pfikazu Ping).

3. Mistni server VeriSeq je zapnuty.

Zkontrolujte splnéni nasledujicich
podminek:

1. Systém ML STAR je pfipojen k siti.

2. Systém ML STAR se muze pfipoijit
kmistnimu serveru VeriSeq (odeslanim
pfikazu Ping).

3. Mistni server VeriSeq je zapnuty.

Dal$i informace naleznete

v podrobnostech o chybé. Mezi bézné
priciny této chyby patfi zadané hodnoty,
které jsou pfili§ dlouhé nebo které
obsahuji nepovolené znaky.
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je viastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (dale jen ,lllumina®). Slouzi vyluéné
zakaznikovi ke smluvnim ucellim v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktt a kzadnému jinému ucelu. Tento dokument a jeho obsah nesmi
byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym uc¢elem ani jinak sdélovan, zvefejfiovan ¢ rozmnozovan bez pfedchoziho pisemného souhlasu spole¢nosti
llumina. Spoleé¢nost lllumina nepfedava timto dokumentem zadnou licenci na svuj patent, ochrannou znamku, autorské pravo ¢&i prava na zakladé
zvykového prava ani zadna podobna prava tretich stran.

Pokyny vtomto dokumentu musi byt disledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné proskolenym personalem, aby bylo zajist€no spravné
a bezpecné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktd beze zbytku precist a
pochopit.

NEDODRZENi POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU ANA DUSLEDNE DODRZOVANI| ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST
K POSKOZENI PRODUKTU, PORANENI OSOB, AT UZ UZIVATELU CI JINYCH OSOB, APOSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICI SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITi ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VCETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2021 lllumina, Inc. V8echna prava vyhrazena.

VSechny ochranné znamky jsou vlastnictvim spolec¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pFislusnych viastnik(. Informace o konkrétnich ochrannych
znamkach naleznete na adrese www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni udaje

v

ul C€ IVD

lllumina 2797

5200 lllumina Way Australsky sponzor

San Diego, Kalifornie 92122 U.S.A. EC | REP lllumina Australia Pty Ltd

Nursing Association Buildin

+1800809ILMN (4_566) i lllumina Netherlands B.V. 9 ' d

+1 858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) Steenoven 19 Level 3, 535 Elizabeth Street
i i Melbourne, VIC 3000

techsupport@illumina.com 5626 DK Eindhoven u

www.illumina.com Australie

The Netherlands

Stitky na produktech

38

UplIné reference k symboltim, které se mohou objevit na baleni a oznageni produktu, naleznete v kli¢i symbol(i na
adrese support.illumina.com na karté Documentation and Literature (Dokumentace a literatura) pfislusné sady.
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