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VeriSeq™ NIPT
Solution v2

Uceleny pfistupny rozbor
sekvenovani celého genomu

« Komplexni pohled na chromozomy plodu se Sirokou
nabidkou ovérenou studif klinické presnosti na vice
nez 2300 vzorcich

« Qvérenad ucinnost testl' s vysoce presnymi, rychlymi
vysledky a nizkou chybovosti

« Jednoduché skalovatelné feseni diagnostiky in vitro

umoziujici analyzovat v kazdém béhu 24, 48 nebo
96 vzorkd

illumina
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VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Uvod

Neinvazivni prenatalni testovani (NIPT) provadéné pomoci
sekvenovani nové generace (NGS) poskytuje spolehlivé
vysledky vyS$etifeni aneuploidii chromozomd plodu jiz v 10.
tydnu téhotenstvi, a to z jediné zkumavky krve matky.?3
VeriSeq NIPT Solution v2 s vyuZitim vykonné technologie
[llumina NGS pfinasi do NIPT vyhody sekvenovani

celého genomu (WGS) a rozsifuje moznosti nabidky

testl o bézné aneuploidie (trizomie chromozom 21, 18

a 13), vzacné autozomalni aneuploidie (RAA), vybrané
aneuploidie pohlavnich chromozom( (SCA) a ¢aste¢né
delece a duplikace, oznacované jako variace poctu kopii
(CNV), o velikosti = 7 Mb.

Diky kombinaci $iroké nabidky testd, presnych vysledkd
a nizké chybovosti nabizi feSeni VeriSeq NIPT Solution
v2 nejkomplexnéjsi vysetieni chromozom( plodu,

a umoznuje tak informovanad a v€asna rozhodnuti tykajici
se téhotenstvi.! Diky poskytnuti reagencii, pfistrojd,
softwaru, instalace a Skoleni predstavuje rfeseni VeriSeq
NIPT Solution v2 automatizované a spolehlivé feseni

pro provadéni vlastniho NIPT (viz Obrazek 1a Tabulka 1).

Uplny pohled na
chromozomy plodu

Rada fe$eni pro laboratorni NIPT se zamé&tuje na
vySetreni trizomii u chromozomd 21, 18 a 13, ale tyto
stavy pfedstavuji pouze ¢ast moznych anomalii. V téchto
testech budou chybét CNV o velikosti > 7 Mb, které
mohou byt spojeny s anomaliemi nebo opozdénim vyvoje
plodu, a mira pozitivity vysetfeni u NIPT je 0,12 %.* Dale
budou v téchto testech chybét téhotenstvi s vySetfenim
pozitivnim na RAA, které mohou mit nezadouci disledky
vcéetné potratu, intrauterinniho zpomalenf ristu (IUGR),
uniparentalni dizomie (UPD), spontanniho prfed¢asného
porodu, anomalii plodu a dalsich.® Kombinovana mira
pozitivity na RAA pfi vySetrenije 0,34 %° oproti 0,30 %

u trizomie 21.87

VeriSeq NIPT
Workflow Manager

L 24, 48 nebo 96 vzork(

Tabulka 1: VeriSeq NIPT Solution v2 v kostce

Parametr Popis

Metoda Sekvenovani celého genomu

Pfiprava knihovny Bez PCR

Chemie Sekvenovani parovych koncd

Pocet vzorkd 24, 48 nebo 96 v jedné davce

Cas do vykazu ~26 hodin
Pocet operatord 1
Vzorek 7-10 ml z jedné zkumavky krve matky

Stav aneuploidie v§ech autozom(

Nabizena analyza a pohlavnich chromozomU; CNV = 7 Mb

Ovérena ucinnost testd

PFesnosti vysledk(, dobou reakce a chybovosti
predstavuje VeriSeq NIPT Solution v2 vynikajici Feseni.

Vysoka presnost

Reseni VeriSeq NIPT Solution v2 je ovéfeno k zajisténi
klinické presnosti a spolehlivosti. Vzorky z postiZzenych
téhotenstvi byly zpUsobilé pro testovani, pokud byly

k dispozici klinické zavéry a spliovaly kritéria pro zarazeni
vzorkU. Kohortu tvofila téhotenstvi o délce alespon

10 tydnd, vzorky s nizkou fetalni frakci a dvojcetna
téhotenstvi. Pri studii bylo vy$etfeno vice nez 2300 vzorkd
od matek, u nichz byly znamy trizomie chromozomu 21,
trizomie chromozomu 18, trizomie chromozomu 13, RAA,
CNV =7 Mb a SCA. Vysledky zjisténé rozborem VeriSeq
NIPT Solution v2 byly porovnany s klinickymi referenénimi
standardnimi zavéry. Rozbor VeriSeq NIPT Solution v2
prokazal vysokou citlivost a specificitu u béznych trizomii,

illumina’

Od vzorku k analyze zhruba za den

Sbér vzorkd lzolace Extrakce

Pfiprava knihovny

Sekvenovani

Obréazek 1: Cely pracovni postup IVD NIPT = VeriSeq NIPT Solution v2 poskytuje vSe, co je potfeba k provedeni NIPT pomoci NGS,
véetné reagencii pro extrakci DNA, pfipravu knihovny a sekvenovani, vybaveni pro automatizaci pfipravy knihovny a sekvenovani
se softwarem Workflow Manager, lokalniho serveru pro bezpecné ukladani a analyzu dat a softwaru pro analyzu dat, ktery generuje

vykazy s kvalitativnimi vysledky.
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VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Tabulka 2: Klinicka u¢innost feseni VeriSeq NIPT Solution v2'

Trizomie
chromozomu 18

Trizomie
chromozomu 21°¢

Trizomie
chromozomu 13

Libovolna

d
RAA CNV = 7 Mb o

Citlivost? >99,9 % (130/130) > 99,9 % (41/41)

>99,9 % (26/26)

96,4 % (27/28) 74,1 % (20/27) 95,5 % (318/333)

Oboustranny
95% interval
spolehlivosti®

971 %, 100 % 91,4 %, 100 %

871 %,100 %

82,3 %,99,4 % 55,3%,86,8 % 92,7 %, 97,3 %

99,90 %
(1982/1984)

99,90 %

Specificita (1995/1997)

99,90 %
(2000/2002)

99,80 %
(2001/2005)

99,80 %
(2000/2004)

99,34 %
(1954/1967)

Oboustranny
95% interval
spolehlivosti®

99,63 %,99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,64 %, 99,97 % 99,49 %,99,92% 99,49 %, 99,92 % 98,87 %, 99,61 %

a. Uginnost zakladniho vy3etient je vykazéna pro T21, T18 a T13 a nezahrnuje 16 vzork(l se zndmym mozaicismem a 49 vzork( postizenych anoméaliemi pouze
u celogenomoveého vysetreni; u¢innost celogenomového vysetreni je vykazana pro RAA a ¢astec¢né duplikace a delece.

. Interval spolehlivosti zaloZeny na Wilsonové metodé hodnoceni.
. Sedm dvojcetnych téhotenstvi spravné vykazanych jako T21 neni uvedeno.
. RAA nezahrnuje chromozomy 21,18 a 13.

® Qo O T

. Kazda pripadna anomalie zahrnuje vzorky ze zékladniho a celogenomového vysetfeni SCA.

Tabulka 3: Shoda klasifikace pohlavi plodu pomoci VeriSeq NIPT Solution v2 s klinickou referenci’

VVySIVed?k fyzickeho Cytogenetické vysledky
vySetfeni novorozence
Vysledky VeriSeq NIPT Solution v2 ;
A MU XX XY X0 XXX XXY XYY
pohlavi pohlavi
Procentni shoda 100 % 100 % 100 % 100 % 90,5 % 100 % 100 % 91,7 %

RAA, CNV = 7 Mb, vysokou shodu s klinickymi zavéry
u klasifikace pohlavi plodu a nizkou chybovost vzork({ pfi
prvnim prlchodu 1,2 % (viz Tabulka 2 a Tabulka 3).

Rychlé vysledky

Reseni VeriSeq NIPT Solution v2 nabizi pro NIPT rychly
tfistupfnovy pracovni postup, ktery generuje pfesné
vysledky jiz za o néco déle nez jeden den (viz Tabulka 4).
Vyuzitim jednoduchého automatizovaného pracovniho
postupu mize jeden operator analyzovat 24-96 vzork({
za méné nez 8 hodin s minimem pracovniho ¢asu. Cilené
sekvenovani a Cipové metody mivaji delsi laboratorni
protokoly, coz vyzaduje vice pracovniho ¢asu.

Tabulka 4: VeriSeq NIPT trvd o néco maélo déle nez
jeden den

Krok Pracovni ¢as Ceél;c;vy
Pfiprava vzork( a knihovny ~2 hodiny ~8 hodin
Sekvenovani ~15 minut ~14 hodin
Analyza dat a generovani vykazu N/A ~4 hodiny
Celkovy ¢as ~2,25 hodiny  ~26 hodin

Skute¢né Casy zavisi na praxi jednotlivych laboratofi a mohou se lisit.
N/A = nepouziva se.
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Nizka chybovost testl

Pokud nelze provést pfifazeni zadné dizomie nebo
aneuploidie, je chybovost testd ddlezitym faktorem
spolehlivosti a klinické vyuZitelnosti NIPT. Chybovost
testl se mUze vyrazné lisit v zavislosti na pouZitém
testu. Testy, které pouzivaji cileny pfistup nebo metodu
jednonukleotidového polymorfismu (SNP), vykazuji vyssi
chybovost primarniho testu neZ NGS.# Reseni VeriSeq
NIPT Solution v2 zajistuje pomoci WGS dostatek dat ze
véech chromozomd, aniz by doslo k ovlivnéni pfesnosti
nebo zvyseni chybovosti ¢i mnozstvi falesné pozitivnich
vysledkl. V ovéfovaci klinické studii byla chybovost

pfi prvnim priichodu 1,2 %." V laboratorni praxi bude

k dispozici dostatek plazmy z prvniho odbéru krve,

aby se pracovni postup VeriSeq NIPT mohl v pfipadé
potfeby zopakovat.® Opakované testovani u stejného
vzorku prokazalo snizeni miry primarniho selhani z 2 %
nal3%.°

Jednoduché a skalovatelné
feSeni IVD

Integrované fedeni VeriSeq NIPT Solution v2 poskytuje
vSe, co je potfeba k provedeni rozboru. Automatizovany
pracovni postup se snadno Skaluje na analyzu 24, 48
nebo 96 vzorkd v jednom béhu, coz umoziuje efektivitu
a flexibilitu pfi spravé objem vzork{. Pro kazdy vzorek
Ize zvolit zakladni nebo celogenomové vysetfeni.

Ur€eno k diagnostice in vitro. Neni k dispozici ve vSech oblastech a zemich.
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Automatizovany pracovni postup

PIné automatizovany rozbor VeriSeq NIPT poskytuje
jednoduchy pracovni postup, ktery minimalizuje pracovni
¢as a moznost vzniku chyb. Protokol vyzaduje 7-10 ml
periferni pIné krve matky, odebrané do zkumavky
Streck Blood Collect Tube (BCT). Optimalizované sady
pro pfipravu vzork({ VeriSeq NIPT obsahuji reagencie

a Stitky pro pfipravu sekvenacénich knihoven z volné
mimobunécné DNA (cfDNA). Izolace plazmy, extrakce
cfDNA a pfiprava knihovny bez PCR, v¢etné tvorby
kvantifikacnich desek, kvantifikace knihovny a vyvareni
fond{ knihoven jsou automatizovany v systému VeriSeq
NIPT Microlab STAR, coZ je systém Hamilton Microlab
STAR specidlné zakaznicky konfigurovany pro pouziti

v pracovnim postupu VeriSeq NIPT. VSechny aspekty
piipravy vzork( véetné jejich sledovani Fidi uzivatelsky
privetivy nastroj VeriSeq NIPT Workflow Manager.

Sekvenovani
Vzorek krve matky obsahuje fragmenty cfDNA rliznych

délek; delsi byvaji materské, kratsi obvykle pochazeji

z plodu (viz Obrazek 2).° VeriSeq NIPT Solution v2

rychle a efektivné identifikuje délky véech fragment(
cfDNA v jednom vzorku a zamé&Fi analyzu na kratsi cfDNA
pomoci sekvenovani parovych koncl provadéného na
systému lllumina NextSeg™ 550Dx, ktera spojuje Ucinnost
vysoce vykonného NGS" a dostupnost stolniho systému
(viz Tabulka 5).
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Obrézek 2: Porovnani velikosti fragmentd cfDNA matky

a plodu — Sekvenovani parovych koncl rozlisuje fragmenty

cfDNA na zakladé velikosti. Del$i fragmenty mivaji plvod
u matky, kratsi obvykle pochdzeji od plodu.
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Tabulka 5: PoZzadavky na vykon pfistroje pro NGS

Parametr Specifikace
Délka ¢teni 2 x 36 bazovych pard
Typ souboru sekvenovani .BCL

Vystupni data sekvenovani 400 miliond ¢tenf

Doba béhu ~14 hodin

24 nebo 48 vzorkd

Multiplexovani v kazdém behu

Analyza na misté

Analyza dat je provddéna na vyhrazeném serveru
VeriSeq v2 Onsite Server vybaveném softwarem VD
VeriSeq NIPT Assay Software v2. Server zpracovava
data sekvenovani automaticky. Vice davek vzorkd se
mUZe pro analyzu na jednom serveru zaradit do fronty.
Data neni potfeba k analyze nikam posilat, coz Setfi ¢as
a chrani identitu vzork(.

VeriSeq NIPT Assay Software v2

VeriSeq NIPT Assay Software v2 filtruje a zarovnava
¢teni podle referencniho genomu. Pokrogily algoritmus
uréuje hustotu ¢teni pro kazdy chromozom (segment)
a pomaha pfi detekci a rozliSovani aneuploidif

a CNV. Software také pro kazdy vzorek generuje

a vykazuje odhad fetaInf frakce. Udaje fetdIni frakce
jsou zkombinovany s pokrytim a dal$imi statistickymi
vstupy vygenerovanymi béhem sekvenovani a je
vyhodnocen stav aneuploidie.

Pro zajisténi nizké chybovosti testl obsahuje VeriSeq NIPT
Assay Software v2 metriku hodnoceni kvality vzorku
pomoci individualizované zkousky iFACT (individualized
Fetal Aneuploidy Confidence Test). ZkousSka iFACT
urcuje, jestli rozbor vygeneroval dostate¢né pokryti
sekvenovani vzhledem k odhadu fetaini frakce pro kazdy
vzorek, aby bylo mozné provést prifazeni aneuploidie
nebo ¢astecné duplikace a delece, a to i pro vzorky

s nizkou fetalni frakci.”? Tato dynamicka mezni hodnota
umoznuje softwaru VeriSeq NIPT Assay Software v2
hlasit vzorky s nizkou fetalnf frakci, coz zajistuje nizkou
chybovost testu.

Generovani vykazu

Po analyze dat vygeneruje VeriSeq NIPT Assay Software
pro chromozomy testované v jednotlivych vzorcich
vysledek ,Aneuploidy Detected” (Zjisténa aneuploidie)
nebo ,No Aneuploidy Detected” (Aneuploidie nezjisténa).
Pokud je zjisténa CNV, ve vykazu se zobrazi presné
soufadnice v genomu. Data jsou poskytovana ve formé
souboru ,.CSV", ktery Ize integrovat se stavajicim LIMS

a vytvorit tak vlastni klinickou zpravu.

Ur€eno k diagnostice in vitro. Neni k dispozici ve vSech oblastech a zemich.
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PIné podporovana implementace

Pro snadnou integraci v laboratofi je sou¢asti feSeni
VeriSeq NIPT Solution v2 kompletni instalace systému
kvalifikovanym servisnim technikem spolecnosti lllumina

a Skoleni na misté. Odbornici spole¢nosti lllumina vysvétli

personalu laboratore krok za krokem extrakci vzorkd,
piipravu knihovny, sekvenovani a analyzu (viz Tabulka 6).

Po zprovoznéni véech systém je zajisténa trvald podpora

ze strany tymu technické podpory spole¢nosti lllumina.

Tabulka 6: Skolen{ VeriSeq NIPT Solution v2

Téma

Podrobnosti

Uvod do fesenf
VeriSeq NIPT
Solution v2

Seminar: prehled pracovniho postupu
a analyzy

« Priivodce pomocnym vybavenim

« Prlivodce spotifebnim materialem

« Protokol odbéru krve

« Protokol izolace plazmy

Skoleni obsluhy

Skoleni na mist&

pristrojd « VVyzaduje nainstalovany pfistroj
Ovéreni pracovisté

Kontrola « Instalace pomocného vybaveni

pracovisté « Potfebné reagencie

« Pfipojeni souc¢asti systému

Skoleni na misté

Rozbor provedeny odbornikem

spole¢nosti lllumina

« Pfedem otestované vzorky plazmy
se znamymi charakteristikami
(poskytne lllumina)

« Prlivodce pracovnim postupem rozboru
od izolace plazmy pfes obsluhu
pristrojl k analyze dat

« Skoleni analyzy dat

Zkouska
zpUsobilosti
na misté

Rozbor provedeny zakaznikem

« Pfedem otestované vzorky plazmy
se znamymi charakteristikami
(poskytne lllumina)
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Shrnuti

VeriSeq NIPT Solution v2 pfinasi revolu¢ni zménu
z hlediska dostupnosti, spolehlivosti a vykonnosti
NIPT. Laboratore ted mohou vyuzit NGS k rychlému
ziskani spolehlivych a vysoce presnych vysledkl

NIPT s nizkou chybovosti.

Dalsi informace

lllumina VeriSeq NIPT Solution v2

Udaje pro objednani

Produkt S
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 vzorkd) 20025895
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 vzorkd) 15066801
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 vzorkd) 15066802
VeriSeq NIPT Assay Software v2 20047024
VeriSeq Onsite Server v2 20047000

20101927
Streck cell-free DNA BCT (CE) 15073345
NextSeq 550Dx Instrument 20005715
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5, 20028870

75 cykll

Ur€eno k diagnostice in vitro. Neni k dispozici ve vSech oblastech a zemich.
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VERISEQ NIPT SOLUTION V2

Prohlaseni o zamysleném pouziti

VeriSeq NIPT Solution v2 je diagnosticky test in vitro
uréeny k vySetfeni za Ucelem zjisténi celogenomovych
genetickych anomalii plodu ze vzork( periferni piné krve
matky v nejméné 10. tydnu téhotenstvi. Test VeriSeq NIPT
Solution v2 pouziva WGS k detekci ¢astec¢nych duplikaci
a deleci pro vSechny autozomy a stavy aneuploidie pro
vS8echny chromozomy. Test nabizi moznost zazadat

o hldseni SCA. Tento produkt se nesmi pouzivat jako
jediny zaklad pro diagnostiku a dal$i rozhodnuti tykajici
se fizeni téhotenstvi.

Test VeriSeq NIPT Solution v2 ma tyto soucdsti: software
VeriSeq NIPT Workflow Manager v2 pro systém VeriSeq
NIPT Microlab STAR, sady pro pfipravné zpracovani
vzork( VeriSeq NIPT Sample Prep Kits a mistni server
VeriSeq Onsite Server v2 se softwarem VeriSeq NIPT
Assay Software v2. Test VeriSeq NIPT Solution v2

je uren k pouZiti se sekvencerem nové generace.
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