FICHE TECHNIQUE

VeriSeg™ NIPT
Solution v2

Test de séquencage du
genome entier, exhaustif
et accessible

« Vue d'ensemble des chromosomes foetaux avec
menu de test étendu, validé par une étude de
précision clinique sur plus de 2 300 échantillons

« Test ala performance fiable' avec des résultats
rapides et précis et un faible taux d'échec

« Solution de diagnostic in vitro (DIV) simple
et adaptable qui permet de traiter 24, 48 ou
96 échantillons par analyse

illumina-
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Introduction

Un dépistage prénatal non invasif (DPNI) fondé sur le
séquengage de nouvelle génération (SNG) procure

des résultats fiables pour le dépistage de I'aneuploidie
chromosomique foetale dés 10 semaines de gestation a
partir d'un simple tube de sang maternel?2. VeriSeq NIPT
Solution v2 tire parti de la puissante technologie de SNG
d’lllumina afin de permettre I'utilisation d’une méthode

de séquengage du génome entier pour le DPNI, ce qui
permet d'élargir les options du menu de test pour inclure
les aneuploidies courantes (chromosomes 21, 18 et 13),

les aneuploidies autosomiques rares (RAA, Rare Autosomal
Aneuploidies), les aneuploidies des chromosomes sexuels
(SCA, Sex Chromosome Aneuploidies) ainsi que les délétions
et les duplications partielles = 7 Mb pour I'ensemble des
autosomes.

VeriSeq NIPT Solution v2 associe un menu de test

étendu, des résultats précis et un faible taux d’échec pour
fournir un dépistage complet des chromosomes feetaux

et permettre ainsi une prise de décisions éclairées et
opportunes concernant la grossesse'. Disposant de réactifs,
d’'instruments, de logiciels, d'une aide a I'installation et
d’une formation, VeriSeq NIPT Solution v2 est une solution
automatisée et fiable pour le DPNI en interne (figure 1 et
tableau 1).

Vue complete des chromosomes
foetaux

Plusieurs solutions de DPNI en laboratoire mettent I'accent
sur le dépistage des trisomies des chromosomes 21, 18 et
13, alors que ces affections ne représentent qu’une partie
des anomalies pouvant survenir. Ces tests ne détectent pas
les délétions et les duplications partielles = 7 Mb pouvant
étre associées a des anomalies foetales et a un retard de
développement et ont un taux de dépistage positif de 0,12 %
avec le DPNI*. Ces tests ne détectent également pas les
grossesses positives aux RAA pouvant entrainer des issues
indésirables, notamment une fausse couche, un retard de
croissance intra-utérin, une disomie uniparentale, un travail
prématuré spontané et des anomalies foetales®.

Gestionnaire de flux de travail
VeriSeq NIPT Workflow Manager

s B, 24 480u96 échantillons

[

Tableau 1: VeriSeq NIPT Solution v2 en bref

Paramétre Description

Méthode Séquengage du génome entier
Préparation Sans PCR

des librairies

Chimie Séquengage a lecture appariée
Nbre

d'échantilions 24, 48 ou 96 par lot

Durée du

traitement 26h

Nbre de 1

techniciens

Echantilion 7 a 10 ml de sang maternel provenant

d’'un méme tube

Etat d’aneuploidie de tous les
autosomes et chromosomes sexuels;
délétions et duplications partielles

=7 Mb pour I'ensemble des autosomes

Analyse offerte

Performance de test fiable

Compte tenu de la précision des résultats, du temps de
réponse et des taux d'échec, VeriSeq NIPT Solution v2 offre
une excellente performance.

Résultats précis

La solution VeriSeq NIPT Solution v2 est validée pour
déterminer la fiabilité et la précision clinique. Une étude de
validation clinique a été menée a partir des échantillons de
femmes enceintes ciblées qui étaient admissibles au test

si les résultats cliniques étaient accessibles et répondaient
aux criteres d'inclusion. La cohorte comprenait des sujets
dont I'dge gestationnel était d'au moins 10 semaines, des
échantillons a faible fraction fcetale et des grossesses
gémellaires. L'étude a été réalisée en analysant, a l'aide de
VeriSeq NIPT Solution v2, plus de 2 300 échantillons de

sang maternel, pour lesquels les résultats de trisomie 21,

de trisomie 18, de trisomie 13, de RAA, de délétions et de
duplications partielles = 7 Mb pour 'ensemble des autosomes
et de SCA étaient connus. Les résultats ont été comparés aux
données de référence clinique.

illumina

De I'échantillon a I'analyse : ~ 1 jour

Collecte des échantillons Isolation Extraction

Préparation des librairies

Séquencage Analyse

Figure 1: Flux de travail de DIV exhaustif pour le DPNI - la solution VeriSeq NIPT Solution v2 fournit tout ce dont vous avez besoin pour
le DPNI par SNG, notamment les réactifs pour I'extraction de 'ADN, la préparation de librairies et le séquengage; les instruments pour

la préparation automatisée des librairies et le séquengage a l'aide d’'un gestionnaire de flux de travail; un serveur sur site pour analyser
et stocker les données en toute sécurité; un logiciel d’analyse de données capable de produire un rapport qui fournit des résultats

qualitatifs.
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Tableau 2 : Performance clinique de VeriSeq NIPT Solution v2!

Trisomie 21°¢ Trisomie 18

Trisomie 13 RAA®

Délétions et
duplications
partielles = 7 Mb

Toute anomalie®

Sensibilités >99,9 % (130/130) > 99,9% (41/41)  >99,9% (26/26) 96,4 % (27/28)  741% (20/27) 95,5 % (318/333)
gcgt%”;tfra' 971% 100 % 91,4 %, 100 % 871%, 100 % 823% 994%  553%868%  927% 973%
Spécificits ; 98,00 % 99,90 % 99,90 % 99,80 % 99,80 % 99,34 %
/1984) (1995/1997) (2 000/2 002) (2 001/2 005) (2 000/2 004) (1954/1967)
el 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. Laperformance du dépistage de base fait I'objet de rapports pour la T21, la T18 et la T13 et exclut 16 échantillons touchés par un mosaicisme connu ainsi que 49 échantillons
touchés par des anomalies évaluées lors du dépistage du génome entier seulement; résultats du dépistage du génome entier rapportés pour les RAA et les délétions et les

duplications partielles
. Intervalle de confiance (IC) fondé sur la méthode Wilson

. RAA excluant les chromosomes 21,18 et 13

® Qo O T

. Sept grossesses gémellaires dont les résultats pour la T21 ont été rapportés correctement ne sont pas affichées dans le tableau

. Toute anomalie incluant les échantillons du dépistage de base et du génome entier pour la SCA

Tableau 3 : Concordance des résultats de classification relatifs au sexe du foetus de VeriSeq NIPT Solution v2 avec

référence clinique’

Résultats de I'examen
physigue du nouveau-né

Résultats de VeriSeq NIPT Solution v2

Résultats cytogénétiques

Féminin

Masculin

XX XY X0 XXX XXY XYY

Pourcentage de concordance 100 % 100 %

100 % 100 % 90,5 % 100 % 100 % 91,7 %

Les résultats ont affiché une sensibilité et une spécificité
élevées pour les trisomies courantes, les RAA, les délétions
et les duplications partielles = 7 Mb pour I'ensemble des
autosomes, une concordance élevée entre les résultats de la
classification du sexe du foetus et les résultats cliniques, et un
faible taux d’échec des échantillons au premier passage de
1,2 % (tableau 2 et tableau 3)".

Résultats rapides

VeriSeq NIPT Solution v2 propose un flux de travail rapide en
trois étapes pour le DPNI qui produit des résultats précis en
un peu plus d’une journée (tableau 4). En suivant le flux de
travail simple et automatisé, un technicien peut analyser entre
24 et 96 échantillons en moins de huit heures avec une courte
durée de manipulation. Les protocoles de laboratoire des
méthodes de séquengage ciblé et des méthodes fondées sur
les puces a ADN ont tendance a étre plus longs et nécessitent
davantage de manipulation.

Tableau 4 : Analyse compléte en une journée environ
avec la solution VeriSeq NIPT

Etape Durée de manipulation Durée totale
Préparation d’échantillons N N
et de librairies 2h gn
Séquengage ~15 min ~14 h
Analyse des donnees et e ~4h
production de rapports
Durée totale ~2,25h ~26h

Les durées réelles dépendent des pratiques particuliéres des laboratoires
et peuvent varier. S. O. = sans objet.

Destiné au diagnostic in vitro. N'est pas proposé dans tous les pays ni toutes les régions.

Faibles taux d’échec du test

Les échecs, c'est-a-dire lorsqu'il est impossible de définir
une disomie ou une aneuploidie, constituent un important
facteur d'évaluation de la fiabilité et de I'utilité clinique du
DPNI. Les taux d'échec du DPNI varient considérablement
en fonction du test utilisé. Les tests utilisant une approche
ciblée ou une méthode polymorphe unique affichent des
taux d’échec au premier test plus élevés que le SNGS.
VeriSeq NIPT Solution v2 utilise le séquengage du génome
entier pour fournir de nombreuses données sur I'ensemble
des chromosomes, sans affecter la précision ni augmenter le
taux d’échec ou de faux positifs. Dans I'étude de validation
clinique, le taux d’échec au premier passage était de 1,2 %'.
En laboratoire, suffisamment de plasma provenant du premier
prélévement de sang est disponible pour répéter le flux de
travail de la solution VeriSeq NIPT, le cas échéant’. Dans le
cadre de I'étude de validation clinique, il a été démontré que
notre taux d'échec final, apres un deuxiéme prélévement de
sang, était de 0,4 %’.

Solution de DIV simple et
adaptable

La solution VeriSeq NIPT Solution v2 intégrée fournit tout

ce dont vous avez besoin pour exécuter le test. Le flux de
travail automatisé s’adapte facilement pour traiter 24, 48 ou
96 échantillons par analyse, et ainsi permettre une gestion
efficace et souple des volumes d’échantillons. Le laboratoire
peut choisir d’exécuter un dépistage de base ou du génome
entier, par échantillon.
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Flux de travail automatisé

Le test entierement automatisé de la solution VeriSeq NIPT
offre un flux de travail simple qui réduit la durée de
manipulation pour le technicien et le risque d’erreurs
potentielles. Le protocole nécessite le prélevement de

7 210 ml de sang entier périphérique maternel dans le

tube de prélévement sanguin de Streck recommandé.

Les trousses de préparation d'échantillons VeriSeq NIPT
optimisées comprennent des réactifs et des étiquettes pour
la préparation des librairies de séquencage a partir de 'ADN
acellulaire. Lisolation de plasma, I'extraction d’ADN acellulaire
et la préparation de librairies sans PCR, y compris la création
d’une plague de quantification, la quantification des librairies
et le regroupement des librairies, sont automatisées dans

le systeme VeriSeq NIPT Microlab STAR de la société
Hamilton. Ce systeme est configuré sur mesure pour étre
spécifiquement utilisé avec le flux de travail de la solution
VeriSeq NIPT. Le gestionnaire de flux de travail convivial
VeriSeq NIPT contréle toutes les étapes de la préparation
des échantillons, y compris le suivi des échantillons.

Séquencage

Un échantillon de sang maternel contient des fragments
d’ADN acellulaire de différentes longueurs. Dans le cas de
’ADN maternel, des fragments plus longs sont enrichis tandis
que, dans le cas de I'ADN feetal, ce sont des fragments plus
courts qui sont enrichis (figure 2)2. VeriSeq NIPT Solution v2
identifie rapidement et efficacement les longueurs de
'ensemble des fragments d’ADN acellulaire au sein d'un
méme échantillon et se concentre davantage sur les
fragments d’ADN acellulaire plus courts dans l'algorithme
d’analyse en utilisant le séquencgage a lecture appariée
effectué sur le systéme NextSeq"™ 550Dx, qui fournit Ia
puissance du SNG a débit élevé® au prix abordable d’un
systeme de paillasse (tableau 5).

—— Feetal
—— Maternel

0,030

Fréquence
0,020

0,010

0,000

Taille de fragment

Figure 2 : Comparaison de la taille des fragments maternels et
foetaux de I’ADN acellulaire - le séquencage a lecture appariée
peut faire la différence entre les fragments d’ADN acellulaire
d'apres leur taille. Dans le cas de 'ADN maternel, des fragments
plus longs sont enrichis tandis que, dans le cas de I'ADN fecetal,
ce sont des fragments plus courts qui sont enrichis.
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Tableau 5 : Exigences relatives a la performance
de linstrument de SNG

Parametre Spécification
Longueur de lecture 2 x 36 pb
Type de fichier Fichier .BCL

de séquengage

Sortie de séquengage ~ 400 000 000 lectures

Durée de I'analyse ~14h

Multiplexage 24 ou 48 échantillons par analyse

Analyse sur site

'analyse de données est réalisée sur un serveur sur

site VeriSeq v2 Onsite Server dédié, avec le logiciel de

DIV VeriSeq NIPT Assay Software v2. Le serveur traite
automatiquement les données de séquengage. Il est possible
de mettre en attente de multiples lots d’échantillons pour
qu'ils soient analysés sur un seul serveur. Inutile d’envoyer des
données a I'extérieur aux fins d’analyse; gagnez du temps et
protégez I'identité des échantillons.

VeriSeq NIPT Assay Software v2

Le logiciel de test VeriSeq NIPT Assay Software v2 filtre et
aligne les lectures en fonction d'un génome de référence.
Un algorithme avancé détermine la densité de lecture

par chromosome (compartiment) et permet de détecter

et de différencier les aneuploidies et les délétions et les
duplications partielles. Le logiciel donne aussi une estimation
de la fraction foetale pour chacun des échantillons et crée
un rapport a ce sujet. Les données sur la fraction feetale
sont utilisées en combinaison avec la couverture et d'autres
données statistiques produites pendant le séquengage pour
évaluer I'état d’aneuploidie.

Afin d’obtenir de faibles taux d’échec aux tests, le logiciel

de test VeriSeq NIPT Assay Software v2 tient compte de
I'indicateur de la qualité de I'échantillon au test de fiabilité
individuel d’aneuploidie feetale (IFACT). D'apres I'estimation de
la fraction feetale de chacun des échantillons, IIFACT indique
si le test génére une couverture de séquencgage suffisante
pour permettre la définition d’aneuploidie et des délétions

et des duplications partielles, méme dans les échantillons

a faible fraction foetale'. Cette limite dynamique permet

au logiciel VeriSeq NIPT Assay Software v2 d'identifier les
échantillons a faible fraction foetale, entrainant ainsi un faible
taux d'échec'.

Destiné au diagnostic in vitro. N'est pas proposé dans tous les pays ni toutes les régions.
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Production de rapports

Aprés I'analyse de données, le logiciel de test VeriSeq NIPT
Assay Software génere le résultat « Aneuploidy Detected »
(aneuploidie détectée) ou « No Aneuploidy Detected »
(aucune aneuploidie détectée) pour les chromosomes testés
dans chacun des échantillons. Lorsqu’une duplication ou
une délétion partielle est détectée, les coordonnées exactes
du génome s'affichent dans le rapport. Linformation est
transposée dans un fichier « .tab » qui peut étre intégré a un
LIMS existant. Les données peuvent étre utilisées pour créer

un rapport clinique personnalisé.

Prise en charge complete de la mise

en ceuvre

La solution VeriSeq NIPT Solution v2 comprend I'installation
complete du systéme par un technicien d’assistance sur

le terrain expérimenté d’lllumina et une formation pratique
pour qu'elle soit intégrée facilement dans votre laboratoire.
Les scientifiques avertis d’lllumina aident le personnel du
laboratoire, étape par étape, tout au long de I'extraction des
échantillons, de la préparation de librairies, du séquengage
et de l'analyse (tableau 6). Une fois les laboratoires
opérationnels, I'équipe d'assistance technique d’lllumina
fournit une assistance en continu.

Tableau 6 : Formation pour la solution VeriSeq NIPT

Solution v2

Sujet

Détails

Introduction

Apercu du séminaire sur le flux de travail
et I'analyse

a la solution « Guide sur I'équipement auxiliaire
VeriSeq NIPT » Guide sur les consommables
Solution v2 « Protocole sur le prélevement de sang

« Protocole sur I'isolation du plasma

Formation sur le
fonctionnement
de linstrument

Formation sur les lieux
« Installation de I'instrument requise

Inspection
du site

Confirmation sur les lieux
« Installation de I'équipement auxiliaire
« Réactifs requis
« Connectivité des composants
du systéme

Formation
sur les lieux

Test effectué par un scientifique d’lllumina

« Echantillons de plasma artificiel déja
testés dont les caractéristiques de
performance sont connues (lllumina
les fournit)

« Révision structurée du flux de travail du
test, de l'isolation du plasma a l'utilisation
de I'instrument, en passant par I'analyse
de données

« Formation sur I'analyse de données

Test de
compétence
sur les lieux

Test effectué par le client

« Echantillons de plasma artificiel déja
testés dont les caractéristiques de
performance sont connues (lllumina
les fournit)

Destiné au diagnostic in vitro. N'est pas proposé dans tous les pays ni toutes les régions.
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Resume
VeriSeq NIPT Solution v2 révolutionne l'accés au DPNI, sa
fiabilité et sa puissance. Désormais, les laboratoires peuvent

tirer parti du SNG pour obtenir rapidement des résultats de
DPNI fiables et précis, avec un faible taux d’échec.

En savoir plus

VeriSeq NIPT Solution v2, www.illumina.com/VeriSegNIPT

Renseignements relatifs
a la commande

. N° de
PIreEir: référence
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (24 échantillons) 20025895
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (48 échantillons) 15066801
VeriSeq NIPT Sample Prep Kit (96 échantillons) 15066802
VeriSeq NIPT Assay Software v2 20047024

) ) 20028403
VeriSeq Onsite Server v2 20047000
Streck cell-free DNA BCT (CE) 15073345
Instrument NextSeq 550Dx 20005715
NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5, 20028870

75 cycles

Déclaration relative a I'utilisation
préevue

La solution VeriSeq NIPT Solution v2 est un test
diagnostique in vitro congu pour étre utilisé comme un

test de dépistage pour détecter les anomalies génétiques
foetales pangénomiques a partir d’échantillons de sang
entier périphérique maternel provenant de femmes enceintes
d’au moins 10 semaines. VeriSeq NIPT Solution v2 utilise le
séquengage du génome entier pour détecter les délétions

et les duplications partielles de tous les cas d’autosomie et
d’aneuploidies dans tous les chromosomes. Le test comporte
une option permettant de demander le signalement de
I'aneuploidie des chromosomes sexuels. Un diagnostic ou
une décision concernant une grossesse ne doit pas étre
uniqguement fondé sur les résultats obtenus par I'utilisation
de ce produit.
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