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Tilsigtet brug

TruSight Oncology Comprehensive (EU) er en in vitro diagnostisk test, der anvender malrettet next-generation-
sekventering til at detektere variationer i 517 gener ved hjalp af nukleinsyrer ekstraheret fra formalinfikserede,
paraffinindlejrede (FFPE) tumorvavspraver fra cancerpatienter med solide, maligne neoplasmaer ved hjeelp af
lllumina® NextSeqm 550Dx-instrumentet. Testen kan anvendes til at detektere enkeltnukleotidvariationer,
multinukleotidvariationer, insertioner, deletioner og genamplifikationer fra DNA og genfusioner og
splejsningsvariationer fra RNA. Testen rapporterer ogsa en score for tumormutationsbyrde (TMB) og status for
mikrosatellit-instabilitet (MSI).

Testen er tiltzenkt som en ledsagende diagnostisk test for at identificere cancerpatienter til behandling med
den maélrettede behandling, der er anfert i Tabel 1i overensstemmelse med godkendt maerkning af terapeutiske
produkter. Testen er ogsa beregnet til at angive oplysninger om tumorprofilering, der skal anvendes af
kvalificeret sundhedspersonale i overensstemmelse med professionelle retningslinjer, og testen er ikke
endegyldig eller foreskrevet til malrettet brug af et specifikt terapeutisk produkt.

Tabel 1 Indikation af ledsagende diagnosticering

Tumortype Biomarkerer Malrettet behandling

Solide tumorer NTRK1, NTRK2 og NTRK3 VITRAKVI® (larotrectinib)
Genfusioner
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Resumé og forklaring af analysen

Klinisk beskrivelse

Cancer er en af de hyppigste dedsarsager verden over og kan potentielt opsta i alle veev.! Analyse af tumorens
genetiske basis er vigtig for at identificere patienter, der kan drage nytte af mélrettede behandlinger, og for
udvikling af nye behandlingsmetoder. Adskillige gener har vaeret involveret i arsager til og progression af tumor,
og mange tumorer baerer en raekke variationer, der pavirker disse gener og deres funktioner. Disse variationer
kan omfatte genmutationer, sdsom enkeltnukleotidvariationer (SNV'er), multinukleotidvariationer (MNV'er),
insertioner og deletioner, genamplifikationer, genfusioner og splejsningsvariationer. En anden konsekvens ved
tumorgenmutationer er praesentation af neoantigener, der udlgser tumorspecifikke immunreaktioner. En tumors
mutationsstatus kan veere repraesenteret ved TMB og MSI, som er genomiske signaturer tilknyttet preesentation
af neoantigener i tumorer.

TruSight Oncology Comprehensive er en naeste generations sekventeringstest (NGS) til omfattende
genomprofilering, der bredt vurderer genomiske variationer i et stort panel af cancerrelaterede gener anfart i
Tabel 2. Analysen detekterer sma variationer i 517 gener plus genamplifikationer, fusioner og
splejsningsvariationer som indikeret i Tabel 2. Analysen giver kodningssekvensdaekning for alle gener bortset
fra TERT, hvor kun promoterregionen daekkes, og evaluerer TMB-score og status for MSI. Disse analyse-targets
omfatter indhold angivet af professionelle organisationer, sdsom European Society for Medical Oncology
(ESMO) og andre starre retningslinjer fra USA.? Publikationer fra uafhaengige konsortier og farmaceutisk
forskning i sene stadier har ogsa haft indflydelse pa designet af TSO Comprehensive-analysen.

For en liste over regioner, som er udelukket fra variationsbestemmelse, henvises der til filen TruSight Oncology
Comprehensive Block List (dokumentnr. 200009524), der findes pa lllumina-supportwebstedet. | visse filer
henvises der til blokeringslisten som sortlisten.

| Tabel 2 identificeres fire kategorier af variationstyper: Lille DNA-variation (S), genamplifikation (A), fusion (F),
splejsningsvariation (Sp). Sma DNA-variationer, herunder SNV'er, MNV'er, insertioner og deletioner.

Tabel 2 TSO Comprehensive (EU) Analysegenpanel

Nr. Ent“rjez- Gen Variationstype Nr.  Entrez-ID Gen Variationstype Nr. Ent”rjez- Gen Variationstype

1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S

2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S

3 84142  ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S

4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S

5 91 ACVR1B S 180 2313 FLI S 355 5156 PDGFRA S

6 25960 ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S

7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S

8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S

9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 5241 PGR S
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NF. Entrez-
ID
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185
186
187
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193
194
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196
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209
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1

212
213
214
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Entrez-ID

668
2308
27086
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8880
2534
2559
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2625
2626
2627
348654
79018
2735
2767
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2776
2778
2874
26585
2903
2913
2932
3020
3021
440093
3082
3006
3017
8350
8358
8352
8351
8353
8968
8355
8357
8354

Gen

FOXL2
FOXO1
FOXP1
FRS2
FUBP1
FYN
GABRAG6
GATA1
GATA2
GATA3
GATA4
GATAG
GEN1
GID4
GLIN
GNAT1
GNA13
GNAQ
GNAS
GPS2
GREM1
GRIN2A
GRM3
GSK3B
H3F3A
H3F3B
H3F3C
HGF
HIST1H1C
HIST1H2BD
HISTTH3A
HIST1H3B
HISTTH3C
HIST1H3D
HISTTH3E
HISTTH3F
HISTTH3G
HISTTH3H
HISTTH3I

Variationstype
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Nr.
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ID

84295
8929
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5288
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10769
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5395
10957
5424
5426
5468
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5520
5537
639
80243
5573
5584
5591
5071
5652
5727
5728
5781
5789
5802
11122

Gen

PHF6
PHOX2B
PIK3C2B
PIK3C2G
PIK3C3
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R’
PIK3R2
PIK3R3
PIM1
PLCG2
PLK2
PMAIP1
PMS1
PMS2
PNRC1
POLD1
POLE
PPARG
PPM1D
PPP2R1A
PPP2R2A
PPP6C
PRDM1
PREX2
PRKARTA
PRKCI
PRKDC
PRKN
PRSS8
PTCH1
PTEN
PTPN11
PTPRD
PTPRS
PTPRT
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Nr.

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
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65
66
67
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71
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73
74
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ID
673
672
675

23476
83990
694
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811
84433
841
865
867
595
894
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898
29126
80381
972
973
974
79577
999
51755
1019
1021
1024
1026
1027
1029
1030
1031
1050
1058
1106
1108
1M
11200
23152

Gen

BRAF
BRCA1
BRCA2
BRD4
BRIP1
BTG1
BTK
CALR
CARDT1
CASP8
CBFB
CBL
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE1
CD274
CD276
CD74
CD79A
CD79B
CDC73
CDH1
CDK12
CDK4
CDK6
CDK8
CDKN1A
CDKN1B
CDKN2A
CDKN2B
CDKN2C
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CHD2
CHD4
CHEK1
CHEK2
CIC

Variationstype
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Nr.

224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
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239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
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253
254
255
256
257
258
259
260
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Entrez-ID

8356
333932
126961
653604
8290
6927
3190
10481
3265
3283
3320
23308
3399
3417
3418
3459
3479
3480
3481
9641
10320
3586
3575
3623
3624
3631
8821
3643
3660
3662
3667
8660
3716
3717
3718
3725
7994
5927
8242

Gen

HIST1H3J
HIST2H3A
HIST2H3C
HIST2H3D
HIST3H3
HNF1A
HNRNPK
HOXB13
HRAS
HSD3B1
HSP90AA1
ICOSLG
ID3
IDH1
IDH2
IFNGR1
IGF1
IGF1R
IGF2
IKBKE
IKZF1
IL10
IL7R
INHA
INHBA
INPP4A
INPP4B
INSR
IRF2
IRF4
IRS1
IRS2
JAK1
JAK2
JAK3
JUN
KATGA
KDM5A
KDMS5C
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Nr.

399
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407
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409
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a1
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437

Entrez-
ID

9444
11021
5879
5885
10111
5888
5890
5889
5892
5893
8438
5894
5903
5914
5921
5925
8241
9401
5966
5979
6009
387
253260
6016
54894
6098
8986
6198
6199
57521
861
862
23429
6389
54949
6390
6391
6392
26040

Gen

QKI
RAB35
RAC1
RAD21
RADS0
RAD51
RADS51B
RADS1C
RAD51D
RAD52
RADS54L
RAF1
RANBP2
RARA
RASA1
RB1
RBM10
RECQL4
REL
RET
RHEB
RHOA
RICTOR
RIT1
RNF43
ROS1
RPS6KA4
RPS6KB1
RPS6KB2
RPTOR
RUNX1
RUNX1T1
RYBP
SDHA
SDHAF2
SDHB
SDHC
SDHD
SETBP1
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Nr. Ent"rjez— Gen Variationstype Nr.  Entrez-ID Gen
88 64326 COP1 S 263 7403 KDMGA
89 1387 CREBBP S 264 3791 KDR
90 1399 CRKL S 265 9817 KEAP1
91 64109 CRLF2 S 266 3792 KEL
92 1436 CSF1R S 267 3799 KIFSB
93 1441 CSF3R S 268 3815 KIT
94 1452 CSNK1A1 S 269 9314 KLF4
95 10664 CTCF S 270 89857 KLHL6
96 1493 CTLA4 S 271 4297 KMT2A
97 1495 CTNNA1 S 272 3845 KRAS
98 1499 CTNNB1 S 273 3916 LAMP1
99 8452 CUL3 S 274 9113 LATS1
100 1523 CUx1 S 275 26524 LATS2
101 7852 CXCR4 S 276 4004 LMO1
102 1540 CYLD S 277 53353 LRP1B
103 1616 DAXX S 278 4067 LYN
104 54165 DCUN1D1 S 279 8216 LZTR1
105 4921 DDR2 S 280 9863 MAGI2
106 51428 DDX41 S 281 10892 MALT1
107 1665 DHX15 S 282 5604 MAP2K1
108 23405 DICER1 S 283 5605 MAP2K2
109 22894 DIS3 S 284 6416 MAP2K4
110 3337 DNAJB1 S 285 4214 MAP3K1
m 1786 DNMT1 S 286 9175 MAP3K13
112 1788 DNMT3A S 287 9020 MAP3K14
13 1789 DNMT3B S 288 4216 MAP3K4
14 84444 DOTIL S 289 5594 MAPK1
115 1871 E2F3 S 290 5595 MAPK3
116 8726 EED S 291 4149 MAX
17 51162 EGFL7 S 292 4170 MCL1
118 1956 EGFR S,F, Sp 293 9656 MDC1
119 1964 EIF1AX S 294 4193 MDM2
120 1974 EIF4A2 S 295 4194 MDM4
121 1977 EIF4E S 296 9968 MED12
122 6921 ELOC S 297 100271849 MEF2B
123 27436 EML4 S, F 298 4221 MENT1
124 56946 EMSY S 299 4233 MET
125 2033 EP300 S 300 23269 MGA
126 4072 EPCAM S 301 4286 MITF
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29072
23451
10019
4068
55164
9353
84464
4087
4088
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6598
6602
8243
9126
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6427
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6775
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6872

Gen

SETD2
SF3B1
SH2B3
SH2D1A
SHQ1
SLIT2
SLX4
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMARCA4
SMARCB1
SMARCD1
SMC1A
SMC3
SMO
SNCAIP
SOCS1
SOX10
SOX17
SOX2
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SPTA1
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Nr. Ent"rjez— Gen Variationstype Nr.  Entrez-ID Gen Variationstype  Nr. Ent"rjez— Gen Variationstype
127 2042 EPHA3 S 302 4292 MLH1 S 477 6926 TBX3 S
128 2044 EPHAS S 303 4300 MLLT3 S 478 6929 TCF3 S
129 2045 EPHA7 S 304 4352 MPL S 479 6934 TCF7L2 S
130 2047 EPHB1 S 305 4361 MRE1 S 480 7012 TERC S
131 2064 ERBB2 S, A 306 4436 MSH2 S 481 7015 TERT S
132 2065 ERBB3 S 307 4437 MSH3 S 482 80312 TET1 S
133 2066 ERBB4 S 308 2956 MSH6 S 483 54790 TET2 S
134 2067 ERCC1 S 309 4485 MST1 S 484 7030 TFE3 S
135 2068 ERCC2 S 310 4486 MST1R S 485 7037 TFRC S
136 2071 ERCC3 S 3N 2475 MTOR S 486 7046 TGFBR1 S
137 2072 ERCC4 S 312 4595 MUTYH S 487 7048 TGFBR2 S
138 2073 ERCC5 S 313 4602 MYB S 488 55654 TMEM127 S
139 2078 ERG S, F 314 4609 MYC S 489 7113 TMPRSS2 S, F
140 54206 ERRFI1 S 315 4610 MYCL S 490 7128 TNFAIP3 S
141 2099 ESR1 S, F 316 4613 MYCN S 491 8764 TNFRSF14 S
142 2113 ETS1 S 317 4615 MYD88 S 492 7150 TOP1 S
143 2115 ETV1 S, F 318 4654 MYOD1 S 493 7153 TOP2A S
144 2118 ETV4 S, F 319 4665 NAB2 S 494 7157 TP53 S
145 2119 ETVS S 320 4683 NBN S 495 8626 TP63 S
146 2120 ETV6 S 321 8202 NCOA3 S 496 7186 TRAF2 S
147 2130 EWSR1 S 322 9611 NCOR1 S 497 84231 TRAF7 S
148 2146 EZH2 S 323 257194 NEGR1 S 498 7248 TSC1 S
149 54855 FAM46C S 324 4763 NF1 S 499 7249 TSC2 S
150 2175 FANCA S 325 4771 NF2 S 500 7253 TSHR S
151 2176 FANCC S 326 4780 NFE2L2 S 501 7307 U2AF1 S
152 2177 FANCD2 S 327 4792 NFKBIA S 502 7422 VEGFA S
153 2178 FANCE S 328 7080 NKX2-1 S 503 7428 VHL S
154 2188 FANCF S 329 4824 NKX3-1 S 504 79679 VTCN1 S
155 2189 FANCG S 330 4851 NOTCH1 S 505 8838 WISP3 S
156 55215 FANCI S 331 4853 NOTCH2 S 506 7490 WT1 S
157 55120 FANCL S 332 4854 NOTCH3 S 507 331 XIAP S
158 355 FAS S 333 4855 NOTCH4 S 508 7514 XPO1 S
159 2195 FAT1 S 334 4869 NPM1 S 509 7516 XRCC2 S
160 55294 FBXW7 S 335 4893 NRAS S 510 10413 YAP1 S
161 2246 FGF1 S 336 3084 NRG1 S, F 51 7525 YES1 S
162 2255 FGF10 S 337 64324 NSD1 S 512 57621 ZBTB2 S
163 2259 FGF14 S 338 4914 NTRK1 S, F 513 51341 ZBTB7A S
164 9965 FGF19 S 339 4915 NTRK2 S, F 514 463 ZFHX3 S
165 2247 FGF2 S 340 4916 NTRK3 S, F 515 7764 ZNF217 S
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Nr.
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FGF23
FGF3
FGF4
FGF5
FGF6
FGF7
FGF8
FGF9
FGFR1
FGFR2

(%)

(%)
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347
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350

Entrez-ID
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5063
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NUTM1
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PAK3
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T
T
T
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T
T
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T
T
T
T

S
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/T
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I/T
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Procedureprincipper

TSO Comprehensive (EU)-analysen er en distribueret test, der udferes ved hjaelp af ekstraheret nukleinsyre
som inputmateriale. DNA og/eller RNA ekstraheret fra FFPE-veev anvendes til at klargere biblioteker, der
herefter beriges for cancer-relaterede gener og sekventeres pa NextSeq 550Dx-instrument.

TSO Comprehensive (EU)-analysen involverer falgende processer.

Klargering og berigelse af bibliotek — | alt 40 ng RNA konverteres til dobbeltstrenget komplementser DNA
(cDNA). For genomisk DNA (gDNA) skeaeres 40 ng gDNA over i sma fragmenter. Universelle adaptere til
sekventering ligeres pa cDNA'et og gDNA-fragmenterne. P5- og P7-indekssekvenser inkorporeres i hvert
bibliotek for at muliggere indfangning af biblioteksfragmenter pa overfladen af flowcellen under
sekventering. Indsekserne omfatter en unik sekvens til at identificere hver individuelle prgve og, i tilfaelde af
biblioteker fra gDNA-praver, indviduelle molekyler ved hjaelp af unikke molekyleere identifikatorer (UMl'er).
Herefter beriges bibliotekerne for de specifikke gener af interesse baseret pa en indfangningsmetode.
Biotinylerede probesekvenser, der spander over genregionerne af interesse, som analysen er mélrettet
mod, hybridiseres til bibliotekerne. Proberne og de hybridiserede, malrettede biblioteker isoleres fra ikke-
malrettede biblioteker ved indfangning med streptavidin magnetiske perler. De mélrettede, berigede
biblioteker vaskes og amplificeres. Kvantiteten af hvert beriget bibliotek normaliseres herefter ved hjeelp af
en perlebaseret metode for at sikre en ligelig fordeling af de samlede biblioteker til sekventering.

Sekventering og primaer analyse — Normaliserede, berigede biblioteker samles i klynger pa en flowcelle og
sekventeres ved hjeelp af sekventering ved syntesekemi (SBS) pa NextSeq 550Dx. SBS-kemi anvender en
reversibel terminator-metode til at detektere enkelte, fluorescensmaerkede
deoxynukleotidtriphosphatbaser (dNTP), nar de inkorporeres i voksende DNA-strenge. Under hver
sekventeringscyklus tilfgjes en enkelt dNTP til nukleinsyrekaaden. dNTP-maerkatet fungerer som en
terminator for polymerisering. Efter hver inkorporering af dNTP bruges det fluorescerende farvestof til at
identificere basen og spaltes herefter for at muliggere inkorporering af det naeste nukleotid. Fire reversible,
terminator-bundne dNTP'er (A, G, T og C) er til stede som enkelte, separate molekyler. Som felge heraf
minimerer naturlig konkurrence inkorporeringsbias. Under den primeere analyse foretages
basebestemmelser direkte fra signalintensitetsmalinger under hver sekventeringscyklus, hvilket resulterer i
base-for-base-sekventering. Der tildeles en kvalitetsscore til hver basebestemmelse.

Sekundeer analyse — Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul er
integreret i NextSeq 550Dx-instrumentet som en del af Local Run Manager (LRM) softwaren for at formidle
TSO Comprehensive (EU)-kgrselskonfigurationen og foretage den sekundaere analyse af
sekventeringsresultaterne. Sekundaer analyse omfatter validering af kerslen og kvalitetskontrol, efterfulgt
af demultipleksering, generering af FASTQ-fil, alignment og variationsbestemmelse. Demultipleksering
adskiller data fra samlede biblioteker baseret pa de unikke sekvensindekser, der blev tilfart under
proceduren til klargering af bibliotek. Midlertidige FASTQ-filer genereres, der indeholder
sekventeringslasninger for hver prgve samt kvalitetsscorer, hvor laesninger fra alle clustre, der ikke
passerede filteret, udelukkes. Sekventeringslaesningerne tilpasses herefter i forhold til et referencegenom
for at identificere en relation mellem sekvenserne og tildeles en score baseret pa omrader med
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lighedspunkter. Tilpassede leesninger skrives til filer i BAM-format. Analysesoftwaren anvender separate
algoritmer til biblioteker genereret fra DNA- og/eller RNA-praver til at bestemme sma DNA-variationer,
genamplifikationer, TMB og MSI for DNA-prgver og fusioner og splejsningsvariationer for RNA-praver.
Analysesoftwaremodulet genererer flere output, herunder sekventeringsmalinger og
variationsbestemmelsesfiler (VCF). VCF-filer indeholder oplysninger om variationer fundet ved specifikke
positioner i et referencegenom. Sekventeringsmalinger og individuelle output-filer genereres for hver prove.
Se Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul Vejledning til arbejdsgang
(dokumentnr. 200008661) for detaljer om sekundeer og tertizer analyse.

Terticer analyse — Tertiaer analyse, der udf@res af Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU)-analysemodul, bestar af TMB- og MSI-beregninger, ledsagende diagnostikbestemmelser,
tumorprofilering af variationer i to niveauer af klinisk signifikans ved hjaelp af en videnbase (KB) og
vaevstypen og generering af en rapport over resultaterne. Tumorprofilering kan ogsa kaldes omfattende
genomprofilering. De fortolkede resultater for variation, samt resultater for TMB- og MSI-biomarkarer,
opsummeres i TSO Comprehensive (EU)-resultatrapporten.

Procedurens begraensninger

Kun til in vitro diagnostisk brug.

Ma kun anvendes pa ordination. Testen skal anvendes i overensstemmelse med forordninger for kliniske
laboratorier.

Listen over genomfund i Tabel 2 over tilsigtet brug er ikke foreskrevet eller endegyldig til malrettet brug af
eventuelt specifikt terapeutisk produkt.

Der er ikke foretaget klinisk validering af variationer, der er anfert i TSO Comprehensive (EU)-
resultatrapporten under Genomfund med evidens for klinisk signifikans og Genomfund med potentiel klinisk
signifikans.

Beslutninger vedrerende patientpleje og behandling skal vaere baseret pa den behandlende laeges
uafhaengige, medicinske vurdering under hensyntagen til alle gaeldende oplysninger om patientens forhold
og familiehistorik, fysiske undersggelser, oplysninger fra andre diagnostiske test og patientpraeferencer i
overensstemmelse med standarden for pleje i et givet samfund.

Kvaliteten af FFPE-prgven varierer meget. Praver, der ikke har undergaet standardprocedurer for fiksering,
genererer muligvis ikke ekstraherede nukleinsyrer, der opfylder kravene til analysens kvalitetskontrol
(Kvalitetskontrol pa side 77). FFPE-blokke, der har vaeret opbevaret i mere end fem ar, har udvist lavere
validitet.

Ydeevnen for TSO Comprehensive (EU) i prever, der stammer fra patienter, der har faet foretaget organ-
eller veevstransplantation, er ikke blevet evalueret.
| hgjt omarrangerede genomer med deletioner og tab af heterozygositet kan TSO Comprehensive (EU)-

softwaren fejlagtigt klassificere en DNA-prgve som kontamineret (CONTAMINATION_SCORE > 3106 og p-
veerdi > 0,049).
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* Etnegativt resultat udelukker ikke tilstedevaerelsen af en mutation, der er under analysens
detektionsgraense (LoD).

* Foelsomheden af detektering af sma DNA-variationer kan veere pavirket af:
— Genomisk kontekst med lav kompleksitet
— Stigende variationslaengde

* |defglgende sammenhaenge kan TMB-scorer veere ungjagtige:

— Hvis tumorindholdet nar niveauer, hvor kimcelle- og somatisk variationsallelfrekvenser (VAF'er)
konvergerer.

— Hos populationer, der ikke er godt repreesenteret i offentlige databaser.
* Felsomheden af detektering af fusioner kan vaere pavirket af:

— Lav bibliotekskompleksitet, hvilket medfarer en reduktion i understgttende leesninger som felge af
afvigelser i analysens arbejdsgang (f.eks. efter blandingstrinnene i Denaturering og annealing af RNA pa
side 42).

— Nar et enkelt gen omfatter begge brudpunkter.

— I tilfeelde, hvor flere brudpunkter for fusioner er taet pa hinanden med én eller flere partnere, rapporteres
flere brudpunkter og partnere muligvis som et enkelt brudpunkt og en enkelt partner.

— Ved sma median insert starrelser kraeves en minimum median insert stgrrelse pa 80 bp, men
felsomheden falder i intervallet 80-100 bp.

— Ved lav sekvenskompleksitet eller homologt genomisk indhold omkring fusionsbrudpunkter.
* Oplesning af gener i en fusion kan blive pavirket, nar fusionsbrudpunkter opstar i genomiske regioner, der

indeholder overlappende gener. Analysen rapporterer alle gener adskilt af semikolon, hvis flere gener
overlapper et brudpunkt.

* Inkonsekvent daekning i TERT-promotorregionen kan medfere No Result (Intet resultat) pa grund af lav
dybde.

* Annotationsfejl eller fejl i videnbasen kan medfere et falsk positivt eller falsk negativt resultat, herunder at
en variation anfares pa det forkerte niveau (mellem Genomfund med evidens for klinisk signifikans og
Genomfund med potentiel klinisk signifikans), eller annotationsoplysningerne i rapporten kan vaere forkerte.
Muligheden for fejl kan opsta fra tre kilder:

— TSO Comprehensive (EU)-variationsannotering. Der er en fejlrate pa ca. 0,0027 % baseret pa en analyse
af 2.448.350 variationer fra COSMIC v92, og muligheden for fejl er derfor lav.

— Fejlividenbase som fglge af processen til organisering eller inddeling i niveauer.

— Relevansen af videnbasens indhold aendrer sig over tid. Rapporten afspejler den tilgaengelige viden pa
det tidspunkt, hvor videnbasen blev organiseret.

— Variationer, der rapporteres i CDx-resultater, pavirkes ikke af annoterings- eller KB-fejl.
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TSO Comprehensive (EU) er designet til at rapportere somatiske variationer ved rapportering af variationer
med evidens for klinisk signifikans eller variationer med potentiel klinisk signifikans. Som en test
udelukkende med tumor er rapportering af kimcellevariation (nedarvet) mulig, men utilsigtet. TSO
Comprehensive (EU) bruger en KB til at rapportere variationer uden eksplicit at annotere, hvorvidt de er af
kimcelleoprindelse eller somatisk oprindelse.

Videnbasen omfatter udelukkende terapeutiske, diagnostiske og prognostiske tilknytninger, der er
relevante for variationer, som er til stede i en etableret solid malign neoplasme. Fglsomheds- eller
cancerrisikotilknytninger er ikke inkluderet i videnbasen.

Produktets komponenter

TruSight Oncology Comprehensive (EU)-testen bestar af felgende komponenter:

TruSight Oncology Comprehensive (EU) saet (lllumina katalognr. 20063092): Saettet indeholder reagenser
med tilstraekkelig volumen til at generere 24 DNA- og 24 RNA-biblioteker med kontroller, som omfatter
patientprever og kontroller. Kontroller saelges separat (se Nedvendige reagenser, medfalger ikke pa side
17).

Vidensbase: Opdateres regelmaessigt og kan downloades pa lllumina Lighthouse-portalen.

Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul (lllumina katalognr. 2005184 3%),
som indeholder fglgende komponenter og understatter tumorprofilering og NTRK:

— Kravpakker TSO Comprehensive (EU) v2.1.0 (Delnummer 20079589)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.6 Softwarepakke (Delnummer 20079588)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.6 USB-sat (Delnummer 20079591)

Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul (lllumina katalognr. 20051843%*),
som indeholder fglgende komponenter og understatter tumorprofilering og NTRK:

— Kravpakker TSO Comprehensive (EU) v2.0.0 (Delnummer 20051760)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.5 Softwarepakke (Delnummer 20075244)

— TSO Comprehensive (EU) v2.3.5 USB-sat (Delnummer 20075239)

* Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul: En lllumina
servicerepraesentant installerer den relevante version af TSO Comprehensive (EU)-analysemodul pa Local
Run Manager NextSeq 550Dx-instrument. Se Tabel 3 for vejledning til arbejdsgang og analysemodulets
softwareversion.

Tabel 3 Vejledning til arbejdsgang for TSO Comprehensive-analysemodulets softwareversion

Vejledning til

. Vaev TSO Comprehensive-softwareversion
arbejdsgang
200008661 FFPE v2.3.5 ellerv2.3.6
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Reagenser

Medfalgende reagenser

illumina

Folgende reagenser leveres sammen med TSO Comprehensive (EU)-saettet.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, Delnummer 20031127

Reagens Delnummer Stk. Volumen
First Strand 20031431 1 260 pl
Synthesis Mix

(FSM)

Second Strand Mix 20031432 1 720 i
(SSM)

Elution Primer Frag 20031433 1 250 pl
Mix (EPH3)

Reverse 20031434 1 70 ul
Transcriptase

(RVT)

Aktive stoffer Opbevaringstemperatur

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
derindeholder salte og

nukleotider

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
der indeholder salte,
DNA-polymerase, RNase

H og nukleotider

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
der indeholder salte og

vilkarlige hexamerer

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
der indeholder revers

transkriptase

TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze), Delnummer 20031118

Reagens Delnummer Stk. Volumen
End repair A-tailing 20031435 2 85 ul
A (ERAT-A)

End Repair A- 20031436 2 210 ul
tailing B (ERA1-B)

Adapter Ligation 20031437 2 1,73 mi

Buffer 1 (ALB1)
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Aktive stoffer Opbevaringstemperatur

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
der indeholder T4 DNA-
polymerase og

polynukleotidkinase

Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C
der indeholder salte og

nukleotider
Vandig bufferoplgsning, -25°Ctil-15°C

der indeholder salte
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Reagens

DNA Ligase 3
(LIG3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI Adapters v1
(UMI)

Stop Ligation
Buffer (STL)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Delnummer

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Stk.

Volumen

190 pl

290 pl

290 pl

480 I

550

Aktive stoffer

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder ligase

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder
universelle
oligonukleotider til
sekventering

Vandig bufferoplasning,
der indeholder
universelle
oligonukleotider til
sekventering

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder salte

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder DNA-
polymerase og
nukleotider

illumina

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate), Delnummer 20031119

Reagens

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample Purification
Beads (SPB)

TE Buffer (TEB)

Delnummer

20031444

20031442

20013443

Dokumentnr. 200007789 v06

Stk.

Volumen

12,4 ml

6,11 ml

10 ml
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Aktive stoffer

Vandig
bufferopl@sning, der
indeholder salte

Vandig opl@sning, der
indeholder magnetiske
perler

Tris EDTA-opl@sning

Opbevaringstemperatur

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C

2°Ctil8°C
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TruSight Oncology Comp UP Index Primers, Delnummer 20031120

illumina

Aktive stoffer: Bufret vandig oplasning indeholdende oligonukleotidprimere forsynet med individuel stregkode.

Bemeaerk

Indeksprimer

UPO1
UP02
UP03
UP04
UPO5
UP06
uP07
UPO8
UP09
UP10
UPT1
uP12
UP13
uP14
UP15
UP16

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, Delnummer 20031126

Brug unikke indeksprimere (UPxx) til RNA- eller DNA-prgver.

Delnummer

20031445
20031446
20031447
20031448
20031449
20031450
20031451
20031452
20031453
20031454
20031455
20031456
20031457
20031458
20031459
20031460

Stk.

Volumen

24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l
24l

i7-

indeks
D702
D707
D717
D706
D712
D724
D705
D713
D715
D703
D710
D701
D716
D714
D718
D719

i7-
sekvens
TCCGGAGA
CTGAAGCT
CGTAGCTC
GAATTCGT
AGCGATAG
GCGATTAA
ATTCAGAA
GAATAATC
TTAATCAG
CGCTCATT
TCCGCGAA
ATTACTCG
ACTGCTTA
ATGCGGCT
GCCTCTCT
GCCGTAGG

i5-

indeks
D503
D504
D509
D510
D513
D515
D501
D502
D505
D506
D517
D518
D511
D512
D514
D516

i5-
sekvens
AGGATAGG
TCAGAGCC
CATCCGAA
TTATGAGT
ACGAATAA
GATCTGCT
AGGCTATA
GCCTCTAT
CTTCGCCT
TAAGATTA
AGTAAGTA
GACTTCCT
AGAGGCGC
TAGCCGCG
TTCGTAGG
CGCTCCGC

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

Aktive stoffer: Bufret vandig oplgsning indeholdende oligonukleotidprimere forsynet med individuel stregkode.

A FORSIGTIG

Brug kun kombinatoriske indeksprimere (CPxx) til DNA-prever (FFPE-arbejdsgang).

Indeksprimer

CPO1
CP02
CPO3
CP04
CPO5
CPO6
CP0O7

Delnummer

20031461
20031462
20031463
20031464
20031465
20031466
20031467

Stk.

Dokumentnr. 200007789 v06

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Volumen

20 pl
20 pl
20 pl
20 pl
20 pl
20 pl
20 pl

indeks
D721
D723
D709
D71
D723
D709
D711

Sekventering

CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC

indeks
D507
D508
D519
D520
D507
D507
D507

Sekventering

ACGTCCTG

GTCAGTAC

CCGTCGCC

GTCCGAGG

ACGTCCTG

ACGTCCTG

ACGTCCTG

-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C

Opbevaringstemperatur
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Indeksprimer Delnummer Stk. Volumen ) Sekventerin . Sekventerin Opbevaringstemperatur
P indeks 9 indeks 9 P 9 P

CP08 20031468 1 20 pl D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CPO9 20031469 1 20l D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CP10 20031470 1 20 pl D71 TCTCGCGC D508 GTCAGTAC -25°Ctil-15°C
CPM 20031471 1 20l D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP12 20031472 1 20 pl D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP13 20031473 1 20l D71 TCTCGCGC D519 CCGTCGCC -25°Ctil-15°C
CP14 20031474 1 20 pl D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C
CP15 20031475 1 20l D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C
CP16 20031476 1 20 pl D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG -25°Ctil-15°C

TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate), Delnummer 20031123

Reagens Delnummer Stk. Volumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Target Capture 20031477 2 870 ul Vandig bufferoplgsning, der 2°Ctil8°C

Buffer 1 (TCB1) indeholder formamid og salte

Streptavidin 20031478 2 7,78 ml  Vandig bufferoplesning, der 2°Ctil8°C

Mag Beads indeholder salte og fast fase-

(SMB) paramagnetiske perler

kovalent coatet med
streptavidin

2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl Natriumhydroxidoplgsning 2°Ctil8°C
Elute Target 20031480 2 290 ul Vandig bufferoplasning 2°Ctil8°C
Buffer 2 (ET2)
Library 20031481 1 1,04 ml  Vandig bufferoplesning, der 2°Ctil8°C
Normalization indeholder fast fase-
Beads 1 (LNB1) paramagnetiske perler
Library 20031482 2 4,8 ml Vandig bufferoplgsning, der 2°Ctil8°C
Normalization indeholder salte,
Wash 1 (LNW1) 2-mercaptoethanol og

formamid
Library 20031483 2 3,5ml Vandig bufferoplgsning, der 2°Ctil8°C
Normalization indeholder salte
Storage Buffer 1
(LNS1)
Resuspension 20031444 1 12,4 ml  Vandig bufferoplesning, der 2° Ctil 8°C
Buffer (RSB) indeholder salte
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Reagens
Sample

Purification
Beads (SPB)

Delnummer

20031442

Volumen

6,11 ml

Aktive stoffer

Vandig oplgsning, der

indeholder magnetiske perler

illumina

Opbevaringstemperatur

2°Ctil8°C

TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze), Delnummer 20031121

Reagens

Target Capture
Additives 1 (TCA1)

Enhanced
Enrichment Wash
(EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

PCR Primer
Cocktail 3 (PPC3)

Library
Normalization
Additives 1 (LNAT)

PhiX Internal
Control (PX3 eller
PhiX)

Delnummer

20031486

20031487

20031488

20031441

20031490

20031491

20031492

Dokumentnr. 200007789 v06

Stk.

Volumen

521

50,4 ml

1,65 ml

550 pl

150 ul

4,6 ml

10 i
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Aktive stoffer

Vandig bufferoplgsning,
der indeholder
oligonukleotider

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder salte

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder
rensemiddel

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder DNA-
polymerase og
nukleotider

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder P5- og
P7-primere

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder salte,
2-mercaptoethanol og
formamid

Vandig bufferopl@sning,
der indeholder PhiX
genomisk DNA

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C

-25°Ctil-15°C
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TruSight Oncology Comp Content Set, Delnummer 20031122

Reagens Delnummer Stk. Volumen Aktive stoffer Opbevaringstemperatur
Oncology RNA Probe 20031494 1 290 i Oligonukleotid- -25°Ctil-15°C
Pool (OPR1) probepool

Oncology DNA Probe 20031495 1 290 ul Oligonukleotid- -25°Ctil-15°C
Pool 2 (OPD2) probepool

Naedvendige reagenser, medfelger ikke

Reagenser prae-amplifikation

* Reagenser til ekstraktion og oprensning af DNA og RNA - Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pa side 24 for krav til reagenser.

* Reagenser til kvantificering af DNA og RNA - Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa
side 24 for krav til reagenser.

* TruSight Oncology DNA Control (lllumina katalognr.20065041)
* TruSight Oncology RNA Control (llluminakatalognr.20065042)
* Ethanol 100 % (200 proof) til molekyleerbiologi

* RNase/DNase-frit vand

Reagenser efter amplifikation

* NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklusser) (lllumina katalognr. 20028871)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cyklusser)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser)
— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cyklusser)

* Ethanol 100 % (200 proof) til molekyleerbiologi

* RNase/DNase-frit vand
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Opbevaring og handtering af reagens

* Folgende reagenseesker afsendes frosne. Opbevares ved -25 °C til -15 °C.

FEske Delnummer Laboratorieomrade

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) 20031118 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) 20031121 Post amplifikation
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Post amplifikation

A FORSIGTIG

Opbevar ikke reagenser pa et frostfrit opbevaringssted eller i rum i keleskabsderen.

* Folgende reagensaesker afsendes pa gelpakker for at opretholde en temperatur pd 0 °C til 10 °C. Opbevares
ved 2 °C til 8 °C.

Aske Delnummer Laboratorieomréde
TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) 20031119 Prae-amplifikation
TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) 20031123 Post amplifikation

A FORSIGTIG

Reagenser, der indeholder perler (LNB1, SPB og SMB), ma ikke fryses.

* /Endringer i reagensernes udseende kan vaere tegn pa nedbrydning af materialerne. Reagenserne ma ikke
anvendes, hvis de andrer udseende (f.eks. farveaendring eller uklarhed).

* Stabiliteten af TSO Comprehensive (EU)-analysen er blevet evalueret og ydeevne pavist for op til fire
anvendelser af saettet. Ved opbevaring ved de indikerede temperaturer er reagenserne stabile indtil den
udlgbsdato, der er anfart pa aeskens maerkat.
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Udstyr og materialer

illumina

Nodvendigt udstyr og nedvendige materialer, medfelger

ikke

Udstyr og materialer prae-amplifikation

Udstyr

Ultrasonikator med tilknyttet ekstraudstyr
Se Optimering af ultrasonikatorer til fragmentering af DNA pa side 22.

Termocykler med felgende specifikationer:

» Opvarmet Iag, der kan indstilles til 30 °C og 100 °C (eller slukket, hvis
det ikke kan opvarmes til 30 °C)

« Omfatter et temperaturinterval pa 4 °C til 99 °C

o Temperaturpreaecision: = 0,25 °C

» Kompatibel med 96-brgnds PCR-plader, 0,2 ml (polypropylen)

e Se Temperatureendringshastighed for termocykler pa side 23

Vortexblander
Mikropreveinklubatorer (2) med indsatser til 96-brends MIDI-plader (2)
Mikrocentrifuge

Centrifugér (ved hjeelp af pladecentrifuge) med felgende kapaciteter:
» Centrifugering af 96-brgnds mikroplader
» Kapacitet til 280 x g

Pladeomryster med folgende kapaciteter:
e 2 mm orbital radius
e Kan omryste ved 1200 og 1800 o/min.

Kile eller rulle til forsegling

Magnetisk holder med fglgende specifikationer:

» Designet til paramagnetisk perleudfaeldning/-separation
» Magneter pa siden af holderen, ikke i bunden

o Til 96-brgnds MIDI-plader
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Udstyr Leverander

Preecisionspipetter Almen laboratorieleverandar
o 20 pl enkelt- eller multikanalpipette

o 200 ul enkelt- eller multikanalpipette

» 1000 pl enkelt- eller multikanalpipette

Der opfylder felgende krav:

« Kalibreret regelmaessigt, inden for en ngjagtighed pa 5 %.

Pipettehjeelper Almen laboratorieleverander
10 ml serologiske pipetter Almen laboratorieleverandar
Selvklaebende forseglinger til 96-brgnds plader med fglgende Almen laboratorieleverander

specifikationer:

o Optisk klar polyester, der kan afpilles

o Passer til PCR-plader med skart eller halvskart

o Steerkt kleebemiddel, der kan modsta flere temperaturaendringer fra
-40°Ctil 110 °C

» DNase/RNase-frit

1,7 ml mikrocentrifugerar, nukleasefrit Almen laboratorieleverandar

Nukleasefri reagensreservoirer (PVC, skal til engangsbrug, 50 ml) (eller ~ Almen laboratorieleverander
tilsvarende)

15 ml koniske rer Almen laboratorieleverandar
50 ml koniske rer Almen laboratorieleverander
20 pl aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
200 pul aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
1000 pul aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverandar
96-brends opbevaringsplader, 0,8 ml (MIDI-plader) Fisher Scientific, delnr. AB-

0859 eller tilsvarende

96-brands PCR-plader, 0,2 ml (polypropylen) Almen laboratorieleverandar

Udstyr og materialer efter amplifikation

Udstyr Leverander

NextSeq 550Dx instrument lllumina, katalognr.
20005715

Centrifugér (ved hjeelp af pladecentrifuge) med felgende kapaciteter: Almen laboratorieleverander

o Centrifugering af 96-brends mikroplader
» Kapacitet til 280 x g
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Udstyr

Termocykler med falgende specifikationer:

» Opvarmet lag (100 °C)

Omfatter et temperaturinterval p& 4 °C til 99 °C
Temperaturpraecision: £ 0,25 °C

Kompatibel med 96-brands PCR-plader, 0,2 ml (polypropylen)
Se Temperaturaendringshastighed for termocykler pa side 23

Vortexblander
Mikropreveinkubator med indsats til 96-brends MIDI-plader

Ter varmeblok med fglgende specifikationer:

» Temperaturinterval pa 25 °C til 99 °C

o Temperaturpraecision: + 5 °C

» Kontrollér, at mikrocentrifugerer er kompatible med varmeblokken

Pladeomryster med felgende kapaciteter:
e 2 mm orbital radius
o Kan omryste ved 1200 og 1800 o/min.

Mikrocentrifuge
Kile eller rulle til forsegling

Magnetisk holder med fglgende specifikationer:

» Designet til paramagnetisk perleudfaeldning/-separation
» Magneter pa siden af holderen, ikke i bunden

o Til 96-brgnds MIDI-plader

Praecisionspipetter

o 20 pl enkelt- eller multikanalpipette

e 200 ul enkelt- eller multikanalpipette

» 1000 pl enkelt- eller multikanalpipette

Der opfylder felgende krav:

« Kalibreret regelmaessigt, inden for en ngjagtighed pa 5 %.

Pipettehjeelper

10 ml serologiske pipetter

Selvklaebende forseglinger til 96-brgnds plader med falgende

specifikationer:

o Optisk klar polyester, der kan afpilles

o Passer til PCR-plader med skart eller halvskart

o Steerkt kleebemiddel, der kan modsta flere temperaturaendringer fra
-40°Ctil 110 °C

» DNase/RNase-frit
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Udstyr Leverander
Mikrocentrifugergr, nukleasefrit Almen laboratorieleverander

Nukleasefri reagensreservoirer (PVC, skal til engangsbrug, 50 ml) (eller  Almen laboratorieleverandar
tilsvarende)

15 ml koniske rgr Almen laboratorieleverander
50 ml koniske rar Almen laboratorieleverandar
20 pl aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
200 pl aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
1000 pul aerosolbestandige pipettespidser Almen laboratorieleverander
96-brands opbevaringsplader, 0,8 ml (MIDI-plader) Fisher Scientific, delnr. AB-

0859 eller tilsvarende

96-brends PCR-plader, 0,2 ml (polypropylen) Almen laboratorieleverander

Optimering af ultrasonikatorer til fragmentering af DNA

DNA-fragmentering eller -afklipning har indflydelse pa analysens ydeevne ved bestemmelse af fordeling af
fragmentstarrelse, der til gengaeld pavirker sekventeringsdaekningen. Flere konfigurationer malrettet mod
ultrasonikering blev evalueret og optimeret for TSO Comprehensive (EU)-analysen (Tabel 4). Afklipningstiden
blev justeret for at maksimere malingen MEDIAN_EXON_COVERAGE beskrevet under Kvalitetskontrol pa side
77. Afklipningstiden (markeret med fed i Tabel 4) afveg pa tvaers af konfigurationer, og det samme gjorde
resultaterne for MEDIAN_INSERT_SIZE. Alle tre konfigurationer blev testet med rer med 8 strimler. De anvendte
volumener vises i Tabel 4.

Optimering af konfiguration 3 (punkttransducer, ikke-afgasset vand, vandbad med lille volumen) anvendte
pulsering og havde den korteste afklipningstid, hvilket resulterede i en lidt sterre fordeling af fragmentstgrrelse
sammenlignet med de to andre konfigurationer (MEDIAN_INSERT_SIZE var ca. 5-10 basepar sterre). Derudover
kreevede konfiguration 3 et aget DNA-input (50 ng) for at opna lignende MEDIAN_EXON_COVERAGE i forhold til
de to andre konfigurationer, der brugte det nominelle input pa 40 ng. Konfiguration 3 har mere skade og/eller
denaturering, og har derfor en reduceret effektiv masse af brugbare dsDNA-molekyler til klargering af bibliotek.

Centrifugér rerene til afklipning under gendannelsesprocessen for at sikre, at den specificerede volumen
hentes, da ethvert tab af materiale kan pavirke ydeevnen i negativ retning.
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Tabel 4 Evaluerede konfigurationer malrettet mod ultrasonikering

Konfiguration

Parameter 1 2 3
Transducer Linje Punkt Punkt
Volumen for vandbad 5L 5L 85 ml
Afgasset vand Ja Ja Nej
Vandkeler Ja Ja Ja
Vandbadets temperatur 7°C 7°C 12 °C
Spidseffekt (PIP) 450 W 175 W 50w
% driftscyklus 30 10 30
Cyklusser pr. burst 200 200 1000
Pulsering (10 sekunder burst) Nej Nej Ja
Afklipningstid 250 s 280s 200 s
Behandling af prever 1-8 1 1
Batchsterrelse 1-96 1-96 1-8
Glasrer med en prevestarrelse pa 8 strimler 130 i 130 i S50 ul
Akvivalent DNA-input (til median exondaskning) 40 ng 40 ng 50 ng

* Afklipningstiden p& 200 sekunder bestar af 10 sekunders bursts med 20 gentagelser.

Temperaturaendringshastighed for termocykler

Temperaturaendringshastigheden for termocykler pavirker kvalitetskontrolmélinger — Brugbare MSI-steder,
median bin-teelling pr. CNV-mal, median insert sterrelse (RNA) — samt understgttende laesninger for
splejsningsvariationer og fusioner. Optimering af temperaturaendringshastigheden for termocykler anbefales.
En testet model blev f.eks. justeret fra en standard (og maksimal) andringshastighed pa 5 °C til 3 °C for at opna
sammenlignelige resultater med andre modeller med lavere standard aendringshastigheder.
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Prgveindsamling, transport og opbevaring

Folg standardprocedure ved indhentning, transport, opbevaring og behandling af prever.

Krav til prover

FFPE-veaev

TSO Comprehensive (EU)-analysen kraever 40 ng RNA og/eller 40 ng DNA ekstraheret fra FFPE-vaev. Brug af
bade RNA og DNA muligger analyse af alle kraevede variationstyper. Vaevet skal fikseres ved hjeelp af
formalinfiksativ, der er egnet til molekylaeranalyser (f.eks. 10 % neutral-bufret formalin). Veev ma ikke afkalkes.
Inden TSO Comprehensive (EU)-analysen udferes, skal vaevet undersgges af en patolog for at sikre, at det er
egnet til denne test. Der kraeves et tumorindhold p& minimum 20 % (efter omrade) for at detektere somatiske
aktiverende mutationer. Der kraeves et tumorindhold pa minimum 30 % for at detektere MS-hgj. Tumorindholdet
i genamplifikationer og RNA-variationer afhaenger af omfanget af amplifikation eller fusionsekspression (se
Tumorindhold pé side 95).

For at opna stor sandsynlighed for at ekstrahere 40 ng RNA og 40 ng DNA fra en raekke solide vaevstyper er den
anbefalede volumen = 1,0 mm?3, hvilket svarer til et kumulativt levedygtigt vaevsomrade pd = 200 mm? ved
hjeelp af 5 um tykke sektioner eller = 100 mm? ved hjeelp af 10 um tykke sektioner. Det kumulative veevsomrade
er summen af det levedygtige vaavsomrade i alle sektioner, der sendes til ekstraktion. Et kumulativt
vaevsomrade pa 200 mm? kan f.eks. opn&s ved at ekstrahere fire 5 um sektioner med 50 mm? veevsomréde
hver eller fem 10 um sektioner med 20 mm? vaevsomrade hver. Vaevsnekrose kan reducere udbyttet af
nukleinsyre. For at minimere muligheden for resultater med falsk negativ kan veevet makrodissekeres for at
opna et gnsket levedygtigt tumorindhold.

Heajt indhold af nekrotisk vaev (= 25 %) kan forstyrre TSO Comprehensive (EU)-analysens evne til at detektere
genamplifikationer og RNA-fusioner.

Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring

* Ekstrahér RNA og DNA fra FFPE-vaevsprever ved hjaelp af kommercielt tilgeengelige ekstraktionssaet.
Forskelle i ekstraktionssaet kan pavirke ydeevnen. Se Evaluering af seet til nukleinsyreekstraktion pa side 87.

* Opbevar ekstraheret stamnukleinsyre i henhold til instruktionerne fra producenten af ekstraktionssaettet.

* Foratundga andringer i koncentrationen over tid skal DNA og RNA males, lige inden klargering af bibliotek
pabegyndes. Kvantificér RNA og DNA ved hjzelp af en metode til fluorometrisk kvantificering, der anvender
farvestoffer, som binder nukleinsyre. Nukleinsyrekoncentrationen skal vaere gennemsnittet af mindst tre
malinger.

* Analysen kraever 40 ng af hver RNA-prgve klargjort i RNase/DNase-frit- vand (medfglger ikke) med en
endelig volumen pa 8,5 ul (4,7 ng/ul).
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illumina

* Analysen kraever 40 ng af hver gDNA-prgve med en minimum ekstraktionskoncentration pa 3,33 ng/ul.
Afklipning kreever en endelig volumen pa 52 ul (0,77 ng/ul) med minimum 40 ul TEB (medfelger) anvendt

som fortynder.

Biblioteksopbevaring

Du kan opbevare biblioteker i PCR-plader med lav binding i 7 til 30 dage, afhaengigt af bibliotekstype (se Tabel

5).

Tabel 5 Opbevaringstider for bibliotek

Bibliotekstype Plade
cDNA PCF PCR
Fragmenteret gDNA LP PCR
Inden berigelse ALS PCR
Efter berigelse ELU2 PCR
PCR efter berigelse PL PCR
Normaliseret NL PCR
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Antal dage
<7

<7

=30

<7

=30
<30

Opbevaringstemperatur

-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
-25°Ctil-15°C
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Advarsler og forholdsregler

Sikkerhed

1. Visse bestanddele af denne analyse indeholder potentielt farlige kemikalier. Inhalation, indtagelse,
hudkontakt og sjenkontakt kan resultere i personskader. Anvend beskyttelsesudstyr, herunder briller,
handsker og laboratoriekittel, der giver tilstraakkelig beskyttelse mod eksponeringsfaren. Anvendte
reagenser skal handteres som kemisk affald og bortskaffes i overensstemmelse med gaeldende
regionale, nationale og lokale love og forordninger. Du kan se sikkerhedsdatabladet (SDS) pa
support.illumina.com/sds.html.

Alle prever skal handteres, som om de er infektigse.

3. Overhold laboratoriets rutinemaessige forholdsregler. Ma ikke pipetteres med munden. Der ma ikke
indtages mad og drikke eller ryges i arbejdsomraderne. Anvend engangshandsker og laboratoriekittel ved
handtering af prever og analysereagenser. Vask haenderne grundigt efter handtering af prever og
analysereagenser.

Laboratorie

1. For at forhindre kontamination skal laboratoriet indrettes med en ensrettet arbejdsgang. Omrader til fer og
efter amplifikation skal have dedikeret udstyr og materialer (f.eks. pipetter, pipettespidser, vortexblandere
og centrifuge). For at forhindre overfersel af amplifikationsprodukt eller probe skal man undga at returnere
til omradet, der anvendes for amplifikation, ndr man er gaet ind i omradet, der anvendes efter amplifikation.

2. Udfer trinnene Indeks PCR og Berigelse i et omrade, der anvendes efter amplifikation for at forhindre
overfgrsel af amplifikationsprodukt.

3. Procedurerne til klargering af bibliotek kraever et RNase/DNase-frit- miljg. Dekontaminér arbejdsomraderne
grundigt med et RNase/DNase-inhiberende- rensemiddel. Brug plast, der er certificeret til at veere fri for
DNase, RNase og humant genomisk DNA.

4. For procedurer efter amplifikation skal arbejdsomraderne rengeres grundigt fer og efter hver procedure
med en frisk fremstillet 0,5 % natriumhypochloritoplgsning (NaOCI). Lad blandingen veere i kontakt med
overflader i 10 minutter, og ter efter med 70 % ethyl- eller isopropylalkohol.

5. Brug nukleasefrie mikrocentrifugerer, plader, pipettespidser og reservoirer.

6. Brug kalibreret udstyr gennem hele analysen. Serg for at kalibrere udstyret til de hastigheder, temperaturer
og volumener, der er angivet i denne protokol.

7. Brug preecisionspipetter for at sikre ngjagtig levering af reagens og preve. Kalibrér regelmaessigt i henhold
til producentens specifikationer.

8. Brug felgende retningslinjer ved brug af multikanalpipetter:
* Pipettér minimum = 2 ul.

* Sorg for, at barrierespidserne sidder godt fast og er egnet til multikanalpipettens maerke og model.
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* Fastger spidserne med en rullende bevaegelse for at sikre, at alle spidser sidder lige godt fast.
* Opsugien vinkel pd 90° med lige volumenniveauer af vaeske pa tvaers af alle spidser

* Bland alle komponenter efter levering ved at pipettere reaktionsblandingen op og ned.

* Efter dispensering skal det sikres, at vaeske dispenseres fra alle spidser.

9. Searg for at bruge udstyr specificeret til analysen og indstille programmerne som anvist.

10. Angivne temperaturer for termocykleren og mikropreveinkubatoren indikerer reaktionstemperaturen, ikke
ngdvendigvis den temperatur, der er angivet for udstyret.

Analyse

1. Undgé krydskontaminering.

* Folg korrekt laboratoriepraksis ved handtering af prever og reagenser.

* Brug nye engangslaboratorieartikler og pipettespidser mellem hver prgve og mellem dispensering af
reagenser.

* Brug aerosolbestandige spidser for at reducere risikoen for krydskontaminering.

* Brug en ensrettet arbejdsgang, nar du bevaeger dig fra omrader for amplifikation til omrader efter
amplifikation.

* Handtér og dbn kun én indeksprimer ad gangen. Luk hvert indeksrar umiddelbart efter brug. Ekstra
haetter fglger med saettet.

* Skift handsker ofte og hvis de kommer i kontakt med indeksprimere eller praver.

*  Fjern ubrugte indeksprimerrar fra arbejdsomradet.

* Reagenser ma ikke returneres til opbevaringsrer efter brug med et striprer, en skal eller et reservoir.

* Bland prever med en pipette, og centrifugér pladen, hvor det er angivet.

*  Brug en mikropladeomryster. Bland ikke pladerne pa vortexblander.

2. Byt ikke om pa analysekomponenter fra forskellige reagenssaetpartier. Reagenssaetpartier er identificeret
pa meerkatet pa aesken til reagenssaettet og pa masterpartiets ark.

3. Korrekt laboratoriepraksis kraeves for at forhindre, at nukleaser og PCR-produkter kontaminerer reagenser,
instrumentering, praver og biblioteker. Kontaminering med nuklease og PCR-produkter kan medfgre
ungjagtige og upalidelige resultater.

4. Korrekt pladetype kreeves for optimal analyseydeevne og opbevaring. Serg for at fglge instruktionerne til
overfersel af plade i Brugsvejledning pa side 37.

5. Manglende overholdelse af de beskrevne fremgangsmader kan medfere fejlagtige resultater eller betydeligt
nedsat bibliotekskvalitet.

6. Fortsaet straks til naeste trin, medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt i Brugsvejledning pa side 37.

7. Opbevar analysereagenserne og -bestanddelene ved de specificerede temperaturer i de angivne omrader
til anvendelse far-amplifikation og efter-amplifikation.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.

25.
26.
27.

28.

Opbevar ikke reagenser pa et frostfrit opbevaringssted eller i rum i keleskabsdaren.
Reagenser, der indeholder perler (LNB1, SPB og SMB), ma ikke fryses.
Brug ikke reagenser, der har vaeret opbevaret forkert.

Afvig ikke fra de procedurer, der er angivet for blanding og handtering for hver reagens. Utilstraekkelig
blanding eller for lang tids blanding pa vortexblander kan medfgre mislykkede preveresultater.

Klarger friske masterblandinger, og kassér den resterende volumen efter brug.

Klarger altid frisk 80 % ethanol med RNase/DNase-frit vand til vasketrinnene. Ethanol kan absorbere vand
fra luften, hvilket kan pavirke resultaterne. Kassér 80 % ethanol efter brug i overensstemmelse med lokale,
statslige og/eller fgderale forordninger.

Overfgr den angivne volumen af eluat. Overfersel af mindre end den angivne volumen af eluat under
elueringstrinnene kan pavirke resultaterne.

Brug felgende retningslinjer for ultrasonikatorer. Serg for at felge producentens instruktioner.

* Tilfaj gDNA til ultrasonikatorreret langsomt for at undga, at der dannes bobler. Overdrevet mange
bobler eller en luftliomme i rgret til afklipning kan fare til ufuldsteendig fragmentering.

* Dispensér til ultrasonikatorrer langsomt, og undga at sprejte.

* For at undga vaeskeforskydning og tab af preve ma pipettespidsen ikke indsaettes i bunden af
ultrasonikatorreret ved fjernelse af fragmenteret DNA.

Pipettér ikke mindre end 2 pl prgveinput.

Brug ikke en skal til at dispensere reagenser i trin, der kraever tilfersel af mindre end 10 pl materiale til hver
prevebrend.

Brug en P20-pipette ved overfersel af fragmenteret gDNA-prave fra ultrasonikatorrerene til LP-pladen.
UMI- og SUA1-adaptere ma ikke kombineres.

Brug SUA1-adaptere sammen med RNA-praver.

Brug UMI-adaptere sammen med DNA-prover.

Tildel forskellige indeksprimere til hver biblioteksprave for unik identifikation af hvert bibliotek, nar det
samles til sekventering pa en enkelt flowcelle.

CPxx- og UPxx-indeksprimere ma ikke kombineres i samme bibliotek.

Uoverensstemmelser mellem prever og indeksprimere medferer rapportering af forkerte resultater pa grund
af manglende identifikation af positiv preve. Indtast preve-ID'er, og tildel indekser i Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul, inden du begynder klargaring af biblioteket.
Registrér preve-ID'er, indeksering og retning for pladebrend som reference under klargering af bibliotek.

For biblioteker afledt fra RNA-praver skal der kun bruges UPxx-indekser.
For biblioteker afledt fra DNA-prever skal der bruges UPxx-indekser eller CPxx-indekser.

Sekventér 8 RNA-biblioteker og 8 DNA-biblioteker pr. flowcelle. Se Antal biblioteker og valg af indekser pa
side 34.

Sekventér mindst tre biblioteker. Falg retningslinjerne i Antal biblioteker og valg af indekser pa side 34.
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29. Efter bindingstrinnene i Indfang Targets One pa side 57 og Indfang Targets Two pa side 61 skal du med det
samme fortsaette til vasketrinnet for at forhindre, at perlepelleten terrer.

30. Under vasketrinnene skal det sikres, at alt 80 % ethanol fjernes fra bunden af brgndene. Resterende ethanol
kan pavirke resultaterne.

31. Felg de angivne antal vaske specificeret i Brugsvejledning pa side 37 for at opna optimal analyseydeevne.

32. Under proceduren Normalisering af biblioteker pa side 67 skal bibliotekets perlepellet resuspenderes meget
omhyggeligt for at opna ensartet clusterdensitet pa flowcellen.
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Procedurenoter

TSO Comprehensive (EU)-arbejdsgangen kan udferes i henhold til falgende tidsplan.
— Dag 1: cDNA-syntese fra RNA-prover, DNA-fragmentering af gDNA-praver, klargering af bibliotek og
begynd hybridisering natten over (forste).

— Dag 2: Berigelse, normalisering af berigede biblioteker og overfersel af biblioteker pd NextSeq 550Dx-
instrument.

Hvis det ikke er muligt at udfere TSO Comprehensive (EU)-arbejdsgangen i henhold til denne tidsplan, er

der angivet adskillige sikre stoptidspunkter gennem hele protokollen. Fortseet straks til naeste trin,

medmindre der er angivet et sikkert stoptidspunkt i protokollen.

Biblioteker afledt fra RNA- og DNA-praver kan klargares pad samme tid i separate brende.

Tabeller til klarggring af masterblanding omfatter overskud af volumen for at sikre, at der er tilstraekkeligt
volumen til det antal pregver, der behandles.

Brug vand af molekylaer kvalitet, der er fri for nukleaser.

Efter tilfojelse af reagens skal spidsen renses ved at opsuge og dispensere én gang i den relevante brgnd i
pladen, medmindre andet er angivet i proceduren.

Stuetemperatur er defineret som 15 °C til 30 °C.

Termocyklerens programmer

Programmeér termocyklerens programmer pa udstyr til anvendelse fer og efter amplifikation, inden
protokollen startes.

Serg for, at PCR-pladerne passer ngjagtigt i termocykleren.

Brug plader anbefalet af termocyklerens producent.

Pafering og fijernelse af forsegling pa pladen

Forsegl altid pladerne med en ny, selvkleebende pladeforsegler. Forseglinger mé ikke genbruges.

Pladen forsegles ved pa sikker vis at pafere det selvklaebende overtraek med en kile eller rulle til forsegling.
Forsegl altid 96-brends pladen med ny, selvklaebende pladeforsegler, inden felgende trin i protokollen
udferes.

— Trin til omrystning af plade

— Centrifugeringstrin

— Termocyklertrin

— Hybridiseringer

— Langtidsopbevaring
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* Sorg for, at kanterne og brgndene er forseglede for at reducere risikoen for krydskontaminering og
fordampning.

* Placér pladen péa en jeevn overflade, inden forseglingen fjernes forsigtigt.

* Centrifugér ved 280 x g i et minut, inden forseglingen fjernes, hvis der observeres veeske eller
kondensdannelse pa forseglingen eller brendenes sidevaegge.

* Brug selvklaebende pladeforseglere, der er effektive ved -40 °C til 110 °C og egnet til PCR-plader med skart
eller halvskert.

Udstyr

* Seorg for, at laboratoriepersonalet er bekendt med producentes instruktioner for drift og vedligeholdelse af
udstyret, inden analysen startes.

Pladetype og overfarsler af plade

* Korrekt pladetype kraeves for optimal analyseydeevne og opbevaring.

* Ved overfagrsel af volumener mellem plader skal den specificerede volumen fra hver brgnd i en plade
overfgres til den tilsvarende brgnd i destinationspladen.

* Multikanalpipetter kan anvendes ved overfarsel af pr@ver mellem rerstrips eller plader.
* Brug felgende retningslinjer ved omrystning af plader.
— Brug en pladeomryster til at omryste pladerne. Bland ikke pladerne pa vortexblander.
— Omryst PCR-plader ved 1200 o/min.
— Omryst MIDI-plader ved 1800 o/min.
— Folg producentens instruktioner for at sikre, at pladeomrysteren holder pladen sikkert.

Centrifugering

* Narinstruktionerne i protokollen indikerer, at der skal centrifugeres kortvarigt, skal der centrifugeres ved
280 x g i1 minut.

* Centrifugér ved 280 x g i1 minut, hvis der observeres vaeske pa forseglingen eller siderne af brenden.

Handtering af reagenser

* Luk alle reagensrer teet til umiddelbart efter brug for at begraense fordampning og forhindre kontaminering.

* Satreagenserne tilbage ved de angivne opbevaringstemperaturer, nar der ikke laengere er behov for dem i
en procedure.

* Folg reagensklargeringen, der gar forud for hvert procedureafsnit i Brugsvejledning pa side 37.
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* Sorg for, at klargere den pakraevede volumen af masterblanding, elueringsblanding og 80 % ethanol til det
antal prgver, du behandler.

* Volumener angivet i tabeller over masterblanding og opl@sning indeholder overskud. Overskud af volumen
beregnes som felger.

* Tabel14
* Volumen af FSM = (7,2 pl) x (antal prever + kontroller) x (1,25).
* Volumen af FSM = (0,8 pl) x (antal praver + kontroller) x (1,25).
* Tabel 21
* Volumen af ERA1-B = (7,2 pl) x (antal biblioteker) x (1,20).
* Volumen af ERAT-A = (2,8 pl) x (antal biblioteker) x (1,20).
* Tabel 29
* Volumen af EE2 = (20,9 ul) x (antal biblioteker) x (1,364).
* Volumen af HP3 = (1,1 pl) x (antal biblioteker) x (1,364).
* Tabel 30
* Volumen af EE2 = (20,9 i) x (antal biblioteker) x (1,364).
* Volumen af HP3 = (1,1 ul) x (antal biblioteker) x (1,364).
* Tabel 36
* Volumen af LNA1T = (38,1 pl) x (antal biblioteker) x (2,0).
* Volumen af LNB1 = (6,9 pl) x (antal biblioteker) x (2,0).
* Tabel 37
* Volumen af EE2 = (30,4 pl) x (antal biblioteker) x (1,25).
* Volumen af HP3 = (1,6 ul) x (antal biblioteker) x (1,25).

Adapterseet

®* TSO Comprehensive (EU)-analysen omfatter UMI-adaptere og SUAT-adaptere.
* SUAT-adaptere er til brug med RNA-prover, ikke til DNA.
* UMI-adaptere er til brug med DNA-prgver, ikke til RNA.

Handtering af perler

* Tretyper perler er inkluderet i TSO Comprehensive (EU)-analysen (SPB, SMB og LNB1). Sarg for, at den
korrekte perletype anvendes under proceduren.

* Foretag det korrekte antal vaske for hver perletype.

* Sorgfor, at perlerne er ved stuetemperatur inden brug.
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* Bland perlerne i 1 minut for brug for at sikre homogenitet.
* Brug felgende retningslinjer, nar perlerne blandes med en pipette.
— Brug en pipette og spidsstarrelse, der passer til den volumen, du blander.
— Justér volumenindstillingen til ca. 50-75 % af prevevolumenen.
— Pipettérlangsomt uden at slippe pressestemplet.
— Undga at sprejte, og dannelse af bobler.

— Placér pipettespidsen over pelleten, og dispensér direkte ind i pelleten for at frigive perler fra brgnden
eller rgret.

— Serg for, at perlepelleten er helt oplgst. Oplasningen bar veere magrkebrun og have en homogen
konsistens.

— Vurdér, om der er en perlepellet til stede. Aspirér forsigtigt hele brendens perleoplasning i spidsen, og
se pa bunden af brendene.

* Hovis perlerne suges op i pipettespidsen under trinnene til magnetisk separation, skal du dispensere
perlerne tilbage pa pladebregnden pa den magnetiske holder. Vent, indtil veesken er klar (ca. 2 minutter), for
du fortseetter til neeste trin i proceduren.

* Nar perlerne vaskes:
— Brug den anbefalede magnetiske holder til pladen.
— Dispensér vaeske direkte pa perlepelleten, sdledes at perlerne pa brandens sider bliver vade.
— Bibehold pladen pa den magnetiske holder, indtil proceduren angiver, den skal fjernes.
— Ryst ikke pladen, mens den er pa den magnetiske holder.
— Forstyr ikke perlepelleten, mens den er pa den magnetiske holder.

* Nar perlerne vaskes, eller supernatanten fjernes, skal pipettespidserne vinkles i bunden af brendene for at
undga, at der dannes et vakuum, og at oplgsningen traekkes ind i pipettespidsernes filtre.

Laboratoriesporingsformular

* Laboratoriesporingsformular for TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokumentnr. 200009022) giver
en tjekliste over protokoltrin.
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Antal biblioteker og valg af indekser

Planleeg antallet af prgvebiblioteker og preveindekser for sekventeringskerslen inden kgrselskonfiguration. De
felgende retningslinjer for antal prever omfatter positive kontroller, men indeholder ikke negative
kontroller/kontroller uden skabelon (NTC'er). NTC'er skal fgjes til den planlagte k@rsel som en ekstra prove.

For TSO Comprehensive (EU) falges retningslinjerne i Tabel 6 og Tabel 7 ved bestemmelse af antallet af
biblioteker, nar der sekventeres péa én flowcelle.

Tabel 6 RNA- eller DNA-biblioteker til TSO Comprehensive (EU)

Bibliotekstype Minimum* Maksimum
RNA 3 16
DNA 3 8

For optimal udnyttelse af reagens ved sekventering af TSO Comprehensive (EU) pa NextSeq 550Dx-instrument
skal der sekventeres 8 RNA-biblioteker + 8 DNA-biblioteker pr. flowcelle.

Tabel 7 Kombinerede RNA- og DNA-biblioteker til TSO
Comprehensive (EU)
Antal DNA-biblioteker Antal RNA-biblioteker

8 8

Tilsaet indeksprimer til hvert pr@vebibliotek under biblioteksklargering. Brug forskellige indeksprimerblandinger til
hvert pravebibliotek. Indeksprimere identificerer hver preve unikt, sdledes at hvert bibliotek kan samles til
sekventering pa én flowcelle. (Kompatible indekskombinationer vises pa skaermen Create Run (Opret kersel)
under kgrselskonfiguration i Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul.)

Serg for, at de indeksprimere, du bruger med preverne, matcher de indekser, du valgte til analyse med Local
Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul. Uoverensstemmelser medferer rapportering
af forkerte resultater pa grund af manglende identifikation af positiv prove.

TSO Comprehensive (EU) analysen indeholder to typer indekser.
* UPxx-indekser — Brug UPxx-indekser til biblioteker afledt fra RNA- eller DNA-praver.

* CPxx-indekser — Brug CPxx-indekser til biblioteker afledt fra DNA-prgver. Brug ikke CPxx-indekser til
biblioteker afledt fra RNA eller ved sekventering af i alt tre DNA-biblioteker.

Folgende kreeves, hvis der kun sekventeres tre biblioteker.
* Alle bibliotekerne skal veere DNA eller RNA.
* Brugikke CPxx-indeksseet.
* Derkraeves et af de folgende UPxx-indekssaet for at give tilstraekkelig diversitet.
— UPO1, UP02 og UP03
— UPO04, UP05 og UP06
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- UPO07, UP08 og UP09
- UP10, UP11 0g UP12
Det farste bibliotek tildeles f.eks. UP01, det andet bibliotek UP02 og det tredje bibliotek UP03.

TruSight Oncology-kontroller

TSO Comprehensive (EU) kraever brug af TruSight Oncology-kontroller, som bestar af TruSight Oncology DNA-
kontrol og TruSight Oncology RNA-kontrol som positive kontroller. Inkludér TruSight Oncology DNA-kontrollen

for hver DNA-sekventeringskersel og TruSight Oncology RNA-kontrollen for hver RNA-sekventeringskersel i et
givet, klargjort bibliotek (inkluder ogsa kontroller for kombinerede DNA- og RNA-kersler). Der klargeres en unik,
positiv kontrol for hver planlagt sekvenskgrsel.

Inkludér en NTC i hver RNA- og DNA-biblioteksklargering. NTC'en sekventeres gentagne gange i ét klargjort
bibliotek. Fglg disse retningslinjer for TruSight Oncology-kontroller:

* Klarger biblioteker fra positive kontroller og kontroller uden skabelon pa samme made som prover.
* Brug TEBtilDNANTC.

* Brug DNase/RNase-frit vand til RNA NTC'en.

* De positive kontroller er inkluderet i maksimumskravet til biblioteket.

* NTC'erne er ikke inkluderet i minimumskravet til biblioteket.

* Brug NTC'ens UP-indekser ved sekventering af 3 biblioteker.

* DaNTC'en sekventeres gentagne gange, kan de valgte indekser for denne kontrol ikke gentages i det
klargjorte bibliotek.

| tabellen herunder vises eksempler pé pladelayouts til klargering af bibliotek. Hver nummereret kolonne

repraesenterer en enkelt sekventeringskersel. Nar DNA- og RNA-biblioteker sekventeres sammen,

repraesenterer hvert sammenheangende sat af kolonner en enkelt sekventeringskersel (f.eks. kolonne 1 0g

kolonne 7). NTC'en sekventeres for hver kolonne eller hvert seet af kolonner.
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Tabel 8 Klargjort bibliotek i en enkelt kgrsel inklusive seks patientpraver

1

Positiv
A DNA-

kontrol
B DNA 1
C DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA 5
G DNA 6
T

Tabel 9 Klargjort bibliotek i tre kgrsler inklusive 20 patientpragver

1

Positiv
A DNA-

kontrol
B DNA1
€ DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA S
G DNA 6

DNA
H NTC
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2

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

2

Positiv
DNA-
kontrol

DNA 7
DNA 8
DNA 9
DNA10
DNA M
DNA 12

DNA 13

3

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

3

Positiv
DNA-
kontrol

DNA 14
DNA 15
DNA 16
DNA 17
DNA18
DNA19

DNA 20

4

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

4

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

tom

5

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

5

Positiv RNA-
kontrol

RNA 1
RNA 2
RNA 3
RNA 4
RNA 5
RNA 6

RNANTC

tom

tom
tom
tom
tom
tom
tom

tom

6

Positiv
RNA-
kontrol

RNA 7
RNA 8
RNA 9
RNA 10
RNA 11
RNA 12

RNA 13

illumina

7

Positiv RNA-
kontrol

RNA 1
RNA 2
RNA 3
RNA 4
RNA 5
RNA 6

RNANTC

7

Positiv
RNA-
kontrol

RNA 14
RNA 15
RNA 16
RNA 17
RNA 18
RNA 19

RNA 20
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Brugsvejledning

En oversigt over TSO Comprehensive (EU)-arbejdsgangen vises i Figur 1 og Figur 2.

Arbejdsgang til klargering af bibliotek

Figur Tillustrerer arbejdsgangen til klargering af bibliotek for TSO Comprehensive (EU). Biblioteker fra RNA- og
DNA-praver kan klargeres pa samme tid i separate brende. Positive kontroller og kontroller uden skabelon skal
behandles pd samme méade som prever. Sikre stoptidspunkter er markeret mellem trinnene.

Fer protokollen startes, skal kersels- og preveoplysninger indtastes i et v2-preveark, der skal bruges sammen
med Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul. Se Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU)-analysemodul Vejledning til arbejdsgang (dokumentnr. 200008661).

Dokumentnr. 200007789 v06 37 af 140

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)

Figur1 TSO Comprehensive (EU) Arbejdsgang (del 1)

Dag 1

Sikkert stoptidspunkt

Denaturering og annealing af RNA

Arbejdstid: 65 minutter
I alt: 75 minutter
Reagenser: EPH3

o Syntetiser farste cDNA-streng

Arbejdstid: 10 minutter
| alt: 50 minutter
Reagens: FSM, RVT

e Syntetiser anden cDNA-streng

Arbejdstid: 10 minutter
| alt: 35 minutter
Reagens: SSM

Oprens cDNA
Arbejdstid: 30 minutter
| alt: 40 minutter

Reagenser: SPB, 80 % EtOH, RSB

Sikkert stoptidspunkt
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Sikkert stoptidspunkt

Udfer end repair og A-tailing
Arbejdstid: 10 minutter

| alt: 70 minutter

Reagenser: ERA1-A, ERA1-B

Ligering af adaptere

Arbejdstid: 15 minutter

I alt: 50 minutter

Reagenser;: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

Oprensning ved ligering
Arbejdstid: 40 minutter

| alt: 50 minutter

Reagenser: SPB, 80 % EtOH, RSB

Indeks PCR

Arbejdstid: 15 minutter

I alt: 60 minutter

Reagenser; UPxx/CPxx, EPM

® cONA @ Afklippet DNA

* Arbejdstider og tider i alt er omtrentlige.
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Fragmentér gDNA
Arbejdstid: 100 minutter
['alt: 110 minutter
Reagens: TEB

illumina
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Arbejdsgang for berigelse

illumina

Figur 2 illustrerer arbejdsgangen for berigelse for TSO Comprehensive (EU). Sikre stoptidspunkter er markeret

mellem trinnene.

Figur2 TSO Comprehensive (EU) Arbejdsgang (del 2)

Dag 1 (fortsat) o

Hybridisering natten over

Dag 2 o

Sikkert stoptidspunkt

@

Sikkert stoptidspunkt

Sikkert stoptidspunkt

o

Konfigurér farste hybridisering
Arbejdstid: 15 minutter

| alt: Natten over

Reagenser: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Indfang Targets One
Arbejdstid: 60 minutter

| alt: 100 minutter

Reagenser: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Konfigurér anden hybridisering
Arbejdstid: 10 minutter

| alt: 2-4 timer

Reagenser: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Indfang Targets Two
Arbejdstid: 25 minutter

| alt: 60 minutter

Reagenser: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Amplificér beriget bibliotek
Arbejdstid: 5 minutter

| alt: 60 minutter

Reagenser: EPM, PPC3

Oprens amplificeret, beriget hibliotek
Arbejdstid: 30 minutter

| alt: 40 minutter

Reagenser: SPB, 80 % EtOH, RSB

Normalisering af biblioteker
Arbejdstid: 40 minutter

| alt: 70 minutter

Reagenser: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

Klarger til sekventering
Arbejdstid: 30-45 minutter

| alt: 120 minutter

Reagenser: HP3, RSB, PX3, HT1

® Berigelse @ Klargering til sekventering
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Programmeér termocykler

Inden analysen startes, skal falgende programmer gemmes pa termocykler fer og efter amplifikation.

Tabel 10 Programmer pa termocykler fer amplifikation

Proceduretrin Programnavn LB Reaktionsvolumen Parametre for termocykler
temperatur

Denaturering og LQ-RNA 100 °C 17 pl e 65°Ci5 minutter
annealing af RNA e 4 °Ci1minut

e 4 °C Oprethold
Syntetisér farste cDNA-  1stSS 100 °C 25 ul e 25°Ci10 minutter
streng e 42°Ci15 minutter

e 70°Ci15 minutter

e 4°Ci1minut

e 4 °C Oprethold
Syntetisér anden cDNA-  2ndSS 30°C 50 pl e 16 °Ci 25 minutter
streng e 4 °Ci1minut

e 4 °C Oprethold

BEMAERK Hvis lagets temperatur for 2ndSS ikke kan indstilles til 30 °C, skal du sla funktionen

forvarmning af 13g fra.

Tabel 11 Programmer pa termocykler efter amplifikation

Laget

Proceduretrin Programnavn agets Reaktionsvolumen Parametre for termocykler
temperatur

Indeks PCR [-PCR 100 °C 50 i e 98 °Ci 30 sekunder

e 15 cyklusser med:
* 98 °Ci10 sekunder
e 60 °Ci30 sekunder
o 72°Ci 30 sekunder

e 72°Ci5 minutter

e 10 °C Oprethold

Foretag farste HYB1 100 °C 50 ul e 95°Ci10 minutter
hybridisering » 85°Ci2 minutter og 30
sekunder
e 75°Ci2 minutter og 30
sekunder
e 65°Ci2 minutter og 30
sekunder
o 57 °C Oprethold i 8 til 24 timer
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Lagets
Proceduretrin Programnavn & Reaktionsvolumen Parametre for termocykler
temperatur

Foretag anden HYB2 100 °C 50 i e 95°Ci10 minutter
hybridisering e 85°Ci2 minutter og 30
sekunder
e 75°Ci2 minutter og 30
sekunder
e 65°Ci2 minutter og 30
sekunder
e 57 °C Opretholdi1,5 til 4 timer

Amplificér beriget EL-PCR 100 °C 50 ul « 98°Ci30s
bibliotek * 18 cyklusser med:
« 98°Ci10s
« 60°Ci30s
e 72°Ci30s
e 72°Ci5min
* 10 °C Oprethold

Klarger til protokoltrin

1. Dekontaminér arbejdsomraderne grundigt med et RNase/DNase-inhiberende rensemiddel.

A FORSIGTIG

Alle procedurer i arbejdsgangen kraever et RNase/DNase-frit milja.

2. Indstilling af termocyklerens programmer prae-amplifikation. Se Programmér termocykler pa side 40.

3. Felg producentens instruktioner for at konfigurere ultrasonikatoren.

4. Hvis der udelukkende behandles DNA-praver, skal du fortsaette direkte til Fragmentér gDNA pa side 46.

5. Hent RNA-kontrollerne fra opbevaring.

6. Tagreagensrarene ud af asken, og fglg instruktionerne til optening.

Tabel 12 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (Delnummer 20031127)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

EPH3 -25°Ctil-15°C Optgs ved stuetemperatur Denaturering og annealing af RNA
FSM -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur Syntetisér farste cDNA-streng
RVT -25°Ctil-15°C Opbevares pa is Syntetisér ferste cDNA-streng
SSM -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur Syntetisér anden cDNA-streng
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Tabel 13 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (Delnummer 20031119)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
SPB (lysegrgnt 2°Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for at opna Oprens cDNA
maerkat) stuetemperatur.

RSB 2°Ctil8°C Lad henst& for at opnd rumtemperatur.  Oprens cDNA

Denaturering og annealing af RNA

Denne proces denaturerer oprenset RNA og primere med vilkarlige hexamerer ved klargering til cDNA-syntese.

Klargering

1.

Klarger felgende reagenser.
* EPH3-Seet til side.

* FSM-Bland pa vortexblander. Centrifugér kortvarigt, og bland ved pipettering.
Reagenset kan indeholde hvide produktrelaterede partikler. Der kraeves ingen brugerhandling. Der er
ingen indvirkning pa produktydeevnen.

* RVT - Centrifugér kortvarigt, og bland ved pipettering. Opbevares pa is.

BEMZERK RVT er en viskgs oplgsning. Minimér bobledannelse under pipettering.

2. Kombinér felgende volumener i et mikrocentrifugerer for at klargere en FSM + RVT-masterblanding.

Tabel14 FSM + RVT-masterblanding

Bestanddel i . _ - -
e 4 biblioteker (jul) 8 biblioteker (ul) 16 biblioteker (ul) 24 biblioteker (ul)
FSM 36 72 144 216

RVT 4 8 16 24

Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.

3. Bland ti gange ved pipettering.
4. Placér FSM + RVT-masterblandingen pa is indtil Syntetisér forste cDNA-streng pa side 43.

Fremgangsmade

1.

Opte ekstraherede RNA-prgver og RNA-kontroller pa is.
RNA-kontroller skal behandles som prever i den resterende del af protokollen.

Opbevar RNA pé is, nar det ikke er i brug. Se Krav til prever pa side 24 for at kvantificere prever.

Bland hver RNA-prgve 10 gange ved pipettering.

4. Brug RNase/DNase-frit vand til at klargere 40 ng af hver RNA-prave i en endelig volumen pa 8,5 ul (4,7
ng/ul).
For RNA-kontroller skal du bruge den koncentration, der er angivet pa rerets maerkat.
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10.

1.
12.
13.

14.

Markér en ny 96-brends PCR-plade CF (cDNA-fragmenter).
Tilfgj 8,5 ul af hver RNA-prgve til en unik brend i CF PCR-pladen.

Kontrollér, at prevepladens layout og indekser for hver preve svarer til den kersel, der er planlagt i TSO
Comprehensive (EU)-analysemodul under kgrselskonfigurationen.

Bland EPH3 pa vortexblander, og centrifugér kortvarigt.
Tilfgj 8,5 ul EPH3 til hver pravebrand.
Pafer selvklaebende pladeforsegler pad CF PCR-pladen.

A FORSIGTIG

Serg for, at forsegle kanter og brende fuldsteendigt for at undgé fordampning.

Omryst ved 1200 o/min. i 1 minut.

Centrifugér ved 280 x g i 1 minut.

Placér pa termocykleren, og ker LQ-RNA-programmet.
Se Programmér termocykler pa side 40.

Nar praverne nar 4 °C, skal de opretholdes ved denne temperatur i et minut, og derefter skal du straks
fortseette til naeste trin.

Syntetisér forste cDNA-streng

Denne proces anvendes til revers transkription af RNA-fragmenter med vilkarlige hexamerer til farste cDNA-
streng ved hjeelp af revers transkriptase.

Fremgangsmade

A

I

N

10.

Fjern CF PCR-pladen fra termocykleren.

Bland FSM + RVT-masterblandingen 10 gange ved pipettering. Serg for, at FSM + RVT-blandingen er helt
homogen.

Tilfgj 8 ul FSM + RVT-masterblanding til hver pravebrand.
Bland 10 gange ved pipettering.
Kassér den resterende FSM + RVT-masterblanding.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CF PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

Omryst ved 1200 o/min. i 1 minut.

Centrifugér ved 280 x g i 1 minut.

Placér pa en termocykler, og ker 1stSS-programmet.

Se Programmér termocykler pa side 40.

Nar preverne nar 4 °C, skal du straks fortszette til naeste trin.
Prgver af forste streng kan opretholdes ved 4 °C i op til 5 minutter.
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Syntetisér anden cDNA-streng

Denne proces fjerner RNA-skabelonen og syntetiserer dobbeltstrenget cDNA.

Klargering

1. Klarger fglgende reagens.

* SSM-Vend og op ned 10 gange for at blande. Centrifugér kortvarigt.

Fremgangsmade

1. Fjern CF PCR-pladen fra termocykleren.
Tilfgj 25 ul SSM til hver prgvebrand.

3. Péfer selvklaebende pladeforsegler pa CF PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

4. Omryst ved 1200 o/min. i 1 minut.
Centrifugér ved 280 x g i 1 minut.

6. Placér paen termocykler, og ker 2ndSS-programmet.
Se Programmér termocykler pa side 40.

7. Nar praverne nar 4 °C, skal de opretholdes ved denne temperatur i et minut, og derefter skal du straks
fortseette til naeste trin.

Oprens cDNA

Denne proces bruger SPB til at oprense cDNA fra ugnskede reaktionsbestanddele. Perlerne vaskes to gange
med frisk 80 % ethanol. cDNA'et elueres med RSB.

Klargering

1. Klargar felgende reagenser.
* SPB-Searg for, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
* RSB -Seet til side til brug i proceduren.

2. Klarger 80 % EtOH i et 15 ml eller 50 ml konisk rer.

Tabel 15 Forbered frisk 80 % EtOH

Reagens 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker

100 % 2ml 4 ml 8 mi 12 ml

ethanolalkohol,

ren

RNase/DNase-frit 500 pl Tml 2ml 3ml

vand
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3
4.
S)
6

Bland frisk 80 % EtOH pa vortexblander.
Markér en ny 96-brends MIDI-plade BIND1 (cDNA-binding).
D&k til, og seet til side.

Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind

10.

Fjern CF PCR-pladen fra termocykleren.
Bland SPB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.

Tilfgj straks 90 ul SPB til hver prevebrgnd i BIND1 MIDI-pladen.

Hvis der bruges en skal til at dispensere SPB, skal der inkluderes et overskud pa 1,05 ved portionsopdeling
af tilstraekkeligt materiale pr. prove. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SPB er tilfgjet til hver
pravebrond.

Overfer hele volumenen (50 pl) af hver preve fra CF PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i BIND1 MIDI-
pladen.

Kassér den tomme CF PCR-plade.

Pafer selvklaebende pladeforsegler til BIND1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Inkubér ved stuetemperatur i 5 minutter.
Placér BIND1 MIDI-pladen i en magnetisk holder i 5 minutter.

Brug en 200 ul P200-pipette til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prevebrend uden at forstyrre
perlepelleten.

Vask

4.

Vask perlerne som falger.

a. Bibehold perlerne pa den magnetiske holder, og tilfaj 200 pl frisk 80 % EtOH til hver brend.
b. Vent 30 sekunder.

c. Fjern ogkassér alle supernatanter fra hver brend.

Vask perlerne en ekstra gang.

Fjern resterende EtOH fra hver brgnd.
Brug en P20-pipette med fine spidser.

Kassér ubrugt 80 % EtOH.

Eluér
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Fjern BIND1 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.
Tilfgj 22 pl RSB til hver prevebrgnd.

Lo b~

Pafer selvkleebende pladeforsegler til BIND1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Inkubér ved stuetemperatur i 2 minutter.
Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends MIDI-plade PCF (Oprensede cDNA-fragmenter).
Hvis du stopper ved SIKKERT STOPTIDSPUNKT pa side 46, skal du bruge en PCR-plade.

9. Overfgr 20 ul eluat fra hver prevebrgnd i BIND1 MIDI-pladen til den tilsvarende brend i PCF-pladen.
10. Kassér den tomme BIND1 MIDI-plade.

11. Tilfgj 30 ul RSB til hver prevebrgnd i PCF-pladen.

12. Bland 10 gange ved pipettering.

® N o o

13. Pafer selvkleebende pladeforsegler til PCF-pladen, og opbevar den pa is.
14. Seet EPH3, FSM, RVT og SSM tilbage i opbevaring.

15. Hvis du kun behandler praver afledt af RNA (cDNA) og ikke stopper ved det sikre stoptidspunkt, skal du
fortsaette til Udfar end repair og A-tailing pa side 49.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal PCF PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i 1 minut og opbevares ved -25 °C til -15 °C i
op til 7 dage.

Klarger til protokoltrin

1. Hent DNA-kontroller fra opbevaring.
2. Tagreagensrgret ud af asken, og felg instruktionerne til optgning.

Tabel 16 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (Delnummer 20031119)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

TEB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Fragmentér gDNA

Fragmentér gDNA

Denne proces fragmenterer gDNA og genererer dsDNA-fragmenter med 3'- eller 5'-overhaeng.

Klargering

1. Serg for, at felge anbefalingerne i Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa side 24 for at
kvantificere prover.
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2. Klarger fglgende reagens.

* TEB-Vend op og ned, eller bland pa vortexblander.
Fremgangsmade

Klarger pladen

1. Veelg én af de felgende tre muligheder for at klargaere pladen.

* Mulighed nr. 1: gDNA-prgver behandles sammen med cDNA-prgver i PCF MIDI-pladen.
a. Markér PCF MIDI-pladen LP (Biblioteksklargaring).
b. Placér pais, og seet til side til brug i Overfar fragmenteret DNA pa side 48.

*  Mulighed nr. 2: gDNA-praver behandles sammen med cDNA-prever, og PCF PCR-pladen fryses.
a. Opte PCF PCR-pladen ved stuetemperatur.
b. Centrifugér ved 280 x g i1 minut.
c. Bland 10 gange ved pipettering.
d. Markér en ny 96-brends MIDI-plade LP (Biblioteksklargaring).
e. Overfor alle 50 pl af hver preve fra PCF PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i LP MIDI-pladen.
f. Kassér PCF PCR-pladen.
g. Pafer selvklaebende forsegler, og placér pa is indtil Overfor fragmenteret DNA pa side 48.

* Mulighed nr. 3: Praver, der udelukkende indeholder gDNA, behandles.
a. Markér en ny 96-brends MIDI-plade LP (Biblioteksklarggring).
b. Hvis du stopper ved SIKKERT STOPTIDSPUNKT pa side 48, skal du bruge en PCR-plade.
c. Deektil, og seet til side til brug i Overfaor fragmenteret DNA pa side 48.

Fortynd gDNA

Opto gDNA-prgver og DNA-kontroller ved stuetemperatur.
Bland hver gDNA-prgve 10 gange ved pipettering.
Centrifugér reret kortvarigt for at opsamle sma dréber.

Vend TEB op og ned, eller bland pé& vortexblander.

aopowoN 2

Brug TEB til at klargere hver gDNA-prave i en endelig volumen pé 52 pl. Se falgende tabel for inputmaengder
og minimumskoncentrationer baseret pa pravetype. Analysen kraever en minimum
ekstraktionskoncentration for at tillade mindst 40 pl TEB af volumenen pa 52 ul. Ved DNA-kontroller skal du
bruge den koncentration, der er angivet pa maerkatet pa reret. For at forhindre prevetab ma der ikke tilfgjes
mindre end 2 pl preve ved pipettering til denne fortynding.

Provetype Inputmaengde (ng) Minimumskoncentration (ng/ul)
FFPE 40 3,33
Kontrol 40 Se rgrets maerkat
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Fragmentér

1. Tilfgj 52 pl af hver gDNA-prgve i en separat brond i det ultrasoniske rar.

A FORSIGTIG

Tilfej gDNA'et til reret langsomt, og serg for, at der ikke er nogen luftlommer i bunden af reret. Se
Analyse pa side 27 og producentens instruktioner for at fa mere at vide.
2. Registrér retningen pa strimlen.

3. Fragmentér gDNA i fragmenter med en ultrasonikator.

Overfer fragmenteret DNA

1. Sergfor, at prevepladelayout og indekser for hver prave svarer til den karsel, du veelger til analyse med TSO
Comprehensive (EU)-analysemodul.

2. Felginstruktionerne fra producenten af ultrasonikatoren for at gendanne prgven.
For visse typer ultrasoniske rer kan centrifugering veere ngdvendig for at samle prgven i rgret.

3. Forhver fragmenteret gDNA-prgve skal du bruge en p20-pipette med fine spidser til at foretage 3
overfersler pa 16,7 pl til en tom brend i LP MIDI-pladen.

4. Péafer selvkleebende pladeforsegler pa LP MIDI-pladen.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal du pafere selvklaeebende pladeforsegler pa LP PCR-pladen og centrifugere ved 280 x gi 1
minut. Opbevares ved -25 °C til -15 °C i op til 7 dage.

Klarger til protokoltrin

Serg for, at termocyklerens programmer til post-amplifikation er indstillet. Se Programmér termocykler pa side
40.

1. Klarger enisspand.
2. Tagreagensreret ud af aesken, og felg instruktionerne til optening.

Tabel 17 TruSight Oncology Comp Library Prep (Freeze) Box (Delnummer 20031118)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
ERAT-A -25°Ctil-15°C Opbevares pais. Udfer end repair og A-
tailing
ERA1-B -25°Ctil-15°C Optes ved stuetemperatur. Udfer end repair og A-
tailing
ALB1 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Ligering af adaptere
LIG3 -25°Ctil-15°C Opbevares péis. Ligering af adaptere
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Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

SUAT1 (bla -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Ligering af adaptere
heette)

UMI (hvid -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Ligering af adaptere
haette)

STL -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Ligering af adaptere
EPM -25°Ctil-15°C Opbevares péis. Indeks PCR

Tabel 18 TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) Box (Delnummer 20031119)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

SPB (lysegrgnt maerkat) 2 °Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for at opna Oprensning ved ligering
stuetemperatur.

RSB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Oprensning ved ligering
rumtemperatur.

Tabel 19 TruSight Oncology Comp UP Index Primers Box (Delnummer 20031120)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
UPxx -25°Ctil-15°C Opta de relevante indeksprimerrer ved Indeks PCR
stuetemperatur.

Tabel 20 TruSight Oncology Comp CP Index Primers Box (Delnummer 20031126)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
CPxx -25°Ctil-15°C  Optg de relevante indeksprimerrgr ved Indeks PCR
stuetemperatur.

Udfer end repair og A-tailing

Denne proces reparerer de overhaeng, der stammer fra fragmenteringen, til ender med A-overhaeng ved hjeelp
af en masterblanding til end repair og A-tailing (ERA1).

3'- til 5'-exonukleaseaktivitet i denne blanding fjerner 3'-overhasng, og 5'- til 3'-polymeraseaktivitet fylder 5'-
overhaeng. Under denne reaktion bliver 3'-enderne til A-overhang for at forhindre, at de ligerer til hinanden
under ligeringen.

Klargering

1. Forvarm 2 mikroprgveinkubatorer med MIDI-varmeblokindsatser som falger.
* Forvarm en mikroprgveinkubator til 30 °C.
* Forvarm en mikroprgveinkubator til 72 °C.

2. Klarger felgende reagenser.

* ERA1-A - Centrifugér kortvarigt, og bland derefter ved pipettering. Opbevares pa is.
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* ERA1-B - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt. Inspicér for bundfald. Hvis der er
bundfald, skal du opvarme raret til 37 °C og derefter blande ved pipettering, indtil bundfaldet oplgses.

3. Klarger ERA1-masterblanding i et mikrocentrifugerer.
Tabel 21 ERAT-masterblandingi

Bestanddel i

. 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
masterblandingen
ERA1-B 35l 69 pl 138 207 pl 415 pl
ERA1T-A 13,5 pl 27 ul 54 81l 161

" Denne tabel inkluderer overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.

4. Pipettér langsomt 10 gange for at sikre homogenitet, centrifugér kortvarigt, og placér herefter ERA1-
masterblandingen pa is.

5. Veelg den relevante af de to felgende muligheder for at klargere pladen.
* Mulighed nr. 1: Hvis preverne er i en MIDI-plade.
* Markér MIDI-pladen LP2 (Biblioteksklargering 2).

Hvis nogle praver er i separate MIDI-plader, skal alle prgver overfgres til separate brende i samme MIDI-
plade i henhold til pladelayoutet.

* Mulighed nr. 2: Hvis pladen er frosset.

Opte PCF PCR-pladen eller LP PCR-pladen ved stuetemperatur.
Centrifugér pladen ved 280 x g i 1 minut.

Bland 10 gange ved pipettering.

Markér en ny 96-brgnds MIDI-plade LP2 (Biblioteksklargering 2).

Overfeor alle 50 ul af hver preve fra PCF PCR-pladen eller LP PCR-pladen til den tilsvarende brend i
LP2 MIDI-pladen.

f. Kassér PCF PCR- eller LP PCR-pladen.

® a0 T o

Fremgangsmade

1. Tilfej 10 pl ERA1-masterblanding til hver pr@vebrgnd i LP2 MIDI-pladen.

Kassér den resterende ERA1-masterblanding.

3. Péafer selvklaebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.
4. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
5. Inkubérien forvarmet mikroprgveinkubator ved 30 °C i 30 minutter.
6. Overfar straks til en anden, forvarmet mikroinkubator, og inkubér ved 72 °C i 20 minutter.
7. Placér LP2 MIDI-pladen pais i 5 minutter.
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Ligering af adaptere

Denne proces ligerer adaptere til enderne af cDNA- og/eller gDNA-fragmenterne.
TSO Comprehensive (EU)-analysen omfatter SUA1-adaptere og UMI-adaptere.
* Brug SUA1-adaptere sammen med RNA-prgver.

* Brug UMI-adaptere sammen med DNA-prgver.

Klargering

1. Klarger fglgende reagenser.
* ALB1-Bland pa vortexblander i mindst 10 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
* LIG3 - Centrifugér kortvarigt, og bland derefter ved pipettering. Opbevares pa is.
* SUA1-Bland pa vortexblander i mindst 10 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
* UMI-Bland pa vortexblander i mindst 10 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.

* STL-Seet til side til brug i proceduren.

Fremgangsmade

1. Fjern LP2 MIDI-pladen fraiis.

2. Tilfej 60 ul ALB1 til hver prevebregnd i LP2 MIDI-pladen. ALB1 er en viskas oplasning, minimér bobledannelse
under pipettering,

Tilfgj 5 pl LIG3 til hver prevebregnd.

4. Tilfgj adaptere.
Kombinér ikke forskellige typer adaptere.

* RNA-preovebrende - 10 pl SUA1 (bla haette) til hver preve afledt fra RNA.
* DNA-provebronde - 10 pyl UMI (hvid heette) til hver prave afledt fra DNA.

5. Péafer selvkleebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér ved stuetemperatur i 30 minutter.

Bland STL pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 5 pl STL til hver pravebrend i LP2 MIDI-pladen.

© ©® N o

10. Pafar selvklaebende pladeforsegler pd LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

11. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
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Oprensning ved ligering

Denne proces bruger SPB til at oprense de adapterligerede cDNA- eller gDNA-fragmenter og fjerner ugnskede
produkter. Perlerne vaskes to gange med frisk 80 % ethanol. De adapterligerede perler elueres med RSB.

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.
* SPB-Sargfor, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
* RSB -Seet til side til brug i proceduren.

2. Klarger 80 % EtOH i et 15 ml eller 50 ml konisk rer.
Tabel 22 Klarger frisk 80 % ethanol.

Reagens 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
100 % ethanolalkohol, 2ml 4 ml 8 mi 12 mi 24 ml

ren

RNase/DNase-fritvand 500 Tml 2ml 3ml 6 ml

3. Bland frisk 80 % EtOH pa vortexblander.

4. Placér magneten.

Fremgangsmade
Bind

1. Bland SPB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.

2. Tilfgj straks 112 ul SPB til hver prevebrgnd i LP2 MIDI-pladen.
Hvis der bruges en skal til at dispensere SPB, skal der inkluderes et overskud péa 1,05 ved portionsopdeling
af tilstraekkeligt materiale pr. preve. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SPB er tilfgjet til hver
pravebrend.

3. Péafer selvklaebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

4. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

5. Inkubér ved stuetemperatur i 5 minutter.

6. Placér LP2 MIDI-pladen pa den magnetiske holder i 10 minutter.

7. Brugen P200-pipette indstillet til 200 pl til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver prgvebrgnd uden
at forstyrre perlepelleten.
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Vask

1. Vask perlerne som fglger.
a. Bibehold perlerne pa den magnetiske holder, og tilfgj 200 ul frisk 80 % EtOH til hver prevebrend.
b. Vent 30 sekunder.
c. Fjern og kassér alle supernatanter fra hver brend uden at forstyrre perlepelleten.

2. Vask perlerne en ekstra gang.

3. Fjernresterende EtOH fra hver brgnd.
Brug en P20-pipette med fine spidser.

4. Kassér ubrugt 80 % EtOH.

Eluér

1. Fjern LP2 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.

2. Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.

3. Tilfgj 27,5 ul RSB til hver prgvebrend.

4. Pafer selvkleebende pladeforsegler pa LP2 MIDI-pladen.

Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér ved stuetemperatur i 2 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade LS (Bibliotekspraver).

Overfer 25 pul af hvert eluat fra LP2 MIDI-pladen til den tilsvarende brend i LS PCR-pladen.
10. Kassér den tomme LP2 MIDI-plade.

Indeks PCR

| dette trin amplificeres biblioteksfragmenter ved hjaelp af primere, der tilfgjer indekssekvenser til
multipleksering af preve. Det resulterende produkt indeholder det komplette bibliotek af cDNA- og/eller DNA-
fragmenter flankeret af adaptere, der kraeves til clustergenerering.

© © N o o

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.
* EPM-Opbevares pais.
* UPxx-Bland pa vortexblander, og centrifugér kortvarigt. UPxx er den indeksprimer, der blev valgt pa
skaermen Create Run (Opret karsel) i Local Run Manager-softwaren under karselskonfigurationen.

* CPxx-Bland pa vortexblander, og centrifugér kortvarigt. CPxx er den indeksprimer, der blev valgt pa
skaermen Create Run (Opret karsel) i Local Run Manager-softwaren under karselskonfigurationen.
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2.

Serg for, at indekser for hver prave matcher den karsel, der blev planlagti TSO Comprehensive (EU)-
analysemodul under kgrselskonfigurationen. Sgrg for, at felge instruktionerne vedrgrende valg af indeks i
Antal biblioteker og valg af indekser pa side 34.

A FORSIGTIG

Uoverensstemmelser mellem prever og indeksprimere medfagrer rapportering af forkerte
resultater pa grund af manglende identifikation af positiv preve.

Fremgangsmade

1.

Tilfgj 5 pl af den relevante indeksprimer (UPxx eller CPxx) til den tilsvarende prgvebrend i LS PCR-pladenii
henhold til de indekser, der blev valgt.

A FORSIGTIG

Handtér og abn kun ét indeksprimerrer ad gangen. Luk hvert indeksrer med et nyt 1ag umiddelbart
efter brug. Kombinér ikke indeksprimere.

2. Bland EPM pé vortexblander i 5 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
3. Tilfgj 20 pl EPM til hver prevebrand.
Pafer selvklaebende forsegler pa LS PCR-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldstaendigt for at undgéa fordampning.
5. Omryst ved 1200 o/min. i 1 minut.
6. Seetreagenser til brug prae-amplifikation tilbage i opbevaring.
A FORSIGTIG
Udfer alle efterfalgende trin i et omrade, der anvendes efter amplifikation, for at forhindre
overfgrsel af amplifikationsprodukt.
7. Centrifugér LS PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.
8. Placér pa den forprogrammerede termocykler til anvendelse efter amplifikation, og ker I-PCR-programmet.
Se Programmeér termocykler pa side 40.
BEM/ZERK Hvis du fortsaetter med Konfigurér forste hybridisering pa side 55, skal du felge
instruktionerne til optgning af reagenser i trinnene Klarger protokol.
9. NarI-PCR-programmet er feerdigt, skal LS PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i 1 minut.

10. Markér pladen ALS (Amplificerede bibliotekspraver).

SIKKERT STOPTIDSPUNKT
Hvis du stopper, skal ALS PCR-pladen opbevares ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Dokumentnr. 200007789 v06 54 af 140

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) illumina

Klarger til protokoltrin

1. Serg for, at termocyklerens programmer til post-amplifikation er indstillet. Se Programmér termocykler pa
side 40.

2. Tagreagensrgret ud af asken, og felg instruktionerne til optgning.

Tabel 23 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (Delnummer 20031123)
Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

TCB1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Konfigurér ferste hybridisering

Tabel 24 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (Delnummer 20031121)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

TCA1 -25°Ctil-15°C  Optgs ved stuetemperatur. Konfigurér ferste hybridisering

Tabel 25 TruSight Oncology Comp Content Set Box (Delnummer 20031122)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

OPR1 (red heette) -25°Ctil-15 Optas ved stuetemperatur. Konfigurér farste
°C hybridisering

OPD2 (hvid -25°Ctil-15 Optas ved stuetemperatur. Konfigurér ferste

haette) °C hybridisering

Konfigurér ferste hybridisering

Under denne proces hybridiserer en pulje af oligoer til cDNA-biblioteker, og en pulje af oligoer hybridiserer til
gDNA-biblioteker klargjort i Indeks PCR pa side 53. Berigelse af malrettede regioner kraever to
hybridiseringstrin. | den ferste hybridisering hybridiserer oligoer til cDNA- og/eller gDNA-biblioteker natten over
(8 til 24 timer).

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.

* TCB1-Opvarmreret ved 37 °Ci 5 minutter. Bland pa vortexblander i 10 sekunder, og centrifugér
derefter kortvarigt.

* TCA1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* OPR1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* OPD2 - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

2. Hvis ALS PCR-pladen har veeret opbevaret, skal den optas ved stuetemperatur og centrifugeres ved 280 x
g i1 minut. Bland derefter ved pipettering.

3. Markér en ny 96-brgnds PCR-plade HYB1 (Hybridisering 1).
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Fremgangsmade

1.

10.
11.
12.

Overfer 20 ul af hvert cDNA- og/eller gDNA-bibliotek fra ALS PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i HYB1
PCR-pladen.

Pafar selvklaebende pladeforsegler til ALS PCR-pladen, og saet den til side.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Inspicér TCB1 for bundfald. Hvis der er bundfald, skal raret opvarmes igen og blandes pa vortexblander,
indtil krystallerne er oplgst.

Tilfgj 15 pl TCB1 til hver biblioteksbrgnd i HYB1 PCR-pladen.
Tilfgj 10 pl TCA1 til hver biblioteksbrgnd i HYB1 PCR-pladen.

Tilfgj prober.
Kombinér ikke forskellige typer af prober. Tilfgj kun ét probeseet pr. brgnd.

* RNA-biblioteksbrende — 5 ul OPR1 (redt 1&g) til hvert bibliotek afledt fra RNA.

* TSO Comprehensive (EU) DNA-biblioteksbrende — 5 pul OPD2 (hvidt 1ag) til hvert bibliotek afledt fra DNA
til TSO Comprehensive (EU) berigelse.

Pafer selvklaebende pladeforsegler til HYB1 PCR-pladen.

A FORSIGTIG

Serg for, at forsegle kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.

Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.

Placér pa termocykler, og ker HYB1-programmet.
Se Programmeér termocykler pa side 40.

Hybridisér ved 57 °C i minimum 8 timer og maksimum 24 timer.
Saet hybridiseringsreagenser tilbage i opbevaring.
Opbevar ALS PCR-pladen ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

Klarger til protokoltrin

1.

Ved starten pa dag 2 tages reagensrerene ud af aesken, og instruktionerne til optgning falges.

Tabel 26 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (Delnummer 20031123)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
SMB 2°Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for atopnd  Indfang Targets One
(merkeblat stuetemperatur. Indfang Targets Two
meerkat)
ET2 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Indfang Targets One
rumtemperatur. Indfang Targets Two
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Reagens

HP3

TCB1

RSB

Opbevaring Instruktioner til optening
2°Ctil8°C Lad hensté& for at opna
rumtemperatur.
2°Ctil8°C Lad hensta for at opna
rumtemperatur.
2°Ctil8°C Lad hensta for at opna

rumtemperatur.

illumina

Protokoltrin

Indfang Targets One
Indfang Targets Two
Normalisering af biblioteker

Konfigurér anden hybridisering

Indfang Targets Two
Oprens amplificeret, beriget bibliotek

Tabel 27 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (Delnummer 20031121)

Reagens

EE2

EEW
TCA1

Opbevaring Instruktioner til optening

-25°Ctil-15°C Optos ved stuetemperatur.

-25°Ctil-15°C Optes ved stuetemperatur.
-25°Ctil-15°C Optgs ved stuetemperatur.

Tabel 28 Analyse Indhold i seettet, aeske (Delnummer 20031122)

Reagens
OPR1
(redt 1ag)

OPD2
(hvidt lag)

Opbevaring Instruktioner til optening

-25°Ctil-15°C Optes ved stuetemperatur.

-25 °C il -15
°C

Optes ved stuetemperatur.

Indfang Targets One

Protokoltrin

Indfang Targets One
Indfang Targets Two
Normalisering af biblioteker

Indfang Targets One

Konfigurér anden hybridisering

Protokoltrin

Konfigurér anden hybridisering

Konfigurér anden hybridisering

Dette trin anvender SMB til at indfange prober hybridiseret til de malrettede interesseomrader. Perlerne vaskes
tre gange med EEW. De berigede biblioteker elueres ved hjaelp af frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og
neutraliseres med ET2.

Klargering

1. Forvarm en mikroprgveinkubator med MIDI-varmeblokindsats til 57 °C.

2. Klarger felgende reagenser.

* EEW -Bland pé vortexblander i 1 minut.

* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* SMB -Sarg for, at perlerne har veeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.

Serg for at bruge SMB og ikke SPB til denne procedure.
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* ET2-Seet til side til brug i proceduren.
3. Klarger frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugerar.

Tabel 29 EE2 + HP3-elueringsblanding til Indfang Targets One

Bestanddeli 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
elueringsblandingen

EE2 114 i 228 pl 456 i 684 1368 pl
HP3 6 ul 12 pl 24 36 i 72 ul

Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.

4. Bland EE2 + HP3-elueringsblanding, og centrifugér derefter kortvarigt. Saet til side til trinnet E/uér pa side
59.

5. Markér en ny 96-brends MIDI-plade CAP1 (Indfang 1).

6. Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind

1. Fjern HYB1 PCR-pladen fra termocykleren.

2. Centrifugér HYB1 PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.

3. Bland SMB pé vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
4. Tilfgj straks 150 ul SMB til hver biblioteksbrgnd i CAP1 MIDI-pladen.

Hvis der bruges en skal til at dispensere SMB, skal der inkluderes et overskud pa 1,15 ved portionsopdeling
af tilstreekkeligt materiale pr. prove. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SMB er tilfgjet til
hver proevebreond.

5. Indstil pipetten til 50 pl, og overfer hele volumenen af hvert bibliotek fra HYB1 PCR-pladen til den
tilsvarende brgnd i CAP1 MIDI-pladen.

6. Kassérdentomme HYB1 PCR-plade.

Pafar selvklaebende pladeforsegler pa CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

8. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Inkubér pa en forvarmet mikropreveinkubator ved 57 °C i 25 minutter.
10. Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

11. Mens CAP1 MIDI-pladen bibeholdes pa den magnetiske holder, anvendes en P200-pipette indstillet til 200
i til at fjerne og kassere alle supernatanter uden at forstyrre perlepelleten.

A FORSIGTIG

Fortseet straks til det naeste trin (Vask pa side 59). Lad ikke perlepelleten henstd i en leengere periode,
uden at der er vaeske til stede.
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Vask

1.

Eluér

I

6
7
8.
9

Vask perlerne som fglger.

a.
b.

C.

Fjern CAP1 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
Tilfgj 200 pl EEW til hver brend.

Indstil pipettevolumenen til 150 pl, og bland ved pipettering mindst 10 gange. Serg for, at alle perler er
resuspenderet.

A FORSIGTIG

AN )]

> @

Serg for, at der ikke er perlepellets til stede ved forsigtigt at opsuge hele brgndens perleoplasning
i spidsen. Inspicér herefter bunden af hver brend for en pellet. Skrastil pipettespidsen mod
perlepelleten under vasketrinnene for at Iasne pelleten. Sgrg for, at perlepelleten er helt oplgst.
Oplgsningen begr veere markebrun og have en homogen konsistens.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.
Omryst ved 1800 o/min. i 4 minutter.

Inkubér i en mikroprgveinkubator ved 57 °C i 5 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Bibehold pa den magnetiske holder, og fjern og kassér alle supernatanter fra hver brend uden at
forstyrre perlepelleten.

Vask perlerne en ekstra gang.

Vask perlerne en tredje gang.

Fjern resterende supernatant fra hver brend.
Brug en P20-pipette med fine spidser.

Fjern CAP1 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.

Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj forsigtigt 17 pul EE2 + HP3-elueringsblanding til hver biblioteksbrand i CAP1 MIDI-pladen.

Kassér resterende EE2 + HP3-elueringsblanding.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP1 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.
Markér en ny 96-brends PCR-plade ELU1 (Eluering 1).

Bland ET2 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

10. Tilfgj 5 pl ET2 til hver tilsvarende biblioteksbrend i den nye ELU2 PCR-plade.
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11.

12.
13.
14.
15.
16.

Overfor forsigtigt 15 pl eluat fra hver biblioteksbrend i CAP1 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i ELU1
PCR-pladen.

Kassér den tomme CAP1 MIDI-plade.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd ELUT PCR-pladen.

Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.
Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.

Saet EEW tilbage i opbevaring.

Konfigurér anden hybridisering

Dette trin binder malrettede omréader af de berigede cDNA- og/eller gDNA-biblioteker med indfangningsprober
en ekstra gang. Den anden hybridisering sikrer hgj specificitet i de indfangede omrader. For at sikre optimal
berigelse af bibliotekerne skal der udfgres et ekstra hybridiseringstrin ved 57 °C i mindst 1,5 time og hgjst 4
timer.

Klargering

1.

Klarger felgende reagenser.

* TCB1-Opvarmreret ved 37 °Ci 5 minutter. Bland pa vortexblander i 10 sekunder, og centrifugér
derefter kortvarigt.

* TCA1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* OPR1-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* OPD2 - Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Fremgangsmade

1.

Inspicér TCB1 for bundfald. Hvis der er bundfald, skal reret opvarmes igen og blandes pa vortexblander,
indtil krystallerne er oplgst.

2. Tilfgj 15 pl TCB1 til hver biblioteksbregnd i ELUT PCR-pladen.
Tilfaj 10 pl TCA1 til hver biblioteksbregnd.
Tilfgj prober.
Kombinér ikke forskellige typer af prober.
* RNA-biblioteksbrende - 5 pl OPR1 (redt 1ag) til hvert bibliotek afledt fra RNA.
* TSO Comprehensive (EU) DNA-biblioteksbrende — 5 ul OPD2 (hvidt 1ag) til hvert bibliotek afledt fra DNA
til TSO Comprehensive (EU) berigelse.
5. Pafer selvklaebende pladeforsegler pa ELUT PCR-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.
6. Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.
7. Placér patermocykler, og ker HYB2-programmet.
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Se Programmeér termocykler pa side 40.
8. Hybridisér ved 57 °C i mindst 1,5 time og hegjst 4 timer.

9. Seet hybridiseringsreagenser tilbage i opbevaring.

Indfang Targets Two

Dette trin anvender SMB til at indfange prober hybridiseret til de malrettede interesseomrader. Perlerne vaskes
én gang med RSB. De berigede biblioteker elueres ved hjeelp af frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og
neutraliseres med ET2.

Klargering

1. Forvarm en mikroprgveinkubator med MIDI-varmeblokindsats til 57 °C.
2. Klarger felgende reagenser.

* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

* SMB -Serg for, at perlerne har veeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
Serg for at bruge SMB og ikke SPB til denne procedure.

* RSB-Seet til side til brug i proceduren.
* ET2-Seet til side til brug i proceduren.
3. Klarger frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugerar.

Tabel 30 EE2 + HP3-elueringsblanding til Indfang Targets Two

Beste?nddel : . 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
elueringsblandingen

EE2 114 i 228 ul 456 ul 684 ul 1368 i
HP3 6 ul 12 ul 24 i 36 ul 72 ul

Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.
4. Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt. Seet til side til trinnet E/uér pa side 63.
Markér en ny 96-bregnds MIDI-plade CAP2 (Indfang 2).

6. Placér magneten.
Fremgangsmade
Bind

1. Fjern ELU1 PCR-pladen fra termocykleren.

2. Centrifugér ELU1 PCR-pladen ved 280 x g i1 minut.

3. Bland SMB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
4. Tilfgj straks 150 pl SMB til hver biblioteksbrgnd i CAP2 MIDI-pladen.
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10.
11.

Hvis der bruges en skal til at dispensere SMB, skal der inkluderes et overskud pa 1,15 ved portionsopdeling
af tilstraekkeligt materiale pr. prove. Kassér eventuelt overskydende materiale, efter at SMB er tilfgjet til
hver prevebrend.

Indstil pipetten til 50 ul, og overfer hele volumenen af hvert bibliotek fra ELU1 PCR-pladen til den tilsvarende
brend i CAP2 MIDI-pladen.

Kassér den tomme ELU1 PCR-plade.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldstaendigt for at undga fordampning.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér i en mikroprgveinkubator ved 57 °C i 25 minutter.

BEMZAERK Hvis du fortsaetter med Amplificér beriget bibliotek pa side 64, skal du falge
instruktionerne for optgning af reagenser i afsnittet Trin til klargaring til protokol.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Bibehold CAP2 MIDI-pladen pa den magnetiske holder, og brug en P200-pipette indstillet til 200 pl til at
fijerne og kassere alle supernatanter fra hver biblioteksbrend uden at forstyrre perlepelleten.

A FORSIGTIG

Fortszet straks til det naeste trin (Vask pa side 62). Lad ikke perlepelleten henstd i en laengere periode,
uden at der er vaeske til stede.

Vask

—_

M 0N

o

Fjern CAP2 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
Vend op og ned, eller bland RSB pé vortexblander.
Tilfgj 200 ul RSB til hver brgnd.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 4 minutter.
Placér pa den magnetiske holder i 2 minutter.

Bibehold CAP2 MIDI-pladen pa den magnetiske holder, og fjern og kassér alle supernatanter uden at
forstyrre perlepelleten.

8. Fjernresterende supernatant fra hver bregnd.
Brug en P20-pipette med fine spidser.
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Eluér

Fjern CAP2 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.
Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 22 yl EE2 + HP3-elueringsblanding til hver biblioteksbrgnd i CAP2 MIDI-pladen.

Kassér resterende EE2 + HP3-elueringsblanding.

I

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd CAP2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade ELU2 (Eluering 2).

Bland ET2 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

10. Tilfgj 5 pl ET2 til hver tilsvarende biblioteksbrend i den nye ELU2 PCR-plade.

11. Overfar forsigtigt 20 pl eluat fra hver biblioteksbrgnd i CAP2 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i ELU2
PCR-pladen.

12. Kassér den tomme CAP2 MIDI-plade.

13. Pafer selvklaebende pladeforsegler pa ELU2 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt for at undga fordampning.

© ® N o

14. Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.
15. Seet SMB, EE2, HP3 og ET2 tilbage i opbevaring.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal ELU2 PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i1 minut og opbevares ved -25 °C til-15 °Ci
op til 7 dage. Saet RSB tilbage i opbevaring.

Klarger til protokoltrin

1. Klarger enisspand.

2. Tagreagensrgret ud af asken, og felg instruktionerne til optegning.

Tabel 31 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (Delnummer 20031121)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

PPC3 -25°Ctil-15°C  Optes ved stuetemperatur. Amplificér beriget bibliotek

EPM -25°Ctil-15°C  Opbevares pais. Amplificér beriget bibliotek
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Tabel 32 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (Delnummer 20031123)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

SPB 2°Ctil8°C Lad henstd i 30 minutter for Oprens amplificeret, beriget

(lysegrent at opna stuetemperatur. bibliotek

meerkat)

RSB 2°Ctil8°C Lad hensta for at opné Oprens amplificeret, beriget
rumtemperatur. bibliotek

Klarger til sekventering

Amplificér beriget bibliotek
Dette trin anvender primere til at amplificere berigede biblioteker.
Klargering

1. Hvis ELU2-pladen har veeret opbevaret, skal den optgs ved stuetemperatur og derefter centrifugeres ved
280 x g i1 minut.

Fremgangsmade

Bland PPC3 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 5 pl PPC3 til hver biblioteksbrgnd i ELU2 PCR-pladen.

Bland EPM pé vortexblander i 5 sekunder, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfgj 20 ul EPM til hver biblioteksbrgnd.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pd ELU2 PCR-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldstaendigt for at undgéa fordampning.

I N

o

Omryst ved 1200 o/min. i 2 minutter.

Placér pa en termocykler, og ker EL-PCR-programmet.
Se Programmeér termocykler pa side 40.

Bemeerk Hvis du fortsaetter med Normalisering af biblioteker pa side 67, skal du felge
instruktionerne til optening i afsnittet Trin til Klargering til protokol.

8. Seet PPC3 og EPM tilbage i opbevaring.

Oprens amplificeret, beriget bibliotek

Dette trin bruger SPB til at oprense de berigede biblioteker fra ugnskede reaktionsbestanddele. Perlerne vaskes
to gange med frisk 80 % ethanol. Bibliotekerne elueres med RSB.
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Klargering

1.

Klarger felgende reagenser.

* SPB-Sarg for, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter. Sgrg for at bruge
SPB, ikke SMB til denne procedure.

* RSB -Seet til side til brug i proceduren.

2. Klargear frisk 80 % ethanol i et 15 ml eller 50 ml konisk rar.
Tabel 33 Klarger frisk 80 % ethanol.
Reagens 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
100 % ethanolalkohol, 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 mi
ren
RNase/DNase-fritvand 500 ul Tml 2ml 3ml 6 ml
Bland frisk 80 % EtOH pa vortexblander.
Markér en ny 96-brgnds MIDI-plade BIND2 (Binding ved oprensning).
Placér magneten.
Fremgangsmade
Bind
1. Fjern ELU2 PCR-pladen fra termocykleren.
2. Centrifugér ELU2 PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut.
3. Bland SPB pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
4. Tilfgj straks 110 ul SPB til hver biblioteksbrgnd i BIND2 MIDI-pladen.
5. Overfer 50 ul af hvert bibliotek fra ELU2 PCR-pladen til den tilsvarende brgnd i BIND2 MIDI-pladen.
6. Kassérdentomme ELU2 PCR-plade.
7. Péfer selvklaebende pladeforsegler til BIND2 MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldsteendigt.
8. Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
9. Inkubér ved stuetemperatur i 5 minutter.
10. Placér pladen i en magnetisk holder i 5 minutter.
11. Brug en P200-pipette indstillet til 200 pl til at fjerne og kassere alle supernatanter fra hver biblioteksbrand
uden at forstyrre perlepelleten.
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Vask

1. Vask perlerne, som fglger.
a. Bibehold perlerne pa den magnetiske holder, og tilfaj 200 ul frisk 80 % EtOH til hver brend.
b. Vent 30 sekunder.
c. Fjern og kassér alle supernatanter fra hver prevebrend uden at forstyrre perlepelleten.

2. Vask perlerne en ekstra gang.

3. Fjernresterende EtOH fra hver brgnd.
Brug en P20-pipette med fine spidser.

4. Kassér ubrugt 80 % EtOH.

Eluér

1. Fjern BIND2 MIDI-pladen fra den magnetiske holder.

2. Vend op og ned, eller brug vortexblander for at blande RSB.
3. Tilfgj 32 ul RSB til hver biblioteksbreond.

4. Pafer selvklaebende pladeforsegler til BIND2 MIDI-pladen.

Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.

Inkubér ved stuetemperatur i 2 minutter.

Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Markér en ny 96-brends PCR-plade PL (Oprensede biblioteker).

Overfer 30 pl af hvert eluat fra BIND2 MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i PL PCR-pladen.
10. Kassér den tomme BIND2 MIDI-plade.

11. Pafar selvklaebende pladeforsegler til PL PCR-pladen.

© © N o o

12. Seet SPB tilbage i opbevaring.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal PL PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i1 minut og opbevares ved -25° C til -15°Ciop
til 30 dage. Saet RSB tilbage i opbevaring.

Klarger til protokoltrin

1. Tagreagensrgret ud af asken, og felg instruktionerne til optgning.

Tabel 34 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (Delnummer 20031121)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
LNA1 -25°Ctil-15°C Optas ved stuetemperatur. Normalisering af biblioteker
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Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

EE2 -25°Ctil-15°C Optgs ved stuetemperatur. Normalisering af biblioteker

Tabel 35 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (Delnummer 20031123)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
LNB1 2°Ctil8°C Lad hensta i 30 minutter for at opna Normalisering af biblioteker
stuetemperatur.
HP3 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Normalisering af biblioteker
Klarger til sekventering
LNW1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Normalisering af biblioteker
LNS1 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Normalisering af biblioteker

2. Hvis du fortsaetter samme dag med Klarger til sekventering pa side 71, skal du felge instruktionerne til
optening i afsnittet Trin til klargering til protokol.

Normalisering af biblioteker

Denne proces anvender LNB1 plus additiver (LNA1) til at normalisere maengden af hvert bibliotek for at sikre en
ensartet biblioteksrepreesentation i bibliotekspuljerne. Perlerne vaskes to gange med LNW1. Bibliotekerne
elueres med frisk EE2 + HP3-elueringsblanding og neutraliseres med LNS1.

Klargering

1. Klarger felgende reagenser.
* LNB1-Serg for, at perlerne har vaeret opbevaret ved stuetemperatur i 30 minutter.
* LNA1-Bland pé vortexblander.
* EE2-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* HP3-Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
* LNW1-Bland pa vortexblander. Seet til side til brug i proceduren.
* LNS1-Bland pé vortexblander. Seet til side til brug i proceduren.

2. Bland LNB1 pa vortexblander i 1 minut for at resuspendere perlerne.
Vend LNB1-regret op og ned for at sikre, at alle perlerne er resuspenderet.

Brug en 800 ul P1000-pipette, pipettér LNB1 op og ned 10 gange for at sikre resuspension.
4. Klarger straks frisk LNA1 + LNB1-masterblanding i et konisk rar.

A FORSIGTIG

Resuspendér LNB1-perlepelleten helt i bunden af reret for at forhindre uensartet clusterdensitet.
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9.

Tabel 36 LNA1T + LNB1-masterblanding

Bestanddel i

) 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
masterblandingen
LNA1 305 ul 610 pl 1219 ul 1829 ul 3658 ul
LNB1 55l 110 pl 221l 331l 662 ul

Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.
Bland LNA1 + LNB1-masterblanding pa vortexblander. Szet til side til trinnet Bind pa side 68.
Klarger frisk EE2 + HP3-elueringsblanding i et mikrocentrifugergr.

Tabel 37 EE2 + HP3-elueringsblanding til normalisering af biblioteker

Bestanddel i

R . 4 biblioteker 8 biblioteker 16 biblioteker 24 biblioteker 48 biblioteker
elueringsblandingen
EE2 152 ul 304 ul 608 pl 912 ul 1824 pl
HP3 8 ul 16 pl 32 ul 48 pl 96 i

Denne tabel omfatter overskud af volumen. Se Handtering af reagenser pa side 31 for beregninger.

Bland frisk elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt. Seet til side til trinnet
Eluér pa side 69.

Hvis PL PCR-pladen har vaeret opbevaret, skal den optes ved stuetemperatur, centrifugeres ved 280 x gi 1
minut og derefter blandes ved pipettering.

Markér en ny 96-bregnds MIDI-plade BBN (Perlebaseret normalisering).

10. Placér magneten.

Fremgangsmade

Bind

I N
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Bland LNA1+LNB1-masterblanding pa vortexblander.
Tilfgj straks 45 ul LNA1 + LNB1-masterblanding til hver biblioteksbrend i BBN MIDI-pladen.
Kassér den resterende LNA1 + LNB1-masterblanding.
Tilfgj 20 ul af hvert bibliotek fra PL PCR-pladen til den tilsvarende brend i BBN MIDI-pladen.

Pafaer selvklaebende pladeforsegler pd BBN MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brande fuldsteendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 30 minutter.
Pafar selvklaebende pladeforsegler til PL PCR-pladen, og szt den tilbage i opbevaring.
Placér pladen pa en magnetisk holder i 2 minutter.

Bibehold pladen pa en magnetisk holder, og brug en P200-pipette til at fierne og kassere alle supernatanter
fra hver brend uden at forstyrre perlepelleten.
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Vask

Vask perlerne som fglger.

a. Fjern BBN MIDI-pladen fra den magnetiske holder.

b. Tilfgj 45 ul LNW?1 til hver biblioteksbrand.

c. Pafer selvkleebende pladeforsegler pd BBN MIDI-pladen.

d. Forsegl kanter og brgnde fuldsteendigt.

e. Omrystved 1800 o/min. i 5 minutter.

f.  Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.

g. Fjern og kassér alle supernatanter fra hver brend uden at forstyrre perlepelleten.
Vask perlerne en ekstra gang.

Fjern resterende supernatant fra hver brgnd.
Brug en P20-pipette med fine spidser.

Eluér

1.
2.
3.
4
5

© ©® N o

Fjern BBN MIDI-pladen fra den magnetiske holder.

Bland frisk EE2 + HP3-elueringsblanding pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Tilfej 32 ul EE2 + HP3-opl@sning til hver biblioteksbrend i BBN MIDI-pladen.

Kassér den resterende elueringsblanding.

Pafer selvklaebende pladeforsegler pa BBN MIDI-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Omryst ved 1800 o/min. i 2 minutter.
Placér pa en magnetisk holder i 2 minutter.
Markér en ny 96-brends PCR-plade NL (Normaliserede biblioteker).

Overfor forsigtigt 30 pl eluat fra hver biblioteksbrgnd i BBN MIDI-pladen til den tilsvarende brgnd i NL PCR-
pladen.

A FORSIGTIG

10.
1.
12.
13.
14.

Hvis perlerne suges op i pipettespidsen, skal du dispensere perlerne tilbage pa pladen pa den
magnetiske holder og vente, indtil veesken er klar (~2 minutter), inden du fortsaetter til det naeste trini
proceduren.

Kassér den tomme BBN MIDI-plade.

Bland LNS1 pé vortexblander.

Tilfgj 30 ul LNS1 til hver biblioteksbrend i en ny NL PCR-plade.

Bland fem gange ved pipettering.

Tilfgj selvkleebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
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Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.
15. Saet LNB1, LNA1, EE2, LNW1 og LNS1 tilbage i opbevaring.

SIKKERT STOPTIDSPUNKT

Hvis du stopper, skal NL PCR-pladen centrifugeres ved 280 x g i1 minut og opbevares ved -25 °C til -15 °Ciop
til 30 dage.

Klarger til protokoltrin

Start klargering af sekventeringsmaterialer fra NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cyklusser)
(Delnummer 20028871) mindst en time inden brug.

1. Hent biblioteksfortyndingsbufferen (HT1) fra opbevaringen pa -25 °C til -15 °C, opte ved stuetemperatur,
og placér derefter pa is.

2. Folginstruktionerne til klargering i Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrumentet (dokumentnr.
71000000009513) for de andre materialer i seettet.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser)

* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cyklusser)

* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cyklusser)
3. Tagreagensrgret ud af asken, og felg instruktionerne til optaning.

Tabel 38 TruSight Oncology Comp Enrichment (Freeze) Box (Delnummer 20031121)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin
PhiX Internal -25°Ctil-15°C  Optas ved stuetemperatur. Opbevares pa is. Klargear til
Control (PX3 eller sekventering
PhiX)

Tabel 39 TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) Box (Delnummer 20031123)

Reagens Opbevaring Instruktioner til optening Protokoltrin

HP3 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna rumtemperatur. Klarger til sekventering
RSB (lysergdt 2°Ctil8°C Lad hensta for at opna Klarger til sekventering
maerkat) rumtemperatur.
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Klarger til sekventering

Klargering

Gennemga retningslinjerne for Antal biblioteker og valg af indekser pa side 34.
Markér et mikrocentrifugerer dHP3 (fortyndet HP3).
Markér et mikrocentrifugerar dPhiX (fortyndet PhiX).

Forvarm en varmeblok til 96 °C til mikrocentrifugereor.

I N

Klarger en isspand.

Fortynd og denaturér PhiX-kontrol

1. Bland HP3 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
2. Kombinér felgende volumener i dHP3-mikrocentrifugeraret.

* 10 uIHP3

* 190 ul RNase/DNase-frit- vand

Bland dHP3 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
Vend op og ned, eller bland RSB pa vortexblander.

Bland PhiX-kontrol pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

o g W

Kombinér fglgende volumener i dPhiX-mikrocentrifugereret.
* 8pulRSB
* 2 ul PhiX-kontrol
7. Tilfej 10 pl dHP3 til dPhiX-rgret.
Kassér dHP3-raret.
Bland dPhiX-reret pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
10. Inkubér dPhiX ved stuetemperatur i 5 minutter for at denaturere.
11. Bland HT1 pé vortexblander.
12. Tilfej straks 980 ul HT1, der er afkelet pa forhand, til dPhiX.
13. Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

14. Placér dPhiX pa is indtil klargering af den anden fortynding.
Den endelige koncentration er 20 pM dPhiX.

15. Seet PhiX, HP3 og RSB tilbage i opbevaring.

Samling og denaturering af biblioteker til TSO Comprehensive (EU)

1. Hvis NL PCR-pladen har veeret opbevaret, skal den optgs ved stuetemperatur, og derefter skal pladen
centrifugeres ved 280 x g i 1 minut.
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2. Brug en multikanalpipette indstillet til 30 wl til forsigtigt at blande bibliotekerne i NL PCR-pladen 5 gange ved
pipettering.
Brug friske spidser til hvert bibliotek.

A FORSIGTIG

Serg for at blande bibliotekerne godt for at opna optimal ydeevne.

3. Veelg én af de felgende muligheder for at samle, denaturere og fortynde bibliotekerne.

* Mulighed nr. 1: Sekventér biblioteker afledt fra RNA-praver og DNA-prever pa samme tid. Se Mulighed
nr. 1: DNA- og RNA-biblioteker sammen pa side 72.

* Mulighed nr. 2: Sekventér biblioteker afledt fra praver, der udelukkende indeholder DNA. Se Mulighed
nr. 2: Kun DNA-biblioteker pa side 73.

* Mulighed nr. 3: Sekventér biblioteker afledt fra prever, der udelukkende indeholder RNA. Se Mulighed
nr. 3: Kun RNA-biblioteker pa side 74.

Mulighed nr. 1: DNA- og RNA-biblioteker sammen

1. Markér et mikrocentrifugerear PRL (Samlede RNA-biblioteker).
2. Markér et mikrocentrifugerer PDL (Samlede DNA-biblioteker).

3. Overfer 10 pl af hvert normaliseret RNA-bibliotek (cDNA) fra NL-pladen til PRL-rgret.
To biblioteker med samme indeksprimer ma ikke samles i en pulje.

4. Overfer 10 yl af hvert normaliseret DNA-bibliotek fra NL-pladen til PDL-roret.
To biblioteker med samme indeksprimer ma ikke samles i en pulje.

5. Tilfgj selvklaebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

6. Bland PRL- og PDL-rgrene pa vortexblander.

7. Centrifugér PRL- og PDL-rgrene kortvarigt.

8. Inkubér PRL- og PDL-regrene i en varmeblok ved 96 °C i 2 minutter.

9. Placér PRL- og PDL-rer paisi5 minutter.

10. Bland PRL- og PDL-rarene pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
11. Seet PRL- og PDL-rgrene tilbage pa is.

Klarger ferste fortynding

—_

Markér et mikrocentrifugerer DIL1 (Fortynding 1).

Overfegr 20 ul PDL til det tomme DIL1-rgr.

Tilfej 5 pl PRL til DIL1.

Kassér PDL- og PRL-rarene.

Tilfej 475 ul HT1, der er afkalet pa forhand, til DIL1-reret (fortynding 1:20).

aoR oW
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6. Bland DIL1-reret pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Klarger anden fortynding

Markér et 2,0 ml mikrocentrifugerer DIL2 (Fortynding 2).

Overfgr 40 pl DIL1 til det tomme DIL2-rgr.

Kassér DIL1-raret.

Tilfej 1660 ul HT1, der er afkelet pa forhand, til DIL2-raeret (fortynding 1:850).

Bland den klargjorte 20 pM dPhiX pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 2,5 pl klargjort 20 pM dPhiX til DIL2-rgret.

Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 1300 pI DIL2 til den optgede NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser)
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

9. Kassér DIL2-rgret.

10. Centrifugér NL PCR-pladen ved 280 x g i1 minut, og opbevar ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.
11. Fortseet til sekventering.

Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

® N O o pw NS

Mulighed nr. 2: Kun DNA-biblioteker

1. Markér et mikrocentrifugergr med skrueldg PDL (Samlede DNA-biblioteker).

2. Overfgr 10 yl af hvert normaliseret DNA-bibliotek fra NL-pladen til PDL-roret.
To biblioteker med samme indeksprimer mé ikke samles i en pulje.

3. Tilfgj selvklaebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

4. Laeg Microseal 'B' pa NL PCR-pladen.
Forsegl kanter og brende fuldsteendigt.

Bland PDL-rgret pa vortexblander.

Centrifugér PDL-rgret kortvarigt.

5
6
7. Inkubér PDL-rgret i en varmeblok ved 96 °C i 2 minutter.
8. Placér PDL-rgret paisi5 minutter.

9

Bland PDL-rgret pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

10. Seet PDL-raret tilbage pa is.
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Klarger ferste fortynding

I N

Markér et mikrocentrifugerar DIL1 (Fortynding 1).

Overfer 10 pl PDL til det tomme DIL1-rer.

Kassér PDL-roret.

Tilfej 190 ul HT1, der er afkalet pa forhand, til DIL1-reret (fortynding 1:20).

Bland DIL1 pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Klarger anden fortynding

® N O o p w NS

10.
1.

Markér et 2,0 ml mikrocentrifugergr DIL2 (Fortynding 2).

Overfgr 40 pl DIL1 til det tomme DIL2-rgr.

Kassér DIL1-roret.

Tilfej 1660 ul HT1, der er afkelet pa forhand, til DIL2-reret (fortynding 1:850).

Bland den klargjorte 20 pM dPhiX pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 2,5 pl klargjort 20 pM dPhiX til DIL2-rgret.

Bland pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 1300 pl DIL2 til den optgede NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser).
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

Kassér DIL2-rgret.

Centrifugér NL PCR-pladen ved 280 x g i1 minut, og opbevar derefter ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.
Fortseet til sekventering.

Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

Mulighed nr. 3: Kun RNA-biblioteker

© N o g &

Markér et mikrocentrifugergr PRL (Samlede RNA-biblioteker).

Overfer 10 pl af hvert normaliseret RNA-bibliotek (cDNA) fra NL-pladen til PRL-rgret.
To biblioteker med samme indeksprimer ma ikke samles i en pulje.

Tilfgj selvkleebende pladeforsegler til NL PCR-pladen.
Forsegl kanter og brgnde fuldstaendigt.

Bland PRL-rgret pa vortexblander.

Centrifugér PRL-raeret kortvarigt.

Inkubér PRL-rgret i en varmeblok ved 96 °C i 2 minutter.
Placér PRL-rgret pais i 5 minutter.

Bland PRL-rgret pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.
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9. Seet PRL-reret tilbage pa is.
Klarger ferste fortynding

Markér et mikrocentrifugerer DIL1 (Fortynding 1).

Overfor 10 pl PRL til det tomme DIL1-reor.

Kassér PRL-roret.

Tilfej 190 ul HT1, der er afkalet pa forhand, til DIL1-reret (fortynding 1:20).

Bland DIL1 pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

o oa WS

Klarger anden fortynding

Markér et 2,0 ml mikrocentrifugerer DIL2 (Fortynding 2).

Overfer 40 pl DIL1 til det tomme DIL2-rgr.

Kassér DIL1-roret.

Tilfgj 1646 ul HT1, der er afkelet pa forhand, til DIL2-reret (fortynding 1:843).

Bland den klargjorte 20 pM dPhiX pa vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilfgj 16,7 Wl klargjort 20 pM dPhiX til DIL2-rgret.

Bland pé vortexblander, og centrifugér derefter kortvarigt.

Tilf@j 1300 pl DIL2 til den opt@ede NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cyklusser).
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

9. KassérDIL2-roret.

10. Centrifugér NL PCR-pladen ved 280 x g i 1 minut, og opbevar ved -25 °C til -15 °C i op til 30 dage.

11. Fortseet til sekventering.
Se Oversigtsvejledning til NextSeq 550Dx-instrument (dokumentnr. 1000000009513) for yderligere
oplysninger.

® N> s NS
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Tolkning af resultater

Sekventeringsresultaterne fra TSO Comprehensive (EU)-analysen rapporteres individuelt i en PDF-rapport og
en JSON-rapport. Derudover genereres en rapport om lav dybde (LowDepthReport . tsv) pa preveniveauet.

Pa kerselsniveauet genereres fglgende outputfiler:

® ControlOutput.tsv

® MetrikOutput.tsv

Kun variationer, der bestar kvalitetskontrollen, vises i PDF- og JSON-rapporterne.

For detaljerede analyseoplysninger henvises til Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)-
analysemodul Vejledning til arbejdsgang (dokumentnr. 200008661).

Resultater af ledsagende diagnosticering

Der er tre mulige resultater for hver tiltaenkt anvendelse af ledsagende diagnosticering (CDx):
* Positiv—En variation er detekteret og klassificeret som niveau 1 (CDx).
* Ikke detekteret — Der er ikke detekteret nogen variationer eller biomarkerer tilknyttet den tilteenkte
anvendelse af CDx i prgven. Den valgte tumortype for prgven er relevant for CDx.
* Intet resultat — Det er ikke muligt at fastsla en variationsstatus af én eller flere af de felgende arsager:
— Dentiltaenkte anvendelse af CDx var ikke relevant for den testede preve, da den valgte tumortype for
preven ikke er relevant for tumortypen i CDx.
— Sekventeringskerslen bestod ikke specifikationerne for kvalitetskontrollen.
— Biblioteket bestod ikke de pakraevede specifikationer for kvalitetskontrollen.

— Denrelevante nukleinsyre blev ikke kgart.

Alle resultater for tilteenkt anvendelse af CDx rapporteres i afsnittet Companion Diagnostic Results (Resultater
af ledsagende diagnosticering) i JSON-rapporten. Kun de tiltaenkte anvendelser med et positivt resultat er
anfart i afsnittet Companion Diagnostic Results (Resultater af ledsagende diagnosticering) i PDF-rapporten.

Tumorprofileringsvariationer

TSO Comprehensive (EU) er designet til at rapportere somatiske variationer ved rapportering af variationer med
evidens for klinisk signifikans eller variationer med potentiel klinisk signifikans. TSO Comprehensive (EU)-
analysesoftwaren bruger en videndatabase, der afger, om hver detekteret og kvalificeret variation (Tabel 2) er
klinisk signifikant eller potentielt klinisk signifikant baseret pa evidens for terapeutiske, diagnostiske eller
prognostiske tilknytninger. Videnbasen tager ogsa hgjde for, om tilknytningerne er etablerede (eller ej) i den
tumortype, der testes. Folsomheds- eller cancerrisikotilknytninger er ikke inkluderet i videnbasen. Almindelige
polymorfier er fjernet.
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Til tumorprofileringsvariationer klassificeres positive resultater i Genomic Findings with Evidence of Clinical
Significance (Genomfund med evidens for klinisk signifikans) eller Genomic Findings with Potential Clinical
Significance (Genomfund med potentiel klinisk signifikans) i henhold til den installerede videnbase og den
identificerede tumortype.

Fejl i kvalitetskontrol medfarer ingen resultater for de typer af variationer, der er relevante for den mislykkede
kvalitetskontrolmaling. Se Tabel 40 og Tabel 41 for yderligere oplysninger. Tumorprofileringsvariationer med
utilstraekkelig dybde er anfgrt i rapporten om lav dybde og ikke i TSO Comprehensive (EU)-rapporten.

Kvalitetskontrol

* Se Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og opbevaring pa side 24 for at fa mere at vide om kvantificering

af nukleinsyre og minimumskrav til inputmateriale.

* Sekventeringskegrsel og prevevaliditet bestemmes automatisk og rapporteres af TSO Comprehensive (EU)-
analysemodul. For detaljerede analyseoplysninger henvises til Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU)-analysemodul Vejledning til arbejdsgang (dokumentnr. 200008661).

Tabel 40 TSO Comprehensive (EU)-rapport, resultat af kvalitetskontrolmalinger

Outputtype

Sekventeringskarse
I

Maling Specifikation
PCT_PF_READS =80,0
(%)

PCT_Q30_R1(%) =80,0
PCT_Q30_R2 =2 80,0
(%)

Dokumentnr. 200007789 v06
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Beskrivelse

Procentdel af laesninger,
der passerede filtret
(PF).

Gennemsnitlig
procentdel af
basebestemmelser med
en kvalitetsscore p&
Q30 eller hgjere for
leesning 1.

Gennemsnitlig
procentdel af
basebestemmelser med
en kvalitetsscore pa
Q30 eller hojere for
laesning 2.

Pavirkning fra
specifikationsfejl*
Sekventeringskarse
[ ugyldiggjort, ingen
resultater
rapporteret for
nogen preve i
kerslen.
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Outputtype Maling Specifikation

DNA-biblioteker CONTAMINATION = 3106
_SCORE ELLER
> 3106
med P_
VALUE =
0,049
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Beskrivelse

En maling, der vurderer
sandsynligheden for
kontaminering ved hjalp
af
variationsallelfrekvense
n (VAF) for almindelige
variationer.
Kontamineringsscoren
baseret pa distribution
af
variationsallelfrekvens
(VAF) for SNP'er.
P-vaerdien for
kontaminering anvendt
til vurdering af hgjt
omarrangerede
genomer; kun relevant,
hvis
kontamineringsscoren
er over den gvre
specifikationsgraense.

illumina

Pavirkning fra
specifikationsfejl*

Ingen DNA-

resultater
rapporteret.

®

78 af 140



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)

Outputtype

Maling

MEDIAN_
INSERT_SIZE
(bp)
MEDIAN_EXON
COVERAGE
(antal)

PCT_EXON_50X
(%)

USABLE_MSI_
SITES (antal)

COVERAGE_
MAD (antal)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (antal)
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Specifikation

=70

=150

=90,0

< 0,210
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Beskrivelse

Den mediane
fragmentlaengde i
preven.

Median
exonfragmentdaskning
pa tveers af alle
exonbaser.

Procentdel af exonbaser
med 50X
fragmentdaskning.

Antallet af MSI-steder,
der er brugbare til MSI-
bestemmelse (antallet af
mikrosatellit-steder, der
spaender over
tilstraekkelige laesninger
til at identificere
mikrosatellit-
instabilitet).

Medianen for absolutte
afvigelser fra medianen
af den normaliserede
teelling for hvert CNV-
malomrade.

Median r& bin-antal pr.
CNV-mal.

®

illumina

Pavirkning fra
specifikationsfejl*

Ingen resultater
rapporteret for TMB
eller sm& DNA-
variationer.

Ingen MSI-
resultater
rapporteret.

Ingen resultater
rapporteret for
genamplifikation.
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Outputtype Maling Specifikation
RNA-biblioteker MEDIAN_ = 80,0
INSERT_SIZE
(bp)
MEDIAN_CV_ <0,93
GENE_500X

(koefficient)

TOTAL_ON_ >
TARGET_READS 9.000.000
(antal)

* Vellykkede resultater indikeres med PASS (BESTAET).
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Beskrivelse

Den mediane
fragmentlaengde i
preven.

MEDIAN_CV_GENE_
500X er en méling af
ensartetheden af
daekning. For hvert gen
med mindst 500x
daekning bliver
variationskoefficienten
for daekning pé tveers af
genet beregnet. Denne
maling er medianen af
disse veerdier. En hgj
vaerdi angiver et hgjt
variationsniveau og er
tegn pa et problem i
forbindelse med
biblioteksklargeringen,
sasom lavt preveinput
og/eller problemer med
pull-down af prober.
Denne maling beregnes
ved hjeelp af alle
laesninger (inklusive
leesninger, der er
markeret som
duplikater).

Det samlede antal
leesninger, der bliver
kortlagt mod
maélregionerne. Denne
maling beregnes ved
hjeelp af alle laesninger
(inklusive laesninger, der
er markeret som
duplikater).

Pavirkning fra
specifikationsfejl*

®

illumina

Ingen resultater
rapporteret for fusioner

splejsningsvariationer.
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Tabel 41 TSO Comprehensive (EU)-rapport, resultat af kontrolmalinger

Outputtype

Positiv kontrol

Maling

DNA ekstern kontrol

Specifikation

23 ud af 24

Péavirkning fra specifikationsfejl*

Ugyldigger patientprgver manuelt

specificerede  baseret p8 resultater af kontrolprgver.

variationer Analysemodulets software ugyldigger
detekteret ikke automatisk patientprever baseret
RNA ekstern kontrol 12 ud af 13 pa resultater af kontrolpraver.
specificerede
variationer
detekteret
Ingen DNA Median =8 Ugyldigger patientprgver manuelt
skabelonkontrol ~ exondakning for TSO baseret pé resultater af kontrolpragver.
Comprehensive (EU) Analysemodulets software ugyldigger
RNA-gen over median- <1 ikke automatisk patientprgver baseret

skeeringsveerdi pa resultater af kontrolprever.

* Vellykkede resultater indikeres med PASS (BESTZ\ET).

TSO Comprehensive (EU)-rapporten, der er tilgeengelig i PDF- og JSON-formater, opsummerer resultater af
kvalitetskontroller. Rapporterne findes i analysemappen. Se Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU)-analysemodul Vejledning til arbejdsgang (dokumentnr. 200008661) for placeringen af
analysemappen (indeholder PDF- og JSON-rapporter) og kerselsmappen.

Gentag sekventeringskersler, der er ugyldige.
Gentag test af biblioteker med felgende resultater:
— Kontaminerede DNA-biblioteker

— Ugyldige RNA-biblioteker

— Test kan gentages for at opna flere resultater for variationer eller biomarkerer for DNA-biblioteker, der
blev ugyldiggjort for én men ikke alle variationstyper.

Positive kontroller evalueres for variationsbestemmelse. Hvis positive kontroller ikke opfylder kriterierne for
variationsbestemmelse, skal sekventeringskerslen ugyldiggeres manuelt. Analysemodulets software
ugyldigger ikke automatisk patientpraver baseret pa resultater af kontrolpraver.

NTC'er evalueres i forhold til median exondaekningen for DNA og gener over median skaeringsvaerdi for
RNA. Hvis negative kontroller ikke opfylder specifikationerne, skal klargering af bibliotek og alle tilknyttede
sekventeringskearsler ugyldigggres manuelt. Analysemodulets software ugyldigger ikke automatisk
patientprever baseret pa resultater af kontrolpraver.

Foretag yderligere kvalitetskontrolmalinger i overensstemmelse med lokale, statslige og/eller faderale
forordninger eller akkrediteringskrav.

Se Fejifinding pa side 82 for at fa mere at vide om gentagelse af sekvenskersler eller test af biblioteker.
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Fejlfinding

illumina

Brug felgende tabel til fejlfinding af problemer i arbejdsgangen. Hvis en sekventeringskarsel eller klargering af
bibliotek mislykkes to gange, kan der veere behov for yderligere fejlfinding. Kontakt lllumina teknisk support.

Observation

Sekventeringskgrslen
lever ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol af
kerslen

Fejl med
rapportgenerering eller
generel instrumentfejl
(netveerksfejl, fejl ved
isaetning/fjernelse af
reagenser, osv.)

DNA-biblioteket lever
ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol

Dokumentnr. 200007789 v06

Mulig arsag
Fejl i anvendelse eller

laboratorieudstyr under
analysearbejdsgangen

Problem med
instrumentet

Software- eller
instrumentfejl

Krav til praveinput blev
ikke overholdt

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Anbefalet handling

Gentag klargering af bibliotek fra ét af de fglgende
trin, afhaengigt af hvor den formodede fejl i
anvendelse eller udstyr opstod. Hvis drsagen er
ukendt, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjeelp til
fejlfinding af din karsel.

o Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klarger
til sekventering pa side 71.

» Berig bibliotekerne fra PCR-pladen med de
amplificerede bibliotekspraver (ALS). Se
Konfigurér farste hybridisering pa side 55.

» Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Denaturering og annealing
af RNA pa side 42 eller Fragmentér gDNA pa
side 46.

Kontakt lllumina teknisk support.

Se Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU)-analysemodul Vejledning til
arbejdsgang (dokumentnr. 200008661) for hjalp
til generering af rapporter. Kontakt llluminas
tekniske support for yderligere hjeelp.

Serg for relevant prgveinput, og gentag klargaring
af bibliotek fra trinnet Fragmentér gDNA. Se Krav
til prover pa side 24 og Nukleinsyreekstraktion,
kvantificering og opbevaring pa side 24.
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Observation Mulig érsag Anbefalet handling

DNA-biblioteket lever Fejl i anvendelse eller Gentag klargering af bibliotek fra ét af de felgende
ikke op til udstyr under trin, afhaengigt af hvor den formodede fejl i
specifikationerne for analysearbejdsgangen  anvendelse eller udstyr opstod. Hvis arsagen er
kvalitetskontrol ukendst, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
(fortsat) kontakte lllumina teknisk support for hjaelp til

fejlfinding af din karsel.

» Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klargor
til sekventering pa side 71.

» Berig bibliotekerne fra PCR-pladen med de
amplificerede bibliotekspraver (ALS). Se
Konfigurér farste hybridisering pa side 55.

» Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Fragmentér gDNA pa side

46.
Kriterier for Gennemgé Advarsler og forholdsregler for
CONTAMINATION_ oplysninger om, hvordan du undgér
SCORE, krydskontaminering.

CONTAMINATION_P_ Gennemga pladelayout og biblioteksindeksering

VALUE er ikke opfyldt for at sikre, at biblioteker med samme indeks ikke
blev sekventeret sammen.
For de biblioteker, der er pavirket, skal du starte
klargering af bibliotek fra arbejdsgangens
begyndelse. Se Fragmentér gDNA pa side 46.
Kontaminering kan vaere opstaet under
ekstraktion af prgven. Det kan vaere ngdvendigt at
gentage ekstraktion for at sikre, at preven ikke er
kontamineret.

Brugbart Gennemga producenten af ultrasonikatorens

MSI mislykkedes indstillinger for brug og drift (herunder
vandniveau og rgrtype).
Serg for det korrekte praveinput i analysen.
Se Krav til prover pa side 24 og
Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pé side 24.
Det kan veere ngdvendigt at ekstrahere en ny
prove eller gentage trinnet Fragmentér gDNA, hvis
preven er overfragmenteret eller beskadiget.
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Observation

RNA-biblioteket levede
ikke op til
specifikationerne for
kvalitetskontrol

Dokumentnr. 200007789 v06

Mulig érsag

Proven kan veaere
overfragmenteret, eller
nukleinsyren kan veere
beskadiget, hvilket
pavirker evnen til at
generere tilstraekkelige
unikke biblioteker

Krav til praveinput blev
ikke overholdt

Fejl i anvendelse eller
udstyr under
analysearbejdsgangen

Proven kan veaere
overfragmenteret, eller
nukleinsyren kan veere
beskadiget, hvilket
pavirker evnen til at
generere tilstreekkelige
unikke biblioteker

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Anbefalet handling

Gennemga producenten af ultrasonikatorens
indstillinger for brug og drift (herunder
vandniveau og regrtype).

Serg for det korrekte praveinput i analysen.

Se Krav til prover pa side 24 og
Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pa side 24.

Det kan veere ngdvendigt at ekstrahere en ny
prove eller gentage trinnet Fragmentér gDNA, hvis
preven er overfragmenteret eller beskadiget.

Serg for korrekt pragveinput, og gentag klargering
af bibliotek fra trinnet Denaturering og annealing
af RNA.

Se Krav til prover pa side 24 og
Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pa side 24.

Gentag klargering af bibliotek fra ét af de felgende
trin, afhaengigt af hvor den formodede fejl i
anvendelse eller udstyr opstod. Hvis arsagen er
ukendst, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjaelp til
fejlfinding af din karsel.

o Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klargor
til sekventering pa side 71.

» Berig bibliotekerne fra PCR-pladen med de
amplificerede bibliotekspraver (ALS). Se
Konfigurér farste hybridisering pa side 55.

» Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Denaturering og annealing
af RNA pé side 42.

Serg for det korrekte prgveinput.

Se Krav til prover pa side 24 og
Nukleinsyreekstraktion, kvantificering og
opbevaring pa side 24.

Det kan veere ngdvendigt at ekstrahere praven
igen, hvis preven er overfragmenteret eller
beskadiget.
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Observation

Fejl i positiv kontrol
(DNA/RNA)

NTC-fejl (DNA/RNA)

Softwaren indikerer, at
positive og/eller
negative kontroller ikke
var inkluderet i
sekvenskagrslen

Dokumentnr. 200007789 v06

Mulig érsag

Krav til prgveinput for
den positive kontrol
blev ikke overholdt.

Fejl i anvendelse eller
udstyr under
analysearbejdsgangen

Krydskontaminering
opstod, eller
arbejdsomradet er
kontamineret

Forkert indeksering af
bibliotek

Forkert tildeling af
tumortype i
planlaegning af Local
Run Manager-karslen

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.

Anbefalet handling

Serg for korrekt input i analysen.

Gennemga pladelayout, og serg for, at korrekte

reagenser (prober, indekser) er i korrekte brgnde.

Serg for, at den positive kontrol opbevares i

henhold til meerkatet.

For alle praver, der deler den positive kontrol,

gentages klargering af bibliotek fra ét af de

felgende trin, afheengigt af hvor den formodede
fejli anvendelse eller udstyr opstod. Hvis arsagen
er ukendt, eller hvis der opstod andre fejl, skal du
kontakte lllumina teknisk support for hjeelp til
fejlfinding af din karsel.

o Sekventér bibliotekerne fra PCR-pladen med
normaliserede biblioteker (NL) igen. Se Klarger
til sekventering pa side 71.

» Berig bibliotekerne fra PCR-pladen med de
amplificerede bibliotekspraver (ALS). Se
Konfigurér farste hybridisering pa side 55.

o Start klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen. Se Denaturering og annealing
af RNA pa side 42 eller Fragmentér gDNA pa
side 46.

Se afsnittet Advarsler og forholdsregler for
oplysninger om dekontaminering af
arbejdsomradet.

Gennemga Advarsler og forholdsregler for
oplysninger om, hvordan du undgar
krydskontaminering.

Gennemga pladelayout og biblioteksindeksering
for at sikre, at biblioteker med samme indeks ikke
blev sekventeret sammen.

Gentag klargering af bibliotek fra starten af
arbejdsgangen for alle biblioteker, der deler ingen
skabelonkontrol.

Genaktivér analyse med kontroller, der er korrekt
identificeret som angivet i Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU)-
analysemodul Vejledning til arbejdsgang
(dokumentnr. 200008661).
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Karakteristika for ydeevne

TSO Comprehensive (EU) er et malrettet NGS-panel med 517 gener. Sma DNA-variationer -
enkeltnukleotidvariationer (SNV'er), multinukleotidvariationer (MNV'er), insertioner og deletioner — er egnede til
rapportering fra alle 517 gener. Genamplifikationer er egnede til rapportering fra MET- og ERBB2-gener.
Fusioner er egnede til rapportering fra 23 af de gener, der erindikereti TSO Comprehensive (EU)
Analysegenpanel pa side 2. Splejsningsvariationer er egnede til rapportering fra MET- og EGFR-generne. For at
kunne rapporteres skal variationer detekteres og have evidens i TSO Comprehensive (EU)-analysens videnbase
og veere egnede baseret pa den vaevstype, der testes. For at kunne rapporteres kraever NTRK-fusioner, at
fusionspartneren er 5' og NTRK- eller RET-kinasedomaenet er intakt.

For sma DNA-variationer blev der anvendt en repraesentativ tilgang til validering af méalrettede gener i panelet
med data, der repraesenterede SNV'er, MNV'er, insertioner og deletioner. For genamplifikationer, fusioner og
splejsningsvariationer blev testen udfert pa genniveau. TMB og MSI blev evalueret, hvor det er indikeret. For
NTRK-fusioner CDx-krav blev fusioner i FFPE-praver testet i studier fokuseret pa ydeevne, der er specifik for
kravet (sdsom detektionsgraense, intralaboratoriumspraecision, reproducerbarhed, ngjagtighed og klinisk
ydeevne).

Tabel 42 angiver definitioner pa malinger beregnet i forskellige studier.

Tabel 42 Definitioner pa malinger

Betegnelse

Positiv procentvis
overensstemmelse
(PPA)

Negativ procentvis
overensstemmelse
(NPA)

Samlet procentvis
overensstemmelse
(OPA)

Positiv procentvis
konkordans (PPC)

Negativ procentvis
konkordans (NPC)

Positiv procentvis
bestemmelse (PPC)

Negativ procentvis
bestemmelse (NPC)
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Definition
Procentdelen af positive korrekt identificeret fra det samlede antal positive i forhold
til en ortogonal metode.

Procentdelen af negative korrekt identificeret fra det samlede antal negative i
forhold til en ortogonal metode.

Procentdelen af positive og negative korrekt identificeret fra det samlede antal
observationer i forhold til en ortogonal metode.

Procentdelen af positive bestemmelser korrekt identificeret fra det samlede antal
positive i forhold til en kontrolbetingelse i en direkte, parvis sammenligning.

Procentdelen af negative bestemmelser korrekt identificeret fra det samlede antal
negative i forhold til en kontrolbetingelse i en direkte, parvis sammenligning.

Procentdelen af observationer, der er positive for et mal blandt observationer, der
forventes at veere positive for mélet.

Procentdelen af observationer, der er negative for et méal blandt observationer, der
forventes at veere negative for malet.
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Krydskontaminering

Krydskontamineringsstudiet blev udfert for at evaluere, om falsk-positiv-resultater som fglge af brgnd-til-
brend-kontaminering under klargering af prgvebibliotek samt karsel-til-karsel-kontaminering mellem
konsekutive sekventeringskersler opstar for TSO Comprehensive (EU)-analysen. To DNA- og to RNA-prgver
med unikke og ikke-overlappende variationer blev anvendt til at evaluere krydskontaminering. 32 DNA-
biblioteker og 32 RNA-biblioteker blev hver klargjort tre gange af to operatgrer i et skakbraet-layout med
skiftende praver for at evaluere bregnd-til-brend-kontaminering og med skiftende indekser for at evaluere
kontaminering mellem sekvenskarsler ved konsekutiv sekventering pa det samme NextSeq 550Dx-instrument.
For at evaluere krydskontaminering blev sma DNA-variationer (der ogsa pavirker TMB) og RNA-variationer
evalueret (MSI og genamplifikationer blev ikke evalueret). Krydskontamineringsstudiet viste ingen
kontamineringshaendelser ved undersggelse af de detekterede variationer i hver prave, og der blev ikke
observeret falske positiver.

Evaluering af saet til nukleinsyreekstraktion

Tre kommercielt tilgeengelige saet til ekstraktion af DNA og RNA blev evalueret med TSO Comprehensive (EU).
De tre ekstraktionssaet isolerede bade RNA og DNA fra de samme sektioner af FFPE-vaev. Saettene anvendte
forskellige afparaffineringsmidler og trin til nukleinsyrebinding (Tabel 43). Saet 1 er det seaet, der oftest bruges til
at fastsla ydeevnen for TSO Comprehensive (EU).

Tabel 43 Seettets karakteristika

Saet Afparaffineringsmiddel Nukelinsyrebinding
1 Ejendomsretligt beskyttet Kolonne
2 Xylen Kolonne
3 Mineralsk olie Magnetiske perler

Syv praver (5 FFPE-vaev og 2 FFPE-cellelinjer) blev ekstraheret dobbelt af 2 operaterer, gentaget over tre dage
for hvert af de tre ekstraktionssaet (7 prever x 3 ekstraktionssaet x 2 operatorer til ekstraktion x 3 dages
ekstraktion x 2 ekstraktionsreplikater).

| Tabel 44 opsummeres de indvirkninger, ekstraktionssaet har pa validiteten af et bibliotek og
variationsbestemmelse. For validiteten af et bibliotek blev den starste rate-differens mellem ekstraktionssaet
rapporteret, og signifikans blev bestemt ved hjeelp af en kvantitativ analyse af méalingerne. Med hensyn til
variationsbestemmelse blev forskellen rapporteret, hvis ekstraktionsseettets middelveerdi afveg signifikant.

Det blev observeret, at ekstraktionssaet pavirker malinger af validiteten af et bibliotek for sma DNA-
variationer/TMB og MSI. Malinger af bibliotekets validitet for genamplifikationer og RNA afveg ikke signifikant
mellem ekstratktionssaet. Ekstraktionssaet pavirkede ikke variationsbestemmelse for sma DNA-variationer og
TMB-score. For MSI-score og genamplifikationer blev der ikke detekteret nogen falske positiver, og ved en
kvantitativ analyse blev der ikke fundet signifikante afvigelser i de negative prgver. Det blev observeret, at
ekstraktionssaet havde forskellige veerdier for understattende laesninger, sdledes at fusions- og
splejsningsvariationer neer LoD muligvis blev overset som felge af valg af ekstraktionsseet.
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Det valgte ekstraktionsseet skal anvendes i laboratoriets verificering af karakteristika for ydeevne for TSO
Comprehensive (EU) og til at give tilstraekkelig validtet af biblioteket.

Tabel 44 Ekstraktionssaettets indvirkning pa validiteten af et bibliotek og variationsbestemmelse

- - Variationsbestemmelse
Variationstype Validitetsrate for bibliotek (Starst tiae forskel i underli d
orste gennemsnitlige forskel i underliggende
bl (Storste forskel) 9 9 99

variabel)

Sma DNA-variationer Seet 2 signifikant lavere end saet 3 Ikke signifikant

TMB (10 %) Ikke signifikant

MSI Seet 1 signifikant lavere end saet 3 Ingen falske positiver detekteret

(14 %) Falske negativer blev ikke evalueret

Genamplifikation Ikke signifikant (5 %) Ingen falske positiver detekteret
Falske negativer blev ikke evalueret

Fusioner Ikke signifikant (3 %) Seet 1 signifikant lavere end saet 3
(11 %)

Splejsningsvariationer Saet 1 signifikant lavere end seet 3
(11 %)

Interfererende stoffer

Pavirkningen af potentielle endogene og eksogene stoffer pd TSO Comprehensive (EU)-analysens ydeevne
blev evalueret pa 16 unikke FFPE-praver fra hjerne, skjoldbruskkirtel, tyktarm, bryst, lunger, prostata, hud og
typer af blgdt vaev. Preverne blev opspaedet med endogene stoffer, melanin og heemoglobin under processen
med ekstraktion af nukleinsyre. Eksogene stoffer (ethanol, xylen og Proteinase K) var til stede under processen
med ekstraktion af nukleinsyre, men blev ogsé opspaedet til den oprensede nukleinsyre inden klargering af
bibliotek. Tilfgjelse af ekstra Proteinase K under ekstraktionsprocessen blev ogsa evalueret, hvor interferens
blev observeret med opspaadet Proteinase K. Der var en ikke-opspaedet, endogen kontrol og buffer eller
endogen kontrol opspaedet med vand for hver af de 16 unikke prever. Effekten af nekrose blev vurderet pa et
andet szt af otte FFPE-praver af vaev fra lunger, hjerne og tyktarm. Der var en makrodissekeret kontrol uden
nekrose for hver nekroseprave. For alle forstyrrelser blev fire replikater pr. prave pr. stof testet ved hjaelp af
TSO Comprehensive (EU)-analysen og sammenlignet med deres respektive kontroller for detektering af sméa
DNA-variationer, genamplifikationer, RNA-amplifikationer, RNA-fusioner og RNA-splejsningsvariationer samt
for MSI-status og TMB-score.

Detektering af DNA-variation

Melanin (0,2 ug/ml), haamoglobin (2 mg/ml), ethanol (5 %), Proteinase K (0,04 mg/ml) og xylen (0,0001 %)
interfererer ikke med TMB-score, MSI-status, sma DNA-variationer og genamplifikationer.
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Detektering af RNA-variation

Dataene understotter, at haemoglobin (2 mg/ml), melanin (0,2 pg/ml), ethanol (5 %) og xylen (0,0001 %) ikke
interfererer med RNA-fusioner eller splejsningsvariationer. Ligeledes var der ingen interferens pa detektering af
RNA-variation ved opspeaedning af 0,02 mg/ml Proteinase K i RNA inden klargering af bibliotek og ved
opspaedning af op til 2,6 mg/ml Proteinase K til preven under processen med oprensning af RNA.

Der blev observeret nogle falske positiver i forhold til kontroller uden interferens mellem replikater af biblioteker
for RNA-fusioner med heemoglobin, melanin, ethanol og xylen og for RNA-splejsningsvariationer med melanin
og xylen. Ligeledes blev der observeret nogle falske negativer pa visse replikater af biblioteker for RNA-
splejsningsvariationer med haemoglobin, melanin, xylen og 0,02 mg/ml Proteinase K. | alle tilfeelde blev de falske
positiver og falske negativer imidlertid vurderet at vaere praveveeyv, idet observationer for detekterede
haendelser viste understgttende lsesninger naer LoD. Falske positiver og falske negativer blev derfor vurderet
som ubeslaegtede for interferens og blev tilskrevet vilkarlig variation i antallet af understattende laesninger for
fusions- og/eller splejsningsvariationer ved eller under LoD.

Nekrose

Tilstedeveerisen af nekrast vaev op til 70 % interfererer ikke med detektering af TMB-score, MSI-status, sma
DNA-variationer eller RNA-splejsningsvariationer. Detektering af RNA-fusioner og genamplifikationer er
pavirket i prever med = 25 % nekroseindhold i veevsomradet. Hvis pravesektionen indeholder mere end 25 %
nekrose i det samlede veevsomrade, skal det nekrgse vaev makrodissekeres.

Stabilitet

Realtidsstabilitet

Realtidsstabilitet blev anvendt til at fastsla holdbarhedsperioden for TSO Comprehensive (EU)analysesaettet
ved opbevaring i henhold til betingelserne pa maerkatet. Studiets design var baseret pa test af 3 reagenspartier
og brugte det klassiske stabilitetsdesign, der er beskrevet i CLSI EP25-A. Saettene blev opbevaretiden
endelige saetkonfiguration under hele studiet ved opbevaringsforhold, der er defineret pa produktmaerkatet.
Frosne saetkomponenter blev opbevaret ved -15 °C til -25 °C. Nedkglede saetkomponenter blev opbevaret ved
2 °C til 8 °C. Komponenter ved stuetemperatur blev opbevaret ved 15 °C til 30 °C.

Seettet blev testet for udseende og kriterier for funktionel frigivelse pa angivne tidspunkter. Derudover blev
variationsbestemmelse og tendenser for kvalitetskontrolmalinger af preven analyseret for kontrolmateriale til
kvalitetskontrol. Holdbarhedsperioden blev bestemt for hver reagens. Udlgbsdatoer tildeles baseret pa
produktionsdato og holdbarhedsperiode. Saettets udlgbsdato tildeles baseret pa den reagens, der udlgber
forst.

Saettets stabilitet under brug

TSO Comprehensive (EU)-analysesaettets stabilitet under brug blev evalueret under forhold med standardbrug
gennem holdbarhedsperioden for at understette anvendelse af flere saet. Reagenssaettet blev frosset ned/toet
op gentagne gange og testet for at understgtte op til 4 brug af seettet. Derudover blev 8 RNA- og 8 DNA-
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biblioteker klargjort i alt 3 gange for at teste det maksimale antal understgttede biblioteker (24 DNA- og 24
RNA-biblioteker pr. seet). Alle kriterier for funktionel frigivelse blev opfyldt for alle nedfrysnings-
/opteningscyklusser og testede tidspunkter. Test af FFPE-praver med reagenser = 25 maneder blev udfert for
at vurdere indvirkningen af test under brug pa variationsbestemmelse. En kvalitativ analyse af malrettede
variationer paviser, at haendelser under brug ikke pavirkede variationsbestemmelse.

Biblioteksstabilitet

Stabiliteten af biblioteker klargjort med TSO Comprehensive (EU)-analysen blev evalueret ved hjaelp af 8 FFPE
DNA- og 8 FFPE RNA-praver fra 9 forskellige vaevstyper testet tre gange gennem analysen. Biblioteker fra PCR-
pladen markeret Normaliseret bibliotek (NL) blev samlet og sekventeret pa dag 0. Den resterende volumen af
bibliotekerne i NL PCR-pladen blev opbevaret i frossen tilstand (-25 °C til -15 °C), og derefter samlet igen og
sekventeret pa dag 30. Alle statistisk signifikante resultater for smad DNA-variationer mellem dag 0 og dag 30
var teknisk ubetydelige. Der var ingen statistiske forskelle mellem resultaterne for dag 0 og dag 30 for MSI-
status, TMB-score, genamplifikationer, RNA-fusioner og RNA-splejsningsvariationer. Dataene indikerer, at
biblioteker genereret fra TSO Comprehensive (EU)-analysen er stabile i op til 30 dage ved -25 °C til -15 °C.

Stabiliteten af FFPE-vaev pa objektglas

Stabiliteten af FFPE-vaev pa objektglas til brug med TSO Comprehensive (EU)-analysen blev evalueret ved at
opdele FFPE-blokke i sektioner (sektioner pa 5 um) fra 16 unikke prever, der repraesenterer ni vaevstyper,
overfare disse til objektglas og efterfalgende opbevare dem ved stuetemperatur under 3 tidsperioder: 1 dag
(kontrol), 4 uger og 8 uger. Nukleinsyrer (bdde DNA og RNA) blev ekstraheret pa de angivne tidspunkter og
derefter opbevaret frosset, indtil ekstraktion for alle tidsperioder var gennemfeort. Ekstraheret RNA blev
opbevaret ved -65 °C til -85 °C og ekstraheret DNA blev opbevaret ved -25 °C til -15 °C. For hver tidsperiode
blev tre replikater pr. prove testet med TSO Comprehensive (EU)-analysen og sammenlignet med kontrollen
med hensyn til sma DNA-variationer, MSI-status, TMB-score, genamplifikationer, RNA-fusioner og RNA-
splejsningsvariationer. Dataene indikerer, at FFPE-vaev pa objektglas til brug med TSO Comprehensive (EU)-
analysen er stabilt i op til 4 uger.

Sikkerheden for titreringsinput af nukleinsyre

Nukleinsyreinput for TSO Comprehensive (EU)-analysen blev evalueret ved at teste DNA fra 33 FFPE-prover,
der omfattede 17 vaevstyper, pa inputniveauer fra 10 ng til 500 ng, og ved at teste RNA fra 5 FFPE-praver fra 5
vaevstyper pa inputniveauer fra 10 ng til 85 ng. Kvalitetsmalinger af biblioteket blev evalueret og blev fundet til
at veere afhaengige af praven. DNA-resultaterne viste, at kvalitetsmalinger for nogle, men ikke alle, DNA-praver,
reagerer pa @get input over det nominelle 40 ng input:

* MEDIAN_INSERT_SIZE reagerede ikke pa input over 30 ng.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE udviste en positiv korrelation med gget input.
* PCT_EXON_50X steg med et gget input op til 80 ng.
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* USABLE_MSI_SITES steg med et gget input. Visse prgver med feerre end 40 USABLE_MSI_SITES ved 40 ng
opfyldte specifikationen ved hgjere input, hvilket muligger beregning af en MSI-score.

*  MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET steg med gget input.
* @getinput for at gge COVERAGE_MAD mod den gvre specifikationsgraense.

Kvalitetsmalinger af RNA-prever ggede (MEDIAN_INSERT_SIZE og TOTAL_ON_TARGET_READS) eller
reducerede (MEDIAN_CV_GENE_500X) fra 10 ng til 40 ng, men sendrede sig generelt ikke ved et input mellem
40 ng og 85 ng.

Blindgraense

Procentdel af falsk positive (ud af de samlede, forventede negative) blev evalueret ved hjalp af FFPE normalt
eller godartet, tilstadende veev, der ikke ma indeholde somatiske variationer af sma DNA-variationer,
genamplifikationer, MSI, RNA-fusioner og RNA-splejsningsvariationer. Falsk positive blev ikke analyseret for
TMB, da der ikke er nogen klinisk graenseveerdi. Seks DNA- og 6 RNA FFPE-praver blev kart dobbelt med 2
operaterer over 3 dage for hver af de 2 reagenspartier. Et undersaet af praver blev samlet i en ny pulje og
sekventeret igen i et 3x udelukkende DNA- og et 3x udelukkende RNA-format for at evaluere falsk positive med
flere multipleks-konfigurationer understgttet af denne enhed. Derudover blev 30 yderligere RNA-prover kert
dobbelt, behandlet med 1 reagensparti og opdelt mellem 2 operatgrer. | alt var der 168 mulige observationer for
DNA og 228 observationer for RNA reduceret med ugyldige biblioteker for hver variationstype. Procentdelen af
falsk positive blev beregnet pa genniveau for amplifikationer og pa positionsniveau (ca. 1,9 millioner positioner)
for smé DNA-variationer. Procentdelen af falsk positive for DNA-variationstyper vises i Tabel 45. Procentdelen
af falsk positive for RNA-fusioner og splejsningsvariationer var 0 % som vist i Tabel 46.

Tabel 45 Falsk positive efter DNA-variationstype

Variationstype Falsk positive
Genamplifikationer 0 % (0/9912)

Smé& DNA-variationer 0,0001 % (271/295.801.567)
MSI 0 % (0/156)

TMB I/R*

* Falsk positive er ikke relevante, da TMB rapporteres som en score og ikke har et kvalitativt resultat.

Tabel 46 Falsk positive efter RNA-variationstype

Variationstype Falsk positive
Fusion 0 % (0/226)
Splejsningsvariation 0 % (0/226)
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Detektionsgraense

Der blev foretaget to studier for at evaluere detektionsgraensen for TSO Comprehensive (EU). Studie 1
evaluerede RET sma DNA-variationer, RET-fusioner og NTRK1-3-fusioner. Studie 2 evaluerede andre
variationer af tumorprofilering.

Studie 1

Detektionsgraense (LoD'er) for NTRK1-, NTRK3- og RET smé DNA-variationer og NTRK1-3- og RET-fusioner
blev bestemt. LoD er den laveste analytveerdi (f.eks. variationsallelfrekvens eller understattende leesninger),
der kan detekteres konsekvent (95 % detekteringsgraense eller en type II-fejl pa 5 %). FFPE-vaev med RET sma
DNA-variationer (medullzer thyreoideacancer), RET-fusioner (papilleer thyreoideacancer, atypisk Spitz-tumor)
og NTRK1-3-fusioner (lavgradsgliom, glioblastom, myofibroblastisk sarkom, sarkom, sekretorisk brystcancer,
coloncancer) samt en FFPE-behandlet cellelinje med NTRK1 og NTRK3 sma DNA-variationer blev anvendt i
dette studie. Hver preve blev fortyndet til mindst 5 testniveauer (varierende fra ca. 0,01-0,10 VAF for sm& DNA-
variationer og ca. 2-25 understattende laesninger for fusioner). Der var 18 observationer for hvert testniveau pr.
parti pr. variation genereret af 3 operaterer og 3 sekventeringsinstrumenter med initiering af
biblioteksklargering pa 3 ikke pa hinanden falgende dage med 2 replikater af hvert prevetestniveau. To
reagenspartier blev testet.

For DNA-variationer blev de 2 partier analyseret uafhaengigt ved hjeelp af probit-regression eller hitrate-
metoden (laveste testniveau med en hitrate (punktestimat) = 95 %) for at bestemme LoD for hver variation efter
parti. Den sterste LoD pa tveers af de to reagenspartier blev taget som detekteringsgraensen for variationen
(Tabel 47).

For RNA-fusioner blev FFPE-cellelinjer anvendt til at estimere LoD-vaerdierne for hvert fusionsgen. LoD'erne
blev herefter verificeret med FFPE-vaev ved hjeelp af dobbelte klargeringer af biblioteker pa tveers af 3
operaterer, 3 instrumenter og 3 partier for at generere 54 observationer pr. variation i neerheden af den LoD,
der blev etableret med FFPE-cellelinjer. De kraevede detekionsgraenser for hver fusion (Tabel 48) er de lavest
gennemsnitlige understattende laesninger, der ndede en hitrate (punktestimat) = 95 %.

Tabel 47 Detektionsgraense for NTRK1, NTRK3 og RET sma DNA-variationer

Detektionsgreense

Marker Kromosom Position Reference Alternativ .
(Variationsallelfrekvens)

NTRK1T G595R Chr 156846342 G A 0,038

(SNV)*

NTRK3 F617L Chr15 88476283 A G 0,032

(SNV)*

NTRK3 G623R Chr15 88476265 C T 0,036

(SNV)*

NTRK3 G696A Chr15 88472468 C G 0,027

(SNV)*
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Detektionsgraense

Marker Kromosom Position Reference Alternativ .
(Variationsallelfrekvens)

RET C618R Chr10 43609096 T C 0,053

(SNV)

RET M918T Chr10 43617416 T C 0,045

(SNV)

RET C634Y Chr10 43609949 GC AT 0,045

(MNV)

RET D898_E901del Chr10 43615611 GAGATGTTTATGA G 0,055

(deletion)*

Chr = kromosom
* Disse DNA-variationer blev analyseret ved probit-regression, de andre DNA-variationer blev analyseret med hitrate-

metoden.

Tabel 48 Detektionsgreense for NTRK- og RET-fusioner

Detektionsgraense

Gen Fusion (Understattende lzesninger)
NTRK1 TPM3-NTRK1 20,2
BCAN-NTRK1 53,2
NTRK2 STRN-NTRK2 13,6
ETV6-NTRK2 20,3
NTRK3 KANK1-NTRK3 13,5
ETV6-NTRK3 16,2
RET NCOA4-RET 15,8
KIF5B-RET 16,6
Studie 2

Detektionsgraenserne (LoD'er) for variationer i tumorprofilering rapporteret af TSO Comprehensive (EU) blev
evalueret. LoD er den laveste analytvaerdi (variationsallelfrekvens, foldandring eller understgttende laasninger),
der kan detekteres konsekvent (95 % hitrate eller en type ll-fejl pa 5 %). FFPE-prever fra 17 vaevstyper
indeholdende variationer blev fortyndet til flere testniveauer. Der blev genereret seks observationer pr. niveau
af to operaterer, der begge brugte et andet reagensparti og et andet instrument.

DNA-variationer

LoD'er for 10 sm& DNA-variationsklasser (25 variationer i alt) og 2 DNA-genamplifikationer (ERBB2 og MET) blev
bestemt og opsummeret som intervaller (Tabel 49). RET-variationer for LoD fra studie 1 er ogsa inkluderet. To
ud af tre insertioner med mere end 5 bp havde LoD'er p& 0,034 og 0,036 VAF, og den tredje havde en LoD pa
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0,215 VAF. Sidstnaevnte havde en insertion i en region med lav kompleksitet, hvor insertionen tilfgjer yderligere
gentagelser, pavirker alignment og kraever flere laesninger for konsekvent detektering. Visse genomiske
kontekster med lav kompleksitet kan derfor pavirke detektering af insertioner > 5bp.

Tabel 49 Detektionsgraense for sma DNA-variationer og genamplifikationer
Antal

Type (maleenhed for LoD) Variationsklasse/genomisk kontekst variationer Interval
Smé& DNA-variationer SNV'er 5 0,016-0,064
(variationsallelfrekvens) MNV'er 3 0.022-0 048
Insertion (1-2 bp) neer 2 0,086-0,104
homopolymergentagelser
Insertion (1-2 bp) neer 2 0,038-0,051
dinukleotidgentagelser
Insertion (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Insertion (> 5 bp og op til 25 bp) 3 0,034-0,215
Deletion (1-2 bp) naer 2 0,094-0,100
homopolymergentagelser
Deletion (1-2 bp) neer 2 0,033-0,070
dinukleotidgentagelser
Deletion (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Deletion (> 5 og op til 25 bp) 2 0,047-0,055
Genamplifikationer (foldeendring) Efter gen (ERBB2, MET) 2 2,034-2,195

Fusioner

LoD'er blev bestemt for 18 fusioner, der udgjorde 20 gener i TSO Comprehensive (EU)-panelet, varierende fra
10 til 54,7 understattende laesninger (Tabel 50). Yderligere 3 gener (NTRK1-3) blev testet i det andet studie. Der
blev testet for RET-genet her og i det andet studie af LoD, 16 fusioner med fastsldede LoD'er havde data, der
var i overensstemmelse med en generel LoD for 16 understattende laesninger ved hjaelp af en dobbeltsidet, 95
% ovre palidelighedsgraense (UCL). To fusioner havde LoD'er pa 24,7 og 44,2 understottede laesninger, der ikke
var i overensstemmelse med den generelle LoD.

Fusionen FGFR2-SRPK2 med en LoD péa 24,7 understgttede laesninger havde overlappende repeat-regioner
ved brudpunktet som kommenteret af TSO Comprehensive (EU)-analysesoftwaren. Repeat-regioner i et
brudpunkt har typisk lavere niveauer af evidens, idet laesninger kan vaere tilknyttet andetsteds i genomet eller
forbliver ikke-alignet. Derudover ger repeat-regioner processen med sidestilling (der bruges til at identificere
fusionssekvenser) mere udfordrende og kreever yderligere evidens for at konstruere den korrekte sekvens.
SEPT14-EGFR er et andet eksempel pa en fusion med homolog sekvens i brudpunktet.
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Fusionen BCL2-IGHJ5 med en LoD pé 44,2 understettende laesninger havde et meget kort gen (IGHJ5) med
brudpunktet nzer starten af en exon, der kraever alignment med introduktion af korte huller. Flere laesninger var

séledes pakraevet for konsekvent detektering.

Tabel 50 Detektionsgraense for fusioner

Fusion Gen A, brudpunkt Gen B, brudpunkt LoD Generel LoD
NCOA4-RET 51582937 43612030 10,0 ja
TMPRSS2-ERG 39817543 42880007 13,2 ja
KIFSB-RET 32311775 43612032 14,5 ja
ACPP-ETV1 132036419 14028762 17,2 ja
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 ja
EML4-ALK 29446394 42553391 20,2 ja
FGFR1-GSR 38274821 30569602 23,7 ja
EGFR-GALNT13 55087056 155295102 24 ja
ESR1-CCDC170 151857451 152023138 24,3 ja
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 nej
HNRNPUL1-AXL 41743847 41782201 26,3 ja
CD74-ROS1;,GOPC 149784243 117645578 28,2 ja
SPIDR-NRG1 32453345 48353103 28,2 ja
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 28,5 ja
DHX8;ETV4-STAT3 41613847 40474300 30,5 ja
MKRN1-BRAF 140487383 140158806 31,2 ja
BCL2-IGHJS 60793496 106330066 44,2 nej
PAX3-FOXO1 41134997 223084859 54,7 ja

Splejsningsvariationer

De 2 RNA-splejsningsvariationer, MET og EGFR, havde LoD'er pa henholdsvis 18,7 og 24,8 understgttende
leesninger.

Tumorindhold

Resultaterne i studiet giver anbefaling til tumorindhold for kliniske prever. Generelt, jo hgjere tumorindholdet er,
jo hejere er “signalet” (VAF, foldaendring eller understattende laesninger) for variationer i tumoren. Anbefalinger
for minimum tumorindhold er baseret pa falgende observationer. LoD-veerdier for sma DNA-variationer er ikke

hgjere end 0,104 VAF (med undtagelse af TP53-insertionen). For at detektere aktiverende mutationer i tumoren
(0,50 variationsallelfrekvens) anbefales 20 % tumorindhold, saledes at disse mutationer har 0,10 VAF og er ved
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eller over LoD. Ved et tumorindhold pé 20 % ville gener, der var amplificeret til en 5,5 foldaendring (11 kopier),
blive detekteret konsekvent baseret pa en detektionsgraense pa 1,8 foldeendring. Ved et tumorindhold pa 20 %
ville fusioner med 80 understattede laesninger blive detekteret konsekvent baseret pd en detektionsgraense pa
16 understottende laesninger.

Reproducerbarhed

Der blev udfert to studier for at evaluere reproducerbarheden for TSO Comprehensive (EU)-analysen. Studie 1
evaluerede RET sma DNA-variationer samt NTRK- og RET-fusionsvariationer. Studie 2 evaluerede yderligere
variationer af tumorprofilering.

Studie 1

Der blev foretaget et studie for at vurdere reproducerbarheden af TSO Comprehensive (EU)-analysen pa tveers
af 3 testlaboratorier (1internt, 2 eksterne) med 2 operatgrer pr. laboratorie, 2 replikater i samme kegrsel og 3
ikke pa hinanden fglgende testdage. Testen blev udfert med et reproduktionspanel, inklusive DNA-praver
indeholdende specifikke, kendte RET sma DNA-variationer og RNA-prgver, der indeholder specifikke, kendte
NTRK1-3- og RET-fusionsvariationer fra formalinfikserede, paraffinindlejrede (FFPE) veevspraver og cellelinjer.
Panelet indeholdt DNA- og RNA-panelelementer med lave variationsniveauer og hgje variationsniveauer med
det samme antal panelelementer pa lavt og hejt niveau for hver variationsklasse. Panelelementer med haoijt
niveau blev malrettet ca. 2 til 3 gange hgjere end LoD, og panelelementer med lavt niveau blev mélrettet
omtrent ved LoD. Pa hvert laboratorium testede operateren panelelementerne dobbelt 3 gange, hvilket
genererede 6 observationer pr. mal pr. panelelement. Fra alle 3 laboratorier blev der genereret 36
observationer pr. panelelement (3 laboratorier/instrumenter x 2 operaterer x 2 replikater i samme keorsel x 3
startdage).

Procentdel af positive bestemmelser (PPC'er) og procentdel af negative bestemmelser (PNC'er) for malrettede
DNA-variationer og malrettede RNA-fusionsvariationer pa hgjt niveau blev bestemt som primzaere endepunkter.
PPC’er og PNC'er for malrettede sma DNA-variationer og malrettede RNA-fusionsvariationer pa lavt niveau blev
beregnet som sekundaere endepunkter. Tosidede 95 % konfidensintervaller (Cl'er) tilknyttet alle endepunkter
blev beregnet ved hjzelp af Wilson Score-metoden. Primaere analyser blev udfert for at estimere PPC og PNC
(med tilknyttede 95 % konfidensintervaller) i de malrettede panelelementer pa hejt niveau ved at kombinere
observationer fra TSO Comprehensive (EU)-analysen for et givet mal i en gruppe af panelelementer, der
repraesenterer den relevante variationsklasse (f.eks. sm& DNA-variationer og RNA-fusioner) pa tveers af
laboratorier/instrumenter, operatarer og karsler. For hver malrettet variation blev observationer fra TSO
Comprehensive (EU)-analysen i andre panelelementer pa hgjt niveau, der var malrettet til den samme
variationstype, men som ikke indeholdt den samme variation som fastlagt efter flertalsreglen, kombineret til
beregnet PNC. Den samlede PPC og PNC for de malrettede panelelementer pa lavt niveau blev bestemt pa
lignende made.
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RET Sma DNA-variationer

For de sma DNA-variationers panelelementer pa hejt niveau var den samlede PPC 100,0 % (207/207; 95 % Cl: 98,2 % til 100.0%) (Tabel
51). Den samlede PNC for de sma DNA-variationers panelelementer pa hgjt niveau var 100,0 % (1035/1035; 95 % Cl: 99,6 % til 100.0%)
(Tabel 52). For de méalrettede sma DNA-variationers panelelementer pa lavt niveau var den samlede PPC for de mélrettede sma DNA-
variationers panelelementer pé lavt niveau 99,1 % (210/212; 95 % CI: 96,6 % til 99,7 %), og den samlede PNC var 100,0 % (1026/1026; 95
% Cl: 99,6 % til 100,0 %).

Tabel 51 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af RET sma DNA-variationer i malrettede panelelementer pa hejt og
lavt niveau

Malrettet variation Malrettet variation Gennemshitlig Procentdel af positive

Variationsniveau Variationstype (Nukleotid) (Aminosyre) n VAF e (6 95 % CI*
Hoj SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 34 0,156 100,0 % (89,8 %,
(34/34) 100,0 %)
Hoj SNV chr10_43609949_G_C RET C634S 36 0,140 100,0 % (90,4 %,
(36/36) 100,0 %)
Haoj SNV chr10_43614996_G_A RET Vv804M 33 0,116 100,0 % (89,6 %,
(33/33) 100,0 %)
Haoj MNV chr10_43609949_GC_ RET C634Y 35 0,195 100,0 % (90,1 %,
AT (35/35) 100,0 %)
Hoj Deletion chr10_43615611_ RET D898_ 33 0,199 100,0 % (89,6 %,
GAGATGTTTATGA_G E901del (33/33) 100,0 %)
Hoj Insertion chr10_43609946_T_ RET C634_ 36 0,095 100,0 % (90,4 %,
TGTGCCGCAC T636dup (36/36) 100,0 %)
Hoj Alle sma DNA- Alle sma DNA- Alle sma DNA- 207 T 100,0 % (98,2 %,
variationer hgj variationer hgj variationer hg;j (207/207) 100,0 %)
Lav SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 35 0,042 100,0 % (90,1 %,
(35/35) 100,0 %)
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Variationsniveau Variationstype (Nukleotid) (Aminosyre) n VAF e (B 95 % CI*
Lav SNV chr10_43601830_G_A RET V292M 35 0,033 94,3 % (81,4 %,
(33/35) 98,4 %)
Lav SNV chr10_43613840_G_C RET E768D 36 0,044 100,0 % (90,4 %,
(36/36) 100,0 %)
Lav MNV chr10_43609949_GC_  RET C634Y 36 0,071 100,0 % (90,4 %,
AT (36/36) 100,0 %)
Lav Deletion chr10_43615611_ RET D898_ 34 0,065 100,0 % (89,8 %,
GAGATGTTTATGA_G E901del (34/34) 100,0 %)
Lav Insertion chr10_43609946_T_ RET C634_ 36 0,037 100,0 % (90,4 %,
TGTGCCGCAC T636dup (36/36) 100,0 %)
Lav Alle sm& DNA- Alle sma DNA- Alle sma DNA- 212 T 99,1% (96,6 %,
variationer lav variationer lav variationer lav (210/212) 99,7 %)

Forkortelser: I/R, gaelder ikke; VAF, variationsallelfrekvens.
* 95 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjaelp af Wilson-scoremetoden.
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Tabel 52 PNC for TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af RET sma DNA-variationer i malrettede panelelementer pa hejt

og lavt niveau

Variationsniveau

Hoj

Hoj

Hoj

Hgj

Hoj

Hoj

Hoj

Lav

Lav

Lav

Lav

Variationstype

SNV

SNV

SNV

MNV

Deletion

Insertion

Alle smé DNA-

variationer hgj

SNV

SNV

SNV

MNV

Malrettet variation

(Nukleotid)
chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT
chr10_43615611_

GAGATGTTTATGAG
chr10_43609946_T_

TGTGCCGCAC

Alle sm& DNA-variationer hgj
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A

chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_AT

Malrettet variation
(Aminosyre)

RET MO18T

RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_

E901del

RET C634_
T636dup

Alle sm& DNA-
variationer hgj
RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

173

171

174

172

174

171

1035

177

143

176

176

Procentdel af
negative
bestemmelser (%)

100,0 %
(173/173)
100,0 %
(171171)
100,0 %
(174/174)
100,0 %
(172/172)
100,0 %
(174/174)
100,0 %
(171171)
100,0 %
(1035/1035)
100,0 %
(1771177)
100,0 %
(143/143)
100,0 %
(176/176)
100,0 %
(176/176)

95 % CI?

(97,8 %,
100,0 %)
(97,8 %,
100,0 %)
(97,8 %,
100,0 %)
(97,8 %,
100,0 %)
(97,8 %,
100,0 %)
(97,8 %,
100,0 %)
(99,6 %,
100,0 %)
(97,9 %,
100,0 %)
(97,4 %,
100,0 %)
(97,9 %,
100,0 %)

(97,9 %,
100,0 %)
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Variationsniveau

Lav

Lav

Lav

Variationstype

Deletion

Insertion

Alle sm& DNA-
variationer lav

Malrettet variation
(Nukleotid)

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_

TGTGCCGCAC

Alle sm& DNA-variationer lav

Malrettet variation
(Aminosyre)

RET D898_
E901del

RET C634_
T636dup

Alle sma DNA-
variationer lav

178

176

1026

Procentdel af
negative
bestemmelser (%)

100,0 %
(178/178)
100,0 %
(176/176)
100,0 %
(1026/1026)

95 % CI?

(97,9 %,
100,0 %)
(97,9 %,
100,0 %)

(99,6 %,
100,0 %)

' Alle observationer samlet fra variationskombinationer af panelelementer, for hvilke sterstedelen af bestemmelserne er negative, dvs. mélrettede

variationer indeholdende variationer med mindre end 50 % positive bestemmelser.

295 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjeelp af Wilson-scoremetoden.
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Tabel 53 viser varianskomponentanalysen af variationsallelfrekvenser (VAF'er) pa tveers af ca. 36 observationer for hvert panelelement.

Standardafvigelsen (SD) og procentkoefficienten af variation (% CV; samlet og for hver kilde) blev beregnet og praesenteret for hver
malrettet RET lille DNA-variation.

Tabel 53 TSO Comprehensive (EU)-analyse - Varianskomponentanalyse af VAF i panelelementer for malrettede sma DNA-variationer

Variationsniveau

Hoj

Hgj

Hoj

Hoj

Hoj

Hoj

Lav

Lav

Lav

Variationstype

SNV

SNV

SNV

MNV

Deletion

Insertion

SNV

SNV

SNV

Malrettet variation
(Nukleotid)

chr10_43617416_
T_C

chr10_43609949_
G_C

chr10_43614996_
G_A

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATG
A_G

chr10_43609946_
T_TGTGCCGCAC

chr10_43617416_
T_C

chr10_43601830_
G_A

chr10_43613840_
G_C

Malrettet
variation
(Aminosyre)
RET
M918T

RET
C634S

RET
V804M

RET
C634Y

RET
D898_
E9O01del

RET
C634_
T636dup

RET
MO18T

RET
V292M

RET
E768D

34

36

33

35

33

36

35

35

36

Gennemshitlig
VAF

0,156
0,140
0,116

0,195

0,199

0,095

0,042

0,033

0,044

SD for
sted

(% CV)
0,0M
(7,2%)

0,006
(4,6%)
0,005
(4,1%)
0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,003
(3,0%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,003
(6,0%)

Operator
SD

(% CV)
0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0 %)

0,000
(0,0 %)

0,003
(9,8%)

0,000
(0,0%)

SD for
dag
(%CV)
0,000
(0,0%)

0,005
(3,7%)

0,002
(1,7 %)

0,009
(4,4%)

0,011
(5,5%)

0,000
(0,0%)

0,000
(0,0%)

0,002
(6,2%)

0,000
(0,0%)

SD for
replikat
(% CV)

0,017
(10,8%)
0,014
(10,2%)
0,012
(10,7%)
0,012
(6,0%)

0,017
(8,6%)

0,009
(9,6%)

0,009
(22,2%)

0,007
(21,7%)

0,008
(17,5%)

SDialt
(%CV)

0,020
(13,0%)

0,017
(11,8%)
0,013
(11,6%)

0,015
(7,5%)

0,020
(10,2%)

0,010
(10,1%)

0,009
(22,2%)

0,008
(24,6%)

0,008
(18,5%)
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Variationsniveau

Lav

Lav

Lav

Variationstype

MNV

Deletion

Insertion

Malrettet variation
(Nukleotid)

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATG
A_G

chr10_43609946_
T_TGTGCCGCAC

Malrettet
variation
(Aminosyre)
RET
Cc634Y

RET
D898_
E9O01del

RET
C634_
T636dup

36

34

36

Gennemshitlig
VAF
0,071

0,065

0,037

SD for
sted

(% CV)
0,000
(0,0%)

0,002
(2,5%)

0,005
(13,8%)

Operator
SD

(% CV)
0,008
(10,7%)

0,006
(9,9%)

0,000
(0,0%)

SD for
dag
(%CV)
0,000
(0,0%)

0,004
(6,4%)

0,003
(9,1%)

SD for
replikat
(% CV)
0,0Mm
(14,9%)

0,010
(16,2%)

0,006
(15,9%)

SDialt
(%CV)

0,013
(18,4%)

0,013
(20,2%)

0,008
(22,9%)
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NTRK 1 - 3 og RET-fusioner

For panelelementer med hgjt niveau i RNA-fusioner var den samlede PPC 99,3 % (285/287; 95 % CI: 97,5 % til
99,8 %) (Tabel 54). PPC var 100 % for hvert panelelement med hgjt niveau, med undtagelse af panelelementet
BCAN-NTRK1 (PPC = 94,4 % [34/36; 95 % CIl: 81,9 % til 98,5 %]). Den samlede PNC for panelelementer med hajt
niveau i RNA-fusioner var 100,0 % (1724/1724; 95 % Cl: 99,8 % til 100,0 %) (Tabel 55). For panelelementer med
lavt niveau i malrettede RNA-fusioner var den samlede PPC 95,4 % (272/285; 95 % Cl: 92,3 %, 97,3 %), og den
samlede PNC var 100,0 % (1851/1851; 95 % Cl: 99,8 % til 100,0 %).

Tabel 54 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af NTRK- og RET-fusioner i mélrettede
panelelementer med hgjt og lavt niveau

Variationsniveau Malrettet fusion  n Genn'emsnitlige understettende Procentdel af positive 95 % CI*
laesninger bestemmelser (%)
Haoj LMNA- 36 37,9 100,0 % (36/36) (90,4 %,
NTRK1 100,0 %)
Haoj BCAN- 36 33,6 94,4 % (34/36) (81,9 %,
NTRK1 98,5 %)
Hoj ETV6- 36 24,6 100,0 % (36/36) (90,4 %,
NTRK2 100,0 %)
Hoj TRIM24- 36 36,6 100,0 % (36/36) (90,4 %,
NTRK2 100,0 %)
Haoj ETV6- 36 56,4 100,0 % (36/36) (90,4 %,
NTRK3 100,0 %)
Haoj BTBD1- 35 32,9 100,0 % (35/35) (90,1 %,
NTRK3 100,0 %)
Hoj NCOA4- 36 36,7 100,0 % (36/36) (90,4 %,
RET 100,0 %)
Hoj CCDC6-RET 36 33,4 100,0 % (36/36) (90,4 %,
100,0 %)
Haoj Alle fusioner 287 36,5 99,3 % (285/287) (97,5 %,
Hoj 99,8 %)
Lav LMNA- 36 13,8 94,4 % (34/36) (81,9 %,
NTRK1 98,5 %)
Lav BCAN- 36 16,9 80,6 % (29/36) (65,0 %,
NTRK1 90,2 %)
Lav ETV6- 35 15,2 94,3 % (33/35) (81,4 %,
NTRK2 98,4 %)
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Variationsniveau

Lav

Lav

Lav

Lav

Lav

Lav

Malrettet fusion n

STRN- 36
NTRK2

ETVG6- 36
NTRK3

BTBD1- 36
NTRK3

NCOA4- 36
RET

KIF5B-RET 34

Alle fusioner 285

Lav

Gennemshnitlige understottende

laesninger

13,6

24,8

18,1

15,8

16,6

16,8

Procentdel af positive
bestemmelser (%)

100,0 % (36/36)

100,0 % (36/36)

100,0 % (36/36)

97,2 % (35/36)

97,1% (33/34)

95,4 % (272/285)

* 95 % dobbeltsidet konfidensinterval (Cl) beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden.

illumina

95 % CI*
(90,4 %,
100,0 %)
(90,4 %,
100,0 %)
(90,4 %,
100,0 %)
(85,8 %,
99,5 %)
(851 %,
99,5 %)
(92,3 %,
97,3 %)

Tabel 55 PNC for TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af NTRK- og RET-fusioner i ikke-
malrettede panelelementer med hegjt og lavt niveau

Variationsniveau
Hoj
Hoj
Hoj
Haoj
Hoj
Hoj
Hoj
Haoj
Hoj
Lav
Lav
Lav
Lav
Lav

Lav

Malrettede fusioner

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDCG6-RET
Alle fusioner - Hgj
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
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ot
180
251
251
216
144
216
215
251
1724
213
249
250
249
177
249

Procentdel af negative bestemmelser (%)

100,0 % (180/180)
100,0 % (251/251)
100,0 % (251/251)
100,0 % (216/216)
100,0 % (144/144)
100,0 % (216/216)
100,0 % (215/215)
100,0 % (251/251)

100,0 % (1724/1724)

100,0 % (213/213)
100,0 % (249/249)
100,0 % (250/250)
100,0 % (249/249)
100,0 % (177/177)

100,0 % (249/249)

95 % CI2

(97,9 %,100,0 %)
(98,5 %, 100,0 %)
(98,5 %,100,0 %)
(98,2 %, 100,0 %)
(97,4 %,100,0 %)
(98,2 %, 100,0 %)
(98,2 %,100,0 %)
(98,5 %, 100,0 %)
(99,8 %, 100,0 %)
(98,2 %, 100,0 %)
(98,5 %,100,0 %)
(98,5 %, 100,0 %)
(98,5 %, 100,0 %)
(97,9 %, 100,0 %)
(98,5 %,100,0 %)
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Variationsniveau Malrettede fusioner n' Procentdel af negative bestemmelser (%) 95 % CI?

Lav NCOA4-RET 213 100,0 % (213/213) (98,2 %, 100,0 %)
Lav KIFSB-RET 251 100,0 % (251/251) (98,5 %, 100,0 %)
Lav Alle fusioner—Lav 1851 100,0 % (1851/1851) (99,8 %, 100,0 %)

T Alle observationer samlet fra variationskombinationer af panelelementer, for hvilke stgrstedelen af bestemmelserne er
negative, dvs. mélrettede variationer indeholdende variationer med mindre end 50 % positive bestemmelser.
295 % dobbeltsidet konfidensinterval (Cl) beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden.
Tabel 56 viser varianskomponentanalysen af understettende lasninger pa tveers af ca. 36 observationer i hver
malrettet fusion. SD og % CV (i alt og for hver kilde) blev beregnet og praesenteret for hver mélrettet fusion.

Tabel 56 TSO Comprehensive (EU)-analysen - Varianskomponentanalyse af understgttende laesninger i
panelelementer i malrettede RNA-fusioner

Gennemsnitlige SD for SD for SD for SD for SD i alt
Variationsniveau Fusion n understoattende sted operator dage replikat % Cl\j)
lzesninger (% CV) (%CV) (%CV) (% CV) ?
Hoj LMNA- 36 37,9 3,52 3,37 6,93 9,04 12,39
NTRK1 (9 %) (9 %) (18 %) (24 %) (33 %)
Hoj BCAN- 36 33,6 13,75 7,87 5,40 8,95 18,98
NTRK1 (41 %) (23 %) (16 %) (27 %) (57 %)
Haoj ETV6- 36 24,6 8,03 3,50 4,20 4,86 10,86
NTRK2 (33%) (14 %) (17 %) (20 %) (44 %)
Hoj TRIM24- 36 36,6 11,44 4,24 6,82 6,87 15,57
NTRK2 (31 %) (12 %) (19 %) (19 %) (43 %)
Hoj ETV6- 36 56,4 11,49 10,20 9,25 8,69 19,93
NTRK3 (20%) (18 %) (16 %) (15 %) (35 %)
Hoj BTBD1- 35 32,9 1,49 2,65 2,16 10,47 11,1
NTRK3 (5%) (8 %) (7 %) (32 %) (34 %)
Haoj NCOA4- 36 36,7 4,64 4,09 6,17 5,20 10,17
RET (13%) (M%) (17 %) (14 %) (28 %)
Hoj CCDC6- 36 33,4 7,25 2,56 6,53 5,51 11,49
RET (22%) (8%) (20%) (16 %) (34 %)
Lav LMNA- 36 13,8 1,79 0,00 2,74 4,37 5,47
NTRK1 (13 %) (0 %) (20%) (32 %) (40 %)
Lav BCAN- 36 16,9 2,92 2,98 4,61 5,82 8,52
NTRK1 (17 %) (18 %) (27 %) (34 %) (50 %)
Lav ETV6- 35 15,2 0,00 3,41 3,83 4,39 6,75
NTRK2 (0 %) (22 %) (25%) (29 %) (45 %)
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Gennemsnitlige SD for SD for SD for SD for SD i alt
Variationsniveau Fusion n understoattende sted operater dage replikat (o/cl\j)
lzesninger (% CV) (%CV) (%CV) (% CV) ?
Lav STRN- 36 13,6 1,77 0,61 2,33 2,57 3,95
NTRK2 (13 %) (5 %) (17 %) (19 %) (29 %)
Lav ETV6- 36 24,8 6,03 3,46 0,00 6,39 9,44
NTRK3 (24 %) (14 %) (0 %) (26 %) (38 %)
Lav BTBD1- 36 18,1 0,93 0,00 0,00 6,64 6,71
NTRK3 (5 %) (0 %) (0 %) (37 %) (37 %)
Lav NCOA4- 36 15,8 2,08 1,03 0,00 5,11 5,61
RET (13 %) (7 %) (0 %) (32 %) (36 %)
Lav KIFSB-RET 34 16,6 2,07 0,00 1,58 5,83 6,39
(12 %) (0 %) (10 %) (35 %) (39 %)

%CV: Procent variationskoefficient.
SD: Standardafvigelse.

Studie 2

Et andet studie blev udfert for at vurdere reproducerbarheden af TSO Comprehensive (EU)-analysen pa tveers
af 3 testlaboratorier (2 eksterne og 1internt), 2 operataerer/instrumenter pr. laboratorie, 3 unikke reagenspartier,
4 testdage (ikke pa hinanden falgende) og 2 sekventeringskersler pr. prevebibliotek.

Testen blev udfert ved hjzelp af ekstraherede DNA- og RNA-prgver fra 41 FFPE-vaevsprover og 1 FFPE-cellelinje
(med 1 FFPE-vaevspreve og FFPE-cellelinje anvendt til at oprette 2 panelelementer hver). Vaevsprover bestod af
felgende typer: blaere, knogle, hjerne, bryst, tyktarm, jejunum, nyre, lever, lunge, ovarie, prostata, hud, blgdt
vaev, mave, skjoldbruskkirtel og livmoder. | alt 44 panelelementer blev testet, inklusive DNA-panelelementer
med sma DNA-variationer (SNV'er, MNV'er, insertioner og deletioner), genamplifikationer, forskellige TMB-
scorer, haje MSl-scorer og RNA-panelelementer med genfusioner og splejsningsvariationer. De fleste
panelelementer havde kendte malvariationer pa niveauer, der var ca. 2 til 3 gange hegjere end den
variationsspecifikke detektionsgraense (~2-3xLoD).

LOD er den analytkoncentration, hvor observerede analyseresultater er ‘positive’ (detekteret variation i forhold
til skaeringsvaerdien for TSO Comprehensive (EU)-analysen) = 95 % af tiden. Observerede gennemsnitlige
variationsniveauer blev kategoriseretsom ca. <2xLOD (observerede variationsniveauer ved < 1,5xLOD), ~2-
3xLOD (observerede variationsniveauer ved 1,5xLOD til 3,4xLOD), og ca. >3xLOD (observerede
variationsniveauer ved >3,4xLOD).

Procentdel af positive bestemmelser (PPC'er) for sma DNA-variationer, genamplifikationer, MSI-hgj (MSI-H) og
RNA-variationer blev beregnet ved at kombinere observationer pa tvaers af sekventeringskersler og
laboratorier. P4 samme made blev procentdel af negative bestemmelser (PNC'er) beregnet for sma DNA-
variationer, genamplifikationer og RNA-variationer. For hver kendt malvariation blev observationer fra TSO
Comprehensive (EU)-analysen i panelelementer af samme variationstype, men som indeholder andre
variationer, der ikke er afledt fra samme kildepreve, og som ikke overholder flertalsreglen for den pageeldende

Dokumentnr. 200007789 v06 106 af 140

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)

illumina

®

variation (dvs. < 50 % af cellerne var positive) kombineret pa tveers af laboratorier, operaterer/instrumenter,
dage, reagenspartier og sekventeringskersler for at beregne PNC. Tosidede 95 % konfidensintervaller (Cl'er)
blev beregnet ved hjzelp af Wilson Score-metoden.

Sma DNA-variationer

Tabel 57 viser PPC'er for mélrettede smé& DNA-variationer. PPC'er varierede fra 91,3 % for en BRAF SNV til
100 % for sterstedelen af DNA-variationerne.

Tabel 57 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen for detektering af sma DNA-variationer i kombinerede,

malrettede panelelementer

Observeret
variations
niveau'
~2-3 X
LOD
~2-3 X
LOD
~2-3 X
LOD
~2-3 X
LOD

<2xLOD

~2-3X
LOD
~2-3 X
LOD

~2-3X
LOD
~2-3 X
LOD
~2-3 X
LOD
~2-3 X
LOD

Dokumentnr. 200007789 v06

Variationstype

DELETION

DELETION

INSERTION

INSERTION

INSERTION

SNV

DELETION

SNV

DELETION

INSERTION

SNV

Malrettet variation
(nukleotid)

chr5_112175751_CT_C

chr5_112175675_AAG_A

chr5_112175951_G_GA

chr5_112175675_A_AAG

chr1_.27024001_C_CG

chr7_140453136_A_T

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGCA_
G

chr7_55259515_T_G

chr22_41574678_GC_G

chr17_37880981_A_

AGCATACGTGATG
chr2_209113112_C_T
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Malrettet variation
(aminosyre)

APC
L1488fsTer19

APC
S1465WfsTer3

APC
T1556NfsTer3

APC
S1465fs*9

ARID1A
Q372fs*28

BRAF V60OE

EGFRE746_
A750del

EGFR L858R

EP300
H2324fs*29

ERBB2 Y772_
A775dup

IDH1 R132H

Gennemshnitlig
VAF?

0,181

0,166

0,227

0,100

0,084

0,045

0,112

0,045

0,245

0,075

0,155

Procentdel af
positive
bestemmelser
(%)

100,0 %
(28/28)

100,0 %
(40/40)
100,0 %
(32/32)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(4/4)
91,3 %
(42/46)
100,0 %
(46/46)

100,0 %
(38/38)
100,0 %
(44/44)
100,0 %
(36/36)
100,0 %
(36/36)

95 % CI®

(87,9 %,
100,0%)

(91,2 %,
100,0 %)

(89,3 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(51,0 %,
100,0 %)

(79,7 %,
96,6 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(90,8 %,
100,0 %)

(92,0 %,
100,0 %)

(90,4 %,
100,0 %)

(90,4 %,
100,0 %)
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Observeret

L. L. Malrettet variation Malrettet variation Gennemsnitlig

variations Variationstype X .

. . (nukleotid) (aminosyre) VAF?2
niveau
~2-3 X MNV chr12_25398284_CC_ KRAS G121 0,111
LOD AT
~2-3 X INSERTION  chr9_139399350_C_CG NOTCH1 0,146
LOD R1598fs*12
~2-3 X DELETION chr10_89720798_ PTEN T319fs*1 0,157
LOD GTACT_G
<2xLOD INSERTION c¢hr17_7578470_C_ TP53 P152_ 0,157

CGGGCGG P153dup

~2-3 X INSERTION chr17_7574029_C_ TP53 0,154
LOD CGGAT R333HfsTer5

TVariationsniveau beregnet fra observeret gennemsnitlig variationsallelfrekvens.
2 Gennemsnitlig variationsallelfrekvens beregnet fra observerede analyseresultater.
395 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden.

PNC'er var 100 % pé tveers af smé DNA-variationer.

illumina

Procentdel af
positive

95 % CI®

bestemmelser

(%)
100,0 %
(38/38)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(44/44)
100,0 %
(2/2)
100,0 %
(48/48)

(90,8 %,
100,0 %)
(92,6 %,
100,0 %)
(92,0 %,
100,0 %)
(34,2 %,
100,0 %)
(92,6 %,
100,0 %)

Tabel 58 viser varianskomponentanalysen af resultater for variationsallelfrekvenser (VAF) for hver kilde af
variation og samlet variation i alle panelelementer med malrettede sma DNA-variationer.

Tabel 58 Varianskomponentanalyse af VAF for mélrettede sma DNA-variationer

SD for SD for
Gennemshnitlig SD for operator dag (sted SD for
Malrettet variation N sted ' parti
VAF % CV) (sted) operator) (% CV)
(& (% CV) (% CV) °
chr2_209113112_C_T 36 0,155 0,008 0,006 0,034 0,000
(4,9) (4,1) (22,1) (0,0)
chr4_153332910_C_ 44 0,130 0,000 0,000 0,013 0,014
CAGG (0,0) (0,0) (10,3) (11,1
chr5_112175675_A_AAG 48 0,100 0,000 0,000 0,010 0,003
(0,00 (0,0 (10,4) (2,9)
chr5_112175675_AAG_A 40 0,166 0,000 0,000 0,024 0,000
(0,0) (0,0) (14,2) (0,0)
chr5_112175751_CT_C 28 0,181 0,000 0,000 0,029 0,019
(0,0) (0,0) (15,8) (10,8)
chr5_112175751_CTTTA_ 46 0,155 0,000 0,009 0,023 0,015
C (0,0) (5,6) (14,9) (9,7)
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SD for
karsel
(% CV)

0,016
(10,2)

0,008
(6,1)
0,003
(3,3)
0,011
(6,7)

0,008
(4,7)

0,008
(5,5)

SDialt
(% CV)

0,039
(25,2)

0,021
(16,3)

0,011
(11,3)

0,026
(15,7)

0,036
(19,7)

0,030
(19,4)
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G i SD for Sb fort :D fc()rt d SD for SD for SDial
(e cv) (% CV) (% CV) e cv) e cv)
chr5_112175951_G_GA 32 0,227 0,000 0,006 0,034 0,000 0,011 0,036
(0,0) (2,5) (15,1) (0,0) (4,9) (16,1)
chr7_55242465_ 46 0,112 0,000 0,004 0,015 0,005 0,008 0,018
GGAATTAAGAGAAGCA_ (0,0) (3,8) (13,7) (4,1 (6,9) (16,3)
G
chr7_55259515_T_G 38 0,045 0,003 0,000 0,012 0,000 0,003 0,013
(6,0) (0,0) (27,3) (0,0) (6,8) (28,8)
chr7_140453136_A_T 46 0,045 0,000 0,000 0,016 0,000 0,006 0,017
(0,0) (0,0) (34,9) (0,0) (12,2)  (36,9)
chr7_140453136_AC_TT 46 0,130 0,000 0,004 0,017 0,003 0,006 0,019
(0,0) (2,9) (13,4) (2,6) (4,9) (14,8)
chr9_.139399350_C_CG 48 0,146 0,015 0,000 0,012 0,000 0,004 0,020
(10,2)  (0,0) (8,2) (0,0) (2,8) (13,4)
chr10_89720798_ 44 0,157 0,000 0,003 0,021 0,002 0,010 0,024
GTACT_G (0,0) (2,0) (13,6) (1,6) (6,4) (15,3)
chr12_25398284_CC_AT 38 0,111 0,000 0,000 0,019 0,003 0,008 0,020
(0,0) (0,0) (16,8) (2,5) (7.3) (18,5)
chr17_7574002_CG_C 44 0,158 0,007 0,000 0,021 0,013 0,013 0,029
(4,2) (0,0) (13,5) (8,6) (8,2) (18,4)
chr17_7574029_C_ 48 0,154 0,000 0,000 0,017 0,006 0,010 0,021
CGGAT (0,0) (0,0) (11,0) (3,8) (6,6) (13,4)
chr17_37880981_A_ 36 0,075 0,013 0,006 0,013 0,000 0,004 0,019
AGCATACGTGATG (16,9) (8,1 (16,7) (0,0) (4,7) (25,5)
chr22_41574678_GC_G 44 0,245 0,006 0,002 0,019 0,000 0,005 0,021
(2,4) (0,6) (7,9) (0,0) (2,1) (8,6)

Der var to smé maélrettede DNA-variationer, for hvilke antallet af observationer var for lille til, at en
varianskomponentmodel kunne tilpasses. For disse 2 malrettede variationer var samlede SD'er 0,027 for
variation chr1_27024001_C_CG og 0,001 for variation chr17_7578470_C_CGGGCGG.

Genamplifikationer

Tabel 59 viser PPC'er for malrettede genamplifikationer. PPC'er var 100,0 % for MET og 100,0 % for ERBB2.
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Tabel 59 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen for detektering af genamplifikationer i kombinerede,
malrettede panelelementer

Observeret Malrettet Observeret gennemshnitlig .
. X L. R Procentdel af positive bestemmelser (%) 95 % CI®
variationsniveau’ variation foldeendring?
~2-3xLOD MET 514 100,0 % (92,6 %,
(48/48) 100,0 %)
<2xLOD ERBB2 2,33 100,0 % (92,4 %,
(47/47) 100,0 %)

TVariationsniveau beregnet fra observeret, gennemsnitlig foldeendring.
2 Gennemsnitlig foldeendring beregnet fra observerede analyseresultater.
395 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjaelp af Wilson Score-metoden.

PNC'er var 100 % pa tveers af genamplifikationer.

Tabel 60 viser varianskomponentanalysen af resultater for foldaendring for hver kilde af variation og samlet
variation i alle panelelementer med malrettede genamplifikationer.

Tabel 60 Varianskomponentanalyse af foldeendring for méalrettede genamplifikationer
SD for SD for operater SD for dag (sted, SD for SD for

Malrettet Gennemshitlig . SDialt
L. N R sted (sted) operator) parti korsel
variation foldeendring (%CV)
(% CV) (% CV) (% CV) (%CV) (% CV)
ERBB2 47 2,33 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03
(0,6) (0,4) (0,9) (0,4) (0,5 (1,3)
MET 48 5,14 0,05 0,12 0,14 0,00 0,03 0,19
(1,00 (2,4) (2,6) (0,00 (0,6 (3,7)
MSI

Tabel 61 viser PPC'er for malrettede MSI-H-panelelementer. PPC'er var 100 % for begge MSI-H-
panelelementer.

Tabel 61 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen for detektering af MSI-H-status i kombinerede,
malrettede panelelementer

Panelelement Gennemsnitlig MSI-score’ N Procentdel af positive bestemmelser (%) 95 % CI2

TPSBD4 60,5 36 100,0 % (36/36) (90,4 %,100,0 %)
TPSBD6 55,7 32 100,0 % (32/32) (89,3 %,100,0 %)
Alle elementer 68 100,0 % (68/68) (94,7 %,100,0 %)

T Observeret gennemsnitlig MSI-score beregnet fra observerede analyseresultater.
295 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden.

Tabel 62 viser varianskomponentanalysen af resultater for MSI-score for hver kilde af variation og samlet
variation i alle panelelementer mélrettet for MSI-H-status.
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Tabel 62 Varianskomponentanalyse af MSl-score for malrettede MSI-H-panelelementer

SD for SD for operator SD for dag (sted, SD for SD for

Panelelement N Gennemshitlig sted (sted) operator) parti kersel SDialt
MSI-score (%CV)
(% CV) (%CV) (% CV) (%CV) (% CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 0,0 21 0,0 21 3,0
(0) (0) (3) (0) (3) (5)
TPSBDG6 32 557 0,0 1,3 1,0 0,8 2,9 3,4

(0) (2) (2) (1) (5) (6)
TMB

For at evaluere reproducerbarheden af TMB-scorer blev en kvantitativ analyse af scoren udfert i malrettede
TMB-panelelementer, hvilket repraesenterede et interval af forventede TMB-scorer. Tabel 63 viser
varianskomponentanalysen af resultater for TMB-score for hver kilde af variation og samlet variation i TMB-
panelelementerne. Samlede SD'er for TMB-score var 1,0 (%CV = 13) for ét panelelement (gennemsnitlig TMB-
score = 7,6) 0og 1,1 (% CV = 2) for et andet panelelement (gennemsnitlig TMB-score = 63,2).

Tabel 63 Varianskomponentanalyse af TMB-score for malrettede TMB-panelelementer

G - SD for SD for operater SD for dag (sted, SD for SD for SD i alt
Panelelement N ennemsnitlig sted (sted) operator) parti korsel 'a
TMB-score (%CV)
(%CV) (%CV) (% CV) (%CV) (% CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2 0,0 0,8 0,0 0,5 1,0
(2) (0) (10) (0) (7) (13)
TPSBD4 44 63,2 0,3 0,6 0,4 0,0 0,7 1,1

(M M () (0) M (2)

Der var 1 TMB-panelelement, for hvilke antallet af observationer var for lille (N = 2) til, at en varianskomponentmodel kunne
tilpasses. Den samlede SD for dette panelelement var 1,7.

RNA-variationer

Tabel 64 viser PPC'er for mélrettede RNA-variationer. PPC'er varierede fra 91,7 % for KIF5SB-RET til 100 % for de
fleste RNA-variationer.

Tabel 64 PPC for TSO Comprehensive (EU)-analysen for detektering af RNA-variationer i kombinerede,
malrettede panelelementer

ob . Malrettet Gennemshnitlige Procentdel af
éer'vere 3 Variationstype a're' e understottende positive 95 % CI®
variationsniveau’ variation .
lesninger? bestemmelser (%)
~2-3xLOD Fusion ACPP-ETV1 44,7 100,0 % (92,3 %,
(46/46) 100,0 %)
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Observeret

variationsniveau’

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

Variationstype

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion

Fusion
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Malrettet
variation

BCL2-IGHJ5

CD74-
ROS1;,GOPC

DHXS8;ETV4-
STAT3

EGFR-
GALNT13

EML4-ALK

ESR1-
CCDC170

FGFR1-GSR

FGFR2-
SRPK2

FGFR3-
TACC3

HNRNPUL1-

AXL

KIF5B-RET

MKRN1-BRAF

PAX3-FOXO1

RAF1-VGLL4

SPIDR-NRG1

TMPRSS2-
ERG
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Gennemshnitlige
understattende
lzesninger?

124,9

56,6

48,9

49,8

49,3

451

61,1

53,4

53,5

58,0

11,6

33,4

70,1

15,9

51,5

43,5

Procentdel af
positive
bestemmelser (%)
100,0 %
(46/46)

100,0 %
(48/48)
100,0 %
(46/46)
100,0 %
(46/46)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(46/46)
100,0 %
(46/46)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(48/48)
91,7 %

(44/48)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(48/48)
100,0 %
(46/46)
100,0 %
(48/48)
97,9 %

(47/48)

illumina

95 % CI®

(92,3 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(80,4 %,
96,7 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(92,3 %,
100,0 %)

(92,6 %,
100,0 %)

(89,1 %,
99,6 %)

112 af 140



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) illumina

ob M Gennemshnitlige Procentdel af
?er'veret. Variationstype a.reFtet understattende positive 95 % CI®
variationsniveau’ variation ;
lzesninger? bestemmelser (%)
~2-3xLOD Splejsningsvariation  EGFR vl 64,0 100,0 % (92,3 %,
(46/46) 100,0 %)
~2-3xLOD Splejsningsvariation  Springer MET 61,2 100,0 % (92,6 %,
exon 14 over (48/48) 100,0 %)

TVariationsniveau beregnet fra gennemsnitlige observerede understettende laesninger.
2 Gennemsnitlige understattende leesninger beregnet fra observerede analyseresultater.
395 % dobbeltsidet konfidensinterval beregnet ved hjeelp af Wilson Score-metoden.

PNC var 100 % for hver malrettet RNA-variation, med undtagelse af FGFR2-SRPK2-fusionen (PNC = 99,60 %
(984/988; 95 % Cl: 98,96 % til 99,84 %).

Tabel 65 viser varianskomponentanalysen af resultater for understattende leesninger for hver kilde af variation
og samlet variation i alle panelelementer med malrettede RNA-variationer.

Tabel 65 Varianskomponentanalyse af understgttende laesninger for malrettede RNA-variationer
SD for SD for dag

) Gennemsnitlige SD for SR s SD f.or SD for SDialt
Malrettet variation N :::::;Z:tende T:/Oeg " (sted) e :);rgv) I((;r(s:II) (% CV)
(% CV) (% CV)

ACPP-ETV1 46 44,7 10,38 0,00 13,01 5,90 2,28 17,80
(23) (0) (29) (13) (5) (40)

BCL2-IGHJS 46 1249 38,22 13,24 29,08 9,51 8,30 51,39
(31) (1) (23) (8) (7) (41)

CD74-ROS1;GOPC 48 56,6 0,00 3,98 17,18 0,00 3,00 17,89
(0) (7) (30) (0) (5) (32)

DHX8;ETV4-STAT3 46 48,9 18,27 13,42 17,01 0,00 1,50 28,38
(37) (27) (35) (0) (3) (58)

EGFR-GALNT13 46 49,8 0,00 6,90 14,86 2,08 2,82 16,75
(0) (14) (30) (4) (6) (34)

EML4-ALK 48 49,3 0,00 12,18 19,10 8,83 194 24,39
(0) (25) (39) (18) (4) (49)

ESR1-CCDC170 46 451 2,30 0,00 12,37 0,00 8,08 14,95
(5) (0) (27) (0) (18) (33)

FGFR1-GSR 46 611 8,57 1,31 11,15 9,23 5,18 17,65
(14) (2) (18) (15) (8) (29)

FGFR2-SRPK?2 48 53,4 3,18 10,90 15,85 15,29 3,10 24,97
(6) (20) (30) (29) (6) (47)
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Gennemsnitlige  SD for SD for SDfordag e spfor _
Malrettet variation N understgattende sted operater (sted, parti kersel SDialt
laesninger (% CV) (sted) operator) (% CV) (% CV) (% cv)
(% CV) (% CV)
FGFR3-TACC3 48 53,5 17,43 0,00 12,38 5,81 3,46 22,42
(33) (0) (23) (11) (6) (42)
HNRNPUL1-AXL 48 58,0 0,00 12,15 18,22 0,00 3,96 22,26
(0) (21 (31 (0) (7) (38)
KIF5B-RET 48 11,6 0,89 0,00 3,97 1,44 1,09 4,45
(8) (0) (34) (12) (9) (38)
MKRN1-BRAF 48 33,4 6,98 8,19 13,02 6,63 4,00 18,58
(21) (25) (39) (20) (12) (56)
PAX3-FOXO1 48 701 12,45 10,79 17,91 3,02 2,42 24,65
(18) (15) (26) (4) (3) (35)
RAF1-VGLL4 46 15,9 1,46 1,52 3,80 4,42 1,23 6,32
(9) (10) (24) (28) (8) (40)
SPIDR-NRG1 48 51,5 4,78 0,00 10,69 5,94 3,29 13,54
(9) (0) (21) (12) (6) (26)
TMPRSS2-ERG 48 43,5 5,63 8,81 9,98 0,00 6,21 15,73
(13) (20) (23) (0) (14) (36)
EGFR vlll- 46 64,0 12,70 0,42 17,69 0,00 2,34 21,90
splejsningsvariation (20) (1) (28) (0) (4) (34)
Springer MET exon 48 61,2 11,42 3,43 19,84 7,55 2,10 24,43
14- (19) (6) (32) (12) (3) (40)
splejsningsvariation
over

Intralaboratoriepraecision

Der blev udfert to studier for at evaluere intralaboratoriepreecision for TSO Comprehensive (EU). Studie 1
evaluerede NTRK- og RET-fusioner og RET sma DNA-variationer. Studie 2 evaluerede TMB og MSI.

Studie 1

Intralaboratoriepraecision blev evalueret for NTRK1-3-fusioner (lavgradsgliom, glioblastom, myofibroblastisk
sarkom, sekretorisk brystkraeft), RET-fusioner (thyreoideacancer og hudvaev fra en ukendt cancer) og RET sma
DNA-variationer (medulleer thyreoideacancer) med FFPE-vaev fra den indikerede cancer. Hver af praverne blev
testet pa to variationsniveauer: ~1x LoD (lavt variationsniveau) og ~2-3x LoD (hejt variationsniveau) med
undtagelse af preven indeholdende CCDC6-RET, der kun blev testet pa det lave variationsniveau. Hver af
preverne pa hvert testniveau blev kert to gange i hver klargering af bibliotek pa tveers af tre (3) operaterer. Hver
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operater pabegyndte klargering af bibliotek pa tre (3) ikke pa hinanden fglgende startdage og sekventerede pa
tre (3) udpegede NextSeq 550Dx-instrumenter. Tre (3) reagenspartier blev testet og genererede 54
observationer pr. niveau. Nogle niveauer havde feerre end 54 observationer som fglge af ugyldige biblioteker.

Kvalitativ analyse

Den kvalitative konkordans ved variationsbestemmelse blev evalueret separat for de to variationsniveauer for
en given variation fra samlede observationer pa tveers af alle variabler (operaterer, reagenspartier,
instrumenter, dage og replikater). Procentdelen af positive bestemmelser (PPC) og procentdelen af negative
bestemmelser (PNC) og det tilknyttede to-sidede 95 % konfidensinterval (Wilson-score) er opsummeret i Tabel
66 (sma DNA-variationer) og Tabel 67 (RNA-fusioner).

Pa det hgjeste variationsniveau (~2-3 x LoD) paviste TSO Comprehensive (EU)-analysen 100 % for PPC og PNC
for alle testede variationer.

Pa det laveste variationsniveau (~1 x LoD) varierede PPC for sma DNA-variationer fra 83,3 % til 98,1 %, og PPC
for RNA-fusioner varierede fra 90,7 % til 100 %. For variationer med PPC < 95 % var de gennemsnitlige VAF'er
(RET C634Y og RET D898_E901del) eller understgttende laesninger (NCOA4-RET og BCAN-NTRK1) under de
respektive detektionsgraenser. P4 det laveste variationsniveau blev 100 % PNC opnaet for alle variationer.
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Tabel 66 Kvalitative resultater for malrettede DNA-variationer

Gennemsnitlig

Variationsniveau Variation Variationstype VAF PPC (95 % Cl) PNC (95 % Cl)
Lav RET C634Y MNV 0,028 83,3 % 100,0 %
(~1x LoD)
(45/54) (215/215)
(71,3 %- (98,2 %-
91,0 %) 100,0 %)
RET D898_E901del DELETION 0,048 87,0 % 100,0 %
(47/54) (215/215)
(75,6 %- (98,2 %-
93,6 %) 100,0 %)
RET C618R SNV 0,045 94,4 % 100,0 %
(51/54) (215/215)
(84,9 %- (98,2 %-
98,1 %) 100,0 %)
RET M918T SNV 0,042 96,2 % (51/53) 100,0 %
(87,2 %- (216/216)
99,0 %) (98,3 %-
100,0 %)
RET D631_ DELETION 0,056 98,1 % (53/54) 100,0 %
L633delinsE* (90,2 %- (215/215)
99,7 %) (98,2 %-
100,0 %)
Dokumentnr. 200007789 v06 116 af 140

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG. KUN TIL EKSPORT.



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) illumina

Gennemsnitlig

Variationsniveau Variation Variationstype VAE PPC (95 % CI) PNC (95 % ClI)
Hej RET C634Y MNV 0,095 100,0 % 100,0 %
(~3x LoD) (54/54) (192/192)
(93,4 %- (98,0 %-
100,0 %) 100,0 %)
RET D898_E901del DELETION 0,088 100,0 % 100,0 %
(54/54) (192/192)
(93,4 %- (98,0 %-
100,0 %) 100,0 %)
RET C618R SNV 0,146 100,0 % 100,0 %
(54/54) (192/192)
(93,4 %- (98,0 %-
100,0 %) 100,0 %)
RET M918 SNV 0,078 100,0 % 100,0 %
(52/52) (194/194)
(93,1 %- (98,1 %-
100,0 %) 100,0 %)
RET D631_ DELETION 0,161 100,0 % 100,0 %
L633delinsE* (32/32) (214/214)
(89,3 %- (98,2 %-
100,0 %) 100,0 %)

* Nukleotideendringer er anfart for hver variation i afsnittet Detektionsgraense, med undtagelse af RET D631_L633delinsE,
der er kromosom 10, position 43609940, reference ACGAGCT, alternativ A.
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Tabel 67 Kvalitative resultater for malrettede RNA-fusioner

Variationsniveau Fusion

Lav TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3 (FFPE-
cellelinje)

NCOA4-RET

CCDC6-RET

Dokumentnr. 200007789 v06

Gennemsnitlige
understattende
laesninger

20,2

221

20,3

16,2

231

13,3

18,7
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PPC (95 % CI)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

94,4 % (51/54)
(84,9 %, 98,1 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

98,1 % (53/54)
(90,2 %, 99,7 %)

90,7 % (49/54)
(80,1 %, 96,0 %)

98,1 % (53/54)
(90,2 %, 99,7 %)

illumina

PNC (95 % CI)

100,0 %
(537/537)
(99,3 %,100,0 %)

100,0 %
(591/597)
(99,4 %,100,0 %)

100,0 %
(591/591)
(99,4 %,100,0 %)

100,0 %
(537/537)
(99,3 %, 100,0 %)

100,0 %
(537/537)

(99,3 %,100,0 %)
100,0 %
(591/591)

(99,4 %,100,0 %)
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Variationsniveau

Hoj

Fusion

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3
(FFPE cellelinje)

NCOA4-RET

CCDC6-RET

Dokumentnr. 200007789 v06

Gennemshnitlige
understattende
lzesninger

571

53,2

52,0

41,7

28,3

24,8

/T
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PPC (95 % CI)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

100,0 % (54/54)
(93,4 %,100,0 %)

lkke testet

illumina

PNC (95 % CI)

100,0 %
(481/481)
(99,2 %,100,0 %)

100,0 %
(535/535)
(99,3 %, 100,0 %)

100,0 %
(535/535)
(99,3 %,100,0 %)

100,0 %
(481/481)
(99,2 %,100,0 %)

100,0 %
(481/481)

(99,2 %,100,0 %)
100,0 %
(589/589)

(99,4 %,100,0 %)
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Kvantitativ analyse

Variansanalyse for begranset maksimal sandsynlighed (REML) for komponenter blev udfert for at evaluere samlet variation af den
underliggende, kontinuerlige variabel (VAF for sma DNA-variationer og understattende laesninger for RNA-fusioner) og estimere
praecisionskomponenterne [standardafvigelse (SD), variationskoefficient (CV)] for hver kilde af variation [operaterer, instrumenter,
dage, reagenspartier, rest og samlet]. Resultaterne vises i Tabel 68 for sma DNA-variationer og Tabel 69 for RNA-fusioner.

Som forventet med en binomial andel steg variationen i VAF med gennemsnittet. Som forventet med optaellingsdata steg variationen i
understeattende laesninger med gennemsnittet. Restbestanddelen var den sterste medvirkende arsag til samlet varians for bade sma
DNA-variationer og RNA-fusioner pa begge niveauer, hvilket understgtter konklusionen om, at detektering af disse variationer ved hjeelp
af TSO Comprehensive (EU) er robust for bade operatarer, partier, instrumenter og dage.

Tabel 68 Kvantitative SD- og CV-resultater for malrettede sma DNA-variationer

Antal - Operator Instrument ) Rest lalt
VAF- . . R Gennemshnitlig Parti SD Dag SD
niveau Variation Variationstype gyldige VAF sD SD (%CV) (%CV) sD SD
forseg (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
Lav RET D898_ DELETION 54 0,048 0,000 0,000 0,000 0,004 0,014 0,015
(~1x E901del (0,0) (0,0) (0,0) (8,7) (30,0) (31,2)
LoD) RET C618R SNV 54 0,046 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,014
(0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (31,3)  (31,3)
RET M918T SNV 53 0,042 0,000 0,001 0,000 0,000 0,0m 0,01
(0,0) (3,0) (0,0) (0,0) (25,6)  (25,7)
RET C634Y MNV 54 0,028 0,000 0,000 0,001 0,000 0,009 0,009
(0,0) (0,0) (3,3) (0,0) (30,7)  (30,9)
RET D631_ DELETION 54 0,056 0,000 0,002 0,006 0,000 0,010 0,012
L633delinsE (0,0) (3,0) (11,6) (0,0) (18,5) (22,0)
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VAF-
niveau

Hoj
(~3x
LoD)

Variation

RET D898_

E901del

RET C618R

RET M918T

RET C634Y

RET D631_
L633delinskE

Variationstype

DELETION

SNV

SNV

MNV

DELETION

Antal

gyldige
forseg

54

54

52

54

52

Gennemshnitlig
VAF

0,088

0,146

0,078

0,095

0,164

Operator
SD
(%CV)
0,000
(0,0)

0,003
(1,7)
0,002
(31)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Instrument
SD

(%CV)
0,000
(0,0

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,002
(2,5)

0,000
(0,0)

Parti SD
(%CV)

0,001
(1,4)
0,020
(13,7)
0,000
(0,0)
0,002
(2,1)

0,005
(3,0)

Dag SD
(%CV)

0,006
(7,0)
0,002
(11
0,007
(9,1)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Rest
sD
(%CV)
0,017
(19,2)

0,018
(12,6)
0,018
(23,1)
0,014
(15,0)

0,020
(12,1)

lalt

SD
(%CV)
0,018
(20,5)

0,027
(18,7)
0,020
(25,0)
0,015
(15,3)

0,020
(12,4)
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Tabel 69 Kvantitative SD- og CV-resultater for malrettede RNA-fusioner

Niveau af
understottende
laesninger

Lav

Fusion

TPM3-
NTRK1

BCAN-
NTRK1

ETVG-
NTRK2

ETV6-
NTRK3

ETV6-
NTRK3
(cellelinje)

NCOA4-RET

CCDC6-RET

Antal
gyldige
forseg

54

54

54

54

Gennemsnitlige
understattende
lzesninger

20,2

221

20,3

16,2

231

13,3

18,7

SD for
operator
(%CV)

2,3
(11,5)
3,4
(15,3)
0,0
(0,0)
2,3
(14,0)
4,6
(19,7)

1,7
(12,6)
0,0
(0,0)

SD for
instrument
(%CV)

0,9
(4,7)
1,4
(6,4)
3,2
(15,7)
2,4
(14,6)
1,2
(5.1

0,0
(0,0)
1,1
(6,1)

SD for
parti
(%CV)

3,3
(16,4)
1,8
(8,0
4,4
(21,9)
2,2
(13,4)
0,0
(0,0

0,0
(0,0)
5,4
(29,1)

SD for
dage
(%CV)
0,8
(4,1)

0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)

1,7
(12,6)
0,0
(0,0)

SD for
rest
(%CV)

5,7
(28,2)
6,0
(27,2)
8,3
(40,8)
4,7
(28,7)
6,7
(29,1)

5,1
(38,3)
6,2
(33,0)

SDialt
(%CV)
7,1
(35,2)
7,3
(32,9)
9,9
(48,7)
6,1
(37,5)
8,2
(35,5)

5,6
(42,2)
8,3
(44,4)
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Niveau af
understattende
lzesninger

Hoj

Fusion

TPM3-
NTRK1

BCAN-
NTRK1

ETVG6-
NTRK2

ETVG-
NTRK3

ETV6-
NTRK3
(cellelinje)

NCOA4-RET

Antal

gyldige
forseg

54

54

54

Gennemshnitlige
understattende
lzesninger

57,1

53,2

52

41,7

28,3

24,8

SD for
operator
(%CV)

11,2
(19,6)
8,2
(15,5)
0,0
(0,0)
7,2
(17,2)
7,9
(28,0)

31
(12,3)

SD for
instrument
(%CV)

1,2
(2,1
0,8
(1,4)
4,
(7,8)
0,4
(1,0)
1,0
(3,6)

0,0
(0,0)

SD for
parti
(%CV)
5,7
(9,9)

5,6
(10,5)
7,1
(13,6)
6,4
(15,4)
0,0
(0,0)

5,9
(23,9)

SD for
dage
(%CV)
2,0
(3,5)

2,9
(5,4)
5,7
(11,0)
0,0
(0,0)
0,0
(0,0)

0,0
(0,0)

SD for
rest
(%CV)

11,9
(20,8)
11,3
(21,3)
12,9
(24,9)
10,7
(25,8)
9,1
(32,0)

6,8
(27,3)

SDi alt
(%CV)
17,4
(30,5)
15,4
(28,9)
16,3
(31,4)
14,4
(34,6)
12,1
(42,6)

9,5
(38,3)

(N3) anisuayaidwo) ABojosuQ .1uybisnu] |11 [oppassbee|pul



Indlaegsseddel til TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) illumina

Studie 2

Intralaboratoriepraecision blev evalueret for TMB og MSI. Fem NSCLC FFPE DNA-prgver for TMB og syv CRC
FFPE-prever for MSI, inklusive bade mikrosatellitstabil (MSS) og MSI-hgj, blev anvendt til at evaluere praecision
pa forskellige niveauer pa tveers af score-intervallet. Hver af praverne blev kart to gange pa tvaers af tre (3)
operatorer, tre (3) dage med tre (3) klargeringer af bibliotek for tre (3) reagenspartier med tre NextSeq 550Dx-
instrumenter og genererede 54 observationer pr. niveau.

Kvalitativ konkordans blev evalueret for MSI-status. TSO Comprehensive (EU)-analysen paviste 100 %
konkordans for procentdelen af positive bestemmelser og procentdelen af negative bestemmelser for MSI-
status. For TMB rapporterer TSO Comprehensive (EU)-analysen en TMB-score. Kvalitativ konkordans er ikke
relevant.

Den samlede variation i TMB- og MSI-score blev sammen med bidraget fra kilden (instrumenter, operaterer,
partier, dage og rest) kvantificeret ved hjaelp af en varianskomponentmodel pa tvaers af et score-interval.
Standardafvigelsen (SD) og varianskoefficienten (CV) vises i Tabel 70 for TMB og Tabel 71 for MSI| efter niveau.
Nogle niveauer havde faerre end 54 observationer som fglge af ugyldige biblioteker.

Tabel 70 Kvantitative resultater for TMB-score, SD og CV

o . X Operatar Instrument Parti Dag Rest | alt
Niveau ennemsnitlig TMB- Antal gyldige sD sD SD - sD sD
score forseg
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
L1 0,3 52 0,00 0,06 0,00 0,08 0,40 0,41
(0 %) (23 %) (0 %) (30%) (146 %) (151%)
L2 8,4 53 0,00 0,14 0,00 0,00 0,71 0,73
(0 %) (2 %) (0 %) (0 %) (8 %) (9 %)
L3 15,1 54 0,00 0,00 0,20 0,00 1,16 1,18
(0 %) (0 %) (1%) (0 %) (8 %) (8 %)
L4 20,3 53 0,00 0,00 0,06 0,00 0,56 0,57
(0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (3 %) (3 %)
LS 42,3 54 0,00 0,00 0,15 0,00 1,37 1,38
(0 %) (0 %) (0 %) (0 %) (3 %) (3 %)

Tabel 71 Kvantitative resultater for Ml-score, SD og CV

MSI G itia MS Antal avidi Operator Instrument Parti Dag Rest | alt
N Niveau  Connemsnitlig MSI- ntalgyldige o, sD sD SD SD sD
status score (%) forseg
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
MS- L1 0,80 53 0,35 0,00 0,15 0,00 0,52 0,64
stabil (43 %) (0 %) (18 %) (0 %) (66 %) (81 %)
L2 5,90 53 0,47 0,00 0,84 0,00 1,26 1,58
(8 %) (0 %) (14 %) (0 %) (21 %) (27 %)
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MSI G . . Operator Instrument Parti Dag Rest | alt
- Niveau ennemshnitlig MSI- Antal gyldige sD sD SD sD SD sD
status score (%) forseg
(%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
MSI- L3 48,68 53 0,19 0,00 0,00 1,19 2,48 2,76
hgj (0 %) (0 %) (0 %) (2%) (5%) (6 %)
L4 56,85 54 1,66 0,00 1,92 0,00 3,07 3,98
(3%) (0 %) (3%) (0%) (5%) (7 %)
LS 72,62 54 0,00 0,47 0,34 0,62 1,28 1,54
(0 %) (1%) (0 %) (1%) (2 %) (2 %)
L6 75,29 54 0,00 0,42 0,09 0,00 1,46 1,52
(0 %) (1%) (0 %) (0%) (2%) (2 %)
L7 78,38 54 0,00 0,00 0,00 0,45 0,95 1,06
(0 %) (0 %) (0 %) (1%) (%) (1%)

Variationen i TMB-scorer har tendens til at stige med gennemsnittet som forventet fra teoretiske fordelinger af
opteellingsdata. Variationen i MSI-scorer for niveauer naer MSl-score = 50 er hgjere end variationen i MSI-scorer
teettere pa 0 eller 100 i overensstemmelse med variabiliteten fra teoretiske fordelinger af andelsdata.
Restkomponenten forblev den sterste medvirkende arsag til samlet varians for bade MSI- og TMB-scorer,
hvilket understgtter konklusionen om, at scorerne er robuste for operatarer, partier, instrumenter og dage.

C5- og C95-veerdier i neerheden af skaeringsvaerdien pa 20,00 % blev bestemt for MSI ved hjeelp af en
preecisionsprofil (Tabel 72).

Tabel 72 C5-C95-intervaller for MSI
Score C5 C95

MSI 1717 % 23,32 %

Idet bade MSI og TMB er komplekse biomarkerer, kan analytisk ydeevne imidlertid variere fra prave til prave.
Det vil sige, at TMB-variation ikke kun afhaenger af TMB-vaerdien, men ogsa af sammensaetningen af variationer
i preven, sasom variationstype (SNV, indel) og VAF-niveau (teethed pa inklusionsgraensen). P4 samme made
afhaenger MSI-variation ikke kun af MSI-veaerdien, men ogsa af sammensaetningen af stederne i prgven, sdsom
antallet af steder, der er ustabile og maengden af ustabilitet pr. sted.

Tumorindholdets indvirkning pa TMB- og MSI-scorer blev evalueret. For de fleste praver havde et tumorindhold
pa = 30 % en ubetydelig indvirkning p&d TMB-scorer over ca. 10 mutationer pr. megabase. TMB-scorer forblev
relativt ueendrede med @get tumorindhold. For MSI-hgj-prever udviste tumorindholdet en positiv, lineaer
korrelation med MSI-score. MSI-hgj-praver forblev i gennemsnit MSI-H ved et tumorindhold p& = 30 %.
Endometrielle pravers adfaerd var markant anderledes end de andre veevstyper, og det blev konstateret, at en
sterre maengde tumorindhold var pakraevet for at blive bestemt som MSI-H.
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Praecision af tumorprofilering

Detektering af variationer ved hjaelp af TSO Comprehensive (EU)-analysen blev sammenlignet med resultaterne
fra referencemetoderne. Sma DNA-variationer og TMB blev sammenlignet med en eksternt valideret helt exom
NGS-metode. Genamplifikationer blev sammenlignet med den samme NGS-metode eller valideret dobbelt in-
situ hybridiseringsmetode (DISH) for HER2-amplifikationer. MSI blev evalueret i forhold til en valideret MSI-
PCR-test. RNA-splejsningsvariationer blev sammenlignet med en valideret, kvantitativ PCR (qPCR)-metode.
ROS1- og ALK-fusioner blev sammenlignet med validerede FISH-analyser. Alle andre fusioner blev
sammenlignet med en sammensat metode, der bestod af en valideret NGS-analyse for helt RNA-exom (RNGS1),
et malrettet NGS-panel (RNGS2) og ddPCR (droplet digital PCR).

Detektering af sma DNA-variationer

Detekteringen af sma DNA-variationer ved hjzelp af TSO Comprehensive (EU)-analysen blev sammenlignet med
resultaterne af sekventering af helt exom (WES), der anvender WES med prgver med tumor og normal sat
sammen til bestemmelse af kimceller og sma somatiske variationer. Sammenligningen mellem sma variationer,
der bestar af enkeltnukleotidvariationer (SNV'er), insertioner og deletioner, var baseret pa 124 prever fra 14
forskellige vaevstyper, der var valideret for badde TSO Comprehensive (EU) og WES. WES. TSO Comprehensive
(EU), men ikke WES-analysen, kan detektere multinukleotid-variationer (MNV’er, 2-3bp), som kreever
fasebestemmelse. TSO Comprehensive (EU) MNV'er blev evalueret som individuelle SNV'er i forhold til WES. En
oversigt over konkordans pé variationsniveau, inklusive positiv procentvis overensstemmelse (PPA) og negativ
procentvis overensstemmelse (NPA) for alle variationsbestemmelser, vises i Tabel 73.

Tabel 73 Oversigt over konkordans for bestemmelse af sma variationer evalueret efter kimcelle eller
somatisk status
WES, somatisk bestemt WES, kimcellebestemt WES, ikke bestemt
TSO 382 33,163 426
Comprehensive
(EU) bestemt

TSO 69 61 70.000.481
Comprehensive
(EU) ikke bestemt

| alt 451 33,224 70.000.907
Procentvis PPA: PPA: NPA:
overensstemmelse 85 % (382/451), >99 % (33.163/33.224) >99 %

95 % ClI: [81 %-87 %] 95 % Cl: [99,8 %-99,9 %] (70.000.481/70.000.907)
95 % CI: [99,999 %-
99,999 %]

| alt bestemte TSO Comprehensive (EU) 426 somatiske variationer, der ikke blev detekteret i WES-metoden.
204 (48 %) af disse variationer havde variationsallelfrekvenser, der var under teersklen for bestemmelse i
henhold til WES-metoden. Af de resterende falsk positive variationer var der evidens for
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variationsbestemmelsen i henhold til WES-metoden med lav understoattelse. Derudover havde mange af
variationerne et meget lavt niveau af WES-evidens i prgverne sat sammen med normal, Dette resultat antyder,
at disse variationer blev overset i tumoren af WES pa grund af tumor i normal kontamination.

Detektering af tumormutationsbyrde

TMB-konkordans blev bestemt ved at sammenligne TMB-scorer (somatiske mutationer/megabase) mellem
WES-metoden og TSO Comprehensive (EU) for 124 prever med tilgaengelige data fra bade TSO Comprehensive
(EU) og WES. Linezer regressionsanalyse med WES som preaediktor havde et y-skaeringspunkt pa 2,53, en
heeldning pa 0,89 og en Pearsons korrelationskoefficient pa 0,94 (Figur 3).

Figur 3 TMB-score-korrelation mellem WES og TSO Comprehensive (EU)
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Detektering af genamplifikation

Detektering af genamplifikationer ved hjaelp af TSO Comprehensive (EU)-analysen blev sammenlignet med
resultaterne af den samme WES-analyse ved anvendelse af enten en prave med tumor eller normal sat sammen
eller prgver udelukkende med tumor. Der vari alt 420 prgver, heraf 183 fra metoden ortogonal tumor/normal og
237 fra metoden udelukkende med tumor. Prgverne var fra 14 vaevstyper og indeholdte amplifikationer fra 55
gener. TSO Comprehensive (EU) rapporterer genamplifikationerne fra MET- og ERBB2-generne. Ngjagtigheden
blev imidlertid vurderet for alle 55 gener. En oversigt over genamplifikationsbestemmelserne vises i Tabel 74.
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Tabel 74 Genamplifikationsbestemmelser

WES, positiv WES, negativ
TSO Comprehensive (EU) Positive 337 415
TSO Comprehensive (EU) Negative 28 24.000
lalt 365 24.415
Procentvis overensstemmelse PPA: 92 % (337/365) NPA: 98,3 % (24.000/24.415)

95 % CI: [89 %, 95 %] 95 % CI: [98,1 %, 98,5 %]

ERBB2 (HER2) amplifikationer i gastrisk vaev og brystvaev blev analyseret adskilt fra andre genamplifikationer
ved hjaelp af en dobbelt in-situ-hybridiseringsmetode (DISH). | alt blev 116 pr@ver med brystvaev og gastrisk
vaev, hvoraf 64 tidligere var blevet karakteriseret som HER2-positive ved hjeelp af IHC eller FISH, testet. En
preve bestod ikke ekstraktion, 3 praver bestod ikke validitet for TSO Comprehensive (EU), og 3 prever bestod
ikke validitet for DISH-analysen. Ud af de 108 praver havde 20 (18,5 %) borderline-scorer (mellem 1,5 og 2,5)
naer DISH-skeeringsveerdien pa 2,0. Konkordansresultater, inklusive PPA, NPA for alle praver og uden borderline
HER2 DISH-tilfeelde, vises i Tabel 75.

Tabel 75 Oversigt over overensstemmelse mellem TSO Comprehensive (EU) og HER2 DISH, inklusive for
HER2-genamplifikation

HER2-genamplifikation

. HER2 DISH, amplificeret HER2 DISH, ikke amplificeret

(Brystvaev og gastrisk veev)

TSO Comprehensive (EU) positive 17 (inklusive 1 13 (inklusive 1
borderline) borderline)

TSO Comprehensive (EU) negative 10 (inklusive 6 68 (inklusive 12
borderline) borderline)

Procentvis overensstemmelse, inklusive borderline- PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)

tilfeelde 95%Cl:[44%,78%] 95 %Cl:[74 %, 90 %]

Procentvis overensstemmelse, uden borderline- PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)

tilfeelde 95 % CI: [58 %, 92%] 95 % Cl: [72 %, 90 %]

Detektering af mikrosatellit-instabilitet

Detektering af mikrosatellit-instabilitet ved hjaelp af TSO Comprehensive (EU)-analysen blev sammenlignet
med resultaterne af en valideret MSI-PCR-test, der anvender prever med tumor sat sammen med normal til test.
| alt 195 prever, der opfyldte kravet til tumorindhold pa = 30 % og repraesenterede 14 vaevstyper, blev
sammenlignet. MSI-PCR evaluerer 5 steder og har 3 resultater — MSS (ingen ustabile steder), MSI-Low (MSI-
Lav) (et ustabilt sted) og MSI-High (MSI-Hgj) (to eller flere ustabile steder). TSO Comprehensive (EU) evaluerer
op til 130 mikrosatellit-steder og klassificerer kun prever som MSS eller MSI-High (MSI-Hgj) (= 20 % ustabile
steder). MSI-Low (MSI-Lav) blev grupperet med MSS-resultater for MSI-PCR. Konkordansanalyse vises i Tabel
76.
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illumina

Tabel 76 Oversigt over konkordansanalyse mellem TSO Comprehensive (EU) og MSI-PCR for mikrosatellit-

instabilitet for DNA

MSIl-instabilitet

TSO Comprehensive (EU) Ustabil (MSI-
hej)

TSO Comprehensive (EU) Stabil (MSS)
| alt

Procentvis overensstemmelse

PCR MSI-High (MSI-Hgj)

40

3
43

PPA:93 % (40/43)
95 % CI: [81%, 98
%]

Detektering af RNA-splejsningsvariationer

PCR MSl-Low (MSl-Lav) ~ PCRMSS
2 0

0 150

2 150
NPA: 99 %

(150/152)

95 % Cl: [95 %, >

99 %]

Ngjagtighed for detektering af splejsningsvariation blev beregnet ved at sammenligne TSO Comprehensive
(EU) resultater med gPCR-analyser for EGFRvIIl og Met Exon 14del, inklusive ét kendt, positivt RNA for hver af
splejsningsvariationerne. Konkordansanalyse blev udfert pa i alt 230 unikke FFPE RNA-prever fra 14 veevstyper
med tilgeengelige data fra bade TSO Comprehensive (EU) og referencemetoden. Alle praver blev testet for
MET Exon 14del, mens EGFRvIII kun blev testet i hjernevaev. Tre praver, der blev bestemt positive for

MET Exon 14del af gPCR, men ikke af TSO Comprehensive (EU), havde gennemsnitlig Ct > 37 og var under TSO
Comprehensive (EU) LoD-niveauet. Tabel 77 opsummerer resultaterne af konkordansundersggelsen.

Tabel 77 Oversigt over konkordansanalyse mellem TSO Comprehensive (EU) og gPCR-analyse for RNA-

splejsningsvariationer
RNA-splejsningsvariationer

TSO Comprehensive (EU) positive
(EGFRuvIII)

TSO Comprehensive (EU) negative
(EGFRuvIII)

TSO Comprehensive (EU) positive
(Met Exon 14Del)

TSO Comprehensive (EU) negative
(Met Exon 14Del)

lalt

Procentvis overensstemmelse
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13

217

230
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Detektering af RNA-fusion

Sammenligning med en sammensat metode

TSO Comprehensive (EU) fusioner blev sammenlignet med en sammensat metode, der bestod af sekventering
af et helt RNA-exom ved hjeelp af et NGS-panel (RNGS1), et mélrettet NGS-fusionspanel (RNGS2) og ddPCR
(droplet digital PCR).

RNGS1-metoden overlapper med alle de gener, for hvilke TSO Comprehensive (EU) kan detektere fusioner.
Graensen for detektering ved hjeelp af RNGS1-metoden var imidlertid 4 til 8 gange hgjere end TSO
Comprehensive (EU) baseret pa antallet af understattede laesninger i de overlappende fusionsbestemmelser.
Séledes blev en sammensat metode, der anvender to yderligere metoder med hgjere falsomhed men mindre
bredde for fusioner, anvendt sammen med WES (RNGS1)-metoden.

| alt blev 255 unikke RNA-prever, der repraesenterede 14 vaevstyper og bestod TSO Comprehensive (EU)
malinger, testet med RNGS1. To prever var ugyldige i kvalitetskontrollen af RNGS1-praven og blev udelukket
fra yderligere analyse. Ud af de 82 fusioner bestemt ved hjeelp af TSO Comprehensive (EU) blev 4 udelukket fra
evaluering som felge af, at RNGS1-prgven ikke bestod kvalitetskontrollen, og yderligere 7 fusioner kunne ikke
bestemmes som falge af fravaer af mal i RNGS1-panelet. Ud af de resterende 71 fusioner bestemt ved hjzelp af
TSO Comprehensive (EU) blev 9 fusioner bekraeftet af RNGS1. RNGS1 bestemte 4 fusioner, der ikke blev
bestemt ved hjeelp af TSO Comprehensive (EU).

Ud af de 62 fusioner, der var TSO Comprehensive (EU)-positive og ikke blev detekteret af RNGS1, overlappede
13 og blev bekraeftet af RNGS2. En fusion blev bestemt af RNGS2, men ikke af TSO Comprehensive (EU).

Droplet digital PCR blev herefter anvendt til fusionsbestemmelse af TSO Comprehensive (EU), der ikke blev
eller ikke kunne bestemmes af RNGS1, og som ikke kunne vurderes af RNGS2 (49). Derudover blev ddPCR
anvendt til at revurdere 2 af de 4 falske negative fusioner for TSO Comprehensive (EU) med RNGS1 0g 2 ud af 9
overensstemmende fusioner for TSO Comprehensive (EU) og RNGS1. Fem negative fusionsprever blev
inkluderet i testen af hver positiv fusionsprave for at sikre specificitet. 18 fusioner blev ikke testet som fglge af
manglende mulighed for at designe primere/prober, flere genpartnere for fusionen eller utilstraekkeligt
resterende FFPE-materiale. For ddPCR blev primere og prober designet i forhold til de observerede
brudpunkter i TSO Comprehensive (EU)-analysen.

| alt blev 52 fusioner detekteret af ddPCR, hvoraf 41 blev bestemt af TSO Comprehensive (EU), men ikke blev
eller ikke kunne bestemmes af RNGS1. Ni fusioner blev bestemt af ddPCR, men var negative i TSO
Comprehensive (EU) eller RNGS1. To ddPCR-positive fusioner bekreeftede de 2 overensstemmende fusioner for
TSO Comprehensive (EU) og RNGS1. Ingen fusion blev detekteret af ddPCR for de 2 revurderede TSO
Comprehensive (EU) falske negativer med RNGS1. Disse blev imidlertid talt som falske negativer baseret pa
RNGS1-sammenligningen.

Konkordansresultaterne for de sammensatte metoder RNGS1, RNGS2 og ddPCR for fusioner vises i Tabel 78.

De 63 fusioner, der stemte overens med den sammensatte metode, repraesenterede 43 generi TSO
Comprehensive (EU)-panelet. Fusioner er imidlertid kun egnede til rapportering fra 23 af de gener, der er
indikereti TSO Comprehensive (EU) Analysegenpanel pa side 2.
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Tabel 78 Krydstabulering af TSO Comprehensive (EU) i forhold til resultater af den sammensatte metode
for RNA-fusioner (253 praver)

Fusioner Den sammensatte metode, positiv Den sammensatte metode, negativ
TSO Comprehensive (EU) Positive 63’ 18
TSO Comprehensive (EU) Negative 142 13.821
| alt 77 13.839
Procentvis overensstemmelse PPA: NPA:
82 % (63/77) 99,9 % (13821/13839)
95 % Cl: [72 %, 89 %] 95 % Cl: [99,8 %, 99,9 %]

163 TSO Comprehensive (EU) sandt positive = 9 positive i overensstemmelse med RNGS1 + 13 positive i
overensstemmelse med RNGS2 + 41 positive i overensstemmelse med ddPCR.

214 TSO Comprehensive (EU) falsk negative = 4 negative ikke i overensstemmelse med RNGS1 + 1 negativ ikke i
overensstemmelse med RNGS2 + 9 negative ikke i overensstemmelse med ddPCR.

Sammenligning med FISH-metoden for ROS1- og ALK-fusioner

25 NSCLC-praver blev testet ved hjeelp af FISH for bade ROS1- og ALK-fusioner, og 5 yderligere NSCLC-praver
blev undersggt for ROS1-fusion. Otte prgver bestod ikke FISH for ROS1 som fglge af utilstraekkeligt veev. To
ROS1-fusioner og én ALK-fusion blev detekteret af bade TSO Comprehensive (EU) og FISH. Der blev ikke
observeret uoverensstemmende resultater. Tabel 79 opsummerer konkordansresultaterne af TSO
Comprehensive (EU) og FISH-metoden for ROS1-og ALK-fusioner.

Tabel 79 Oversigt over konkordansresultaterne af TSO Comprehensive (EU) og FISH-metoden for ROS1
og ALK-fusioner

ALK+ROS1 FISH, positiv FISH, negativ

TSO Comprehensive (EU) Positive 3 0

TSO Comprehensive (EU) Negative 0 44

[ alt 3 44

Procentvis overensstemmelse PPA: 100 % (3/3) NPA: 100 % (44/44)
95 % Cl: [44 %, 100 %] 95 % Cl: [92 %, 100 %]

Prevevaliditet

Prevevaliditet (ferste forseg) blev malt for 181 unikke RNA- og 272 unikke DNA-prever fra FFPE-blokkke = 5 ar.
Disse prever blev udvalgt baseret pa veevstype og tilgaengeligt materiale, analysevaliditeten var ukendt. For at
en variationstype kan anses for at veere gyldig, skal biblioteket besta mélinger for kvalitetskontrol.
Provevaliditeten blev evalueret separat for hver af variationstyperne (sma DNA-variationerr/TMB, MSI,
genamplifikationer, fusioner, splejsningsvariationer) og vises i Tabel 80.
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Tabel 80 Provevaliditet

Variationstype Provevaliditet
Fusioner/splejsningsvariationer (RNA) 76 %
Sma DNA-variationer/TMB 75 %
MSI 72 %
Genamplifikation 94 %

Oversigt over analytisk validering for pastande om tumorprofilering

Baseret pa detektionsgraense, praecision, reproducerbarhed og ngjagtighedsdata er TSO Comprehensive (EU)
analytisk valideret til fglgende:

* Sméa DNA-variationer - SNV'er, MNV'er, insertioner og deletioner

* TMB

e MSI

* MET og ERBB2 (HER2) genamplifikationer (se TSO Comprehensive (EU) Analysegenpanel pa side 2).

* 23 gener, for hvilke fusioner kan detekteres (se TSO Comprehensive (EU) Analysegenpanel pa side 2).

* EGFR- og MET-splejsningsvariationer (se TSO Comprehensive (EU) Analysegenpanel pa side 2).

Klinisk NTRK-ydeevne

For at validere TSO Comprehensive (EU)-analysen som en ledsagende diagnosticering (CDx) til udvaelgelsen af
patienter til behandling med VITRAKVI® (larotrectinib), blev prever fra patienter tilmeldt i de kliniske prover af
larotrectinib (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; omtales samlet som
larotrectinib-preverne) ved hjaelp af en dataskaeringdato den 15. juli 2019, suppleret af kommercielt sourcede
FFPE-vaevsprever, testet til at understgtte et TSO Comprehensive (EU)-analysepraecisionsstudie og klinisk
bridging-studie.

NCT02122913 var et multicenter, ikke-blindet, fase 1, dosiseskaleringsstudie hos voksne patienter med
avancerede solide tumorer (all-comers) uselekteret for NTRK-fusionspositiv cancer. Efter
dosiseskaleringsdelen af studiet startede en dosisudvidelse for patienter med dokumenteret NTRK-
fusionspositiv cancer og for patienter, som unders@geren mente kunne drage fordel af en yderst selektiv TRK-
inhibitor. NAVIGATE NCT02576431 er et igangveerende, multicenter, ikke-blindet, fase 2, kurvestudie hos
patienter i alderen 12 ar og aeldre med tilbagevendende, avancerede, solide tumorer med en dokumenteret
NTRK-fusion som vurderet af et eksternt laboratorium. SCOUT NCT02637687 er et igangvaerende, multicenter,
ikke-blindet, fase 1/2-studie i paediatriske patienter i alderen fra fedsel til 21 ar med avancerede, solide tumorer
eller tumorer i det primaere centralnervesystem (CNS).

Af de NTRK-fusionspositive patienter inkluderet i TSO Comprehensive (EU)-analysestudiet dannede 164 det
udvidede primeere effektivitetssaet for larotrectinib (ePAS4).
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Preecisionsstudie for NTRK1-, NTRK2-, NTRK3-fusionsdetektion

Praacisionen af TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af NTRK-fusioner (NTRK1, NTRK2 eller
NTRK3) i patienter med solide tumorer blev demonstreret ved at vurdere konkordansen af NTRK-
fusionsresultater mellem TSO Comprehensive (EU)-analysen og en valideret ortogonal metode baseret pa NGS)

Der blev udfert et retrospektivt ikke-interventionsforseg. Larotrectinib-pr@ver og supplerende praver blev
testet med TSO Comprehensive (EU)-analysen pa 1 eksternt forsggssted med en ortogonal metode pa et
centralt laboratorium. Praecisionen af TSO Comprehensive (EU)-analysens NTRK-fusionbestemmelser blev
anslaet relativt til den ortogonale metode; positiv procentoverensstemmelse (PPA), negativ
procentoverensstemmelse (NPA) og de tilknyttede tosidede 95 % konfidensintervaller (Cls) blev beregnet.

Der var 516 testede prgver med TSO Comprehensive (EU)-analysen og/eller den ortogonale metode. Af disse
prever blev 499 testet efter begge metoder. 17 af de 516 praver blev ikke testet med en af analyserne pga.
mislykket ekstraktion, ukendt arsag (for den ortogonale metode) eller protokolafvigelse. Af de 499 testede
prever efter begge metoder, var 170 (34,1 %) larotrectinib-prever og 329 (65,9 %) var supplerende prgver.

En krydstabulering af resultater for de 499 pregver vises i Tabel 81. Af de 499 prgver havde 85 prgver ugyldige
TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater. Af disse 85 havde 53 ogsa ugyldige resultater med den ortogonale
metode. Yderligere 7 prgver havde ugyldige ortogonale metoderesultater. Saledes havde 407 af 499 progver
gyldige resultater efter begge metoder.

Tabel 81 NTRK-preecisionsstudie: Krydstabulering af TSO Comprehensive (EU) resultater i forhold til
resultater fra ortogonal metode til detektering af NTRK3-fusioner

Resultat efter ortogonal metode

TSO Comprehensive (EU)-analyseresultat NTRK-fusion positiv NTRK-fusion negativ Ugyldig lalt
NTRK-fusion positiv 114 16 1 131
NTRK-fusion negativ 4 273 6 283
Ugyldige* 4 28 53 85
| alt 122 317 60 499

* Ugyldige TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater kommer fra prever og kerselsniveau.

Overensstemmelsesanalyserne, eksklusive og inklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater,
vises i Tabel 82. Eksklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater var PPA 96,6 % (114/118; 95 %
Cl: 91,5 %-99,1 %), og NPA var 94,5 % (273/289; 95 % Cl: 91,2 %-96,8 %).

Tabel 82 NTRK-praacisionsstudie: PPA og NPA for TSO Comprehensive (EU)-analysen sammenlignet
med resultater fra ortogonal metode til detektering af NTRK-fusioner

Eksklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)- Inklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)-
analyseresultater analyseresultater
v Overensstemmelse, % 95 % CI* Overensstemmelse, % 05 % CI*
(n/N) (n/N)
PPA 96,6 % (114/118) 91,5 %-99,1 % 93,4 % (114/122) 87,5%-971%
NPA 94,5 % (273/289) 91,2 %-96,8 % 86,1% (273/317) 81,8 %-89,7 %
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* 95 % Cl baseret pé (ngjagtig) Clopper-Pearson-metode.

Klinisk bridging-studie for NTRK1-, NTRK2-, NTRK3-fusionsdetektion

Den kliniske validitet af TSO Comprehensive (EU)-analysen til detektering af NTRK1-, NTRK2- eller NTRK3-
fusioner i patienter med solide tumorer, som kan drage fordel af behandling med larotrectinib, blev
demonstreret i et klinisk bridging-studie. Studiet blev udfert for at vurdere den kliniske effektivitet af TSO
Comprehensive (EU)-analysen til at identificere NTRK1-, NTRK2- eller NTRK3-fusionspositive patienter til
behandling med larotrectinib og vurdere overensstemmelse mellem TSO Comprehensive (EU)-analysen og
lokale test (LT)-metoder (der bruges til at fastleegge NTRK-fusionsstatus for de kliniske prever med
larotrectinib).

LT-metoder omfatter NGS, fluorescent-in-situ-hybridisering (FISH), polymerase kaedereaktion (PCR) og
NanoString-analyser. NTRK-fusioner (ETV6 NTRK3) blev udledt for patienter med infantil fibrosarcoma, som
havde en dokumenteret ETV6-translokation identificeret af FISH. De fleste af de 235 patienter i larotrectinib-
forseget med kendt NTRK-fusionsstatus var blevet testet efter NGS-metoder.

Studierne NAVIGATE NCT02576431 0g SCOUT NCT02637687 fortseetter med at s@ge deltagere. Pr.
dataskaeringsdatoen 15. juli 2019 var 279 patienter tilmeldt. Af de 279 patienter var 208 NTRK-fusionspositive.
Af de 208 positive patienter dannede 164 larotrectinib ePAS4.

Det primeere endepunkt for larotrectinib-effektivitetsanalysen var samlet responsfrekvens (ORR) i henhold til en
uafhaengig bedemmelseskomités (IRC) vurdering i et puljet dataseet fra de tre kliniske studier. ORR blev
vurderet pa basis af den del af patienter med bedst samlet reaktion til bekraeftet fuld reaktion eller bekraeftet
delvis reaktion pa basis af RECIST, version 1.1-kriterier. ORR i larotrectinib ePAS4'en var 72,6 % (95 % CI [65,1 %,
79,2 %]) og omfattede patienter med 16 forskellige tumortyper.

Preveopgerelse

Prgveseettet omfattede repreesentation af en lang raekke tumortyper og paediatriske og voksne patientprever.

Der var 279 patienter tilmeldt i larotrectinib-studierne pr. 15. juli 2019. Af disse havde 235 patienter kendt
NTRK-fusionsstatus som fastlagt af en LT-metode: 208 var positive og 27 var negative. For 44 patienter var
NTRK-fusionsstatus ukendt, da test ikke var pakraevet for patientegnethed i dosiseskaleringsfasen for
NCT02122913- 0og SCOUT NCT02637687-studierne. | TSO Comprehensive (EU)-analysens kliniske bridging-
studie var prever fra larotrectinib-prevepatienter tilmeldt pr 15. juli 2019 med kendt NTRK-fusionsstatus (208
positive patienter og 27 negative patienter) og de supplerende prover fastlagt til af vaere NTRK-fusionsnegative
efter repreesentative LT-metoder, egnede til dette studie.

Af de 208 positive larotrectinib-prever havde 154 en prgve, som var tilgaengelig for TSO Comprehensive (EU)-
analysetest. Af disse havde 138 gyldige resultater. Femten pregver var ugyldige pa grund af fejlede
kvalitetsmalinger ved prevesekventering, og en prave blev ikke testet pa grund af en protokolafvigelse. Af de
27 negative larotrectinib-prever havde 24 en prave, som var tilgaengelig for test. Af disse havde 22 gyldige TSO
Comprehensive (EU)-analyseresultater. To prever var ugyldige pa grund af fejlede kvalitetsmalinger ved
prevesekventering.
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Supplerende prever blev screenet ved hjalp af en af to repreesentative LT-metoder. Mere end 350 praver blev
anskaffet og undersggt for tumorindhold. Af de supplerende prgver, som opfyldte prgvekravene, var 266
korrekt ekstraheret og bekreeftet at vaere NTRK-fusionsnegative efter en repraesentativ LT-metode. Af disse
var 260 tilgaengelige til TSO Comprehensive (EU)-analysetest, hvoraf 222 havde gyldige resultater. Der var 38
ugyldige prever, som var ugyldige pa grund af fejlede sekventeringsmalinger (n = 25) eller fejlet
karselssekventering (n = 13). Det samlede NTRK-fusionsnegative saet bestod af 222 supplerende prgver og 22

larotrectinib-prever.

Konkordansresultater

Overensstemmelse af TSO Comprehensive (EU) resultater relativt til LT-metoderesultater med og uden
ugyldige TSO Comprehensive (EU) resultater vises i Tabel 83.

Tabel 83 Kilinisk NTRK bridging-studie: Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive (EU)-analyse-
og LT-metoder til detektion af NTRK-fusioner

Eksklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)- Inklusive ugyldige TSO Comprehensive (EU)-
analyseresultater analyseresultater
Overensstemmelsesmaling Z;;':h\ll)erensstemmelse 95 % CI* :/:;;)erensstemmelse 95 % CI*
PPA 89,1% (123/138) 82,7 %-93,8 % 80,4 % (123/153) 73,2 %-86,4 %
NPA 96,3 % (235/244) 93,1%-98,3% 82,7 % (235/284) 77,8 %-87,0%
OPA 93,7% (358/382) 90,8 %-95,9 % 81,9 % (358/437) 78,0 %-85,4%

* Det to-sidede 95 % konfidensinterval er beregnet med den (n@jagtige) Clopper-Pearson-metode.
Felsomhedsanalyse i forhold til manglende TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater demonstrerede
robustheden af overensstemmelsesanalysen. Manglende TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater for LT
NTRK-fusionspositive patienter (n = 70) blev tilskrevet ved hjalp af en logistisk regressionsmodel.
Overensstemmelsesoverslag, herunder de tilskrevne veerdier vises i Tabel 84.

Tabel 84 Kilinisk NTRK bridging-studie: Konkordans mellem TSO Comprehensive (EU)-analysen og LT-
metoder til pavisning af NTRK-fusioner, herunder tilskrevne vaerdier for LT-positive patienter med
manglende TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater

Overensstemmelsesmaling % overensstemmelse 95 % CI*

PPA 852 % 78,6 %-91,7 %
NPA 96,3 % 93,9 %-98,7 %
OPA 91,2 % 87,9 %-94,5 %

Manglende TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater for LT-fusionsnegative patienter blev ikke tilskrevet.
* Det to-sidede 95 % konfidensinterval er beregnet baseret pa multipel tilskrivnings-Boot-metode. Den multiple
tilskrivnings-Boot-metode er et bootstrap-trin indlejret i den multiple tilskrivning (Schomaker and Heumann 2018).

Overensstemmelser mellem TSO Comprehensive (EU)-analysen og LT'er efter metodetype (f.eks. RNA NGS,
FISH) vises i Tabel 85.
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Tabel 85 Klinisk NTRK bridging-studie: Overensstemmelse mellem TSO Comprehensive (EU)-analyse-
og LT-metoder til detektion af NTRK-fusioner efter LT-metodetypen

LT-metodetype Overensstemmelsesmaling % overensstemmelse (n/N) 95 % CI'
DNA NGS PPA 84,2 % (32/38) 68,7 %-94,0 %
NPA 88,9 % (16/18) 65,3 %-98,6 %
OPA 85,7 % (48/56) 73,8 %-93,6 %
RNA NGS? PPA 91,5 % (75/82) 83,2 %-96,5 %
NPA 96,9 % (218/225) 93,7 %-98,7 %
OPA 95,4 % (293/307) 92,5 %-97,5%
FISH PPA 80,0 % (8/10) 44,4 %-97,5%
NPA Ikke beregnet (1/1) Ikke beregnet
OPA 81,8 % (9/11) 48,2 %-97,7 %
PCR PPA 100,0 % (8/8) 63,1 %-100,0 %
NPA Ikke beregnet (0/0) Ikke beregnet
OPA 100,0 % (8/8) 63,1 %-100,0 %

Ikke beregnet: for undergrupper med pregveantal < 5 blev overensstemmelsesstatistikker ikke beregnet.

1 Det to-sidede 95 % konfidensinterval er beregnet med den (ngjagtige) Clopper-Pearson-metode.

2 Omfatter NGS-metoder, som kun bruger RNA og bédde DNA og RNA.
Af de 437 testede prgver med TSO Comprehensive (EU)-analysen havde 24 uoverensstemmende resultater i
forhold til LT'er: 15 var positive efter LT'er og negative efter TSO Comprehensive (EU)-analysen, og 9 var
negative efter LT'er og positive efter TSO Comprehensive (EU)-analysen. Af de 24 prgver med
uoverensstemmende resultater blev 8 testet med en DNA NGS LT-metode, 14 med en RNA NGS LT-metode og
2 med FISH.

En valideret uafheengig NGS-metode bekraeftede TSO Comprehensive (EU)-analyseresultaterne i 14 af de 24
prever med uoverensstemmende resultater. Af de 10 resterende prever var TSO Comprehensive (EU)-
analyseresultaterne uoverensstemmende efter bade LT-metoden og den uafhaengige NGS-metode.

Kliniske effektivitetsresultater

Inden for ePAS4-kohorten lignede effektiviteten af larotrectinib i TSO Comprehensive (EU) positiv, LT positiv
population (97 patienter, ORR=78,4 %, 95 % CI [68,8 %, 86,1 %]) effektiviteten af larotrectinib i den samlede
ePAS4-population (164 patienter, ORR=72,6 %, 95 % CI [65,1 %, 79,2 %]) (Tabel 86). Af de 97 TSO
Comprehensive (EU) positive patienter i ePAS4, havde 28 (28,9 %) patienter opnaet en fuld reaktion/kirurgisk
fuld reaktion, og 48 (49,5 %) patienter havde opndet en delvis reaktion.

Af de 13 TSO Comprehensive (EU) negative, LT-positiv population, viste 1 (7,7 %) fuld reaktion og 2 (15,4 %)
viste delvis reaktion med larotrectinib-terapi.
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Tabel 86 Klinisk NTRK bridging-studie: ORR for LT-positive patienter efter LT og TSO Comprehensive (EU)
resultater i ePAS4

TSO Comprehensive TSO Comprehensive

LT-fusionspositive (EV) (EV)
N=164 positive og LT-positive  negative og LT-
N=97 positive N=13
Bedste samlede Fuld reaktion 31 22 1
reaktion, n (%) (18,9 %) (22,7 %) (7,7 %)
Kirurgisk fuld reaktion 8 6 0
(4,9 %) (6,2 %)
Delvis reaktion 80 48 2
(48,8 %) (49,5 %) (15,4 %)
Stabil sygdom 25 13 4
(15,2 %) (13,4 %) (30,8 %)
Progressiv sygdom 13 6 5
(7,9 %) (6,2 %) (38,5 %)
Kan ikke evalueres 7 2 1
(4,3 %) (2,1 %) (7,7 %)
Samlet Antal patienter, n 164 97 13
reaktionsfrekvens 5 patienter med CR+ 119 76 3
sCR+ PR, n
ORR% (95 % CI*) 72,6 % 78,4 % 231%
(65,1%, (68,8 %, (5,0 %,
79,2 %) 86,1 %) 53,8 %)

Forkortelser: Forkortelser: CR = Complete Response (fuld reaktion), PR = Partial Response (delvis reaktion), sCR = Surgical

Complete Response (kirurgisk fuld reaktion).

* Det to-sidede 95 % konfidensinterval er beregnet med den (n@jagtige) Clopper-Pearson-metode.

54 patienter har manglende TSO Comprehensive (EU)-analyseresultater.
Data fra dette studie understatter sikkerheden og effektiviteten af TSO Comprehensive (EU)-analysen, nar den
bruges til at identificere patienter med solide tumorer med NTRK-fusioner, som kan veere egnede til behandling
med larotrectinib.
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