TruSight Oncology Comprehensive illumina
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Prospect

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.

Utilizarea preconizata

TruSight Oncology Comprehensive (UE) este un test de diagnostic in vitro care utilizeaza secventierea tintitd de ultima
generatie pentru detectarea de variante ih 517 gene, pe baza de acizi nucleici extrasi din specimene de tesut tumoral
fixat cu formalina si incorporat in parafina (FFPE), obtinute de la pacienti cu neoplasme maligne de organe pline, cu
instrumentul lllumina® NextSeqTM 550Dx. Testul poate fi utilizat pentru detectarea de variante mononucleotidice si
multinucleotidice, de insertii, deletii si amplificari de gene din ADN, precum si de variante de gene cu fuziuni si splice din
ADN. Testul raporteaza si statusul pentru incarcarea mutationala tumorala (Tumor Mutational Burden/TMB) si
instabilitatea microsatelitara (Microsatellite Instability/MSI)

Utilizarea preconizata a testului este pentru diagnostic corelat, in identificarea de pacienti cu cancer pentru tratament
tintit cu produsele terapeutice enumerate in Tabelul 1, conform etichetei terapeutice aprobate a produselor. De
asemenea, testul este preconizat pentru informatii pentru analiza profilului tumoral, utilizabile de cadre medicale
calificate Th conformitate cu ghidurile profesionale, neputand fi, totodata, utilizat pentru a decide sau prescrie utilizarea
aprobata a vreunui produs terapeutic.

Tabelul 1 Indicatie de diagnostic corelat
Tip de tumoare Biomarkeri Terapie tintita

Tumori de organe pline NTRK1, NTRK2 si NTRK3 VITRAKVI® (larotrectinib)
Fuziuni de gene
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Rezumatul si explicarea testului

Descriere clinica

Cancerul este principala cauza de deces la nivel mondial si poate proveni din orice tesut1. Analiza bazei genetice a unei
tumori este importanta pentru a identifica pacientii care pot beneficia de terapii directionate si pentru a dezvolta noi
metode de tratament. Sunt implicate numeroase gene in cauza sau evolutia tumorilor, multe dintre tumori prezentand o
varietate de variante care afecteaza respectivele gene si functiile acestora. Aceste variante pot include mutatii genetice
de tipul variantelor mononucleotidice (SNV), multinucleotidice (MNV), al insertiilor sau deletiilor, al amplificarilor si
fuziunilor de gene si al variantelor cu splice. O altd consecintd a mutatiilor genetice ale tumorilor este prezenta de
neoantigeni care genereaza reactii imunitare specifice respectivelor tumori. Starea mutationala a unei tumori poate fi
reprezentata de TMB sau MSI, semnaturi genomice asociate prezentei neoantigenilor tumorali.

TruSight Oncology Comprehensive este un test detaliat de analiza a profilului genomic (comprehensive genomic
profiling/CGP) prin secventiere de ultima generatie (next-generation sequencing/NGS) care evalueaza variantele
genomice ale unui grup vast de gene asociate cancerului, enumerate in Tabelul 2. Analiza detecteaza variante scurte in
517 gene, pe langa amplificari si fuziuni de gene si variante splice, Tabelul 2. Analiza asigura acoperirea secventelor de
codificare pentru toate genele, cu exceptia TERT, in care este acoperita doar zona promotoare, evaluand, totodata,
scorul TMB si statusul MSI . Subiectele vizate de aceste analize includ continut citat de organizatii profesionale cum
sunt European Society for Medical Oncology (ESMO) si alte recomandari importante din SUA.2 De asemenea, designul
analizei TSO Comprehensive a fost influentat si de publicatii ale unor consortii independente, precum si de cercetarea
farmaceutica in faze finale.

Pentru o lista a zonelor excluse din definirea de variante, consultati Lista de blocare pentru TruSight Oncology
Comprehensive (nr. document 200009524), disponibila pe site-ul de asistenta lllumina. Lista de blocare este denumita
si listd neagra Tn unele fisiere.

In Tabelul 2 sunt identificate patru categorii de tipuri de variante: Variantd ADN scurta (S), amplificare a genelor (A),
fuziune (F) si varianta splice (Sp). Variantele ADN scurte includ SNV, MNV, insertiile si deletiile.

Tabelul2 Grup de gene pentru analiza TSO Comprehensive (UE)

Nr. Introducere ID Gena Ti? dev Nr. Introducere ID Gena Ti‘,) dev Nr. Introducere ID Gena Ti? deu

varianta varianta varianta
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 FLI1 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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Nr.

10

12
13
14
15
16

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

Introducere ID

238
242
139285
29123
22852
324
367
369
10139
8289
57492
196528
84159
171023
556252
472
545
546
6790
9212
8312
8313
558
567
8314
580
27113
8915
596
598
10018
599
604
54880
63035
613
330
641
657

Gena

ALK
ALOX12B
AMER1
ANKRD11
ANKRD26
APC
AR
ARAF
ARFRP1
ARID1A
ARID1B
ARID2
ARID5B
ASXL1
ASXL2
ATM
ATR
ATRX
AURKA
AURKB
AXIN1
AXIN2
AXL
B2M
BAP1
BARD1
BBC3
BCL10
BCL2
BCL2L1
BCL2L11
BCL2L2
BCL6
BCOR
BCORL1
BCR
BIRC3
BLM
BMPR1A

Tip de
varianta

S, F

[0

»w 0w 0o 0 0o 0 60 0 60 60 60”0 60 60 0 »n0o 0o »0u n0 w

»w nuo 0o 0o 0o 0o n0o n0o nuo n
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Nr.

185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

Introducere ID

668
2308
27086
10818
8880
2534
2559
2623
2624
2625
2626
2627
348654
79018
2735
2767
10672
2776
2778
2874
26585
2903
2913
2932
3020
3021
440093
3082
3006
3017
8350
8358
8352
8351
8353
8968
8355
8357
8354

Gena

FOXL2
FOXO1
FOXP1
FRS2
FUBP1
FYN
GABRAG
GATA1
GATA2
GATA3
GATA4
GATAG
GEN1
GID4
GLI1
GNA11
GNA13
GNAQ
GNAS
GPS2
GREM1
GRIN2A
GRM3
GSK3B
H3F3A
H3F3B
H3F3C
HGF
HIST1H1C
HIST1H2BD
HIST1H3A
HIST1H3B
HIST1H3C
HIST1H3D
HIST1H3E
HIST1H3F
HIST1H3G
HIST1H3H
HIST1H3I
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Tip de
varianta

S

»w O 0o 0o 0o 0o 0 0o 0o 0o 60 0o 60 60 60 60 60 60O 60 0o ;60 ;60 60O ;60O ;60O ;60O ;6o ;60O 60O ;60O 60O ;60O ;60O ;60O 0o 60 0o "

Nr.

360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398

Introducere ID

84295
8929
5287
5288
5289
5290
5291
5293
5294
5295
5296
8503
5292
5336
10769
5366
5378
5395
10957
5424
5426
5468
8493
5518
5520
5537
639
80243
5573
5584
5591
5071
5652
5727
5728
5781
5789
5802
11122

Gena

PHF6
PHOX2B
PIK3C2B
PIK3C2G

PIK3C3
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PIM1
PLCG2
PLK2
PMAIP1
PMS1
PMS2
PNRC1
POLD1
POLE
PPARG
PPM1D
PPP2R1A
PPP2R2A
PPP6C
PRDM1
PREX2
PRKAR1A
PRKCI
PRKDC
PRKN
PRSS8
PTCH1

PTEN

PTPN11
PTPRD
PTPRS
PTPRT

illumina

Tip de
varianta

S

n Ol ol no oo 0o 60 60 60 60 0o 0o 60l 0o 60 60 60 60 60 60 60 0o 6o 60 60 60 60 60 60 60 0o 0l o 60 60 0o on

3 din 142



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE)

Nr.

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Introducere ID

673
672
675
23476
83990
694
695
811
84433
841
865
867
595
894
896
898
29126
80381
972
973
974
79577
999
51755
1019
1021
1024
1026
1027
1029
1030
1031
1050
1058
1106
1108
111
11200
23152

Gena

BRAF
BRCA1
BRCA2

BRD4

BRIP1

BTG1

BTK

CALR

CARD11
CASP8
CBFB
CBL
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE1
CD274
CD276

CD74
CD79A
CD79B
CDC73

CDH1
CDK12

CDK4

CDK6

CDK8

CDKN1A
CDKN1B
CDKN2A
CDKN2B
CDKN2C
CEBPA
CENPA

CHD2

CHD4
CHEK1
CHEK2

CIC

Tip de
varianta

S, F

[0

»nw O 0o 0o 0o 0o 0o 0o 60 0o 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 ;60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 »0 nw
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Nr.

224

226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

Introducere 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

Gena

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
KAT6A
KDM5A
KDM5C
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Tip de
varianta

S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

Nr.

399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437

Introducere 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

Gena

QKI
RAB35
RAC1
RAD21
RAD50
RAD51
RAD51B
RAD51C
RADS51D
RAD52
RAD54L
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

illumina

Tip de
varianta

S

n nolnolno o no 0o n0 n n

n nolno oo 0o 0o 60 6o 0o 0o 0o n0 w
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Nr.

88
89
90
91
92
93
94
95
9
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

Introducere ID

64326
1387
1399
64109
1436
1441
1452
10664
1493
1495
1499
8452
1523
7852
1540
1616
54165
4921
51428
1665
23405
22894
3337
1786
1788
1789
84444
1871
8726
51162
1956
1964
1974
1977
6921
27436
56946
2033
4072

Gena

COP1
CREBBP
CRKL
CRLF2
CSF1R
CSF3R
CSNK1A1
CTCF
CTLA4
CTNNA1
CTNNB1
CuUL3
Cux1
CXCR4
CYLD
DAXX
DCUN1D1
DDR2
DDX41
DHX15
DICER1
DIS3
DNAJB1
DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
DOT1IL
E2F3
EED
EGFL7
EGFR
EIF1AX
EIF4A2
EIF4E
ELOC
EML4
EMSY
EP300
EPCAM

Tip de

varianta

»

S

T o ol oo o o 0o 0o 0o 0o 0o 0ol 0o o 0o ol o 0o 0o 0o 0o 0o 0o 0o o ou

Sp

»w nu nu n

mf”
-
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Nr.

263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301

Introducere ID

7403
3791
9817
3792
3799
3815
9314
89857
4297
3845
3916
9113
26524
4004
53353
4067
8216
9863
10892
5604
5605
6416
4214
9175
9020
4216
5594
5595
4149
4170
9656
4193
4194
9968
100271849
4221
4233
23269
4286

Gena

KDM6A
KDR
KEAP1
KEL
KIF5B
KIT
KLF4
KLHL6
KMT2A
KRAS
LAMP1
LATS1
LATS2
LMO1
LRP1B
LYN
LZTR1
MAGI2
MALTA1
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K13
MAP3K14
MAP3K4
MAPK1
MAPK3
MAX
MCL1
MDC1
MDM2
MDM4
MED12
MEF2B
MEN1
MET
MGA
MITF
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Tip de
varianta

»

S

S
S
S

»
T

Z o 0o 0o 0o ol ol o olo oo o o 0o o 0o ol oo o olo o o 0o oo 0o on

»w 0|
(%]
he]

Nr.

438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476

Introducere ID

29072
23451
10019
4068
55164
9353
84464
4087
4088
4089
6597
6598
6602
8243
9126
6608
9627
8651
6663
64321
6657
6662
23013
8405
6708
6714
6427
10274
10735
6774
6775
6776
6777
6794
83931
51684
23512
6850
6872

Gena

SETD2
SF3B1
SH2B3
SH2D1A
SHQ1
SLIT2
SLX4
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMARCA4
SMARCB1
SMARCD1
SMC1A
SMC3
SMO
SNCAIP
SOCsH1
SOX10
SOX17
SOX2
SOX9
SPEN
SPOP
SPTA1
SRC
SRSF2
STAG1
STAG2
STAT3
STAT4
STAT5A
STATSB
STK11
STK40
SUFU
SuUzZ12
SYK
TAF1

illumina

Tip de
varianta

S

n nolnlno 0o 0o 60 60 60 60 0o 0o 60l 0o 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 el o 60 60 0o onu
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Nr.

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165

Introducere ID

2042
2044
2045
2047
2064
2065
2066
2067
2068
2071
2072
2073
2078

54206
2099
2113
2115
2118
2119
2120
2130
2146

54855
2175
2176
2177
2178
2188
2189

55215

55120

355
2195

55294
2246
2255
2259
9965
2247

Gena

EPHA3
EPHA5
EPHA7
EPHB1
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERCC1
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCC5
ERG
ERRFI1
ESR1
ETS1
ETV1
ETV4
ETV5
ETV6
EWSR1
EZH2
FAM46C
FANCA
FANCC
FANCD2
FANCE
FANCF
FANCG
FANCI
FANCL
FAS
FAT1
FBXW?7
FGF1
FGF10
FGF14
FGF19
FGF2

Tip de
varianta

S

»w . u
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Nr.

302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340

Introducere ID

4292
4300
4352
4361
4436
4437
2956
4485
4486
2475
4595
4602
4609
4610
4613
4615
4654
4665
4683
8202
9611

257194
4763
4771
4780
4792
7080
4824
4851
4853
4854
4855
4869
4893
3084

64324
4914
4915
4916

Gena

MLH1
MLLT3
MPL
MRE11
MSH2
MSH3
MSH6
MST1
MST1R
MTOR
MUTYH
MYB
MYyC
MYCL
MYCN
MYD88
MYOD1
NAB2
NBN
NCOA3
NCORH1
NEGR1
NF1
NF2
NFE2L2
NFKBIA
NKX2-1
NKX3-1
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3
NOTCH4
NPM1
NRAS
NRG1
NSD1
NTRK1
NTRK2
NTRK3
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Tip de
varianta

S

»w 0w 0o n0 0o 0 0o n0 60 n0 60 0 60”0 60 60 60 60 60 60 60 »n 60O 0 60 »0 60 60 60 n0 60 nu u

»
T

S, F
S, F

S, F

Nr.

477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515

Introducere ID

6926
6929
6934
7012
7015
80312
54790
7030
7037
7046
7048
55654
7113
7128
8764
7150
7153
7157
8626
7186
84231
7248
7249
7253
7307
7422
7428
79679
8838
7490
331
7514
7516
10413
7525
57621
51341
463
7764

Gena

TBX3
TCF3
TCF7L2
TERC
TERT
TET1
TET2
TFE3
TFRC
TGFBR1
TGFBR2
TMEM127
TMPRSS2
TNFAIP3
TNFRSF14
TOP1
TOP2A
TP53
TP63
TRAF2
TRAF7
TSC1
TSC2
TSHR
U2AF1
VEGFA
VHL
VTCN1
WISP3
WT1
XIAP
XPO1
XRCC2
YAP1
YES1
ZBTB2
ZBTB7A
ZFHX3
ZNF217

illumina

Tip de
varianta

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

S,F

n Ol oo oo 0o 60 60 60 60 60 0o 0o 0o 60 60 60 60 60 60 0o 0o o n
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Nr.

166
167
168
169
170
171
172
173
174

175

Introducere ID

8074
2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2260
2263

Gena

FGF23
FGF3
FGF4
FGF5
FGF6
FGF7
FGF8
FGF9

FGFR1

FGFR2

Tip de
varianta

S

»w 0w n0o nuo nuo nu u

S, F
S, F

Nr. document: 200007789 v06 RON

Nr.

341
342
343
344
345
346
347
348
349
350

Introducere ID

9688
256646
5058
5063
57144
79728
142
5077
5079
5081

Gena

NUP93
NUTM1
PAK1
PAK3
PAK5
PALB2
PARP1
PAX3
PAX5
PAX7

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.

Tip de
varianta

Nr.

516
517
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

Introducere ID

80139
8233
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

Gena

ZNF703
ZRSR2
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

illumina

Tip de
varianta

S
S
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
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Principiile procedurii

Testul TSO Comprehensive (UE) este un test distribuit efectuat cu ajutorul acidului nucleic extras ca material initial.
Pentru pregatirea bibliotecilor se utilizeaza ADN si/sau ARN extrase din tesut FFPE, concentrate pentru identificarea

genelor conexe-cancerului si secventiate cu instrumentul NextSeq 550Dx.

Testul TSO Comprehensive (UE) implica urmatoarele procese.

Prepararea si concentrarea bibliotecii — pentru ARN, 40 ng ARN in total se convertesc in ADN complementar cu
catena dubla (cADN). Pentru ADN genomic, 40 ng de ADN gADN se fragmenteaza mecanic in fragmente scurte.
Adaptorii de secventiere sunt ligati de fragmentele de cADN si gADN. Secventele de indexare P5 si P7 sunt
incorporate in fiecare biblioteca pentru captarea de fragmente de biblioteca pe suprafata celulei flow cell in timpul
secventierii. Indecsii includ o secventa unica de identificare a fiecarui specimen individual si, in cazul bibliotecilor din
specimene de gADN, molecule individuale prin utilizarea de identificatori moleculari unici (UMI). Bibliotecile sunt
apoi concentrate pentru genele de interes specifice cu o metoda pe baza de captare. Secventele sonda biotinilate
din zonele de interes ale genei tintite de analiza sunt hibridizate in biblioteci. Sondele si bibliotecile tintite hibridizate
sunt izolate de bibliotecile netintite prin captare cu particule magnetice cu streptavidin. Bibliotecile tintite concentrate
sunt spalate si amplificate. Cantitatea fiecarei biblioteci concentrate este apoi normalizatad cu o metoda cu bile,
pentru a asigura reprezentarea egala pentru secventiere in bibliotecile grupate.

Secventiere si analiza primara—Bibliotecile normalizate si concentrate sunt grupate cu formare de clustere intr-o
celula flow cell, iar apoi secventiate prin reactie chimica de sinteza (SBS) pe NextSeq 550Dx. Reactia chimica SBS
foloseste o metoda cu terminator reversibil pentru a detecta bazele mononucleotidice etichetate fluorescent, pe
mé&sura ce acestea sunt incorporate in catenele de ADN in crestere. in fiecare ciclu de secventiere se adauga la
lantul acidului nucleic o singura dNTP. Eticheta dNTP actioneaza ca terminator pentru polimerizare. Dupa fiecare
incorporare de dNTP, se analizeaza imagistic colorantul fluorescent pentru identificarea bazei, acesta fiind apoi
clivat pentru a permite ihcorporarea urmatoarei nucleotide. Patru dNTP reversibile fixate cu terminator (A, G, T si C)
sunt prezente ca molecule unice, separate. Prin urmare, competitia naturald minimizeaza deviatia de incorporare.
Tn analiza primara, definirile de baze se efectueaza direct pe baza masurarii intensitatii semnalului in fiecare ciclu de
secventiere, efectudndu-se, astfel, secventierea separata a bazelor. Fiecarei definiri de baze i se atribuie un scor de
calitate.

Analiza secundara — Local Run Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (EU) este
incarcat pe instrumentul NextSeq 550Dx ca parte a software-ului Local Run Manager (LRM), facilitand efectuarea
configurarii si a analizei secundare a rezultatelor secventierii cu TSO Comprehensive (EU). Analiza secundara
include validarea procesarii ciclului si controlul calitatii, urmate de demultiplexare, generarea de fisiere FASTQ,
aliniere si definirea de variante. Demultiplexarea separa datele din bibliotecile grupate pe baza indecsilor de
secventiere unici adaugati in procedura de pregatire a bibliotecii. Se genereaza fisierele FASTQ, care contin citirile
de secventiere pentru fiecare specimen si scorurile de calitate, exceptand citirile din toate clusterele care nu au
corespuns filtrului. Citirile de secventiere sunt aliniate apoi la un genom de referinta, pentru identificarea relatiilor
dintre secvente si li se alocd un scor bazat pe zonele similare. Citirile aliniate sunt scrise in fisiere in format BAM.
Software-ul de analiza utilizeaza algoritmi separati pentru bibliotecile generate din specimene de ADN si/sau ARN
pentru definirea de variante de ADN scurte, amplificari de gene, TMB si MSI pentru specimene de ADN si variante
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fuzionate si cu splice de specimene ARN. Modulul software de analiza genereaza multiple rezultate, incluzand
valorile de secventiere si fisierele in format Variant Call Format (VCF). Fisierele VCF contin informatii despre
variantele situate Tn pozitii specifice intr-un genom de referinta. Se genereaza pentru fiecare specimen valorile de
secventiere si fisierele individuale cu rezultate. Consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run Manager pentru
modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document 200008661) pentru detalii privind
analizele secundara si tertiara.

Analiza tertiara — analiza tertiara, efectuata de modulul de analiza Local Run Manager pentru TruSight Oncology
Comprehensive (UE) se compune din calcularea TMB si MSI, determinarea diagnosticului corelat, analiza profilului
tumoral pe baza variantelor la doua niveluri de relevanta clinica pe baza fondului de cunostinte (Knowledge
Base/KB) si tipul de tesut, precum si generarea raportului rezultatelor. Analiza profilului tumorii poate fi denumita si
analiza completa a profilului genomic. Rezultatele interpretate privind variantele si rezultatele biomarkerilor TMB si
MSI sunt rezumate in raportul rezultatelor TSO Comprehensive (UE).

Limitarile procedurii

Exclusiv pentru diagnostic in vitro.

Exclusiv pe baza de prescriptie medicala. Este obligatorie utilizarea testului conform reglementéarilor clinice de
laborator.

Rezultatele genomice enumerate in Tabelul 2 pentru utilizarea preconizata nu reprezinta indicatii ori concluzii in
sprijinul utilizarii aprobate pentru niciun produs terapeutic specific.

Pentru variantele enumerate in raportul rezultatelor pentru TSO Comprehensive (UE), la capitolul Rezultate
genomice cu relevanta clinica dovedita si Rezultate genomica cu potentiala relevanta clinica, nu s-a efectuat
validare clinica.

Deciziile de ingrijire medicala si tratament pentru pacienti trebuie s& se bazeze pe rationamentul clinic al medicului
curant, tindndu-se seama de toate informatiile aplicabile relative la afectiunea pacientului, cum sunt antecedentele
familiale si examinarile fizice ale pacientului, informatiile din alte teste de diagnosticare si preferintele pacientului
conform standardului de ingrijire medicala din respectiva comunitate.

Calitatea specimenelor FFPE variaza semnificativ. E posibil ca specimenele carora nu li s-au aplicat proceduri de
fixare standard sa nu genereze acizi nucleici care sa respecte cerintele de control al calitatii ale testului (Controlul
calitatii, la pagina 79). Blocurile FFPE depozitate mai mult de cinci ani prezinta validitate mai redusa demonstrata.

Nu s-au evaluat performantele TSO Comprehensive (UE) cu specimene de la pacienti cu transplant de organe sau
tesuturi.

In genomuri cu rearanjare substantiala, cu deletii si disparitie a heterozigotismului, software-ul TSO Comprehensive
(UE) poate clasifica eronat un specimen ADN ca fiind contaminat (CONTAMINATION_SCORE > 3106 si valoare p>
0,049).

Un rezultat negativ nu exclude prezenta unei mutatii sub limita de detectie (LoD) a testului.

Sensibilitatea in detectia variantelor ADN scurte poate fi afectata de:

— Contextul genomic de complexitate redusa
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— Lungime crescatoare a variantelor

* Scorurile TMB pot fi imprecise in urmatoarele contexte:
— Daca continutul tumorii este la niveluri unde frecventele alelelor variantelor gametice si somatice converg.

— 1In populatii nereprezentate suficient in bazele de date publice.
* Sensibilitatea in detectia fuziunilor poate fi afectata de:

— Complexitatea redusa a bibliotecilor, conducand la un numar scézut de citiri de sustinere din cauza deviatiilor
din fluxul de lucru de analiza (de exemplu, respectarea pasilor de mixare din Denaturare si renaturare ARN,
la pagina 43).

— O gena unica care acopera ambele puncte de intrerupere.

— Mai multe puncte de intrerupere pentru fuziuni se afla in imediata proximitate unele fata de altele la parteneri
multipli; e posibil ca multiplele puncte de intrerupere si multiplii parteneri sa se raporteze ca punct de intrerupere
si partener unic.

— Dimensiuni medii ale insertiilor reduse; este obligatorie o dimensiune medie minima de 80 bp a insertiilor, dar
sensibilitatea scade Tn intervalul 80-100 bp.

— Complexitatea redusa a secventierii sau context genomic omolog conex punctelor de intrerupere pentru fuziuni.
* Rezolutia genelor implicate intr-o fuziune poate fi afectata in cazul in care punctele de intrerupere apar in zone

genomice cu gene suprapuse. Testul va raporta toate genele, delimitate cu ,,;”, daca la punctul de intrerupere se
suprapun multiple gene.

* Acoperirea inconsecventa in zona promotoare TERT poate duce la No Result (fara rezultate), din cauza profunzimii
reduse.

* Adnotarile sau erorile KB pot duce la rezultate fals pozitive sau fals negative, incluzand includerea unei variante la
nivelul gresit (din Rezultate genomice cu relevanta clinica dovedita si Rezultate genomice cu potentiala relevanta
clinica) sau informatiile de adnotare din raport pot fi incorecte. Exista trei potentiale surse de erori:

— Adnotarea variantelor TSO Comprehensive (UE). Exista o rata de eroare de cca. 0,0027%, bazata pe analiza a
2.448.350 de variante din COSMIC v92, existand, asadar, potential de erori redus.

— Erori KB cauzate de procesul de specificare sau diferentiere pe niveluri.

— Relevanta continutului din KB se modifica in timp. Raportul va reflecta cunostintele de la momentul autentificarii
si verificarii KB.

— Variantele raportate in Rezultatele pentru CDx nu sunt afectate de erorile de adnotare sau KB.

* TSO Comprehensive (UE) a fost conceput pentru raportarea variantelor somatice cu relevanta clinica sau cu
potentiala relevanta clinica. Deoarece testul este conceput exclusiv pentru tumori, este posibila raportarea
neintentionata de variante gametice (ereditare). TSO Comprehensive (UE) utilizeaza un fond de cunostinte (KB)
pentru raportarea variantelor, fara adnotari specifice originii gametice sau somatice a acestora.

* KB include doar asocieri de naturé terapeuticd, de diagnostic si de prognostic relevante pentru variantele prezente
in neoplasme maligne de organe pline cunoscute. Suspiciunile si asocierile cu risc de cancer nu sunt incluse in KB.
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Componentele produsului

Testul TruSight Oncology Comprehensive (UE) consta din urmatoarele componente:

* Kit TruSight Oncology Comprehensive (EU) (lllumina, nr. catalog 20063092): Kitul include reactivi in volum suficient
pentru generarea a 24 de biblioteci ADN si a 24 de biblioteci ARN cu controale, incluzand specimene de la pacienti
si controale. Controalele sunt comercializate separat (consultati Reactivi obligatorii, nefurnizati, la pagina 17).

* Fond de cunostinte (Knowledge Base): actualizat lunar si disponibil pentru descarcare din lllumina Lighthouse
Portal.

* Modul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. catalog lllumina 20051843%), care asista in analiza
profilului tumoral si NTRK, incluzand urmatoarele componente:
— Pachete pentru ipoteze TSO Comprehensive (EU) v2.1.0 (PN 20079589)
— Suita software TSO Comprehensive (UE) v2.3.6 (PN 20079588)
— Kit USB TSO Comprehensive (UE) v2.3.6 (PN 20079591)

* Modul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. catalog lllumina 20051843%), care asista in analiza
profilului tumoral si NTRK, incluzand urmatoarele componente:
— Pachete pentru ipoteze TSO Comprehensive (EU) v2.0.0 (PN 20051760)
— Suita software TSO Comprehensive (UE) v2.3.5 (PN 20075244)
— KitUSB TSO Comprehensive (UE) v2.3.5 (PN 20075239)
* Local Run Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE): Un reprezentant de
service lllumina instaleaza versiunea adecvata a modului de analiza TSO Comprehensive (UE) pe Local Run
Manager pentru instrumentul NextSeq 550Dx. Consultati Tabelul 3 pentru Ghidul fluxului de lucru si versiunea
software a modulului de analiza.

Tabelul 3 Versiunea software, Ghidul fluxului de lucru pentru modulul de analiza TSO Comprehensive

Ghidul fluxului de lucru  Tesut Versiune software TSO Comprehensive
200008661 FFPE v2.3.5sauv2.3.6
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Reactivi

Reactivi furnizati

Reactivii de mai jos sunt furnizati impreuna cu kitul TSO Comprehensive (UE).

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, PN 20031127

. Numarul . . . Temperatura
Reactiv . . Cantitate = Volum Ingrediente active .
piesei de depozitare
Amestec de sinteza 20031431 1 260 pl Solutie apoasa tamponata intre -25°C
pentru prima catena cu saruri si nucleotide si-15°C
(FSM)
Amestec de sinteza 20031432 1 720 pl Solutie apoasa tamponata intre -25°C
pentru a doua catena cu saruri, polimeraza ADN, si-15°C
(SSM) ARNaza H si nucleotide
Amestec, primer de 20031433 1 250 pl Solutie apoasa tamponata intre -25°C
eluare frag. (EPH3) cu saruri si hexameri si-15°C
aleatorii
Transcriptaza inversa 20031434 1 70 pl Solutie apoasa tamponata intre -25°C
(RVT) cu transcriptaza inversa si-15°C

TruSight Oncology Comp Library Prep (congelare), PN 20031118

. Numarul . . . Temperatura
Reactiv . . Cantitate = Volum Ingrediente active .
piesei de depozitare
Repararea 20031435 2 85 Solutie apoasa tamponata  intre -25°C
extremitatilor si cu polimeraza ADN T4 si si-15°C
extensie kinaza polinucleotididica
homopolimerica A
(ERA1-A)
Repararea 20031436 2 210 ul Solutie apoasa tamponata  intre -25°C
extremitatilor si cu saruri si nucleotide si-15°C
extensie
homopolimerica B
(ERA1-B)
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Reactiv

Solutie tampon de
ligare adaptori 1
(ALB1)

Ligaz& ADN 3 (LIG3)

Adaptori universali
scurti 1 (SUA1)

Adaptori UMI v1 (UMI)

Solutie tampon de

oprire a ligarii (STL)

Amestec PCR
ameliorat (EPM)

Numarul
piesei

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Cantitate

Volum

1,73 ml

190 pl

290

290

480 pl

550 pl

Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata
cu saruri

Solutie apoasa tamponata
cu ligaza

Solutie apoasa tamponata
cu oligonucleotide de
secventiere universale

Solutie apoasa tamponata
cu oligonucleotide de
secventiere universale

Solutie apoasa tamponata
cu saruri

Solutie apoasa tamponata
cu polimeraza ADN si
nucleotide

TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerare), PN 20031119

Reactiv

Solutie tampon de
resuspendare (RSB)

Bile de purificare a
specimenului (SPB)

Solutie tampon TE
(TEB)

Numarul
piesei

20031444

20031442

20013443

Nr. document: 200007789 v06 RON
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Volum

12,4 ml

6,11 ml

10 ml
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Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata
cu saruri

Solutie apoasa cu bile
magnetice

Solutie EDTA tris

illumina

Temperatura
de depozitare

intre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C
intre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C

Temperatura
de depozitare

intre 2°C
si8°C

intre 2°C
si8°C

intre 2°C
sig8°C
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TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

Ingrediente active: Solutie apoasa tamponata continand primeri cu oligonucleotide cu coduri de bare individuale.

Nota Utilizati primeri unici de indexare (UPxx) pentru specimene ARN sau ADN .

Primer Numarul . Index Secventiere Index Secventiere Temperatura

de Cantitate Volum ’ ’

. piesei i7 i7 i5 i5 de depozitare

indexare
UPO1 20031445 1 24 pl D702 TCCGGAGA D503 AGGATAGG ntre -25°C si-15°C
UP02 20031446 1 24 pl D707 CTGAAGCT D504 TCAGAGCC ntre -25°C si-15°C
UP03 20031447 1 24 pl D717 CGTAGCTC D509 CATCCGAA ntre -25°C si-15°C
UP04 20031448 1 24 pl D706 GAATTCGT D510 TTATGAGT ntre -25°C si-15°C
UPO05 20031449 1 24 pl D712 AGCGATAG D513 ACGAATAA ntre -25°C si-15°C
UP06 20031450 1 24 pl D724 GCGATTAA D515 GATCTGCT ntre -25°C si-15°C
UP07 20031451 1 24 pl D705 ATTCAGAA D501 AGGCTATA ntre -25°C si-15°C
UP08 20031452 1 24 pl D713 GAATAATC D502 GCCTCTAT ntre -25°C si-15°C
UP09 20031453 1 24 pl D715 TTAATCAG D505 CTTCGCCT ntre -25°C si-15°C
UP10 20031454 1 24 pl D703 CGCTCATT D506 TAAGATTA ntre -25°C si-15°C
UP11 20031455 1 24 pl D710 TCCGCGAA D517 AGTAAGTA ntre -25°C si-15°C
UP12 20031456 1 24 pl D701 ATTACTCG D518 GACTTCCT ntre -25°C si-15°C
UP13 20031457 1 24 pl D716 ACTGCTTA D511 AGAGGCGC ntre -25°C si-15°C
UP14 20031458 1 24 pl D714 ATGCGGCT D512 TAGCCGCG ntre -25°C si-15°C
UP15 20031459 1 24 pl D718 GCCTCTCT D514 TTCGTAGG ntre -25°C si-15°C
UP16 20031460 1 24l D719 GCCGTAGG D516 CGCTCCGC intre -25°C i -15°C

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

Ingrediente active: Solutie apoasa tamponata continand primeri cu oligonucleotide cu coduri de bare individuale.

A ATENTIE

Utilizati primeri de indexare combinatorica (Cpxx) doar pentru specimene ADN (flux de lucru FFPE).

Primer . .
Numarul . Index . Index . Temperatura
de L. Cantitate Volum Secventiere Secventiere .
. piesei i5 de depozitare
indexare
CPO1 20031461 1 20 pl D721 CATCGAGG D507 ACGTCCTG intre -25°C si-15°C
CP02 20031462 1 20 ul D723 CTCGACTG D508 GTCAGTAC intre -25°C si-15°C
CP03 20031463 1 20 pl D709 CGGCTATG D519 CCGTCGCC intre -25°C si-15°C
CP04 20031464 1 20 ul D711 TCTCGCGC D520 GTCCGAGG intre -25°C si-15°C
Nr. document: 200007789 v06 RON 14 din 142
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Primer . .
Numarul . Index . Index . Temperatura

de Cantitate = Volum Secventiere Secventiere

) piesei i7 ’ i5 ’ de depozitare

indexare
CP05 20031465 1 20 ul D723 CTCGACTG D507 ACGTCCTG intre -25°C si-15°C
CP06 20031466 1 20 ul D709 CGGCTATG D507 ACGTCCTG intre -25°C si-15°C
CPO7 20031467 1 20 ul D711 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG intre -25°C si-15°C
CP08 20031468 1 20 ul D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC intre -25°C si-15°C
CP09 20031469 1 20 ul D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC intre -25°C si-15°C
CP10 20031470 1 20 ul D711 TCTCGCGC D508 GTCAGTAC intre -25°C si-15°C
CP11 20031471 1 20 ul D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC intre -25°C si-15°C
CP12 20031472 1 20 ul D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC intre -25°C si-15°C
CP13 20031473 1 20 ul D711 TCTCGCGC D519 CCGTCGCC intre -25°C si-15°C
CP14 20031474 1 20 ul D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG intre -25°C si-15°C
CP15 20031475 1 20 ul D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG intre -25°C si-15°C
CP16 20031476 1 20 ul D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG intre -25°C si-15°C

TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare), PN 20031123

. Numarul . . . Temperatura

Reactiv . . Cantitate = Volum Ingrediente active .
piesei de depozitare

Solutie tampon de 20031477 2 870 ul Solutie apoasa tamponata cu intre 2°C
captare a secventelor formamida si saruri si8°C
tinta 1 (TCB1)
Bile magnetice 20031478 2 7,78 ml  Solutie apoasa tamponata cu intre 2°C
Streptavidin (SMB) saruri si bile paramagnetice in sig8°C

faza solida, cu acoperire
covalenta cu streptavidin

2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl Solutie de hidroxid de sodiu intre 2°C
si8°C

Solutie tampon de 20031480 2 290 ul Solutie apoasa tamponata intre 2°C

eluare 2 (ET2) si8°C

Bile pentru 20031481 1 1,04 ml  Bile paramagnetice in faza intre 2°C

normalizarea solida Tn solutie apoasa si8°C

bibliotecilor 1 (LNB1) tamponata

Solutie de spalare de 20031482 2 4,8 ml Solutie apoasa tamponata cu intre 2°C

normalizare pentru saruri, 2-mercaptoetanol si si8°C

biblioteca 1 (LNW1) formamida
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Reactiv

Solutie tampon de
depozitare pentru
normalizarea
bibliotecilor 1 (LNS1)

Solutie tampon de
resuspendare (RSB)

Bile de purificare a
specimenului (SPB)

Numarul
piesei

20031483

20031444

20031442

Cantitate

2

1

2

Volum

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata cu
saruri

Solutie apoasa tamponata cu
saruri

Solutie apoasa cu bile
magnetice

TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare), PN 20031121

Reactiv

Aditivi de captare a
secventelor tinta 1
(TCA1)

Solutie de spalare pentru
concentrare ameliorata

Elutie pentru
concentrare 2 (EE2)

Amestec PCR ameliorat
(EPM)

Cocktail de primeri
PCR 3 (PPC3)

Aditivi pentru de
normalizarea
bibliotecilor 1 (LNA1)

Control intern PhiX (PX3
sau PhiX)

Numarul
piesei

20031486

20031487

20031488

20031441

20031490

20031491

20031492

Nr. document: 200007789 v06 RON

Cantitate

Volum

521 pl

50,4 ml

1,65 ml

550 pl

150 pl

4,6 ml

10 pl
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Ingrediente active

Solutie apoasa tamponata
cu oligonucleotide

Solutie apoasa tamponata
cu saruri

Solutie apoasa tamponata
cu detergent

Solutie apoasa tamponata
cu polimeraza ADN si
nucleotide

Solutie apoasa tamponata
cu primeri P5 si P7

Solutie apoasa tamponata
cu saruri, 2-mercaptoetanol
si formamida

Solutie apoasa tamponata
cu ADN genomic PhiX

illumina

Temperatura
de depozitare

intre 2°C
sig8°C

intre 2°C

si8°C

intre 2°C
si8°C

Temperatura de

depozitare

ntre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C
ntre -25°C
si-15°C
intre -25°C
si-15°C

intre -25°C
si-15°C
intre -25°C
si-15°C

ntre -25°C
si-15°C
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TruSight Oncology Comp Content Set, PN 20031122

. Numarul . . . Temperatura de
Reactiv . . Cantitate Volum Ingrediente active .
piesei depozitare
Sonda ARN Oncology 20031494 1 290 yl Sonda pentru grupuri intre -25°C
pentru grupuri (OPR1) de oligonucleotide si-15°C
Sonda ADN Oncology, grup 20031495 1 290 yl Sonda pentru grupuri intre -25°C
2 (OPD2) de oligonucleotide si-15°C

Reactivi obligatorii, nefurnizati

Reactivi pentru preamplificare

* Reactivi pentru purificarea si extractia ADN si ARN — pentru cerintele privind reactivii, consultati Extractia,
cuantificarea si depozitarea acidului nucleic, la pagina 25.

* Reactivi pentru cuantificarea ADN si ARN - pentru cerintele privind reactivii, consultati Extractia, cuantificarea si
depozitarea acidului nucleic, la pagina 25.

* TruSight Oncology DNA Control (nr. catalog lllumina 2006504 1)
* TruSight Oncology RNA Control (nr. catalog lllumina 20065042)
* Etanol, 100% (tarie normala 200), adecvat pentru biologie moleculara

* Apafara-DNaza/RNaza
Reactivi pentru postamplificare

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

* Etanol, 100% (tarie normala 200), adecvat pentru biologie moleculara*

* Apafara-DNaza/RNaza
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Depozitarea si manipularea reactivilor

* Urmatoarele cutii de reactivi sunt expediate congelate. Depozitati la temperaturi intre -25°C si -15°C.

Cutie Numarul piesei Zona din
laborator
TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Pre-amp
TruSight Oncology Comp Library Prep (congelati) 20031118 Pre-amp
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Pre-amp
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Pre-amp
TruSight Oncology Comp Enrichment (congelati) 20031121 Post-amp
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Post-amp

A ATENTIE

Nu depozitati reactivii intr-o unitate fara gheata sau ih compartimentele de pe usile frigiderelor.

* Urmatoarele cutii de reactivi sunt livrate impreuna cu pungi cu gel pentru mentinere la temperaturi intre 0°C si 10°C.
Depozitati la temperaturi intre 2°C si 8°C

. . . ) Zona din
Cutie Numarul piesei
laborator
TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) 20031119 Pre-amp
TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerati) 20031123 Post-amp

A ATENTIE

Nu congelati reactivii care contin bile (LNB1, SPB si SMB).

* Modificarile aspectului fizic al reactivilor pot indica deteriorarea materialelor. Daca apar modificari ale aspectului
reactivilor (de exemplu, schimbarea culorii sau turbiditatea reactivilor), nu-i utilizati.

* Stabilitatea testului TSO Comprehensive (EU) a fost evaluata, fiindu-i evaluate si demonstrate performantele pentru
pana la patru utilizari ale kiturilor. Reactivii sunt stabili daca sunt depozitati conform indicatiilor, pana la data de
valabilitate specificata pe etichetele kiturilor.
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Echipamente si materiale

illumina

Echipamentele si materialele necesare, nefurnizate

Echipamente si materiale, preamplificare

Echipament

Baie cu ultrasunete, cu accesoriile aferente
Consultati Optimizarea bailor cu ultrasunete pentru fragmentare ADN,
la pagina 23.

Ciclor termic cu urmatoarele specificatii:

+ Capac incalzit, reglabil la 30°C si 100°C (sau de oprire daca nu e reglabil
la 30°C)

* Opereaza in intervalul de temperatura 4-99°C

* precizia temperaturii £0,25°C

» Compatibilitate cu placi PCR cu 96 godeuri, 0,2 ml (polipropilena)

» Consultati Rata de crestere a temperaturii pentru ciclorul termic,
la pagina 24

Agitator

Incubatoare de microspecimene (2) cu insert pentru placi MIDI cu 96 godeuri
2)

Microcentrifuga

Centrifuga (de placi) cu specificatiile urmatoare:
» Centrifugare de placi cu 96 godeuri
+ Putere de centrifugare 280 x g

Agitator de placi cu specificatiile urmatoare:
* Orbita de 2 mm
 Turatie de agitare 1200 RPM si 1800 RPM

Pana sau rola de sigilare

Suport magnetic cu urmatoarele specificatii:

« Conceput pentru precipitare/separare cu bile paramagnetice
+ Magneti pe laterala, nu pe fundul suportului

* Pentru placi MIDI cu 96 godeuri
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Echipament

Pipete de precizie

+ Pipete monocanal sau multicanal de 20 pl

* Pipete monocanal sau multicanal de 200 pl
* Pipete monocanal sau multicanal de 1000 pl
Conforme urmatoarelor cerinte:

 Calibrare regulata, la precizie 5%.

Portpipeta

Pipete serologice de 10 ml

Folie adeziva de sigilare pentru placi cu 96 de godeuri cu urmatoarele
specificatii:

+ Poliester transparent optic, usor de dezlipit

+ Adecvaté pentru placi PCR cu manseta si semimanseta

» Adeziv puternic, rezistent la multiple variatii de temperatura, intre -40° C si

110°C.
- Fara DNaza/RNaza

Tuburi de microcentrifuga de 1,7 ml, fara nucleaza

Colectoare de reactivi fara nucleaza (PVC, canal de unica folosinta, 50 ml)

(sau echivalente)

Eprubete conice de 15 ml

Eprubete conice de 50 ml

Varfuri de pipeta de 20 pl, rezistente la formarea de aerosoli

Varfuri de pipeta de 200 ul, rezistente la formarea de aerosoli

Varfuri de pipeta de 1000 ul, rezistente la formarea de aerosoli

Placi de depozitare cu 96 godeuri, 0,8 ml (placi MIDI)

Placi PCR cu 96 godeuri, 0,2 ml (polipropilena)
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Echipamente si materiale postamplificare

Echipament
Instrumentul NextSeq 550Dx

Centrifuga (de placi) cu specificatiile urmatoare:
« Centrifugare de placi cu 96 godeuri
* Putere de centrifugare 280 x g

Ciclor termic cu urmatoarele specificatii:

« Capac incalzit (100°C)

» Opereaza in intervalul de temperatura 4-99°C

* precizia temperaturii £0,25°C

« Compatibilitate cu placi PCR cu 96 godeuri, 0,2 ml (polipropilena)

+ Consultati Rata de crestere a temperaturii pentru ciclorul termic,
la pagina 24

Agitator
Incubator de microspecimene cu insert pentru placi MIDI cu 96 godeuri

Bloc de incalzire uscata cu specificatiile urmatoare:

* interval de temperatura de la 25°C 1a 99°C

 precizia temperaturii £5°C

+ Asigura tuburi pentru microcentrifugare compatibile cu blocul termic

Agitator de placi cu specificatiile urméatoare:
* Orbita de 2 mm
 Turatie de agitare 1200 RPM si 1800 RPM

Microcentrifuga
Pana sau rola de sigilare

Suport magnetic cu urmatoarele specificatii:

« Conceput pentru precipitare/separare cu bile paramagnetice
* Magneti pe laterala, nu pe fundul suportului

* Pentru placi MIDI cu 96 godeuri
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Echipament

Pipete de precizie

+ Pipete monocanal sau multicanal de 20 pl

* Pipete monocanal sau multicanal de 200 pl
* Pipete monocanal sau multicanal de 1000 pl
Conforme urmatoarelor cerinte:

 Calibrare regulata, la precizie 5%.

Portpipeta

Pipete serologice de 10 ml

Folie adeziva de sigilare pentru placi cu 96 de godeuri cu urmatoarele
specificatii:

+ Poliester transparent optic, usor de dezlipit

+ Adecvaté pentru placi PCR cu manseta si semimanseta

» Adeziv puternic, rezistent la multiple variatii de temperatura, intre -40° C si

110°C.
- Fara DNaza/RNaza

Tuburi de microcentrifuga, fara nucleaza

Colectoare de reactivi fara nucleaza (PVC, canal de unica folosinta, 50 ml)

(sau echivalente)

Eprubete conice de 15 ml

Eprubete conice de 50 ml

Varfuri de pipeta de 20 pl, rezistente la formarea de aerosoli

Varfuri de pipeta de 200 ul, rezistente la formarea de aerosoli

Varfuri de pipeta de 1000 ul, rezistente la formarea de aerosoli

Placi de depozitare cu 96 godeuri, 0,8 ml (placi MIDI)

Placi PCR cu 96 godeuri, 0,2 ml (polipropilena)
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Optimizarea bailor cu ultrasunete pentru fragmentare ADN

Fragmentarea sau fragmentarea mecanica a ADN influenteazé performanta testului prin determinarea distributiei
dimensiunilor fragmentelor, care afecteaza, la randul sau, acoperirea secventierii. S-au evaluat si optimizat o serie de
configuratii specifice pentru bai cu ultrasunete pentru testul TSO Comprehensive (UE) (Tabelul 4). Timpul de
fragmentare mecanica a fost ajustat pentru maximizarea valorii MEDIAN_EXON_COVERAGE, subliniata in sectiunea
Controlul calitatii, |la pagina 79. Timpii de fragmentare (cu bold Th Tabelul 4) au fost diferiti in functie de configuratie, la fel
cu rezultatele pentru MEDIAN_INSERT_SIZE. Toate cele trei configuratii au fost testate cu benzi de 8 tuburi, volumele
utilizate fiind prezentate in Tabelul 4.

Organizarea configuratiei 3 (transductor punctual, apa fara degazeificare, volum redus al baii de apa) a utilizat metoda
pulsatorie si a prezentat timpul de fragmentare cel mai mic, rezultand intr-o distributie mai mare a dimensiunilor
fragmentelor, comparativ cu celelalte douéa configuratii (MEDIAN_INSERT_SIZE a fost cu aproximativ 5-10 perechi de
baze mai mare). in plus, configuratia 3 a necesitat un aport de ADN mai mare (50 ng) pentru a se obtine rezultate
similare pentru MEDIAN_EXON_COVERAGE comparativ cu celelalte doua configuratii, cu care s-a utilizat aportul
nominal de 40 ng. Configuratia 3 a inregistrat deteriorare si/sau denaturare mai puternice si, prin urmare, a produs o
masa efectiva redusa de molecule dsADN pentru pregatirea bibliotecii.

Centrifugati tuburile de fragmentare mecanica Tn timpul procesului de recuperare, pentru a se asigura obtinerea
volumului specificat, deoarece orice pierdere de material poate afecta negativ performanta.

Tabelul 4 Configuratii de bai cu ultrasunete specifice evaluate

Configuratie

Parametru 1 2 3
Transductor Linie Punct Punct
Volum, baie de apa 51 51 85 ml
Apa degazeificata Da Da Nu
Ré&citor de apa Da Da Da
Temperatura, baie de apa 7°C 7°C 12°C
Putere incidenta de varf (PIP) 450 W 175W 50 W
% factor de utilizare 30 10 30
Cicluri/pulsatie 200 200 1000
Pulsatie (pulsatii de 10 sec.) Nu Nu Da
Timp de fragmentare mecanica 250 sec. 280 sec. 200 sec.’
Procesarea specimenului 1-8 1 1
Dimensiunea seriei 1-96 1-96 1-8
Volum selectat, banda de 8 tuburi din sticla 130 pl 130 ul 50 pl
Echivalent aport ADN (pentru acoperirea exonilor medie) 40 ng 40 ng 50 ng

: Timpul de fragmentare mecanica de 200 secunde consta din pulsatii de 10 secunde, repetate de 20 de ori.
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Rata de crestere a temperaturii pentru ciclorul termic

Rata de crestere a temperaturii pentru ciclorul termic afecteaza valorile QC ale testului (locatii MSI utilizabile, numarul
mediu din tintd CNV, dimensiunea medie a insertiilor (ARN)), precum si citirile de sustinere pentru variante splice si
fuziuni. Se recomanda optimizarea ratei de crestere a temperaturii pentru ciclorul termic. De exemplu, un model testat a
fost ajustat de la o rata de crestere implicita (si maxima) de 5°C/s la una de 3°C/s, pentru a obtine rezultate comparabile

cu alte modele cu rata de crestere a temperaturii implicitd mai scazuta.
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Colectarea, transportul si depozitarea specimenelor

Urmati procedura standard de colectare, transport, depozitare si procesare a specimenelor.

Cerinte privind specimenele

Tesut FFPE

Testul TSO Comprehensive (UE) necesitd 40 ng de ARN si/sau 40 ng de ADN extrase din tesut FFPE. Utilizarea de
ARN si ADN impreuna permite analiza tuturor tipurilor de variante ipotetice. Tesutul trebuie fixat cu fixator cu formalina
pentru analize moleculare (de exemplu, formalina neutra tamponaté 10%). Se interzice decalcifierea tesutului. Tnainte
de efectuarea testului TSO Comprehensive (UE), specimenul de tesut trebuie examinat de un patolog pentru a va
asigura ca este adecvat pentru testare. Pentru detectia mutatiilor somatice conducéatoare sunt necesare 20% de
continut tumoral (in suprafata). Pentru detectia MSI de nivel ridicat sunt necesare 30% de continut tumoral. Continutul
tumoral pentru amplificari de gene si variante ARN depinde de nivelul de amplificare sau exprimarea fuziunii (consultati
Continut tumoral, la pagina 97).

Pentru o probabilitate ridicata de extractie a 40 ng ARN si 40 ng ADN din tipuri variate de tesuturi pline, volumul de tesut
recomandat este de = 1,0 mm?3, echivalent cu o arie cumulat a tesutului viabil = 200 mm?, in sectiuni de 5 um grosime,
sau = 100 mm? in sectiuni de 10 um grosime. Aria cumulata a tesutului reprezinti suma ariilor tesutului viabil din toate
sectiunile propuse pentru extractie. De exemplu, o arie cumulata a tesutului de 200 mm? poate fi obtinuta extragand
patru sectiuni de 5 um cu arie totala de 50 mm? sau cinci sectiuni de 10 um cu arie totala de 20 mm?. Necroza tisular
poate reduce cantitatea de acid nucleic obtinuta. Pentru a minimiza posibilitatea de rezultate fals negative, tesutul poate
fi macrodisecat pentru a obtine continut tumoral dezirabil.

O cantitate ridicata de tesut necrotic (= 25%) poate interfera cu capacitate testului TSO Comprehensive (UE) de a
detecta amplificari de gene si fuziuni ARN.

Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului nucleic

* Extrageti ARN si ADN din specimene de tesuturi FFPE cu kituri de extractie disponibile pe piata. Diferentele intre
kiturile de extractie pot afecta performantele. Consultati Evaluarea kitului de extractie a acidului nucleic,
la pagina 89.

* Depozitati baza de acid nucleic extras urmand instructiunile producatorului kitului de extractie.

* Pentru a evita modificarea in timp a concentratiei, masurati ADN si ARN imediat inainte de a incepe pregatirea
bibliotecii. Cuantificati ARN-ul si ADN-ul printr-o metoda de cuantificare fluorimetrica cu coloranti legati de acizii
nucleici. Concentratia acidului nucleic ar trebui s& reprezinte media a cel putin trei m&suratori.

* Testul necesita 40 ng din fiecare specimen de ARN preparat cu apa fara-DNaza/RNaza (nefurnizata), in volum final
de 8,5 pl (4,7 ng/pl).

* Testul necesita 40 ng din fiecare specimen de gADN, la concentratie minima de extractie de 3,33 ng/pl.
Fragmentarea mecanica necesitd un volum final de 52 pl (0,77 ng/ul) cu 40 pl TEB (furnizat) ca diluant.
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Depozitarea bibliotecilor

illumina

Depozitati bibliotecile in placi PCR cu legare redusa intre 7 si 30 de zile, in functie de tipul de biblioteca (consultati

Tabelul 5).

Tabelul 5 Timpi de depozitare a bibliotecilor

Tip de biblioteca
cADN

ADN fragmentat
Preconcentrare
Postconcentrare
Postconcentrare PCR

Normalizata

Nr. document: 200007789 v06 RON

Placa
PCF PCR
LP PCR
ALS PCR
ELU2 PCR
PL PCR
NL PCR

Numar de zile
<7

<7

<30

<7

<30

<30
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Temperatura de depozitare

intre -25°C si-15°C
intre -25°C si-15°C
intre -25°C si-15°C
intre -25°C si-15°C
intre -25°C si-15°C
intre -25°C si-15°C

26 din 142



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE) i||um|na'&‘

Avertismente si precautii

Siguranta

1.

Unele componente ale testului contin substante chimice potential periculoase. Se pot produce vatamari
corporale prin inhalare, ingerare, contact cu pielea si contact cu ochii. Purtati echipament de protectie,
inclusiv protectie pentru ochi, manusi si halat de laborator corespunzatoare riscului de expunere.
Manipulati reactivii folositi ca deseuri chimice si eliminati-i in conformitate cu legile si reglementarile
regionale, nationale si locale aplicabile. Pentru fisele cu date de securitate (SDS), vizitati
support.illumina.com/sds.html.

2. Manipulati toate specimenele ca si cand ar fi potential infectioase.

3. Utilizati masurile de precautie obisnuite pentru activitatile de laborator. Nu pipetati cu gura. Nu méancati, nu beti si nu
fumati in spatiile de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta si halate de laborator atunci cand manipulati
specimene si reactivi pentru testare. Dupa ce manipulati specimene si reactivi pentru teste, spéalati-va temeinic pe
maini.

Laborator

1. Pentru a preveni contaminarea, asigurati un flux de lucru de laborator unidirectional. Zonele de preamplificare si
postamplificare trebuie dotate cu echipamente si materiale dedicate (de exemplu, pipete, varfuri de pipetare,
agitator vortex si centrifuga). Pentru a preveni amplificarea produsului sau contaminarea prin transfer a sondei,
evitati sa reveniti in zona de preamplificare dupa ce ati intrat in cea de postampilificare.

2. Efectuati pasii Indexare PCR si Concentrare in zona de postamplificare pentru a preveni contaminarea prin transfer
a produsului amplificarii.

3. Procedurile de pregatire a bibliotecii necesitad un mediu fara ARNaza/ADNaza. Decontaminati temeinic zonele de
lucru cu solutie de curatare inhibitoare de ARNaza/ADNaza. Utilizati produse din plastic certificate fara ADNaza,
ARNaza si ADN genomic uman.

4. Curatati temeinic suprafetele de lucru si echipamentele Thainte si dupa fiecare procedura postamplificare cu solutie
0,5% de hipoclorit de sodiu (NaOCI). Lasati solutia s& actioneze pe suprafetele de contact 10 minute si stergeti
temeinic cu alcool etilic sau izopropilic de 70%.

5. Utilizati eprubete de microcentrifuga, placi, varfuri de pipeta si colectoare fara nucleaza.

6. Utilizati echipamente calibrate pe intreaga durata a analizei. Calibrati echipamentele la vitezele, temperaturile si
volumele specificate in prezentul protocol.

7. Utilizati pipete de precizie pentru a asigura transferul precis al reactivilor si probelor. Calibrati cu regularitate,
conform specificatiilor producatorului.

8. Daca utilizati pipete multicanal, urmati recomandarile de mai jos:

* pipetati minimum = 2 pl.
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* Asigurati-va ca varfurile de pipeta cu bariera se fixeaza corect si sunt adecvate marcii si modelului de pipeta
multicanal.

*  Fixati varfurile prin rulare, pentru a va asigura ca toate varfurile s-au fixat corect.
* Aspirati in unghi de 90°, asigurandu-va volumele de lichid din fiecare varf de pipeta sunt egale.
* Dupa distributie, mixati toate componentele prin pipetare repetata.
* Dupa distributie, asigurati-va ca s-a distribuit lichid in fiecare varf de pipeta.
9. Asigurati-va ca utilizati echipamentul specificat pentru analizéa si ca ati configurat programele conform instructiunilor.

10. Temperaturile specificate pentru ciclorul termic si incubatorul de microspecimene indica temperatura de reactie, mai
degraba decat temperatura nominala a echipamentului.

Analiza

1. Evitati contaminarea incrucisata.
* Respectati practicile de laborator adecvate la manipularea specimenelor si reactivilor.

* Utilizati consumabile de laborator si varfuri de pipeta noi pentru fiecare specimen si fiecare distributie de
reactivi.

*  Utilizati varfuri rezistente la aerosolizare pentru a reduce riscul de contaminare incrucisata intre probe.

* Utilizati un flux de lucru unidirectional in trecerea de la zona de preamplificare la cea de postamplificare.

* Manipulati si deschideti cate un singur primer de indexare o data. Tnchide’;i fiecare tub de index cu capacul
imediat dupa utilizare. Kitul include capace suplimentare.

* Schimbati-va manusile frecvent si daca intra in contact cu primerii de indexare sau specimenele.

¢ Eliminati tuburile de primeri de indexare neutilizate din zona de lucru.

* Nu returnati reactivii in tuburile de depozitare dupa utilizarea in tuburi de bandé, canale sau colectoare.

* Mixati probele cu pipeta si centrifugati placa daca procedura o impune.

* Utilizati un agitator de microplaci. Nu utilizati un agitator vortex.

2. Nu schimbati componentele pentru test din diferite loturi de testare intre ele. Loturile de kituri de reactivi sunt
identificate pe eticheta cutiei kitului si pe fisa principala a lotului.

3. Seimpune respectarea practicilor de laborator corecte si pentru a impiedica contaminarea cu produse PCR a
reactivilor, instrumentarului si specimenelor de ADN genomic. Contaminarea cu nucleaza si PCR poate determina
rezultate inexacte si nefiabile.

4. Pentru efectuarea optima a analizei si pentru stocare sunt obligatorii tipurile adecvate de placi. Asigurati-va ca ati
respectat instructiunile de transfer al placilor din Instructiuni de utilizare, la pagina 38.

5. Nerespectarea procedurilor mentionate poate duce la rezultate gresite sau la reducerea semnificativa a calitatii
bibliotecilor.

6. Dacain Instructiuni de utilizare, la pagina 38, nu se specifica un punct de oprire in siguranta, continuati imediat cu
pasul urmator.
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7. Depozitati reactivii Si componentele pentru analizé la temperatura specificatd, in zonele stabilite de preamplificare si
postamplificare.

8. Nu depozitati reactivii intr-o unitate fara gheata sau in compartimentele de pe usile frigiderelor.

9. Nu congelati reactivii care contin bile (LNB1, SPB si SMB).

10. Nu utilizati reactivi care au fost depozitati incorect.

11. Nu deviati de la procedurile de mixare si manipulare specificate pentru fiecare reactiv. Mixarea necorespunzatoare
sau agitarea vortex excesiva a reactivilor poate duce la esecul rezultatelor pentru specimenul respectiv.

12. Preparati amestecuri principale noi si eliminati volumele ramase dupa utilizare.

13. Preparati intotdeauna etanol 80% cu apa fara ARNaza/ADNaza pentru pasii de spalare. Etanolul poate sa absoarba
umiditatea din aer, aceasta putand afecta rezultatele. Eliminati etanolul 80% dupa utilizare conform reglementarilor
locale, regionale si/sau nationale.

14. Transferati volumul de eluat specificat. Transferul unui volum de eluat mai mic decét cel specificat in pasii de eluare
poate afecta rezultatele.

15. Respectati recomandarile de mai jos pentru bai cu ultrasunete. Asigurati-va ca ati respectat instructiunile
producatorului.

* Tncarcati gADN in tubul pentru baia cu ultrasunete lent, pentru a evita formarea de bule. Bulele in exces sau o
bariera de aer in tubul de fragmentare mecanica pot duce la fragmentare incompleta.

* Distribuiti substante in tuburile pentru baia cu ultrasunete lent, evitand sa stropiti.

* Pentru a evita dislocarea lichidelor si pierderea specimenului, nu introduceti varful de pipeta pana la fundul
tubului pentru baie cu ultrasunete pentru scoaterea ADN fragmentat.

16. Nu pipetati mai putin de 2 pl de specimen.

17. Nu utilizati pentru distributia reactivilor canale in pasii care necesitd adaugarea a mai putin de 10 pl de material in
fiecare godeu.

18. Transferati specimenul gADN fragmentat din tuburile pentru baie cu ultrasunete pe placa de pregatire a bibliotecii
(LP) cu o pipeta P20.

19. Nu combinati adaptorii UMI si SUA1.

20. Utilizati adaptorii SUA1 cu specimene ARN.

21. Utilizati adaptorii UMI cu specimene ADN.

22. Alocati primeri de indexare diferiti pentru fiecare specimen de biblioteca, pentru identificarea unica a fiecarei
biblioteci intr-un grup pentru secventiere din celula flow cell unica.

23. Nu combinati primerii de indexare CPxx si UPxx in aceeasi biblioteca.

24. Nepotrivirile intre probe si primerii de indexare pot duce la raportarea incorecta a rezultatelor din cauza absentei
identificarii probelor pozitive. Introduceti ID-urile de specimene si atribuiti indecsi in Local Run Manager pentru
modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) Thainte de a incepe pregatirea bibliotecii. Inregistrati
ID-urile de probe, indexarea si orientarea godeurilor de pe placa pentru referinte in timpul pregatirii bibliotecii.

25. Utilizati exclusiv indecsi UPxx pentru bibliotecile derivate din specimene ARN.

26. Utilizati indecsi UPxx si CPxx pentru bibliotecile derivate din specimene ADN.
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27. Secventiati 8 biblioteci ARN si 8 biblioteci ADN per celula flow cell. Consultati Numar de biblioteci si selectarea
indecsilor, la pagina 35.

28. Secventiati minimum trei biblioteci. Urmati recomandarile din Numar de biblioteci si selectarea indecsilor,
la pagina 35.

29. Dupa pasul de legare din Captura, prima finta, la pagina 59, si Capturd, a doua finta, la pagina 62, treceti imediat la
pasul de spalare pentru a impiedica uscarea peletelor cu bile.

30. in pasii de spalare, asigurati-va ca ati eliminat complete etanolul 80% de pe fundul godeurilor. Reziduurile de etanol
pot afecta rezultatele.

31. Pentru performante optime ale analizei, respectati numarul de spalari indicat in Instructiuni de utilizare, la pagina 38.

32. In cadrul procedurii Normalizarea bibliotecilor, la pagina 68, resuspendati atent peleta cu bile a bibliotecii pentru a
asigura consecventa densitatii Tn celula flow cell.
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Note procedurale

*  Fluxul de lucru TSO Comprehensive (UE) poate fi efectuat conform planului de mai jos.

— Ziua 1: sinteza cADN din specimene ARN, fragmentare ADN din specimene gADN, pregatirea bibliotecii si
initializarea hibridizarii peste noapte (prima hibridizare).

— Ziua 2: concentrare, normalizarea bibliotecilor concentrate si incarcarea bibliotecilor in instrumentul NextSeq
550Dx.

Daca efectuarea fluxului de lucru TSO Comprehensive (UE) este imposibila conform acestui plan, protocolul include

cateva puncte de oprire in siguranta. Daca in protocol nu se specifica un punct de oprire Tn siguranta, continuati

imediat cu pasul urmator.

* Bibliotecile derivate din probe de ARN si ADN pot fi pregatite simultan in godeuri separate.

* Prepararea amestecului principal include crearea de volume excedentare pentru a asigura volumul suficient pentru
numarul de specimene procesat.

* Utilizati apa de uz molecular, fara nucleaza.

* Dupa adaugarea reactivului, curatati varful de pipeta aspirand si distribuind o data in godeul adecvat al placii, daca
procedura nu specifica contrariul.

* Temperatura camerei este definita ca fiind intervalul dintre 15°C si 30°C.

Programarea ciclorului termic

* Programati ciclorul termic pe echipamentele de preamplificare si postamplificare inainte de a initializa protocolul.
* Asigurati-va ca placile PCR se fixeaza corect in ciclorul termic.

* Utilizati placi recomandate de producatorul ciclorului termic.
Sigilarea si desigilarea placii

* Sigilati intotdeauna placa cu folie adeziva nouda. Nu reutilizati folia adeziva.
* Pentru sigilarea placii, aplicati corect folia adeziva pe placa cu o pana sau o rola de sigilare.

* Sigilati intotdeauna placa cu 96 de godeuri cu folie noué inaintea urmatorilor pasi din protocol:
— Paside agitare a placii
— Paside centrifugare
— Pasi pentru ciclul termic
— Hibridizari
— Stocare pe termen lung

* Asigurati-va ca marginile si godeurile sunt sigilate pentru a reduce contaminarea incrucisata si evaporarea.
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* Puneti placa pe o suprafata plana inainte de a indeparta incet sigiliul.

* TInainte de desigilarea placii, daca observati orice fel de fluid sau condens pe folia adeziva sau peretii laterali ai
godeurilor, centrifugati 1 minut la 280 x g.

* Utilizati folii adezive de sigilare eficiente in intervalul -40~110°C, adecvate pentru placi PCR cu manseta sau
semimanseta.

Echipament

* Asigurati-va ca personalul laboratorului s-a familiarizat inainte de initializarea analizei cu instructiunile de operare si
intretinere ale producatorilor pentru toate echipamentele.

Tipuri de placi si transferul placilor

* Pentru efectuarea optima a analizei si pentru stocare sunt obligatorii tipurile adecvate de placi.

* Latransferul de volume intre placi, transferati volumul specificat din fiecare godeu de pe o placa in godeul
corespunzator al placii de destinatie.

* Potfi utilizate pipete multicanal pentru transferul specimenelor intre benzi de tuburi sau placi.

* Pentru agitarea placilor, urmati recomandarile de mai jos.
— Agitati placile pe un agitator de placi. Nu utilizati un agitator vortex.
— Agitati placile PCR la 1200 RPM.
— Agitati placile MIDI la 1800 RPM.

— Urmati instructiunile producatorului pentru a asigura fixarea in siguranta a placilor pe agitator.

Centrifugare

* Daca instructiunile din protocol prevad centrifugarea scurta, centrifugati 1 minut la 280 x g.

* Daca observati lichid pe folia de sigilare sau pe peretii laterali ai godeului, centrifugati placa 1 minut la 280 x g.

Manipularea reactivilor

* Reinchideti etans toate tuburile cu reactivi imediat dupa utilizare, pentru a limita evaporarea si a impiedica
contaminarea.

* Readuceti reactivii la temperatura de depozitare specificatd dupa ce nu mai sunt necesari pentru o procedura.

* Urmati pasii de preparare a reactivilor care preced fiecare procedura din sectiunea respectiva a Instructiuni de
utilizare, la pagina 38.

* Asigurati-va ca ati preparat volumul necesar de amestec principal, amestec de eluare si etanol 80% pentru
specimenele procesate.
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* Volumele specificate in tabelul cu amestecuri principale si solutii includ volumul excedentar. Volumul excedentar se
calculeaza dupa cum urmeaza.

* Tabelul 14
* Volum FSM = (7,2 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,25).
*  Volum RVT = (0,8 ul) x (numar de specimene + controale) x (1,25).
* Tabelul 21
* Volum ERA1-B = (7,2 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,20).
* Volum ERA1-A = (2,8 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,20).
* Tabelul 29
* Volum EE2 = (20,9 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,364).
* Volum HP3 = (1,1 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,364).
* Tabelul 30
*  Volum EE2 = (20,9 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,364).
*  Volum HP3 = (1,1 pl) x (humar de specimene + controale) x (1,364).
* Tabelul 36
* Volum LNA1 = (38,1 ul) x (numar de specimene + controale) x (2,0).
*  Volum LNB1 = (6,9 pl) x (numar de specimene + controale) x (2,0).
* Tabelul 37
*  Volum EE2 = (30,4 ul) x (numar de specimene + controale) x (1,25).

®*  Volum HP3 = (1,6 pl) x (numar de specimene + controale) x (1,25).

Seturi de adaptori

* Testul TSO Comprehensive (UE) include adaptori pentru UMI si SUA1.
* Adaptorii SUA1 se utilizeaza pentru specimene de ARN, nu pentru ADN.

* Adaptorii UMI se utilizeaza pentru specimene de ADN, nu pentru ARN.

Manipularea bilelor

* Testul TSO Comprehensive (UE) include trei tipuri de bile (SPB, SMB si LNB1). Asigurati-va ca utilizati tipul de bile
corect in cadrul procedurii.

* Efectuati numarul corect de spalari pentru fiecare tip de bile.

* Asigurati-va ca bilele sunt la temperatura ambianta Thainte de utilizare.

* Mixati bilele 1 minut inainte de utilizare pentru omogenizare.

* Urmatiinstructiunile de mai jos la mixarea bilelor cu pipeta.
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Utilizati pipete si varfuri de pipeta de dimensiunile adecvate volumului mixat.

Ajustati setarea de volum la aproximativ 50-75% din volumul specimenului.

Pipetati lent, fara a elibera pistonul.

Evitati sa stropiti sau sa incorporati bule de aer.

Pozitionati pipeta deasupra peletei si distribuiti direct in peleta pentru a elibera bilele din godeu sau tub.
Asigurati-va ca peleta cu bile este complet acoperita cu solutie. Solutia ar trebui sa aiba culoarea maro inchis si
consistentda omogena.

Verificati daca este prezenté peleta cu bile. Aspirati atent solutia cu bile totala din godeu in varful de pipeta si
examinati fundul godeurilor.

* Daca bilele s-au aspirat in pipeta in pasii de separare magnetica, distribuiti bilele Thapoi in godeul de pe placa de pe

suportul magnetic. Asteptati sa se limpezeasca lichidul (aproximativ 2 minute) inainte de a trece la pasul urmator al
procedurii.

* Pentru spalarea bilelor:

Utilizati suportul magnetic adecvat pentru placa.

Distribuiti lichidul direct pe peleta cu bile pentru a umecta bilele de pe peretii laterali ai godeului.
Mentineti placa pe suportul magnetic pana la momentul de indepartare specificat in procedura.
Nu agitati placa pe suportul magnetic.

Nu perturbati peleta cu bile in timp ce placa se aflé pe suportul magnetic.

* Laspalarea bilelor sau eliminarea supernatantului, pozitionati varfurile de pipeta oblic fatd de fundul godeurilor,

pentru a evita vidarea si aspirarea solutiei in filtrele de varf de pipeta.

Formular de urmarire in laborator

*  Formularul de urmarire in laborator pentru TruSight Oncology Comprehensive (EU) (nr. document 200009022)
include o lista de verificare pentru pasii protocolului.
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Numar de biblioteci si selectarea indecsilor

Inainte de configurarea ciclului, planificati numarul de biblioteci de specimene si de indecsi pentru specimene din ciclul
de secventiere. Ghidul de mai jos privind numarul de specimene include controalele pozitive, excluzand controalele
negative/fara sablon (NTC). NTC trebuie adaugate in ciclul planificat ca specimene suplimentare.

Pentru TSO Comprehensive (UE), urmati recomandarile din Tabelul 6 si Tabelul 7, pentru determinarea numarului de
biblioteci de secventiat intr-o singura celula flow cell.

Tabelul 6 Biblioteci ADN sau ARN pentru TSO Comprehensive (UE)

Tip de biblioteca Minimum* Maximum
ARN 3 16
ADN 3 8

Pentru utilizarea optima a reactivilor la secventierea cu TSO Comprehensive (UE) pe instrumentul NextSeq 550Dx,
secventiati 8 biblioteci ARN + 8 biblioteci ADN/celula flow cell.

Tabelul 7 Biblioteci ADN si ARN combinate pentru TSO

Comprehensive (UE)
Numar de biblioteci ADN Numar de biblioteci ADN
8 8

In timpul pregatirii bibliotecii, adaugati primer de indexare la fiecare biblioteca de specimene. Utilizati amestecuri de
primeri de indexare diferite pentru fiecare biblioteca de specimene. Primerii de indexare asigura identificatori unici
pentru fiecare specimen, astfel incat bibliotecile sa poata fi grupate pentru secventiere intr-o singura celula flow cell.
(Combinatiile de indecsi compatibile se afiseaza pe ecranul Create Run (creare ciclu) la configurarea ciclului pe Local
Run Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE))

Asigurati-va ca primerii de indexare pe care fi utilizati impreuna cu specimenele corespund indecsilor selectati pentru
analiza din Local Run Manager pentru modulul de analiz& TruSight Oncology Comprehensive (UE). Nepotrivirile pot
duce la raportarea incorecta a rezultatelor din cauza absentei identificarii probelor pozitive.

Testul TSO Comprehensive (UE) include doua tipuri de indecsi.
* Indecsi UPxx — utilizeaza indecsi UPxx pentru biblioteci derivate din specimene ADN sau ARN.

* Indecsi CPxx - utilizeaza indecsi CPxx pentru biblioteci derivate din specimene ADN. Nu utilizati indecsi CPxx
pentru biblioteci derivate din ARN sau daca se secventiaza trei biblioteci ADN in total.

Daca secventiati doar trei biblioteci, se impun cele de mai jos.
* Bibliotecile trebuie sa fie integral ADN, fie integral ARN.
*  Nu utilizati seturi de indecsi CPxx.
* Este obligatoriu ca unul din seturile de indecsi UPxx sa asigure suficienta diversitate.

— UPO01, UP0Z2 si UP03
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— UPO04, UPO5 si UP06
— UPO07, UP08 si UP09
— UP10, UP11siUP12

De exemplu, pentru prima biblioteca se atribuie UP01, pentru a doua UP02 si pentru a treia UP03.

Controale TruSight Oncology

TSO Comprehensive (UE) necesita utilizarea controalelor TruSight Oncology, compuse din controalele TruSight
Oncology ADN si TruSight Oncology ARN 1in calitate de controale pozitive. Includeti controlul TruSight Oncology ADN
pentru fiecare ciclu de secventiere ADN si controlul TruSight Oncology ARN pentru fiecare ciclu de secventiere ARN cu
pregatire a bibliotecii specifica (includeti si controalele pentru cicluri ADN si ARN combinate). Se prepara un control
pozitiv unic pentru fiecare ciclu de secventiere planificat.

Includeti un NTC in fiecare pregatire de biblioteca ARN si ADN. NTC este secventiat repetate in cadrul unei pregéatiri de
biblioteca. Urmati aceste recomandari pentru controalele TruSight Oncology:

* Pregaititi bibliotecile din controalele pozitive si fara sablon la fel cu specimenele.

*  Utilizati TEB pentru NTC ADN.

* Utilizati apa fara ADNaza/ARNaza pentru NTC ARN.

* Controalele pozitive sunt incluse in cerintele maxime pentru biblioteci.

* NTC nu suntincluse in cerintele minime pentru biblioteci.

*  Utilizati indecsi UP pentru NTC daca secventiati 3 biblioteci.

* Deoarece NTC este secventiat repetat, indecsii selectati pentru acest control nu pot fi repetati in pregatirea
bibliotecii.

Tabelele de mai jos prezinta configuratii de placi pentru pregatirea bibliotecii. Fiecare coloand numerotaté reprezinta un

ciclu unic de secventiere. Daca se secventiaza impreuna biblioteci ADN si ARN, fiecare set de coloane corespondente

reprezinta un ciclu de secventiere unic (de exemplu, coloana 1 si coloana 7). NTC se secventiaza pentru fiecare coloana
sau set de coloane.
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Tabelul 8 Pregatirea bibliotecii pentru ciclu unic, cu sase specimene de la pacienti

1

A Control ADN
poz.

B ADN 1

C ADN 2

D ADN 3

E ADN 4

F ADN 5

G ADN 6
ADN

H NTC

Tabelul 9 Pregatirea bibliotecii pentru trei cicluri, cu 20 de specimene de la pacienti

1

A Control
ADN poz.
B ADN 1
Cc ADN 2
D ADN 3
E ADN 4
F ADN 5
G ADN 6
ADN
H NTC

2

gol
gol
gol
gol
gol
gol
gol

gol

2

Control

ADN poz.

ADN 7

ADN 8

ADN 9

ADN 10

ADN 11

ADN 12

ADN 13
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3

gol
gol
gol
gol
gol
gol
gol

gol

3

Control

ADN poz.

ADN 14

ADN 15

ADN 16

ADN 17

ADN 18

ADN 19

ADN 20

4

gol
gol
gol
gol
gol
gol
gol

gol

4

gol
gol
gol

gol

gol
gol

gol

5

gol
gol
gol
gol
gol
gol
gol

gol

5

Control
ARN poz.

ARN 1
ARN 2
ARN 3
ARN 4
ARN 5
ARN 6

NTC ARN

gol
gol
gol
gol
gol
gol
gol

gol

6

Control

ARN poz.

ARN7

ARN 8

ARN 9

ARN 10

ARN 11

ARN 12

ARN 13

illumina

7

Control ARN
poz.

ARN 1
ARN 2
ARN 3
ARN 4
ARN 5
ARN 6

NTC ARN

7

Control
ARN poz.

ARN 14
ARN 15
ARN 16
ARN 17
ARN 18
ARN 19

ARN 20
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Instructiuni de utilizare

Figura 1 si Figura 2 prezinta o prezentare generala a fluxului de lucru TSO Comprehensive (UE).

Flux de lucru pentru pregatirea bibliotecii

Figura 1 ilustreaza fluxul de lucru pentru pregatirea bibliotecii pentru TSO Comprehensive (UE). Bibliotecile derivate din
probe de ARN si ADN pot fi pregatite simultan in godeuri separate. Controalele pozitive si fara sablon se proceseaza la
fel cu specimenele. Punctele de oprire in siguranta sunt marcate intre pasi.

Tnainte de a initializa protocolul, introduceti informatiile despre ciclu si specimen intr-o fisa de specimen v2, utilizabila cu
Local Run Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE). Consultati Ghidul fluxului de
lucru pentru Local Run Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document
200008661).
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Figura1 Flux de lucru TSO Comprehensive (UE) (Partea 1)

Ziva 1

Punctul de oprire
in siguranta

o Denaturare si renaturare ARN

Procesare efectiva: 65 minute

Total: 75 minute
Reactivi: EPH3

Total: 110 minute
Reactiv: TEB

Sintetizare, prima catend cADN
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 50 minute
Reactiv: FSM, RVT

Sintetizare, catena a doua cADN
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 35 minute
Reactiv: SSM

Purificare cADN

Procesare efectiva: 30 minute

Total: 40 minute

Reactivi: SPB, 80% EtOH, RSB

Punctul de oprire
in siguranta

Nr. document: 200007789 v06 RON

Punctul de oprire
in siguranta

o Fragmentare gADN

Procesare efectiva: 100 minute

illumina

e Repararea extremitatilor si extensia homopolimerica

o

o

Procesare efectiva: 10 minute
Total: 70 minute

- Reactivi: ERA1-A, ERA1-B

Adaptori de ligare
Procesare efectiva: 15 minute

Total: 50 minute
Reactivi: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

Vyc€istenie ligacie

Realizacia: 40 minat

Celkom: 50 minut

Reagencie: SPB, 80 % EtOH, RSB

Indexare PCR

Procesare efectiva: 15 minute
Total: 60 minute
Reactivi: UPxx/CPxx, EPM

® cADN @ ADN fragmentat

* Timpii de procesare efectiva si total sunt aproximativi.
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illumina

Flux de lucru pentru concentrare

Figura 2 ilustreaza fluxul de lucru pentru concentrare pentru TSO Comprehensive (EU). Punctele de oprire in siguranta

sunt marcate intre pasi.

Figura 2 Flux de lucru TSO Comprehensive (UE) (Partea 2)

Ziua 1 (continuare)

Hibridizare de pe o zi pe alta

Ziua 2 ®
Punctul de oprire in siguranta
Punctul de oprire in sigurantd

Punctul de oprire in sigurantad

o

Nr. document: 200007789 v06 RON

Configurare, prima hibridizare
Procesare efectiva: 15 minute

Total: De pe o zi pe alta

Reactivi: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Captura, prima tinta
Procesare efectiva: 60 minute

Total: 100 minute
Reactivi: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Configurare, a doua hibridizare
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 2-4 ore
Reactivi: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Captura, a doua tinta

Procesare efectiva: 25 minute
Celkom: 60 minut

Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Amplificare, biblioteca concentrata
Procesare efectiva: 5 minute

Total: 60 minute
Reactivi: EPM, PPC3

Purificare, biblioteca concentrata
amplificata
Procesare efectiva: 30 minute

Total: 40 minute
Reactivi: SPB, 80% EtOH, RSB

Normalizarea bibliotecilor

Procesare efectiva: 40 minute
Total: 70 minute
Reactivi: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3

Pregatire pentru secventiere

Procesare efectiva: 30-45 minute
Total: 120 minute
Reactivi: HP3, RSB, PX3, HT1

@ Concentrare @ Preg. secventiere
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Programarea cicloarelor termice

illumina

Tnainte de a initializa analiza, salvati programele de mai jos, de preamplificare si postamplificare, pentru cicloare termice

Tabelul 10 Programe de preamplificare pentru ciclorul termic

. . Denumire  Temperatura Volum de
Pas din procedura

program capacului reactie
Denaturare si renaturare LQ-RNA 100°C 17 ul
ARN
Sintetizare, prima catena 1stSS 100°C 25yl
cADN
Sintetizare, catenaadoua  2ndSS 30°C 50 ul
cADN

Parametrii ciclorului termic

* 65°C, 5 minute
e 4°C, 1 minut
* 4°C, mentinere

+ 25°C, 10 minute
e 42°C, 15 minute
* 70°C, 15 minute
* 4°C, 1 minut

* 4°C, mentinere
* 16°C, 25 minute
* 4°C, 1 minut

* 4°C, mentinere

NOTA Daca nu se poate seta temperatura capacului pentru sintetizare, catena a doua, la 30°C, dezactivati optiunea

de preincalzire a capacului.

Tabelul 11 Programe de postamplificare pentru ciclorul termic

Denumire  Temperatura Volum de

Pas din procedura Parametrii ciclorului termic

program capacului reactie

Indexare PCR I-PCR 100°C 50 .

Efectuare, prima HYB1 100°C 50 ul .
hibridizare .

Nr. document: 200007789 v06 RON
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98°C, 30 secunde

15 cicluri la:
* 98°C, 10 secunde
* 60°C, 30 secunde
» 72°C, 30 secunde

72°C, 5 minute

10°C, mentinere

95°C, 10 minute

85°C, 2 minute 30 secunde
75°C, 2 minute 30 secunde
65°C, 2 minute 30 secunde
57°C, mentinere, 8-24 ore
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Denumire  Temperatura Volum de

Pas din procedura

program capacului reactie

Efectuare, a doua HYB2
hibridizare

Amplificare, biblioteca EL-PCR
concentrata

100°C 50 pl

100°C 50 ul

Pregatire pentru pasii protocolului

illumina

Parametrii ciclorului termic

* 95°C, 10 minute

+ 85°C, 2 minute 30 secunde
* 75°C, 2 minute 30 secunde
* 65°C, 2 minute 30 secunde
+ 57°C, mentinere, 1,5-4 ore

¢ 98°C,30s
+ 18 cicluri la:
¢ 98°C,10s
* 60°C,30s
¢ 72°C,30s
e 72°C,5min
* 10°C, mentinere

1. Decontaminati temeinic zonele de lucru cu solutie de curatare inhibitoare de ARNaza/ADNaza.

A ATENTIE

Toate procedurile din fluxul de lucru necesita mediu fara ARNaza/ADNaza.

o g~ w N

Scoateti controale ADN din depozit.

Tabelul 12 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep( PN 20031127)

Reactiv  Depozitare

EPH3 intre -25°C si-15°C
FSM intre -25°C si-15°C
RVT intre -25°C si-15°C
SSM intre -25°C si-15°C

Nr. document: 200007789 v06 RON

Instructiuni de decongelare
Decongelati la temperatura ambianta
Decongelati la temperatura ambianta
Pastrati la gheata

Decongelati la temperatura ambianta
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Setati programele de preamplificare pentru ciclorul termic. Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.
Urmati instructiunile producatorului pentru configurarea baii cu ultrasunete.

Daca procesati doar specimene ADN, treceti direct la pasul Fragmentare gADN, |la pagina 47.

Scoateti tuburile de reactivi din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Pas din protocol

Denaturare si renaturare ARN
Sintetizare, prima catena cADN
Sintetizare, prima catena cADN

Sintetizare, catena a doua cADN
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Tabelul 13 TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) (PN 20031119)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
SPB (eticheta verde intre 2°C si8°C  Aduceti la temperatura ambianta timp de  Purificare cADN
deschis) 30 de minute.

RSB intre 2°Csi8°C  Decongelati la temperatura ambianta. Purificare cADN

Denaturare si renaturare ARN

Acest proces denatureaza ARN purificat si il amorseaza cu hexameri aleatorii ca pregatire pentru sinteza cADN.
Pregatire
1. Preparati urmatorii reactivi.

* EPHS3 - Iasati deoparte.

* FSM - mixati in agitator vortex. Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-I prin pipetare.
Reactivul poate contine particule albe, asociate produsului. Nu se impune nicio actiune din partea utilizatorului.
Nu afecteaza performantele produsului.

* RVT - Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-l prin pipetare. Pastrati la gheata.

NOTA RVTesteo solutie vascoasa. Minimizati formarea de bule de aer in timpul pipetarii.

2. Pentru prepararea amestecului principal FSM+RVT, combinati, intr-un tub de centrifuga, urmatoarele volume

Tabelul 14 Amestec principal FSM+RVT

Componente, . L . o
L 4 biblioteci (pl) 8 biblioteci (ul) 16 biblioteci (ul) 24 biblioteci (ul)

amestec principal

FSM 36 72 144 216

RVT 4 8 16 24

Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.
3. Mixati pipetédnd de zece ori.

4. Lasati amestecul principal FSM+RVT la gheata pana la efectuarea pasului Sintetizare, prima catend cADN,
la pagina 44.

Procedura

1. Decongelati specimenele si controalele ARN la gheata.
Procesati controalele ARN ca specimene pe durata restului protocolului.

2. Depozitati ARN la gheata in afara timpilor de utilizare. Consultati Cerinte privind specimenele, la pagina 25, pentru
cuantificarea specimenelor.

3. Mixatifiecare specimen de ARN prin pipetare de 10 ori.
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10.

11.
12.
13.

14.

Preparati un volum final de specimen de 40 ng de ARN pentru un volum final de 8,5 ul (4,7 ng/pl) cu apa fara
DNaza/RNaza.
Pentru controalele ARN, utilizati concentratia specificaté pe eticheta tubului.

Etichetati o noua placé PCR cu 96 godeuri CF (legare cADN)
Adaugati 8,5 ul din fiecare specimen ARN intr-un godeu separat al placii CF PCR.

Asigurati-va ca configuratia placii pentru specimene si indecsii pentru fiecare specimen corespund ciclului planificat
la configurarea ciclului in modulul de analiza TSO Comprehensive (UE).

Mixati EPH3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 8,5 yl EPH3 in fiecare godeu pentru specimene.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.

A ATENTIE

Asigurati-va ca ati sigilat complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.

Agitati 1 minut la 1200 rpm.
Centrifugati 1 minut la 280 x g.

Introduceti in ciclorul termic si rulati programul LQ-RNA.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

Cand specimenele ajung la 4°C, mentineti un minut si treceti imediat la pasul urmator.

Sintetizare, prima catena cADN

Acest proces transcrie invers fragmentele de ARN amorsate cu hexameri aleatorii in prima catena cADN prin
transcriptaza inversa

Procedura

Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.

2. Mixati prin pipetare de 10 ori amestecul principal FSM+RVT. Asigurati-va ca ati omogenizat complet amestecul
FSM+RVT.

3. Adaugati 8 pl de amestec principal FSM+RVT in fiecare godeu pentru specimene.

4. Mixati prin pipetare de 10 ori.

5. Eliminati restul de amestec principal FSM+ RVT.

6. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

7. Agitati 1 minutla 1200 rpm.

8. Centrifugati 1 minutla 280 x g.

9. Introduceti in ciclorul termic si rulati programul 1stSS.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.
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10. Céand specimenele ajung la 4°C treceti imediat la pasul urmator.
Specimenele pentru prima catena pot fi pastrate 5 minute la 4°C.

Sintetizare, catena a doua cADN

Acest proces elimina sablonul ARN si sintetizeaza cADN cu catené dubla.
Pregatire

1. Preparati urmatorul reactiv.

* SSM - mixati prin rasturnare de 10 ori. Centrifugati scurt.

Procedura

1. Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.
2. Adaugati cate 25 pl SSM in fiecare godeu pentru specimene.

3. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

4. Agitati 1 minutla 1200 rpm.
5. Centrifugati 1 minutla 280 x g.

6. Introduceti in ciclorul termic si rulati programul 2ndSS.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

7. Cand specimenele ajung la 4°C, mentineti un minut si treceti imediat la pasul urmator.

Purificare cADN

illumina

in acest proces se utilizeaza SPB pentru purificarea cADN de compusi de reactie nedoriti. Bilele se spala de doua ori cu

etanol 80% proaspat preparat. Pentru eluarea cADN se foloseste RSB.
Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.
* SPB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
* RSB - Iasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

2. Preparati EtOH 80% proaspat intr-o eprubeta conica de 15 ml sau 50 ml.

Tabelul 15 Preparati EtOH 80% proaspat

Reactiv 4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci
Alcool etilic 100%, 2ml 4 ml 8 ml
pur
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Reactiv 4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci
Apa fara 500 pl 1mi 2mi 3mi
DNaza/RNaza

3. Mixati EtOH proaspat preparat in agitator vortex.

4. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri BIND1 (legare cADN)
5. Acoperiti si lasati deoparte.

6

Pregatiti magnetul.
Procedura

Legare

1. Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.
2. Mixati SPB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.

Adaugati imediat cate 90 pl de SPB in fiecare godeu de specimene al placii BIND1 MIDI.
Daca distribuiti SPB cu canal, includeti un factor de excedent de 1,05 la alicotarea de material suficient pentru
specimen. Eliminati toate resturile de materiale dupa ce ati adaugat SPB in fiecare godeu.

4. Transferati intregul volum (50 pl) din fiecare specimen din placa CF PCR in godeul corespunzator al placii BIND1
MIDI.

5. Eliminati placa CF PCR goala.

6. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

7. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.

8. Incubati 5 minute la temperatura ambianta.

9. Plasati placa BIND1 MIDI 5 minute pe un suport magnetic.

10. Cu o pipeta P200 configurata la 200 ul scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba
peleta cu bile.

Spalare

1. Spalati bilele dupa cum urmeaza.
a. Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 yl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu.
b. Asteptati 30 secunde.
c. Scoateti si eliminati supernatantul din fiecare godeu.
2. Spalati bilele a doua oara.
3. Eliminati EtOH rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
4. Eliminati EtOH 80% neutilizat.
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Eluare

1. Luati placa BIND1 MIDI de pe suportul magnetic.
Mixati RSB prin rasturnare sau n agitator vortex.

Adaugati cate 22 pl RSB in fiecare godeu pentru specimene.

> 0N

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati 2 minute la temperatura ambianta.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

®©® N o o

Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri PCF (fragmente cADN purificate).
Dacd va opriti la PUNCTUL DE OPRIRE IN SIGURANTA, la pagina 47, utilizati o placi PCR.

9. Transferati 20 pl de eluat din fiecare godeu de specimene al placii BIND1 MIDI in godeurile corespondente ale placii
PCF.

10. Eliminati placa BIND1 MIDI goala.

11. Adaugati cate 30 yl de RSB in fiecare godeu de specimene al placii PCF.
12. Mixati prin pipetare de 10 ori.

13. Sigilati placa PCF cu folie autoadeziva si lasati-o la gheata.

14. Redepozitati EPH3, FSM, RVT si SSM.

15. Daca procesati specimene derivate din doar din ARN (cADN) si nu va opriti la punctul de oprire in siguranta, treceti
la Repararea extremitéatilor si extensia homopolimerica, la pagina 51.
PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURAN'[A

Daca va opriti, centrifugati placa PCF PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la temperatura intre -25°C si -15°C timp de
panala?7 zile.

Pregatire pentru pasii protocolului

1. Scoaterea controalelor ADN din depozit.
2. Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabelul 16 TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) (PN 20031119)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
TEB intre 2°C si Decongelati la temperatura ambianta. Fragmentare gADN
8°C

Fragmentare gADN

Acest proces fragmenteaza gADN si genereaza fragmente de dsADN cu prelungiri 3' sau 5'.
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Pregatire

1. Urmati cu strictete recomandarile din Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului nucleic, la pagina 25 pentru
cuantificarea specimenelor.

2. Preparati urmatorul reactiv.

* TEB - Mixati prin rasturnare sau in agitator vortex.

Procedura
Pregatirea placii

1. Selectati una din urmatoarele trei optiuni de pregatire a placii.
* Optiunea 1: Procesati specimenele gADN simultan cu specimene cADN in placa PCF MIDI.
a. Etichetati placa PCF MIDI cu LP (pregatirea bibliotecii).
b. Puneti placa la gheata si lasati-o la gheata pentru utilizarea in pasul Transferul ADN fragmentat,
la pagina 49.
* Optiunea 2: Procesati specimenele gADN simultan cu specimene cADN, cu placa PCF PCR congelata.
a. Decongelati placa PCF PCR la temperatura ambianta.
b. Centrifugati 1 minutla 280 x g.
Mixati prin pipetare de 10 ori.
d. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri cu LP (pregatirea bibliotecii).

e. Transferati integral 50 pl din fiecare specimen din placa PCF PCR in godeul corespunzator al placii
LP MIDI.

f.  Eliminati placa PCF PCR.
g. Sigilati cu folia autoadeziva si lasati la gheata pana la utilizarea Tn pasul Transferul ADN fragmentat,
la pagina 49.
* Optiunea 3: Procesati doar specimene de gADN.
a. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri cu LP (pregatirea bibliotecii).
b. Dacé va opritila PUNCTUL DE OPRIRE IN SIGURANTA, la pagina 49, utilizati o placad PCR.

c. Acoperiti si lasati-o deoparte pentru utilizarea Tn pasul Transferul ADN fragmentat, la pagina 49.

Diluarea gADN

1. Decongelati specimenele de gADN si controalele la temperatura ambianta.

2. Mixati fiecare specimen de gADN prin pipetare de 10 ori.

3. Centrifugati scurt tubul pentru colectarea picaturilor fine.

4. Mixati TEB prin rasturnare sau in agitator vortex.
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5. Preparati un volum final de specimen de gADN de 52 pl, cu TEB. Consultati tabelul de mai jos pentru cantitatile
introduse si concentratiile minime in functie de tipurile de specimene. Analiza necesitd o concentratie minima de
extractie corespunzatoare cu minimum 40 pl TEB din volumul de 52 pl. Pentru controalele ADN, utilizati
concentratia specificata pe eticheta tubului. Pentru a impiedica pierderile de specimene, nu pipetati mai putin de 2 pl
de specimen in aceasta dilutie.

Tipul de proba Cantitate introdusa (ng) Concentratie minima (ng/ul)

FFPE 40 3,33

Control 40 Consultati eticheta tubului.
Fragmentare

1. Adaugati 52 pl din fiecare specimen gADN intr-un godeu separat al tubului pentru baie cu ultrasunete.

A ATENTIE

Adaugati lent gADN in tub, asigurandu-va nu exista gol de aer la fundul tubului. Pentru informatii
suplimentare, consultati Analiza, la pagina 28, si instructiunile producéatorului.
2. Inregistrati orientarea benzii.

3. Fragmentati gADN in baie cu ultrasunete.
Transferul ADN fragmentat

1. Asigurati-va ca configuratia pl&cii si indecsii pentru fiecare specimen coincid cu ciclul selectat pentru analiza cu
modul de analizd TSO Comprehensive (UE).

2. Urmati instructiunile producatorului baii cu ultrasunete pentru recuperarea specimenului.
La unele bai cu ultrasunete e posibil sa fie necesara centrifugarea pentru consolidarea specimenului in tub.

3. Efectuati cate trei transferuri a cate 16,7 ul cu o pipeta p20 cu varfuri fine intr-un godeu gol al placii LP MIDI.

4. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP MIDI.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, aplicati folie de sigilare autoadeziva pe placa LP PCR si centrifugati-o 1 minut la 280 x g. Depozitati la
temperatura intre -25°C si-15°C timp de panala 7 zile.

Pregatire pentru pasii protocolului

Asigurati-va ca ati setat programele ciclorului termic. Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.
1. Pregatiti o frapiera.

2. Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
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Tabelul 17 Cutie TruSight Oncology Comp Library Prep (congelati) (PN 20031118)

illumina

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
ERA1-A intre -25°C si Pastrati la gheata. Repararea extremitatilor si
-15°C extensia homopolimerica
ERA1-B intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Repararea extremitatilor si
-15°C extensia homopolimerica
ALB1 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Ligarea adaptorilor
-15°C
LIG3 intre -25°C si Pastrati la gheata. Ligarea adaptorilor
-15°C
SUA1 (capac intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Ligarea adaptorilor
albastru) -15°C
UMI (capac intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Ligarea adaptorilor
alb) -15°C
STL intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Ligarea adaptorilor
-15°C
EPM intre -25°C si Pastrati la gheata. Indexare PCR
-15°C

Tabelul 18 Cutie TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) (PN 20031119)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

SPB (eticheta verde intre 2°C si Aduceti la temperatura ambianta timp Purificarea ligarilor

deschis) 8°C de 30 de minute.

RSB intre 2°C si Decongelati la temperatura ambianta. Purificarea ligarilor
8°C

Tabelul 19 Cutie TruSight Oncology Comp UP Index Primers (PN 20031120)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
UPxx intre -25°C si Decongelati tuburile cu primer de indexare Indexare PCR
-15°C corespunzatoare la temperatura ambianta.

Tabelul 20 Cutie TruSight Oncology Comp CP Index Primers (PN 20031126)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
CPxx intre -25°C si Decongelati tuburile cu primer de indexare Indexare PCR
-15°C corespunzatoare la temperatura ambianta.
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Repararea extremitatilor si extensia homopolimerica

Procesul repara prelungirile rezultate din fragmentare in extremitati cu extensie homopolimerica cu amestecul principal
End Repair A-Tailing (ERA1).

Activitatea de exonucleaza intre 3' si 5' elimina prelungirile 3', iar activitatea de polimeraza intre 5' si 3' completeaza
prelungirile 5'. Extremitatile 3’ primesc extensii homopolimerice in aceasta reactie, impiedicand ligarea intre extremitati
in timpul reactiei de ligare a adaptorilor.

Pregatire

1. Preincalziti 2 incubatoare de microspecimene cu un bloc termic MIDI la, dupa cum urmeaza.
* Preincalziti un incubator de microspecimene la 30°C.
* Preincalziti un incubator de microspecimene la 72°C.
2. Preparati urmatorii reactivi.
* ERA1-A - Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-I prin pipetare. Pastrati la gheata.
* ERA1-B - Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Verificati daca prezinta precipitare. Daca exista
precipitare, incalziti tubul la 37°C si apoi mixati prin pipetare pana la dizolvarea precipitatului.
3. Preparati amestec principal ERA1 intr-un tub de microcentrifugare.
Tabelul 21 Amestec principal ERA11

c te, t
omponente, amestec 4 piblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci

principal
ERA1-B 35yl 69 ul 138 ul 207 pl 415 pl
ERA1-A 13,5 ul 27 54 ul 81 ul 161 pl

' Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.
4. Mixati prin pipetare lenta de 10 ori pentru omogenizare, centrifugati scurt si apoi pastrati amestecul principal ERA1
la gheata.
5. Selectati optiunea adecvata de pregatire a placii din cele doua disponibile.
* Optiunea 1: Daca specimenele se afla pe o placa MIDI:
* Reetichetati placa MIDI cu LP2 (pregatire biblioteca 2).

Daca unele specimene sunt in placi MIDI separate, mutati toate specimenele in godeuri separate ale aceleiasi placi
MIDI, conform configuratiei placii.

* Optiunea 2: Daca placa este congelata:
a. Decongelati placa PCF PCR sau placa LP PCR la temperatura ambianta.
b. Centrifugati placa 1 minutla 280 x g.
c. Mixati prin pipetare de 10 ori.

d. Etichetati o noud placa MIDI cu 96 godeuri cu LP2 (pregatire biblioteca 2)
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illumina

e. Transferati intreaga cantitate de 50 pl din fiecare specimen din placa PCF PCR sau placa LP PCR in

godeul corespunzator al placii LP2 MIDI.
f.  Eliminati placile PCF PCR sau LP PCR.

Procedura

1. Adaugati cate 10 yl de amestec principal ERA1 in fiecare godeu al placii LP2 MIDI.

2. Eliminati restul de amestec principal ERA1.

w

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

N o o &

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati 30 minute Tn incubator de microspecimene preincalzit, la 30°C.

Transferati imediat intr-un alt incubator de microspecimene preincalzit si incubati 20 minute la 72°C.
Dati placa LP2 MIDI la gheata 5 minute.

Ligarea adaptorilor

Prin acest proces se efectueaza ligarea adaptorilor la extremitatile fragmentelor de cADN si/sau gADN.

Testul TSO Comprehensive (UE) include adaptori pentru SUA1 si UMI.

*  Utilizati adaptorii SUA1 cu specimene ARN.

*  Utilizati adaptorii UMI cu specimene ADN.

Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.

ALB1 — Mixati in agitator vortex minimum 10 secunde si apoi centrifugati scurt.
LIG3 - Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-l prin pipetare. Pastrati la gheata.
SUA1 - Mixati in agitator vortex minimum 10 secunde si apoi centrifugati scurt.
UMI - Mixati in agitator vortex minimum 10 secunde si apoi centrifugati scurt.

STL - |asati deoparte pentru utilizare Th cadrul procedurii.

Procedura

1. Scoateti placa LP2 MIDI de la gheata.

2. Adaugati 60 ul de ALB1 in fiecare godeu pentru probe al placii LP2 MIDI. ALB1 este o solutie vascoasa; minimizati
formarea de bule n timpul pipetarii.

3. Adaugati 5 pl de LIG3 in fiecare godeu pentru probe.

Adaugati adaptoare.

Nu combinati tipuri diferite de adaptoare.
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* Godeuri pentru probe de ARN — 10 pl de SUA1 (capac albastru) in fiecare proba derivata din ARN.
* Godeuri pentru probe de ADN — 10 pl de UMI (capac alb) in fiecare proba derivata din ADN.

5. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati 30 minute la temperatura ambianta.

Mixati STL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

© ® N o

Adaugati 5 pl de STL in fiecare godeu de specimene al placii LP2 MIDI.

10. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

11. Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Purificarea ligarilor

Acest proces utilizeaza SPB pentru a purifica fragmentele de cADN sau gADN ligate cu adaptori si elimina produsii
nedoriti. Bilele se spala de doua ori cu etanol 80% proaspat preparat. Specimenele cu adaptori ligati sunt eluate cu RSB.

Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.
* SPB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
* RSB - Iasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

2. Preparati EtOH 80% proaspat intr-o eprubeta conica de 15 ml sau 50 ml.

Tabelul 22 Preparati etanol 80% proaspat

Reactiv 4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
Alcool etilic 100%, pur 2ml 4 ml 8 ml 12ml 24 mi
Apa fara DNaza/RNaza 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml

3. Mixati EtOH 80% proaspat preparat in agitator vortex.

4. Pregatiti magnetul.
Procedura

Legare

1. Mixati SPB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.

2. Adaugati imediat cate 112 ul de SPB in fiecare godeu de specimene al placii LP2 MIDI.
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illumina

Daca distribuiti SPB cu canal, includeti un factor de excedent de 1,05 la alicotarea de material suficient pentru

specimen. Eliminati toate resturile de materiale dupa ce ati adaugat SPB in fiecare godeu.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati 5 minute la temperatura ambianta.

Plasati placa LP2 MIDI 10 minute pe un suport magnetic.

Cu o pipeta P200 configurata la 200 pl scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba

peleta cu bile.

Spalare

1.

Spalati bilele dupa cum urmeaza.

a. Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu de

specimene.
b. Asteptati 30 secunde.
c. Scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare godeu, fara a perturba peleta cu bile.
Spalati bilele a doua oara.
Eliminati EtOH rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
Eliminati EtOH 80% neutilizat.

Eluare

> 0N

5
6
7.
8
9

Luati placa LP2 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati RSB prin rasturnare sau n agitator vortex.

Adaugati cate 27,5 pyl RSB n fiecare godeu pentru specimene.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Incubati 2 minute la temperatura ambianta.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu LS (pregatirea bibliotecii).

Transferati cate 25 pl de eluat din placa LP2 MIDI in godeul corespunzator al placii LS PCR.

10. Eliminati placa LP2 MIDI goala.
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Indexare PCR

Tn acest pas, se amplifici fragmentele din biblioteca cu primeri care adauga secvente index pentru multiplexarea
specimenului. Produsul rezultat contine biblioteca cADN completa si/sau fragmente de ADN flancate de adaptorii
necesari pentru generarea clusterelor.

Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.
* EPM - Pastrati la gheata.
* UPxx - Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. UPxx este primerul de indexare selectat pe ecranul
Create Run (creare ciclu) al software-ului Local Run Manager la configurarea ciclului.

* CPxx-Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. CPxx este primerul de indexare selectat pe ecranul
Create Run (creare ciclu) al software-ului Local Run Manager la configurarea ciclului.

2. Asigurati-va ca indecsii pentru fiecare specimen corespund ciclului planificat la configurarea ciclului in modulul de
analiza TSO Comprehensive (UE) Urmati instructiunile privind selectarea indecsilor din Numar de biblioteci si
selectarea indecsilor, la pagina 35

A ATENTIE

Nepotrivirile intre probe si primerii de indexare pot duce la raportarea incorecta a rezultatelor din cauza
absentei identificarii probelor pozitive.

Procedura

1. Adaugati 5 pl de primer de indexare adecvat (UPxx sau CPxx) in godeul corespunzator din placa LS PCR, conform
indecsilor selectati.

A ATENTIE

Manipulati si deschideti cate un singur tub de primer de indexare o data. inchideti fiecare tub de index cu
capac nou dupa utilizare. Nu combinati primerii de indexare intre ei.

2. Mixati EPM in agitator vortex 5 secunde si apoi centrifugati scurt.

Adaugati cate 20 yl EPM in fiecare godeu pentru specimene.

4. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LS PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

5. Agitati 1 minutla 1200 rpm.

6. Redepozitati reactivii de preamplificare.

A ATENTIE

Efectuati toti pasii ulteriori in zona de postamplificare pentru a preveni contaminarea prin transfer a
produsului amplificarii.
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7. Centrifugati placa LS PCR 1 minut la 280 x g.

8. Introduceti-o in ciclorul termic de postamplificare preprogramat si rulati programul I-PCR.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

NOTA Daca continuati cu Configurare, prima hibridizare, la pagina 57, urmati instructiunile de decongelare din
Pregatirea pasilor protocolului.

9. Dupa finalizarea programului I-PCR, centrifugati placa LS PCR 1 minut la 280 x g.

10. Reetichetati-o ca ALS (Amplified Library Samples/specimene de biblioteca amplificate).

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA
Daca va opriti, depozitati placa ALS PCR la o temperatura intre -25°C si -15°C timp de pana la 30 zile.

Pregatire pentru pasii protocolului

1. Asigurati-va ca ati setat programele ciclorului termic. Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.
2. Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
Tabelul 23 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

TCB1 intre 2°C i 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, prima hibridizare

Tabelul 24 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
TCA1 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, prima hibridizare
-15°C

Tabelul 25 Cutie TruSight Oncology Comp Content Set (PN 20031122)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
OPR1 (capac intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, prima
rosu) -15°C hibridizare
OPD2 (capacalb)  intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, prima
-15°C hibridizare
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Configurare, prima hibridizare

Tn acest proces, un grup de oligonucleotide hibridizeaz4 bibliotecile cADN si un grup de oligonucleotide hibridizeaza
bibliotecile gADN pregatite in pasul Indexare PCR, la pagina 55. Concentrarea zonelor tinta necesita doi pasi de
hibridizare. La prima hibridizare, oligoelementele hibridizeaza bibliotecile cADN si/sau gADN de pe o zi pe alta (8-24
ore).

Pregatire

1.

Preparati urmatorii reactivi.

* TCB1 —incalziti tubul 5 minute la 37°C. Mixati in agitator vortex 10 secunde si apoi centrifugati scurt.
* TCA1 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

* OPR1 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

* OPD2 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

2. Daca placa ALS PCR a fost depozitata, decongelati-o la temperatura ambianta si centrifugati-o 1 minut la 280 x g.
Apoi, mixati prin pipetare.
3. Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri HYB1 (hibridizare 1)
Procedura
1. Transferati cate 20 pl din biblioteca cADN si/sau gADN din placa ALS PCR in godeul corespondent al placii HYB1
PCR.
2. Sigilati placa ALS PCR cu folie autoadeziva si lasati-o deoparte.
Sigilati complet marginile si godeurile.
3. Verificati daca TCB1 prezinta precipitare. Daca prezinta precipitare, reincalziti tubul si agitati-l in agitator vortex
pana la dizolvarea cristalelor.
4. Adaugati cate 15 yl de TCB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii HYB1 PCR.
5. Adaugati cate 10 pl de TCA1 in fiecare godeu de biblioteca al placii HYB1 PCR.
6. Adaugati sondele.
Nu combinati tipuri de sonde diferite. Adaugati cate un set de sonde/godeu.
* Godeuri de biblioteca ARN - 5 pl OPR1 (capac rosu) in fiecare biblioteca derivata din ARN.
*  Godeuri de biblioteca ADN TSO Comprehensive (EU) - 5 yl OPD2 (capac alb) in fiecare biblioteca derivata din
ADN pentru concentrare cu TSO Comprehensive (EU).
7. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa HYB1 PCR.
A ATENTIE
Asigurati-va ca ati sigilat complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
8. Agitatila 1200 rpm timp de 2 minute.
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9. Introduceti in ciclorul termic si rulati programul HYB1.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

10. Hibridizati intre minimum 8 ore si maximum 24 ore la 57°C.
11. Redepozitati reactivii de hibridizare.

12. Depozitati placa ALS PCR la o temperatura intre -25°C si -15°C timp de pana la 30 zile.

Pregatire pentru pasii protocolului

1. Lainceputul zilei, scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabelul 26 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
SMB intre 2°C si 8°C Aduceti la temperatura ambianta timp Captura, prima tinta
(eticheta de 30 de minute. Captura, a doua tinta
albastru

inchis)

ET2 intre 2°C i 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Captura, prima tinta

Captura, a doua tinta

HP3 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Captura, prima tinta
Captura, a doua tinta
Normalizarea bibliotecilor

TCB1 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, a doua hibridizare
RSB intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Captura, a doua tinta
Purificare, biblioteca concentrata
amplificata

Tabelul 27 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
EE2 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Captura, prima tinta
-15°C Captura, a doua tinta
Normalizarea bibliotecilor
EEW intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Captura, prima tinta
-15°C
TCA1 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, a doua hibridizare
-15°C
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Tabelul 28 Cutie Assay Content Set (PN 20031122)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

OPR1 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, a doua hibridizare
(capac -15°C

rosu)

OPD2 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, a doua hibridizare

(capacalb) -15°C

Captura, prima tinta

Acest pas utilizeaza SMB pentru captarea de sonde hibridizate pe zonele de interes tinta. Bilele se spala de trei ori cu
EEW. Bibliotecile concentrate sunt eluate cu amestec de eluare EE2+HP3 proaspat preparat si neutralizate cu ET2.

Pregatire

1. Preincalziti un incubator de microspecimene cu un bloc termic MIDI la 57°C.
2. Preparati urmatorii reactivi.
* EEW —mixati 1 minut in agitator vortex.
* EE2-mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
* HP3-mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
* SMB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
Utilizati SMB, nu SPB, pentru aceasta procedura.
* ET2-lasati deoparte pentru utilizare Tn cadrul procedurii.
3. Preparati amestec de eluare EE2+HP3 intr-un tub de microcentrifugare.
Tabelul 29 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru captare, prima tinta

c te, t
omponente, amestec 4 piblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci

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

Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.

4. Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Lasati deoparte pentru pasul
Eluare, la pagina 61.

5. Etichetati o noua placé MIDI cu 96 godeuri CAP1 (captare 1)

6. Pregatiti magnetul.
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Procedura

Legare

1. Scoateti placa HYB1 PCR din ciclorul termic.
Centrifugati placa HYB1 PCR 1 minutla 280 x g.
Mixati SMB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.

Adaugati imediat cate 150 pl de SMB in fiecare godeu de biblioteca al placii CAP1 MIDI.
Daca distribuiti SMB cu canal, includeti un factor de excedent de 1,15 la alicotarea de material suficient pentru
specimen. Eliminati toate resturile de materiale dupa ce ati adaugat SMB in fiecare godeu.

oD

5. Configurati pipeta la 50 pl si transferati intregul volum din fiecare biblioteca din placa HYB1 PCR in godeul
corespondent al placii CAP1 MIDI.

6. Eliminati placa HYB1 PCR goala.

7. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

8. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.
9. Incubati 25 minute Tn incubator de microspecimene preincalzit, la 57°C.
10. Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

11. Mentineti placa CAP1 MIDI pe suportul magnetic si scoateti si eliminati, cu o pipeta P200 configurata la 200 pl tot
supernatantul fara a perturba peleta cu bile.

A ATENTIE

Treceti imediat la pasul urmator (Spalare, la pagina 60). Nu lasati peleta cu bile fara lichid prea mult timp.

Spalare

1. Spalati bilele dupa cum urmeaza.
a. Luati placa CAP1 MIDI de pe suportul magnetic.
b. Adaugati cate 200 yl EEW in fiecare godeu.

c. Setati volumul pipetei la 150 pl si mixati prin pipetare de cel putin 10 ori. Asigurati-va ca toate bilele sunt
resuspendate.

A ATENTIE

Asigurati-va ca nu exista pelete cu bile aspirand atent toata solutia cu bile din godeu in varful de pipeta.
Apoi, cautati peletele pe fundul fiecarui godeu. Pentru a o disloca, orientati varful de pipeta oblic spre
peleta cu bile. Asigurati-va ca peleta cu bile este complet acoperita cu solutie. Solutia ar trebui sa aiba
culoarea maro nchis si consistentd omogena.

d. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP1 MIDI.
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e. Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.
f.  Agitati la 1800 rpm timp de 4 minute.

g. Incubati 5 minute in incubator de microspecimene, la 57°C.

h. Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

i. Lasati pe suportul magnetic si scoateti si eliminati supernatantul din fiecare godeu fara a disloca peleta cu bile.

2. Spalati bilele a doua oara.
Spalati bilele a treia oara.
4. Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
Eluare
1. Luati placa CAP1 MIDI de pe suportul magnetic.
2. Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
3. Adaugati atent cate 17 pl de amestec de eluare EE2+HP3 in fiecare godeu de biblioteca al placii CAP1 MIDI.
4. Eliminati restul de amestec de eluare EE2+HP3.
5. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.
6. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.
7. Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
8. Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu ELU1 (eluare 1)
9. Mixati ET2 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
10. Adaugati cate 5 pl de ET2 in fiecare godeu corespondent de biblioteca al noii placi ELU1 PCR.
11. Transferati atent 15 pl de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii CAP1 MIDI in godeurile corespondente ale
placii ELU1 PCR.
12. Eliminati placa CAP1 MIDI goala.
13. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU1 PCR.
14. Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.
15. Agitati la 1200 rpm timp de 2 minute.
16. Redepozitati EEW.

Configurare, a doua hibridizare

Acest pas leaga a doua oara zonele tinta ale bibliotecilorcADN si/sau gADN concentrate cu sondele de captare. A doua
hibridizare asigura specificitatea ridicata a zonelor captate. Pentru a asigura concentrarea optima a bibliotecilor,
efectuati a doua hibridizare la 57°C, timp de minimum 1,5 ore si maximum 4 ore.
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Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.
* TCB1—incalziti tubul 5 minute la 37°C. Mixati in agitator vortex 10 secunde si apoi centrifugati scurt.
* TCA1 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
* OPR1—mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

* OPD2 —mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Procedura

1. Verificati daca TCB1 prezinta precipitare. Daca prezinta precipitare, reincalziti si agitati in agitator vortex pana la
dizolvarea cristalelor.

2. Adaugati cate 15 yl de TCB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii ELU1 PCR.
3. Adaugati cate 10 pl TCA1 in fiecare godeu pentru biblioteca.
4. Adaugati sondele.

Nu combinati tipuri de sonde diferite.

* Godeuri de bibliotecd ARN — 5 yl OPR1 (capac rosu) in fiecare biblioteca derivata din ARN.

* Godeuri de biblioteca ADN TSO Comprehensive (EU) - 5 ul OPD2 (capac alb) in fiecare biblioteca derivata din
ADN pentru concentrare cu TSO Comprehensive (EU).

5. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU1 PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

6. Agitatila 1200 rpm timp de 2 minute.

7. Introduceti in ciclorul termic si rulati programul HYB2.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

8. Hibridizati intre minimum 1,5 ore si maximum 4 ore la 57°C.

9. Redepozitati reactivii de hibridizare.

Captura, a doua tinta

Acest pas utilizeazd SMB pentru captarea de sonde hibridizate pe zonele de interes tinta. Bilele se spala o data cu RSB.
Bibliotecile concentrate sunt eluate cu amestec de eluare EE2+HP3 proaspat preparat si neutralizate cu ET2.

Pregatire

1. Preincalziti un incubator de microspecimene cu un bloc termic MIDI la 57°C.
2. Preparati urmatorii reactivi.
* EE2 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

* HP3-mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
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* SMB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
Utilizati SMB, nu SPB, pentru aceasta procedura.

* RSB - Iasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

* ET2-|asati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

3. Preparati amestec de eluare EE2+HP3 intr-un tub de microcentrifugare.

Tabelul 30 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru captare, a doua tinta

Componente, amestec e e e G S e
4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci

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

Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.

4. Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Lasati deoparte pentru pasul Eluare, |la pagina 64.

5. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri CAP2 (captare 2)

6. Pregatitimagnetul.

Procedura

Legare

1. Scoateti placa ELU1 PCR din ciclorul termic.

2. Centrifugati placa ELU1 PCR 1 minutla 280 x g.

3. Mixati SMB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.

4. Adaugati imediat cate 150 pl de SMB in fiecare godeu de biblioteca al placii CAP2 MIDI.
Daca distribuiti SMB cu canal, includeti un factor de excedent de 1,15 la alicotarea de material suficient pentru
specimen. Eliminati toate resturile de materiale dupa ce ati adaugat SMB in fiecare godeu.

5. Configurati pipeta la 50 pl si transferati intregul volum din fiecare biblioteca din placa ELU1 PCR in godeul
corespondent al placii CAP2 MIDI.

6. Eliminati placa ELU1 PCR goala.

7. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

8. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.

9. Incubati 25 minute Tn incubator de microspecimene, la 57°C.

NOTA Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Amplificare, biblioteca concentratd, la pagina 65, urmati
instructiunile de decongelare a reactivilor din sectiunea Pregatire pentru pasii protocolului.

10. Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
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11.

Mentineti placa CAP2 MIDI pe suportul magnetic si scoateti si eliminati, cu o pipeta P200 configurata la 200 pl, tot
supernatantul din fiecare biblioteca, fara a perturba peleta cu bile.

A ATENTIE

Treceti imediat la pasul urmator (Spéalare, la pagina 64). Nu lasati peleta cu bile fara lichid prea mult timp.

Spalare

oD

o

Luati placa CAP2 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.
Adaugati cate 200 pl RSB in fiecare godeu.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 4 minute.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Mentineti placa CAP2 MIDI pe suportul magnetic si scoateti si eliminati tot supernatantul, fara a perturba peleta cu
bile.

Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.

Eluare

o M 0N

© ® N @

12.
13.

Luati placa CAP2 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 22 yl de amestec de eluare EE2+HP3 in fiecare godeu al placii CAP2 MIDI.
Eliminati restul de amestec de eluare EE2+HP3.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Etichetati o noua placé PCR cu 96 godeuri cu ELUZ2 (eluare 2)

Mixati ET2 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

. Adaugati cate 5 pl de ET2 in fiecare godeu corespondent de biblioteca al noii placi ELU2 PCR.
11.

Transferati atent 20 pl de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii CAP2 MIDI in godeurile corespondente ale
placii ELU2 PCR.

Eliminati placa CAP2 MIDI goala.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU2 PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.
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14. Agitatila 1200 rpm timp de 2 minute.
15. Redepozitati SMB, EE2, HP3 si ET2.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, centrifugati placa ELU2 PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°Csi -1
de pana la 7 zile. Redepozitati RSB.

Pregatire pentru pasii protocolului

1. Pregatiti o frapiera.

2. Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabelul 31 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

PPC3 intre -25°C si Decongelati la temperatura Amplificare, biblioteca concentrata
-15°C ambianta.

EPM intre -25°C si Pastrati la gheata. Amplificare, biblioteca concentrata
-15°C

Tabelul 32 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

SPB (eticheta  intre 2°C si8°C Aduceti la temperatura Purificare, biblioteca concentrata

verde ambianta timp de 30 de minute.  amplificata

deschis)

RSB intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura Purificare, biblioteca concentrata
ambianta. amplificata

Pregatire pentru secventiere

Amplificare, biblioteca concentrata

Tn acest pas se utilizeaza primeri pentru amplificarea bibliotecilor concentrate.

Pregatire

5°C timp

1. Daca placa ELU2 a fost depozitata, decongelati-o la temperatura ambianta si centrifugati-o 1 minut la 280 x g.

Procedura

1. Mixati PPC3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
2. Adaugati cate 5 yl de PPC3 in fiecare godeu de biblioteca al placii ELU2 PCR.

3. Mixati EPM in agitator vortex 5 secunde si apoi centrifugati scurt.
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4. Adaugati cate 20 yl EPM in fiecare godeu pentru biblioteca.

5. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU2 PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile pentru a preveni evaporarea.

6. Agitatila 1200 rpm timp de 2 minute.

7. Introduceti in ciclorul termic si rulati programul EL-PCR.
Consultati Programarea cicloarelor termice, la pagina 41.

Nota Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Normalizarea bibliotecilor, la pagina 68, urmati instructiunile de
decongelare din sectiunea Pregatire pentru pasii protocolului.

8. Redepozitati PPC3 si EPM.

Purificare, biblioteca concentrata amplificata

Tn acest pas se utilizeaza SPB pentru purificarea bibliotecilor concentrate amplificate de compusi de reactie nedoriti.
Bilele se spala de doua ori cu etanol 80% proaspat preparat. Pentru eluarea bibliotecilor se foloseste RSB.

Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.

* SPB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute. Utilizati SPB, nu SMB, pentru aceasta
procedura.

* RSB - Iasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.
2. Preparati etanol 80% proaspat intr-o eprubeta conica de 15 ml sau 50 ml.

Tabelul 33 Preparati etanol 80% proaspat

Reactiv 4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
Alcool etilic 100%, pur 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
Apa fara DNaza/RNaza 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml

3. Mixati EtOH proaspat preparat in agitator vortex.
4. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri BIND2 (purificare legare)

5. Pregatiti magnetul.
Procedura
Legare

1. Scoateti placa ELU2 PCR din ciclorul termic.
2. Centrifugati placa ELU2 PCR 1 minut la 280 x g.

3. Mixati SPB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
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Adaugati imediat cate 110 pl de SPB in fiecare godeu de biblioteca al placii BIND2 MIDI.
Transferati 50 pl din fiecare biblioteca din placa ELU2 PCR in godeul corespunzator al placii BIND2 MIDI.
Eliminati placa ELU2 PCR goala.

N o o &

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

8. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.

9. Incubati 5 minute la temperatura ambianta.

10. Plasati 5 minute pe un suport magnetic.

11. Cu o pipeta P200 configurata la 200 ul scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba
peleta cu bile.

Spalare

1. Spalati bilele dupa cum urmeaza.
a. Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu.
b. Asteptati 30 secunde.
c. Scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba peleta cu bile.
2. Spalati bilele a doua oara.
3. Eliminati EtOH rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
4. Eliminati EtOH 80% neutilizat.

Eluare

1. Luati placa BIND2 MIDI de pe suportul magnetic.
Mixati RSB prin rasturnare sau n agitator vortex.

Adaugati cate 32 pl RSB in fiecare godeu pentru biblioteca.

> 0N

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

5. Agitatila 1800 rpm timp de 2 minute.

6. Incubati 2 minute la temperatura ambianta.

7. Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

8. Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu PL (biblioteci purificate)

9. Transferati cate 30 pl de eluat din placa BIND2 MIDI in godeul corespunzator al placii PL PCR.
10. Eliminati placa BIND2 MIDI goala.

11. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa PL PCR.

12. Redepozitati SPB.
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PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti centrifugati placa PL PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°Csi -15°C timp de
pana la 30 zile. Redepozitati RSB.

Pregatire pentru pasii protocolului

1. Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabelul 34 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
LNA1 intre -25°C si-15°C  Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor
EE2 intre -25°C si-15°C  Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor

Tabelul 35 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv  Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

LNB1 intre 2°C si 8°C Aduceti la temperatura ambianté timp de 30 de Normalizarea bibliotecilor
minute.

HP3 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor

Pregatire pentru secventiere
LNWA1 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor

LNS1 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor

2. Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Pregétire pentru secventiere, la pagina 73, urmati instructiunile de
decongelare din sectiunea Pregatire pentru pasii protocolului.

Normalizarea bibliotecilor

Acest proces utilizeaza LNB1 si aditivi (LNA1) pentru normalizarea cantitatii din fiecare biblioteca, asigurand, astfel,
reprezentarea uniforma a bibliotecii respective in bibliotecile grupate. Bilele se spala de doua ori cu LNW1. Bibliotecile
sunt eluate cu amestec de eluare EE2+HP3 proaspét preparat si neutralizate cu LNS1.
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Pregatire

1. Preparati urmatorii reactivi.
* LNB1 —aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
* LNA1 - mixati in agitator vortex.
* EE2 - mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
* HP3-mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
* LNW1 —mixati in agitator vortex. Lasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.
* LNS1 - mixati in agitator vortex. Lasati deoparte pentru utilizare Tn cadrul procedurii.

2. Mixati LNB1 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
Rasturnati tubul LNB1 pentru a va asigura ca toate bilele sunt resuspendate.

3. Cuunset P1000 de 800 pl, pipetati si distribuiti LNB1 repetat de 10 ori pentru a asigura resuspendarea bilelor.

4. Preparati imediat amestec principal LNA1+LNB1 proaspat intr-un tub conic.

A ATENTIE

Resuspendati complet peleta cu bile LNB1 la fundul tubului pentru a preveni inconsecventa in densitatea
clusterelor.

Tabelul 36 Amestec principal LNA1+LNB1

Componente, amestec o o o o .
4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci

principal
LNA1 305 pl 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658
LNB1 55 110 pl 221yl 331 ul 662 ul

Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.
5. Agitati amestecul principal LNA1+LNB1 in agitator vortex. Lasati deoparte pentru pasul Legare, la pagina 70.
6. Preparati amestec de eluare EE2+HP3 intr-un tub de microcentrifugare.
Tabelul 37 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru normalizarea bibliotecilor

Componente, amestec L ) - . ot ) o rs . . .
4 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci

de eluare
EE2 152 ul 304 pl 608 pl 912 pl 1824 ul
HP3 8 ul 16 pl 32 ul 48 pl 96 ul

Tabelul include si volumele excedentare. Consultati Manipularea reactivilor, la pagina 32, pentru informatii suplimentare.

7. Agitati amestecul de eluare in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Lasati deoparte pentru pasul Eluare,
la pagina 71.

8. Daca placa PL PCR a fost depozitatd, decongelati-o la temperatura ambianta si centrifugati-o 1 minut la 280 x g si
apoi pipetati pentru mixare.

9. Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri BBN (normalizare cu bile).
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10. Pregatiti magnetul.

Procedura

Legare

o b~ w DN

© ® N >

Agitati amestecul principal LNA1+LNB1 in agitator vortex.

Adaugati imediat 45 pl de amestec principal LNA1+LNB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii BBN MIDI.
Eliminati restul de amestec principal LNA1+LNB1.

Adaugati 20 pl din fiecare biblioteca din placa PL PCR in godeul corespunzator al placii BBN MIDI.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BBN MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati 30 minute la 1800 rpm.

Sigilati placa PL PCR cu folie autoadeziva si redepozitati-o.

Plasati placa 2 minute pe un suport magnetic.

Lasati pe suportul magnetic si, cu o pipeta P200, scoateti si eliminati supernatantul din fiecare godeu fara a disloca
peleta cu bile.

Spalare

Spalati bilele dupa cum urmeaza.

a. Luatiplaca BBN MIDI de pe suportul magnetic.

o

Adaugati cate 45 yl LNW1 in fiecare godeu pentru biblioteca.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BBN MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 5 minute.

- 0 o o

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
g. Scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare godeu, faré a perturba peleta cu bile.
Spalati bilele a doua oara.

Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
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Eluare

o > wN

© ® N o

Luati placa BBN MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati 32 pl de EE2+HP3 in fiecare godeu de biblioteca al placii BBN MIDI.
Eliminati restul de amestec de eluare.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BBN MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Agitati la 1800 rpm timp de 2 minute.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu NL (biblioteci normalizate)

Transferati atent 30 pl de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii BBN MIDI in godeurile corespondente ale
placii NL PCR.

A ATENTIE

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Daca ati aspirat bile in varfurile de pipeta, returnati bilele in placa pe suportul magnetic si asteptati sa se
limpezeasca lichidul (cca. 2 minute) Thainte de a trece la urmatorul pas al procedurii.

Eliminati placa BBN MIDI goala.

Mixati LNS1 in agitator vortex.

Adaugati cate 30 yl de LNS1 in fiecare godeu de biblioteca al noii placi NL PCR.

Mixati prin pipetare de cinci ori.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Redepozitati LNB1, LNA1, EE2, LNW1 si LNS1.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

Daca va opriti, centrifugati placa NL PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°C si-15°C timp de
pana la 30 zile.
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Pregatire pentru pasii protocolului

Tncepet,i prepararea consumabilelor de secventiere din kitul NextSeq 550Dx High Output Reagent v2.5 (300 cicluri) (PN
20028871) cu cel putin o ora Thainte de utilizare.

1.

3.

Scoateti solutia tampon de dilutie pentru biblioteca (HT1) din congelator (intre -25°C si -15°C) decongelati la
temperatura ambianta si pastrati la gheata.

Urmati instructiunile de preparare din Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx (nr. document
71000000009513) pentru restul consumabilelor din kit.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cicluri)
* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cicluri)
* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cicluri)

Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
Tabelul 38 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)
. . N Pas din
Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare
’ protocol
Control intern PhiX  intre -25°C si - Decongelati la temperatura ambianta. Pastrati la gheatd.  Pregatire
(PX3 sau PhiX) 15°C pentru

secventiere

Tabelul 39 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

HP3 intre 2°C i 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Pregatire pentru

secventiere

RSB (eticheta roz) intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Pregatire pentru

secventiere
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Pregatire pentru secventiere

Pregatire

1. Consultati recomandarile din Numar de biblioteci si selectarea indecsilor, la pagina 35.
2. Etichetati un tub de microcentrifugare de cu dHP3 (HP3 diluat).

3. Etichetati un tub de microcentrifugare de cu dPhiX (PhiX diluat).

4. Preincalziti un bloc termic la 96°C pentru tuburile de microcentrifugare.

5

Pregatiti o frapiera.
Diluarea si denaturarea controlului PhiX

1. Mixati HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

2. Combinati in tubul de microcentrifugare dHP3 urmatoarele volume:
* 10uIHP3

* 190 pl Apa fara-DNaza/RNaza

Mixati dHP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.

Mixati Control PhiX in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o o ~ w

Combinati in tubul de microcentrifugare dPhiX urmatoarele volume:
* 8ulRSB

* 2yl control PhiX

7. Adaugati 10 pl dHP3 in tubul dPhiX.

8. Eliminati tubul dHP3.

9. Mixati dPhiX in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

10. Incubati dPhiX 5 minute la temperatura ambianta pentru denaturare.
11. Mixati HT1 in agitator vortex.

12. Adaugati mediat 980 pl HT1 preracit la dPhiX.

13. Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

14. Puneti dPhiX la gheata pana la utilizarea in prepararea celei de-a doua dilutii.
Concentratia finala este 20 pM dPhiX.

15. Redepozitati PhiX, HP3 si RSB.

Gruparea si denaturarea bibliotecilor pentru TSO Comprehensive (UE)

1. Daca placa NL PCR a fost depozitatd, decongelati-o la temperatura ambianta si centrifugati-o 1 minut la 280 x g.

2. Cuo pipeta multicanal setata la 30 pul, mixati atent prin pipetare de cinci ori bibliotecile in placa NL PCR.
Utilizati varfuri de pipeta noi pentru fiecare biblioteca.
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A ATENTIE

Mixati temeinic bibliotecile pentru performante optime.

3. Selectati una din optiunile de mai jos pentru grupare, denaturare si diluare de biblioteci.
* Optiunea 1: Secventiati simultan biblioteci derivate din specimene ARN si ADN. Consultati Optiunea 1:
Biblioteci ADN si ARN impreuna, |la pagina 74.
* Optiunea 2: Secventiati doar biblioteci derivate din specimene ADN. Consultati Optiunea 2: Biblioteci exclusiv
ADN, la pagina 75.

* Optiunea 3: Secventiati doar biblioteci derivate din specimene ARN. Consultati Optiunea 3: Biblioteci
exclusiv ARN, la pagina 76.

Optiunea 1: Biblioteci ADN si ARN impreuna

1. Etichetati un tub de microcentrifugare cu PRL (biblioteci ARN grupate).
2. Etichetati un tub de microcentrifugare cu PDL (biblioteci ADN grupate).

3. Transferati cate 10 pl din fiecare bibliotecd ARN (cADN) normalizata din placa NL in tubul PRL.
Nu grupati doua biblioteci cu acelasi primer de indexare.

4. Transferati cate 10 pl din fiecare biblioteca ADN normalizata din placa NL in tubul PDL.
Nu grupati doua biblioteci cu acelasi primer de indexare.

5. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile.
6. Mixati tuburile PRL si PDL in agitator vortex.
7. Centrifugati scurt tuburile PRL si PDL.
8. Incubati tuburile PRL si PDL 2 minute Tn bloc termic, la 96°C.
9. Datituburile PRL si PDL la gheata 5 minute.
10. Mixati tuburile PRL si PDL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
11. Dati din nou tuburile PRL si PDL la gheata.

Preparare, prima dilutie

1. Etichetati un tub de microcentrifugare cu DIL1 (dilutia 1).
Transferati 20 pl PDL in tubul DIL1 gol.

Adaugati 5 pl PRL in DIL1.

Eliminati tuburile PDL si PRL.

Adaugati 475 pyl HT1 preracit in tubul DIL1 (dilutie 1:20).

I T

Mixati tubul DIL1 Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
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Preparare, a doua dilutie

© N o a bk~ b

10.

11.

Etichetati un tub de microcentrifugare de 2,0 ml cu DIL2 (dilutia 2).
Transferati 40 pl DIL1 in tubul DIL2 gol.

Eliminati tubul DIL1.

Adaugati 1660 ul HT1 preracit in tubul DIL2 (dilutie 1:850).

Mixati Tn agitator vortex 20 pM dPhiX preparat si apoi centrifugati scurt.
Adaugati 2,5 pl 20 pM dPhiX preparat in tubul DIL2.

Mixati Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Inc&rcati 1300 pl DIL2 in NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cicluri) decongelat.

Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx

(nr. document 1000000009513).

Eliminati tubul DIL2.

Centrifugati placa NL PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°Csi -15°C timp de pana la
30 zile.

Treceti la secventiere

Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513).

Optiunea 2: Biblioteci exclusiv ADN

Etichetati un tub de microcentrifugare cu capac filetat cu PDL (biblioteci ADN grupate).

2. Transferati cate 10 pl din fiecare biblioteca ADN normalizata din placa NL in tubul PDL.
Nu grupati doua biblioteci cu acelasi primer de indexare.

3. Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile.

4. Aplicati folie Microseal 'B' pe placa NL PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile.

5. Mixati tubul PDL in agitator vortex.

6. Centrifugati scurt tubul PDL.

7. Incubati tubul PDL 2 minute n bloc termic, la 96°C.

8. Datitubul PDL la gheata 5 minute.

9. Mixati tubul PDL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

10. Dati din nou tubul PDL la gheata.
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Preparare, prima dilutie

o > 0N

Etichetati un tub de microcentrifugare cu DIL1 (dilutia 1).
Transferati 10 ul PDL in tubul DIL1 gol.

Eliminati tubul PDL.

Adaugati 190 yl HT1 preracit in tubul DIL1 (dilutie 1:20).

Mixati DIL1 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Preparare, a doua dilutie

® N o g bk~ WD

10.

11.

Etichetati un tub de microcentrifugare de 2,0 ml cu DIL2 (dilutia 2).
Transferati 40 pl DIL1 Tn tubul DIL2 gol.

Eliminati tubul DIL1.

Adaugati 1660 pl HT1 preracit in tubul DIL2 (dilutie 1:850).

Mixati in agitator vortex 20 pM dPhiX preparat si apoi centrifugati scurt.
Adaugati 2,5 ul 20 pM dPhiX preparat in tubul DIL2.

Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

illumina

Tncarcati 1300 pl DIL2 in NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cicluri) decongelat.

Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinté pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513).

Eliminati tubul DIL2.

Centrifugati placa NL PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°Csi -15°C timp de pana la

30 zile.

Treceti la secventiere
Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513).

Optiunea 3: Biblioteci exclusiv ARN

N o o &

Etichetati un tub de microcentrifugare cu PRL (biblioteci ARN grupate).

Transferati cate 10 pl din fiecare biblioteca ARN (cCADN) normalizata din placa NL in tubul PRL.

Nu grupati doua biblioteci cu acelasi primer de indexare.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile.

Mixati tubul PRL in agitator vortex.

Centrifugati scurt tubul PRL.

Incubati tubul PRL 2 minute in bloc termic, la 96°C.

Dati tubul PRL la gheata 5 minute.
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8. Mixati tubul PRL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

9. Datidin nou tubul PRL la gheata.
Preparare, prima dilutie

1. Etichetati un tub de microcentrifugare cu DIL1 (dilutia 1).
Transferati 10 pl PRL in tubul DIL1 gol.

Eliminati tubul PRL.

Adaugati 190 pyl HT1 preracit in tubul DIL1 (dilutie 1:20).

o M w0 DN

Mixati DIL1 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Preparare, a doua dilutie

1. Etichetati un tub de microcentrifugare de 2,0 ml cu DIL2 (dilutia 2).
Transferati 40 pl DIL1 in tubul DIL2 gol.

Eliminati tubul DIL1.

Adaugati 1646 pl HT1 preracit in tubul DIL2 (dilutie 1:843).

Mixati in agitator vortex 20 pM dPhiX preparat si apoi centrifugati scurt.
Adaugati 16,7 pl 20 pM dPhiX preparat in tubul DIL2.

Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Inc&rcati 1300 pl DIL2 in NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cicluri) decongelat.
Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513).

9. Eliminati tubul DIL2.

10. Centrifugati placa NL PCR 1 minut la 280 x g si depozitati-o la o temperatura intre -25°Csi -15°C timp de péana la
30 zile.

© N o a bk~ b

11. Treceti la secventiere
Pentru mai multe informatii, consultati Ghidul de referinta pentru instrumentul NextSeq 550Dx
(nr. document 1000000009513).
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Interpretarea rezultatelor

Rezultatele secventierii obtinute cu testul TSO Comprehensive (UE) sunt raportate individual pentru fiecare specimen,
in format PDF sau JSON. De asemenea, la nivel se specimen, se genereaza si un raport de profunzime redusa
(LowDepthReport.tsv).

La nivel de ciclu se genereaza urmatoarele fisiere de rezultate:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

Doar variantele care au corespuns la controlul calitatii apar in rapoartele PDF si JSON.

Pentru informatii detaliate despre analiza, consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run Manager pentru modulul
de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document 200008661).

Rezultatele pentru diagnostic corelat

Pentru fiecare utilizare preconizata pentru diagnostic corelat (CDx) exista trei posibile rezultate:
* Pozitiv - s-a detectat o varianta si a fost clasificata la nivel 1 (CDx).

* Nedetectabil - nu s-au detectat in specimen variante sau biomarkeri asociati cu utilizarea preconizata pentru CDx.
Tipul de tumoare selectat pentru specimen este adecvat pentru CDx.
* Fara rezultat - Determinarea statusului variantelor este imposibila din unul sau mai multe din urmatoarele motive:

— Utilizarea preconizata pentru CDx a fost inaplicabila pentru specimenul testat, deoarece tipul de tumoare
selectat pentru specimen nu este adecvat pentru tipul de tumoare pentru CDx.

— Ciclul de secventiere nu a respectat specificatiile de control al calitatii.
— Biblioteca nu a respectat specificatiile obligatorii de control al calitatii.
— Nu afost analizat acidul nucleic adecvat.

Toate rezultatele pentru utilizarea preconizata pentru CDx se raporteaza in sectiunea Rezultate pentru diagnostic
corelat a raportului in format JSON. Doar utilizérile preconizate cu rezultatele pozitive se raporteaza in sectiunea
Rezultate pentru diagnostic corelat a raportului in format PDF.

Variante pentru analiza profilului tumoral

TSO Comprehensive (UE) a fost conceput pentru raportarea variantelor somatice cu relevanta clinica sau cu potentiala
relevanta clinica. Software-ul testului TSO Comprehensive (UE) utilizeaza un fond de cunostinte (KB) care determina
daca fiecare varianta detectata si eligibila (Tabelul 2) este relevanta sau potential relevanta clinic, pe baza dovezilor de
asocieri terapeutice, de diagnostic sau pronostic. KB ia in considerare si daca asocierile au fost stabilite (sau nu) pentru
tipul de tumoare testat. Suspiciunile si asocierile cu risc de cancer nu sunt incluse in KB. Sunt eliminate polimorfismele
comune.
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Pentru variantele pentru analiza profilului tumoral, rezultatele pozitive sunt clasificate in Rezultate genomice cu
relevanta clinica dovedita sau Rezultate genomice cu potentiala relevanta clinica, conform KB si tipului de tumoare
identificat.

Controlul calitatii esuat duce la absenta rezultatelor pentru tipurile de variante relevante pentru valoarea de control al
calitatii esuata. ConsultatiTabelul 40 si Tabelul 41 pentru informatii suplimentare. Pozitiile de analiza a profilului tumoral
cu profunzime insuficienta sunt prezentate in Raportul pentru profunzime redusa si nu in Raportul TSO Comprehensive
(UE) complet.

Controlul calitatii

* Pentru informatii despre cuantificarea acidului nucleic si minimul de materiale introduse, consultati Extractia,
cuantificarea si depozitarea acidului nucleic, la pagina 25.

* Ciclurile de secventiere si validitatea specimenului sunt determinate si raportate automat de modul de analiza TSO
Comprehensive (UE). Pentru informatii detaliate despre analiza, consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run
Manager pentru modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document 200008661).

Tabelul 40 Raport, valorile rezultatelor QC, TSO Comprehensive (UE)

. Impactul
Tip de g gr c ;
Valoare Specificatii Descriere esecului de
rezultat ’ T
specificare*
Ciclude PCT_PF_READS =>80,0 Procentaj de citiri care respecta filtrele Ciclu de
secventiere (%) (PF). secventiere
devalidat, nu
PCT_Q30_R1(%) =80,0 Procentaj mediu al definirilor de baze cu ¢ raporteaza
scor de calitate mai mare sau egal cu rezultate
Q30 pentru Citirea 1 pentru niciun
. . L specimen din
PCT_Q30_R2 (%) =80,0 Procentaj mediu al definirilor de baze cu ciclu
scor de calitate mai mare sau egal cu '
Q30 pentru Citirea 2
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Tip de
Valoare
rezultat
Biblioteci CONTAMINATION_
ADN SCORE

MEDIAN_INSERT _
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(numar)

PCT_EXON_50X
(%)

USABLE_MSI_
SITES (numar)

COVERAGE_MAD
(numar)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (numar)

Nr. document: 200007789 v06 RON

Specificatii

<3106 SAU

>3106siP_

VALUE <
0.049

270

2150

290,0

<0,210

Descriere

Valoare prin care se evalueaza
potentialul de contaminare cu ajutorul
VAF pentru variantele comune. Scorul
contaminarii se bazeaza pe distributia
VAF pentru SNP.

Valoare P a contaminarii utilizata pentru
evaluarea genomurilor cu rearanjare
intensiva, aplicabila exclusiv cand scorul
contaminarii este peste limita superioara
specificata.

Lungimea medie a fragmentelor din
specimen.

Acoperirea fragmentelor de exoni in
toate bazele cu exoni.

Procentajul de baze cu exoni cu
acoperire 50X a fragmentelor.

Numarul de locatii MSI utilizabile pentru
determinarea MSI (numar de locatii
microsatelitare cu suficiente citiri de
anvergura

pentru identificarea instabilitatii
microsatelitare.

Media abaterilor absolute de la media
valorilor normalizate pentru fiecare zona
tinta CNV.

Numarul mediu brut din interval/tinta
CNV.

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.
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Impactul
esecului de
specificare*

Nu se
raporteaza
rezultate
ADN.

Nu se
raporteaza
rezultate
pentru TMB
sau variante
ADN scurte.

Nu se
raporteaza
rezultate
MSI.

Nu se
raporteaza
rezultate
pentru
amplificarea
de gene.
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) Impactul
Tip de e e . :
rezultat Valoare Specificatii  Descriere e§GCE.I|-UI de

specificare*
Biblioteci MEDIAN_INSERT_  =80,0 Lungimea medie a fragmentelor din Nu se
ARN SIZE (bp) specimen. raporteaza
MEDIAN_CV_ <0,93 MEDIAN_CV_GENE_500X este o rezultate
GENE_500X unitate de masura a uniformitatii pentru fuziune
(coeficient) acoperirii. Pentru fiecare gena cu sau variantele
acoperire minima 500x, se calculeaza cu splice.
coeficientul de variatie al acoperirii
pentru intreaga gena. Aceasta valoare
reprezinta media respectivelor valori. O
valoare ridicata indica un nivel ridicat de
variatie, indicand, totodata, o problema
la pregatirea bibliotecii, cum sunt aportul
redus de specimen si/sau probleme de
alimentare la sonda. Aceasta valoare se
calculeaza pe baza tuturor citirilor
(inclusiv cele marcate ca duplicate).
TOTAL_ON _ >9.000.000 Numarul total de citiri pentru maparea
TARGET_READS zonelor tinta. Aceasta valoare se
(numar) calculeaza pe baza tuturor citirilor
(inclusiv cele marcate ca duplicate).
* Rezultatele reusite prezintd mesajul PASS (reusita).
Tabelul 41 Raport, valorile rezultatelor controalelor, TSO Comprehensive (UE)
Tip de g e . -
Valoare Specificatii Impactul esecului de specificare*
rezultat ’ ’
Control ~ Control ADN extern 23din24 Invalidati manual probele pacientilor pe baza
pozitiv variante rezultatelor probelor de control. Software-ul
specificate modulului de analiza nu invalideaza automat
detectate probele pacientilor pe baza rezultatelor probelor de
Control extern ARN 12din 13 control.
variante
specificate
detectate
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Tip de Valoare Specificatii Impactul esecului de specificare*

rezultat ’ ’

Control ~ Acoperire medie a exonilor <8 Invalidati manual probele pacientilor pe baza

fara ADN pentru TSO rezultatelor probelor de control. Software-ul

sablon ~ Comprehensive (UE) modulului de analiz& nu invalideaza automat
Gena ARN peste valoarea <1 probele pacientilor pe baza rezultatelor probelor de
limita medie control.

* Rezultatele reusite prezintd mesajul PASS (reusita).

* Raportul TSO Comprehensive (UE), disponibil in formatele PDF si JSON, rezuma rezultatele controlului calitatii.
Rapoartele se salveaza in folderul analizei. Consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run Manager pentru
modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document 200008661) pentru locatia folderului
analizei (contine rapoarte in format PDF si JSON) si folderul ciclului.

* Repetati ciclurile de secventiere nevalide.

* Repetati testarea bibliotecilor cu urmatoarele rezultate:
— Biblioteci ADN contaminate
— Biblioteci ARN nevalide

— Testele pot fi repetate pentru a obtine mai multe variante sau rezultatele biomarkerilor pentru bibliotecile ADN
devalidate pentru un tip de varianta, dar nu pentru toate.

* Se evalueaza controalele pozitive pentru definirea de variante. Daca controalele pozitive nu respecta specificatiile

pentru definirea de variante, devalidati manual ciclul de secventiere. Software-ul modulului de analizé nu
invalideaza automat probele pacientilor pe baza rezultatelor probelor de control.

* NTC sunt evaluate comparativ cu acoperirea medie pentru exoni pentru ADN si pentru gene peste valoarea limita
medie pentru ARN. Daca controalele negative nu respecta specificatiile, devalidati manual evenimentul de pregatire
a bibliotecii si toate ciclurile de secventiere asociate. Software-ul modulului de analiza nu invalideaza automat
probele pacientilor pe baza rezultatelor probelor de control.

* Efectuati actiuni de control al calitatii conforme cu reglementarile sau cerintele de acreditare locale, regionale si/sau
nationale.

Pentru informatii suplimentare despre repetarea ciclurilor de secventiere pentru biblioteci, consultati Depanare,

la pagina 83.
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Depanare

illumina

Pentru depanarea problemelor din fluxul de lucru, urmati instructiunile din tabelul de mai jos. Daca un ciclu de
secventiere sau o pregatire a bibliotecii pentru un specimen esueazéa de doua ori, e posibil s& fie necesara depanare
suplimentara. Contactati departamentul de Asistenta tehnica lllumina.

Observatie Cauza posibila

Eroare de utilizare sau a
echipamentelor de
laborator in fluxul de
lucru de analiza

Ciclul de secventiere nu
corespunde specificatiilor
de control al calitatii
aferente

Problema cu instrumentul

Problema cu software-ul
sau instrumentul

Eroare la generarea de
rapoarte sau eroare
generala a instrumentului

(eroare de retea, eroare
la
incarcarea/descarcarea
reactivilor etc.)

Biblioteca ADN nu Cerinte pentru

respecta specificatile de  introducerea
control al calitatii specimenului
nerespectate

Nr. document: 200007789 v06 RON

Actiune recomandata

Repetati pregatirea bibliotecii de la unul din pasii
urmatori, in functie de momentul in care suspectati ca
s-a produs eroarea de utilizare sau de echipament.
Daca pasul este necunoscut sau au aparut alte erori,
contactati departamentul de Asistenta tehnica
lllumina pentru depanare.

* Resecventiati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci normalizate (NL). Consultati Pregatire
pentru secventiere, la pagina 73.

» Reconcentrati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci amplificate (ALS). Consultati Configurare,
prima hibridizare, la pagina 57.

* Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul
fluxului de lucru. Consultati Denaturare si
renaturare ARN, la pagina 43 sau Fragmentare
gADN, |la pagina 47.

Contactati departamentul de Asistenta tehnica
[llumina.

Consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run
Manager pentru modulul de analiza TruSight
Oncology Comprehensive (UE) (nr. document
200008661) pentru asistenta la generarea de
rapoarte. Contactati departamentul de Asistenta
tehnica lllumina pentru asistenta suplimentara.

Asigurati introducerea corecta a specimenului Si
repetati pregatirea bibliotecii de la pasul Fragmentare
gDNA. Consultati Cerinte privind specimenele,

la pagina 25 si Extractia, cuantificarea si depozitarea
acidului nucleic, la pagina 25.
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Observatie Cauza posibila Actiune recomandata

Biblioteca ADN nu Eroare de utilizare de Repetati pregétirea bibliotecii de la unul din pasii
respecta specificatile de  echipament in fluxul de urmatori, in functie de momentul in care suspectati ca
control al calitatii lucru de analiza s-a produs eroarea de utilizare sau de echipament.
(continuare) Daca pasul este necunoscut sau au aparut alte erori,

contactati departamentul de Asistenta tehnica

lllumina pentru depanare.

+ Resecventiati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci normalizate (NL). Consultati Pregatire
pentru secventiere, la pagina 73.

» Reconcentrati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci amplificate (ALS). Consultati Configurare,
prima hibridizare, la pagina 57.

+ Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul
fluxului de lucru. Consultati Fragmentare gADN,

la pagina 47.
Criteriile parametrilor Consultati Avertismente si precautii pentru informatii
CONTAMINATION_ despre evitarea contaminarii incrucisate.
SCORE, Revizuiti configuratia placii si indexarea bibliotecii
CONTAMINATION_P_ pentru a va asigura ca nu s-au secventiat biblioteci cu
VALUE neintrunite acelasi index impreuna.

Pentru bibliotecile afectate, initializati pregatirea
bibliotecii de la inceputul fluxului de lucru. Consultati
Fragmentare gADN, |la pagina 47.

Posibild contaminare in timpul extractiei specimenului
E posibil sa fie necesara repetarea extractiei pentru a
asigura necontaminarea specimenului.

MSI utilizabila esuata Consultati setarile de utilizare si operare ale
producatorului pentru baia cu ultrasunete (inclusiv
nivelul apei si tipurile de tuburi).

Asigurati-va ca ati introdus Tn analiza specimenul
corect.

Consultati Cerinte privind specimenele, la pagina 25
si Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului
nucleic, la pagina 25.

E posibil sa fie necesara repetarea extractiei
specimenului si/sau a pasului Fragmentare gADN
daca specimenul a fost fragmentat excesiv sau
deteriorat.
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Observatie

Biblioteca ARN nu
respecta specificatiile de
control al calitatii

Cauza posibila

E posibil ca specimenul
sa fi fost fragmentat
excesiv sau ca acidul
nucleic sa fie deteriorat,
afectand capacitatea de
generare de biblioteci
unice suficiente

Cerinte pentru
introducerea
specimenului
nerespectate

Eroare de utilizare de
echipament in fluxul de
lucru de analiza

Nr. document: 200007789 v06 RON

Actiune recomandata

Consultati setarile de utilizare si operare ale
producatorului pentru baia cu ultrasunete (inclusiv
nivelul apei si tipurile de tuburi).

Asigurati-va ca ati introdus in analiza specimenul
corect.

Consultati Cerinte privind specimenele, la pagina 25
si Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului
nucleic, la pagina 25.

E posibil sa fie necesara repetarea extractiei
specimenului si/sau a pasului Fragmentare gADN
daca specimenul a fost fragmentat excesiv sau
deteriorat.

Asigurati introducerea corectéa a specimenului i
repetati pregatirea bibliotecii de la pasul Denaturare si
renaturare ARN.

Consultati Cerinte privind specimenele, la pagina 25
si Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului
nucleic, la pagina 25.

Repetati pregétirea bibliotecii de la unul din pasii
urmatori, in functie de momentul in care suspectati ca
s-a produs eroarea de utilizare sau de echipament.
Daca pasul este necunoscut sau au aparut alte erori,
contactati departamentul de Asistenta tehnica
lllumina pentru depanare.

+ Resecventiati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci normalizate (NL). Consultati Pregatire
pentru secventiere, la pagina 73.

» Reconcentrati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci amplificate (ALS). Consultati Configurare,
prima hibridizare, la pagina 57.

* Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul
fluxului de lucru. Consultati Denaturare si
renaturare ARN, la pagina 43.

85 din 142

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.

illumina



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE)

Observatie Cauza posibila

E posibil ca specimenul
sa fi fost fragmentat
excesiv sau ca acidul
nucleic sa fie deteriorat,
afectand capacitatea de
generare de biblioteci
unice suficiente

Control pozitiv esuat
(ADN/ARN)

Cerinte pentru
introducerea
specimenului pentru
controlul pozitiv
nerespectate

Eroare de utilizare de
echipament in fluxul de
lucru de analiza

Nr. document: 200007789 v06 RON
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Actiune recomandata

Asigurati-va ca ati introdus specimenul corect.
Consultati Cerinte privind specimenele, la pagina 25
si Extractia, cuantificarea si depozitarea acidului
nucleic, la pagina 25.

E posibil sa fie necesara repetarea extractiei
specimenului daca specimenul a fost fragmentat
excesiv sau deteriorat.

Asigurati-va ca ati introdus in analiza specimenul

corect.

Revizuiti configuratia placii si asigurati-va ca ati

introdus reactivii corecti (sonde, indecsi) in godeurile

corecte.

Asigurati-va ca ati depozitat probele de control

pozitive conform etichetei.

Pentru toate probele cu control pozitiv, repetati

pregétirea bibliotecii de la unul din pasii urmatori, in

functie de momentul in care suspectati ca s-a produs
eroarea de utilizare sau de echipament. Daca pasul
este necunoscut sau au aparut alte erori, contactati
departamentul de Asistenta tehnica lllumina pentru
depanare.

+ Resecventiati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci normalizate (NL). Consultati Pregatire
pentru secventiere, la pagina 73.

* Reconcentrati bibliotecile de pe placa PCR pentru
biblioteci amplificate (ALS). Consultati Configurare,
prima hibridizare, la pagina 57.

* Initializati pregatirea bibliotecii de la inceputul
fluxului de lucru. Consultati Denaturare si
renaturare ARN, la pagina 43 sau Fragmentare
gADN, la pagina 47.
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Observatie Cauza posibila Actiune recomandata

NTC esuat (ADN/ARN) Contaminare incrucisatda ~ Consultati sectiunea Avertismente si precautii pentru
sau contaminare a zonei  informatii despre decontaminarea zonelor de lucru.
de lucru Consultati Avertismente si precautii pentru informatii

despre evitarea contaminarii incrucisate.
Revizuiti configuratia placii si indexarea bibliotecii
pentru a va asigura ca nu s-au secventiat biblioteci cu

Indexare incorecta a acelasi index impreuna.

bibliotecii Repetati pregatirea bibliotecilor de la inceputul

fluxului de lucru pentru toate bibliotecile cu control

fara sablon.
Software-ul indica Alocare incorecta a Reluati analiza cu controalele identificate corect,
neincluderea controalelor tipului de tumoare in conform Ghidului fluxului de lucru pentru Local Run
pozitive si/sau negative in  planul ciclului Local Run Manager pentru modulul de analiza TruSight
ciclul de secventiere Manager Oncology Comprehensive (UE) (nr. document

200008661).
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Caracteristici de performanta

TSO Comprehensive (UE) reprezinta un grup NGS cu 517 gene. Variante ADN scurte (mononucleotidice/SNV,
multinucleotidice/MNV, insertii si deletii) sunt eligibile pentru raportare pentru toate cele 517 gene. Sunt eligibile pentru
raportare amplificari de gene pentru genele MET si ERBB2. Sunt eligibile pentru raportare fuziunile din cele 23 de gene
prezentate in Grup de gene pentru analiza TSO Comprehensive (UE), la pagina 2. Sunt eligibile pentru raportare
variante splice pentru genele MET si EGFR. Pentru raportare, variantele trebuie sa fie detectate, sa fie prezente in KB
pentru testul TSO Comprehensive (UE) si sé fie eligibile in functie de tipul de tesut testat. Pentru raportare, fuziunile
NTRK necesita partener de fuziune 5' si domeniu de kinazd NTRK sau RET intact.

Pentru variantele ADN scurte, s-a efectuat o abordare a validarii reprezentativa pentru genele tintite din grup, cu date
reprezentand SNV, MNV, insertii si deletii. Pentru amplificari de gene, fuziuni si variante splice s-a efectuat testare la
nivel de gene. S-au evaluat, daca a fost indicat, TMB si MSI. Pentru ipotezele Cdx pentru fuziune NTRK, s-au testat
fuziuni in specimene FFPE in studii centrate pe performante specifice ipotezei (cum sunt limita de detectie, precizia
intra-laborator, reproductibilitatea, precizia si performanta clinica).

Tabelul 42 prezinta definitiile valorilor calculate in diverse studii.

Tabelul 42 Definitiile valorilor

Termen Definitie

Acord procentual Procentajul de rezultate pozitive identificat corect din totalul rezultatelor pozitive,
pozitiv (PPA) comparativ cu o metoda ortogonala.

Acord procentual Procentajul de rezultate negative identificat corect din totalul rezultatelor pozitive,
negativ (NPA) comparativ cu o metoda ortogonala.

Acord procentual total Procentajul de rezultate negative si pozitive identificat corect din totalul rezultatelor

(OPA) observate, comparativ cu o metoda ortogonala.
Concordanta Procentajul de determinari pozitive identificat corect din totalul rezultatelor pozitive,
procentuala pozitiva comparativ cu o conditie de control in comparatie directa in perechi.
(PPC)
Concordanta Procentajul de rezultate negative identificat corect din totalul rezultatelor pozitive,
procentuala negativa comparativ cu o conditie de control in comparatie directa in perechi.
(NPC)
Determinare Procentajul de rezultate observate pozitive pentru o tinta din rezultatele scontate a fi
procentuala pozitiva pozitive pentru tinta.
(PPC)
Determinare Procentajul de rezultate observate negative pentru o tinta din rezultatele scontate a fi
procentuala negativa negative pentru tinta.
(NPC)
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Contaminare incrucisata

Studiul privind contaminarea Tncrucisata a fost efectuat pentru a evalua daca existéa rezultate fals pozitive cauzate de
contaminarea incrucisata intre godeuri in timpul pregatirii bibliotecii si de contaminarea incrucisata intre cicluri de
secventiere consecutive in cadrul testului TSO Comprehensive (UE). Pentru evaluarea contaminarii incrucisate s-au
utilizat doua specimene ADN si doua specimene ARN cu variante unice si nesuprapuse. S-au pregatit treizeci si doua
de biblioteci ADN si 32 de biblioteci ARN de trei ori, de doi operatori, in configuratie tabla de sah, cu specimene
alternante, pentru evaluarea contaminarii intre godeuri, si cu indecsi alternanti pentru evaluarea contaminarii intre cicluri
de secventiere consecutive efectuate pe acelasi instrumentul NextSeq 550Dx. Pentru evaluarea contaminarii incrucisat
s-au evaluat variante ADN scurte (care afecteaza si TMB) si variante ARN (nu s-au evaluat MSI si amplificari de gene).
Studiul privind contaminarea incrucisata a indicat un numar de zero evenimente de contaminare observate prin
examinarea variantelor detectate pentru fiecare specimen, fara detectare de rezultate fals pozitive.

Evaluarea kitului de extractie a acidului nucleic

S-au evaluat cu TSO Comprehensive (UE) trei kituri de extractie ADN si ARN disponibile pe piata. Cele trei kituri de
extractie au izolat ADN si ARN din aceleasi sectiuni de tesut FFPE. Diferentele intre kituri s-au rezumat la agentul de
deparafinare si pasii de legare a acidului nucleic (Tabelul 43). Kitul 1 a fost kitul de extractie predominant pentru
evaluarea performantei TSO Comprehensive (UE).

Tabelul 43 Caracteristicile kitului

Kit Agent de deparafinare Legarea acidului nucleic
1 Propriu Coloana

2 Xilen Coloana

3 Ulei mineral Bile magnetice

S-au extras sapte specimene (5 tesuturi FFPE si 2 linii de celule FFPE) in duplicat, de 2 operatori, extractia fiind
repetata in 3 zile pentru fiecare din cele 3 kituri de extractie (7 specimene x 3 kituri de extractie x 2 operatori de extractie
x 3 zile de extractie x 2 replici de extractie)

Efectele kiturilor de extractie asupra validitatii bibliotecilor si a definirii de variante sunt rezumate in Tabelul 44. Pentru
validitatea bibliotecilor, prin analiza cantitativa a valorilor bibliotecilor s-a raportat diferenta cea mai mare a ratelor intre
kiturile de extractie si s-a determinat relevanta. Pentru definirea de variante, daca mediile aferente kitului de extractie au
fost diferite semnificativ, s-a raportat diferenta.

S-a observat ca kiturile de extractie afectau valorile de validitate a bibliotecilor pentru variante ADN scurte, TMB si MSI.
Valorile de validitate a bibliotecilor pentru amplificarea de gene si ARN nu au prezentat diferente majore intre kiturile de
extractie. Kiturile de extractie nu au afectat definirea de variante pentru variante ADN scurte si scor TMB. Pentru scorul
MSI si amplificarile de gene, nu s-au detectat rezultate fals pozitive, iar o analiza cantitativa nu a identificat diferente
semnificative pentru specimenele cu rezultate negative. S-a observat ca kiturile de extractie nu au prezentat citiri de
sustinere diferite, astfel incéat fuziunile si variantele splice apropiate de LoD sa poata fi omise din cauza selectarii unui
anumit kit de extractie.
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Se recomanda ca kitul de extractie selectat sé fie utilizat pentru verificarea de laborator a caracteristicilor de
performanta ale TSO Comprehensive (UE) si pentru validarea adecvata a bibliotecii.

Tabelul 44 Efectele kiturilor de extractie asupra validitatii bibliotecilor si a definiri de variante.

Definirea variantelor

Tip de Rata de validitate a bibliotecilor . . . R
. . . (diferenta medie cea mai mare intre
varianta (diferenta cea mai mare) o
’ variabilele latente)
Variante ADN  Semnificativ mai mica pentru kitul 2 decat Nesemnificativa
scurte pentru kitul 3 (10%)
TMB Nesemnificativa
MSI Semnificativ mai mica pentru kitul 1 decat Fara detectare de rezultate fals pozitive
pentru kitul 3 (14%) Rezultate fals negative neevaluate
Amplificare Nesemnificativa (5%) Fara detectare de rezultate fals pozitive
de gene Rezultate fals negative neevaluate
Fuziuni Nesemnificativa (3%) Semnificativ mai mica pentru kitul 1 decat
pentru kitul 3 (11%)
Variante Semnificativ mai mica pentru kitul 1 decat
splice pentru kitul 3 (11%)

Substante care interfereaza

Impactul substantelor potential endogene si exogene asupra performantei testului TSO Comprehensive (UE) a fost
evaluat cu 16 specimene FFPE unice din tesut cerebral, tiroidian, colonic, mamar, pulmonar, dermic si tesuturi moi.
Substantele endogene, melanina si hemoglobina, au fost adaugate treptat, in doze prestabilite, in specimene in timpul
procesului de extractie a acidului nucleic. Substantele exogene (etanol, xilen si proteinaza K) au fost prezente in
procesul de extractie a acidului nucleic, fiind adaugate si ele treptat, in doze prestabilite, in acidul nucleic, inainte de
pregatirea bibliotecii. S-a evaluat adaugarea de proteinaza K suplimentara si in cazul in care s-au observat interferente
cu proteinaza K adaugata treptat in doze prestabilite. S-au utilizat un control endogen fara adaos si control endogen cu
adaos de solutie tampon sau apa pentru fiecare din cele 16 specimene unice. S-a evaluat efectul necrozelor pe un set
diferit de opt specimene FFPE de tesut pulmonar, cerebral si colonic. S-a utilizat un control cu macrodisectie fara
necroza pentru fiecare specimen cu necroza. Pentru toate substantele care interfereaza s-au testat patru
duplicate/substanta cu TSO Comprehensive (UE) si au fost comparate cu controalele corespunzatoare pentru detectia
de variante ADN scurte, amplificari de gene, fuziuni ARN si variante ARN splice, precum si pentru status MSI si scor
TMB.

Detectia variantelor ADN

Melanina (0,2 pg/ml), hemoglobina (2 mg/ml), etanolul (5%), proteinaza K (0,04 mg/ml) si xilenul (0,0001%) nu
interfereaza cu scorul TMB, statusul MSlI, variantele ADN scurte si amplificarile de gene.
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Detectia variantelor ARN

Datele nu sustin interferenta hemoglobinei (2 mg/ml), melaninei (0,2 pg/ml), etanolului (5%) si xilenului (0,0001%)
asupra fuziunilor ARN sau a variantelor splice. De asemenea, nu s-a determinat interferenta asupra detectiei variantelor
ARN cu adaos de 0,02 mg/ml de proteinaza K la ARN Tnainte de pregatirea bibliotecii si cu adaos de panala 2,6 mg/ml
de proteinaza K la specimen in procesul de purificare a ARN.

S-au observat cateva rezultate fals pozitive relative la controalele fara interferenta intre replicile de biblioteci pentru
fuziuni ARN pentru hemoglobina, melanind, etanol si xilen si pentru variantele ARN splice pentru melanina si xilen. De
asemenea, s-au observat cateva rezultate fals negative la unele replici de biblioteci pentru variante ARN splice pentru
hemoglobina, melanina, xilen si 0,02 mg/ml de proteinaza K. Totusi, in toate cazurile, rezultatele fals pozitive si fals
negative au fost considerate probleme ale specimenelor, deoarece observatiile relative la evenimentele detectate au
indicat citiri de sustinere aproape de LoD. Prin urmare, rezultatele fals pozitive si fals negative in replici de biblioteci au
fost considerate necorelate cu interferentele si au fost atribuite variatiei aleatorii a numarului de citiri de sustinere pentru
fuziuni si/sau variante splice apropiate de LoD sau la LoD.

Necroza

Prezenta de tesut necrotic in proportie de pana la 70% nu interfereaza cu scorul TMB, statusul MSI, variantele ADN
scurte sau detectia variantelor ARN splice. Fuziunile ARN si detectia amplificarii de gene sunt afectate in specimenele
cu necroza in proportie = 25% in zona tisulara. Daca o sectiune de specimen prezinta necroza in proportie de peste
25% din totalul zonei tisulare, se impune macrodisectia testului necrotic.

Stabilitate

Stabilitate in timp real

Stabilitatea Tn timp real s-a utilizat pentru determinarea termenului de valabilitate al kitului de testare TSO
Comprehensive (UE) in conditii de depozitare conform cu specificatiile de pe eticheta. Designul studiului s-a bazat pe
testarea a 3 loturi de reactivi, utilizadnd designul clasic pentru studii de stabilitate descris in CLSI EP25-A. Kiturile au fost
depozitate in configuratia finala completa pe intreaga durata a studiului, in conditiile de depozitare specificate pe
eticheta produsului. Componentele kiturilor congelate au fost depozitate la temperaturi intre -15°C si -25°C.
Componentele kiturilor refrigerate au fost depozitate la temperaturi intre 2°C si 8°C. Componentele la temperatura
ambianta au fost depozitate la temperaturi intre 15°C si 30°C.

S-au testat aspectul si criteriile de lansare functionale la intervale de timp specificate. De asemenea, s-au analizat,
pentru materialele de control al calitatii, tendintele valorilor pentru definirea de variante si QC pentru specimene. A fost
determinat termenul de valabilitate pentru fiecare reactiv. Datele de expirare sunt atribuite pe baza datei de fabricatie si
a termenului de valabilitate. Data de expirare a kiturilor se bazeaza pe reactivul cu termenul de expirare cel mai scurt.

Stabilitatea kitului la utilizare

Stabilitatea la utilizare a kitului de testare TSO Comprehensive (UE) a fost evaluata in conditii standard de utilizare, pe
durata valabilitatii, in sprijinul utilizarilor multiple ale kiturilor. Kitul de reactivi a fost supus la multiple cicluri de
congelare/decongelare si a fost testat in sprijinul a maximum 4 utilizari. in plus, s-au pregatit 8 biblioteci ADN Si 8
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biblioteci ARN de 3 ori in total, pentru testarea numarului maxim de biblioteci suportat (24 biblioteci ADN/kit si 24
biblioteci ARN/kit). Toate criteriile functionale de lansare pentru kit au fost respectate in toate ciclurile de
congelare/decongelare si pentru toate intervalele de timp testate. Testarea specimenelor FFPE cu reactivi cu vechime 2
25 de luni s-a efectuat pentru evaluarea impactului testarii la utilizare asupra definirii de variante. Analiza calitativa a
variantelor tintite demonstreazéa ca evenimentele din timpul utiliz&rii nu au afectat definirea de variante.

Stabilitatea bibliotecilor

Stabilitatea bibliotecilor pregatite cu testul TSO Comprehensive (UE) a fost evaluata cu 8 specimene ADN FFPE si 8
specimene ARN FFPE cu 9 tipuri de tesuturi diferite, prin testare tripla pe parcursul analizei. Bibliotecile din placa PCR
biblioteca normalizata (NL) au fost grupate si secventiate in ziua 0. Restul volumelor bibliotecilor din placa NL PCR a
fost stocat congelat (intre -25°C si-15°C) si regrupat, iar apoi secventiat, in ziua 30. Toate rezultatele cu relevanta
statistica pentru variante ADN scurte intre ziua 0 si ziua 30 au fost, practic, neglijabile. Nu s-au inregistrat diferente
statistice intre rezultatele statistice intre ziua 0 si ziua 30 pentru status MSI, scor TMB, amplificari de gene, fuziuni ARN
si variante ARN splice. Datele indica faptul ca bibliotecile generate cu testul TSO Comprehensive (EU) sunt stabile pana
la 30 de zile la temperaturi intre -25°C si -15°C.

Stabilitatea tesuturilor FFPE fixate pe lamele

Stabilitatea tesuturilor FFPE fixate pe lamele pentru utilizare cu testul TSO Comprehensive (UE) a fost evaluata prin
sectionarea de blocuri FFPE (sectiuni de 5 ym) pentru 16 specimene unice, reprezentand 9 tipuri de tesuturi, fixarea
sectiunilor pe lamele si depozitarea lor la temperatura ambianta pentru 3 intervale: 1 zi (control), 4 saptamani si

8 saptamani. Acizii nucleici au (ADN si ARN) au fost extrasi la intervalul de timp indicat si apoi au fost depozitati la
congelator pana s-a efectuat extractia pentru toate intervalele. ARN-ul extras a fost depozitat la temperaturi intre -65°C
si-85°C, iar ADN-ul extras, la temperaturi intre -25°C si-15°C. La fiecare interval de timp s-au testat trei
replici/specimen cu testul TSO Comprehensive (UE) si s-au comparat cu controalele pentru variante ADN scurte, stare
MSI, scor TMB, amplificari de gene, fuziuni ARN si variante ARN splice. Datele indica faptul ca tesuturile FFPE fixate pe
lamele pentru utilizare cu testul TSO Comprehensive (UE) sunt stabile pana la 4 saptamani.

Marja de eroare aplicata la titrarea aportului de acid nucleic

Aportul de acid nucleic pentru testul TSO Comprehensive (UE) a fost evaluat prin testarea ADN din 33 de specimene
FFPE cu 17 tipuri de tesuturi, la niveluri de aport intre 10 ng si 500 ng, si prin testarea ARN din 5 specimene FFPE cu 5
tipuri de tesuturi, la niveluri de aport intre 10 ng si 85 ng. Au fost evaluate valorile bibliotecii QC, fiind dependente de
specimen. Rezultatele pentru ADN au demonstrat ca o parte, dar nu toate, din valorile QC pentru specimenele ADN au
raspuns la aport crescut peste cel nominal, de 40 ng:

* MEDIAN_INSERT_SIZE nu araspuns la aporturi peste 30 ng.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE a indicat o corelatie pozitiva cu cresterea aportului.
* PCT_EXON_50X a crescut proportional cu cresterea aportului pana la 80 ng.

* USABLE_MSI_SITES a crescut proportional cu cresterea aportului. Unele specimene cu sub 40 USABLE_MSI_
SITES la 40 ng au corespuns specificatiilor la aporturi mai mari, permitand, astfel, calcularea unui scor MSI.
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* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET a crescut proportional cu cresterea aportului.
* Cresterea aportului a dus la cresterea COVERAGE_MAD aproape de limita maxima specificata.

Valorile QC pentru specimenele RNA au crescut (MEDIAN_INSERT_SIZE si TOTAL_ON_TARGET_READS) sau
descrescut (MEDIAN_CV_GENE_500X) pentru intervalul 10 ng-40 ng, dar, de regula, nu s-au modificat pentru
intervalul 40 ng-85 ng.

Limita de blanc

Procentajul de rezultate fals pozitive (din totalul de rezultate negative scontat) a fost evaluat prin testarea in duplicat de
tesut FFPE adiacent normal sau benign, teoretic fara variante somatice pentru variante ADN scurte, amplificare de
gene, MSI, fuziuni ARN si variante ARN splice. Nu s-au analizat rezultatele fals pozitive pentru TMB, deoarece nu exista
valoare limita clinica. S-au analizat in duplicat sase specimene FFPE ADN si 6 ARN, cu 2 operatori, in 3 zile, pentru
fiecare din cele 2 loturi de reactivi. A fost regrupat si resecventiat un subset de specimene in formate 3x ADN si 3x ARN
pentru evaluarea rezultatelor fals pozitive in cateva configuratii multiplex suportate de acest dispozitiv. Tn plus, s-au
analizat in duplicat 30 de specimene ARN suplimentare procesate cu 1 lot de reactivi, impartite intre 2 operatori. In total,
s-au evidentiat 168 de observatii posibile pentru ADN si 228 pentru ARN, reduse cu bibliotecile nevalide pentru fiecare
tip de varianta. Procentajul de rezultate fals pozitive s-a calculat la nivel de gena pentru amplificari si la nivel de pozitie
(aproximativ 1,9 milioane de pozitii) pentru variante ADN scurte. Procentajul de rezultate fals pozitive pentru tipurile de
variante ADN este prezentat in Tabelul 45. Procentajul de rezultate fals pozitive pentru variantele ARN cu fuziuni si
splice a fost 0% dupa cum este prezentat in Tabelul 46.

Tabelul 45 Rezultate fals pozitive pe tipuri de variante ADN

Tip de varianta Rezultate fals pozitive
Amplificari de gene 0% (0/9912)

Variante ADN scurte 0,0001% (271/295.801.567)
MSI 0% (0/156)

TMB N/A*

* Nu sunt aplicabile rezultatele fals pozitive, deoarece TMB se raporteaza sub forma de scor si nu prezinta rezultate calitative.

Tabelul 46 Rezultate fals negative pe tipuri de variante ARN

Tip de varianta Rezultate fals pozitive
Fuziune 0% (0/226)
Varianta splice 0% (0/226)

Limita de detectie

S-au efectuat doud studii de evaluare a limitelor de detectie pentru TSO Comprehensive (UE). in studiul 1 s-au evaluat
variante ADN RET scurte, fuziuni RET si fuziuni NTRK1 - 3. In studiul 2 s-au evaluat alte variante de analiz& a profilului
tumoral.
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Studiul 1

S-au determinat limitele de detectie (LoD) pentru variante ADN scurte NTRK1, NTRK3 si RET si fuziunile NTRK1 - 3 si
RET. LoD este valoarea cea mai mica a analitului (de exemplu, frecventa alelelor variantei sau citirile de sustinere) care
poate fi detectatd consecvent (limit& de detectie 95% sau eroare 5% de tip I1). In cadrul studiului s-au utilizat tesuturi
FFPE cu variante ADN RET scurte (cancer tiroidian medular), fuziuni RET (carcinom tiroidian papilar, tumoare Spitz
atipica) si fuziuni NTRK1 - 3 (gliom cu evolutie lenta, glioblastom multiform, sarcom miofibroblastic, sarcom, carcinom
mamar secretor, cancer de colon), precum si o linie de celule tratatd cu FFPE cu variante ADN NTRK1 si NTRK3 scurte.
Fiecare specimen a fost diluat la cel putin 5 niveluri de testare (intre 0,01 si 0,10 VAF pentru variantele ADN scurte si 2—
25 citiri de sustinere pentru fuziuni). S-au efectuat 18 observatii/lot la fiecare nivel de testare, generate de 3 operatori, pe
3 instrumente de secventiere cu initiere a pregatirii bibliotecii, in 3 zile neconsecutive, cu 2 replici ale fiecarui nivel de
testare pentru specimen. S-au testat doua loturi de reactivi.

Pentru variantele ADN, s-au analizat independent 2 loturi cu model de regresie probit sau pe baza ratei de succes
(nivelul testat cel mai redus (estimare punctuald) =2 95%), pentru determinarea LoD pentru fiecare varianta, pe loturi.
LoD cea mai mare din cele doua loturi de reactivi a fost considerata limita de detectie pentru respectiva varianta
(Tabelul 47).

Pentru fuziunile ARN, s-au utilizat linii de celule FFPE pentru estimarea valorilor LoD pentru fiecare gena cu fuziune.
LoD au fost apoi verificate cu tesuturi FFPE, cu biblioteci pregatite in duplicat, cu 3 operatori, pe 3 instrumente si cu 3
loturi de reactivi, generéndu-se 54 de observatii/varianta aproape de LoD stabilitd pe baza liniilor de celule FFPE.
Limitele de detectie declarate pentru fiecare fuziune (Tabelul 48) sunt media cea mai redusa a citirilor de sustinere care
au obtinut rata de succes (estimare punctuala) = 95%.

Tabelul 47 Limita de detectie pentru variante ADN scurte NTRK1, NTRK3 si RET

Limita de detectie

Marker Chr Pozitie Referinta Alternativa  (Frecventa alelelor
variantei)
NTRK1 G595R Chr1 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)*
RET C618R Chr10 43609096 T C 0,053
(SNV)
RET M9O18T Chr10 43617416 T C 0,045
(SNV)
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Limita de detectie

Marker Chr Pozitie Referinta Alternativa  (Frecventa alelelor
variantei)

RET C634Y Chr10 43609949 GC AT 0,045

(MNV)

RET D898_E901del Chr10 43615611 GAGATGTTTATGA G 0,055

(deletie)*

Chr = cromozom
* Aceste variante ADN au fost analizate prin regresie probit; celelalte variante ADN au fost analizate pe baza ratei de succes.

Tabelul 48 Limita de detectie pentru fuziunile NTRK si RET

Limita de detectie

Gena Fuziune (citiri de sustinere)
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
Studiul 2

Au fost evaluate limitele de detectie (LoD) pentru variantele de analiza a profilului tumoral raportate de TSO
Comprehensive (UE). LoD este valoarea cea mai mica a analitului (de ex. frecventa alelelor variantei, modificarea de
diapazon sau citirile de sustinere) care poate fi detectata consecvent (rata de succes 95% sau eroare 5% de tip Il). S-au
diluat la multiple niveluri de testare specimene FFPE din 17 tipuri de tesuturi cu variante. S-au generat sase
observatii/nivel, cu doi operatori care au utilizat loturi de reactivi si instrumente diferite.

Variante ADN

Au fost determinate si rezumate sub forma de intervale LoD pentru 10 clase de variante ADN scurte (25 de variante in
total) si 2 amplificari de gene ADN (ERBB2 si MET) (Tabelul 49). Sunt incluse si variante RET din studiul LoD 1. Doua
din 3 insertii mai mari de 5 bp au prezentat LoD de 0,034 si 0,036 VAF, iar o a treia, LoD de 0,215 VAF. Aceasta din
urma era o insertie intr-o zona cu complexitate redusa, in care insertia adauga repetari suplimentare, afecteaza
alinierea si necesita mai multe citiri pentru consecventa in detectie. Prin urmare, unele contexte genomice de
complexitate redusa pot afecta detectarea insertiilor > 5 bp.
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Tabelul 49 Limita de detectie pentru variante ADN scurte si amplificari de gene

Tip (unitate de masura pentru Clasa de variante/ Context Numar de Interval
LoD) genomic variante
Variante ADN scurte (frecventa SNV 5 0,016-0,064
alelelor Variantei) MNV 3 0.022-0.048
Insertie (1-2bp) langa repetarile 2 0,086-0,104
homopolimerice
Insertie (1-2bp) langa repetarile 2 0,038-0,051
dinucleotidice
Insertie (3-5bp) 2 0,030-0,056
Insertie(> Sbp pana la 25bp) 3 0,034-0,215
Deletie (1-2bp) langa repetarile 2 0,094-0,100
homopolimerice
Deletie (1-2bp) 1anga repetarile 2 0,033-0,070
dinucleotidice
Deletie (3-5bp) 2 0,028-0,064
Deletie (> 5 pana la 25bp) 2 0,047-0,055
Amplificari de gene (modificare de Pe gene (ERBB2, MET). 2 2,034-2,195
diapazon)
Fuziuni

S-au determinat LoD pentru 18 fuziuni din 20 gene din grupul TSO Comprehensive (UE), generandu-se 10-54,7 citiri de
sustinere (Tabelul 50). Inca 3 gene (NTRK1-3) au fost testate intr-un alt studiu. Gena RET a fost testat& in acest studiu
si inca un studiu privind LoD. Saisprezece fuziuni cu LoD determinate au prezentat date consecvente cu LoD comuna
pentru 16 citiri de sustinere, utilizand un interval de incredere bilateral superior (UCL) 95%. Doua fuziuni au prezentat
LoD de 24,7 si 44,2 citiri de sustinere, inconsecvente cu LoD comuna.

Fuziunea FGFR2-SRPK2 cu valoare LoD de 24,7 citiri de sustinere prezenta zone suprapuse repetate la punctul de
intrerupere, conform adnotarilor din software-ul de analiza TSO Comprehensive (UE). Zonele repetate la un punct de
intrerupere prezinta, de regula, dovezi mai slabe, deoarece citirile se pot mapa oriunde in genom sau pot ramane
nealiniate. De asemenea, zonele repetate complica procesul de asamblare (utilizat pentru identificarea secventelor cu
fuziuni) si necesita dovezi suplimentare pentru construirea secventei corecte. SEPT14-EGFR este un alt exemplu de
fuziune cu secventa omoloaga la punctul de intrerupere.

Fuziunea BCL2-IGHJ5 cu valoare a LoD de 44,2 citiri de sustinere include o gena foarte scurta (IGHJ5), cu punct de
intrerupere Tn imediata proximitate a inceputului unui exon, necesitand alinieri scurte, decalate. De aceea, au fost
necesare mai multe citiri pentru consecventa in detectie.
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Tabelul 50 Limita de detectie pentru fuziuni

Fuziune Punct intrerupere gena A Punct intrerupere gena B LoD LoD comuna
NCOA4-RET 51582937 43612030 10,0 da
TMPRSS2-ERG 39817543 42880007 13,2 da
KIF5B-RET 32311775 43612032 14,5 da
ACPP-ETV1 132036419 14028762 17,2 da
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 da
EML4-ALK 29446394 42553391 20,2 da
FGFR1-GSR 38274821 30569602 23,7 da
EGFR-GALNT13 55087056 155295102 24 da
ESR1-CCDC170 151857451 152023138 24,3 da
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 nu
HNRNPUL1-AXL 41743847 41782201 26,3 da
CD74-ROS1;GOPC 149784243 117645578 28,2 da
SPIDR-NRG1 32453345 48353103 28,2 da
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 28,5 da
DHX8;ETV4-STAT3 41613847 40474300 30,5 da
MKRN1-BRAF 140487383 140158806 31,2 da
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 442 nu
PAX3-FOXO1 41134997 223084859 54,7 da

Variante splice

LoD detectate la cele 2 variante ARN splice, MET si EGFR, au fost in numar de 18,7, iar numarul de citiri de sustinere,

24.8.

Continut tumoral

Rezultatele studiului furnizeaza informatii pentru recomandarile privind continutul tumoral pentru specimene clinice. De
regula, cu cat continutul tumoral este mai concentrat, cu atat este mai puternic semnalul (VAF, modificare de diapazon
sau citiri de sustinere) pentru variantele din tumoare. Recomandarile privind continutul tumoral minim se bazeaza pe
observatiile de mai jos. Valori LoD pentru variante ADN scurte mai mici de 0,104 VAF(cu exceptia insertiei TP53).
Pentru detectarea de mutatii conducatoare in tumoare (frecventa alelelor variantei 0,50), se recomanda continut tumoral
20%, astfel incat aceste mutatii sa prezinte VAF 0,10, valoare mai mica sau egala cu LoD. La continut tumoral 20%,
genele amplificate cu modificare de diapazon 5,5 (11 copii) sunt detectate consecvent pe baza unei limite de detectie cu
modificare de diapazon 1,8. La continut tumoral 20%, fuziunile cu 80 citiri de sustinere sunt detectate consecvent pe

baza unei limite de detectie cu 16 citiri de sustinere.
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Reproductibilitate

S-au efectuat doua studii de evaluare a reproductibilitatii pentru testul TSO Comprehensive (UE). Tn studiul 1 s-au
evaluat variante ADN RET scurte si variante cu fuziuni NTRK si RET. In studiul 2 s-au evaluat alte variante de analiza a
profilului tumoral.

Studiul 1

Acest studiu s-a efectuat pentru evaluarea reproductibilitatii testului TSO Comprehensive (UE) in 3 centre de testare (1
intern, 2 externe), cu 2 operatori/centru, cu 2 replici intraciclu si in 3 zile de testare neconsecutive. Testarea s-a efectuat
pe un grup de reproductibilitate incluzadnd specimene ADN cu variante ADN RET scurte cunoscute si specimene de
ARN cu variante cu fuziuni NTRK1 - 3 si RET cunoscute specifice, cu specimene de tesuturi si linii de celule fixate cu
formalina si incorporate Tn parafina (FFPE) Grupul continea componente ARN si ADN cu nivel de varianta jos si ridicat,
acelasi numar de componente ale grupului fiind de nivel scazut si ridicat pentru fiecare clasa de variante. Componentele
grupurilor de nivel ridicat au fost tintite la aproximativ de 2 sau 3 ori LoD, iar cele de nivel scazut, aproximativ la valoarea
LoD. In fiecare centru, fiecare operator a testat componentele grupurilor in duplicat de 3 ori, generand 6
observatii/tintd/componenta grup. De la toate cele 3 centre, s-au generat 36 de observatii/componenta grup (3
centre/instrumente x 2 operatori x 2 replici intraciclu x 3 zile de initiere)

Procentajele de detectii pozitive (PPC) si procentajele de detectii negative (PNC) pentru variantele ADN scurte tintite si
variantele ARN cu fuziuni tintite la nivel ridicat au fost determinate ca fiind criterii finale primare. PPC si PNC pentru
variantele ADN scurte tintite si variantele ARN cu fuziuni tintite la nivel scazut au fost calculate ca fiind criterii finale
secundare. Intervalele de incredere bilaterale 95% (I1) asociate criteriilor finale au fost calculate cu metoda scorului
Wilson. Analizele primare s-au efectuat pentru estimarea PPC si PNC (cu I 95% asociate) in componentele grupurilor
cu nivel ridicat prin combinarea observatiilor obtinute cu testul TSO Comprehensive (UE) pentru o anumita tinta dintr-un
grup de componente reprezentand clasa de variante aplicabila (de exemplu, variante ADN scurte si fuziuni ARN) pentru
toate centrele/instrumentele, operatorii si ciclurile. Pentru fiecare varianta tintita, observatiile obtinute cu testul TSO
Comprehensive (UE) pentru alte componente ale grupurilor de nivel ridicat tintite pentru acelasi tip de varianta dar fara
varianta determinata de regula aplicabila majoritatii au fost combinate pentru calcularea PNC. PPC si PNC globale
pentru componentele grupurilor de nivel jos tintite au fost determinate de maniera similara.

Nr. document: 200007789 v06 RON 98 din 142

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.



"190dX3 NYLN3d AISNTOX3 "OYLIA NI OILSONOVIA NYLN3d

NOY 907 68220000¢ JudWNd0p "IN

¢l Ulp 66

Variante ADN RET scurte

Pentru variantele de ADN scurte de nivel ridicat, PPC global a fost 100,0% (207/207, 11 95%: 98,2-100,0%) (Tabelul 51). Pentru variantele de ADN
scurte de nivel ridicat, PNC global a fost 100,0% (1035/1035:, 11 95%: 99,6%-100,0%) (Tabelul 52). Pentru variantele de ADN scurte de nivel jos,

PPC global a fost 99,1% (210/212, 11 95%: 96,6-99,7%), iar PNC global, 100,0% (1026/1026; I 95%: (99,6%-100,0%).

Tabelul 51 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a variantelor ADN scurte din grupuri tintite de nivel ridicat si jos.

Nivel de
varianta

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Scazut

Tip de varianta

SNV

SNV

SNV

MNV

Deletie

Insertie

Toate variantele ADN

scurte, niv. ridicat

SNV

Varianta tintita
(nucleotida)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949 G _C

chr10_43614996_G_A

chr10_43609949 GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Toate variantele ADN
scurte, niv. ridicat

chr10_43617416_T_C

Varianta tintita
(aminoacid)

RET M918T

RET C634S

RET v804M

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Toate variantele ADN

scurte, niv. ridicat

RET M918T

34

36

33

35

33

36

207

35

VAF
medie

0,156

0,140

0,116

0,195

0,199

0,095

N/A

0,042

Procentaj

detectii pozitive

(%)
100,0%
(34/34)

100,0%
(36/36)
100,0%
(33/33)
100,0%
(35/35)
100,0%
(33/33)
100,0%
(36/36)
100,0%
(207/207)
100,0%
(35/35)

i1 95%*

(89,8%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(89,6%,
100,0%)
(90,1%,
100,0%)
(89,6%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(98,2%,
100,0%)
(90,1%,
100,0%)

(3n) eanisuayaidwon ABojoosuQ 4, 3ybisni] niuad joadsolud



"190dX3 NYLN3d AISNTOX3 "OYLIA NI OILSONOVIA NYLN3d

NOY 907 68220000¢ JudWNd0p "IN

vl uip 001

Nivel de
varianta

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Tip de varianta

SNV

SNV

MNV

Deletie

Insertie

Toate variantele ADN
scurte, niv. jos

Varianta tintita
(nucleotida)

chr10_43601830_G_A

chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Toate variantele ADN
scurte, niv. jos

Abrevieri: N/A: nu se aplica; VAF: frecventa alelelor variante.

*95% interval de incredere bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

Varianta tintita
(aminoacid)

RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Toate variantele ADN
scurte, niv. jos

35

36

36

34

36

212

VAF
medie

0,033

0,044

0,071

0,065

0,037

N/A

Procentaj
detectii pozitive
(%)

94,3%

(33/35)

100,0%
(36/36)
100,0%
(36/36)

100,0%
(34/34)

100,0%
(36/36)
99,1%
(210/212)

I1 95%*

(81,4%,
98,4%)
(90,4%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(89,8%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(96,6%,
99,7%)
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Tabelul 52 PNC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a variantelor ADN scurte din grupuri tintite de nivel ridicat si jos.

Nivel de

varianta

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Tip de varianta

SNV

SNV

SNV

MNV

Deletie

Insertie

Toate variantele
ADN scurte, niv.
ridicat

SNV

SNV

SNV

MNV

Varianta tintita
(nucleotida)
chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT
chr10_43615611_

GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Toate variantele ADN
scurte, niv. ridicat
chr10_43617416 T _C
chr10_ 43601830 G A

chr10_43613840_G_C

chr10_43609949 GC_AT

Varianta tintita
(aminoacid)

RET M918T

RET C634S

RET vV804M

RET C634Y

RET D898_

E901del

RET C634_
T636dup

Toate variantele
ADN scurte, niv.
ridicat

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

1

173

171

174

172

174

171

1035

177

143

176

176

Procentaj detectii

112 95%
negative (%) °
100,0% (97,8%,
(173/173) 100,0%)
100,0% (97,8%,
(171/171) 100,0%)
100,0% (97,8%,
(174/174) 100,0%)
100,0% (97,8%,
(172/172) 100,0%)
100,0% (97,8%,
(174/174) 100,0%)
100,0% (97,8%,
(171/171) 100,0%)
100,0% (99,6%,
(1035/1035) 100,0%)
100,0% (97,9%,
(177/177) 100,0%)
100,0% (97,4%,
(143/143) 100,0%)
100,0% (97,9%,
(176/176) 100,0%)
100,0% (97,9%,
(176/176) 100,0%)
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Nivel de . L. Varianta tintita Varianta tintita Procentaj detectii o
o Tip de varianta . . j n’ . ’ 117 95%
varianta (nucleotida) (aminoacid) negative (%)
Scazut Deletie chr10_43615611_ RET D898 _ 178 100,0% (97,9%,
GAGATGTTTATGA_G E901del (178/178) 100,0%)
Scazut Insertie chr10_43609946_T_ RET C634_ 176 100,0% (97,9%,
TGTGCCGCAC T636dup (176/176) 100,0%)
Scazut Toate variantele Toate variantele ADN Toate variantele 1026 100,0% (99,6%,
ADN scurte, niv. scurte, niv. jos ADN scurte, niv. (1026/1026) 100,0%)
jos jos

' Toate observatiile grupate din combinatiile de variante din grup cu detectii majoritar negative, adica variantele tintite cu fuziuni cu mai putin de 50% detectii
pozitive.
295% interval de incredere bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.
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Tabelul 53 prezinta analiza componentelor divergentei totale pentru frecventa alelelor variantei (VAF) din aproximativ 36 de observatii pentru
fiecare parte a grupului. Abaterea standard (SD) si coeficientul de variatie procentual (%CV, total si pentru fiecare sursa) au fost calculate si
prezentate pentru fiecare varianta DNA RET scurta.

Tabelul 53 Analiza componentelor divergentei VAF in variante ADN scurte din grupuri cu TSO Comprehensive (UE)

Varianta SD Operator SD

Nivel de Tip de Varianta tintita e VAF . SD zi . SD total
varianta varianta (nucleotida) Hintita 4 medie locatie  SD (%CV) duplicat (%CV)
nucleotida
. (aminoacid) (%CV) (%CV) ° (%CV) °

Ridicat SNV chr10_43617416_T_ RETM918T 34 0,156 0,011 0,000 0,000 0,017 0,020

C (7,2%) (0,0%) (0,0%) (10,8%) (13,0%)
Ridicat SNV chr10_43609949 G_ RETC634S 36 0,140 0,006 0,000 0,005 0,014 0,017

C (4,6%) (0,0%) 3,7%) (10,2%)  (11,8%)
Ridicat SNV chr10_43614996 G RETV804M 33 0,116 0,005 0,000 0,002 0,012 0,013

A (4,1%) (0,0%) (1,7%) (10,7%)  (11,6%)
Ridicat MNV chr10_43609949 RETC634Y 35 0,195 0,000 0,000 0,009 0,012 0,015

GC_AT (0,0%) (0,0%) (4,4%) (6,0%) (7,5%)
Ridicat Deletie chr10_43615611_ RETD898_ 33 0,199 0,000 0,000 0,011 0,017 0,020

GAGATGTTTATGA _  E901del (0,0%) (0,0%) (5,5%) (8,6%) (10,2%)

G
Ridicat Insertie chr10_43609946 T RETC634_ 36 0,095 0,003 0,000 0,000 0,009 0,010

TGTGCCGCAC T636dup (3,0%) (0,0%) (0,0%) (9,6%) (10,1%)
Scazut SNV chr10_43617416_T_ RETM918T 35 0,042 0,000 0,000 0,000 0,009 0,009

C (0,0%) (0,0%) (0,0%) (22,2%) (22,2%)
Scazut SNV chr10_43601830_G_ RETV292M 35 0,033 0,000 0,003 0,002 0,007 0,008

A (0,0%) (9,8%) (6,2%) (21,7%) (24,6%)
Scazut SNV chr10_43613840 G RETE768D 36 0,044 0,003 0,000 0,000 0,008 0,008

C (6,0%) (0,0%) (0,0%) (17,5%) (18,5%)
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Nivel de

varianta

Scazut

Scazut

Scazut

Tip de
varianta

MNV

Deletie

Insertie

Varianta tintita
(nucleotida)

chr10_43609949
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA _
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Varianta
tintita n
(aminoacid)

RET C634Y 36

RETD898_ 34
E901del

RETC634_ 36
T636dup

VAF
medie

0,071

0,065

0,037

SD
locatie
(%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 zi
(%CV)

0,000
(0,0%)

0,004
(6,4%)

0,003
(9,1%)

SD
duplicat
(%CV)

0,011
(14,9%)

0,010
(16,2%)

0,006
(15,9%)

SD total
(%CV)

0,013
(18,4%)

0,013
(20,2%)

0,008
(22,9%)
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Fuziuni NTRK 1-3 si RET

Pentru variantele de ARN fuzionate de nivel ridicat din grupuri, PPC global a fost 99,3% (285/287, IT95%: 97,5%-99,8%)
(Tabelul 54). PPC a fost 100% pentru fiecare varianta din grup, cu exceptia BCAN-NTRK1 (PPC = 94,4% [34/36; 1 95%:
81,9%-98,5%]). Pentru variantele de ARN fuzionate de nivel ridicat din grupuri, PNC global a fost 100,0% (1724/1724:, i
95%: 99,8%-100,0%) (Tabelul 55). Pentru variantele de ARN fuzionate de nivel jos din grupuri, PPC global a fost 95,4%

(272/285, 1195%: 92,3-97,3%), iar PNC global, 100,0% (1851/1851; 11 95%: (99,8%-100,0%).

Tabelul 54 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a fuziunilor NTRK si RET din grupuri tintite
de nivel ridicat si jos

Nivel de . . Media citirilor de Procentaj detectii "
L Fuziune tintita n . . ’ 11 95%*
varianta ’ sustinere pozitive (%)
Ridicat LMNA-NTRK1 36 37,9 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat BCAN-NTRK1 36 33,6 94,4% (34/36) (81,9%,
98,5%)
Ridicat ETV6-NTRK2 36 24,6 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat TRIM24-NTRK2 36 36,6 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat ETV6-NTRK3 36 56,4 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat BTBD1-NTRK3 35 32,9 100,0% (35/35) (90,1%,
100,0%)
Ridicat NCOA4-RET 36 36,7 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat CCDCG6-RET 36 33,4 100,0% (36/36) (90,4%,
100,0%)
Ridicat Toate fuziunile, niv. 287 36,5 99,3% (285/287) (97,5%,
ridicat 99,8%)
Scazut LMNA-NTRK1 36 13,8 94,4% (34/36) (81,9%,
98,5%)
Scazut BCAN-NTRK1 36 16,9 80,6% (29/36) (65,0%,
90,2%)
Scazut ETV6-NTRK2 35 15,2 94,3% (33/35) (81,4%,
98,4%)
Nr. document: 200007789 v06 RON 105 din 142
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Nivel de i L
. Fuziune tintita
varianta ’
Scazut STRN-NTRK2
Scazut ETV6-NTRK3
Scazut BTBD1-NTRK3
Scazut NCOA4-RET
Scazut KIF5B-RET
Scazut Toate fuziunile, niv.

jos

36

36

36

36

285

Media citirilor de Procentaj detectii
sustinere pozitive (%)

13,6 100,0% (36/36)
24,8 100,0% (36/36)
18,1 100,0% (36/36)
15,8 97,2% (35/36)
16,6 97,1% (33/34)
16,8 95,4% (272/285)

* 95% interval de incredere bilateral (If) calculat cu metoda scorului Wilson.

illumina

11 95%*

(90,4%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(90,4%,
100,0%)
(85,8%,
99,5%)
(85,1%,
99,5%)
(92,3%,
97,3%)

Tabelul 55 PNC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a fuziunilor NTRK si RET din grupuri tintite

de nivel ridicat si jos

Nivel de

varianta

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Fuziune tintita

LMNA-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

TRIM24-NTRK2

ETV6-NTRK3

BTBD1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDC6-RET

Nr. document: 200007789 v06 RON

n1

180

251

251

216

144

216

215

251

Procentaj detectii negative (%)

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)
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1i2 95%

(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%)
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Nivel de ] i ] . ] -
L Fuziune tintita n’ Procentaj detectii negative (%) 117 95%
varianta
Ridicat Toate fuziunile, niv. 1724 100,0% (1724/1724) (99,8%,
ridicat 100,0%)
Scazut LMNA-NTRK1 213 100,0% (213/213) (98,2%,
100,0%)
Scazut BCAN-NTRK1 249 100,0% (249/249) (98,5%,
100,0%)
Scazut ETV6-NTRK2 250 100,0% (250/250) (98,5%,
100,0%)
Scazut STRN-NTRK2 249 100,0% (249/249) (98,5%,
100,0%)
Scazut ETV6-NTRK3 177 100,0% (177/177) (97,9%,
100,0%)
Scazut BTBD1-NTRK3 249 100,0% (249/249) (98,5%,
100,0%)
Scazut NCOA4-RET 213 100,0% (213/213) (98,2%,
100,0%)
Scazut KIF5B-RET 251 100,0% (251/251) (98,5%,
100,0%)
Scazut Toate fuziunile, niv. jos 1851 100,0% (1851/1851) (99,8%,
100,0%)

" Toate observatiile grupate din combinatiile de variante din grup cu detectii majoritar negative. adica variantele tintite cu fuziuni cu
mai putin de 50% detectii pozitive.
295% interval de incredere bilateral (IT) calculat cu metoda scorului Wilson.
Tabelul 56 prezinta analiza componentelor divergentei pentru citirile de sustinere din aproximativ 36 de observatii pentru
fiecare fuziune tintita. SD si %CV (total si pentru fiecare sursa) s-au calculat si prezentat pentru fiecare fuziune tintita.

Tabelul 56 Analiza componentelor divergentei citirilor de sustinere pentru fuziune ARN tintita din grupuri cu TSO
Comprehensive (UE)

. Media SD SD ) SD
Nivel de . e . SD zi . SD total
variants Fuziune n citirilor de locatie operator (%CV) duplicat (%CV)
sustinere  (%CV)  (%CV) ° (%CV) °
Ridicat LMNA- 36 37,9 3,52 3,37 6,93 9,04 12,39
NTRK1 (9%) (9%) (18%) (24%) (33%)
Nr. document: 200007789 v06 RON 107 din 142
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Nivel de
varianta

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Ridicat

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Scazut

Fuziune

BCAN-
NTRK1

ETV6-
NTRK2

TRIM24-
NTRK2

ETV6-
NTRK3

BTBD1-
NTRK3

NCOA4-
RET

CCDC6-
RET

LMNA-
NTRK1

BCAN-
NTRK1

ETV6-
NTRK2

STRN-
NTRK2

ETV6-
NTRK3

BTBD1-
NTRK3

NCOA4-
RET

KIF5B-
RET

36

36

36

36

35

36

36

36

36

35

36

36

36

36

34

Media

citirilor de

sustinere

33,6

24,6

36,6

56,4

32,9

36,7

33,4

13,8

16,9

15,2

13,6

24,8

18,1

15,8

16,6

%CV: Coeficient procentual de variatie
SD: Abatere standard

Nr. document: 200007789 v06 RON

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.

SD
locatie
(%CV)
13,75
(41%)
8,03
(33%)
11,44
(31%)
11,49
(20%)
1,49
(5%)
4,64
(13%)
7,25
(22%)
1,79
(13%)
2,92
(17%)
0,00
(0%)
1,77
(13%)
6,03
(24%)
0,93
(5%)
2,08
(13%)
2,07
(12%)

SD
operator
(%CV)

7,87
(23%)
3,50
(14%)
4,24
(12%)
10,20
(18%)
2,65
(8%)
4,09
(11%)
2,56
(8%)
0,00
(0%)
2,98
(18%)
3,41
(22%)
0,61
(5%)
3,46
(14%)
0,00
(0%)
1,03
(7%)
0,00
(0%)

SD zi
(%CV)

5,40
(16%)
4,20
(17%)
6,82
(19%)
9,25
(16%)
2,16
(7%)
6,17
(17%)
6,53
(20%)
2,74
(20%)
4,61
(27%)
3,83
(25%)
2,33
(17%)
0,00
(0%)
0,00
(0%)
0,00
(0%)
1,58
(10%)

SD
duplicat
(%CV)
8,95
(27%)
4,86
(20%)
6,87
(19%)
8,69
(15%)
10,47
(32%)
5,20
(14%)
5,51
(16%)
4,37
(32%)
5,82
(34%)
4,39
(29%)
2,57
(19%)
6,39
(26%)
6,64
(37%)
5,11
(32%)
5,83
(35%)

illumina

SD total
(%CV)

18,98
(57%)

10,86
(44%)

15,57
(43%)

19,93
(35%)

11,11
(34%)

10,17
(28%)

11,49
(34%)

5,47
(40%)

8,52
(50%)

6,75
(45%)

3,95
(29%)

9,44
(38%)

6,71
(37%)

5,61
(36%)

6,39
(39%)
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Studiul 2

S-a efectuat un al doilea studiu de evaluare a reproductibilitatii testului TSO Comprehensive (UE) in 3 centre de testare
(2 externe si 1 intern), cu 2 operatori/instrumente per centru, 3 loturi de reactivi unice, in 4 zile de testare
(neconsecutive) si cu 2 cicluri de secventiere/biblioteca de specimene.

Testul s-a efectuat cu specimene ADN si ARN din 41 de specimene de tesuturi FFPE si o linie de celule FFPE (1
specimen de tesut FFPE si o linie de celule FFPE fiind utilizate pentru a crea 2 componente de grup). Specimenele de
testuri au fost de urmatoarele tipuri: de vezica, osos, cerebral, mamar, de colon, de jejun, renal, hepatic, pulmonar,
ovarian, de prostat&, dermic, de tesut moale, stomacal, tiroidian si uterin. in total s-au testat 44 de componente de
grupuri, inclusiv componentele cu variante ADN scurte (SNV, MNV, insertii si deletii), amplificari de gene, scoruri TMB
diferite, scoruri MSl ridicate si componente de grupuri ARN cu variante cu fuziuni de gene si splice. Majoritatea
componentelor grupurilor prezentau variante tintite cunoscute, la niveluri de aproximativ 2-3 ori mai mari decét limita de
detectie specifica variantei (~2-3xLoD).

LOD este concentratia de analit la care rezultatele observate ale testului sunt pozitive (varianta detectata in raport cu
valoarea limit& pentru TSO Comprehensive (UE)) in 2 95% din cazuri. In medie, nivelurile de variant& observate au fost
clasificate la aproximativ <2xLOD (observed variant levels at < 1.5xLOD), ~2—3xLOD (observed variant levels at
1.5%xLOD to 3.4xLOD), and approximately >3xLOD (niveluri de varianta observate la >3,4xLOD).

Procentajele de detectii pozitive (PPC) pentru variante ADN scurte, amplificari de gene, MSl ridicat (MSI-H) si variante
ARN au fost calculate prin combinarea tuturor observatiilor din toate ciclurile de secventiere si de la toate centrele.
Procentajele de detectii negative (PNC) au fost calculate similar pentru variante ADN scurte, amplificari de gene si
variante ARN. Pentru calcularea PNC pentru fiecare varianta tintitd cunoscuta, s-au combinat observatiile aferente
componentelor grupurilor din acelasi tip de varianta, dar cu alte variante incluse, nederivate din acelasi specimen-sursa
si nerespectand regula aplicabila majoritatii pentru respectiva varianta (< 50% din determinari au fost pozitive) de la
toate centrele, analizate de toti operatorii/pe toate instrumentele, in toate zilele, cu toate loturile de reactivi si in toate
ciclurile de secventiere. Intervalele de incredere bilaterale 95% (I7) au fost calculate cu metoda scorului Wilson.

Variante ADN scurte

Tabelul 57 prezinta PPC pentru variantele ADN scurte tintite. Valorile PPC sunt cuprinse intre 91,3% pentru SNV BRAF
si 100% pentru majoritatea variantelor ADN scurte.

Tabelul 57 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a variantelor ADN scurte din grupuri tintite

combinate.
Nivel de . e e L Procentaj
. Tip de Varianta tintita Varianta tintita VAF . .
varianta L. U . . . detectie 11 95%*
varianta (nucleotida) (aminoacid) medie? L
observat' pozitiva (%)
~2-3xLOD DELETIE chr5 112175751 _CT_C APC 0,181 100,0% (87,9%,
L1488fsTer19 (28/28) 100,0%)
~2-3xLOD DELETIE chr5 112175675 _AAG A APC 0,166 100,0% (91,2%,
S1465WfsTer3 (40/40) 100,0%)
Nr. document: 200007789 v06 RON 109 din 142
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Nivel de

varianta

observat'

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

Tip de
varianta

INSERTIE

INSERTIE

INSERTIE

SNV

DELETIE

SNV

DELETIE

INSERTIE

SNV

MNV

INSERTIE

DELETIE

INSERTIE

INSERTIE

Varianta tintita
(nucleotida)

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

chr12_25398284_CC_AT

chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798 GTACT _
G

chr17_7578470 C_
CGGGCGG

chr17_7574029_C_
CGGAT

Varianta tintita
(aminoacid)

APC
T1556NfsTer3

APC S1465fs*9

ARID1A
Q372fs*28

BRAF V600E

EGFRE746_
A750del

EGFRL858R

EP300
H2324fs*29

ERBB2Y772_
A775dup

IDH1 R132H

KRAS G121

NOTCH1
R1598fs*12

PTEN T319fs*1

TP53 P152_
P153dup

TP53
R333HfsTer5

" Nivel de varianta calculat pe baza frecventei medii observate a alelelor variantei.
2 Frecventa medie a alelelor variante calculata pe baza rezultatelor observate ale analizei.
% interval de incredere 95% bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

Nr. document: 200007789 v06 RON
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VAF
medie?

0,227

0,100

0,084

0,045

0,112

0,045

0,245

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

illumina

Procentaj
detectie
pozitiva (%)
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)

100,0%
(38/38)

100,0%
(48/48)

100,0%
(44/44)

100,0% (2/2)

100,0%
(48/48)

1i 95%°

(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%)
(90,8%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
(92,0%,
100,0%)
(34,2%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)
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PNC au fost 100% in totalul variantelor ADN scurte.

Tabelul 58 prezinta analiza componentelor divergentei pentru rezultatele VAF, pentru fiecare sursa de divergenta si
variatia totala in cadrul grupului cu variante ADN scurte.

Tabelul 58 Analiza divergentei componentelor pentru VAF, pentru variante ADN scurte

SD SD zi
SD . SD SD
e ke aein VAF . operator (locatie, SD lot .
Varianta tintita N . locatie . ’ ciclu total
medie (%CV) (locatie) operator) (%CV) (%CV)  (%CV)
° (%CV) (%CV) ° °
chr2_209113112. C T 36 0,155 0,008 0,006 0,034 0,000 0,016 0,039
(4,9) 4,1) (22,1) (0,0) (10,2)  (25,2)
chr4_ 153332910 C 44 0,130 0,000 0,000 0,013 0,014 0,008 0,021
CAGG (0,0) (0,0) (10,3) (11,1) 6,1) (16,3)
chr5 112175675 A AAG 48 0,100 0,000 0,000 0,010 0,003 0,003 0,011
(0,0 (0,0) (10,4) (2,9) (3,3) (11,3)
chr5_ 112175675 AAG A 40 0,166 0,000 0,000 0,024 0,000 0,011 0,026
(0,0 (0,0) (14,2) (0,0) (6,7) (15,7)
chr5 112175751 CT_C 28 0,181 0,000 0,000 0,029 0,019 0,008 0,036
(0,0 (0,0) (15,8) (10,8)  (4.7) (19,7)
chr5 112175751 CTTTA_ 46 0,155 0,000 0,009 0,023 0,015 0,008 0,030
C (0,0 (5,6) (14,9) (9,7) (5,5) (19,4)
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)
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SD SD zi
SD . SD SD
. VAF . operator (locatie, SD lot .
Varianta tintita N medie locatie (locatie) o era,\tor) (%CV) ciclu total
(%CV) ’ £ ° (%CV)  (%CV)
(%CV) (%CV)
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)

Au existat doua variante ADN scurte tintite in al caror caz numarul de observatii a fost prea mic pentru adaptarea
modelului componentelor divergentei. Tn aceste doua cazuri, SD global a fost 0,027 pentru varianta chr1_27024001_C_
CGsi 0,001 pentru varianta chr17_7578470_C_CGGGCGG.

Amplificari de gene

Tabelul 59 prezinta PPC pentru amplificarile de gene tintite. PPC au fost 100,0% pentru MET si 100,0% pentru ERBB2.

Tabelul 59 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a amplificarilor de gene din grupuri tintite
combinate.

Nivel de varianta Varianta Medie observata, modificare de Procentaj detectie 1i 95%>
observat’ tintita diapazon? pozitiva (%) °
~2-3xLOD MET 5,14 100,0% (92,6%,
(48/48) 100,0%)
<2xLOD ERBB2 2,33 100,0% (92,4%,
(47/47) 100,0%)

" Nivel de varianta calculat pe baza mediei modificarii de diapazon observate.
2 Modificarea de diapazon calculata pe baza rezultatelor observate ale analizei.
3 interval de incredere 95% bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

PNC au fost 100% in toate amplificarile de gene.

Tabelul 60 prezinta analiza componentelor divergentei pentru rezultatele modificarilor de diapazon, pentru fiecare sursa
de divergenta si variatia totala in cadrul grupului cu amplificari de gene tintite.
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illumina

Tabelul 60 Analiza componentelor divergentei pentru modificarea de diapazon, pentru amplificarile de gene

tintite
L Medie, SD SD operator SD zi (locatie,
Varianta ven . . '
tintita N modificare de locatie (locatie) operator)
’ diapazon (%CV) (%CV) (%CV)
ERBB2 47 2,33 0,02 0,01 0,02
(0,6) (0,4) (0,9)
MET 48 5,14 0,05 0,12 0,14
(1,0) (2,4) (2,6)
MSI

SD lot
(%CV)

0,01
(0.4)
0,00
(0,0)

SD
ciclu
(%CV)

0,01
(0,5)
0,03
(0.6)

SD
total
(%CV)

0,03
(1.3)
0,19
3.7)

Tabelul 61 prezinta PPC pentru componentele grupului MSI-H tintite. PPC au fost 100% pentru ambele componente ale

grupului MSI-H.

Tabelul 61 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a statusului MSI-H al componentelor

grupurilor tintite combinate.

Componenta grup Scor MSI mediu’ N

TPSBD4 60,5 36
TPSBD6 55,7 32
Toate componentele 68

Procentaj detectie pozitiva (%)

100,0% (36/36)
100,0% (32/32)
100,0% (68/68)

1 Scor mediu MSI observat, calculat pe baza rezultatelor observate ale analizei.
Zinterval de incredere 95% bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

112 95%

(90,4%, 100,0%)
(89,3%, 100,0%)
(94,7%, 100,0%)

Tabelul 62 prezinta analiza componentelor divergentei pentru rezultatele scorului MSI, pentru fiecare sursa de
divergenta si variatia totala in cadrul grupului componente tintite pentru status MSI-H.

Tabelul 62 Analiza divergentei componentelor pentru scorul MSI pentru componentele grupului MSI-H tintite

. Scor SD SD operator SD zi (locatie,
Componenta . .

.y MSI locatie  (locatie) operator)
et mediu  (%CV)  (%CV) (%CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3)
TPSBD6 32 557 0,0 (0) 1,3(2) 1,0 (2)

TMB

SD lot
(%CV)

0,0 (0)
0,8 (1)

SD
ciclu
(%CV)

2,1(3)
2,9 (5)

SD
total
(%CV)

3,0 (5)
3,4 (6)

Pentru evaluarea reproductibilitatii scorurilor TMB, s-a efectuat o analiza cantitativa a componentelor grupului TMB
vizate, reprezentand un interval de scoruri TMB scontate. Tabelul 63 prezinta analiza componentelor divergentei pentru
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rezultatele scorului TMB, pentru fiecare sursa de variatie si variatia totald pentru componentele grupului TMB. Scorul SD
TMB mediu a fost 1,0 (%CV = 13) pentru una din componente (scor TMB mediu = 7,6) si 1,1 (%CV = 2) pentru cealalta
componenta (scor TMB mediu = 63,2).

Tabelul 63 Analiza divergentei componentelor scorului TMB pentru componentele grupului TMB tintite

. Scor SD SD operator  SD zi (locatie, SD SD
Componenta ) . ’ SD lot .

u TMB locatie  (locatie) operator) (%CV) ciclu total
SHE mediu (%CV) (%CV) (%CV) ° (%CV) (%CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2(2) 0,0 (0) 0,8(10) 0,000 0,5(7) 1,0 (13)
TPSBDA4 44 63,2 0,3(1) 0,6 (1) 0,4 (1) 0,0(0) 0,7(1) 1,1(2)

A existat 1 componenta a grupului TMB in cazul careia numarul de observatii (N = 2)a fost prea mic pentru adaptarea modelului
componentelor divergentei. Pentru aceasta component a grupului, media SD a fost 1,7.

Variante ARN

Tabelul 64 prezinta PPC pentru variantele ARN. Valorile PPC sunt cuprinse intre 91,7% pentru KIF5B-RET si 100%
pentru majoritatea variantelor ARN.

Tabelul 64 PPC pentru testul TSO Comprehensive (UE) de detectie a variantelor ARN din grupuri tintite
combinate.

Nivel de varianta  Tip de Varianta Media citirilor de Procentaj detectie 1i 95%>
observat' varianta  tintita sustinere? pozitiva (%) °
~2-3xLOD Fuziune ACPP-ETV1 44,7 100,0% (46/46) (92,3%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuziune BCL2-IGHJ5 124,9 100,0% (46/46) (92,3%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuziune CD74- 56,6 100,0% (48/48) (92,6%,
ROS1;GOPC 100,0%)
~2-3xLOD Fuziune DHX8 ETV4- 48,9 100,0% (46/46) (92,3%,
STAT3 100,0%)
~2-3xLOD Fuziune EGFR- 49,8 100,0% (46/46) (92,3%,
GALNT13 100,0%)
~2-3xLOD Fuziune EML4-ALK 49,3 100,0% (48/48) (92,6%,
100,0%)
~2-3xLOD Fuziune ESR1- 451 100,0% (46/46) (92,3%,
CCDC170 100,0%)
~2-3xLOD Fuziune FGFR1-GSR 61,1 100,0% (46/46) (92,3%,
100,0%)
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Nivel de varianta

observat'

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

<2xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

~2-3xLOD

Tip de

varianta

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Fuziune

Varianta

splice

Varianta
splice

Varianta
tintita
FGFR2-
SRPK2

FGFR3-
TACC3

HNRNPUL1-
AXL

KIF5B-RET
MKRN1-
BRAF
PAX3-FOXO1
RAF1-VGLL4
SPIDR-NRG1
TMPRSS2-
ERG

EGFRvII

MET salt
exonul 14

Media citirilor de
sustinere?
53,4

53,5

58,0

33,4

70,1

15,9

51,5

43,5

64,0

61,2

" Nivel de varianta calculat pe baza mediei citirilor de sustinere observate.

2 Medie a citirilor de sustinere calculata pe baza rezultatelor observate ale analizei.

3interval de incredere 95% bilateral calculat cu metoda scorului Wilson.

PNC a fost 100% pentru fiecare varianta ARN tintita, cu exceptia fuziunii FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60% (984/988); Ii
95%: (98,96%-99,84%).

Procentaj detectie

pozitiva (%)

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)

100,0% (46/46)

100,0% (48/48)

illumina

1i 95%3

(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%)

(92,3%,
100,0%)
(92,6%,
100,0%)

Tabelul 65 prezinta analiza componentelor divergentei pentru rezultatele citirilor de sustinere, pentru fiecare sursa de
divergenta si variatia totald in cadrul grupului cu variante ARN.
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Tabelul 65 Analiza divergentei componentelor pentru citirile de sustinere, pentru variante ARN

Media SD SD bzl SD
Varianta tintita N citirilor de locatie 8:2:::; g::?at;lt(:r) (s"ZCI:)I; ciclu (S()Z(:\C;;al
sustinere  (%CV) (%C\;) (%CV) (%CV)
ACPP-ETV1 46 447 10,38 0,00 13,01 5,90 2,28 17,80
(23) (0) (29) (13) () (40)
BCL2-IGHJ5 46 1249 38,22 13,24 29,08 9,51 8,30 51,39
(31) (11) (23) (8) (7) (41)
CD74- 48 56,6 0,00 3,98 17,18 0,00 3,00 17,89
ROS1;GOPC (0) (7) (30) ©) (5) (32)
DHX8;ETV4- 46 48,9 18,27 13,42 17,01 0,00 1,50 28,38
STAT3 (37) (27) (35) 0) (3) (58)
EGFR- 46 49,8 0,00 6,90 14,86 2,08 2,82 16,75
GALNT13 0) (14) (30) 4) (6) (34)
EML4-ALK 48 49,3 0,00 12,18 19,10 8,83 1,94 24,39
(0) (25) (39) (18) (4) (49)
ESR1-CCDC170 46 451 2,30 0,00 12,37 0,00 8,08 14,95
®) (0) (27) ©) (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-SRPK2 48 534 3,18 10,90 15,85 15,29 3,10 24,97
(6) (20) (30) (29) (6) (47)
FGFR3-TACC3 48 535 17,43 0,00 12,38 5,81 3,46 22,42
(33) (0) (23) (11) (6) (42)
HNRNPUL1- 48 58,0 0,00 12,15 18,22 0,00 3,96 22,26
AXL (0) (21) (31) ©) (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 48 334 6,98 8,19 13,02 6,63 4,00 18,58
(21) (25) (39) (20) (12) (56)
PAX3-FOXO1 48 70,1 12,45 10,79 17,91 3,02 2,42 24,65
(18) (15) (26) (4) 3) (35)
RAF1-VGLL4 46 159 1,46 1,52 3,80 4,42 1,23 6,32
9) (10) (24) (28) (8) (40)
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) SD SD zi
Media SD . SD
. . . operator (locatie, SD lot . SD total
Varianta tintita N citirilor de locatie . ’ ciclu
’ . ’ (locatie) operator) (%CV) (%CV)
sustinere  (%CV) ’ (%CV)
’ (%CV) (%CV)
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 vl 46 64,0 12,70 0,42 17,69 0,00 2,34 21,90
varianta splice (20) (1) (28) (0) (4) (34)
MET saltexonul 48 61,2 11,42 3,43 19,84 7,55 2,10 24,43
14 varianta (19) (6) (32) (12) (3) (40)

splice

Precizie intralaborator

S-au efectuat doua studii de evaluare a preciziei intralaborator pentru TSO Comprehensive (UE). Studiul 1 a evaluat
fuziunile NTRK si RET si variantele ADN RET scurte. Studiul 2 a evaluat TMB si MSI.

Studiul 1

Precizia intralaborator a fost evaluata pentru fuziuni NTRK1 — 3 (gliom cu evolutie lentd, glioblastom multiform, sarcom
miofibroblastic, sarcom, carcinom mamar secretor), fuziuni RET (cancer tiroidian si tesut dermic cu cancer necunoscut)
si variante ADN RET scurte (cancer tiroidian medular) pe tesuturi FFPE corespunzatoare cancerelor indicate. Fiecare
specimen a fost testat la doua niveluri de variante: ~1x LoD (nivel de varianta jos) si ~2— 3x LoD (nivel de varianta
ridicat), cu exceptia specimenului cu CCDC6-RET, care a fost testat doar la nivel de varianta jos. Fiecare din
specimenele de la fiecare nivel testat a fost testat in duplicat in fiecare pregatire de biblioteca, de trei (3) operatori.
Fiecare operator a initiat pregatirea bibliotecii in trei (3) zile neconsecutive si a secventiat pe trei (3) instrumente
NextSeq 550Dx desemnate. S-au testat trei (3) loturi de reactivi, generandu-se 54 observatii/nivel. Unele niveluri au
inregistrat sub 54 de observatii din cauza bibliotecilor nevalide.

Analiza calitativa

Concordanta calitativa a definirilor de variante a fost evaluata separat la cele doua niveluri de variante pentru o varianta
data preluata din observatiile grupate pentru toate variabilele (operatori, loturi de reactivi, zile si replici). Procentajul de
detectii pozitive (PPC) si negative (PNC), asociate cu un interval de incredere 95% (scor Wilson) sunt rezumate in
Tabelul 66 (variante ADN scurte) si Tabelul 67 (fuziuni ARN).

La nivel de varianta ridicat (~2-3x LoD), testul TSO Comprehensive (EU) a demonstrat acord 100% pentru PPC si PNC,
pentru toate variantele testate.
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La nivel de varianta scazut (~1x LoD), PPC pentru variante ADN scurte a fost cuprins n intervalul 83,3%-98,1%, iar
PPC pentru fuziunile ARN, in intervalul 90,7%-100%. Pentru variantele care au prezentat PPC < 95%, media VAF (RET
C634Y si RET D898_E901del) sau citirile de sustinere (NCOA4-RET si BCAN-NTRK1) s-au aflat sub respectivele limite
de detectie. La nivel de varianta redus, s-a obtinut PNC 100% pentru toate variantele.

Tabelul 66 Rezultate calitative pentru variante ADN tintite

Nivel d Tipd VAF . .
vel de Varianta e _ PPC (195%)  PNC (Ii 95%)
varianta varianta medie
Jos RET C634Y MNV 0,028 83,3% (45/54)  100,0%
(~1xLoD) (71,3%- (215/215)
91,0%) (98,2%-100,0%)
RET D898_E901del DELETIE 0,048 87,0% (47/54)  100,0%
(75,6%- (215/215)
93,6%) (98,2%-100,0%)
RET C618R SNV 0,045 94,4% (51/54)  100,0%
(84,9%- (215/215)
98,1%) (98,2%-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_ DELETIE 0,056 98,1% (53/54)  100,0%
L633delinsE* (90,2%- (215/215)
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Nivel de L
. Varianta

varianta

Ridicat RET C634Y

(~3x LoD)

RET D898_E901del

RET C618R

RET M918

RET D631 _
L633delinsE*

Tip de
varianta

MNV

DELETIE

SNV

SNV

DELETIE

VAF
medie

0,095

0,088

0,146

0,078

0,161

PPC (1i 95%)

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%
(52/52)
(93,1%-
100,0%)

100,0%
(32/32)

(89,3%-
100,0%)

illumina

PNC (Il 95%)

100,0%
(192/192)
(98,0%-100,0%)

100,0%
(192/192)
(98,0%-100,0%)

100,0%
(192/192)
(98,0%-100,0%)

100,0%
(194/194)
(98,1%-100,0%)

100,0%
(214/214)
(98,2%-100,0%)

* Modificarile nucleotidelor sunt prezentate pentru fiecare varianta in sectiunea Limita de detectie, cu exceptia RET D631_
L633delinsE, insemnand cromozomul 10, pozitia 43609940, ACGAGCT de referinta, alternativa A.
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Tabelul 67 Rezultate calitative pentru fuziuni ARN

Nivel de

. Fuziune
varianta

Jos TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRKS (linie de celule

FFPE)

NCOA4-RET

CCDCG6-RET
Ridicat TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3
(linie de celule FFPE)

NCOA4-RET

CCDC6-RET

Nr. document: 200007789 v06 RON

Media citirilor de

sustinere

20,2

22,1

20,3

16,2

23,1

13,3

18,7

57,1

53,2

52,0

41,7

28,3

24,8

N/A
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PPC (Ii 95%)
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%)

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%)

Nu s-a testat

illumina

PNC (I 95%)

100,0% (537/537)
(99,3%, 100,0%)

100,0% (591/591)
(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%)

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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Analiza cantitativa

S-a efectuat analiza componentelor divergentei cu probabilitate maxima restrictionata (REML) pentru evaluarea divergentei totale a variabilei
continue latente (VAF pentru variante ADN scurte si citiri de sustinere pentru fuziuni ARN) si pentru estimarea componentelor preciziei [abatere

standard (SD), coeficient de variatie (CV)] pentru fiecare sursa de variatie [operatori, instrumente, zile, loturi de reactivi, variatie reziduala si totald].

Rezultatele sunt prezentate Tn Tabelul 68 pentru variantele ADN scurte si in Tabelul 69 pentru fuziunile ARN.

Variatia VAF a crescut proportional cu media, conform estimarilor pentru proportionalitate binomiala. Variatia citirilor de sustinere a crescut
proportional cu media, conform estimarilor pentru datele numerice. Componenta reziduala a prezentat contributia cea mai ridicata la divergenta
totala atat variantele ADN scurte, cat si pentru fuziunile ARN la ambele niveluri, sustinand astfel concluzia ca detectia acestor variante cu TSO
Comprehensive (UE) este robusta indiferent de operator, lot, instrument si zi.

Tabelul 68 Rezultate SD si CV cantitative pentru variantele ADN scurte tintite

Nivel L
Varianta

VAF

Jos RET D898

(~1x E901del
LoD) RET C618R

RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Tip de
varianta

DELETIE

SNV

SNV

MNV

DELETIE

N

tentative

valide

54

54

53

54

54

VAF
medie

0,048

0,046

0,042

0,028

0,056

Operator
SD (%CV)

0,000
(0,0)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Instrument
SD (%CV)

0,000
(0,0)

0,000
(0,0)
0,001
(3.0)
0,000
(0,0)

0,002
(3,0)

SD lot
(%CV)

0,000
(0,0)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,001
(3.3)

0,006
(11,6)

SD zi
(%CV)

0,004
(8,7)

0,000
(0,0)
0,000
(0,0)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Rezidual
SD
(%CV)

0,014
(30,0)
0,014
(31,3)
0,011
(25,6)
0,009
(30,7)

0,010
(18,5)

Total
SD
(%CV)

0,015
(31,2)
0,014
(31,3)
0,011
(25,7)
0,009
(30,9)

0,012
(22,0)
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Nivel
VAF

Ridicat
(~3x
LoD)

Varianta
RET D898
E901del
RET C618R
RET M918T

RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Tip de
varianta

DELETIE

SNV

SNV

MNV

DELETIE

N

tentative

valide

54

54

52

54

52*

VAF
medie

0,088

0,146

0,078

0,095

0,164

Operator
SD (%CV)

0,000
(0,0)

0,003
(1.7)
0,002
3.1)
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
(2,9)

0,000
(0,0)

SD lot
(%CV)

0,001
(1.4)

0,020
(13.7)
0,000
(0,0)
0,002
(2.1)

0,005
(3,0)

SD zi
(%CV)

0,006
(7,0)
0,002
(1.1)
0,007
(9.1)
0,000
(0,0)

0,000
(0,0)

Rezidual
SD
(%CV)

0,017
(19,2)
0,018
(12,6)
0,018
(23,1)
0,014
(15,0)

0,020
(12,1)

Total
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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Tabelul 69 Rezultate SD si CV cantitative pentru fuziunile ARN tintite

Nivel citiri
de
sustinere

Jos

Fuziune

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3
(linie de
celule)

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

N

tentative

valide

54

54

54

54

54

54

Media
citirilor de
sustinere
20,2

22,1

20,3

16,2

23,1

13,3

18,7

SD
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
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 lot
(%CV)

3,3
(16,4)
1,8
(8,0)
4,4
(21,5)
2,2
(13,4)
0,0
(0,0)

0,0
(0,0)
5,4
(29,1)

SD zi
(%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
reziduala
(%CV)
57
(28,2)
6,0
(27,2)
8,3
(40,8)
47
(28,7)
6,7
(29,1)

5,1
(38,3)

6,2
(33,0)

SD
total
(%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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Nivel citiri
de
sustinere

Ridicat

Fuziune

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3
(linie de
celule)

NCOA4-RET

N

tentative

valide

54

54

54

54

54

Media
citirilor de
sustinere
571

53,2

52

41,7

28,3

24,8

SD
operator
(%CV)
11,2
(19,6)
8,2
(15,5)
0,0
(0,0)
7,2
(17,2)
7.9
(28,0)

3,1
(12,3)

SD
instrument
(%CV)
1,2
(2,1)
0,8
(1.4)
4.1
(7,8)
0,4
(1,0)
1,0
(3,6)

0,0
(0,0)

SD lot
(%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 zi

(%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
reziduala
(%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)

SD
total
(%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)
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Studiul 2

Precizia intra-laborator a fost evaluata pentru incarcatura mutationala tumorala (tumour mutational burden/TMB) si
instabilitatea microsatelitard (microsatellite instability/MSI). S-au utilizat, pentru evaluarea preciziei la diferite niveluri din
intregul interval de scoruri, pentru NSCLC, cinci specimene FFPE de ADN pentru NSCLC si, pentru CRC, sapte
specimene FFPE pentru MSI, atat cu stabilitate microsatelitara (MSS), céat si cu instabilitate microsatelitara (MSI)
ridicata. Fiecare specimen a fost rulat in regim duplicat pe trei instrumente NextSeq 550Dx de trei (3) operatori, in trei (3)
zile, cu trei (3) pregaétiri de biblioteci pentru trei (3) loturi de reactivi, generandu-se 54 de observatii/nivel.

Acordul calitativ a fost evaluat pentru statusul MSI. Analiza TSO Comprehensive (UE) a demonstrat concordanta de
100% la determinarile procentual pozitive si procentual negative pentru statusul MSI. TSO Comprehensive (UE)
raporteaza scorul TMB pentru TMB, concordanta calitativa nefiind aplicabila.

Variatia totala a scorurilor TMB si MSI, impreuna cu contributiile defalcate pe surse (instrumente, operatori, loturi, zile si
reziduale) a fost cuantificatd un model al divergentelor componentelor intr-o gama de scoruri. Abaterea standard (SD) si
coeficientul de variatie (CV) sunt prezentate in Tabelul 70 pentru TMB si in Tabelul 71 pentru MSI, pe niveluri. Unele
niveluri au inregistrat sub 54 de observatii din cauza bibliotecilor nevalide.

Tabelul 70 SD pentru scorul TMB cantitativ si rezultatele CV

. Operator  Instrument Lot Zi Rezidual Total
. Scor TMB N tentative
Nivel . . SD SD SD SD SD SD
mediu valide
(%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%)
L5 42,3 54 0,00 0,00 0,15 0,00 1,37 1,38
(0%) (0%) (0%) (0%) (3%) (3%)
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Tabelul 71 SD pentru scorul MSI cantitativ si rezultatele CV

:Icsc:r Operator Instrument Lot Zi Rezidual Total

Status MSI  Nivel mediu tentative SD SD SD SD SD SD
(%) valide (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)

(1]

Stabilitate L1 0,80 53 0,35 0,00 0,15 0,00 0,52 0,64
MS (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%)

Instabilitate L3 48,68 53 0,19 0,00 0,00 1,19 2,48 2,76
MS ridicata (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%)

L5 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%) (1%)

Variatia scorurilor TMB tinde sa creasca proportional cu media, conform rezultatelor scontate pe baza distributiei
teoretice ale datelor numerice. Variatia scorurilor MSI pentru nivelurile apropiate de scor MSI = 50 sunt mai mari decat
variatia scorurilor MSI la niveluri apropiate de 0 sau 100, fiind consecventa cu variabilitatea pe baza distributiei teoretice
a datelor proportionale. Componenta reziduala si-a mentinut contributia cea mai ridicata la divergenta totala atat pentru
scorurile MSI, cat si pentru scorurile TMB, sustinand astfel concluzia ca scorurile sunt robuste indiferent de operator, lot,
instrument si zi.

Valorile C5 si C95 aproximativ la valoarea limita de 20,00% au fost determinate pentru MSI printr-un profil de precizie
(Tabelul 72).
Tabelul 72 Intervale C5-C95 pentru MSI

Scor C5 C95

MSI 17,17% 23,32%

Totusi, deoarece atat MSI, cat si TMB sunt biomarkeri complecsi, performantele analitice pot varia de la un specimen la
altul. Aceasta inseamna ca variatia TMB nu depinde doar de valoarea TMB, ci si de componenta variantelor din
specimen cum sunt tipul de varianta (SNV, Indel) si nivelul frecventei alelelor variantei (VAF) (proximitatea fata de
valoarea limita de includere). De asemenea, variatia MSI depinde nu doar de valoarea MSI, ci si de componenta
locatiilor din specimen, cum sunt numarul de locati instabile si numarul de instabilitati/locatie.
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A fost evaluat impactul continutului tumoral asupra scorurilor TMB si MSI. Tn cazul majoritatii specimenelor, continutul 2
30% a afectat in masura neglijabila scorurile TMB la peste 10 mutatii/megabaza. Scorurile TMB au ramas relativ
neschimbate o data cu cresterea cantitatii de continut tumoral. Pentru specimenele cu MSl ridicata, continutul tumoral a
prezentat o corelatie pozitiva, lineara, cu scorul MSI. Specimenele cu MSI ridicata si-au mentinut nivelul ridicat al
instabilitatii, ’n medie, pentru continut tumoral = 30%. Specimenele de endometru s-au comportat semnificativ diferit fata
de alte tipuri de tesuturi si s-a determinat ca necesita o cantitate mai ridicata de continut tumoral pentru a putea fi
declarate cu MSI-H.

Acuratetea in analiza profilului tumoral

Detectia variantelor cu testul TSO Comprehensive (UE) a fost comparata cu rezultatele metodelor de referinta.
Variantele ADN scurte si TMB au fost comparate cu o metoda externa NGS de secventiere completa de exom validata.
Amplificarile de gene au fost comparate cu aceeasi metoda de secventiere completd de exom NGS sau cu o metoda de
hibridizare duala in situ (DISH) pentru amplificarile HER2. MSI s-a evaluat in comparatie cu un test MSI-PCR validat.
Variantele ARN splice au fost comparate cu o metoda PCR cantitativa validata. Fuziunile ROS1 si ALK au fost
comparate cu teste FISH validate. Toate celelalte fuziuni au fost comparate cu o metoda compozita, constand din
secventierea completa de exom cu grup NGS (RNGS1), cu grup de fuziuni tintit NGS (RNGS2) si PCR digitala cu
picaturi fine (ddPCR).

Detectia variantelor ADN scurte

Detectia variantelor ADN scurte cu testul TSO Comprehensive (UE) a fost comparata cu rezultatele secventierii
complete de exom (WES), comparandu-se WES cu perechi din specimene tumorale corespondente normale pentru
definirea de variante gametice si somatice de variante scurte. Comparatia intre variantele scurte, constand din variante
mononucleotidice (SNV), insertii si deletii s-a bazat pe 124 de specimene din 14 tipuri de tesuturi diferite, valide atat
pentru TSO Comprehensive (UE), cat si pentru WES. TSO Comprehensive (UE), dar nu si WES, are capacitatea de a
detecta variante multinucleotidice (MNV, 2-3bp), necesitand defazare. MNV pentru TSO Comprehensive (UE) au fost
evaluate ca SNV individuale in raport cu WES. Un rezumat al acordului la nivel de varianta, incluzand acordul
procentual pozitiv (PPA) si negativ (NPA) pentru toate definirile de variante este prezentat in Tabelul 73.

Tabelul 73 Rezumatul acordului pentru definirea de variante scurte, evaluate dupa statutul gametic sau somatic

Definire de variante Definire de variante Variante nedefinite,
somatice, WES gametice, WES WES
Variante definite, 382 33163 426
TSO
Comprehensive
(UE)
Variante nedefinite, 69 61 70000481
TSO
Comprehensive
(UE)
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Definire de variante Definire de variante Variante nedefinite,
somatice, WES gametice, WES WES
Totala 451 33224 70000907
Acord procentual PPA: PPA: NPA:
85% (382/451), >99% (33.163/33.224) >99%
1T 95%: [81%-87%] IT95%: [99,8%-99,9%] (70.000.481/70.000.907)
11 95%: [99,999%-
99,999%]

In total, TSO Comprehensive (UE) a definit 426 de variante nedetectate prin metoda WES. Doua sute patru (48%) din
aceste variante au prezenta frecventa a alelelor variantei sub pragul de definire cu metoda WES. Pentru restul
variantelor cu rezultate potential fals pozitive, exista dovezi slabe ale definirii variantelor prin metoda WES. De
asemenea, multe din variante au prezentat dovezi slabe prin metoda WES n specimenele corespondente normale.
Acest rezultat sugereaza ca respectivele variante au fost ratate in tumori prin WES din cauza tumorii in contaminare
normala.

Detectia incarcaturii mutationale tumorale

Concordanta TMB a fost determinata prin compararea scorurilor TMB (mutatii somatice/megabaza) obtinute cu metoda
WES si cu TSO Comprehensive (UE) a 124 de specimene pentru care sunt disponibile date obtinute atat cu TSO
Comprehensive (UE), cat si cu metoda WES. Analiza regresiei lineare cu metoda WES ca factor de predictie a prezentat
interceptare pe axa y de 2,53, panta de 0,89 si coeficient de corelare Pearson de 0,94 (Figura 3).
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Figura 3 Corelarea scorului TMB intre metoda WES si TSO Comprehensive (UE).
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Detectia amplificarii de gene

Detectia amplificarilor de gene cu TSO Comprehensive (UE) a fost comparata cu rezultatele aceluiasi test WES,
utilizand specimene tumorale corespondente normale pentru testare sau doar specimene tumorale. Tn total, s-au testat
420 de specimene, din care 183 cu metoda ortogonala pentru specimene tumorale/normale si 237 cu metoda pentru
specimene exclusiv tumorale. Specimenele au fost selectate din 14 tipuri de tesuturi si au continut amplificari a 55 de
gene. TSO Comprehensive (UE) raporteaza amplificari de gene pentru genele MET si ERBB2. Totusi, precizia a fost
evaluata pentru toate cele 55 de gene. Rezumatul determinarilor de amplificari de gene este prezentat in Tabelul 74.

Tabelul 74 Determinari de amplificari de gene

Pozitive, metoda WES Negative, metoda WES
Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 337 415
Negative, TSO Comprehensive (UE) 28 24.000
Totala 365 24.415
Acord procentual PPA: 92% (337/365) NPA: 98,3% (24.000/24.415)
1195%: [89%, 95%] 1195%: [98,1%, 98,5%]

Amplificarile de gene ERBB2 (HER2) in tesuturi gastrice si mamare au fost analizate separat de celelalte ampilificari de
gene, cu metoda de hibridizare duala in situ (DISH). In total s-au testat 116 specimene de tesut mamar si gastric, din
care 64 prezentasera anterior rezultate pozitive pentru HER2 cu metodele IHC sau FISH. Pentru un specimen a esuat
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extractia, pentru 3, validitatea pentru TSO Comprehensive (UE) si pentru 3, validitatea pentru DISH. Din cele 108
specimene, 20 (18,5%) au prezentat scoruri (intre 1,5 si 2,5) aproape de valoarea limita DISH de 2,0. Rezultatele
concordantei, incluzand PPA si NPA pentru toate specimenele, inclusiv cu excluderea cazurilor HER2 la limita DISH
sunt prezentate in Tabelul 75.

Tabelul 75 Rezumatul concordantei intre rezultatele cu TSO Comprehensive (UE) si HER2 DISH, inclusiv pentru
amplificare de gene HER2.

Amplificare de gene HER2 HER2 DISH cu HER2 DISH fara
(tesut mamar si gastric) amplificare amplificare
Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 17 (inclusiv 1 la limita) 13 (inclusiv 1 la limita)
Negative, TSO Comprehensive (UE) 10 (inclusiv 6 la limita) 68 (inclusiv 12 la limita)
Acord procentual, cu includerea cazurilor lalimita PPA: 63% (17/27) NPA: 84% (68/81)
1195%: [44%, 78%] 1195%: [74%, 90%]
Acord procentual, cu excluderea cazurilor la PPA: 80% (16/20) NPA: 82% (56/68)
limita 1195%: [58%, 92%] 1195%: [72%, 90%)]

Detectia instabilitatii microsatelitare

Detectia instabilitatii microsatelitare cu TSO Comprehensive (UE) a fost comparata cu rezultatele unui test MSI-PCR
care utilizeaza specimene tumorale corespondente normale pentru testare. S-au comparat 195 de specimene, cu
respectarea cerintei de continut tumoral = 30%, reprezentand 14 tipuri de tesuturi. MSI-PCR evalueaza 5 locatii si
prezinta 3 rezultate: MSS (fara locatii instabile ), MSI-Low (o locatie instabila) si MSI-High (doua sau mai multe locatii
instabile). TSO Comprehensive (UE) evalueaza péana la 130 de locatii microsatelitare si clasifica specimenele doar ca
MSS sau MSI-High (= 20% locatii instabile). Rezultatele MSI-Low si MSS au fost grupate pentru MSI-PCR. Analiza
concordantei este prezentata in Tabelul 76.

Tabelul 76 Rezumatul analizei concordantei intre TSO Comprehensive (UE) si MSI-PCR pentru instabilitate
microsatelitara ADN

Instabilitate MSI PCR, MSI-High PCR, MSI-Low PCR MSS
TSO Comprehensive (EU), instabilitate 40 2 0
(MSI-High)

TSO Comprehensive (EU), stabilitate (MSS) 3 0 150
Totala 43 2 150
Acord procentual PPA: 93% (40/43) NPA: 99% (150/152)

1195%: [81%, 98%] 1195%: [95%, >99%)]

Detectia variantelor ARN splice

Precizia detectiei variantelor splice a fost calculatd comparand rezultatele TSO Comprehensive (UE) cu rezultatele
gPCR pentru EGFRVvllIsi Met Exon 14del, incluzand un rezultat ARN pozitiv cunoscut pentru fiecare varianta splice.
Analiza concordantei s-a efectuat pe un total de 230 specimene ARN unice din 14 tipuri de tesuturi cu date disponibile,
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atat cu TSO Comprehensive (UE), céat si cu metoda de referinta. Toate specimenele au fost testate pentru

MET Exon 14del, iar specimenele EGFRUVIII au fost testate doar in tesut cerebral. Trei specimene detectate ca pozitive
pentru MET Exon 14del cu qPCR, dar nu si cu TSO Comprehensive (UE), au inregistrat Ct mediu > 37, sub nivelul LoD
al TSO Comprehensive (EU). Rezultatele studiului concordantei sunt rezumate in Tabelul 77.

Tabelul 77 Rezumatul analizei concordantei intre TSO Comprehensive (UE) si gPCR pentru variante ARN splice.

Variante ARN splice Pozitive, qPCR Negative, qPCR

Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 3 0

(EGFRuvIIIN)

Negative, TSO Comprehensive (UE) 0 13

(EGFRVIIIN)

Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 1 0

(Met Exon 14Del)

Negative, TSO Comprehensive (UE) 3 217

(Met Exon 14Del)

Totala 7 230

Acord procentual PPA: NPA:
57% (4/7) 100% (230/230)
1195%: [25%, 84%] 1195%: (98%, 100%)

Detectia fuziunilor ARN
Comparatie prin metoda compozita

Fuziunile TSO Comprehensive (UE) au fost comparate printr-o metoda compozita constand in secventierea completa
de exom cu grup NGS (RNGS1), cu grup de fuziuni tintit NGS (RNGS2) si PCR digitala cu picaturi fine (ddPCR).

Metoda RNGS1 consta in suprapunerea cu toate genele pentru care TSO Comprehensive (UE) poate detecta fuziuni.
Totusi, limita de detectie a metodei RNGS1 a fost de 4-8 ori mai mare decat a TSO Comprehensive (UE), pe baza
numarului de citiri de sustinere observate in determinarile de fuziuni suprapuse. De aceea, s-au folosit doua metode cu
sensibilitate mai mare si gama de fuziuni mai restransa impreuna cu metoda WES (RNGS1).

S-a testat cu RNGS1 un total de 255 de specimene ARN unice, reprezentand 14 tipuri de tesuturi si conforme cu valorile
TSO Comprehensive (UE). Doua specimene au fost nevalide pentru QC al specimenelor pentru RNGS1 si au fost
excluse de la analizele suplimentare. Din cele 82 de fuziuni determinate cu TSO Comprehensive (UE), 4 au fost excluse
din evaluare din cauza esecurilor la QC RNGS1, inca 7 fuziuni neputand fi determinate din cauza absentei tintelor din
grupul RNGS1. Din cele 71 de fuziuni determinate cu TSO Comprehensive (UE), 9 fuziuni au fost confirmate prin
RNGS1. RNGS1 a determinat 4 fuziuni nedeterminate de TSO Comprehensive (UE).

Din cele 62 de fuziuni pozitive cu TSO Comprehensive (UE) si nedetectate prin RNGS1, 13 s-au suprapus cu metoda
RNGS2 si au fost confirmate prin aceasta. O fuziune a fost determinata de RNGS2, dar nu si cu TSO Comprehensive
(UE).
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PCR digital cu picaturi fine s-a utilizat pentru fuziunile determinate cu TSO Comprehensive (UE), nedeterminate sau
imposibil de determinat prin RNGS1 si imposibil de evaluat prin RNGS2 (49). in plus, ddPCR a fost utilizata pentru
reevaluarea a 2 din 4 fuziuni cu rezultat fals negativ cu TSO Comprehensive (UE) prin RNGS1 si a 2 din 9 fuziuni
determinate si cu TSO Comprehensive (UE), si prin RNGS1. Cinci specimene cu fuziuni cu rezultat negativ au fost
incluse la testarea fiecarui specimen cu rezultat pozitiv pentru a asigura specificitatea. Optsprezece fuziuni nu au fost
testate cu ddPCR din cauza incapacitatii de a concepe primeri/sonde, a partenerilor genetici multipli pentru fuziuni sau a
materialelor FFPE insuficiente. Pentru ddPCR, primerii si sondele s-au conceput pe baza punctelor de intrerupere
observate in analiza TSO Comprehensive (EU).

In total, s-au detectat 52 de fuziuni cu ddPCR, din care 41 au fost determinate cu TSO Comprehensive (UE), nefiind
determinate sau fiind imposibil de determinat prin RNGS1. ddPCR a determinat noua fuziuni cu rezultate negative cu
TSO Comprehensive (EU) sau prin RNGS1. Doua fuziuni cu rezultat pozitiv prin ddPCR au confirmat cele 2 fuziuni
determinate si cu TSO Comprehensive (EU), si prin RNGS1. Prin ddPCR nu s-a detectat nicio fuziune pentru cele 2 cu
rezultat fals negativ cu TSO Comprehensive (UE) reevaluate cu RNGS1. Totusi, acestea au fost incluse ca fals negative
pe baza comparatiei cu RNGS1.

Rezultatele concordante prin diferitele metode (RNGS1, RNGS2 si ddPCR) pentru fuziuni sunt prezentate inTabelul 78.

Cele 63 de fuziuni concordante conform metodei compozite au reprezentat 43 de gene din grupul TSO Comprehensive
(UE). Totusi, sunt eligibile pentru raportare doar fuziunile din cele 23 de gene prezentate in Grup de gene pentru analiza
TSO Comprehensive (UE), la pagina 2

Tabelul 78 Clasificare tabelara incrucisata pentru rezultatele pentru fuziuni ARN obtinute cu TSO
Comprehensive (UE) comparativ cu metoda compozita (253 de specimene)

Fuziuni Pozitive, metoda compozita Negative, metoda compozita
Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 63" 18
Negative, TSO Comprehensive (UE) 142 13821
Totala 77 13839
Acord procentual PPA: NPA
82% (63/77) 99,9% (13821/13839)
1195%: [72%, 89%)] 1195%: (99,8%, 99,9%)

163 de rezultate pozitive reale cu TSO Comprehensive (EU) = 9 rezultate pozitive concordante prin RNGS1 + 13 rezultate pozitive
concordante prin RNGS2 + 41 de rezultate pozitive concordante prin ddPCR.

214 rezultate fals negative cu TSO Comprehensive (EU) = 4 rezultate negative neconcordante prin RNGS1 + 1 rezultat negativ
concordant prin RNGS2 + 9 rezultate negative neconcordante prin ddPCR.

Comparatie cu metoda FISH pentru fuziunile ROS1 si ALK

S-au testat doudzeci si cinci de specimene NSCLC cu metoda FISH, pentru fuziunile ROS1 si ALK, si 5 specimene
NSCLC suplimentare pentru fuziunea ROS1. Opt specimene pentru ROS1 au esuat cu metoda FISH din cauza tesutului
inadecvat. TSO Comprehensive (UE) si FISH au detectat doua fuziuni ROS1 si o fuziune ALK. Nu s-au observat
rezultate discordante. In Tabelul 79 sunt rezumate rezultatele concordante ale metodelor TSO Comprehensive (EU) Si
FISH pentru fuziunile ROS1 si ALK.
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Tabelul 79 Rezumat, rezultate concordante ale metodelor TSO Comprehensive (EU) si FISH pentru fuziunile
ROS1 si ALK

ALK+ROS1 Pozitive, metoda FISH Negative, metoda FISH

Pozitive, TSO Comprehensive (UE) 3 0

Negative, TSO Comprehensive (UE) 0 44

Totala 3 44

Acord procentual PPA: 100% (3/3) NPA: 100% (44/44)
[195%: [44%, 100%] 1195%: [92%, 100%]

Validitatea specimenului

Validitatea specimenului (prima tentativa) s-a masurat pentru 181 de specimene ARN unice si pentru 272 de specimene
ADN unice din blocuri FFPE depozitate < 5 ani. Aceste specimene au fost selectate pe baza tipului de tesut si a
materialului disponibil; validitatea analizei a fost necunoscuta. Valorile bibliotecii QC trebuie sa intruneasca criteriile
pentru tipul de varianta pentru a fi considerate valide. Validitatea specimenului a fost evaluata separat pentru fiecare din
tipurile de variante (variante ADN scurte/TMB, MSI, amplificari de gene, variante cu fuziune/splice), rezultatele fiind
prezentate in Tabelul 80.

Tabelul 80 Validitatea specimenului

Tip de varianta Validitatea specimenului
Variante cu fuziune/splice (ARN) 76%
Variante ADN scurte/TMB 75%
MSI 72%
Amplificare de gene 94%

Rezumatul validarii analitice pentru ipotezele de analiza a profilului tumoral

TSO Comprehensive (UE) este validat analitic pentru urmatoarele, pe baza datelor privind limita de detectie, precizia,
reproductibilitate si acuratetea:

* Variante ADN scurte - SNV, MNV, insertii si deletii

* TMB

* MSI

* Amplificari de gene MET si ERBB2 (HER2) (consultati Grup de gene pentru analiza TSO Comprehensive (UE),
la pagina 2).

* 23 de gene pentru care pot fi detectate fuziuni (consultati Grup de gene pentru analiza TSO Comprehensive (UE),
la pagina 2).

* Variante splice EGFR si MET (consultati Grup de gene pentru analiza TSO Comprehensive (UE), la pagina 2).
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Performanta clinica NTRK

Pentru validarea testului TSO Comprehensive (UE) ca test de diagnostic corelat (CDx) pentru selectia pacientilor pentru
tratament cu VITRAKVI® (larotrectinib), s-au testat, in sprijinul unui studiu privind precizia testului TSO Comprehensive
(UE) si a studiului comparativ cu extrapolare, specimene de tesuturi de la pacientii inrolati in studiile privind
larotrectinibul (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; denumite, colectiv, specimene din
studiul larotrectinib), cu data limita de colectare a datelor 15 UL 2019, suplimentate cu tesuturi FFPE disponibile pe
piata.

NCT02122913 a fost un studiu multicentric, in regim deschis, de faza 1, cu crestere treptata a dozei la pacienti adulti cu
tumori de organe pline avansate (de orice tip), neselectati pentru cancere cu rezultate pozitive pentru fuziune NTRK.
Dupa finalizarea segmentului de crestere treptaté a dozei, s-a initiat extinderea dozei pentru pacienti cu cancere cu
rezultate pozitive pentru fuziune NTRK documentate si pentru pacientii despre care investigatorul a considerat ca ar
putea beneficia de tratamentul cu un inhibitor TRK cu selectivitate ridicata. NAVIGATE NCT02576431 este un studiu in
derulare, multicentric, in regim deschis, de faza 2, pe pacienti cu cancere cu markeri genetici identici, cu varsta mai
mare sau egala cu 12 ani, cu tumori de organe pline avansate recurente si cu fuziune NTRK documentata prin testare
intr-un laborator extern. SCOUT NCT02637687 este un studiu in derulare, multicentric, in regim deschis, de faza 1/2 pe
pacienti cu varsta intre 0 si 21 de ani, cu tumori avansate de organe pline sau ale sistemului nervos central (SNC).

Din pacientii cu rezultate pozitiv pentru fuziune NTRK inclusi in studiul TSO Comprehensive (UE), 164 au format setul
de pacienti pentru eficacitatea primara extinsa a larotrectinibului (ePAS4).

Studiu privind precizia in detectarea fuziunilor NTRK1, NTRK2, NTRK3

Precizia testului TSO Comprehensive (UE) in detectarea fuziunilor NTRK (NTRK1, NTRK2 sau NTRK3) la pacientii cu
tumori de organe pline s-a demonstrat prin evaluarea acordului rezultatelor privind fuziunile NTRK intre TSO
Comprehensive (UE) si o metoda ortogonala validata bazata pe NGS.

S-a efectuat un studiu retrospectiv, neinterventional. Specimenele dintr-un studiu privind larotrectinibul si specimene
suplimentare au fost testate cu testul TSO Comprehensive (UE) intr-un centru extern si cu metoda ortogonala intr-un
laborator central. Precizia testului TSO Comprehensive (UE) in determinarea fuziunilor NTRK a fost estimata
comparativ cu metoda ortogonala; s-au calculat acordul procentual pozitiv (PPA) si negativ (NPA) si intervalele de
incredere (I1) 95% bilaterale conexe.

S-au testat cu TSO Comprehensive (UE) si/sau metoda ortogonala 516 specimene. Din aceste specimene, 499 au fost
testate cu ambele metode. Saptesprezece din cele 516 nu au fost testate cu una din metode din cauza extractiei esuate,
din motive necunoscute (pentru metoda ortogonala) sau a devierii de la protocol. Din cele 499 de specimene testate cu
ambele metode, 170 (34,1%) au fost specimene din studiul privind larotrectinibul si 329 (65,9%) au fost specimene
suplimentare.

Clasificarea tabelara incrucisata a rezultatelor pentru 499 de probe este prezentata in Tabelul 81. Din cele 499 de
specimene, 85 au prezentat rezultate nevalide cu TSO Comprehensive (UE); dintre cele 85, 53 au prezentat rezultate
nevalide si prin metoda ortogonala. Incé 7 specimene au prezentat rezultate nevalide prin metoda ortogonalé. Asadar,
407 din 499 au prezentat rezultate valide prin ambele metode.
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Tabelul 81 Studiul privind precizia in detectare pentru NTRK: Clasificarea tabelara incrucisata a rezultatelor TSO
Comprehensive (UE) in comparatie cu rezultatele prin metoda ortogonala pentru detectia fuziunilor NTRK

Rezultate, metoda ortogonala

Rezultate, TSO NTRK, pozitiv pentru NTRK, negativ pentru .

. . . Nevalid Total
Comprehensive (UE) fuziune fuziune
NTRK, pozitiv pentru fuziune 114 16 1 131
NTRK, negativ pentru fuziune 4 273 6 283
Nevalide* 4 28 53 85
Totala 122 317 60 499

* Rezultatele nevalide cu TSO Comprehensive (EU) provin de la nivel de specimen si ciclu.

Analizele acordului, cu excluderea si includerea rezultatelor TSO Comprehensive (UE) nevalide sunt prezentate in
Tabelul 82. Cu excluderea rezultatelor TSO Comprehensive (UE) nevalide, PPA a fost 96,6% (114/118, 11 95%: 91,5%—
99,1%), iar NPA, 94,5% (273/289; 11 95%: 91,2%-96,8%).

Tabelul 82 Studiul privind precizia in detectare pentru NTRK: PPA si NPA pentru TSO Comprehensive (UE) in
comparatie cu metoda ortogonala in detectarea fuziunilor NTRK

Cu excluderea rezultatelor TSO Cu includerea rezultatelor TSO
Comprehensive (EU) nevalide Comprehensive (EU) nevalide
Nivelul de < %
Acord,% (n/N) 11 95%* Acord,% (n/N) 11 95%*
acord
PPA 96,6% (114/118) 91,5%-99,1% 93,4% (114/122) 87,5%-97,1%
NPA 94,5% (273/289) 91,2%-96,8% 86,1% (273/317) 81,8%-89,7%

* [195% pe baza metodei Clopper-Pearson (exacta)

Studiu clinic comparativ cu extrapolare privind detectarea fuziunilor NTRK1, NTRK2,
NTRK3

Intr-un studiu clinic comparativ cu extrapolare s-a demonstrat validitatea clinicad a TSO Comprehensive (UE) in
detectarea fuziunilor NTRK1, NTRK2 si NTRK3 la pacientii cu tumori de organe pline care ar putea beneficia de
tratament cu larotrectinib. Studiul s-a efectuat pentru evaluarea eficacitatii clinice a testului TSO Comprehensive (UE) in
identificarea pacientilor cu rezultate pozitive pentru fuziuni NTRK1, NTRK2 si NTRK3 pentru tratamentul cu larotrectinib
si pentru evaluarea concordantei intre metodele testului TSO Comprehensive (UE) si testului utilizat pe plan local (LT)
(pentru determinarea statusului fuziunilor NTRK pentru studiile clinice despre larotrectinib).

Metodele LT au inclus NGS, hibridizare in situ cu fluorescenta (FISH), reactie de polimerizare in lant (PCR) si teste
NanoString. Fuziunile NTRK (ETV6 NTRK3) au fost deduse pentru pacienti cu fibrosarcom infantil cu translocatie ETV6
identificatd cu metoda FISH. Majoritatea celor 235 de pacienti din studiul despre larotrectinib cu status al fuziunii NTRK
cunoscuti au fost testati prin metode NGS.
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Tnca se mai inroleazé pacienti in studiile NAVIGATE NCT02576431 si SCOUT NCT02637687. Pané la data limitd 15
IUL 2019 fusesera inrolati 279 de pacienti. Din cei 279 de pacienti, 208 au prezentat rezultate pozitive pentru fuziune
NTRK. Din cei 208 de pacienti cu rezultate pozitive, 164 au format grupul ePAS4 pentru larotrectinib.

Criteriul final primar pentru analiza eficacitatii larotrectinibului a fost rata de raspuns globala (ORR) conform evaluarii
comitetului de analiza independent (CCI) a unui set de date grupate din cele 3 studii clinice. ORR s-a evaluat pe baza
procentajului de pacienti cu raspuns global optim dintre cei cu raspuns complet sau raspuns partial confirmate pe baza
criteriilor RECIST, versiunea 1.1. ORR pentru ePAS4 larotrectinib a fost 72,6% (11 95% [65,1%, 79;2%]), pacientii inclusi
avand tipuri de tumori diferite.

Contabilizarea specimenelor

Setul de specimene a inclus reprezentarea unei varietati largi de tipuri de tumori si specimene de la pacienti pediatrici si
adulti.

in studiile despre larotrectinib au fost inrolati 279 de pacienti pana la 15 IUL 2019. Dintre acestia, 235 de pacienti
prezentau status al fuziunii NTRK cunoscut, determinat cu o metoda LT: 208 au prezentat rezultate pozitive, iar 27,
negative. Statusul fuziunilor NTRK a fost necunoscut pentru 44 de pacienti, deoarece nu s-a impus testarea pentru
eligibilitate a pacientilor in fazele de crestere treptata a dozei din studiile NCT02122913 si SCOUT NCT02637687.
Pentru studiul clinic comparativ cu extrapolare pentru testul TSO Comprehensive (UE) s-au considerat eligibile
specimene de la pacientii din studiul despre larotrectinib inrolati pana la 15 IUL 2019 cu status cunoscut al fuziunii NTRK
(208 pacienti cu rezultate pozitive si 27 cu rezultate negative) si specimenele suplimentare cu rezultate negativ pentru
fuziune NTRK determinate prin metode LT reprezentative.

Din cele 208 de specimene cu rezultate pozitive din studiul despre larotrectinib, 154 au fost disponibile pentru testare cu
TSO Comprehensive (UE). Dintre acestea, 138 au prezentat rezultate valide. Cincisprezece specimene au fost nevalide
din cauza esecului valorilor de calitate pentru secventierea specimenelor, iar 1 specimen nu a fost testat din cauza unei
abateri de la protocol. Din cele 27 de specimene cu rezultate negative din studiul despre larotrectinib, 24 au fost
disponibile pentru testare. Dintre acestea, 22 au prezentat rezultate valide cu TSO Comprehensive (UE). Doua
specimene au fost nevalide din cauza esecului valorilor de calitate pentru secventierea specimenelor.

Au fost trecute prin screening specimene suplimentare prin una din cele doua metode LT reprezentative. Au fost
procurate si examinate pentru continut tumoral peste 350 de specimene. Dintre specimenele suplimentare care
intruneau cerintele, 266 au fost extrase cu succes si li s-a confirmat statusul fuziunii NTRK negativ printr-o metoda LT
reprezentativa. Dintre acestea, 260 de specimene au fost disponibile pentru testare cu TSO Comprehensive (UE), iar
222 au prezentat rezultate valide. 38 de specimene au fost nevalide din cauza esecului valorilor de secventiere a
specimenelor (n = 25) sau a esecului ciclului de secventiere (n = 13). Setul cu rezultate negativ pentru fuziune NTRK s-a
compus din 222 de specimene suplimentare si 22 de specimene din studiul despre larotrectinib.

Rezultate concordante

Acordul rezultatelor obtinute cu TSO Comprehensive (UE) in relatie cu rezultatele metodelor LT, cu si fara rezultatele
TSO Comprehensive (UE) nevalide este prezentat in Tabelul 83.
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Tabelul 83 Studiu clinic comparativ cu extrapolare pentru NTRK: Acordul intre testul TSO Comprehensive (UE)
si metodele LT de detectie a fuziunilor NTRK

Fara rezultatele nevalide cu testul TSO Cu rezultatele nevalide cu testul TSO
Comprehensive (EU) Comprehensive (EU)
Nivelul d - .
eI A€ o, acord (niN) I 95%* % acord (n/N) I 95%*

acord

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%

* |1 95% bilaterale au fost calculate cu metoda Clopper-Pearson (exacts).
Sensibilitatea analizei in raport cu rezultatele lipsa prin TSO Comprehensive (UE) a demonstrat robustetea analizei
acordului. Rezultatele lipsa prin TSO Comprehensive (UE) pentru pacientii cu rezultate pozitive pentru fuziuni LT NTRK
(n=70) au fost imputate pe baza modelului regresiei logistice. Estimarile de acord, inclusiv cele imputate, sunt
prezentate in Tabelul 84.
Tabelul 84 Studiu clinic comparativ cu extrapolare pentru NTRK: Acordul intre testul TSO Comprehensive (UE) si
metodele LT de detectie a fuziunilor NTRK, inclusiv valorile imputate pentru pacientii cu rezultate pozitive pentru
LT cu rezultate lipsa prin TSO Comprehensive (UE).

Nivelul de acord % acord 11 95%*

PPA 85,2% 78,6%-91,7%
NPA 96,3% 93,9%-98,7%
OPA 91,2% 87,9%-94,5%

Rezultatele lipsa prin TSO Comprehensive (UE) pentru pacientii cu rezultate negative pentru fuziune LT nu au fost imputate.
* [195% bilaterale au fost calculate cu metoda Boot a imputérii multiple. Metoda imputarii multiple Boot este un pas bootstrap
fncorporat in imputarea multipla (Schomaker and Heumann 2018).
Acordurile intre testul TSO Comprehensive (UE) si LT pe tipuri de metode (de exemplu, ARN NGS, FISH) sunt
prezentate in Tabelul 85.
Tabelul 85 Studiu clinic comparativ cu extrapolare pentru NTRK: Acordul intre testul TSO Comprehensive (UE) si
metodele LT de detectie a fuziunilor NTRK pe tipuri de metode LT

Tip de metoda LT Nivel de acord % acord (n/N) 11 95%'
ADN 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%
ARN 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%
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Tip de metoda LT Nivel de acord % acord (n/N) 11 95%'

FISH PPA 80,0% (8/10) 44,4%-97,5%
NPA Nu s-a calculat (1/1) Nu s-a calculat
OPA 81,8% (9/11) 48,2%-97,7%

PCR PPA 100,0% (8/8) 63,1%-100,0%
NPA Nu s-a calculat (0/0) Nu s-a calculat
OPA 100,0% (8/8) 63,1%-100,0%

Nu s-a calculat: pentru subgrupuri cu numar de specimene < 5 nu s-au calculat statisticile relative la acord.

"1195% bilaterale au fost calculate cu metoda Clopper-Pearson (exacta).

2 Include metodele NGS exclusiv pe baza de ARN si pe baza de ADN si ARN.
Din cele 437 de specimene testate cu TSO Comprehensive (EU), 24 au prezentat rezultate discordante prin LT: 15 au
prezentat rezultate pozitive prin LT si negative cu TSO Comprehensive (EU), iar 9 au prezentat rezultate negative prin
LT si pozitive cu TSO Comprehensive (EU). Din cele 24 de specimene cu rezultate discordante, 8 au fost testata cu o
metoda ARN NGS LT, 14 cu o metoda ARN NGS LT si 2 cu FISH.

O metoda NGS validata a confirmat rezultatele TSO Comprehensive (UE) pentru 14 din cele 24 de specimene cu
rezultate discordante. Pentru celelalte 10 specimene, rezultatele cu TSO Comprehensive (UE) au fost discordante atat
prin LT, cat si prin metoda NGS independenta.

Rezultate privind eficacitatea clinica

Tn cadrul cohortei ePAS4, eficacitatea larotrectinibului pentru populatiile cu rezultate pozitive cu TSO Comprehensive
(UE) si LT (97 de pacienti, ORR=78,4%, I195% [68,8%, 86,1%]) a fost similara cu eficacitatea larotrectinibului pentru
populatia ePAS4 totala (164 pacienti, ORR=72,6%, 1195% [65,1%, 79,2%)]) (Tabelul 86). Din cei 97 de pacienti cu
rezultate pozitive cu TSO Comprehensive (UE) din cadrul ePAS4, 28 (28,9%) au raspuns complet medical/chirurgical,
iar 48 (49,5%) au raspuns partial la tratament.

Din cei 13 pacienti cu rezultate negative cu TSO Comprehensive (UE) si pozitive cu LT, 1 (7,7%) pacient a raspuns
complet, iar 2 (15,4%) au raspuns partial la terapia cu larotrectinib.

Nr. document: 200007789 v06 RON 138 din 142

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE) i||um|na'&‘

Tabelul 86 Studiu clinic comparativ cu extrapolare pentru NTRK: ORR pentru pacienti cu rezultate pozitive cu LT si
TSO Comprehensive (UE) in cadrul ePAS4

TSO TSO
. Comprehensive Comprehensive
LT, pozitiv pentru
. (UE) (UE)
fuziune N=164 L. L
, pozitiv i LT, , hegativ si LT,
pozitiv N=97 pozitiv N=13
Cel mai Raspuns complet 31 22 1
bun (18,9%) (22,7%) (7,7%)
raspuns,  pxspuns complet chirurgical 8 6 0
global, n (4,9%) (6,2%)
(%) . :
Raspuns partial 80 48 2
(48,8%) (49,5%) (15,4%)
Boala stabila 25 13 4
(15,2%) (13,4%) (30,8%)
Boala in evolutie 13 6 5
(7,9%) (6,2%) (38,5%)
Imposibil de evaluat 7 2 1
(4,3%) (2,1%) (7,7%)
Rata de Numar de pacienti, n 164 97 13
raspuns  Numar de pacienticu CR+sCR 119 76 3
globala +PR.n
ORR% (I195%*) 72,6% 78,4% 23,1%
(65,1%, (68,8%, (5,0%,
79,2%) 86,1%) 53,8%)

Abrevieri: CR = raspuns complet, PR = raspuns partial, sSCR = raspuns complet chirurgical.
* Intervalele de incredere 95% bilaterale au fost calculate cu metoda Clopper-Pearson (exacta).
Lipsesc rezultatele a 54 de pacienti cu TSO Comprehensive (UE).

Datele din acest studiu vin n sprijinul sigurantei si eficacitatii testului TSO Comprehensive (UE) utilizat in identificarea
pacientilor cu tumori de organe pline cu fuziuni NTRK, care pot fi eligibili pentru tratament cu larotrectinib.

Nr. document: 200007789 v06 RON 139din 142

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE) i||um|na'&‘

Referinte

1. American Society of Clinical Oncology. www.asco.org. Accesata la 3 octombrie 2016.

2. European Society for Medical Oncology. www.esmo.org. Accesata la 3 octombrie 2016.

Nr. document: 200007789 v06 RON 140 din 142

PENTRU DIAGNOSTIC IN VITRO. EXCLUSIV PENTRU EXPORT.



Prospect pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE) i||um|na'&‘

Istoricul reviziilor
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v03 Aprilie + Adaugire, informatii despre caracteristicile de performanta pentru fuziunile NTRK
2022 » Adaugire, marcajul EXCLUSIV PENTRU EXPORT
 Actualizare, declaratia privind utilizarea preconizata, prin adaugirea ipotezei NTRK1-3
CDx
+ Extindere, informatii despre componentele produsului prin includerea PN pentru
componenta software
v02 Februarie » Corectura, eroare in tabelul de referinta
2022 + Adaugire, limitare conexa variantelor gametice si somatice
+ Clarificare, limbaj privind detectia amplificarii de gene
vO1 Decembrie + Actualizare, limitarile procedurii
2021 + Clarificare, specificatiile suportului magnetic si ciclorului termic in lista cu echipamente
si materiale
v00 Noiembrie Versiunea initiala
2021
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Brevete si marci comerciale

Prezentul document si continutul sau constituie proprietatea lllumina, Inc. si a afiliatilor sai (lllumina), fiind destinate exclusiv utilizarii contractuale de
catre client, n legatura cu folosirea produsului sau produselor descrise in prezentul document, iar utilizarea lor in orice alt scop fiind interzisa. Acest
document si continutul sdu nu trebuie utilizate sau distribuite pentru niciun alt scop si/sau nici comunicate, divulgate sau reproduse in orice alt mod si
n orice forma fara consimtamantul prealabil acordat in scris de lllumina. lllumina nu transmite, in temeiul brevetelor sale, marcilor sale comerciale,
drepturilor sale de autor sau n temeiul dreptului comun, nicio licenta si nici drepturi similare ale oricaror terti prin acest document.

Este obligatorie respectarea cu strictete si explicita a instructiunilor cuprinse in prezentul document de personal calificat si corespunzator instruit,
pentru a asigura utilizarea corespunzatoare si in siguranta a produsului(lor) descrise Tn acesta. Sunt obligatorii citirea integrala si intelegerea deplina a
continutului prezentului document inainte de utilizarea produsului(lor) respective.

NECITIREA INTEGRALA S| NEINTELEGEREA DEPLINA A TUTUROR INSTRUCTIUNILOR DIN PREZENTUL DOCUMENT POT DUCE LA
DEFECTAREA PRODUSULUI(LOR), VATAMAREA PERSOANELOR, INCLUSIV A UTILIZATORILOR SI A ALTORA, DETERIORAREA ALTOR
BUNURI, DUCAND, TOTODATA, LA ANULAREA ORICARE| GARANTII APLICABILE PRODUSULUI(LOR).

ILLUMINA S| DECLINA RASPUNDEREA PENTRU ORICE EVENIMENT REZULTAT DIN UTILIZAREA INADECVATA A PRODUSULUI(LOR)
DESCRISE IN PREZENTUL DOCUMENT (INCLUSIV A PIESELOR ACESTORA SAU A SOFTWARE-ULUI AFERENT).

© 2023 lllumina, Inc. Toate drepturile rezervate.

Toate marcile comerciale sunt proprietatea lllumina, Inc. sau a proprietarilor lor respectivi. Pentru informatii specifice privind marcile comerciale,
consultati www.illumina.com/company/legal.html.

Informatii de contact

wl Ce

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way

San Diego, California 92122 S.U.A. IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (in afara Americii de Nord) luming Netherlands BV
umina Nelherlanas o.v.

techsupport@illumina.com Steenoven 19
4626 DK Eindhoven

www.illumina.com o
Téarile de Jos

Etichetarea produsului

Pentru referinte complete privind simbolurile de pe ambalajele si etichetele produselor, consultati legenda simbolurilor
pentru setul dvs. la adresa support.illumina.com, fila Documentation and Literature (Documentatie si literatura).
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