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Formular de urmarire in laborator pentru TruSight™
Oncology Comprehensive (UE)

A SE UTILIZA LA DIAGNOSTICAREA IN VITRO
EXCLUSIV PENTRU EXPORT

Instructiuni de utilizare
Figura 1 si Figura 2 sunt o prezentare generala a fluxului de lucru TruSight Oncology Comprehensive (TSO
Comprehensive).

Tnainte de a initializa protocolul, consultati avertismentele si precautiile din prospectul TruSight Oncology
Comprehensive (UE) (nr. document 200007789).
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Flux de lucru pentru pregatirea bibliotecii

2

Figura 1 Flux de lucru TSO Comprehensive (Partea 1)

Ziva 1

o Denaturare si renaturare ARN

Fragmentare gADN

©

Punctul de oprire
in siguranta

Nr. document 200009022 v02 RON

Procesare efectiva: 65 minute

Total: 75 minute
Reactivi: EPH3

Procesare efectiva: 100 minute
Total: 110 minute
Reactiv: TEB

Sintetizare, prima catena 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 siguranfa

2

o

2]

0

Punctul de oprire
in siguranta

Repararea extremitétilor si extensia homopolimerica
Procesare efectiva: 10 minute

Total: 70 minute

Reactivi: ERA1-A, ERA1-B

Adaptori de ligare
Procesare efectivd: 15 minute

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

Vycistenie ligacie

Realizacia: 40 minut

Celkom: 50 mindt

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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Flux de lucru pentru concentrare
Figura2 Flux de lucru TSO Comprehensive (Partea 2)

Ziua 1 (continuare) o Configurare, prima hibridizare
Procesare efectiva: 15 minute
Total: De pe o zi pe alta

Reactivi: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2
Hibridizare de pe o zi pe alta

Ziua 2 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/OPD2

Captura, a doua tinta

Procesare efectiva: 25 minute
Celkom: 60 minat

Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Punctul de oprire in siguranta

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

Punctul de oprire in siguranta

Normalizarea bibliotecilor

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

Punctul de oprire in siguranta

Pregatire pentru secventiere
Procesare efectiva: 30-45 minute

Total: 120 minute

Reactivi: HP3, RSB, PX3, HT1

o9 0 0 0 0 0

@ Concentrare @ Preg. secventiere
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Programarea cicloarelor termice

o 1 Tnainte de a initializa analiza, salvati programele de mai jos, de preamplificare si postamplificare, pentru cicloare
termice.

Tabel 1 Programe de preamplificare pentru ciclorul termic

. < Denumire Temperatura Volum de - . .
Pas din procedura R . Parametrii ciclorului termic
program capacului reactie

Denaturare si renaturare ARN LQ-RNA 100°C 17 ul * 65°C, 5 minute

* 4°C, 1 minut

* 4°C, mentinere
Sintetizare, prima catena cADN 1stSS 100°C 25 ul » 25°C, 10 minute

* 42°C, 15 minute

+ 70°C, 15 minute

* 4°C, 1 minut

* 4°C, mentinere
Sintetizare, catena a doua cADN 2ndSS 30°C 50 pl * 16°C, 25 minute

* 4°C, 1 minut

4°C, mentinere

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

Tabel 2 Programe de postamplificare pentru ciclorul termic

Denumire Temperatura Volum de
program capacului reactie

Indexare PCR I-PCR 100°C 50 pl » 98°C, 30 de secunde
» 15 cicluri la:
» 98°C, 10 secunde
* 60°C, 30 de secunde
» 72°C, 30 de secunde
72°C, 5 minute
10°C, mentinere

95°C, 10 minute

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

95°C, 10 minute

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

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

Pas din procedura Parametrii ciclorului termic

Efectuare, prima hibridizare HYB1 100°C 50 pl

Efectuare, a doua hibridizare HYB2 100°C 50 pl

Amplificare, biblioteca concentrata EL-PCR 100°C 50 pl
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Introducerea informatiilor despre rulare

Local Run Manager pentru instrumentul NextSeq 550Dx este software-ul utilizat pentru configurarea ciclurilor TSO
Comprehensive. Pentru informatii suplimentare, consultati Ghidul fluxului de lucru pentru Local Run Manager pentru
modulul de analiza TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document 200008661).

Introduceti informatiile de configurare pentru ciclu si specimen in modulul de analiza TruSight Oncology
Comprehensive.

Configurarea parametrilor ciclului
1 Autentificati-va in Local Run Manager pe instrument de la un computer din retea.
2 Selectati Create Run (creare ciclu), si apoi selectati TSO Comp (EU).
3 Introduceti o denumire de ciclu cu care sa identificati ciclul de la secventiere pana la analiza respectand urmatoarele
criterii:
1-40 caractere.
Folositi caractere alfanumerice, caractere de subliniere sau liniute.
Caracterele de subliniere si cratimele trebuie s fie precedate si urmate de un caracter alfanumeric.
Denumire unica, nerepetata pentru niciun alt ciclu de pe instrument.
4 [Optional] Introduceti o descriere a ciclului care sa ajute la identificarea acestuia.
1-150 caractere.
Exclusiv caractere alfanumerice sau spatii.
Spatiile trebuie sa fie precedate si urmate de un caracter alfanumeric.

o o o

]

Specificarea probelor pentru rulare
Specificati probele pentru ciclu folosind una dintre optiunile si indicatiile care urmeaza.

Enter samples manually (Introducere manuala a probelor) — folositi tabelul necompletat din ecranul Create Run
(Creare rulare).

Import samples (Importare probe) — navigati la un fisier extern intr-un format de valori separate prin virgula (*.csv).
Tn ecranul Create Run (Creare rulare) este disponibil pentru descarcare un sablon.

ATENTIE

& Neconcordantele intre probe si primerii de indexare pot duce la raportarea incorecta a rezultatelor din
cauza absentei identificarii specimenelor pozitive. Introduceti ID probe si atribuiti indecsi in Local Run
Manager inainte de a incepe pregatirea bibliotecii. inregistrati ID probe, indecsii si orientarea godeurilor de
pe placa pentru referinte Tn timpul pregatirii bibliotecii.

ATENTIE
& Pentru a evita pierderile de date, asigurati-va ca nu este in derulare instalarea KB inainte de a salva un
ciclu.

Introducerea manuala a probelor
o 1 Introduceti in cAmpul Sample ID (ID specimen) un ID de specimen respectand urmatoarele criterii. Adaugarea la
inceput a specimenelor de control. Consultati Specimene de control la pagina 6, pentru informatii suplimentare.

1-25 caractere.
Folositi caractere alfanumerice, caractere de subliniere sau liniute.
Caracterele de subliniere si cratimele trebuie sa fie precedate si urmate de un caracter alfanumeric.

o 2 [Optional] Introduceti o descriere a probei in cdmpul Sample Description (Descriere specimen).
1-50 caractere.
Folositi caractere alfanumerice, cratime, caractere de subliniere sau spatii.
Spatiile, caracterele de subliniere si cratimele trebuie sa fie precedate si urmate de un caracter alfanumeric.
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6

o3

o9

Selectati un index pentru biblioteca ADN si/sau ARN pregatita din specimen.
Asigurati-va ca specimenele de ARN si ADN sunt in coloane separate.
Campul DNA i7+i5 Sequence (secventa ADN i7+i5) este populat automat dupa selectarea unui ID de index ADN.
Campul RNA i7+i5 Sequence (secventa ARN i7+i5) este populat automat dupa selectarea unui ID de index ARN.
Pe 1anga prezentul rezumat, pentru selectia ID-urilor pentru indecsi, consultati si prospectul TruSight Oncology
Comprehensive (UE) (nr. document 200007789).
Pentru o biblioteca de specimene ADN, selectati un ID de index unic (indecsi UPxx sau CPxx) din lista verticala
DNA Index ID (ID de indecsi ADN).
Pentru o biblioteca de specimene ARN, selectati un ID de index unic (doar indecsi UPxx) din lista verticala
RNA Index ID (ID de indecsi ARN).
Daca ciclul include trei biblioteci in total, urmati ghidul de selectie a indecsilor din prospectul TruSight Oncology
Comprehensive (UE) (nr. document 200007789).
Alocati un tip de tumoare pentru fiecare specimen, din campul Tumor Type (tip de tumoare), selectand cel mai
specific tip de tumoare disponibil. Consultati Selectarea unui tip de tumoare la pagina 7.
Alocati unul din urmatoarele tipuri de control pentru fiecare control, din cdmpul Tumor Type (tip de tumoare).
Consultati Specimene de control la pagina 6.
Control extern ADN
Control extern ARN
Control ADN fara sablon
Control ARN fara sablon
Daca utilizati controlul Consumable Prefix DNA, tipul de control este control extern ADN. Daca utilizati controlul
Consumable prefix RNA, tipul de control este control extern ARN.
Alocati sexul.
[Optional] Selectati Export to CSV (export in format CSV) pentru a exporta informatii despre probe intr-un figier
extern.
Consultati informatiile pe ecranul Create Run (creare ciclu).
Informatiile incorecte pot afecta rezultatele.
Selectati Save Run (Salvare ciclu).

Importarea probelor

o 1

o 2

o3

o 4

Selectati Import CSV (import in format CSV) si navigati la locatia fisierului cu informatii despre probe. Exista doua

tipuri de fisiere pe care le puteti importa.
Selectati Download CSV (descarcare CSV) pe ecranul Create Run (creare ciclu) pentru descarcarea unui nou
sablon de informatii despre probe. Fisierul CSV include antetele de coloana necesare si formatul pentru import.
Introduceti informatii despre probe in fiecare coloana pentru probele din rulare. Introduceti, pentru fiecare coloana
cu tipuri de tumori, tipul de tumoare sau codul conex. Campul Tumor Type (tip de tumoare) este utilizat si pentru
desemnarea de probe ca controale (consultati Specimene de control la pagina 6).
Folositi un fisier cu informatii despre specimene care a fost exportat din modulul de analiza TSO Comprehensive
cu functia Export to CSV (export in format CSV).

Consultati informatiile importate pe ecranul Create Run (creare ciclu).

Informatiile incorecte pot afecta rezultatele.

[Optional] Selectati Export to CSV (export in format CSV) pentru a exporta informatii despre probe intr-un fisier

extern.

Selectati Save Run (Salvare ciclu).

Specimene de control

TSO Comprehensive impune utilizarea controalelor Panel Control. Desemnarea unui specimen ca specimen de
control seteaza automat Sex (sex) pentru specimen ca Unknown (necunoscut). Pentru desemnarea unui specimen
ca specimen de control, selectati unul din cele patru tipuri de controale din cAmpul Tumor Type (tip de tumoare):
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Control ADN extern (control ADN pozitiv), control ADN fara sablon, control ARN extern (control ARN pozitiv) sau
control ARN far& sablon. Consultati Selectarea unui tip de tumoare la pagina 7, pentru informatii suplimentare
despre configurarea tipurilor de tumori pentru toate tipurile de probe in cadrul configurarii ciclului.

Pentru un ciclu poate fi specificat un singur tip de control. Doar o biblioteca ADN poate fi specificata ca control
extern ADN sau control ADN fara sablon. Doar o biblioteca ARN poate fi specificata ca control extern ARN sau
control ARN fara sablon. Bibliotecile desemnate ca controale ADN sau ARN fara sablon nu sunt incluse in numarul
maxim de biblioteci dintr-un ciclu.

Selectarea unui tip de tumoare

Este obligatorie selectarea unui tip de tumoare pentru fiecare specimen. Cu exceptia tipurilor de control, tipurile de
tumori disponibile sunt derivate din Knowledge Base (KB) (fond de cunostinte) instalat si se pot modifica in functie
de actualizarile versiunilor KB.

ATENTIE

Selectarea incorecta a tipului de tumoare poate duce la rezultate incorecte. Solutionati toate avertismentele
aparute la specificarea tipurilor de tumori pentru a evita esecul analizei.

Termenii care definesc tipurile de tumori compun ontologia ierarhica a bolilor in KB, conceputa ca set de relatii
parinte-copil. De exemplu, termenul ,cancer pulmonar fara celule mici” este, ierarhic, copilul termenului ,cancer
pulmonar”, deoarece cancerul pulmonar fara celule mici este un tip de cancer pulmonar. Figura 3 prezinta un
subset al unui exemplu de ontologie a bolilor, indicand tumoarea de organ plin ca termen de baza, insotita de
termenii asociati cancerului pulmonar si tiroidian (nu sunt prezentate alte tipuri de tumori). Un termen conectat
printr-o relatie parinte-copil cu termeni de nivel mai jos este denumit precursor. Termenii de nivel mai jos conectati
sunt considerati descendenti ai precursorului. De exemplu, cancerul pulmonar este considerat precursor al
cancerului pulmonar si pulmonar cu celule mici, iar carcinomul medular tiroidian este considerat descendent atat al
carcinomului tiroidian, cat si al tumorii de organ plin.
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Figura 3 Subset al unui exemplu de ontologie a bolilor

Tumoare de organ plin

I l

Carcinom tiroidian Cancer pulmonar
Carcinom Cancer pulmonar Mezoteliom Cancer pulmonar
tiroidian medular fara celule mici pleural malign cu celule mici
_ Carcinom Cancer pulmonar fara
tiroidian papilar celule mici non-scuamoase

|

Adenocarcinom
pulmonar

Carcinom
tiroidian folicular

Carcinom tiroidian
cu celule Hurthle

Carcinom pulmonar
adenoscuamos

Carcinom
tiroidian anaplastic

Carcinom pulmonar
cu celule mari

Carcinom pulmonar
sarcomatoid

Tipul de tumoare selectat pentru un specimen de la pacient afecteaza:

Ce utilizari preconizate pentru diagnostic corelat sunt evaluate pentru specimen. Doar probele de la pacienti cu un tip
de tumoare care reprezinta o potrivire exacta sau este descendent al tipului de tumoare pentru utilizarea preconizata
a unui diagnostic corelat vor fi evaluate pentru respectiva ipoteza.

Ce variante de analiza a profilului sunt incluse in raportul TSO Comprehensive.
Instructiunile de mai jos descriu procesul de selectare a unui tip de tumoare din ecranul Create Run (creare ciclu).
Tipul de tumoare poate fi, de asemenea, setat prin importul unui fisier CSV care contine un tip de tumoare
(consultati Importarea probelor la pagina 6).
o 1 Afisati tipurile de tumori disponibile cu dublu clic pe celula Tumor Type (tip de tumoare) din randul aferent
specimenului. Tipurile de tumori sunt afisate sub forma de lista ierarhica organizata alfabetic.
Campul Tumor Type (tip de tumoare) este utilizat si pentru desemnarea tipului de control pentru probele de control
(consultati Specimene de control la pagina 6).
o 2 ldentificati si selectati tipul de tumoare dorit interactionand cu lista sau cu ajutorul barei de cautare din susul ferestrei
Tumor Type (tip de tumoare).

Pregatire pentru pasii protocolului

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

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

8 | Nr. document 200009022 v02 RON Aprilie 2022



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

Tabel 3 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep( PN 20031127)

o 2
o 3
o 4
o 5 Scoateti controale ADN din depozit.
o 6
Reactiv Depozitare
EPH3 ntre -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

Instructiuni de decongelare

Decongelati la temperatura ambianta.

Decongelati la temperatura ambianta.

Pastrati la gheata.

Decongelati la temperatura ambianta.

Tabel 4 TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) (PN 20031119)

Reactiv

SPB (eticheta verde deschis)

RSB

Depozitare
intre 2°C si
8°C
intre 2°C si
8°C

Denaturare si renaturare ARN

Pregatirea

o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.

EPHS3 — lasati deopa

rte.

Instructiuni de decongelare

Aduceti la temperatura ambianta timp de 30 de
minute.

Decongelati la temperatura ambianta.

Formular de urmarire in laborator pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE)

Setati programele de preamplificare pentru ciclorul termic. Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
Urmati instructiunile producatorului pentru configurarea baii cu ultrasunete.
Daca procesati doar specimene ADN, treceti direct la pasul Fragmentare gADN la pagina 13.

Pas din protocol

Denaturare si renaturare ARN

Sintetizare, prima catena cADN

Sintetizare, prima catena cADN

Sintetizare, catena a doua cADN

Pas din protocol

Purificare cADN

Purificare cADN

FSM — mixati in agitator vortex. Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-l prin pipetare. Verificati daca prezinta
precipitare. Daca prezinta precipitare, mixati prin pipetare pana la dizolvarea precipitatului.
RVT — Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-I prin pipetare. Pastrati la gheata.

NOTA RVT este o solutie vascoasa. Pipetati intotdeauna lent pentru a evita formarea de bule.

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

Tabel 5 Amestec principal FSM+RVT

Componente, amestec 3 specimene ARN
principal (ul)

FSM 27

RVT 3

8 specimene ARN 16 specimene ARN 24 specimene ARN
(k1) (ul) (k1)

72 144 216

8 16 24

Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.

document 200007789).

o 3 Mixati pipetéand de zece ori.
o 4 Lasati amestecul principal FSM+RVT la gheata pana la efectuarea pasului Sintetizare, prima catena cADN

la pagina 10.

Aprilie 2022
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Procedura

o 1 Decongelati specimenele si controalele ARN la gheata.
Procesati controalele ARN ca specimene pe durata restului protocolului.
Pentru cuantificarea specimenelor, consultati prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr. document
200007789).

o 2 Mixati fiecare specimen de ARN prin pipetare de 10 ori.

o 3 Preparati un volum final de specimen din 40 ng de ARN pentru un volum final de 8,5 pl (4,7 ng/ul) cu apa fara
DNaz&/RNaza.
Pentru controalele ARN, utilizati concentratia specificata pe eticheta tubului.

o 4 Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri CF (legare cADN)

Adaugati 8,5 pl din fiecare specimen ARN intr-un godeu separat al placii CF PCR.

o 6 Asigurati-va ca configuratia placii si indecsii pentru fiecare specimen corespund ciclului planificat la configurare in
Local Run Manager.

o 7 Mixati EPH3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Adaugati cate 8,5 yl EPH3 in fiecare godeu pentru specimene.

o 9 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.

()]

]

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

o 10 Agitati 1 minut la 1200 rpm.
o 11 Centrifugati 1 minut la 280 x g.
o 12 Introduceti Tn ciclorul termic si rulati programul LQ-RNA.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
o 13 Cénd specimenele ajung la 4°C, mentineti un minut si treceti imediat la pasul urmator.

Sintetizare, prima catena cADN

Procedura
Data si ora initializarii
Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.
Mixati prin pipetare de 5 ori amestecul principal FSM+RVT.
Adaugati cate 8 pl de amestec principal FSM+ RVT in fiecare godeu pentru specimene.
Mixati prin pipetare de 5 ori.
Eliminati restul de amestec principal FSM+ RVT.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
Agitati 1 minut la 1200 rpm.
Centrifugati 1 minut la 280 x g.
o 9 Introduceti n ciclorul termic si rulati programul 1stSS.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
o 10 Céand specimenele ajung la 4°C treceti imediat la pasul urmator.
Specimenele pentru prima catena pot fi pastrate 5 minute la 4°C.

o oooo o

OOk, WON -~

©

Sintetizare, catena a doua cADN

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorul reactiv.
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SSM — mixati prin rasturnare de 10 ori. Centrifugati scurt.

Procedura
o 1 Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.
o 2 Adaugati cate 25 yl SSM in fiecare godeu pentru specimene.
o 3 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CF PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
4 Agitati 1 minut la 1200 rpm.
5 Centrifugati 1 minut la 280 x g.
6 Introduceti in ciclorul termic si rulati programul 2ndSS.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
o 7 Cand specimenele ajung la 4°C, mentineti un minut si treceti imediat la pasul urmator.
Purificare cADN
Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.
SPB - aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
RSB - lasati deoparte pentru utilizare Th cadrul procedurii.
o 2 Preparati EtOH 80% proaspat intr-o eprubeta conica de 15 ml sau 50 ml.
Reactiv 3 specimene 8 specimene 16 specimene 24 specimene
Alcool etilic 100%, pur 2 ml 4 ml 8 mi 12 mi
Apa fara DNaza/RNaza 500 pl 1 ml 2mi 3ml
o 3 Mixati EtOH proaspat preparat in agitator vortex.
o 4 Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri BIND1 *legare cADN).
o 5 Acoperiti si l1&sati deoparte.
o 6 Pregatiti magnetul.
Procedura
Legare
o 1 Scoateti placa CF PCR din ciclorul termic.
o 2 Mixati SPB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
o 3 Adaugati imediat cate 90 pyl 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 orice resturi de materiale dupa ce ati adaugat SPB in fiecare godeu.
o 4 Transferati intregul volum (50 pl) din fiecare specimen din placa CF PCR in godeul corespunzator al placii
BIND1 MIDI.
o 5 Eliminati placa CF PCR goala.
6 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.
o 7 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 8 Incubati 5 minute la temperatura ambianta.
o 9 Plasati placa BIND1 MIDI 5 minute pe un suport magnetic.
o 10 Cu o pipeta P200 configurata la 200 pl scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba

peleta cu bile.

Aprilie 2022 Nr. document 200009022 vO2 RON | 11



Formular de urmarire in laborator pentru TruSight™ Oncology Comprehensive (UE)

Spalare
o 1 Spalati bilele dupd cum urmeaza.

o a Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu.
o b Asteptati 30 de secunde.
o ¢ Scoateti si eliminati supernatantul din fiecare godeu.

o 2 Spalati bilele a doua oara.

o 3 Eliminati EtOH rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipetad P20 cu varfuri fine.

o 4 Eliminati EtOH 80% neutilizat.

Eluare

1 Luati placa BIND1 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.

Adaugati cate 22 pl RSB in fiecare godeu pentru specimene.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND1 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

o oo g
A~ ODN

o 5 Agitati 2 minute la 1800 rpm.

o 6 Incubati 2 minute la temperatura ambianta.

o 7 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

o 8 Etichetati o noua placé MIDI cu 96 godeuri PCF (fragmente cADN purificate).
Daca va opriti la PUNCTUL DE OPRIRE IN SIGURANTA la pagina 12, utilizati o placad PCR.

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

o 10 Eliminati placa BIND1 MIDI goala.

o 11 Adaugati cate 30 pl de RSB in fiecare godeu de specimene al placii PCF.

o 12 Mixati prin pipetare de 10 ori.

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

o 14 Redepozitati EPH3, FSM, RVT si SSM.

o 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 homopolimericé la pagina 15.

PUNCTUL DE OPRIRE iN SIGURANTA

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 pana la 7 zile.

Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului

o 1 Scoateti controalele ADN din depozit.
o 2 Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabel 6 TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) ( PN 20031119)
Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

TEB intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Fragmentare gADN
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Fragmentare gADN
Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pentru cuantificarea specimenelor, urmati recomandarile din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).
o 2 Pregatiti urmatorul reactiv.
TEB — Mixati prin rasturnare sau in agitator vortex.
Procedura

]

O

o oo o

O

Pregatiti placa

1

Selectati una din urmatoarele trei optiuni pregatire a placii.
Optiunea 1: Procesati specimenele gADN simultan cu specimene cADN in placa PCF MIDI.

o a Etichetati placa PCF MIDI cu LP (pregétirea bibliotecii).
o b Puneti placa la gheata si ldsati-o la gheata pentru utilizarea in pasul Transferul ADN fragmentat
la pagina 14.

Optiunea 2: Procesati specimenele gADN simultan cu specimene cADN, cu placa PCF PCR congelata.

Decongelati placa PCF PCR la temperatura ambianta.

Centrifugati 1 minut la 280 x g.

Mixati prin pipetare de 10 ori.

Etichetati o noua placd MIDI cu 96 godeuri cu LP (pregatirea bibliotecii).

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

Eliminati placa PCF PCR.

o g Sigilati cu folia autoadeziva si lasati la gheata pana la utilizarea Tn pasul Transferul ADN fragmentat
la pagina 14.

Oo o oo o
® O O T QO

O
—

Optiunea 3: Procesati doar specimene de gADN.

o a Etichetati o nouad placd MIDI cu 96 godeuri cu LP (pregatirea bibliotecii).
0 b Daca va opriti la PUNCTUL DE OPRIRE IN SIGURANTA la pagina 14, utilizati o placa PCR.
o ¢ Acoperiti si lasati-o deoparte pentru utilizarea in pasul Transferul ADN fragmentat |la pagina 14.

Diluarea gADN

1

Decongelati specimenele de gADN si controalele la temperatura ambianta.
Procesati controalele ADN ca specimene pe durata restului protocolului.

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.

5 Preparati 40 ng din fiecare specimen gADN intr-un volum final de 52 pl (0,77 ng/ul) cu TEB.
Analiza necesitd o concentratie minima de extractie corespunzatoare de 3,33 ng/ul pentru a permite cel putin 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 yl de specimen in aceasta dilutie.

Fragmentare

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

0 2 lnregistrati orientarea benzii.
o 3 Fragmentati gADN fin baie cu ultrasunete.
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Transferul ADN fragmentat

o 1 Asigurati-va ca configuratia placii si indecsii pentru fiecare specimen corespund ciclului planificat la configurare in
Local Run Manager.

o 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.

o 3 Pentru fiecare specimen de gADN fragmentat, efectuati cate 3 transferuri a cate 16,7 pl cu o pipeta p20 cu varfuri fine
intr-un godeu gol al placii LP MIDI.

o 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 pana la 7 zile.

Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului

o 1 Pregatiti o frapiera.
o 2 Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabel 7 Cutie TruSight Oncology Comp Library Prep (congelati) (PN 20031118)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
ERA1-A intre -25°C si Pastrati la gheata. Repararea extremitétilor 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. Adaptori de ligare
-15°C
LIG3 intre -25°C si Pastrati la gheata. Adaptori de ligare
-156°C
SUA1 (capac intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Adaptori de ligare
albastru) -15°C
UMI (capac alb) intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Adaptori de ligare
-15°C
STL intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Adaptori de ligare
-15°C
EPM intre -25°C si Pastrati la gheata. Indexare PCR
-156°C

Tabel 8 Cutie TruSight Oncology Comp Library Prep (refrigerati) (PN 20031119)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

SPB (eticheta verde deschis) intre 2°C si Aduceti la temperatura ambianta timp de 30 de Ligare purificare
8°C minute.

RSB intre 2°C si Decongelati la temperatura ambianta. Ligare purificare
8°C

Tabel 9 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 corespunzatoare Indexare PCR
-15°C la temperatura ambianta.
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Tabel 10 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 corespunzatoare Indexare PCR
-156°C la temperatura ambianta.

Repararea extremitatilor si extensia homopolimerica

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 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.
o 2 Pregatiti urmatorii reactivi.
ERA1-A — Centrifugati scurt amestecul si apoi mixati-l prin pipetare. Pastrati la gheata.
ERA1-B — Mixati Tn 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.
o 3 Preparati amestec principal ERA1 intr-un tub de microcentrifugare.

Tabel 11 Amestec principal ERA1

Componente, amestec

L 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
principal
ERA1-B 26 pl 69 pl 138 pl 207 pl 415 pl
ERA1-A 10 pl 27 pl 54 pl 81 ul 161 pl

Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).
o 4 Mixati prin pipetare lenta de 10 ori, centrifugati scurt si apoi pastrati amestecul principal ERA1 la gheata.
o 5 Selectati optiunea adecvata de pregatire a placii din cele doua disponibile.
Optiunea 1: Daca specimenele se afla pe o placa MIDI.

o a 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.

Decongelati placa PCF PCR sau placa LP PCR la temperatura ambianta.

Centrifugati placa 1 minut la 280 x g.

Mixati prin pipetare de 10 ori.

Etichetati o noua placd MIDI cu 96 godeuri cu LP2 (pregétire biblioteca 2).

Transferati intreaga cantitate de 50 pl din fiecare specimen din placa PCF PCR sau placa LP PCR in
godeul corespunzator al placii LP2 MIDI.

o f Eliminati placile PCF PCR sau LP PCR.

Oo o oo o
® O O T QO

Procedura
1 Adaugati cate 10 pl de amestec principal ERA1 in fiecare godeu al placii LP2 MIDI.
2 Eliminati restul de amestec principal ERA1.
o 3 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
o 4 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 5 Incubati 30 de minute in incubator de microspecimene preincalzit, la 30°C.

o o
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o 6 Transferati imediat intr-un alt incubator de microspecimene preincélzit si incubati 20 de minute la 72°C.
o 7 Dati placa LP2 MIDI la gheatd 5 minute.

Adaptori de ligare

Prin acest proces se efectueaza ligarea adaptorilor la extremitatile fragmentelor de cADN si/sau gADN.
Testul TSO Comprehensive include adaptori pentru SUA1 si UMI.

Utilizati adaptorii SUA1 cu specimene ARN.

Utilizati adaptorii UMI cu specimene ADN.

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.

ALB1 — Mixati n 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 — lasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

Procedura
1 Scoateti placa LP2 MIDI de la gheata.
2 Adaugati cate 60 pl de ALB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii LP2 MIDI, pipetand lent.
3 Adaugati cate 5 pl LIG3 in fiecare godeu pentru specimene.
4 Adaugati adaptorii.
Nu combinati tipuri de adaptori diferite.
Godeuri de specimene ARN — 10 pyl SUA1 (capac albastru) la fiecare specimen derivat din ARN.
Godeuri de specimene ADN — 10 ul UMI (capac alb) la fiecare specimen derivat din ADN.
o 5 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.
Agitati 2 minute la 1800 rpm.
Incubati 30 de minute la temperatura ambianta.
Mixati STL Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 5 pl de STL in fiecare godeu de specimene al placii LP2 MIDI.
0 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
o 11 Agitati 2 minute la 1800 rpm.

o oo o

o oo oo
= O 0 N O

Ligare purificare

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.
SPB — aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
RSB - lasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.
o 2 Preparati EtOH 80% proaspat intr-o eprubeté conica de 15 ml sau 50 ml.

Reactiv 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
Alcool etilic 100%, pur 2ml 4 mi 8 ml 12 ml 24 ml
Apa fara DNaza/RNaza 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml
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o 3 Mixati EtOH proaspat preparat in agitator vortex.
o 4 Pregatiti magnetul.

Procedura

Legare
o 1 Mixati SPB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
o 2 Adaugati imediat cate 112 pl de SPB in fiecare godeu de specimene al placii LP2 MIDI.
Daca distribuiti SPB cu canal, includeti un factor de excedent de 1,05 la alicotarea de material suficient pentru
specimen. Eliminati orice resturi de materiale dupa ce ati adaugat SPB in fiecare godeu.
o 3 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

o 4 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 5 Incubati 5 minute la temperatura ambianta.
o 6 Plasati placa LP2 MIDI 10 minute pe un suport magnetic.
o 7 Cu o pipeta P200 configurata la 200 pl scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba
peleta cu bile.
Spalare

o 1 Spaélati bilele dupa cum urmeaza.

o a Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 pl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu de
specimene.
b Asteptati 30 de secunde.
o ¢ 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.

o 4 Eliminati EtOH 80% neutilizat.

W N

o o

Eluare

1 Luati placa LP2 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.

Adaugati cate 27,5 yl RSB in fiecare godeu pentru specimene.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.

o oo o
A~ ODN

o 5 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 6 Incubati 2 minute la temperatura ambianta.
o 7 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
o 8 Etichetati o nouad placd PCR cu 96 godeuri cu LS (pregatirea bibliotecii).
o 9 Transferati cate 25 pl de eluat din placa LP2 MIDI in godeul corespunzator al placii LS PCR.
o 10 Eliminati placa LP2 MIDI goala.
o 11 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LS PCR.
Indexare PCR
Pregatirea

Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urméatorii reactivi.
EPM — Pastrati la gheata.
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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.
o 2 Asigurati-va ca indecsii pentru fiecare specimen corespund ciclului planificat la configurare in Local Run Manager.
Respectati instructiunile privind selectarea indecsilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).

ATENTIE

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

Procedura

1 Adéaugati 5 pl de primer de indexare adecvat (UPxx sau CPxx) in godeul corespunzator din placa LS PCR, conform
indecsilor selectati de pe ecranul Create Run (creare ciclu) din Local Run Manager la configurarea ciclului.

]

ATENTIE
& Manipulati si deschideti cate un singur tub de primer de indexare o data. Inchideti fiecare tub de index
cu capacul imediat dupa utilizare. Nu combinati primerii de indexare intre ei.
o 2 Mixati EPM in agitator vortex 5 secunde si apoi centrifugati scurt.
o 3 Adaugati cate 20 pyl EPM in fiecare godeu pentru specimene.
o 4 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa LS PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
o 5 Agitati 1 minut la 1200 rpm.
o 6 Redepozitati reactivii de preamplificare.

ATENTIE
& Efectuati toti pasii ulteriori in zona de postamplificare pentru a preveni contaminarea prin transfer a
produsului amplificarii.

o 7 Centrifugati placa LS PCR 1 minut la 280 x g.
o 8 Introduceti-o in ciclorul termic de postamplificare preprogramat si rulati programul I-PCR.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.

NOTA Daca continuati cu Configurare, prima hibridizare la pagina 19, urmati instructiunile de decongelare din
Pregatirea pasilor protocolului.

o 9 Dupa finalizarea programului I-PCR, centrifugati placa LS PCR 1 minut la 280 x g.
o 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.
Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului

o 1 Asigurati-va ca ati setat programele ciclorului termic. Consultati Programarea cicloarelor termice |la pagina 4.
o 2 Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
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Tabel 12 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)
Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

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

Tabel 13 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)
Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

TCA1 intre -25°C si -15°C Decongelati la temperatura ambianta. Configurare, prima hibridizare

Tabel 14 Cutie TruSight Oncology Comp Content Set (PN 20031122)

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

Configurare, prima hibridizare

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti 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.
o 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.
o 3 Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri HYB1 (hibridizare 1)

Procedura
o 1 Transferati cate 20 pl din biblioteca cDNA si/sau gDNA din placa ALS PCR in godeul corespondent al placii HYB1
PCR.

o 2 Sigilati placa ALS PCR cu folie autoadeziva si lasati-o deoparte.
Sigilati complet marginile si godeurile.
o 3 Verificati dacé TCB1 prezinta precipitare. Dacéa prezinté precipitare, reincalziti tubul si agitati-l in agitator vortex pana
la dizolvarea cristalelor.
o 4 Adaugati cate 15 pl de TCB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii HYB1 PCR.
Adaugati cate 10 pl de TCA1 in fiecare godeu de biblioteca al placiiHYB1 PCR.
o 6 Adaugati sondele.
Nu combinati tipuri de sonde diferite.
Godeuri de biblioteca ARN — 5 pl OPR1 in fiecare biblioteca derivata din ARN.
Godeuri de biblioteca ADN — 5 pl OPD2 in fiecare biblioteca derivata din ARN.
o 7 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa HYB1 PCR.

()]

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

o 8 Agitati 2 minute la 1200 rpm.
o 9 Introduceti in ciclorul termic si rulati programul HYB1.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
o 10 Hibridizati intre minimum 8 ore si maximum 24 ore la 57°C.
o 11 Redepozitati reactivii de hibridizare.
o 12 Depozitati placa ALS PCR la o temperatura intre -25°C si -15°C timp de péna la 30 zile.
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Pregatire pentru pasii protocolului
o 1

Tabel 15 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare

SMB (eticheta albastru intre 2°C si 8°C Aduceti la temperatura ambianta timp de 30 de
inchis) minute.

ET2 ntre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta.

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

TCB1 intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta.

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

Tabel 16 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare

EE2 ntre -25°C si -15°C Decongelati la temperatura ambianta.
EEW intre -25°C si -15°C Decongelati la temperatura ambianta.
TCA1 intre -25°C si -15°C Decongelati la temperatura ambianta.

Tabel 17 Cutie TruSight Oncology Comp Content Set (PN 20031122)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare
intre -25°C si -15°C

intre -25°C si -15°C

OPR1 (capac rosu)
OPD2 (capac alb)

Decongelati la temperatura ambianta.

Decongelati la temperatura ambianta.

Captura, prima tinta

Pregatirea
Data si ora initializarii

o 1 Preincalziti un incubator de microspecimene cu un bloc termic MIDI la 57°C.
o 2 Pregatiti urmatorii reactivi.

EEW — mixati 1 minut in agitator vortex.

EE2 — mixati Tn 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 Th cadrul procedurii.

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

Tabel 18 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru captare, prima tinta

Componente, amestec de

La inceputul zilei 2, scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Pas din protocol

Captura, prima tinta
Captura, a doua tinta

Captura, prima tinta
Captura, a doua tinta

Captura, prima tinta
Captura, a doua tinta
Normalizarea bibliotecilor

Configurare, a doua hibridizare

Captura, a doua tinta
Purificare, biblioteca concentrata

Pas din protocol

Captura, prima tinta
Captura, a doua tinta
Normalizarea bibliotecilor

Captura, prima tinta

Configurare, a doua hibridizare

Pas din protocol
Configurare, a doua hibridizare

Configurare, a doua hibridizare

eluare 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
EE2 85,5 l 228yl 456 yl 684 pl 1368 pl
HP3 4,5yl 12 pl 24l 36 pl 72yl
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Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).
o 4 Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Lasati deoparte pentru pasul Eluare.
o 5 Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri CAP1 (captare 1).
o 6 Pregatiti magnetul.

Procedura
Legare
o 1 Scoateti placa HYB1 PCR din ciclorul termic.
o 2 Centrifugati placa HYB1 PCR 1 minut la 280 x g.
o 3 Mixati SMB 1 minut Tn agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
o 4 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 orice resturi de materiale dupa ce ati addugat SMB in fiecare godeu.
o 5 Configurati pipeta la 50 pl si transferati intregul volum din fiecare biblioteca din placa HYB1 PCR in godeul
corespondent al placii CAP1 MIDI.
o 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.
o 8 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 9 Incubati 25 de minute Tn incubator de microspecimene preincalzit, la 57°C.
o 10 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
o 11 Mentineti placa CAP1 MIDI pe suportul magnetic si scoateti si eliminati, cu o pipetd P200 configurata la 200 pl tot
supernatantul fara a perturba peleta cu bile.
ATENTIE
Treceti imediat la pasul urmator (Spalare). Nu lasati peleta cu bile fara lichid prea mult timp.
Spalare
o 1 Spalati bilele dupa cum urmeaza.

o a Luati placa CAP1 MIDI de pe suportul magnetic.

o oooo o

Adaugati cate 200 yl EEW in fiecare godeu.
Setati volumul pipetei la 150 pl si mixati prin pipetare de cel putin 10 ori. Asigurati-va ca toate bilele sunt
din nou n suspensie.

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 s aiba culoarea maro inchis si consistentd omogena.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP1 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.

Agitati 4 minute la 1800 rpm.

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

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

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

- DT KQ "o Qa

o 2 Spalati bilele a doua oara.
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o 3 Spalati bilele a treia oara.
o 4 Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.

Eluare

Luati placa CAP1 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Adaugati atent cate 17 pl de amestec de eluare EE2+HP3 in fiecare godeu de biblioteca al placii CAP1 MIDI.
Eliminati restul de amestec de eluare EE2+HP3.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP1 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

O oo oo
a b ON -

o 6 Agitati 2 minute la 1800 rpm.

o 7 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

o 8 Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu ELU1 (eluare 1)

o 9 Mixati ET2 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o 10 Adaugati cate 5 pl de ET2 in fiecare godeu corespondent de biblioteca al noii placi ELU1 PCR.

o 11 Transferati atent 15 pl de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii CAP1 MIDI in godeurile corespondente ale
placii ELU1 PCR.

o 12 Eliminati placa CAP1 MIDI goala.

o 13 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU1 PCR.

o 14 Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.

o 15 Agitati 2 minute la 1200 rpm.

o 16 Redepozitati EEW.

Configurare, a doua hibridizare

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti 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 Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
OPD2 — mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Procedura
o 1 Verificati daca TCB1 prezinta precipitare. Daca prezinta precipitare, reincalziti si agitati in agitator vortex pana la
dizolvarea cristalelor.
o 2 Adaugati cate 15 pl de TCB1 in fiecare godeu de biblioteca al placii ELU1 PCR.
Adaugati cate 10 pyl TCA1 in fiecare godeu pentru biblioteca.
o 4 Adaugati sondele.
Nu combinati tipuri de sonde diferite.
Godeuri de biblioteca ARN — 5 ul OPR1 in fiecare biblioteca derivata din ARN.
Godeuri de biblioteca ADN — 5 ul OPD2 in fiecare biblioteca derivata din ARN.
o 5 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU1 PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
o 6 Agitati 2 minute la 1200 rpm.
o 7 Introduceti in ciclorul termic si rulati programul HYB2.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.
o 8 Hibridizati intre minimum 1,5 ore si maximum 4 ore la 57°C.
o 9 Redepozitati TCA1, TCB1, OPR1 si OPD2.

w
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Captura, a doua tinta

Pregatirea
Data si ora initializarii

o 1 Preincalziti un incubator de microspecimene cu un bloc termic MIDI la 57°C.
o 2 Pregatiti urmatorii reactivi.

EE2 — mixati Tn 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.

RSB - lasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.

ET2 - I&sati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.
o 3 Preparati amestec de eluare EE2+HP3 intr-un tub de microcentrifugare.

Tabel 19 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru captare, a doua tinta

Componente, amestec de

eluare 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
EE2 85,5 228l 456 684 pl 1368 pl
HP3 4,5l 12 pl 24yl 36 pl 72 ul

Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).

o 4 Mixati in agitator vortex si apoi centrifugati scurt. Lasati deoparte pentru pasul Eluare.

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

o 6 Pregatiti magnetul.

Procedura

Legare
1 Scoateti placa ELU1 PCR din ciclorul termic.
2 Centrifugati placa ELU1 PCR 1 minut la 280 x g.
3 Mixati SMB 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
4 Adaugati imediat cate 150 ul 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 orice resturi de materiale dupa ce ati adaugat SMB in fiecare godeu.
o 5 Configurati pipeta la 50 pl si transferati intregul volum din fiecare biblioteca din placa ELU1 PCR in godeul
corespondent al placii CAP2 MIDI.
o 6 Eliminati placa ELU1 PCR goala.
o 7 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
o 8 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 9 Incubati 25 de minute in incubator de microspecimene, la 57°C.

o oo o

NOTA Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Amplificare, biblioteca concentrata la pagina 25, urmati instructiunile
de decongelare a reactivilor din sectiunea Pregatire pentru pasii protocolului.

o 10 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
o 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.
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ATENTIE
Treceti imediat la pasul urmator (Spalare). Nu lasati peleta cu bile fara lichid prea mult timp.
Spalare
o 1 Luati placa CAP2 MIDI de pe suportul magnetic.
o 2 Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.
o 3 Adaugati cate 200 pl RSB 1n fiecare godeu.
o 4 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa CAP2 MIDI.
Sigilati complet marginile si godeurile.
5 Agitati 4 minute la 1800 rpm.
6 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
7 Mentineti placa CAP2 MIDI pe suportul magnetic si scoateti si eliminati tot supernatantul, fara a perturba peleta
cu bile.
o 8 Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.
Eluare

o oo oo
a b WON -

- = O 0 N O

Oooooaoao

12
o 13

]

o 14
o 15

Luati placa CAP2 MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Adaugati cate 22 pl 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 2 minute la 1800 rpm.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Etichetati o noud placad PCR cu 96 godeuri cu ELU2 (eluare 2)

Mixati ET2 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Adaugati cate 5 pl de ET2 n fiecare godeu corespondent de biblioteca al noii placi ELU2 PCR.
Transferati atent 20 ul de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii CAP2 MIDI Tn 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.

Agitati 2 minute la 1200 rpm.

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°C si -15°C
timp de pana la 7 zile. Redepozitati RSB.

Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului

o 1

o 2

Pregatiti o frapiera.
Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
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Tabel 20 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

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

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

Tabel 21 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare)( PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

SPB (eticheta verde deschis) intre 2°C si 8°C Aduceti la temperatura ambianta timp de 30 de Amplificare de purificare,
minute. biblioteca concentrata

RSB intre 2°C si 8°C Decongelati la temperatura ambianta. Amplificare de purificare,

biblioteca concentrata
Pregatire pentru secventiere

Amplificare, biblioteca concentrata

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

Procedura
Mixati PPC3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 5 pl de PPC3 in fiecare godeu de biblioteca al placii ELU2 PCR.
Mixati EPM in agitator vortex 5 secunde si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 20 pyl EPM in fiecare godeu pentru biblioteca.
Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa ELU2 PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile, pentru a preveni evaporarea.
Agitati 2 minute la 1200 rpm.
o 7 Introduceti n ciclorul termic si rulati programul EL-PCR.
Consultati Programarea cicloarelor termice la pagina 4.

Oo o oo o
a b ON -

(o2}

NOTA Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Normalizarea bibliotecilor la pagina 27, urmati instructiunile de
decongelare din sectiunea Pregétire pentru pasii protocolului.

o 8 Redepozitati PPC3 si EPM.

Purificare, biblioteca concentrata amplificata

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.
SPB — aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
Utilizati SPB, nu SMB, pentru aceasta procedura.
RSB - lasati deoparte pentru utilizare in cadrul procedurii.
o 2 Preparati etanol 80% proaspat intr-o eprubeta conica de 15 ml sau 50 ml.
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Reactiv 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
Alcool etilic 100%, pur 2 ml 4 ml 8 mi 12 ml 24 mi
Apa fara DNaza/RNaza 500 pl 1ml 2ml 3ml 6 ml

o 3 Mixati EtOH proaspat preparat in agitator vortex.
o 4 Etichetati o noua placa MIDI cu 96 godeuri BIND2 (purificare legare).
o 5 Pregatiti magnetul.

Procedura

Legare

Scoateti placa ELU2 PCR din ciclorul termic.

Centrifugati placa ELU2 PCR 1 minut la 280 x g.

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

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.

Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

8 Agitati 2 minute la 1800 rpm.

9 Incubati 5 minute la temperatura ambianta.

10 Plasati 5 minute pe un suport magnetic.

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

O 0oooooao
~NOoO O~ WON -

o oo o

Spalare
o 1 Spalati bilele dupa cum urmeaza.

o a Mentineti pe suportul magnetic si adaugati 200 yl de EtOH 80% proaspat preparat in fiecare godeu.
o b Asteptati 30 de secunde.
o ¢ Scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare specimen, fara a perturba peleta cu bile.

o 2 Spalati bilele a doua oara.

o 3 Eliminati EtOH rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.

o 4 Eliminati EtOH 80% neutilizat.

Eluare
o 1 Luati placa BIND2 MIDI de pe suportul magnetic.
o 2 Mixati RSB prin rasturnare sau in agitator vortex.
o 3 Adaugati cate 32 pyl RSB in fiecare godeu de biblioteca.
o 4 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa BIND2 MIDI.

Sigilati complet marginile si godeurile.

o 5 Agitati 2 minute la 1800 rpm.
o 6 Incubati 2 minute la temperatura ambianta.
o 7 Plasati 2 minute pe un suport magnetic.
o 8 Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu PL (biblioteci purificate)
o 9 Transferati cate 30 pl de eluat din placa BIND2 MIDI Tn godeul corespunzator al placii PL PCR.
o 10 Eliminati placa BIND2 MIDI goala.
o 11 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa PL PCR.
o 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°C si -15°C
timp de pana la 30 zile. Redepozitati RSB.

Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului
o 1 Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.
Tabel 22 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

LNA1 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor
-15°C

EE2 intre -25°C si Decongelati la temperatura ambianta. Normalizarea bibliotecilor
-15°C

Tabel 23 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 ambianta timp de 30 de minute. Normalizarea bibliotecilor

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

LNW1 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

o 2 Daca continuati in aceeasi zi cu pasul Pregatire pentru secventiere la pagina 30, urmati instructiunile de decongelare
din sectiunea Pregatire pentru pasii protocolului.

Normalizarea bibliotecilor

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Pregatiti urmatorii reactivi.
LNB1 — aduceti bilele la temperatura ambianta timp de 30 de minute.
LNA1 — mixati in agitator vortex.
EE2 — mixati Tn 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 Tn agitator vortex. Lasati deoparte pentru utilizare inh cadrul procedurii.
o 2 Mixati LNB1 1 minut in agitator vortex pentru a resuspenda bilele.
Rasturnati tubul LNB1 pentru a va asigura ca toate bilele sunt resuspendate.
o 3 Cuun set P1000 de 800 pl, pipetati si distribuiti LNB1 repetat de 10 ori pentru a asigura resuspendarea bilelor.
o 4 Preparati imediat amestec principal LNA1+LNB1 proaspat intr-un tub conic.

ATENTIE
& Resuspendati complet peleta cu bile LNB1 la fundul tubului pentru a preveni inconsecventa in
densitatea clusterelor.
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Tabel 24 Amestec principal LNA1+LNB1

Componente, amestec

el 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
LNA1 229 yl 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658 pl
LNB1 41 ul 110 pl 221 ul 331l 662

Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.
document 200007789).
o 5 Agitati amestecul principal LNA1+LNB1 in agitator vortex. Lasati deoparte pentru pasul Legare.
o 6 Preparati amestec de eluare EE2+HP3 intr-un tub de microcentrifugare.
Tabel 25 Amestec de eluare EE2+HP3 pentru normalizarea bibliotecilor

Componente, amestec de

eluare 3 biblioteci 8 biblioteci 16 biblioteci 24 biblioteci 48 biblioteci
EE2 114 i 304 i 608 912 ul 1824 i
HP3 6l 16 pl 32l 48 i 96

Tabelul include si volumele excedentare. Pentru calcule, consultati sectiunea Manipularea reactivilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive (UE) (nr.

document 200007789).

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

o 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).

10 Pregatiti magnetul.

]

o o

Procedura

Legare

Agitati amestecul principal LNA1+LNB1 n agitator vortex.

Adaugati imediat cate 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 de 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 pipetd P200, scoateti si eliminati supernatantul din fiecare godeu fara a disloca
peleta cu bile.

Oo o oo o
a b ON -
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Spalare
o 1 Spalati bilele dupa cum urmeaza.

Luati placa BBN MIDI de pe suportul magnetic.

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 5 minute la 1800 rpm.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Scoateti si eliminati tot supernatantul din fiecare godeu, fara a perturba peleta cu bile.

Oooooooao
Q 0O QO 0 T o

o 2 Spalati bilele a doua oara.
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o 3 Eliminati supernatantul rezidual din fiecare godeu.
Utilizati o pipeta P20 cu varfuri fine.

Eluare

Luati placa BBN MIDI de pe suportul magnetic.

Mixati amestecul de eluare EE2+HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Adaugati cate 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 2 minute la 1800 rpm.

Plasati 2 minute pe un suport magnetic.

Etichetati o noua placa PCR cu 96 godeuri cu NL (biblioteci normalizate)
Transferati atent 30 ul de eluat din fiecare godeu de biblioteca al placii BBN MIDI in godeurile corespondente ale
placii NL PCR.

Oo oo oo
a b~ ON -

© 00N

o oo o

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

10 Eliminati placa BBN MIDI goala.

11 Mixati LNS1 in agitator vortex.

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

13 Mixati prin pipetare de 5 ori.

14 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.

Sigilati complet marginile si godeurile.
o 15 Redepozitati LNB1, LNA1, EE2, LNW1 si LNS1.

o oo oo

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.
Data si ora opririi

Pregatire pentru pasii protocolului

Tncepeti prepararea consumabilelor de secvetiere din kitul NextSeq 550Dx High Output Reagent v2.5 (300 cicluri)
(PN 20028871) cu cel putin o ora Tnainte de utilizare.

o 1 Scoateti solutia tampon de dilutie pentru biblioteca (HT 1) din congelator (intre -25°C si -15°C) decongelati la
temperatura ambianta si pastrati la gheata.

o 2 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)

Cartus Flow Cell cu eficienta ridicata NextSeq 550Dx versiunea 2.5 (300 de cicluri)
o 3 Scoateti tubul de reactiv din cutie si urmati instructiunile de decongelare.

Tabel 26 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (congelare) (PN 20031121)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol

Control ntre -25°C si - Decongelati la temperatura ambianta. Pastrati la gheata. Pregatire pentru secventiere
intern PhiX  15°C

(PhiX)
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Tabel 27 Cutie TruSight Oncology Comp Enrichment (refrigerare) (PN 20031123)

Reactiv Depozitare Instructiuni de decongelare Pas din protocol
HP3 intre 2°C si 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

Pregatire pentru secventiere

Pregatirea
Data si ora initializarii
o 1 Consultati ghidul pentru numar de biblioteci si selectarea indecsilor din prospectul TruSight Oncology Comprehensive
(UE) (nr. document 200007789).
Etichetati un tub de microcentrifugare de cu dHP3 (HP3 diluat).
Etichetati un tub de microcentrifugare de cu dPhiX (PhiX diluat).
Preincalziti un bloc termic la 96°C pentru tuburile de microcentrifugare.
Pregatiti o frapiera.

o oo o

a b~ ODN

Diluarea si denaturarea controlului PhiX

1 Mixati HP3 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o 2 Combinati in tubul de microcentrifugare dHP3 urmatoarele volume:
10 pl HP3
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.

Combinati in tubul de microcentrifugare dPhiX urmatoarele volume:
8 ul RSB
2 ul PhiX Control

7 Adaugati 10 pl dHP3 in tubul dPhiX.

8 Eliminati tubul dHP3.

9 Mixati dPhiX n agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

10 Incubati dPhiX 5 minute la temperatura ambianta pentru denaturare.

11 Mixati HT1 in agitator vortex.

12 Adéaugati mediat 980 pl HT1 prerécit 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.

o 15 Redepozitati PhiX, HP3 si RSB.

O

o oo o

[T, IE S @V]

Oooooooaoao

Grupare si denaturare a bibliotecilor
o 1 Daca placa NL PCR a fost depozitata, decongelati-o la temperatura ambianta si centrifugati-o 1 minut la 280 x g.
o 2 Cu o pipeta multicanal setata la 30 pl, mixati atent prin pipetare de 5 ori bibliotecile in placa NL PCR.
Utilizati varfuri de pipeta noi pentru fiecare biblioteca.

ATENTIE
Mixati temeinic bibliotecile pentru performante optime.

o 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 impreuné la pagina 31.
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Optiunea 2: Secventiati doar biblioteci derivate din specimene ADN. Consultati Optiunea 2: Biblioteci exclusiv
ADN la pagina 31.

Optiunea 3: Secventiati doar biblioteci derivate din specimene ARN. Consultati Optiunea 3: Biblioteci
exclusiv ARN la pagina 32.

Optiunea 1: Biblioteci ADN si ARN impreuna

o 1 Etichetati un tub de microcentrifugare cu PRL (biblioteci ARN grupate).

o 2 Etichetati un tub de microcentrifugare cu PDL (biblioteci ADN grupate).

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

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

o 5 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.

Sigilati complet marginile si godeurile.

Mixati fiecare tub PRL si PDL in agitator vortex.

Centrifugati scurt tuburile PRL si PDL.

Incubati tuburile PRL si PDL 2 minute in bloc termic, la 96°C.

9 Dati 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.

0 N o

Oooooo g

Preparati a doua dilutie

Etichetati un tub de microcentrifugare de 1,7 ml cu DIL1 (dilutia 1).
Transferati 20 pyl PDL in tubul DIL1 gol.

Adaugati 5 pl PRL n DIL1.

Eliminati tuburile PDL si PRL.

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

Mixati tubul DIL1 n agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o oooo o
oo Ok, WN -

Preparare, a doua dilutie

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 in 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.

Tncarcati 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.

o 10 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.

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

Ooooooooao

O ~NOoO O WN -

Optiunea 2: Biblioteci exclusiv ADN
o 1 Etichetati un tub de microcentrifugare cu PDL (biblioteci ADN grupate).
o 2 Transferati cate 10 pl din fiecare bibliotecad ADN normalizaté din placa NL in tubul PDL.
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Nu grupati doué biblioteci cu acelasi primer de indexare.
o 3 Aplicati folie autoadeziva de sigilare pe placa NL PCR.
Sigilati complet marginile si godeurile.
Mixati tubul PDL in agitator vortex.
Centrifugati scurt tubul PDL.
Incubati tubul PDL 2 minute in bloc termic, la 96°C.
Dati PDL la gheata 5 minute.
Mixati tubul PDL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.
Dati din nou tubul PDL la gheata.

© 0o ~NOo O b

O ooooao

Preparati a doua dilutie

Etichetati un tub de microcentrifugare de 1,7 ml cu DIL1 (dilutia 1).
Transferati 10 pyl PDL in tubul DIL1 gol.

Eliminati tubul PDL.

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

Mixati DIL1 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o oo oo
a b~ ON -

Preparare, a doua dilutie

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

Mixati in 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.

Tnc&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).

o 9 Eliminati tubul DIL2.

o 10 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.

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

Ooooooooao

0N O WN -

Optiunea 3: Biblioteci exclusiv ARN

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

o 2 Transferati cate 10 pl din fiecare bibliotecad ARN (cADN) normalizaté din placa NL in tubul PRL.
Nu grupati doua biblioteci cu acelasi primer de indexare.

o 3 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.

Pastrati PRL pe gheata 5 minute.

Mixati tubul PRL in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Dati din nou tubul PRL la gheata.

O

Oooooo g
© 00N O b

Preparati a doua dilutie
o 1 Etichetati un tub de microcentrifugare de 1,7 ml cu DIL1 (dilutia 1).
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Transferati 10 pl PRL in tubul DIL1 gol.

Eliminati tubul PRL.

Adaugati 190 pl HT1 preracit in tubul DIL1 (dilutie 1:20).
Mixati DIL1 in agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

o oo o
a b~ ODN

Preparare, a doua dilutie

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 ul HT1 preracit in tubul DIL2 (dilutie 1:843).

Mixati Tn agitator vortex 20 pM dPhiX preparat si apoi centrifugati scurt.

Adaugati 16,7 pl 20 pM dPhiX preparat in tubul DIL2.

Mixati Tn agitator vortex si apoi centrifugati scurt.

Incarcati 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).

o 9 Eliminati tubul DIL2.

o 10 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.

o 11 Treceti la secventiere.

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

Oooooooaoao
O NOoO OB WN -
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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, in legatura cu folosirea produsului sau produselor descrise in prezentul document, utilizarea lor in orice alt scop fiind interzisa.
Se interzic utilizarea sau distribuirea prezentului document si a continutului s&u in orice alt scop, precum si/sau comunicarea, dezvaluirea sau
reproducerea acestuia fara acordul prealabil al lllumina. lllumina nu transfera prin prezentul document nicio licenta patentata de lllumina, nicio
marca comerciala, niciun drept de autor sau alte drepturi civile, precum si niciun alt drept al vreunui tert.

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 in acesta. Sunt obligatorii citirea integrala si intelegerea
deplina a continutului prezentului document fnainte de utilizarea produsului(lor) respective.

NECITIREA INTEGRALA S| NETNTELEGEREA DEPLINA A TUTUROR INSTRUCTIUNILOR DIN PREZENTUL DOCUMENT POT DUCE LA
DEFECTAREA PRODUSULUI(LOR), VATAMAREA PERSOANELOR, INCLUSIV A UTILIZATORILOR S| A ALTORA, DETERIORAREA ALTOR
BUNURI, DUCAND, TOTODATA, LA ANULAREA ORICAREI GARANTII APLICABILE PRODUSULUI(LOR).

ILLUMINA TSI 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).

© 2022 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

ol Ce

lllumina

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) ec | rep
techsupport@illumina.com

www.illumina.com lllumina Netherlands B.V.

Steenoven 19
5626 DK Eindhoven
Tarile de Jos

Etichetarea produsului

34

Pentru referinte complete la simbolurile care pot aparea pe ambalajele si etichetele produselor, consultati legenda
simbolurilor pentru setul dvs. la adresa support.illumina.com.
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