TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

Navodila za uporabo

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.

Predvidena uporaba

TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) je in vitro diagnosti¢ni test, ki uporablja taréno sekvenciranje
naslednje generacije za odkrivanje variant v 517 genih z uporabo nukleinskih kislin, pridobljenih iz vzorcev
tumorskega tkiva, fiksiranih s formalinom, vklopljenih v parafin (FFPE), pri bolnikih z rakom s €vrstimi malignimi
novotvorbami z uporabo instrumenta Illumina® NextSeq™ 550Dx. Test se lahko uporablja za odkrivanje variant
posameznega nukleotida, multinukleotidnih variant, insercij, delecij in pomnozitev gena iz DNK ter genske fuzije
in spojitvene variante iz RNK. Test poro€a tudi o rezultatu mutacijskega bremena tumorja (TMB) in stanju
mikrosatelitne nestabilnosti (MSI).

Test je namenjen kot spremljevalna diagnostika za identifikacijo bolnikov z rakom za zdravljenje s tarénim
zdravljenjem, navedenim v Preglednica 1, v skladu z odobrenim oznadevanjem terapevtskega izdelka. Poleg
tega je test namenjen zagotavljanju informacij o profiliranju tumorjev, ki jih uporabljajo kvalificirani zdravstveni
delavci v skladu s strokovnimi smernicami, in ni odlocilen ali zavezujo€ za ozna€eno uporabo katerega koli
specificnega terapevtskega izdelka.

Preglednica 1 Indikacije za spremljevalno diagnostiko

Vrsta tumorja BioloSki oznacevalci Tarc¢no zdravljenje
Cvrsti tumoriji Genske fuzije NTRK1, NTRK2 VITRAKVI® (larotrektinib)
in NTRK3

Povzetek in razlaga testa

Klini¢ni opis

Rak je vodilni vzrok smrti po vsem svetu in lahko nastane v katerem koli tkivu." 2 Analiza genetske osnove raka
je pomembna za prepoznavanje bolnikov, ki jim lahko koristi taréno zdravljenje, in za razvoj novih metod
zdravljenja. Stevilni geni so bili vpleteni v nastanek ali napredovanje raka, mnogi raki pa nosijo razli¢ne variante,
ki vplivajo na te gene in njihove funkcije. Te variante lahko vkljuujejo genske mutacije, kot so variante
posameznega nukleotida (SNV-ji), multi-nukleotidne variante (MNV-ji), insercije ali delecije, pomnozitve genov,
genske fuzije in spojitvene variante. Druga posledica mutacij genov raka je prezentacija neoantigenov, ki lahko
izzovejo imunske odzive, specifi¢ne za rak. Mutacijski status raka lahko predstavljata TMB in MSI, ki sta
genomska podpisa, povezana z genomsko nestabilnostjo in prezentacijo neoantigena raka.
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TruSight Oncology Comprehensive je kvalitativni test celovitega genomskega profiliranja (CGP) z uporabo
sekvenciranja naslednje generacije (NGS), ki ha splosno ocenjuje genomske variante v velikem naboru genov,
povezanih z rakom, navedenih v Preglednica 2. Test zazna majhne variante v 517 genih ter pomnoZzitve genov,
fuzije in spojitvene variante, kot je navedeno v Preglednica 2. Test zagotavlja pokritost kodirajoCega zaporedja
za vse gene, razen za TERT, pri ¢emer je zajeta le regija promotorja, ter oceni rezultat TMB in status MSI. Te
testne tarce vklju€ujejo vsebino, ki jo navajajo strokovne organizacije, in druge glavne smernice v ZDA.
Neodvisne publikacije konzorcijev in pozne faze farmacevtskih raziskav so prav tako vplivale na zasnovo testa
TSO Comprehensive.

Za seznam regij, ki so izkljuCene iz doloCanja variant, glejte TruSight Oncology Comprehensive Block List
(Seznam blokiranih) (dokument st. 200009524), ki je na voljo na podpornem spletnem mestu druzbe lllumina.

V Preglednica 2 so opredeljene naslednje kategorije vrst variant: Majhna varianta DNK (S), pomnozitev gena (A),
fuzija (F) in spojitvena varianta (Sp). Majhne variante DNK vklju€ujejo SNV, MNV ter insercije in delecije.

Preglednica 2 TSO Comprehensive (EU) Nabor genov za test

St. Entrez Gen Vrsta razligice St. Entrez ID Gen Vrsta razligice St.  Entrez ID Gen Vr'svt'a
ID razliCice
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 PDCDI1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLIN 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
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
" 242 ALOX12B S 186 2308 FOXO1 S 361 8929 PHOX2B S
12 139285 AMER1 S 187 27086 FOXP1 S 362 5287 PIK3C2B S
13 29123 ANKRD11 S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852 ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG6 S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARID1A S 194 2625 GATA3 S 369 5295 PIK3R1 S
20 57492 ARID1B S 195 2626 GATA4 S 370 5296 PIK3R2 S
21 196528 ARID2 S 196 2627 GATA6 S 371 8503 PIK3R3 S
22 84159 ARIDSB S 197 348654 GEN1 S 372 5292 PIM1 S
23 171023 ASXL1 S 198 79018 GID4 S 373 5336 PLCG2 S
24 55252 ASXL2 S 199 2735 GLI S 374 10769 PLK2 S
25 472 ATM S 200 2767 GNAT1 S 375 5366 PMAIP1 S
26 545 ATR S 201 10672 GNA13 S 376 5378 PMS1 S
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St. Entrez Gen Vrsta razli¢ice St. Entrez ID Gen Vrsta razli¢ice St.  Entrez ID Gen Vr.svt.a
ID razlicice
66 80381 CD276 S 241 3480 IGF1R S 416 9401 RECQL4 S
67 972 CD74 S 242 3481 IGF2 S 417 5966 REL S
68 973 CD79A S 243 9641 IKBKE S 418 5979 RET S, F
69 974 CD79B S 244 10320 IKZF1 S 419 6009 RHEB S
70 79577 CDC73 S 245 3586 IL10 S 420 387 RHOA S
71 999 CDH1 S 246 3575 IL7R S 421 253260 RICTOR S
72 51755 CDK12 S 247 3623 INHA S 422 6016 RIT1 S
73 1019 CDK4 S 248 3624 INHBA S 423 54894 RNF43 S
74 1021 CDK6 S 249 3631 INPP4A S 424 6098 ROS1 S, F
75 1024 CDK8 S 250 8821 INPP4B S 425 8986 RPS6KA4 S
76 1026 CDKN1A S 251 3643 INSR S 426 6198 RPS6KB1 S
77 1027 CDKN1B S 252 3660 IRF2 S 427 6199 RPS6KB2 S
78 1029 CDKN2A S 253 3662 IRF4 S 428 57521 RPTOR S
79 1030 CDKN2B S 254 3667 IRS1 S 429 861 RUNX1 S
80 1031 CDKN2C S 255 8660 IRS2 S 430 862 RUNX1T1 S
81 1050 CEBPA S 256 3716 JAK1 S 431 23429 RYBP S
82 1058 CENPA S 257 3717 JAK2 S 432 6389 SDHA S
83 1106 CHD2 S 258 3718 JAK3 S 433 54949 SDHAF2 S
84 1108 CHD4 S 259 3725 JUN S 434 6390 SDHB S
85 M CHEK1 S 260 7994 KAT6A S 435 6391 SDHC S
86 11200 CHEK2 S 261 5927 KDMS5A S 436 6392 SDHD S
87 23152 CIC S 262 8242 KDM5C S 437 26040 SETBP1 S
88 64326 COP1 S 263 7403 KDM6A S 438 29072 SETD2 S
89 1387 CREBBP S 264 3791 KDR S 439 23451 SF3B1 S
90 1399 CRKL S 265 9817 KEAP1 S 440 10019 SH2B3 S
91 64109 CRLF2 S 266 3792 KEL S 441 4068 SH2D1A S
92 1436 CSF1R S 267 3799 KIF5B S, F 442 55164 SHQ1 S
93 1441 CSF3R S 268 3815 KIT S 443 9353 SLIT2 S
94 1452 CSNKI1A1 S 269 9314 KLF4 S 444 84464 SLX4 S
95 10664 CTCF S 270 89857 KLHL6 S 445 4087 SMAD2 S
96 1493 CTLA4 S 271 4297 KMT2A S 446 4088 SMAD3 S
97 1495 CTNNA1 S 272 3845 KRAS S 447 4089 SMAD4 S
98 1499 CTNNB1 S 273 3916 LAMP1 S 448 6597 SMARCA4 S
99 8452 CuUL3 S 274 9113 LATST S 449 6598 SMARCB1 S
100 1523 CUX1 S 275 26524 LATS2 S 450 6602 SMARCD1 S
101 7852 CXCR4 S 276 4004 LMO1 S 451 8243 SMC1A S
102 1540 CYLD S 277 53353 LRP1B S 452 9126 SMC3 S
103 1616 DAXX S 278 4067 LYN S 453 6608 SMO S
104 54165 DCUN1D1 S 279 8216 LZTR1 S 454 9627 SNCAIP S
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®

Nacela postopka

Test TSO Comprehensive (EU) je porazdeljen test, ki se izvaja ro¢no z uporabo ekstrahirane nukleinske kisline
kot vhodnega materiala. DNK in/ali RNK, pridobljen iz tkiva, fiksiranega s formalinom in vklopljenega v parafin
(FFPE), se uporablja za pripravo knjiznic, ki se nato obogatijo za gene, povezane z rakom, in sekvencirajo na
Instrument NextSeq 550Dx.

Test TSO Comprehensive (EU) vklju€uje naslednje postopke.

Priprava in obogatitev knjiznice — za RNK se skupno 40 ng pretvori v dvoverizno komplementarno DNK
(cDNK). Pri genomski DNK (gDNK) se 40 ng gDNK razgradi v majhne fragmente. Univerzalni adapterji za
sekvenciranje se vezejo na fragmente cDNK in gDNK. V vsako knjiznico so vklju¢ena zaporedja adapterjev
P5in P7, da se omogoci zajem fragmentov knjiznice na povrsini preto€ne celice med sekvenciranjem.
Adapteriji vklju€ujejo indeksna zaporedja i5 in i7 za identifikacijo vsakega posameznega vzorca in v primeru
knjiznic iz vzorcev gDNK posamezne molekule z uporabo edinstvenih molekulskih identifikatorjev (UMI).
KnjiZnice se nato obogatijo za specifiCnhe gene zanimanja z uporabo metode, ki temelji na zajemu. Zaporedja
biotiniliranih sond, ki pokrivajo genska obmocja zanimanja, na katera je usmerjen test, hibridizirajo s
knjiznicami. Sonde in hibridizirane taréne knjiznice se izolirajo od netarcnih knjiznic z zajemanjem s
streptavidinskimi magnetnimi delci. Tar€ne obogatene knjiznice se izperejo in pomnoZzijo. Kolicina vsake
obogatene knjiZznice se nato normalizira z metodo na osnovi kroglic, da se zagotovi enaka zastopanost v
zdruzenih knjiznicah za sekvenciranje.

Sekvenciranje in primarna analiza - Normalizirane obogatene knjiznice se zdruzijo in grucijo na pretocni
celici, nato pa se sekvencirajo na NextSeq 550Dx s kemijo sekvenciranja s sintezo (SBS). Kemija SBS
uporablja metodo reverzibilnega terminatorja za zaznavanje posameznih fluorescen¢no oznacenih
deoksinukleotidnih trifosfatnih baz (dNTP), ko se vgrajujejo v rasto¢e verige DNK. Med vsakim ciklom
sekvenciranja se v verigo nukleinske kisline doda en dNTP. Oznaka dNTP sluzi kot terminator za
polimerizacijo. Po vsaki vgradnji dNTP se fluorescentno barvilo slika, da se identificira baza, nato pa se
odcepi, da se omogoci vgradnja naslednjega nukleotida. Stirje na reverzibilni terminator vezani dNTP (A, G,
T in C) so prisotni kot posamezne, lo€ene molekule. Naravna konkurenca zmanjSuje pristranskost
vgrajevanja. Med primarno analizo se baze dolocajo neposredno iz meritev intenzivnosti signala med
vsakim ciklom sekvenciranja, kar ima za posledico sekvenciranje po bazah. Vsaki dologitvi baze se dodeli
ocena kakovosti.

Sekundarna analiza - Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo je na
instrumentu NextSeq 550Dx kot del programske opreme Local Run Manager za nastavitev izvedbe testa
TSO Comprehensive (EU) in za izvajanje sekundarne analize rezultatov sekvenciranja. Sekundarna analiza
vklju€uje validacijo obdelave izvedbe in kontrolo kakovosti, Cemur sledijo demultipleksiranje, ustvarjanje
datotek FASTQ, poravnava in dolo¢anje variant. Demultipleksiranje lo€uje podatke iz zdruzenih knjiZznic na
podlagi enoli¢nih indeksov zaporedija, ki so bili dodani med postopkom priprave knjiznice. Ustvarijo so
vmesne datoteke FASTQ, ki vsebujejo odCitke sekvenciranja za vsak vzorec in oceno kakovosti, razen za
odcitke iz gru¢, ki niso presle filtra. Odcitki sekvenciranja se nato poravnajo z referen¢nim genomom, da se
ugotovi razmerje med zapored;ji in se dodeli ocena na podlagi obmocij podobnosti. Poravnani od¢itki so
zapisani v datoteke v formatu BAM. Programska oprema testa uporablja loCene algoritme za knjiZnice,
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Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

ustvarjene iz vzorcev DNK in/ali RNK, za dolo¢itev majhnih variant DNK, pomnoZitve genov, TMB in MSI za
vzorce DNK ter fuzij in spojitvenih variant za vzorce RNK. Modul programske opreme za analizo ustvari vec
izhodov, vkljuéno z metrikami sekvenciranja in datotekami v formatu dolocitev variant (VCF). Datoteke VCF
vsebujejo informacije o variantah, najdenih na doloCenih polozajih v referenénem genomu. Za vsak vzorec
se ustvarijo metrike sekvenciranja in posamezne izhodne datoteke. Za podrobnosti o sekundarni in terciarni
analizi glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument st. 200008661).

Terciarna analiza - Terciarna analiza, ki jo izvaja Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) Modul za analizo, je sestavljena iz izraCunov TMB in MSI, doloCitev za spremljevalno diagnostiko,
tumorskega profiliranja variant v dve ravni klini€ne pomembnosti z uporabo zbirke znanja (KB) in vrste tkiva
ter ustvarjanja porocil o rezultatih. Tumorsko profiliranje se lahko imenuje tudi celovito genomsko
profiliranje. Interpretirani rezultati variant in rezultati bioloskih oznagevalcev TMB in MSI so povzeti v
porocilu o rezultatih testa TSO Comprehensive (EU).

Omejitve postopka

Samo za in vitro diagnosti¢no uporabo.

Samo za uporabo z izdajo na recept. Test se mora uporabiti v skladu s predpisi za klini¢ni laboratorij.

Genomske ugotovitve, navedene v Preglednica 2 za predvideno uporabo, niso odlocCilne ali zavezujoCe za
oznaceno uporabo katerega koli specifi€nega terapevtskega izdelka.

Za variante, navedene v porocilu o rezultatih testa TSO Comprehensive (EU) v razdelku Genomske
ugotovitve z dokazi o klini¢ni pomembnosti (raven 2) in Genomske ugotovitve s potencialno klini¢no
pomembnostjo (raven 3), klinicna validacija ni bila izvedena.

Odlocitve o oskrbi in zdravljenju bolnikov morajo temeljiti na neodvisni medicinski presoji leCeCega
zdravnika, pri Eemer je treba upostevati vse ustrezne informacije o bolnikovem stanju, kot so bolnikova in
druzinska anamneza, telesni pregledi, podatki iz drugih diagnosti¢nih testov in bolnikove zelje, v skladu s
standardom oskrbe v dolo¢eni skupnosti.

Kakovost vzorca FFPE je zelo spremenljiva. Vzorci, ki niso bili podvrzeni standardnim postopkom fiksacije,
morda ne bodo ustvarili ekstrahiranih nukleinskih kislin, ki izpolnjujejo zahteve za kontrolo kakovosti testa
(Kontrola kakovostina strani 79). Bloki FFPE, ki so bili shranjeni dlje kot pet let, so pokazali manjso
veljavnost.

Ucinkovitost testa TSO Comprehensive (EU) pri vzorcih, pridobljenih pri bolnikih, ki so imeli presaditev
organov ali tkiv, ni bila ocenjena.

Velike koli¢ine nekrotiCnega tkiva (= 23 %) lahko ovirajo sposobnost testa TSO Comprehensive (EU) za
odkrivanje pomnoZzitve genov in fuzije RNK.

Zaznavanje somatskih vodilnih mutacij je lahko nezanesljivo, Ce je vsebnost tumorja (glede na povrsino)
manj$a od 20 %.

Izid mikrosatelitno stabilen (MS-stabilen) je lahko nezanesljiv, Ce je vsebnost tumorja manjSa od 30 %. Izid
mikrosatelitno velik (MSI-velik) je pravilen ne glede na vsebnost tumorija.
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Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

* Hemoglobin, povezan s tkivom, zmanj$a podporne odcitke za spojitvene variante ME.

* V zelo preurejenih genomih z delecijami in izgubo heterozigotnosti lahko programska oprema TSO
Comprehensive (EU) napacno razvrsti vzorec DNK kot kontaminiran (CONTAMINATION_SCORE > 3106 in p-
vrednost > 0,049).

* Negativnirezultat ne izkljuCuje prisotnosti mutacije pod mejami zaznavnosti (LoD) testa.

* Na obcutljivost za zaznavanje majhnih variant DNK lahko vplivajo:
— Majhna kompleksnost genomskega konteksta.
— Povecanje dolzine variante.

* Ocene TMB so lahko neto¢ne v naslednjih kontekstih:
— Ko vsebnost tumorja dosezZe ravni, pri katerih se frekvence alelov zarodnih in somatskih variant (VAF)

zblizajo.

— V populacijah, ki niso dobro zastopane v javnih zbirkah podatkov.

* Pomnozitev gena je edina varianta Stevila kopij, o kateri poro¢a TSO Comprehensive (EU). Test ne poroCa o
delecijah gena.

* Algoritmi za dolo¢anje fuzije v programski opremi testa TSO Comprehensive (EU) morda ne upoStevajo
dokazov iz odcitkov, ki segajo zunaj oznacenih meja gena.

* Na obcutljivost za zaznavanje fuzij lahko vpliva:

— Majhna kompleksnost knjiznice, kar ima za posledico manj podpornih odc&itkov zaradi odstopanj v
poteku dela testa (na primer upostevajte korake mesSanja v Denaturacija in prileganje RNK na strani 43).

— Ko en sam gen obsega obe prelomni tocki.

— Ko je ve€ prelomnih to¢k fuzij v neposredni blizini druga druge z enim ali ve¢ partneriji, se lahko ve¢
prelomnih toc¢k in partnerjev poroca kot ena sama prelomna tocka in partner.

— Majhna mediana velikosti insercij. Potrebna je najmanjSa mediana velikosti insercije 80 bp, obcutljivost
pa se zmanjsa v razponu 80-100 bp.
— Majhna kompleksnost zaporedja ali homologni genomski kontekst okoli fuzijskih prelomnih tock.

* Lodljivost genov, vklju€enih v fuzijo, je lahko prizadeta, e se prelomne tocke fuzije pojavijo v genomskih
regijah, ki vsebujejo prekrivajoce se gene. Ce ve& genov prekriva prelomno to&ko, bo test poro&al o vseh
genih, lo¢enih s podpidji.

* Nedosledna pokritost v regiji promotorja TERT lahko zaradi majhne globine povzroci odsotnost rezultata.

* Napake v ozna¢evanju ali zbirku znanja lahko povzrocijo lazno pozitiven ali lazno negativen rezultat,
vkljuéno z navedbo variante na napacni ravni (med genomskimi ugotovitvami z dokazi klinicne
pomembnosti [raven 2] in genomskimi ugotovitvami s potencialno kliniéno pomembnostjo [raven 3]), ali pa

so lahko podatki oznaCevanja v porocilu napacni. Napake v oznacevanju ali KB ne vplivajo na variante, ki so
navedene v rezultatih CDx. Moznost napake obstaja zaradi naslednjih treh virov:

— Oznacevanje variante s testom TSO Comprehensive (EU) Na podlagi analize 2.448.350 variant COSMIC
v92 je delez napak priblizno 0,0027 %, zato obstaja majhna moznost napake.

— Napaka KB zaradi postopka zdravljenja.
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Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

— Relevantnost vsebine KB se s Casom spreminja. Porocilo odraza znanje v €asu priprave razliCice zbirke
Znanja.

* TSO Comprehensive (EU) je zasnovan tako, da poro¢a o somatskih variantah pri poro€anju o variantah z
dokazi o klini€ni pomembnosti oziroma variantah z morebitno klinicho pomembnostjo. Ker gre za test, ki
zajema samo tumorje, je porocanje o variantah zarodne linije (podedovanih) mogoce, vendar nenamerno.
Test TSO Comprehensive (EU) uporablja zbirko znanja za poroCanje o variantah brez izrecnega
oznacCevanja, e so zarodnega ali somatskega izvora.

* KB vkljuCuje le terapevtske, diagnosti¢ne in prognosti¢ne povezave, ki so relevantne za variante, prisotne v
ugotovljeni solidni maligni novotvorbi. Povezave z ob¢utljivostjo ali tveganjem za rak niso vklju¢ena v KB.

* Naslednja preglednica prikazuje spremembe nukleotida za tri variante RET, ki jih test ne more zaznati. Zazna
lahko druge spremembe nukleotida za isto spremembo aminokisline.

Preglednica 3 Spremembe nukleotida za tri variante RET

Sprememba .. . . Alternativna
. L. Chr* Polozaj Referencni alel .
aminokisline moznost
p.E632_ chri0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG
p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG
C634delinsDVR
p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA
R635insPK CAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = kromosom

Komponente izdelka

Test TSO Comprehensive (EU) vkljuCuje naslednje komponente:

* Komplet TruSight Oncology Comprehensive (EU) (llluminakataloSka §t. 20063092) — komplet vkljucuje
reagente z zadostno koli¢ino za ustvarjanje 24 knjiznic DNK in 24 knjiznic RNK.. Ta koli¢ina vklju€uje vzorce
bolnikov in kontrole. Kontrole se prodajajo lo€eno (glejte Potrebni reagenti, ki niso priloZeni na strani 16).

* Baza znanja: Redno posodobljena in na voljo za prenos na portalu Lighthouse lllumina.

* Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (lllumina katal.$t. 20051843),
ki vklju€uje naslednje komponente:

— Paketi zahtevkov TSO Comprehensive
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— Paket programske opreme TSO Comprehensive
— Komplet USB TSO Comprehensive

illumina

Servisni predstavnik druzbe Illumina namesti ustrezno razliCico Modul za analizo TSO Comprehensive (EU) na
Local Run Manager Instrument NextSeq 550Dx. Za informacije o modulu za analizo glejte Vodnik po poteku dela
z modulom za analizo Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument

§t. 200008661).
Reagenti

PriloZeni reagenti
Kompletu so priloZzeni naslednji reagentiTSO Comprehensive (EU).

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, st. dela 20031127

Stevilka . .. .
Reagent dela Koli€éina Volumen Ucinkovine
First Strand Synthesis 20031431 1 260 pl Pufrana vodna
Mix (FSM) raztopina, ki
vsebuje soliin
nukleotide
Second Strand Mix 20031432 1 720 pl Pufrana vodna
(SSM) raztopina, ki
vsebuje DNA
polymerase, RNazo
H in nukleotide
Elution Primer Frag 20031433 1 250 ul Pufrana vodna
Mix (EPH3) raztopina, ki
vsebuje soliin
naklju¢ne
heksamere
Reverse 20031434 1 70 ul Pufrana vodna
Transcriptase (RVT) raztopina, ki

vsebuje reverse
transcriptase

Dokument §t. 200007789 v08

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.

Temperatura
shranjevanja

od-25°Cdo-
15°C

od-25°Cdo-
15°C

od-25°Cdo-
15°C

od-25°Cdo-
15°C
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Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

TruSight Oncology Comp Library Prep (zamrznjen), PN 20031118

Reagent

End Repair A-tailing A

(ERAT-A)

End Repair A-tailing B
(ERA1-B)

Adapter Ligation
Buffer 1 (ALB1)

DNA Ligase 3 (LIG3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI Adapters v1
(UMI)

Stop Ligation Buffer
(STL)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Stevilka
dela

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Dokument §t. 200007789 v08

Koli¢ina

Volumen

85 ul

210 pl

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 I

550 pl
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Ucinkovine

Pufrana vodna
raztopina, ki
vsebuje DNA
polymerase T4in
polinukleotidno
kinazo

Pufrana vodna
raztopina, ki
vsebuje soliin
nukleotide

Pufrana vodna
raztopina, Ki
vsebuje soli

Pufrana vodna
raztopina, ki
vsebuje ligazo

Pufrana vodna
raztopina, ki
vsebuje univerzalne
oligonukleotide za
sekvenciranje

Pufrana vodna
raztopina, Ki
vsebuje univerzalne
oligonukleotide za
sekvenciranje

Pufrana vodna
raztopina, Ki
vsebuje soli

Pufrana vodna
raztopina, ki
vsebuje DNA
polymerase in
nukleotide

illumina

Temperatura
shranjevanja
od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

od-25°Cdo
-15°C

12 0d 139



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

illumina

TruSight Oncology Comp Library Prep (hlajen) (St. dela 20031119)

Reagent Stevilka

9 dela
Pufer za 20031444
resuspendiranje
(RSB, Resuspension
Buffer)
Sample Purification 20031442
Beads (SPB)
TE Buffer (TEB) 20013443

Koli¢ina

1

2

1

Volumen

12,4 mi

6,11 ml

10 ml

Udéinkovine

Pufrana vodna

Temperatura
shranjevanja

od2°Cdo8°C

raztopina, ki vsebuje

soli

Vodna raztopina, Ki
vsebuje magnetne

kroglice

Raztopina Tris EDTA

TruSight Oncology Comp UP Index Primers, st. dela 20031120

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

Ucinkovine: Pufrana vodna raztopina, ki vsebuje s &rtno kodo posamezno oznacene zacetne oligonukleotide.

/AN POZOR

Za vzorce RNK ali DNK uporabite enoli¢ne indeksne zacetne oligonukleotide (Unique Index Primers —
UPxx). V isti knjiznici soCasno ne kombinirajte indeksnih za¢etnih oligonukleotidov CPxx in UPxx.

Indeksni
zacetni
oligonukleotid

UPO1
UP02
uP03
UP04
UPO5
UP06
uP07
uPO8
UP09
UP10
UP11
uP12
UP13
uP14
UP15
UP16

Stevilka dela

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

Koli¢ina

Dokument §t. 200007789 v08

Volumen

24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l
24 ul
24 4l

Indeks i7

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

Zaporedje i7

TCCGGAGA
CTGAAGCT
CGTAGCTC
GAATTCGT
AGCGATAG
GCGATTAA
ATTCAGAA
GAATAATC
TTAATCAG
CGCTCATT
TCCGCGAA
ATTACTCG
ACTGCTTA
ATGCGCT
GCCTCT
GCCGTAGG
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Indeks i5

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

Zaporedje i5

AGGATAGG
TCAGAGCC
KATACCGAA
TTATGAGT
ACGAATAA
GATCTGCT
AGGCTATA
GCCTAT
CTTCGCCT
TAAGATTA
AGTAAGTA
DEJAVNOST
AGAGGCGC
TAGCCGCG
TTCGTAGG
CGCTCCGC

Temperatura shranjevanja

od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
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TruSight Oncology Comp CP Index Primers, kat. §t. 20031126

illumina

Ucinkovine: Pufrana vodna raztopina, ki vsebuje s ¢rtno kodo posamezno oznacene zacetne oligonukleotide.

A\

POZOR

Kombinatori€¢ne indeksne zacetne oligonukleotide (CPxx) uporabljajte samo za vzorce DNK. V isti

knjiznici so€asno ne kombinirajte indeksnih za€etnih oligonukleotidov CPxx in UPxx.

Indeksni
zacetni
oligonukleotid

Stevilka dela

CPO1 20031461
CP02 20031462
CPO3 20031463
CPO4 20031464
CPO5 20031465
CPO6 20031466
CP0O7 20031467
CP08 20031468
CP09 20031469
CP10 20031470
CPM 20031471
CP12 20031472
CP13 20031473
CP14 20031474
CP15 20031475
CP16 20031476

Kolicina

Volumen

20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l
20 pl
20 l

Indeks i7

D721
D723
D709
D71
D723
D709
D71
D721
D709
D71
D721
D723
D71
D721
D723
D709

Sekvenca

CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC
CTCGACTG
CGGCTATG
TCTCGCGC
CATCGAGG
CGGCTATG
TCTCGCGC
CATCGAGG
CTCGACTG
TCTCGCGC
CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG

Indeks i5

D507
D508
D519
D520
D507
D507
D507
D508
D508
D508
D519
D519
D519
D520
D520
D520

Sekvenca

ACGTCCTG
GTCAGTAC
CCGTCGCC
GTCCGAGG
ACGTCCTG
ACGTCCTG
ACGTCCTG
GTCAGTAC
GTCAGTAC
GTCAGTAC
CCGTCGCC
CCGTCGCC
CCGTCGCC
GTCCGAGG
GTCCGAGG
GTCCGAGG

TruSight Oncology Comp Enrichment (hlajen), st. dela 20031123

Reagent

Target Capture
Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin Mag
Beads (SMB)

Dokument §t. 20000778

Stevilka
dela
20031477

20031478

9v08

Koli¢ina

2

2

Volumen

870 i

7,78 ml
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Ucinkovine

Pufrana vodna raztopina, ki

vsebuje formamid in soli

Pufrana vodna raztopina, ki

vsebuje soliin trdne
paramagnetne kroglice, ki

so kovalentno prevleCene s

streptavidinom

Temperatura shranjevanja

od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C
od-25°Cdo-15°C

Temperatura
shranjevanja

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C
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Reagent

2N NaOH (HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads 1 (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNS1T)

Pufer za
resuspendiranje
(RSB,
Resuspension
Buffer)

Sample
Purification Beads
(SPB)

Stevilka -
Kolicina

dela

20031479 2
20031480 2
20031481 1
20031482 2
20031483 2
20031444 1
20031442 2

Volumen

400 pl

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Ucinkovine

Raztopina natrijevega
hidroksida

Pufrana vodna raztopina.

Pufrana vodna raztopina, ki
vsebuje paramagnetne

kroglice v trdni fazi

Pufrana vodna raztopina, ki

vsebuje soli,
2-merkaptoetanol in
formamid

Pufrana vodna raztopina, ki

vsebuje soli

Pufrana vodna raztopina, ki

vsebuje soli

Vodna raztopina, ki vsebuje

magnetne kroglice

illumina

Temperatura
shranjevanja

od2°Cdo8°C
od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

od2°Cdo8°C

Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) (t. dela 20031121)

Reagent

Target Capture
Additives 1
(TCAT)

Enhanced
Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Stevilka -
Kolicina

dela

20031486 2

20031487 1

20031488 3
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Volumen

521 pl

50,4 ml

1,65 ml

Ucinkovine

Pufrana vodna raztopina,
ki vsebuje oligonukleotide

Pufrana vodna raztopina,

ki vsebuje soli

Pufrana vodna raztopina,

ki vsebuje detergent
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Temperatura
shranjevanja

od-25°Cdo-
15°C

od-25°Cdo-
15°C

od-25°Cdo-
15°C
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Stevilka Temperatura
Reagent v Kolicéina Volumen Ucinkovine p' u'
dela shranjevanja
Enhanced PCR 20031441 2 550 i Pufrana vodna raztopina, od-25°Cdo-
Mix (EPM) ki vsebuje DNA 15°C
polymerase in nukleotide
PCR Primer 20031490 2 150 pl Pufrana vodna raztopina, od-25°Cdo-
Cocktail 3 ki vsebuje zaCetne 15°C
(PPC3) oligonukleotide P5in P7
Library 20031491 1 4,6 ml Pufrana vodna raztopina, od-25°Cdo-
Normalization ki vsebuje soli, 15°C
Additives 1 2-merkaptoetanol in
(LNAT1) formamid
PhiX Internal 20031492 1 10 ul Pufrana vodna raztopina, od-25°Cdo-
Control (PX3 ali ki vsebuje PhiX za 15°C
PhiX) genomsko DNK

TruSight Oncology Comp Content Set, st. dela 20031122

Stevilka Temperatura
Reagent Vi Kolic¢ina Volumen Ucinkovine p‘ u'
dela shranjevanja
Oncology RNA Probe 20031494 1 290 pl Zbirek od-25°Cdo-
Pool (OPR1) oligonukleotidnih 15°C
sond
Oncology DNA Probe 20031495 1 290 pl Zbirek od-25°Cdo-
Pool 2 (OPD2) oligonukleotidnih 15°C
sond

Potrebni reagenti, ki niso prilozeni
Reagenti pred pomnozZevanjem

* DNA and RNA extraction and purification reagents — za zahteve glede reagenta glejte Ekstrakcija,
kvantifikacija in shranjevanje nukleinskih kislin na strani 27.

* DNA and RNA quantification reagents — za zahteve glede reagenta glejte Ekstrakcija, kvantifikacija in
shranjevanje nukleinskih kislin na strani 27.

* Kontrole TruSight Oncology:
— TruSight Oncology DNA Control (lllumina katal. §t. 20065041)
— TruSight Oncology RNA Control (lllumina katal. 5t. 20065042)
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* 100-odstotni etanol (EtOH) (200 proof), laboratorijske kakovosti za molekularno biologijo

* RNase/DNase-free water
Reagenti po pomnozevanju

* NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 ciklov) (lllumina katal. §t. 20028871)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 ciklov)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 ciklov)
— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 ciklov)

* 100-odstotni EtOH (200 proof), laboratorijske kakovosti za molekularno biologijo

* RNase/DNase-free water

Shranjevanje reagentov in ravnanje z njimi

Naslednje Skatle reagentov se posiljajo zamrznjene. Shranjujte pri temperaturi od -25 °C do -15 °C.

. 2 & Obmogje
Skatla Stevilka dela .
laboratorija
TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Pred
pomnozevanjem
TruSight Oncology Comp Library Prep (zamrznite) 20031118 Pred
pomnozevanjem
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Pred
pomnozevanjem
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Pred
pomnozevanjem
TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznite) 20031121 Po pomnozevanju
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Po pomnozevanju

/N POZOR

Reagentov ne shranjujte v shranjevalni enoti brez ledu ali v predalih na vratih hladilnika.
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Naslednja pakiranja reagentov se poSiljajo na blazinicah z gelom za vzdrzevanje temperature od 0 °C do 10 °C.
Shranjujte pri temperaturiod 2 °C do 8 °C.

. 2 - Obmocdje

Skatla Stevilka dela .
laboratorija

TruSight Oncology Comp Library Prep (shranjujte v 20031119 Pred

hladilniku) pomnozevanjem

TruSight Oncology Comp Enrichment (shranjujte v hladilniku) 20031123 Po pomnozevanju

/N POZOR

Ne zamrzujte reagentov, ki vsebujejo kroglice (LNB1, SPB in SMB).

Spremembe fiziénega izgleda reagentov lahko kaZejo na kvar materialov. Ce pride do sprememb fizi¢nega
izgleda (npr. spremembe barve reagenta ali motnost), reagentov ne uporabljajte.

FSM, SSM, ERA1-B in TCB1imajo lahko delce, povezane z izdelkom. Pri vsakem reagentu upostevajte
posebne smernice za ravnanje. Po izvedbi korakov me8anja FSM in SSM preostali beli delci, povezani z
izdelkom, ne bodo vplivali na uCinkovitost.

Ocenili so stabilnost testa TSO Comprehensive (EU) in dokazali njegovo ucinkovitost za do Stiri uporabe
kompleta. Reagenti so stabilni, e so shranjeni pri navedenih temperaturah do navedenega roka
uporabnosti na etiketi Skatle.

Oprema in materiali

Potrebna oprema in materiali, ki niso prilozeni

Oprema in materiali za postopke pred pomnozZevanjem

Oprema Dobavitelj
UltrazvoC€na naprava s pripadajoCimi dodatki Dobavitelj obi¢ajne
Glejte Nastavitve konfiguracije ultrazvocne naprave za fragmentacijo laboratorijske opreme

DNK na strani 22.

Cikli¢ni termostat z naslednjimi specifikacijami: Dobavitelj obi¢ajne

Ogrevan pokrov z moznostjo nastavitve na 30 °C in 100 °C (ali laboratorijske opreme
izklopljen, ¢e ni mozna nastavitev na 30 °C)

Zajema temperaturni razpon od 4 °C do 99 °C

Natan¢nost temperature £ 0,25 °C

Zdruzljivo s plos¢ami PCR s 96 vdolbinicami, 0,2 ml

Oglejte si Hitrost narascanja temperature ciklicnega termostata na

strani 25
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Oprema

Vibracijski meSalnik

Inkubatorja za mikrovzorce (2) z vstavki za ploS¢e MIDI s 96
vdolbinicami (2)

Mikrocentrifuga

Centrifuga za plos€e z naslednjimi specifikacijami:
o Zdruzljivo z mikroploS¢ami s 96 vdolbinicami
o Zmogljivost: 280 x g (+/-10 %)

Stresalna plos¢a z naslednjimi specifikacijami:
o 2-milimetrska orbita
o Lahko stresa pri 1200 vrt./min in 1800 vrt./min.

Tesnilna zagozda ali valjcek

Magnetno stojalo z naslednjimi specifikacijami:

o Zasnovan za obarjanje/lo¢evanje paramagnetnih kroglic
» Magneti na strani stojala (ne na dnu)

e Zdruzljivo s 96-kanalnimi MIDI-ploS&ami

Natancne pipete, ki lahko natan¢no odmerjajo koli¢ine med 2 plin
1000 pl z naslednjimi specifikacijami:
« Enokanalna ali ve€kanalna pipeta s prirastkom 0,02 pl

o Enokanalna ali ve€kanalna pipeta s prirastkom 0,1 pl, 0,2 pl ali 0,5 pl

o Enokanalna ali ve€kanalna pipeta s prirastkom 1 pl ali 2 pl
Pipete morajo biti redno kalibrirane in to¢ne v okviru 5 % navedene
prostornine.

Pipetor

Ledeni ali hladilni bloki

10-mililitrske seroloSke pipete

Samolepilne folije za 96-kanalne plos&e z naslednjimi specifikacijami:

o QOdstranljive
e Primerne za PCR plos¢e z obrobo ali polobrobo

» Mocno lepilo, ki prenese vec temperaturnih sprememb od -20 °C do

100 °C
e Brez DNaze/RNaze
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illumina

Dobavitelj

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obiajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
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Oprema Dobavitelj

Mikrocentrifugirke s prostornino 1,7 ml, brez nukleaze Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Rezervoarji za reagent brez nukleaze (korito za enkratno uporabo, Dobavitelj obi¢ajne
50 ml) (ali enakovredno) laboratorijske opreme
15-mililitrske stoz&aste epruvete Dobavitelj obi¢ajne

laboratorijske opreme

50-mililitrske stozCaste epruvete Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Zdruzljive konice pipet, odporne proti aerosolu Dobavitelj obiCajne
laboratorijske opreme

PloSCe za shranjevanje s 96 vdolbinicami, 0,8 ml (ploSce MIDI) Fisher Scientific, St. dela AB-
0859 ali enakovredno

Plos¢e PCR s 96 vdolbinicami, zdruzljive s cikli¢nim termostatom, 0,2 ml Dobavitelj obiCajne
(polipropilenske vdolbinice) laboratorijske opreme

Oprema in materiali za postopke po pomnozZevanju

Oprema Dobavitelj

Instrument NextSeq 550Dx [llumina, kataloSka St.
20005715

Centrifuga za ploSCe z naslednjimi specifikacijami: Dobavitelj obiajne

e Zdruzljivo z mikroplos¢ami MIDI s 96 vdolbinicami laboratorijske opreme

o Zmogljivost: 280 x g (+/-10 %)

Cikliéni termostat z naslednjimi specifikacijami: Dobavitelj obiajne

e Ogrevan pokrov (100 °C) laboratorijske opreme

o Zajema temperaturnirazpon od 4 °C do 99 °C

» Natancénost temperature + 0,25 °C

o Zdruzljivo s plo§¢ami PCR s 96 vdolbinicami, 0,2 ml

o Oglejte si Hitrost narascanja temperature ciklicnega termostata na
strani 25

Vibracijski mesalnik Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Inkubator za mikrovzorce, z vstavkom za ploS¢e MIDI s 96 vdolbinicami  Dobavitelj obiCajne
laboratorijske opreme
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Oprema

Blok za suho segrevanje z naslednjimi specifikacijami:

o Temperaturno obmocje od 25 °C do 99 °C

» Natancnost temperature +5 °C

o Prepricajte se, da so mikrocentrifugirke zdruzljive s toplotnim blokom

Stresalna ploS¢a z naslednjimi specifikacijami:
e Orbita 2 mm
o Lahko se stresa pri 1200 vrt./min in 1800 vrt./min.

Mikrocentrifuga

Tesnilna zagozda ali valj¢ek

Magnetno stojalo z naslednjimi specifikacijami:

e Zasnovan za obarjanje/loCevanje paramagnetnih kroglic
» Magneti na strani stojala (ne na dnu)

e Zdruzljivo s 96-kanalnimi MIDI-ploS&ami

Natancne pipete, ki lahko natan¢no dovajajo koli¢ine med 2 plin 1000 i
Z naslednjimi specifikacijami:

» Enokanalna ali ve€kanalna pipeta s prirastkom 0,02 pl

» Enokanalna ali ve€kanalna pipeta s prirastkom 0,1 pl, 0,2 pl ali 0,5 pl

o Enokanalna ali veCkanalna pipeta s prirastkom 1 pl ali 2 pl

Pipete morajo biti redno kalibrirane in to¢ne v okviru 5 % navedene
prostornine.

Pipetor

10-mililitrske seroloSke pipete

Samolepilne folije za 96-kanalne plos&e z naslednjimi specifikacijami:

o Odstranljive

e Primerne za PCR ploC€e z obrobo ali polobrobo

» Mocno lepilo, ki prenese ve¢ temperaturnih sprememb od -20 °C do
100 °C

o Brez DNaze/RNaze

Mikrocentrifugirke s prostornino 2 ml, brez nukleaze

Mikrocentrifugirke s prostornino 1,7 ml, brez nukleaze
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illumina

Dobavitelj

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obiajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obiCajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
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Oprema

Rezervoarji za reagent brez nukleaze (korito za enkratno uporabo,

50 ml) (ali enakovredno)

15-mililitrske stozCaste epruvete

50-mililitrske stoz&aste epruvete

Zdruzljive konice pipet, odporne proti aerosolu

PloSCe za shranjevanje s 96 vdolbinicami, 0,8 ml (ploS¢e MIDI)

Plos¢e PCR s 96 vdolbinicami, zdruzljive s cikli¢nim termostatom, 0,2 ml

(polipropilenske vdolbinice)

Ledeni ali hladilni bloki

illumina

Dobavitelj

Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Fisher Scientific, st. dela AB-
0859 ali enakovredno
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme
Dobavitelj obi¢ajne
laboratorijske opreme

Nastavitve konfiguracije ultrazvo€ne naprave za

fragmentacijo DNK

Fragmentacija DNK ali strizenje vpliva na ucinkovitost testa z doloCanjem porazdelitve velikosti fragmenta, kar
vpliva na pokritost sekvenciranja. Za test TSO Comprehensive (EU) je bilo ocenjenih in optimiziranih vec

konfiguracij fokusirane ultrasonikacije (Preglednica 4).

* Cas strizenja je bil prilagojen temu, da bi povegali metriko MEDIAN_EXON_COVERAGE, opisano v Kontrola
kakovostina strani 79. Casi strizenja (glejte Preglednica 4) in rezultati MEDIAN_INSERT_SIZE so se

razlikovali med konfiguracijami.

* Konfiguracije 1-4 in 6 so bile testirane z 8 povezanimi steklenimi epruvetami Konfiguracija 5 je uporabila
posamezno stekleno epruveto. Prostornine epruvet so prikazane v Preglednica 4.

* Optimizacija konfiguracij 3-6 (manjSe koli¢ine vodne kopeli) z uporabo pulziranja.

* Konfiguracije od 3-5 so bile strizene v manjsih epruvetah. Prostornina epruvete vpliva na parametre

strizenja.

Konfiguracija 4 (linijski pretvornik, srednje velik volumen vodne kopeli, razplinjena voda) je zahtevala dolg
Cas zakasnitve impulza (40 sekund), da bi dosegli podoben MEDIAN_EXON_COVERAGE kot konfiguracija 1
in 2 pri nazivnem vhodu 40 ng.

Optimalne nastavitve za konfiguracijo 3 so povzrocCile nekoliko vecjo porazdelitev velikosti fragmentov v
primerjavi z drugimi konfiguracijami (MEDIAN_INSERT_SIZE je bil priblizno 5-10 baznih parov vedji).

Konfiguraciji 3 in 5 sta uporabljali ne-razplinjeno vodo in najmanjsi volumen vodne kopeli.
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* Konfiguraciji 3in 5 sta potrebovali povecan vnos DNK (50 ng za konfiguracijo 3, 60 ng za konfiguracijo 5),
da bi dosegli podobno MEDIAN_EXON_COVERAGE glede na druge 4 konfiguracije, ki so uporabljale nazivni
vhod 40 ng.

* Konfiguraciji 3 in 5 imata vec poskodb in/ali denaturacije in zato zmanjSano u€inkovito maso uporabnih
molekul dsDNA za pripravo knjiznice.

Med postopkom pridobivanja centrifugirajte strizne cevi, da zagotovite, da je pridobljen predpisani volumen, saj
lahko vsaka izguba materiala negativno vpliva na delovanje.
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Preglednica 4 Ocenjene konfiguracije fokusirane ultrazvo¢ne naprave

Konfiguracija

Parameter 1 2 3 4 5 6
Pretvornik Linija Tocka Tocka Linija Tocka Linija
Prostornina vodne 51 51 85 ml 500 ml 16 mi 1,71
kopeli
Razplinjena voda Da Da Ne Da Ne Da
Onhlajevalnik vode Da Da Da Da Da Da
Temperatura vodne 7°C 7°C 12 °C 12 °C 20°C 10 °C
kopeli
Najve&ja vhodnamo& 450W 175 W 50W 350 W 50W 450 W
(PIP)
% delovnega cikla 30 10 30 25 20 25
St. ciklov na sunek 200 200 1000 1000 1000 600
Pulziranje (10- Ne Ne Da Da Da Da
sekundni sunki)
Casovni zamik med Ni na Ni na 10s 40 s 10s 10s
pulzi voljo voljo
Cas strizenja 250's 280s 200s' 32052 200’ 320 s2
Obdelava vzorca 1-8 1 1 1-8 1 1-8
Velikost serije 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96
Velikost vzorcav 8 130 i 130 i 50 ul 50 ul Posamezna 130 pl (ali pladen;j
povezanih epruvetah epruveta s 96
(50 i) mikroepruvetami)

Drgetanje (dithering)  Nina Nina Nina 3mmY pri Ninavoljo 1,5mmY pri

voljo voljo voljo 20 mm/s 10 mm/s
Ekvivalent vnosa 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng
DNK
(za mediano

pokritost eksona)

T Cas strizenja 200 sekund je sestavljen iz 10-sekundnih sunkov z 20 ponovitvami.
2 Cas strizenja 320 sekund je sestavljen iz 10-sekundnih sunkov z 32 ponovitvami.
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Hitrost narascanja temperature ciklichega termostata

Hitrost naras¢anja temperature ciklicnega termostata vpliva na metriko testa KK (uporabna mesta MSI, mediana
Stevila binov za CNV-tarCo, mediana velikosti viozka (RNK)) in podporne odcitke za spojitvene variante in fuzije.
PriporoCa se optimizacija hitrosti naras¢anja temperature cikli¢nega termostata. Na primer, testiran model je bil
prilagojen od privzete (in najvecje) hitrosti naras€anja 5 °C/s na 3 °C/s, da bi dobili primerljive rezultate z
drugimi modeli z manjSimi privzetimi hitrostmi narad€anja temperature.
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Zbiranje, transport in shranjevanje vzorcev

Pri odvzemu, prevozu, shranjevanju in obdelavi vzorcev upostevajte standardne postopke.

Zahteve glede vzorca

Tkivo FFPE

Test TSO Comprehensive (EU)zahteva 40 ng RNK in/ali 40 ng DNK, ekstrahirane iz tkiva FFPE. Uporaba RNK in
DNK omogoca analizo vseh zahtevanih vrst variant. Tkivo je treba fiksirati s formalinom, primernim za
molekularne analize (na primer 10-odstotni nevtralno pufran formalin). Tkiva se ne sme dekalcificirati. Pred
izvajanjem testa TSO Comprehensive (EU) mora patolog pregledati vzorec tkiva, da se preprica, ali je primeren
za ta test. Za odkrivanje somatskih gonilnih mutacij je potrebnih najmanj 20 % vsebnosti tumorja (glede na
obmogje). Zanesljivo odkrivanje stanja MSI v razli¢nih vzorcih zahteva najmanj 30 % vsebnosti tumorja. Ce se
vzorec testira z manj kot 30 % vsebnostjo tumorja za dolocitev izidov z drugimi vrstami variant, je lahko rezultat
MS-stabilen nezanesljiv. MSI-visok rezultat je pravilen ne glede na vsebnost tumorija.

Vsebnost tumorja za pomnozitev gena in variante RNK je odvisna od obsega pomnozitve ali fuzijske ekspresije
(glejte Vsebina tumorja na strani 101).

Za veliko verjetnost ekstrakcije 40 ng RNK in 40 ng DNK iz razli¢nih vrst ¢vrstih tkiv je priporo€ena koli¢ina tkiva
> 1,0 mm?3. Ta koli¢ina je enakovredna kumulativni povrsini vitalnega tkiva = 200 mm? pri uporabi rezin debeline
5 um ali = 100 mm? pri uporabi rezin debeline 10 um. Kumulativna povrsina tkiva je vsota povrsine vitalnega
tkiva v vseh odsekih, predlozenih za ekstrakcijo. Na primer, kumulativno povrsino tkiva 200 mm? lahko dobimo z
ekstrakcijo $tirih rezin debeline 5 um s povréino tkiva 50 mm? ali petih rezin z debelino 10 um s povr$ino tkiva

20 mm?. Nekroza tkiva lahko zmanj$a koli¢ino donosa nukleinske kisline. Za zmanj$anje moznosti lazno
negativnih rezultatov se lahko tkivo makrodisecira, da se doseze zelen delez vitalnega tumorskega tkiva.

Visoke koli¢ine nekroti¢nega tkiva (= 23 % po povrsini) lahko ovirajo sposobnost testa TSO Comprehensive (EU)
za odkrivanje pomnozitve genov in fuzije RNK. Ce odseki vzorca vsebujejo ved kot 23-odstotno nekrozo v
celotni povréini tkiva, je treba nekroti¢no tkivo makrodiseksirati. Ce laboratorij analizira RNK s testom, se je
treba pri pridobivanju rezin iz tkivnega bloka izogibati ali zmanjsati tkivo s hemoglobinom. Oglejte si Motece
snovina strani 92.

Tkivo FFPE, pritrjeno na stekelca, lahko shranjujete do 28 dni pri sobni temperaturi.
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Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje nukleinskih kislin

* Ekstrahirajte RNK in DNK iz vzorcev tkiva FFPE z uporabo komercialno dostopnih kompletov za ekstrakcijo.
Razlike v kompletih za ekstrakcijo lahko vplivajo na u€inkovitost. Glejte Ocena kompleta za ekstrakcijo
nukleinske kisline na strani 91.

* Med ekstrakcijo ne povecujte koncentracije proteinaze K ali enakovrednega encima nad standardno
koncentracijo v kompletu za ekstrakcijo. Oglejte si Motece snovina strani 92.

* Ekstrahirano zalogo nukleinske kisline shranite v skladu z navodili proizvajalca kompleta za ekstrakcijo.
* Ekstrahirano DNK hranite do 28 dni pri =25 °C do -15 °C.
* Ekstrahirano RNK hranite do 28 dni pri—85 °C do -65 °C.

* Daseizognite spremembam koncentracije, do katerih pride s€asoma, izmerite DNK in RNK v 28 dneh od
zacCetka priprave knjiznice. Kvantificirajte RNK in DNK z uporabo fluorimetri¢ne kvantifikacijske metode, ki
uporablja barvila za vezavo nukleinske kisline. Koncentracija nukleinske kisline mora biti povprecje vsaj treh
meritev.

* Test zahteva 40 ng vsakega vzorca RNK, pripravljenega v vodi RNase/DNase-free water (ni prilozena), kar
pomeni kon¢no koli¢ino 8,5 ul (4,7 ng/pl).

* Test zahteva 40 ng vsakega vzorca gDNK z najmanjSo koncentracijo ekstrakcije 3,33 ng/ul. Razgrajevanje
zahteva koncno koli¢ino 52 ul (0,77 ng/ul) z najmanj 40 ul TEB (priloZeno), ki se uporablja kot redcilo.

Shranjevanje knjiznic
Knjiznice hranite v ploS€ah PCR z nizko vezavo 7 do 32 dni, odvisno od vrste knjiznice (glejte Preglednica 5).

Preglednica 5 Cas shranjevanja knjiznic

Vrsta knjiznice PlosSca Stevilo dni Temp'eratura
shranjevanja
cDNA PCF PCR <7 0od-25°Cdo-15°C
Fragmentirana gDNK LP PCR =7 od-25°Cdo-15°C
Pred obogatitvijo ALS PCR =30 od-25°Cdo-15°C
Po obogatitvi PCRELU2 <7 od-25°Cdo-15°C
PCR po obogatitvi PL PCR =< 30 od-25°Cdo-15°C
Normalizirana NL PCR =32 od-25°Cdo-15°C
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Opozorila in previdnostni ukrepi

Varnost

/N OPOZORILO

Ta nabor reagentov vsebuje kemikalije, ki so lahko nevarne. Do telesnih posdkodb lahko pride zaradi
vdihavanja, zauzitja, stika s koZo in z oémi. Prezradevanje mora biti primerno za ravnanje z nevarnimi
shovmi v reagentih. Uporabljajte zad&itno opremo, vkljué¢no z zasc&ito za o€i, rokavicamiin
laboratorijsko haljo, glede na tveganje izpostavljenosti. Uporabljene reagente obravnavaijte kot
kemi&ne odpadke in jih zavrzite v skladu z veljavnimi regijskimi, hacionalnimi in lokalnimi zakoni in
uredbami. Za dodatne informacije o varovanju okolja in zdravja ter zagotavljanju varnosti glejte SDS
na spletnem mestu support.illumina.com/sds.html.

* Zvsemivzorci ravnajte, kot da so znano kuzni

* Uporabljajte rutinske laboratorijske previdnostne ukrepe. Ne pipetirajte z usti. Ne jejte, pijte ali kadite na
dolocenih delovnih obmogjih. Pri ravnanju z vzorci in reagenti testa nosite rokavice za enkratno uporabo
in laboratorijske plas€e. Po ravnanju z vzorci in reagenti testa si temeljito umijte roke.

Laboratorij

* Da preprecite kontaminacijo, uredite laboratorij z enosmernim potekom dela. Obmocja, namenjena
postopkom pred pomnozevanjem, in tista, namenjena postopkom po pomnozevanju, morajo imeti za to
namenjeno loeno opremo in materiale (npr. pipete, pipetne konice, vibracijski mesalnik in centrifugo). Da bi
preprecili prenos produktov pomnozevanja ali sond, se po vstopu na obmodje po pomnozevanju izogibajte
vra¢anju na obmodje pred pomnozevanjem.

* |zvedite korake indeksne PCR in obogatitve na obmoc¢ju za korake po pomnoZevanju, da preprecite prenos
produktov pomnoZevanja.

* Postopki priprave knjiznice zahtevajo okolje brez-RNaze/DNaze. Temeljito dekontaminirajte delovna
obmocgja s Cistilom, ki zavira RNazo/DNazo. Uporabljajte plastiko, ki je certificirana kot brez DNaze, RNaze in
CloveSke genomske DNK.

* Zapostopke po pomnozevanju temeljito oCistite delovne povrSine in opremo pred vsakim postopkom in po
njem s sveze pripravljeno raztopino 0,5-odstotnega natrijevega hipoklorita (NaOCI). PoCakajte, da je
raztopina v stiku s povrSinami 10 minut, nato pa temeljito obriSite s 70-odstotnim etilnim ali izopropilnim
alkoholom.

* Uporabite mikrocentrifgirke, plos€e, pipetne konice in rezervoarje brez nukleaze.

* Vseskozi za test uporabljajte kalibrirano opremo. Poskrbite, da opremo kalibrirate glede na hitrosti,
temperature in koli¢ine, navedene v tem protokolu.
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* Uporabljajte natan¢ne pipete, ki zagotavljajo natan¢no dovajanje reagentov in vzorcev. Redno kalibrirajte v
skladu s specifikacijami proizvajalca.
*  Priuporabi veckanalnih pipet upostevajte naslednje smernice:
— Pipetirajte najmanj = 2 pl.
— Prepricajte se, da so konice s pregrado dobro prilegajocCe in primerne za blagovno znamko in model
vecCkanalnih pipet.
— Konice pritrdite s kroznim gibom, da se prepriCate, da so vse konice enako dobro pritrjene.
— Aspiratirajte pod kotom 90° z enako koli¢ino tekocine pri vseh konicah.
— Podovajanju vse komponente premesajte s pipetiranjem reakcijske zmesi gor in dol.
— Podoziranju se prepriCajte, da je tekoCina v celoti iztekla iz vsake konice.
* Prepricajte se, da uporabljate opremo, navedeno za test, in nastavite programe po navodilih.

* Navedene temperature za ciklicni termostat in za inkubator mikrovzorcev pomenijo temperaturo reakcije, ne
nujno na nastavljeno temperaturo opreme.

Test

* Preprecite navzkrizno kontaminacijo.
— Priravnanju z vzorci in reagenti uposStevajte ustrezne laboratorijske prakse.

— Med posameznimi vzorci in odmerjanjem posameznih reagentov uporabite sveze laboratorijske
potrebsc¢ine za enkratno uporabo in sveze pipetne konice.

— Uporabite konice, odporne proti aerosolu, da zmanjSate tveganje navzkrizne kontaminacije.

— Uporabite enosmerni potek dela, ko se pomikate od obmodgij pred pomnozevanjem do obmodgij po
pomnozevanju.

— Socasno uporabljajte in odprite samo en indeksni za€etni oligonukleotid. Vsako epruveto z indeksom
ponovno zaprite takoj po uporabi. V kompletu so na voljo dodatni pokrovEki.

— Rokavice pogosto menjajte, Ce pridejo v stik z indeksnimi zaCetnimi oligonukleotidi ali vzorci.
— Odstranite neuporabljene epruvete z indeksnimi zacetnimi oligonukleotidi z delovne povrsine.

— Po uporabireagenta skupaj s stojalom epruvet, koritom ali z rezervoarjem ga ne vrnite nazaj v izvirne
epruvete.

— Vzorce zmesajte s pipeto in centrifugirajte plos¢o, kadar je to indicirano.
— Uporabite stresalnik mikroplo$¢. Ne uporabljajte vrtinénega mesalnika.

* Ne zamenjujte komponent iz razli¢nih serij kompletov reagentov. Serije kompletov reagentov so navedene
na etiketi na Skatli kompleta reagenta in glavnem listu serij.

* Danukleaze inizdelki za PCR ne bi kontaminirali reagentov, instrumentov, vzorcev in knjiznic, so potrebne
ustrezne laboratorijske prakse. Kontaminacija z nukleazo in izdelki za PCR lahko povzroc€i neto¢ne in
nezanesljive rezultate.
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* Zaoptimalno u€inkovitost in shranjevanje testa je potrebna ustrezna vrsta plos¢e. UpoStevati morate
navodila za prenos ploS¢ v Navodila za uporabo na strani 38.

* NeuposStevanje opisanih postopkov lahko povzroCi napacne rezultate oziroma znatno zmanjSa kakovost
knjiznice.
» Cev Navodila za uporabo na strani 38 ni navedena to&ka za varno zaustavitev, takoj nadaljujte z naslednjim

korakom.

* Testne reagente oziroma komponente shranjujte pri navedeni temperaturi na temu namenjenih povrsinah za
delo pred-pomnozevanjem in po-pomnozevanju.

* Reagentov ne shranjujte v shranjevalni enoti brez ledu ali v predalih na vratih hladilnika.
* Ne zamrzujte reagentov, ki vsebujejo kroglice (LNB1, SPB in SMB).
* Ne uporabljajte reagentov, ki so bili nepravilno shranjeni.

* Ne odstopajte od postopkov mesSanja in ravnanja, navedenih za vsak reagent. Nezadostno mesSanije ali
prekomerno vrtinCenje reagentov lahko povzroci nepravilne rezultate vzorcev.

* FSM, SSM, ERA1-B in TCB1 imajo lahko delce, povezane z izdelkom. Pri vsakem reagentu upostevajte
smernice za ravnanje. Po izvedbi korakov meSanja FSM in SSM preostali beli delci, povezani z izdelkom, ne
bodo vplivali na u€inkovitost.

* Pripravite sveze glavne meSanice in po uporabi zavrzite preostalo kolicino.

* Zakorake pranja vedno pripravite svez 80 % etanol z vodo brez RNaze/DNaze RNase/DNase-free water.
Etanol lahko absorbira vodo iz zraka, kar bi lahko vplivalo na rezultate. Po uporabi 80 % etanol zavrzite v
skladu z lokalnimi, drzavnimi in/ali zveznimi predpisi.

* Prenesite navedeno koli¢ino eluata. Prenos manjSe koli¢ine eluata med koraki elucije od navedene lahko
vpliva na rezultate.

* ZaultrazvoCne naprave uporabite naslednje smernice. UposStevati morate navodila proizvajalca.

— Pogasi napolnite gDNK v epruveto ultrazvoéne naprave, da prepredite ustvarjanje mehurékov. Cezmerni
mehurcki ali zra€na vrzel v epruveti za razgrajevanje lahko povzrocijo nepopolno fragmentacijo.

— Pocasi odmerjajte v epruvete ultrazvocne naprave in se izogibajte brizganju.

— Da se izognete odstranitvi tekoCine in izgubi vzorca, ne vstavite pipetne konice na dno epruvete
ultrazvoCne naprave, ko odstranjujete fragmentirano DNK.

* Ne pipetirajte manj kot 2 pl vzorca.

* Pri odmerjanju reagentov v korakih, ki zahtevajo manj kot 10 pl materiala na posamezno vzoréno vdolbinico,
ne uporabljajte korita.

* Priprenasanju vzorcev fragmentirane gDNK iz epruvet ultrazvone naprave na plos¢o Library Prep (LP)
uporabite pipeto s fino konico.

* Ne kombinirajte adapterjev SUA1T in UMI.
* Adapterje SUA1 uporabite z vzorci RNK.
* Adapterje UMl uporabite z vzorci DNK.
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* Vsakemu vzorcu knjiznice dodelite razlicne indeksne zaCetne oligonukleotide, da enoli¢no identificirajo
vsako knjiznico, ko jo zdruzite za sekvenciranje na eni pretocni celici.

* Vistiknjiznici ne kombinirajte indeksnih zacetnih oligonukleotidov CPxx in UPxx.

* Neujemanja med vzorciin indeksnimi zaCetnimi oligonukleotidi povzrocijo nepravilno porocanje o rezultatih
zaradiizgube pozitivne identifikacije vzorca. Vnesite ID vzorca in dodelite indekse v Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo pred zaCetkom priprave knjiznice. Med pripravo
knjiznice zabelezite ID vzorca, indeksiranje in polozaj vdolbinice na plos¢i za referenco.

*  Priknjiznicah, pridobljenih iz vzorcev RNK, uporabite samo indekse UPxx.
*  Priknjiznicah, pridobljenih iz vzorcev DNK, uporabite indekse UPxx ali indekse CPxx.

* Sekvencirajte najvec 8 knjiznic RNK in 8 knjiznic DNK na preto¢no celico. Sekvencirajte najmanj tri knjiznice.
Upostevajte smernice v razdelku Stevilo knjiznic in izbor indeksov na strani 35.

* Pokoraku vezave v razdelku Zajem tarc ena na strani 59 in Zajem tarc dve na strani 63 takoj nadaljujte s
korakom izpiranja, da preprecite susenje pelet kroglic.

* Med koraki izpiranja z dna vdolbinic odstranite ves 80 % etanol. Pokazali so, da preostali etanol vpliva na
rezultate.

* Zaoptimalno u€inkovitost testa upostevajte dolo¢eno Stevilo izpiranj, navedenih v Navodila za uporabo na
strani 38.

* Med postopkom Normalizacija knjiZnic na strani 70 temeljito resuspendirajte peleto kroglic knjiznice library
beads, da doseZete konsistentno gostoto gru¢ na pretocni celici.

* Oresnih zapletih, povezanih s tem izdelkom, takoj poroCajte druzbi lllumina in pristojnim organom drzav
¢lanic, v katerih prebivata uporabnik in bolnik.

Postopkovne opombe

* Potek dela TSO Comprehensive (EU) je mogoce izvesti po naslednjem urniku:

— 1.dan: sinteza cDNA iz vzorcev RNK, fragmentacija DNK vzorcev gDNA, priprava knjiznice in zaCetek
(prve) hibridizacije ¢ez noc.

— 2.dan: Obogatitev, normalizacija obogatenih knjiznic in nalaganje knjiznic na Instrument NextSeq
550Dx.

Ce poteka dela TSO Comprehensive (EU) ni mogoce izvesti v skladu s tem razporedom, je v celotnem

protokolu dolo&enih veé to¢k za varno zaustavitev. Ce v protokolu ni navedena to¢ka za varno zaustavitev,

takoj nadaljujte z naslednjim korakom.

* Knjiznice, pridobljene iz vzorcev RNK in DNK, lahko hkrati pripravite v lo€enih vdolbinicah.

* Preglednice za pripravo osnovne (master) mesanice vkljuCujejo presezni volumen, da se zagotovi zadostna
koli¢ina za obdelavo predvidenega Stevila vzorcev.

* Uporabite vodo molekularne kakovosti, ki ne vsebuje nukleaz.
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Po dodajanju reagenta sperite konico tako, da enkrat aspirirate in dozirate v ustrezno vdolbinico na ploscici,
razen Ce je v postopku dolo€eno drugace.

Sobna temperatura je opredeljena kot temperatura od 15 °C do 30 °C.

Reagenti, vzorci in knjiznice morajo biti v dolo€enih korakih v navodilih za uporabo hranjeni na hladnem. To

je opredeljeno kot shranjevanje na ledu ali enakovredno.

Programi ciklichega termostata

Programirajte programe cikli€nega termostata na opremi pred pomnoZzevanjem in po njem, preden zazenete
protokol.

Prepricajte se, da se ploS¢e PCR tesno prilegajo v cikli¢ni termostat.

Uporabite plosce, ki jih priporo€a proizvajalec cikli€nega termostata.

Zatesnitev in odpecatenje plosSce

Plo&¢e vedno zatesnite z novo samolepilno folijo. Folij ne uporabljajte ponovno.

Da plosco zatesnite, zanesljivo namestite samolepilno folijo na ploS¢o s tesnilno zagozdo ali valjckom.
Plos€o s 96 vdolbinicami vedno zatesnite z novo samolepilno folijo pred naslednjimi koraki v protokolu.
— Koraki stresanja plosc¢e

— Koraki centrifugiranja

Koraki termi¢nega cikliranja

Hibridizacija

Dolgotrajno skladis¢enje

Prepricajte se, da so robovi in vdolbinice zatesnjeni, da zmanj$ate tveganje za navzkrizno kontaminacijo in
izhlapevanje.

PloSCo postavite na ravno povrsino in z nje pocasi odstranite folijo.

Ce pred odpiranjem opazite tekogino ali kondenzacijo na foliji ali stranskih stenah vdolbinic na plo$¢i,
1 minuto centrifugirajte pri 280 x g.

Uporabljajte samolepilno folijo, ki je u€inkovita pri temperaturah od -20 °C do 100 °C in je primerna za
ploS¢e PCR z obrobo ali polobrobo.

Oprema

Pred zaCetkom testa se prepri€ajte, da je laboratorijsko osebje seznanjeno z navodili proizvajalca za
uporabo in vzdrzevanje vse opreme.

Vrsta ploscCe in prenosi plosce

Za optimalno ucinkovitost in shranjevanje testa je potrebna ustrezna vrsta plosce.
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*  PriprenaSanju koli¢in med plo§¢ami prenesite navedeno koli€ino iz vsake vdolbinice na plos¢i v ustrezno
vdolbinico ciljne plosce.
* Priprenasanju vzorcev med nizi epruvet ali plos¢ami lahko uporabite veCkanalne pipete.
* Pristresanju plos¢ upostevajte naslednje smernice.
— Za stresanje ploS¢ uporabite stresalno plos¢o. Ne uporabljajte vibracijskega mesalnika.
— Plosc¢e PCR stresajte pri 1200 vrt./min.
— Plosc¢e MIDI stresaijte pri 1800 vrt./min.
— UpoStevajte navodila proizvajalca, da zagotovite, da je ploS€a na stresalni plos&i zanesljivo namesc¢ena.

Centrifugacija
* Ko navodila v protokolu navajajo, da se centrifuga za kratek Cas, centrifugirajte1 minuto pri 280 x g.

» Ce opazite tekogino na tesnilu ali na straneh vdolbinice, 1 minuto centrifugirajte plo$&o pri 280 x g.

Rokovanje z reagenti

* Vse epruvete z reagentom takoj po uporabi tesno zaprite, da omejite izhlapevanje in preprecite
kontaminacijo.

* Reagente vrnite na navedeno temperaturo shranjevanja, ko niso veC potrebni za postopek.

* Pred vsakim postopkom upoStevajte pripravo reagenta, ki je navedena pred vsakim razdelkom o postopku v
Navodila za uporabo na strani 38.

* Poskrbite, da boste za Stevilo vzorcev, ki jih nameravate obdelati, pripravili zahtevano koli¢ino osnovne
mesanice, mesanice za elucijo in 80-odstotnega etanola.

* Koli¢ine, navedene v preglednicah za osnovno mesanico in raztopino, vklju€ujejo presezek. Izracuni
presezne koli¢ine so nasledniji.
* Preglednica14
— Volumen FSM = (7,2 ul) x (Stevilo vzorcev + kontrol) x (1,25).
— Volumen RVT = (0,8 ul) x (Stevilo vzorcev + kontrol) x (1,25).
* Preglednica 21
— Volumen ERA1-B = (7,2 pl) x (Stevilo knjiznic) x (1,20).
— Volumen ERA1-A = (2,8 ul) x (Stevilo knjiznic) x (1,20).
* Preglednica 29
— Volumen EE2 = (20,9 ul) x (Stevilo knjiznic) x (1,364).
— Volumen HP3 = (1,1 ul) x (Stevilo knjiznic) x (1,364).
* Preglednica 30
— Volumen EE2 = (20,9 ul) x (Stevilo knjiznic) x (1,364).
— Volumen HP3 = (1,1 ul) x (Stevilo knjiznic) x (1,364).
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* Preglednica 36
— Volumen LNA1 = (38,1 pl) x (Stevilo knjiznic) x (2,0).
— Volumen LNB1 = (6,9 ul) x (Stevilo knjiznic) x (2,0).

* Preglednica 37
— Volumen EE2 = (30,4 pl) x (Stevilo knjiznic) x (1,25).
— Prostornina HP3 = (1,6 pl) x (Stevilo knjiznic) x (1,25).

Kompleti adapterjev
* Test TSO Comprehensive (EU) vklju€uje adapterje SUAT in UMI.
* Adapterji SUA1 so namenjeni uporabi z vzorci RNK. Niso za uporabo z vzorci DNK.

* Adapterji UMI so namenjeni uporabi z vzorci DNK. Niso za uporabo z vzorci RNK.

Ravnanje s kroglicami
* Test TSO Comprehensive (EU) vsebuje tri vrste kroglic (SPB, SMB in LNB1). PrepricCajte se, da med
postopkom uporabljate pravilno vrsto kroglic.
* Zavsako vrsto kroglic izvedite ustrezno Stevilo pran;.
* Pred uporabo se prepricajte, da so kroglice pri sobni temperaturi.
* Pred uporabo 1 minuto meSajte kroglice, da zagotovite homogenost.
* PrimeSanju kroglic s pipeto upoStevajte naslednje smernice:
— Uporabite ustrezno pipeto in velikost konice za koli€ino, ki jo meSate.
— Prilagodite nastavitev volumna na priblizno 50-75 % volumna vzorca.
— Pipetirajte pocasi, ne da bi sprostili bat.
— lzogibajte se brizganju in uvajanju mehurckov.
— Konico pipete namestite nad pelet in jo izpraznite neposredno v pelet, da sprostite kroglice iz vdolbinice
ali epruvete.
— Prepricajte se, da je kroglica v celoti v raztopini. Raztopina mora izgledati temno rjavo in imeti homogeno
konsistenco.
— Ocenite, ali je prisotna kroglica. Previdno aspirirajte celotno raztopino kroglice v vdolbinici v konico in si
oglejte dno vdolbinic.

* Ce se kroglice med koraki magnetne lo&itve aspirirajo v konico pipete, jih na magnetnem stojalu sprostite
nazaj na plosc¢o. PoCakajte, da se tekocCina zbistri (priblizno 2 minuti), preden nadaljujete z naslednjim
korakom postopka.

*  Pripranju kroglic:
— ZaploS¢o uporabite priporoCeno magnetno stojalo.

— Tekocino sprostite neposredno na kroglice, tako da so kroglice na strani vdolbinice mokre.
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— Plos¢o hranite na magnetnem stojalu, dokler postopek ne zahteva, da jo odstranite.
— PloScCice ne tresite, ko ste na magnetnem stojalu.
— Ko so na magnetnem stojalu, ne premikajte kroglice.

* Ko spirate kroglice ali odstranjujete supernatant, na dnu vdolbinice nagnite konice pipete, da ne ustvarite
vakuuma in na povlecete raztopine v filtre konice pipete.

Stevilo knjiznic in izbor indeksov

Pred nastavitvijo izvedbe nacrtujte Stevilo vzorcnih knjiznic in vzorénih indeksov za sekvenciranje. Naslednje
smernice za Stevilo vzorcev vklju€ujejo pozitivhe kontrole, vendar izklju€ujejo negativne kontrole/kontrole brez
predloge (NTC). NTC je treba dodati naCrtovani izvedbi kot dodaten vzorec.

Za TSO Comprehensive (EU) sledite smernicam v Preglednica 6 in Preglednica 7, da dolo ite Stevilo knjiznic
RNK in/ali DNK za sekvenciranje na eni pretocni celici. Glejte Preglednica 6, ¢e lo€eno sekvencirate knjiznice
RNK ali DNK. Glejte Preglednica 7, €e na isti pretoCni celici sekvencirate knjiznice RNK in DNK.

Preglednica 6 Sekvenciranje knjiznic RNK ali DNK

Vrsta knjiznice Najmanj* Najvec*
Samo RNK 3 16
Samo DNK 3 8

* NTC ne prispevajo h kompleksnosti.

Preglednica 7 Sekvenciranje RNK in DNK knjiznic na isti pretocni celici

Vrsta knjiznice Najmanj* Najvec*
RNK 3 8
DNK 3 8

* NTC ne prispevajo h kompleksnosti.

Za optimalno uporabo reagenta pri sekvenciranju knjiznic DNK jn RNK z izdelkom TSO Comprehensive (EU) na
Instrument NextSeq 550Dx, sekvencirajte 8 knjiznic RNK in 8 knjiznic DNK na preto&no celico.

Indeksni zacetni oligonukleotidi enoli¢no identificirajo vsak vzorec, tako da se lahko knjiznice zdruzijo za
sekvenciranje na eni pretocni celici. Zdruzljive kombinacije indeksov se prikazejo na zaslonu Create Run
(Ustvari izvedbo) med nastavitvijo izvedbe na Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
Modul za analizo. Med pripravo knjiznice dodajte indeksni zaCetni oligonukleotid v vsako knjiznico vzorca. Za
vsako knjiZnico vzorca uporabite drugo mesanico indeksnih zacetnih oligonukleotidov.

PrepriCajte se, da se indeksni zaetni oligonukleotidi, ki jih uporabljate z vzorci, ujemajo z indeksi, ki jin izberete
za analizo s programsko opremo Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo.
Neujemanja povzrocijo nepravilno porocanje o rezultatih zaradi izgube pozitivne identifikacije vzorca.

Obstajata dve vrstiindeksov v testu TSO Comprehensive (EU).
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* Indeksi UPxx — Uporabite indekse UPxx za knjiznice, pridobljene iz vzorcev RNK ali DNK.

* Indeksi CPxx - Uporabite indekse CPxx za knjiznice, pridobljene iz vzorcev DNK. Indeksov CPxx ne
uporabljajte za knjiznice, pridobljene iz RNK, ali e skupno sekvencirate samo tri knjiznice DNK.

Pri sekvenciranju samo treh knjiznic veljajo naslednje zahteve:

* Knjiznice morajo biti vse DNK ali vse RNK.

* Ne uporabljajte kompletov indeksov CPxx.

* Zazagotavljanje zadostne raznolikosti je potreben eden od naslednjih kompletov indeksov UPxx:
— UPO1, UPO2 in UPO3
— UPO0O4, UPO5in UPO6
— UPO7, UP08 in UP0O9

— UP10, UP11in UP12
Prvi knjiznici je na primer dodeljen UPO1, drugi knjiznici UP02 in tretji knjiznici UP03.

TruSight Oncology Kontrole

TSO Comprehensive (EU) zahteva kontrolo Kontrole TruSight Oncology, ki je sestavljena iz DNK-kontrole
TruSight Oncology in RNK-kontrole TruSight Oncology kot pozitivnih kontrol. VkljuCite kontrolo DNK TruSight
Oncology pri vsaki izvedbi sekvenciranja DNK in kontrolo RNK TruSight Oncology pri vsaki izvedbi sekvenciranja
RNK znotraj zadevnega dogodka priprave knjiznice (vkljucite tudi kontrole za kombinirane DNK- in RNK-
izvedbe). Za vsako nacrtovano sekvenciranje se pripravi edinstvena pozitivha kontrola. Za ve¢ informacij glejte
Navodila za uporabo kontrol TruSight Oncology (dokument §t. 200009919).

Koli¢ina vnosa pozitivhe kontrole je 40 ng za DNK in RNK.

Vklju€ite ustrezno NTC pri vsakem dogodku priprave knjiznice RNK in DNK. NTC se velkrat sekvencira znotraj
enega dogodka priprave knjiznice. UpoStevajte naslednje smernice za Kontrole TruSight Oncology:

* Knjiznice pripravite iz pozitivnih kontrol in kontrol brez predloge, identi¢nih vzorcem.
* Uporabite TEB za DNK NTC.

* ZaRNKNTC uporabite vodo brez DNase/RNaze.

* Pozitivhe kontrole so vklju¢ene v maksimalno zahtevo glede knjiznice.

* NTC niso vklju€eni v minimalno zahtevo glede knjiznice.

* Pri sekvenciranju samo 3 knjiznic uporabite indekse UP za NTC.

* Ker se NTC sekvencira veckratno, indeksov, izbranih za to kontrolo, ni mogoc€e ponovno uporabiti pri
dogodku priprave knjiznice.

V spodnjih preglednicah so prikazani primeri postavitve plo$¢e za pripravo knjiznice. Vsak oStevil€en stolpec

predstavlja posamezno izvedbo sekvenciranja. Pri hkratnem sekvenciranju knjiznic DNK in RNK vsak ustrezajoc

niz stolpcev predstavlja posamezno izvedbo sekvenciranja (na primer stolpec 1in stolpec 7). NTC se

sekvencira za vsak stolpec ali niz stolpcev.
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Preglednica 8 Dogodek priprave knjiznice pri eni izvedbi, ki zajema Sest bolnikovih vzorcev

1 2 3 4 5 6 7

Poz. Poz.
A kontrola prazno prazno prazno prazno prazno kontrola

DNK RNK
B DNK1 prazno prazno prazno prazno prazno RNK1
C DNK 2 prazno prazno prazno prazno prazno RNK 2
D DNK 3 prazno prazno prazno prazno prazno RNK 3
E DNK 4 prazno prazno prazno prazno prazno RNK 4
F DNK 5 prazno prazno prazno prazno prazno RNK 5
G DNK 6 prazno prazno prazno prazno prazno RNK 6

DNK prazno prazno prazno prazno prazno RNK NTC
v NTC

Preglednica 9 Dogodek priprave knjiznice pri treh izvedbah, ki zajemajo 20 bolnikovih vzorcev

1 2 3 4 5 6 7

Poz. Poz. Poz. Poz. Poz. Poz.
A kontrola kontrola kontrola prazno kontrola kontrola kontrola

DNK DNK DNK RNK RNK RNK
B DNK1 DNK'7 DNK 14 prazno RNK 1 RNK'7 RNK 14
© DNK 2 DNK 8 DNK 15 prazno RNK 2 RNK 8 RNK 15
D DNK 3 DNK9 DNK 16 prazno RNK 3 RNK 9 RNK 16
E DNK 4 DNK 10 DNK 17 prazno RNK 4 RNK 10 RNK 17
F DNK 5 DNK 11 DNK 18 prazno RNK 5 RNK 11 RNK 18
G DNK 6 DNK 12 DNK 19 prazno RNK 6 RNK 12 RNK 19
Vv DNK DNK13 DNK 20 prazno RNKNTC RNK13 RNK 20

NTC
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Navodila za uporabo

Pregled poteka dela TSO Comprehensive (EU) je prikazan na Slika 1in Slika 2.

Potek dela za pripravo knjiznice

Slika 1 prikazuje potek dela priprave knjiznice za TSO Comprehensive (EU). Knjiznice iz vzorcev RNK in DNK
lahko soCasno pripravite v lo€enih vdolbinicah. Pozitivne kontrole in kontrole brez predloge se obdelujejo enako
kot vzorci. Med koraki so oznacene toCke za varno zaustavitev.

Pred zagonom protokola vnesite podatke o izvedbi in vzorcu v Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Modul za analizo. Glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument St. 200008661).
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Slika1 TSO Comprehensive (EU) Potek dela (1. del)

1. dan o Denaturacija in prileganje RNK o Fragmentiranje
Delo: 65 minut
Skupno: 75 minut gDNK
Reagenti: EPH3 Delo: 100 minut

Skupno: 110 minut
Reagent: TEB

e Sintetiziranje prve verige cDNK
Delo: 10 minut
Skupno: 50 minut
Reagent: FSM, RVT

e Sintetiziranje druge verige cDNK

Delo: 10 minut
Skupno: 35 minut
Reagent: SSM

o Ciscenje cDNA
Delo: 30 minut
Skupno: 40 minut
Tocka za varno Reagenti: SPB, 80-% EtOH, RSB Tocka za varno
zaustavitev zaustavitev

Popravilo koncev in dodajanje
konéne baze A

Delo: 10 minut
Skupno: 70 minut
Reagenti: ERA1-A, ERA1-B

o Ligiranje adapterjev
Delo: 15 minut
Skupno: 50 minut
Reagenti: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

o Cisenje ligacije
Delo: 40 minut
Skupno: 50 minut

Reagenti: SPB, 80-% EtOH, RSB

€) Indeksna PCR

Delo: 15 minut
Skupno: 60 minut
Reagenti: UPxx/CPxx, EPM

Tocka za varno zaustavitev

@® cDNA @ Razgrajena DNK

* Delo in skupni ¢asi so priblizni.
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Potek dela obogatitve

illumina

Slika 2 prikazuje potek dela obogatitve za TSO Comprehensive (EU). Med koraki so oznacene to¢ke za varno

zaustavitev.

Slika 2 TSO Comprehensive (EU) Potek dela (2. del)

1. dan (nadaljevanje)o Nastavitev prve hibridizacije

Hibridizacija ¢ez no¢

2. dan

To¢ka za varno
zaustavitev

TocCka za varno
zaustavitev

ToCka za varno
zaustavitev
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(2]
3]
(4]
o
o
7]
o

Delo: 15 minut
Skupno: éez noé
Reagenti: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Zajem tar€ ena

Delo: 60 minut

Skupno: 100 minut

Reagenti: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Nastavitev druge hibridizacije
Delo: 10 minut

Skupno: 2—4 ure

Reagenti: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Zajem tar€ dve

Delo: 25 minut

Skupno: 60 minut

Reagenti: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Pomnozevanje obogatene knjiznice
Delo: 5 minut

Skupno: 60 minut

Reagenti: EPM, PPC3

Cis&enje pomnozene obogatene
knjiznice
Delo: 30 minut

Skupno: 40 minut
Reagenti: SPB, 80-% EtOH, RSB

Normalizacija knjiznic

Delo: 40 minut

Skupno: 70 minut

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

Priprava na sekvenciranje
Delo: 30-45 minut

Skupno: 120 minut

Reagenti: HP3, RSB, PX3, HT1

Priprava

@ Obogatitev @ sekvenciranja
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Programiranje ciklichega termostata

Pred zagonom testa shranite naslednje programe na cikli¢nih termostatih pred in po pomnoZzevaniju.

Preglednica 10 Programi termalnega cikla pred pomnozevanjem

Ime Temperatura  Reakcijski .
Korak postopka Parametri ciklicChega termostata
programa  pokrova volumen
Denaturacija in LQ-RNK 100 °C 17 pl e 5 minut pri65 °C
vezava RNK e 1Tminuto pri4 °C
e Ohranite na temperaturi 4 °C
Sintetiziranje prve 1stSS 100 °C 25 ul e 10 minut pri 25 °C
verige cDNK e 15 minut pri 42 °C
e 15 minut pri 70 °C
e 1minuto pri4 °C
o Ohranite na temperaturi 4 °C
Sintetiziranje druge 2ndSS 30°C 50 ul e 25 minut pri16 °C
verige cDNK e Tminuto pri4 °C

o Ohranite na temperaturi 4 °C

OPOMBA Ce temperature pokrova za 2ndSS ni mogoce nastaviti na 30 °C, izklopite moznost ogrevanja
pokrova.

Preglednica 11 Programi termalnega cikla po pomnozevanju

Ime Temperatura  Reakcijski
programa  pokrova volumen

Indeksna PCR I-PCR 100 °C 50 i e 30 sekund pri 98 °C
» 15 ciklov:
e 10 sekund pri 98 °C
e 60 °C za 30 sekund
o 30 sekund pri72 °C
e Sminutpri72°C
Ohranite na temperaturi 10 °C.

10 minut pri 95 °C

2 minutiin 30 sekund pri 85 °C
e 2 minutiin 30 sekund pri 75 °C
e 2 minutiin 30 sekund pri 65 °C
o Drzite pri 57 °C 8 do 24 ur

Korak postopka Parametri ciklicnega termostata

Izvedite prvo HYB1 100 °C 50 ul
hibridizacijo
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Ime Temperatura  Reakcijski ey
Korak postopka Parametri ciklichega termostata
programa  pokrova volumen
Izvedite drugo HYB2 100 °C 50 ul e 10 minut pri 95 °C
hibridizacijo e 2 minutiin 30 sekund pri 85 °C
e 2 minutiin 30 sekund pri 75 °C
e 2 minutiin 30 sekund pri 65 °C
e Drzite pri57°C1,5do 4 ure
PomnozZevanje EL-PCR 100 °C 50 i e 30spri98°C
obogatene » 18 ciklov:
knjiznice * 10spri98°C

e 30spri60°C
e 30spri72°C
5 minut pri72 °C
Ohranite na temperaturi 10 °C.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje toCke za varno zaustavitev.

/N POZOR

Vsi postopki v poteku dela zahtevajo okolje brez RNaze/DNase.

1. Temeljito dekontaminirajte delovna obmocja s Cistilom, ki zavira RNazo/DNazo.

2. Prepricajte se, da so programi cikli€nega termostata pred pomnozevanjem nastavljeni. Glejte Programiranje
ciklicnega termostata na strani 41.
3. Zanastavitev ultrazvocne naprave sledite navodilom proizvajalca ultrazvo¢ne naprave.
4. Ce obdelujete samo vzorce DNK, nadaljujte neposredno na Fragmentiranje gDNK na strani 48.
5. Vzemite kontrole RNK iz shrambe.
6. Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.
Preglednica 12 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (5t. dela 20031127)
Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
EPH3 od-25°Cdo Odmrznite do sobne Denaturacija in prileganje RNK
-15°C temperature.
FSM od-25°Cdo Odmrznite do sobne Sintetiziranje prve verige cDNK
-15°C temperature.
RVT od-25°Cdo Ohranjajte hladno. Sintetiziranje prve verige cDNK
-15°C
SSM od-25°Cdo Odmrznite do sobne Sintetiziranje druge verige cDNK
-15°C temperature.
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Preglednica 13 TruSight Oncology Comp Library Prep (hlajen) (St. dela 20031119)
Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

SPB (svetlo od2°Cdo8°C 30 minut pustite pri sobni Cis&enje cDNK

zelena temperaturi.

oznaka)

RSB od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Cis&enje cDNK
temperaturo.

Denaturacija in prileganje RNK
Ta proces denaturira pre€is€eno RNK in na zaCetek doda naklju¢ne heksamere v pripravi na sintezo cDNK.
Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.
* EPH3-odstavite.

* FSM - vibracijsko premesSajte. Na kratko centrifugirajte in nato premesSajte s pipetiranjem.

Reagent lahko vsebuje bele delce, povezane z izdelkom. Nobeno dejanje uporabnika ni potrebno. Nima
vpliva na u€inkovitost izdelka.

* RVT -na kratko centrifugirajte in nato premesaijte s pipetiranjem. Ohranjajte hladno.

OPOMBA RVT je viskozna raztopina. Med pipetiranjem zmanj$ajte nastajanje mehurcékov.

2. V mikrocentrifugirki zdruZzite naslednje koli€ine za pripravo osnovne mesanice FSM + RVT.

Preglednica 14 Osnovna meSanica FSM + RVT*

K t
omponen av . 4 knijiznice (ul) 8 Kknjiznic (pl) 16 knijiznic (ul) 24 knijiznic (pl)
osnovne mesanice
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* Ta preglednica vkljuCuje presezek koliCine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.
Pipetirajte 10-krat, da se premesa.

Osnovno meSanico FSM + RVT shranjujte na hladnem, dokler ne Sintetiziranje prve verige cDNK na strani
44.

Postopek

1.  Med odtajanjem hranite ekstrahirane vzorce RNK in kontrole RNK na hladnem.
Kontrole RNK obdelajte kot vzorce za preostanek protokola.
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10.

11.
12.
13.

14.

Ko RNK ni v uporabi, naj bo na hladnem. Za koli¢insko opredelitev vzorcev glejte Zahteve glede vzorca na
strani 26.

Vsak vzorec RNK 10-krat pipetirajte, da se premesa.

Za pripravo 40 ng vsakega vzorca RNK v kon¢ni koli¢ini 8,5 ul (4,7 ng/ul) uporabite RNase/DNase-free
water.

Za kontrole RNK uporabite koncentracijo, ki je navedena na oznaki epruvete.
Oznacite novo PCR plos¢o s 96 vdolbinicami s CF (cDNK fragmenti).
Dodajte 8,5 ul vsakega vzorca RNK v edinstveno vdolbinico plos¢e CF PCR.

Med nastavitvijo izvedbe se prepriCajte, da se postavitev ploS€e z vzorci in indeksi za vsak vzorec ujemajo z
nacrtovano izvedbo na Modul za analizo TSO Comprehensive (EU).

Vibracijsko premesajte EPH3, nato na kratko centrifugirajte.
V vsako vzoréno vdolbinico dobro dodajte 8,5 ul EPH3.

Na ploS€o CF PCR nanesite samolepilno tesnilo.

/N POZOR

V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

1 minuto stresajte pri 1200 vrt./min.
Centrifugirajte pri 280 x g 1 minuto.

Postavite jo na cikli¢ni termostat in zazenite program LQ-RNA.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

Ko vzorci dosezZejo 4 °C, poCakajte 1 minuto. Takoj nadaljujte z naslednjim korakom.

Sintetiziranje prve verige cDNK

Ta proces obratno prepisuje fragmente RNK, ki so bili pripravljeni z naklju¢nim heksameri v prvo verigo cDNK z
uporabo reverzne transkriptaze (reverse transcriptase).

Postopek

A

I O

Odstranite plos¢o CF PCR iz ciklicnega termostata.

Pipetirajte 10-krat, da se osnovna mesanica FSM + RVT premesSa. PrepricCajte se, da je meSanica FSM + RVT
popolnoma homogena.

V vsako vdolbinico z vzorcem dodajte 8 ul osnovne meSanice FSM + RVT.
Pipetirajte 10-krat, da se premesa.
Zavrzite preostalo osnovno meSanico FSM + RVT.

Na plos€o CF PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

1 minuto stresajte pri 1200 vrt./min.
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Centrifugirajte pri 280 x g 1 minuto.

9. Postavite na cikli¢ni termostat in zaZenite program 1stSS.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

10. Ko vzorci dosezejo 4 °C, takoj nadaljujte z naslednjim korakom.
Prve vzorce verige lahko hranite pri 4 °C do najve¢ 5 minut.

Sintetiziranje druge verige cDNK

Ta postopek odstrani predlogo RNK in sintetizira dvoverizno cDNK.
Priprava

1. Priprava SSM:
a. Obrnite 10-krat, da premesate.

b. Na kratko centrifugirajte. Reagent lahko vsebuje bele delce, povezane z izdelkom. Potreben ni noben
ukrep. Nima vpliva na u€inkovitost izdelka.

Postopek

1. Odstranite plos¢o CF PCR iz ciklicnega termostata.
2. 'V vsako vzor¢no vdolbinico dobro dodajte 25 ul SSM.

3. Na plos¢o CF PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

4. 1 minuto stresajte pri 1200 vrt./min.
Centrifugirajte pri 280 x g 1 minuto.

6. Postavite na cikli¢ni termostat in zazenite program 2ndSS.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

7. Ko vzorci dosezejo 4 °C, poCakajte 1 minuto in takoj nadaljujte z naslednjim korakom.

Ciséenje cDNK

Vv v

Ta postopek uporablja SPB za ¢iS¢enje cDNK nezelenih reakcijskih komponent. Kroglice se dvakrat sperejo s
svezim 80-odstotnim etanolom. cDNK se eluira z RSB.

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.
* SPB-poskrbite, da bodo kroglice pri sobni temperaturi 30 minut.
* RSB -zauporabo v postopku ga dajte na stran.

2. Pripravite svez 80-odstotni etanol v koni¢ni epruveti z volumnom 15 ml ali 50 ml, kot sledi.
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Preglednica 15 Pripravite svez 80-odstotni EtOH.

Reagent 4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knijiznic
100 % EtOH, Cist 2ml 4 ml 8 mi 12 ml
RNase/DNase-free water 500 p Tml 2ml 3 mi
3. VrtincCite svezi 80 % EtOH, da premesSate.
4. OznacCite novo 96-well MIDI plo§¢o z BIND1 (vezava cDNA).
5. Pokrijte in odloZite.
6. Pripravite magnet.
Postopek
Vezava
1. Odstranite plos¢o CF PCR iz ciklicnega termostata.
Vibracijsko meSajte SPB 1 minuto, da se kroglice ponovno suspendirajo.
3. Takojdodajte 90 ul SPB v vsako vdolbinico z vzorcem na plos¢i BIND1 MIDI.
Ce se za razdeljevanje SPB uporablja korito, je treba pri alikvotiranju upostevati faktor presezka 1,15, da se
zagotovi zadostna koliina materiala za vsak vzorec. Po dodajanju SPB v vsako vdolbinico z vzorcem
zavrzite preostali material.
4. Prenesite vso koli¢ino (50 pl) vsakega vzorca iz plos¢e CF PCR v ustrezno vdolbinico na plos&i BIND1 MIDI.
Zavrzite prazno plos¢o CF PCR.
6. Na plos¢o BIND1 MIDI nanesite samolepilno folijo.

V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

7. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
Pri sobni temperaturi inkubirajte 5 minut.

9. Plos¢o BIND1 MIDI postavite ha magnetno stojalo za 5 minut.

10. PloS&o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice z vzorcem
odstranite in zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

Pranje

1.

2.

Kroglice operite na naslednji nacin.

a. Plos¢o BIND1 MIDI imejte na magnetnem stojalu in v vsako vdolbinico dodajte 200 ul svezega 80-
odstotnega EtOH.

b. Pocakajte 30 sekund.

c. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice z vzorcem odstranite in zavrzite ves supernatant, pri
¢emer se ne dotikajte pelet kroglic.

Kroglice drugi€ operite.
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3. Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali EtOH.

4. Zavrzite neuporabljen 80-odstotni EtOH.

Elucija

1. PloS¢o BIND1 MIDI odstranite z magnetnega stojala.
2. Obracaijte ali vrtinCite RSB, da premesate.

3. Vvsako vzoréno vdolbinico dobro dodajte 22 ul RSB.
4. Na plo$co BIND1 MIDI nanesite samolepilno folijo.

V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

Pri sobni temperaturi inkubirajte 2 minuti.
Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

Vv v

Oznacite novo plos€o MIDI s 96 vdolbinicami s PCF (precisceni fragmenti cDNK).
Ce ustavite delo na TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV na strani 47, uporabite plog&o PCR.

9. Prenesite 20 pl eluata iz vsake vdolbinice z vzorcem s plos¢e BIND1 MIDI v ustrezno vdolbinico na plo&¢i
PCF.

10. Zavrzite prazno plos¢o BIND1 MIDI.

® N o o

11. Dodajte 30 ul RSB v vsako vdolbinico z vzorcem na plosci PCF.

12. Pipetirajte 10-krat, da se premesa.

13. Na plos¢o PCF nanesite samolepilno folijo in shranite na hladnem.

14. Vrnite EPH3, FSM, RVT in SSM v shrambo.

15. Ce obdelujete samo vzorce, pridobljene iz RNK (cDNK), in se ne ustavljate na mestu za varno zaustavitev,
nadaljujte s Popravilo koncev in dodajanje koncne baze A na strani 51.

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce boste postopek prekinili, centrifugirajte plod€o PCF PCR 1 minuto pri 280 x g in jo shranite pri temperaturi od
-25°C do -15 °C za najvec 7 dni.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje toCke za varno zaustavitev.
1. Vzemite kontrole DNK iz shrambe.
2. Odstranite epruveto z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 16 TruSight Oncology Comp Library Prep (hlajen) (St. dela 20031119)

Reagent Shranjevanje  Navodila za odtajanje Korak protokola
TEB od2°Cdo Segrejte na sobno temperaturo. Fragmentiranje gDNK
8°C
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Fragmentiranje gDNK

Ta postopek fragmentira gDNK in ustvari dvoverizne fragmente DNK (dsDNK) s 3' ali 5' previsi.

Priprava
1. Za kvantifikacijo vzorcev upostevaijte priporodila v razdelku Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje

nukleinskih kislin na strani 27.

2. Pripravite TEB - obracaijte ali vrtinCite, da premesate.

Postopek

Priprava plosc¢e
Izberite eno od naslednjih moznosti za pripravo plosce:
* Obdelajte vzorce gDNK hkrati z vzorci cDNK na plos¢i PCF MIDI.
a. Oznacite plos€o PCF MIDI z LP (Library Preparation — priprava knjiznice).
b. Hranite na hladnem in shranite za uporabo vPrenos fragmentirane DNK na strani 49.
* Obdelajte vzorce gDNK hkrati z vzorci cDNK, plos¢a PCF PCR je zmrznjena.
a. PloS¢o PCF PCR odmrznite na sobno temperaturo.
b. Centrifugirajte pri 280 x g 1 minuto.
c. Pipetirajte 10-krat, da se premesa.
d. Oznacite novo MIDI plosco s 96 vdolbinicami z LP (priprava knjiznice).
e. Prenesite vseh 50 pl vsakega vzorca iz plos¢e PCF PCR v ustrezno vdolbinico na plosci LP MIDI.
f. Zavrzite plos¢o PCF PCR.
g. Nanesite samolepilno folijo in hranite na hladnem do Prenos fragmentirane DNK na strani 49.
* Obdelajte samo vzorce gDNK.

a. Oznacite novo MIDI plosc¢o s 96 vdolbinicami z LP (priprava knjiznice).
Ce ustavite delo na TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV na strani 49, uporabite plo$&o PCR.

b. Pokrijte in shranite za uporabo vPrenos fragmentirane DNK na strani 49.

Razredcite gDNK

Odtajajte vzorce gDNK in kontrole DNK pri sobni temperaturi.
Vsak vzorec gDNK 10-krat pipetirajte, da se premesa.
Na kratko centrifugirajte epruveto, da se kapljice zberejo.

Obracajte ali vibracijsko premeSajte TEB.

I N

Uporabite TEB za pripravo vsakega vzorca gDNK v kon&ni koli€ini 52 pl. Za vhodne koli€ine in najmanjse
koncentracije glede na vrsto vzorca glejte naslednjo preglednico.
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* Test zahteva minimalno koncentracijo ekstrakcije, da se omogoci vsaj 40 ul TEB koli¢ine 52 pl.
* Zakontrole DNK uporabite koncentracijo, ki je navedena na oznaki epruvete.

* Da preprecite izgubo vzorca, v to razredCitev ne pipetirajte manj kot 2 pl vzorca.

Vrsta vzorca Vhodna koli¢ina (ng) Najmanjsa koncentracija (ng/pl)

FFPE 40 3,33

Kontrola 40 Glejte nalepko na epruveti
Fragment

1. Dodajte 52 yl vsakega vzorca gDNK v lo€eno vdolbinico epruvete ultrazvoCne naprave.

/AN POZOR

gDNK pocasi napolnite v epruveto in se prepricajte, da na dnu epruvete ni zracnih vrzeli. Za vel
informacij glejte Test na strani 29 in navodila proizvajalca.
2. Zabelezite usmerjenost traku.

3. Fragmentirajte gDNK v fragmente z ultrazvo¢no napravo.

Prenos fragmentirane DNK

1. Poskrbite, da se postavitev plo$€e z vzorci in indeksi za vsak vzorec ujemajo z izvedbo, ki ste jo izbrali za
analizo z Modul za analizo TSO Comprehensive (EU)

2. Zapridobivanje vzorca sledite navodilom proizvajalca ultrazvoCne naprave.
Za nekatere vrste ultrazvocCnih epruvet je potrebna centrifugacija, da se konsolidira vzorec v epruveti.

3. Zavsak vzorec fragmentirane gDNK uporabite pipeto s finimi konicami, da izvedete tri prenose koli¢ine
16,7 pl v prazno vdolbinico plos¢e LP MIDI.

4. Na plosco LP MIDI nanesite samolepilno folijo.

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce ustavite potek dela, na ploé¢o LP PCR nanesite samolepilno folijo in centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.
Shranjujte pri temperaturi od -25 °C do -15 °C do najvec 7 dni.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje to¢ke za varno zaustavitev.

PrepriCajte se, da so nastavljeni programi ciklichega termostata po pomnozevanju. Glejte Programiranje
ciklicnega termostata na strani 41.

1. Pripravite vedro z ledom ali podobno.

2. Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.
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Preglednica 17

Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

TruSight Oncology Comp Library Prep (zamrznite) (kat. St. 20031118)

illumina

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

ERAT-A od-25°Cdo Ohranjajte hladno. Popravilo koncev in dodajanje
-15°C koncne baze A

ERA1-B od-25°C do Odmrznite do sobne Popravilo koncev in dodajanje
-15°C temperature. koncne baze A

ALB1 od-25°Cdo Odmrznite do sobne Ligiranje adapterjev
-15°C temperature.

LIG3 od-25°Cdo Ohranjajte hladno. Ligiranje adapterjev
-15°C

SUA1T (modri  od-25°C do Odmrznite do sobne Ligiranje adapterjev

pokrovcek) -15°C temperature.

UMI (beli od-25°C do Odmrznite do sobne Ligiranje adapterjev

pokrovcek) -15°C temperature.

STL od-25°Cdo Odmrznite do sobne Ligiranje adapterjev
-15°C temperature.

EPM od-25°Cdo Ohranjajte hladno. Indeksna PCR
-15°C

Preglednica 18 Skatla TruSight Oncology Comp Library Prep (shranjujte v hladilniku) (5t. dela
20031119)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

SPB (svetlo od2°Cdo8°C 30 minut pustite pri sobni Cis¢enje ligacije

zelena temperaturi.

oznaka)

RSB od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Ciscenje ligacije

temperaturo.

Preglednica 19 Skatla TruSight Oncology Comp UP Index Primers, §t. dela 20031120

Reagent Shranjevanje

UPxx od-25°Cdo Odmrznite ustrezne
-15°C epruvete z indeksnimi
zacetnimi oligonukleotidi do
sobne temperature.

Navodila za odtajanje Korak protokola

Indeksna PCR
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Preglednica 20 Skatla TruSight Oncology Comp CP Index Primers (t. dela 20031126)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
CPxx od-25°Cdo Odmrznite ustrezne Indeksna PCR
-15°C epruvete z indeksnimi

zacetnimi oligonukleotidi do
sobne temperature.

Popravilo koncev in dodajanje konéne baze A

Ta postopek popravi previse, nastale pri fragmentaciji, v konce z A-previsi z uporabo osnovne mesanice End
Repair A-Tailing (ERA1).

Aktivnost eksonukleaze 3' do 5' v tej mesSanici odstrani 3' previse, aktivhost polimeraze 5' do 3' pa zapolni 5'
previse. Med to reakcijo se koncem 3' dodajo A-nukleotidi, da se prepreci njihovo medsebojno ligiranje med
reakcijo ligacije adapterjev.

Priprava

1. Dvainkubatorja za mikrovzorce predhodno segrevajte z vlozki grelnega bloka MIDI, kot sledi.
* Inkubator mikrovzorcev predhodno segrejte na 30 °C.
* Inkubator mikrovzorcev predhodno segrejte na 72 °C.
2. Pripravite naslednje reagente.
* ERA1-na kratko centrifugirajte in nato premesajte s pipetiranjem. Ohranjajte hladno.
* ERA1-premesajte z vrtin€enjem, nato pa na kratko centrifugirajte.

Preglejte glede oborine. Ce je prisotna, segrejte epruveto na 37 °C in jo nato mes$ajte s pipetiranjem,
dokler se oborine ne raztopijo.

3. Pripravite osnovno mesanico ERA1 v mikrocentrifugirki.
Preglednica 21 Osnovna meSanica ERAT*

Komponenta osnhovne
P 4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knjiznic 48 knjiznic

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

* Ta preglednica vkljuCuje presezek koli€ine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.

4. Pocasi 10-krat pipetirajte, da zagotovite homogenost, nato pa na kratko centrifugirajte. Osnovno mesSanico
ERAT1 shranjujte na hladnem.

5. lzberite eno od naslednjih moznosti za pripravo plosce:
» Ce so vzorci na plo$é&i MIDI, pripravite naslednje.

a. Ponovno oznacite ploS€o MIDI LP2 (priprava knjiznice 2).
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b. Ce so nekateri vzorci v logenih plod&ah MIDI, premaknite vse vzorce, da logite vdolbinice iste plo$¢e

MIDI glede na postavitev plosce.
Ce je plo§&a zamrznjena, jo pripravite na naslednji nagin.
PloS€o PCF PCR ali ploS€o LP PCR odmrznite na sobno temperaturo.
PlosCo centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.
Pipetirajte 10-krat, da se premesa.

Oznadite novo ploS¢o MIDI LP2 s 96 vdolbinicami (priprava knjiznice 2).

® o 0 T o

vdolbinico na plos¢i LP2 MIDI.
f. Zavrzite plos€o PCF PCR ali LP PCR.

Postopek

Prenesite vseh 50 ul posameznega vzorca iz ploS¢e PCF PCR ali plos€e LP PCR v ustrezno

1.V vsako vdolbinico z vzorcem na plos¢i LP2 MIDI dodajte 10 ul osnovne meSanice osnovne mesanice ERA1.

2. Zavrzite preostalo osnovno mesanico ERA1.

w

Na plos¢o LP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.

V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

© N o g &

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

Inkubirajte 30 minut v ogretem inkubatorju mikrovzorcev pri 30 °C.
Takoj prenesite v drugi predhodno ogreti inkubator mikrovzorcev.
Inkubirajte 20 minut pri 72 °C.

PloS¢a LP2 MIDI naj bo 5 minut na hladnem.

Ligiranje adapterjev

Ta postopek veze adapterje na konce fragmentov cDNK in/ali gDNK.

Test TSO Comprehensive (EU) vklju€uje adapterje SUATin UMI.

* Uporabite adapterje SUA1 z vzorci RNK.

* Adapterje UMl uporabite z vzorci DNK.

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.

ALB1 - vrtincite najmanj 10 sekund, da premesSate, nato pa na kratko centrifugirajte.

LIG3 - na kratko centrifugirajte in nato premeS&ajte s pipetiranjem. Ohranjajte hladno.

SUA1 - vrtinCite najmanj 10 sekund, da premesSate, nato pa na kratko centrifugirajte.
UMI - vrtincCite najmanj 10 sekund, da premesate, nato pa na kratko centrifugirajte.

STL - za uporabo v postopku ga dajte na stran.
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Postopek

1. Odstranite plos¢o LP2 MIDI z ledu ali enakovrednega.

2. Dodajte 60 ul ALB1 v vsako vdolbinico z vzorcem na plos¢i LP2 MIDI. ALB1 je viskozna raztopina. Pipetirajte
pocasi, da zmanjSate nastajanje mehurckov.

V vsako vzoréno vdolbinico dobro dodajte 5 ul LIG3.
4. Adapterje dodajte na naslednji nacin.
Ne kombinirajte razli¢nih tipov adapterjev skupaij.
* [Vdolbinice z vzorcem RNK] - dodajte 10 pl SUA1T (modri pokrov&ek) vsakemu vzorcu, pridobljenemu iz
RNK.

* [Vdolbinice z vzorcem DNK] - dodajte 10 pl UMI (beli pokrov&ek) vsakemu vzorcu, pridobljenemu iz
DNK.

5. Na plo$¢o LP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

6. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

7. Prisobni temperaturi inkubirajte 30 minut.

8. Vibracijsko premesajte STL, nato na kratko centrifugirajte.

9. Dodajte 5 ul STL v vsako vdolbinico z vzorcem na plos¢i LP2 MIDL.

10. Na plo$€o LP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

11. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
Ciséenije ligacije

Ta postopek uporablja SPB za €is€enje fragmentov cDNK ali gDNK, ki so ligirani z adapterjem, in odstranjevanje
nezelenih produktov. Kroglice se dvakrat sperejo s svezim 80-odstotnim etanolom. Vzorci, ligirani z adapterjem,
se eluirajo z RSB.

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.
* SPB - poskrbite, da bodo kroglice pri sobni temperaturi 30 minut.
* RSB-zauporabo v postopku ga dajte na stran.
2. Pripravite svez 80-odstotni EtOH v koni¢ni epruveti z volumnom 15 ml ali 50 ml.

Preglednica 22 Pripravite svez 80-odstotni etanol.

Reagent 4 Knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knjiznic 48 knjiznic
100 % EtOH, Cist 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
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Reagent 4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knijiznic 48 knjiznic
RNase/DNase-free 500 pl Tml 2ml 3ml 6 ml
water (voda brez
RNaze/DNaze)
3. Vrtincite svezi 80 % EtOH, da premesSate.
4. Pripravite magnet.
Postopek
Vezava

1.
2.

Vibracijsko meSajte SPB 1 minuto, da se kroglice ponovno suspendirajo.

Takoj dodajte 112 pl SPB v vsako vdolbinico z vzorcem na ploS¢i LP2 MIDI.
Ce se za razdeljevanje SPB uporablja korito, je treba pri alikvotiranju upostevati faktor presezka 1,15, da se

zagotovi zadostna koli¢ina materiala za vsak vzorec. Po dodajanju SPB v vsako vdolbinico z vzorcem

zavrzite preostali material.

3. Naplos¢o LP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

4. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

5. Pri sobni temperaturi inkubirajte 5 minut.

6. Plos¢o LP2 MIDI postavite na magnetno stojalo za 10 minut.

7. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice z vzorcem odstranite in zavrzite ves supernatant, pri
C¢emer se ne dotikajte pelet kroglic.

Pranje

1. Kroglice operite na naslednji nagin.

a. Plos¢o LP2 MIDI imejte na magnetnem stojalu in v vsako vdolbinico z vzorcem dodajte 200 ul sveZega

80-odstotnega EtOH.
b. Pocakajte 30 sekund.

c. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice z vzorcem odstranite in zavrzite ves supernatant, pri

¢emer se ne dotikajte pelet kroglic.

2. Ponovno operite kroglice (drugic).

Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali EtOH.

Zavrzite neuporabljen 80-odstotni EtOH.

Elucija
1. PloS¢o LP2 MIDI odstranite z magnetnega stojala.
2. Obracajte ali vrtinCite RSB, da premesate.
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V vsako vzoréno vdolbinico dobro dodajte 27,5 ul RSB.

-

Na plos¢o LP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

5. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

6. Prisobnitemperaturi inkubirajte 2 minuti.

7. Plos¢o LP2 MIDI postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

8. 0Oznacite novo plos¢o PCR s 96 vdolbinicami z LS (Library Samples — vzorci knjiznice).
9. Prenesite 25 pl eluata iz plos€e LP2 MIDI v ustrezno vdolbinico na plosci LS PCR.

10. Zavrzite prazno plos¢o LP2 MIDL.

Indeksna PCR

V tem koraku se fragmenti knjiznice pomnoZzijo z uporabo zacetnih oligonukleotidov, ki dodajajo zaporedja
indeksov za multipleksiranje vzorcev. Produkt tega vsebuje celotno knjiznico fragmentov cDNK in/ali DNK,
obdanih z adapterji, potrebnimi za ustvarjanje gruc.

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.
* EPM -shranjujte na hladnem.
* UPxx-vrtinlite, da premesSate, nato na kratko centrifugirajte. UPxx je indeksni za¢etni oligonukleotid,

izbran na zaslonu Create Run (Ustvari izvedbo) v programski opremi Local Run Manager med
nastavitvijo izvedbe.

* CPxx-vrtinCite, da premesSate, nato na kratko centrifugirajte. CPxx je indeksni zaCetni oligonukleotid,
izbran na zaslonu Create Run (Ustvari izvedbo) v programski opremi Local Run Manager med
nastavitvijo izvedbe.

2. Med nastavitvijo izvedbe se prepri€ajte, da se indeksi za vsak vzorec ujemajo z nacrtovano izvedbo na
Modul za analizo TSO Comprehensive (EU). Upostevajte navodila glede izbire indeksa v razdelku Stevilo
knjiznic in izbor indeksov na strani 35.

/N POZOR

Neujemanja med vzorciin indeksnimi zacetnimi oligonukleotidi povzrocijo nepravilno poroc¢anje o
rezultatih zaradiizgube pozitivne identifikacije vzorca.

Postopek

1. Dodajte 5 pl ustreznega indeksnega zacetnega oligonukleotida (UPxx ali CPxx) v ustrezno vdolbinico za
vzorec na ploS¢i LS PCR glede naizbrane indekse.
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9.

/N POZOR

Socasno uporabljajte in odprite samo eno epruveto indeksnega za¢etnega oligonukleotida. Vsako
epruveto z indeksom ponovno zaprite z novim pokrovékom takoj po uporabi. Ne kombinirajte
indeksnih zacetnih oligonukleotidov.

Vrtin€ite EPM 5 sekund, da premesSate, nato pa na kratko centrifugirajte.

V vsako vzoréno vdolbinico dodajte 20 pl EPM.

Na plos€o LS PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

1 minuto stresajte pri 1200 vrt./min.

Reagente za korake pred pomnoZzevanjem vrnite v shrambo.

/N POZOR

Izvedite vse nadaljnje korake na obmocju po pomnozevanju, da preprecite prenos produktov
pomnozevanja.

Plos€o LS PCR centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.

Postavite jo na predhodno programirani cikli¢ni termostat po pomnozZevanju in zaZenite program |I-PCR.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

Ce nadaljujete z Nastavitev prve hibridizacije na strani 57, upostevajte navodila za odtajanje reagentov pri
korakih protokola priprave.

Po zaklju¢ku programa I-PCR plos&€o LS PCR 1 minuto centrifugirajte pri 280 x g.

10. Ponovno oznacite plo§€o ALS (Amplified Library Samples — pomnozeni vzorci knjiznice).

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce ustavite potek dela, plos&o ALS PCR shranjujte do 30 dni pri temperaturi od -25 °C do -15 °C.
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Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do hibridizacije ¢ez no¢.

illumina

1. Prepric¢ajte se, da so nastavljeni programi cikli¢cnega termostata po pomnozevanju. Glejte Programiranje
ciklicnega termostata na strani 41.

2. Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 23
20031123)

Reagent
TCB1

Preglednica 24
Reagent

TCA1

Preglednica 25
Reagent

OPR1 (rdedi
pokrov&ek)

OPD2 (beli
pokrovcek)

Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (shranjujte v hladilniku) (§t. dela

Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Nastavitev prve hibridizacije
temperaturo.

Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) ($t. dela 20031121)

Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
od-25°Cdo Odmrznite do sobne Nastavitev prve hibridizacije
-15°C temperature.

Skatla TruSight Oncology Comp Content Set (St. dela 20031122)

Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
od-25°Cdo Odmrznite do sobne Nastavitev prve hibridizacije
-15°C temperature.

od-25°Cdo Odmrznite do sobne Nastavitev prve hibridizacije
-15°C temperature.

Nastavitev prve hibridizacije

Med tem postopkom zbirek oligonukleotidov hibridizira s knjiznicami cDNK, in zbirek oligonukleotidov hibridizira
s knjiznicami gDNK, pripravljenimi v postopku /ndeksna PCR na strani 55. Obogatitev tarCnih regij zahteva dva
koraka hibridizacije. Pri prvi hibridizaciji oligonukleotidi ¢ez no¢ hibridizirajo s knjiznicami cDNK in/ali gDNA (8 do

24 ur).

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.

* TCB1-epruveto 5 minut segrevajte pri 37 °C. Vibracijsko mes&ajte 10 sekund, nato pa na kratko

centrifugirajte.

* TCA1-vibracijsko premesajte, nato na kratko centrifugirajte.

* OPR1-vibracijsko premesajte, nato na kratko centrifugirajte.

* OPD2 - vibracijsko premesajte, nato na kratko centrifugirajte.
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2. Ceje bilaplo&a ALS PCR shranjena, jo odtajajte na sobno temperaturo in nato 1 minuto centrifugirajte pri
280 x g. Pipetirajte, da se premesa.

3. 0Oznacite novo plosco PCR s 96 vdolbinicami s HYB1 (hibridizacija 1).

Postopek

1. Prenesite 20 ul vsake knjiznice cDNK in/ali gDNK iz ploS¢e ALS PCR v ustrezno vdolbinico na plos¢i HYB1
PCR.

2. Naplos€o ALS PCR nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

3. Preglejte TCB1 glede oborine. Ce je prisotna, ponovno segrejte epruveto in jo vibracijsko premesajte, dokler
se kristali ne raztopijo.

4. V vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i HYB1 PCR dodajte 15 ul TCB1.
V vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i HYB1 PCR dodajte 10 ul TCA1.

6. Dodajte sonde.
Ne kombinirajte razli¢nih tipov sond skupaj. Dodajte samo en nabor sond na vdolbinico.

* [vdolbinice s knjiznico RNK] — Dodajte 5 pl OPR1 (rdeci pokrov&ek) v vsako knjiznico, pridobljeno iz
RNK.

* [Vdolbinice knjiznice DNK] — Dodajte 5 ul OPD2 (beli pokrovcek) v vsako knjiznico, pridobljeno iz DNK.

7. Na plos¢o HYB1 PCR nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

2 minuti stresajte pri 1200 vrt./min.

9. Postavite jo na cikli¢ni termostat in zazenite program HYB1.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

10. Hibridizirajte pri 57 °C najmanj 8 ur do najvec 24 ur.
11. Reagente za hibridizacijo vrnite v shrambo.
12. PloS¢ico ALS PCR hranite pri—25 °C do -15 °C do 30 dni.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje toCke za varno zaustavitev.
Na zaletku 2. dne odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 26 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (shranjujte v hladilniku) ($t. dela 20031123)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

SMB (temno od2°Cdo8°C 30 minut pustite pri sobni Zajem tarC ena

modra temperaturi. Zajem tarC€ dve

oznaka)
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Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje

ET2 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno
temperaturo.

HP3 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno
temperaturo.

TCB1 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno
temperaturo.

RSB od2°Cdo8°C Segrejte na sobno

temperaturo.

illumina

Korak protokola

Zajem tarC ena
Zajem tarC€ dve

Zajem tarC ena
Zajem tarC dve
Normalizacija knjiznic

Nastavitev druge hibridizacije

Zajem tar¢ dve
Cié&enje ojatane in obogatene
knjiznice

Preglednica 27 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) (8t. dela 20031121)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje

EE2 od-25°Cdo Odmrznite do sobne
-15°C temperature.

EEW od-25°Cdo Odmrznite do sobne
-15°C temperature.

TCA1 od-25°Cdo Odmrznite do sobne
-15°C temperature.

Korak protokola

Zajem tar¢ ena
Zajem tarC dve
Normalizacija knjiznic

Zajem tar¢€ ena

Nastavitev druge hibridizacije

Preglednica 28 Skatla TruSight Oncology Comp Content Set (5t. dela 20031122)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje
OPR1 od-25°Cdo Odmrznite do sobne
(rdedi -15°C temperature.
pokrovcek)

OPD2 od-25°Cdo Odmrznite do sobne
(beli -15°C temperature.
pokrovcek)

Zajem tar€ ena

Korak protokola

Nastavitev druge hibridizacije

Nastavitev druge hibridizacije

Ta korak uporablja SMB za zajem sond, hibridiziranih v taréne regije zanimanja. Kroglice se trikrat sperejo z
EEW. Obogatene knjiznice se eluirajo s sveZo elucijsko mesanico EE2 + HP3 in nevtralizirajo z ET2.

Priprava

1. Inkubator za mikrovzorce z vlozkom grelnega bloka MIDI segrejte na 57 °C.

2. Pripravite naslednje reagente.
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* EEW -vrtinCite 1 minuto, da premesate.
* EE2-vrtinlite, da premesate, nato na kratko centrifugirajte.
* HP3-vrtinCite, da premesate, nato na kratko centrifugirajte.
* SMB -zagotovite, da bodo kroglice na sobni temperaturi 30 minut.
Za ta postopek uporabite SMB in ne SPB.
* ET2-zauporabo v postopku ga dajte na stran.
3. Pripravite svezo elucijsko mesanico EE2 + HP3 v mikrocentrifugirki.
Preglednica 29 Elucijska meSanica EE2 + HP3 za zajem tarC ena*

Komponenta elucijske
P ! 4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knjiznic 48 knjiznic

mesanice
EE2 14 ul 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 ul 12 ul 24 ul 36 ul 72 ul

* Ta preglednica vkljuCuje presezek koli€ine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.

4. Elucijsko meSanico EE2 + HP3 vrtincite in na kratko centrifugirajte. Postavite na stran za korak E/ucija na
strani 61.

5. 0Oznacite novo MIDI plos¢o s 96 vdolbinicami CAP1 (zajem 1).

6. Pripravite magnet.

Postopek

Vezava
1. Odstranite plo§¢o HXB1 PCR iz ciklicnega termostata.
Plos€o HYB1 PCR centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.

3. Vibracijsko meSajte SMB 1 minuto, da se kroglice ponovno suspendirajo.
Ce je prisotna oborina ali pelet kroglice, poskrbite, da bo doseZena sobna temperatura, pipetirajte, da se
sprosti pelet, nato pa vibracijsko premeS8ajte, da se ponovno suspendira.

4. Takojdodajte 150 pl SMB v vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i CAP1 MIDI.
Ce se za razdeljevanje SMB uporablja korito, je treba pri alikvotiranju upostevati faktor presezka 1,15, da se
zagotovi zadostna koli¢ina materiala za vsak vzorec.

5. Po dodajanju SMB v vsako vdolbinico z vzorcem zavrzite preostali material.

6. Nastavite pipeto na 50 ul in prenesite vso koli¢ino vsake knjiznice s plos€e HYB1 PCR v ustrezno vdolbinico
na plosci CAP1 MIDL.

Zavrzite prazno plos¢o HYB1 PCR.

8. Na plos¢o CAP1 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

9. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
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10. Inkubirajte 25 minut v ogretem inkubatorju mikrovzorcev pri 57 °C.
11. PloS€o CAP1 MIDI postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

12. PloS&o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in
zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

/AN POZOR

Takoj nadaljujte z naslednjim korakom (Pranje na strani 61). Ne dovolite, da bi bila kroglica dlje
Casa brez prisotnosti tekocine.

Pranje
1. Kroglice operite na naslednji nacin.
a. Plos¢o CAP1 MIDI odstranite z magnetnega stojala.
b. V vsako vdolbinico dodajte 200 pl EEW.
c. Uporabite pipeto, nastavljeno na 150 ul, in pipetirajte vsaj 10-krat, da se premesa. PrepriCajte se, da so
vse kroglice ponovno suspendirane.
Zagotovite, da v konici ni pelet kroglic, tako da pazljivo aspirirate vso raztopino kroglic iz vdolbinice.
Vizualno preglejte dno vsake vdolbinice. Ce je prisotna kroglica, med pranjem nagnite konico pipete

proti peletu, da ga odstranite. PrepriCajte se, da je kroglica v celoti potopljena v raztopino. Raztopina
mora izgledati temno rjavo in imeti homogeno konsistenco.

d. Na ploS¢o CAP1 MIDI nanesite samolepilno folijo.

e. V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.
f. 4 minute stresajte pri 1800 vrt./min.

g. Inkubirajte 5 minut v inkubatorju mikrovzorcev pri 57 °C.

h. PloS¢o CAP1 MIDI postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

PloSCo ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in
zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

2. Ponovno operite kroglice (drugic).
3. Operite kroglice tretjic.

4. Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali EEW.

Elucija

Plos€o CAP1 MIDI odstranite z magnetnega stojala.

Vibracijsko premeS$ajte svezo mesanico za elucijo EE2 + HP3, nato na kratko centrifugirajte.

Pazljivo dodajte 17 pyl meSanice za elucijo EE2 + HP3 v vsako vdolbinico s knjiznico na plos&i CAP1 MIDI.

Zavrzite preostalo meSanico za elucijo EE2 + HP3.

I N

Na plos¢o CAP1 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.
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© © N o

12.
13.

14.
15.

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.
Oznacite novo PCR plos¢o s 96 vdolbinicami z ELU1 (elucija 1).

Vibracijsko premesajte ET2, nato na kratko centrifugirajte.

. V vsako ustrezno vdolbinico s knjiznico na novi plos&i ELU1 PCR dodajte 5 pl ET2.

. Pazljivo prenesite 15 pl eluata iz vsake vdolbinice s knjiznico na plos&i CAP1 MIDI v ustrezno vdolbinico na

plos¢i ELU1T PCR.
Zavrzite prazno plosc¢o CAP1 MIDI.

Na plos¢o ELU1 PCR nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

2 minuti stresajte pri 1200 vrt./min.
Vrnite EEW v shrambo.

Nastavitev druge hibridizacije

Ta korak drugi¢ veze tarne regije obogatenih knjiznic cDNK in/ali gDNK s sondami za zajem. Druga hibridizacija
zagotavlja visoko specifi¢nost zajetih regij. Da bi zagotovili optimalno obogatitev knjiznic, izvajajte drugi korak
hibridizacije pri 57 °C najmanj 1,5 ure do najvec 4 ure.

Priprava

1.

Pripravite naslednje reagente.

* TCB1-epruveto 5 minut segrevaijte pri 37 °C. Vibracijsko mesajte 10 sekund, nato pa na kratko
centrifugirajte.

* TCA1-vibracijsko premesSajte, nato na kratko centrifugirajte.
* OPR1-vibracijsko premeSaijte, nato na kratko centrifugirajte.

* OPD2 - vibracijsko premesajte, nato na kratko centrifugirajte.

Postopek

1.

Preglejte TCB1 glede oborine. Ce je prisotna, ponovno segrejte epruveto in jo vibracijsko premesajte, dokler
se kristali ne raztopijo.

V vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i ELU1 PCR dodajte 15 pl TCB1.
Dodajte 10 ul TCA1 v vsako vdolbinico s knjiznico.

V vsako vdolbinico dodajte isto sondo, ki ste jo uporabili med prvo hibridizacijo. Dodajte samo en nabor
sond na vdolbinico.
Ne kombinirajte razli¢nih tipov sond skupaj.

* [Vdolbinice s knjiznico RNK] — Dodajte 5 pul OPR1 (rdeci pokrovcek) v vsako knjiznico, pridobljeno iz
RNK.
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* [Vdolbinice s knjiznico DNK] — Dodajte 5 pul OPD2 (beli pokrov&ek) v vsako knjiznico, pridobljeno iz
DNK.

Na plos€o ELU1 PCR nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

2 minuti stresajte pri 1200 vrt./min.

Postavite na cikli¢ni termostat in zaZenite program HYB2.
Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

Hibridizirajte pri 57 °C najmanj 1,5 ure do najvec 4 ure.

Reagente za hibridizacijo vrnite v shrambo.

Zajem tar¢ dve

Ta korak uporablja SMB za zajem sond, hibridiziranih v tar¢ne regije zanimanja. Kroglice se enkrat sperejo z
RSB. Obogatene knijiznice se eluirajo s svezo elucijsko meSanico EE2 + HP3 in nevtralizirajo z ET2.

Priprava

1.
2.

Inkubator za mikrovzorce z vlozkom grelnega bloka MIDI segrejte na 57 °C.
Pripravite naslednje reagente.

* EE2-premeSajte z vrtin€enjem, nato na kratko centrifugirajte.

* HP3-vrtinlite, da premesate, nato na kratko centrifugirajte.

* SMB -zagotovite, da bodo kroglice na sobni temperaturi 30 minut.
Za ta postopek uporabite SMB in ne SPB.

* RSB-zauporabo v postopku ga dajte na stran.

* ET2-zauporabo v postopku ga dajte na stran.

Pripravite svezo elucijsko meSanico EE2 + HP3 v mikrocentrifugirki.
Preglednica 30 MeSanica za elucijoEE2 + HP3 za zajem tarc dve*

Komponenta elucijske I N I I ey
4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knjiznic 48 Kknjiznic

mesanice
EE2 14 ul 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 ul 12 pl 24 36 i 72 ul

* Ta preglednica vkljuCuje presezek koli€ine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.
Vibracijsko premesSaijte, nato na kratko centrifugirajte. Postavite na stran za korak El/ucija na strani 65.
Oznacite novo MIDI plos€o s 96 vdolbinicami CAP2 (zajem 2).

Pripravite magnet.
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Postopek

Vezava
1. Odstranite plos€o ELU1 PCR iz ciklicnega termostata.
PloS¢o ELU1 PCR centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.

3. Vibracijsko meSajte SMB 1 minuto, da se kroglice ponovno suspendirajo.
Ce je prisotna oborina ali pelet kroglice, poskrbite, da bo doseZena sobna temperatura, pipetirajte, da se
sprosti pelet, nato pa vibracijsko premesajte, da se ponovno suspendira.

4. Takojdodajte 150 ul SMB v vsako vdolbinico s knjiznico na ploS¢i CAP2 MIDI.
Ce se za razdeljevanje SMB uporablja korito, je treba pri alikvotiranju upostevati faktor presezka 1,15, da se
zagotovi zadostna koli¢ina materiala za vsak vzorec.

5. Po dodajanju SMB v vsako vdolbinico z vzorcem zavrzite preostali material.

6. Nastavite pipeto na 50 pl in prenesite vso koli¢ino vsake knjiznice s ploS¢e ELU1 PCR v ustrezno vdolbinico
na plos¢i CAP2 MIDI.

7. Zavrzite prazno plos¢o ELU1 PCR.

8. Na plos¢o CAP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

9. 2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

10. Inkubirajte 25 minut v inkubatorju mikrovzorcev pri 57 °C.
Ce nadaljujete s PomnoZevanje obogatene knjiznice na strani 67, upo$tevajte navodila za odtajanje
reagentov v razdelku Priprava na protokol.

11. Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

12. PloS¢o CAP2 MIDI obdrzite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice
odstranite in zavrzite ves supernatant, pri ¢emer se ne dotikajte pelet kroglic.

/N POZOR

Takoj nadaljujte z naslednjim korakom (Pranje na strani 64). Ne dovolite, da bi bila kroglica dlje
¢asa brez prisotnosti tekocine.

Pranje

1. PloS¢o CAP2 MIDI odstranite z magnetnega stojala.
2. Obracaijte ali vrtinCite RSB, da premesate.

3. Dodajte 200 ul RSB v vsako vdolbinico.
4

Na ploS¢o CAP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

o

4 minute stresajte pri 1800 vrt./min.

6. PloS¢o postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.
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7. Plos¢€o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in
zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

8. Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali RSB.

Elucija

Plos¢o CAP2 MIDI odstranite z magnetnega stojala.

Vibracijsko premes$ajte svezo mesanico za elucijo EE2 + HP3, nato na kratko centrifugirajte.
Dodajte 22 ul mesanice za elucijo EE2 + HP3 v vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i CAP2 MIDI.

Zavrzite preostalo meSanico za elucijo EE2 + HP3.

I

Na plos€o CAP2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

Oznadcite novo PCR plos¢o s 96 vdolbinicami z ELU2 (elucija 2).

© ©® N o

Vibracijsko premeS$ajte ET2, nato na kratko centrifugirajte.
10. V vsako ustrezno vdolbinico s knjiznico na novi plos¢i ELU2 PCR dodajte 5 pl ET2.

11. Pazljivo prenesite 20 pl eluata iz vsake vdolbinice s knjiznico na ploS§¢i CAP2 MIDI v ustrezno vdolbinico na
plos¢i ELU2 PCR.

12. Zavrzite prazno plos¢o CAP2 MIDI.

13. Na plos¢o ELU2 PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

14. 2 minuti stresajte pri 1200 vrt./min.
15. Vrnite SMB, EE2, HP3, RSB in ET2 v shrambo.

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce boste postopek prekinili, centrifugirajte PCR plod&o ELU2 1 minuto pri 280 x g in jo shranite pri temperaturi
od -25°C do -15 °C za najvec 7 dni.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje toCke za varno zaustavitev.
1. Pripravite vedro z ledom ali podobno.
2. Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 31 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) (St. dela 20031121)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
PPC3 od-25°Cdo Odmrznite do sobne Pomnozevanje obogatene
-15°C temperature. knjiznice
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Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
EPM od-25°Cdo Ohranjajte hladno. Pomnozevanje obogatene
-15°C knjiznice

Preglednica 32 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (hlajen) (5t. dela 20031123)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

SPB (svetlo od2°Cdo8°C 30 minut pustite pri sobni Cis&enje ojaane in obogatene

zelena temperaturi. knjiznice

oznaka)

RSB od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Cié&enje ojatane in obogatene
temperaturo. knjiznice

Priprava na sekvenciranje
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Pomnozevanje obogatene knjiznice

Ta korak uporablja zaCetnike za pomnoZevanje obogatenih knjiznic.

Priprava

1. Ceje bila plod&a ELU2 shranjena, jo odtajajte na sobno temperaturo in nato 1 minuto centrifugirajte pri
280 x g.

Postopek

Premesajte PPC3 z vrtin€enjem in na kratko centrifugirajte.
Dodajte 5 ul PPC3 v vsako vdolbinico s knjiznico na plos&i ELU2 PCR.
Vrtinite EPM 5 sekund, da premesate, nato pa na kratko centrifugirajte.

Dodajte 20 pl EPM v vsako vdolbinico s knjiznico.

I

Na plos€o ELU2 PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

o

2 minuti stresajte pri 1200 vrt./min.

Postavite na cikli¢ni termostat in zaZenite program EL-PCR.

Glejte Programiranje ciklicnega termostata na strani 41.

Ce nadaljujete z Normalizacija knjiznic na strani 70, upo$tevajte navodila za odtajanje v razdelku Priprava na
protokol.

8. Vrnite PPC3in EPM v shrambo.

(X4 ]

Ciséenje ojadane in obogatene knjiznice

Ta korak uporablja SPB za CiSCenje obogatenih knjiznic nezelenih reakcijskih komponent. Kroglice se dvakrat
sperejo s svezim 80-odstotnim etanolom. KnjiZznice se eluirajo z RSB.

Priprava

1. Pripravite naslednje reagente.

* SPB-poskrbite, da bodo kroglice pri sobni temperaturi 30 minut. Za ta postopek uporabite SPB in ne
SMB.

* RSB-zauporabo v postopku ga dajte na stran.

2. Pripravite svez 80-odstotni etanol v koni¢ni epruveti z volumnom 15 ml ali 50 ml.

Dokument §t. 200007789 v08 67 od 139

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Preglednica 33 Pripravite svez 80-odstotni etanol.

Reagent 4 Kknjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knijiznic
100-odstotni EtOH, Cist 2 ml 4 ml 8 ml 12 ml
RNase/DNase-free 500 pl Tml 2ml 3ml

water

3. Vibracijsko premeSajte 80-odstotni EtOH.
4. Oznacite novo MIDI ploSc€o s 96 vdolbinicami z BIND2 (Cistilna vezava).

5. Pripravite magnet.

Postopek

Vezava

Odstranite plos¢o ELU2 PCR iz ciklicnega termostata.

PloS¢o ELU2 PCR centrifugirajte 1 minuto pri 280 x g.

Vibracijsko meSajte SPB 1 minuto, da se kroglice ponovno suspendirajo.
Takoj dodajte 110 ul SPB v vsako vdolbinico s knjiznico na plo$&i BIND2 MIDI.

Zavrzite prazno plos¢o ELU2 PCR.

N o o r N

Na plos€o BIND2 MIDI nanesite samolepilno folijo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

@

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.
Pri sobni temperaturi inkubirajte 5 minut.

10. PloS¢o BIND2 MIDI postavite na magnetno stojalo za 5 minut.

illumina

48 knjiznic
24 ml
6 ml

Prenesite 50 pl vsake knjiznice s plos¢e ELU2 PCR v ustrezno vdolbinico na plos¢i BIND2 MIDI.

11. PloS¢o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in

zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

Pranje

1. Kroglice operite na naslednji nagin.

a. PloS¢o BIND2 MIDI imejte na magnetnem stojalu in v vsako vdolbinico dodajte 200 pl svezega 80-

odstotnega EtOH.
b. Pocakajte 30 sekund.

c. Spipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in zavrzite ves supernatant, pri Cemer se

ne dotikajte pelet kroglic.
Ponovno operite kroglice (drugic).
Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali EtOH.
4. Zavrzite neuporabljen 80-odstotni EtOH.
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Elucija

1. PloS¢o BIND2 MIDI odstranite z magnetnega stojala.
2. Obracaijte ali vibracijsko premesSajte RSB.

3. Dodajte 32 yl RSB v vsako vdolbinico s knjiznico.

4. Na plo$co BIND2 MIDI nanesite samolepilno folijo.

V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

Pri sobni temperaturi inkubirajte 2 minuti.

Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

Oznacite novo ploS¢o PCR s 96 vdolbinicami s PL (Purified Libraries — precis€ene knjiznice).

© © N o o

Prenesite 30 pl vsakega eluata s plos¢e BIND2 MIDI v ustrezno vdolbinico na plos¢i PL PCR.
10. Zavrzite prazno plosco BIND2 MIDI.

11. Na plos¢o PL PCR nanesite samolepilno folijo.

12. Vrnite SPB in RSB v skladisce.

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce boste postopek prekinili, centrifugirajte PCR plo$&o PL 1 minuto pri 280 x g in jo shranite pri temperaturi od
-25°C do-15 °C za najvec 30 dni.

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do naslednje tocke za varno zaustavitev.
1. Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 34 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) (3t. dela 20031121)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

LNA1 od-25°Cdo Odmrznite do sobne Normalizacija knjiznic
-15°C temperature.

EE2 od-25°Cdo Odmrznite do sobne Normalizacija knjiznic
-15°C temperature.

Preglednica 35 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (hlajen) ($t. dela 20031123)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola
LNB1 od2°Cdo8°C 30 minut pustite pri sobni Normalizacija knjiznic
temperaturi.
HP3 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Normalizacija knjiznic
temperaturo. Priprava na sekvenciranje
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illumina

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

LNW1 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Normalizacija knjiznic
temperaturo.

LNS1 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Normalizacija knjiznic

temperaturo.

2. Ce nadaljujete isti dan s Priprava na sekvenciranje na strani 73, upostevajte navodila za odtajanje v razdelku

Priprava na protokol.

(e 4

Normalizacija knjiznic

Ta postopek uporablja dodatke LNB1 plus (LNA1) za normalizacijo koli¢ine vsake knjiznice, da se zagotovi
enotna predstavitev knjiznice v zdruzenih knjiznicah. Kroglice se dvakrat sperejo z LNW1. Knjiznice se eluirajo s
svezo elucijsko meSanico EE2 + HP3 in nevtralizirajo z LNS1.

Priprava

1.

Pripravite naslednje reagente.

* LNB1-poskrbite, da bodo kroglice pri sobni temperaturi 30 minut.

* LNA1-premesajte z vrtinCenjem.

* EE2-premesajte z vrtin€enjem, nato na kratko centrifugirajte.

* HP3-vrtinCite, da premesate, nato na kratko centrifugirajte.

* LNW1-premesajte z vrtinCenjem. Za uporabo v postopku ga dajte na stran.
* LNS1-premesajte z vrtin€enjem. Za uporabo v postopku ga dajte na stran.

Z vrtin€enjem mesajte LNB1 1 minuto, da se kroglice resuspendirajo.
Obracajte epruveto LNB1 in se prepricajte, da so vse kroglice resuspendirane.

S pipeto, nastavljeno na 800 pl, 10-krat pipetirajte LNB1 navzgor in navzdol, da zagotovite resuspendiranje.

Takoj pripravite svezo osnovno mesanico LNA1 + LNB1 v koni¢ni epruveti.

/N POZOR

Popolnoma resuspendirajte peleto kroglic LNB1 na dnu epruvete, da preprecite neskladno gostoto
gruc.

Preglednica 36 Osnovna meSanica LNA1T + LNBT*

Komponenta osnovne

meganice 4 Kknjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knijiznic 48 knjiznic
LNA1 305 ul 610 pl 1219 ul 1829 pl 3658 pl
LNB1 S5l 110 pl 221l 331 pl 662 ul
* Ta preglednica vkljuCuje presezek koli€ine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.
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3.
6.

Z vrtin€enjem premesajte osnovno mesanico LNA1 + LNB1. Postavite na stran za korak Vezava na strani 71.
Pripravite sveZo elucijsko mesanico EE2 + HP3 v mikrocentrifugirki.
Preglednica 37 Elucijska meSanica EE2 + HP3 za normalizacijo knjiznic*

Komponenta elucijske

. . 4 knjiznice 8 knjiznic 16 knjiznic 24 knjiznic 48 knjiznic
mesanice
EE2 152 ul 304yl 608 pl 912 ul 1824 pl
HP3 8 ul 16 pl 324l 48 pl 96 ul

* Ta preglednica vkljuCuje presezek koli€ine. Za izraCune glejte Rokovanje z reagentina strani 33.

Svezo elucijsko meSanico vrtincite in na kratko centrifugirajte. Postavite na stran za korak E/uiranje na strani
72.

Ce je bila plod&a PL PCR shranjena, jo odtajajte na sobno temperaturo in nato 1 minuto centrifugirajte pri
280 x g. Pipetirajte, da se premesa.

Oznacite novo MIDI plos¢o s 96 vdolbinicami z BBN (Bead-Based Normalization — normalizacija na osnovi
kroglic).

10. Pripravite magnet.

Postopek

Vezava

—_

aoR oW

Vrtincite osnovno mesanico LNA1 + LNB1.

Takoj dodajte 45 pl osnovne mesSanice LNA1 + LNB1 v vsako vdolbinico knjiznice na plos¢i BBN MIDI.
Zavrzite preostalo osnovno meSanico LNAT + LNB1.

Dodaijte 20 pl vsake knjiznice s plos¢e PL PCR v ustrezno vdolbinico na ploS¢i BBN MIDI.

Na plo$¢o BBN MIDI nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

6. 30 minut stresajte pri 1800 vrt./min.

7. Na plos¢o PL PCR nanesite samolepilno tesnilo in jo vrnite v shrambo.

8. Plos¢o BBN MIDI postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

9. Plos¢o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in
zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

Pranje

1.

Kroglice operite na naslednji nacin.
a. Plos¢o BBN MIDI odstranite z magnetnega stojala.
b. Dodajte 45 pyl LNW1 v vsako vdolbinico s knjiznico.

c. Na ploS¢o BBN MIDI nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.
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d. 5 minut stresajte pri 1800 vrt./min.
e. Plos¢o BBN MIDI postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

f. Plo&€o ohranite na magnetnem stojalu. S pipeto, nastavljeno na 200 pl, iz vsake vdolbinice odstranite in
zavrzite ves supernatant, pri Cemer se ne dotikajte pelet kroglic.

2. Ponovno operite kroglice (drugic).

3. Uporabite pipeto s finimi konicami, da iz vsake vdolbinice odstranite preostali supernatant.
Eluiranje

1. PloS¢o BBN MIDI odstranite z magnetnega stojala.

2. Vibracijsko premeSajte svezo mesSanico za elucijo EE2 + HP3, nato na kratko centrifugirajte.
3. Dodajte 32 pl raztopine EE2 + HP3 v vsako vdolbinico s knjiznico na plos¢i BBN MIDI.

4. Zavrzite preostalo elucijsko mesanico.

5. Na plos€o BBN MIDI nanesite samolepilno tesnilo.

© ©® N o

10.
1.
12.
13.
14.

15.

V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

2 minuti stresajte pri 1800 vrt./min.

Postavite na magnetno stojalo za 2 minuti.

Oznadite novo PCR plos¢o s 96 vdolbinicami z NL (normalizirane knjiznice).

Pazljivo prenesite 30 pl eluata iz vsake vdolbinice s knjiznico na plos¢i BBN MIDI v ustrezno vdolbinico na
plos¢i NL PCR.

/N POZOR

Cese kroglice aspirirajo v pipetne konice, jih vrnite v ploS€o na magnetnem stojalu in poCakajte,
da se tekoc€ina zbistri (~2 minuti), preden nadaljujete z naslednjim korakom v postopku.
Zavrzite prazno plos¢o BBN MIDI.
PremeSajte LNS1 z vrtincenjem.
V vsako vdolbinico s knjiznico na novi plos¢i NL PCR dodajte 30 pl LNS1.
Pipetirajte petkrat, da se premesa.

Na ploS€o NL PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

Vrnite LNB1, LNA1, EE2, LNW1in LNS1 v shrambo.

TOCKA ZA VARNO ZAUSTAVITEV

Ce boste postopek prekinili, centrifugirajte plos€o NL PCR 1 minuto pri 280 x g in jo shranite pri temperaturi od
-25°C do -15 °C za najvec 32 dni.
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illumina

Priprava na protokol

Ta priprava je potreba za izvajanje korakov protokola, ki vodijo do sekvenciranja.

Vsaj eno uro pred uporabo zacnite s pripravo potroSnega materiala za sekvenciranje iz kompleta NextSeq
550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 ciklov) (St. dela 20028871)

1.

Premaknite pufer za redCenje knjiznice (HT1) iz shrambe —25 °C na —15 °C. Odmrznite do sobne
temperature. Po odtajanju shranite na hladnem.

Pri drugem potroSnem materialu v kompletu upostevajte navodila za pripravo v Referencna navodila za
NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).

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

* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 ciklov)

* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 ciklov)

Odstranite epruvete z reagentom iz Skatle in upoStevajte navodila za odtajanje.

Preglednica 38 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (zamrznjen) (t. dela 20031121)
Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

PhiX Internal od-25°Cdo- Odmrznite do sobne Priprava na sekvenciranje
Control 15°C temperature. Po odtajanju

(PX3 ali shranite na hladnem.

PhiX)

Preglednica 39 Skatla TruSight Oncology Comp Enrichment (shranjujte v hladilniku) (3t. dela
20031123)

Reagent Shranjevanje Navodila za odtajanje Korak protokola

HP3 od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Priprava na sekvenciranje
temperaturo.

RSB od2°Cdo8°C Segrejte na sobno Priprava na sekvenciranje

(roznata temperaturo.

oznaka)

Priprava na sekvenciranje

Vsaka izvedba sekvenciranja DNK in RNK mora vklju€evati pozitivho kontrolo in NTC. NTC za DNK in RNK se po
potrebi sekvencirajo veckrat, tako da vsak cikel vsebuje NTC. Vsak cikel DNK in RNK vklju€uje lo¢eno pozitivho

kontrolo.

Priprava

1. Preglejte smernice v razdelku Stevilo knjiznic in izbor indeksov na strani 35.

2. 0Oznacite mikrocentrifugirko dHP3 (red¢en HP3).
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3. 0Oznacite mikrocentrifugirko dPhiX (red&en PhiX).
4. Toplotni blok za mikrocentrifugirke segrejte na 96 °C.

5. Pripravite vedro z ledom ali podobno.

Redcenje in denaturacija kontrole PhiX

1. VrtinCite HP3, da premeSate, nato pa na kratko centrifugirajte.
2. V mikrocentrifugirki dHP3 zdruzite naslednje volumne.

* 10uIHP3

* 190 yl RNase/DNase-free water

Vrtin¢ite dHP3, da premesate, nato pa na kratko centrifugirajte.
Obradajte ali vrtinCite RSB, da premesate.

Premesajte kontrolo PhiX z vrtinéenjem in na kratko centrifugirajte.

o g~ w

V mikrocentrifugirki dPhiX zdruzite naslednje volumne.

* 8pulRSB

* 2 pulkontrole PhiX

V epruveto dPhiX dodajte 10 ul dHP3.

Zavrzite epruveto dHP3.

9. Vrtincite epruveto dPhiX in jo nato na kratko centrifugirajte.
10. Pri sobni temperaturi inkubirajte dPhiX 5 minut, da denaturira.
11. PremeSajte HT1 z vrtinCenjem.

12. Takoj dodajte 980 pl predhodno pripravljenega HT1 v dPhiX.
13. Premesajte z vrtinCenjem in na kratko centrifugirajte.

14. PhiX naj bo hladen, dokler ga ne uporabite v pripravi na drugo redcenje.
Koncna koncentracija je 20 pM dPhiX.

15. Vrnite PhiX, HP3 in RSB v shrambo.

ZdruZevanje in denaturacija knjiznic za TSO Comprehensive (EU)

1. Ceje bila plog&a NL PCR shranjena, jo odtajajte na sobno temperaturo in nato 1 minuto centrifugirajte pri
280 x g.

2. ZvecCkanalno pipeto, nastavljeno na 30 pul, petkrat nezno premesajte s pipetiranjem knjiznice na plosc¢i
NL PCR.

Uporabite svezZe konice za vsako knjiznico.

/N POZOR

Knjiznice dobro premesajte za optimalno delovanje.

3. lzberite eno od naslednjih moznosti za zdruzevanje, denaturiranje in red&enje knjiznic.
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* [Moznost 1] Sekvencirajte knjiznice, pridobljene iz vzorcev RNK in vzorcev DNK hkrati. Glejte Moznost
1: Skupne DNK- in RNK-knjiZnice na strani 75.

* [MozZnost 2] Sekvencirajte knjiznice, pridobljene samo iz vzorcev DNK. Glejte MoZnost 2: Samo
knjiznice DNK na strani 76.

* [Moznost 3] Sekvencirajte knjiznice, pridobljene samo iz vzorcev RNK. Glejte MoZnost 3: Samo
knjiznice RNK na strani 77.

MozZnost 1: Skupne DNK- in RNK-knjiZnice

1. Oznacite mikrocentrifugirko PRL (zdruzene knjiznice RNK).
Oznacite mikrocentrifugirko PDL (zdruzene knjiznice DNK).

3. Prenesite 10 yl vsake normalizirane knjiznice RNK (cDNK) s plo$€e NL v epruveto PRL.
Ne zdruzite dveh knjiznic z istim indeksnim zacetnim oligonukleotidom.

4. Prenesite 10 ul vsake normalizirane knjiznice DNK s ploS¢e NL v epruveto PDL.
Ne zdruZzite dveh knjiznic z istim indeksnim zacetnim oligonukleotidom.

5. Na plos¢o NL PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

6. VrtinCite epruvete PRL in PDL, da jih premesate.

7. Na kratko centrifugirajte epruvete PRL in PDL.

8. Dve minuti inkubirajte epruvete PRL in PDL v toplotnem bloku pri 96 °C.

9. Epruvete PRL in PDL naj bodo 5 minut na hladnem.

10. VrtinCite epruvete PRL in PDL, da jih premeSate, nato pa jih na kratko centrifugirajte.
11. Epruvete PRL in PDL naj bodo na hladnem.

Pripravite prvo red¢enje

—_

Oznacite mikrocentrifugirko DIL1 (redCenje 1).

Prenesite 20 ul PDL v prazno epruveto DIL1.

V epruveto DIL1 dodajte 5 pl PRL.

Zavrzite epruvete PDL in PRL.

Epruveti DIL1 dodajte 475 pl predhodno ohlajenega HT1 (redCenje 1: 20).

A T

VrtinCite epruveto DIL1in jo nato na kratko centrifugirajte.
Priprava drugega red¢enja

1. Oznacite 2,0-mililitrsko mikrocentrifugirko DIL2 (red¢enje 2).
2. Prenesite 40 pl DIL1 v prazno epruveto DIL2.

3. Zavrzite epruveto DIL1.
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© N o g k&

10.
1.

V epruveto DIL2 dodajte 1660 ul predhodno ohlajenega HT1 (redCenje 1: 850).
Vrtincite 20 pM dPhiX, da premeSate, nato na kratko centrifugirajte.

V epruveto DIL2 dodajte 2,5 ul pripravljenega 20 pM dPhiX.

Premesajte z vrtin€enjem in na kratko centrifugirajte.

Napolnite 1300 ul DIL2 v odmrznjeno kartuSo NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300
ciklov).

Za vet informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).
Zavrzite epruveto DIL2.

Plo§¢o NL PCR 1 minuto centrifugirajte pri 280 x g, nato pa jo do 32 dni hranite pri-25 °C do =15 °C.

Nadaljujte s sekvenciranjem.
Za vec€ informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).

Moznost 2: Samo knjiZnice DNK

© N o g bk

Oznacite mikrocentrifugirko s PDL (zdruZene knjiznice DNK).

Prenesite 10 pl vsake normalizirane knjiznice DNK s plo$¢e NL v epruveto PDL.
Ne zdruzite dveh knjiznic z istim indeksnim za€etnim oligonukleotidom.

Na plos€o NL PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice.

Vibracijsko premesSajte epruveto PDL, nato pa jo na kratko centrifugirajte.
Inkubirajte epruveto PDL dve minuti v toplotnem bloku pri 96 °C.
Epruveta PDL naj bo 5 minut na hladnem.

Vibracijsko premesSajte epruveto PDL, nato pa jo na kratko centrifugirajte.

Epruveto PDL hranite na hladnem.

Pripravite prvo red¢enje

I N

Oznacite mikrocentrifugirko DIL1 (red&enje 1).

Prenesite 10 ul PDL v prazno epruveto DIL1.

Zavrzite epruveto PDL.

Epruveti DIL1 dodajte 190 pl predhodno ohlajenega HT1 (red€enje 1: 20).
Vrtin&ite epruveto DIL1 in jo nato na kratko centrifugirajte.

Priprava drugega red¢enja

1.

Oznacite 2,0-mililitrsko mikrocentrifugirko DIL2 (redCenje 2).

2. Prenesite 40 ul DIL1 v prazno epruveto DIL2.
3. Zavrzite epruveto DIL1.
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© N o g k&

10.
1.

V epruveto DIL2 dodajte 1660 ul predhodno ohlajenega HT1 (redCenje 1: 850).
Vibracijsko premesajte pripravljeni 20 pM dPhiX, nato na kratko centrifugirajte.
V epruveto DIL2 dodajte 2,5 ul pripravljenega 20 pM dPhiX.

Premesajte z vrtin€enjem in na kratko centrifugirajte.

Napolnite 1300 ul DIL2 v odmrznjeno kartuSo NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300
ciklov).

Za vet informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).
Zavrzite epruveto DIL2.

Plo§¢o NL PCR 1 minuto centrifugirajte pri 280 x g, nato pa jo do 32 dni hranite pri-25 °C do =15 °C.
Nadaljujte s sekvenciranjem.

Za vec€ informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).

Moznost 3: Samo knjiznice RNK

© ® N o g &~

Oznacite mikrocentrifugirko PRL (zdruzene knjiznice RNK).

Prenesite 10 pl vsake normalizirane knjiznice RNK (cDNK) s plos€e NL v epruveto PRL.
Ne zdruzite dveh knjiznic z istim indeksnim za€etnim oligonukleotidom.

Na plos€o NL PCR nanesite samolepilno tesnilo.
V celoti zatesnite robove in vdolbinice, da preprecite izhlapevanje.

Premesaijte epruveto PRL z vrtin¢enjem.

Na kratko centrifugirajte epruveto PRL.

Inkubirajte epruveto PRL dve minuti v toplotnem bloku pri 96 °C.
Epruveta PRL naj bo 5 minut na hladnem.

VrtinCite epruveto PRL in jo nato na kratko centrifugirajte.

Epruveto PRL hranite na hladnem.

Pripravite prvo red¢enje

I N

Oznacite mikrocentrifugirko DIL1 (red&enje 1).

Prenesite 10 ul PRL v prazno epruveto DIL1.

Zavrzite epruveto PRL.

Epruveti DIL1 dodajte 190 pl predhodno ohlajenega HT1 (red€enje 1: 20).

Vrtin&ite epruveto DIL1 in jo nato na kratko centrifugirajte.

Priprava drugega red¢enja

1.
2.

Oznacite 2,0-mililitrsko mikrocentrifugirko DIL2 (redCenje 2).

Prenesite 40 ul DIL1 v prazno epruveto DIL2.

Dokument §t. 200007789 v08 77 od 139

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Zavrzite epruveto DIL1.

V epruveto DIL2 dodajte 1646 pl predhodno ohlajenega HT1 (redCenje 1: 843).
Vibracijsko premesajte pripravljeni 20 pM dPhiX, nato na kratko centrifugirajte.
V epruveto DIL2 dodajte 16,7 pl pripravljenega 20 pM dPhiX.

Premesajte z vrtin€enjem in na kratko centrifugirajte.

Napolnite 1300 ul DIL2 v odmrznjeno kartuSo NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300
ciklov).
Za vet informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).

© N o 0o bk~ w

9. Zavrzite epruveto DIL2.
10. Plos€o NL PCR 1 minuto centrifugirajte pri 280 x g, nato pa jo hranite pri—=25 °C do -15 °C do 32 dni.

11. Nadaljujte s sekvenciranjem.
Za vec€ informacij glejte Referencna navodila za NextSeq 550Dx instrument (dokument st. 1000000009513).

Interpretacija rezultatov

Rezultati sekvenciranja iz testa TSO Comprehensive (EU) so za vsak vzorec posebej porocani v poro€ilu PDF in
porocilu JSON. Na ravni vzorca se ustvari tudi porocilo o nizki globini (LowDepthReport. tsv).

Na ravniizvedbe se ustvarijo naslednje izhodne datoteke:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

V porocilih PDF in JSON so prikazane samo variante, ki so prestale kontrolo kakovosti.

Za podrobne informacije o analizi glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument st. 200008661).

Rezultati spremljevalne diagnhostike

Za vsako spremljevalno diagnostiko (CDx) so mozni trije rezultati:
* Positive (Pozitivho) — zaznana je varianta ali bioloSki oznaCevalec in razvr§€ena kot raven 1 (CDx).

* Not detected (Ni zaznano) — v vzorcu niso zaznane nobene variante ali bioloSki oznacevalci, povezani s
predvideno uporabo CDx. Vrsta tumorja, izbrana za vzorec, je primerna za CDx.

* Noresult (Nirezultata) — dolocitev stanja variante ni mogoca iz enega ali ve¢ naslednjih razlogov:

— Predvidena uporaba CDx ni primerna za testirani vzorec, ker vrsta tumorja, izbrana za vzorec, ni
primerna za vrsto tumorja za CDx.

— Specifikacije kontrole kakovosti v izvedbi sekvenciranja niso bile dosezene.
— Knjiznica niizpolnila zahtevanih specifikacij za kontrolo kakovosti.

— Ustrezna nukleinska kislina ni bila analizirana.
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Vsi rezultati predvidene uporabe CDx so navedeni v razdelku Rezultati spremljevalne diagnostike v porocilu
JSON. V razdelku Rezultati spremljevalne diagnostike v porocilu PDF so navedene samo predvidene uporabe s
pozitivnim rezultatom.

Variante profiliranja tumorja

TSO Comprehensive (EU) je zasnovan tako, da poro€a o somatskih variantah pri poro€anju o variantah z dokazi
o klini¢ni pomembnosti oziroma variantah z morebitno klini€cho pomembnostjo. Programska oprema za test TSO
Comprehensive (EU) uporablja KB, ki dolo€a, ali je vsaka zaznana in ustrezna varianta (Preglednica 2) kliniéno
pomembna ali potencialno klinicho pomembna na podlagi dokazov terapevtskih, diagnosti¢nih ali prognosticnih
povezav. KB prav tako uposteva, ali so v testirani vrsti tumorja vzpostavljene povezave (ali ne). Povezave z
obcutljivostjo ali tveganjem za rak niso vklju¢ena v KB. Obi¢ajni polimorfizmi se odstranijo.

Pri variantah profiliranja tumorja so pozitivni rezultati razvr§€eni v genomske ugotovitve z dokazi o klini¢ni
pomembnosti (raven 2) oziroma genomske ugotovitve z morebitno kliniéno pomembnostjo (raven 3) glede na
namesceno KB in ugotovljeno vrsto tumorja.

Neuspesne kontrole kakovosti ne pripeljejo do rezultatov za vrste variant, ki so pomembne za metriko
neuspesne kontrole kakovosti. Za ve¢ informacij glejte Preglednica 40 in Preglednica 41. PoloZzaji profiliranja
tumorja z nezadostno globino so navedeni v porocilu o majhni globini in ne v porocilu TSO Comprehensive (EU).

Kontrola kakovosti

* Zainformacije o kvantifikaciji nukleinske kisline in minimalne zahteve glede vhodnega materiala glejte
Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje nukleinskih kislin na strani 27.

* |zvedba sekvenciranja in veljavnost vzorca se dolocita samodejno in ju sporoci Modul za analizo TSO
Comprehensive (EU). Za podrobne informacije o analizi glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo
Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument st. 200008661).

* Porocilo TSO Comprehensive (EU), ki je na voljo v obliki PDF in JSON, povzema rezultate kontrole kakovosti.
Datoteke porocil so v mapi analize. Za mesto mape analize (vsebuje porocila PDF in JSON) in mapo izvedbe
glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) Modul za analizo (dokument st. 200008661).
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Preglednica 40 Porocilo o metriki KK za TSO Comprehensive (EU)

Vpliv
Vrsta izhoda Metrika Specifikacija  Opis neizpolnjevanja
specifikacije*
Izvedba PCT_PF_READS = 80,0 Odstotek odcitkov, ki so Izvedba
sekvenciranja (%) presli skozi filter (PF). sekvenciranja

razveljavljena. Za
noben vzorecv
izvedbi ni porocila
o rezultatih.
PCT_Q30_R1 (%) = 80,0 Povprecni odstotek Izvedba
dolocCitev baz zrezultatom  sekvenciranja
kakovosti Q30 ali ve€ za razveljavljena. Za
Odcitavanje 1. noben vzorec v
izvedbi ni porocila
o rezultatih.
PCT_Q30_R2 (%) > 80,0 Povprecni odstotek
doloditev baz z rezultatom
kakovosti Q30 ali ve€ za
Odcitavanje 2.

Knjiznice DNK  CONTAMINATION_ = 3106 ALI Metrika, ki ocenjuje Ni porocil o
SCORE > 3106 IN P_ verjetnost kontaminacije z rezultatih DNK.
VALUE = uporabo VAF pogostih
0,049 variant. Ocena
kontaminacije temelji na
porazdelitvi VAF za SNP.
Vrednost P za
kontaminacijo se uporablja
za oceno zelo preurejenih
genomov. Uporabi se
samo, Ce je ocena
kontaminacije nad zgornjo
mejo specifikacije.
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Vrsta izhoda

Knjiznice RNK

Metrika

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(count)

PCT_EXON_50X
(%)

USABLE_MSI_
SITES (count)

COVERAGE_MAD
(count)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (Stevilo)

MEDIAN_INSERT
SIZE (bp)

Dokument §t. 200007789 v08

Specifikacija

=70

=150

=90,0

< 0,210

Opis

Mediana dolzine fragmenta
V VZOrcu.

Mediana pokritosti
fragmentov eksona za vse
baze eksona.

Odstotek baz eksona s 50-
kratno pokritostjo
fragmentov.

Stevilo mest MSI,
uporabnih za dolo¢anje
MSI (Stevilo mikrosatelitnih
mest z zadostnim obsegom
odcitkov za prepoznavanje
mikrosatelitne
nestabilnosti).

Mediana absolutnih
odstopanj od mediane
normaliziranega Stevila
vsakega tarCnega obmocja
CNV.

Mediana Stevila
neobdelanega Stevila binov
na tar¢o CNV.

Mediana dolzine fragmenta
V VZOrcu.

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.

illumina

Vpliv
neizpolnjevanja
specifikacije*

Ni porocil o
rezultatin TMB ali
majhnih variant
DNK.

Ni porocil o
rezultatih MSI.

Ni porodil o
rezultatih
pomnozitve
genov.

Ni porocil o
rezultatih fuzij ali
spojitvenih
variant.
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Vrsta izhoda Metrika Specifikacija
MEDIAN_CV_ <0,93
GENE_500X

(koeficient)

TOTAL_ON_ > 9.000.000
TARGET_READS
(8t.)

* Uspesni rezultati so prikazani kot PASS (USPESNO).
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Opis

MEDIAN_CV_GENE_500X
je merilo enakomernosti
pokritosti. Za vsak gen z
vsaj 500-kratno pokritostjo
se izraCuna koeficient
variacije pokritosti po
telesu gena. Ta metrika je
mediana teh vrednosti.
Velika vrednost pomeni
visoko raven variacije in
kaze na tezavo pri pripravi
knjiznice, kot so majhen
vhodni vzorec in/ali tezave
zizvle¢kom (pulldown) s
sondo. Ta metrika se
izraCuna z uporabo vseh
odgcitkov (vkljuéno z
odgitki, oznacenimi kot
dvojniki).

Skupno Stevilo od¢itkov, Ki
se preslikajo na tar¢na
obmodja. Ta metrika se
izraCuna z uporabo vseh
odcitkov (vklju€no z
odditki, oznacenimi kot
dvojniki).
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illumina

Vpliv

®

neizpolnjevanja

specifikacije*
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Preglednica 41

Vrsta
izhoda

Pozitivha
kontrola

Kontrola
brez
predloge

Metrika

Zunanja kontrola DNK

Zunanja kontrola RNK

Mediana pokritosti
eksona DNK za test TSO
Comprehensive (EU)
RNA gen nad mediano

mejne vrednosti

Specifikacija

Zaznanih je 23
od 24
navedenih
variant
Zaznanih je 12
od13
navedenih
variant

<8

*UspeémrezuhaﬂsopﬂkazanikotPASS(USPEéNO)

Ponovite izvedbe sekvenciranja, ki so neveljavne.

Ponovite testiranja knjiznic z naslednjimi rezultati:

— Kontaminirane knjiznice DNK

— Neveljavne knjiznice RNK

illumina

Porocilo o metriki kontrole kakovosti za TSO Comprehensive (EU)

Vpliv neizpolnjevanja specifikacije*

Ro¢no razveljavite vzorce bolnikov na
podlagirezultatov kontrolnega vzorca. Na
podlagirezultatov kontrolnega vzorca
programska oprema modula za analizo ne
razveljavi samodejno bolnikovih vzorcev.

Roc¢no razveljavite vzorce bolnikov na
podlagirezultatov kontrolnega vzorca. Na
podlagirezultatov kontrolnega vzorca
programska oprema modula za analizo ne
razveljavi samodejno bolnikovih vzorcev.

— Teste je mogocCe ponoviti, da bi dobili ve€ rezultatov variant ali bioloskih oznacevalcev za knjiznice DNK,
ki so bile razveljavljene za eno, vendar ne za vse vrste variant.

Pozitivhe kontrole se ocenijo za dolo&anje variant. Ce pozitivne kontrole ne ustrezajo specifikacijam za
dolocanje variant, ro¢no razveljavite izvedbo sekvenciranja. Na podlagi rezultatov kontrolnega vzorca
programska oprema modula za analizo ne razveljavi samodejno bolnikovih vzorcev.

NTC se ocenjujejo glede na mediano pokritosti eksona za DNK in gene nad mediano mejne vrednosti za
RNK. Ce negativne kontrole ne ustrezajo specifikacijam, roéno razveljavite dogodek priprave knjiznice in
vse povezane izvedbe sekvenciranja. Na podlagi rezultatov kontrolnega vzorca programska oprema modula

za analizo ne razveljavi samodejno bolnikovih vzorcev.

Izvedite dodatne ukrepe za kontrolo kakovosti v skladu z lokalnimi, drzavnimi in/ali zveznimi predpisi ali
zahtevami za akreditacijo.

Za vec¢ informacij o ponovitvi izvedbe sekvenciranja ali testiranja knjiznic glejte Odpravijanje teZav na strani 84.
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Odpravljanje tezav

illumina

Za odpravljanje tezav v poteku dela uporabite naslednjo preglednico. Ce je izvedba sekvenciranja ali priprave
knjiznic za vzorec dvakrat zapored neuspesna, je potrebno dodatno odpravljanje tezav. Obrnite se na tehni¢no

podporo druzbe lllumina.

Opazanje Mozni vzrok
Sekvenciranje ne o Napaka pri zdruZzevanju
izpolnjuje navedenih meril  « Napaka pri red¢enju
kontrole kakovosti. » Nepopolna toplotna

denaturacija PRL/PDL

o Tezave s pripravo
potroSnega materiala za
sekvenciranje (na primer
ni ustrezno odtaljen,
kondenzacija/necistoCe na
pretocni celici)

» Nepravilna uporaba sond
za obogatitev (na primer
sond OPR1, ki se
uporabljajo za vzorce
DNK, sond OPD2, ki se
uporabljajo za vzorce
RNK)

» Napaka v poteku dela
priprave knjiznice med
prvim korakom
hibridizacije ali po njem.

Zahteve za vnos vzorcev
niso bile izpolnjene

Napaka v poteku dela
priprave knjiznice med ali
pred korakom indeksne PCR

TeZava z instrumentom
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Priporocen ukrep

* Ponovno sekvencirajte knjiznice iz PCR-
plos¢e normalizirane knjiznice (NL). Glejte
Priprava na sekvenciranje na strani 73.

Ponovite korake obogatitve za knjiznice iz PCR-
plosCe z vzorci s pomnozenimi knjiznicami
(ALS). Glejte Nastavitev prve hibridizacije na
strani 57.

S pripravo knjiznic za¢nite od zaCetka poteka
dela. Glejte Denaturacija in prileganje RNK na
strani 43 oziroma Fragmentiranje gDNK na strani
48.

Ponovite korake obogatitve za knjiznice iz PCR-
ploSCe z vzorci s pomnozenimi knjiznicami
(ALS). Glejte Nastavitev prve hibridizacije na
strani 57.

Obrnite se na tehni¢no podporo druzbe Illumina.
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Opazanje

Napaka pri ustvarjanju
porocila ali sploSna
napaka instrumenta
(napaka omrezja, napake
pri
nalaganju/odstranjevanju
reagentov itd.).

KnjiZnica DNK ni v skladu
s specifikacijami kontrole
kakovosti.
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Mozni vzrok

Tezave s programsko
opremo aliinstrumentom.

Zahteve za vnos vzorcev
niso bile izpolnjene.

Napaka pri uporabi ali
napaka laboratorijske
opreme v poteku dela s
testom.

Merila CONTAMINATION_
SCORE, CONTAMINATION_
P_VALUE (OCENA_
KONTAMINACIJE, P_
VREDNOST_
KONTAMINACIJE) niso
izpolnjena.

illumina

Priporo¢en ukrep

Za pomoc pri ustvarjanju porocil glejte Vodnik po
poteku dela z modulom za analizo Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) Modul za analizo (dokument St.
200008661). Za dodatno pomoc se obrnite na
tehni¢no podporo druzbe Illlumina.

Zagotovite ustrezen vnos vzorca in ponovite
pripravo knjiznice od koraka fragmentiranja
gDNK. Glejte Zahteve glede vzorca na strani 26
in Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje
nukleinskih kislin na strani 27.

Ponovite pripravo knjiznic od enega od
naslednjih korakov, odvisno od tega, kje je prislo
do domnevne ali dejanske napake opreme. Ce je
prisSlo do neznane ali druge napake, se obrnite
na tehni¢no podporo druzbe lllumina, ki vam bo
pomagala odpraviti tezavo priizvedbi postopka.
» Ponovno sekvencirajte knjiznice iz PCR-
plosCe normalizirane knjiznice (NL). Glejte
Priprava na sekvenciranje na strani 73.

» Ponovite korake obogatitve za knjiZznice iz
PCR-plo3¢e z vzorci s pomnozenimi
knjiznicami (ALS). Glejte Nastavitev prve
hibridizacije na strani 57.

o S pripravo knjiznic za¢nite od zadetka poteka
dela. Glejte Fragmentiranje gDNK na strani 48.

Preglejte opozorila in previdnostne ukrepe za
informacije o preprecevanju navzkrizne
kontaminacije.

Preglejte postavitev ploscCe in indeksiranje
knjiznic ter se prepriCate, da niso bile hkrati
sekvencirane knjiznice istega indeksa.

Pri prizadetih knjiznicah zacnite s pripravo
knjiznic od zaCetka poteka dela. Glejte
Fragmentiranje gDNK na strani 48.

Do kontaminacija je lahko priSlo med ekstrakcijo
vzorca. Morda bo treba ponoviti ekstrakcijo in
tako zagotoviti, da je vzorec brez kontaminacije.
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Opazanje MozZni vzrok

Uporabni MSI nepravilen.

Vzorec je prekomerno
fragmentiran aliima
poskodbe nukleinske kisline,
ki vplivajo na sposobnost
ustvarjanja zadostnih
edinstvenih knjiznic.

Knjiznica RNK ni v skladu Zahteve za vnos vzorcev
s specifikacijami kontrole  niso bile izpolnjene.
kakovosti.
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Priporo¢en ukrep

Preglejte nastavitve proizvajalca ultrazvo¢ne
naprave za uporabo in delovanje (vklju¢no z
nivojem vode in vrsto epruvete).

Zagotovite ustrezen vnos vzorca v test.
Glejte Zahteve glede vzorca na strani 26 in
Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje
nukleinskih kislin na strani 27.

Ce je vzorec prekomerno fragmentiran ali
poskodovan, bo morda potrebna nova
ekstrakcija vzorca in/ali ponovitev koraka
fragmentiranja gDNK.

Preglejte Nastavitve konfiguracije ultrazvocne
naprave za fragmentacijo DNK na strani 22 in
nastavitve proizvajalca ultrazvoCne naprave za
uporabo in delovanje (vklju€no z nivojem vode in
vrsto epruvete).

Zagotovite ustrezen vnos vzorca v test.

Glejte Zahteve glede vzorca na strani 26 in
Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje
nukleinskih kislin na strani 27.

Ce je vzorec prekomerno fragmentiran ali
poskodovan, bo morda potrebna nova
ekstrakcija vzorca in/ali ponovitev koraka
fragmentiranja gDNK.

Zagotovite ustrezen vnos vzorca in ponovite
pripravo knjiznice od koraka denaturiranje in
aniliranje RNK.

Glejte Zahteve glede vzorca na strani 26 in
Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje
nukleinskih kislin na strani 27.

86 0od 139



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Opazanje

Dokument §t. 200007789 v08

Mozni vzrok

Napaka pri uporabi ali
napaka laboratorijske
opreme v poteku dela s
testom.

Vzorec je prekomerno
fragmentiran aliima
posSkodbe nukleinske kisline,
ki vplivajo na sposobnost
ustvarjanja zadostnih
edinstvenih knjiznic.

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.

®

illumina

Priporo¢en ukrep

Ponovite pripravo knjiznic od enega od
naslednjih korakov, odvisno od tega, kje je prislo
do domnevne napake pri uporabi opreme. Ce je
prisSlo do neznane ali druge napake, se obrnite
na tehni¢no podporo druzbe lllumina, ki vam bo
pomagala odpraviti tezavo pri izvedbi postopka.
» Ponovno sekvencirajte knjiznice iz PCR-
ploS§€e normalizirane knjiznice (NL). Glejte
Priprava na sekvenciranje na strani 73.

» Ponovite korake obogatitve za knjiznice iz
PCR-plosce z vzorci s pomnozenimi
knjiznicami (ALS). Glejte Nastavitev prve
hibridizacije na strani 57.

o S pripravo knjiznic zacnite od zaCetka poteka
dela. Glejte Denaturacija in prileganje RNK na
strani 43.

Zagotovite ustrezen vnos vzorca.

Glejte Zahteve glede vzorca na strani 26 in
Ekstrakcija, kvantifikacija in shranjevanje
nukleinskih kislin na strani 27.

Ce je vzorec prekomerno fragmentiran ali
poskodovan, bo morda potrebna nova
ekstrakcija vzorca.
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Opazanje MoZni vzrok Priporo¢en ukrep
Neuspesna pozitivna Zahteve za vnos vzorca za Zagotovite ustrezen vnos v test.
kontrola (DNK/RNK). pozitivno kontrolo niso bile Preglejte postavitev plosSce in se prepri€ajte, da
izpolnjene. so ustrezni reagenti (sonde, indeksi) v ustreznih
vdolbinicah.

Zagotovite, da je vzorec pozitivhe kontrole
shranjen v skladu z oznako.

Za vse vzorce s skupno pozitivho kontrolo
ponovite pripravo knjiznice od enega od
naslednjih korakov, kar je odvisno od tega, kje je
prislo do domnevne napake pri uporabi ali
opremi. Ce je prislo do neznane ali druge
napake, se obrnite na tehni¢no podporo druzbe
lllumina, ki vam bo pomagala odpraviti tezavo pri

Napaka pri uporabi ali izvedbi postopka.

napaka laboratorijske » Ponovno sekvencirajte knjiznice iz PCR-
opreme v poteku dela s ploSCe normalizirane knjiznice (NL). Glejte
testom. Priprava na sekvenciranje na strani 73.

» Ponovite korake obogatitve za knjiznice iz
PCR-plos¢e z vzorci s pomnozenimi
knjiznicami (ALS). Glejte Nastavitev prve
hibridizacije na strani 57.

o S pripravo knjiznic zacnite od zaCetka poteka
dela. Glejte Denaturacija in prileganje RNK na
strani 43 oziroma Fragmentiranje gDNK na

strani 48.
NeuspesSen NTC Prislo je do navzkrizne Preglejte razdelek Opozorila in previdnostni
(DNK/RNK). kontaminacije ali ukrepi za informacije o dekontaminaciji delovnih
kontaminacije delovnega obmocijin prepre€evanju navzkrizne
obmodja. kontaminacije.

Preglejte postavitev plosc€e in indeksiranje
knjiznic ter se prepriCate, da niso bile hkrati
Nepravilno indeksiranje sekvencirane knjiznice istega indeksa.
knjiznice. Ponovite pripravo knjiznice od zacCetka poteka
dela za vse knjiznice, ki imajo skupno kontrolo
brez predloge.
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Opazanje MoZni vzrok Priporo¢en ukrep

Programska oprema kaze, Nepravilna dodelitev vrste Ponovno izvedite analizo s kontrolami, pravilno
da pozitivnain/ali raka pri nacrtovanju izvedbe  opredeljenimi v priro¢niku za potek dela z
negativna kontrola nista v programski opremi Local analiticnim modulom (glejte Vodnik po poteku
bili vklju€eni v Run Manager. dela z modulom za analizo Local Run Manager
sekvenciranje. TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul

za analizo (dokument st. 200008661)).

Znacilnosti delovanja

TSO Comprehensive (EU) je taréni panel za NGS, ki zaznava spremembe v 517 genih. Majhne variante DNK
(variante posameznega nukleotida [SNV-ji], multinukleotidne variante [MNV-ji], insercije in delecije) so primerne
za porocanje iz vseh 517 genov. Tumorsko mutacijsko breme se poroca kot ocena na podlagi Stevila negonilnih
somatskih variant na megabazo (za podrobnosti glejte Vodnik po poteku dela z modulom za analizo Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Modul za analizo (dokument st. 200008661)). MSI se poroca
kot status. Pomnozitve genov so primerne za poroc€anje iz genov MET in ERBB2. Fuzije so primerne za
porocanje iz 23 genov, havedenih v Povzetek in razlaga testa na strani 1. Spojitvene variante so primerne za
poroCanje iz genov MET in EGFR. Da se o njih poroca, je treba variante zaznati in imeti zanje dokaze v KB testa
TSO Comprehensive (EU), in biti morajo primerne na osnovi testirane vrste tkiva. Da se o njih poroca, fuzije
NTRK zahtevajo, da je fuzijski partner 5' in da je domena NTRK kinaze nedotaknjena.

Za majhne variante DNK je bil izveden reprezentativni pristop k validaciji tarénih genov v panelu s podatki, ki
predstavljajo SNV-je, MNV-je, insercije in delecije. Za pomnozitve genov, fuzije in spojitvene variante je bilo
testiranje opravljeno na ravni genov. TMB in MSI sta bila ocenjena, kjer je navedeno. Za CDx zahtevke za fuzije
NTRK so bile fuzije v vzorcih FFPE testirane v Studijah, osredotocenih na uc€inkovitost, specifi¢no za zahtevek
(kot so meja zaznavnosti, natanénost znotraj laboratorija, ponovljivost, to¢nost in klini€na ucinkovitost).

Preglednica 42 vsebuje definicije metrik, izracunanih v razli¢nih Studijah.

Preglednica 42 Opredelitve metrik

Izraz Opredelitev
Odstotek Odstotek s testom pozitivnih, pravilno identificiranih iz skupnih pozitivnih glede na
pozitivhega ortogonalno metodo.

ujemanja (PPA)

Odstotek Odstotek s testom negativnih, pravilno identificiranih iz skupnih negativnih glede
negativhega na ortogonalno metodo.
ujemanja (NPA)

Odstotek Odstotek pozitivnih in negativnih vrednosti, pravilno identificiran iz celotnega
skupnega opazovanja glede na ortogonalno metodo.
ujemanja (OPA)
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Izraz Opredelitev
Odstotek Odstotek opazovanj, ki so s testom pozitivne za tar¢o, med opazovaniji, za katera
pozitivhe se pri¢akuje, da bodo pozitivha za tarco.

dologitve (PPC)

Odstotek Odstotek opazovanj, ki so s testom negativne za tar€o, med opazovanji, za katera
negativne se priCakuje, da bodo negativna za tarco.
dologitve (PNC)

n/N Stevilo pozitivnih ali negativnih opazovanj (n), deljeno s skupnimi opazovaniji (N),
zaizraCun PPC oziroma PNC. Vrednosti nin N so lahko na razli¢nih ravneh (npr.
varianta ali gen) ali zdruzene v skupini (npr. SNV-ji).

Standardna Merilo koli¢ine variacije vrednosti spremenljivke okoli njene povpre¢ne vrednosti.
deviacija (SD)

Odstotek Standardna deviacija, deljena s povprecjem kot odstotek.
koeficienta
variacije (% KV)

Navzkrizna kontaminacija

Studijo prenosa vzorca so izvedli za oceno, ali so lazno pozitivni rezultati posledica kontaminacije med
vdolbinicami med pripravo knjiznice vzorcev oziroma kontaminacije med izvedbami med zaporednimi izvedbami
sekvenciranja. Ta analiza je bila narejena za majhne variante DNK (ki vplivajo tudi na TMB), fuzije, pomnozitve
genov in MSI. Knjiznice so bile pripravljene iz karakteriziranih vzorcev v postavitvi Sahovnice z izmeni¢nimi
vzorci za oceno kontaminacije med vdolbinicami in z izmeni¢nimi indeksi za oceno kontaminacije med
izvedbami sekvenciranja, ¢e se sekvencirajo zaporedoma na istem instrumentu Instrument NextSeq 550Dx.
Studija navzkrizne kontaminacije je pokazala ni¢ dogodkov kontaminacije pri pregledu zaznanih variant v
vsakem vzorcu, brez zaznanih lazno pozitivnih.

Za test TSO Comprehensive (EU) sta bili zasnovani dve metriki KK (CONTAMINATION_SCORE in P_VALUE) za
zaznavanje kontaminacije vzorcev v vzorcih DNK. Ocenjena je bila ob&utljivost za zaznavanje kontaminacije.
Vzorci DNK tumorja FFPE so bili pomesSani z razli¢nimi koli¢inami normalnih vzorcev DNK FFPE, da bi ustvarili
namenoma kontaminirane vzorce.

Skupno je bilo ustvarjenih 1112 opazovanj kontaminacije, ki je bila zaznana v 95 % (1054) opazovanj. Stopnja
zaznavnosti se je povecala na 96 % (939/976), ko je bil odstotek kontaminacije med 10 % in 90 % (masa/masa).
0Od 37 opazovanjmed 10 % in 90 % kontaminacije, kjer kontaminacija ni bila zaznana, jih 12 ni izpolnilo
specifikacije pokritosti za dolocCitev majhnih variant DNK. Nizka pokritost ovira zaznavanje kontaminacije,
vendar majhne variante DNK ne omilijo nobenega ucinka kontaminacije. Petnajst opazovanj ni ustrezalo
specifikaciji pomnozitve genov (metrika KK mediane Stevila binov) za dolo€itev pomnozitve genov. Za vzorce ne
bo porodil o rezultatu pomnoZzitve genov.
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Studija je pokazala, da se pri¢akuje, da bo pri testu TSO Comprehensive (EU) pri$lo do nizke pojavnosti
navzkrizne kontaminacije med vdolbinicami oziroma med izvedbami Ti rezultati skupaj z metrikami
kontaminacije v programski opremi zmanjSujejo tveganje za napacne rezultate variant zaradi kontaminacije
vzorcev.

Ocena kompleta za ekstrakcijo nukleinske kisline

Trije komercialno dostopni kompleti za ekstrakcijo DNK in RNK so bili ocenjeni s testom TSO Comprehensive
(EU). Trije kompleti za ekstrakcijo so izolirali DNK in RNK iz istih rezin tkiva FFPE. Kompleti so se razlikovali v
sredstvu za deparafinizacijo in korakih vezave nukleinske kisline (Preglednica 43). Komplet1 je bil prevladujoci
komplet za ekstrakcijo, ki se je uporabljal za dolo€anje ucinkovitosti testa TSO Comprehensive (EU).

Preglednica 43 Znacilnosti kompleta

Komplet Sredstvo za deparafinizacijo Vezava nukleinske kisline
1 Lastnisko Stolpec

2 Ksilen Kolona

3 Mineralno olje Magnetne kroglice

Preglednica 44 in Preglednica 45 povzemata ucinke kompletov za ekstrakcijo na veljavnost knjiznice in
doloCanje variant. Razlika je bila zabelezZena, e so se povprecne vrednosti kompleta za ekstrakcijo bistveno
razlikovala. Povprecne razlike med kompleti za ekstrakcijo so bile izraCunane s kompletom 1 kot kontrolo, saj je
bil komplet 1 uporabljen za ekstrakcijo vecine nukleinskih kislin, uporabljenih za analiti¢ne Studije testa TSO
Comprehensive (EU). Porocali so o povprecni razliki glede na komplet 1, ki ponazarja, kako bi razli¢ni kompleti
za ekstrakcijo vplivali na druge analiti¢ne Studije testa TSO Comprehensive (EU).

Preglednica 44 Vplivi kompleta za ekstrakcijo na veljavnost knjiznice

Povprecna razlika v primerjavi s

Vrsta razlicice Metrike KK knjiznice
kompletom 1
Majhne variante Mediana pokritosti eksona (Stevilo) Nizje s kompletom 2 za 56 odditkov
DNK/TMB Eksoni s 50-kratno pokritostjo (%) Visje s kompletom 3 za 0,298 %
Mediana velikosti insercije (bp) Nizje s kompletom 2 in kompletom 3 za
3bp
MSI DNK Uporabna mesta MSI Visje s kompletom 3 za 8 mest
Pomnozitev MAD pokritosti (St.) Nizje s kompletom 2 za 0,0043
genske DNK Mediana Stevila binov Nizje s kompletom 2 za 0,5825, s
kompletom 3 visje za 0,3086
RNK Mediana velikosti insercije (bp) Visje s kompletom 3 za 2 bp
(fuzije/spojitvene  Log (mediana KV genov pri 500 x) Visje s kompletom 2 za 0,029
variante) Skupaj za taréne odcCitke Ni znacilne razlike
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Opazili so, da imata komplet za ekstrakcijo 2 in komplet 3 povecane vec podpornih od¢itkov, tako da imajo
fuzije in spojitvene variante v blizini LoD vecjo verjetnost zaznavanja zaradi izbire kompleta za ekstrakcijo.

Preglednica 45 Vpliv kompleta za ekstrakcijo na doloCanje variant

Vrsta varianta (enote) Doloc¢anje variant (povprecna razlika glede na komplet 1)

Majhne variante DNK Ni tehni¢no znacilno

(VAF) Tar¢ne variante: varianca med kompleti je bila majhna glede na preostalo
Ne-taréne variante: Ni znacilnih razlik za prva dva bina VAF. Ni pomembnih
razlik, ko je opazena statisti¢na znacilnost.

TMB (mutacija na Ni tehni¢no znacilno, varianca med kompleti je bila majhna glede na
megabazo) preostalo

MSI (% nestabilnih NiZje s kompletom 3 za 1,9 % nestabilnih mest

mest)

Pomnozitev gena ViSja kratna sprememba s kompletom 2 (0,06) in kompletom 3 (0,08)

(kratna sprememba)

Fuzije (podporni Komplet 2 je imel 51 % in komplet 3 je imel 23 % vel podpornih odcitkov
odcitki)
Spojitvene variante Komplet 2 komplet 3 staimela 48 % vec¢ podpornih od¢itkov

(podporni odc¢itki)

Motece snhovi

Ocenili so vpliv potencialnih endogenih in eksogenih snovi na uc€inkovitost testa TSO Comprehensive (EU).
Endogene snovi (melanin in hemoglobin) so med postopkom ekstrakcije nukleinske kisline dodali v vzorce.
Eksogene shovi (etanol, ksilen in proteinaza K) so bile prisotne med postopkom ekstrakcije nukleinske kisline,
prav tako pa so jih pred pripravo knjiznice dodali v pregidéeno nukleinsko kislino. Ce so opazili motnje zaradi
proteinaze K, so ocenili tudi povecane koncentracije proteinaze K med postopkom ekstrakcije. Med pripravo
knjiZznice so bili dodani preseZni indeksni zaCetni oligonukleotidi (15 % in 30 %). Razen indeksnih zaetnih
oligonukleotidov so bile v vzorce FFPE dodane snhovi iz tkiva mozganov, dojke, debelega Crevesa, pljuc,
medularne S¢€itnice, NSCLC, jaj¢nikov, prostate, Zleze slinavke, koze, mehkega tkiva in tkiva S€itnice — osem
vzorcev je bilo ekstrahiranih za analizo DNK, 13 pa za analizo RNK. Za indeksne zacetne oligonukleotide je bilo
za analizo DNK uporabljenih Sest vzorcev FFPE iz treh razli¢nih vrst tkiva (SCitnica, se€ni mehur, debelo ¢revo),
za analizo RNK pa pet vzorcev FFPE iz stirih razli¢nih vrst tkiva (pljuca, $Citnica, debelo ¢revo, dojka). Za
vsakega od 16 edinstvenih vzorcev so izvedli endogeno kontrolo brez dodajanja snovi in eksogeno kontrolo z
dodanim pufrom ali vodo. U€inek nekroze so ocenili na drugem naboru osmih vzorcev FFPE iz tkiva mozganov,
debelega ¢revesa in plju¢. Za vsak vzorec nekroze je bil uporabljen makro-razrezan kontrolni vzorec brez
nekroze. Za vse motece snovi so bili s testom TSO Comprehensive (EU) testirani Stirje replikati na vzorec na
snov in primerjani z njihovimi ustreznimi kontrolnimi pogoji za zaznavanje majhnih variant DNK, pomnoZzitev
genov, fuzij RNK in spojitvenih variant RNK ter za status MSI in oceno TMB. Vklju€ene so bile variante CDx in
profiliranja tumorjev.
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Zaznavanje variant DNK

Melanin (0,2 ug/ml), hemoglobin (2 mg/ml), etanol (5 %), proteinaza K (0,04 mg/ml v nukleinski kislini) in ksilen
(0,0001 %) ne vplivajo na oceno TMB, status MSI, majhne variante DNK in pomnozevanje genov.

Zaznavanje variant RNK

Podatki ne podpirajo mote€ega vpliva melanina (0,2 pg/ml), etanola (5 %) in ksilena (0,0001 %) na fuzije RNK ali
spojitvene variante. Hemoglobin (2 mg/ml) je motil (zmanjSal Stevilo podpornih od€itkov) tri razli¢ne spojitvene
variante v genu MET. Spojitvena varianta v genu AR (trije razli¢ni vzorci) in ena v genu EGFR (en vzorec) nista
bili prizadeti. Ce laboratorij analizira RNK s testom, se je treba pri pridobivanju rezin iz tkivnega bloka izogibati
hemoglobinu ali zmanj$ati tkivo s hemoglobinom.

Proteinaza K (0,04 mg/ml v nukleinski kislini) je motila fuzijo RNK in spojitvene variante. Proteinaza K je bila
testirana pri koncentracijah 2,6 mg/mlin 5,2 mg/ml med postopkom ekstrakcije, kar je 2-kratnik in 4-kratnik
standardne koncentracije v komercialno dostopnem kompletu. Fuzije so bile zavirane pri 4-kratniku proteinaze
K, ne pa tudi pri njenem 2-kratniku. Spojitvene variante so bile zavirane pri 2-kratniku proteinaze K. Proteinaze K
ali enakovrednega encima med ekstrakcijo ne sme biti ve¢&, kot je njena standardna koncentracija v kompletu za
ekstrakcijo.

Stevilo podpornih odg&itkov za spojitvene variante se zmanj$a s 30-odstotnim presezkom indeksnih zacetnih
oligonukleotidov, ne pa tudi s 15-odstotnim presezkom.

Nekroza

Prisotnost nekroti¢nega tkiva do 70 % ni motila rezultata TMB, statusa MSI ali majhnih variant DNK. Zaznavanje
variant RNK (podporni od¢itki) in zaznavanje pomnozitve gena (kratna sprememba) sta bila zmanjSana v vzorcih
z 2 25 % oziroma = 23 % (po povrsini) nekrotiéne vsebine v obmogju tkiva. Ce odseki vzorca vsebujejo = 23-
odstotno nekrozo v celotni povrsini tkiva, je treba nekroti¢no tkivo makrodiseksirati.

Stabilnost

Stabilnost v realnem c¢asu

Za dolocitev roka uporabnosti kompleta testa TSO Comprehensive (EU), shranjenega v skladu s pogoji na
oznaki, je bila uporabljena stabilnost v realnem ¢asu. Nacrt Studije je temeljil na testiranju treh serij reagentov in
je uporabil klasi¢no zasnovo Studije stabilnosti, opisano v CLSI EP25-A. Kompleti so bili shranjeni v kon¢&ni
konfiguraciji kompleta za ¢as trajanja Studije pri pogojih shranjevanja, opredeljenih na oznaki izdelka.
Zamrznjene komponente kompleta so bile shranjene pri temperaturi od -15 °C do -25 °C. Hlajene komponente
kompleta so bile shranjene pri temperaturi od 2 °C do 8 °C.

Kompileti so bili v dolo€enih ¢asovnih to¢kah testirani glede videza in funkcionalnih meril za sprostitev kompleta.
Poleg tega so bili za kontrolni material KK analizirani trendi doloCanja variant in metrika KK pri vzorcih. Rok
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uporabnosti je bil dolo€en za vsak reagent. Datumi izteka roka uporabnosti se dolocijo na podlagi datuma
izdelave in roka uporabnosti. Rok uporabe kompleta se dolo€i na podlagi reagenta, ki mu prvemu potece rok
uporabe.

Stabilnost kompleta med uporabo

Stabilnost kompleta testa TSO Comprehensive (EU) med uporabo je bila ocenjena v standardnih pogojih
uporabe tekom roka uporabnosti, da se zagotovi podpora veckratni uporabi kompleta. Komplet reagenta je bil
podvrzen veCkratnemu ciklu zamrzovanja/odmrzovanja in preizkusen za podporo do 4-kratni uporabi kompleta.
Poleg tega je bilo 8 RNK in 8 DNK knjiznic pripravljenih skupaj 3-krat, da bi testirali najvecje Stevilo podprtih
knjiznic (24 DNK in 24 RNK knjiznic na komplet). V vseh testiranih ciklih zamrzovanja in odmrzovanja ter
¢asovnih tockah so bila izpolnjena vsa funkcionalna merila za sprostitev kompleta. Za oceno vpliva testiranja
med uporabo na dolo¢anje variant je bilo izvedeno testiranje vzorcev FFPE z reagenti, starimi = 25 mesecev.
Kvalitativna analiza tar¢nih variant kaze, da dogodki med uporabo niso vplivali na doloCanje variant.

Stabilnost nukleinske kisline

Stabilnost nukleinskih kislin (DNK in RNK) ter njihova povezana kvantifikacija za uporabo v testu TSO
Comprehensive (EU) sta bili ocenjeni z uporabo vzorcev FFPE iz vec vrst tkiv. Bloki FFPE so bili razrezani in vse
nukleinske kisline so bile ekstrahirane so¢asno Ekstrahirana nukleinska kislina je bila temeljito premesana,
kvantificirana, preverjena glede kakovosti nukleinske kisline ter alikvotirana v dva sklopa epruvet za enkratno
uporabo, ki sta bila zamrznjena za dve ¢asovni tocki: Kontrola TO (izhodis¢e) in test T1 (= 28 dni). Vsa
ekstrahirana RNK je bila shranjena pri temperaturi od -85 °C do 65 °C, vsa ekstrahirana DNK pa je bila shranjena
pri temperaturi od -25 °C do -15 °C za navedeno ¢asovno obdobje, nato pa jo je vel operaterjev obdelalo v
replikatih s testom TSO Comprehensive (EU). Stanje testa T1 so primerjali s kontrolo za status MSI, oceno TMB,
pomnozitve genov, majhne variante DNK, fuzije RNK in spojitvene variante RNK. Podatki kazejo, da so
nukleinske kisline in njihova povezana kvantitativna vrednost za uporabo s testom TSO Comprehensive
(EU)stabilne do 28 dni, e so shranjene pri priporo¢enih temperaturah (RNK pri temperaturi od -85 °C do -65 °C
in DNK pri temperaturi od -25 °C do -15 °C).

Stabilnost knjiznice

Stabilnost knjiznic z uporabo vsake od Sestih toCk varne zaustavitve za test (glejte Preglednica 5) so ocenili z
uporabo vzorcev FFPE iz vec vrst tkiv. Knjiznice kontrol (TO, brez to€k zaustavitve) so bile sekvencirane takoj
ob koncu poteka dela. Alikvoti iz istih knjiznic so bili shranjeni na to¢kah zaustavitve pri temperaturi od -25 °C
do —15 °C za €as (T1), kar podpira dneve, navedene v Preglednica 5. T1 so primerjali s TO za majhne variante
DNK, TMB, pomnozitve genov, MSI, fuzije RNK in spojitvene variante RNK s CDx in variante profiliranja tumorja.
Podatki kazejo, da so knjiznice, pridobljene s testom TSO Comprehensive (EU), stabilne v skladu z navodili za
uporabo.
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Stabilnost tkiva FFPE, pritrjenega na stekelce

Stabilnost tkiv FFPE, pritrjenih na stekelca, za uporabo s testom TSO Comprehensive (EU) je bila ocenjena s
sekcijo blokov FFPE (debelina rezin 5 um) iz razli¢nih edinstvenih vzorceyv, pritrjenih na stekelca, nato pa
shranjenih pri sobni temperaturi (22 °C) v dveh ¢asovnih to¢kah. RNK je bila ekstrahirana in shranjena pri
temperaturi od -65 °C do -85 °C, DNK pa je bila ekstrahirana in shranjena pri temperaturi od -15 °C do -25 °C
manj kot en teden pred testiranjem. Material nukleinske kisline je bil kvantificiran in nato obdelan s testom TSO
Comprehensive (EU) v roku 24 ur za vsako ¢asovno to¢ko. V vsaki ¢asovni tocki je bilo za vsak vzorec s testom
TSO Comprehensive (EU) testiranih vec replikatov in ve€ operaterjev, rezultati pa so bili primerjani s ¢asovno
toCko TO za MSI, TMB, pomnozitve genov, majhne variante DNK, fuzije RNK in spojitvene variante RNK, vklju¢no
s CDx in variantami tumorskega profiliranja. Ocenjeno je bilo dolo€anje variant in izpolnjuje vsa merila
sprejemljivosti, kar kaze, da so tkiva FFPE, pritrjena na stekelca, pri uporabi s testom TSO Comprehensive (EU)
stabilna pri sobni temperaturi do 4 tedne (28 dni). Opozoriti je treba, da je bil po 4 tednih (28 dneh) zaznan 10-
odstotni upad stopnje veljavnosti KK knjiznic za MSI, kar je posledica kombinacije vpliva operaterja in ¢asa
shranjevanja Fuzije RNK in spojitvene variante so imele priblizno 29-odstotno zmanjSanje podpornih od¢itkov
po shranjevanju na stekelcih 4 tedne (28 dni).

Varovalno obmogje titracije vnosa nukleinske kisline

Vnos nukleinskih kislin za test TSO Comprehensive (EU) je bil ocenjen s testiranjem DNK iz 33 vzorcev FFPE, ki
so zajemali 17 vrst tkiv, z ravnjo vnosa od 10 ng do 500 ng, in testiranjem RNK iz 5 vzorcev FFPE iz 5 vrst tkiv z
ravnjo vnosa od 10 ng do 85 ng. Ocenjene so bile metrike KK knjiznice in so bile odvisne od vzorca. Rezultati
DNK so pokazali, da se nekatere, vendar ne vse, metrike KK vzorca DNK odzivajo na povecan vnos nad
nazivnim vhosom 40 ng:

* MEDIAN_INSERT_SIZE se ni odzval na vnos nad 30 ng.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE je pokazal pozitivno korelacijo z naras€ajo€im vnosom.
* PCT_EXON_50X se je povecal s pove€anjem vnosa do 80 ng.

®* USABLE_MSI_SITES se je povecal z naras¢ajoCim vnosom. Nekateri vzorci z manj kot 40 USABLE_MSI_
SITES pri 40 ng so ustrezali specifikaciji pri visjih vnosih, kar bi omogocilo izraCun ocene MSI.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET se je povecal s poveCanjem vnosa.
* Povecanje vnosa za povecanje COVERAGE_MAD proti zgornji meji specifikacije.

Metrike KK vzorca RNK so se povecCale (MEDIAN_INSERT_SIZE in TOTAL_ON_TARGET_READS) ali zmanjSale
(MEDIAN_CV_GENE_500X) z 10 ng na 40 ng, vendar se na splosno niso spremenile pri koli¢ini vnosa med 40 ng
in 85 ng.

Meja slepega vzorca

Odstotek lazno pozitivnih rezultatov (od skupnih pri¢akovanih negativnih rezultatov) so ocenili s testiranjem
replikatov normalnega FFPE ali benignega sosednjega tkiva, ki ne sme vsebovati somatskih variant za majhne
variante DNK, pomnozitve genov, MSI, fuzij RNK in spojitvenih variant RNK. Lazno pozitivnih rezultatov niso
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analizirali za TMB, saj ni klini¢ne meje. Sest vzorcev DNK in 6 vzorcev RNK FFPE je bilo testiranih v dvojniku z 2
operaterjema v 3 dneh za vsako od 2 serij reagentov. PodmnoZica vzorcev je bila ponovno zdruZena in ponovno
sekvencirana v obliki samo 3-kratne DNK in 3-kratne RNK, da bi ocenili lazno pozitivhe rezultate z ved
multipleksnimi konfiguracijami, ki jih podpira ta pripomocek. Poleg tega je bilo 30 dodatnih vzorcev RNK
testiranih v dvojniku, obdelanih z 1 serijo reagentov, razdeljenih med 2 operaterja. Skupno je bilo 168 moznih
opazanj za DNK in 228 opazanj za RNK, zmanjSanih za neveljavne knjiznice za vsako vrsto variante. Odstotek
laZzno pozitivnih rezultatov je bil izracunan na ravni genov za pomnozitve in na ravni polozaja (priblizno 1,9
milijona poloZajev) za majhne variante DNK. Odstotek lazno pozitivnih rezultatov za vrste variant DNK je
prikazan v Preglednica 46. TSO Comprehensive (EU) nima zahtevkov CDx (raven 1) za majhne variante DNK,
zato ni mogoce porocati o lazno pozitivnih rezultatih za majhne variante DNK za raven 1. 271 lazno pozitivnih
rezultatov je bilo ponderiranih glede na zbirko znanja TSO Comprehensive (EU). Noben lazno pozitiven rezultat
ni bil klinicno pomemben (raven 2). Na ravni 3 so bili 4 lazno pozitivni rezultati, ki so izhajali iz dveh variant pri 4
(2,4 %) opazanjih od skupno 168 opaZzanj. Odstotek lazno pozitivnih rezultatov za fuzije RNK in spojitvene
variante je bil 0 %, kot je prikazano v Preglednica 47.

Preglednica 46 LaZzno pozitivni rezultati glede na vrsto variant

DNK
Vrsta razlicice LaZno pozitivni rezultati
Pomnozitve genov 0% (0/9912)
Majhne variante DNK 0,0001 % (271/295.801.567)
MSI 0 % (0/156)
TMB Ni na voljo*

* Lazno pozitivni rezultati niso relevantni, ker se TMB poroca kot ocena in nima kvalitativhega izida.

Preglednica 47 Lazno pozitivni rezultati glede na vrsto variant

RNK
Vrsta razlicice LaZno pozitivni rezultati
Fuzija 0% (0/227)
Spojitvena varianta 0 % (0/227)

Meja zaznavnosti

Izvedeni sta bili dve $tudiji za oceno meje zaznavnosti za test TSO Comprehensive (EU). Studija 1 je ocenila
majhne variante DNK RET, fuzije RET in fuzije NTRK1-3. Studija 2 je ocenila druge variante profiliranja tumorja.

Studija 1

Dolocene so bile meje zaznavnosti (LoD) majhnih variant DNK NTRK1, NTRK3 in RET ter fuzij NTRK1-3 in RET.
LoD je najmanjSa vrednost analita (npr. frekvenca alelov variant ali podporni odcitki), ki jo je mogoce dosledno
zaznati (meja zaznavnosti 95 % ali napaka tipa Il v viSini 5 %). V Studiji so uporabili tkiva FFPE z majhnimi
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variantami DNK RET (medularni rak &¢itnice), fuzijami RET (papilarni rak S€itnice, atipi¢ni tumor Spitz) in fuzijami
NTRK1-3 (gliom majhnega stadija, multiformni glioblastom, miofibroblasti¢ni sarkom, sarkom, sekretorni rak
dojke, rak debelega Crevesa) ter celi¢no linijo, obdelano s FFPE, z majhnimi variantami DNK NTRK1in NTRK3.
Vsak vzorec je bil red€en na vsaj 5 testnih ravni (od priblizno 0,01 do 0,10 VAF za majhne variante DNK in 2-25
podpornih od¢itkov za fuzije). Za vsako raven testa na serijo na varianto je bilo ustvarjenih 18 opazanj

3 operaterjev na 3 instrumentih za sekvenciranje, ki so zaCeli s pripravo knjiznice v 3 nezaporednih dneh z

2 ponovitvama vsake ravni vzorca. Preizkusili so dve seriji reagentov.

Pri variantah DNK sta bili 2 seriji neodvisno analizirani z regresijo probit ali pristopom delezZa zaznanih napak
(najnizja raven testa z delezem zaznanih napak (toCkovna ocena) = 95 %) za dolocCitev LoD za vsako varianto na
serijo. Ve€ja LoD v obeh serijah reagentov je bila sprejeta kot meja zaznavnosti za varianto (Preglednica 48).

Pri fuzijah RNK so bile uporabljene celi¢ne linije FFPE za oceno vrednosti LoD za vsak fuzijski gen. LoD so nato
preverili s tkivi FFPE z uporabo pripravkov iz knjiznice v dvojniku pri 3 operaterjih, 3 instrumentih in 3 serijah
reagentov, da bi ustvarili 54 opazanj na varianto v blizini LoD, doloCeni s celi¢nimi linijami FFPE. Navedena meja
zaznavnosti za posamezno fuzijo (Preglednica 49) je najmanjSa povprecna vrednost podpornih odcitkov, ki je
dosegla delez zaznanih napak (to¢kovna ocena) = 95 %.

Preglednica 48 Meja zaznavnosti za majhne variante DNK NTRK1, NTRK3 in RET

Meja
. zaznavnosti
. . . Alternativna
Oznadevalec Chr’ Polozaj Referenca . (frekvenca
moznost

alelov

variant)
NTRK1 G595R (SNV)?2 Chr1 156846342 G A 0,038
NTRK3 F617L (SNV)? Chr15 88476283 A G 0,032
NTRK3 G623R (SNV)? Chr15 88476265 C T 0,036
NTRK3 G696A (SNV)? Chr15 88472468 C G 0,027
RET C618R (SNV) Chr10 43609096 T C 0,053
RET M918T (SNV) Chr10 43617416 T C 0,045
RET C634Y (MNV) Chr10 43609949 GC AT 0,045
RET D898_E901del Chr10 43615611 GAGATGTTTATGA G 0,055

(delecija)?

1 Chr = kromosom
2 Te variante DNK so analizirali z regresijo probit. Druge variante DNK so analizirali s pristopom deleza zaznanih napak.
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Preglednica 49 Meja zaznavnosti za fuzije NTRK in RET

Gen

NTRK1

NTRK2
NTRK3

RET

Studija 2

Fuzija

LMNA-NTRK1
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2
KANK1-NTRK3
ETV6-NTRKS
NCOA4-RET
KIF5B-RET
CCDCG6-RET

Meja zaznavnosti
(podporni odcitki)

12,2
20,2
53,2
13,6
20,3
13,5
16,2
15,8
16,6
18,7

illumina

Ocenjene so bile meje zaznavnosti (LoD) tumorskega profiliranja variant, o katerih poroca test TSO
Comprehensive (EU). LoD je najmanj$a vrednost analita (npr. frekvenca alelov variant, veCkratna sprememba ali
podporni odcitki), ki jo je mogoCe dosledno zaznati (delez zadetkov 95 % ali napaka tipa Il v visini 5 %). Vzorci
FFPE iz 17 vrst tkiv, ki vsebujejo variante, so bili red€eni na vec testnih ravni. Dva operaterja sta ustvarila Sest
opazanj na raven, vsak z uporabo drugacne serije reagentov in instrumentom.
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Variante DNK

LoD 10 razredov majhnih variant DNK (skupno 25 variant) in 2 pomnozitev genov DNK (ERBB2 in MET) so bili
doloceni in povzeti kot razponi (Preglednica 50). Vklju€ene so tudi variante RET iz LoD Studije 1. Dve od 3
insercij, vecjih od 5 bp, staimeli LoD 0,034 in 0,036 VAF, pri Cemer je imela tretja LoD 0,215 VAF. Slednja je bila
insercija v obmocje z nizko kompleksnostjo, kjer insercija doda dodatne ponovitve, vpliva na poravnavo in
zahteva veC odcCitkov za dosledno zaznavanje. Zato lahko nekateri genomski konteksti z nizko kompleksnostjo
vplivajo na zaznavanje insercij > 5 bp.

Preglednica 50 Meja zaznavnosti za majhne variante DNK in pomnozitve genov

Vrsta (merska Stevilo

Razred variant/ genomski kontekst Razpon (VAF)

enota za LoD) variant
Majhne variante SNV-ji 5 0,016-0,064
DNK (frekvenca MNV-ji 3 0,022-0,048
variantnega alela) - o ) )
Insercija (1-2 bp) v blizini homopolimernih 2 0,086-0,104
ponovitev
Insercija (1-2 bp) v blizini dinukleotidnih 2 0,038-0,051
ponovitev
insercija (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Insercija (> 5 bp in do 25 bp) 3 0,034-0,215
Delecija (1-2 bp) v blizini homopolimernih 2 0,094-0,100
ponovitev
Delecija (1-2 bp) v blizini dinukleotidnih 2 0,033-0,070
ponovitev
Delecija (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Delecija (> 5in do 25 bp) 2 0,047-0,055
Pomnozitev gena Po genih (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(kratna sprememba)

Analiza netarcnih variant je bila izvedena iz vzorcev Studije 1, ki so imeli vsaj pet ravni testiranja. Vsaka netar€na
varianta je bila analizirana posamic in LoD je bil ocenjen samo za variante z vsaj eno ravnjo > 0 % in delezem
zadetka = 95 % ter vsaj eno stopnjo deleza zadetka = 95 %. Preglednica 51 prikazuje percentile skupaj z
najmanjsimi in najvecjimi LoD, opazenimi po razredu za netarne variante. NetarCne variante zagotavljajo vec
variant po razredih kot tiste, ki so bile testirane v Studiji 2, in so skladne z razponi LoD iz Preglednica 50.

Dokument §t. 200007789 v08 99 0d 139

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Preglednica 51 Povzetek statistike za mejo zaznavnosti po razredih netarcnih variant (iz Studije 1)

Razred N Najm. 25 % 50 % 75 % 90 % Najv.

SNV 862 0,020 0,047 0,059 0,079 0,097 0,592

MNV 5 0,038 0,040 0,050 0,086 0,095 0,095

Insercija 24 0,039 0,060 0,084 0,097 0,166 0,261

Delecija 24 0,034 0,063 0,081 0,089 0,124 0,167
Fuzije

LoD so bile dolo¢ene za 19 fuzij, kar predstavlja 20 genov v naboru TSO Comprehensive (EU), ki so imeli od 9 do
31,3 podpornih odcitkov (Preglednica 52). V drugi Studiji so testirali Se 3 gene (NTRK1-3). Gen RET je bil testiran
tako tukaj kot tudi v drugi $tudiji. Sestnajst fuzij z dolo&enimi LoD je imelo podatke, skladne s skupno LoD 16
podpornih odcitkov z uporabo dvostranske, 95-odstotne zgornje meje zaupanja (UCL). Dve fuziji sta imeli LoD
24,7 in 31,3 podpornega odcitka, kar ni bilo skladno s skupno LoD.

Fuzija FGFR2-SRPK2 z vrednostjo LoD 24,7 podpornih od¢itkov je imela ponavljajoCe prekrivajoe se regije na
mestu preloma, kot je oznaceno s programsko opremo testa TSO Comprehensive (EU). PonavljajoCe se regije
znotraj prelomne to¢ke imajo obiajno nizjo raven dokazov, saj se lahko odgitki preslikajo drugje v genomu ali pa
ostanejo neporavnani. Poleg tega ponavljajoCe se regije naredijo postopek sestavljanja (ki se uporablja za
prepoznavanje fuzijskih zaporedij) bolj zahteven in zahtevajo dodatne dokaze za izgradnjo pravilnega
zaporedja. SEPT14-EGFR je Se en primer fuzije s homolognim zaporedjem na mestu preloma.

Fuzija BCL2-IGHJ5 z vrednostjo LoD 31,3 podpornih od¢itkov je imela zelo kratek gen (IGHJ5) z mestom
preloma blizu zaCetka eksona, kar zahteva kratke poravnave z vrzelmi. Zato je bilo za dosledno zaznavanje
potrebnih vec odc¢itkov.

Preglednica 52 Meja zaznavnosti za fuzije

Fuzija Prelomno mesto gena A Prelomno mesto gena B LoD Skupni LoD
NCOA4-RET 51582937 43612030 15,8 Da
TMPRSS2-ERG 42880007 39817543 13,2 Da
TMPRSS2-PMFBP1 42866283 72153988 9,0 Da
KIFSB-RET 32311775 43612032 16,6 Da
ACPP-ETV1 132036419 14028762 9,5 Da
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 Da
EML4-ALK 42553391 29446394 12,8 Da
FGFR1-GSR 38274821 30569602 23,7 Da
EGFR-GALNT13 55087056 155295102 12,3 Da
ESR1-CCDC170 152023138 151914240 13,5 Da
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Fuzija Prelomno mesto gena A Prelomno mesto gena B LoD Skupni LoD
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 Ne
HNRNPUL1-AXL 41782201 41743847 26,3 Da
CD74-ROS1;,GOPC 149784243 117645578 9,2 Da
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 Da
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 11,2 Da
DHX8;ETV4-STAT3 41613847 40474300 16,2 Da
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 11,0 Da
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 Ne
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 Da

Spojitvene variante

Dve spoijitveni varianti RNK, MET in EGFR sta imeli LoD 18,7 oziroma 16,7 podpornih od¢itkov.

Vsebina tumorja

Rezultati Studije so podlaga za priporocila glede vsebine tumorja v klini¢nih vzorcih. Na splosno velja, da vecja
kot je vsebnost tumorja, vedji je signal (VAF, veCkratna sprememba ali podporni od¢itki) za variante v tumorju.
PriporocCila o minimalni vsebnosti tumorja temeljijo na naslednjih opazanjih. Vrednosti LoD za majhne variante
DNK niso vecje od 0,104 VAF (z izjemo insercije TP53). Za zaznavanje vodilnih mutacij v tumorju (frekvenca
alela variante 0,50) je priporocljiva 20-odstotna vsebnost tumorja, tako da bi te mutacije imele VAF 0,10 in bi
bile pri LoD ali nad njo. Pri 20-odstotni vsebnosti tumorja bi bili geni, pomnoZeni na 5,5-kratno spremembo (11
kopij), dosledno odkriti na podlagi meje zaznavnosti 1,8-kratne spremembe. Pri 20-odstotni vsebnosti tumorja
bi bile fuzije s 74 podpornimi od¢itki dosledno zaznane na podlagi meje zaznavnosti 14,7 podpornih odg&itkov.

Ponovljivost

Za oceno ponovljivosti testa TSO Comprehensive (EU) sta bili izvedeni dve $tudiji. Studija 1 je ocenila majhne
variante DNK RET poleg variant NTRK in fuzijskih variant RET. Studija 2 je ocenila dodatne variante profiliranja
tumorija.

Studija 1

Ta Studija je bila izvedena za oceno ponovljivosti testa TSO Comprehensive (EU) na 3 mestih testiranja (1
notranje, 2 zunanji) z 2 operaterjema na Studijsko mesto, 2 replikatoma v isti izvedbi in v 3 nezaporednih dneh
testiranja. Testiranje je bilo izvedeno s panelom za ponovljivost, vklju€no z vzorci DNK, ki vsebujejo specifine
znane majhne variante DNK RET, in vzorci RNK, ki vsebujejo specificne znane variante NTRK1-3 in variante
fuzije RET iz vzorcev tkiva, fiksiranega s formalinom, vklopljenega v parafin (FFPE), in celi¢nih linij. Panel je
vseboval ¢lane panela DNK in RNK z nizkimi ravnmi variant in visokimi ravnmi variant z enakim Stevilom ¢lanov
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panela nizke in visoke ravni za vsak razred variant. Clani panela z visoko ravnijo so bili taréa priblizno 2- do 3-
kratnika LoD, ¢lani panela na nizki ravni pa priblizno LoD. Na vsakem mestu je vsak operater trikrat testiral ¢lane
panela v duplikatu in ustvaril 6 opazovanj na tar¢o na ¢lana panela. Iz vseh treh mest je bilo ustvarjenih 36
opazovanj na Clana panela (3 mesta/instrumenti x 2 operaterja x 2 replikatav istiizvedbi x 3 zaCetni dnevi).

PPC-jiin PNC-ji za tar¢ne majhne variante DNK in taréne variante fuzije RNK z visoko ravnijo so bili dolo¢eni kot
primarni opazovani dogodki. PPC-ji in PNC-ji za taréne majhne variante DNK in taréne variante fuzije RNK z
nizko ravnijo so bili izraCunani kot sekundarni opazovani dogodki. Dvostranski 95-odstotni intervali zaupanja
(1Z), povezani z vsemi opazovanimi dogodki, so bili izraCunani z metodo Wilsonove ocene. Primarne analize so
bile izvedene za oceno PPC in PNC (s povezanimi 95-odstotnimi IZ) pri tarénih ¢lanih panela z visoko ravnijo s
kombiniranjem opazovanj testa TSO Comprehensive (EU) za dano tar€o v skupini ¢lanov panela, ki predstavljajo
ustrezni razred variant (na primer majhne variante DNK in fuzije RNK) po mestih/instrumentih, operaterjih in
izvedbah. Za vsako taréno varianto so bila opazanja testa TSO Comprehensive (EU) pri drugih ¢lanih panela z
visoko ravnijo, ki so bila tar€na za isto vrsto variante, vendar niso vsebovala iste variante, kot jo doloc¢a pravilo
vecine, zdruzena v izraCunan PNC. Na podoben nacin sta bila dolo¢ena celokupni PPC in PNC za tar¢ne Clane
panelov nizke ravni.

Majhne variante DNK RET

Pri ¢lanih panela z majhnimi variantami DNK na visoki ravni je bil skupni PPC 100,0 % (207/207; 95 % 1Z: 98,2 %
do 100,0 %) (Preglednica 53). Skupna vrednost PNC za ¢lane panela z majhnimi variantami DNK na visoki ravni
je bila100,0 % (1035/1035; 95 % 1Z: 99,6 % do 100,0 %) (Preglednica 54). Za ¢lane panela z nizko ravnjo tar¢ne
majhne variante DNK je bil skupni PPC za ¢lane panela z nizko ravnjo taréne majhne variante DNK 99,1 %
(210/212; 95 % 1Z: 96,6 % do 99,7 %), skupni PNC pa 100,0 % (1026/1026; 95 % 1Z: 99,6 % do 100,0 %).
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Preglednica 53 PPC za test TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje majhnih variant DNK RET za tar¢ne Clane
panela z visoko in nizko ravnjo

Raven Vrsta
variante razlicice

~2-3 x LoD SNV

SNV

SNV

MNV

Delecija

Insercija

Vse
majhne
variante
DNK

visoko

~1x LoD SNV

SNV
SNV

MNV

Delecija

Insercija

Vse
majhne
variante
DNK

nizko

T Okrajsave: N/A, ni ustrezno; VAF, frekvenca alela variante.
2 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izratunan z metodo Wilsonove ocene.

Tarc¢na varianta (nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_TGTGCCGCAC

Vse majhne variante DNK

visoko

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_TGTGCCGCAC

Vse majhne variante DNK

nizko
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Taréna varianta

(aminokislina)

RET M918T

RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Vse majhne variante

DNK

visoko

RET M918T

RET V292M
RET E768D

RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Vse majhne variante

DNK

nizko

34

36

33

35

33

36

207

35

35
36

36

34

36

212

Povprecni

VAF'

0,156

0,140

0,116

0,195

0,199

0,095

Ni na voljo’

0,042

0,033
0,044

0,071

0,065

0,037

Ni na voljo’

PPC (%)
95 % 122
(n/N)
100,0 (89,8, 100,0)
(34/34)
100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
100,0 (89,6, 100,0)
(33/33)
100,0 (90,1, 100,0)
(35/35)
100,0 (89,6, 100,0)
(33/33)
100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
100,0 (98,2, 100,0)
(207/207)
100,0 (90,1,100,0)
(35/35)
94,3 (33/35) (81,4, 98,4)
100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
100,0 (89,8, 100,0)
(34/34)
100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
99,1 (96,6, 99,7)
(210/212)
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Preglednica 54 PNC za test TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje majhnih variant DNK RET za tar€ne Clane
panela z visoko in nizko ravnjo

Raven .. . . i Taréna varianta
R Vrsta razlicice Taréna varianta (nukleotid) ) . N’ PNC (%) (n/N) 95 % 172
variante (aminokislina)
~2-3 x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 173 100,0 (173/173) (97,8,100,0)
SNV chr10_43609949_G_C RET C634S 171 100,0 (171/177) (97,8,100,0)
SNV chr10_43614996_G_A RET V804M 174 100,0 (174/174) (97,8,100,0)
MNV chr10_43609949_GC_AT RET C634Y 172 100,0 (172/172) (97,8,100,0)
Delecija chr10_43615611_ RET D898_E901del 174 100,0 (174/174) (97,8,100,0)
GAGATGTTTATGAG
Insercija chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup 171 100,0 (171/171) (97,8,100,0)
TGTGCCGCAC

Vse majhne variante Vse majhne variante DNK Vse majhne variante 1035 100,0 (1035/1035) (99,6, 100,0)

DNK visoko DNK

visoko visoko
~1x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 177 100,0 (177/177) (97,9,100,0)
SNV chr10_43601830_G_A RET V292M 143 100,0 (143/143) (97,4,100,0)
SNV chr10_43613840_G_C RET E768D 176 100,0 (176/176) (97,9,100,0)
MNV chr10_43609949_GC_AT RET C634Y 176 100,0 (176/176) (97,9,100,0)
Delecija chr10_43615611_ RET D898_E901del 178 100,0 (178/178) (97,9,100,0)

GAGATGTTTATGA_G
Insercija chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup 176 100,0 (176/176) (97,9,100,0)
TGTGCCGCAC

Vse majhne variante Vse majhne variante DNK Vse majhne variante 1026 100,0 (1026/1026) (99,6, 100,0)

DNK nizko DNK

nizko nizko

1Vsa opazanja so zdruzena iz kombinacij ¢lanov panela in variant, pri katerih je vecina od¢itkov negativnih (taréne variante,
ki vsebujejo fuzije z manj kot 50 % pozitivnih doloCitev).
2 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izraCunan z metodo Wilsonove ocene.
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Preglednica 55 prikazuje analizo komponent variance frekvence alelov variant (VAF) pri priblizno 36 opaZzanjih
za vsakega Clana panela. Standardna varianca (SD) in odstotni koeficient variacije (% KV; skupno in za vsak vir)
sta bila izraCunana in predstavljena za vsako taréno majhno varianto DNK RET.

Preglednica 55 Analiza komponent variance VAF za test TSO Comprehensive (EU) pri ¢lanih panela s tarénimi
majhnimi variantami DNK

Raven
variante

~—
3 x LoD

~1x LoD

Vrsta
razlicice

SNV
SNV

SNV

MNV

Delecija

Insercija

SNV
SNV

SNV

MNV

Delecija

Insercija

Tar¢na varianta
(nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_
C

chr10_43614996_G_
A

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_
A

chr10_43613840_G_
C

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
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Tar¢na
varianta

(aminokislina)

RET M918T
RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C634_
T636dup

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_
E901del

RET C634_
T636dup

N

34
36

33

35

33

36

35
35

36

36

34

36

Povpreéni
VAF

0,156
0,140

0,116

0,195

0,199

0,095

0,042
0,033

0,044

0,071

0,065

0,037

SD mesta
(% KV)

0,011(7,2)
0,006 (4,6)

0,005 (4,1)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,003 (3,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,003 (6,0)

0,000 (0,0)

0,002 (2,5)

0,005 (13,8)

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.

SD operaterja
(% KV)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,003 (9,8)

0,000 (0,0)

0,008 (10,7)

0,006 (9,9)

0,000 (0,0)

SD dneva
(% KV)

0,000 (0,0)
0,005 (3,7)

0,002 (1,7)

0,009 (4,4)

0,011 (5,5)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,002 (6,2)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,004 (6,4)

0,003 (9,1)

SD replikatov
(% KV)

0,017 (10,8)
0,014 (10,2)

0,012 (10,7)

0,012 (6,0)

0,017 (8,6)

0,009 (9,6)

0,009 (22,2)
0,007 (21,7)

0,008 (17,5)

0,011 (14,9)

0,010 (16.2)

0,006 (15,9)

Skupni SD
(% KV)

0,020 (13,0)
0,017 (11,8)

0,013 (11,6)

0,015 (7,5)

0,020 (10,2)

0,010 (10,1)

0,009 (22,2)
0,008 (24,6)

0,008 (18,5)

0,013 (18,4)

0,013 (20,2)

0,008 (22,9)

105 0d 139



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Fuzije NTRK1-3 in RET

illumina

Za Clane panela z visoko ravnjo fuzij RNK je bil skupni PPC 99,3 % (285/287; 95 % 1Z: 97,5 % do 99,8 %)
(Preglednica 56). PPC je bil 100 % za vsakega Clana panela z visoko ravnjo, razen za ¢lana panela BCAN-NTRK1
(PPC =94,4 % [34/36; 95 % 1Z: 81,9 % do 98,5 %]). Skupni PNC ¢lane panela z visoko ravnjo fuzij RNK je bil
100,0 % (1724/1724; 95 % 1Z: 99,8 % do 100,0 %) (Preglednica 57). Za Clane panela z nizko ravnjo tarCne fuzije
RNK je bil skupni PPC 95,4 % (272/285; 95 % 12: 92,3 %, 97,3 %), skupni PNC pa 100,0 % (1851/1851; 95 % 1Z:
99,8 % do100,0 %).

Preglednica 56 PPC zatest TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje fuzij NTRK in RET za tarCne Clane
panela z visoko in z nizko ravnjo

Raven
variante

~2-3 x LoD

~1x LoD

Tarcna fuzija

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Vse fuzije, visoka
raven

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET

Vse nizke fuzije

36
36
36
36
36
35
36
36
287

36
36
35
36
36
36
36
34
285

Povprecje
podpornih
odcitkov

37,9
33,6
24,6
36,6
56,4
32,9
36,7
33,4
36,5

13,8
16,9
15,2
13,6
24,8
18,1

15,8
16,6
16,8

PPC (%) (n/N)

100,0 (36/36)
94,4 (34/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (35/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)

99,3 (285/287)

94,4 (34/36)
80,6 (29/36)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
97,2 (35/36)
97,1(33/34)

95,4 (272/285)

* Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja (1Z), izraCunan z metodo Wilsonove ocene.
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95 % 1Z*

(90,4,100,0)
(81,9, 98,5)

(90,4,100,0)
(90,4,100,0)
(90,4,100,0)
(90,1,100,0)
(90,4,100,0)
(90,4,100,0)
(97,5, 99,8)

(81,9, 98,5)
(65,0, 90,2)
(81,4,98,4)
(90,4,100,0)
(90,4,100,0)
(90,4,100,0)
(85,8,99,5)
(85,1, 99,5)
(92,3,97,3)
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Preglednica 57 PNC za test TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje fuzij NTRK in RET za ne-taréne ¢lane
panela z visoko in z nizko ravnjo

Raven variante Tarc¢ne fuzije

~2-3 x LoD

~1x LoD

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDCG6-RET

Vse fuzije, visoka
raven

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET

Vse fuzije, nizka
raven

N’
180
251
251
216
144
216
215
251

1724

213
249
250
249
177
249
213
251
1851

PNC (%) (n/N)

100,0 (180/180)
100,0 (251/251)
100,0 (251/251)
100,0 (216/216)
100,0 (144/144)
100,0 (216/216)
100,0 (215/215)

100,0 (251/251)

100,0 (1724/1724)

100,0 (213/213)
100,0 (249/249)
100,0 (250/250)
100,0 (249/249)
100,0 (177/177)
100,0 (249/249)
100,0 (213/213)
100,0 (251/251)
100,0 (1851/1851)

95 % 122

(97,9,100,0)
(98,5,100,0)
(98,5,100,0)
(98,2,100,0)
(97,4,100,0)
(98,2,100,0)
(98,2,100,0)
(98,5, 100,0)
(99,8,100,0)
(98,2,100,0)
(98,5, 100,0)
(98,5,100,0)
(98,5,100,0)
(97,9,100,0)
(98,5, 100,0)
(98,2,100,0)
(98,5,100,0)
(99,8,100,0)

1Vsa opazanja so zdruzena iz kombinacij ¢lanov panela in variant, pri katerih je vecina od¢itkov negativnih (tar¢ne variante,
ki vsebujejo fuzije z manj kot 50 % pozitivnih dologitev).

3 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja (1Z), izracunan z metodo Wilsonove ocene.
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Preglednica 58 prikazuje analizo komponent variance, ki podpira odc&itke priblizno 36 opazenj znotraj vsake
taréne fuzije. SD in % KV (skupni in za vsak vir) sta izracunana in predstavljena za vsako tar¢no fuzijo.

Preglednica 58 TSO Comprehensive (EU) Analiza komponent variance testa podpornih odcitkov za Clane
panela s taréno fuzijo RNK

Raven Fuzija N gs;z;er(r?:m SD mesta SD operaterja SD dneva SD replikatov (% KV) Skupni SD
variante oditkov (% KV) (% KV) (% KV) (% KV)

~2-3 x LoD LMNA-NTRK1 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)

BCAN-NTRK1 36 33,6 13,75 (41) 7,87 (23) 5,40 (16) 8,95 (27) 18,98 (57)

ETV6-NTRK2 36 24,6 8,03 (33) 3,50 (14) 4,20 (17) 4,86 (20) 10,86 (44)

TRIM24-NTRK2 36 36,6 11,44 (31) 4,24 (12) 6,82 (19) 6,87 (19) 15,57 (43)

ETV6-NTRK3 36 56,4 11,49 (20) 10,20 (18) 9,25 (16) 8,69 (15) 19,93 (35)

BTBD1-NTRK3 35 32,9 1,49 (5) 2,65 (8) 2,16 (7) 10,47 (32) 11,11 (34)

NCOA4-RET 36 36,7 4,64 (13) 4,09 (11) 6,17 (17) 5,20 (14) 10,17 (28)

CCDC6-RET 36 33,4 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51(16) 11,49 (34)

~1x LoD LMNA-NTRK1 36 13,8 1,79 (13) 0,00 (0) 2,74 (20) 4,37 (32) 5,47 (40)

BCAN-NTRK1 36 16,9 2,92 (17) 2,98 (18) 4,61 (27) 5,82 (34) 8,52 (50)

ETV6-NTRK2 35 15,2 0,00 (0) 3,41(22) 3,83 (25) 4,39 (29) 6,75 (45)

STRN-NTRK2 36 13,6 1,77 (13) 0,61 (5) 2,33(17) 2,57 (19) 3,95 (29)

ETV6-NTRK3 36 24,8 6,03 (24) 3,46 (14) 0,00 (0) 6,39 (26) 9,44 (38)

BTBD1-NTRK3 36 18,1 0,93 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,64 (37) 6,71(37)

NCOA4-RET 36 15,8 2,08 (13) 1,03 (7) 0,00 (0) 5,11(32) 5,61(36)

KIF5SB-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

Studija 2

Druga Studija je bila izvedena za oceno ponovljivosti testa TSO Comprehensive (EU) na 3 mestih preskusanja
(2 zunanji in 1 notranje), z 2 operaterjema/instrumentoma na mesto, 3 edinstvenimi serijami reagentov, 4
testnimi dnevi (nezaporednimi) in 2 izvedbama sekvenciranja na knjiznico vzorcev.

Testiranje so izvajali z ekstrahiranimi vzorci DNK in RNK iz 41 vzorcev tkiva FFPE in 1 celi¢ne linije FFPE (z

1 vzorcem tkiva FFPE in celi¢no linijo FFPE za ustvarjanje po 2 ¢lanov panela). Vzorci tkiva so bili iz naslednjih
vrst: seCnega mehurja, kosti, mozganov, dojke, debelega ¢revesa, jejunuma, ledvice, jeter, pljug, jajénikov,
prostate, koze, mehkega tkiva, zelodca, S€itnice in maternice. Skupno je bilo testiranih 44 ¢lanov panela,
vklju€no s ¢lani panela DNK z majhnimi variantami DNK (SNV, MNV, insercijami in delecijami), s pomnozitvami
genov, z razliénimi ocenami TMB, velikimi ocenami MSl in ¢lani panela RNK s fuzijami in spojitvenimi variantami.
Vecina ¢lanov panela je imela znane taréne variante na ravneh priblizno 2- do 3-kratne meje zaznavnosti,
specifi¢ne za varianto (~2-3 x LoD).

LoD je koncentracija analita, pri kateri so opazeni rezultati testa pozitivni (varianta je zaznana glede na mejo
testa TSO Comprehensive (EU)) pri = 95 % primerov. Povprecne opazene ravni variant so bile razvrs¢ene kot
priblizno < 2 x LoD (opaZzene ravni variant pri < 1,5 x LoD), ~2-3 x LoD (opaZzene ravni variant pri 1,5 x LoD do
3,4 x LoD) in priblizno >3 x LoD (opazene ravni variant pri > 3,4 x LoD).
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PPC za majhne variante DNK, pomnozitve genov, velik rezultat MSI in variante RNK so izracunali s
kombiniranjem opazanj priizvedbah in mestih sekvenciranja. Podobno so biliizracunani PNC za majhne variante

DNK, pomnozitve genov in variante RNK. Pri vsaki znani tar¢no varianto so opazanja s testom TSO
Comprehensive (EU) pri €lanih panela iste vrste variante, ki vsebuje druge variante, ki niso pridobljene iz istega
izvornega vzorca in ne izpolnjujejo pravila vecine za to varianto (< 50 % dolocitev je bilo pozitivnih), kombinirali
za mesta, operaterje/instrumente, dneve, serije reagentov in izvedbe sekvenciranja za izracun PNC.

Dvostranski 95-odstotni intervali zaupanja (1Z), izraCunani z metodo Wilsonove ocene.

Majhne variante DNK

Preglednica 59 prikazuje PPC za tar¢ne majhne variante DNK. PPC-ji so se gibali od 91,3 % za BRAF SNV do
100 % za vecino majhnih variant DNK.

Preglednica 59 PPC testa TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje majhnih variant DNK v kombiniranih tarénih

¢lanih panela

Raven . . Taréna ..
opasenih Vrsta Tarcna varianta varianta Povpreéni PPC (%) 95 % |Z°
pa razlicice  (nukleotid) anta VAF2 (n/N) °
variant’ (aminokislina)
~2- DELECIJA chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9,100,0)
3 x LoD L1488fsTer19 (28/28)
~2- DELECIJA chr5_112175675_AAG_A  APC 0,166 100,0 (91,2, 100,0)
3 x LoD S1465WfsTer3 (40/40)
~2- INSERCIJA  chr5_112175951_G_GA APC 0,227 100,0 (89,3.100,0)
3 x LoD T1556NfsTer3 (32/32)
~2- INSERCIJA  chr5_112175675_A_AAG  APC 0,100 100,0 (92,6, 100,0)
3 x LoD S$1465fs*9 (48/48)
<2xLoD INSERCIJA chr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0, 100,0)
Q372fs*28 (4/4)
~2- SNV chr7_140453136_A_T BRAF V600E 0,045 91,3 (79,7, 96,6)
3 x LoD (42/46)
~2- DELECIJA chr7_55242465_ EGFRE746_ 0,112 100,0 (92,3,100,0)
3 x LoD GGAATTAAGAGAAGCA_ A750del (46/46)
G
~2- SNV chr7_55259515_T_G EGFRL858R 0,045 100,0 (90,8,100,0)
3 x LoD (38/38)
~2- DELECIJA chr22_41574678_GC_G EP300 0,245 100,0 (92,0,100,0)
3 x LoD H2324fs*29 (44/44)
~2- INSERCIJA  chr17_37880981_A_ ERBB2 Y772_ 0,075 100,0 (90,4,
3 x LoD AGCATACGTGATG A775dup (36/36) 100,0)
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Raven
opazenih
variant’
~D—

3 x LoD
~2—

3 x LoD
~D—

3 x LoD
~D—

3 x LoD

<2xLoD

~2—
3 x LoD

TRaven variant, izraCunana iz povpre¢ne opazene variantne frekvence alelov.
2 povprecna variantna frekvenca alelov, izracunana iz opazenih rezultatov testa.

Vrsta
razli¢ice

SNV

MNV

INSERCIJA

DELECIJA

INSERCIJA

INSERCIJA

Taréna varianta
(nukleotid)

chr2_209113112_C_T

chr12_25398284_CC_

AT

chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_

GTACT_G

chr17_7578470_C_

CGGGGCGGG

chr17_7574029_C_

CGGAT

Tarcéna
varianta
(aminokislina)

IDH1 R132H

KRAS G121

NOTCH]1
R1598fs*12

PTEN T319fs*1

TP53 P152_
P153dup

TP53
R333HfsTer5

Povprecni
VAF2

0,155

0,11

0,146

0,157

0,157

0,154

3 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izraunan z metodo Wilsonove ocene.

PNC-ji so bili 100 % v vseh majhnih variantah DNK.
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PPC (%)

(n/N)
100,0
(36/36)

100,0
(38/38)
100,0
(48/48)
100,0
(44/44)
100,0
(2/2)

100,0
(48/48)

illumina

95 % 1Z3
(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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Preglednica 60 prikazuje analizo komponent variance rezultatov VAF za vsak vir variacije in skupno variacijo pri
vseh Clanih panela s tarénimi majhnimi variantami DNK.

Preglednica 60 Analiza komponent variance VAF za tar¢ne majhne variante DNK

Tarcna varianta
(nukleotid)

chr2_209113112_C_T

chr4_153332910_C_
CAGG

chr5_.112175675_A_AAG
chr5_112175675_AAG_A
chr5_112175751_CT_C

chr5_112175751_CTTTA
Cc

chr5_112175951_G_GA

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGCA_
G
chr7_55259515_T_G
chr7_140453136_A_T
chr7_140453136_AC_TT
chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_GTACT.
G

chr12_25398284_CC_AT
chr17_7574002_CG_C

chr17_7574029_C_
CGGAT

chr17_37880981_A_
AGCATACGTGATG

chr22_41574678_GC_G

N

36
44

48
40
28
46

32
46

38
46
46
48
44

38
44
48

36

44

Povprecni
VAF

0,155
0,130

0,100
0,166
0,181
0,155

0,227
0,112

0,045
0,045
0,130
0,146
0,157

0,11
0,158
0,154

0,075

0,245

SD mesta
(% KV)

0,008 (4,9)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,003 (6,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,015 (10,2)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,007 (4,2)
0,000 (0,0)

0,013 (16,9)

0,006 (2,4)

SD operaterja
(mesto) (% KV)

0,006 (4,1)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,009 (5,6)

0,006 (2,5)
0,004 (3,8)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,004 (2,9)
0,000 (0,0)
0,003 (2,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,006 (8,1)

0,002 (0,6)

SD dneva (mesto,
operater) (% KV)

0,034 (22,1)
0,013 (10,3)

0,010 (10,4)
0,024 (14,2)
0,029 (15,8)
0,023 (14,9)

0,034 (15,1)
0,015 (13,7)

0,012 (27,3)
0,016 (34,9)
0,017 (13,4)
0,012 (8,2)
0,021 (13,6)

0,019 (16,8)
0,021 (13,5)
0,017 (11,0)

0,013 (16,7)

0,019 (7,9)

SD serije (% KV)

0,000 (0,0)
0,014 (11,1)

0,003 (2,9)
0,000 (0,0)
0,019 (10,8)
0,015 (9,7)

0,000 (0,0)
0,005 (4,1)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,003 (2,6)
0,000 (0,0)
0,002 (1,6)

0,003 (2,5)
0,013 (8,6)
0,006 (3,8)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

SD izvedbe
(% KV)

0,016 (10,2)
0,008 (6,1)

0,003 (3,3)
0,011 (6,7)
0,008 (4,7)
0,008 (5,5)

0,011 (4,9)
0,008 (6,9)

0,003 (6,8)
0,006 (12,2)
0,006 (4,9)
0,004 (2,8)
0,010 (6,4)

0,008 (7,3)
0,013 (8,2)
0,010 (6,6)

0,004 (4,7)

0,005 (2,1)

Skupni SD
(% KV)

0,039 (25,2)
0,021(16,3)

0,011 (11,3)
0,026 (15,7)
0,036 (19,7)
0,030 (19,4)

0,036 (16,1)
0,018 (16,3)

0,013 (28,8)
0,017 (36,9)
0,019 (14,8)
0,020 (13,4)
0,024 (15,3)

0,020 (18,5)
0,029 (18,4)
0,021(13,4)

0,019 (25,5)

0,021 (8,6)

Obstajata dve tarcni majhni varianti DNK, za kateri je bilo Stevilo opazovanj premajhno za prilagoditev modela komponent
variance. Za ti dve tar¢ni varianti so bili skupni SD 0,027 za varianto chr1_27024001_CG in 0,001 za varianto chr17_
7578470_CGGGCGGG.
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PomnoZitve genov

Preglednica 61 prikazuje PPC za pomnozitve tarénega gena. PPC so bili 100,0 % za MET in 100,0 % za ERBB2.

Preglednica 61 PPC testa TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje pomnozitve genov pri kombiniranih

tarcnih Clanih panela

Povprecna
R Zenih Z totek itivnih
a\{en opazeni Taréna varianta op?zena Odsg ek pozitivni 95 9% (25
variant’ vecCkratna doloditev (%)
sprememba?
~2-3 x LoD MET 514 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
~2-3 x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4,100,0)

TRaven variante, izracunana iz povprecne opazene veckratne spremembe.
2 povprecna veckratna sprememba, izracunana iz opazenih rezultatov testa.
3 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izracunan z metodo Wilsonove ocene.

PNC so bili 100 % za pomnozitve genov.
Preglednica 62 prikazuje analizo komponent variance za rezultate veCkratne spremembe za vsak vir variacije in
skupno variacijo pri vseh ¢lanih panela s tarénimi pomnozitvami gena.

Preglednica 62 Analiza komponent variance veckratnih sprememb za tar¢ne pomnozitve genov

P ¢ D

Taréna N Vz\éi:gf:: SD mesta SD operaterja S(mzztiva SD serije SD izvedbe Skupni SD

varianta (% KV) (mesto) (% KV) ! (% KV) (% KV) (% KV)
sprememba operater) (% KV)

ERBB2 47 2,33 0,02 (0,6) 0,01(0,4) 0,02 (0,9) 0,01(0,4) 0,01(0,5) 0,03 (1,3)

MET 48 5,14 0,05 (1,0) 0,12 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6) 0,19 (3,7)
MSI
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Preglednica 63 prikazuje PPC za taréne MSI-visoke ¢lane panela. PPC je bil 100 % za oba MSI-visoka ¢lana

panela.

Preglednica 63 PPC testa TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje statusa MSI-visoko pri ¢lanih

zdruzenega tarénega panela

Povprecéna Odstotek pozitivhe

Clan panela ocena MSI' dolocitve (PPC) (%)
TPSBD4 60,5 36 100,0 (36/36)
TPSBD6 55,7 32 100,0 (32/32)
Vsi Clani 68 100,0 (68/68)

TPovprecna opazena ocena MSI, izraCunana iz opazovanih rezultatov testa.
3 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izracunan z metodo Wilsonove ocene.

95 % 122

(90,4,100,0)
(89,3,100,0)
(94,7,100,0)

Preglednica 64 prikazuje analizo komponent variance ocene MSI za vsak vir variacije in skupno variacijo pri

vseh €lanih panela, tarénih za status MSI-visok.

Preglednica 64 Analiza komponent variance ocene MSI za Clane panela, tarCne za status MSI-visok

SD dneva
Bk N Povpre¢na SD mesta SD operaterja (mesto, SD serije
ocena MSI (% KV) (mesto) (% KV) operater) (% KV)
(% KV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3) 0,0 (0)
TPSBD6 32 55,7 0,0 (0) 1,3(2) 1,0 (2) 0,8(1)
TMB

SD izvedbe Skupni SD
(% KV) (% KV)

2,1(3) 3,0 (5)
2,9 (5) 3,4 (6)

Za oceno ponovljivosti rezultatov TMB je bila izvedena kvantitativna analiza rezultata pri tar¢nih ¢lanih panela
TMB, ki so predstavljali razpon pri¢akovanih rezultatov TMB. Preglednica 65 prikazuje analizo komponent
variance rezultatov TMB za vsak vir variacije in skupno variacijo pri vseh ¢lanih panela TMB. Skupni SD za
rezultat TMB so bili 1,0 (% KV = 13) za enega ¢lana panela (povprecen rezultat TMB = 7,6) in 1,1 (% KV = 2) za

drugega Clana panela (povprecen rezultat TMB = 63,2).

Preglednica 65 Analiza komponent variance TMB za tarCne Clane panela TMB

SD dneva
&lan panela* N Povpre¢na SD mesta SD operaterja (mesto, SD serije
ocena TMB (% KV) (mesto) (% KV) operater) (% KV)
(% KV)
TPSBD3 28 7,6 0,2 (2) 0,0 (0) 0,8 (10) 0,0 (0)
TPSBD4 44 63,2 0,3(1 0,6 (1) 0,4 (1) 0,0 (0)

* Za enega Clana panela TMB je bilo Stevilo opazovanj premajhno (N = 2) za prilagoditev
tega €lana je bil skupni SD 1,7.
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Variante RNK

Preglednica 66 prikazuje PPC za taréne majhne variante RNK. PPC-ji so v razponu od 91,7 % za KIF5B-RET do
100 % za vecino variant RNK.

Preglednica 66 PPC testa TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje variant RNK v kombiniranih tarcnih

¢lanih panela

Raven Vrsta Povprecje
opazenih o Tarcéna varianta podpornih  PPC (%) (n/N) 95 % 123
. razli¢ice -

variant’ odditkov?

>3 x LoD Fuzija ACPP-ETV1 44,7 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Fuzija BCL2-IGHJ5 124,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Fuzija CD74- 56,6 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)

ROS1,GOPC

Fuzija EGFR-GALNT13 49,8 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Fuzija EML4-ALK 49,3 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Fuzija PAX3-FOXO1 70,1 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Fuzija SPIDR-NRG1 51,5 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)

~2-3 x LoD Fuzija DHX8;ETV4- 48,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)

STAT3

Fuzija ESR1-CCDC170 451 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Fuzija FGFR1-GSR 61,1 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Fuzija FGFR2-SRPK2 53,4 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Fuzija FGFR3-TACC3 53,5 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Fuzija HNRNPUL1-AXL 58,0 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Fuzija MKRN1-BRAF 33,4 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
Fuzija TMPRSS2-ERG 43,5 97,9 (47/48) (89,1, 99,6)

<2xLoD Fuzija KIF5B-RET 11,6 91,7 (44/48) (80,4, 96,7)
Fuzija RAF1-VGLL4 15,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)

>3 x LoD Spojitvena  EGFRII 64,0 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
varianta

~2-3 x LoD Spojitvena  preskok eksona 61,2 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
varianta 14 MET

T Raven variante, izracunana iz povprecja opazenih podpornih od¢itkov.

2 povpredje podpornih odcitkov, izradunano iz opazenih rezultatov testov.
3 Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja, izratunan z metodo Wilsonove ocene.
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illumina

PNC je bil 100 % za vsako tar¢no varianto RNK, razen za fuzijo FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60 % (984/988; 95 %

1Z: 98,96 % do 99,84 %).

Preglednica 67 prikazuje analizo komponent variance rezultatov podpornih od¢itkov za vsak vir variacije in
skupno variacijo pri vseh ¢lanih panela s tarénimi variantami RNK.

Preglednica 67 Analiza komponent variance podpornih od¢itkov za taréne variante RNK

Taréna varianta

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJS5
CD74-R0OS1;,GOPC
DHX8;ETV4-STAT3
EGFR-GALNT13
EML4-ALK
ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
KIFSB-RET
MKRN1-BRAF
PAX3-FOXO1
RAF1-VGLL4
SPIDR-NRG1
TMPRSS2-ERG

Spojitvena varianta
EGFR

Spojitvena varianta
s preskokom
eksona 14 MET

Natancnost znotraj laboratorija

N

46
46
48
46
46
48
46
46
48
48
48
48
48
48
46
48
48
46

48

Povprecje
podpornih
odcitkov

44,7
124,9
56,6
48,9
49,8
49,3
45,1
61,1
53,4
53,5
58,0
1,6
33,4
70,1
15,9
51,5
43,5
64,0

61,2

SD mesta
(% KV)

10,38 (23)
38,22 (31)
0,00 (0)
18,27 (37)
0,00 (0)
0,00 (0)
2,30 (5)
8,57 (14)
3,18 (6)
17,43 (33)
0,00 (0)
0,89 (8)
6,98 (21)
12,45 (18)
1,46 (9)
4,78 (9)
5,63 (13)
12,70 (20)

11,42 (19)

SD operaterja
(mesto) (% KV)

0,00 (0)
13,24 (1)
3,98 (7)
13,42 (27)
6,90 (14)
12,18 (25)
0,00 (0)
1,31(2)
10,90 (20)
0,00 (0)
12,15 (21)
0,00 (0)
8,19 (25)
10,79 (15)
1,52 (10)
0,00 (0)
8,81(20)
0,42 (1)

3,43 (6)

SD dneva
(mesto,
operater)
(% KV)

13,01 (29)
29,08 (23)
17,18 (30)
17,01 (35)
14,86 (30)
19,10 (39)
12,37 (27)
11,15 (18)
15,85 (30)
12,38 (23)
18,22 (31)
3,97 (34)
13,02 (39)
17,91 (26)
3,80 (24)
10,69 (21)
9,98 (23)
17,69 (28)

19,84 (32)

SD serije
(% KV)

5,90 (13)
9,51(8)
0,00 (0)
0,00 (0)
2,08 (4)
8,83 (18)
0,00 (0)
9,23 (15)
15,29 (29)
5,81 (11)
0,00 (0)
1,44 (12)
6,63 (20)
3,02 (4)
4,42 (28)
5,94 (12)
0,00 (0)
0,00 (0)

7,55 (12)

SD izvedbe
(% KV)

2,28 (5)
8,30 (7)
3,00 (5)
1,50 (3)
2,82 (6)
1,94 (4)
8,08 (18)
5,18 (8)
3,10 (6)
3,46 (6)
3,96 (7)
1,09 (9)
4,00 (12)
2,42 (3)
1,23 (8)
3,29 (6)
6,21 (14)
2,34 (4)

2,10 (3)

Skupni SD
(% KV)

17,80 (40)
51,39 (41)
17,89 (32)
28,38 (58)
16,75 (34)
24,39 (49)
14,95 (33)
17,65 (29)
24,97 (47)
22,42 (42)
22,26 (38)
4,45 (38)
18,58 (56)
24,65 (35)
6,32 (40)
13,54 (26)
15,73 (36)
21,90 (34)

24,43 (40)

Izvedeni sta bili dve $tudiji za oceno natanénosti znotraj laboratorija za TSO Comprehensive (EU). Studija 1je
ocenila fuzije NTRK in RET ter majhne variante DNK RET. Studija 2 je ocenila TMB in MSI.

Studija 1

Natancnost znotraj laboratorija so ocenili za fuzije NTRK1-3 (gliom manjSega stadija, multiformni glioblastom,
miofibroblastni sarkom, sekretorni rak dojke), fuzije RET (rak $&itnice in koZno tkivo neznanega raka) in majhne
variante DNK RET (medularni rak SCitnice) s tkivi FFPE iz navedenih rakov. Vsak vzorec je bil testiran na dveh
ravneh variant: ~1 x LoD (nizka raven variante) in ~2-3 x LoD (visoka raven variante), razen za vzorec, ki
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vsebuje CCDCG6-RET, ki je bil testiran samo na nizki ravni variante. Vsak vzorec na vsaki testni ravni je bil v
vsakem dogodku priprave knjiznice izveden v dvojnikih pri treh (3) operaterjih. Vsak operater je zaCel s pripravo
knjiznice na tri (3) nezaporedne zaCetne dneve in sekvenciral na treh (3) za to doloCenih instrumentih NextSeq
550Dx. Testirane so bile tri (3) serije reagentov, ki so ustvarile 54 opazanj na raven. Nekatere ravni so imele
manj kot 54 opazanj zaradi neveljavnih knjiznic.

Kvalitativha analiza

Kvalitativna skladnost doloCanja variant je bila ocenjena lo€eno za dve ravni variant za dano varianto iz
zdruzenih opazovanj za vse spremenljivke (operaterji, serije reagentov, instrumenti, dnevi in replikati). PPC-jiin
PNC-ji ter povezani dvostranski 95-odstotni interval zaupanja (Wilsonova ocena) so povzeti v Preglednica 68
(majhne variante DNK) in Preglednica 69 (fuzije RNK).

Na visoki ravni variant (~2-3 x LoD) je test TSO Comprehensive (EU) pokazal 100 % za PPC in PNC za vse
testirane variante.

Na nizki ravni variant (~1 x LoD) je PPC za majhne variante DNK znasal od 83,3 % do 98,1 %, PPC za fuzijo RNK
pa od 90,7 % do 100 %. Za variante s PPC < 95 % so bili povprec¢ni VAF (RET C634Y in RET D898_E901del) ali
podporni odCitki (NCOA4-RET in BCAN-NTRK1) pod ustreznimi mejami zaznavnosti. Na nizki stopnji variant je
bil dosezen 100-odstotni PNC za vse variante.

Preglednica 68 Kvalitativni rezultati za tarcne variante DNK

Raven Varianta Vrsta Povprecni PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
variante razlicice VAF 95 % 1Z 95 % 1Z
~1x LoD RET C634Y MNV 0,028 83,3 (45/54) 100,0 (215/215)
(71,3, 91,0) (98,2,100,0)
RET D898_ DELECIJA 0,048 87,0 (47/54) 100,0 (215/215)
E901del (75,6, 93,6) (98,2,100,0)
RET C618R SNV 0,045 94,4 (51/54) 100,0 (215/215)
(84,9, 98,1) (98,2, 100,0)
RET M918T SNV 0,042 96,2 (51/53) 100,0 (216/216)
(87,2, 99,0) (98,3, 100,0)
RET D631_ DELECIJA 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2,100,0)
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Raven . Vrsta Povpre€ni
. Varianta -

variante razliice VAF

~3 x LoD RET C634Y MNV 0,095
RET D898_ DELECIJA 0,088
E901del
RET C618R SNV 0,146
RET M918 SNV 0,078
RET D631_ DELECIJA 0,161

L633delinsE*

* Nukleotidne spremembe so navedene za vsako varianto v razdelku Meja zaznavnosti, razen za RET D631_L633delinsE, ki

je kromosom 10, polozaj 43609940, referenca ACGAGCT, alternativa A.
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PPC (%) (n/N)
95 % IZ

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 (%) (n/N)
95 % 1Z

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)
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Preglednica 69 Kvalitativni rezultati za tarCne fuzije RNK

Raven
variante

~1x LoD

Fuzija
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
LMNA-NTRK1
ETV6-NTRK2
ETV6-NTRKS
ETV6-NTRK3
(celi¢ne linije
FFPE)
KANK1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
KIF5B-RET

(vzorec 1)

KIF5B-RET
(vzorec 2)

Dokument §t. 200007789 v08

Povprecje
podpornih
odcitkov
20,2

221
12,2
20,3

16,2

231

13,5

13,3

18,7

17,3

17,3

PPC (%) (n/N)
95 % 1Z

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

94,4 (51/54)
(84,9,98,1)
98,1 (51/52)
(89,9,99,7)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

98,1 (53/54)
(90,2,99,7)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

90,7 (49/54)

(80,1, 96,0)

98,1 (53/54)
(90,2, 99,7)

95,4 (103/108)
(89,6, 98,0)

96,2 (51/53)
(87,2,99,0)
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illumina

PNC (%) (n/N)
95 % 1Z

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (539/539)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (537/537)
(99,3,100,0)

100,0 (591/591)
(99,4,100,0)

100,0 (430/430)
(99,1,100,0)
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Povprecje
Raven .. .
. Fuzija podpornih
variante Y.
odcitkov
~2-3 x LoD TPM3-NTRK1 571
BCAN-NTRK1 53,2
LMNA-NTRK1 35,1
ETV6-NTRK2 52,0
ETV6-NTRK3 41,7
ETV6-NTRK3 28,3
(FFPE celi¢na
linija)
KANK1-NTRK3 39,2
NCOA4-RET 24,8
CCDC6-RET Ni na voljo
KIF5B-RET 43,8
(vzorec 1)
KIF5B-RET 44,6
(vzorec 2)

Kvalitativha analiza

PPC (%) (n/N)
95 % I1Z

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

99,0 (103/104)
(94,8, 99,8)

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)

Ni testirano

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

100,0 (53/53)
(93,2,100,0)

illumina

PNC (%) (n/N)
95 % IZ

100,0 (481/481)
(99,2,100,0)

100,0 (535/535)
(99,3,100,0)
100,0 (431/431)
(99,1,100,0)
100,0 (535/535)
(99,3,100,0)

100,0 (481/481)
(99,2,100,0)

100,0 (535/535)
(99,3,100,0)
100,0 (481/481)
(99,2,100,0)
100,0 (589/589)
(99,4,100,0)

100,0 (428/428)
(99,1,100,0)

Za oceno celotne variacije osnovne zvezne spremenljivke (VAF za majhne variante DNK in podporni od¢itki za
fuzije RNK) in oceno komponent natancnosti [standardna deviacija (SD), koeficient variacije (KV)] za vsak vir
variacije [operaterji, instrumenti, dnevi, serije reagentov, ostalo in skupni seStevek] je bila izvedena analiza
komponent variance z omejeno najvecjo verjetnostjo (REML). Rezultati za majhne variante DNK so predstavljeni

v Preglednica 70. za fuzije RNK pa v Preglednica 71.

Variacija VAF se je povecala s povprecjem, kot je priCakovano pri binomskem delezu. Variacija v podpornih
odcitkih se je povecala s povprecjem, kot je pricakovano pri podatkih Stetja. Preostala komponenta je najvec
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illumina

prispevala k skupni varianci za majhne variante DNK in fuzije RNK na obeh ravneh, kar podpira sklep, da je

zaznavanije teh variant s testom TSO Comprehensive (EU) robustno glede na operaterje, serije, instrumente in

dneve.

Preglednica 70 Kvantitativni rezultati SD in KV za taréne majhne variante DNK

Raven VAF

~1x LoD

~3 xLoD

Raven
podpornih
odcitkov

~1x LoD

Varianta

RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsk

RET D898_
E9O1del

RET C618R

RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Fuzija

TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1

LMNA-
NTRK1

ETV6-NTRK2
ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3
(celi¢na linija)
KANK1-
NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

KIF5B-RET
(vzorec 1)

D
Vrsta N veljavnih  Povprecni operateria instrjmenta SD serije
razli¢ice  poskusov VAF P ) (% KV)
(% KV) (% KV)

DELECIJA 54 0,048 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
SNV 54 0,046 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
SNV 53 0,042 0,000 (0,0) 0,001(3,0) 0,000 (0,0)
MNV 54 0,028 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(3,3)

DELECIJA 54 0,056 0,000 (0,0) 0,002(3,0) 0,006 (11,6)

DELECIJA 54 0,088 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(1,4)
SNV 54 0,146 0,003 (1,7) 0,000 (0,0) 0,020

(13,7)
SNV 52 0,078 0,002 (3,1 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
MNV 54 0,095 0,000 (0,0) 0,002(2,5) 0,002 (2,1)
DELECIJA 52 0,164 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,005 (3,0)
Preglednica 71 Kvantitativni rezultati SD in KV za tar¢ne fuzije RNK
N veljavnih ;:;Eroer?ii SD operaterja instrjraenta SD serije
k % KV % KV
POSKUSOV- 4 gcitkov (% Kv) (% KV) (% kv
54 20,2 2,33(12) 0,94 (5) 3,31 (16)
54 221 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8)
52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13)
54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21)
54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13)
54 23,1 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0)
54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8)
54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0)
54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29)
108 17,3 2,11 (12) 2,50 (14) 2,89 (17)
53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21)

KIF5B-RET
(vzorec 2)
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SD dneva
(% KV)

0,004 (8,7)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,006 (7,0)

0,002 (1,1)

0,007 (9,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

SD dneva
(% KV)
0,83 (4)
0,00 (0)
0,00 (0)

0,00 (0)
0,00 (0)
0,00 (0)

0,00 (0)

1,67 (13)
0,00 (0)
3,52 (20)

2,41(14)

Preostala SD
(% KV)

0,014 (30,0)

0,014 (31,3)
0,011 (25,6)
0,009 (30,7)
0,010 (18,5)

0,017 (19,2)

0,018 (12,6)

0,018 (23,1)
0,014 (15,0)
0,020 (12,1)

Preostala SD
(% KV)
5,70 (28)
6,03 (27)
4,74 (39)

8,30 (41)
4,65 (29)
6,73 (29)

4,22 (31)

5,09 (38)
6,17 (33)
7,09 (41)

5,95 (34)

Skupni SD
(% KV)

0,015 (31,2)

0,014 (31,3)
0,011 (25,7)
0,009 (30,9)
0,012 (22,0)

0,018 (20,5)

0,027 (18,7)

0,020 (25,0)
0,015 (15,3)
0,020 (12,4)

Skupni SD
(% KV)
7,10 (35)
7,28 (33)
5,33 (44)

9,90 (49)
6,10 (38)
8,21(36)

4,42 (33)

5,61(42)
8,30 (44)
9,04 (52)

8,52 (49)
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R P Cj sD
podapvoer:ih = N veljavnih p;);g;er?ii SD operaterja Inetrimenta SD serije SD dneva PreostalaSD  Skupni SD
k % KV % KV % KV % KV % KV
odcitkov poskusov odcitkov ( ) (% KV) ( ) ( ) ( ) ( )
2-3xLoD TPM3-NTRK1 54 571 11,21 (20) 1,18 (2) 5,68 (10) 2,03 (4) 11,86 (21) 17,44 (31)
BCAN-NTRK1 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (11) 2,89 (5) 11,34 (21) 15,37 (29)
LMNA- 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11 (23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 5,72 (11) 12,91 (25) 16,31 (31)
ETV6-NTRK3 54 41,7 7,16 (17) 0,40 (1) 6,40 (15) 0,00 (0) 10,74 (26) 14,41 (35)
ETV6-NTRK3 54 28,3 7,93 (28) 1,02 (4) 0,00 (0) 0,00 (0) 9,05 (32) 12,08 (43)
(celi¢na linija)
KANK1- 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
NTRK3
NCOA4-RET 54 24,8 3,05 (12) 0,00 (0) 5,92 (24) 0,00 (0) 6,78 (27) 9,50 (38)
KIF5B-RET 54 43,8 4,15 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
(vzorec 1)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (1) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41 (28) 19,90 (45)
(vzorec 2)

Studija 2

Za TMB in MSI je bila ocenjena natan¢nost znotraj laboratorija. Za ocenjevanje natanénosti na razli¢nih ravneh v
celotnem razponu ocen so uporabili pet vzorcev DNK NSCLC FFPE za TMB in sedem vzorcev CRC FFPE za MSI,
vklju€no z MS-stabilnimi in MSI-visokimi. Vsak vzorec je bil analiziran v dvojniku s tremi (3) operateriji, tri (3) dni,
s tremi (3) pripravami knjiznic za tri (3) serije reagentov z uporabo treh instrumentov NextSeq 550Dx, kar je
ustvarilo 54 opazovanj na raven.

Kvalitativna skladnost je bila ocenjena glede na status MSI. Test TSO Comprehensive (EU) je pokazal 100-
odstotno skladnost za odstotek pozitivnih in odstotek negativnih dolocitev za status MSI. Za TMB test TSO
Comprehensive (EU) poroca oceno TMB; kvalitativna skladnost ni veljavna.

Skupna variacija ocen TMB in MSI, skupaj s prispevkom po viru (instrumenti, operateriji, serije, dnevi in ostalo), je
bila kvantificirana z uporabo modela komponent variance v razli¢nih ocenah. Standardna deviacija (SD) in
koeficient variacije (KV) sta predstavljena v Preglednica 72 za TMB in Preglednica 73 za MSI po ravneh.
Nekatere ravni so imele manj kot 54 opaZzanj zaradi neveljavnih knjiznic.

Preglednica 72 SD in KV kvantitativhe ocene TMB

Raven Povpre¢na N veljavnih SD operaterja  SD instrumenta SD serije SD dneva Preostala SD Skupna SD
ocena TMB poskusov (% KV) (% KV) (% KV) (% KV) (% KV) (% KV)
L1 0,3 52 0,00 (0) 0,06 (23) 0,00 (0) 0,08 (30) 0,40 (146) 0,41 (1517)
L2 8,4 53 0,00 (0) 0,14 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,71(8) 0,73 (9)
L3 151 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,20 (1) 0,00 (0) 1,16 (8) 1,18 (8)
L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
L5 42,3 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)
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Preglednica 73 SD in KV kvantitativhe ocene MSI

Povpre¢na L . SD "
Status MSI Raven ocena MSI N veljavnih  SD operaterja instrumenta SD serije SD dneva PreostalaSD  Skupna SD
poskusov (% KV) (% KV) (% KV) (% KV) (% KV)
(%) (% KV)
MS-stabilen L1 0,80 53 0,35 (43) 0,00 (0) 0,15 (18) 0,00 (0) 0,52 (66) 0,64 (81)
L2 5,90 53 0,47 (8) 0,00 (0) 0,84 (14) 0,00 (0) 1,26 (21) 1,58 (27)
MSI-visoka L3 48,68 53 0,19 (0) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,19 (2) 2,48 (5) 2,76 (6)
L4 56,85 54 1,66 (3) 0,00 (0) 1,92 (3) 0,00 (0) 3,07 (5) 3,98 (7)
L5 72,62 54 0,00 (0) 0,47 (1) 0,34 (0) 0,62 (1) 1,28 (2) 1,54 (2)
L6 75,29 54 0,00 (0) 0,42 (1) 0,09 (0) 0,00 (0) 1,46 (2) 1,52 (2)
L7 78,38 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,45 (1) 0,95 (1) 1,06 (1)

Variacije v ocenah TMB se povecujejo s povprec€jem, kot je priCakovano iz teoreti¢nih porazdelitev podatkov o
Stevilu. Razlike v ocenah MSI za ravni blizu ocene MSI = 50 so vecje od variacije rezultatov MSI, ki so blizje 0 ali
100, kar je v skladu s spremenljivostjo teoreti¢nih porazdelitev podatkov o delezZih. Preostala komponenta je
ostala najved;ji prispevek k skupni varianci za ocene MSI in TMB, kar podpira sklep, da so ocene robustne za
operaterje, serije, instrumente in dneve. Vendar sta tako MSI kot TMB kompleksna bioloSka oznalevalca,
analiti¢na ucinkovitost pa se lahko razlikuje od vzorca do vzorca. To pomeni, da je variacija TMB odvisna ne
samo od vrednosti TMB, temve¢ tudi od sestave variant v vzorcu, kot so vrsta variante (SNV, indel) in raven VAF
(blizina meje vkljucitve). Podobno je variacija MSI odvisna ne le od vrednosti MSI, temvec tudi od sestave mest v
vzorcu, kot je Stevilo nestabilnih mest in pomen nestabilnosti na mesto.

Vrednosti C5 in C95 okoli mejne vrednosti 20,00 % so bile za MSI dolo¢ene s profilom natanénosti (Preglednica
74).
Preglednica 74 Interval C5-C95 za MSI

Ocena C5 Cc95

MSI 1717 % 23,32 %

Ocenjen je bil vpliv vsebnosti tumorja na rezultate TMB in MSI. Za veCino vzorcev je imela vsebnost

tumorja = 30 % zanemarljiv vpliv na ocene TMB nad priblizno 10 mutacij na megabazo. Ocene TMB so ostale
relativno nespremenjene z narascajocCo vsebnostjo tumorja. Pri MSI-visokih vzorcih je vsebnost tumorja
pokazala pozitivno, linearno korelacijo z oceno MSI. MSI-visoki vzorci so ostali v povprecju MSI-visoki, ko je bila
vsebnost tumorja = 30 %. Vzorci endometrija so se obnasali izrazito drugace kot druge vrste tkiv in ugotovili so,
da potrebujejo vecjo koli¢ino vsebine tumorja, da bodo dolo¢eni kot MSI-visoki.

Tocénost profiliranja tumorja
Zaznavanje variant s testom TSO Comprehensive (EU) so primerjali z rezultati referenénih metod. Majhne
variante DNK in TMB so primerjali z zunanjo validirano metodo NGS celotnega eksoma. Pomnozitve genov so

primerjali z isto metodo NGS za celotni eksom ali validirano metodo dvojne hibridizacije in situ (DISH) za
pomnozitve HER2. MSI so ocenjevali s potrjenim testom MSI-PCR. Spojitvene variante RNK so primerjali z
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validirano kvantitativnho metodo PCR (qPCR). Fuzije ROS1 in ALK so primerjali z validiranimi testi FISH. Vse druge
fuzije so primerjali s kompozitno metodo, sestavljeno iz validiranega testa NGS za celotne eksome RNK
(RNGS1), tarénega panela NGS (RNGS2) in kapljine digitalne PCR (ddPCR).

Zaznavanje majhnih variant DNK

Zaznavanje majhnih variant DNK s testom TSO Comprehensive (EU) so primerjali z rezultati sekvenciranja
celotnih eksomov (WES), ki uporablja WES z ujemajo&imi se pari normalnih vzorcev tumorja za dolo¢anje
majhnih variant zarodne linije in somatskih. Primerjava med majhnimi variantami iz variant posameznega
nukleotida (SNV), insercij in delecij, je temeljila na 124 vzorcih iz 14 razli¢nih vrst tkiva, ki so veljale tako za TSO
Comprehensive (EU) kot tudi za WES. Test TSO Comprehensive (EU) lahko zazna multinukleotidne variante
(MNV-ji, 2-3 bp), ki zahtevajo faziranje, test WES pa jih ne more. TSO Comprehensive (EU) MNV-ji so bili
ocenjeni kot posamezni SNV glede na WES. Povzetek skladnosti na ravni variante, vklju¢no z odstotkom
pozitivhega ujemanja (PPA) in odstotkom negativnega ujemanja (NPA) za vse doloditve variant, je prikazan v
Preglednica 75.

Preglednica 75 Povzetek skladnosti za dolocCitve majhnih variant, ocenjene s statusom zarodne linije ali
somatske

Dolo¢eno kot somatsko Dolo¢eno kot zarodna
Ni dolo¢eno z WES

z WES linija z WES
Dolo¢eno z TSO 382 33.163 426
Comprehensive
(EU)
Ni dolo¢eno z TSO 69 61 70.000.481
Comprehensive
(EU)
Skupno 451 33.224 70.000.907
Odstotek ujemanja PPA: PPA: NPA:

85 % (382/451), >99 % (33.163/33.224) >99%

95 % 1Z: [81 %, 87 %] 95 % 12:199,8 %, 99,9 (70.000.481/70.000.907)

%] 95 % 1Z: [99,999 %,

99,999 %]

Skupno je TSO Comprehensive (EU) dolocil 426 variant, ki niso bile zaznane z metodo WES. Dvesto §tiri (48 %)
teh variant je imelo frekvenco variantnega alela pod pragom za dolo¢anje z metodo WES. Od preostalih
potencialno lazno pozitivnih variant so bili dokazi o dolocitvi variante z metodo WES z nizko podporo. Prav tako
so imele Stevilne variante zelo nizke dokaze z WES v ujemajoCih se normalnih vzorcih. Ta rezultat kaze, da so
bile te variante v tumorju spregledane z WES zaradi kontaminacije s tumorjem v normalnem.
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Zaznavanje mutacijskega bremena tumorja

Skladnost TMB je bila dolo€ena s primerjavo ocene TMB (somatske mutacije/megabaza) med metodo WES in
TSO Comprehensive (EU) za 124 vzorcev z razpolozljivimi podatki tako za TSO Comprehensive (EU) kot tudi za

WES. Linearna regresijska analiza z WES kot napovedovalcem je imela presecisce y 2,53, naklon 0,89 in
Pearsonov korelacijski koeficient 0,94 (Slika 3).

Slika 3 Korelacije ocene TMB med metodama WES in TSO Comprehensive (EU)
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Zaznavanje pomnozitve genov

Zaznavanje pomnozitve genov s testom TSO Comprehensive (EU) so primerjali z rezultati istega testa WES, pri
¢emer so bili uporabljeni ujemajoci se pari tumor-normalno tkivo ali samo tumorski vzorci. Skupno je bilo 420
vzorcev, od katerih so pri 183 uporabili ortogonalno metodo tumor-normalnega tkiva, pri 237 pa metodo samo s
tumorskimi vzorci. Od 420 vzorcev je bilo za Studijo izbranih 50 vzorcev, ki so bili pozitivni na pomnozitev s
testom TSO Comprehensive (EU) ali predhodnim testom. UspeSnost za te karakterizirane vzorce je bila
prilagojena z uporabo povpreéne prevalece fuzij. Zdruzena uspesnost za karakterizirane in nekarakterizirane
vzorce je bila izratunana kot povprecje, tehtano z inverzno varianco. Vzorci so bili iz 14 vrst tkiv in so vsebovali
pomnozitve iz 55 genov. TSO Comprehensive (EU) poro¢a o pomnozitvah genov iz genov MET in ERBB2.
Tocnost je bila ocenjena za vseh 55 genov. Povzetek dolocitev za pomnozitev genov je prikazan v Preglednica
76.
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Preglednica 76 Povzetek skladnosti za pomnozitve genov
PPA (95 % 1Z*) NPA (95 % 1Z*)
88,80 % (84,61,92,43) 99,02 % (98,93, 99,12)

* Interval zaupanja, izraCunan s korakom ponovnega vzorcenja (bootstrap).

Pomnozitve ERBB2 (HERZ2) v tkivih Zelodca in dojke so analizirali lo€eno od drugih pomnozitev genov z metodo
dvojne hibridizacije in situ (DISH) Skupno je bilo testiranih 116 vzorcev dojke in Zelodca, od katerih je bilo 64
predhodno oznacenih kot HER2-pozitivnih z metodo IHC ali FISH. En vzorec ni bil uspeSno ekstrahiran, 4 vzorci
niso bili veljavni za TSO Comprehensive (EU), 3 vzorci pa niso bili veljavni za test DISH. Od 108 vzorcev jih je 20
(18,5 %) imelo mejne ocene (med 1,5 in 2,5) blizu mejne vrednosti DISH 2,0. Rezultati skladnosti, vklju¢no s PPA,
NPA za vse vzorce in brez mejnih primerov HER2 DISH, so prikazani v Preglednica 77.

Preglednica 77 Povzetek skladnosti med testoma TSO Comprehensive in HER2 DISH, vklju¢no za
pomnozitev gena HER2

Pomnozitev gena HER2 Pomnozitev HER2 z Brez pomnozitve HER2 z
Vsi (dojka in zelodec) DISH DISH
Pozitivno pri TSO Comprehensive (EU) 17 (vklju€no z 1 mejnim) 13 (vklju¢no z 1 mejnim)
Negativno pri TSO Comprehensive (EU) 10 (vklju€no s 6 mejnimi) 68 (vklju¢no z 12 mejnimi)
Odstotek ujemanja, vklju¢no z mejnimi PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)
primeri 95 % 1Z:[44 %, 78 %] 95 %1Z:[74 %, 90 %]
Odstotek ujemanja brez mejnih primerov PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)

95 % 1Z: [58 %, 92 %] 95 % 1Z:[72 %, 90 %]

Zaznavanje mikrosatelitne nestabilnosti

Zaznavanje mikrosatelitne nestabilnosti s testom TSO Comprehensive (EU) so primerjali z rezultati validiranega
testa MSI-PCR, ki za testiranje uporablja ujemajoce se pare tumor—-normalni vzorec. Primerjali so skupno 195
vzorceyv, ki so izpolnjevali zahtevo po vsebnosti tumorja = 30 % (za status MS-stabilen) in so predstavljali 14
vrst tkiva. MSI-PCR ocenjuje 5 mest in ima 3 izide — MSI-stabilen (brez nestabilnih mest), MSI-majhen (eno
nestabilno mesto) in MSI-velik (dve ali ve€ nestabilnih mest). TSO Comprehensive (EU) ocenjuje do 130
mikrosatelitnih mest in razvr$¢a vzorce le kot MS-stabilen ali MSI-velik (= 20 % nestabilnih mest). I1zidi MSI-
majhen so bili za MSI-PCR zdruzeni z izidi MS-stabilen. Analiza skladnosti je prikazana v Preglednica 78.
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Preglednica 78 Povzetek analize skladnosti med testom TSO Comprehensive (EU) in MSI-PCR za
mikrosatelitno nestabilnost DNK

Stanje MSI MSI-velik s PCR MSI-majhen s PCR  MSI-stabilen s PCR
Nestabilen s testom TSO Comprehensive 41 2 0
(EU)
(MSI-velik)
Stabilen s testom TSO Comprehensive 3 0 150
(EU)
(MS-stabilen)
Skupno 44 2 150
Odstotek ujemanja PPA: 93 % (41/44) NPA: 99 % (150/152)

95 % 1Z: [82 %, 95 % 1Z:[95 %, > 99 %]

98 %]

Zaznavanje spojitvenih variant RNK

Natancnost zaznavanja spojitvenih variant je bila izraCunana s primerjavo rezultatov TSO Comprehensive (EU) s
testi qPCR za preskok eksona 14 EGFRvlIl in MET, vklju€no z eno znano pozitivno RNK za vsako od spojitvenih
variant. Analiza skladnosti je bila izvedena na skupno 230 edinstvenih FFPE vzorcih RNK iz 14 vrst tkiv z
razpolozljivimi podatki tako z TSO Comprehensive (EU) kot tudi z referenéno metodo. Vsi vzorci so bili testirani
za preskok eksona 14 MET, EGFRuvIII pa je bil testiran samo v mozganskem tkivu. Trije vzorci, z metodo gPCR
doloceni kot pozitivni za preskok eksona 14 MET, s testom TSO Comprehensive (EU) pa ne, so imeli povpre€ni
Ct > 37 in so bili pod ravnjo LoD testa TSO Comprehensive (EU). Preglednica 79 povzema rezultate Studije
skladnosti.

Preglednica 79 Povzetek analize skladnosti med testom TSO Comprehensive (EU) in testom gqPCR za
spojitvene variante RNK

Spojitvene variante RNK Pozitivno s qPCR Negativno s qPCR
Pozitivnho z TSO Comprehensive (EU) 3 0
(EGFRuvIII)
Negativno pri TSO Comprehensive (EU) 0 13
(EGFRuvIII)
Pozitivno pri TSO Comprehensive (EU) 1 0
(preskok eksona 14 MET)
Negativno pri TSO Comprehensive (EU) 3 217
(preskok eksona 14 MET)
Skupno 7 230
Odstotek ujemanja PPA: NPA
57 % (4/7) 100 % (230/230)
95 % 1Z: [25 %, 84 %] 95 % 1Z: [98 %, 100 %)
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Zaznavanje fuzije RNK

Primerjava s kompozitno metodo

Fuzije TSO Comprehensive (EU) so primerjali s kompozitno metodo, sestavljeno iz sekvenciranja celotnih
eksomov RNK z uporabo panela NGS (RNGS1), taréne NGS panela fuzije (RNGS2) in kapljicne digitalne PCR
(ddPCR).

Metoda RNGS1 se prekriva z vsemi geni, za katere lahko test TSO Comprehensive (EU) zazna fuzije. Vendar je
bila meja zaznavnosti metode RNGS1 4-8 x vecja od meje zaznavnosti TSO Comprehensive (EU) na podlagi
Stevila podpornih odg&itkov, opazenih v prekrivajocih se dolocitvah fuzije. Zato je bila z metodo WES (RNGS1)
uporabljena kompozitna metoda z dvema dodatnima metodama z vecjo obcutljivostjo, vendar z manj Sirine za
fuzije.

Skupaj je bilo z RNGS1 testiranih 255 edinstvenih vzorcev RNK, ki predstavljajo 14 vrst tkiv in z uspesnimi
metrikami testa TSO Comprehensive (EU). Dva vzorca sta bila neveljavna za vzorec KK RNGS1 in izkljuena iz
dodatne analize. Od 82 fuzij, ki jih je dolocil test TSO Comprehensive (EU), so bili 4 izkljuCeni iz vrednotenja
zaradi neuspesne KK vzorca RNGS1, 7 dodatnih fuzij pa ni bilo mogoce dolociti zaradi odsotnosti tar v panelu
RNGS1. Od preostalih 71 fuzij, doloCenih s testom TSO Comprehensive (EU), je RNGS1 potrdil 9 fuzij. RNGS1 je
dolocil 4 fuzije, ki jih ni dologil test TSO Comprehensive (EU).

0Od 62 fuzij, ki so bile pozitivne s testom TSO Comprehensive (EU) in jih RNGS1 ni zaznal, se jih je 13 prekrivalo in
jih je potrdil RNGS2. Eno fuzijo je doloCil RNGS2, test TSO Comprehensive (EU) pa ne.

Nato je bila uporabljena kapljicna digitalna PCR za fuzije, doloCene s testom TSO Comprehensive (EU), ki niso
bile dolo¢ene ali jih RNGS1 ne more dolociti, in jih RNGS2 ne more oceniti (49). Poleg tega je bil ddPCR
uporabljen za ponovno oceno 2 od 4 lazno negativnih fuzij za test TSO Comprehensive (EU) zRNGS1in 2 od 9
skladnih fuzij za test TSO Comprehensive (EU) in RNGS1. Za zagotovitev specifi¢nosti je bilo v testiranje
vsakega pozitivnega fuzijskega vzorca vklju€enih pet vzorcev z negativnim rezultatom fuzije. Osemnajst fuzij ni
bilo testiranih z ddPCR zaradi nezmoznosti oblikovanja zaetnih oligonukleotidov/sond, ve¢ genskih partnerjev
za fuzijo ali nezadostnega preostalega materiala FFPE. Za ddPCR so bili zaCetni oligonukleotidi in sonde
zasnovani glede na opazene prelomne tocke v testu TSO Comprehensive (EU).

Skupaj je metoda ddPCR zaznala 52 fuzij, od tega jih je 41 dologil test TSO Comprehensive (EU) vendar jih ni
dologil ali niso dolocljive z RNGS1. Devet fuzij je bilo dolo¢enih z ddPCR, vendar negativnih s testom TSO
Comprehensive (EU) ali z RNGS1. Dve pozitivni fuziji z ddPCR sta potrdili 2 skladni fuziji za test TSO
Comprehensive (EU) in RNGS1. Z ddPCR ni bilo zaznane fuzije pri dveh ponovno ocenjenih s testom TSO
Comprehensive (EU) lazno negativnih rezultatih z RNGS1. Vendar sta bila ta rezultata na podlagi primerjave z
RNGS1 Steta kot lazno negativna.

Od 255 vzorcev je bilo za Studijo izbranih 35 vzorcev, ker so bili pozitivni na fuzijo s testom TSO Comprehensive
(EU) ali predhodnim testom. Uspesnost za te karakterizirane vzorce je bila prilagojena z uporabo povprecne
prevalece fuzij. ZdruZena uspesnost za karakterizirane in nekarakterizirane vzorce je bila izracunana kot
povprecje, tehtano z inverzno varianco. Rezultati kompozitne skladnosti za fuzije so prikazani v Preglednica 80.

Dokument §t. 200007789 v08 127 0od 139

SAMO ZA DIAGNOSTICNO UPORABO IN VITRO. SAMO ZA 1ZVOZ.



Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

66 fuzij (54 edinstvenih fuzij), skladnih s kompozitno metodo, je predstavljalo 43 genov v panelu TSO
Comprehensive (EU). Vendar pa so fuzije primerne za do poroc€anje le iz 23 genov, navedenih v Preglednica 80.
Preglednica 80 Povzetek skladnosti za fuzije RNK

PPA (95 % 1Z*) NPA (95 % 1Z*)

80,38 % (64,20, 92,32) 99,96 % (99,94, 99,98)

* Interval zaupanja, izraCunan s korakom ponovnega vzorcenja (bootstrap).
Primerjava z metodo FISH za fuzije ROS1in ALK

Z metodo FISH je bilo testiranih petindvajset vzorcev NSCLC tako za fuzijo ROS1 kot tudi za fuzijo ALK, pet
dodatnih vzorcev NSCLC pa za ROS1 fuzijo. Osem vzorcev niimelo rezultata z metodo FISH za ROS1 zaradi
neustreznega tkiva. Dve fuziji ROS1in eno ALK sta zaznala tako TSO Comprehensive (EU) kot tudi FISH.
Neskladnih rezultatov niso opazili. Preglednica 81 povzema rezultate skladnosti metod TSO Comprehensive
(EU) in FISH za fuzije ROS1in ALK.

Preglednica 81 Povzetek rezultatov skladnosti metode TSO Comprehensive (EU) in FISH za fuzije ROS1in
ALK

ALK+ROS1 Pozitivho z metodo FISH Negativho z metodo FISH
Pozitivno z TSO Comprehensive (EU) 3 0
Negativno z TSO Comprehensive (EU) 0 44
Skupno 3 44
Odstotek ujemanja PPA:100 % (3/3) NPA 100 % (44/44)
95 % 1Z: [44 %, 100 %] 95 % 1Z: [92 %, 100 %]
Veljavnost vzorca

Veljavnost vzorca (prvi poskus) so izmerili za 181 edinstvenih vzorcev RNK in 272 edinstvenih vzorcev DNK iz
blokov FFPE, starih < 5 let. Ti vzorci so biliizbrani na podlagi vrste tkiva in razpolozljivega materiala; veljavnost
testa ni bila znana. Metrika KK za knjiznico mora biti uspesna, da se vrsta variante Steje za veljavno. Veljavnost
vzorca je bila ocenjena lo¢eno za vsako od variant (majhne variante DNK/TMB, MSI, pomnozitve genov,
fuzije/spojitvene variante) in so prikazane v Preglednica 82. Predvideno je dodatno zmanjSanje veljavnosti MSI
za 1 % za bloke FFPE starosti < 2 leti zaradi poSiljanja reagenta.
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Preglednica 82 Veljavnost vzorca

Vrsta razlicice Veljavnost vzorca
Fuzije/spojitvene variante 76 %

(RNK)

Majhne variante DNK/TMB 75 %

MSI 72 %

Pomnozitev gena 94 %

Povzetek analitiCne validacije za zahtevke tumorskega
profiliranja.

Na podlagi podatkov o0 meji zaznavnosti, natancnosti, ponovljivosti in to¢nosti je TSO Comprehensive (EU)
analiti¢no validiran za naslednje:

* Majhne variante DNK - SNV-ji, MNV-ji, insercije in delecije.

* TMB

e MSI

* Pomnozitve genov MET in ERBB2 (HER2) (glejte Preglednica 2).

* 23 genov, za katere je mogocCe zaznati fuzijo (glejte Preglednica 2).

* Spojitvene variante EGFR in MET (glejte Preglednica 2).

Klinicha ucinkovitost NTRK

Za validacijo testa TSO Comprehensive (EU) kot spremljevalne diagnostike (CDx) za izbiro bolnikov za
zdravljenje z zdravilom VITRAKVI (larotrektinib) so bili testirani vzorci bolnikov, vklju¢enih v klini€¢na preskusanja
z larotrektinibom (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687, ki se skupaj imenujejo
vzorci iz preskuSanja z larotrektinibom) s prese¢nim datumom za podatke 15 JUL 2019, dopolnjeni s
komercialno pridobljenimi vzorci tkiva FFPE, da bi podprli Studijo natan¢nosti testa TSO Comprehensive (EU) in
klini¢no premostitveno Studijo.

NCT02122913 je bila multicentri¢na, odprta Studija faze 1 s povecevanjem odmerka pri odraslih bolnikih z
napredovalimi ¢vrstimi tumorji (vsi udelezenci), ki niso imeli raka, pozitivhega na fuzijo NTRK. Po delu Studije, v
katerem se je odmerek poveceval, so uvedli povecanje odmerka pri bolnikih z dokumentiranim rakom,
pozitivnim na fuzijo NTRK, in pri bolnikih, za katere je raziskovalec menil, da bi jim lahko koristil visoko selektiven
zaviralec TRK. NAVIGATE NCT02576431 je multicentri¢na, odprta Studija koSare faze 2 tipa ,kosara” pri
bolnikih, starih 12 let in ve¢, z rekurentnimi napredovalimi ¢vrstimi tumorji z dokumentirano fuzijo NTRK, ki jo je
ocenil zunanji laboratorij. SCOUT NCT02637687 je multicentri¢na, odprta Studija v teku faze 1/2 pri pediatri¢nih
bolnikih, starih od rojstva do 21 let, z napredovalimi ¢vrstimi tumoriji ali primarnimi tumorji centralnega zivénega
sistema (CNS).
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Od bolnikov, pozitivnih na fuzijo NTRK, vklju¢enih v $tudijo testa TSO Comprehensive (EU), jih je 164 tvorilo
razSirjeni primarni nabor za oceno ucinkovitosti larotrektiniba (ePAS4).

Studija natanénosti za zaznavanje fuzij NTRK1, NTRK2, NTRK3

Natancnost testa TSO Comprehensive (EU) za zaznavanje fuzij NTRK (NTRK1, NTRK2 ali NTRK3) pri bolnikih s
¢vrstimi tumoriji je bila dokazana z ocenjevanjem skladnosti rezultatov fuzije NTRK med testom TSO
Comprehensive (EU) in validirano ortogonalno metodo na podlagi NGS.

Izvedena je bila retrospektivna, neintervencijska Studija. Vzorci preskusanja larotrektiniba in dodatni vzorci so
bili testirani s testom TSO Comprehensive (EU) na enem zunanjem mestu in z ortogonalno metodo v osrednjem
laboratoriju. Natan¢nost dolocitev fuzije NTRK za test TSO Comprehensive (EU) je bila ocenjena glede na
ortogonalno metodo. IzraCunani so bili pozitivni odstotek ujemanja (PPA), negativni odstotek ujemanja (NPA) in
povezani dvostranski 95-odstotni intervali zaupanja (Cl).

Testiranih je bilo 516 vzorcev s testom TSO Comprehensive (EU) in/ali z ortogonalno metodo. Od teh vzorcev je
bilo 499 testiranih z obema metodama. Sedemnajst od 516 vzorcev ni bilo testiranih z enim od testov zaradi
neuspesne ekstrakcije, neznanega razloga (za ortogonalno metodo) ali odstopanja od protokola. Od 499
vzorceyv, testiranih po obeh metodah, je bilo 170 (34,1 %) vzorcev larotrektiniba in 329 (65,9 %) dodatnih
vzorcev.

V Preglednica 83 je prikazana navzkrizna tabela rezultatov za 499 vzorcev. Od 499 vzorcev je imelo 85 vzorcev
neveljavne rezultate testa TSO Comprehensive (EU). Od teh 85 jih je imelo 53 tudi neveljavne rezultate
ortogonalne metode. Dodatnih sedem vzorcev je imelo neveljavne rezultate ortogonalne metode. Tako je 407
od 499 vzorcev imelo veljavne rezultate z obema metodama.

Preglednica 83 étudija natancnosti NTRK: Navzkrizna tabela rezultatov TSO Comprehensive (EU) v
primerjavi z rezultati ortogonalne metode za zaznavanje fuzije NTRK

Rezultat ortogonalne metode

Rezultat testa TSO Pozitivho za Negativno za

Comprehensive (EU) fuzijo NTRK fuzijo NTRK Neveljavno Skupno
Pozitivno za fuzijo NTRK 114 16 1 131
Negativno za fuzijo NTRK 4 273 6 283
Neveljavni* 4 28 53 85
Skupno 122 317 60 499

* neveljavni rezultati testa TSO Comprehensive (EU) izhajajo z ravni vzorcev in izvedb.

Analize ujemanja, razen in vkljuéno z neveljavnimi rezultati testa TSO Comprehensive (EU), so prikazane v
Preglednica 84. Brez neveljavnih rezultatov testa TSO Comprehensive (EU) je bil PPA 96,6 % (114/118; 95 %
1Z: 91,5 %—99,1 %) in NPA 94,5 % (273/289; 95 % 1Z: 91,2 %-96,8 %).
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Preglednica 84 Studija natanénosti NTRK: PPA in NPA testa TSO Comprehensive (EU) v primerjavi z
rezultatom ortogonalne metode za zaznavanje fuzij NTRK

IzkljuCitev neveljavnih rezultatov Vkljuéno z neveljavnimi rezultati testa
testa TSO Comprehensive (EU) TSO Comprehensive (EU)
Merilo ujemanja Ujemanje, % (n/N) 95 % 1Z" Ujemanje, % (n/N) 95 % 1Z"
PPA 96,6 (114/118) 91,5, 99,1 93,4 (114/122) 87,5,971
NPA 94,5 (273/289) 91,2,96,8 86,1(273/317) 81,8, 89,7

* 95 % 1Z na podlagi (natanéne) metode Clopper-Pearson.

Kliniéna premostitvena Studija za odkrivanje fuzij NTRK1, NTRK2 in NTRK3

Klini¢na vrednost testa TSO Comprehensive (EU) za odkrivanje fuzij NTRK1, NTRK2 ali NTRK3 pri bolnikih s
¢vrstimi tumoriji, ki bi lahko imeli koristi od zdravljenja z larotrektinibom, je bila dokazana v Kklini¢ni premostitveni
$tudiji. Studija je bila izvedena za oceno kliniéne uginkovitosti testa TSO Comprehensive (EU) za odkrivanje
bolnikov, pozitivnih na fuzije NTRK1, NTRK2 ali NTRK3, za zdravljenje z larotrektinibom in za oceno skladnosti
med testom TSO Comprehensive (EU) in lokalnimi testnimi (LT) metodami (ki se uporabljajo za dolo€anje stanja
fuzije NTRK za klini¢na preskusanja larotrektiniba).

Metode LT so vklju€evale NGS, fluorescencno in situ hibridizacijo (FISH), verizno reakcijo s polimerazo (PCR) in
teste NanoString. Pri bolnikih z infantilnim fibrosarkomom, pri katerih je bila z metodo FISH ugotovljena
dokumentirana translokacija ETV6, so sklepali na fuzije NTRK (ETV6 NTRK3). Vecina od 235 bolnikov v
preskuSanju larotrektiniba z znanim stanjem fuzije NTRK je bila testirana z metodami NGS.

Od presenega datuma pridobivanja podatkov 15. JULIJA 2019 je bilo vklju¢enih 279 bolnikov. Od 279 bolnikov
je bilo 208 pozitivnih na fuzijo NTRK. Od 208 pozitivnih bolnikov jih je 164 oblikovalo larotrektinib ePAS4.

Primarni opazovani dogodek analize u€inkovitosti larotrektiniba je bil celokupni delez odziva (overall response
rate — ORR) po oceni neodvisne revizijske komisije (IRC) v zdruzenem naboru podatkov iz treh klini¢nih studij.
ORR so ocenili na podlagi deleza bolnikov z najboljSim celokupnim odzivom potrjenega popolnega odziva ali
potrjenega delnega odziva na podlagi meril RECIST, razli¢ica 1.1. ORR v larotrektinib ePAS4 je bil 72,6 % (95 % I1Z
[65,1%, 79,2 %]) in je vkljuCeval bolnike s 16 razli¢nimi vrstami tumorjev.

Bilanca vzorcev

Nabor vzorcev je vkljuCeval predstavitev Sirokega nabora vrst tumorjev ter vzorce pediatri¢nih in odraslih
bolnikov.

V Studije larotrektiniba je bilo 15. JULIJA 2019 vklju€enih 279 bolnikov. Od teh je 235 bolnikov imelo znan status
fuzije NTRK, kot je dolo€en z metodo LT: 208 je bilo pozitivnih in 27 negativnih. Pri 44 bolnikih status fuzije
NTRK ni bil znan, saj testiranje ni bilo potrebno za upravi¢enost bolnikov v fazah povecevanja odmerkov Studij
NCT02122913 in SCOUT NCT02637687. Za klinicno premostitveno Studijo testa TSO Comprehensive (EU) so
bili primerni vzorci bolnikov v preskusanju larotrektiniba, vklju€¢enih 15. julija 2019, z znanim statusom fuzije
NTRK (208 pozitivnih bolnikov in 27 negativnih bolnikov), in dodatni vzorci, za katere je bilo z reprezentativnimi
metodami LT ugotovljeno, da so negativni na fuzijo NTRK.
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Od 208 pozitivnih vzorcev iz preskuSanja larotrektiniba jih je 154 imelo na voljo vzorec za testiranje s testom
TSO Comprehensive (EU). Od tega jih je 138 doseglo veljavne rezultate. Petnajst vzorcev je bilo neveljavnih
zaradi neuspesnih metric kontrole kakovosti sekvenciranja vzorcev, 1 vzorec pa ni bil testiran zaradi odstopanja
od protokola. Od 27 negativnih vzorcev iz preskusSanja larotrektiniba jih je 24 imelo na voljo vzorec za testiranje.
Od tegajih je 22 imelo veljavne rezultate testa TSO Comprehensive (EU). Dva vzorca sta bila neveljavna zaradi
neuspesnih metrik kontrole kakovosti sekvenciranja vzorcev.

Dodatni vzorci so bili pregledani z eno od dveh reprezentativnih metod LT. Pridobljenih in pregledanih je bilo
vec kot 350 vzorcev glede vsebnosti tumorja. Od dodatnih vzorcev, ki so izpolnjevali zahteve za vzorce, je bilo
266 uspesno ekstrahiranih in zanje je bilo z reprezentativno metodo LT potrjeno, da so negativni na fuzijo NTRK.
Od teh vzorcev je bilo 260 na voljo za test TSO Comprehensive (EU), od katerih jih je 222 imelo veljavne
rezultate. 38 vzorcev je bilo neveljavnih zaradi neuspesnih metrik sekvenciranja vzorcev (n = 25) ali neuspesne
izvedbe sekvenciranja (n = 13). Skupni nabor negativnih na fuzijo NTRK je sestavljalo 222 dodatnih vzorcev in
22 vzorcev iz preskusanja larotrektiniba.

Rezultati skladnosti

Skupno je bilo s testom TSO Comprehensive (EU) testiranih 437 vzorcev. Med 208 bolniki, pozitivnimi na fuzijo
NTRK, jih je bilo 153, ki so imeli na voljo vzorce in so jih testirali s testomTSO Comprehensive (EU), kar je dalo
138 veljavnih rezultatov in 15 neveljavnih rezultatov.

Ujemanje med rezultati testa TSO Comprehensive (EU) z rezultati metod LT, z neveljavnimi rezultati TSO
Comprehensive (EU) ali brez njih, je prikazano v Preglednica 85.

Preglednica 85 Klini¢na premostitvena Studija NTRK: Skladnost med testom TSO Comprehensive (EU) in
metodami LT za zaznavanje fuzij NTRK

Izkljucitev neveljavnih rezultatov Vkljuéno z neveljavnimi rezultati testa
testa TSO Comprehensive (EU) TSO Comprehensive (EU)
Merilo ujemanja % ujemanja (n/N) 95 % I1Z* % ujemanja (n/N) 95 % I1Z*
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

* Dvostranski 95-odstotni IZ je bil izraCunan z uporabo (natanéne) metode Clooper-Pearson.

Analiza obc&utljivosti glede na manjkajocCe rezultate testa TSO Comprehensive (EU) je pokazala robustnost
analize ujemanja. ManjkajocCi rezultati testa TSO Comprehensive (EU) za bolnike, pozitivne na fuzijo LT NTRK

(n =70), so biliimputirani z uporabo logisti¢nega regresijskega modela. Ocene ujemanja, vklju¢no z imputiranimi
vrednostmi, so prikazane v Preglednica 86.
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Preglednica 86 Klinic¢na premostitvena Studija NTRK: Skladnost med testom TSO
Comprehensive (EU) in metodami LT za zaznavanje fuzij NTRK vklju¢no z imputiranimi
vrednostmi za bolnike, pozitivhe na LT, z manjkajoCimi rezultati testa TSO
Comprehensive (EU)

Merilo ujemanja % ujemanja 95 % 1Z*

PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9,98,7)
OPA 91,2 (87,9,94,5)

Manjkajoci rezultati testa TSO Comprehensive (EU) za bolnike, negativne na fuzijo LT, niso bili imputirani.
* Dvostranski 95-odstotni IZ so bili izra¢unani na podlagi metode veckratne imputacije Boot. Metoda velkratne imputacije
Boot je korak ponovnega vzorcenja, ugnezden v veckratni imputaciji (Schomaker in Heumann 2018).

Ujemanja med testom TSO Comprehensive (EU) in LT glede na vrsto metode (na primer NGS RNK, FISH) so
prikazani v Preglednica 87.

Preglednica 87 Klini¢na premostitvena Studija NTRK: Skladnost med testom TSO Comprehensive (EU) in
metodami LT za zaznavanje fuzij NTRK glede na vrsto metode LT

Vrsta metode

LT Merilo ujemanja % ujemanja (n/N) 95 % I1Z!

NGS DNK 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)

NGS RNK?2 PPA 91,5 (75/82) (83,2,96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5, 97,5)

FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Ni izracunano (1/1) NiizraCunano
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Niizradunano (0/0) Niizradunano
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Niizracunano: za podskupine s Stevilom vzorcev < 5 statistika ujemanja ni bila izraCunana.

T Dvostranski 95-odstotni IZ je bil izracunan z uporabo (natanéne) metode Clooper-Pearson.

2 Vklju¢uje metode NGS, ki uporabljajo samo RNK in tako DNK kot RNK.
0d 437 vzorcev, testiranih s testom TSO Comprehensive (EU), je 24 imelo neskladne rezultate z LT: 15 je bilo
pozitivnih z LT in negativnih s testom TSO Comprehensive (EU), 9 pa negativnih z LT in pozitivnih s testom TSO
Comprehensive (EU). Od 24 vzorcev z neskladnimi rezultati je bilo 8 testiranih z metodo NGS DNK LT, 14 z
metodo NGS RNK LT in 2 z metodo FISH.
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Validirana neodvisna metoda NGS je potrdila rezultate testa TSO Comprehensive (EU) v 14 od 24 vzorcev z
neskladnimi rezultati. Za preostalih 10 vzorcev so bili rezultati testa TSO Comprehensive (EU) neskladni z
metodo LT in neodvisno metodo NGS.

Rezultati kliniche ucinkovitosti

V kohorti ePAS4 je bila u€inkovitost larotrektiniba v TSO Comprehensive (EU)-pozitivni, LT-pozitivni populaciji
(97 bolnikov, ORR = 78,4 %, 95 % 1Z [68,8 %, 86,1 %]) podobna uc€inkovitosti larotrektiniba pri celotni populaciji
ePAS4 (164 bolnikov, ORR = 72,6 %, 95 % 1Z [65,1 %, 79,2 %]) (Preglednica 88). Od 97 TSO Comprehensive
(EU)-pozitivnih bolnikov v ePAS4 je 28 (28,9 %) bolnikov doseglo popoln odziv/kirurski popoln odziv, 48

(49,5 %) bolnikov pa je doseglo delni odziv.

0d 13 TSO Comprehensive (EU)-negativne, LT-pozitivne populacije je 1 (7,7 %) bolnik pokazal popoln odziv, 2
(15,4 %) pa delni odziv ob zdravljenju z larotrektinibom.

Preglednica 88 Klini¢na premostitvena Studija NTRK: ORR pri LT-pozitivnih bolnikih glede na LT in rezultate
TSO Comprehensive (EU) v ePAS4

TSO Comprehensive TSO Comprehensive

Fuzija LT Pozitivno (EV) (EV)
N =164 Pozitivho in LT- Negativno in LT-
pozitivho N = 97 pozitivho N = 13
Najbol;jsi Popoln odziv 31(18,9) 22 (22,7) 1(7,7)
celokupni - 2ki popoln odziv. - 8 (4,9) 6 (6,2) 0
odziv, n
(%) Delni odziv 80 (48,8) 48 (49,5) 2 (15,4)
Stabilna bolezen 25 (15,2) 13 (13,4) 4 (30,8)
Napredna bolezen 13 (7,9) 6 (6,2) 5(38,5)
Ni mogoce oceniti 7 (4,3) 2(2,1) 1(7,7)
Celokupni  Stevilo bolnikov, n 164 97 13
dele.i Stevilo bolnikovs CR+ 119 76 3
odziva SCR+PR,n
ORR % (95 % 1Z*) 72,6 (65,1,72,9) 78,4 (68,8, 86,1) 23,1(5,0,53,8)

OkrajSave: CR = popoln odziv, PR = delni odziv, sCR = kirurski popoln odziv.
* Dvostranski 95-odstotni interval zaupanja je bil izracunan po (eksaktni) metodi Clopper-Pearson.
54 bolnikov je imelo manjkajoCe rezultate testa TSO Comprehensive (EU).

Podatki iz te Studije podpirajo varnost in ucinkovitost testa TSO Comprehensive (EU), kadar se uporablja za
identifikacijo bolnikov s trdnimi tumorji s fuzijami NTRK, ki bi lahko bili primerni za zdravljenje z larotrektinibom.
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Posodobljene omejitve postopka

 Informacije o nekroti¢nem tkivu.

» Informacije o MSI vsebine tumorja.

Posodobljeno:

o Opomba NTC velja za knjiznice najm. in najv.

« Oprema in materiali navajajo specifikacije centrifuge plos¢ in
prirastke pipet.

e lzraCun presezka SPB z 1,05-krat na 1,15-krat.

» Terminologija za delecijo eksona 14 MET na preskok eksona
14 MET.

Dodano:

e Opomba za SMB v Zajem tar¢ ena in dve.

« Uvod v pripravo na sekvenciranje.

o Dodatne informacije o ultrazvoCni napravi.

Dodana pojasnila in posodobljeni rezultati za znacilnosti

ucinkovitosti:

» Motece snovi.

« Tocnost profiliranja tumorja in veljavnost vzorca.

o Meja zaznavnosti Studije 1in 2.

« Studija 1 natan&nosti znotraj laboratorija

« Studija ponovljivosti 2.

 Informacije o stabilnosti knjiZznice in shranjevanju knjiznice.

* Meja slepega.

Posodobljena jezik in slovnica.
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o Dodane informacije v razdelku Omejitve postopka:

» Zahteve glede vzorca nekroti¢nega tkiva in vsebnosti
tumorja za mutacije z MSI-visok in somatske gonilne
mutacije.

« Potencialne motnje zaradi hemoglobina.

« Omejitve zaznavanja v genu RET in doloCanje fuzij izven
oznacenih meja gena.

« O delecijah gena ni porodil.

Posodobljeno za uporabo s programsko opremo TSO
Comprehensive (EU) Local Run Manager razliice 2.3.7.
Dodane informacije za zahtevano, vendar ne prilozeno
opremo in materiale, vklju¢no z dvema dodatnima
konfiguracijama ultrazvo¢ne naprave.

Posodobljeni podatki o bioloSkem vzorcu in vzorcu:

» Vsebnost nekroti¢nega tkiva.

» UCinki proteinaze K in hemoglobina.

» Shranjevanje vzorcev FFPE, pritrjenih na stekelca, in
prec€is€ene nukleinske kisline.

Dodane informacije za izboljSanje rokovanja z reagentom,
poteka dela in odpravljanja tezav z neuspesno KK.
Dodan kontekst in pojasnilo k znagilnostim delovanja:

e Navzkrizna kontaminacija

» Ocena kompleta za ekstrakcijo nukleinske kisline

» Motece snovi

» Stabilnost nukleinske kisline in vzorcev FFPE, pritrjenih
na stekelcih

« Klini¢na ucinkovitost NTRK

Posodobljena jezik in slovnica.

Dodatne izjave v razdelku Omejitve

Jezikovne posodobitve za konvencije, slovnico in jasnost
Popravek preglednic 21, 28, 29, 32, 35, 36,72

Izjava o prisotnosti oborin v reagentu FSM

Posodobljene specifikacije o ciklicnem termostatu in koritu
na seznamu Oprema in materiali

Posodobljene preglednic ponovljivosti Studije 2
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» Dodani PN-ji modula za analizo TSO Comprehensive v2.3.5

« Odstranjeni PN-ji modula za analizo TSO Comprehensive
v2.3.3

» Posodobljena terminologija v razdelku Meja slepega

» Dodane informacije o znacCilnostih delovanja, povezane s
fuzijami NTRK

» Dodana oznaka SAMO ZA 1ZVOZ

» Posodobljena izjava o predvideni uporabi z dodanim
zahtevkom NTRK1-3 CDx

» RazSirjene informacije o komponentah izdelka, ki vkljucujejo
PN-je komponent programske opreme

» Popravek napake sklica na preglednico

» Dodana omejitev, povezana s somatskimi variantami in
variantami zarodne linije

» Pojasnjeno besedilo glede zaznavanja pomnozZitve genov

» Posodobljene omejitve postopka
» Pojasnjene specifikacije magnetnega stojala in ciklicnega
termostata na seznamih opreme in materialov
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Navodila za uporabo TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Patenti in blagovne znamke

Ta dokument in vsebina v njem sta last druzbe lllumina, Inc. in njenih podruznic (»lllumina«) ter sta namenjena le pogodbeno doloceni
uporabi njenih strank v povezavi z uporabo izdelkov, ki so opisani v tem dokumentu, in za noben drug namen. Tega dokumenta in vsebine v
njem ne smete uporabljati ali distribuirati za kateri koli drug namen in/ali ju kakor koli drugac¢e posredovati, razkriti ali razmnoZzevati brez
predhodnega pisnega soglasja druzbe lllumina. lllumina vam s tem dokumentom ne podeljuje nobene licence v okviru svojega patenta,
blagovne znamke, avtorskih pravic ali pravic iz obi¢ajnega prava in nobenih podobnih pravic tretjih oseb.

Ustrezno kvalificirano in usposobljeno osebje mora natanéno in dosledno upostevati navodila v tem dokumentu, da zagotovi pravilno in
varno uporabo izdelkov, opisanih v njem. Pred uporabo teh izdelkov morate v celoti prebrati vsebino tega dokumenta in se seznaniti z njo.

CE NE PREBERETE VSEH NAVODIL V TEM DOKUMENTU IN JIH NE UPOSTEVATE DOSLEDNO, LAHKO POVZROCITE OKVARO IZDELKOV,
TELESNE POSKODBE OSEB, VKLJUCNO Z UPORABNIKI IN DRUGIMI OSEBAMI, TER POSKODBE DRUGE LASTNINE IN RAZVELJAVITE
KAKRSNO KOLI JAMSTVO, KI VELJA ZA IZDELKE.

ILLUMINA NE PREVZEMA NOBENE ODGOVORNOSTI ZA NEPRAVILNO UPORABO IZDELKOV, OPISANIH V TEM DOKUMENTU (VKLJUCNO Z
NJIHOVIMI DELI IN PROGRAMSKO OPREMO).

© 2025 lllumina, Inc. Vse pravice so pridrzane.

Vse blagovne znamke so last druzbe Illumina, Inc. ali njihovih ustreznih lastnikov. Za informacije o dolo€enih blagovnih znamkah glejte
spletno mesto www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni podatki

ul C€

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way
San Diego, California 92122 ZDA IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (zunaj Severne Amerike) umine Nefheriands .V
umina Metheriands b.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Oznacevanje izdelka

Za popolno referenco simbolov, ki so prikazani na embalazi in oznaCevanju izdelka, glejte razlago simbolov na
spletnem mestu support.illumina.com na zavihku Documentation (Dokumentacija) za vas komplet.
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