TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

Prilozena dokumentace

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

Ucel pouziti

Rozbor TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) in vitro pouziva cilené sekvenovani nové generace k detekci
variant v 517 genech s pouzitim nukleovych kyselin extrahovanych ze vzork( nadorovych tkani fixovanych
formalinem a zalitych do parafinu (FFPE), které pochazeji od pacientl s karcinomem se solidnimi malignimi
neoplazmy, prostfednictvim pfistroje lllumina® NextSeq™ 550Dx. Test Ize pouzit pro detekci
jednonukleotidovych variant, vicenukleotidovych variant, inzerci, deleci a genovych amplifikaci z DNA a
genovych fuzi a splice variant z RNA. Test také vykazuje skére nddorové mutaéni zatéze (TMB) a stav
mikrosatelitové nestability (MSI).

Test je uréeny jako doprovodna diagnostika k identifikaci pacientl s karcinomem pro Ié¢bu cilenou terapii
uvedenou v Tabulka 1, v souladu se schvalenym terapeutickym oznac¢enim vyrobku. Kromé toho je test uréen
k poskytnuti informaci o profilovani naddoru pfi pouziti kvalifikovanym zdravotnickym personalem v souladu

s odbornymi pokyny a neni prlikazny nebo normativni k oznaéenému pouziti Zzddného konkrétniho
zdravotnického prostfedku.

Tabulka1 Oznaceni doprovodné diagnostiky

Typ nadoru Biomarkery Cilena terapie
Solidni nadory Genové flize NTRK1, NTRK2  VITRAKVI® (larotrectinib)
a NTRK3

Shrnuti a vysvétleni rozboru

Klinicky popis

Rakovina je hlavni svétovou pfi¢inou Umrti a ma potencidl vznikat v kazdé tkani." 2 Analyza genetické baze
nadoru je dllezita k identifikaci pacient(, ktefi mohou mit prospéch z cilenych terapii, a pro rozvoj novych
lé¢ebnych metod. Vznik a progresi nadorl ovliviiuje mnozstvi genli a mnoho nadorl ma rlizné varianty, které
maji vliv na tyto geny a jejich funkce. Tyto varianty mohou zahrnovat genové mutace, jako jsou
jednonukleotidoveé varianty (SNV), vicenukleotidové varianty (MNV), inzerce nebo delece, genové amplifikace,
genové flze a splice varianty. Dal$im dlsledkem mutaci rakovinovych genl je prezentace neoantigen(, které
mohou vyvolat imunitni odpovéd' specifickou pro nadorové onemocnéni. Stav mutace nadorového onemocnéni
mUze byt reprezentovan nadorovou mutaéni zatézi (TMB) a mikrosatelitovou nestabilitou (MSI), coz jsou
genomoveé podpisy spojené s genomovou nestabilitou a prezentaci rakovinového neoantigenu.
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Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

TruSight Oncology Comprehensive je kvalitativni test sekvenovani nové generace (NGS) pro komplexni
genomové profilovani (CGP), ktery Siroce vyhodnocuje genomové varianty ve velkém panelu gend souvisejicich
s karcinomem, které uvadi Tabulka 2. Rozbor detekuje malé varianty v 517 genech plus genové amplifikace,
fuze a splice varianty viz Tabulka 2. Rozbor poskytuje pokryti kédovaci sekvence pro vSechny geny s vyjimkou
genu TERT, kde je pokryta pouze oblast promotoru, a hodnoti skére TMB a stav MSI. Tyto cile analyzy zahrnuji
obsah citovany odbornymi organizacemi a dal$imi hlavnimi smérnicemi USA. Navrh rozboru TSO
Comprehensive ovlivnily také publikace nezavislého konsorcia a farmaceuticky vyzkum v pozdni fazi.

Seznam oblasti vylou€¢enych z pfifazeni variant je uveden v blokaénim seznamu TruSight Oncology
Comprehensive Block List (dokument & 200009524) na webu podpory Illlumina.

V Tabulka 2 jsou uvedeny nasledujici kategorie typU variant: Mala varianta DNA (S), genova amplifikace (A),
fuze (F) a splice varianta (Sp). Mezi malé varianty DNA patfi SNV, MNV a inzerce a delece.

Tabulka 2 TSO Comprehensive (EU) Panel genu rozboru

¢ Enltlgez Gen Typvarianty  C. Entrez ID Gen Typ varianty C. Entrez ID Gen va-l;if;\ty
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142  ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLIT 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
m 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 GABRAG 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 ARID5B 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
27 546 ATRX S 202 2776 GNAQ S 377 5395 PMS2 S
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C. Enltlgez Gen Typvarianty  C. Entrez ID Gen Typ varianty C. Entrez ID Gen va-l;if;\ty
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 KDM5A S 436 6392 SDHD S
87 23152 CiIC S 262 8242 KDMSC S 437 26040 SETBP1 S
88 64326 COP1 S 263 7403 KDMBA 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 KIFSB S, F 442 55164 SHQ1 S
93 1441 CSF3R S 268 3815 KIT S 443 9353 SLIT2 S
94 1452 CSNK1A1 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 CUL3 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
105 4921 DDR2 S 280 9863 MAGI2 S 455 8651 SOCS1 S
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C. Enltlgez Gen Typvarianty  C. Entrez ID Gen Typ varianty C. Entrez ID Gen va-l;if;\ty
106 51428 DDX41 S 281 10892 MALT1 S 456 6663 SOX10 S
107 1665 DHX15 S 282 5604 MAP2K1 S 457 64321 SOX17 S
108 23405 DICER1 S 283 5605 MAP2K2 S 458 6657 SOX2 S
109 22894 DIS3 S 284 6416 MAP2K4 S 459 6662 SOX9 S
110 3337 DNAJB1 S 285 4214 MAP3K1 S 460 23013 SPEN S
m 1786 DNMT1 S 286 9175 MAP3K13 S 461 8405 SPOP S
112 1788 DNMT3A S 287 9020 MAP3K14 S 462 6708 SPTA1 S
113 1789 DNMT3B S 288 4216 MAP3K4 S 463 6714 SRC S
114 84444 DOTIL S 289 5594 MAPK1 S 464 6427 SRSF2 S
115 1871 E2F3 S 290 5595 MAPK3 S 465 10274 STAG1 S
116 8726 EED S 291 4149 MAX S 466 10735 STAG2 S
17 51162 EGFL7 S 292 4170 MCL1 S 467 6774 STAT3 S
118 1956 EGFR S,F, Sp 293 9656 MDC1 S 468 6775 STAT4 S
119 1964 EIF1AX S 294 4193 MDM2 S 469 6776 STATSA S
120 1974 EIF4A2 S 295 4194 MDM4 S 470 6777 STATSB S
121 1977 EIF4E S 296 9968 MED12 S 471 6794 STKM S
122 6921 ELOC S 297 100271849 MEF2B S 472 83931 STK40 S
123 27436 EML4 S, F 298 4221 MEN1 S 473 51684 SUFU S
124 56946 EMSY S 299 4233 MET S, A Sp 474 23512 SUZ12 S
125 2033 EP300 S 300 23269 MGA S 475 6850 SYK S
126 4072 EPCAM S 301 4286 MITF S 476 6872 TAF1 S
127 2042 EPHA3 S 302 4292 MLH1 S 477 6926 TBX3 S
128 2044 EPHAS S 303 4300 MLLT3 S 478 6929 TCF3 S
129 2045 EPHA7 S 304 4352 MPL S 479 6934 TCF7L2 S
130 2047 EPHB1 S 305 4361 MRE11 S 480 7012 TERC S
131 2064 ERBB2 S,A 306 4436 MSH2 S 481 7015 TERT S
132 2065 ERBB3 S 307 4437 MSH3 S 482 80312 TET1 S
133 2066 ERBB4 S 308 2956 MSH6 S 483 54790 TET2 S
134 2067 ERCC1 S 309 4485 MST1 S 484 7030 TFE3 S
135 2068 ERCC2 S 310 4486 MST1R S 485 7037 TFRC S
136 2071 ERCC3 S 311 2475 MTOR S 486 7046 TGFBR1 S
137 2072 ERCC4 S 312 4595 MUTYH S 487 7048 TGFBR2 S
138 2073 ERCC5 S 313 4602 MYB S 488 55654 TMEM127 S
139 2078 ERG S, F 314 4609 MYC S 489 7113 TMPRSS2 S, F
140 54206 ERRFI1 S 315 4610 MYCL S 490 7128 TNFAIP3 S
141 2099 ESR1 S, F 316 4613 MYCN S 491 8764 TNFRSF14 S
142 2113 ETS1 S 317 4615 MYD88 S 492 7150 TOP1 S
143 2115 ETV1 S, F 318 4654 MYOD1 S 493 7153 TOP2A S
144 2118 ETV4 S, F 319 4665 NAB2 S 494 7157 TP53 S
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®

Principy postupu

Rozbor TSO Comprehensive (EU) je distribuovany test, ktery se provadi manudiné za pouziti extrahované
nukleové kyseliny jako vstupniho materialu. DNA nebo RNA extrahovana z formalinem fixované a do parafinu
vloZzené tkané (FFPE) se pouziva k pfipravé knihoven, které jsou potom obohaceny o geny

souvisejici-s karcinomem a sekvenovany pomoci Pfistroj NextSeq 550Dx.

Rozbor TSO Comprehensive (EU) zahrnuje nasledujici procesy.

Priprava a obohaceni knihovny — Pro RNA se 40 ng celkového mnozstvi pfevede na dvouvldknovou
komplementarni DNA (cDNA). Pro genomovou DNA (gDNA) se 40 ng gDNA rozstfiha na malé fragmenty.
Univerzalni adaptéry pro sekvenovani jsou ligovany na fragment cDNA a gDNA. V kazdé knihovné jsou
zahrnuty sekvence adaptérd P5 a P7, aby béhem sekvenovani doslo k zachyceni fragmentd knihovny na
povrchu pratokové kyvety. Adaptéry zahrnuji indexové sekvence i5 a i7 k identifikaci jednotlivych vzorkd a u
knihoven ze vzorkd gDNA jednotlivych molekul s pouZitim jedine¢nych molekuldrnich identifikatord (UMI).
Knihovny se poté obohati o konkrétni sledované geny pomoci metody zaloZené na zachyceni. Biotinované
sondovaci sekvence, které zahrnuji genomické oblasti zajmu zaméfené pomoci rozboru, se hybridizuji do
knihoven. Sondy a hybridizované cilené knihovny se izoluji od necilenych knihoven tim zplsobem, Ze se
zachyti streptavidinovymi magnetickymi ¢asticemi. Cilené obohacené knihovny se vymyiji a amplifikuji.
MnozZstvi kazdé obohacené knihovny je nasledné normalizovano metodou zaloZenou na ¢asticich, aby se
zajistila rovnocenna reprezentace knihoven ve fondu pro sekvenovani.

Sekvenovani a primarni analyza — Normalizované obohacené knihovny se dostanou ve fondu a klastru do
pritokové kyvety a poté se sekvenuji pomoci chemikalii pro technologii SBS za pouZiti NextSeq 550Dx.
Technologie SBS vyuziva metodu jednoduchého reverzibilniho terminatoru k detekci fluorescenéné
znac¢enych deoxynukleotid trifosfatovych (dNTP) bazi tak, jak se zacleriuji do rostoucich fetézcl DNA.
Béhem kazdého cyklu sekvenovani se do fetézce nukleové kyseliny pfidava jeden dNTP. Oznaceni dNTP
slouzi jako terminator polymerizace. Po kazdé inkorporaci dNTP identifikuje fluorescencni barvivo zékladnu
a nasledné se oddéli, aby umoznilo inkorporaci daléiho nukleotidu. Ctyfi dNTP vazané na reverzibilni
terminator (A, G, T a C) jsou pfitomny jako samostatné oddélené molekuly. Diky tomu se v désledku
pfirozené soutéze minimalizuje zkresleni inkorporace. BEhem primarni analyzy se v pribéhu jednotlivych
sekvenacnich cykld provadi pfifazeni baze pfimo z méfeni intenzity signalu, coZ vede k -postupnému-
sekvenovani bazi. Ke kazdému pfifazeni baze se pfifazuje skoére kvality.

Sekundarni analyza - Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) se
nachazi v pristroji NextSeq 550Dx jako soucdst softwaru Local Run Manager, kde zajistuje nastaveni béhu
TSO Comprehensive (EU) a provadi sekundarni analyzu z vysledkd sekvenovani. Sekundarni analyza
zahrnuje validaci zpracovani béhu a kontrolu kvality, po kterych nasleduje demultiplexovani, generovani
souborll FASTQ, zarovnavani a pfifazovani variant. Demultiplexovani oddéluje data z fond( knihoven na
zakladé indexd s jedineénou sekvenci, které byly pfidany béhem postupu pfipravy kninovny. Generuji se
pfechodné soubory FASTQ, které obsahuji sekvenaéni ¢teni pro kazdy vzorek a skére kvality, s vyjimkou
&teni z jakychkoli klastrd, které neprosly filtrem. Cteni sekvenovani se poté zarovnaji podle referenéniho
genomu za Ucelem identifikace zavislosti mezi sekvencemi a pfifazenym skére na zakladé podobnych
oblasti. Zarovnana &teni se zapi$i do souborl ve formatu BAM. Software pro rozbor pouziva nezavislé
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Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

algoritmy pro knihovny generované ze vzorkl DNA nebo RNA pro pfifazeni malych variant DNA, genovych
amplifikaci, TMB a MSI pro vzorky DNA a fuze a splice varianty pro vzorky RNA. Analyticky softwarovy
modul vygeneruje nékolik vystupl véetné metrik sekvenovani a souborll ve formatu pfifazeni variant (VCF).
Soubory VCF obsahuji informace o variantach nalezenych na urlitych pozicich v referenénim genomu. Pro
kazdy vzorek se generuji sekvenaéni metriky a samostatné vystupni soubory. Podrobnosti o sekundarni a
terciarni analyze naleznete v ¢asti Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

Terciarni analyza — Terciarni analyza, kterou provadi Analyticky modul Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU), se sklada z vypocétd TMB a MSI, pfifazeni doprovodné diagnostiky,
profilovani nador( u variant ve dvou urovnich klinické vyznamnosti na zakladé znalostni baze (KB) a typu
tkané a generovani vykazl vysledkd. Profilovani nadorl se také nékdy oznaduje jako komplexni genomové
profilovani. Interpretace vysledk variant a vysledky biomarkert TMB a MSI jsou shrnuty ve vykazu
vysledkd TSO Comprehensive (EU).

Omezeni postupu

Uréeno pouze k diagnostice in vitro.

Pouziti pouze na Iékafsky prfedpis. Test musi byt pouzivan v souladu s pfedpisy platnymi pro klinické
laboratofe.

Genomova zjisténi, jez uvadi Tabulka 2 zamy$leného pouziti, nejsou priikazna nebo normativni

k oznacenému pouziti Zddného konkrétniho zdravotnického prostfedku.

U variant uvedenych ve vykazu vysledkl TSO Comprehensive (EU) v ¢asti Genomové nalezy s diikazy o
klinické vyznamnosti (Urover 2) a genomové nalezy s potencialni klinickou vyznamnosti (Uroven 3) nebylo
provedeno klinické hodnoceni.

Rozhodnuti o péci a IéEbé pacienta musi byt zaloZeno na nezavislém odborném posouzeni oSetfujiciho
IékarFe, které bere v Uvahu vSechny pfislusné informace tykajici se pacientova stavu, napfiklad jeho vlastni'i
rodinnou anamnézu, lékafska vysetieni, informace z ostatnich diagnostickych testl a pacientovy volby,

v souladu se standardy péce v dané komunité.

Kvalita vzorkl FFPE je velmi proménliva. Vzorky, které neprosly standardnim postupem fixace, nemusi
vygenerovat extrahované nukleové kyseliny spliujici pozadavky kontroly kvality rozboru (Kontrola kvality
na strané 79). Bloky FFPE skladované déle nez pét let vykazaly nizsi platnost.

Uginnost TSO Comprehensive (EU) u vzork( ziskanych od pacientd s transplantaci organu &i tkané nebyly
hodnoceny.

Velké podily nekrotické tkané (= 23 %) mohou mit vliv na schopnost rozboru TSO Comprehensive (EU)
detekovat genové amplifikace a fuze RNA.

Detekce somatickych fidicich mutaci mtze byt nespolehlivd, pokud je obsah nadoru (na zékladé plochy)
mensinez 20 %.

Vysledek mikrosatelitové stabilnich (MS-Stable) mlzZe byt nespolehlivy, pokud je obsah nadoru niz$i nez 30
%. Vysledek mikrosatelitové vysokych (MSI-High) je spravny bez ohledu na obsah nadoru.
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Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

* Hemoglobin v tkani snizuje pocet podplrnych &teni pro splice varianty MET.

* U vysoce prestavénych genomd s delecemi a ztratou heterozygozity mlze software TSO Comprehensive
(EU) chybné klasifikovat vzorek DNA jako kontaminovany (CONTAMINATION_SCORE > 3106 a p-hodnota >
0,049).

* Negativni vysledek nevylucuje pfitomnost mutace pod mezi detekce (LoD) rozboru.

* Na citlivost detekce malych variant DNA mUze mit vliv:

— Genomovy kontext s malou slozitosti.
— ZvétSujici se délka variant.

* Skére TMB mohou byt nepfesna v nasledujicich kontextech:

— KdyZ nador dosahne urovni, kde konverguji frekvence germinalni a somatické variantni alely (VAF).
— U populaci nedostate¢né zastoupenych ve vefejnych databazich.

* Amplifikace gend jsou jediné varianty po¢tu kopii hldgené TSO Comprehensive (EU). Delece genl se v
rozboru neuvadéji.

*  Algoritmy pro pfirazeni fuze v softwaru rozboru TSO Comprehensive (EU) nemusi brat v Gvahu dlikazy ze
Cteni, ktera presahuji hranice anotovanych gend.

* Nacitlivost detekce fuzi mGze mit vliv:

— Nizka slozitost knihovny majici za nasledek snizeni podpdrnych ¢teni vzhledem k odchylkam
v pracovnim postupu rozboru (viz naptiklad postup Denaturace a Zihani RNA na strané 43).
— KdyZ jednotlivy gen zasahuje do obou bodl zlomu.

— Pfipady, kdy je nékolik bodl zlomu fuzi navzajem v tésné blizkosti s jednim nebo vice partnery; nékolik
bodU zlomu a partnerl pak mize byt vykazano jako jeden bod zlomu a partner.

— Kdyz je median viozené velikosti pfili§ maly. Vyzaduje se minimalni median vioZzené velikosti 80 bp, ale
v rozsahu 80-100 bp citlivost klesa.

— Mala sloZitost sekvence nebo souhlasny genomovy kontext kolem bodd zlomu fuze.

* Narozlieni genl zahrnutych ve fizi mdze mit vliv, kdyZ se body zlomu fuze ocitnou v genomovych
oblastech obsahujicich pfekryvajici se geny. Pokud vice genl pirekryva bod zlomu, rozbor vykaze véechny
geny, oddélené stfedniky.

* Nekonzistentni pokryti v oblasti TERT Promoter mlZe mit za nasledek nepfitomnost vysledku vzhledem
k malé hloubce.

* Chyby poznamek nebo KB mohou zpUsobit fale$né pozitivni nebo fale$né negativni vysledek, véetné vypisu
varianty na chybné urovni (mezi genomovymi nalezy s dikazy o klinické vyznamnosti (Uroven 2) a
genomovymi nalezy s potencidini klinickou vyznamnosti (Uroven 3)), nebo by informace pozndmky ve
vykazu mohla byt nespravna. Na varianty uvedené ve vysledcich CDx nemaji chyby poznamek nebo KB vliv.
Chyba mlze pochazet z téchto tfi zdroju:

— TSO Comprehensive (EU) poznamka k varianté. Chybovost je pfiblizné 0,0027 %, na zakladé analyzy
2 448 350 variant z COSMIC v92, takze existuje mala pravdépodobnost chyby.

— Chyba KB vznikla béhem sestaveni.
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Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

— Relevantnost KB se v priibéhu ¢asu méni. Vykaz odrazi znalosti v dobé, kdy byla znalostni baze
sestavena.

* TSO Comprehensive (EU) je ur¢en k vykazovani somatickych variant pfi vykazovani variant s prokdzanou
klinickou vyznamnosti nebo variant s potencialni klinickou vyznamnosti. Jelikoz se jedna o test pouze na
nadory, je hlaSeni germinalnich (dédi¢nych) variant mozné, ale neimysiné. TSO Comprehensive (EU)
pouziva KB k hlaseni variant bez explicitni poznamky, zda jsou germinalniho nebo somatického ptvodu.

* Znalostni badze zahrnuje pouze terapeutické, diagnostické a prognostické asociace, které jsou relevantni
pro varianty pfitomné v ramci prokazaného solidniho zhoubného nadoru. Nachylnost nebo rizikové faktory
nadorl nejsou ve znalostni bazi zahrnuty.

* Nasledujici tabulka uvadi zmény nukleotidd u tif variant RET, které rozbor nedokaZze detekovat. Pro stejnou
zménu aminokyseliny Ize detekovat dalsi zmény nukleotid(.

Tabulka 3 Zmény nukleotidl u tii variant RET

Zména . ., sl
. ) Chr* Pozice Referencni alela Alternativni

aminokyseliny

p.E632_ chr10 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG

p.E632_ chr10 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDVR

p.C634_ chr10 43609952 GC CTAAAAGA

R635insPK CAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGG

* Chr = Chromozom

Slozky produktu

Rozbor TSO Comprehensive (EU) se sklada z nasledujicich slozek:

* Sada TruSight Oncology Comprehensive (EU)(katalogové €. lllumina 20063092) — sada obsahuje reagencie
s dostate¢nym objemem pro generovani 24 knihoven DNA a 24 knihoven RNA. Tento objem zahrnuje vzorky
pacientd a kontroly. Kontroly se prodavaji samostatné (viz PoZadované reagencie, nedodané na strané 16).

* Znalostni baze: Pravidelné se aktualizuje a je k dispozici ke stazeni na portalu Lighthouse lllumina.

*  Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (katalogové €. lllumina
20051843), ktery obsahuje nasledujici souéasti:

— Sady tvrzeni TSO Comprehensive
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

— Softwarova sada TSO Comprehensive

— Sada USB TSO Comprehensive

illumina

Servisni pracovnik lllumina nainstaluje pfisluSnou verzi Analyticky modul TSO Comprehensive (EU) naLocal Run
Manager Pristroj NextSeq 550Dx. Podrobné informace o modulu analyzy viz Privodce pracovnimi postupy pro
analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

Reagencie

Dodané reagencie

Se sadou rozboru TSO Comprehensive (EU) se dodavaji nasledujici reagencie.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, PN 20031127

) Cislo

Reagencie o
soucasti

First Strand Synthesis 20031431

Mix (FSM)

Second Strand Mix 20031432

(SSM)

Elution Primer Frag 20031433

Mix (EPH3)

Reverse Transcriptase 20031434

(RVT)

Dokument &. 200007789 v08
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MnozZstvi

Objem

260 ul

720 yl

250 pl

70 ul

Uginné latky

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
soli a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
soli, DNA

polymerase, RNazu

H a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujici
soli a ndhodné
hexamery

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
reverse
transcriptase

Skladovaci
teplota

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

TruSight Oncology Comp Library Prep (mrazeni), PN 20031118

Reagencie

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)

Cislo

soucasti

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441
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Mnozstvi

Objem

85 ul

210 pl

1,73 ml

190

290 pl

290 ul

480 i

550 pl

Uéinné latky

Pufrovany vodny
roztok obsahujici T4
DNA polymerazu a
polynukleotidovou
kindzu

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
soli a nukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujici
soli

Pufrovany vodny
roztok obsahujici
ligazu

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
univerzalni
sekvenaéni
oligonukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici
univerzalni
sekvenacni
oligonukleotidy

Pufrovany vodny
roztok obsahujici
soli

Pufrovany vodny
roztok obsahujici
DNA polymerazu a
nukleotidy

illumina

Skladovaci
teplota

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

TruSight Oncology Comp Library Prep (chlazeni), PN 20031119

Reagencie

Cislo
soucasti

Resuspension Buffer 20031444

(RSB)

Sample Purification

Beads (SPB)

TE Buffer (TEB)

20031442

20013443

Mnozstvi

1

2

Objem

12,4 mi

6,11 ml

10 ml

Uginné latky

Pufrovany vodny
roztok obsahuijici soli

Vodny roztok

obsahujici

magnetické ¢astice

Roztok Tris EDTA

TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

illumina

Skladovaci
teplota
2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

U¢inné latky: Pufrovany vodny roztok obsahuijici oligonukleotidové primery, které jsou jednotlivé oznaené
¢arovym kdédem.

UPOZORNENI

A\

Indexaéni
primer

UPO1
uP02
UPO3
uP04
UPO5
UP06
UP07
uP08
UP09
UP10
UPT
UP12
UP13
UP14
UP15
UP16

Pro vzorky RNA nebo DNA pouzivejte indexacni primery (UPxx). Nekombinujte indexaéni primery
CPxx a UPxx v jedné knihovné.

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

Mnozstvi Objem
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 24 4l
1 24l
1 244l
1 24l
1 244l

Dokument &. 200007789 v08

Index i7

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

Sekvence i7

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

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

Index i5

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

Sekvence i5

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

Skladovaci teplota

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

illumina

Uginné Iatky: Pufrovany vodny roztok obsahujici oligonukleotidové primery, které jsou jednotlivé oznagené
¢arovym kodem.

UPOZORNENI

YA

Indexaéni
primer

CPO1
CP0O2
CPO3
CP04
CP05
CPO6
CP0O7
CPO8
CP09
CP10
CP1
CP12
CP13
CP14
CP15
CP16

Kombinaéni indexacéni primery (CPxx) pouzijte pouze pro vzorky DNA. Nekombinujte indexaéni
primery CPxx a UPxx v jedné knihovné.

Cislo sougasti
20031461
20031462
20031463
20031464
20031465
20031466
20031467
20031468
20031469
20031470
20031471
20031472
20031473
20031474
20031475
20031476

MnoZstvi

Objem

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

Index i7

D721
D723
D709
D711
D723
D709
D711
D721
D709
D711
D721
D723
D711
D721
D723
D709

Sekvence

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

Index i5

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

Sekvence

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

TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni), PN 20031123

Reagencie

Target Capture
Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin Mag
Beads (SMB)

Cislo
soucasti

20031477

20031478

Dokument &. 200007789 v08

Mnozstvi

Objem  Uginné latky

870 ul Pufrovany vodny roztok
obsahujici formamid a soli

7,78 ml  Pufrovany vodny roztok
obsahujici soli a pevné
paramagnetické ¢astice
kovalentné potazené

streptavidinem

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

Skladovaci teplota

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

Skladovaci
teplota

2°Caz8°C

2°Caz8°C
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Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Reagencie

2N NaOH (HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads 1 (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNS1T)

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample
Purification
Beads (SPB)

Cislo
soucasti
20031479

20031480

20031481

20031482

20031483

20031444

20031442

MnozZstvi

Objem

400 pl

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Uginné latky

Roztok hydroxidu
sodného

Pufrovany vodny roztok

Pufrovany vodny roztok
obsahujici pevné
paramagnetické ¢astice

Pufrovany vodny roztok
obsahuijici soli,
2-merkaptoethanol a
formamid

Pufrovany vodny roztok
obsahujici soli

Pufrovany vodny roztok
obsahuijici soli

Vodny roztok obsahuijici
magnetické ¢astice

TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni), PN 20031121

Reagencie

Target Capture
Additives 1
(TCA1)

Enhanced
Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Cislo
soucasti

20031486

20031487

20031488
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MnozZstvi

Objem

521

50,4 ml

1,65 ml
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Uginné latky

Pufrovany vodny roztok

obsahujici oligonukleotidy

Pufrovany vodny roztok
obsahujici soli

Pufrovany vodny roztok
obsahujici gistici
prostfedek

illumina

Skladovaci
teplota

2°Caz8°C
2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

2°Caz8°C

Skladovaci
teplota

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C

-25°Caz-15°C
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Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Cislo . Skladovaci
Reagencie ! VY MnozZstvi Objem  Uc¢inné latky vact

soucasti teplota
Enhanced PCR 20031441 2 550 pl Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
Mix (EPM) obsahujici DNA

polymerazu a nukleotidy

PCR Primer 20031490 2 150 ul Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
Cocktail 3 obsahuijici primery P5 a P7
(PPC3)
Library 20031491 1 4,6 ml Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
Normalization obsahujici soli,
Additives 1 2-merkaptoethanol a
(LNAT1) formamid
PhiX Internal 20031492 1 10 pl Pufrovany vodny roztok -25°Caz-15°C
Control (PX3 obsahujici genomickou
nebo PhiX) DNA PhiX

TruSight Oncology Comp Content Set, PN 20031122

Cislo . Skladovaci
Reagencie ! Y . MnozZstvi Objem  Uc¢inné latky vact
soucasti teplota
Oncology RNA Probe 20031494 1 290 ul Fond obsahujici -25°Caz-15°C
Pool (OPR1) oligonukleotidové
sondy
Oncology DNA Probe 20031495 1 290 ul Fond obsahujici -25°Caz-15°C
Pool 2 (OPD2) oligonukleotidové
sondy

PoZadované reagencie, hedodané

Reagencie pred amplifikaci

* DNA and RNA Extraction and Purification Reagents — Pozadavky na reagencie naleznete v ¢asti Extrakce
nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani na strané 27.

* DNA and RNA Quantification Reagents — Pozadavky na reagencie naleznete v ¢asti Extrakce nukleové
kyseliny, kvantifikace a skladovani na strané 27.

* Kontroly TruSight Oncology:
— Kontrola DNA TruSight Oncology (katalogové €. lllumina 20065041)
— Kontrola RNA TruSight Oncology (katalogové ¢&. lllumina 20065042)

Dokument ¢. 200007789 v08 16 z 141

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

* 100 % ethanol (EtOH) (200 proof), v kvalité pro molekularni biologii
* Voda prostdRNaz/DNaz

Reagencie po amplifikaci

* Sada reagencii NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cykld) (lllumina katalogové ¢. 20028871)
— Zasobnik s pritokovou kyvetou NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykld)
— Zasobnik s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykIG)
— Zasobnik s pufrem NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykIG)

* 100 % EtOH (200 proof), v kvalité pro molekularni biologii

* Voda prostdRNaz/DNaz

Skladovani reagencii a nakladani s nimi

Nasledujici krabice reagencii se dodavaji zmrazené. Skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C.

Krabice Cislo souéasti Laboratorni
oblast

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Pfed amplifikaci
TruSight Oncology Comp Library Prep (mrazeni) 20031118 Pred amplifikaci
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Pred amplifikaci
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Pfed amplifikaci
TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) 20031121 Po amplifikaci
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Po amplifikaci

/N UPOZORNENI

Neskladujte reagencie v nezmrazeném prostoru ani ve dvefnich pfihradkach v chladniéce.
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Nasledujici krabice reagencii se dodavaji na gelovych balenich, aby se zajistila stala teplota 0 °C az 10 °C.
Skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C.

. ~, o . Laboratorni
Krabice Cislo soucasti
oblast
TruSight Oncology Comp Library Prep (chlazeni) 20031119 Pfed amplifikaci
TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) 20031123 Po amplifikaci

/N UPOZORNENI

Nezmrazujte reagencie, které obsahuji ¢astice (LNB1, SPB a SMB).

* Zmény fyzického vzhledu reagencii mohou znamenat poskozeni materiall. Dojde-li ke zméné fyzického
vzhledu (napfiklad ke zménam barvy reagencii nebo zakalu), reagencie nepouzivejte.

* FSM, SSM, ERA1-B a TCB1 mohou obsahovat ¢astice souvisejici s produktem. Dodrzujte specifické pokyny
pro manipulaci s jednotlivymi reagenciemi. Po provedeni krok( michani FSM a SSM nemaiji zbyvajici bilé
¢astice souvisejici s produktem vliv na vykon.

* Byla vyhodnocena stabilita rozboru TSO Comprehensive (EU) a byla prokazana ucinnost az pro Ctyfi pouziti
sady. Reagencie jsou stabilni, pokud jsou uskladnény pfi uvedenych teplotach skladovani, do data expirace
uvedeného na Stitku krabice.

Vybaveni a materialy

N

Potfebné vybaveni a materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Vybaveni a materialy pred amplifikaci

Vybaveni Dodavatel

Ultrasonikator s pfidruzenym pfislusenstvim Dodavatel bézného

Viz Nastaveni konfigurace ultrasonikatoru pro fragmentaci DNA na laboratorniho vybaveni

strané 22.
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Vybaveni

Termocyklér s nasledujicimi specifikacemi:

» Vyhfivané viko s moznosti nastavenina 30 °C a 100 °C (nebo vypnuti,
pokud nastaveni na 30 °C neni mozné)

o Teplotnirozsah 4 °C-99 °C

o Pfesnost teploty = 0,25 °C

o Kompatibilni s deskami PCR s 96 jamkami, 0,2 ml

e Viz Rychlost stoupani teploty termocykléru na strané 25

Vortexova tfepacka

Inkubatory mikrovzorkd (2) s viozkami pro desky MIDI s 96 jamkami (2)

Mikroodstredivka

Centrifuga desti¢ek s nasledujicimi specifikacemi:
o Kompatibilni s mikrodesti¢kami MIDI s 96 jamkami
o Dosahuje 280 g (+/- 10 %)

Trepacka desti¢ek s nasledujicimi specifikacemi:
e Orbit 2 mm
» Moznost protfepavanirychlosti 1200 a 1800 ot./min

Tésnici klin nebo valec

Magneticky stojan s nasledujicimi specifikacemi:

» Ur¢eno pro srazeni/separaci paramagnetickych ¢astic
» Magnety po stranach stojanu (ne dole)

o Kompatibilni s destickami MIDI s 96 jamkami

Pfesné pipety schopné presné davkovat objemy od 2 pl do 1000 pl s

nasledujicimi specifikacemi:

» Jednokanalova nebo vicekanalova pipeta se zvysSovanim po 0,02 ul

» Jednokandlova nebo vicekanalova pipeta se zvySovanim po 0,1 pl,
0,2 plnebo 0,5 ul

« Jednokandlova nebo vicekandlova pipeta se zvysovanim po 1 ul nebo
2 ul

Pipety musi byt pravidelné kalibrovany s pfesnostina 5 % uvedeného

objemu.

Pipetovaci pomUcka
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illumina

Dodavatel

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni
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Vybaveni Dodavatel

Led nebo chladici vlozka Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Sérologické pipety 10 ml Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Lepici tésnéni na desky s 96 jamkami s nasledujicimi specifikacemi: Dodavatel bézného
o Sloupnutelné laboratorniho vybaveni
» Vhodné desky PCR s lemem nebo polovi¢nim lemem
 Silné lepidlo, které odolava opakovanym zménam teploty v rozsahu
-20°C do 100°C
» Bez DNaz/RNaz

Zkumavky mikroodstiedivky o objemu 1,7 ml, bez nukleazy Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Zasobnik reagencii bez nukleazy (jednorazové zlaby, 50 ml) (nebo Dodavatel bézného
ekvivalentni) laboratorniho vybaveni
Koénické zkumavky 15 ml Dodavatel béZného

laboratorniho vybaveni

Kénické zkumavky 50 ml Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Kompatibilni hroty pro pipety odolné proti aerosolu Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Ulozné desky s 96 jamkami, 0,8 ml (desky MIDI) Fisher Scientific, €. soucasti
AB-0859 nebo ekvivalent

Desky PCR s 96 jamkami kompatibilni s termocyklerem, 0,2 mi Dodavatel béZného
(polypropylenové jamky) laboratorniho vybaveni

Vybaveni a materialy po amplifikaci

Vybaveni Dodavatel

Pfistroj NextSeq 550Dx lllumina, katalogové €.
20005715

Centrifuga desti¢ek s nasledujicimi specifikacemi: Dodavatel bézného

o Kompatibilni s mikrodesti¢kami MIDI s 96 jamkami laboratorniho vybaveni

o Dosahuje 280 g (+/- 10 %)
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Vybaveni

Termocyklér s nasledujicimi specifikacemi:

» Vyhfivané viko (100 °C)

o Teplotnirozsah 4 °C-99 °C

o Presnost teploty = 0,25 °C

o Kompatibilni s deskami PCR s 96 jamkami, 0,2 ml

e Viz Rychlost stoupani teploty termocykléru na strané 25

Vortexova tfepacka

Inkubator mikrovzorkl s viozkou pro desky MIDI s 96 jamkami

Suchy tepelny blok s nasledujicimi specifikacemi:

e Teplotnirozsah 25°C-99 °C

» Pfesnost teploty + 5°C

o Ujistéte se, ze zkumavky mikroodstredivky jsou kompatibilni s
tepelnym blokem

Ttepacka desti¢ek s nasledujicimi specifikacemi:
e Orbit 2 mm
o Moznost protfepavani rychlosti 1200 a 1 800 ot./min

Mikroodstredivka

Tésnici klin nebo valec

Magneticky stojan s nasledujicimi specifikacemi:

« Ur¢eno pro srazeni/separaci paramagnetickych ¢astic
» Magnety po stranach stojanu (ne dole)

o Kompatibilni s desti¢kami MIDI s 96 jamkami

Pfesné pipety schopné presné davkovat objemy od 2l do 1000 pl s
nasledujicimi specifikacemi:

» Jednokanalova nebo vicekanalova pipeta se zvySovanim po 0,02 pl
» Jednokanalova nebo vicekanalova pipeta se zvySovanim po 0,1 ul,

0,2 ylnebo 0,5 i

» Jednokanalova nebo vicekanalova pipeta se zvySovanim po 1 ul nebo

2 ul

Pipety musi byt pravidelné kalibrovany s pfesnostina 5 % uvedeného

objemu.

Pipetovaci pomulcka
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illumina

Dodavatel

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Dodavatel béZného
laboratorniho vybaveni
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Vybaveni Dodavatel

Sérologické pipety 10 ml Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Lepici tésnéni na desky s 96 jamkami s nasledujicimi specifikacemi: Dodavatel bézného
» Sloupnutelné laboratorniho vybaveni
* Vhodné desky PCR s lemem nebo polovi¢nim lemem
« Silné lepidlo, které odolava opakovanym zménam teploty v rozsahu
-20°C do 100°C
o Bez DN4z/RNaz

Zkumavky mikroodstiedivky o objemu 2 ml, bez nukleazy Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Zkumavky mikroodstiedivky o objemu 1,7 ml, bez nukleazy Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Zasobnik reagencii bez nukleazy (jednorazové zlaby, 50 ml) (nebo Dodavatel bézného
ekvivalentni) laboratorniho vybaveni
Koénické zkumavky 15 ml Dodavatel béZného

laboratorniho vybaveni

Kénické zkumavky 50 ml Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Kompatibilni hroty pro pipety odolné proti aerosolu Dodavatel bézného
laboratorniho vybaveni

Ulozné desky s 96 jamkami, 0,8 ml (desky MIDI) Fisher Scientific, €. soucasti
AB-0859 nebo ekvivalent

Desky PCR s 96 jamkami kompatibilni s termocyklerem, 0,2 mi Dodavatel béZného
(polypropylenové jamky) laboratorniho vybaveni
Led nebo chladici viozka Dodavatel bézného

laboratorniho vybaveni

Nastaveni konfigurace ultrasonikatoru pro fragmentaci DNA

Fragmentace nebo stfihani DNA ma vliv na G¢innost rozboru, protoZe uréuje rozlozeni velikosti fragmentd, které
zase ovliviuji pokryti sekvenovani. Pro rozbor TSO Comprehensive (EU) bylo vyhodnoceno a optimalizovano
nékolik konfiguraci fokusované ultrasonikace (Tabulka 4).

» Cas stfihani byl upraven tak, aby byla maximalizovana metrika MEDIAN_EXON_COVERAGE popsana v &asti
Kontrola kvality na strané 79. Casy stiihani (viz Tabulka 4) a vysledky metriky MEDIAN_INSERT_SIZE se
v jednotlivych konfiguracich lisily.

* Konfigurace 1-4 a 6 byly testovany s 8prouzkovymi sklenénymi zkumavkami. Konfigurace 5 pouzivala jednu
sklenénou zkumavku. Objemové kapacity zkumavek uvadi Tabulka 4.
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* Optimalizace konfiguraci 3-6 (mensi objemy vodni |azné) pouzivala pulzaci.

* Konfigurace 3-5 byly stfihany ve zkumavkach s mensim objemem. Objemové kapacity zkumavek ovliviuji
parametry stfihani.

* Konfigurace 4 (linearni snima¢, stfedni objem vodni lazné, odplynéna voda) vyzadovala dlouhou dobu
zpozdéniimpulzu (40 sekund), aby bylo dosazeno podobného MEDIAN_EXON_COVERAGE jako u
konfiguraci 1 a 2 pfi nominalnim vstupu 40 ng.

* Optimalni nastaveni konfigurace 3 mélo za nasledek mirné vétsirozlozeni velikosti fragmentu ve srovnani s
ostatnimi konfiguracemi (MEDIAN_INSERT_SIZE bylo pfiblizné o 5-10 pard bazi vétsi).

* Konfigurace 3 a 5 pouzivaly neodplynénou vodu a nejmensi objem vodni lazné.

* Konfigurace 3 a 5 potfebovaly zvySeny vstup DNA (50 ng pro konfiguraci 3,60 ng pro konfiguraci 5), aby
bylo dosazeno podobného MEDIAN_EXON_COVERAGE ve srovnani s ostatnimi 4 konfiguracemi, které
pouzivaly nominalni vstup 40 ng.

* U konfigurace 3 a 5jsou vétsi ztraty resp. denaturace a tudiz ma i mensi efektivni mnozstvi molekul dsDNA
pouzitelnych pro pfipravu knihovny.

Stfihaci zkumavky pfi procesu regenerace odstifedte, aby bylo zajisténo ziskani konkrétniho objemu, protoze
ztrata materidlu mUze negativné ovlivnit uéinnost.
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Tabulka 4 Hodnoceni konfiguraci fokusovaného ultrasonikatoru

Konfigurace

Parametr 1 2 3 4 5 6

Snima¢ Céra Bod Bod Céra Bod Céra

Objem vodni lazné 51 51 85 ml 500ml 16 ml 1,71

Voda odplynéna Ano Ano Ne Ano Ne Ano

Chladi¢ vody Ano Ano Ano Ano Ano Ano

Teplota vodni lazné 7°C 7°C 12°C 12°C 20°C 10°C

Peak Incident Power 450 W 175 W 50w 350 W 50w 450 W

(PIP)

Cinitel vyuziti (%) 30 10 30 25 20 25

Cykll na burst 200 200 1000 1000 1000 600

Pulzace Ne Ne Ano Ano Ano Ano

(10sekundové bursty)

Doba zpozdéni Neni Neni 10's 40s 10s 10s

pulzace k dispozici  k dispozici

Cas st¥ihani 250's 280's 200 s' 320s?2 2005 32052

Zpracovani vzorkl 1-8 1 1 1-8 1 1-8

Velikost davky 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96

Sklenéna 8-Strip 130 ul 130 pl 50 ul 50 ul Jedna 130 pl (nebo

zkumavka velikosti zkumavka  destiCka 96

vzorku (50 pI) microTUBE)

Dithering Neni k Neni k Neni k 3mmY Nenik 1,5mmYY pfi
dispozici dispozici dispozici pfi 20 dispozici 10 mm/s

mm/s

Ekvivalent vstupu 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng

DNA

(pro median pokryti

exonu)

1 Cas stithani 200 sekund je tvoren 20krat opakovanymi 10sekundovymi bursty.
2 Cas stiihani 320 sekund je tvofen 32krat opakovanymi 10sekundovymi bursty.
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Rychlost stoupani teploty termocykléru

Rychlost stoupani teploty termocykléru ma vliv na metriky kontroly kvality rozboru (pouzitelnd mista MSlI,
medidnovy cil po¢tu souborl bin CNV, median vioZené velikosti (RNA)), stejné jako podplrna &teni u splice
variant a fuzi. Doporucuje se optimalizovat rychlost stoupani teploty termocykléru. Napfiklad testovany model
byl upraven z vychozi (a maximalni) rychlosti nab&hu 5°C/s na 3°C/s, aby se dosahlo srovnatelnych vysledkd

s jinymi modely s niz8imi vychozimi rychlostmi ndbéhu.
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Odbér, preprava a skladovani vzorku

PFi odbéru, prepraveé, skladovani a zpracovani vzorkd dodrzujte standardni postupy.

PoZadavky vzorkl

Tkan FFPE

Rozbor TSO Comprehensive (EU) vyZaduje 40 ng RNA nebo 40 ng DNA extrahované ze tkané FFPE. Pouziti RNA
i DNA umoziuje analyzu viech deklarovanych typ( variant. Tkan by méla byt zafixovana za pouziti formalinu
vhodného pro molekuldrni analyzy (napfiklad 10 % neutrdiniho formalinu). Tkan nesmi byt odvapnéna. Pfed
provedenim rozboru TSO Comprehensive (EU) by mél byt vzorek tkané vySetfen patologem, aby se zajistilo, Ze
je pro tento test vhodny. K detekci somatickych fidicich mutaci je potfeba minimalné 20 % obsah nadoru (podle
oblasti). Spolehliva detekce stavu MSI u rlznych vzork( vyZaduje minimalné 30% obsah nadoru. Pokud se
testuje vzorek s obsahem nadoru nizsim nez 30 %, aby se urcily vysledky s jinymi typy variant, mohl by byt
vysledek MS-Stable nespolehlivy. Vysledek MSI-High je spravny bez ohledu na obsah nadoru.

Obsah nadoru u genovych amplifikaci a variant RNA zavisi na rozsahu amplifikace nebo exprese (viz Obsah
nadoru na strané 101).

Pro vysokou pravdépodobnost extrakce 40 ng RNA a 40 ng DNA z rliznych typ( pevnych tkani je doporuceny
objem tkané = 1,0 mm3. Tento objem odpovida kumulativni ploge Zivotaschopné tkané = 200 mm? pii pouZiti
fezl o tloustce 5 um nebo = 100 mm? pii pouziti fezl o tloustce 10 um. Kumulativni oblast tkané predstavuje
soucet pouzitelné plochy tkané na véech fezech odeslanych k extrakci. Kumulativni oblast tkané 200 mm? by
mohla napiiklad dosaZena extrakci &tyf 5um Fezd s plochou tkané o 50 mm? nebo péti 10um fezd s plochou
tkané o 20 mm?2. Mnozstvi vytézku nukleové kyseliny by mohlo byt snizeno nekrdzou tkané. Aby se
minimalizovala moznost fale$né negativnich vysledkd, mdze byt tkan pro dosazeni poZzadovaného pouzitelného
obsahu nadoru makroskopicky rozélenéna.

Velké podily nekrotické tkané (= 23 % oblasti) mohou mit vliv na schopnost rozboru TSO Comprehensive (EU)
detekovat genové amplifikace a fuze RNA. Pokud &asti vzorkd obsahuji vice nez 23 % nekrotické tkané

v celkové oblasti tkdné, musi se nekroticka tkan makroskopicky rozélenit. Pokud laboratof provadi analyzu RNA,
je tieba se pfi ziskavani fez{ z bloku tkané vyhnout tkanim s hemoglobinem nebo minimalizovat mnozstvi
hemoglobinu v tkani. Viz Interferujici Iatky na strané 92.

Tkan FFPE na skli¢ku Ize pfi pokojové teploté uchovavat az 28 dni.
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illumina

Extrakce nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani

* Extrahujte RNA a DNA ze tkanovych vzork( FFPE pomoci komeréné dostupnych sad pro extrakci. Rozdily
v sadach pro extrakci mohou mit vliv na G¢innost. Viz Hodnoceni sad pro extrakci nukleové kyseliny na

strané 90.

* Béhem extrakce nezvysujte koncentraci proteindzy K nebo ekvivalentniho enzymu oproti standardni

koncentraci dodané v sadé pro extrakci. Viz Interferujici lIdtky na strané 92.

* Extrahovanou nukleovou kyselinu skladujte podle pokyn( od vyrobce sady pro extrakci.

* Extrahovanou DNA skladujte az 28 dni pfi teploté -25 °C az -15 °C.

* Extrahovanou RNA skladujte az 28 dni pfi teploté -85 °C az -65 °C.

* Aby v pribéhu ¢asu nedochazelo ke zménam v koncentraci, méfte DNA a RNA do 28 dnl od zahajeni
pfipravy knihovny. Kvantifikaci RNA a DNA provedte metodou fluorometrické kvantifikace, ktera pouziva
barviva vazici se na nukleové kyseliny. Koncentraci nukleové kyseliny je tieba stanovit jako priimér alespon

tfi méreni.

* Rozbor vyzaduje pfipravu 40 ng kazdého vzorku RNA ve vodé prosté-RNaz/DNéaz (neni souc¢dsti dodavky)
s kone¢nym objemem 8,5 ul (4,7 ng/ul).

* Rozbor vyZaduje 40 ng kazdého vzorku gDNA s minimalni koncentraci extrakce 3,33 ng/pl. Stfihani
vyzaduje konecny objem 52 pul (0,77 ng/ul) s minimalné 40 ul TEB (je sou¢asti dodavky) jako fedidlo.

Skladovani knihovny

Knihovny skladujte na low-bind deskach PCR 7 az 32 dni, v zavislosti na typu knihovny (viz Tabulka 5).

Tabulka 5 Doba skladovani knihovny

Typ knihovny

cDNA

Fragmentovana gDNA
Pfed obohacenim

Po obohaceni

PCR po obohaceni

Normalizovano
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Deska
PCF PCR
LP PCR
ALS PCR
ELU2 PCR
PL PCR
NL PCR

Pocet dni
<7

<7

=30

<7

=30

=32

Skladovaci teplota
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
-25°Caz-15°C
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Varovani a preventivni opatfeni

Bezpecénost

/N VAROVANI

Tato sada reagencii obsahuje potencialné nebezpecné chemické latky. Vdechovanim, pozitim,
stykem s kuiZi a vniknutim do oéi miiZe dojit k poranéni. Ventilace v mistnosti musi byt pfiméfena pro
manipulaci s nebezpecnymi latkami v reagenciich. Pouzivejte ochranné pomiicky, véetné ochrannych
bryli, rukavic a laboratorniho plasté, které jsou adekvatni pro mozna rizika. S pouzitymi reagenciemi
nakladejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu se zakony a predpisy platnymi ve vasi
zemi. Dal$i informace tykajici se ochrany Zivotniho prostfedi, zdravi a bezpecnosti prace naleznete v
bezpecdnostnich listech (SDS) na strance support.illumina.com/sds.html.

* Se vSemi vzorky zachazejte tak, jako by byly infekéni.

* Dodrzujte bézna laboratorni preventivni opatieni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych pracovnich
prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. PFi manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru pouzivejte
jednorazové rukavice a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi rozboru si dikladné
umyijte ruce.

Laboratorni informace

* Kontaminaci zabranite tim, Ze v laboratofi zavedete jednosmérny pracovni postup. Oblasti pfed amplifikaci a
po amplifikaci musi mit své vlastni vybaveni a materidl (napf. pipety, Spicky pipet, vortexova tfepacka a
odstredivka). Abyste zabranili pfenosu amplifika¢niho produktu nebo sondy, kdyZ vstupujete do oblasti po
amplifikaci, nevracejte se do oblasti pred amplifikaci.

* Provedte kroky indexace PCR a obohaceni v oblasti po amplifikaci, abyste zabranili pfenosu amplifikaéniho
produktu.

* VSechny postupy pfipravy knihovny vyzaduji prostiedi prosté-RNéz/DN&z. Provedte ddkladnou
dekontaminaci pracovnich oblasti pomoci ¢istidla inhibujiciho-RNazu/DNazu. Pouzivejte plasty, které dle
certifikace neobsahuji DNdzy, RNazy a lidskou genomovou DNA.

* U postupl po amplifikaci dikladné vydistéte pracovni povrchy a vybaveni pfed a po kazdém postupu
Cerstvé vyrobenym 0,5% roztokem chlornanu sodného (NaOCl). Nechte roztok pdsobit na povrchu po dobu
10 minut a poté dikladné otfete 70% ethylalkoholem nebo isopropylalkoholem.

* Pouzivejte zkumavky mikroodstfedivky, desky, pipetové Spicky a zasobniky bez nukleazy.

*  P¥ipracisrozborem pouzivejte kalibrované vybaveni. Ujistéte se, Ze v tomto protokolu pouzivate vybaveni
kalibrované na uréenou rychlost, teplotu a objem.

* Pouzivejte pfesné pipety, abyste zajistili pfesné dodani reagencii a vzork(. Pravidelné kalibrujte podle
specifikaci od vyrobce.
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*  P¥ipouziti vicekanalovych pipet dodrzujte nasledujici pokyny:
— Pipetujte minimalné = 2 pl.
— Ujistéte se, ze bariéroveé Spicky dobfe pasuji a jsou vhodné pro danou zna¢ku a model vicekanalovych
pipet.
—  Spicky upeviiujte krouzivym pohybem, abyste zajistili, ze budou véechny dobre pfipevnéné.
— Nasavejte pod uhlem 90° se stejnou objemovou urovni u vSech Spicek.
— Promichejte v3echny slozky pipetovanim reakéni smési nahoru a dold.
— Povypusténi se ujistéte, Ze se kapalina UpIné vypustila ze vSech Spicek.
* Pouzivejte vybaveni uréené pro rozbor a nastavte programy podle pokynd.

* Teploty vyznacené pro termocyklér a inkubator mikrovzorkd udavaji teplotu reakce, nemusi nutné
oznacovat nastavenou teplotu vybaveni.

Rozbor

* Zabrarite kfizové kontaminaci.
— Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi dodrzujte spravné laboratorni postupy.
— Pro odlisné vzorky nebo dispenzni reagencie pouzivejte Cerstvy laboratorni spotfebni material a
nepouzité pipetové Spicky.
— Pouzivejte $pi¢ky odolné vUci aerosollm, které snizi riziko kifizové kontaminace.
— Pfipfesunu z oblasti pfed amplifikaci do oblasti po amplifikaci pouzivejte jednosmérny pracovni postup.

— Vjednu chvili méjte otevieny pouze jeden indexaéni primer a pracujte jen s nim. Indexacéni zkumavku po
pouzitiihned znovu uzavrete. V sadé se dodavaji nahradni vicka.

— Rukavice si ménte ¢asto a tehdy, kdyzZ pfijdou do styku s indexaénimi primery nebo vzorky.
— Odstrante nepouzité zkumavky s indexaénim primerem z pracovni oblasti.

— Reagencie nevracejte do zasobnich zkumavek, pokud byly pouzity se stripem zkumavek, zlabem nebo
zasobnikem.

— Michejte vzorky pipetou a odstfedujte desku podle toho, jak uvadi pokyny.
— Pouzivejte tfepacku pro mikrodesky. Nemichejte desky ve vortexové tfepacce.

* Nezaménuijte slozky rozboru za slozky z jinych $arzi sad reagencii. Sarze sad reagencii jsou uvedeny na
Stitku krabice sady reagencii a na hlavnim listu Sarze.

* Dodrzujte postupy spravné laboratorni praxe, aby nedo$lo ke kontaminaci reagencii, nastrojl, vzorkd a
knihoven nukledzou &i produkty PCR. Kontaminace nukledzou a produktem PCR mUzZe vést k nepfesnym a
nespolehlivym vysledkdm.

* Pro optimalni vykon rozboru a skladovani je vyZadovan spravny typ desky. Dodrzujte pokyny pro pfenos
desek, jez uvadi Navod k pouZiti na strané 38.

* Nedodrzeni uvedenych postupl mlze vést k chybnym vysledklim nebo vyznamnému snizeni kvality
knihovny.
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* Pokud Navod k pouziti na strané 38 nestanovuje bod bezpecného preruseni, pfejdéte ihned k dalSimu
kroku.

* Reagencie nebo komponenty rozboru uchovavejte pfi stanovené teploté ve vyznacenych oblastech pred
amplifikaci a po amplifikaci.

* Neskladujte reagencie v nezmrazeném prostoru ani ve dvernich pfihrddkach v chladni¢ce.

* Nezmrazujte reagencie, které obsahuji ¢astice (LNB1, SPB a SMB).

* Nepouzivejte reagencie, které byly skladovany nespravné.

* Neodchylujte se od postupdl pro michéani a manipulaci uréenych pro jednotlivé reagenty. Nedostate¢né nebo

nadmérné promichani reagencii ve vortexové tfepacce se mlze projevit v podobé chybnych vysledkd
vzorka.

* FSM, SSM, ERA1-B a TCB1 mohou obsahovat ¢astice souvisejici s produktem. Dodrzujte pokyny pro
manipulaci s jednotlivymi reagenciemi. Po provedeni krok michéani FSM a SSM nemaiji zbyvajici bilé ¢astice
souvisejici s produktem vliv na vykon.

* Pripravte Cerstvé hlavni smési a zbyvajici objem po pouziti zlikvidujte.

* Na promyvaci kroky si vzdy pfipravte ¢erstvy 80% ethanol s vodou prostou RN&z/DN&z. Ethanol mize

absorbovat vodu ze vzduchu, coZ potencidlné ovliviiuje vysledky. Po pouziti 80% ethanol zlikvidujte v
souladu s predpisy v daném misté, zemi nebo oblasti.

* Preneste uréeny objem eluatu. Pfenos mensiho nez specifikovaného objemu eluatu b&hem kroku eluaéniho
postupu by mohl mit vliv na vysledky.

*  P¥i pouziti ultrasonikatoru dodrzujte nasledujici pokyny. Dodrzujte pokyny od vyrobce.
— Pfiprenaseni gDNA do zkumavky ultrasonikatoru postupujte pomalu, abyste predesli tvorbé bublin.

Nadmérné mnozstvi bublin nebo vzduchovych kapes ve stfihaci zkumavce by mohl zplsobit netipinou
fragmentaci.

— Vypousténi do zkumavky ultrasonikatoru provadéjte pomalu, aby nedoslo k vystfiknuti.

— Vytlaceni tekutiny a ztraté vzorku zabranite tim, ze pfi odstrafovani fragmentované DNA nebudete
umistovat $pi¢ku pipety na dno zkumavky ultrasonikatoru.

* Nepipetujte méné nez 2 pl vstupniho vzorku.

* Zlab nepouzivejte k ddvkovani reagencii u krok{ vyzadujicich pfidat do jamek na vzorky méné nez 10 ul
materidlu.

* K prenosu fragmentovanych vzork( gDNA ze zkumavek ultrasonikatoru na desku pfipravy knihovny (LP)
pouzivejte pipetu s jemnou Spi¢kou.

* Nekombinujte adaptéry SUAT a UMI.

* Adaptéry SUA1 pouzivejte se vzorky RNA.

* Adaptéry UMI pouzivejte se vzorky DNA.

* Ke kazdému vzorku knihovny pfifadte rlizné indexové primery, které jednoznacéné identifikuji kazdou
knihovnu, kdyZ je ve fondu pro sekvenovani v jedné pritokové kyveté.
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* Nekombinujte indexacéni primery CPxx a UPxx ve stejné knihovné.

* Rozdily mezi vzorky a indexac¢nimi primery zpUsobi, Ze se z dlvodu $patné identifikace pozitivnich vzorkd
vykazou nespravné vysledky. Nez zac¢nete pfipravovat knihovnu, zadejte ID vzorkU a pfifadte indexy zde:
Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU). P¥i pfipravé knihovny si pro
referenci poznamenejte ID vzorkd, indexaci a orientaci jamek desky.

*  Pro knihovny odvozené od vzork( RNA pouzivejte pouze indexy UPXxx.
*  Pro knihovny odvozené od vzork( DNA pouzivejte indexy UPxx nebo CPxx.

* Sekvenujte maximalné 8 knihoven RNA a 8 knihoven DNA na prltokovou kyvetu. Sekvenujte minimalné tfi
knihovny. Dodrzujte pokyny v ¢asti Pocet knihoven a vybér index( na strané 35.

* Po kroku vazby v ¢asti Prvni zachyceni cilti na strané 59 a v ¢asti Druhé zachyceni cilll na strané 63 prejdéte
inned ke kroku myti, aby nedoslo k vysuseni shlukl ¢astic.

* Bé&hem krokd myti odstraiite ze dna jamek vedkery 80% ethanol. Bylo prokazano, ze zbytkovy etanol
ovliviiuje vysledky.
*  Pro optimalni vykon rozboru dodrzujte ur¢eny po¢et myti uvedeny v Ndvod k pouZziti na strané 38.

* Béhem postupu Normalizace knihoven na strané 70 provedte ddkladnou resuspendaci shluku ¢astic, aby
bylo dosazeno konzistentni hustoty klastru na priitokové kyveté.

* Neprodlené nahlaste veSkeré zavazné udalosti souvisejici s timto produktem spolecnosti lllumina
a pfislusnym organtm ¢&lenskych statd, ve kterych uzivatel a pacient sidli.

Poznamky k postupu

*  Pracovni postup TSO Comprehensive (EU) Ize provadét podle nasledujiciho harmonogramu:

— Den 1: Syntéza cDNA ze vzorkl RNA, fragmentace DNA ze vzorkl gDNA, pfiprava knihovny a zahdjeni
(prvni) hybridizace pfes noc.

— Den 2: Obohaceni, normalizace obohacenych knihoven a viozeni knihoven do Pfistroj NextSeq 550Dx.

Pokud neni mozné provést pracovni postup TSO Comprehensive (EU) podle tohoto harmonogramu, je

v celém protokolu specifikovano nékolik bodl bezpeéného preruseni. Pokud v protokolu neni stanoven bod

bezpecného preruseni, prejdéte ihned k dalSimu kroku.

* Knihovny odvozené ze vzorkd RNA a DNA je mozné pfipravovat sou¢asné v samostatnych jamkach.
* Tabulka pro pfipravu hlavni smési obsahuje objemové prebytky, aby bylo zajisténo, Ze je k dispozici
dostate¢ny objem pro mnozstvi zpracovavanych vzorkd.

* Pouzijte vodu na molekuldrni Urovni, ktera neobsahuje nukleazy.

* Po pfidani reagencie $picku jedenkrat oplachnéte nasatim a vypusténim do pfislusné jamky na desce, pokud
v postupu neni uvedeno jinak.

* Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.
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* Reagencie, vzorky a knihovny je nutné v urcitych krocich uvedenych v ndvodu k pouziti uchovavat v chladu.
To se definuje jako uchovavani na ledu nebo jeho ekvivalentu.

Programy termocykléru

* Programovani termocykléru na vybaveni pozadované pred amplifikaci a po amplifikaci je nutné provést pred
zahajenim protokolu.

* Zkontrolujte, Ze se desky PCR bezpecéné vejdou do termocykléru.

* Pouzijte desky doporucené vyrobcem termocykléru.

Zapeceténi a odpeceténi desky
* Desky vzdy utésfiujte pomoci nového lepiciho tésnéni. Nepouzivejte tésnéni opakované.
* Proutésnéni desky pevné umistéte lepici kryt na desku pomoci tésniciho klinu nebo valecku.
* Desku s 96 jamkami pfed provedenim nasledujicich krokU protokolu vzdy utésnéte pomoci nového lepiciho
tésnéni.
— Postup michani desky v tfepacce
— Kroky odstfedovani
— Kroky teplotniho cyklovani
— Hybridizace
— Dlouhodobé skladovani
* Zajistéte, aby okraje a jamky byly utésnéné. Snizi se tim riziko kfizové kontaminace a odparovani.
* Polozte desku narovny povrch a poté opatrné sejméte tésnici fdlii.

* Pokud je pfed odpeceténim pozorovana na tésnéni nebo bocnich sténach jamek jakakoliv kapalina,
odstfedujte desku pfi 280 g po dobu 1 minuty.

* Pouzivejte lepici tésnéni s ucinnosti v rozmezi teplot -20 °C az 100 °C a vhodné pro desky PCR s lemem
nebo poloviénim lemem.

Vybaveni

* Pred zahdjenim rozboru se ujistéte, Ze jsou pracovnici laboratofe sezndmeni s pokyny vyrobce pro obsluhu
a udrzbu veskerého zafizeni.

Typ desky a prenosy desek
* Pro optimalni vykon rozboru a skladovani je vyZadovan spravny typ desky.

*  P¥ipfenosu objemd mezi deskami pfenasejte uréeny objem z jednotlivych jamek na desce do odpovidajici
jamky na cilové desce.
* Vicekanalové pipety lze pouzit pfi pfenosu vzorkd mezi zkumavkami nebo deskami.
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* PFimichani desek v tfepacce dodrzujte nasledujici pokyny.
— K michani desek v tfepacce pouzijte deskovou tfepacku. Nemichejte desky ve vortexové tiepacce.
— Desky PCR michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min.
— Desky MIDI michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min.

— Postupujte podle pokynl vyrobce, abyste se ujistili, Ze tfepacka desky pevné drzi.

Odstredovani
* Kdyz pokyny v protokolu vyzaduji kratké odstfedovani, odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

* Pokud se na tésnéni nebo na sténach jamky objevi kapalina, odstfedujte desku pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Nakladani s reagenciemi

* V8echny zkumavky s reagenciemi je nutné po pouziti pevné zavi¢kovat, aby se omezilo odpafovani a
zabranilo kontaminaci.

* Jakmile nejsou reagencie béhem postupu dale vyZzadovany, opét je uskladnéte pfi pozadované skladovaci
teploté.

*  P¥ipfipravé reagencii, ktera se provadi pfed kazdou ¢asti postupu, dodrzujte Navod k pouZziti na strané 38.
* Zajistéte pfipravu pozadovaného objemu hlavni smési, elu¢ni smési a 80% ethanolu pro zpracovavany pocet
vzorkd.
* Objemy uvedené v tabulkach pro hlavni smés a roztok zahrnuji objemové prebytky. Vypocty objemovych
prebytkl probihaji ndsledujicim zptsobem.
* Tabulka 14
— Objem FSM = (7,2 ul) x (po&et vzorkl + kontrol) x (1,25).
— ObjemRVT = (0,8 pl) x (po&et vzorkd + kontrol) x (1,25).
* Tabulka 21
— Objem ERA1-B = (7,2 ul) x (pocet knihoven) x (1,20).
— Objem ERA1-A = (2,8 pl) x (poCet knihoven) x (1,20).
* Tabulka 29
— Objem EE2 = (20,9 ul) x (pocet knihoven) x (1,364).
— Objem HP3 = (1,1 ul) x (pocet knihoven) x (1,364).
* Tabulka 30
— Objem EE2 = (20,9 pl) x (pocet knihoven) x (1,364).
— Objem HP3 = (1,1 ul) x (pocet knihoven) x (1,364).
* Tabulka 36
— Objem LNA1T = (38,1 pl) x (pocet knihoven) x (2,0).
— Objem LNB1 = (6,9 pl) x (pocet knihoven) x (2,0).
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* Tabulka 37
— Objem EE2 = (30,4 ul) x (pocet knihoven) x (1,25).
— Objem HP3 = (1,6 pl) x (pocet knihoven) x (1,25).

Sady adaptéri
* Rozbor TSO Comprehensive (EU) obsahuje adaptéry SUA1T a UMI.
* Adaptéry SUAT se pouzivaji se vzorky RNA. Nejsou uréeny k pouziti se vzorky DNA.

* Adaptéry UMI se pouzivaji se vzorky DNA. Nejsou uréeny k pouziti se vzorky RNA.

Nakladani s ¢asticemi
* Vrozboru TSO Comprehensive (EU) se vyskytuji tfi typy ¢astic (SPB, SMB a LNB1). Ujistéte se, Ze se béhem
procedury bude pouzivat spravny typ ¢astice.
* Skazdym typem ¢astic provadéjte spravny pocet myti.
* Zajistéte, aby byly ¢astice pred pouzitim ponechany pfi pokojové teploté.
* Pro zajisténi homogenity michejte pfed pouzitim ¢astice po dobu 1 minuty.
*  PFimichani ¢astic pipetou dodrzujte nasledujici pokyny:
— Pfimichani pouzijte vhodnou pipetu a velikost Spi¢ky pro dany michany objem.
— Nastavte objem na pfiblizné 50-75 % objemu vzorku.
— Pipetujte pomalu, aniz byste uvolnili pist.
— Zabrante vystiiknuti a nasati bublin.
— Umistéte Spicku pipety nad ¢astici a vypoustéjte pfimo do Castice, aby se ¢astice z jamky nebo
zkumavky uvolnily.

— Zajistéte, aby se cely shluk ¢astic dostal do roztoku. Roztok by mél mit tmavé hnédou barvu a
homogenni konzistenci.

— Zkontrolujte, zda se vytvoril shluk ¢astic. Opatrné nasajte cely roztok ¢astic do Spi¢ky pipety a
zkontrolujte dno jamek.

* Pokud béhem postupu magnetické separace dojde k nasati ¢astic do pipetovych $picek, vypustte ¢astice
zpét do jamky na desce na magnetickém stojanu. Nez budete pokracovat v dalSim kroku postupu, vyckejte,
dokud kapalina nebude ¢&ira (pfiblizné 2 minuty).

*  PFimyti ¢astic:
— Pouzijte doporuceny magneticky stojan pro danou desku.
— Kapalinu vypoustéjte pfimo na desku, aby se zvIhCily ¢astice po stranach jamek.
— Ponechte desku na magnetickém stojanu, dokud postup nebude vyZadovat jeji odebrani.
— Nemichejte desku, dokud je na magnetickém stojanu.

— Pokud je na magnetickém stojanu, nenarusujte ¢asticové shluky.
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* P¥i promyvani ¢astic nebo odstrafiovani supernatantu naklanéjte Spicky pipet na dné jamek, aby se
nevytvorilo vakuum a nedoslo k nasati roztoku do filtr(i pipetovych 3picek.

Pocet knihoven a vybér indexu

Pfed nastavenim bé&hu naplanujte pocet knihoven vzork( a index( vzorkl pro béh sekvenovani. Nasledujici
pokyny pro pocet vzorkl zahrnuji pozitivni kontroly, ale nevyuzivaji negativni kontroly nebo kontroly bez
templatu (NTC). Jako dalsi vzorek musi byt k planovanému béhu pfidany snimace NTC.

PFi TSO Comprehensive (EU) postupujte podle pokynd, jez uvadi Tabulka 6 a Tabulka 7 ke stanoveni po¢tu
knihoven RNA a/nebo DNA k sekvenaci v jedné pritokové kyveté. Pokud sekvenujete knihovny RNA nebo DNA
oddéleng, viz Tabulka 6. Pokud sekvenujete knihovny RNA a DNA na stejné prdtokové kyveté, viz Tabulka 7.

Tabulka 6 Sekvenovani kninoven RNA nebo DNA

Typ knihovny Minimum#* Maximum*
Pouze RNA 3 16
Pouze DNA 3 8

* NTC nepfispivaji k plexité.

Tabulka 7 Sekvenovani kninoven RNA a DNA na stejné pritokové kyveté

Typ knihovny Minimum#* Maximum*
RNA 3 8
DNA 3 8

* NTC nepfrispivaji k plexité.
Pro optimalni vyuziti reagencii pfi sekvenovani DNA a RNA knihoven sTSO Comprehensive (EU), které provadi
PFistroj NextSeq 550Dx, sekvenujte 8 knihoven RNA a 8 knihoven DNA na prdtokovou kyvetu.

Indexacni primery jednoznacné identifikuji kazdy vzorek tak, Ze knihovny mohou byt ve spoleéném fondu pro
sekvenovani na jedné pritokové kyveté. Kombinace kompatibilnich indexd se zobrazuji na obrazovce Create
Run (Vytvofit béh) pfi nastaveni béhu (Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU)). B&hem pfiipravy knihovny pfidejte do kazdé knihovny vzork( indexaéni primer. Pro kaZdou knihovnu vzorkt
pouZijte jinou smés indexacnich primerd.

Ujistéte se, Ze indexadni primery, které pouzivate se vzorky, odpovidaji indextim, k jejichz vybéru pro analyzy
pouzivate Analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU). Neodpovidajici indexy
zpusobi, Ze se z divodu Spatné identifikace pozitivnich vzorku vykaZou nespravné vysledky.

V rozboru TSO Comprehensive (EU) existuji dva typy indexd.

* Indexy UPxx - Indexy UPXX pouzivejte pro knihovny odvozené od vzorkd RNA nebo DNA.

* Indexy CPxx - Indexy CPxx pouzivejte pro knihovny odvozené od vzorkl DNA. Indexy CPxx nepouzivejte
pro knihovny odvozené od RNA nebo pfi sekvenovani celkem pouze tfi knihoven DNA.
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PFi sekvenovani pouze tfi knihoven plati ndsledujici pozadavky:

* Knihovny musi byt bud vSechny DNA, nebo vSechny RNA.

* Nepouzivejte indexové sady CPxx.

* K zajiSténi dostatecné diverzity je vyzadovana jedna z nasledujicich indexovych sad UPxx:
— UPO1, UP02 a UP03
— UPO04, UPO5 a UP06
— UPO07,UP08 a UP09

— UP10, UP11a UP12
Prvni knihovna ma napfiklad pfifazen index UP0O1, druha knihovna UPO2 a tfeti knihovna UP03.

TruSight Oncology Kontroly

TSO Comprehensive (EU) vyZaduje Kontrolni vzorky TruSight Oncology, které se skladaji z DNA kontroly
TruSight Oncology a RNA kontroly TruSight Oncology jakozto pozitivnich kontrol. V ramci dané udalosti pfipravy
knihovny zahriite pro kazdy béh sekvenovani DNA TruSight Oncology kontrolu DNA a pro kazdy béh
sekvenovani RNA TruSight Oncology kontrolu RNA (zahriite také kontrolni vzorky pro kombinovany béh DNA

a RNA). Pro kazdy planovany béh sekvenovani je pfipravena jedine¢na pozitivni kontrola. DalSi informace viz
Pfibalovy letak ke kontrolnim vzorkdm TruSight Oncology (dokument ¢. 200009919).

Vstupni mnozstvi pozitivni kontroly je 40 ng pro DNA a RNA.

Zahrnite pfisluSnou kontrolu DNA bez templatu (NTC) do kazdé udalosti pfipravy knihovny RNA a DNA. V ramci
jedné udalosti pfipravy knihovny probiha sekvenovani NTC opakované. Postupujte podle téchto pokynd pro
Kontrolni vzorky TruSight Oncology:

* Knihovny z pozitivnich kontrol a kontrol bez templatu pfipravujte u vzorkd identicky.
* Pro DNA NTC pouzivejte TEB.

* Pro RNA NTC pouzivejte vodu prostou DNaz/RNaz.

* Vpozadavku na maximalni knihovny jsou zahrnuty pozitivni kontroly.

* Vpozadavku na minimalni knihovny nejsou zahrnuty NTC.

*  P¥isekvenovani pouze 3 knihoven pouzijte UP indexy pro NTC.

* Vzhledem k tomu, Ze NTC je sekvenovana opakované, nemohou se indexy vybrané pro tuto kontrolu v
udalosti pfipravy knihovny opakovat.

Nasledujici tabulky ukazuji pfiklad rozloZeni desek pro pfipravu knihovny. Kazdy &islovany sloupec pfedstavuje

jeden béh sekvenovani. PFi spoleéném sekvenovani knihoven DNA a RNA predstavuje kazda odpovidajici sada

sloupct jeden béh sekvenovani (napfiklad sloupec 1 a sloupec 7). Pro kazdy sloupec nebo sadu sloupctli se

sekvenuje NTC.
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Tabulka 8 Udalost pfipravy knihovny pro jeden béh, kterd obsahuje Sest vzorkl pacientd

1

Pozitivni
A kontrola
DNA
B DNA 1
C DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA S
G DNA 6
T

2

prazdné

prézdné
prazdné
prazdné
prazdné
prézdné
prazdné

prazdné

3

prazdné

prazdné
prézdné
prazdné
prazdné
prazdné
prézdné

prazdné

4

prazdné

prézdné
prazdné
prazdné
prazdné
prézdné
prazdné

prazdné

5

prazdné

prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné

prazdné

6

prazdné

prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné

prazdné

Tabulka 9 Udalost pfipravy knihovny pro tfi b&hy, kterd obsahuje 20 vzork{ pacientd

1
Pozitivni
A kontrola
DNA
B DNA1
€ DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA S
G DNA 6
DNA
H NTC
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2

Pozitivni
kontrola
DNA

DNA 7
DNA 8
DNA 9
DNA10
DNA 11
DNA 12

DNA 13

3

Pozitivni
kontrola
DNA

DNA 14
DNA 15
DNA 16
DNA 17
DNA 18
DNA 19

DNA 20

4

prazdné

prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné
prazdné

prazdné

5

Pozitivni
kontrola
RNA

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

RNANTC

6

Pozitivni
kontrola
RNA

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

RNA 13

®

illumina

7

Pozitivni
kontrola
RNA

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

RNANTC

7

Pozitivni
kontrola
RNA

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

RNA 20
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Navod k pouziti

Prehled pracovniho postupu TSO Comprehensive (EU) znazornuji Obrazek 1a Obrazek 2.

Pracovni postup pfipravy knihovny

Obréazek 1 znazorfiuje pracovni postup pfipravy knihovny pro TSO Comprehensive (EU). Knihovny ze vzork(
RNA a DNA je mozné pfipravovat soucasné v samostatnych jamkach. Pozitivni kontroly a kontroly bez templatu
se u vzork{ zpracovavaiji identicky. Mezi kroky jsou vyznaceny body bezpecéného preruseni.

Pfed spusténim protokolu zadejte informace o béhu a vzorku do: Analyticky modul Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU). Viz Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).
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Obrazek 1 TSO Comprehensive (EU) Pracovni postup (¢ast 1)

Den 1
Bod bezpecéného
preruseni

Denaturace a zihani RNA

Pracovni ¢as: 65 minut
Celkem: 75 minut
Reagencie: EPH3

gDNA

Pracovni ¢as: 100 minut
Celkem: 110 minut

Reagencie: TEB

Prvni syntetizace viaken cDNA

Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 50 minut
Reagencie: FSM, RVT

Druha syntetizace vldken cDNA

Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 35 minut
Reagencie: SSM

Cisténi cDNA
Pracovni ¢as: 30 minut
Celkem: 40 minut

Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB

Bod bezpecného
preruseni

Dokument &. 200007789 v08

Bod bezpecéného
preruseni

e Provedeni opravy koncu a A-Tailing

Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 70 minut
Reagencie: ERA1-A, ERA1-B

Ligace adaptért

Pracovni ¢as: 15 minut

Celkem: 50 minut

Reagencie: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

Cisténi ligace

Pracovni ¢as: 40 minut

Celkem: 50 minut

Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB

Indexace PCR

Pracovni ¢as: 15 minut
Celkem: 60 minut
Reagencie: UPxx/CPxx, EPM

® cDNA @ stfihana DNA

* Pracovni ¢as a celkovy ¢as udava pfiblizné hodnoty.
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Pracovni postup obohaceni

Obrazek 2 zndzorfuje pracovni postup obohaceni pro TSO Comprehensive (EU). Mezi kroky jsou vyznaceny
body bezpecného preruseni.

Obrazek 2 Pracovni postup TSO Comprehensive (EU) (¢ast 2)

Den 1 (pokratovani) o Nastaveni prvni hybridizace
Pracovni ¢as: 15 minut
Celkem: Pres noc
Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Hybridizace pfes noc

Den 2 o Prvni zachyceni cill
Pracovni ¢as: 60 minut
Celkem: 100 minut
Reagencie: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2
e Nastaveni druhé hybridizace
Pracovni ¢as: 10 minut
Celkem: 2—4 hodiny
Reagencie: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2
o Druhé zachyceni cill
Pracovni ¢as: 25 minut
Celkem: 60 minut
Bod bezpeé&ného Reagencie: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2
preruseni
e Amplifikace obohacené knihovny
Pracovni ¢as: 5 minut
Celkem: 60 minut
Reagencie: EPM, PPC3
o Cisté&ni amplifikované obohacené
knihovny
Pracovni ¢as: 30 minut
Bod bezpeéného Celkem: 40 minut
preruseni Reagencie: SPB, 80% ethanol, RSB
o Normalizace knihoven
Pracovni ¢as: 40 minut
Celkem: 70 minut
Bod bezpecného Reagencie: LNA1, LNB1, LNW1, LNS1, EE2, HP3
preruseni
e Pfiprava na sekvenovani
Pracovni ¢as: 30—45 minut
Celkem: 120 minut
Reagencie: HP3, RSB, PX3, HT1
@® Obohaceni @ Priprava sekvenace
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Programovani termocyklért

Pfed zahdjenim rozboru ulozte nasledujici programy na termocyklér pfed amplifikaci a termocyklér po
amplifikaci.

Tabulka 10 Programy termocykléru pfed amplifikaci

Nazev Teplota Objem i
Krok postupu . Parametry termocykléeru
programu  vicka reakce
Denaturace a zihani LQ-RNA 100 °C 17 ul e 65 °C po dobu 5 minut
RNA e 4 °C po dobu 1 minuty
o Udrzujte pfi teploté 4 °C.
Prvni syntetizace 1stSS 100 °C 25 ul e 25°C po dobu 10 minut
vldken cDNA e 42 °C podobu 15 minut
e 70 °C po dobu 15 minut
e 4 °C po dobu 1 minuty
o UdrZzujte pfi teploté 4 °C.
Druha syntetizace 2ndSS 30°C 50 pl » 16 °C po dobu 25 minut
vldken cDNA e 4 °C po dobu 1 minuty

o UdrZzujte pfi teploté 4 °C.

POZNAMKA Pokud teplotu vi¢ka pro 2ndSS nelze nastavit na 30 °C, vypnéte moznost predehrati vicka.

Tabulka 11 Programy termocykléru po amplifikaci

Nazev Teplota Objem
programu  vicka reakce

Indexace PCR I-PCR 100 °C 50 i e 98 °C po dobu 30 sekund
« 15 cyklU:
e 98 °C po dobu 10 sekund
e 60 °C po dobu 30 sekund
e 72 °C po dobu 30 sekund
e 72 °C po dobu 5 minut
o Udrzujte pfi teploté 10 °C.

Provedeni prvni HYB1 100 °C 50 i e 95°C po dobu 10 minut
hybridizace e 85 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 75°C po dobu 2 minut 30 sekund
e 65 °C po dobu 2 minut 30 sekund
o Udrzujte teplotu 57 °C po dobu 8 az 24
hodin

Krok postupu Parametry termocykléru
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Nazev Teplota Objem ,
Krok postupu . Parametry termocykléru
programu  vicka reakce
Provedeni druhé HYB2 100 °C 50 i e 95 °C po dobu 10 minut
hybridizace e 85°C po dobu 2 minut 30 sekund
e 75 °C po dobu 2 minut 30 sekund
e 65 °C po dobu 2 minut 30 sekund
o Udrzujte teplotu 57 °C po dobu 1,5 az
4 hodin
Amplifikace EL-PCR 100 °C 50 i e 98°Cpodobu30s
obohacené « 18 cykll:
knihovny e 98°Cpodobulls

e 60°Cpodobu30s
e 72°Cpodobu30s
e 72 °C podobu 5 min.
o Udrzujte pfi teploté 10 °C.

PFiprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krokl protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného preruseni.

/N UPOZORNENI
VSechny postupy v pracovnim postupu vyzaduji prostiedi prosté RNaz/DNaz.

1. Provedte dikladnou dekontaminaci pracovnich oblasti pomoci ¢istidla inhibujiciho RNazu/DNazu.

2. Zkontrolujte, Ze jsou nastaveny programy termocykléru pfed amplifikaci. Viz ¢ast Programovaéni
termocyklért na strané 41.

Nastavte ultrasonikator podle pokynl od vyrobce.
Pokud zpracovavate pouze vzorky DNA, pfejdéte pfimo ke kroku Fragmentace gDNA na strané 48.

Vyjméte kontroly RNA ze skladovacich prostor.

o g W

Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokyn(l k rozmrazeni.
Tabulka 12 TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (PN 20031127)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

EPH3 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Denaturace a zihani RNA
teplotu.

FSM -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Prvni syntetizace vliaken cDNA
teplotu.

RVT -25°Caz-15°C Uchovavejte v chladu. Prvni syntetizace vlaken cDNA

SSM -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Druha syntetizace viaken cDNA
teplotu.
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Tabulka 13 TruSight Oncology Comp Library Prep (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
SPB (svétle 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté  Cisténi cDNA
zeleny na 30 minut.

Stitek)

RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté.  Cisténi cDNA

Denaturace a zihani RNA

Tento proces denaturuje purifikovanou RNA a provede priming nahodnymi hexamery pro pfipravu na syntézu
cDNA.

Priprava

1. Pfipravte nasledujici reagencie.
* EPH3-0Odlozte.

*  FSM-Promichejte ve vortexové tfepacce. Kratce odstredte a pipetovanim promichejte.
Reagencie miZe obsahovat bilé ¢astice souvisejici s produktem. UzZivatel nemusi provést Zadnou akci.
Na ucinnost produktu to nema zadny vliv.

* RVT -Kratce odstfedte a pipetovanim promichejte. Uchovavejte v chladu.

POZNAMKA RVT je viskdzni roztok. PFi pipetovani minimalizujte tvorbu bublin.

2. Ve zkumavce mikroodstfedivky nakombinujte nasledujici objemy, abyste si pfipravili hlavni smés FSM +
RVT.

Tabulka 14 Hlavni smés FSM + RVT*

SlozZka hlavni
z vnl 4 knihovny (ul) 8 knihoven (ul) 16 knihoven (ul) 24 knihoven (pl)

smési
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypodty jsou uvedeny v ¢asti Naklddani' s reagenciemi na strané 33.
Pipetovanim 10krat promichejte.

Hlavni smés FSM + RVT uchovavejte v chladu, dokud neprejdete ke kroku Prvni syntetizace viaken cDNA na
strané 44.

Postup

1. Extrahované vzorky RNA a kontrolni vzorky RNA udrZujte pfi rozmrazovani v chladu.
Pro zbytek protokolu zpracovavejte kontroly RNA jako vzorky.
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10.

11.
12.
13.

14.

Pokud RNA nepouzivate, uchovavejte ji v chladu. Kvantifikaci vzorkd naleznete v ¢asti PoZadavky vzork(d na
strané 26.

Pipetovanim kazdy vzorek RNA 10krat promichejte.

Pro pfipravu 40 ng kazdého vzorku RNA pouZijte vodu prostou RNaz/DNaz s kone¢nym objemem 8,5 pul (4,7
ng/pl).
Pro kontroly RNA pouZzijte koncentraci uvedenou na Stitku zkumavky.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako CF (Fragmenty cDNA).
Pridejte 8,5 pl kazdého vzorku RNA do jedine¢né jamky na desce CF PCR.

Zajistéte, aby rozlozeni desky se vzorky a indexy jednotlivych vzorkd odpovidaly béhu, ktery jste si béhem
nastaveni béhu naplanovali zde: Analyticky modul TSO Comprehensive (EU).

Michejte EPH3 ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
Pfidejte 8,5 pul EPH3 do kazdé jamky vzorku.
Na desku CF PCR pfilepte tésnéni.

/N UPOZORNENI

Dudkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

Michejte v tfepacce pfi 1 200 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstredujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Vlozte na termocyklér a spustte program LQ-RNA.
Viz ¢ast Programovani termocyklérd na strané 41.

Kdyz vzorky dosahnou teploty 4 °C, udrzujte je pfi této teploté 1 minutu. Pfejdéte ihned k dalSimu kroku.

Prvni syntetizace viaken cDNA

Tento proces provadi reverzni piepis fragmentl RNA z primingu ndhodnymi hexamery do cDNA prvnich viaken
pomoci reverse transcriptase.

Postup

Odeberte desku CF PCR z termocykléru.

2. Pipetovanim 10krat promichejte hlavni smés FSM + RVT. Ujistéte se, ze smés FSM + RVT je zcela
homogenni.

3. PFidejte 8 pl hlavni smési FSM + RVT do kazdé jamky vzorku.

4. Pipetovanim 10krat promichejte.

5. Zlikvidujte zbyvajici hlavni smés FSM + RVT.

6. Na desku CF PCR pfilepte t&snéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

7. Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
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Odstfedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

9. Vlozte na termocyklér a spustte program 1stSS.
Viz &ast Programovani termocyklérd na strané 41.

10. Kdyz vzorky dosdhnou teploty 4 °C, pokradujte ihned dalSim krokem.
Vzorky prvnich vlaken Ize uchovavat pfi teploté 4 °C po dobu 5 minut.

Druha syntetizace viaken cDNA

Tento proces odstranuje templat RNA a syntetizuje dvouvlaknovou cDNA.
Priprava

1. Pfipravte SSM:
a. Promichejte 10krat v pfeklopné tiepacce.

b. Kratce odstfedte. Reagencie mlzZe obsahovat bilé ¢astice souvisejici s produktem. Neni nutna zadna
akci. Na uc¢innost produktu to nema zadny vliv.

Postup

1. Odeberte desku CF PCR z termocykléru.
2. PFidejte 25 ul SSM do kazdé vzorkové jamky.

3. Nadesku CF PCR pfilepte tésnéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

4. Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.
Odstredujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.

6. Vlozte natermocyklér a spustte program 2ndSS.
Viz 8ast Programovani termocyklér( na strané 41.

7. Kdyz vzorky dosahnou teploty 4 °C, vyckejte 1 minutu a poté ihned pokracujte dalSim krokem.
Cisténi cDNA

Tento proces pouziva SPB k vygisténi nezadoucich reak&nich sloZzek z cDNA. Céstice se dvakrat promyji v
Cerstvém 80% ethanolu. cDNA je eluovana s RSB.

Priprava

1. PFipravte nasledujici reagencie.
* SPB- Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
* RSB - Odlozte pro ucely postupu.

2. Pfipravte ¢erstvy 80% EtOH do 15ml nebo 50ml kdnické zkumavky nasledovnym zplsobem.
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Tabulka 15 Pripravte Cerstvy 80% ethanol

Reagencie 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven
100% ethanol, Cisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml
Voda prosta RNaz/DNaz 500 ul Tml 2ml 3ml
3. Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
4. 0Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BIND1 (Pro vazbu cDNA).
5. Zakryjte a odloZte.
6. Pfipravte magnet.
Postup
Vazba
1. Odeberte desku CF PCR z termocykléru.
Michejte SPB ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.
3. lhned pridejte 90 ul SPB do kazdé jamky vzorku na desce BIND1 MIDI.
Pokud k davkovani SPB pouzivate Zlab, zapoditejte pfi davkovani dostate¢ného mnozstvi materialu na
kazdy vzorek faktor prebytku#1,15. Po pfidani SPB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvaijici
material.
4. Preneste cely objem (50 pl) jednotlivych vzorkl z desky CF PCR do odpovidajici jamky desky BIND1 MIDI.
Zlikvidujte prazdnou desku CF PCR.
6. Na desku BIND1 MIDI pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
7. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
9. Umistéte desku BIND1 MIDI na magneticky stojan na dobu 5 minut.
10. Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Aniz byste narusili shluk ¢astic, pomoci pipety nastavené na
200 ul odeberte z jednotlivych vzorkovych jamek veskery supernatant.
Myti
1. Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.
a. Ponechte desku BIND1 MIDI na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé jamky 200 pl Cerstvého 80%
ethanolu.
b. Pockejte 30 sekund.
c. Aniz byste narusili shluk ¢astic, pomoci pipety nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych vzorkovych
jamek veskery supernatant.
2. Promyijte ¢astice podruhé.
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3. Pipetou s jemnou $pi¢kou odstrante z kazdé jamky zbytky ethanolu.

4. Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.

Eluovani

1. Odeberte desku BIND1 MIDI z magnetického stojanu.

2. Promichejte RSB v pfeklopné nebo vortexové tiepadce.
3. Pridejte 22 ul RSB do kazdé vzorkové jamky.

4. Na desku BIND1 MIDI pfilepte tésnéni.

DUkladné utésnéte okraje a jamky.
Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

® N o o

Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako PCF (Fragmenty vycisténé cDNA).
Pokud mistem, kde koné&ite, je BOD BEZPECNEHO PRERUSENI na strané 47, pouZijte desku PCR.

9. PrFeneste 20 pl eludtu z jednotlivych vzorkovych jamek desky BIND1 MIDI do odpovidajicich jamek na desce
PCF.

10. Zlikvidujte prazdnou desku BIND1 MIDI.

11. Do kazdé vzorkové jamky na desce PCF pfidejte 30 pl RSB.

12. Pipetovanim 10krat promichejte.

13. PFilepte na desku PCF tésnéni a uloZzte ji do chladu.

14. Opét uskladnéte EPH3, FSM, RVT a SSM.

15. Pokud zpracovavate vzorky derivované pouze z RNA (cDNA) a nezastavite v bodé bezpecného pferuseni,
postupujte podle ¢asti Provedeni opravy koncl a A-Tailing na strané 51.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite preruseni, odstfedujte desku PCF PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°Cdo-15°Caz7dni.

Priprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krok( protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného preruseni.
1. Vyjméte kontroly DNA ze skladovacich prostor.
2. Vyjméte z krabice zkumavku s reagencii a postupujte dle pokyn( k rozmrazeni.

Tabulka 16 TruSight Oncology Comp Library Prep (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie  Skladovani  Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
TEB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Fragmentace gDNA
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Fragmentace gDNA

Tento proces provadi fragmentaci gDNA a generuje fragmenty dsDNA se 3‘ nebo 5 pfevisy.
Priprava
1. Pfikvantifikaci vzork( dodrzujte doporudéeni v ¢asti Extrakce nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani na

strané 27.

2. Ptipravte TEB - Promichejte v pfeklopné nebo vortexové tfepacce.

Postup

Priprava desky
Pro pfipravu desky zvolte jednu z nasledujicich moznosti:
* Vzorky gDNA zpracovavejte sou¢asné se vzorky cDNA na desce PCF MIDI.
a. Oznacte desku PCF MIDI jako LP (Pfiprava knihovny).
b. Uchovavejte v chladu a odloZte pro pouziti v kroku Prenos fragmentované DNA na strané 49.
* Vzorky gDNA zpracovavejte soucasné se vzorky cDNA. Deska PCF PCR je zmrazena.
a. Rozmrazte desku PCF PCR na pokojovou teplotu.
b. Odstiedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
c. Pipetovanim 10krat promichejte.
d. Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP (PFiprava knihovny).
e. Preneste vSech 50 ul kazdého vzorku z desky PCF PCR do odpovidajici jamky na desce LP MIDI.
f.  Zlikvidujte desku PCF PCR.
g. Prilepte tésnéni a uchovavejte v chladu az do kroku Prenos fragmentované DNA na strané 49.
* Zpracujte vzorky pouze s gDNA.

a. Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP (Pfiprava knihovny).
Pokud mistem, kde koné&ite, je BOD BEZPECNEHO PRERUSENI na strané 49, pouzijte desku PCR.

b. Zakryjte a odloZte pro pouziti v kroku Prenos fragmentované DNA na strané 49.

Redéni gDNA
Rozmrazte vzorky gDNA a kontroly DNA pfi pokojové teploté.
Pipetovanim kazdy vzorek gDNA 10krat promichejte.

1.
2.
3. Zkumavku kratce odstfedte, aby se shromazdily kapky.
4. Promichejte TEB v pfeklopné nebo vortexové tfepacce.
5.

Pro pfipravu kazdého vzorku gDNA pouZzijte TEB s kone¢nym objemem 52 pl. V ndsledujici tabulce jsou
uvedena vstupni mnozstvi a minimalni koncentrace na zakladé typu vzorku.
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* Rozbor vyzaduje minimalni koncentraci extrakce, aby bylo mozné pouzit alespon 40 ul TEB z objemu
52 pl.

*  Pro kontroly DNA pouzijte koncentraci uvedenou na Stitku zkumavky.

* Aby se predeslo ztraté vzorku, nepipetujte do tohoto fedéni méné nez 2 pl vzorku.

Typ vzorku Vstupni mnozstvi (ng) Minimalni koncentrace (ng/ul)

FFPE 40 3,33

Kontrola 40 Viz Stitek zkumavky
Fragmentace

1. PFidejte 52 pl z kazdého vzorku gDNA do samostatné jamky zkumavky ultrasonikatoru.

/N UPOZORNENI

Premistovani gDNA do zkumavky provadéjte pomalu, abyste zajistili, Ze ve spodni ¢asti zkumavky
nezUstavaji vzduchové kapsy. Dal$i informace naleznete v ¢asti Rozbor na strané 29 a v pokynech
od vyrobce.

2. Zaznamenejte orientaci prouzku.

3. Pomoci ultrasonikatoru fragmentujte gDNA na fragmenty.

Prenos fragmentované DNA

1. Zajistéte, aby rozlozeni desky se vzorky a indexy jednotlivych vzorkd odpovidaly béhu, ktery jste zvolili pro
analyzu zde: Analyticky modul TSO Comprehensive (EU).

2. Obnovte vzorek podle pokyn( od vyrobce ultrasonikatoru.
U nékterych typl zkumavek ultrasonikatoru se za U¢elem konsolidace vzorku ve zkumavce vyZaduje
centrifugace.

3. Pro kazdy fragmentovany vzorek gDNA pouZzijte pipetu s jemnou $pi¢kou k provedeni tfech transfer(i 16,7 pl
do prézdné jamky na desce LP MIDI.

4. Nadesku LP MIDI pfilepte tésnéni.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite pferuseni, pfilepte na desku LP PCR tésnéni a odstifedujte pfi 280 g po dobu 1 minuty.
Skladujte pfi teploté -25 °C az -15 °C maximalné 7 dni.

Priprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krok( protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného pieruseni.

Zkontrolujte, Ze jsou nastaveny programy termocykléru po amplifikaci. Viz ¢ast Programovani termocyklér( na
strané 41.
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1. PFipravte kbelik na led nebo ekvivalent.
2. Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupuijte dle pokynl k rozmrazeni.
Tabulka 17 TruSight Oncology Comp Library Prep (mrazeni) (PN 20031118)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
ERA1-A -25°Caz-15°C Uchovavejte v chladu. Provedeni opravy koncl a A-
Tailing

ERA1-B -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Provedeni opravy koncl a A-
teplotu. Tailing

ALB1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Ligace adaptérd
teplotu.

LIG3 -25°Caz-15°C Uchovavejte v chladu. Ligace adaptérd

SUA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Ligace adaptérd

(modré teplotu.

vicko)

UMI (bilé -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Ligace adaptérl

vicko) teplotu.

STL -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Ligace adaptérd
teplotu.

EPM -25°Caz-15°C Uchovavejte v chladu. Indexace PCR

Tabulka 18 TruSight Oncology Comp Library Prep (chlazeni) (PN 20031119)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
SPB (svétle 2°Caz8°C Pfivedte k pokojové teploté  Cisténiligace
zeleny na 30 minut.

Stitek)

RSB 2°Caz8°C Pfivedte k pokojové teploté.  Cidténiligace

Tabulka 19 Krabice TruSight Oncology Comp UP Index Primers (PN 20031120)

Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

Indexace PCR

Reagencie
UPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte pfislusné

zkumavky s indexacnim
primerem na pokojovou

teplotu.
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Tabulka 20 Krabice TruSight Oncology Comp CP Index Primers (PN 20031126)
Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

CPxx -25°Caz-15°C Rozmrazte pfislusné Indexace PCR
zkumavky s indexacnim
primerem na pokojovou
teplotu.

Provedeni opravy koncli a A-Tailing

Tento proces opravuje previsy, které vznikaji z fragmentace do koncl s previslym A-tailem, pomoci hlavni smési
pro End Repair A-Tailing (ERA1).

3'az 5' exonukleaza v této smési odstranuje 3’ prfevisy a 5' az 3' polymerazova aktivita vyplfiuje 5° pfevisy. 3
konce dostavaji béhem této reakce A-tail, aby se predeslo vzajemné ligaci béhem adaptérové liga¢ni reakce.

Pfiprava

1. Pfedehfejte dva mikrovzorkové inkubatory s vyhfivacimi viozkami MIDI nasledujicim zplsobem.
* Predehrejte mikrovzorkovy inkubator na 30 °C.
* Predehtejte mikrovzorkovy inkubator na 72 °C.

2. PFipravte nasledujici reagencie.
* ERA1-A-Kratce odstfedte a pipetovanim promichejte. Uchovavejte v chladu.

* ERA1-B-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstrfedte.
Zkontrolujte srazeniny. Pokud jsou pfitomné, zahfejte zkumavku na 37 °C a nasledné pipetovanim
promichejte, dokud se srazeniny nerozpusti.

3. Pfipravte hlavni smés ERA1 v mikrocentrifugaéni zkumavce.

Tabulka 21 Hlavni smés ERAT*

SloZka hlavni smési 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
ERA1-B 35l 69 ul 138 pl 207 pl 415 pl
ERAT-A 13,5 pl 27 54 ul 81 ul 161 pl

* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypodty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani' s reagenciemi na strané 33.

4. Pro zajisténi homogenity 10krat pomalu odpipetujte a poté kratce odstfedte. Hlavni smés ERA1 uchovavejte
v chladu.

5. Pro pfipravu desky zvolte jednu z nasledujicich moznosti:
* Pokud jsou vzorky na desce MIDI, pfipravte je nasledujicim zplsobem.
a. Zménte oznaceni desky MIDI na LP2 (Pfiprava knihovny 2).

b. Pokud se nékteré vzorky nachazeji na samostatnych deskach MIDI, pfesurite vSechny vzorky do
samostatnych jamek na stejné MIDI desce na zakladé rozloZeni desky.
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Pokud je deska zmrazen4, pfipravte ji nasledujicim zplsobem.
Rozmrazte desku PCF PCR nebo LP PCR na pokojovou teplotu.
Odstredujte desku pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Pipetovanim 10krat promichejte.

Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako LP2 (PFiprava knihovny 2).

® o 0 T o

Pfeneste vSech 50 ul kazdého vzorku z desky PCF PCR nebo LP PCR do odpovidajici jamky na
desce LP2 MIDI.

f.  Zlikvidujte desku PCF PCR nebo LP PCR.

Postup

1. PFidejte 10 pl hlavni smési ERA1 do kazdé vzorkové jamky na desce LP2 MIDI.

Zlikvidujte zbyvaijici hlavni smés ERA1.

w

Na desku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.

DuUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

© N o g bk

Michejte v tfepadce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Inkubujte v pfedehfatém mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 30 °C po dobu 30 minut.
Ihned preneste na druhy pfedehfaty mikrovzorkovy inkubator.

Inkubujte pfi 72 °C po dobu 20 minut.

Desku LP2 MIDI udrzujte 5 minut v chladu.

Ligace adaptéru

Tento proces liguje adaptéry na konce fragmentl cDNA nebo gDNA.

Rozbor TSO Comprehensive (EU) obsahuje adaptéry SUAT a UMI.

* Adaptéry SUAT pouzivejte se vzorky RNA.

* Adaptéry UMI pouzivejte se vzorky DNA.

Priprava

1. PFipravte nasledujici reagencie.

ALB1 - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
LIG3 - Kratce odstfedte a pipetovanim promichejte. Uchovavejte v chladu.
SUA1 - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
UMI - Michejte 10 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

STL - Odlozte pro ucely postupu.
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Postup

1. Odeberte desku LP2 MIDI z ledu nebo obdobného materialu.

2. P¥idejte 60 pl ALB1 do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI. ALB1 je viskdzni roztok. Pipetujte pomalu,
aby se minimalizovala tvorba bublin.

Pfidejte 5 pl LIG3 do kazdé jamky vzorku.
4. Pridejte adaptéry nasledujicim zplsobem.
Nekombinujte rlizné typy adaptérd.
* [Jamky vzorku RNA] - Pridejte 10 pl SUAT (modré vicko) do kazdého vzorku odvozeného z RNA.
* [Jamky vzorku DNA] - Pfidejte 10 ul UMI (bilé vicko) do kazdého vzorku odvozeného z DNA.
5. Nadesku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté.
Promichejte STL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.
Pfidejte 5 pl STL do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI.

10. Na desku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

© © N o

11. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Cisteni ligace

Tento proces pouziva SPB k ¢isténi adaptérové ligovanych fragmentt cDNA nebo gDNA a odstrariuje nezadouci
produkty. Castice se dvakrat promyji v &erstvém 80% ethanolu. Adaptérové ligované vzorky jsou eluovany s
RSB.

Priprava

1. Pfipravte nasledujici reagencie.
* SPB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
* RSB-Odlozte pro uc¢ely postupu.

2. PFipravte Cerstvy 80% EtOH do 15ml nebo 50ml kénické zkumavky.
Tabulka 22 Pripravte Cerstvy 80% ethanol

Reagencie 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
100% ethanol, Cisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml

Voda prosta 500 ul 1Tml 2ml 3ml 6 ml
RN&z/DNaz

3. Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
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4. Pfipravte magnet.

Postup

Vazba

1. Michejte SPB ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace &astic.

2. lhned pfidejte 112 pl SPB do kazdé jamky vzorku na desce LP2 MIDI.
Pokud k davkovani SPB pouzivate Zlab, zapoditejte pfi ddvkovani dostate¢ného mnozstvi materidlu na
kazdy vzorek faktor pfebytku 1,15. Po pfidani SPB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvaijici
material.

3. Nadesku LP2 MIDI pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky.

4. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

5. Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.

6. Umistéte desku LP2 MIDI na magneticky stojan na dobu 10 minut.

7. Aniz byste narusili shluk ¢astic, pomoci pipety nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych vzorkovych

jamek veskery supernatant.

Myti

1.

Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.

a. Ponechte desku LP2 MIDI na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé vzorkové jamky 200 ul Eerstvého
80% ethanolu.

b. Pockejte 30 sekund.

c. Aniz byste narusili shluk ¢astic, pomoci pipety nastavené na 200 pl odeberte z jednotlivych vzorkovych
jamek veskery supernatant.

Promyjte ¢astice podruhé.

Pipetou s jemnou Spi¢kou odstrante z kazdé jamky zbytky ethanolu.

4. Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.
Eluovani
1. Odeberte desku LP2 MIDI z magnetického stojanu.
2. Promichejte RSB v pfeklopné nebo vortexové tiepadce.
3. PFidejte 27,5 ul RSB do kazdé vzorkové jamky.
4. Nadesku LP2 MIDI prilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
5. Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 2 minut.
6. Inkubujte 2 minuty pfi pokojoveé teploté.
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9.

10.

Umistéte desku LP2 MIDI na magneticky stojan na dobu 2 minut.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako LS (Vzorky knihovny).

Pfeneste 25 pl kazdého eluatu z desky LP2 MIDI do odpovidajici jamky na desce LS PCR.
Zlikvidujte prdzdnou desku LP2 MIDI.

Indexace PCR

V tomto kroku jsou fragmenty knihovny amplifikovany pomoci primerd, které za i¢elem multiplexovani vzorkd
pridavaji sekvence indexd. Vysledny produkt obsahuje kompletni knihovnu fragmentl cDNA a/nebo DNA
lemovanych adaptéry, které jsou potfebné pro generovani klastru.

Pfiprava

1.

Pfipravte nasledujici reagencie.
* EPM-uchovavejte v chladu.

* UPxx-Promichejte ve vortexové tfepacce a kratce odstfedte. UPxx je indexacéni primer vybrany na
obrazovce Create Run (Vytvofit béh) v softwaru Local Run Manager pfi nastaveni béhu.

* CPxx-Promichejte ve vortexové tfepacce a kratce odstfedte. CPxx je indexacni primer vybrany na
obrazovce Create Run (Vytvofit béh) v softwaru Local Run Manager pfi nastaveni béhu.

2. Zajistéte, aby indexy jednotlivych vzork( odpovidaly béhu, ktery jste si b&hem nastaveni béhu naplanovali
zde: Analyticky modul TSO Comprehensive (EU). Pfi vybéru indexu dodrzujte pokyny uvedené v ¢asti Pocet
knihoven a vybér indexd na strané 35.

/N UPOZORNENI
Rozdily mezi vzorky a indexaénimi primery zpUsobi, Ze se z dlivodu $patné identifikace pozitivnich
vzorkl vykazou nespravné vysledky.

Postup

1. Pfidejte 5 pl pfislusného indexaéniho primeru (UPxx nebo CPxx) do odpovidajici jamky vzorku na desce LS
PCR v souladu s vybranymi indexy.

/N UPOZORNENI
V jednu chvili méjte otevienou pouze jednu zkumavku s indexa¢nim primerem a pracujte pouze
s ni. Indexacéni zkumavku po pouziti ihned znovu uzaviete novym vickem. Indexaéni primery
nekombinujte dohromady.
Michejte EPM 5 sekund ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.
Pfidejte 20 pl EPM do kazdé vzorkové jamky.
4. Nadesku LS PCR pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.
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9.

Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 1 minuty.

Opét uskladnéte reagencie pfed amplifikaci.

/N UPOZORNENI

Provedte vSechny nasledné kroky v postamplifikacni oblasti, abyste zabranili pfenosu
amplifika¢niho produktu.

Odstredujte desku LS PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.

Umistéte ji na pfedem naprogramovany postamplifikacni termocyklér a spustte program I-PCR.

Viz ¢ast Programovani termocyklérd na strané 41.

V navaznosti na Nastaveni prvni hybridizace na strané 57 postupuijte dle pokyn{ k rozmrazovani reagencii v
¢asti Priprava na kroky protokolu.

Po dokoné&eni programu I-PCR odstfedujte desku LS PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.

10. Zménte oznadeni desky na ALS (Vzorky z amplifikovanych knihoven).

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI
Pokud provadite preruseni, uskladnéte desku ALS PCR pfi teploté od -25 °C do -15 °C az 30 dni.
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PFiprava na protokol

Tento pfipravek je nutny k provedeni krokl protokolu vedoucich k hybridizaci pfes noc.

illumina

1. Zkontrolujte, Ze jsou nastaveny programy termocykléru po amplifikaci. Viz ¢ast Programovani termocyklért

na strané 41.
2. Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokyn{ k rozmrazeni.
Tabulka 23 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

TCB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Nastaveni prvni hybridizace

Tabulka 24 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Nastaveni prvni hybridizace
teplotu.

Tabulka 25 Krabice sady obsahu TruSight Oncology Comp (PN 20031122)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

OPR1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Nastaveni prvni hybridizace
(Cervené teplotu.

vicko)

OPD2 (bilé -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Nastaveni prvni hybridizace
vicko) teplotu.

Nastaveni prvni hybridizace

Bé&hem tohoto procesu se hybridizuje oligo fond do knihoven cDNA a oligo fond do knihoven gDNA
pFipravenych v kroku Indexace PCR na strané 55. Obohaceni cilenych regiond vyZaduje dva kroky hybridizace.
V prvni hybridizaci se oligo hybridizuji do knihoven cDNA nebo gDNA pfes noc (8 hodin az 24 hodin).

Priprava

1. Pfipravte nasledujici reagencie.

* TCB1-Zahfivejte zkumavku pfi teploté 37 °C po dobu 5 minut. Michejte 10 sekund ve vortexové

tfepacce a poté kratce odstredte.
* TCA1T-Promichejte ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
* OPR1-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

* OPD2-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

2. Pokud byla deska ALS PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a odstfedujte pfi 280 g po dobu 1

minuty. Promichejte pouzitim pipety.
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3.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako HYB1 (Hybridizace 1).

Postup

1.

10.
11.
12.

Pfeneste 20 ul kazdé knihovny cDNA nebo gDNA z desky ALS PCR do odpovidajici jamky na desce HYB1
PCR.

Na desku ALS PCR pfilepte tésnéni a odlozte ji.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

Zkontrolujte, Ze se v TCB1 nenachazeji srazeniny. Pokud jsou pfitomny, zahfejte zkumavku znovu a
promichejte ji ve vortexové tfepacce, dokud se krystaly nerozpusti.

Pfidejte 15 ul TCB1 do kazdé jamky knihovny na desce HYB1 PCR.

Pfidejte 10 pl TCA1 do kazdé jamky knihovny na desce HYB1 PCR.

Pfidejte sondy.

Nekombinujte rlizné typy sond. Do kazdé jamky ptidejte pouze jednu sadu sond.

* [Jamky knihovny RNA] - Pridejte 5 pl OPR1 (Cervené vicko) do kazdé knihovny odvozené z RNA.
* [Jamky knihovny DNA] - Pridejte 5 ul OPD2 (bilé vi¢ko) do kazdé knihovny odvozené z DNA.

Na desku HYB1 PCR pfilepte tésnéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.
Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.

Vlozte na termocyklér a spustte program HYB1.
Viz 8ast Programovani termocyklér( na strané 41.

Hybridizujte pfi 57 °C po dobu minimalné 8 hodin a maximalné 24 hodin.
Opét uskladnéte hybridiza¢ni reagencie.
Desku ALS PCR skladujte pfi teploté od -25 °C do -15 °C po dobu az 30 dni.

PFiprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krok{ protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného preruseni.

Na zacatku 2. dne vyjméte z krabice zkumavky s reagenciemi a postupujte dle pokyni k rozmrazeni.
Tabulka 26 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

SMB (tmavé 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté Prvni zachyceni cill
modry $titek) na 30 minut. Druhé zachyceni cill
ET2 2°Caz8°C Pfivedte k pokojové teploté.  Prvni zachyceni cild

Druhé zachyceni cill
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Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani

HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté.
TCB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté.
RSB 2°Caz8°C Pfivedte k pokojové teploté.

illumina

Krok protokolu

Prvni zachyceni cill
Druhé zachyceni cill
Normalizace knihoven

Nastaveni druhé hybridizace

Druhé zachyceni cilli
Cisténi amplifikované obohacené
knihovny

Tabulka 27 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou
teplotu.

EEW -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou
teplotu.

TCA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou

teplotu.

Krok protokolu

Prvni zachyceni cill
Druhé zachyceni cilll
Normalizace knihoven

Prvni zachyceni cill

Nastaveni druhé hybridizace

Tabulka 28 Krabice sady obsahu TruSight Oncology Comp (PN 20031122)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani
OPR1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou
(Cervené teplotu.

vicko)

OPD2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou
(bilé vicko) teplotu.

Prvni zachyceni cil(i

Krok protokolu

Nastaveni druhé hybridizace

Nastaveni druhé hybridizace

Tento krok pouzivéd SMB k zachyceni sond hybridizovanych na cilené oblasti zajmu. Castice se promyvaji tfikrat
pomoci EEW. Obohacené knihovny jsou eluovany pomoci ¢erstvé eluéni smési EE2 + HP3 a neutralizovény
pomoci ET2.

Priprava

1. Predehtejte mikrovzorkovy inkubator s vyhfivaci viozkou MIDI na 57 °C.

2. PFipravte nasledujici reagencie.

EEW - Michejte ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty.

EE2 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

HP3 - Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstiedte.
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* SMB -Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
Ujistéte se, Ze pro tento postup pouzivate SMB, nikoliv SPB.

* ET2-0dloZte pro ucely postupu.

3. PfFipravte Cerstvou eluéni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstredivky.
Tabulka 29 Eluéni smés EE2 + HP3 pro prvni zachyceni cild*
Slozka elu¢ni smési 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 ul 1368 i
HP3 6 ul 12 pl 24 ul 36 ul 72
* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypodty jsou uvedeny v ¢asti Naklddani s reagenciemi na strané 33.
4. Promichejte eluéni smés EE2 + HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte. OdloZte stranou pro
Ucely kroku Eluovani na strané 61.
5. Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako CAP1 (Zachyceni 1).
6. Pfipravte magnet.
Postup
Vazba
1. Odeberte desku HYB1 PCR z termocykléru.
2. Odstfedujte desku HYB1 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.
3. Michejte SMB ve vortexové tiepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.
Pokud je pfitomen precipitat nebo peleta ¢astic, ujistéte se, ze bylo dosazeno pokojové teploty, pipetujte
nahoru a doll, aby se peleta uvolnila, a poté promichejte ve vortexové tiepacce, aby se resuspendovala.
4. lhned pfidejte 150 pul SMB do kazdé jamky knihovny na desce CAP1 MIDI.
Pokud k davkovani SMB pouzivate Zlab, zapocitejte pfi alikvotaci primérny faktor 1,15, abyste méli dostatek
materidlu na vzorek.
Po pfidani SMB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvajici material.
6. Nastavte pipetu na 50 ul a pfeneste cely objem kazdé knihovny z desky HYB1 PCR do odpovidajici jamky na
desce CAP1 MIDI.
Zlikvidujte prazdnou desku HYB1 PCR.
8. Na desku CAP1 MIDI pfilepte t&snéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.
9. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
10. Inkubujte v pfedehfatém mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 25 minut.
11. Umistéte desku CAP1 MIDI na magneticky stojan na dobu 2 minut.
12. Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte z kazdé jamky
veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.
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Myti
1.

/N UPOZORNENI

Prejdéte ihned k dalSimu kroku (Myti na strané 61). Shluk ¢astic se nesmi odstavit na delSi dobu,
pokud neni pfitomna kapalina.

Promyjte Castice nasledujicim zplsobem.

a.
b.

C.

Il ()]

> @

Odeberte desku CAP1 MIDI z magnetického stojanu.

Pfidejte 200 pl EEW do kazdé jamky.

Pouzijte pipetu nastavenou na 150 pl a pipetovanim minimalné 10krat promichejte. Zajistéte
resuspendaci vSech ¢astic.

Peclivym nasatim celého roztoku ¢astic z jamek do Spicky zajistéte, aby nebyly pfitomny zadné shluky
¢astic. Vizudlné zkontrolujte dno kazdé jamky. Pokud se v jamce nachdzi shluk ¢astic, b&hem krok( myti
naklanéjte Spicku pipety ke shluku ¢astic, aby se shluk uvolnil. Zajistéte, aby byl cely shluk &astic piné
ponoren do roztoku. Roztok by mél mit tmavé hnédou barvu a homogenni konzistenci.

Na desku CAP1 MIDI pfilepte tésnéni.

Dukladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 4 minut.

Inkubujte v mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 5 minut.

Umistéte desku CAP1 MIDI na magneticky stojan na dobu 2 minut.

Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 pl odeberte z kazdé
jamky veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

2. Promyijte ¢astice podruhé.

3. Promyijte ¢astice potreti.

4. Pipetou s jemnou Spi¢kou odstrante z kazdé jamky zbytky EEW.

Eluovani
Odeberte desku CAP1 MIDI z magnetického stojanu.

I N

Promichejte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Opatrné pridejte 17 yl eluéni smési EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce CAP1 MIDI.

Zlikvidujte zbyvajici elu¢ni smés EE2 + HP3.

Na desku CAP1 MIDI pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky.

6. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

7. Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

8. 0Oznaclte novou 96jamkovou desku PCR jako ELU1 (Eluce 1).

9. Promichejte ET2 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

Pfidejte 5 pl ET2 do kazdé odpovidajici jamky knihovny na desce ELU1 PCR.

Opatrné preneste 15 Jl eluatu z jednotlivych jamek knihovny na desce CAP1 MIDI do odpovidajicich jamek
na desce ELU1TPCR.

Zlikvidujte prazdnou desku CAP1 MIDI.

Na desku ELU1 PCR pfilepte tésnéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
Opét uskladnéte EEW.

Nastaveni druhé hybridizace

V tomto kroku probiha podruhé vazba cilovych oblasti obohacenych knihoven cDNA nebo gDNA se
zachycovacimi sondami. Druha hybridizace zajistuje vysokou specificitu zachycenych oblasti. Pro zajisténi
optimalniho obohaceni knihoven provadéjte krok druhé hybridizace pfi teploté 57 °C po dobu minimalné 1,5
hodiny a maximalné 4 hodin.

Priprava

1.

Pfipravte nasledujici reagencie.

* TCB1-Zahfivejte zkumavku pfi teploté 37 °C po dobu 5 minut. Michejte 10 sekund ve vortexové
tfepacce a poté kratce odstredte.

* TCA1-Promichejte ve vortexové tifepadce a poté kratce odstredte.
* OPR1-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

* OPD2-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Postup

1.

Zkontrolujte, Ze se v TCB1 nenachazeji srazeniny. Pokud jsou pfitomny, zahfejte zkumavku znovu a
promichejte ve vortexové tfepacce, dokud se krystaly nerozpusti.

Pfidejte 15 ul TCB1 do kazdé jamky knihovny na desce ELU1 PCR.
Pfidejte 10 pl TCA1 do kazdé jamky knihovny.

Do kazdé jamky prfidejte stejnou sondu, ktera byla pouzita b&hem prvni hybridizace. Do kazdé jamky
pfidejte pouze jednu sadu sond.
Nekombinujte riizné typy sond.

* [Jamky knihovny RNA] - Pridejte 5 ul OPR1 (¢ervené vi¢ko) do kazdé knihovny odvozené z RNA.
* [Jamky knihovny DNA] - Pridejte 5 pul OPD2 (bilé vi¢ko) do kazdé knihovny odvozené z DNA.

Na desku ELU1 PCR pfilepte tésnéni.
Dukladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepadce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
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7. Vlozte na termocyklér a spustte program HYB2.
Viz &ast Programovani termocyklérd na strané 41.

Hybridizujte pfi 57 °C po dobu minimalné 1,5 hodiny a maximalné 4 hodin.

Opét uskladnéte hybridiza¢ni reagencie.

Druhé zachyceni cill

Tento krok pouzivéd SMB k zachyceni sond hybridizovanych na cilené oblasti zajmu. Cdstice se jednou promyji v
RSB. Obohacené knihovny jsou eluovany pomoci Cerstvé elu¢ni smési EE2 + HP3 a neutralizovany pomoci ET2.

Pfiprava

1. PFedehfejte mikrovzorkovy inkubator s vyhfivaci viozkou MIDI na 57 °C.
2. PFipravte nasledujici reagencie.
* EE2-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
* HP3-Promichejte ve vortexové tiepacce a poté kratce odstredte.
* SMB - Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
Ujistéte se, Ze pro tento postup pouzivate SMB, nikoliv SPB.
* RSB-0OdlozZte pro lUcely postupu.
* ET2-0OdloZte pro ucely postupu.
3. PfFipravte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstfedivky.

Tabulka 30 Eluéni smés EE2 + HP3 pro druhé zachyceni cil(*

Slozka eluéni smési 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 114 228 yl 456 684 pl 1368 pl
HP3 6 12 pl 24l 36 72 pl

* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemina strané 33.
4. Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte. OdloZte pro Ucely kroku Eluovani na strané 64.
Oznacéte novou 96jamkovou desku MIDI jako CAP2 (Zachyceni 2).

6. Pfipravte magnet.

Postup

Vazba
1. Odeberte desku ELUT PCR z termocykléru.
2. Odstfedujte desku ELU1 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.

3. Michejte SMB ve vortexové tiepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.
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10.

11.
12.

Pokud je pfitomen precipitat nebo peleta ¢astic, ujistéte se, ze bylo dosazeno pokojové teploty, pipetujte
nahoru a doll, aby se peleta uvolnila, a poté promichejte ve vortexové tiepacce, aby se resuspendovala.

Ihned pfidejte 150 ul SMB do kazdé jamky knihovny na desce CAP2 MIDI.
Pokud k davkovani SMB pouzivate Zlab, zapocitejte pfi alikvotaci primérny faktor 1,15, abyste méli dostatek
materialu na vzorek.

Po pfidani SMB do kazdé jamky pro vzorek zlikvidujte veskery zbyvajici material.

Nastavte pipetu na 50 pl a prfeneste cely objem kazdé knihovny z desky ELU1 PCR do odpovidajici jamky na
desce CAP2 MIDI.

Zlikvidujte prdzdnou desku ELU1 PCR.

Na desku CAP2 MIDI pfilepte tésnéni.
Dukladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.

Inkubujte v mikrovzorkovém inkubatoru pfi teploté 57 °C po dobu 25 minut.
Pokud pokradujete krokem Amplifikace obohacené knihovny na strané 67, postupuijte dle pokynl k
rozmrazovani reagencii v ¢asti Priprava na protokol.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

Desku CAP2 MIDI z magnetického stojanu neodebirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte
z kazdé jamky veSkery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

/N UPOZORNENI

Prejdéte ihned k dalSimu kroku (Myti na strané 64). Shluk ¢astic se nesmi odstavit na delSi dobu,
pokud neni pfitomna kapalina.

Myti

1. Odeberte desku CAP2 MIDI z magnetického stojanu.

2. Promichejte RSB v pfeklopné nebo vortexové tiepadce.
3. Pridejte 200 ul RSB do kazdé jamky.

4. Na desku CAP2 MIDI pfilepte tésnéni.

o

DUkladné utésnéte okraje a jamky.
Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 4 minut.
Umistéte desku na magneticky stojan na dobu 2 minut.

Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte z kazdé jamky
veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

Pipetou s jemnou Spi¢kou odstrarite z kazdé jamky zbytky RSB.

Eluovani

1.

Odeberte desku CAP2 MIDI z magnetického stojanu.
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12.
13.

14.
15.

Promichejte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 22 pl elu¢ni smési EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce CAP2 MIDI.
Zlikvidujte zbyvajici elu¢ni smés EE2 + HP3.

Na desku CAP2 MIDI pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepadce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako ELU2 (Eluce 2).

Promichejte ET2 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

. Pridejte 5 ul ET2 do kazdé odpovidajici jamky knihovny na desce ELU2 PCR.

. Opatrné pfeneste 20 pl eludtu z jednotlivych jamek knihovny na desce CAP2 MIDI do odpovidajicich jamek

na desce ELU2 PCR.
Zlikvidujte prdzdnou desku CAP2 MIDI.

Na desku ELU2 PCR pfilepte tésnéni.
Dukladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.
Opét uskladnéte SMB, EE2, HP3 RSB a ET2.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite pferuseni, odstfedujte desku ELU2 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°Cdo-15°Caz7dni.

PFiprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krokl protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného preruseni.

1.
2.

Pfipravte kbelik na led nebo ekvivalent.
Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokyn(l k rozmrazeni.
Tabulka 31 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu
PPC3 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Amplifikace obohacené knihovny
teplotu.
EPM -25°Caz-15°C Uchovavejte v chladu. Amplifikace obohacené knihovny
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Tabulka 32 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

SPB (svétle 2°Caz8°C Pfivedte k pokojové teploté  Cisténi amplifikované obohacené

zeleny na 30 minut. knihovny

Stitek)

RSB 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté.  Cisténi amplifikované obohacené
knihovny

Pfiprava na sekvenovani
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Amplifikace obohacené knihovny

Tento krok pouziva primery k amplifikaci obohacenych knihoven.
Priprava

1. Pokud byla deska ELU2 skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a ndsledné odstfedujte pfi 280 g po
dobu 1 minuty.

Postup

Promichejte PPC3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pfidejte 5 ul PPC3 do kazdé jamky knihovny na desce ELU2 PCR.
Michejte EPM 5 sekund ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.
Pridejte 20 pyl EPM do kazdé jamky knihovny.

Na desku ELU2 PCR pfilepte tésnéni.

Dlkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odpafovani.

I

o

Michejte v tfepacce pfi 1200 ot./min po dobu 2 minut.

Vlozte na termocyklér a spustte program EL-PCR.

Viz &ast Programovani termocyklérd na strané 41.

Pokud pokracujete krokem Normalizace knihoven na strané 70, postupuijte dle pokynl k rozmrazovani v
¢asti Priprava na protokol.

8. Opét uskladnéte PPC3 a EPM.

Cisténi amplifikované obohacené knihovny

Tento proces pouziva SPB k vy&isténi obohacenych knihoven od nezadoucich reakénich slozek. Céstice se
dvakrat promyji v Cerstvém 80% ethanolu. Knihovny jsou eluovany pomoci RSB.

Pfiprava

1. PFipravte nasledujici reagencie.

* SPB-Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Ujistéte se, Ze pro
tento postup pouzivate SPB, nikoliv SMB.

* RSB-Odlozte pro ucely postupu.

2. PfFipravte Cerstvy 80% ethanol do 15ml nebo 50ml kénické zkumavky.
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Tabulka 33 Pripravte Cerstvy 80% ethanol

Reagencie 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
100% ethanol, Cisty 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
Voda prosta 500 pl Tml 2ml 3ml 6 ml
RNaz/DNaz
3. Promichejte Cerstvy 80% ethanol ve vortexové tfepacce.
4. Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BIND2 (Cistici vazba).
5. Pfipravte magnet.
Postup
Vazba
1. Odeberte desku ELU2 PCR z termocykléru.
2. Odstifedujte desku ELU2 PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty.
3. Michejte SPB ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.
4. lhned pfidejte 110 ul SPB do kazdé jamky knihovny na desce BIND2 MIDI.
5. Preneste 50 yl z kazdé knihovny z desky ELU2 PCR do odpovidajici jamky na desce BIND2 MIDI.
6. Zlikvidujte prazdnou desku ELU2 PCR.
7. Nadesku BIND2 MIDI pfilepte t&snéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky.
8. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté.
10. Umistéte desku BIND2 MIDI na magneticky stojan na dobu 5 minut.
11. Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte z kazdé jamky
vesSkery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.
Myti
1. Promyjte ¢astice nasledujicim zplsobem.
a. Ponechte desku BIND2 MIDI na magnetickém stojanu a pfidejte do kazdé jamky 200 pl ¢erstvého 80%
ethanolu.
b. Pockejte 30 sekund.
c. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte z kazdé jamky veskery supernatant, aniz byste narusili
shluk &astic.
Promyjte ¢astice podruhé.
Pipetou s jemnou $pi¢kou odstrante z kazdé jamky zbytky ethanolu.
4. Zlikvidujte nepouzity 80% ethanol.
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Eluovani

1. Odeberte desku BIND2 MIDI z magnetického stojanu.
2. Promichejte RSB v prfeklopné nebo vortexové tiepadce.
3. Pridejte 32 pl RSB do kazdé jamky knihovny.

4. Na desku BIND2 MIDI prilepte tésnéni.

DUkladné utésnéte okraje a jamky.

Michejte v tfepadce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.

Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako PL (Vyc¢isténé knihovny).

© © N o o

Pfeneste 30 ul kazdého eluatu z desky BIND2 MIDI do odpovidajici jamky na desce PL PCR.
10. Zlikvidujte prazdnou desku BIND2 MIDI.

11. Na desku PL PCR pfilepte tésnéni.

12. Opét uskladnéte SPB a RSB.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite pferuseni, odstfedujte desku PL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°Cdo-15°C az 30 dni.

PFiprava na protokol

Tato pfiprava je nutna k provedeni krokl protokolu vedoucich k dal$imu bodu bezpeéného preruseni.
1. Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokynd k rozmrazeni.
Tabulka 34 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

LNA1 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Normalizace knihoven
teplotu.

EE2 -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Normalizace knihoven
teplotu.

Tabulka 35 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

LNB1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté  Normalizace knihoven
na 30 minut.

HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven

Pfiprava na sekvenovani

LNW1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven
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Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

LNS1 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Normalizace knihoven

2. Pokud stejny den pokracujete krokem Priprava na sekvenovani na strané 73, postupujte dle pokyn( k
rozmrazovani v ¢asti Pfiprava na protokol.

Normalizace knihoven

Tento proces pouziva LNB1 plus pfisady (LNA1) k normalizaci mnozstvi kazdé knihovny, aby se tak zajistila
jednotnd reprezentace knihovny ve fondu knihoven. Céstice se dvakrat promyiji v LNW1. Knihovny jsou eluovény
Cerstvou eluéni smési EE2 + HP3 a neutralizovany pomoci LNS1.

Priprava

1. Pripravte nasledujici reagencie.
* LNB1-Zajistéte, aby byly ¢astice ponechany pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
* LNA1-Promichejte ve vortexové tfepacce.
* EE2-Promichejte ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.
* HP3-Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
* LNWI1-Promichejte ve vortexové tfepacce. Odlozte pro Ucely postupu.
* LNS1-Promichejte ve vortexové tifepacce. Odlozte pro uUcely postupu.

2. Michejte LNB1 ve vortexové tfepacce po dobu 1 minuty, dokud nedosahnete resuspendace ¢astic.
Promichejte LNB1 v pfeklopné tfepacce, abyste zajistili resuspendaci ¢astic.

Pomoci pipety nastavené na 800 ul desetkrat nasajte a vypustte LNB1, ¢imz zajistite resuspendaci.

Ihned pfipravte ¢erstvou hlavni smés LNA1 + LNB1 v kdnické zkumavce.

/N UPOZORNENI

Provedte Uplnou resuspendaci shluku ¢astic LNB1 v dolni ¢asti zkumavky, aby se zabranilo
nekonzistentni hustoté klastru.

Tabulka 36 Hlavni smés LNA1T + LNB1*

SloZka hlavni smési 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
LNA1 305 ul 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658 ul
LNB1 55 ul 110 pl 221 ul 331l 662 ul

* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypodty jsou uvedeny v ¢asti Naklddani' s reagenciemi na strané 33.

5. Promichejte hlavni smés LNA1 + LNB1 ve vortexové tfepacce. OdloZzte stranou pro Ucely kroku Vazba na
strané 71.
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6. PFipravte ¢erstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve zkumavce mikroodstfedivky.

Tabulka 37 Elu¢ni smés EE2 + HP3 k normalizaci knihoven*

Slozka eluéni smési 4 knihovny 8 knihoven 16 knihoven 24 knihoven 48 knihoven
EE2 152 304 pl 608 pl 912 1824 pl
HP3 8 ul 16 pl 32l 48 96 ul

* Tato tabulka obsahuje objemové prebytky. Vypocty jsou uvedeny v ¢asti Nakladani s reagenciemina strané 33.

7. Promichejte Cerstvou eluéni smés ve vortexové tiepacce a poté kratce odstfedte. Odlozte pro Ucely kroku
Eluovéni na strané 72.

8. Pokud byla deska PL PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a odstfedujte pfi 280 g po dobu 1
minuty. Promichejte pouzitim pipety.

9. Oznacte novou 96jamkovou desku MIDI jako BBN (Normalizace na zakladé ¢astic).

10. Pfipravte magnet.

Postup

Vazba

Promichejte hlavni smés LNA1 + LNB1 ve vortexové tfepacce.

Ihned pfidejte 45 ul hlavni smési LNA1 + LNB1 do kazdé jamky knihovny na desce BBN MIDI.
Zlikvidujte zbyvajici hlavni smés LNA1T + LNB1.

Pridejte 20 ul z kazdé knihovny z desky PL PCR do odpovidajici jamky na desce BBN MIDI.

Na desku BBN MIDI pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

—_

aoR oW

Michejte v tfepacce pfi 1 800 ot./min po dobu 30 minut.
Na desku PL PCR pfilepte tésnéni a opét ji uskladnéte.

Umistéte desku BBN MIDI na magneticky stojan na dobu 2 minut.

© o N o

Desku z magnetického stojanu neodebirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 ul odeberte z kazdé jamky
veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

Myti

1. Promyijte ¢astice nasledujicim zplsobem.
a. Odeberte desku BBN MIDI z magnetického stojanu.
b. Pridejte 45 pul LNW1 do kazdé jamky knihovny.

c. Na desku BBN MIDI pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

d. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 5 minut.

e. Umistéte desku BBN MIDI na magneticky stojan na dobu 2 minut.

Dokument ¢. 200007789 v08 71z 141

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

f. Desku z magnetického stojanu neodobirejte. Pomoci pipety nastavené na 200 pl odeberte z kazdé
jamky veskery supernatant, aniz byste narusili shluk ¢astic.

2. Promyijte ¢astice podruhé.
3. Pipetou s jemnou $pi¢kou odstrante z kazdé jamky zbytky supernatantu.
Eluovani
1. Odeberte desku BBN MIDI z magnetického stojanu.
2. Promichejte Cerstvou elu¢ni smés EE2 + HP3 ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstiedte.
3. Prfidejte 32 pl roztoku EE2 + HP3 do kazdé jamky knihovny na desce BBN MIDI.
4. Zlikvidujte zbyvajici elu€¢ni smés.
5. Na desku BBN MIDI pfilepte tésnéni.
DuUkladné utésnéte okraje a jamky.
6. Michejte v tfepacce pfi 1800 ot./min po dobu 2 minut.
7. Umistéte na magneticky stojan na 2 minuty.
8. 0Oznacte novou 96jamkovou desku PCR jako NL (Normalizované knihovny).
9. Opatrné preneste 30 ul eluatu z jednotlivych jamek knihovny na desce BBN MIDI do odpovidajicich jamek na
desce NL PCR.
/N UPOZORNENI
Pokud dojde k nasati ¢astic do pipetovych $picek, vypustte ¢astice zpét na desku na
magnetickém stojanu, a pfedtim, nez budete pokracovat dalSim krokem postupu, vyckejte, dokud
kapalina nebude ¢&ira (cca 2 minuty).
10. Zlikvidujte prazdnou desku BBN MIDI.
11. Promichejte LNS1 ve vortexové tfepacce.
12. PFidejte 30 ul LNS1 do kazdé jamky knihovny na nové desce NL PCR.
13. Pipetovanim pétkrat promichejte.
14. Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.
15. Opét uskladnéte LNB1, LNA1, EE2, LNW1 a LNS1.

BOD BEZPECNEHO PRERUSENI

Pokud provadite pferuseni, odstfedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od
-25°Cdo-15°Caz 32dni.
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PFiprava na protokol

Tento pfipravek je nutny k provedeni krokd protokolu vedoucich k sekvenovani.

S pfipravou spotifebniho materidlu pro sekvenovani ze sady NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300
cykll) (PN 20028871) za¢néte nejméné hodinu pied pouzitim.

1.

Vyjméte pufr pro fedéni knihovny (HT1) skladovacich prostor o teploté -25 °C az -15 °C. Rozmrazte na
pokojovou teplotu. Po rozmrazeni uchovavejte v chladu.

U ostatniho spotiebniho materialu v sadé postupujte podle pokynl pro pfipravu v Referenéni prirucka pro
NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 1000000009513).

* Z&sobnik s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cykl{)

* Zasobnik s pufrem NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cykl()

* Zasobnik s pritokovou kyvetou NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cykld)
Vyjméte z krabice zkumavky s reagencii a postupujte dle pokynd k rozmrazeni.

Tabulka 38 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (mrazeni) (PN 20031121)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

PhiX Internal -25°Caz-15°C Rozmrazte na pokojovou Pfiprava na sekvenovani
Control teplotu. Po rozmrazeni

(PX3 nebo uchovavejte v chladu.

PhiX)

Tabulka 39 Krabice TruSight Oncology Comp Enrichment (chlazeni) (PN 20031123)

Reagencie Skladovani Pokyny k rozmrazovani Krok protokolu

HP3 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Pfiprava na sekvenovani
RSB (rlizovy 2°Caz8°C Privedte k pokojové teploté. Pfiprava na sekvenovani
Stitek)

Priprava na sekvenovani

Kazdy béh sekvenovani DNA a RNA by mél zahrnovat pozitivni kontrolu a NTC (kontrolu bez templatu). NTC pro
DNA a RNA jsou sekvenovany opakované podle potfeby, aby kazdy béh obsahoval NTC. Kazdy béh DNA a RNA
zahrnuje samostatnou pozitivni kontrolu.

Pfiprava

1. Seznamte se s pokyny v ¢asti Poc¢et knihoven a vybér indexd na strané 35.
2. 0Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako dHP3 (zfedéné HP3).

3. 0Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako dPhiX (zfedéné PhiX).

4. Predehrejte tepelny blok pro zkumavky mikroodstfedivky na 96 °C.
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3.

Pfipravte kbelik na led nebo ekvivalent.

Kontrola redéni a denaturace PhiX

1.
2.

o g~ w

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Promichejte HP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstiedivky dHP3.

* 10 pIHP3

* 190 ul vody prosté RNaz/DNaz

Promichejte dHP3 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Promichejte RSB v preklopné nebo vortexové tfepacce.

Promichejte kontrolu PhiX ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.
Nakombinujte nasledujici objemy ve zkumavce mikroodstfedivky dPhiX.

* 8pulRSB

* 2 ulkontroly Phix

Pridejte 10 yl dHP3 do zkumavky dPhiX.

Zlikvidujte zkumavku dHP3.

Promichejte zkumavku dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Inkubujte dPhiX 5 minut pfi pokojové teploté kvdli denaturaci.

Promichejte HT1 ve vortexové tfepadce.

Ihned pfidejte 980 pl pfedchlazeného HT1 do dPhiX.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstiedte.

Uchovavejte dPhiX v chladu, dokud nebude pouzito v pfipravé druhého fedéni.
Cilova koncentrace je 20 pM dPhiX.

Znovu uskladnéte PhiX, HP3 a RSB.

Vlozeni do fondu a denaturace knihoven pro TSO Comprehensive (EU)

1.

Pokud byla deska NL PCR skladovana, rozmrazte ji na pokojovou teplotu a nasledné odstfedujte pfi 280 g
po dobu 1 minuty.

Pomoci sady vicekanalové pipety nastavené na 30 ul opatrné pétkrat pipetovanim promichejte knihovny na
desce NL PCR.
Pro kazdou knihovnu pouzijte erstvé Spicky.

/N UPOZORNENI

Optimalni vykon zajistite fadnym promichanim knihoven.

3. Provlozeni do fondu, denaturaci a fedéni knihoven zvolte jednu z nasledujicich moznosti.
* [Moznost ¢. 1] Sou¢asna sekvenace knihoven odvozenych ze vzorkl RNA a vzorkd DNA. Viz
1. moznost: Knihovny DNA a RNA spolec¢né na strané 75.
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-—

illumina

* [Moznost &. 2] Sekvenace knihoven odvozenych pouze ze vzorkl DNA. Viz 2. moZnost: Knihovny

pouze DNA na strané 76.

* [MozZnost ¢. 3] Sekvenace knihoven odvozenych pouze ze vzorkl RNA. Viz 3. moZnost: Knihovny

pouze RNA na strané 77

. moznost: Knihovhy DNA a RNA spolecné

Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako PRL (Knihovny RNA ve fondu).

Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako PDL (Knihovny DNA ve fondu).

Pfeneste 10 pl kazdé normalizované knihovny RNA (cDNA) z desky NL do zkumavky PRL.

Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexa¢nim primerem.

Pfeneste 10 ul kazdé normalizované knihovny DNA z desky NL do zkumavky PDL.
Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexacnim primerem.

Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky.

Promichejte zkumavky PRL a PDL ve vortexové tfepadce.

Zkumavky PRL a PDL kratce odstfedte.

Inkubujte zkumavky PRL a PDL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.
Zkumavky PRL a PDL uchovavejte chladné po dobu 5 minut.

. Promichejte PRL a PDL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.
. Zkumavky PRL a PDL uchovavejte chladné.

Priprava prvniho fedéni

o o s W N

Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako DIL1 (Redéni 1).

Pifeneste 20 ul PDL do prazdné zkumavky DIL1.

Pfidejte 5 pl PRL do zkumavky DIL1.

Zlikvidujte zkumavky PDL a PRL.

Pridejte 475 ul pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (fedéni 1: 20).

Promichejte zkumavku DIL1 ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

Priprava druhého fedéni

o oa woN e

Oznaéte 2,0ml zkumavku mikroodsttedivky jako DIL2 (Redé&ni 2).
Pfeneste 40 ul DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.

Zlikvidujte zkumavku DIL1.

Pfidejte 1 660 ul pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (Fedéni1: 850).

Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepalce a poté kratce odstiedte.
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6.
7.
8.

10.

1.

© N o g k&

Pridejte 2,5 ul pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

illumina

Vlozte 1 300 pI DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent

Cartridge v2 (300 cykId).

Dalsi informace viz Referenéni pfirucka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 7000000009513).

Zlikvidujte zkumavku DIL2.

Odstredujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a poté skladujte pfi teploté od -25°C do -15°C az

32 dni.

Pokracujte v sekvenaci.

Dalsi informace viz Referenéni pfirucka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 7000000009513).

. moznost: Knihovny pouze DNA

Oznacte zkumavku mikroodstredivky jako PDL (Knihovny DNA ve fondu).

Preneste 10 pl z kazdé normalizované knihovny DNA z desky NL do zkumavky PDL.

Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexacnim primerem.

Na desku NL PCR pfilepte tésnéni.
Dlkladné utésnéte okraje a jamky.

Promichejte zkumavku PDL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.
Inkubujte zkumavku PDL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.
Uchovavejte zkumavku PDL chladnou po dobu 5 minut.

Promichejte zkumavku PDL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

Udrzujte zkumavku PDL chladnou.

Priprava prvniho redéni

—_

aoR W

Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako DIL1 (Redéni 1).

Pfeneste 10 pl PDL do prazdné zkumavky DIL1.

Zlikvidujte zkumavku PDL.

Pridejte 190 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (fedéni 1: 20).

Promichejte DIL1 ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.

Priprava druhého redéni

1
2
3.
4

Oznacte 2,0ml zkumavku mikroodstfedivky jako DIL2 (Redéni 2).
Pfeneste 40 ul DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.

Zlikvidujte zkumavku DIL1.

Pridejte 1 660 ul pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (Fedéni 1: 850).
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5. Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
6. PFidejte 2,5 pl pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.
7. Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

8. Vlozte 1300 pl DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent
Cartridge v2 (300 cykId).
Dalsi informace viz Referenéni pfirucka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 7000000009513).

9. Zlikvidujte zkumavku DIL2.

10. Odstfedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a poté skladujte pfi teploté od -25 °C do -15 °C az
32dni.

11. Pokracujte v sekvenaci.
Dalsi informace viz Referenéni pfirucka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 7000000009513).

3. moznost: Knihovny pouze RNA

1.  Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako PRL (Knihovny RNA ve fondu).

2. Preneste 10 ul z kazdé normalizované knihovny RNA (cDNA) z desky NL do zkumavky PRL.
Nedavejte do fondu dvé knihovny se stejnym indexacnim primerem.

3. Nadesku NL PCR pfilepte tésnéni.
DUkladné utésnéte okraje a jamky, aby se zabranilo odparovani.

Promichejte zkumavku PRL ve vortexové tfepacce.

Zkumavku PRL kratce odstfedte.

Inkubujte zkumavku PRL na tepelném bloku pfi 96 °C po dobu 2 minut.
Uchovavejte zkumavku PRL chladnou po dobu 5 minut.

Promichejte zkumavku PRL ve vortexové tfepacce a poté kratce odstfedte.

© ® N o g &

Udrzujte zkumavku PRL chladnou.

Priprava prvniho redéni

—_

Oznacte zkumavku mikroodstfedivky jako DIL1 (Redéni 1).

Pfeneste 10 pl PRL do prazdné zkumavky DIL1.

Zlikvidujte zkumavku PRL.

Pridejte 190 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL1 (fedéni 1: 20).

Promichejte DIL1 ve vortexoveé tfepacce a poté kratce odstredte.

aoR W

Priprava druhého redéni

1. Oznacte 2,0ml zkumavku mikroodstfedivky jako DIL2 (Redéni 2).
2. Preneste 40 pl DIL1 do prazdné zkumavky DIL2.
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Zlikvidujte zkumavku DIL1.

Pfidejte 1 646 pl pfedchlazeného HT1 do zkumavky DIL2 (fedéni 1: 843).
Promichejte pfipraveny 20pM dPhiX ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.
Pfidejte 16,7 pl pfipraveného 20pM dPhiX do zkumavky DIL2.

Promichejte ve vortexové tfepacce a poté kratce odstredte.

© N o 0o bk~ w

Vlozte 1 300 pI DIL2 do rozmrazeného zasobniku s reagenciemi NextSeq 550Dx High Output Reagent
Cartridge v2 (300 cykId).
Dalsi informace viz Referenéni prirucka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 71000000009513).

9. Zlikvidujte zkumavku DIL2.
10. OdstFedujte desku NL PCR pfi 280 g po dobu 1 minuty a skladujte pfi teploté od =25 °C do -15 °C az 32 dni.

11. Pokracujte v sekvenaci.
Dalsi informace viz Referencni priru¢ka pro NextSeq 550Dx Instrument (dokument ¢. 71000000009513).

Interpretace vysledkU

Vysledky sekvenovani z rozboru TSO Comprehensive (EU) se vykazuji pro kazdy vzorek samostatné ve vykazu
ve formatu PDF a vykazu ve formatu JSON. Na Urovni vzorkd se generuje i vykaz malé hloubky
(LowDepthReport.tsv).

Na urovni béhu jsou generovany nasledujici vystupni soubory:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

Ve vykazech PDF a JSON se zobrazi pouze ty varianty, které uspésné projdou kontrolou kvality.

Podrobné informace o analyze viz Priivodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

Vysledky doprovodné diagnostiky

U kazdého zamysleného pouZziti doprovodné diagnostiky (CDx) existuji tfi mozné vysledky:

* Pozitivni — Byla zjisténa varianta nebo biomarker s klasifikaci na urovni 1 (CDx).

* NezjiSténo — Ve vzorku nejsou zjistény zadné varianty ani biomarkery souvisejici se zamyslenym pouzitim
CDx. Typ nadoru vybrany pro vzorek odpovida danému CDx.

» Zadny vysledek — Uréeni stavu varianty neni mozné, protoze nastal alespori jeden z nasledujicich déivodd:

— Zamyslené pouziti CDx nebylo pouzitelné pro testovany vzorek, protoZe typ nadoru vybrany pro vzorek
neodpovida typu nadoru CDx.

— Béh sekvenovani nevyhovél specifikacim kontroly kvality.
— Knihovna nevyhovéla specifikacim pozadované kontroly kvality.

— Pfislusna nukleova kyselina neprobéhla.
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Veskeré vysledky zamysleného pouziti CDx se vykazuji v ¢asti Companion Diagnostic Results (Vysledky
doprovodné diagnostiky) vykazu JSON. V ¢asti Companion Diagnostic Results (Vysledky doprovodné
diagnostiky) ve vykazu PDF se uvadéji pouze ta zamyslena pouziti, ktera maji pozitivni vysledek.

Varianty profilovani nadort

TSO Comprehensive (EU) je uréen k vykazovani somatickych variant pfi vykazovani variant s prokdzanou
klinickou vyznamnosti nebo variant s potencialni klinickou vyznamnosti. Software rozboru TSO Comprehensive
(EU) pouziva znalostni bazi, ktera uréuje, zda ma kazda zjisténa a zpUsobila varianta (Tabulka 2) prokazanou
klinickou vyznamnost nebo potencialni klinickou vyznamnost na zakladé poznatk{ o terapeutickych,
diagnostickych nebo prognostickych asociacich. Znalostni bdze rovnéz zohledfiuje, zda jsou (nebo nejsou) u
testovaného typu nadoru prokazany asociace. Nachylnost nebo rizikové faktory nadorl nejsou ve znalostni
bazi zahrnuty. Bézné polymorfismy jsou odstranény.

U variant profilovani nadord se pozitivni vysledky v souladu se znalostni bazi a identifikovanym typem nadoru
klasifikuji jako genomové nalezy s diikazy o klinické vyznamnosti (Uroveri 2) nebo genomové nalezy

s potencialni klinickou vyznamnosti (Uroven 3).

Selhani kontroly kvality maji za nasledek, ze pro typy variant relevantni pro nedspésnou metriku kontroly kvality
nejsou ziskany zadné vysledky. Dali informace naleznete v Tabulka 40 a Tabulka 41. Pozice profilovani nador(
s nedostatecnou hloubkou se uvadéji ve vykazu Vykaz malé hloubky, nikoli ve vykazu TSO Comprehensive
(EV).

Kontrola kvality

* Informace o kvantifikaci nukleové kyseliny a minimalni poZzadavky na vstupni material naleznete v ¢asti
Extrakce nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani na strané 27.

* Béh sekvenovani a platnost vzorku se stanovuji automaticky a k jejich vykazovani se pouziva Analyticky
modul TSO Comprehensive (EU). Podrobné informace o analyze viz Prvodce pracovnimi postupy pro
analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).

* Vysledky kontroly kvality jsou shrnuty ve vykazu TSO Comprehensive (EU), ktery je k dispozici ve formatech
PDF a JSON. Soubory vykaz( se nachazeji ve slozce analyzy. Umisténi slozky analyzy (obsahuje zpravy
PDF a JSON) a slozky spusténi naleznete v &asti Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Local
Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).
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Tabulka 40 Metriky kontroly kvality pro vysledky vykazu TSO Comprehensive (EU)
Dopad chybné

Typ vystupu  Metrika Specifikace Popis specifikace*
Béh PCT_PF_READS = 80,0 Procento ¢teni, ktera prosla Béh
sekvenovani (%) filtrem (PF). sekvenovani je
neplatny. Pro
zadny vzorek v
béhu nebyly
hlaseny
vysledky.
PCT_Q30_R1 (%) = 80,0 Primérné procento pfifazeni Béh
baze se skore kvality Q30 nebo  sekvenovani je
vy$$im pro Cteni 1. neplatny. Pro
zadny vzorek v
bé&hu nebyly
hlaseny
vysledky.
PCT_Q30_R2 (%) = 80,0 Primérné procento pfifazeni
baze se skoére kvality Q30 nebo
vy$$im pro Cteni 2.
Knihovny CONTAMINATION_ =3106 NEBO Metrika hodnotici Nejsou
DNA SCORE > 3106 a P- pravdépodobnost kontaminace  vykazany
HODNOTOU  pomoci VAF (frekvence zadné
< 0,049 variantni alely) u béznych vysledky DNA.
variant. Skére kontaminace na
zakladé rozdéleni VAF SNP.
Hodnota P kontaminace pouzita
k vyhodnoceni vysoce
prestavénych genom(. Pouziva
se pouze tehdy, kdyz je skore
kontaminace vy$Si nez horni
mez specifikace.
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Typ vystupu

Knihovny
RNA

Metrika

MEDIAN_INSERT
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(pocet)
PCT_EXON_50X
(%)

USABLE_MSI_
SITES (pocet)

COVERAGE_MAD
(pocet)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (pocet)

MEDIAN_INSERT
SIZE (bp)
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Specifikace

=70

=150

<0,210

Popis

Medianova délka fragmentu ve
vzorku.

Medidnové pokryti fragmentd
exonl ve vSech bazich exona.

Procento bazi exonl s pokrytim
fragmentd 50X.

Pocet mist MSI pouzitelnych pro
pfifazeni MSI (podet
mikrosatelitovych mist s
dostate¢nym rozsahem ¢&teni
pro identifikaci mikrosatelitové
nestability).

Median absolutnich odchylek
od medianu normalizovaného
poctu v jednotlivych cilovych
oblastech CNV.

Medidnovy pocet soubord raw
bin na jeden cil CNV.

Medianova délka fragmentu ve
vzorku.

®

illumina

Dopad chybné
specifikace*

Nejsou
vykazany
zadné
vysledky TMB
nebo malych
variant DNA.

Nejsou
vykazany
zadné
vysledky MSI.

Nejsou
vykazany
zadné
vysledky
genové
amplifikace.

Nejsou
vykazany
zadné
vysledky fuzi
ani splice
variant.
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Typ vystupu  Metrika

MEDIAN_CV_
GENE_500X
(koeficient)

TOTAL_ON_
TARGET_READS
(pocet)

Specifikace

=0,93

=9 000 000

Popis

Dopad chybné
specifikace*

MEDIAN_CV_GENE_500X je

mira jednotnosti pokryti. Pro
kazdy gen s pokrytim alesponi
500X se vypodita variacni
koeficient pokryti na celém téle
genu. Tato metrika pfedstavuje
median téchto hodnot. Vysoka
hodnota znamena vysokou
uroven variace a poukazuje na
problém pfi pfipravé knihovny,
naptiklad na maly poc¢et vzork(
nebo na problémy

s odpadavanim sondy. Tato
metrika se pocitd pomoci vsech
¢teni (v€etné ¢teni oznacenych
jako duplicitni).

Celkovy pocet ¢teni, ktera se

mapuji na cilové oblasti. Tato
metrika se pocita pomoci vSech
¢teni (véetné Cteni oznadenych
jako duplicitni).

* Uspésné vysledky jsou oznaceny jako PASS (USPECH).

Tabulka 41 Metriky kontroly pro vysledky vykazu TSO Comprehensive (EU)

Typ

! Metrika
vystupu

Pozitivhi  Externi kontrola DNA
kontrola

Externi kontrola RNA

Kontrola  Median pokryti
bez exonu DNA pro TSO
templatu  Comprehensive (EU)

Mezni hodnota nad
medianem genu RNA
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specifikovanych
variant
Zjisténo 12 ze 13
specifikovanych
variant
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Dopad chybné specifikace*

Na zakladé vysledk{ kontrolniho vzorku
ruc¢né zneplatnéte vzorky pacienta.
Software analytického modulu neprovadi
automatické zneplatnéni pacientskych
vzorkU na zakladé vysledkl kontrolniho
vzorku.

Na zakladé vysledkl kontrolniho vzorku
ruéné zneplatnéte vzorky pacienta.
Software analytického modulu neprovadi
automatické zneplatnéni pacientskych
vzorkl na zékladé vysledkd kontrolniho
vzorku.

82z141



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

* Uspésné vysledky jsou oznaceny jako PASS (USPECH).
* Zopakujte béhy sekvenovani, které jsou neplatné.
* Testy zopakujte u knihoven, které maji nasledujici vysledky:
— Kontaminované knihovny DNA

— Neplatné knihovny RNA
— Testy Ize opakovat za U¢elem ziskani vice variant nebo vysledkd biomarker( u knihoven DNA, které byly
zneplatnény kvlli jednomu, ale ne véem typUm variant.

* U pfifazeni variant se vyhodnocuiji pozitivni kontroly. Pokud pozitivni kontroly nesplfiuji specifikace pfifazeni
variant, ruéné zneplatnéte béh sekvenovani. Software analytického modulu neprovadi automatické
zneplatnéni pacientskych vzork{ na zakladé vysledkl kontrolniho vzorku.

* Kontroly NTC se vyhodnocuji s ohledem na median pokryti exonu pro DNA a mezni hodnotu nad medianem
genu pro RNA. Pokud negativni kontroly neodpovidaji specifikacim, ruéné zneplatnéte udalost pfipravy
knihovny a v8echny souvisejici béhy sekvenovani. Software analytického modulu neprovadi automatické
zneplatnéni pacientskych vzorkt na zakladé vysledkl kontrolniho vzorku.

* Dodrzujte dal$i poZzadovana opatieni pro kontrolu kvality, ktera jsou vyZzadovana predpisy v daném misté,
staté nebo oblasti a poZadavky na akreditaci.

Dal$i informace o opakovani b&h{ sekvenovani nebo testech knihoven viz Reseni problém(i na strané 84.
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Reseni problémd

K feseni problém v pracovnim postupu mlzete pouzit nasledujici tabulku. Pokud se béh sekvenovani nebo
pFiprava knihovny pro vzorek dvakrat nezdafi, je nutné provést dodatec¢né fedeni problému. Obratte se na
technickou podporu Illlumina.

Pozorovani Mozna pfri€ina Doporucéeny postup

Béh sekvenovani e Chyba smésovani o Opakujte sekvenovani z desky PCR z
nevyhovuje e Chyba fedéni normalizovanych knihoven (NL). Viz Priprava na
specifikacim * Neuplna tepelna sekvenovani na strané& 73.

kontroly kvality.

denaturace PRL/PDL
Problémy s pfipravou
spotfebniho materidlu pro
sekvenovani (napfiklad
nezmrznuti,
kondenzace/necistoty na
prdtokové kyveté)

Nespravné pouziti Opakujte kroky obohaceni knihovny z desky PCR
obohacenych sond se vzorky z amplifikovanych knihoven (ALS). Viz
(napfiklad sond OPR1 Nastaveni prvni hybridizace na strané 57.

pouzivanych pro vzorky
DNA, sond OPD2
pouzivanych pro vzorky
RNA)

Chyba v pracovnim
postupu pfipravy knihovny
bé&hem prvniho kroku
hybridizace nebo po ném.

Nebyly splnény pozadavky Zacnéte s pripravou knihovny od zacatku
na vstupni material vzorkd pracovniho postupu. Viz Denaturace a Zihdani RNA

na strané 43 nebo Fragmentace gDNA na
strané 48.

Chyba v pracovnim postupu  Opakujte kroky obohaceni knihovny z desky PCR
pfipravy knihovny béhem se vzorky z amplifikovanych knihoven (ALS). Viz
nebo pfed krokem Nastaveni prvni hybridizace na strané 57.
indexovani PCR

Problém s pfistrojem Obratte se na technickou podporu lllumina.
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Pozorovani Mozna pfri¢ina Doporucéeny postup

Chyba pfi Problém se softwarem nebo  Napovédu pro generovani sestavy uvadi
generovani vykazu  pfistrojem Prlivodce pracovnimi postupy pro analyticky
nebo obecna modul Local Run Manager TruSight Oncology
chyba pfistroje Comprehensive (EU) (dokument ¢. 200008661).
(chyba sité, chyba DalSi ndpovédu ziskate od technické podpory
pfi spole¢nosti lllumina.

vkladani/odebirani
reagencie atd.)

Knihovna DNA Nebyly splnény pozadavky Zajistéte vhodny vstupni material vzorkd a
nevyhovuje na vstupni materidl vzorka. opakujte pfipravu knihovny od kroku
specifikacim Fragmentace gDNA. Viz PoZadavky vzork( na
kontroly kvality. strané 26 a Extrakce nukleové kyseliny,

kvantifikace a skladovani na strané 27.

Chybné pouzitinebo zavada Opakujte pfipravu knihovny od jednoho z
vybaveni v pracovnim nasledujicich krokl v zavislosti na tom, kde do$lo
postupu rozboru. k domnéle chybnému pouziti nebo zavadé
vybaveni. Pokud doslo k neznamé nebo jiné
chybé, obratte se v rdmci odstranovani chyby
béhu na technickou podporu Illlumina.
o Opakujte sekvenovani z desky PCR z
normalizovanych knihoven (NL). Viz Priprava na
sekvenovdni na strané 73.
» Opakujte kroky obohaceni knihovny z desky
PCR se vzorky z amplifikovanych knihoven
(ALS). Viz Nastaveni prvni hybridizace na
strané 57.
o Zacnéte s pfipravou knihovny od za¢atku
pracovniho postupu. Viz Fragmentace gDNA na
strané 48.
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Pozorovani Mozna pfri¢ina

Kritéria pro
CONTAMINATION_SCORE a
CONTAMINATION_P_VALUE

nejsou splnéna.

Pouzitelna MSI selhala.

Vzorek je nadmérné
fragmentovany, nebo ma
poskozené nukleové
kyseliny, coz ma dopad na
schopnost generovat
dostateéné jedine¢né
knihovny.
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illumina

Doporucéeny postup

Rid'te se informacemi v &4sti Varovani a
preventivni opatfeni, abyste kfizové kontaminaci
predesli.

Zkontrolujte rozvrZeni desky a indexovani
knihovny, abyste méli jistotu, Ze knihovny
stejného indexu nebyly sekvenovany dohromady.
U dot&enych knihoven zaénéte s pfipravou
knihovny od za¢atku pracovniho postupu. Viz
Fragmentace gDNA na strané 48.

Béhem extrakce vzorku mohlo dojit ke
kontaminaci. M(Ze byt nutné extrakci opakovat,
aby se zajistilo, ze je vzorek bez kontaminace.

Zkontrolujte nastaveni pro pouziti a provoz od
vyrobce ultrasonikatoru (véetné vodni hladiny a
typu zkumavky).

Zajistéte pro rozbor odpovidajici vstupni vzorky.
Viz PoZadavky vzork( na strané 26 a Extrakce
nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani na
strané 27.

Pokud je vzorek pfilis fragmentovany nebo
poskozeny, mize byt nutné provést extrakci
nového vzorku nebo zopakovat krok
Fragmentace gDNA.

Zkontrolujte Nastaveni konfigurace
ultrasonikatoru pro fragmentaci DNA na strané 22
a nastaveni vyrobce ultrasonikatoru pro pouziti a
provoz (v€etné hladiny vody a typu zkumavky).
Zajistéte pro rozbor odpovidajici vstupni vzorky.
Viz PoZadavky vzork({ na strané 26 a Extrakce
nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovani na
strané 27.

Pokud je vzorek pfilis fragmentovany nebo
poskozeny, mlZe byt nutné provést extrakci
nového vzorku nebo zopakovat krok
Fragmentace gDNA.
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Pozorovani

Knihovna RNA
nevyhovuje
specifikacim
kontroly kvality.

Mozna pfri¢ina
Nebyly splnény pozadavky
na vstupni material vzork(.

Chybné pouZziti nebo zavada
vybaveni v pracovnim
postupu rozboru.

Vzorek je nadmérné
fragmentovany, nebo ma
poskozené nukleové
kyseliny , coz ma dopad na
schopnost generovat
dostatecné jedine¢né
knihovny.
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Doporucéeny postup

Zajistéte vhodny vstupni material vzorkd a
opakujte pfipravu knihovny od kroku Denaturace
a zihani RNA.

Viz PoZadavky vzork( na strané 26 a Extrakce
nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovédni na
strané 27.

Opakuijte pfipravu knihovny od jednoho z
nasledujicich krokd v zavislosti na tom, kde do$lo
k domnéle chybnému pouziti nebo zavadé
vybaveni. Pokud doslo k neznamé nebo jiné
chybé, obratte se v rdmci odstranovani chyby
béhu na technickou podporu Illumina.

» Opakujte sekvenovani z desky PCR z
normalizovanych knihoven (NL). Viz Priprava na
sekvenovani na strané 73.

o Opakujte kroky obohaceni knihovny z desky
PCR se vzorky z amplifikovanych knihoven
(ALS). Viz Nastaveni prvni hybridizace na
strané 57.

o Zacnéte s pfipravou knihovny od za¢atku
pracovniho postupu. Viz Denaturace a zihani
RNA na strane 43.

Zajistéte odpovidajici vstupni vzorky.

Viz PoZadavky vzork( na strané 26 a Extrakce
nukleové kyseliny, kvantifikace a skladovéni na
strané 27.

Pokud je vzorek pfilis fragmentovany nebo
poskozeny, mlze byt nutné provést extrakci
nového vzorku.
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Pozorovani

Selhani pozitivni
kontroly
(DNA/RNA).

Selhani NTC
(DNA/RNA).

Software indikuje,
Ze v béhu
sekvenovani
nebyly zafazeny
pozitivni nebo

negativni kontroly.

Mozna pfri¢ina

Nebyly splnény pozadavky
na vstupni material vzork{
pro pozitivni kontrolu.

Chybné pouZiti nebo zavada
vybaveni v pracovnim
postupu rozboru.

Doslo ke kfizové
kontaminaci nebo ke
kontaminaci pracovniho
prostoru.

Nespravné indexovani
knihovny.

Nespravné uréeni typu
nadorového onemocnéni

v planovani béhu v Local Run
Manager.
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Doporucéeny postup

Zajistéte pro rozbor odpovidajici vstup.
Zkontrolujte rozvrzeni desky a zajistéte, aby byly
v pozadovanych jamkach pfislusné reagencie
(sondy, indexy).

Zajistéte, Ze je pozitivni kontrolni vzorek

skladovan podle Stitku.

Pro vSechny vzorky, které vyuzivaji danou

pozitivni kontrolu, opakujte pfipravu knihovny od

jednoho z nasledujicich krokd v zavislosti na tom,
kde doslo k domnéle chybnému pouziti nebo
zavadé vybaveni. Pokud doslo k neznamé nebo
jiné chybé, obratte se v rdmci odstrariovani chyby
béhu na technickou podporu Illlumina.

o Opakujte sekvenovani z desky PCR z
normalizovanych knihoven (NL). Viz Priprava na
sekvenovdni na strané 73.

o Opakujte kroky obohaceni knihovny z desky
PCR se vzorky z amplifikovanych knihoven
(ALS). Viz Nastaveni prvni hybridizace na
strané 57.

o Zaénéte s pfipravou knihovny od zac¢atku
pracovniho postupu. Viz Denaturace a zZihani
RNA na strané 43 nebo Fragmentace gDNA na
strané 48.

Informace o dekontaminaci pracovnich prostor a
zamezeni kfizové kontaminaci naleznete v ¢asti
Varovani a preventivni opatfeni.

Zkontrolujte rozvrZeni desky a indexovani
knihovny, abyste méli jistotu, Ze knihovny
stejného indexu nebyly sekvenovany dohromady.
Opakuijt e pfipravu knihovny od zacatku
pracovniho postupu pro vechny knihovny, které
pouzivaji stejnou kontrolu bez templatu.

Analyzu znovu zafadte s kontrolami spravné
oznac¢enymi podle pokynt v Prlvodci pracovnim
postupem modulu analyzy (viz Privodce
pracovnimi postupy pro analyticky modul Local
Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) (dokument ¢. 200008661)).
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Charakteristiky u¢innosti

TSO Comprehensive (EU) je cileny panel NGS detekujici zmény v 517 genech. Ve v§ech 517 genech Ize vykazat
malé varianty DNA (jednonukleotidové varianty [SNV], vicenukleotidové varianty [MNV], inzerce a delece).
Nadorova mutacéni zatéz se uvadi jako skdre na zakladé poctu nefidicich somatickych variant na megabazi
(podrobnosti viz Privodce pracovnimi postupy pro analyticky modul Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) (dokument &. 200008661)). MSl je vykdzano jako stav. Genové amplifikace jsou vhodné

k vykazani z genll MET a ERBB2. Fuze jsou vhodné k vykazani z 23 genl uvedenych v Shrnuti a vysvétleni
rozboru na strané 1. Splice varianty jsou vhodné k vykazani z genl MET a EGFR. Aby mohly byt varianty
vykazany, musi byt zjiStény a prokadzany v rozboru TSO Comprehensive (EU) za pouziti znalostni baze a musi
byt vhodné na zakladé testovaného typu tkané. Fize NTRK vyzaduji, aby byl partner fuze 5' a kindzova doména
NTRK neporusena.

U malych variant DNA byl uplatnén reprezentativni pfistup k validaci cilenych gen( v panelu s daty
reprezentujicimi SNV, MNV, inzerce a delece. Pro genové amplifikace, fuze a splice varianty bylo provedeno
testovani na Urovni genu. TMB a MSI byly vyhodnoceny tam, kde byly indikovany. Pro tvrzeni CDx o fuzich
NTRK byly fuze ve vzorcich FFPE testovany ve studiich zaméfenych na vykon konkrétni pro toto tvrzeni (jako je
mez detekce, konzistence vysledk( v ramci laboratofe, reprodukovatelnost, pfesnost a klinicka u¢innost).

Tabulka 42 uvadi definice metrik vypoditanych v rliznych studiich.

Tabulka 42 Definice metrik
Termin Definice

Procento pozitivni  Procento spravné identifikovanych pozitivnich pfipadi z celkového podtu

shody (PPA) pozitivnich pfipadd vzhledem k ortogonalni metodé.

Procento Procento spravné identifikovanych negativnich pfipadd z celkového poctu
negativni shody negativnich pfipadl vzhledem k ortogonaini metodé.

(NPA)

Celkova Procento spravné identifikovanych pozitivnich a negativnich p¥ipadl z celkového
procentudlni poctu pozorovani vzhledem k ortogonaini metodé.

shoda (OPA)

Procento Procento pozorovani, ktera jsou pro cil pozitivni, z pozorovani, u kterych se
pozitivnich ocekdva, ze budou pro cil pozitivni.

pfifazeni (PPC)

Procento Procento pozorovani, ktera jsou pro cil negativni, z pozorovani, u kterych se
negativnich oCekava, ze budou pro cil negativni.
pfifazeni (PNC)
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Termin Definice

n/N Pocet pozitivnich nebo negativnich pozorovani (n) déleny celkovym poctem
pozorovani (N) pro vypocet PPC nebo PNC. Hodnoty n a N mohou byt na rliznych
urovnich (napf. varianta nebo gen) nebo kombinovany v celé skupiné (napf. SNV).

Smérodatna Mira rozptylu hodnot promé&nné kolem jejiho priméru.
odchylka (SD)

Procentni variaéni  Standardni odchylka vydélena primérem jako procento.
koeficient (%CV)

KFizova kontaminace

Studie kFizové kontaminace byla provedena tak, aby se vyhodnotilo, zda z divodu kontaminace jamka-jamka
béhem pfipravy knihovny vzork({ a kontaminace bé&h-bé&h mezi naslednymi béhy sekvenovani nedochazi k
faledné pozitivnim vysledkim. Tato analyza byla provedena pro malé varianty DNA (coz také ovliviiuje TMB),
fuze, amplifikace genl a MSI. Knihovny byly pfipraveny z charakterizovanych vzorkl v $achovnicovém
usporadani, kde se stfidaly vzorky za G¢elem vyhodnoceni kontaminace jamka-jamka, a se stfidanim index(
k vyhodnoceni kontaminace béh-béh pfi sekvenovani, kdy probiha nasledné sekvenovani na stejném Pfistroj
NextSeq 550Dx. Studie kfizové kontaminace ukazala udalosti s nulovou kontaminaci, coz bylo pozorovano
zkoumanim detekovanych variant v kazdém vzorku. Nebyly detekovany zadné faleSné pozitivity.

Pro rozbor TSO Comprehensive (EU) byly navrzeny dvé metriky kontroly kvality (CONTAMINATION_SCORE a P_
VALUE) k detekci kontaminace vzorku ve vzorcich DNA. Byla vyhodnocena citlivost detekce kontaminace.
Vzorky nadorové DNA FFPE byly smichany s rlznymi mnozstvimi vzork( normaini DNA FFPE za U¢elem
vytvoreni Gi¢elové kontaminovanych vzorkd.

Celkem bylo generovano 1112 pozorovani kontaminace a kontaminace byla detekovana v 95 % (1 054)
pozorovani. Mira detekce se zvySila na 96 % (939/976), kdyz procento kontaminace bylo mezi10 % a 90 %
(hmota/hmota). Z 37 pozorovani v rozmezi 10 % az 90 % kontaminace, kde kontaminace nebyla zjisténa, jich 12
nespliovalo specifikaci pokryti pro pfirazeni malych variant DNA. Nizké pokryti ztéZuje detekci kontaminace,
ale nejsou hldSeny malé varianty DNA, které by vliv kontaminace zmirfiovaly. Patnact pozorovani nesplnilo
specifikaci amplifikace genu (metricka kontrola kvality medianu zasobnik{) pro pfirazeni amplifikace genu. U
vzork{ by nebyl zaznamenan zadny vysledek amplifikace genu.

Oc&ekava se, Ze rozbor TSO Comprehensive (EU) ve studii bude mit nizky vyskyt kfizové kontaminace jamka-
jamka nebo bé&h-béh. Tyto vysledky spolu s metrikami kontaminace v softwaru snizuiji riziko fale$nych vysledkd
variant v disledku kontaminace vzorku.

Hodnoceni sad pro extrakci nukleové kyseliny

Rozborem TSO Comprehensive (EU) byly hodnoceny tfi komeréné dostupné sady pro extrakci DNA a RNA. Tyto
tfi sady pro extrakciizolovaly DNA i RNA ze stejnych ¢asti tkani FFPE. Sady se liSily deparafinizacnim ¢inidlem a
postupem vazby nukleové kyseliny (Tabulka 43). Pfevazujici sadou pro extrakci pouzivanou k uréeni u¢innosti
TSO Comprehensive (EU) byla sada 1.

Dokument ¢. 200007789 v08 90 z 141

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Tabulka 43 Charakteristika sady

Sada Deparafinizaéni €inidlo Vazba nukleové kyseliny
1 Vlastni Sloupcova

2 Xylen Sloupcova

3 Mineralni olej Magnetické ¢astice

Tabulka 44 a Tabulka 45 shrnuji vliv sad pro extrakci na platnost knihovny a pfifazovani variant. Byl
zaznamenan rozdil, pokud se stfedni hodnoty u sad pro extrakci vyrazné ligily. Primérné rozdily mezi sadami
pro extrakci byly vypoc¢teny pomoci sady 1jako kontrolni sady, protoZe sada 1 byla pouzita k extrakci vétsiny
nukleovych kyselin pouzivanych v analytickych studiich TSO Comprehensive (EU). Primérny rozdil ve srovnani
se sadou 1 byl uveden pro ilustraci toho, jak by rlizné extrakéni sady ovlivnily ostatni analytické studie TSO
Comprehensive (EU).

Tabulka 44 Vliv sady pro extrakci na plathost knihovny

Priimérny rozdil ve srovnani se sadou

Typ varianty Metriky kontroly kvality knihovny 1

Malé varianty DNA  Median pokryti exonu (pocet) Sada 2 nizSi o 56 ¢teni

/ TMB PCT Exon 50X (%) Sada 3vys$$io 0,298 %
Median velikosti inzertu (bp) Sada 2 asada 3 nizSio 3 bp

DNA MSI Pouzitelné lokality MSI Sada 3 vyS$Si o 8 lokalit

Genova Pokryti MAD (pocet) Sada 2 niz8i 00,0043

amplifikace DNA  paian poétu zasobnikd Sada 2 niz&i 0 0,5825, sada 3 vy&si o

0,3086

RNA (fuze [ splice  Median velikostiinzertu (bp) Sada 3 vyssio 2 bp

varianty) Protokol (Median CV Gene500X) Sada 2 vys$Sio 0,029
Celkovy pocet cilovych ¢teni Zadny vyznamny rozdil

Bylo zji§téno, Ze sady pro extrakci 2 a 3 maji vétsi pocet podplrnych ¢teni, takze flize a varianty splice v
blizkosti LoD maiji vy$3i pravdépodobnost detekce v disledku vybéru extrakéni sady.

Tabulka 45 Vliv sady pro extrakci na pfifazeni variant

Typ varianty .. L SRl , .
. Pfirazeni variant (prumérny rozdil ve vztahu k sadé 1)

(jednotky)

Malé varianty DNA Technicky nevyznamné

(VAF) Cilené varianty: rozptyl mezi sadami byl maly v porovnani se zbytkovym
rozptylem.
Necilené varianty: Zadné vyznamné rozdily u prvnich dvou zésobnikd VAF.
Pfi pozorovani statistické vyznamnosti nebyly zjiStény zadné vyznamné
rozdily.
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Typ variant
.yp y Pfirazeni variant (primérny rozdil ve vztahu k sadé 1)
(jednotky)
TMB (mutace na Technicky nevyznamné, odchylka mezi sadami byla mala ve vztahu ke
megabazi) zbytkovym
MSI (% nestabilnich Sada 3 nizsi 0 1,9 % nestabilnich lokalit
lokalit)
Genové amplifikace Sada 2 (0,06) a sada 3 (0,08) pro vys$si miru exprese

(mira exprese)

Fuze (podporujici ¢teni) U sady 2 do$lo k 51% narlstu a u sady 3 k 23% narUstu po¢tu podporujicich
éteni.

Varianty splice U sady 2 a 3 dol$o k 48% nardstu poétu podporujicich ¢teni.

(podporujici ¢teni)

Interferujici latky

Byl vyhodnocen vliv potencialnich endogennich a exogennich latek na u¢innost testu TSO Comprehensive (EU).
Endogenni latky (melanin a hemoglobin) byly do vzork( pfidany béhem procesu extrakce nukleové kyseliny.
Exogenni latky (ethanol, xylen a proteinaza K) byly b&éhem procesu extrakce nukleové kyseliny pfitomny a byly
rovnéz pridany do purifikované nukleové kyseliny pred pfipravou knihovny. Pokud byla béhem extrakéniho
procesu pozorovana interference s obohacenou proteinazou K, hodnotili se také zvysSené koncentrace
proteindzy K. BEhem pfipravy knihovny byly pfidany nadbyteéné indexaéni primery (15 % a 30 %). S vyjimkou
indexacnich primerd byly latky pfidany do FFPE vzork( mozku, prsu, tlustého stfeva, plic, meduldarni §titné zlazy,
NSCLC, vajecnikl, prostaty, slin, kize, mékkych tkani a tkané $titné zlazy — osm vzorkd bylo extrahovano pro
analyzu DNA a 13 bylo extrahovano pro analyzu RNA. Pro indexaéni primery bylo pro analyzu DNA pouZito Sest
FFPE vzork( ze tii riznych typ( tkani ($titna zlaza, mocovy méchyi, tranik) a pro analyzu RNA bylo pouzito pét
FFPE vzork( ze ¢tyf rdznych typl tkani (plice, $titna zlaza, traénik, prs). Pro kazdy z 16 jedine¢nych vzork( byla
pouzita endogenni kontrola bez pfimési a exogenni kontrola s pfimési pufru nebo vody. Vliv nekrézy byl
posouzen na jiné sadé osmi vzork( FFPE z tkdné mozku, tlustého stfeva a plic. Pro kazdy nekroticky vzorek
existoval makroskopicky rozélenény kontrolni vzorek bez nekrézy. Pro véechny interferujici latky byly rozborem
TSO Comprehensive (EU) testovany Ctyfi replikaty na kazdy vzorek a kazdou latku a porovnany s jejich
pfislusnymi kontrolnimi podminkami pro detekci malych variant DNA, genovych amplifikaci, flzi RNA a splice
variant RNA, stejné jako stav MSI a skore TMB. Byly zahrnuty varianty profilovani CDx i tumoru.

Detekce variant DNA

Melanin (0,2 ug/ml), hemoglobin (2 mg/ml), ethanol (5 %), proteinaza K (0,04 mg/ml v nukleové kyseling) a xylen
(0,0001 %) neovliviuji skére TMB, stav MSI, malé varianty DNA a genové amplifikace.
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Detekce variant RNA

Data neprokazuji vliv melaninu (0,2 ug/ml), ethanolu (5 %) a xylenu (0,0001 %) na fuze nebo splice varianty RNA.
Hemoglobin (2 mg/ml) interferoval(sniZil poéet podplrnych ¢teni) se tfemi riznymi splice variantami v genu
MET. Splice varianta v genu AR (tfi rzné vzorky) a v genu EGFR (jeden vzorek) nebyly ovlivnény. Pokud
laboratof provadi analyzu RNA, je tfeba se pfi ziskavani fezl z bloku tkané vyhnout tkanim s hemoglobinem
nebo minimalizovat mnozZstvi hemoglobinu v tkani.

Proteindza K (0,04 mg/ml v nukleové kyseling) interferovala s fuzemi RNA a splice variantami. Proteinaza K byla
bé&hem extrakce testovana v koncentraci 2,6 mg/ml a 5,2 mg/ml, coz je 2x a 4x standardni koncentrace v
komercéné dostupné sadé. Fuze byly inhibovany pfi 4x vy$si koncentraci proteindzy K, ale ne pfi 2x vys$si
koncentraci. Splice varianty byly inhibovany proteinazou K pfi 2x vy$si koncentraci. Proteinaza K nebo
ekvivalentni enzym by nemély byt béhem extrakce zvysSeny ze standardni koncentrace uvedené v extrakéni
sadé.

Pocet podplrnych ¢teni splice variant se snizuje pii 30% nadbytku indexacnich primerd, ale pfi 15% nadbytku
nikoli.

Nekroza

Pfitomnost nekrotické tkané do 70 % neovliviiovala skére TMB, stav MSI ani malé varianty DNA. Ve vzorcich s
nekrotickym obsahem = 25 % respektive = 23 % (na zakladé plochy) v oblasti tkané byly snizeny detekce
variant RNA (podplrné &teni) respektive amplifikace genl (slozené zmény). Pokud ¢asti vzorkld obsahuji = 23 %
nekrotické tkané v celkové oblasti tkané, musi se nekroticka tkan makroskopicky rozélenit.

Stabilita

Stabilita v realném case

Stabilita v realném Case byla pouzita ke stanoveni doby skladovatelnosti sady rozboru TSO Comprehensive
(EU), kdyzZ je skladovéana dle vyznacenych podminek. Plan studie byl zaloZen na testovani tfi Sarzi ¢inidel a
pouzival klasicky plan studie stability popsany v CLSI EP25-A. Soupravy byly po dobu trvani studie skladovany v
kone&né konfiguraci soupravy za podminek skladovani definovanych na stitku produktu. Zmrazené slozky
soupravy byly skladovany pfi teploté -15 °C az -25 °C, chlazené pfi teploté 2 az 8 °C.

Sady byly testovany z hlediska vzhledu a akceptaénich kritérii funk&nosti ve stanovenych ¢asovych bodech.
Také byly analyzovany trendy pfifazeni variant a metrik kontroly kvality vzorku pro kontrolni material kontroly
kvality. Pro kazdou reagencii byla uréena skladovatelnost. Data expirace jsou ur¢ena na zakladé data vyroby a
doby skladovatelnosti. Expirace sady je pfifazena podle reagencie s nejdFivé;jsi expiraci.

Stabilita pouzivané sady

Stabilita pouzivani sady rozboru TSO Comprehensive (EU) byla hodnocena za podminek standardniho vyuziti
v pribéhu doby skladovatelnosti pro podporu pouzivani vice sad. Sada reagencii podléhala opakovanému
zmrazeni/rozmrazeni a bylo testovano, zda sada podporuje az 4 pouziti. Dale bylo celkem 3krat pfipraveno 8
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knihoven RNA a 8 knihoven DNA pro Ucely testovani maximalniho po¢tu podporovanych knihoven (24 knihoven
DNA a 24 knihoven RNA na sadu). U vSech cykld zmrazeni/rozmrazeni a testovanych ¢asovych bodd byla
splnéna veskera kritéria funkénosti sady. K posouzeni vlivu testovani pfi pouziti na pfifazeni variant bylo
provedeno testovani vzorkl FFPE s reagenciemi o stafi = 25 mésicU. Kvalitativni analyza cilenych variant
prokazala, Ze udalosti pfi pouziti nemély vliv na pfifazeni variant.

Stabilita nukleové kyseliny

Stabilita nukleovych kyselin (DNA a RNA) a jejich souvisejici kvantifikace pro pouziti s rozborem TSO
Comprehensive (EU) byly vyhodnoceny pomoci vzorkl FFPE z vice typd tkani. Bloky FFPE byly rozfezany a
vSechny nukleové kyseliny byly extrahovény najednou. Extrahovana nukleova kyselina byla dikladné
promichana, kvantifikovana, zkontrolovana z hlediska kvality a rozdélena do dvou sad jednorazovych
zkumavek, které se maji zmrazit ve dvou ¢asovych bodech: Kontrolni test TO (vychozi stav) a test T1 (= 28 dni).
Veskera extrahovana RNA byla uchovavana pfi teploté -85 °C az -65 °C a veSkera extrahovana DNA byla
uchovavana pfi teploté -25 °C az -15 °C po uvedenou dobu a poté zpracovana rozborem TSO Comprehensive
(EU) napfic vice replikaty a operatory. Podminky testu T1 byly porovnany s kontrolou stavu MSI, skére TMB,
amplifikaci gendl, malych variant DNA, fizi RNA a variant sestfihu RNA. Udaje naznaduiji, Ze nukleové kyseliny a
jejich souvisejici kvantifikace pro pouziti v rozboruTSO Comprehensive (EU)jsou stabilni po dobu az 28 dnd,
pokud jsou uchovavany pfi doporucenych teplotach (RNA pfi -85 °C az -65 °C a DNA pfi -25 °C az -15 °C).

Stabilita knihovny

Stabilita knihoven vyuzivajicich kazdy ze $esti bodd bezpe&ného pierudeni pro dany rozbor (viz Tabulka 5) byla
hodnocena pomoci vzorkl FFPE z vice typU tkani. Kontrolni knihovny (TO, bez bodU pferuseni) byly
sekvenovany okamzité na konci pracovniho postupu. Na podporu idajd o dnech uvedenych v Tabulka 5 byly
alikvoty ze stejnych knihoven byly po dobu (T1) drzeny v bodech pferuseni pfi -25 °C az -15 °C. T1 byla
porovnana s TO u malych variant DNA, TMB, genovych amplifikaci, MSI, fuzi RNA a splice variant RNA s
variantami CDx a profilovani nadoru. Data ukazuiji, ze knihovny generované z rozboru TSO Comprehensive (EU)
jsou stabilni v souladu s navodem k pouziti.

Stabilita sklicek s tkani FFPE

Stabilita skli¢ek s tkani FFPE pro pouziti s rozborem TSO Comprehensive (EU) byla hodnocena vytvofenim fez(
z blokl FFPE (fezy 5 um) z riznych vzorkd, instalaci na skli¢ko a nasledné skladovanim pfi primérné pokojové
teploté (22°C) ve 2 ¢asovych bodech. RNA byla extrahovana a uchovavana pfi teploté -65 °C az -85 °C a DNA
byla extrahovdna a uchovavana pfi teploté -15 °C az -25 °C po dobu kratsi nez 1 tyden pfed testovanim.
Material nukleové kyseliny byl kvantifikovan a poté zpracovan rozborem TSO Comprehensive (EU) do 24 hodin
pro kazdy ¢asovy bod. V kazdém ¢asovém bodé bylo testovano TSO Comprehensive (EU) vice replikatl a
operatorl na vzorek a porovnano s ¢asovym bodem TO pro varianty MSI, TMB, genové amplifikace, malé
varianty DNA, fuze RNA a sestfihové varianty RNA, v&etné variant CDx a profilovani nddoru. Pfirazeni varianty
bylo vyhodnoceno a splnilo vS§echna kritéria pfijatelnosti, coz naznaduje, ze tkané FFPE instalované na sklicku
pro pouZiti v rozboru TSO Comprehensive (EU) jsou stabilni pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnl (28 dnd).
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Je tfeba poznamenat, Ze po 4 tydnech (28 dnech) byl zjistén 10% pokles miry validity QC knihoven MSI v
dUsledku kombinace operatora a doby skladovani. U fuzi a splice variant RNA do$lo po 4 tydnech (28 dnech)
skladovani na sklickach k pfiblizné 29% poklesu podpdrnych ¢teni.

Guardbanding titrace vstupu nukleové kyseliny

Vstup nukleové kyseliny pro rozbor TSO Comprehensive (EU) byl hodnocen pomoci testovani DNA ze 33 vzork(
FFPE, které zahrnovaly 17 typd tkdné pfi Grovni vstupl v rozsahu od 10 ng do 500 ng a testovani RNA z 5 vzorkd
FFPE z 5 typU tkané pfi Grovni vstupl v rozsahu 10 ng az 85 ng. Byly vyhodnoceny metriky kontroly kvality
knihovny, které zavisely na vzorku. Vysledky pro DNA prokazaly, Zze nékteré (ne vSechny) metriky kontroly
kvality vzorku DNA odpovidaly vétS§imu vstupu, nez je bézny vstup 40 ng:

*  Metrika MEDIAN_INSERT_SIZE nereagovala na vstup nad 30 ng.

* Metrika MEDIAN_EXON_COVERAGE ukazala pozitivni korelaci se zvySenym vstupem.

* Metrika PCT_EXON_50X se zvysila pfi zvySeni vstupu az na 80 ng.

* Metrika USABLE_MSI_SITES se se zvy$enym vstupem zvysSila. Nékteré vzorky s méné nez 40 USABLE_MSI_
SITES pfi 40 ng splhovala specifikace pfi vyssich vstupech, coz umozni vypocet skére MSI.

* Metrika MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET se se zvySenym vstupem zvysila.
*  ZvySeni vstupu zvysSuje COVERAGE_MAD smérem k horni mezi specifikace.

Metriky kontroly kvality vzorku RNA se zvySily (MEDIAN_INSERT_SIZE a TOTAL_ON_TARGET_READS) nebo
snizily (MEDIAN_CV_GENE_500X) mezi 10 ng a 40 ng, ale obecné se neménily pfi zménach vstupu mezi 40 ng a
85 ng.

Mez blanku

Procento fale$né pozitivity (z celkového poétu ocekavanych negativnich vysledkt) bylo hodnoceno
opakovanym testovanim normalni nebo benigni pfilehlé tkdné FFPE, ktera by neméla obsahovat somatické
varianty, na malé varianty DNA, genové amplifikace, MSI, fuze RNA a splice varianty RNA. FaleSna pozitivita
nebyla u TMB analyzovéna, protoze neexistuje Zadna klinickd mezni hodnota. Probéhl duplicitni béh se 6 FFPE
vzorky DNA a 6 FFPE vzorky RNA za pfitomnosti 2 operatord béhem 3 dnl pro kazdou ze 2 $arzi reagencii.
Podskupina vzorkd byla znovu umisténa do fondu a znovu sekvenovana ve formatu pouze 3x DNA a 3x RNA za
ucelem vyhodnoceni faleSnych pozitivit s nékolika multiplexnimi konfiguracemi, které toto zafizeni podporuje.
Kromé toho proélo duplicitnim b&hem daldich 30 vzork( RNA, které se zpracovaly s 1 sadou reagencii, jez byly
rozdéleny na 2 operatory. Celkem probéhlo 168 moznych pozorovani DNA a 228 pozorovani RNA, snizenych
pouzitim neplatnych knihoven pro kazdy typ varianty. Procento fale$né pozitivity bylo vypoéteno na drovni
gend pro amplifikace a na Urovni pozic (pfiblizné 1,9 milionu pozic) pro malé varianty DNA. Procento fale$né
pozitivnich vysledk( pro typy variant DNA je uvedeno v Tabulka 46. TSO Comprehensive (EU) nema zadna
tvrzeni CDx (Uroven 1) pro malé varianty DNA, takze zadné malé varianty DNA nelze pro uroven 1 vykazovat
jako falesné pozitivni vysledky. 271 falesné pozitivnich vysledkl bylo vyrovnano znalostni datab&azi TSO
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Comprehensive (EU). Zadné fale$né pozitivni vysledky nebyly klinicky vyznamné (Groven 2). Na urovni 3 byly 4
falesSné pozitivni vysledky pochazejici ze 2 variant ve 4 (2,4 %) pozorovanich ze 168 pozorovani. Procento
faledné pozitivity u fuzi RNA a splice variant bylo 0 %, jak uvadi Tabulka 47.

Tabulka 46 FaleSna pozitivita podle typu varianty DNA

Typ varianty FalesSna pozitivita

Genové amplifikace 0 % (0/9912)

Malé varianty DNA 0,0001 % (271/ 295 801 567)
MSI 0 % (0/156)

TMB Neni k dispozici*

* Fale$na pozitivita se nehodnoti, protoZze TMB je vykazana jako skére a nema kvalitativni vystup.

Tabulka 47 Falesna pozitivita podle typu varianty RNA

Typ varianty FaleSna pozitivita
Fuze 0 % (0/227)
Splice varianta 0% (0/227)

Mez detekce

Pro vyhodnoceni mezi detekce rozboru TSO Comprehensive (EU) byly provedeny dvé studie. Studie 1
posuzovala malé varianty RET DNA, fuze RET a fuze NTRK1-3. Studie 2 posuzovala dalsi varianty profilovani
nadord.

Studie 1

Byly uréeny meze detekce (LoD) malych variant DNA NTRK1, NTRK3 a RET a fuzi NTRK1-3 a RET. Hodnota LoD
predstavuje nejnizéi hodnotu analytu (napfiklad frekvence variantnich alel nebo podptrnych &teni), kterou Ize
konzistentné detekovat (95% mez detekce nebo chybu Il. typu s hodnotou 5 %). Ve studii byly pouzity tkané
FFPE s malymi variantami DNA RET (meduldrni karcinom §titné zlazy), fuzemi RET (papildrni karcinom §titné
Zlazy, atypicky tumor Spitzové) a fuzemi NTRK1-3 (gliom nizkého stupné, multiformni glioblastom,
myofibroblasticky sarkom, sarkom, sekrec¢ni karcinom prsu, karcinom tlustého stfeva), a také buné&¢nymi liniemi
FFPE s malymi variantami DNA NTRK1 a NTRK3. Kazdy vzorek byl zfedén na alespon 5 testovacich urovni (VAF
0,01-0,10 pro malé varianty DNA a 2-25 podpUrnych ¢teni pro fze). Pro kazdou testovaci Uroveri bylo
provedeno 18 pozorovani na kazdou Sarzi a kazdou variantu provedenych 3 operatory a 3 pfistroji pro
sekvenovani a byla zahajena pfiprava knihovny ve 3 po sobé nejdoucich dnech se 2 replikaty kazdé testovaci
urovné. Testovany byly dvé Sarze reagencii.

Pro varianty DNA byly tyto 2 SarZe analyzovany nezavisle pomoci regrese probit nebo na zakladé ¢etnosti
(nejnizsi testovaci uroverni s ¢etnosti (bodovym odhadem) = 95 %) k uréeni LoD pro kazdou variantu a kazdou
Sarzi. Vétsi LoD v obou Sarzich reagencii byla vzata jako mez detekce pro variantu (Tabulka 48).
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Pro fuze RNA byly k odhadu hodnot LoD pro kazdy gen fuze pouzity buné¢né linie FFPE. LoD pak byly ovéfeny
na tkanich FFPE pomoci duplicitni pfipravy knihovny s nasazenim 3 operatord, 3 pfistrojl a 3 $arzi reagencii pfi
generovani 54 pozorovani na variantu v blizkosti hodnoty LoD stanovené podle bunéénych linii FFPE.
ProhlaSenou mezi detekce pro kazdou fuzi (Tabulka 49) pfedstavuje nejnizsi stfedni hodnota podplrnych &teni,

ktera dosahla ¢etnosti (bodového odhadu) = 95 %.

Tabulka 48 Meze detekce malych variant DNA NTRK1, NTRK3 a RET

Marker

NTRK1 G595R (SNV)?
NTRK3 F617L (SNV)2
NTRK3 G623R (SNV)?
NTRK3 G696A (SNV)?
RET C618R (SNV)
RET M918T (SNV)
RET C634Y (MNV)

RET D898_E901del
(delece)?

1Chr = Chromozom

Chr’

Chr1

Chr15
Chr15
Chr15
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10

Pozice

156846342
88476283
88476265
88472468
43609096
43617416
43609949
43615611

Mez
detekce

Referencni Alternativhi  (Frekvence
variantni
alely)

0,038
0,032
0,036
0,027
0,053
0,045
GC AT 0,045
GAGATGTTTATGA G 0,055

O O o d @ >

2 Tyto varianty DNA byly analyzovany regresi probit; ostatni varianty DNA byly analyzovany na zakladé ¢etnosti.

Tabulka 49 Mez detekce pro fuze NTRK a RET

Gen

NTRK1

NTRK2

NTRK3

Fuze

LMNA-NTRK1
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2
KANK1-NTRK3
ETV6-NTRK3
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Mez detekce
(Podpuirna &éteni)

12,2
20,2
53,2
13,6
20,3
13,5
16,2
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Mez detekce

Gen Faze (Podptirna éteni)
RET NCOA4-RET 15,8
KIFSB-RET 16,6
CCDC6-RET 18,7
Studie 2

Byly vyhodnoceny meze detekce (LoD) variant profilovani nador( vykazané rozborem TSO Comprehensive
(EU). Hodnota LoD predstavuje nejnizsi hodnotu analytu (frekvence variantnich alel, miry exprese nebo
podplrnych &teni), kterou Ize konzistentné detekovat (95% ¢etnost nebo chyba Il. typu s hodnotou 5 %). Vzorky
FFPE ze 17 typ( tkani obsahujici varianty byly zfedény na nékolik testovacich urovni. Na kazdé urovni bylo
provedeno Sest pozorovani dvéma operatory, z nichz kazdy pouzival jinou Sarzi reagencii a jiny pfistroj.
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Varianty DNA

LoD 10 tfid malych variant DNA (celkem 25 variant) a 2 genovych amplifikaci DNA (ERBB2 a MET) byly ur¢eny a
shrnuty jako intervaly (Tabulka 50). Zahrnuty jsou i varianty RET z prvni studie LoD. Dvé ze 3 inzerci vétSich nez
5 bp mély LoD 0,034 a VAF 0,036, tfeti méla LoD 0,215 VAF. To byla inzerce s oblasti malé slozitosti, kde
inzerce pfidava dalsi opakovani, ovliviiuje zarovnani a ke konzistentni detekci je potfeba vice ¢teni. Nékteré
genomové kontexty s malou slozitosti by proto mohly mit vliv na detekci inzerci > 5 bp.

Tabulka 50 Mez detekce pro malé varianty DNA a genové amplifikace

Typ (jednotka pro

LoD) Trida varianty / genomovy kontext PocCet variant Rozsah (VAF)
Malé varianty DNA SNV 5 0,016-0,064
(frekvence variantni MNV 3 0.022-0 048
alely)
Inzerce (1-2 bp) pobliz homopolymernich 2 0,086-0,104
opakovani
Inzerce (1-2 bp) pobliz dinukleotidovych 2 0,038-0,051
opakovani
Inzerce (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Inzerce (> 5 bp az do 25 bp) 3 0,034-0,215
Delece (1-2 bp) pobliz homopolymernich 2 0,094-0,100
opakovani
Delece (1-2 bp) pobliz dinukleotidovych 2 0,033-0,070
opakovani
Delece (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Delece (> 5az do 25 bp) 2 0,047-0,055
Genové amplifikace  Podle genu (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(mira exprese)

Analyza necilenych variant byla provedena ze vzork{ ze studie 1, které mély alespon pét testovacich urovni.
Kazda necilend varianta byla analyzovéana individualné a LoD byla odhadnuta pouze pro varianty s nejméné
jednou urovni > 0 % a < 95 % Cetnosti vyskytu a nejméneé jednou Urovni = 95 % Cetnosti vyskytu. Tabulka 51
ukazuje percentily spolu s minimalnimi a maximalnimi LoD pozorovanymi podle tfidy pro necilené varianty.
Necilené varianty poskytuji vice variant podle tfidy, nez bylo testovano ve studii 2, a jsou v souladu s rozsahy
LoD z Tabulka 50.
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illumina

Tabulka 51 Souhrnna statistika pro limity detekce podle tfidy necilenych variant (ze studie 1)

Trida N

SNV 862

MNV 5

Inzerce 24

Delece 24
Fuze

Min 25%

0,020 0,047
0,038 0,040
0,039 0,060
0,034 0,063

50% 75%

0,059 0,079
0,050 0,086
0,084 0,097
0,081 0,089

90%

0,097
0,095
0,166
0,124

Max

0,592
0,095
0,261
0,167

LoD byly uréeny pro 19 fuzi, zapocitano bylo 20 genl v panelu TSO Comprehensive (EU) od 9 do

31,3 podplrnych ¢teni (Tabulka 52). Dali 3 geny (NTRK1-3) byly testovany v jiné studii. Gen RET byl testovan
zde i ve druhé studii. Sestnéct fuzi s uréenymi LoD mélo data konzistentni s b&Znou LoD 16 podp(rnych &tenf

pomoci oboustranného 95% horniho intervalu spolehlivosti (UCL). Dvé fize mély LoD 24,7 a 31,3 podpdrnych

¢teni, které nebyly konzistentni s béznou LoD.

Fuze FGFR2-SRPK2 s hodnotou LoD 24,7 podpdrnych ¢teni mélo oblasti pfekryvu opakovani v bodé zlomu, jak
uvadi software pro rozbor TSO Comprehensive (EU). Oblasti opakovani v bodé zlomu maji typicky nizsi droven
prikaznosti, protoze ¢teni se mohou namapovat v genomu jinde nebo mohou zlstat nezarovnana. Oblasti
opakovani navic komplikuji proces sestaveni (pouzivany k identifikaci sekvenci fuzi) a ke zkonstruovani spravné
sekvence potiebuji dali dikazy. Dal$im pfikladem fuze se souhlasnou sekvenci v bodé zlomu je SEPT14-EGFR.

Fuze BCL2-IGHJ5 s hodnotou LoD 31,3 podplrnych ¢teni méla velmi kratky gen (IGHJ5) s bodem zlomu
v blizkosti za¢atku exonu, coz vyzaduje kratké zarovnani s mezerou. Proto bylo pro konzistentni detekci

potfeba vice ¢teni.

Tabulka 52 Mez detekce pro fuze

Faze
NCOA4-RET
TMPRSS2-ERG
TMPRSS2-PMFBP1
KIFSB-RET
ACPP-ETV1
FGFR3-TACC3
EML4-ALK
FGFR1-GSR
EGFR-GALNT13
ESR1-CCDC170
FGFR2-SRPK2
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Bod zlomu genu A
51582937
42880007
42866283
32311775
132036419
1801536
42553391
38274821
55087056
152023138
123353223

Bod zlomu genu KB
43612030
39817543
72153988
43612032
14028762
1736997
29446394
30569602
155295102
151914240
104926165

LoD
15,8
13,2
9,0

16,6
9,5

17,5
12,8
23,7
12,3
13,5
24,7

BéZna LoD
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano
ano

ne
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Fuze Bod zlomu genu A Bod zlomu genu KB LoD Bézna LoD
HNRNPUL1-AXL 41782201 41743847 26,3 ano
CD74-ROS1;GOPC 149784243 117645578 9,2 ano
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 ano
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 1,2 ano
DHX8;ETV4-STATS3 41613847 40474300 16,2 ano
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 11,0 ano
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 ne
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 ano
Splice varianty

Dvé splice varianty RNA, MET a EGFR mély kazda LoD 18,7 a 16,7 podpUlrnych ¢teni.
Obsah nadoru

Vysledky studie podavaji doporuéeni k obsahu nadoru u klinickych vzorkd. Obecné plati, Ze &¢im vys$si je obsah
nadoru, tim vy$si je signal (VAF, mira exprese nebo podplrna ¢teni) pro varianty v nadoru. Minimalni
doporucené hodnoty obsahu nadoru jsou zalozeny na nasledujicich pozorovanich. Hodnoty LoD pro malé
varianty DNA nejsou vétsinez VAF 0,104 (s vyjimkou inzerce TP53). K detekci Fidicich mutaci v nadoru (0,50
frekvence variantni alely) je doporucen obsah nadoru 20 %, aby tyto mutace meély VAF 0,10 a byly na urovni LoD
nebo nad ni. Pfi 20% obsahu nadoru budou geny amplifikované na 5,5 miry exprese (11 kopii) konzistentné
detekovany na zakladé meze detekce na Urovni 1,8 miry exprese. Flze se 74 podpUrnymi ¢tenimi budou pfi 20%
obsahu nadoru konzistentné detekovany na zakladé meze detekce na Urovni 14,7 podpdrnych &teni.

Reprodukovatelnost

K posouzeni reprodukovatelnosti byly pro rozbor TSO Comprehensive (EU) provedeny dvé studie. Studie 1
hodnotila kromé variant fuzi NTRK a RET také malé varianty DNA RET. Studie 2 hodnotila dalSi varianty
profilovani nador(.

Studie 1

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti rozboru TSO Comprehensive (EU) byla tato studie provedena na 3
testovacich pracovistich (1internim, 2 externich), se 2 operatory na kazdém pracovisti, 2 replikaty v ramci béhu
ve 3 testovacich dnech nejdoucich po sobé. Testovani bylo provedeno s panelem reprodukovatelnosti
zahrnujicim vzorky DNA obsahujici konkrétni znamé malé varianty DNA RET a vzorky RNA obsahujici konkrétni
znamé varianty fuzi NTRK1-3 a RET ze vzork{ tkani a buné&énych linii fixovanych formalinem a zalitych do
parafinu (FFPE). Cleny panelu byly DNA a RNA s nizkou Urovni variant a vysokou drovni variant, pfi¢emz pro
kazdou t¥idu variant byl stejny pocet ¢lenll panelu s nizkou a vysokou Grovni variant. Clenové panelu na vysoké
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urovni byli cileni na cca dvojnasobek az trojndsobek LoD a ¢lenové panelu na nizké drovni byli cileni pfiblizné na
LoD. Na kazdém pracovisti testoval kazdy operator tfikrat ¢leny panelu v duplicitach a vygeneroval tak 6
pozorovani pro kazdy cil a kazdého ¢lena panelu. Ze v8ech 3 pracovist bylo vygenerovano 36 pozorovani na
kazdého ¢lena panelu (3 pracovisté/pfistroje x 2 operatofi x 2 replikaty v béhu x 3 pocatecéni dny).

PPC a PNC pro cilené malé varianty DNA a pro cilené varianty fuzi RNA na vysoké urovni byly uréeny jako
primarni koncové body. PPC a PNC pro cilené malé varianty DNA a pro cilené varianty fuzi RNA na nizké trovni
bylo vypocitano jako sekundarni koncové body. 95% oboustranné intervaly spolehlivosti (Cl) pfidruzené ke
koncovym bodlm byly vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni. Pro odhad PPC a PNC (s pfidruzenymi 95%
intervaly spolehlivosti) u ¢lenl cileného panelu na vysoké Urovni byly provedeny primarni analyzy kombinaci
pozorovani rozboru TSO Comprehensive (EU) pro dany cil ve skupiné ¢lenli panelu predstavuijici pfislusnou tidu
variant (napfiklad malé varianty DNA a fize RNA) u vSech pracovist/pfistrojd, operator a b&hl. Pro kazdou
cilenou variantu byla pro vypoc¢et PNC zkombinovana pozorovani rozboru TSO Comprehensive (EU) u ostatnich
¢lend panelu na vysoké Urovni cilena pro stejny typ varianty, ale neobsahujici stejnou variantu podle
vétsinového pravidla. Celkové PPC a PNC pro ¢leny cileného panelu na nizké urovni bylo uréeno podobnym
zplsobem.

Malé varianty DNA RET

U ¢lend panelu malych variant DNA na vysoké urovni bylo celkové PPC 100,0 % (207/207; 95% CI: 98,2 % az
100,0 %) (Tabulka 53). Celkové PNC bylo u ¢lenl panelu malych variant DNA na vysoké trovni 100,0 %
(1035/1035;95% CI: 99,6 % az 100,0 %) (Tabulka 54). U ¢lend cileného panelu malych variant DNA na nizké
urovni bylo celkové PPC 99,1 % (210/212; 95% Cl: 96,6 % az 99,7 %) a celkové PNC bylo 100,0 % (1 026/1 026;
95% Cl1: 99,6 % az 100,0 %).
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illumina

Tabulka 53 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci malych variant DNA RET u ¢lenU cileného

panelu na vysoké a nizké Urovni

Urover variant Tvb variant Cilena varianta Cilena varianta
y yp y (Nukleotid) (Aminokyselina)
~2-3x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T
SNV chr10_43609949_G_C RET C634S
SNV chr10_43614996_G_A RET V804M
MNV chr10_43609949_GC_ RET C634Y
AT
Delece chr10_43615611_ RET D898_E901del
GAGATGTTTATGA_G
Inzerce chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup
TGTGCCGCAC
V8echny malé VSechny malé VSechny malé
varianty DNA varianty DNA varianty DNA
vysoké Urovné vysoké urovné vysoké urovné
~1x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T
SNV chr10_43601830_G_A RET V292M
SNV chr10_43613840_G_C RET E768D
MNV chr10_43609949_GC_ RET C634Y
AT
Delece chr10_43615611_ RET D898_E901del
GAGATGTTTATGA_G
Inzerce chr10_43609946_T_ RET C634_T636dup
TGTGCCGCAC
V8echny malé V8echny malé V8echny malé
varianty DNA varianty DNA varianty DNA
nizké drovné nizké drovné nizké drovné

1Zkratky: N/A, neni k dispozici; VAF - frekvence variantni alely.

207

35
35
36
36

36

212

Stfedni hodnota
VAF!

0,156
0,140
0,116
0,195

0,199

0,095

Neni k dispozici’

0,042
0,033
0,044
0,071

0,065

0,037

Neni k dispozici’

295% oboustranny interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.
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PPC (%) (n/N)

100,0 (34/34)
100,0 (36/36)
100,0 (33/33)
100,0 (35/35)

100,0 (33/33)

100,0 (36/36)

100,0 (207/207)

100,0 (35/35)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)

100,0 (34/34)

100,0 (36/36)

99,1 (210/212)

95% CI?

(89,8,100,0)
(90,4,100,0)
(89,6,100,0)
(90,1,100,0)

(89,6,100,0)

(90,4,100,0)

(98,2,100,0)

(90,1,100,0)
(81,4, 98,4)
(90,4,100,0)
(90,4, 100,0)

(89,8,100,0)

(90,4, 100,0)

(96,6, 99,7)
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illumina

Tabulka 54 PNC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci malych variant DNA RET u ¢lend cileného
panelu na vysoké a nizké Urovni

Urc?ver“\ Typ varianty
varianty
~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delece

Inzerce

VSechny malé varianty
DNA

vysoké urovné
~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delece
Inzerce
VSechny malé varianty

DNA

nizké urovné

Cilena varianta (Nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

VSechny malé varianty
DNA

vysoké urovné
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

VSechny malé varianty
DNA

nizké drovné

Cilend varianta

N
(Aminokyselina)
RET M918T 173
RET C634S 171
RET V804M 174
RET C634Y 172
RET D898_E901del 174
RET C634_T636dup 171
VSechny malé varianty 1035
DNA
vysoké urovné
RET M918T 177
RET V292M 143
RET E768D 176
RET C634Y 176
RET D898_E901del 178
RET C634_T636dup 176
V$echny malé varianty 1026

DNA

nizké urovné

PNC (%) (n/N)

100,0 (173/173)
100,0 (171/171)
100,0 (174/174)
100,0 (172/172)
100,0 (174/174)

100,0 (171/171)

100,0 (1035/1035)

100,0 (177/177)
100,0 (143/143)
100,0 (176/176)
100,0 (176/176)
100,0 (178/178)

100,0 (176/176)

100,0 (1026/1026)

95% CI?

(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)

(97,8,100,0)

(99,6, 100,0)

(97,9,100,0)
(97,4,100,0)
(97,9,100,0)
(97,9,100,0)
(97,9,100,0)

(97,9, 100,0)

(99,6, 100,0)

" V8echna pozorovani shroméazdéna z kombinaci ¢lend paneld a variant, pro které je vétdinové pfifazeni negativni (fuze
cilenych variant s méné nez 50 % pozitivnich pfifazeni).

295% oboustranny interval spolehlivosti vypoditany Wilsonovou metodou hodnoceni.
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Tabulka 55 ukazuje analyzu slozek rozptylu frekvenci variantnich alel (VAF) v pfiblizné 36 pozorovanich pro
kazdého ¢lena panelu. Pro kazdou cilenou malou variantu DNA RET byla vypocétena a uvedena smérodatna
odchylka (SD) a procentni variaéni koeficient (%CV; celkem a pro kazdy zdroj).

Tabulka 55 Analyza slozek rozptylu VAF rozboru TSO Comprehensive (EU) u ¢lend cileného panelu malych
variant DNA

q a4 . Stredni
Uroven Typ Cilena varianta Cilena varianta N ho:jior;; SD pracovis$té SD operatora SD dne (%CV) SDreplikdtu  Celkova SD
varianty  varianty (Nukleotid) (aminokyselina) VAE (%CV) (%CV) > (%CV) (%CV)

~2-3x SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 34 0,156 0,011 (7,2) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,017 (10,8) 0,020 (13,0)

LoD SNV ¢chr10_43609949_G_ RET C634S 36 0,140 0,006 (4,6) 0,000 (0,0) 0,005 (3,7) 0,014 (10,2) 0,017 (11,8)

C
SNV chr10_43614996_G_ RET V804M 33 0,116 0,005 (4,1) 0,000 (0,0) 0,002 (1,7) 0,012 (10,7) 0,013 (11,6)
A
MNV chr10_43609949_ RET C634Y 35 0,195 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,009 (4,4) 0,012 (6,0) 0,015 (7,5)
GC_AT
Delece chr10_43615611_ RET D898_ 33 0,199 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,011 (5,5) 0,017 (8,6) 0,020 (10,2)
GAGATGTTTATGA_L E9O01del
G
Inzerce chr10_43609946_T_ RET C634_ 36 0,095 0,003 (3,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,009 (9,6) 0,010 (10,1)
TGTGCCGCAC T636dup

~1x LoD SNV chr10_43617416_T_C RET M918T 35 0,042 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,009 (22,2) 0,009 (22,2)
SNV chr10_43601830_G_ RET V292M 35 0,033 0,000 (0,0) 0,003 (9,8) 0,002 (6,2) 0,007 (21,7) 0,008 (24,6)

A
SNV chr10_43613840_G_  RET E768D 36 0,044 0,003(6,0) 0,000(0,00 0,000(0,0) 0,008 (17,5) 0,008 (18,5)
C
MNV  chr10_43609949_ RET C634Y 36 0,071  0,000(0,0) 0,008 (10,7) 0,000(0,00) 0,011(14,9) 0,013 (18,4)
GC_AT
Delece  chr10_43615611_ RET D898_ 34 0,085 0,002(2,5 0,006(9,9) 0,004(6,4) 0,010(16,2) 0,013 (20,2)
GAGATGTTTATGA_ E901del
G
Inzerce chr10_43609946_T_  RET C634_ 36 0,037 0,005(13,8) 0,000(0,0) 0,003(9,1) 0,006 (15,9) 0,008 (22,9)
TGTGCCGCAC T636dup
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Fuze NTRK1-3 aRET

Pro ¢leny panelu fuzi RNA na vysoké urovni bylo celkové PPC 99,3 % (285/287; 95% CI: 97,5 % a7 99,8 %)
(Tabulka 56). PPC bylo 100 % pro kazdého ¢lena panelu na vysoké urovni kromé ¢lena panelu BCAN-NTRK1
(PPC =94,4 % [34/36;95% Cl: 81,9 % az 98,5 %]). Celkové PNC pro ¢leny panelu fuzi RNA na vysoké urovni
bylo 100,0 % (1724/1724;95% Cl: 99,8 % az 100,0 %) (Tabulka 57). Pro ¢leny cileného panelu fuzi RNA na nizké
urovni bylo celkové PPC 95,4 % (272/285; 95% Cl: 92,3 %, 97,3 %) a celkové PNC bylo 100,0 % (1 851/1 851;
95% Cl: 99,8 % az100,0 %).

Tabulka 56 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci fuzi NTRK a RET u ¢lend cileného panelu
na vysoké a nizké urovni

Stiedni
\l:;z:i:y Cilené fize N zzgggmych PPC (%) (/N)  95% CI*
cteni

~2-3x LoD LMNA-NTRK1 36 37,9 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BCAN-NTRK1 36 33,6 94,4 (34/36) (81,9, 98,5)
ETV6-NTRK2 36 24,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
ETV6-NTRK3 36 56,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BTBD1-NTRK3 35 32,9 100,0 (35/35) (90,1,100,0)
NCOA4-RET 36 36,7 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
CCDC6-RET 36 33,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
Vysoka: vSechny 287 36,5 99,3 (285/287) (97,5, 99,8)
fuze

~1x LoD LMNA-NTRK1 36 13,8 94,4 (34/36) (81,9, 98,5)
BCAN-NTRK1 36 16,9 80,6 (29/36) (65,0, 90,2)
ETV6-NTRK2 35 15,2 94,3 (33/35) (81,4,98,4)
STRN-NTRK2 36 13,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
ETV6-NTRK3 36 24,8 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BTBD1-NTRK3 36 18,1 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
NCOA4-RET 36 15,8 97,2 (35/36) (85,8,99,5)
KIFSB-RET 34 16,6 97,1(33/34) (85,1,99,5)
Nizka: vSechny 285 16,8 95,4 (272/285) (92,3,97,3)
fuze
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* 95% oboustranny interval spolehlivosti (Cl) vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.

Tabulka 57 PNC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci fuzi NTRK a RET u ¢lend necileného

panelu na vysoké a nizké urovni

Uroven
varianty

~2-3x LoD

~1x LoD

Cilené fuze

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Vysoka: vSechny
fuze

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIFSB-RET

Nizka: vSechny
fuze

N1

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 (1 851/1 851)

illumina

95% CI?

(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)

®

"V8echna pozorovani shroméazdéna z kombinaci ¢lend paneld a variant, pro které je vétginové pfifazeni negativni (fuze
cilenych variant s méné nez 50 % pozitivnich pfifazeni).

295% oboustranny interval spolehlivosti (Cl) vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.
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Tabulka 58 ukazuje analyzu sloZek rozptylu podpdrnych ¢teni ze zhruba 36 pozorovani v kazdé cilené fuzi. SD a
%CV (celkové i pro kazdy zdroj) byly vypocitany a prezentovany pro kazdou cilenou fuzi.

Tabulka 58 TSO Comprehensive (EU)Analyza sloZek rozptylu podpdrnych éteni rozboru u ¢lenl cilenych
panell fuzi RNA

Stfedni
Uroveh e fodnota | SDpracoMtE SDOBEEI g e o) SorepikahCY)  Cohend P
cteni
~2-3x 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 36 334 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)
KIF5B-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

Studie 2

K vyhodnoceni reprodukovatelnosti rozboru TSO Comprehensive (EU) byla provedena druha studie na 3
testovacich pracovistich (2 externich a 1internim), se zapojenim 2 operator(/pfistrojd na kazdém pracovisti,

s pouzitim 3 unikatnich sad reagencii, ve 4 testovacich dnech (nejdoucich po sobé), pfi 2 bézich sekvenovani na
kazdou knihovnu vzorkd.

Testovani bylo provadéno pomoci vzorkd DNA a RNA extrahovanych z 41 vzorkU tkané FFPE a 1 bunééné linie
FFPE (1 vzorek tkané FFPE a bunécna linie FFPE tvofily 2 ¢leny panelu). Vzorky tkdné se skladaly z nasledujicich
typl: mocovy méchyf, kost, mozek, prs, tlusté stfevo, tenké stievo, ledviny, jatra, plice, vajeénik, prostata, klze,
mékka tkan, Zaludek, $titna Zlaza a déloha. Celkem bylo testovano 44 ¢lenl panelu véetné ¢lend panelu

s malymi variantami DNA (SNV, MNV, inzerce a delece), genovymi amplifikacemi, riznymi skére TMB, vysokymi
skore MSI a ¢lenl panelu RNA s fuzemi a splice variantami. Vétsina ¢lenl panelu méla znamé cilové varianty na
urovni cca 2krat az 3krat vys$Si nez mez detekce pro danou variantu (~2-3xLoD).

LoD je koncentrace analytu, kde pozorované vysledky rozboru jsou pozitivni (varianty detekované vzhledem

k mezni hodnoté rozboru TSO Comprehensive (EU)) nejméné 95 % Casu. Stfedni pozorované urovné varianty
byly kategorizovany jako cca < 2xLoD (pozorované urovneé varianty < 1,5xLoD), ~2-3xLoD (pozorované urovné
varianty 1,5xLoD az 3,4xLoD) a cca > 3xLoD (pozorované urovneé varianty > 3,4xLoD).
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PPC pro malé varianty DNA, genové amplifikace, varianty MSI-High a varianty RNA byly vypocitany kombinaci
pozorovani ze véech béhl sekvenovani a pracovist. PNC byly podobné vypoditany pro malé varianty DNA,
genové amplifikace varianty RNA. Pro kazdou znamou cilenou variantu byla z jednotlivych pracovist,
operatorl/pfistrojl, dnl, Sarzi reagencii a béhl sekvenovani pro vypocet PNC zkombinovéna pozorovani
rozboru TSO Comprehensive (EU) u ¢lenl panelu stejného typu varianty, ale obsahujicich dalsi varianty
neodvozené ze stejného zdrojového vzorku a nesplfiujici vétsinové pravidlo pro danou variantu (< 50 %
pfifazeni bylo pozitivnich). 95% oboustranné intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoc&itany Wilsonovou metodou
hodnoceni.

Malé varianty DNA

Tabulka 59 ukazuje PPC pro cilené malé varianty DNA. PPC se pohybovala od 91,3 % u BRAF SNV az po 100 % u
vétsSiny malych variant DNA.

Tabulka 59 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci malych variant DNA u ¢len kombinovaného
cileného panelu

Pozorovana Stredni
i . Typ Cilena varianta Cilena varianta PPC (%) 95%
uroven variant (nukleotid) (aminokyselina) hodnota (n/N) CI®
varianty’ y y VAF?
~2-3x LoD DELECE chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9,
L1488fsTer19 (28/28) 100,0)
~2-3x LoD DELECE chr5_112175675_AAG_A APC 0,166 100,0 (91,2,
S1465WfsTer3 (40/40) 100,0)
~2-3x LoD INZERCE chr5_112175951_G_GA APC 0,227 100,0 (89,3,
T1556NfsTer3 (32/32) 100.0)
~2-3x LoD INZERCE  chr5_112175675_A_AAG APC S1465fs*9 0,100 100,0 (92,6,
(48/48) 100,0)
< 2x LoD INZERCE chr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0,
Q372fs*28 (4/4) 100,0)
~2-3x LoD SNV chr7_140453136_A_T BRAF V600E 0,045 91,3 (79,7,
(42/46) 96,6)
~2-3x LoD DELECE chr7_55242465_ EGFRE746_ 0,112 100,0 (92,3,
GGAATTAAGAGAAGCA_ A750del (46/46) 100,0)
G
~2-3x LoD SNV chr7_55259515_T_G EGFRL858R 0,045 100,0 (90,8,
(38/38) 100,0)
~2-3x LoD DELECE chr22_41574678_GC_G EP300 0,245 100,0 (92,0,
H2324fs*29 (44/44) 100,0)
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Pozorovana o . — .
Grover yp Cilena varianta Cilena varianta
. 1 varianty (nukleotid) (aminokyselina)
varianty
~2-3x LoD INZERCE  chr17_37880981_A_ ERBB2 Y772_
AGCATACGTGATG A775dup
~2-3x LoD SNV chr2_209113112_C_T IDH1R132H
~2-3x LoD MNV chr12_25398284_CC_AT KRAS G12I
~2-3x LoD INZERCE chr9_139399350_C_CG NOTCH1
R1598fs*12
~2-3x LoD DELECE chr10_89720798_ PTEN T319fs*1
GTACT_G
< 2x LoD INZERCE  chr17_7578470_C_ TP53 P152_
CGGGCGG P153dup
~2-3x LoD INZERCE chr17_7574029_C_ TPS53
CGGAT R333HfsTer5

"Uroven varianty vypoditana ze stfedni pozorované frekvence variantni alely.

Stiedni

hodnota

VAF?

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

2 Stfedni hodnota frekvence variantni alely vypog&itana z pozorovanych vysledk( rozboru.

395% oboustranny interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.

PNC byla 100 % pro vSechny malé varianty DNA.
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PPC (%)
(n/N)

100,0
(36/36)
100,0
(36/36)
100,0
(38/38)
100,0
(48/48)
100,0
(44/44)
100,0
(2/2)
100,0
(48/48)

95%
CIB®

(90,4,
100,0)

(90,4,
100,0)

(90,8,
100,0)

(92,6,
100,0)

(92,0,
100,0)

(34,2,
100,0)

(92,6,
100,0)
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Tabulka 60 ukazuje analyzu slozek rozptylu vysledk( VAF (frekvence variantni alely) pro kazdy zdroj rozptylu a
celkovy rozptyl u véech ¢lenl panelu s cilenymi malymi variantami DNA.

Tabulka 60 Analyza slozek rozptylu VAF pro cilené malé varianty DNA

Cilena varianta Stredni SD pracovisté SD operdtora SD dne Celkova SD
(nukleotid) N hodnota rz'VCV) (pracovisté) (pracovisté, SD sarze (%CV) SD béhu (%CV) (%CV)
VAF ° (%CV) operator) (%CV) °
chr2_209113112_C_T 36 0,155 0,008 (4,9) 0,006 (4,1) 0,034 (22,1) 0,000 (0,0) 0,016 (10,2) 0,039 (25,2)
chr4_153332910_C_ 44 0,130 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,013 (10,3) 0,014 (11,1) 0,008 (6,1) 0,021 (16,3)
CAGG
chr5_112175675_A_AAG 48 0,100 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,010 (10,4) 0,003 (2,9) 0,003 (3,3) 0,011 (11,3)
chr5_.112175675_AAG_A 40 0,166 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,024 (14,2) 0,000 (0,0) 0,011 (6,7) 0,026 (15,7)
chr5_.112175751_CT_C 28 0,181 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,029 (15,8) 0,019 (10,8) 0,008 (4,7) 0,036 (19,7)
chr5_112175751_CTTTA_. 46 0,155 0,000 (0,0) 0,009 (5,6) 0,023 (14,9) 0,015 (9,7) 0,008 (5,5) 0,030 (19,4)
C
chr5_.112175951_G_GA 32 0,227 0,000 (0,0) 0,006 (2,5) 0,034 (15,1) 0,000 (0,0) 0,011 (4,9) 0,036 (16,1)
chr7_55242465_ 46 0,112 0,000 (0,0) 0,004 (3,8) 0,015 (13,7) 0,005 (4,1) 0,008 (6,9) 0,018 (16,3)
GGAATTAAGAGAAGCA_
G
chr7_55259515_T_G 38 0,045 0,003 (6,0) 0,000 (0,0) 0,012 (27,3) 0,000 (0,0) 0,003 (6,8) 0,013 (28,8)
chr7_140453136_A_T 46 0,045 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,016 (34,9) 0,000 (0,0) 0,006 (12,2) 0,017 (36,9)
chr7_140453136_AC_TT 46 0,130 0,000 (0,0) 0,004 (2,9) 0,017 (13,4) 0,003 (2,6) 0,006 (4,9) 0,019 (14,8)
chr9_139399350_C_CG 48 0,146 0,015 (10,2) 0,000 (0,0) 0,012 (8,2) 0,000 (0,0) 0,004 (2,8) 0,020 (13,4)
chr10_89720798_GTACT_ 44 0,157 0,000 (0,0) 0,003 (2,0) 0,021 (13,6) 0,002 (1,6) 0,010 (6,4) 0,024 (15,3)
G
chr12_25398284_CC_AT 38 0,1M 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,019 (16,8) 0,003 (2,5) 0,008 (7,3) 0,020 (18,5)
chr17_7574002_CG_C 44 0,158 0,007 (4,2) 0,000 (0,0) 0,021(13,5) 0,013 (8,6) 0,013 (8,2) 0,029 (18,4)
chr17_7574029_C_ 48 0,154 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,017 (11,0) 0,006 (3,8) 0,010 (6,6) 0,021(13,4)
CGGAT
chr17_37880981_A_ 36 0,075 0,013 (16,9) 0,006 (8,1) 0,013 (16,7) 0,000 (0,0) 0,004 (4,7) 0,019 (25,5)
AGCATACGTGATG
chr22_41574678_GC_G 44 0,245 0,006 (2,4) 0,002 (0,6) 0,019 (7,9) 0,000 (0,0) 0,005 (2,1) 0,021 (8,6)

Vyskytly se dvé cilené malé varianty DNA, pro néz byl poCet pozorovani pfili§ maly na to, aby bylo mozné uplatnit model
slozek rozptylu. Pro tyto dvé cilené varianty byly celkové SD 0,027 pro variantu chr1.27024001_C_CG a 0,001 pro variantu
chr17_7578470_C_CGGGCGG.
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Genové amplifikace

Tabulka 61 uvadi PPC pro cilené genové amplifikace. PPC byla pro MET 100,0 % a pro ERBB2 100,0 %.

Tabulka 61 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci genovych amplifikaci u ¢lend
kombinovaného cileného panelu

Pozorovana Stiedni L,
. o . . . Procento pozitivnich
uroven Cilena varianta  pozorovana e , 95% CI3
. , prifazeni (%)
varianty’ mira exprese?
~2-3x LoD MET 5,14 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
~2-3x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4,100,0)

"Uroven varianty vypo&itana ze stfedni pozorované miry exprese.
2 Stfedni hodnota miry exprese vypoditana z pozorovanych vysledkl rozboru.
395% oboustranny interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.

PNC byla pro véechny genové amplifikace 100 %.

Tabulka 62 ukazuje analyzu slozek rozptylu vysledkt miry exprese pro kazdy zdroj rozptylu a celkovy rozptyl u
véech ¢lenll panelu s cilenymi genovymi amplifikacemi.

Tabulka 62 Analyza slozek rozptylu miry exprese pro cilené genové amplifikace
Stredni SD operatora SD dne

SD isté SD Sarz Celkova SD
Cilena varianta N hodnota miry pracoviste (pracovisté) (pracovisté, sarze SD béhu (%CV) elkova
(%CV) , (%CV) (%CV)
exprese (%CV) operator) (%CV)
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 48 514 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

Tabulka 63 ukazuje PPC pro ¢leny cileného MSI-High panelu. PPC byla 100 % pro oba ¢leny panelu MSI-High.

Tabulka 63 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci stavu MSI-H u ¢lenll kombinovaného
cileného panelu

Stredni L.
Procento pozitivhich

Clen panelu hodnota N o ) 95% CI2
prirazeni (%)

skére MSI'
TPSBD4 60,5 36 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TPSBD6 55,7 32 100,0 (32/32) (89,3,100,0)
Vsichni ¢lenové 68 100,0 (68/68) (94,7,100,0)

' Stfedni hodnota skdre MSI vypoditand z pozorovanych vysledkd rozboru.
295% oboustranny interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.
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Tabulka 64 ukazuje analyzu slozek rozptylu vysledk( skére MSI pro kazdy zdroj rozptylu a celkovy rozptyl u
véech ¢lenll panelu cileného na stav MSI-High.

Tabulka 64 Analyza slozek rozptylu skére MSI pro ¢leny panelu cileného na MSI-High

SD dne
Stfedni ... SDoperatora o - .
. ) SD pracovisté i (pracoviste, SD Sarze N o Celkova SD
Clen panelu N hodnota skére (%CV) (pracovisté) ) (%CV) SD béhu (%CV) (%CV)
MSI (%CV)
(%CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3) 0,0 (0) 2,1(3) 3,0 (5)
TPSBD6 32 55,7 0,0 (0) 1,3 (2) 1,0 (2) 0,8 (1) 2,9 (5) 3,4 (6)
TMB

K posouzeni reprodukovatelnosti skére TMB byla provedena kvantitativni analyza skére na ¢lenech cileného
panelu TMB, ktefi pfedstavuji Skalu oekavanych skére TMB. Tabulka 65 ukazuje vysledky analyzy slozek
rozptylu skére TMB pro kazdy zdroj rozptylu a celkovy rozptyl u véech ¢lenl cileného panelu TMB. Celkové SD
skore TMB byly 1,0 (%CV = 13) pro jednoho ¢lena panelu (stfedni hodnota skore TMB = 7,6) a 1,1 (%CV = 2) pro
jiného ¢lena panelu (stfedni hodnota skdére TMB = 63,2).

Tabulka 65 Analyza slozek rozptylu skére TMB pro ¢leny panelu cileného na TMB

Stfedni ... SDoperatora sb drlev L .
Clen panelu* N hodnota skére SULIEEREY (pracovisté) [PIECUE, Sl SD béhu (%CV) CCLOTIEY
(%CV) operator) (%CV) (%CV)
TMB (%CV)
(%CV)
TPSBD3 28 7,6 0,2 (2) 0,0 (0) 0,8 (10) 0,0 (0) 0,5(7) 1,0 (13)
TPSBD4 44 63,2 0,3(1) 0,6 (1) 0,4 (1) 0,0 (0) 0,7 (1) 1,1(2)

* Vyskytl se 1 ¢len panelu TMB, pro kterého byl po€et pozorovani pfili§ maly (N = 2) na to, aby bylo mozné uplatnit model
sloZek rozptylu. Pro tohoto ¢lena panelu byla celkova SD 1,7.
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Varianty RNA

Tabulka 66 ukazuje PPC pro cilené varianty RNA. PPC se pohybovala od 91,7 % u KIF5B-RET aZ po 100 % pro
vétsinu variant RNA.
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Tabulka 66 PPC rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci variant RNA u ¢lend kombinovaného

cileného panelu

Pozorovana
Uroven
varianty’

> 3x LoD

~2-3x LoD

< 2x LoD

> 3x LoD

~2-3x LoD

Typ
varianty

Fuze
Fuze

Fuze

Fuze
Fuze
Fuze
Fuze

Fuze

Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Fuze
Splice
varianta
Splice
varianta

Cilena varianta

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJS

CD74-
ROS1,GOPC

EGFR-GALNT13
EML4-ALK
PAX3-FOXO1
SPIDR-NRG1

DHX8,ETV4-
STAT3

ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
MKRN1-BRAF
TMPRSS2-ERG
KIF5B-RET
RAF1-VGLL4
EGFR vl

Preskoceni MET
exon 14

Stredni
hodnota
podpurnych
¢teni?

44,7
124,9
56,6

49,8
49,3
70,1
51,5
48,9

45,1
61,1

53,4
53,5
58,0
33,4
43,5
11,6

15,9
64,0

61,2

PPC (%) (n/N)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)

100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (46/46)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
97,9 (47/48)

91,7 (44/48)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)

100,0 (48/48)

' Urovefi varianty vypocitand ze stfedni pozorované hodnoty podp(irnych &teni.

2 Stfedni hodnota podplrnych &teni vypog&itana z pozorovanych vysledk( rozboru.

3 95% oboustranny interval spolehlivosti vypocitany Wilsonovou metodou hodnoceni.
PNC bylo 100 % pro kazdou cilenou variantu RNA, kromé fuze FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60 % (984/988; 95% CI:
98,96 % az 99,84 %).
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95% CI®

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)

(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)
(92,6,100,0)
(92,6, 100,0)
(92,3,100,0)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6, 100,0)
(89,1, 99,6)

(80,4, 96,7)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)

(92,6,100,0)
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illumina

Tabulka 67 ukazuje analyzu slozek rozptylu vysledkd podpdrnych ¢teni pro kazdy zdroj rozptylu a celkovy
rozptyl u véech ¢lend panelu s cilenymi variantami RNA.

Tabulka 67 Analyza sloZek rozptylu podplrnych ¢teni pro cilené varianty RNA

Cilend varianta

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJ5
CD74-R0OS1;,GOPC
DHX8;ETV4-STAT3
EGFR-GALNT13
EML4-ALK
ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
KIF5B-RET
MKRN1-BRAF
PAX3-FOXO1
RAF1-VGLL4
SPIDR-NRG1
TMPRSS2-ERG

Splice varianta
EGFR vllI

Splice varianta
s pfesko¢enim MET
exon 14

46
46
48
46
46
48
46
46
48
48
48
48
48
48
46
48
48
46

48

Stredni
hodnota
podptrnych

éteni
44,7
124,9
56,6
48,9
49,8
49,3
45,1
61,1
53,4
53,5
58,0
1,6
334
70,1
15,9
51,5
43,5
64,0

61,2

SD pracovisté

(%CV)

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 operatora
(pracovisté)

(%CV)

0,00 (0)
13,24 (11)
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)

Presnost v ramci laboratore

SD dne

(pracoviste,

operator)
(%CV)

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 Sarze
(%CV)

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 béhu (%CV)

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)

Celkova SD
(%CV)

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)

K posouzeni konzistence vysledk{ v ramci laboratofe pro TSO Comprehensive (EU) byly provedeny dvé studie.
Studie 1 hodnotila fuze NTRK a RET a malé varianty DNA a RET. Studie 2 hodnotila TMB a MSI.

Studie 1

Konzistence vysledkd v rdmci laboratofe byla hodnocena pro fize NTRK1-3 (gliom nizkého stupné, multiformni
glioblastom, myofibroblasticky sarkom, sekreéni karcinom prsu), fuze RET (karcinom §titné Zlazy a kozni
problémy zplsobené neznamym karcinomem) a malé varianty DNA RET (meduldrni karcinom $titné zlazy)
pomoci tkani FFPE s indikovanymi karcinomy. Kazdy vzorek byl testovan na dvou Urovnich variant: ~1x LoD
(nizka Uroven varianty) a ~2-3x LoD (vysoka Urovei varianty) s vyjimkou vzorkd CCDC6-RET, které byly
testovany jen na nizké Urovni varianty. Kazdy vzorek na kazdé urovni testovani byl provadén duplicitné v kazdé
udalosti pfipravy knihovny tfemi (3) operatory. Kazdy operator zahdjil pfipravu knihovny ve tfech (3)
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pocatecnich dnech nejdoucich po sobé a sekvenoval na tfech (3) uréenych pfistrojich NextSeq 550Dx. T¥i (3)
SarZe reagencii byly testovany vygenerovanim 54 pozorovani pro kazdou uroven. Nékteré urovné mély méné
nez 54 pozorovani kvili neplatnym knihovnam.

Kvalitativni analyza

Kvalitativni shoda pfifazeni variant byla vyhodnocena samostatné pro dvé Urovné variant pro danou variantu ze
slou¢enych pozorovani v ramci véech proménnych (operatofi, Sarze reagencii, pfistroje, dny a replikaty). PPC a
PNC a pfidruzeny oboustranny 95% interval spolehlivosti (Wilsonovo hodnoceni) jsou shrnuty v Tabulka 68
(malé varianty DNA) a Tabulka 69 (fuze RNA).

Na vysoké urovni varianty (~2-3x LoD) prokazal rozbor TSO Comprehensive (EU) 100 % pro PPC a PNC u vSech
testovanych variant.

Na nizké Urovni varianty (~1x LoD) se PPC pro malé varianty DNA pohybovalo od 83,3 % do 98,1 % a PPC pro
fuze RNA 0d 90,7 % do 100 %. U variant s PPC < 95 % byly stfedni hodnoty VAF (RET C634Y a RET D898_
E901del) nebo podplrnych &teni (NCOA4-RET a BCAN-NTRK1) pod pfisludnou mezi detekce. Na nizké Urovni
varianty bylo u vSech variant dosazeno 100 % PNC.

Tabulka 68 Kvalitativni vysledky pro cilené varianty DNA

Uroven . . Stredni PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
. Varianta Typ varianty
varianty hodnota VAF (95% CI) (95% CI)
~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_ DELECE 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)
RETM918T SNV 0,042 96,2 (51/53) 100,0 (216/216)
(87,2, 99,0) (98,3,100,0)
RET D631_ DELECE 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2,100,0)
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Urovet Varianta Typ variant UL
varianty yp o hodnota VAF
~3x LoD RET C634Y MNV 0,095

RET D898_ DELECE 0,088

E901del

RET C618R SNV 0,146

RET M918 SNV 0,078

RET D631_ DELECE 0,161

L633delinsE*

PPC (%) (n/N)
(95% ClI)
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% ClI)

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)

* Zmé&ny nukleotid{ jsou v &asti Mez detekce uvedeny pro kazdou variantu kromé& RET D631_L633delinsE, coz je

chromozom 10, pozice 43609940, reference ACGAGCT, alternativa A.
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Tabulka 69 Kuvalitativni vysledky pro cilené fuze RNA

Uroven
varianty

~1x LoD

Fuze

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRKS

ETV6-NTRKS

(bunééna linie

FFPE)

KANK1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

KIF5B-RET

(vzorek 1)

KIF5B-RET
(vzorek 2)
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Stredni
hodnota
podpurnych
¢teni

20,2

22,1

12,2

20,3

16,2

231

13,5

13,3

18,7

17,3

17,3

PPC (%) (n/N)
(95% ClI)

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)

illumina

PNC (%) (n/N)
(95% CI)

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)

1192141



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

illumina

Stredni
Uroveh Fize hodnota PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
varianty podplrnych  (95% CI) (95% ClI)
éteni
~2-3x LoD TPM3-NTRK1 57,1 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4, 100,0) (99,2, 100,0)
BCAN-NTRK1 53,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
LMNA-NTRK1 35,1 99,0 (103/104) 100,0 (431/431)
(94,8, 99,8) (99,1, 100,0)
ETV6-NTRK2 52,0 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
ETV6-NTRK3 41,7 100,0 (54/54)
(93,4, 100,0) 100,0 (481/481)
ETV6-NTRK3 28,3 100,0 (54/54) (99,2,100,0)
(bunéc¢na linie (93,4,100,0)
FFPE)
KANK1-NTRK3 39,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
NCOA4-RET 24,8 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4, 100,0) (99,2, 100,0)
CCDCG6-RET Neni Netestovano 100,0 (589/589)
k dispozici (99,4, 100,0)
KIF5B-RET 43,8 100,0 (54/54)
(vzorek 1) (93,4, 100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET 446 100.0 (53/53) (99,1,100,0)
(vzorek 2) (93,2, 100,0)

Kvantitativni analyza

Pro vyhodnoceni celkové odchylky zakladni spojité proménné (VAF pro malé varianty DNA a podpdrna &teni pro
fuze RNA) a odhad slozek konzistence vysledk( [smérodatna odchylka (SD), variaéni koeficient (CV)] byla pro
kazdy zdroj rozptylu [operatofi, pfistroje, dny, Sarze reagencii, zbytkova a celkova hodnota] provedena analyza
slozek rozptylu s omezenou maximalni pravdépodobnosti (REML). Vysledky uvadi Tabulka 70 pro malé varianty
DNA a Tabulka 71 pro fuze RNA.
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illumina

Odchylky VAF se zvysuji se stfedni hodnotou oekédvanou pro binomicky podil. Odchylky podpdrnych ¢teni se
zvySuji se stfedni hodnotou oéekavanou pro pocitana data. Zbytkova slozka byla nejvétSim pfispévatelem

k celkovému rozptylu jak u malych variant DNA, tak u fuzi RNA na obou Urovnich, coZ podporuje zavér, ze
detekce téchto variant rozborem TSO Comprehensive (EU) je odolna viéi vlivim operatord, $arzi, pfistrojl a

dng.

Tabulka 70 Kvantitativni vysledky SD a CV pro cilené malé varianty DNA

Urovei VAF  Varianta

~1x LoD RET D898_
E9O01del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

~3x LoD RET D898_
E9O1del

RET C618R
RET M918T
RET C634Y

RET D631_
L633delinsE

Typ
varianty

DELECE

SNV

SNV

MNV
DELECE

DELECE

SNV

SNV

MNV
DELECE

Dokument &. 200007789 v08

Platné
pokusy N

54

54
53
54
54

54

54
52
54
52

Stredni
hodnota

VAF
0,048

0,046
0,042
0,028
0,056

0,088

0,146
0,078
0,095
0,164

SD
operatora
(%CV)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,003 (1,7)
0,002 (3,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
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SD pfistroje
(%CV)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,001 (3,0)
0,000 (0,0)
0,002 (3,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,002 (2,5)
0,000 (0,0)

SD Sarze
(%CV)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,001 (3,3)
0,006 (11,6)

0,001 (1,4)

0,020 (13,7)
0,000 (0,0)
0,002 (2,1)
0,005 (3,0)

SD dne
(%CV)

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)

Zbytkova SD
(%CV)

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)

Celkova SD
(%CV)

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)
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Tabulka 71 Kvantitativni vysledky SD a CV pro cilené fuze RNA

. Stfedni
5 .
odrc:i\;ir’]ch Flize Platné hodnota SD operatora  SD pfistroje SD Sarze SD dne Zbytkova SD  Celkova SD
2 Etem,y pokusyN  podpdrnych  (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
cteni
~1xLoD  TPM3-NTRK1 54 20,2 2,33(12) 0,94 (5) 3,31(16) 0,83 (4) 5,70 (28) 7,10 (35)
BCAN-NTRK1 54 221 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8) 0,00 (0) 6,03 (27) 7,28 (33)
LMNA- 52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13) 0,00 (0) 4,74 (39) 5,33 (44)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21) 0,00 (0) 8,30 (41) 9,90 (49)
ETV6-NTRK3 54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13) 0,00 (0) 4,65 (29) 6,10 (38)
ETV6-NTRK3 54 231 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,73 (29) 8,21 (36)
(bunécna
linie)
KANK1- 54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8) 0,00 (0) 4,22 (31) 4,42 (33)
NTRK3
NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,67 (13) 5,09 (38) 5,61(42)
CCDC6-RET 54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29) 0,00 (0) 6,17 (33) 8,30 (44)
KIF5B-RET 108 17,3 2,11 (12) 2,50 (14) 2,89 (17) 3,52 (20) 7,09 (41) 9,04 (52)
(vzorek 1)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21) 2,41 (14) 5,95 (34) 8,52 (49)
(vzorek 2)
2-3x LoD 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 (1) 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)
(bunécna
linie)
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 43,8 415 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
(vzorek 1)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (1) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41 (28) 19,90 (45)
(vzorek 2)
Studie 2

Konzistence vysledk( v rémci laboratofe byla hodnocena pro TMB a MSI. K vyhodnoceni konzistence vysledkd
na rliznych drovnich v celém rozsahu skére bylo pouzito pét vzorki DNA NSCLC FFPE pro TMB a sedm vzork
CRC FFPE pro MSI, v€etné MSS i MSI-High. Kazdy vzorek byl zpracovavan duplicitné tfemi (3) operatory ve
tfech (3) dnech s tfemi (3) pFipravami knihovny pro tfi (3) Sarze reagencii pomoci tfi pfistroji NextSeq 550Dx
generujicich 54 pozorovani na kazdé urovni.
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Pro stav MSI byla vyhodnocena kvalitativni shoda. Rozbor TSO Comprehensive (EU) prokazal 100% shodu u
procenta pozitivnich pfifazeni a procenta negativnich pfifazeni stavu MSI. Pro TMB vykazuje rozbor TSO
Comprehensive (EU) skére TMB; kvalitativni shodu nelze pouzit.

Celkové odchylky skére TMB a MSI, spolu s pfispévkem podle zdroje (pfistroje, operatofi, Sarze, dny a zbytek),
byly kvantifikovany pomoci modelu slozek rozptylu v celém rozsahu skére. Smérodatnou odchylku (SD) a
variaéni koeficient (CV) uvadi Tabulka 72 pro TMB a Tabulka 73 pro MSI podle Urovni. Nékteré urovné mély
méné nez 54 pozorovani kvdli neplatnym knihovnam.

Tabulka 72 Kvantitativni vysledky SD a CV pro skére TMB

Stredni
q . rean! , Platné pokusy  SD operatora SD pristroje SD Sarze SD dne Zbytkova SD Celkova SD
Uroven hodnota skére
T™B N (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
L1 0,3 52 0,00 (0) 0,06 (23) 0,00 (0) 0,08 (30) 0,40 (146) 0,41 (151)
L2 8,4 53 0,00 (0) 0,14 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,71(8) 0,73 (9)
L3 15,1 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)

Tabulka 73 Kvantitativni vysledky SD a CV pro skére MSI

Stav MS! Urovert :;:::lrt]; Platné SD operatora  SD pfistroje SD Sarze SD dne Zbytkova SD  Celkova SD
skére MS (%) pokusy N (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)

MS-Stable 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-High 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)

Odchylky skére TMB maji tendenci se zvySovat se stfedni hodnotou oéekavanou u teoretického rozlozeni
pocitanych dat. Odchylky skére MSI pro Urovné pobliz skére MSI = 50 jsou vétsi nez odchylky skére MSI blize 0
nebo 100 v souladu s variabilitou teoretického rozlozeni proporénich dat. Zbytkova slozka byla nejvétsim
pfispévatelem k celkovému rozptylu jak u skére MSI, tak u skére TMB, coz podporuje zavér, ze skdére jsou
odolna vUdi vliviim operatord, $arzi, pfistrojl a dnd. MSI i TMB jsou v8ak komplexni biomarkery a analyticka
uc¢innost se mdze vzorek od vzorku ligit. To znamena, ze odchylky TMB nezavisi jen na hodnoté TMB, ale i na
slozeni variant ve vzorku, napfiklad typu varianty (SNV, Indel) a Urovné VAF (blizkost mezni hodnoty pro
zarazeni). Podobné variace MSI nezdvisi jen na hodnoté MSI, ale i na slozeni mist ve vzorku, napfiklad poctu
nestabilnich mist a mnozstvi nestability na kazdé misto.

Hodnoty C5 a C95 kolem mezni hodnoty 20,00 % byly uréeny pro MSI pomoci profilu konzistence dat (Tabulka
74).
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Tabulka 74 Interval C5-C95 pro MSI
Skore C5 C95
MSI 1717 % 23,32 %

Byl vyhodnocen vliv obsahu nddoru na skére TMB a MSI. U vétsiny vzork( mél obsah nadoru = 30 %
zanedbatelny vliv na skore TMB nad cca 10 mutacemi megabazi. Skore TMB zUstavala se zvySujicim se
obsahem nadoru relativné beze zmény. Pro MSI-High vzorky vykazal obsah nadoru pozitivni linearni korelaci se
skore MSI. MSI-High vzorky v priiméru zUstaly MSI-High, kdyZ byl obsah nadoru = 30 %. Endometriaini vzorky
se chovaly zfetelné& odli$né od ostatnich typU tkani a ukazalo se, ze potiebuji vétsi mnozstvi obsahu nadoru, aby
je bylo mozno nazvat MSI-High.

Pifesnost profilovani nadort

Detekce variant rozborem TSO Comprehensive (EU) byla porovnana s vysledky referenénich metod. Malé
varianty DNA a TMB byly porovnany s externi validovanou metodou NGS celého exomu. Genové amplifikace
byly porovnany s metodou NGS stejného celého exomu nebo pro amplifikace HER2 validovany podle metody
dualniin situ hybridizace (DISH). MSI byla vyhodnocena podle validovaného testu MSI-PCR. Splice varianty RNA
byly porovnany s validovanou metodou kvantitativniho PCR (qPCR). Fuze ROS1 a ALK byly porovnany

s validovanymi rozbory FISH. V8echny ostatni fuze byly porovnany s kompozitni metodou skladajici se

z validovaného rozboru NGS celého exomu RNA (RNGS1), cileného panelu fuzi NGS (RNGS2) a droplet
digitainiho PCR (ddPCR).

Detekce malych variant DNA

Vysledky detekce malych variant DNA rozborem TSO Comprehensive (EU) byly porovnany s vysledky
sekvenovani celého exomu (WES), které vyuziva WES s vyvazenymi pary nadorovych a normalnich vzorkd pro
pfifazeni germinalnich a somatickych malych variant. Porovnani mezi malymi variantami, tvofenymi
jednonukleotidovymi variantami (SNV), inzercemi a delecemi, bylo zaloZeno na 124 vzorcich ze 14 rliznych typl
tkani, které byly platné pro TSO Comprehensive (EU) i WES. TSO Comprehensive (EU) na rozdil od rozboru WES
dokaze detekovat vicenukleotidové varianty (MNV, 2-3 bp), coz vyZaduje fazovani. TSO Comprehensive (EU)
MNV byly ve WES hodnoceny jako jednotlivé SNV. Pfehled shody na Urovni variant véetné procenta pozitivni
shody (PPA) a procenta negativni shody (NPA) pro vSechna pfifazeni variant uvadi Tabulka 75.
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Tabulka 75 PrFehled shody pro pfifazeni malych variant hodnocenych podle germinalniho nebo
somatického stavu

Somatické pfifazené
B WES Germline Called Nepfifazené WES

WES
Pfifazeno TSO 382 33163 426
Comprehensive
(EU)
Nepfifazeno TSO 69 61 70000 481
Comprehensive
(EU)
Celkem 451 33224 70 000 907
Procentni shoda PPA: PPA: NPA:
85 % (382/451), >99% (33163/33224) >99%
95% Cl: [81 %, 87 %] 95% ClI: [99,8 %, 99,9 %] (70 000 481/70 000 907)
95% CI: [99,999 %,
99,999 %]

Celkem bylo TSO Comprehensive (EU) pfifazeno 426 variant, které metodou WES nebyly detekovany. 204
(48 %) z téchto variant mélo frekvence variantni alely pod prahem pro pfifazeni metodou WES. U zbyvajicich
potencialné fale$né pozitivnich variant byl dlikaz o pfifazeni variant metodou WES s malou priikaznosti. Také
méla Ffada variant velmi nizkou prikaznost WES v porovnavanych normalnich vzorcich. Tento vysledek
naznaduje, Ze tyto varianty nebyly metodou WES v nadoru zachyceny kvili kontaminaci normalniho vzorku
nadorem.
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Detekce nadorové mutacni zatéze

Shoda u TMB byla zjisténa porovnanim skére TMB (somatické mutace / megabaze) z metody WES a rozboru
TSO Comprehensive (EU) u 124 vzorkl s dostupnymi daty z TSO Comprehensive (EU) i WES. Linearni regresni
analyza s WES jako prediktorem ma prisecik y 2,53, sklon 0,89 a Pearsonlv korelaéni koeficient 0,94 (Obrazek
3).

Obrazek 3 Korelace skére TMB mezi WES a TSO Comprehensive (EU)
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Detekce genovych amplifikaci

Detekce genovych amplifikaci rozborem TSO Comprehensive (EU) byla porovnana s vysledky stejného rozboru
WES pouzivajiciho bud' vyvazené nadorové a normalni vzorky, nebo ¢isté nadorové vzorky. Celkem se jednalo o
420 vzorkd, z nichz 183 vyuzivalo ortogonalni metodu nddorovych a normalnich vzork( a 237 jen nadorové
vzorky. Ze téchto 420 vzorkl bylo pro studii vybrano 50 vzorkd, protozZe byly pozitivni na amplifikaci pomoci
TSO Comprehensive (EU) nebo pfedchoziho rozboru. Vykon téchto charakterizovanych vzork( byl upraven
pomoci primérné prevalence flze. Kombinovany vykon u charakterizovanych a necharakterizovanych vzorkd
byl vypocitan pomoci vazeného prdméru s inverzni varianci. Vzorky pochéazely ze 14 typU tkani a obsahovaly
amplifikace 55 genl. TSO Comprehensive (EU) uvadi amplifikace genl MET a ERBB2. Pfesnost vak byla
hodnocena pro véech 55 genl. Piehled genovych amplifikaci uvadi Tabulka 76.
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Tabulka 76 Prehled shod pro genoveé amplifikace
PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)
88,80 % (84,61, 92,43) 99,02 % (98,93, 99,12)

* Interval spolehlivosti vypocteny metodou bootstrap.

Amplifikace ERBB2 (HER2) v Zalude&ni a prsni tkani byly analyzovany oddélené od ostatnich genovych
amplifikaci pomoci metody dudlni in situ hybridizace (DISH). Celkem bylo testovano 116 vzork( prsni a Zaludeéni
tkané, z nichz 64 bylo predtim charakterizovano jako pozitivni na HER2 metodou IHC nebo FISH. Jeden vzorek
se nepodafilo extrahovat, 4 vzorky nebyly platné pro TSO Comprehensive (EU) a 3 vzorky nebyly platné pro
rozbor DISH. Ze 108 vzork( mélo 20 (18,5 %) hraniéni skére (od 1,5 do 2,5) v blizkosti mezni hodnoty pro DISH,
coz je 2,0. Vysledky shody v€etné PPA a NPA pro vSechny vzorky a pfipady vyfazenych HER2 na zakladé
hranié¢ni hodnoty metody DISH jsou uvedeny v Tabulka 77.

Tabulka 77 Prehled shod mezi TSO Comprehensive a HER2 DISH v&etné genovych amplifikaci HER2

Genové amplifikace HER2 HER2 DISH . ,
. L. L. . , HER2 DISH neamplifikované

Vsechny (prsni a Zaludecni) amplifikované
Pozitivni TSO Comprehensive (EU) 17 (vE€. 1 hranic¢ni) 13 (v¢. 1 hranicni)
Negativni TSO Comprehensive (EU) 10 (v¢. 6 hrani¢nich) 68 (v¢. 12 hrani¢nich)
Procentni shoda v&etné hrani¢nich pfipadl  PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)

95% Cl: [44 %, 78 %] 95% Cl: [74 %, 90 %]
Procento shody bez hrani¢nich pfipad PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)

95% Cl: [58 %, 92 %] 95% Cl: [72 %, 90 %]

Detekce mikrosatelitové nestability

Detekce mikrosatelitové nestability rozborem TSO Comprehensive (EU) byla porovnana s vysledky
validovaného testu MSI-PCR, ktery pro testovani pouziva vyvazené nadorové a normalni vzorky. Celkem bylo
porovnano 195 vzorkd spliiujicich pozadavek na obsahu naddoru = 30 % (pro stav MS-Stable) a reprezentujicich
14 typU tkani. MSI-PCR hodnoti 5 mist a ma 3 vysledky — MSI-Stable (Z4dna nestabilni mista), MSI-Low (jedno
nestabilni misto) a MSI-High (MS-H) (dvé nebo vice nestabilnich mist). TSO Comprehensive (EU) hodnoti az
130 mikrosatelitovych mist a klasifikuje vzorky pouze jako MSI-Stable nebo MSI-High (= 20 % nestabilnich
mist). Vysledky MSI-Low byly seskupeny s vysledky MSI-Stable u MSI-PCR. Analyzu shody uvadi Tabulka 78.
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illumina

Tabulka 78 Prehled analyzy shody mezi TSO Comprehensive (EU) a MSI-PCR pro mikrosatelitovou nestabilitu

DNA
Stav MSI

TSO Comprehensive (EU) Nestabilni

(MSI-High)

TSO Comprehensive (EU) Stabilni
(MS-Stable)

Celkem

Procentni shoda

Detekce splice variant RNA

PCR MSI-High PCR MSI-Low PCR MSI-Stable
41 2
3 0 150
44 2 150

PPA: 93 % (41/44)
95% Cl: [82 %, 98

%]

NPA: 99 % (150/152)
95% CI: [95 %, > 99 %]

PFesnost detekce splice variant byla vypoditana porovnanim vysledkd TSO Comprehensive (EU)s rozbory gPCR
pro EGFRvIIl a pfeskoceni MET exon 14 v¢etné jedné znamé pozitivni RNA pro kazdou splice variantu. Analyza
shody byla provedena na celkem 230 unikatnich FFPE vzorcich RNA ze 14 typ0 tkani s dostupnymi daty
zrozboru TSO Comprehensive (EU) i z referenéni metody. VSechny vzorky byly testovany na pfesko¢eni MET
exon 14, zatimco EGFRVIIl byla testovana pouze v mozkovych tkanich. Tfi vzorky, které byly podle gPCR
oznaceny jako pozitivni na pfeskoc¢eni MET exon 14, ale ne podle TSO Comprehensive (EU), mély prlimérnou Ct
> 37 a byly pod mezi detekce TSO Comprehensive (EU). Tabulka 79 obsahuje souhrn shodnych vysledkd

studie.

Tabulka 79 Prehled analyzy shody mezi TSO Comprehensive (EU) a qPCR pro splice varianty RNA

Splice varianty RNA

Pozitivni TSO Comprehensive (EU)
(EGFRuvIIN)

Negativni TSO Comprehensive (EU)
(EGFRuvIIN)

Pozitivni TSO Comprehensive (EU)
(PFeskoCeni MET exon 14)

Negativni TSO Comprehensive (EU)
(Preskoceni MET exon 14)

Celkem

Procentni shoda

Dokument &. 200007789 v08

Pozitivni v qPCR
3

7

PPA:
57 % (4/7)
95% Cl: [25 %, 84 %]
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Negativni v gPCR
0

13

217

230

NPA:
100 % (230/230)
95% CI: [98 %, 100 %)
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Detekce fuzi RNA

Porovnani s kompozitni metodou

Fuze TSO Comprehensive (EU) byly porovnany s kompozitni metodou skladajici se ze sekvenovani celého
exomu RNA pomoci panelu NGS (RNGS1), cileného panelu fuzi NGS (RNGS2) a droplet digitalniho PCR (ddPCR).

Metoda RNGS1 prekryva vSechny geny, pro které TSO Comprehensive (EU) umi zjistit fuze. Mez detekce
metody RNGS1 v8ak byla oproti TSO Comprehensive (EU) 4-8x vy$8i vzhledem k pocétu podpdrnych &teni
pozorovanych v pfekryvajicich se pfifazenich fuzi. Proto byla pouzita kompozitni metoda pouzivajici dvé dalsi
metody s vétsi citlivosti, ale mensi Sitkou u fuzi, spole¢né s metodou WES (sekvenovani celého exomu)
(RNGS1).

Celkem bylo testovano 255 unikatnich vzork( RNA reprezentujicich 14 typ( tkani a vyhovujicich metrikdm TSO
Comprehensive (EU) metodou RNGS1. Dva vzorky byly pro kontrolu kvality vzorku metodou RNGS1 neplatné a
byly z dal$i analyzy vyfazeny. Z 82 fuzi pfifazenych testem TSO Comprehensive (EU) byly 4 vyfazeny

z hodnoceni vzhledem k selhanim kontroly kvality vzorkd metodou RNGS1 a 7 dal$ich fuzi neslo pfifadit kvli
absenci cill v panelu RNGS1. Ze zbyvaijicich 71 fuzi pfitazenych testem TSO Comprehensive (EU) bylo 9 fuzi
metodou RNGS1 potvrzeno. Metoda RNGS1 pfifadila 4 flze, které nebyly pfifazeny testem TSO Comprehensive
(EV).

Z 62 fuzi, které byly u TSO Comprehensive (EU) pozitivni a nebyly detekovany metodou RNGS1, se
13 prekryvalo a bylo potvrzeno metodouRNGS2. Jedna fuze byla pfifazena metodou RNGS2, ale ne testem TSO
Comprehensive (EU).

Na fuze pfifazené testem TSO Comprehensive (EU), nepfifazené nebo nepfifaditelné metodou RNGS1

a nevyhodnocené metodou RNGS2 (49) bylo potom pouzito droplet digitalni PCR. Déale bylo ddPCR pouzito

k opétovnému vyhodnoceni 2 ze 4 fuzi, které byly u TSO Comprehensive (EU) podle metody RNGS1 faleSné
negativni, a 2 z 9 shodujicich se fuzi TSO Comprehensive (EU) a RNGS1. Do testovani kazdého vzorku
pozitivnich fuzi bylo pro zajisténi specificity zafazeno pét vzorkl negativnich na fize. Osmnéct fizi nebylo
testovano pomoci ddPCR kvlli nemoznosti navrhnout primery/sondy, vice genovych partnerl pro fuzi nebo
nedostatek zbyvajiciho materialu FFPE. Primery a sondy byly u ddPCR navrzeny podle sledovanych bodd zlomu
v rozboru TSO Comprehensive (EU).

Celkem bylo metodou ddPCR detekovano 52 fuzi, z nichz 41 fuzi bylo pfifazeno TSO Comprehensive (EU), ale
nebylo nebo nemohlo byt pfifazeno metodou RNGS1. Devét fuzi bylo pfifazeno metodou ddPCR, ale bylo
negativnich v TSO Comprehensive (EU) nebo RNGS1. Dveé fuze pozitivni v ddPCR potvrdily 2 shoduijici se fuze
TSO Comprehensive (EU) a RNGS1. Ze dvou opétovné hodnocenych vzorkd, uréenych metodou RNGS1 jako
fale$né negativni u TSO Comprehensive (EU), nebyla metodou ddPCR detekovana zadna fuze; byly vSak
zapocitany jako faleSné negativni na zakladé porovnani RNGS1.

Z téchto 255 vzork{ bylo pro studii vybrano 35 vzorkd, protoze byly pozitivni na fuzi pfi pouziti TSO
Comprehensive (EU) nebo pfedchoziho rozboru. Vykon téchto charakterizovanych vzorkd byl upraven pomoci
primérné prevalence flze. Kombinovany vykon u charakterizovanych a necharakterizovanych vzorkl byl
vypoditdn pomoci vazeného priméru s inverzni varianci. Kompozitni metody shodnych vysledkl pro fuze uvadi
Tabulka 80.
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66 fuzi (54 jedine¢nych flzi) shodnych s kompozitni metodou pfedstavovalo 43 gendi v panelu TSO
Comprehensive (EU). Fuze v8ak mohou byt vykazany pouze z 23 genl uvedenych v Tabulka 80.
Tabulka 80 Prehled shod pro RNA fluze

PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)

80,38 % (64,20, 92,32) 99,96 % (99,94, 99,98)

* Interval spolehlivosti vypocteny metodou bootstrap.
Porovnani s metodou FISH pro fuze ROS1 a ALK

Dvacet pét vzorkt NSCLC bylo otestovano metodou FISH na fize ROS1 a ALK a dal$ich 5 vzork( NSCLC bylo
otestovano na flize ROS1. U osmi vzorkd se test na ROS1 metodou FISH nepodafil vzhledem k nedostatku
tkané. Dvé fuze ROS1 a jedna fuze ALK byly detekovany jak testem TSO Comprehensive (EU), tak metodou
FISH. Nebyly pozorovany Zadné neshodné vysledky. Tabulka 81 obsahuje souhrn shodnych vysledkl TSO
Comprehensive (EU) a metody FISH pro fuze ROS1 a ALK.

Tabulka 81 Souhrn shodnych vysledk( TSO Comprehensive (EU) a metody FISH pro fize ROS1 a ALK

ALK+ROS1 Pozitivni ve FISH Negativni ve FISH
Pozitivni TSO Comprehensive (EU) 3 0
Negativni TSO Comprehensive (EU) 0 44
Celkem 3 44
Procentni shoda PPA: 100 % (3/3) NPA: 100 % (44/44)
95% CI: [44 %, 100 %] 95% Cl: [92 %, 100 %]
Platnost vzorku

Platnost vzorku (pfi prvnim pokusu) byla zméfena pro 181 unikatnich vzorkd RNA a 272 unikatnich vzorkd DNA
z FFPE blok{ o stafi < 5 let. Tyto vzorky byly vybrany na zakladé typu tkané a dostupného materiélu; platnost
rozboru nebyla znama. Aby byl typ varianty pokladan za platny, musi byt spinény metriky kontroly kvality
knihovny. Platnost vzorku byla hodnocena samostatné pro kazdy typ varianty (malé varianty DNA / TMB, MSI,
genové amplifikace, fuze / splice varianty) a uvadi ji Tabulka 82. Pfedpoklada se dalsi snizeni platnostiMSlo 1%
u FFPE blok o stafi = 2 roky z dlvodu pfepravy reagencii.

Tabulka 82 Platnost vzorku
Typ varianty Platnost vzorku

Fuze / splice varianty (RNA) 76 %

Malé varianty DNA / TMB 75%
MSI 72 %
Genové amplifikace 94 %
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Prehled analytické validace pro tvrzeni tykajicich se
profilovani nadoru

Na zakladé Udajl o mezi detekce, konzistenci vysledkl, reprodukovatelnosti a pfesnosti je rozbor TSO
Comprehensive (EU) analyticky validovan pro:

* Malé varianty DNA - SNV, MNV, inzerce a delece.

e TMB

e MSI

* Genové amplifikace MET a ERBB2 (HER2) (viz Tabulka 2).

* 23 gend, pro které mohou byt detekovany fuze (viz Tabulka 2).

* Splice varianty EGFR a MET (viz Tabulka 2).

Klinicka ucinnost NTRK

K ovéreni rozboru TSO Comprehensive (EU) jako doprovodné diagnostiky (CDx) pro vybér pacientd pro lé¢bu
pfipravkem VITRAKVI (larotrectinib) byly vzorky od pacientl zafazenych do klinickych studii s larotrectinibem
(NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; souhrnné oznacované jako vzorky ze studif
s larotrektinibem) s datovou uzavérkou 15. ¢ervence 2019, doplnéné o komeréné ziskané vzorky tkané FFPE,
testovany na podporu studie pfesnosti a klinické pfeklenovaci studie rozboru TSO Comprehensive (EU).

NCT02122913 byla multicentrickd, oteviena studie faze 1 s navy$ovanim davky u dospélych pacientl s
pokrodilymi solidnimi nadory (vSichni zajemnci), ktefi nebyli vybrani z dlivodu pozitivity fuze NTRK. Po ukoncéeni
¢asti studie zamérené na zvysSovani davky byla zahajena ¢ast, ve které se podavani pfipravku rozsifilo na
pacienty s prokdzanou pozitivitou fuze NTRK a na pacienty, u nichZ se vyzkumny pracovnik domnival, Ze by z
vysoce selektivniho inhibitoru TRK mohli mit prospéch. NAVIGATE NCT02576431 je probihajici multicentricka,
otevienad studie fadze 2 pro pacienty ve véku 12 let a starsich s recidivujicimi pokrocilymi solidnimi nddory s
prokazanou fuzi NTRK podle hodnoceni externi laboratofe. SCOUT NCT02637687 je probihajici multicentricka
oteviena studie faze 1/2 pro détské pacienty ve véku od narozeni do 21 let s pokrocilymi solidnimi nebo
primarnimi nadory centralniho nervového systému (CNS).

Z pacientl s pozitivitou fize NTRK zahrnutych do studie rozboru TSO Comprehensive (EU) tvofilo 164 pacientl
rozsifeny soubor primarni u¢innosti larotrektinibu (ePAS4).

Studie presnosti pro detekci fuzi NTRK1, NTRK2 a NTRK3

PFesnost rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci fuzi NTRK (NTRK1, NTRK2 nebo NTRK3) u pacientl se
solidnimi nadory byla prokazana posouzenim shody vysledkl fuzi NTRK mezi rozborem TSO Comprehensive
(EU) a validovanou ortogonaini metodou zaloZenou na NGS.
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Byla provedena retrospektivni neintervenéni studie. Zkusebni vzorky larotrektinibu a dopliikové vzorky byly
testovany pomoci rozboru TSO Comprehensive (EU) na jednom externim pracovisti a pomoci ortogonalni
metody v centraini laboratofi. Byla odhadnuta pfesnost pfifazeni fuzi NTRK rozborem TSO Comprehensive (EU)
ve srovnani s ortogonalni metodou. Bylo vypocteno procento pozitivni shody (PPA), procento negativni shody
(NPA) a odpovidajici oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl).

Bylo testovano 516 vzorkd pomoci rozboru TSO Comprehensive (EU) nebo ortogonalni metodou. Z téchto
vzork( bylo 499 testovano obéma metodami. Sedmnéct z 516 vzork{ nebylo testovano jednim z testl z divodu
nelspésné extrakce, neznamého dlivodu (u ortogonalni metody) nebo odchylky od protokolu. Ze 499 vzork{
testovanych obéma metodami bylo 170 (34,1 %) zku$ebnich vzork( larotrektinibu a 329 (65,9 %) doplrikovych
vzorkd.

KfiZovou tabulku vysledkl pro 499 vzork( uvadi Tabulka 83. Ze 499 vzorkd mélo 85 vzork({ neplatné vysledky
rozboru TSO Comprehensive (EU); z téchto 85 mélo 53 také neplatné vysledky ortogonalni metody. DalSich
sedm vzorkl mélo neplatné vysledky ziskané ortogonalni metodou. 407 ze 499 vzork( tak mélo platné vysledky
ziskané obéma metodami.

Tabulka 83 Studie presnosti NTRK: Kfizova tabulka vysledku ziskaného rozborem TSO Comprehensive
(EU) ve srovnani s vysledkem ziskanym ortogonalni metodou pro detekci fuzi NTRK

Vysledek ziskany ortogonalni metodou

Vysledek rozboru TSO Fuze NTRK Fuze NTRK i

. s L, Neplatné Celkem
Comprehensive (EU) pozitivni negativni
Flze NTRK - pozitivni 114 16 1 131
Fuze NTRK - negativni 4 273 6 283
Neplatné* 4 28 53 85
Celkem 122 317 60 499

*Vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU)jsou neplatné na trovni vzorku a b&hu.

Analyzy shody, v€etné neplatnych vysledkd rozboru TSO Comprehensive (EU), uvadi Tabulka 84. Kromé
neplatnych vysledkl rozboru TSO Comprehensive (EU) byla PPA 96,6 % (114/118; 95% CI: 91,5 % - 99,1 %) a
NPA byl 94,5 % (273/289; 95% CI: 91,2 % — 96,8 %).

Tabulka 84 Studie pfesnosti NTRK: PPA a NPA vysledku ziskaného rozborem TSO Comprehensive (EU)
ve srovnani s vysledkem ziskanym ortogonalni metodou pro detekci fuzi NTRK

Kromé neplatnych vysledki rozboru Véetné neplatnych vysledkt rozboru

TSO Comprehensive (EU) TSO Comprehensive (EU)
MéFeni shody Shoda, % (n/N) 95% CI” Shoda, % (n/N) 95% CI”
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% Cl na zékladé (pfesné) Clopper-Pearsonovy metody.
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Klinicka preklenovaci studie pro detekci fuzi NTRK1, NTRK2 a NTRK3

Klinické ovéfeni rozboru TSO Comprehensive (EU) pro detekci fizi NTRK1, NTRK2 nebo NTRK3 u pacientl se
solidnimi nadory, ktefi by mohli mit prospéch z Ié€by larotrektinibem, byla prokazana v klinické preklenovaci
studii. Studie byla provedena s cilem posoudit klinickou u¢innost rozboru TSO Comprehensive (EU)

k identifikaci pacientl s fuzi NTRK1, NTRK2 nebo NTRK3 pozitivnich pro I1é¢bu larotrektinibem a posoudit shodu
mezi rozborem TSO Comprehensive (EU) a lokalnimi testovacimi metodami (LT) (pouzivanymi ke stanoveni
stavu fuze NTRK pro klinické studie s larotrektinibem).

Lokalni testovaci metody zahrnuji sekvenovani nové generace (NGS), fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH),
polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) a rozbory NanoString. Fuze NTRK (ETV6 NTRK3) byly odvozeny u
pacientU s infantilnim fibrosarkomem, ktefi méli dokumentovanou translokaci ETV6 zji$ténou metodou FISH.
Vé&t$ina z 235 pacientd ve studii s larotrektinibem se zndmym stavem flize NTRK byla testovana metodami NGS.

K datu uzavérky udajl 15. ¢ervence 2019 bylo do studie zafazeno 279 pacientdl. Z 279 pacientli mélo 208 fuzi
NTRK pozitivni. Z 208 pozitivnich pacientl jich 164 tvofilo rozsifeny soubor primarni i¢innosti larotrektinibu
(ePASA4).

Primarnim vystupem analyzy u¢innosti larotrektinibu byla celkova mira odezvy (ORR) podle hodnoceni nezavislé
kontrolni komise (IRC) v souhrnném souboru dat ze tfi klinickych studii. ORR byla hodnocena na zékladé podilu
pacientl s nejlepsi celkovou odezvou potvrzenou kompletni odezvou nebo potvrzenou ¢asteénou odezvou na
zakladé kritérii RECIST, verze 1.1. ORR byla u souboru pacientl ePAS4 Iéenych larotrektinibem 72,6 % (95% Cl
[65,1%, 79,2 %]) a tykala se pacientl s 16 rliznymi typy nadora.

Informace o vzorcich

Soubor vzork( zahrnoval Sirokou $kalu typd nadorl a vzorky od déti i dospélych pacient(.

K 15. Eervenci 2019 bylo do studii s larotrektinibem zafazeno 279 pacient(. Z toho 235 pacientdi mé&lo znamy
stav fuze NTRK stanoveny metodou LT: 208 bylo pozitivnich a 27 negativnich. U 44 pacientl nebyl stav fuze
NTRK znadm, protoze pro zatazeni pacientt do fazi zvy$ovani davky ve studiich NCT02122913 a SCOUT
NCT02637687 nebylo testovani vyzadovano. Do klinické pfeklenovaci studie rozborem TSO Comprehensive
(EU) byly zafazeny vzorky od pacient( zafazenych do studie s larotrektinibem k 15. ¢ervenci 2019 se znamym
stavem fuze NTRK (208 pozitivnich pacientd a 27 negativnich pacientll) a dopliikové vzorky, u kterych byla
pomoci reprezentativnich metod LT zji$téna negativita fuze NTRK.

Z 208 pozitivnich vzork{ ze studie s larotrektinibem bylo 154 vzorkd k dispozici pro testovani pomoci rozboru
TSO Comprehensive (EU). Z nich 138 mélo platné vysledky. Patnact vzork{ bylo neplatnych z ddvodu
nevyhovujicich metrik kvality sekvenovani vzorkU a 1 vzorek nebyl testovan z dlvodu odchylky od protokolu. Z
27 negativnich vzorkl ze studie s larotrektinibem bylo 24 vzork( k dispozici pro testovani. Z toho 22 mélo
platné vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU). Dva vzorky byly neplatné z dlivodu nevyhovujicich metrik
kvality sekvenovani vzorkd.

Doplnkové vzorky byly testovany pomoci jedné ze dvou reprezentativnich metod LT. Bylo ziskano vice nez 350
vzorkd, které byly analyzovany na obsah nadoru. Z dopliikovych vzork( spliiujicich poZzadavky na vzorek, bylo
266 Uspésné extrahovano a reprezentativni metodou LT potvrzeno, Ze je fize NTRK negativni. Z téchto vzorkd
bylo 260 k dispozici pro rozbor TSO Comprehensive (EU), pfi¢emz 222 z nich mélo platné vysledky. 38 vzork{
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bylo neplatnych z dlvodu nesplnéni metrik pro sekvenovani vzorkl (n = 25) nebo chybného béhu sekvenovani
(n =13). Z celkového podtu fuzi NTRK, které byly negativni, bylo 222 doplfikovych vzorkd a 22 zkuSebnich
vzork({ s larotrektinibem.

Shoda vysledku

Celkové bylo TSO Comprehensive (EU) testovano 437 vzorkl. Z 208 pacientd s pozitivni fizi NTRK bylo 153
pacientl, ktefi méli k dispozici vzorky a byli testovani TSO Comprehensive (EU), pfi¢emz bylo ziskano 138
platnych vysledk( a 15 neplatnych vysledkd.

Shodu vysledkl TSO Comprehensive (EU) s vysledky metod LT, se zahrnutim i vylou¢enim neplatnych vysledkd
TSO Comprehensive (EU), uvadi Tabulka 85.

Tabulka 85 Klinicka preklenovaci studie NTRK: Shoda mezi metodami rozboru TSO Comprehensive (EU)
a LT pro detekci fuzi NTRK

Kromé neplatnych vysledkt rozboru Véetné neplatnych vysledki rozboru

TSO Comprehensive (EU) TSO Comprehensive (EU)
Méfeni shody Shoda, % (n/N) 95% CI* Shoda, % (n/N) 95% CI*
PPA 89,1(123/138) 82,7,93,8 80,4 (123/153) 73,2,86,4
NPA 96,3 (235/244) 93,1,98,3 82,7 (235/284) 77,8,87,0
OPA 93,7 (358/382) 90,8,95,9 81,9 (358/437) 78,0, 85,4

* Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti byly vypocéteny pomoci (pfesné) Clopper-Pearsonovy metody.

Analyza citlivosti vi¢i chybéjicim vysledkdm testu TSO Comprehensive (EU) prokazala spolehlivost analyzy
shody. Chybéjici vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU) u pacientl s pozitivitou fuze NTRK stanovenou
metodou LT (n = 70) byly pfifazeny pomoci logického regresniho modelu. Odhady shody (se zapoc&tenymi
pfifazenymi hodnotami) uvadi Tabulka 86.

Tabulka 86 Klinicka preklenovaci studie NTRK: Shoda mezi rozborem TSO
Comprehensive (EU) a metodami LT pro detekci fuzi NTRK se zapocétenymi pfifazenymi
hodnotami u pacientd s pozitivitou stanovenou metodou LT u nichZ chybéji vysledky
rozboru TSO Comprehensive (EU)

Méreni shody Shoda, % 95% CI*

PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9, 98,7)
OPA 91,2 (87,9, 94,5)

Chybéjici vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU) u pacientl s negativitou flze stanovenou metodou LT nebyly

pfifazeny.

* Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocteny na zakladé metody opakovaného pfifazeni Boot. Metoda

opakovaného pfifazeni Boot je krok bootstrapu vioZzeny do opakovaného pfifazeni (Schomaker a Heumann, 2018).
Shody mezirozborem TSO Comprehensive (EU) a lokalnimi testovacimi metodami (LT) (rozdélenymi podle
typu, napfiklad RNA NGS, FISH) uvadi Tabulka 87.
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Tabulka 87 Klinicka preklenovaci studie NTRK: Shoda mezi rozborem TSO Comprehensive (EU) a
metodami LT pro detekci fuzi NTRK rozdélenymi podle typu metody LT

Typ metody

1= Méreni shody Shoda, % (n/N) 95% CI'

DNA NGS PPA 84,2 (32/38) (68,7,94,0)
NPA 88,9 (16/18) (65,3,98,6)
OPA 85,7 (48/56) (73,8,93,6)

RNA NGS? PPA 91,5 (75/82) (83,2, 96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5, 97,5)

FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Nevypocitava se (1/1) Nevypocitava se
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Nevypoditava se (0/0) Nevypoditava se
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Nevypocitava se: Pro podskupiny s poétem vzork(l < 5 nebyla vypoétena statisticka shoda.

T Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti byly vypocteny pomoci (pfesné) Clopper-Pearsonovy metody.

2 Zahrnuje metody NGS, které pouzivaji pouze RNA a DNA i RNA.
Ze 437 vzork( testovanych rozborem TSO Comprehensive (EU) mélo 24 nesouhlasné vysledky s vysledky
stanovenymi metodami LT: 15 z nich bylo u metod LT pozitivnich a negativnich u rozboru TSO Comprehensive
(EU) a 9 z nich bylo u metod LT negativnich a pozitivnich u rozboru TSO Comprehensive (EU). Z 24 vzorkd s
neshodnymi vysledky bylo 8 testovano metodou LT DNA NGS, 14 metodou LT RNA NGS a 2 metodou FISH.

Ovéfena nezavisla metoda NGS potvrdila vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU) u 14 z 24 vzorkd s
nesouhlasnymi vysledky. U zbyvajicich 10 vzork{ byly vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU) nesouhlasné
jak s vysledky stanovenymi metodami LT, tak s vysledky stanovenymi nezavislou metodou NGS.

Vysledky klinické u€innosti

V ramci kohorty ePAS4 byla Uc¢innost larotrektinibu v populaci s pozitivitou u rozboru TSO Comprehensive (EU)
aumetod LT (97 pacientl, ORR = 78,4 %, 95% CI [68,8 %, 86,1 %]) podobna u¢innosti larotrektinibu v ramci
souboru ePAS4 pro celou populaci (164 pacientl, ORR = 72,6 %, 95% CI [65,1 %, 79,2 %]) (Tabulka 88). Z 97
pacientd v rdmci souboru ePAS4 s pozitivitou u rozboru TSO Comprehensive (EU) byla u 28 (28,9 %) pacientl
zaznamenana Uplna odezva / chirurgicka UpInd odezva a u 48 (49,5 %) pacientd byla zaznamenana ¢aste¢na
odezva.
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Ze 13 pacient( s negativitou u rozboru TSO Comprehensive (EU) a pozitivitou stanovenou metodou LT byla u 1
(7,7 %) pacienta zaznamenana Uplna odezva a u 2 (15,4 %) pacientd byla zaznamenana ¢aste¢na odezva na
[é€bu larotrektinibem.

Tabulka 88 Kilinicka preklenovaci studie NTRK: ORR pro pacienty s pozitivitou stanovenou metodou LT a
vysledky TSO Comprehensive (EU) v ePAS4

Nejlepsi
celkova
odezva,
n (%)

Celkova
mira
odezvy

Uplnd odezva

UplIna chirurgicka
odezva

Céasteéna odezva
Stabilizovana nemoc

Progresivni priibéh
nemoci

Nelze vyhodnotit
Pocet pacientd, n

Pocet pacientli s CR +
sCR + PR, n

ORR (%) (95% CI*)

Stav fluze stanoveny
metodou LT pozitivni
N =164

31(18,9)

8(4,9)

80 (48,8)
25 (15,2)
13(7,9)

7(4,3)
164
119

72,6 (65,1,72,9)

TSO Comprehensive
(EV)

Pozitivhia LT
pozitivni N = 97

22 (22,7)
6 (6,2)

48 (49,5)
13 (13,4)
6 (6,2)

2(27)
97
76

78,4 (68,8, 86,1)

Zkratky: CR = Uplna odezva, PR = ¢astecnd odezva, sCR = Uplna chirurgicka odezva.
* Oboustranny 95% interval spolehlivosti byl vypoc¢ten pomoci (pfesné) Clopper-Pearsonovy metody.
U 54 pacientl chybi vysledky rozboru TSO Comprehensive (EU).

TSO Comprehensive
(EV)

Negativnia LT
pozitivni N =13

1(7,7)
0

2 (15,4)
4 (30,8)
5 (38,5)

1(7,7)
13
3

23,1(5,0,53,8)

Udaje z této studie potvrzuiji bezpe&nost a Ucinnost rozboru TSO Comprehensive (EU) pro identifikaci pacient(
se solidnimi nadory s fzi NTRK, ktefi by mohli byt vhodni pro Ié€bu larotrektinibem.

Dokument &. 200007789 v08

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

136 2141



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Literatura

1. American Society of Clinical Oncology. www.asco.org. Zobrazeno 3. fijna 2016.

2. European Society for Medical Oncology. www.esmo.org. Zobrazeno 3. fijna 2016.

Dokument ¢. 200007789 v08 137 2141

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Historie revizi

Revize Datum Popis zmény
Dokument ¢&. Kvéten Odstranén odkaz na verze softwaru a &isla dild.
200007789 v08 2025 Aktualizovana omezeni postupu:

Informace o nekrotické tkani.
Informace o obsahu MSI nadoru.

Aktualizace:
Poznamka pod ¢arou NTC platna pro minimalni i maximalni

knihovny.

illumina

Zarfizeni a materialy uvadéji specifikace centrifugy desticek a

stupnici pipet.
Vypocet prebytku SPB od 1,05x do 1,15x.

Terminologie pro MET exon 14 del zménéna na pfeskoceni

MET exon 14.

Pridano:

» Poznamka pro SMB v Prvnim a Druhém zachyceni cild.

Pfidana objasnéni a aktualizované vysledky pro funkéni

Uvod k Pfipravé na sekvenovani.
Dalsi informace o ultrasonikatoru.

charakteristiky:

Interferujici latky.

Pfesnost pro profilovani nadoru a platnost vzorku.
Mez detekce studie 1a 2.

Pfesnost v ramci laboratore ve studii 1.
Reprodukovatelnost ve studii 2.

Informace o stabilité knihovny a skladovani knihovny.

Mez blanku.

Aktualizace jazyka a gramatiky.

Dokument &. 200007789 v08

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

138 z 141



Pribalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU)

Revize

Dokument ¢&.
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Dokument ¢.
200007789 v06
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200007789 v05

Dokument &. 200007789 v08

Datum

Leden
2024

unor
2023

Z34fi 2022

Popis zmény

illumina

o Do ¢asti Omezeni postupu byly pfidany nasledujici informace:

« Pozadavky na vzorky nekrotické tkané a obsahu nadoru

pro mutace MSI s vysokym a somatickym driverem.

o Potencialniinterference hemoglobinu.

o Detekéni limity v genu RET a fuzni volani mimo hranice
anotovaného genu.

 Delece genl se neuvadéji.

o Aktualizovano pro pouziti se softwarem TSO Comprehensive

(EU) Local Run Manager verze 2.3.7.

o Byly doplnény informace o poZadovaném, ale nedodaném
vybaveni a materidlu, véetné dvou dalSich konfiguraci
ultrazvukového zafizeni.

» Nasledujiciinformace o vzorcich byly aktualizované:

» Obsah nekrotické tkané.

« Uginky proteindzy K a hemoglobinu.

» Skladovani FFPE fixovaného skli¢ka a purifikované
nukleové kyseliny.

o Byly pfidany informace pro zlepseni manipulace s

reagenciemi, pracovniho postupu a feseni problémd{ pfi selhani

béhu kontroly kvality.
» Do vykonnostnich charakteristik byl doplnén kontextu a
upfesnéni:
« KFiZzova kontaminace
o Hodnoceni sad pro extrakci nukleové kyseliny
« Interferujici latky
 Stabilita nukleovych kyselin a FFPE fixovanych skli¢ek
 Klinicka u¢innost NTRK
o Aktualizace jazyka a gramatiky

o DalSi prohlaseni v ¢asti Omezeni

o Aktualizace jazyka z hlediska konvenci, gramatiky a
srozumitelnosti

o Oprava tabulek 21, 28, 29, 32, 35, 36,72

» Prohlaseni o pfitomnosti srazenin v reagencii FSM

o Aktualizované specifikace termocykléru a zlabu v seznamu
zafizeni a materialQ

Aktualizace tabulek reprodukovatelnosti studie 2

URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO. POUZE PRO EXPORT.

1392141



Pfibalovy letak k testu TruSight Oncology Comprehensive (EU) illumina

Revize Datum Popis zmény

Dokument €. cerven o PFidan analyticky modul TSO Comprehensive v2.3.5 PNs

200007789 v04 2022 o Odstranén analyticky modul TSO Comprehensive v2.3.3 PNs
o Aktualizovana terminologie v ¢asti Mez blanku

Dokument ¢. duben o Byly pfidany informace o charakteristice ucinnosti tykajici se

200007789 v03 2022 fuzi NTRK

« Bylo pfidano oznageni URCENO POUZE NA EXPORT

 Bylo aktualizovano prohldseni o zamysleném pouZziti o tvrzeni
NTRK1-3 CDx

« Byly doplnény informace tykajici sou¢asti produktu o &isla dill
soucasti softwaru

Dokument €. unor o Byl opraven chybny odkaz na tabulku
200007789 v02 2022 » Bylo pfiddno omezeni tykajici se germinalnich a somatickych
variant

» Byl zpfesnén jazyk tykajici se detekce genové amplifikace

Dokument €. Prosinec  « Byla aktualizovdna omezeni pro postupy
200007789 v01 2021 o Byly vyjasnény specifikace magnetického stojanu a
termocykléru v seznamu vybaveni a materiall
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200007789 v00 2021
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Patenty a ochranné znamky

Tento dokument a jeho obsah je vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. a jejich pfidruzenych spole¢nosti (dale jen ,lllumina“). Slouzi vylu¢né
zékaznikovi ke smluvnim Géellm v souvislosti s pouzitim zde popsanych produktd a k zadnému jinému Gcelu. Tento dokument a jeho obsah
nesmi byt pouzivan ani Sifen za zadnym jinym ucelem ani jinak sdélovan, zverejiovan ¢i rozmnozovan bez pfedchoziho pisemného souhlasu
spole&nosti lllumina. Spoleénost lllumina nepfedava timto dokumentem Zzadnou licenci na svij patent, ochrannou zndmku, autorské pravo &i
prava na zakladé zvykového prava ani zadna podobna prava kterychkoli tfetich stran.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt dlsledné a vyslovné dodrzovany kvalifikovanym a fadné prodkolenym personalem, aby bylo zaji$téno
spravné a bezpeéné pouzivani zde popsanych produktl. Veskery obsah tohoto dokumentu musite pfed pouzitim takovych produktd beze
zbytku precist a pochopit.

NEDODRZEN{ POZADAVKU NA PRECTENI CELEHO TEXTU A NA DUSLEDNE DODRZOVAN{ ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE VEST
K POSKOZENi PRODUKTU, PORANENI 0SOB, AT UZ UZIVATELU &I JINYCH OSOB, A POSKOZENI JINEHO MAJETKU A POVEDE KE
ZNEPLATNENI JAKEKOLI ZARUKY VZTAHUJICi SE NA PRODUKT.

SPOLECNOST ILLUMINA NA SEBE NEBERE ZADNOU ODPOVEDNOST VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZITi ZDE POPSANYCH
PRODUKTU (VEETNE DILU TECHTO PRODUKTU NEBO SOFTWARU).

© 2025 lllumina, Inc. VSechna prava vyhrazena.

V8echny ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti lllumina, Inc. nebo jejich pfislugnych viastnikl. Podrobné informace o ochrannych
znamkach viz adresa www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktni udaje

ul Ce

lllumina, Inc.

5200 Illlumina Way IVD
San Diego, Kalifornie 92122, Spojené staty americké
+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (mimo Severni Ameriku) Homina Nethoriands 6.1
umina Nethernands o.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Stitky na produktech

UpIné vysvétleni symbold, které jsou uvedeny na baleni a ozna&eni produktd, naleznete v ptehledu symbolti na
adrese support.illumina.com na karté Documentation (Dokumentace) pro vasi sadu.
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