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KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.

Kasutusotstarve

TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) on in vitro diagnostiline anallits, mis kasutab suunatud uue pdlvkonna
sekveneerimist, et avastada 517 geeni variante pahaloomulise soliidtuumoriga vahipatsientidelt véetud
formaliinis fikseeritud parafiini sisestatud (FFPE) kasvaja koeproovidest eraldatud nukleiinhapete abil,
kasutades seadet lllumina® NextSeq™ 550Dx. Anallilsi saab kasutada Uhe nukleotiidi variantide, mitme
nukleotiidi variantide, insertsioonide, deletsioonide ja geeniamplifikatsioonide avastamiseks DNA-st ning
geenifusioonide ja splaissvariantide avastamiseks RNA-st. Anallils esitab ka kasvaja mutatsioonikoormuse
(TMB) skoori ja mikrosatelliitide ebastabiilsuse (MSI) oleku.

Anallus on méeldud kasutamiseks kaasdiagnostika abivahendina, et tuvastada vahipatsiente, keda oleks
vdimalik ravida Tabel 1 loetletud sihitud ravimeetoditega, jargides heakskiidetud ravitoote margistust. Lisaks on
anallitis méeldud pakkuma kasvaja profiili koostamise teavet, mida kvalifitseeritud tervishoiuspetsialistid
saavad kasutada koosk®dlas erialaste suunistega, ning see ei esita Uhegi konkreetse ravitoote 16plikke ega
normatiivseid kasutusjuhiseid.

Tabel 1 Kaasdiagnostika naidustus
Kasvaja tiilip Biomarkerid Sihitud ravi

Soliidtuumorid NTRK1T, NTRK2 and NTRK3 VITRAKVI® (larotrektiniib)
Gene Fusions (NTRK1,
NTRK2 ja NTRK3 geenide
fusioonid)

Analuusi kokkuvote ja selgitus

Kliiniline Kirjeldus

Vi3hk on kogu maailmas peamine surmapdhijus ja v&ib alguse saada mis tahes koest." 2 Vahi geneetilise aluse
anallUsimisel on oluline roll patsientide, kellele suunatud ravi tooks kasu, tuvastamisel ja uute ravimeetodite
valjatédtamisel. Vahi tekkimisse vdi progresseerumisse on kaasatud paljud geenid ning paljudel vahkidel esineb
mitmesuguseid variante, mis neid geene ja nende funktsioone mdjutavad. Need variandid vbivad hdlmata
geenimutatsioone nagu uhe nukleotiidi variandid (SNV-d), mitme nukleotiidi variandid (MNV-d), insertsioonid
vdi deletsioonid, geeniamplifikatsioonid, geenifusioonid ja splaissvariandid. Vahi geenimutatsiooni veel (iks
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tagajarg on neoantigeenide teke, mis kutsuvad esile vahispetsiifilise immuunvastuse. Kasvaja
mutatsiooniseisundit saab esitada TMB ja MSI abil, mis on kasvaja nheoantigeeni tekkega seotud genoomi
signatuurid.

TruSight Oncology Comprehensive on uue pdlvkonna sekveneerimise (NGS) Glegenoomse profileerimise (CGP)
anallls, mis hindab Uldjoontes geenivariante suurel vahiga seotud geenipaneelil, vt Tabel 2. Analliis avastab
vaikesed variandid 517 geenis, lisaks geeniamplifikatsioonid, -fusioonid ja splaissvariandid, nagu on naidatud
Tabel 2. Anallilisiga on kaetud kodeeriv jarjestus kdigi geenide puhul, valjaarvatud TERT, mille korral on kaetud
Uksnes promootori piirkond, ning analliis hindab TMB skoori ja MSI olekut. Need analiusi sihtmargid hdlmavad
kutseorganisatsioonide viidatud sisu ja muid olulisi USA-pdhiseid juhiseid. TSO Comprehensive analllsi
kavandamist mdjutasid ka sdltumatud konsortsiumi vdljaanded ja hilise staadiumi farmatseutilised uuringud.

Variantide maaramisest valja jaetud piirkondade loendi leiate failist TruSight Oncology ComprehensiveBlock List
(dokument nr 200009524), mis on saadaval lllumina toe veebilehel.

Tabel 2 on toodud neli variandi tllbi kategooriat: vaike DNA variant (S), geeniamplifikatsioon (A), fusioon (F) ja
splaissvariant (Sp). DNA vaikesed variandid on muu hulgas SNV-d, MNV-d, insertsioonid ja deletsioonid.

Tabel 2 TSO Comprehensive (EU) anallsi geenipaneel

Nr Entrezi Geen Variandi tliip Nr Entrezi ID Geen Variandi tilip Nr Entrezi Geen Varje.z.ndi
ID ID thdp
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142  ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLI S 355 5156 PDGFRA S
6 25960  ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S
7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S
8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S
9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 5241 PGR S
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
" 242 ALOX12B S 186 2308 FOXO1 S 361 8929 PHOX2B S
12 139285 AMER1 S 187 27086 FOXP1 S 362 5287 PIK3C2B S
13 29123 ANKRD11 S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852  ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG6 S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARIDTA 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
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Neo Entrezl o en Varianditiip ~ Nr  EntreziID Geen Variandi tiitip Npo Entrez G U]
ID ID thdp
63 896  CCND3 s 238 3418 IDH2 s 413 5921 RASAT s
64 898  CCNEI s 239 3459 IFNGRT s 414 5925 RBI s
65 20126  CD274 s 240 3479 IGF1 s 415 8241  RBMIO s
66 80381  CD276 s 241 3480 IGFIR s 416 9401  RECQL4 s
67 972 CD74 s 242 3481 IGF2 s 417 5966 REL s
68 973  CD79A s 243 9641 IKBKE s 418 5979 RET S F
69 974  CD798B s 244 10320 IKZF1 s 419 6009 RHEB s
70 79577  CDC73 s 245 3586 IL10 s 420 387 RHOA s
71 999 CDHT 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 ROST S F
75 1024 CDK8 s 250 8821 INPP4B s 425 8986  RPS6KA4 s
76 1026 CDKNIA s 251 3643 INSR s 426 6198  RPSGKB1 s
77 1027  CDKNIB 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 IRST s 429 861 RUNX1 s
80 1031  CDKN2C s 255 8660 IRS2 s 430 862 RUNXITI s
81 1050  CEBPA s 256 3716 JAKT 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 1M CHEK1 s 260 7994 KAT6A s 435 6391 SDHC s
86 11200  CHEK2 s 261 5927 KDM5A s 436 6392 SDHD s
87 23152 cic s 262 8242 KDM5C s 437 26040  SETBPI s
88 64326  COPI s 263 7403 KDM6A s 438 20072 SETD2 s
89 1387  CREBBP s 264 3791 KDR s 439 23451  SF3BI s
90 1399 CRKL s 265 9817 KEAP1 s 440 10019 SH28B3 s
91 64109  CRLF2 s 266 3792 KEL s 441 4068  SH2DIA s
92 1436 CSFIR s 267 3799 KIF5B SF 442 55164  SHQI s
93 1441  CSF3R s 268 3815 KIT s 443 9353 SLIT2 s
94 1452  CSNKIAT 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  CTNNAI 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  SMARCBI s
100 1523 cuxi s 275 26524 LATS2 s 450 6602  SMARCDI s
101 7852  CXCR4 s 276 4004 LMOT s 451 8243  SMCIA s
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Neo Entrezl o en Varianditiip ~ Nr  EntreziID Geen Variandi tiitip Npo Entrez G U]
ID ID thdp

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 DCUNIDT s 279 8216 LZTR1 s 454 9627  SNCAIP s
105 4921 DDR2 s 280 9863 MAGI2 s 455 8651 socs1 s
106 51428  DDX41 s 281 10892 MALT1 s 456 6663  SOX10 s
107 1665  DHXI5 s 282 5604 MAP2K1 s 457 64321  SOX17 s
108 23405  DICERI s 283 5605 MAP2K2 s 458 6657 sox2 s
109 22894  DIS3 s 284 6416 MAP2K4 s 459 6662 SOX9 s
110 3337  DNAJBI s 285 4214 MAP3K1 s 460 23013 SPEN s
M 1786 DNMTI s 286 9175 MAP3K13 s 461 8405 sPOP s
12 1788  DNMT3A s 287 9020 MAP3K14 s 462 6708  SPTAI 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
15 1871 E2F3 s 290 5595 MAPK3 s 465 10274  STAGI s
116 8726 EED s 201 4149 MAX s 466 10735  STAG2 s
117 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 205 4194 MDM4 s 470 6777  STATSB s
121 1977 EIF4E s 296 9968 MED12 s 471 6794 STK11 s
122 6921 ELOC s 297 100271849  MEF2B s 472 83931  STK4O s
123 27436 EML4 SF 208 4221 MENT s 473 51684  SUFU s
124 56946  EMSY s 209 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 MLH?1 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  EPHBI s 305 4361 MRET1 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 MSH®6 s 483 54790  TET2 s
134 2067  ERCCI 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 31 2475 MTOR s 486 7046  TGFBRI s
137 2072 ERCC4 s 312 4595 MUTYH s 487 7048  TGFBR2 s
138 2073 ERCCS s 313 4602 MYB s 488 55654 TMEMI127 s
139 2078 ERG SF 314 4609 MYC s 489 713 TMPRSS2  S,F
140 54206  ERRFI s 315 4610 MYCL s 490 7128 TNFAIP3 s
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Neo Entrezl o en Varianditiip ~ Nr  EntreziID Geen Variandi tiitip Npo Entrez G U]
ID ID thdp
141 2099 ESR1 S, F 316 4613 MYCN S 491 8764 TNFRSF14 S
142 2113 ETS1 S 317 4615 MYD88 S 492 7150 TOP1 S
143 2115 ETV1 S, F 318 4654 MYOD1 S 493 7153 TOP2A S
144 2118 ETV4 S, F 319 4665 NAB2 S 494 7157 TP53 S
145 2119 ETVS S 320 4683 NBN S 495 8626 TP63 S
146 2120 ETV6 S 321 8202 NCOA3 S 496 7186 TRAF2 S
147 2130 EWSR1 S 322 9611 NCOR1 S 497 84231 TRAF7 S
148 2146 EZH2 S 323 257194 NEGR1 S 498 7248 TSC1 S
149 54855 FAM46C S 324 4763 NF1 S 499 7249 TSC2 S
150 2175 FANCA S 325 4771 NF2 S 500 7253 TSHR S
151 2176 FANCC S 326 4780 NFE2L2 S 501 7307 U2AF1 S
152 2177 FANCD2 S 327 4792 NFKBIA S 502 7422 VEGFA S
153 2178 FANCE S 328 7080 NKX2-1 S 503 7428 VHL S
154 2188 FANCF S 329 4824 NKX3-1 S 504 79679 VTCN1 S
155 2189 FANCG S 330 4851 NOTCH1 S 505 8838 WISP3 S
156 55215 FANCI S 331 4853 NOTCH2 S 506 7490 WT1 S
157 55120 FANCL S 332 4854 NOTCH3 S 507 331 XIAP S
158 355 FAS S 333 4855 NOTCH4 S 508 7514 XPO1 S
159 2195 FAT1 S 334 4869 NPM1 S 509 7516 XRCC2 S
160 55294 FBXW7 S 335 4893 NRAS S 510 10413 YAP1 S
161 2246 FGF1 S 336 3084 NRG1 S, F 51 7525 YES1 S
162 2255 FGF10 S 337 64324 NSD1 S 512 57621 ZBTB2 S
163 2259 FGF14 S 338 4914 NTRK1 S, F 513 51341 ZBTB7A S
164 9965 FGF19 S 339 4915 NTRK2 S, F 514 463 ZFHX3 S
165 2247 FGF2 S 340 4916 NTRK3 S, F 515 7764 ZNF217 S
166 8074 FGF23 S 341 9688 NUP93 S 516 80139 ZNF703 S
167 2248 FGF3 S 342 256646 NUTM1 S 517 8233 ZRSR2 S
168 2249 FGF4 S 343 5058 PAK1 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu kohaldu kohaldu
169 2250 FGF5 S 344 5063 PAK3 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu  kohaldu kohaldu
170 2251 FGF6 S 345 57144 PAKS S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu  kohaldu kohaldu
171 2252 FGF7 S 346 79728 PALB2 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu  kohaldu kohaldu
172 2253 FGF8 S 347 142 PARP1 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu kohaldu kohaldu
173 2254 FGF9 S 348 5077 PAX3 S, F Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu  kohaldu kohaldu
174 2260 FGFR1 S, F 349 5079 PAX5 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu  kohaldu kohaldu
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Entrezi Entrezi Variandi
Nr Geen Variandi tltp Nr Entrezi ID Geen Variandi tltp Nr Geen
ID ID thdp
175 2263 FGFR2 S, F 350 5081 PAX7 S Ei Ei Ei kohaldu Ei
kohaldu kohaldu kohaldu

Protseduuri pohimotted

Analliis TSO Comprehensive (EU) on jaotatud anallilis, mida tehakse kasitsi ja mille tegemisel kasutatakse
sisendmaterjalina eraldatud nukleiinhappeid. Formaliiniga fikseeritud parafiiniga kaetud (FFPE) koest eraldatud
DNA-d ja/v6i RNA-d kasutatakse teekide valmistamiseks, mida seejarel rikastatakse vahiga seotud geenidega
ning sekveneeritakse NextSeq 550Dx Instrument.

TSO Comprehensive (EU) anallilis hélmab jargmisi protsesse.

* Teekide valmistamine ja rikastamine - RNA puhul muundatakse kokku 40 ng kaheahelaliseks tdiendavaks
DNA-ks (cDNA). Genoomse DNA (gDNA) puhul Idigatakse 40 ng gDNA-d vaikesteks fragmentideks.
Universaaladapterid sekveneerimiseks ligeeritakse cDNA ja gDNA fragmentidele. Adapterjarjestused P5 ja
P7 lisatakse igasse teeki, et vbimaldada sekveneerimise ajal teegifragmentide kinnistumist lIabivoolukiiveti
pinnale. Adapterid sisaldavad i5 ja i7 indeksjarjestusiiga Uksiku proovi tuvastamiseks ning gDNA proovidest
parit teekide korral Uksikute molekulide tuvastamiseks kordumatute molekulitunnustega (Unique Molecular
Identifiers, UMI). Seejarel rikastatakse teeke kindlate huvipakkuvate geenide jaoks, kasutades
kinnistamismeetodit. Biotinldlitud sondijarjestused, mis ulatuvad Ule analllsiga sihitud huvipakkuvate
geenipiirkondade, hibridiseeritakse teekide kiilge. Sondid ja hubridiseeritud sihitud teegid isoleeritakse
sihtimata teekidest streptavidiiniga kaetud magnetosakeste kinnistamise teel. Sihitud rikastatud teegid
pestakse ja amplifitseeritakse. Seejarel normaliseeritakse iga rikastatud teegi kogus kerakestemeetodil, et
tagada sekveneerimise jaoks kogumisse lisatud teekide vérdne esindatus.

* Sekveneerimine ja esmane analiilis — normaliseeritud rikastatud teegid lisatakse kogumisse ja
klasterdatakse labivoolukilivetile, seejarel sekveneeritakse seadmes NextSeq 550Dx slinteesi abil
(SBS-meetod). SBS-meetod kasutab poorduvat terminaatorit, et avastada fluorestsentsmargistusega
Uksiku deokstinukleotiidi trifosfaadi (ANTP) alused nende inkorporeerimisel kasvavatesse DNA-ahelatesse.
Iga sekveneerimistsuikli kaigus lisatakse nukleiinhapete ahelasse tiks dNTP. dNTP margistus toimib
poliimerisatsiooni terminaatorina. Parast iga dNTP inkorporatsiooni kuvatakse fluorestsentsvarv aluse
tuvastamiseks ja seejarel Idhestatakse, et vdimaldada jargmise nukleotiidi inkorporeerimist. Neli pd6rduva
terminaatoriga seotud dNTP-d (A, G, T ja C) on uksikute eraldi molekulidena. Tulemusena minimeerib
loomulik konkurents inkorporeerimisnihet. Esmase anallilsi kadigus tehakse aluste nimetamised iga
sekveneerimistsikli ajal otse signaalitugevuse médtmiste pdhjal, saades tulemuseks aluste kaupa
sekveneerimise. Igale aluse nimetusele maaratakse kvaliteediskoor.

* Teisene analiilis — Tarkvara Local Run Manager analitsimoodul TruSight Oncology Comprehensive (EU) on
seadmes NextSeq 550DxLocal Run Manager (LRM) tarkvara osana, et hdlbustada TSO Comprehensive (EU)
kaituse seadistamist ja teha sekveneerimistulemuste teisene anallilis. Teisene analiils hdlmab kaituse
tootlemise kehtivuse kontrolli ja kvaliteedikontrolli ning seejarel demultipleksimist, FASTQ-faili loomist,
joondamist ja variantide avastamist. Demultipleksimine eraldab teegikogumitest andmed kordumatute
jarjestusindeksite pdhjal, mis lisati teekide valmistamise kaigus. Luuakse FASTQ-vahefailid, mis sisaldavad
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sekveneerimislugemeid iga proovi kohta ja kvaliteediskoore, v.a lugemeid klastritest, mis filtrit ei labinud.
Seejarel joondatakse sekveneerimislugemid vdrdlusgenoomiga, et tuvastada jarjestuste vaheline seos, ja
sarnasuspiirkondade alusel maaratakse skoor. Joondatud lugemid kirjutatakse failidesse BAM-vormingus.
AnaluUsitarkvara kasutab DNA- ja/v6i RNA-proovidest loodud teekide puhul eraldi algoritme DNA vaikeste
variantide, geeniamplifikatsioonide, DNA-proovide puhul TMB ja MSI ning RNA-proovide puhul fusioonide ja
splaissvariantide avastamiseks. Analliusi tarkvaramoodul loob mitu valjundit, sh sekveneerimismdddikud ja
variantide avastamise vormingu failid (VCF). VCF-failid sisaldavad teavet variantide kohta, mis on leitud
vdrdlusgenoomi kindlatel positsioonidel. Sekveneerimismdddikud ja individuaalsed valjundfailid luuakse iga
proovi kohta. Sekundaarse ja kolmanda taseme analldsi Uksikasju vt Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) analtitisimooduli tébvoo juhend (dokument nr 200008661).

Kolmanda taseme analiilis — anallitisimooduliga Tarkvara Local Run Manager analiidsimoodul TruSight
Oncology Comprehensive (EU) labiviidav kolmandane analiilis hdlmab TMB ja MSI arvutusi,
kaasdiagnostikaga avastamist, variantide kasvajaprofiili maaramist kahele kliinilise olulisuse tasemele,
kasutades teabebaasi (KB) ja koe tiilipi, ning koostab aruande. Kasvaja profiili maaramisele vdib viidata ka
kui Glegenoomsele profileerimisele. Variantide tdlgendatud tulemused ning TMB ja MSI biomarkerite
tulemused on kokku véetud TSO Comprehensive (EU) anallilisi tulemuste aruandes.

Protseduuri piirangud

Ainult in vitro diagnostiliseks kasutamiseks.

Kasutamiseks ainult retsepti alusel. Anallusi tuleb kasutada kliiniliste laborieeskirjade kohaselt.

Tabel 2 loetletud geneetiliste leidude kasutusotstarve ei ole Uhegi ravitoote kasutamiseks ettekirjutav ega
otsustav.

TSO Comprehensive (EU) anallisi tulemuste aruande jaotises ,,Genomic Findings with Evidence of Clinical
Significance” (2. tase) (Téendatud Kliinilise tahtsusega geneetilised leiud) ja ,,Genomic Findings with
Potential Clinical Significance” (3. tase) (Voimaliku kliinilise tahtsusega geneetilised leiud) loetletud
variantide puhul ei ole kliinilist kehtivust kontrollitud.

Patsiendi raviotsused tuleb teha raviarsti sdltumatul meditsiinilisel otsusel, véttes arvesse patsiendi
seisundit puudutavat asjakohast teavet, nagu patsiendi ja perekonna anamnees, meditsiinilised
Iabivaatused, teave muudest diagnostilistest anallilisidest, ning patsiendi eelistusi, jargides asjaomase
ringkonna ravistandardeid.

FFPE proovide kvaliteet on vaga muutuv. Proovimaterjalid, mis ei [abinud standardseid
fikseerimisprotseduure, ei pruugi anda eraldatud nukleiinhappeid, mis vastaksid analtsi kvaliteedikontrolli
nduetele (Kvaliteedikontrollleheklljel 79). Kauem Kkui viis aastat sailitatud FFPE plokid on naidanud
vaiksemat kehtivust.

TSO Comprehensive (EU) toimivust proovides, mis on véetud siirdatud elundi vdi koega patsientidelt, ei ole
hinnatud.

Nekrootilise koe suur hulk (= 23%) vbib segada TSO Comprehensive (EU) anallilisi vbimet avastada
geeniamplifikatsioone ja RNA fusioone.
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Anallisimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht illumina

* Somaatilise juhi mutatsiooni tuvastamine vdib olla ebausaldusvaarne, kui kasvajasisaldus (pindala jargi) on
alla 20%.

* Mikrosatelliidi stabiilne (MS-stabiilne) tulemus v&ib olla ebausaldusvaarne, kui kasvajasisaldus on alla 30%.
Mikrosatelliidi kdrge (MSI-kdrge) tulemus on dige sdltumata kasvajasisaldusest.

* Koega seotud hemoglobiin vdhendab MET splaissvariantide tugilugemeid.

* Tugevalt imberpaigutatud genoomides deletsioonide ja vahenenud heterostigootsusega vdib TSO
Comprehensive (EU) anallilisi tarkvara ekslikult klassifitseerida DNA-proovi saastunuks (CONTAMINATION
SCORE > 3106 ja p-vaartus > 0,049).

* Negatiivne tulemus ei vélista mutatsiooni olemasolu allpool anallilisi avastamispiiri (LoD).
* DNA vaikeste variantide avastamise tundlikkust v8ivad mdjutada jargmised tingimused:
— Vahese keerukusega genoomikontekst.
— Variandi suurenenud pikkus.
* TMB skoorid vbivad olla ebatapsed jargmistes tingimustes:

— Kasvajasisaldus saavutab tasemed, kus iduliini ja somaatilise variandi alleelide esinemissagedused
(VAF-id) koonduvad.

— Populatsioonides, mis ei ole avalikes andmebaasides hasti esindatud.

* Geeniamplifikatsioonid on ainsad koopiaarvu variandid, mille esitas TSO Comprehensive (EU). Anallls ei
teata geenide deletsioonidest.

* Anallusitarkvaras TSO Comprehensive (EU) olevad fusioonide nimetamise algoritmid ei pruugi arvestada
tdendeid lugemitest, mis ulatuvad valjapoole annoteeritud geenipiire.
* Fusioonide avastamise tundlikkust véivad moéjutada jargmised tingimused:

— Teekide vaike keerukus, mis annab anallitsi to6voo kdrvalekallete tottu tulemuseks vahenenud
toetavad lugemid (naiteks vt segamisetappe jaotises RNA denatureerimine ja anniilimine lehekdljel 43).

— Uksik geen ulatub iile m&lema murdepunkti.

— Olukorrad, kus mitu fusiooni murdepunkti on Uksteise lahedal Gihe vdi mitme partneriga, mitu
murdepunkti ja partnerit vdidakse esitada Uhe murdepunkti ning partnerina.

— Insertide vaikse mediaansuuruse jargi. Ndutav on inserdi minimaalne mediaansuurus 80 bp, kuid
vahemikus 80-100 bp tundlikkus vaheneb.

— Jarjestuse vaike keerukus vdi homoloogne genoomikontekst fusiooni murdepunktide imber.

* Fusiooni kaasatud geenide resolutsiooni voib mgjutada see, kui fusiooni murdepunktid asuvad kattuvaid
geene sisaldavates genoomipiirkondades. Anallius esitab kdik geenid semikoolonitega eraldatult, kui
murdepunktis kattub mitu geeni.

* Ebauhtlane kattuvus TERT-promootori piirkonnas voib vaikese katvuse tdttu anda vastuseks No Result
(Tulemus puudub).
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Anallisimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht illumina

* Annotatsioon v&i KB vead vdivad pdhjustada valepositiivse vdi valenegatiivse tulemuse, sh variandi
loetlemise valel tasemel (tdendatud Kliinilise tdhtsusega geneetiliste leidude (2. tase) ja voimaliku kliinilise
tahtsusega (3. tase) leidude vahel), vdi annotatsiooniteave aruandes vdib olla vale. CDx-i tulemustes
teatatud variante ei mdjuta annotatsioon ega KB-vead. Viga vdib tekkida kolmest jdrgmisest allikast:

— TSO Comprehensive (EU) variandi annotatsioon. 2 448 350 COSMIC v92 variantide analliusi p6hjal on
veamaar ligikaudu 0,0027%, mistéttu on vea véimalus madal.

— KB viga kureerimisprotsessi téttu.
— KB sisu asjakohasus muutub aja jooksul. Aruanne kajastab teavet KB versiooni kureerimise ajal.

* TSO Comprehensive (EU) esitab somaatilised variandid tdendatud Kliinilise v&i vdimaliku Kliinilise
tahtsusega variantide esitamisel. Ainult kasvajatestina on iduliini (parilik) variantidest teatamine véimalik,

kuid tahtmatu. TSO Comprehensive (EU) kasutab variantide teatamiseks KB-d, ilma et oleks selgelt
margitud, kas need on iduliini vdi somaatilise paritoluga.

* KB sisaldab ainult ravi, diagnostika ja prognostiliste markerite seoseid, mis kehtivad kindlaks maaratud
pahaloomulise soliidkasvaja piires. KB-sse pole lisatud eelsoodumusi vdi seoseid vahiriskiga.

* Jargmises tabelis on esitatud nukleotiidimuutused kolme RET-variandi puhul, mida anallils ei suuda
tuvastada. Sama aminohappe muutuse puhul saab tuvastada ka teisi nukleotiidimuutusi.

Tabel 3 Nukleotiidi muudatused kolme RET variandi puhul

Aminohappe .
Chr* Asend Referentsalleel Alternatiiv

muutus

p.E632_ chri0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG

A640delinsVRP TGCGGCCG

p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDVR

p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = kromosoom

Toote komponendid

TSO Comprehensive (EU) test koosneb jargmistest komponentidest:
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Anallisimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht illumina

* TruSight Oncology Comprehensive (EU) komplekt (lllumina kataloog nr 20063092) — komplekt sisaldab
piisava mahuga reaktiive 24 DNA ja 24 RNA teegi loomiseks. See maht hdimab patsiendi proove ja kontrolle.
Eraldi muidavad kontrollid (vt Vajalikud, kuid komplekti mittekuuluvad reaktiivid lehekuljel 17).

* Teadmiste baas: Uuendatud regulaarselt ja allalaadimiseks saadaval lllumina Lighthouse Portalis.

* Tarkvara Local Run Manager analliisimoodul TruSight Oncology Comprehensive (EU) (lllumina kataloog nr
20051843), mis sisaldab jargmisi komponente:
— TSO Comprehensive Ndudepakid
— TSO Comprehensive Tarkvarakomplekt
— TSO Comprehensive USB-komplekt

lllumina hooldusesindaja paigaldab Anallidsimoodul TSO Comprehensive (EU) sobiva versiooni Local Run
ManagerNextSeq 550Dx Instrument. Teavet analllsimooduli kohta vt Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) anallilisimooduli t66voo juhend (dokument nr 200008661).

Reaktiivid

Komplekti kuuluvad reaktiivid

TSO Comprehensive (EU) anallisikomplekt sisaldab jargmisi reaktiive.

TruSight Oncology RNA teegivalmistuskomplekt, osa nr 20031127

Osa
Reaktiiv Kogus Maht Toimeained Sailitustemperatuur
humber
First Strand 20031431 1 260yl Puhverdatud -25°CKkuni-15°C
Synthesis Mix vesilahus, mis sisaldab
(FSM) sooli ja nukleotiide
Second Strand Mix 20031432 1 720 pl Puhverdatud -25°Ckuni-15°C
(SSM) vesilahus, mis sisaldab
sooli, DNA
polimeraasi, RNaas
H-d ja nukleotiide
Elution Primer Frag 20031433 1 250yl Puhverdatud -25°Ckuni-15°C
Mix (EPH3) vesilahus, mis sisaldab
sooli ja juhuslikke
heksameere
Reverse 20031434 1 70 i Puhverdatud -25°Ckuni-15°C
Transcriptase vesilahus, mis sisaldab
(RVT) poordtranskriptaasi
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Analtlsimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht

illumina

Teegivalmistuskomplekt TruSight Oncology (hoida kiilmutatuna), osa nr 20031118

Reaktiiv

End Repair A-tailing A
(ERA1-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)

Osa
number

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440
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Kogus

2

Maht

85 ul

210 pl

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 I

Toimeained

Puhverdatud
vesilahus, mis

sisaldab T4 DNA

polimeraasi ja
polinukleotiidi
kinaasi
Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab sooli ja
nukleotiide

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab sooli

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab ligaasi

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab
universaalseid
sekveneerimise
oligonukleotiide

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab
universaalseid
sekveneerimise
oligonukleotiide

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab sooli

Sailitustemperatuur

-25°Ckuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

-25°CKkuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

-25°CKkuni-15°C
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Analtlsimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht

Osa
Reaktiiv

number
Enhanced PCR Mix 20031441

(EPM)

Kogus

2

Maht

550 pl

illumina

Toimeained Sailitustemperatuur

Puhverdatud
vesilahus, mis
sisaldab DNA
polimeraasija
nukleotiide

-25°Ckuni-15°C

Teegivalmistuskomplekt TruSight Oncology (hoida kiilmas), osa nr 20031119

Reaktiiv Osa
humber

Resuspension Buffer 20031444

(RSB)

Sample Purification 20031442

Beads (SPB)

TE Buffer (TEB) 20013443
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Kogus

1

Maht

12,4 ml

6,11 mi

10 mi

Toimeained Sailitustemperatuur
Puhverdatud 2°Ckuni 8 °C
vesilahus, mis

sisaldab sooli

Vesilahus, mis 2°Ckuni8°C
sisaldab

magnetkerakesi

EDTA tris-lahus 2°Ckuni8°C
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Analtlsimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht

illumina

Indekspraimerid TruSight Oncology Comp UP Index Primers, osa nr 20031120

Toimeained: Puhverdatud vesilahus, mis sisaldab eraldi vootkoodidega oligonukleotiidide praimereid.

/N ETTEVAATUST!

Kasutage indekspraimereid Unique Index Primer (UPxx) ainult RNA- v&i DNA -proovide puhul. Arge

kasutage samas teegis korraga indekspraimereid CPxx ja UPxx.

Indekspraimer
UPO1
UP02
UP03
UP04
UP05
UP06
UP07
UP08
UP09
UP10
UPM
UP12
UP13
UP14
UP15
UP16

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

Kogus
1
1
1

Dokument nr 200007789, v08

Maht
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l
24yl
24 4l

i7 indeks
D702
D707
D717
D706
D712
D724
D705
D713
D715
D703
D710
D701
D716
D714
D718
D719

i7 jarjestus
TCCGGAGA
CTGAAGCT
CGTAGCTC
GAATTCGT
AGCGATAG
GCGATTAA
ATTCAGAA
GAATAATC
TTAATCAG
CGCTCATT
TCCGCGAA
ATTACTCG
ACTGCTTA
ATGCGGCT
GCCTCTCT
GCCGTAGG
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i5 indeks
D503
D504
D509
D510
D513
D515
D501
D502
D505
D506
D517
D518
D511
D512
D514
D516

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

Sailitustemperatuur
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
-25°C kuni-15°C
-25°Ckuni-15°C
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illumina

Indekspraimerid TruSight Oncology Comp CP Index Primers, osa nr 20031126

Toimeained: Puhverdatud vesilahus, mis sisaldab eraldi vootkoodidega oligonukleotiidide praimereid.

/N ETTEVAATUST!

Kasutage indekspraimereid Combinatorial Index Primer (CPxx) ainult DNA proovide puhul. Arge
kasutage samas teegis korraga indekspraimereid CPxx ja UPxx.

Indekspraimer Osa number Kogus

CPO1 20031461 1
CP0O2 20031462 1
CPO3 20031463 1
CP04 20031464 1
CP05 20031465 1
CP0O6 20031466 1
CPO7 20031467 1
CP08 20031468 1
CP09 20031469 1
CP10 20031470 1
CPM 20031471 1
CP12 20031472 1
CP13 20031473 1
CP14 20031474 1
CP15 20031475 1
CP16 20031476 1

Maht
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul
20 i
20 ul

i7 indeks
D721
D723
D709
D711
D723
D709
D71
D721
D709
D711
D721
D723
D71
D721
D723
D709

Jéarjestus i5 indeks Jéarjestus Sailitustemperatuur
CATCGAGG D507 ACGTCCTG -25°Ckuni-15°C
CTCGACTG D508 GTCAGTAC -25°Ckuni-15°C
CGGCTATG D519 CCGTCGCC -25°Ckuni-15°C
TCTCGCGC D520 GTCCGAGG -25°Ckuni-15°C
CTCGACTG D507 ACGTCCTG -25°Ckuni-15°C
CGGCTATG D507 ACGTCCTG -25°Ckuni-15°C
TCTCGCGC D507 ACGTCCTG -25°Ckuni-15°C
CATCGAGG D508 GTCAGTAC -25°Ckuni-15°C
CGGCTATG D508 GTCAGTAC -25°Ckuni-15°C
TCTCGCGC D508 GTCAGTAC -25°Ckuni-15°C
CATCGAGG D519 CCGTCGCC -25°Ckuni-15°C
CTCGACTG D519 CCGTCGCC -25°Ckuni-15°C
TCTCGCGC D519 CCGTCGCC -25°Ckuni-15°C
CATCGAGG D520 GTCCGAGG -25°Ckuni-15°C
CTCGACTG D520 GTCCGAGG -25°Ckuni-15°C
CGGCTATG D520 GTCCGAGG -25°Ckuni-15°C

Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate), osa nr

20031123

Reaktiiv

Target Capture
Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin
Mag Beads
(SMB)

Osa
number

20031477

20031478

Dokument nr 200007789, v08

Kogus

2

2

Maht

870 pl

7,78 ml

Toimeained Sailitustemperatuur

Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni 8 °C
mis sisaldab formamiidi

ja sooli

Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni8°C
mis sisaldab sooli ja

streptavidiiniga

kovalentselt kaetud

tahke faasi

paramagnetilisi kerakesi

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.

15/139
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Osa
Reaktiiv Kogus Maht Toimeained Saéilitustemperatuur

number
2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl Naatriumhudroksiidi 2°Ckuni8°C

lahus
Elute Target 20031480 2 290 ul Puhverdatud vesilahus 2°Ckuni8°C
Buffer 2 (ET2)
Library 20031481 1 1,04 mi Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni8°C
Normalization mis sisaldab tahke faasi
Beads 1 (LNB1) paramagnetilisi kerakesi
Library 20031482 2 4,8 ml Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni8°C
Normalization mis sisaldab sooli,
Wash 1 (LNW1) 2-merkaptoetanoolija
formamiidi

Library 20031483 2 3,5ml Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni 8°C
Normalization mis sisaldab sooli
Storage Buffer 1
(LNS1T)
Resuspension 20031444 1 12,4 ml  Puhverdatud vesilahus, 2°Ckuni8°C
Buffer (RSB) mis sisaldab sooli
Sample 20031442 2 6,11 mi Vesilahus, mis sisaldab 2°Ckuni8°C
Purification magnetkerakesi

Beads (SPB)

Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida klilmutatuna), osa
nr 20031121

Osa

Reaktiiv Kogus Maht Toimeained Sailitustemperatuur
number

Target Capture 20031486 2 521 ul Puhverdatud vesilahus, -25°C kuni-15°C
Additives 1 mis sisaldab

(TCA1) oligonukleotiide

Enhanced 20031487 1 50,4 ml  Puhverdatud vesilahus, -25°Ckuni-15°C
Enrichment mis sisaldab sooli

Wash (EEW)

Enrichment 20031488 3 1,65 ml Puhverdatud vesilahus, -25°Ckuni-15°C
Elution 2 (EE2) mis sisaldab pesuainet
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Osa
Reaktiiv Kogus
number
Enhanced PCR 20031441 2
Mix (EPM)
PCR Primer 20031490 2
Cocktail 3
(PPC3)
Library 20031491 1
Normalization
Additives 1
(LNAT)
PhiX Internal 20031492 1
Control (PX3 voi
PhiX)

Maht

550 pl

150 pl

4,6 ml

10 pl

Toimeained

Puhverdatud vesilahus,
mis sisaldab DNA
polimeraasi ja
nukleotiide

Puhverdatud vesilahus,
mis sisaldab P5 ja P7
praimereid

Puhverdatud vesilahus,
mis sisaldab sooli,
2-merkaptoetanoolija
formamiidi

Puhverdatud vesilahus,
mis sisaldab PhiX-i
geneetilist DNA-d

illumina

Sailitustemperatuur

-25°Ckuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

-25°C kuni-15°C

-25°Ckuni-15°C

Sisu komplekt TruSight Oncology Comp Content Set, osa nr 20031122

Osa

Reaktiiv Kogus
number 9

Oncology RNA 20031494 1

Probe Pool (OPR1)

Oncology DNA 20031495 1

Probe Pool 2 (OPD2)

Vajalikud, kuid komplekti mittekuuluvad reaktiivid

Amplifitseerimiseelsed reaktiivid

Maht

Toimeained

290 yl Oligonukleotiidide

sondikogum

290yl Oligonukleotiidide

sondikogum

Sailitustemperatuur

-25°Ckuni-15°C

-25°CKkuni-15°C

* DNA ja RNA ekstraheerimise ja puhastamise reaktiivid — reaktiivindudeid vt jaotisest Nukleiinhapete
eraldamine, kvantifitseerimine ja séilitamine lehekdljel 27.

* DNA ja RNA kvantifitseerimisreaktiivid — reaktiivinbudeid vt jaotisest Nukleiinhapete eraldamine,
kvantifitseerimine ja séilitamine lehekdiljel 27.

* TruSight Oncology kontrolimaterjalid:

— TruSight Oncology DNA Control (lllumina kataloogi nr 20065041)
— TruSight Oncology RNA Control (lllumina kataloogi nr 20065042)

* 100% etanool (EtOH, 200 kraadi), molekulaarbioloogilisel tasemel
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* RNaasi-/DNaasivaba vesi
Amplifitseerimisjargsed reaktiivid

* Labivoolureaktiivi komplekt NextSeq 550Dx High-Output Reagent Kit v2.5 (300 tsiiklit), (lllumina kataloogi
nr 20028871)
— Labivoolukivett NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 tsiklit)
— Labivoolureaktiivi kassett NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 tsuklit)
— Puhvrikassett NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 tsiklit)

* 100% etanool (200 kraadi), molekulaarbioloogilisel tasemel

* RNaasi-/DNaasivaba vesi

Reaktiivide sailitamine ja kasitsemine

Jargmised reaktiivikarbid tarnitakse kllmutatuna. Sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C.

Karp Osa number Labori ala

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Amplifitseerimiseelne
TruSight Oncology Comp Library Prep (hoida 20031118 Amplifitseerimiseelne
kilmutatuna)

TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Amplifitseerimiseelne
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Amplifitseerimiseelne
TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida 20031121 Amplifitseerimisjargne

kllmutatuna)

TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Amplifitseerimisjargne

/N ETTEVAATUST!

Arge hoiustage reaktiive jd4-vabas kiilmikus ega kiilmiku uksesahtlites.
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Jargmised reaktiivikarbid tarnitakse geelipakkidel, et hoida temperatuuri O °C kuni 10 °C. Sailitage temperatuuril
2 °CKkuni 8 °C.

Karp Osa number Labori ala
TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) 20031119 Amplifitseerimiseelne
TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) 20031123 Amplifitseerimisjargne

/N ETTEVAATUST!
Arge kiilmutage kerakesi (LNB1, SPB ja SMB) sisaldavaid reaktiive.

* Muutused reagentide valimuses vdivad tahendada, et materjalide seisukord on halvenenud. Valimuse
fllsilise muutuse korral (nt reaktiivi varvimuutused voi hdgusus) arge reaktiive kasutage.

* FSM, SSM, ERA1-B ja TCB1 vbivad sisaldada tootega seotud osakesi. Jargige iga reaktiivi konkreetseid
kasitsemisjuhiseid. Parast FSM-i ja SSM-i segamisetappide tegemist ei mdjuta Ulejddnud valged tootega
seotud tahked osakesed toimivust.

®* TSO Comprehensive (EU) anallisi stabiilsust on hinnatud ja toimivust kinnitatud komplekti kuni nelja
kasutuskorra jaoks. Reaktiivid on stabiilsed kuni komplekti etikettidel margitud aegumiskuupaevani.

Seadmed ja materjalid

Vajalikud, kuid komplekti mittekuuluvad seadmed ja
materjalid

Amplifitseerimiseelsed seadmed ja materjalid

Seadmed Tarnija
Ultrahelivann juurdekuuluvate lisatarvikutega Uldine laboritarnija
Vt jaotist Ultraheliatori konfiguratsiooni sétted DNA fragmenteerimiseks

lehekdljel 23.

Termotsukler jargmiste spetsifikatsioonidega: Uldine laboritarnija

» Soojendusega kaas, mida on vdimalik seadistada temperatuuridele
30 °Cja 100 °C (vdi valja lulitada, kui 30 °C pole voimalik)

e Temperatuurivahemik 4 °C kuni 99 °C

o Temperatuuri tapsus +0,25°C

« Uhildub 96 siivendiga PCR-plaatidega, 0,2 ml

o Vt Termotsuikleri rambikiirus lehekdiljel 24
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Seadmed

Keerissegur

Insertidega mikroproovide inkubaatorid (2) 96 siivendiga MIDI-plaatide
jaoks (2)

Mikrotsentrifuug

Plaadi tsentrifuug jargmiste tehniliste andmetega:
« Uhildub 96 siivendiga mikroplaatidega
o Voimalik on 280 x g (+/- 10%)

Plaadi raputi jargmiste tehniliste andmetega:
e 2 mm orbiit
o Loksutusvdime 1200 p/min ja 1800 p/min

Tihenduskiil voi -rull

Magnetalus jargmiste spetsifikatsioonidega:

» Modeldud paramagnetiliste kerakeste sadestamiseks/eraldamiseks
» Magnetid asuvad aluse kiljel (mitte p&hjal)

« Uhildub 96 siivendiga MIDI-plaatidega

Tapsuspipetid, mis suudavad mahud vahemikus 2 ul kuni 1000 pl
tapselt edastada jargmiste spetsifikatsioonidega:

« Uhe- v&i mitmekanaliline pipett kasvuga 0,02 p

« Uhe- v&i mitmekanaliline pipett kasvuga 0,1 ul, 0,2 ul v&i 0,5 u

o Uhe- v6i mitmekanaliline pipett kasvuga 1 ul v&i 2 pl

Pipetid peavad olema regulaarselt kalibreeritud ja tapsed 5% ulatuses
margitud mahust.

Automaatpipettija
Jaa- voi kilmaplokk

10 ml seroloogilised pipetid

Adhesiivtihendid 96 stivendiga plaatidele jargmiste

spetsifikatsioonidega:

o Kooritav

o Sobivad aarikuga voi poolaarikuga PCR-plaatidele

e Tugev adhesiiv, mis talub mitut temperatuurimuutust vahemikus
-20 °C kuni 100 °C

» DNaasi-/RNaasivaba

1,7 ml mikrotsentrifuugi katsutid, nukleaasivabad
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Tavaparane laboritarvete
tarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija
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Seadmed

Nukleaasivabad reaktiivimahutid (ihekordselt kasutatav vann, 50 ml)

(v6i samavaarne)

15 ml koonilised katsutid

50 ml koonilised katsutid
Sobivad aerosoolikindlad pipetiotsakud

96 slivendiga hoiuplaadid, 0,8 ml (MIDI-plaadid)

96 stivendiga PCR-plaadid, mis Uhilduvad termotstukleriga, 0,2 ml
(pollproptleenist stivendid)

Amplifitseerimisjargsed seadmed ja materjalid

Seadmed

NextSeq 550Dx Seade

Plaadi tsentrifuug jargmiste tehniliste andmetega:
« Uhildub 96 siivendiga mikroplaatidega
» Vdimalik on 280 x g (+/- 10%)

Termotstkler jargmiste spetsifikatsioonidega:

» Soojendusega kaas (100 °C)

o Temperatuurivahemik 4 °C kuni 99 °C
Temperatuuri tdpsus +0,25 °C

Uhildub 96 siivendiga PCR-plaatidega, 0,2 ml
Vt Termotsdikleri rambikiirus leheklljel 24

Keerissegur

Mikroproovide inkubaator koos vahedetailiga 96 slivendiga
MIDI-plaatide jaoks

Kuivsoojendusplokk jargmiste spetsifikatsioonidega:
o Temperatuurivahemik 25 °C kuni 99 °C
o Temperatuuri tapsus =5 °C

» Veenduge, et mikrotsentrifuugi torud Uhilduvad kuumutusplokiga

Plaadi raputi jargmiste tehniliste andmetega:
e 2 mm orbiit
o Loksutusvdime 1200 p/min ja 1800 p/min
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Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija
Uldine laboritarnija

Fisher Scientific, osa nr
AB-0859 vbi samavaarne

Uldine laboritarnija

Tarnija

lllumina, kataloogi nr
20005715

Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija
Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

illumina
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Seadmed

Mikrotsentrifuug
Tihenduskiil vai -rull

Magnetalus jargmiste spetsifikatsioonidega:

» Moeldud paramagnetiliste kerakeste sadestamiseks/eraldamiseks
» Magnetid asuvad aluse kiljel (mitte p&hjal)

« Uhildub 96 siivendiga MIDI-plaatidega

Tapsuspipetid, mis suudavad mahud vahemikus 2 ul kuni 1000 pl
tapselt edastada jargmiste spetsifikatsioonidega:

« Uhe- v&i mitmekanaliline pipett kasvuga 0,02 p

« Uhe- v&i mitmekanaliline pipett kasvuga 0,1 ul, 0,2 ul v&i 0,5 u

o Uhe- v6i mitmekanaliline pipett kasvuga 1 ul v&i 2 pl

Pipetid peavad olema regulaarselt kalibreeritud ja tapsed 5% ulatuses
margitud mahust.

Automaatpipettija
10 ml seroloogilised pipetid

Adhesiivtihendid 96 suvendiga plaatidele jargmiste

spetsifikatsioonidega:

» Kooritav

o Sobivad aarikuga voi poolaarikuga PCR-plaatidele

e Tugev adhesiiv, mis talub mitut temperatuurimuutust vahemikus
-20 °C kuni 100 °C

» DNaasi-/RNaasivaba

Mikrotsentrifuugi katsutid mahuga 2 ml, nukleaasivabad
1,7 ml mikrotsentrifuugi katsutid, nukleaasivabad

Nukleaasivabad reaktiivimahutid (ihekordselt kasutatav vann, 50 ml)
(vdi samavaarne)

15 ml koonilised katsutid

50 ml koonilised katsutid

Sobivad aerosoolikindlad pipetiotsakud
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Tavaparane laboritarvete
tarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija
Tavaparane laboritarvete
tarnija

Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija
Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija

Tavaparane laboritarvete
tarnija
Uldine laboritarnija

Uldine laboritarnija
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Seadmed Tarnija

96 slivendiga hoiuplaadid, 0,8 ml (MIDI-plaadid) Fisher Scientific, osa nr

AB-0859 vdi samavaarne

96 stivendiga PCR-plaadid, mis Uhilduvad termotstukleriga, 0,2 ml Uldine laboritarnija
(pollproptleenist stivendid)

Jaa- vdi kulmaplokk Uldine laboritarnija

Ultraheliatori konfiguratsiooni satted DNA
fragmenteerimiseks

DNA fragmentimine vdi Idikamine mdjutab anallilisi toimivust, maarates fragmendi suuruse jaotuse, mis
omakorda mdjutab sekveneerimise katvust. TSO Comprehensive (EU) anallilsi jaoks hinnati ja optimeeriti mitut
spetsiaalset ultraheliaparaadi konfiguratsiooni (Tabel 4).

Léikamisaega reguleeriti, et maksimeerida jaotises Kvaliteedikontrolllehekluljel 79 kirjeldatud mé&dikut
MEDIAN_EXON_COVERAGE. Loikamisajad (vt Tabel 4) erinesid konfiguratsioonide 18ikes, samuti mdddiku
MEDIAN_INSERT_SIZE tulemused.

Konfiguratsioone 1-4 ja 6 testiti 8-ribaliste klaaskatsutitega. Konfiguratsioon 5 kasutas thte klaaskatsutit.
Katsuti maht/mahud on toodud Tabel 4.

Konfiguratsioonide 3-6 optimeerimine (vaiksemad veevanni mahud) kasutas pulseerimist.
Konfiguratsioonid 3-5 karbiti vaiksemates mahukatsutites. Katsuti maht/mahud méjutavad
karpimisparameetreid.

Konfiguratsioon 4 (liiniandur, keskmise suurusega veevanni maht, degaseeritud vesi) vajas pikka impulsi
viivituse aega (40 sekundit), et saavutada sarnane MEDIAN_EXON_COVERAGE vérreldes konfiguratsiooniga
1ja 2 nimisisendmahul 40 ng.

Optimaalsed seadistused konfiguratsiooniks 3 andsid veidi suurema fragmendi jaotuse vorreldes teiste
konfiguratsioonidega (MEDIAN_INSERT_SIZE oli ligikaudu 5-10 aluspaari vdrra suurem).

Konfiguratsioon 3 ja 5 kasutas gaasita vett ja vaikseimat veevanni mahtu.

Peale selle vajas konfiguratsioon 3 ja 5 suurendatud DNA sisendmahtu (50 ng konfiguratsioonile 3, 60 ng
konfiguratsioonile 5), et saavutada sarnane MEDIAN_EXON_COVERAGE kui tlejaédnud nelja konfiguratsiooni
puhul, milles kasutati nimisisendmahuna 40 ng.

Konfiguratsioonil 3 ja 5 esines rohkem kahjustusi ja/v6i denaturatsiooni, mistdttu see vdhendas teegi
valmistamiseks kasutatavate dsDNA molekulide efektiivmassi.

Tsentrifuugige Idikamiskatsuteid, et tagada ettenahtud mahu saamine, kuna igasugune materjalikadu vdib
toimivust véhendada.
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Tabel 4 Hinnatud spetsiifilised ultraheliaparaadi konfiguratsioonid

Konfiguratsioon

Parameeter 1 2 3 4 5 6
Andur Liin Punkt Punkt Liin Punkt Liin
Veevanni maht 51 51 85 ml 500 ml 16 ml 1,71
Degaseeritud vesi Jah Jah Ei Jah Ei Jah
Veejahuti Jah Jah Jah Jah Jah Jah
Veevanni temperatuur 7°C 7°C 12 °C 12 °C 20°C 10°C
Tippvoimsus (PIP) 450 W 1775W S0W 350 W S0W 450 W
Véimsustegur, % 30 10 30 25 20 25
Tstkleid impulsi kohta 200 200 1000 1000 1000 600
Pulseerimine (10 s Ei Ei Jah Jah Jah Jah
impulsid)
Pulseeriv viivitusaeg Ei Ei 10s 40 s 10s 10s
kohaldu kohaldu
Léikamisaeg 250's 280's 200s' 32052 200's" 320 s2
Proovide tdotlemine 1-8 1 1 1-8 1 1-8
Partii suurus 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96
Klaasist 8-ribalise katsuti 130 pl 130 50 ul 50 ul Uks 130 pl (vGi
proovi suurus katsuti 96 mikroTUBE

(50 pl) plaat)

Pseudotoonimine Ei Ei Ei 3mmyY Ei 1,5mmY
kohaldu kohaldu kohaldu 20 mm/s kohaldu 10 mm/s juures
juures
DNA sisendmahu 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng

ekvivalent (eksonite
mediaankatvuseks)

1200 s I16ikamisaeg sisaldab 20 10-sekundilist impulssi.
2320 s I6ikamisaeg sisaldab 32 10-sekundilist impulssi.

Termotsukleri rambikiirus

Termotstikleri rambikiirus mdjutab anallilisi kvaliteedikontrolli mdddikuid (kasutatavad MSI kohad,
sihtmark-CNV bin-arvu mediaan, inserdi mediaansuurus (RNA)) samuti splaissvariantide ja fusioonide toetavaid
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lugemeid. Termotsukleri rambikiirust on soovitatav optimeerida. Naiteks kohandati testitud mudelit
vaikerambikiirusest (ja maksimaalsest) 5 °C/s kuni 3 °C/s, et saada vdrreldavaid tulemusi teiste madalama
vaikerambikiirusega mudelitega.
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Proovimaterjalide kogumine, transportimine ja
sailitamine

Jargige proovide kogumisel, transportimisel, sailitamisel ja tootlemisel standardprotseduure.

Nouded proovile

FFPE kude

TSO Comprehensive (EU) anallsi jaoks on vaja FFPE koest eraldatud 40 ng RNA-d ja/vdi 40 ng DNA-d. Nii RNA
kui ka DNA kasutamine voimaldab anallilsida kdiki esitatud variandi tlilipe. Kude tuleb fikseerida formaliini
sisaldava fikseerimisvahendiga, mis sobib molekulaaranallilisiks (nditeks 10% neutraalpuhvris formaliin). Kude ei
tohi olla dekaltsifitseeritud. Enne TSO Comprehensive (EU) anallilisi tegemist peab patoloog koeproovi uurima,
et veenduda selle anallilisiks sobivuses. Somaatiliste juhtmutatsioonide avastamiseks on vajalik vahemalt 20%
kasvajasisaldus (pindalast). MSI oleku usaldusvaarne tuvastamine mitmesuguste proovide puhul nduab
vahemalt 30% kasvajasisaldust. Kui proovi analllUsitakse vahem kui 30% kasvajasisaldusega, et maarata
tulemusi teiste varianditilpidega, vdib MS-stabiilne tulemus olla ebausaldusvaarne. MSI-kdrge tulemus on dige
sbltumata kasvaja sisaldusest.

Geeniamplifikatsioonide ja RNA variantide puhul séltub kasvajasisaldus amplifikatsiooni ulatusest voi
avaldumisest (vt jaotist Kasvajasisaldus lehekdljel 101).

Suure tdendosusega 40 ng RNA ja 40 ng DNA ekstraheerimiseks erinevatest tahke koe tllpidest on soovitatav
koemaht = 1,0 mm?3. See maht on vérdne kumulatiivse elujdulise koe pindalaga = 200 mm?, kasutades 5 um
paksusi I6ike, v8i = 100 mm?, kasutades 10 um paksusi I8ike. Koe kumulatiivne pindala on elujdulise koe
pindalade summa kdigis eraldamiseks esitatud Idikudes. Naiteks vdib koe kumulatiivse pindala 200 mm? saada,
eraldades neli 5 um paksust Iiku, igaiiks koepindalaga 50 mm?, v&i viis 10 um paksust I8iku, igaiiks
koepindalaga 20 mm?. Koenekroos vdib vahendada saadavate nukleiinhapete hulka. Valenegatiivsete
tulemuste vdimaluse minimeerimiseks vdib koe makrodissekteerida, et saavutada soovitud elujdulise kasvaja
sisaldus.

Nekrootilise koe suur hulk (= 23% pindala jargi) voib segada TSO Comprehensive (EU) anallilisi vdimet avastada
geeniamplifikatsioone ja RNA fusioone. Kui proovildigud sisaldavad kogu koepiirkonnas rohkem kui 23%
nekroosi, tuleb nekrootiline kude makrodissekteerida. Kui labor kaitab analliisiga RNA-d, tuleb I1dikude
hankimisel koeplokist valtida vdi minimeerida hemoglobiiniga kude. Vt Segavad ained lehekdljel 92.

Plaadile paigaldatud FFPE kude vdib toatemperatuuril hoida kuni 28 paeva.
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Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine ja sailitamine

* Eraldage RNA ja DNA FFPE koeproovidest, kasutades mudgilolevaid eraldamiskomplekte.
Eraldamiskomplektide erinevused vdivad mdjutada toimivust. Vt jaotist Nukleiinhapete eraldamiskomplekti
hindamine lehekdljel 91.

* Arge suurendage proteinaas K-d v6i samavaarset ensiilimi eraldamise ajal eraldamiskomplektis oleva
standardse kontsentratsiooni abil. Vt Segavad ained lehekdljel 92.

* Sailitage eraldatud nukleiinhapete varud eraldamiskomplekti tootja juhiste kohaselt.
* Sailitage ekstraheeritud DNA-d kuni 28 paeva temperatuuril -25 °C kuni -15 °C.
* Sailitage ekstraheeritud RNA-d kuni 28 pdeva temperatuuril -85 °C kuni -65 °C.

* Kontsentratsioonimuutuste valtimiseks aja jooksul m66tke DNA ja RNA 28 paeva jooksul alates teegi
valmistamise alustamisest. Kvantifitseerige RNA ja DNA, kasutades fluoromeetrilist
kvantifitseerimismeetodit, mis kasutab nukleiinhapete sidumisvarve. Nukleiinhapete kontsentratsioon peab
olema vahemalt kolme mddtmise keskmine.

* Anallisiks on vaja 40 ng igat RNaasi-/DNaasivabas vees (ei kuulu komplekti) valmistatud RNA-proovi
I6pliku mahuga 8,5 ul (4,7 ng/pul).

* Analuusiks on vaja 40 ng igat gDNA-proovi minimaalse eraldamiskontsentratsiooniga 3,33 ng/ul.
Léikamiseks on vaja I[6ppmahtu 52 pl (0,77 ng/ul), milles on lahjendina kasutatud vahemalt 40 ul TEB-d
(kuulub komplekti).

Teekide sailitamine

Teeke saate séilitada nérga sidemega PCR plaatidel 7 kuni 32 pdeva olenevalt teegi tlilbist (vt Tabel 5).

Tabel 5 Teekide sailitusajad

Teegi tulp Plate (Plaat) Paevade arv Sailitustemperatuur

cDNA PCF-i PCR <7 -25°C kuni-15°C
Fragmenditud gDNA LP PCR <7 -25°Ckuni-15°C
Rikastamiseelne ALS-i PCR =30 -25°C kuni-15°C
Rikastamisjargne ELU2 PCR <7 -25°Ckuni-15°C
Rikastamisjargne PCR PL-i PCR =30 -25°CKkuni-15°C
Normaliseeritud NL-i PCR =32 -25°Ckuni-15°C
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Hoiatused ja ettevaatusabindud

Ohutus

/N HOIATUS

See reaktiivide komplekt sisaldab potentsiaalselt ohtlikke kemikaale. Sissehingamine, allaneelamine
ning kokkupuude naha ja silmadega vdivad tekitada kehavigastusi. Ventilatsioon peab olema sobiv
ohtlike materjalide kaitlemiseks reaktiivides. Kandke kokkupuuteriskile vastavat kaitsevarustust,
sealhulgas kaitseprille, kindaid ja laborikitlit. Kdsitsege kasutatud reaktiive keemiliste jddtmetena ja
utiliseerige need kohalduvate piirkondlike, riiklike ning kohalike seaduste ja maaruste alusel.
Taiendavat keskkonna-, tervise- ja ohutusteavet vaadake ohutuskaardilt (SDS) veebilehel
support.illumina.com/sds.html.

* Kasitsege koiki proovimaterjale nakkusohtlikena.

» Jargige labori ettevaatusabindusid. Arge pipeteerige suuga. Arge s6dge, jooge ega suitsetage
tookeskkonnas. Proovide ja analiilisi reaktiivide kasitsemisel kandke lihekordseid kindaid ja
laborikitleid. Parast proovide ja anallilisi reaktiivide kasitsemist peske kaed pdhjalikult puhtaks.

Labor

* Saastumise véltimiseks korraldage laboris Ghesuunaline td6voog. Amplifitseerimiseelses ja -jargses alas
peavad olema spetsiaalsed seadmed ning materjalid (nt pipetid, pipetiotsakud, keerissegur ja tsentrifuug).
Amplifitseerimisprodukti voi sondi Glekandumise drahoidmiseks valtige amplifitseerimisjargsest alast
amplifitseerimiseelsesse alasse naasmist.

* Tehke PCR-iindekseerimise ja rikastamise etapid amplifitseerimisjargses alas, et valtida
amplifitseerimisprodukti Glekandumist.

* Teekide valmistamise protseduurid nduavad RNaasi-/DNaasivaba keskkonda. Dekontamineerige t66alad
pohjalikult RNaasi-/DNaasivaba inhibeeriva puhastusvahendiga. Kasutage plasti, mis ei sisalda DNaasi,
RNaasi ega inimese genoomi DNA-d.

* Amplifitseerimisjargsetes protseduurides puhastage tdé6pinnad ja seadmed pdéhjalikult enne ning parast igat
protseduuri varskelt valmistatud 0,5% naatriumhupokloriti (NaOCI) lahusega. Laske lahusel pindadel toimida
10 minutit ja seejarel puhkige hoolikalt 70% etull- vdi isopropuilalkoholiga niisutatud lapiga puhtaks.

* Kasutage nukleaasivabu mikrotsentrifuugi katsuteid, plaate, pipetiotsakuid ja mahuteid.

* Kasutage kogu analuusi valtel kalibreeritud seadmeid. Kalibreerige seadmed kindlasti selles protokollis
maaratud kiiruste, temperatuuride ja mahtude jargi.

* Reaktiivija proovi tdpseks doseerimiseks kasutage tappispipette. Kalibreerige regulaarselt vastavalt tootja
spetsifikatsioonidele.

* Mitmekanaliliste pipettide kasutamisel jargige alltoodud suuniseid.
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— Pipettige minimaalse mahuna = 2 pl.

— Veenduge, et kaitseotsakud sobituksid tapselt ning sobiksid mitmekanalilise pipeti kaubamargi ja
mudeliga.

— Kinnitage otsakud p&drleva liigutusega tagamaks, et kdik otsakud kinnituksid sama korralikult.
— Aspireerige 90° nurga all kdigisse otsakutesse sama vedelikumaht.
— Segage kbik komponendid parast manustamist, pipettides reaktsioonisegu lles ja alla.
— Parast valjutamist kontrollige, kas vedelik on kdigist otsakutest taielikult valjutatud.
* Kasutage kindlasti analliUsi jaoks digeid seadmeid ja maarake programmid juhiste kohaselt.

* Termotsikleri ja mikroproovide inkubaatori puhul ettenahtud temperatuurid naitavad reaktsiooni
temperatuuri, mitte tingimata seadme temperatuurisatet.

Analuius

* Valtige ristsaastumist.
— Jargige proovide ja reaktiivide kasitsemisel nduetekohaseid laboritavasid.
— Kasutage iga proovi jaoks ja iga reaktiivi valjutamise jarel uusi laboritarvikuid ning pipetiotsakuid.
— Ristsaastumise ohu vahendamiseks kasutage aerosoolikindlaid otsakuid.

— Amplifitseerimiseelsest etapist amplifitseerimisjargsesse etappi liikumisel kasutage Uhesuunalist
t6ovoogu.

— Kasitsemiseks avage korraga ainult Uks indekspraimer. Sulgege kdik indeksikatsutid korgiga kohe
parast kasutamist. Komplekt sisaldab lisakorke.

— Vahetage kindaid sageli ja igal juhul siis, kui need puutuvad kokku indekspraimerite vdi proovidega.
— Eemaldage kasutamata indekspraimeri katsutid t66alast.

— Arge pange reaktiive parast katsuti riba, vanni vdi mahutiga kasutamist varukatsutitesse tagasi.

— Segage proove pipetiga ja tsentrifuugige plaati, kui juhistes on nii 6eldud.

— Kasutage mikroplaatide loksutit. Arge segage plaate keerisseguril.

* Arge kasutage analiilisikomponente teistest reaktiivikomplekti partiidest. Reaktiivikomplekti partiid on
tuvastatavad reaktiivikomplekti karbi etiketi ja pdhipartii lehe jargi.

* Nouetekohased laboritavad on vajalikud, et valtida reaktiivide, seadmete, proovide ja teekide saastumist
nukleaaside ning PCR-i produktidega. Nukleaasi ja PCR-i produktiga saastumine v3ib pdhjustada
ebatapseid ning ebausaldusvaarseid tulemusi.

* Anallusi optimaalseks toimivuseks ja sailimiseks on ndutav dige plaaditutp. Jargige kindlasti jaotises
Kasutusjuhised leheklljel 38 toodud juhiseid proovide Ulekandmiseks plaatide vahel.

* Esitatud juhiste eiramine vib viia valetulemusteni voi vahendada oluliselt teekide kvaliteeti.

* Kuijaotises Kasutusjuhised leheklljel 38 pole peatumiskohta maaratud, jatkake kohe jargmise etapiga.
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* Sailitage analusi reaktiive voi komponente amplifitseerimiseelses ja amplifitseerimisjargses etapis
ettendhtud temperatuuril.

* Arge hoiustage reaktiive jadvabas kiilmikus ega kiilmiku uksesahtlites.
. Arge kilmutage kerakesi (LNB1, SPB ja SMB) sisaldavaid reaktiive.
* Arge kasutage valesti sailitatud reaktiive.

* Arge kalduge k&rvale iga reaktiivi puhul ettendhtud segamise ja kisitsemise protseduuridest. Reaktiivide
ebapiisav segamine vai liigne keerisseguril segamine vdib pdhjustada proovi tulemuste nurjumist.

* FSM, SSM, ERA1-B ja TCB1 vdivad sisaldada tootega seotud osakesi. Jargige iga konkreetse reaktiivi
kaitlemisjuhiseid. Parast FSM-i ja SSM-i segamisetappide tegemist ei mdjuta Ulejaanud valged tootega
seotud tahked osakesed toimivust.

* Valmistage varsked pdhisegud ja kdrvaldage jarelejaanud maht parast kasutamist.

* Pesuetappideks valmistage alati varske 80% etanoolilahus RNaasi-/DNaasivaba veega. Etanool vdib
absorbeerida dhust vett ja seeldbi tulemusi mdjutada. Kdrvaldage 80% etanool parast kasutamist vastavalt
kohalikele, piirkondlikele ja/vdi riiklikele eeskirjadele.

* Kandke ettenahtud maht lle eluaati. Noutust vaiksema eluaadimahu tlekandmine elueerimisetappide ajal
vdib tulemusi méjutada.

* Jargige ultraheliaparaatide puhul alltoodud soovitusi. Jargige kindlasti tootja juhiseid.

— Sisestage gDNA ultraheliaparaadi katsutisse aeglaselt, et valtida mullide teket. Liigsed mullid v&i
Ohutasku Idikamiskatsutis vdib pdhjustada mittetaielikku fragmentimist.

— Valjutage ultraheliaparaadi katsutitesse aeglaselt ja valtige pritsimist.

— Vedeliku Ulevoolamise ja proovi kao valtimiseks arge sisestage fragmenditud DNA eemaldamisel
pipetiotsakut ultraheliaparaadi katsuti pdhja.

* Arge pipettige proovi sisendmahuna vdhem kui 2 pl.

* Etappides, kus igasse proovisiivendisse tuleb lisada vdhem kui 10 yl materjali, arge kasutage reaktiivi
valjutamiseks vanni.

* Fragmenditud gDNA-proovide llekandmisel ultraheliaparaadi katsutitest teegivalmistuse (LP) plaadile
kasutage peene otsaga pipetti.

* Arge kasutage korraga adaptereid SUA1 ja UMI.
* Adaptereid SUA1 kasutage RNA-proovidega.
* Adaptereid UMI kasutage DNA-proovidega.

* Maarake igale teegiproovile erinevad indekspraimerid, et iga teek kordumatult tuvastada, kui see on Uksikus
labivoolukiivetis sekveneerimiseks kogumisse lisatud.

* Arge kasutage samas teegis indekspraimereid CPxx ja UPxx.
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* Proovide ja indekspraimerite mittevastavus p&hjustab tulemuste valesti esitamist positiivse proovi
puuduliku identifitseerimise tdttu. Sisestage proovide ID-d ja maarake indeksid Local Run Manager
anallisimoodul TruSight Oncology Comprehensive (EU) enne teegi valmistamise alustamist. Markige
proovide ID-d, indeksid ja plaadi stivendite asetus Ules teegi valmistamise viiteks.

* RNA-proovidest saadud teekide puhul kasutage ainult indekseid UPxx.
* DNA-proovidest saadud teekide puhul kasutage indekseid UPxx v&i CPxx.

* Sekveneerige iga labivooluklveti kohta maksimaalselt 8 RNA teekija 8 DNA teeki. Sekveneerige vahemalt
kolm teeki. Jargige suuniseid jaotises Teekide arv ja indeksite valimine lehekdljel 35.

* Parast sidumisetappi toimingutes Esimene sihtmarkide kinnistamine lehekuljel 59 ja Teine sihtmarkide
kinnistamine lehekuljel 63 jatkake kohe pesuetapiga, et valtida kerakesegraanulite kuivamist.

* Pesuetappides eemaldage 80% slivendite pdhjas olevast etanoolist. On naidatud, et jaédketanool mdjutab
tulemusi.

* Anallusi optimaalse toimivuse tagamiseks jargige jaotises Kasutusjuhised leheklljel 38.

* Protseduuri Teekide normaliseerimine lehekuljel 70 (lk 1) ajal resuspendeerige teegi kerakestegraanul
pohjalikult, et saavutada labivoolukulvetis klastri htlane tihedus.

* Teatage kohe kdigist selle tootega seotud tdsistest juhtumitest ettevdttele lllumina ning kasutaja ja
patsiendi osariigi padevale asutusele.

Protseduuriga seotud markused

* TSO Comprehensive (EU) anallilisi tddvoo saab labi viia jargmise ajakava kohaselt:

— 1. paev: cDNA siintees RNA-proovidest, DNA fragmentimine gDNA-proovidest, teekide valmistamine ja
Ule6o (esimese) hiibridisatsiooni alustamine.

— 2. paev:rikastamine, rikastatud teekide normaliseerimine ja teekide sisestamine seadmesse NextSeq
550Dx Instrument.

Kui TSO Comprehensive (EU) analllsi toédvoogu pole vBimalik selle ajakava kohaselt 1abi viia, on selle jaoks

maaratud kogu protokolli jooksul mitu ohutut peatumiskohta. Kui protokollis pole peatumiskohta maaratud,

jatkake kohe jargmise etapiga.

* RNA-ja DNA-proovidest saadud teegid saab valmistada samaaegselt eraldi stivenditesse.

* Pd&hisegu valmistamise tabelid sisaldavad mahu Ulejaéki tagamaks, et toddeldavate proovide hulga jaoks
oleks piisavalt mahtu.

* Kasutage nukleaasivaba molekulaarselt puhast vett.

* Pérast reaktiivi lisamist loputage otsakut, aspireerides ja valjutades Uks kord plaadi sobivasse slivendisse,
vélja arvatud juhul, kui protseduuris on teisiti maaratud.

* Toatemperatuur tdhendab temperatuurivahemikku 15 °C kuni 30 °C.
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* Reaktiivid, proovid ja teegid tuleb hoida kasutusjuhendi teatud etappidel kilmas. See on maaratletud kui jaal
vdi samavaarsel hoidmine.

Termotsukleri programmid

* Programmeerige amplifitseerimiseelse ja amplifitseerimisjargse termotsukleri programmid enne protokolli
kaivitamist.

* Veenduge, et PCR-plaadid sobituksid tihedalt termotsuklerisse.

* Kasutage termotsukleri tootja soovitatud plaate.

Plaadi sulgemine ja avamine
* Sulgege plaadid alati uue adhesiivse plaaditihendiga. Arge kasutage tihendeid korduvalt.
* Plaadi sulgemiseks kinnitage adhesiivne kate kindlalt plaadile, kasutades tihenduskiilu v&i -rulli.
* Katke 96 suvendiga plaat alati uue adhesiivse plaaditihendiga, enne kui jargite protokolli etappe.
— Plaadiloksutamise etapid
— Tsentrifuugimise etapid
— Termotstkleri etapid
— Hdubridisatsioonid
— Pikaajaline sailitamine
* Veenduge, et servad ja slivendid oleksid suletud, et vdhendada ristsaastumise ning aurustumise ohtu.
* Asetage plaat tasasele pinnale, seejarel eemaldage tihend aeglaselt.

* Kui markate enne tihendi eemaldamist tihendil véi plaadi siivendite seintel vedelikku vdi kondensaati,
tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

* Kasutage adhesiivseid plaaditihendeid, mis toimivad temperatuurivahemikus =20 °C kuni 100 °C ning
sobivad aarikuga vdi poolaarikuga PCR-plaatidele.

Seadmed

* Veenduge enne anallilisi alustamist, et laboripersonal oleks kursis tootja juhistega kdigi seadmete
kasutamise ja hooldamise kohta.

Plaaditulbid ja proovide Ulekandmised plaatide vahel
* AnallUsi optimaalseks toimivuseks ja sailimiseks on ndutav dige plaaditlip.

* Mahtude Ulekandmisel plaatide vahel kandke ettendahtud maht plaadi igast stivendist sihtplaadi
vastavatesse stvenditesse.

* Proovide ulekandmisel katsutiga ribade v&i plaatide vahel vdib kasutada mitmekanalilisi pipette.

* Jargige plaatide loksutamisel jargmisi suuniseid.
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— Kasutage plaatide loksutamiseks plaadiloksutit. Arge keeristage plaate.
— PCR-plaate loksutage kiirusel 1200 p/min.
— MiIDI-plaate loksutage kiirusel 1800 p/min.

— Jargige tootja juhiseid tagamaks, et plaadiloksuti hoiab plaati kindlalt.

Tsentrifuugimine
* Kui protokolli juhiste kohaselt tuleb tsentrifuugida Ithidalt, tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

* Kui markate suivendi kiilgedel voi tihendil vedelikku, tsentrifuugige plaati 280 x g juures 1 minut.

Reagentide kasitsemine

* Sulgege koik reaktiivikatsutid parast kasutamist tihedalt korgiga, et piirata aurustumist ja valtida saastumist.
* Viige reaktiivid tagasi maaratud hoiutemperatuurile, kui neid pole enam protseduuri jaoks vaja.

* Jargige reaktiivi ettevalmistamise juhiseid, mis eelnevad jaotises Kasutusjuhised leheklljel 38.

* Valmistage to6deldavate proovide arvu jaoks kindlasti ette vajalik maht péhisegu, elueerimissegu ja 80%
etanooli.

* Podhisegu ja lahuste tabelis toodud mahud sisaldavad mahu ulejaaki. Mahu llejaagid arvutatakse jargmiselt.
* Tabel14
— FSM-imaht = (7,2 yl) x (proovide + kontrollmaterjalide arv) x (1,25).
— RVT maht = (0,8 pl) x (proovide + kontrollmaterjalide arv) x (1,25).
* Tabel 21
— ERA1-Bmaht = (7,2 ) x (teekide arv) x (1,20).
— ERAT-Amaht = (2,8 ul) x (teekide arv) x (1,20).
* Tabel 29
— EE2 maht = (20,9 ul) x (teekide arv) x (1,364).
— HP3 maht = (1,1 ul) x (teekide arv) x (1,364).
* Tabel 30
— EE2 maht = (20,9 ul) x (teekide arv) x (1,364).
— HP3 maht = (1,1 ul) x (teekide arv) x (1,364).
* Tabel 36
— LNA1Tmaht = (38,1 ul) x (teekide arv) x (2,0).
— LNB1maht = (6,9 yl) x (teekide arv) x (2,0).
* Tabel 37
— EE2 maht = (30,4 pul) x (teekide arv) x (1,25).
— HP3 maht = (1,6 pl) x (teekide arv) x (1,25).
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Adapterikomplektid

TSO Comprehensive (EU) analiils sisaldab adaptereid SUA1 ja UML.
Adaptereid SUA1 kasutage RNA-proovidega. Ei ole méeldud DNA-proovidega kasutamiseks.

Adapterid UMI on m&eldud kasutamiseks DNA-proovidega. Ei ole mdeldud kasutamiseks RNA-proovidega.

Kerakeste kasitsemine

TSO Comprehensive (EU) anallius sisaldab kolme tutpi kerakesi (SPB, SMB ja LNB1). Veenduge, et
kasutaksite protseduuris diget tllpi kerakesi.

Tehke iga kerakesetilbi puhul néutud arv pesutstikleid.

Veenduge enne kasutamist, et kerakesed oleksid toatemperatuuril.
Homogeensuse tagamiseks segage kerakesi enne kasutamist 1 minut.
Kerakeste segamisel pipetiga jargige jargmisi suuniseid:

— Kasutage segatava mahu jaoks sobivat pipetti ja otsaku suurust.
— Reguleerige mahusatteks ligikaudu 50-75% proovimahust.

— Pipettige aeglaselt ilma kolbi vabastamata.

— Valtige pritsimist ja mullide teket.

— Asetage pipetiotsak graanuli kohale ja valjutage otse graanulisse, et vabastada kerakesed suvendist voi
katsutist.

— Veenduge, et kerakestegraanul oleks taielikult lahuses. Lahus peab olema tumepruun ja homogeenne.

— Hinnake, kas kerakestegraanul on olemas. Aspireerige ettevaatlikult otsakus oleva stivendi
kogugraanulite lahus ja vaadake stvendite p&hja.

Kui kerakesed on magneteraldamise etappide kaigus pipetiotsakutesse aspireeritud, valjutage kerakesed
tagasi magnetalusel oleva plaadi slvendisse. Enne protseduuri jargmise etapiga jatkamist oodake, kuni
vedelik on selge (umbes 2 minutit).

Kerakeste pesemisel jargige alltoodud ndudeid:

— Kasutage plaadi jaoks soovitatud magnetalust.

— Valjutage vedelik otse kerakestegraanulile, nii et siivendi seintel olevad kerakesed oleksid marjad.
— Hoidke plaati magnetalusel, kuni see tuleb protseduuri juhiste kohaselt eemaldada.

— Arge liigutage plaati magnetalusel.

— Kui plaat on magnetalusel, arge hairige kerakestegraanulit.

Kerakeste pesemisel vbi supernatandi eemaldamisel seadke pipetiotsakud suvendite pdhja nurga all, et
valtida vaakumi teket ja lahuse tdmbamist pipetiotsakute filtrisse.
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Teekide arv ja indeksite valimine

Enne kaituse seadistamist kavandage sekveneerimiskaituse jaoks prooviteekide arv ja prooviindeksid.
Jargmised proovi numbri suunised hdlmavad positiivseid kontrollmaterjale, kuid mitte negatiivseid/matriitsita
kontrolimaterjale (NTC). NTC-d tuleb kavandatavale kaitusele lisada téiendava proovina.

TSO Comprehensive (EU) puhul jargige ihes labivoolukiivetis sekveneerimiseks vajalike RNA ja/vdi DNA teekide
arvu maaramisel Tabel 6ja Tabel 7 toodud suuniseid. Kui sekveneerite RNA-d v5i DNA teeke eraldi, vaadake
Tabel 6. Kui sekveneerite samas labivoolurakus RNA ja DNA teeke, vaadake Tabel 7.

Tabel 6 RNA v6i DNA teekide sekveneerimine

Teegi tulp Minimaalne* Maksimaalne*
Ainult RNA 3 16
Ainult DNA 3 8

* NTC-d ei aita kaasa plekssusele.

Tabel 7 RNA ja DNA teekide sekveneerimine samal Iabivoolukivetil

Teegi tiilip Minimaalne* Maksimaalne*
RNA 3 8
DNA 3 8

* NTC-d ei aita kaasa plekssusele.
Optimaalseks reaktiivi kasutamiseks DNA ja RNA teekide jarjestamisel, kui TSO Comprehensive (EU) on
NextSeq 550Dx Instrument, jarjesta 8 RNA teeki ja 8 DNA teeki voolukliveti kohta.

Indekspraimerid identifitseerivad iga proovi liheselt, nii et teegid saab lisada Uihes Iabivoolukiivetis
sekveneerimiseks lihte kogumisse. Uhilduvad indeksikombinatsioonid kuvatakse Local Run Manager
anallisimoodul TruSight Oncology Comprehensive (EU) kaituse seadistamise ajal kuval Create Run (Kaituse
loomine). Teegi valmistamise kaigus lisage igale prooviteegile indekspraimer. Kasutage iga prooviteegi puhul
erinevat indekspraimeri segu.

Veenduge, et proovidega kasutatavad indekspraimerid vastaksid Local Run Manager analttsimoodul TruSight
Oncology Comprehensive (EU) analliisiks valitud indeksitele. Mittevastavus pbhjustab tulemuste valesti esitamist
positiivse proovi puuduliku identifitseerimise tottu.

TSO Comprehensive (EU) anallis sisaldab kaht tilpi indekseid.
* UPxx-indeksid — kasutage UPxx-indekseid RNA- vdi DNA-proovidest saadud teekide puhul.

* CPxx-indeksid — kasutage CPxx-indekseid DNA-proovidest saadud teekide puhul. Arge kasutage
CPxx-indekseid RNA-st saadud teekide puhul voi kokku ainult kolme DNA teegi sekveneerimisel.
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Ainult kolme teegi sekveneerimisel kehtivad jargmised ndudmised:

* Teegid peavad olema kdik DNA voi kdik RNA teegid.

* Arge kasutage CPxx-indeksikomplekte.

* Piisava mitmekulgsuse tagamiseks tuleb kasutada Uht jargmistest UPxx-indeksikomplektidest:
— UPO1, UP02 ja UP03
— UPO04, UPO0S5 ja UP0O6
— UPO7, UP08 ja UP09

— UP10, UP11ja UP12
Naiteks maaratakse esimesele teegile indeks UP0Q1, teisele teegile UP02 ja kolmandale teegile UP03.

TruSight Oncology kontrollmaterjalid

TSO Comprehensive (EU) vajab TruSight Oncology kontrolimaterjali, mis koosneb TruSight Oncology DNA
kontrollist ja TruSight Oncology RNA kontrollist, kui positiivsetest kontrollidest. Kasutage kontrolimaterjali
TruSight Oncology DNA Control iga DNA sekveneerimiskaituse jaoks ja kontrollmaterjali TruSight Oncology RNA
Control iga RNA sekveneerimiskaituse jaoks asjaomase teegi valmistamisel (kaasake ka kontrollmaterjalid
kombineeritud DNA ja RNA kaituste jaoks). Iga kavandatud sekveneerimiskaituse jaoks tuleb valmistada
kordumatu positiivne kontrollmaterjal. Lisateavet vt TruSight Oncology Controls pakendi infolehelt (dokumendi
nr 200009919).

Positiivse kontrollmaterjali sisendkogus on DNA ja RNA puhul 40 ng.

Kasutage asjakohast NTC-d igal RNA teegi ja igal DNA teegi valmistamisel. NTC-d sekveneeritakse Uhe teegi
valmistamise kaigus korduvalt. Jargige TruSight Oncology kontrolimaterjalide puhul neid juhiseid:

* Valmistage teegid positiivsetest kontrollmaterjalidest ja matriitsita kontrolimaterjalidest identselt
proovidega.

* Kasutage DNA NTC jaoks TEB-d.

* Kasutage RNA NTC jaoks DNaasi-/RNaasivaba vett.

* Positiivsed kontrollmaterjalid on kaasatud teegi maksimumndudesse.
* NTC-d on kaasatud teegi miinimumndudesse.

* Ainult 3 teegi sekveneerimisel kasutage NTC puhul UP-indekseid.

* Kuna NTC-d sekveneeritakse korduvalt, ei saa selle kontrolimaterjali jaoks valitud indekseid teegi
valmistamise kaigus korrata.

Jargmistes tabelites on toodud plaadi paigutusnaited teegi valmistamiseks. Iga nummerdatud veerg tahistab
Uht sekveneerimiskditust. DNA ja RNA teekide koos sekveneerimisel tahistab iga vastav veerukomplekt tht
sekveneerimiskaitust (naiteks veerg 1ja veerg 7). NTC sekveneeritakse iga veeru vdi veerukomplekti kohta.
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Tabel 8 Uhe kaituse, sh kuue patsiendiproovi teegi valmistamine

1
A Pos. DNA
kontrollmaterjal
B DNA1
C DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA 5
G DNA 6
H DNANTC

2

tdhi
tdhi
tdhi
tahi
tahi
tdhi
tdhi

tahi

3

tahi
tahi
tahi
tahi
tahi
tahi
tahi

tahi

4

tahi
tahi
tahi
tahi
tahi
tahi
tahi

tahi

Tabel 9 Kolme kaituse, sh 20 patsiendiproovi teegi valmistamine

1

Pos. DNA
kontrollmaterjal

B DNA1
C DNA 2
D DNA 3
E DNA 4
F DNA S
G DNA 6
H DNANTC

2

Pos. DNA
kontrollmaterjal

DNA7
DNA 8
DNA 9
DNA10
DNA 11
DNA 12

DNA 13
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3

Pos. DNA

kontrollmaterjal

DNA 14

DNA 15

DNA 16

DNA 17

DNA 18

DNA 19

DNA 20

4

tahi

tdhi

tahi

tahi

tahi

tdhi

tahi

tahi

Pos. RNA

5

tahi
tahi
tahi
tanhi
tahi
tahi
tahi

tanhi

kontrollmaterjal

RNANTC

RNA1

RNA 2

RNA 3

RNA 4

RNA 5

RNA 6

tahi
tahi
tdhi
tahi
tahi
tahi
tahi

tahi

6

Pos. RNA
kontrolimaterjal

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

RNA 13

illumina

7

Pos. RNA
kontrollmaterjal

RNA1
RNA 2
RNA 3
RNA 4
RNA 5
RNA 6

RNANTC

7

Pos. RNA
kontrollmaterjal

RNA 14
RNA 15
RNA 16
RNA17
RNA 18
RNA 19

RNA 20
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Kasutusjuhised

TSO Comprehensive (EU) td6voo llevaade on toodud Joonis 1 ja Joonis 2.

Teekide valmistamise toovoog

Joonis 1 on kujutatud TSO Comprehensive (EU) anallilisi teegi ettevalmistamise t66voog. RNA- ja
DNA-proovidest saadud teegid saab valmistada samaaegselt eraldi sivenditesse. Positiivseid kontrolimaterjale
ja matriitsita kontrollmaterjale td6deldakse samamoodi kui proove. Etappide vahele on margitud ohutud
peatumiskohad.

Enne protokolli alustamist sisestage kdituse ja proovi teave teave Local Run Manager analttusimoodulisse
TruSight Oncology Comprehensive (EU).Vt jaotist Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
analiilisimooduli téévoo juhend (dokument nr 200008661).
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Joonis 1 TSO Comprehensive (EU) Té6voog (1. osa)
1. paev RNA denatureerimine ja anniilimine
Aktiivne: 65 minutit

Kokku: 75 minutit

Reaktiiv: EPH3

o cDNA esimese ahela siinteesimine
Aktiivne: 10 minutit

Kokku: 50 minutit

Reaktiiv: FSM, RVT

e cDNA teise ahela siinteesimine
Aktiivne: 10 minutit

Kokku: 35 minutit

Reaktiiv: SSM

o cDNA puhastamine
Aktiivne: 30 minutit
Kokku: 40 minutit

Ohutu peatumiskoht Reaktiivid: SPB, 80% EtOH, RSB

illumina

© ona

fragmentimine
Aktiivne: 100 minutit
Kokku: 110 minutit
Reaktiiv: TEB

Ohutu peatumiskoht

e Loplik reparatsioon ja A-saba lisamine

Aktiivne: 10 minutit
Kokku: 70 minutit

Reaktiivid: ERA1-A, ERA1-B

e Adapterite ligeerimine

Aktiivne: 15 minutit
Kokku: 50 minutit

Reaktiivid: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

o Ligaasi puhastamine

Aktiivne: 40 minutit
Kokku: 50 minutit

Reaktiivid: SPB, 80% EtOH, RSB

e PCR-i indekseerimine

Aktiivne: 15 minutit
Kokku: 60 minutit

Reaktiivid: UPxx/CPxx, EPM

Ohutu peatumiskoht

® cDNA

@ LoGigatud DNA

* Aktiivsed ja koguajad on ligikaudsed.
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Rikastamise toovoog

Joonis 2 on kujutatud TSO Comprehensive (EU) rikastamise t66voog. Etappide vahele on margitud ohutud
peatumiskohad.

Joonis 2 TSO Comprehensive (EU) Té6voog (2. osa)

1. péev (jatkub) o Esimese hibridisatsiooni seadistamine
Aktiivne: 15 minutit
Kokku: tleto
Reaktiivid: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Ulesd hibridisatsioon

2. péev e Esimene sihtmarkide kinnistamine
Aktiivne: 60 minutit
Kokku: 100 minutit
Reaktiivid: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Teise hubridisatsiooni seadistamine
Aktiivne: 10 minutit

Kokku: 2—4 tundi

Reaktiivid: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Teine sihtmarkide kinnistamine
Aktiivne: 25 minutit

Kokku: 60 minutit

Reaktiivid: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Ohutu peatumiskoht

Rikastatud teekide amplifitseerimine
Aktiivne: 5 minutit

Kokku: 60 minutit

Reaktiivid: EPM, PPC3

Amplifitseeritud rikastatud teekide
puhastamine

Aktiivne: 30 minutit

Kokku: 40 minutit

o o
Ohutu peatumiskoht Reaktiivid: SPB, 80% EtOH, RSB

Teekide normaliseerimine

Aktiivne: 40 minutit

Kokku: 70 minutit

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

Ohutu peatumiskoht

Ettevalmistamine sekveneerimiseks
Aktiivhe: 30—45 minutit

Kokku: 120 minutit

Reaktiivid: HP3, RSB, PX3, HT1

QO QOO0 Q0

Ettevalmistus

® Rikastamine @ sekveneerimiseks
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Termotsuklerite programmeerimine

Enne anallilsi alustamist salvestage amplifitseerimiseelsetesse ja -jargsetesse termotsikleritesse jargmised
programmid.

Tabel 10 Amplifitseerimiseelse termotsukleri programmid

Programmi  Kaane

Protseduuri etapp Reaktsioonimaht  Termotsiikleri parameetrid

nimi temperatuur

RNA LQ-RNA 100 °C 17 pl e 65 °C 5 minutit
denatureerimine ja e 4 °C1minut
anniilimine » Hoida temperatuuril 4 °C
cDNA esimese ahela  1stSS 100 °C 25 ul e 25 °C 10 minutit
suinteesimine e 42 °C15 minutit

e 70 °C 15 minutit

e 4 °C1minut

» Hoida temperatuuril 4 °C
cDNA teise ahela 2ndSS 30°C 50 i e 16 °C 25 minutit
sunteesimine e 4 °C1minut

» Hoida temperatuuril 4 °C

MARKUS Kui etapis 2ndSS ei saa kaane temperatuuriks seada 30 °C, lllitage eelsoojendusega kaane

soojendusfunktsioon valja.

Tabel 11 Amplifitseerimisjargse termotsukleri programmid

Protseduuri Programmi  Kaane L . . .
.. Reaktsioonimaht = Termotsukleri parameetrid
etapp nimi temperatuur
PCR-i [-PCR 100 °C 50 ul » 98 °C 30 sekundit
indekseerimine o 15 tsuklit:
e 98 °C 10 sekundit
» 60 °C 30 sekundit
e 72 °C 30 sekundit
e 72 °C 5 minutit
o Hoida temperatuuril 10 °C
Esimene HYB1 100 °C 50 pl e 95 °C 10 minutit
hibridiseerimine ¢ 85°C2min30s
e 75°C2min30s
e 65°C2min30s
» Hoida temperatuuril 57°C
8-24 tundi
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Protseduuri Programmi  Kaane L

. Reaktsioonimaht
etapp nimi temperatuur
Teine HYB2 100 °C 50 ul

hubridiseerimine

Rikastatud EL-PCR 100 °C 50 pl
teekide
amplifitseerimine

Protokolliks valmistumine

illumina

Termotstikleri parameetrid

e 95 °C 10 minutit
e 85°C2min30s
e 75°C2min30s
e 65°C2min30s

o Hoida temperatuuril 57 °C

1,5-4 tundi

» 98°C30s

» 18 tsuKlit:
» 98°C10s
e 60°C30s
e 72°C30s

e 72°C5min

o Hoida temperatuuril 10 °C

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.

/N ETTEVAATUST!

Kdik toovoo protseduurid nduavad RNaasi-/DNaasivaba keskkonda.

1. Dekontamineerige tooalad pohjalikult RNaasi/DNaasi inhibeeriva puhastusvahendiga.

2. Veenduge, et amplifitseerimiseelse termotsikleri programmid oleksid maaratud. Vt jaotist Termots(iklerite

programmeerimine lehekdljel 41.

Ultraheliaparaadi seadistamiseks jargige tootja juhiseid.

V&tke RNA kontrollmaterjalid hoiult.

o g W

Votke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Ainult DNA-proovide todtlemisel jatkake otse toiminguga gDNA fragmentimine leheklljel 48.

Tabel 12 TruSight Oncology RNA teegivalmistuskomplekt (osa nr 20031127)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised

EPH3 -25°C kuni Sulatage toatemperatuurile.
-15°C

FSM -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.
-15°C

RVT -25 °C Kkuni Hoidke kulmas.
-15°C
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anniilimine

cDNA esimese ahela

slinteesimine

cDNA esimese ahela
slinteesimine
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Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
SSM -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  cDNA teise ahela slinteesimine
-15°C

Tabel 13 Teegivalmistuskomplekt TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (osa nr
20031119)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
SPB 2°Ckuni8°C Hoidke 30 minutit cDNA puhastamine
(helerohelise toatemperatuuril.

etiketiga)

RSB 2°Ckuni8°C Tooge toode cDNA puhastamine

toatemperatuurile.

RNA denatureerimine ja anniilimine

See protsess denatureerib puhastatud RNA ja praimib selle juhuslike heksameeridega cDNA stinteesi
ettevalmistamiseks.

Ettevalmistamine

1. Valmistage jargmised reaktiivid.
* EPH3-pange kdrvale.

* FSM -keeristage segamiseks. Tsentrifuugige lihidalt ja seejarel pipettige segamiseks.
Reaktiiv vdib sisaldada valgeid tootega seotud osakesi. Kasutaja sekkumine ei ole vajalik. See e
toote toimivust.

* RVT —tsentrifuugige lihidalt ja seejarel pipettige segamiseks. Hoidke kiilmas.

MARKUS RVT on viskoosne lahus. Minimeerige mulli moodustumist pipettimise ajal.

2. Uhendage mikrotsentrifuugi katsutis jirgmised mahud, et valmistada ette pdhisegu FSM + RVT.
Tabel14 FSM + RVT pohisegu*

Pohisegu . . . .

4 teeki (ul 8 teeki (ul 16 teeki (pl 24 teeki (ul
- (1D (M) (HD) (1D
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide kéasitsemine leheklljel 33.
Pipettige segamiseks 10 korda.
Hoidke pdhisegu FSM + RVT jaale kuni etapini cONA esimese ahela stinteesimine leheklljel 44.
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Protseduur

1.

10.

11.
12.
13.

14.

Hoidke ekstraheeritud RNA proovid ja RNA kontrollid sulatamise ajal kiilmana.
Protokolli Glejaanud osa puhul téddelge RNA kontrolimaterjale proovidena.

Hoidke RNA kiilmana, kui seda ei kasutata. Teavet proovide kvantifitseerimise kohta vt jaotisest Nouded
proovile lehekdljel 26.

Pipettige igat RNA-proovi segamiseks 10 korda.

Valmistage RNaasi-/DNaasivaba vee abil 40 ng igat RNA-proovi I6pliku mahuga 8,5 pl (4,7 ng/ul).
RNA kontrolimaterjalide puhul kasutage katsuti etiketil ndidatud kontsentratsiooni.

Margistage uus 96 stvendiga PCR-plaat etiketiga CF (cDNA fragmendid).
Lisage CF-i PCR-plaadi eraldi slivenditesse 8,5 pl igat RNA-proovi.

Veenduge, et prooviplaadi paigutus ja iga proovi indeksid vastaksid TSO Comprehensive (EU)
anallldsimoodulis kdituse seadistamise ajal kavandatud kaitusele.

Keeristage EPH3 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
Lisage igasse proovisuvendisse 8,5 ul EPH3.

Pange CF-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
/N ETTEVAATUST!

Sulgege servad ja siivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

Loksutage 1 minut kiirusel 1200 p/min.
Tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

Asetage termotsuklerisse ja kdivitage programm LQ-RNA.
Vtjaotist Termotsiiklerite programmeerimine lehekiljel 41.

Kui proovid jduavad temperatuurini 4 °C, hoidke neid 1 minut. Jatkake kohe jargmise etapiga.

cDNA esimese ahela siinteesimine

See protsess pdodrdtranskribeerib juhuslike heksameeridega praimitud RNA fragmendid cDNA esimesse
ahelasse, kasutades poordtranskriptsiooni.

Protseduur

Eemaldage CF-i PCR-plaat termotsiklerist.

2. Pipettige 10 korda pdhisegu FSM + RVT segamiseks. Veenduge, et FSM + RVT segu oleks taiesti
homogeenne.

3. Lisage igasse proovisuvendisse 8 yl pdhisegu FSM + RVT.

4. Pipettige segamiseks 10 korda.

5. Korvaldage ulejaanud pdhisegu FSM + RVT.

6. Pange CF-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
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Sulgege servad ja suvendid tihedalt, et valtida aurustumist.
Loksutage 1 minut kiirusel 1200 p/min.
Tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

9. Asetage termotsiklerisse ja kdivitage programm 1stSS.
Vt jaotist Termotsliklerite programmeerimine leheklljel 41.

10. Kui proovid jduavad temperatuurile 4 °C, jatkake kohe jargmise etapiga.
Esimese ahela proove v&ib hoida temperatuuril 4 °C kuni 5 minutit.

cDNA teise ahela sunteesimine

See protsess eemaldab RNA-matriitsi ja siinteesib kaheahelalise cDNA.

Ettevalmistamine

1. Valmistage ette SSM:
a. Poodrake segamiseks 10 korda.

b. Tsentrifuugige lihidalt. Reaktiiv vdib sisaldada valgeid tootega seotud osakesi. Sekkumine ei ole vajalik.
See ei mojuta toote toimivust.

Protseduur

1. Eemaldage CF-i PCR-plaat termotsuklerist.
2. Lisage igasse proovisiivendisse 25 pl SSM-i.

3. Pange CF-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

4. Loksutage 1 minut kiirusel 1200 p/min.
Tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

6. Asetage termotslklerisse ja kaivitage programm 2ndSS.
Vtjaotist Termotsiiklerite programmeerimine lehekiljel 41.

7. Kuiproovid jduavad temperatuurile 4 °C, oodake 1 minut ja jatkake kohe jargmise etapiga.

cDNA puhastamine

See protsess kasutab cDNA puhastamiseks soovimatutest reaktsiooni komponentidest SPB-d. Kerakesi
pestakse kaks korda varske 80% etanooliga. cDNA elueeritakse RSB-ga.

Ettevalmistamine

1. Valmistage jargmised reaktiivid.

* SPB-veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril.

Dokument nr 200007789, v08 45 /139

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.



Analtlsimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht

illumina

* RSB-pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.
Valmistage 15 ml vdi 50 ml koonilisse katsutisse varske 80% EtOH nagu jargnevalt naidatud.

Tabel 15 Valmistage ette varske 80% EtOH

Reaktiiv 4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki
100% EtOH, puhas 2mi 4 ml 8 mi 12 ml
RNaasi-/DNaasivaba vesi 500 p Tml 2ml 3mi

3. Keeristage varsket 80% EtOH-d segamiseks.

4. Margistage uus 96 suvendiga MIDI-plaat etiketiga BIND1 (cDNA sidumine).

5. Katke ja pange kdrvale.

6. Pange valmis magnet.

Protseduur

Sidumine

1. Eemaldage CF-i PCR-plaat termotsuklerist.
Keeristage SPB-d 1 minut kerakeste resuspendeerimiseks.

3. Lisage 90 ul SPB-d kohe igasse BIND1 MIDI-plaadi proovislivendisse.
Kui kasutate SPB valjutamiseks vanni, arvestage proovi kohta piisava materjali alikvootimisel
Ulejaagiteguriga 1,15. Kui SPB on kdigisse proovisltivenditesse lisatud, kdrvaldage Ulejaanud materjal.

4. Kandke iga proovi tervikmaht (50 pl) CF-i PCR-plaadilt BIND1 MIDI-plaadi vastavasse sivendisse.
Kdérvaldage tuhi CF-i PCR-plaat.

6. Pange BIND1 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suivendid tihedalt.

7. Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

8. Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril.

10.

Asetage BIND1 MIDI-plaat 5 minutiks magnetalusele.

Hoidke plaati magnetalusel. Eemaldage tasemele 200 pl seatud pipeti abil kdigist proovistivenditest kogu
supernatant, hdirimata kerakestegraanulit, ning kdrvaldage see.

Pesemine

1.

Peske kerakesi jargmiselt.
a. Hoidke BIND1 MIDI-plaati magnetalusel ja lisage igasse slivendisse 200 pl varsket 80% EtOH-d.
b. Oodake 30 sekundit.

c. Eemaldage tasemele 200 pl seatud pipeti abil kdigist proovislivenditest kogu supernatant, hairimata
kerakestegraanulit, ning kdrvaldage see.

2. Peske kerakesi teist korda.
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3. Kasutage pipetti, et eemaldada ja visata ara igast slivendist jarelejaanud EtOH.
4. Kdrvaldage kasutamata 80% EtOH.

Elueerimine

Eemaldage BIND1 MIDI-plaat magnetaluselt.
Poodrake voi keeristage RSB-d segamiseks.
Lisage igasse proovisuvendisse 22 ul RSB-d.

Pange BIND1 MIDI-plaadile adhesiivhe plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt.

A o b~

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
Inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril.

Asetage 2 minutiks magnetalusele.

® N o o

Margistage uus 96 stivendiga MIDI-plaat etiketiga PCF (Puhastatud cDNA fragmendid).
Kui peatute asendis OHUTU PEATUMISKOHT lehekuljel 47, kasutage PCR-plaati.

9. Kandke 20 pl eluaati igast BIND1 MIDI-plaadi proovistivendist PCF-plaadi vastavasse slivendisse.

10. Kdrvaldage tihi BIND1 MIDI-plaat.

11. Lisage 30 pl RSB-d igasse PCF-plaadi proovisivendisse.

12. Pipettige segamiseks 10 korda.

13. Pange PCF-plaadile adhesiivne plaaditihend ja hoidke kiilmas.

14. Pange EPH3, FSM, RVT ja SSM tagasi hoiule.

15. Kui tdotlete ainult RNA -st (cDNA)-st parinevaid proove ja ei peatu ohutus peatumiskohas, jatkake jaotisega
Léplik reparatsioon ja A-saba lisamine lehekuljel 51.

OHUTU PEATUMISKOHT

Peatumisel tsentrifuugige PCF-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni
-15 °C kuni 7 péeva.

Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.
1. Vdtke DNA kontrolimaterjalid hoiult.
2. Vodtke reaktiivikatsuti karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 16 Teegivalmistuskomplekt TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) (osa nr
20031119)

Reaktiiv  Sailitamine  Sulatamisjuhised Protokolli etapp
TEB 2 °C kuni Tooge toode toatemperatuurile. gDNA fragmentimine
8°C
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gDNA fragmentimine

See protsess fragmendib gDNA ja loob dsDNA fragmendid 3' vdi 5' lleulatustega.
Ettevalmistamine

1. Proovide kvantifitseerimiseks jargige kindlasti jaotise Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine ja
sdilitamine lehekdljel 27.

2. Valmistage ette TEB - pdorake voi keeristage segamiseks.

Protseduur

Plaadi valmistamine
Valmistage plaat ette Uhel jargmisest meetodist:
* Toodelge gDNA-proove samaaegselt cDNA-proovidega PCF-i MIDI-plaadil.
a. Margistage PCF-i MIDI-plaat etiketiga LP (Teegi valmistamine).
b. Hoidke kilmas ja pange kdrvale toimingus Fragmenditud DNA Ulekandmine lehekUljel 49 kasutamiseks.

* Toodelge gDNA-proove samaaegselt cDNA-proovidega, nii et PCF-i PCR-plaat on kiilmutatud.

a. Sulatage PCF-i PCR-plaat toatemperatuurile.

b. Tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

c. Pipettige segamiseks 10 korda.

d. Margistage uus 96 slivendiga MIDI-plaat etiketiga LP (Teegi valmistamine).

e. Kandke iga proovi tervikmaht (50 ul) PCF-i PCR-plaadilt LP MIDI-plaadi vastavasse suvendisse.

f. Koérvaldage PCF-i PCR-plaat.

g. Pange peale adhesiivne plaaditihend ja hoidke kllmas kuni toiminguni Fragmenditud DNA tilekandmine

lehekiljel 49.
* Toodelge ainult gDNA-proove.

a. Margistage uus 96 slivendiga MIDI-plaat etiketiga LP (Teegi valmistamine).
Kui peatute asendis OHUTU PEATUMISKOHT lehekdljel 49, kasutage PCR-plaati.

b. Katke ja pange kdrvale toimingus Fragmenditud DNA llekandmine lehekuljel 49 kasutamiseks.

gDNA lahjendamine

1. Sulatage gDNA-proovid ja DNA kontrollmaterjalid toatemperatuuril.
2. Pipettige igat gDNA-proovi segamiseks 10 korda.

3. Tsentrifuugige katsutit Iihidalt, et tilgad kokku koguda.

4. Poorake voi keeristage TEB-d segamiseks.
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5. Kasutage TEB-d iga gDNA-proovi valmistamiseks 16pliku mahuga 52 pl. Teavet sisendkoguste ja
minimaalsete kontsentratsioonide kohta vastavalt proovi tllbile vaadake jargmisest tabelist.

* AnalluUsi jaoks on ndutav minimaalne ekstraheerimiskontsentratsioon, et véimaldada 52 pyl mahust
eraldada vahemalt 40 pl TEB-d.

* DNA kontrollmaterjalide puhul kasutage katsuti etiketil naidatud kontsentratsiooni.

* Proovikao valtimiseks arge pipettige sellesse lahusesse vahem kui 2 pl proovi.

Minimaalne kontsentratsioon

Proovi tiil Sisendkogus (ng)
P gs fhg (ng/ul)
FFPE 40 3,33
Control (Kontrolimaterjal) 40 Vt katsuti etiketti
Fragmentimine

1. Lisage 52 pligat gDNA-proovi ultraheliaparaadi katsuti eraldi slivendisse.

/N ETTEVAATUST!

Sisestage gDNA katsutisse aeglaselt, jalgides, et katsuti pdhjas ei oleks 6hutaskuid. Lisateavet vt
jaotisest Anallitis lehekdljel 29 ja tootja juhistest.

2. Markige Ules riba asend.

3. Fragmentige gDNA ultraheliaparaadi abil.

Fragmenditud DNA ulekandmine

1. Veenduge, et prooviplaadi paigutus ja indeksid sobiksid iga proovi puhul seeriaga, mille valite analtitsi jaoks
TSO Comprehensive (EU) anallilisimoodulis.

2. Proovi kogumiseks jargige ultraheliaparaadi tootja juhiseid.
Mdne ultraheliaparaadi katsutitlitibi puhul on proovi katsutis tihendamiseks vajalik tsentrifuugimine.

3. Kandke iga fragmenditud gDNA-proovi puhul peenotsakuga pipeti abil LP MIDI plaadi tiihja siivendisse 3
korda 16,7 pl.

4. Pange LP MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

OHUTU PEATUMISKOHT

Peatumisel pange LP PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend ja tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut. Sailitage
temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 7 paeva.

Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.
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Veenduge, et amplifitseerimisjargse termotstkleri programmid oleksid maaratud. Vt jaotist Termotstiklerite
programmeerimine lehekljel 41.

1. Valmistage ette jadamber vbi samavaarne.
2. Votke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 17 Teegivalmistuskomplekti TruSight Oncology Comp Library Prep (hoida kilmutatuna) karp
(osanr20031118)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
ERAT-A -25 °C kuni Hoidke kilmas. Loplik reparatsioon ja A-saba
-15°C lisamine
ERA1-B -25 °C Kkuni Sulatage toatemperatuurile.  Ldplik reparatsioon ja A-saba
-15°C lisamine
ALB1 -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Adapterite ligeerimine
-15°C
LIG3 -25°C kuni Hoidke kilmas. Adapterite ligeerimine
-15°C
SUA1 (sinise  -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Adapterite ligeerimine
korgiga) -15°C
UMI (valge -25 °C Kkuni Sulatage toatemperatuurile.  Adapterite ligeerimine
korgiga) -15°C
STL -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Adapterite ligeerimine
-15°C
EPM -25°C kuni Hoidke kilmas. PCR-iindekseerimine
-15°C
Tabel 18 Teegivalmistuskomplekti TruSight Oncology Comp Library Prep (Refrigerate) karp (osa nr
20031119)
Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
SPB 2°Ckuni8°C Hoidke 30 minutit Ligaasi puhastamine
(helerohelise toatemperatuuril.
etiketiga)
RSB 2°Ckuni8°C Tooge toode Ligaasi puhastamine

toatemperatuurile.

Tabel 19 Indekspraimerite TruSight Oncology Comp UP Index Primers karp (osa nr 20031120)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
UPxx -25°C kuni Sulatage sobivad PCR-iindekseerimine
-15°C indekspraimeri katsutid
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Tabel 20 Indekspraimerite TruSight Oncology Comp CP Index Primers karp (osa nr 20031126)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
CPxx -25 °C Kkuni Sulatage sobivad PCR-i indekseerimine
-15°C indekspraimeri katsutid

toatemperatuurile.

Loplik reparatsioon ja A-saba lisamine

See protsess repareerib fragmentimise tagajarjel tekkinud lleulatused lleulatuva A-saba otstesse, kasutades
pdhisegu End Repair A-Tailing (ERA1).

Selle segu 3' kuni 5' eksonukleaasne aktiivsus eemaldab 3' Uleulatused ja 5' kuni 3' polimeraasne aktiivsus
taidab 5' Uleulatused. 3' otstele lisatakse selle reaktsiooni kdigus A-saba, et valtida adapteri
ligatsioonireaktsiooni ajal nende ligeerumist liksteise kiilge.

Ettevalmistamine

1. Eelsoojendage kaht MIDI soojendusploki insertidega mikroproovide inkubaatorit jargmiselt.
* Eelsoojendage mikroproovide inkubaator temperatuurini 30 °C.
* Eelsoojendage mikroproovide inkubaator temperatuurini 72 °C.

2. Valmistage jargmised reaktiivid.
* ERA1-A-tsentrifuugige lihidalt ja seejarel pipettige segamiseks. Hoidke kilmas.

* ERA1-B-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
Kontrollige vdimaliku sademe suhtes. Sademe olemasolul soojendage katsuti temperatuurini 37 °C ja
seejarel pipettige segamiseks, kuni sade lahustub.

3. Valmistage mikrotsentrifuugi katsutis pdhisegu ERA1.
Tabel 21 ERA1 pdhisegu*

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

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide késitsemine lehekuljel 33.

4. Homogeensuse tagamiseks pippetige aeglaselt 10 korda ja tsentrifuugige seejarel lihidalt. Hoidke ERA1
pohisegu kiilmas.

5. Plaadi ettevalmistamiseks valige Uks jargmistest meetoditest:
*  Kui proovid on MIDI-plaadil, valmistage neid ette jargmiselt.
a. Margistage uuesti MIDI-plaat etiketiga LP2 (Teegi valmistamine 2).

b. Kui mdned proovid asuvad eraldi MIDI-plaatidel, viige kdik proovid sama MIDI-plaadi eraldi
suvenditesse vastavalt plaadi paigutusele.
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Kui plaat on kilmutatud, valmistage see ette jargmiselt.

Sulatage PCF-i PCR-plaat v6i LP PCR-plaat toatemperatuurile.

Tsentrifuugige plaati 280 x g juures 1 minut.

Pipettige segamiseks 10 korda.

Margistage uus 96 stivendiga MIDI-plaat etiketiga LP2 (Teegi valmistamine 2).

Kandke iga proovi tervikmaht 50 pl PCF-i PCR-plaadilt vdi LP PCR-plaadilt LP2 MIDI-plaadi
vastavasse stvendisse.

f. Kdrvaldage PCF-i PCR-plaat vdi LP PCR-plaat

® o 0 T o

Protseduur

1. Lisage LP2 MIDI-plaadiigasse proovisivendisse 10 pl pdhisegu ERAT.

Kdérvaldage ulejagdnud pdhisegu ERA1.

w

Pange LP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

© N o g bk

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

Inkubeerige eelsoojendatud mikroproovide inkubaatoris 30 minutit temperatuuril 30 °C.
Kandke kohe lle teise eelsoojendatud mikroproovide inkubaatorisse.

Inkubeerige 20 minutit temperatuuril 72 °C.

Hoidke LP2 MIDI-plaati 5 minutit kiilmas.

Adapterite ligeerimine

See protsess ligeerib adapterid cDNA ja/v6i gDNA fragmentide otstesse.

Anallitis TSO Comprehensive (EU) sisaldab adaptereid SUA1 ja UML.

* Adaptereid SUAT kasutage RNA-proovidega.

* Adaptereid UMI kasutage DNA-proovidega.

Ettevalmistamine

1. Valmistage jargmised reaktiivid.

ALB1 - keeristage segamiseks vahemalt 10 sekundit ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
LIG3 - tsentrifuugige lihidalt ja seejarel pipettige segamiseks. Hoidke kililmas.

SUA1 - keeristage segamiseks vahemalt 10 sekundit ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
UMI - keeristage segamiseks vahemalt 10 sekundit ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

STL - pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.

Dokument nr 200007789, v08

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.

illumina

52 /139



Anallisimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht illumina

Protseduur

© © N o

1.

Eemaldage LP2 MIDI-plaat jaalt vdi samavaarselt.

Lisage LP2 MIDI-plaadiigasse proovistvendisse 60 pl ALB1-e. ALB1 on viskoosne lahus. Pipettige aeglaselt,
et minimeerida mullide moodustumist.

Lisage igasse proovisuvendisse 5 pl LIG3.

Lisage adapterid jargmiselt.

Arge kasutage korraga eri tllpi adaptereid.

* [RNA-proovi siivendid]—Lisage 10 pl SUA1 (sinise korgiga) igale RNA-st saadud proovile.
* [DNA-proovi stivendid]—Lisage 10 pl UMI-d (valge korgiga) igale DNA-st saadud proovile.
Pange LP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

Sulgege servad ja suvendid tihedalt.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

Inkubeerige 30 minutit toatemperatuuril.

Keeristage STL-i segamiseks ja seejarel tsentrifuugige luhidalt.

Lisage LP2 MIDI-plaadiigasse proovistivendisse 5 ul STL-i.

. Pange LP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

Ligaasi puhastamine

See protsess kasutab SPB-d adapteriga ligeeritud cDNA v&i gDNA fragmentide puhastamiseks ning eemaldab
soovimatud produktid. Kerakesi pestakse kaks korda varske 80% etanooliga. Adapteriga ligeeritud proove
elueeritakse RSB-ga.

Ettevalmistamine

1.

Valmistage jargmised reaktiivid.

* SPB-veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril.
* RSB -pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.

Valmistage 15 ml vdi 50 ml koonilisse katsutisse varske 80% EtOH.

Tabel 22 Valmistage ette varske 80% etanool

Reaktiiv 4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
100% EtOH, puhas 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
RNaasi-/DNaasivaba 500 pl Tml 2ml 3ml 6 ml
vesi
3. Keeristage varsket 80% EtOH-d segamiseks.
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4. Pange valmis magnet.
Protseduur
Sidumine
1. Keeristage SPB-d 1 minut kerakeste resuspendeerimiseks.
2. Lisage 112 ul SPB-d kohe igasse LP2 MIDI-plaadi proovislivendisse.
Kui kasutate SPB valjutamiseks vanni, arvestage proovi kohta piisava materjali alikvootimisel
Ulejaagiteguriga 1,15. Kui SPB on kdigisse proovislivenditesse lisatud, kdrvaldage Ulejaanud materjal.
3. Pange LP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt.
4. Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
5. Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril.
6. Asetage LP2 MIDI-plaat 10 minutiks magnetalusele.
7. Eemaldage tasemele 200 pl seatud pipeti abil kdigist proovistivenditest kogu supernatant, hairimata

kerakestegraanulit, ning kdrvaldage see.

Pesemine

1.

Peske kerakesi jargmiselt.
a. Hoidke LP2 MIDI-plaadi magnetalusel ja lisage igasse proovistivendisse 200 pl varsket 80% EtOH-d.
b. Oodake 30 sekundit.

c. Eemaldage tasemele 200 pl seatud pipeti abil kdigist proovislivenditest kogu supernatant, hairimata
kerakestegraanulit, ning kdrvaldage see.

Peske kerakesi teist korda.
Kasutage pipetti, et eemaldada ja visata ara igast suvendist jarelejaanud EtOH.
Koérvaldage kasutamata 80% EtOH.

Elueerimine

A o b~
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Eemaldage LP2 MIDI-plaat magnetaluselt.
Poodrake voi keeristage RSB-d segamiseks.
Lisage igasse proovisuvendisse 27,5 ul RSB-d.

Pange LP2 MIDI-plaadile adhesiivhe plaaditihend.
Sulgege servad ja sltivendid tihedalt.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
Inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril.
Asetage LP2 MIDI-plaat 2 minutiks magnetalusele.

Margistage uus 96 suivendiga PCR-plaat etiketiga LS (Teegiproovid).
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9. Kandke 25 pligat eluaati LP2 MIDI-plaadilt LS-i PCR-plaadi vastavasse suvendisse.
10. Kdrvaldage tihi LP2 MIDI-plaat.

PCR-i indekseerimine

Selles etapis amplifitseeritakse teegifragmente praimeritega, mis lisavad proovi multipleksimiseks
indeksijarjestusi. Saadud toode sisaldab klastri loomiseks vajalike adapteritega piirnevate cDNA ja/vdi DNA
fragmentide taielikku teeki.

Ettevalmistamine

1.

Valmistage jargmised reaktiivid.

* EPM - hoidke kiilmas.

* UPxx—keeristage segamiseks ja tsentrifuugige lihidalt. UPxx on rakenduses Local Run Manager kaituse
seadistamise ajal kuval Create Run (Kaituse loomine) valitud indekspraimer.

* CPxx -keeristage segamiseks ja tsentrifuugige lihidalt. CPxx on rakenduses Local Run Manager kaituse
seadistamise ajal kuval Create Run (Kaituse loomine) valitud indekspraimer.

Veenduge, et iga proovi indeksid vastaksid TSO Comprehensive (EU) analliisimooduli seadistamise ajal
kavandatud kaitusele. Jargige kindlasti jaotises Teekide arv ja indeksite valimine lehekljel 35) toodud
juhiseid indeksite valimise kohta.

/N ETTEVAATUST!

Proovide ja indekspraimerite mittevastavus pdhjustab tulemuste valesti esitamist positiivse proovi
puuduliku identifitseerimise tottu.

Protseduur

1.

Lisage 5 pl sobivat indekspraimerit (UPxx v8i CPxx) LS-i PCR-plaadi vastavasse proovislivendisse vastavalt
valitud indeksitele.

/N ETTEVAATUST!

Kasitsege ja avage korraga ainult Uks indekspraimeri katsuti. Sulgege kdik indeksikatsutid uue
korgiga kohe parast kasutamist. Arge kasutage erinevaid indekspraimereid korraga.

2. Keeristage EPM-i segamiseks 5 sekundit ja seejarel tsentrifuugige lthidalt.
Lisage igasse proovisuvendisse 20 pl EPM-i.
Pange LS-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suivendid tihedalt, et valtida aurustumist.
5. Loksutage 1 minut kiirusel 1200 p/min.
6. Pange amplifitseerimiseelsed reaktiivid tagasi hoiule.
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/N ETTEVAATUST!

Tehke kdik jargmised toimingud amplifitseerimisjargses alas, et valtida amplifitseerimisprodukti
Ulekandumist.
7. Tsentrifuugige LS-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut.

8. Asetage eelprogrammeeritud amplifitseerimisjargsesse termotsuklerisse ja kaivitage programm I-PCR.
Vtjaotist Termotstiklerite programmeerimine lehekdljel 41.
Kui jatkate toiminguga Esimese hlibridisatsiooni seadistamine lehekliljel 57), jargige reaktiivide
sulatamisjuhiseid jaotises ,Ettevalmistamine protokolli etappideks”.

9. Kuiprogramm I-PCR on I18ppenud, tsentrifuugige LS-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut.
10. Margistage plaat uuesti etiketiga ALS (Amplifitseeritud teegiproovid).

OHUTU PEATUMISKOHT
Peatumisel sailitage ALS-i PCR-plaati temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 30 paeva.
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Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokollietappide labiviimiseks, mis viivad Uledd hibridisatsioonini.

1. Veenduge, et amplifitseerimisjargse termotsukleri programmid oleksid maaratud. Vt jaotist Termotsliklerite
programmeerimine lehekduljel 41.

2. Votke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 23 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) karp (osa nr
20031123)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
TCB1 2°Ckuni8°C Tooge toode Esimese hlbridisatsiooni
toatemperatuurile. seadistamine

Tabel 24 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida klilmutatuna) karp (osa nr
20031121)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
TCA1 -25°C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Esimese hibridisatsiooni
-15°C seadistamine

Tabel 25 Sisu komplekti TruSight Oncology Comp Content Set karp (osa nr 20031122)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp

OPR1 -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Esimese hibridisatsiooni
(punase -15°C seadistamine

korgiga)

OPD2 (valge -25 °C kuni Sulatage toatemperatuurile.  Esimese hlibridisatsiooni
korgiga) -15°C seadistamine

Esimese hubridisatsiooni seadistamine

Selle protsessi ajal hlibridiseerub Uks oligokogum cDNA teekidesse ja teine oligokogum gDNA teekidesse, mis
valmistati toimingus PCR-i indekseerimine lehekdljel 55. Sihtpiirkondade rikastamiseks on vaja kaht
hibridiseerimisetappi. Esimeses hibridisatsioonis hibridiseeruvad oligod cDNA ja/vdi gDNA teekideks Uledo
(8 kuni 24 tundi).

Ettevalmistamine

1. Valmistage jargmised reaktiivid.

* TCB1-soojendage katsutit 5 minutit temperatuuril 37 °C. Keeristage segamiseks 10 sekundit ja seejarel
tsentrifuugige luhidalt.

* TCA1-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

* OPR1-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
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* OPD2 -keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

2. Hoiustatud ALS-i PCR-plaat sulatage toatemperatuurile ja seejarel tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.
Pipettige segamiseks.

3. Margistage uus 96 stivendiga PCR-plaat etiketiga HYB1 (Hubridiseerimine 1).

Protseduur

1. Kandke 20 ul igat cDNA ja/vdi gDNA teeki ALS-i PCR-plaadilt HYB1 PCR-plaadi vastavasse slivendisse.

2. Pange ALS-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend ja asetage plaat kdrvale.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

3. Kontrollige TCB1 vdimaliku sademe suhtes. Sademe olemasolul soojendage katsutit uuesti ja keeristage
seda, kuni kristallid lahustuvad.

4. Lisage HYB1 PCR-plaadiigasse teegistuvendisse 15 ul TCB1.
Lisage HYB1 PCR-plaadiigasse teegisivendisse 10 ul TCA1.

6. Lisage sondid.
Arge kasutage korraga eri tilipi sonde. Lisage stivendi kohta ainult (iks sondikomplekt.

* [RNA teegi stlivendid]—Lisage 5 pl OPR1 (punase korgiga) igale RNA-st saadud teegile.
* [DNA teegi suvendid]—Lisage 5 ul OPD2 (valge korgiga) igale DNA-st saadud teegile rikastamiseks.

7. Pange HYB1 PCR-plaadile adhesiivne plaaditinend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

8. Loksutage 2 minutit kiirusel 1200 p/min.

Asetage termotsuklerisse ja kdivitage programm HYB1.
Vt jaotist Termotstiklerite programmeerimine lehekdiljel 41.

10. Hubridiseerige temperatuuril 57 °C vahemalt 8 tundi ja kuni 24 tundi.
11. Pange hlbridiseerimisreaktiivid tagasi hoiule.
12. Sailitage ALS-i PCR-plaati temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 30 paeva.

Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.
2. paeva alguses vdtke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 26 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) karp (osa nr 20031123)

Reaktiiv Saéilitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp

SMB 2°Ckuni8°C Hoidke 30 minutit Esimene sihtmarkide kinnistamine
(tumesinise toatemperatuuril. Teine sihtmarkide kinnistamine
etiketiga)
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Reaktiiv Sailitamine

ET2 2°Ckuni 8°C
HP3 2°Ckuni8°C
TCB1 2°Ckuni8°C
RSB 2°Ckuni8°C

Sulatamisjuhised

Tooge toode
toatemperatuurile.

Tooge toode
toatemperatuurile.

Tooge toode
toatemperatuurile.

Tooge toode
toatemperatuurile.

Protokolli etapp

Esimene sihtmarkide kinnistamine
Teine sintmarkide kinnistamine

Esimene sihtmarkide kinnistamine
Teine sintmarkide kinnistamine
Teekide normaliseerimine

Teise hlbridisatsiooni
seadistamine

Teine sihtmarkide kinnistamine
Amplifitseeritud rikastatud teekide
puhastamine

Tabel 27 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida klilmutatuna) karp (osa nr

20031121)
Reaktiiv Sailitamine
EE2 -25°CKkuni-15°C
EEW -25°CKkuni-15°C
TCA1 -25°Ckuni-15°C

Sulatamisjuhised

Sulatage toatemperatuurile.

Sulatage toatemperatuurile.

Sulatage toatemperatuurile.

Protokolli etapp

Esimene sihtmarkide kinnistamine
Teine sintmarkide kinnistamine
Teekide normaliseerimine

Esimene sihtmarkide kinnistamine

Teise hubridisatsiooni
seadistamine

Tabel 28 Sisu komplekti TruSight Oncology Comp Content Set karp (osa nr 20031122)

Reaktiiv Séilitamine

OPR1 -25°C kuni-15°C
(punane

kork)

OPD2 -25°C kuni-15°C

(valge kork)

Sulatamisjuhised

Sulatage toatemperatuurile.

Sulatage toatemperatuurile.

Esimene sihtmarkide kinnistamine

See etapp kasutab sihitud huvipiirkondadele hiibridiseeritud sondide kinnistamiseks SMB-d. Kerakesi pestakse
kolm korda EEW-iga. Rikastatud teegid elueeritakse varske EE2 + HP3 elueerimisseguga ja neutraliseeritakse

ET2-ga.

Ettevalmistamine

Protokolli etapp

Teise hlbridisatsiooni
seadistamine

Teise hlbridisatsiooni
seadistamine

1. Eelsoojendage MIDI soojendusploki inserdiga mikroproovide inkubaator temperatuurini 57 °C.

2. Valmistage jargmised reaktiivid.
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* EEW -keeristage segamiseks 1 minut.
* EE2-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
* HP3-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

* SMB -veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril.
Kasutage selleks protseduuriks kindlasti SMB-d, mitte SPB-d.

* ET2-pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.
Valmistage mikrotsentrifuugi katsutisse varske elueerimissegu EE2 + HP3.
Tabel 29 Elueerimissegu EE2 + HP3 esimeseks* sihtmarkide kinnistamiseks

Elueerimissegu

4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
komponent
EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 ul 12 pl 24 36 i 72 ul

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide kédsitsemine lehekuljel 33.

4. Keeristage elueerimissegu EE2 + HP3 ja seejarel tsentrifuugige lihidalt. Pange korvale etapiks Elueerimine
lehekdiljel 61.

5. Margistage uus 96 stivendiga MIDI-plaat etiketiga CAP1 (Kinnistamine 1).

6. Pange valmis magnet.

Protseduur

Sidumine

1.

Eemaldage HYB1 PCR-plaat termotsuklerist.
Tsentrifuugige HYB1 PCR-plaati 280 x g juures 1 minut.
Keeristage SMB-d 1 minut kerakeste resuspendeerimiseks.

Kui sade v&i kerakestegraanul on olemas, veenduge, et saavutate toatemperatuuri, pipettige graanuli
vabastamiseks Ules ja alla ning keeristage uuesti suspendeerimiseks.

Lisage 150 ul SMB-d kohe igasse CAP1 MIDI-plaadi teegislivendisse.

Kui kasutate SMB valjutamiseks mahutit, arvestage proovi kohta piisava materjali tagamiseks alikvootimisel
Ulejaagiteguriga 1,15.

Parast SMB kdigisse proovisiivenditesse lisamist kérvaldage ulejadnud materjal.

Seadke pipett tasemele 50 ul ja kandke kdigi teekide kogumaht HYB1 PCR-plaadilt CAP1 MIDI-plaadi
vastavasse slivendisse.

Kdérvaldage tuhi HYB1 PCR-plaat.

8. Pange CAP1 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt, et valtida aurustumist.
9. Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
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10.
11.
12.

Inkubeerige eelsoojendatud mikroproovide inkubaatoris 25 minutit temperatuuril 57 °C.
Asetage CAP1 MIDI-plaat 2 minutiks magnetalusele.

Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hairimata eemaldage ja visake igast stivendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

/N ETTEVAATUST!

Jatkake kohe jargmise etapiga (Pesu lehekiiljel 61). Arge laske kerakestegraanulil seista pikka
aega ilma vedelikuta.

Pesu

1.

2.
3.
4.

Peske kerakesijargmiselt.

a. Eemaldage CAP1 MIDI-plaat magnetaluselt.

b. Lisageigasse stivendisse 200 pl EEW-d.

c. Kasutage pipetti tasemel 150 pl ja pipettige segamiseks vahemalt 10 korda. Veenduge, et kdik
kerakesed resuspendeeruksid.
Veenduge, et Uhtki kerakestegraanulit ei jadks alles, aspireerides ettevaatlikult kogu stivendis oleva
kerakestelahuse otsakusse. Kontrollige visuaalselt iga slivendi pdhja. Kerakestegraanuli olemasolul

kallutage pipetiotsakut kerakestegraanuli suhtes, et graanul vabastada. Veenduge, et kerakestegraanul
oleks taielikult kastetud lahusesse. Lahus peab olema tumepruun ja homogeenne.

d. Pange CAP1 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

o

Sulgege servad ja siivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

._h

Loksutage 4 minutit Kiirusel 1800 p/min.

Inkubeerige mikroproovide inkubaatoris 5 minutit temperatuuril 57 °C.

> @

Asetage CAP1 MIDI-plaat 2 minutiks magnetalusele.

Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hairimata eemaldage ja visake igast suvendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

Peske kerakesi teist korda.
Peske kerakesi kolmandat korda.

Kasutage peene otsaga pipetti, et eemaldada igast slivendist EEW jaak.

Elueerimine

I N

Eemaldage CAP1 MIDI-plaat magnetaluselt.

Keeristage varsket elueerimissegu EE2 + HP3 ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.

Lisage igasse CAP1 MIDI-plaadi teegislivendisse ettevaatlikult 17 ul elueerimissegu EE2 + HP3.
Kdrvaldage jarelejdanud elueerimissegu EE2 + HP3.

Pange CAP1 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt.
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12.
13.

14.
15.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
Asetage 2 minutiks magnetalusele.
Margistage uus 96 slivendiga PCR-plaat etiketiga ELU1 (Elueerimine 1).

Keeristage ET2 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige luhidalt.

. Lisage uue ELU1 PCR-plaadi igasse vastavasse teegisuvendisse 5 ul ET2.

. Kandke 15 pl eluaati CAP1 MIDI-plaadi igast teegistivendist ettevaatlikult ELU1T PCR-plaadi vastavasse

stvendisse.
Kdérvaldage tuhi CAP1 MIDI-plaat.

Pange ELU1 PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suvendid tihedalt, et valtida aurustumist.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1200 p/min.
Pange EEW tagasi hoiule.

Teise huibridisatsiooni seadistamine

See etapp seob rikastatud cDNA ja/v6i gDNA sihitud piirkonnad kinnistussondidega teist korda. Teine
hlbridisatsioon tagab kinnistatud piirkondade kdrge spetsiifilisuse. Teekide optimaalse rikastatuse tagamiseks
viige teine hubridisatsioonietapp labi temperatuuril 57 °C vahemalt 1,5 tunni ja kuni 4 tunni jooksul.

Ettevalmistamine

1.

Valmistage jargmised reaktiivid.
* TCB1-soojendage katsutit 5 minutit temperatuuril 37 °C. Keeristage segamiseks 10 sekundit ja seejarel
tsentrifuugige llhidalt.

* TCA1-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
* OPR1-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

* OPD2 -keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Protseduur

1.

Kontrollige TCB1 véimaliku sademe suhtes. Sademe olemasolul soojendage katsutit uuesti ja keeristage
seda, kuni kristallid lahustuvad.

Lisage ELU1 PCR-plaadiigasse teegistivendisse 15 ul TCB1.
Lisage igasse teegistivendisse 10 ul TCA1.

Lisage igasse slivendisse sama sond, mida kasutati esimese hiibridisatsiooni ajal. Lisage slivendi kohta
ainult Uks sondikomplekt.
Arge kasutage korraga eri tilipi sonde.

* [RNA teegi suvendid]—Lisage 5 ul OPR1 (punase korgiga) igale RNA-st saadud teegile.
* [DNA teegi suvendid]—Lisage 5 ul OPD2 (valge korgiga) igale DNA-st saadud teegile rikastamiseks.
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5. Pange ELU1 PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

6. Loksutage 2 minutit kiirusel 1200 p/min.

7. Asetage termotsiklerisse ja kaivitage programm HYB2.
Vtjaotist Termotstiklerite programmeerimine lehekdiljel 41.

8. Hubridiseerige temperatuuril 57 °C vahemalt 1,5 tundi ja kuni 4 tundi.

Pange hubridiseerimisreaktiivid tagasi hoiule.

Teine sihtmarkide kinnistamine

See etapp kasutab sihitud huvipiirkondadele hibridiseeritud sondide kinnistamiseks SMB-d. Kerakesi pestakse
Uks kord RSB-ga. Rikastatud teegid elueeritakse varske EE2 + HP3 elueerimisseguga ja neutraliseeritakse
ET2-ga.

Ettevalmistamine

1. Eelsoojendage MIDI soojendusploki inserdiga mikroproovide inkubaator temperatuurini 57 °C.
2. Valmistage jargmised reaktiivid.

* EE2-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

* HP3-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.

* SMB -veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril.
Kasutage selleks protseduuriks kindlasti SMB-d, mitte SPB-d.

* RSB -pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.
* ET2-pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.

3. Valmistage mikrotsentrifuugi katsutisse varske elueerimissegu EE2 + HP3.
Tabel 30 Elueerimissegu EE2 + HP3 teiseks* sihntmarkide kinnistamiseks

Elueerimissegu

4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
komponent
EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 pl 12 Ml 24 ul 36 ul 72 ul

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide késitsemine lehekuljel 33.
4. Keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt. Pange kdrvale etapiks Elueerimine leheklljel 65.
Margistage uus 96 stivendiga MIDI-plaat etiketiga CAP2 (Kinnistamine 2).

6. Pange valmis magnet.
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Protseduur

Sidumine

1.

10.

11.
12.

Eemaldage ELU1 PCR-plaat termotsuklerist.
Tsentrifuugige ELU1T PCR-plaati 280 x g juures 1 minut.

Keeristage SMB-d 1 minut kerakeste resuspendeerimiseks.
Kui sade v0di kerakestegraanul on olemas, veenduge, et saavutate toatemperatuuri, pipettige graanuli
vabastamiseks Ules ja alla ning keeristage uuesti suspendeerimiseks.

Lisage 150 ul SMB-d kohe igasse CAP2 MIDI-plaadi teegistivendisse.

Kui kasutate SMB valjutamiseks mahutit, arvestage proovi kohta piisava materjali tagamiseks alikvootimisel
Ulejaagiteguriga 1,15.

Parast SMB kdigisse proovislivenditesse lisamist kérvaldage ulejaanud materjal.

Seadke pipett tasemele 50 pl ja kandke kéigi teekide kogumaht ELU1 PCR-plaadilt CAP2 MIDI-plaadi
vastavasse slvendisse.

Kdérvaldage tuhi ELU1 PCR-plaat.

Pange CAP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

Inkubeerige mikroproovide inkubaatoris 25 minutit temperatuuril 57 °C.
Kui jatkate toiminguga Rikastatud teekide amplifitseerimine lehekuljel 67), jargige reaktiivide
sulatamisjuhiseid jaotises Protokolliks valmistumine.

Asetage 2 minutiks magnetalusele.

Hoidke CAP2 MIDI plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hdirimata eemaldage ja visake igast sivendist
kogu supernatant 200 pl pipetiga ara.

/N ETTEVAATUST!

Jatkake kohe jargmise etapiga (Pesu lehekiiljel 64). Arge laske kerakestegraanulil seista pikka
aega ilma vedelikuta.

Pesu

1. Eemaldage CAP2 MIDI-plaat magnetaluselt.

2. Poorake voi keeristage RSB-d segamiseks.

3. Lisage igasse suvendisse 200 pl RSB-d.

4. Pange CAP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.

o

Sulgege servad ja slivendid tihedalt.
Loksutage 4 minutit kiirusel 1800 p/min.

Asetage plaat 2 minutiks magnetalusele.
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7. Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hdirimata eemaldage ja visake igast stivendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

8. Kasutage peenotsakutega pipetti, et eemaldada igast slivendist jarelejaanud RSB.

Elueerimine

Eemaldage CAP2 MIDI-plaat magnetaluselt.

Keeristage varsket elueerimissegu EE2 + HP3 ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.
Lisage igasse CAP2 MIDI-plaadi teegistvendisse 22 pl elueerimissegu EE2 + HP3.

Kérvaldage jarelejaanud elueerimissegu EE2 + HP3.

I

Pange CAP2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
Asetage 2 minutiks magnetalusele.

Margistage uus 96 slivendiga PCR-plaat etiketiga ELU2 (Elueerimine 2).

© ©® N o

Keeristage ET2 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
10. Lisage uue ELU2 PCR-plaadi igasse vastavasse teegistvendisse 5 ul ET2.

11. Kandke 20 ul eluaati CAP2 MIDI-plaadi igast teegistvendist ettevaatlikult ELU2 PCR-plaadi vastavasse
stvendisse.

12. Koérvaldage tihi CAP2 MIDI-plaat.

13. Pange ELU2 PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suvendid tihedalt, et valtida aurustumist.

14. Loksutage 2 minutit kiirusel 1200 p/min.
15. Pange SMB, EE2, HP3, RSB ja ET2 tagasi hoiule.

OHUTU PEATUMISKOHT

Peatumisel tsentrifuugige ELU2 PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C
kuni 7 paeva.

Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.
1. Valmistage ette jadamber v6i samavaarne.

2. Vdtke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.
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illumina

Tabel 31 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida kiilmutatuna) karp (osa nr

Sulatamisjuhised

Sulatage toatemperatuurile.

Hoidke ktlmas.

Protokolli etapp

Rikastatud teekide
amplifitseerimine

Rikastatud teekide
amplifitseerimine

Tabel 32 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) karp (osa nr

20031121)
Reaktiiv Séilitamine
PPC3 -25 °C kuni
-15°C
EPM -25 °C kuni
-15°C
20031123)
Reaktiiv Séilitamine
SPB 2°Ckuni8°C
(helerohelise
etiketiga)
RSB 2°Ckuni8°C
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Sulatamisjuhised

Hoidke 30 minutit
toatemperatuuril.

Tooge toode

toatemperatuurile.
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Protokolli etapp

Amplifitseeritud rikastatud
teekide puhastamine

Amplifitseeritud rikastatud
teekide puhastamine
Ettevalmistamine
sekveneerimiseks
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Rikastatud teekide amplifitseerimine

Selles etapis kasutatakse rikastatud teekide amplifitseerimiseks praimereid.

Ettevalmistamine

1. Hoiustatud ELU2 plaat sulatage toatemperatuurile ja seejarel tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

Protseduur

1. Keeristage PPC3 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige Ilhidalt.

2. Lisage ELU2 PCR-plaadiigasse teegisuvendisse 5 ul PPC3.

3. Keeristage EPM-i segamiseks 5 sekundit ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
4. Lisage igasse teegistivendisse 20 ul EPM-i.

5. Pange ELU2 PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.

Sulgege servad ja siivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

o

Loksutage 2 minutit kiirusel 1200 p/min.

Asetage termotsiklerisse ja kdivitage programm EL-PCR.

Vtjaotist Termotsiiklerite programmeerimine lehekiljel 41.

Kui jatkate toiminguga Teekide normaliseerimine lehekdljel 70), jargige sulatamisjuhiseid jaotises
Protokolliks valmistumine.

8. Pange PPC3 ja EPM tagasi hoiule.

Amplifitseeritud rikastatud teekide puhastamine

See etapp kasutab rikastatud teekide puhastamiseks soovimatutest reaktsiooni komponentidest SPB-d.
Kerakesi pestakse kaks korda varske 80% etanooliga. Teeke elueeritakse RSB-ga.

Ettevalmistamine

1. Valmistage jargmised reaktiivid.

* SPB-veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril. Kasutage selleks protseduuriks
kindlasti SPB-d, mitte SMB-d.

* RSB-pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.
2. Valmistage 15 ml vdi 50 ml koonilisse katsutisse varske 80% etanool.

Tabel 33 Valmistage ette varske 80% etanool

Reaktiiv 4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
100% EtOH, puhas 2ml 4 ml 8 mi 12 mi 24 ml
RNaasi-/DNaasivaba 500 ul 1 ml 2ml 3ml 6 mi
vesi
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3. Keeristage varsket 80% EtOH-d segamiseks.
4. Margistage uus 96 suvendiga MIDI-plaat etiketiga BIND2 (Sideme puhastamine).
5. Pange valmis magnet.
Protseduur
Sidumine
1. Eemaldage ELU2 PCR-plaat termotsuklerist.
2. Tsentrifuugige ELU2 PCR-plaati 280 x g juures 1 minut.
3. Keeristage SPB-d 1 minut kerakeste resuspendeerimiseks.
4. Lisage 110 ul SPB-d kohe igasse BIND2 MIDI-plaadi teegistivendisse.
5. Kandke 50 pligat teeki ELU2 PCR-plaadilt BIND2 MIDI-plaadi vastavasse sivendisse.
6. Kdrvaldage tihi ELU2 PCR-plaat.
7. Pange BIND2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suivendid tihedalt.
8. Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
9. Inkubeerige 5 minutit toatemperatuuril.

10. Asetage BIND2 MIDI-plaat 5 minutiks magnetalusele.

1.

Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hdirimata eemaldage ja visake igast stivendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

Pesemine

1.

Peske kerakesi jargmiselt.

a. Hoidke BIND2 MIDI-plaat magnetalusel ja lisage igasse slivendisse 200 ul varsket 80% EtOH-d.

b. Oodake 30 sekundit.

c. Kerakestegraanulit hairimata eemaldage ja visake igast slivendist kogu supernatant 200 pl pipetiga ara.
Peske kerakesi teist korda.

Kasutage pipetti, et eemaldada ja visata ara igast stivendist jarelejaanud EtOH.

Kérvaldage kasutamata 80% EtOH.

Elueerimine

1
2
3.
4

Eemaldage BIND2 MIDI-plaat magnetaluselt.
Poorake voi keeristage RSB-d segamiseks.
Lisage igasse teegistivendisse 32 Ul RSB-d.

Pange BIND2 MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt.

Dokument nr 200007789, v08 68/139

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.



Analtlsimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht

S.
6.
7.
8.
9.

10.
1.
12. Pange SPB ja RSB tagasi hoiule.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.

Inkubeerige 2 minutit toatemperatuuril.

Asetage 2 minutiks magnetalusele.

Méargistage uus 96 suivendiga PCR-plaat etiketiga PL (Puhastatud teegid).

Kandke 30 pl igat eluaati BIND2 MIDI-plaadilt PL-i PCR-plaadi vastavasse suvendisse.

Kd&rvaldage tuhi BIND2 MIDI-plaat.

Pange PL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.

OHUTU PEATUMISKOHT

illumina

Peatumisel tsentrifuugige PL-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C
kuni 30 paeva.

Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks, mis viivad jargmise ohutu peatumispunktini.

1.

Votke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 34 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida klilmutatuna) karp (osa nr

Sulatamisjuhised

Sulatage toatemperatuurile.

Sulatage toatemperatuurile.

Protokolli etapp

Teekide normaliseerimine

Teekide normaliseerimine

Tabel 35 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) karp (osa nr

20031121)
Reaktiiv Séilitamine
LNA1 -25°C kuni
-15°C
EE2 -25°C kuni
-15°C
20031123)
Reaktiiv Séilitamine
LNB1 2°Ckuni8°C
HP3 2°Ckuni 8°C
LNW1 2°Ckuni 8°C
LNS1 2°Ckuni 8°C
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Sulatamisjuhised

Hoidke 30 minutit
toatemperatuuril.

Tooge toode

toatemperatuurile.

Tooge toode

toatemperatuurile.

Tooge toode

toatemperatuurile.

Protokolli etapp

Teekide normaliseerimine

Teekide normaliseerimine
Ettevalmistamine
sekveneerimiseks

Teekide normaliseerimine

Teekide normaliseerimine
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2. Kuijatkate samal pdeval toiminguga Ettevalmistamine sekveneerimiseks leheklljel 73, jargige

sulatamisjuhiseid jaotises Protokolliks valmistumine.

Teekide normaliseerimine

See protsess kasutab LNB1 koos lisanditega (LNA1) iga teegi koguse normaliseerimiseks, et tagada teegi
Uhtlane jaotumine kogumi teekides. Kerakesi pestakse kaks korda varske LNW1-ga. Teeke elueeritakse varske
elueerimisseguga EE2 + HP3 ja neutraliseeritakse LNS1-ga.

Ettevalmistamine

1.

Valmistage jargmine reaktiiv.

* LNB1-veenduge, et kerakesed oleksid 30 minutit toatemperatuuril.

* LNA1-keeristage segamiseks.

* EE2 -keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

* HP3-keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige Ilhidalt.

* LNW1-keeristage segamiseks. Pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.
* LNS1-keeristage segamiseks. Pange kdrvale protseduuris kasutamiseks.

Keeristage LNB1 kerakeste resuspendeerimiseks 1 minut.
Poorake LNB1 katsutit, et tagada kdigi kerakeste resuspendeerumine.

Kasutades pipettide komplekti mahuga 800 pl, pipettige LNB1 10 korda lles ja alla, et tagada
resuspendeerumine.

Valmistage koonilisse katsutisse kohe varske pohisegu LNAT + LNB1.
/N ETTEVAATUST!

Resuspendeerige taielikult katsuti pdhjas olev LNB1 kerakestegraanul, et valtida klastri ebalihtlast
tihedust.

Tabel 36 Pohisegu* LNAT + LNB1

Pohisegu komponent 4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
LNA1 305 pl 610 pl 1219 pl 1829 i 3658 ul
LNB1 55 pl 110 pl 221 ul 331l 662 pl

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide kédsitsemine lehekuljel 33.

Keeristage pdhisegu LNAT + LNB1. Pange see kdrvale etapi Seondumine lehekuljel 71.
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6. Valmistage mikrotsentrifuugi katsutisse varske elueerimissegu EE2 + HP3.
Tabel 37 Elueerimissegu EE2 + HP3 teekide normaliseerimiseks*

Elueerimissegu

4 teeki 8 teeki 16 teeki 24 teeki 48 teeki
komponent
EE2 152 pl 304 pl 608 pl 912 ul 1824
HP3 8 ul 16 32 ul 48 96 ul

* See tabel sisaldab mahu Ulejaaki. Arvutusi vt jaotisest Reagentide késitsemine lehekuljel 33.

7. Keeristage varsket elueerimissegu ja seejarel tsentrifuugige lihidalt. Pange kérvale etapiks Elueerimine
lehekiljel 72.

8. Hoiustatud PL-i PCR-plaat sulatage toatemperatuurile ja seejarel tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.
Pipettige segamiseks.

9. Margistage uus 96 slivendiga MIDI-plaat etiketiga BBN (Kerakestep&hine normaliseerimine).

10. Pange valmis magnet.

Protseduur

Seondumine

Keeristage pohisegu LNAT + LNB1.

Lisage 45 pl pdhisegu LNA1 + LNB1 kohe igasse BBN-i MIDI-plaadi teegisuvendisse.
Kdérvaldage ulejadnud pdhisegu LNA1T + LNB1.

Lisage 20 uligat teeki PL-i PCR-plaadilt BBN-i MIDI-plaadi vastavasse suvendisse.

I N

Pange BBN-i MIDI-plaadile adhesiivhe plaaditihend.
Sulgege servad ja stivendid tihedalt.

6. Loksutage 30 minutit Kiirusel 1800 p/min.

7. Pange PL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend ja pange plaat tagasi hoiule.

8. Asetage BBN MIDI-plaat 2 minutiks magnetalusele.

9. Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hairimata eemaldage ja visake igast stivendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

Pesemine

1. Peske kerakesijargmiselt.
a. Eemaldage BBN-i MIDI-plaat magnetaluselt.
b. Lisage igasse teegisiivendisse 45 ul LNW1.

c. Pange BBN-i MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt.

d. Loksutage 5 minutit kiirusel 1800 p/min.
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e. Asetage BBN MIDI-plaat 2 minutiks magnetalusele.

f. Hoidke plaati magnetalusel. Kerakestegraanulit hdirimata eemaldage ja visake igast stivendist kogu
supernatant 200 pl pipetiga ara.

2. Peske kerakesi teistkorda.

3. Kasutage peenotsakutega pipetti, et eemaldada igast slivendist jarelejaanud supernatant.

Elueerimine

Eemaldage BBN-i MIDI-plaat magnetaluselt.

Keeristage varsket elueerimissegu EE2 + HP3 ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.
Lisage igasse BBN-i MIDI-plaadi teegisuvendisse 32 ul EE2 + HP3 lahust.

Kérvaldage jarelejaanud elueerimissegu.

I

Pange BBN-i MIDI-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt.

Loksutage 2 minutit kiirusel 1800 p/min.
Asetage 2 minutiks magnetalusele.

Margistage uus 96 slivendiga PCR-plaat etiketiga NL (Normaliseeritud teegid).

© ©® N o

Kandke 30 pl eluaati BBN-i MIDI-plaadi igast teegislivendist ettevaatlikult NL-i PCR-plaadi vastavasse
stvendisse.

/N ETTEVAATUST!

Kui kerakesed on aspireeritud pipetiotsakutesse, valjutage kerakesed tagasi magnetalusel olevale
plaadile ja oodake, kuni vedelik on selge (~2 minutit), enne kui jatkate protseduuri jargmise
etapiga.

10. Kdrvaldage tihi BBN-i MIDI-plaat.

11. Keeristage LNS1 segamiseks.

12. Lisage uue NL-i PCR-plaadi igasse teegisuvendisse 30 ul LNS1.

13. Pipettige segamiseks 5 korda.

14. Pange NL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja suivendid tihedalt.

15. Pange LNB1, LNA1, EE2, LNW1 ja LNS1 tagasi hoiule.

OHUTU PEATUMISKOHT

Peatumisel tsentrifuugige NL-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C
kuni 32 paeva.
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Protokolliks valmistumine

See ettevalmistus on vajalik protokolli etappide tegemiseks kuni sekveneerimiseni.

Alustage sekveneerimise kulutarvikute ettevalmistamist reaktiivikomplektist NextSeq 550Dx High Output
Reagent Kit v2.5 (300 tsuklit) (osa nr 20028871) vahemalt tund aega enne kasutamist.

1. Eemaldage teegilahjenduspuhver (HT1) sailituskohast -25 °C kuni -15 °C. Sulatage toatemperatuurile.
Parast sulatamist hoidke kilmas.

2. Jargige NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhendis (dokument nr 1000000009513) muude komplekti
kuuluvate kulutarvikute ettevalmistusjuhiseid.

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

* Puhvrikassett NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 tsiklit)

* Labivoolukivett NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 tsuklit)
3. Votke reaktiivikatsutid karbist valja ja jargige sulatamisjuhiseid.

Tabel 38 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (hoida klilmutatuna) karp (osa nr
20031121)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
Sisemine -25 °C kuni-15 Sulatage Ettevalmistamine
kontrolimaterjal  °C toatemperatuurile. Parast  sekveneerimiseks
PhiX Internal sulatamist hoidke kllmas.

Control

(PX3 vdi PhiX)

Tabel 39 Rikastuskomplekti TruSight Oncology Comp Enrichment (Refrigerate) karp (osa nr
20031123)

Reaktiiv Sailitamine Sulatamisjuhised Protokolli etapp
HP3 2°Ckuni8°C Tooge toode Ettevalmistamine
toatemperatuurile. sekveneerimiseks
RSB (roosa 2°Ckuni8°C Tooge toode Ettevalmistamine
etiketiga) toatemperatuurile. sekveneerimiseks

Ettevalmistamine sekveneerimiseks

Iga DNA ja RNA sekveneerimiskaitus peab sisaldama positiivset kontrolimaterjali ja NTC-d. DNA ja RNA NTC-sid
sekveneeritakse vajadust moédda korduvalt, nii et iga kaitus sisaldaks NTC-d. Iga DNA ja RNA kaitus sisaldab
eraldi positiivset kontrolimaterijali.

Ettevalmistamine

1. Vtsuuniseid jaotises Teekide arv ja indeksite valimine lehekliljel 35.
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2.
3.

4. Soojendage soojendusplokk mikrotsentrifuugi katsutite jaoks temperatuurile 96 °C.

3.

Kontrollmaterjali PhiX Control lahjendamine ja denatureerimine

1.
2.

o g~ w

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga dHP3 (lahjendatud HP3).
Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga dPhiX (Lahjendatud PhiX).

Valmistage ette jadamber vdi samavaarne.

Keeristage HP3 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
Uhendage dHP3 mikrotsentrifuugi katsutis jargmised mahud.

* 10 uIHP3

* 190 yl RNaasi-/DNaasivaba vett

Keeristage dHP3 segamiseks ja seejarel tsentrifuugige IUhidalt.

Poorake voi keeristage RSB-d segamiseks.

Keeristage kontrolimaterjali PhiX segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Uhendage dPhiX-i mikrotsentrifuugi katsutis jirgmised mahud.

e 8pulRSB-d

* 2 plkontrollmaterjali PhiX

Lisage dPhiX-i katsutisse 10 pl dHP3.

Kérvaldage dHP3 katsuti.

Keeristage dPhiX-i katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.
Inkubeerige dPhiX-i denatureerimiseks 5 minutit toatemperatuuril.
Keeristage HT1 segamiseks.

Lisage dPhiX-i kohe 980 pl eeljahutatud HT1.

Keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.

Hoidke PhiX klilmas kuni selle kasutamiseni teise lahjenduse valmistamisel.
Loplik kontsentratsioon on 20 pM dPhiX-i.

Pange PhiX, HP3 ja RSB tagasi hoiule.

illumina

Teekide kogumisse lisamine ja denatureerimine TSO Comprehensive (EU) jaoks

1.
2.

Hoiustatud NL-i PCR-plaat sulatage toatemperatuurile ja seejarel tsentrifuugige 280 x g juures 1 minut.

Kasutades tasemele 30 pl seatud mitmekanalilist pipetti, pipettige teeke NL-i PCR-plaadil segamiseks 5

korda.
Kasutage iga teegi puhul uusi otsakuid.

/N ETTEVAATUST!

Optimaalse toimivuse tagamiseks peavad teegid olema pdhjalikult segatud.

3. Valige teekide kogumisse lisamiseks, denatureerimiseks ja lahjendamiseks tks jargmistest véimalustest.
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* [1. voimalus] RNA-proovidest ja DNA-proovidest saadud teekide samaaegne sekveneerimine. Vt 7.
vbéimalus: DNA ja RNA teegid koos lehekdljel 75.

* [2.vdimalus] ainult DNA-proovidest saadud teekide sekveneerimine. Vt 2. véimalus: Ainult DNA teegid
lehekiljel 76.

* [3. voimalus] ainult RNA-proovidest saadud teekide sekveneerimine. Vt 3. véimalus: Ainult RNA teegid
lehekdljel 77.

1. vdimalus: DNA ja RNA teegid koos

—_

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga PRL (Kogumisse lisatud RNA teegid).
Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga PDL (Kogumisse lisatud DNA teegid).

Kandke 10 pl igat normaliseeritud RNA (cDNA) teeki NL-i plaadilt PRL-i katsutisse.
Arge lisage kaht teeki kogumisse sama indekspraimeriga.

Kandke 10 pl igat normaliseeritud DNA teeki NL-i plaadilt PDL-i katsutisse.
Arge lisage kaht teeki kogumisse sama indekspraimeriga.

Pange NL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditinend.
Sulgege servad ja suivendid tihedalt.

Keeristage PRL-i ja PDL-i katsuteid segamiseks.

Tsentrifuugige PRL-i ja PDL-i katsuteid Ilhidalt.

Inkubeerige PRL-i ja PDL-i katsuteid soojendusplokis 2 minutit temperatuuril 96 °C.
Hoidke PRL-ija PDL-i katsuteid 5 minutit kilmas.

. Keeristage PRL-ija PDL-i katsuteid segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
. Hoidke PRL-i ja PDL-i katsuteid kilmas.

Esimese lahjenduse valmistamine

—_

A T

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL1 (Lahjendus 1).
Kandke 20 ul PDL-i tlihja DIL1 katsutisse.

Lisage DIL1 katsutisse 5 pl PRL-i.

Kdérvaldage PDL-i ja PRL-i katsutid.

Lisage DIL1 katsutisse 475 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 20).

Keeristage DIL1 katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Teise lahjenduse valmistamine

1.
2.
3.

Méargistage 2,0 ml mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL2 (Lahjendus 2).
Kandke 40 pl DIL1 tuhja DIL2 katsutisse.
Kérvaldage DIL1 katsuti.
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4.
S)
6.
7
8

10.

1.

Lisage DIL2 katsutisse 1660 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 850).

Keeristage valmistatud 20 pM dPhiX-i segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
Lisage DIL2 katsutisse 2,5 pl valmistatud 20 pM dPhiX-i.

Keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Sisestage 1300 ul DIL2 reaktiivikassetti NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 tsuiklit).
Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

Kdérvaldage DIL2 katsuti.

Tsentrifuugige NL-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 32
paeva.

Jatkake sekveneerimisega.

Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

2. vdimalus: Ainult DNA teegid

© N o g bk

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga PDL (Kogumisse lisatud DNA teegid).

Kandke 10 pl igat normaliseeritud DNA teeki NL-i plaadilt PDL-i katsutisse.
Arge lisage kaht teeki kogumisse sama indekspraimeriga.

Pange NL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt.

Keeristage PDL-i katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.
Inkubeerige PDL-i katsutit soojendusplokis 2 minutit temperatuuril 96 °C.
Hoidke PDL-i katsutit 5 minutit kiilmas.

Keeristage PDL-i katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llhidalt.
Hoidke PDL-i katsutit kiilmas.

Esimese lahjenduse valmistamine

I N

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL1 (Lahjendus 1).
Kandke 10 pl PDL-i tihja DIL1 katsutisse.

Kérvaldage PDL-i katsuti.

Lisage DIL1 katsutisse 190 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 20).

Keeristage DIL1 katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Teise lahjenduse valmistamine

1.
2.
3.

Margistage 2,0 ml mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL2 (Lahjendus 2).
Kandke 40 pl DIL1 tlhja DIL2 katsutisse.
Kdérvaldage DIL1 katsuti.
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4.
S)
6.
7
8

10.

1.

Lisage DIL2 katsutisse 1660 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 850).
Keeristage valmistatud 20 pM dPhiX-i ja seejarel tsentrifuugige luhidalt.
Lisage DIL2 katsutisse 2,5 pl valmistatud 20 pM dPhiX-i.

Keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Sisestage 1300 ul DIL2 reaktiivikassetti NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 tsuiklit).
Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

Kdérvaldage DIL2 katsuti.

Tsentrifuugige NL-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 32
paeva.

Jatkake sekveneerimisega.

Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

3. vdimalus: Ainult RNA teegid

© ® N o g &~

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga PRL (Kogumisse lisatud RNA teegid).

Kandke 10 pl igat normaliseeritud RNA (cDNA) teeki NL-i plaadilt PRL-i katsutisse.
Arge lisage kaht teeki kogumisse sama indekspraimeriga.

Pange NL-i PCR-plaadile adhesiivne plaaditihend.
Sulgege servad ja slivendid tihedalt, et valtida aurustumist.

Keeristage PRL-i katsutit segamiseks.

Tsentrifuugige PRL-i katsutit lthidalt.

Inkubeerige PRL-i katsutit soojendusplokis 2 minutit temperatuuril 96 °C.
Hoidke PRL-i katsutit 5 minutit kilmas.

Keeristage PRL-i katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige llihidalt.
Hoidke PRL-i katsutit kiilmas.

Esimese lahjenduse valmistamine

I N

Margistage mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL1 (Lahjendus 1).
Kandke 10 pl PRL-i tlihja DIL1 katsutisse.

Kdérvaldage PRL-i katsuti.

Lisage DIL1 katsutisse 190 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 20).

Keeristage DIL1 katsutit segamiseks ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.

Teise lahjenduse valmistamine

1.
2.

Margistage 2,0 ml mikrotsentrifuugi katsuti etiketiga DIL2 (Lahjendus 2).
Kandke 40 pl DIL1 tlhja DIL2 katsutisse.
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Kd&rvaldage DIL1 katsuti.
Lisage DIL2 katsutisse 1646 pl eeljahutatud HT1 (lahjendussuhe 1: 843).

3
4
5. Keeristage valmistatud 20 pM dPhiX-i ja seejarel tsentrifuugige lihidalt.
6. Lisage DIL2 katsutisse 16,7 ul valmistatud 20 pM dPhiX-i.

7. Keeristage segamiseks ja seejarel tsentrifuugige Ilhidalt.

8

Sisestage 1300 ul DIL2 reaktiivikassetti NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 tsuiklit).
Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

9. Kdrvaldage DIL2 katsuti.

10. Tsentrifuugige NL-i PCR-plaati 280 x g juures 1 minut ning sailitage temperatuuril -25 °C kuni -15 °C kuni 32
paeva.

11. Jatkake sekveneerimisega.
Lisateavet vt NextSeqi 550Dx Instrument viitejuhend (dokument nr 1000000009513).

Tulemuste tolgendamine

TSO Comprehensive (EU) anallilisi sekveneerimistulemused esitatakse iga proovi kohta eraldi PDF- ja
JSON-aruandes. Proovitasandil koostatakse ka vaikese katvuse aruanne Low Depth Report
(LowDepthReport.tsv).

Kaitusetasandil luuakse jargmised valjundfailid:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

PDF- ja JSON-aruannetes kuvatakse ainult kvaliteedikontrolli Idbinud variandid.

Uksikasjalikku analiilisiteavet vt Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analiiiisimooduli
té6voo juhend (dokument nr 200008661).

Kaasdiagnostika tulemused

Iga kaasdiagnostika (CDx) sihtotstarbe kohta on jargmised kolm véimalikku tulemust:
* Positive (Positiivne) — variant voi biomarker on tuvastatud ja klassifitseeritud kui tase 1 (CDx).

* Not detected (Ei tuvastatud) — proovist ei tuvastatud CDx-i sihtotstarbega seotud variante ega
biomarkereid. Proovi jaoks valitud kasvajatlilip sobib CDx-ile.
* Noresult (Tulemus puudub) — variandi olekut pole vdimalik maarata Uhel vdi mitmel jargmistest pdhjustest:

— CDx-isihtotstarve ei ole analliusitud proovile kohaldatav, kuna proovi jaoks valitud kasvajatiip ei sobi
CDx-i kasvajatlubiks.

— Sekveneerimiskaituse kvaliteedikontrolli spetsifikatsioonid ebadnnestusid.
— Teegindutud kvaliteedikontrolli spetsifikatsioonid ebadnnestusid.

— Sobivat nukleiinhapet ei anallisitud.
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K&ik CDx-i sihtotstarbe tulemused esitatakse JSON-aruande jaotises ,Companion Diagnostic Results”
(Kaasdiagnostika tulemused). Uksnes positiivse tulemusega sihtotstarbed loetletakse PDF-aruande jaotises
»~Companion Diagnostic Results” (Kaasdiagnostika tulemused).

Kasvaja profiili koostamise variandid

TSO Comprehensive (EU) esitab somaatilised variandid tdendatud Kliinilise véi vdimaliku kliinilise tahtsusega
variantide esitamisel. Tarkvara TSO Comprehensive (EU) anallilsi kasutab teabebaasi (KB), millega maaratakse,
kas iga tuvastatud ja sobiv variant (Tabel 2) on kliiniliselt tahtis voi vdimaliku Kliinilise tdhtsusega ravi,
diagnostika vdi prognostiliste seoste alusel. KB arvestab ka seda, kas anallusitud kasvajattitbiga on taolisi
seoseid taheldatud (v&i mitte). KB-sse pole lisatud eelsoodumusi vdi seoseid vahiriskiga. Eemaldatud on levinud
polimorfismid.

Kasvaja profiili koostamise variantide korral liigitatakse positiivsed tulemused vastavalt installitud KB-le ja
tuvastatud kasvajatlitibile tdendatud kliinilise tahtsusega geneetilisteks leidudeks (2. tase) ning vdimaliku
kliinilise tahtsusega geneetilisteks leidudeks (3. tase).

Kvaliteedikontrolli nurjumisel puuduvad nurjunud kvaliteedikontrollinditajaga seotud varianditttpide puhul
tulemused. Lisateavet vt Tabel 40 ja Tabel 41. Kasvaja profiili koostamise asendid, mille katvus pole piisav,
loetletakse aruandes ,Low Depth Report” (Vaikese katvuse aruanne), mitte aruandes TSO Comprehensive (EU).

Kvaliteedikontroll

* Teavet nukleiinhapete kvantifitseerimise ja sisendmaterjalide miinimumnduete kohta vt jaotisest
Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine ja séilitamine lehekuljel 27.

* Sekveneerimiskaitus ja proovi kehtivus maaratakse kindlaks automaatselt ja esitatakse TSO Comprehensive
(EU) analiiisismoodulis. Uksikasjalikku analiilisiteavet vt Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) analtitisimooduli tébvoo juhend (dokument nr 200008661).

* TSO Comprehensive (EU) analtusi aruandes, mis on saadaval PDF- ja JSON-vormingus, vdetakse kokku
kvaliteedikontrolli tulemused. Aruandefailid asuvad analliisi kaustas. Analllsikausta asukoha (sisaldab
PDF- ja JSON-aruandeid) ja kaituse kausta leiate jaotisest Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) analtitisimooduli t6bvoo juhend (dokument nr 200008661).

Tabel 40 TSO Comprehensive (EU) aruande tulemuste kvaliteedikontrolli mé&dikud

Spetsifikatsiooni

Valjundi tiitip Mo66dik Spetsifikatsioon  Kirjeldus . .
mittetaitmise moju*

Sekveneerimiskaitus PCT_PF_READS = 80,0 Filtri Iabinud (passing Sekveneerimiskaitus

(%) filter, PF) lugemite on kehtetu. Kaituses ei
protsent. ole Uhegi proovi kohta

teatatud Uhtegi
tulemust.
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Viljundi tiilip Ma5dik

PCT_Q30_R1 (%)

PCT_Q30_R2 (%)

DNA teegid CONTAMINATION_

SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE (arv)

PCT_EXON_50X
(%)
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Spetsifikatsioon

2 80,0

2 80,0

< 3106 VOI > 3106
ja P_VALUE =
0,049

\
N
o

=150

> 90,0

Kirjeldus

Keskmine aluse nimetuste
protsent, millel on 1.
lugemi korral
kvaliteediskoor Q30 v&i
suurem.

Keskmine aluse nimetuste
protsent, millel on 2.
lugemi korral
kvaliteediskoor Q30 v&i
suurem.

Mdddik, millega
hinnatakse saastumise
t6endosust levinud
variantide VAF-i abil.
Saastatuse skoor, mis
pohineb SNP VAF-i
jaotusel.

Saastumise P vaartust
kasutatakse kdrgelt
Umberpaigutatud
genoomide hindamiseks.
See kehtib ainult siis, kui
saastumise skoor on lle
Ulemise piirvaartuse.

Proovi fragmentide
mediaanpikkus.

Mediaanne eksoni
fragmentide kattuvus lle
kdikide eksoni aluste.

50-kordse fragmendi
katvusega eksoni
aluspaaride protsent.

®

illumina

Spetsifikatsiooni
mittetaitmise moju*
Sekveneerimiskaitus
on kehtetu. Kaituses ei
ole Uhegi proovi kohta

teatatud Uhtegi
tulemust.

DNA tulemusi ei
esitata.

Kasvaja
mutatsioonikoormuse
(tumor mutational
burden, TMB) ega
DNA vaikeste
variantide tulemusi ei
esitata.
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Spetsifikatsiooni

Valjundi tiitp Moodik Spetsifikatsioon Kirjeldus mittetaitmise maju*
USABLE_MSI_ = 40 Mikrosatelliitide MSI tulemusi ei
SITES (arv) ebastabiilsuse esitata.

(microsatellite instability,
MSI) maaramiseks
kasutatavate MSI saitide
arv (mikrosatelliitide
saitide arv, mille lugemite
ulatus on piisav
mikrosatelliitide
ebastabiilsuse
tuvastamiseks).

COVERAGE_MAD =<0,210 Iga CNV sihtpiirkonna Geeniamplifikatsiooni
(arv) normeeritud arvu tulemusi ei esitata.
mediaanist

absoluuthalvete mediaan.

MEDIAN_BIN_ =1,0 Sihtmark-CNV kaupa
COUNT_CNV_ tootlemata bin-arvu
TARGET (arv) mediaan.
RNA teegid MEDIAN_INSERT_ =80 Proovi fragmentide Fusioonide ega
SIZE (bp) mediaanpikkus. splaissvariantide
tulemusi ei esitata.
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Valjundi tiitp Moodik Spetsifikatsioon

MEDIAN_CV_ <0,93
GENE_500X
(koefitsient)

TOTAL_ON_ = 9000 000
TARGET_READS
(arv)

* Onnestunud tulemuste puhul kuvatakse teade PASS (Labitud).

Kirjeldus

Md8dik MEDIAN_CV_
GENE_500X naitab
katvuse Uhtlust. Igale
vahemalt 500-kordse
katvusega geenile
arvutatakse katvuse
variatsioonikoefitsient ule
kogu geeni. See mdddik on
taoliste vaartuste
mediaan. M6ddiku suur
vaartus naitab suurt
varieeruvust ja probleeme
teegi ettevalmistamisel, nt
vahest proovi
sisendteavet ja/voi
raskuseid sondi
sadestamisel. M68dik
arvutatakse kdikide
lugemite pdhjal (sh
duplikaatidena margitud
lugemid).

Sihtpiirkondadesse
kaardistatud lugemite
koguarv. M6odik
arvutatakse kdikide
lugemite pdhjal (sh
duplikaatidena méargitud
lugemid).

Tabel 41 TSO Comprehensive (EU) analllsi aruande tulemuste kontrolli mé&dikud

®

illumina

Spetsifikatsiooni
mittetaitmise moju*

Valjundi tiitp Moodik Spetsifikatsioon  Spetsifikatsiooni mittetditmise moju*
Positiivne DNA-véline kontrollmaterjal 24 maaratud Muutke patsiendiproovid kontrollproovide
kontrollmaterjal variandist tulemuste pdhjal kasitsi kehtetuks.

tuvastatud 23

RNA-valine kontrollmaterjal 13 maaratud
variandist
tuvastatud 12
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patsiendiproove kontrollproovide tulemuste
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Valjundi tiitp Moodik Spetsifikatsioon  Spetsifikatsiooni mittetaditmise moju*
Matriitsita DNA eksonite =8 Muutke patsiendiproovid kontrollproovide
kontrollmaterjal ~ mediaankatvus TSO tulemuste pdhjal kasitsi kehtetuks.
Comprehensive (EU) jaoks Analiilisimooduli tarkvara ei muuda
RNA geen lle <1 patsiendiproove kontrollproovide tulemuste
mediaanpiirvaartuse pdhjal automaatselt kehtetuks.

* Onnestunud tulemuste puhul kuvatakse teade PASS (Labitud).
* Korrake kehtetuid sekveneerimiskaitusi.
* Korrake jargmiste tulemustega teekide analtuse:
— Saastunud DNA teegid
— Kehtetud RNA teegid
— Analllside kordamine véimaldab saada Uhe, kuid mitte kdigi variandititpide puhul kehtetute DNA
teekide korral rohkem variantide voi biomarkerite tulemusi.

* Positiivseid kontrolimaterjale hinnatakse variantide avastamise suhtes. Kui positiivsed kontrolimaterjalid ei
vasta variantide avastamise spetsifikatsioonidele, muutke sekveneerimiskaitus kasitsi kehtetuks.
Analldsimooduli tarkvara ei muuda patsiendiproove kontrollproovide tulemuste pdhjal automaatselt
kehtetuks.

* NTC-sid hinnatakse DNA puhul eksonite mediaankatvuse ja RNA puhul Ule mediaanpiirvaartuse jadvate
geenide suhtes. Kui negatiivsed kontrolimaterjalid ei vasta spetsifikatsioonidele, muutke teegi valmistamise
sindmus ja kdik seotud sekveneerimiskaitused kasitsi kehtetuks. Analtidsimooduli tarkvara ei muuda
patsiendiproove kontrollproovide tulemuste pdhjal automaatselt kehtetuks.

* Tehke taiendavad kvaliteedikontrolli toimingud vastavalt kohalikele, piirkondlikele ja/véi riiklikele maarustele
vdi akrediteerimisnduetele.

Lisateavet sekveneerimiskaituste voi teekide anallilside kordamise kohta vt jaotisest Térkeotsing leheklljel 84.
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Torkeotsing

illumina

Toovoo tdrkeotsinguks kasutage jargmist tabelit. Kui sekveneerimiskaitus voi proovi teekide valmistamine
nurjub kaks korda, vdib vajalik olla tdiendav torkeotsing. Vétke ihendust lllumina tehnilise toega.

Probleem

Sekveneerimiskaitus ei
Iabi kaituse
kvaliteedikontrolli
spetsifikatsioone

Dokument nr 200007789, v08

Voimalik pdhjus

Kogumise viga
Lahjenduse viga
PRL-i/PDL-i mittetaielik
soojusdenatureerimine
Probleemid kulutarvikute
ettevalmistamise
sekveneerimisega
(naiteks ei sulatata
piisavalt,
kondensatsioon/praht
labivoolukivetil)

Rikastussondide vale
kasutamine (naiteks DNA
proovide puhul
kasutatavad OPR1
sondid, RNA proovide
jaoks kasutatavad OPD2
sondid)

Viga teegi
ettevalmistamise
toovoos esimese
hibridisatsioonietapi ajal
vOi parast seda.

Proovi sisendmahu nduded
pole taidetud

Viga teegi
ettevalmistamise t66voos
PCR-i indekseerimise etapi
ajal vbi enne seda

Seadme probleem

Soovitatav tegevus

o Teekide kordussekveneerimine
normaliseeritud teekide (NL) PCR-plaadilt.
Vt jaotist Ettevalmistamine
sekveneerimiseks lehekiljel 73.

Korrake rikastamisetappe amplifitseeritud
teekide proovide (ALS) PCR-plaadilt saadud
teekide puhul. Vt jaotist Esimese
hibridisatsiooni seadistamine lehekduljel 57.

Kaivitage teekide valmistamine alates tédvoo
algusest. Vt jaotist RNA denatureerimine ja
anniilimine lehekdljel 43 vdi gDNA
fragmentimine lehekuljel 48.

Korrake rikastamisetappe amplifitseeritud
teekide proovide (ALS) PCR-plaadilt saadud
teekide puhul. Vt jaotist Esimese
hiibridisatsiooni seadistamine lehekdljel 57.

Votke Uhendust lllumina tehnilise toega.
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Probleem Vaoimalik pohjus

Tdrge aruande loomisel  Tarkvara vdi seadme
vOi Uldine seadme viga probleem.

(nt vorgutdrge, torked

reaktiivide laadimisel /

mahalaadimisel jne)

DNA teek ei labi Proovi sisendmahu nduded
kvaliteedikontrolli pole taidetud.
spetsifikatsioone.

Kasutamisviga voi seadme
toérge analllsi toovoos.

Dokument nr 200007789, v08

Soovitatav tegevus

Aruande koostamisel abi saamiseks vt Local
Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) anallitisimooduli té6voo
juhend (dokument nr 200008661). Tadiendava
abi saamiseks poorduge lllumina tehnilise toe
poole.

Veenduge, et proovi sisendmaht oleks sobiv,
ja korrake teekide ettevalmistamist alates
gDNA fragmentimise etapist. Vt jaotisi Nouded
proovile lehekdljel 26 ning Nukleiinhapete
eraldamine, kvantifitseerimine ja sailitamine
lehekdljel 27.

Korrake teekide valmistamist Ghes jargmistest
etappidest olenevalt sellest, kus kahtlustatav
kasutusviga vdi seadme tdrge tekkis. Kui te
viga ei tuvasta voi tekivad muud térked,
poorduge kaituse tdrkeotsinguks lllumina
tehnilise toe poole.

» Teekide kordussekveneerimine
normaliseeritud teekide (NL) PCR-plaadilt.
Vtjaotist Ettevalmistamine
sekveneerimiseks lehekdljel 73.

o Korrake rikastamisetappe amplifitseeritud
teekide proovide (ALS) PCR-plaadilt saadud
teekide puhul. Vt jaotist Esimese
hiibridisatsiooni seadistamine leheklljel 57.

» Kaivitage teekide valmistamine alates
to6voo algusest. Vt jaotist gDNA
fragmentimine lehekliljel 48.
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Probleem Vaoimalik pohjus Soovitatav tegevus
Kriteeriumid Teavet ristsaastumise valtimise kohta
CONTAMINATION_SCORE, vaadake jaotisest ,Hoiatused ja
CONTAMINATION_P_ ettevaatusabindud”.
VALUE pole taidetud. Vaadake Ule plaadi paigutus ja teekide

indekseerimine veendumaks, et sama
indeksiga teeke ei sekveneeritaks koos.
Asjassepuutuvate teekide puhul kaivitage
teekide valmistamine alates td0voo algusest.
Vt jaotist gDNA fragmentimine lehekliljel 48.
Proovi eraldamise kadigus vdis tekkida
saastumine. Vajalik vdib olla eraldamise
kordamine tagamaks, et proov on saastest
vaba.

Kasutatav MSI nurjus. Vaadake Ule ultraheliaparaadi tootja
kasutusjuhised (sh veetase ja katsuti tidp).
Veenduge, et anallilisis kasutataks diget
proovi sisendmahtu.

Vt jaotisi Néuded proovile lehekuljel 26 ning
Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine
ja séilitamine lehekdljel 27.

Kui proov on llemaara fragmenditud voi
kahjustunud, v&ib vajalik olla uue proovi
eraldamine ja/voi gDNA fragmentimise etapi
kordamine.

Proov on ulemaara Vaadake lle Ultraheliatori konfiguratsiooni
fragmenditud voi sisaldab sdtted DNA fragmenteerimiseks lehekdljel 23
nukleiinhapete kahjustust,  ja ultraheliatori tootja kasutustingimused ja

mis mdjutab vdimet luua tooseaded (sh vee tase ja katsuti tuup).
piisavalt kordumatuid Veenduge, et anallilisis kasutataks diget
teeke. proovi sisendmahtu.

Vtjaotisi Néuded proovile lehekdljel 26 ning
Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine
ja sdilitamine lehekdljel 27.

Kui proov on llemaara fragmenditud voi
kahjustunud, vdib vajalik olla uue proovi
eraldamine ja/voi gDNA fragmentimise etapi
kordamine.
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Probleem Vaoimalik pohjus Soovitatav tegevus

RNA teek ei labi Proovi sisendmahu nduded Veenduge, et proovi sisendmaht oleks sobiv,
kvaliteedikontrolli pole taidetud. ja korrake teekide ettevalmistamist alates RNA
spetsifikatsioone. denatureerimise ja anniilimise etapist.

Vt jaotisi Néuded proovile lehekuljel 26 ning
Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine
ja séilitamine leheklljel 27.

Kasutamisviga vbi seadme  Korrake teekide valmistamist Uhes jargmistest

térge analllsi tdovoos. etappidest olenevalt sellest, kus kahtlustatav
kasutusviga vdi seadme tdrge tekkis. Kui te
viga ei tuvasta voi tekivad muud tdrked,
poorduge kaituse tdrkeotsinguks lllumina
tehnilise toe poole.

» Teekide kordussekveneerimine
normaliseeritud teekide (NL) PCR-plaadilt.
Vt jaotist Ettevalmistamine
sekveneerimiseks lehekiljel 73.

o Korrake rikastamisetappe amplifitseeritud
teekide proovide (ALS) PCR-plaadilt saadud
teekide puhul. Vt jaotist Esimese
hibridisatsiooni seadistamine lehekuljel 57.

» Kaivitage teekide valmistamine alates
t00voo algusest. Vt jaotist RNA
denatureerimine ja anniilimine lehekdljel 43.

Proov vdib olla Glemaara Veenduge, et anallilsis kasutataks diget
fragmenditud véi sisaldada  proovi sisendmahtu.
nukleiinhapete kahjustust,  Vtjaotisi Néuded proovile lehekdljel 26 ning

mis mojutab vdimet luua Nukleiinhapete eraldamine, kvantifitseerimine
piisavalt kordumatuid ja séilitamine lehekdljel 27.
teeke Kui proov on llemaara fragmenditud voi
kahjustunud, vdib vajalik olla uue proovi
eraldamine.
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Probleem Vaoimalik pohjus Soovitatav tegevus

Positiivse Proovi positiivse Veenduge, et analllsis kasutataks diget

kontrollmaterjali kontrollmaterijali sisendmahtu.

nurjumine (DNA/RNA). sisendmahu nduded pole Vaadake Ule plaadi paigutus ja veenduge, et
taidetud sobivad reaktiivid (sondid, indeksid) on

sobivates slivendites.

Veenduge, et positiivset kontrollproovi

sdilitataks etiketi kohaselt.

K&igi sama positiivse kontrollmaterjaliga

proovide puhul korrake teekide valmistamist

Uhes jargmistest etappidest olenevalt sellest,

kus kahtlustatav kasutusviga vdi seadme

tdérge tekkis. Kui te viga ei tuvasta vdi tekivad
muud tdrked, péorduge kaituse
térkeotsinguks Illumina tehnilise toe poole.

» Teekide kordussekveneerimine
Kasutamisviga v6i seadme normaliseeritud teekide (NL) PCR-plaadilt.
tdrge anallilisi td6voos. Vtjaotist Ettevalmistamine

sekveneerimiseks lehekiljel 73.

o Korrake rikastamisetappe amplifitseeritud
teekide proovide (ALS) PCR-plaadilt saadud
teekide puhul. Vt jaotist Esimese
hibridisatsiooni seadistamine lehekuljel 57.

» Kaivitage teekide valmistamine alates
t00voo algusest. Vt jaotist RNA
denatureerimine ja anniilimine lehekdljel 43
vdi gDNA fragmentimine lehekliljel 48.

NTC nurjumine TekkKis ristsaastumine voi Teavet tdoalade dekontamineerimise ja

(DNA/RNA). tooala saastumine. ristsaastumise valtimise kohta vaadake
jaotisest ,Hoiatused ja ettevaatusabindud®”.
Vaadake Ule plaadi paigutus ja teekide
indekseerimine veendumaks, et sama

Teegi vale indekseerimine.  indeksiga teeke ei sekveneeritaks koos.

Korrake teegi valmistamist alates t66voo
algusest kdigi teekide puhul, mis kasutavad
Uhiselt matriitsita kontrolli.
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Probleem Vaoimalik pohjus Soovitatav tegevus

Tarkvara naitab, et Vahitudbi vale maarang Seadke anallius koos digesti tuvastatud

positiivseid ja/voi rakenduse Local Run kontrollmaterjalidega vastavalt

negatiivseid Manager kaituse analtdsimooduli t6dvoo juhendile uuesti

kontrollmaterjale ei kavandamisel. jarjekorda (vt dokumenti Local Run Manager

kaasatud TruSight Oncology Comprehensive (EU)

sekveneerimiskaitusse. analllsimooduli téévoo juhend (dokument nr
200008661)).

Toimivusnaitajad

TSO Comprehensive (EU) on sihitud NGS-paneel, mis tuvastab muutused 517 geenis. Kdigi 517 geeni I6ikes
saab esitada DNA vaikeseid variante (lihe nukleotiidi variandid [SNV-d], mitme nukleotiidi variandid [MNV-d],
insertsioonid ja deletsioonid). Kasvaja mutatsioonikoormus on esitatud skoorina, mis pohineb mittejuhtivate
somaatiliste variantide arvul megabaasi kohta (vt Uksikasju jaotisest Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) anallitisimooduli toévoo juhend (dokument nr 200008661)). MSI esitatakse olekuna. Saab
esitada MET ja ERBB2 geenide geeniamplifikatsioone. Fusioonid sobivad aruandluseks 23 geenist, mis on
naidatud jaotises Analtilsi kokkuvote ja selgitus lehekuljel 1. Saab esitada MET ja EGFR geenidest parit
splaissvariante. Esitamiseks peavad variandid olema tuvastatud ja esindatud TSO Comprehensive (EU) anallilsi
KB-s ning vastama esitamistingimustele analiisitud koetulbi alusel. Esitamiseks peab NTRK fusioonide
fusioonipartner olema 5' ja NTRK kinaasi domeen olema terve.

DNA vaikeste variantide puhul kasutati iseloomulikku Iahenemist paneelil sihitud geenide kehtivuse
maaramiseks, kasutades SNV-sid, MNV-sid, insertsioone ja deletsioone esindavaid andmeid.
Geeniamplifikatsioonide, fusioonide ja splaissvariantide puhul tehti analliisimine geenitasemel. TMB-d ja MSI-d
hinnati vastavalt naidatule. NTRK fusioonide CDx nduete jaoks anallilsiti FFPE-proovide fusioone uuringutes,
mis keskendusid ndudespetsiifilisele toimivusnaitajale (naiteks avastamispiir, laborisisene kordustapsus,
korratavus, tapsus ja kliiniline toimivus).

Tabel 42 on toodud erinevates uuringutes arvutatud méddikute definitsioonid.

Tabel 42 Mo6odiku definitsioon

Moiste Definitsioon
Positiivsete Oigesti tuvastatud positiivsete vastete protsent kdigist positiivsetest vastetest
protsentuaalne ortogonaalmeetodi suhtes.
kokkulangevus
(PPA)
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Moiste

Negatiivsete
protsentuaalne
kokkulangevus
(NPA)

Uldine
protsentuaalne
kokkulangevus
(OPA)

Positiivsete vastete
protsent (PPC)

Negatiivsete
vastete protsent
(PNC)

n/N

Standardhalve (SD)

Variatsioonikordaja
(%CV)

illumina

Definitsioon

Oigesti tuvastatud negatiivsete vastete protsent kdigist negatiivsetest vastetest
ortogonaalmeetodi suhtes.

Oigesti tuvastatud positiivsete ja negatiivsete vastete protsent kdigist
vaatlustest ortogonaalmeetodi suhtes.

Sihtmargi puhul positiivsete vaatluste protsent kdigist sihtmargi puhul
eeldatavalt positiivsetest vaatlustest.

Sihtmargi puhul negatiivsete vaatluste protsent kdigist sintmargi puhul
eeldatavalt negatiivsetest vaatlustest.

Positiivsete vOi negatiivsete vaatluste arv (n) jagatuna lldvaatlustega (N)
vastavalt PPC vdi PNC arvutamiseks. (n) ja (N) vaartused vivad olla erinevatel
tasanditel (nt variant vdi geen) voi grupis kombineeritud (nt SNV-d).

Muutuja vaartuste variatsiooni suuruse médtmine selle keskmise kohta.

Standardhélve jagatuna keskmisega protsendina.

Ristsaastumine

Ristsaastumise uuring viidi I1abi hindamaks, kas valepositiivsed tulemused olid tingitud prooviteegi valmistamise
kaigus tekkinud stvenditevahelisest saastumisest voi jarjestikuste sekveneerimiskaituste korral tekkinud
anallitsidevahelisest saastumisest. See analls tehti DNA vaikeste variantide (mis mdjutavad ka TMB-d),
fusioonide, geeniamplifikatsioonide ja MSI jaoks. Teegid valmistati karakteriseeritud proovidest, kasutades
malelauapaigutust vaheldumisi asetatud proovidega, et hinnata sivenditevahelist saastumist, ning vahelduvate
indeksitega, et hinnata sekveneerimise analliisidevahelist saastumist jarjestikusel sekveneerimisel samas
seadmes NextSeq 550Dx Instrument. Ristsaastumise uuringul ei ilmnenud igas proovis avastatud variantide
uurimisel Uhtki ristsaastumisjuhtu, samuti ei tuvastatud Uhtki valepositiivset juhtu.

TSO Comprehensive (EU) anallilsi jaoks oli ette nahtud kaks kvaliteedikontrolli mé&dikut (CONTAMINATION_
SCORE ja P_VALUE), et tuvastada proovide saastumist DNA proovides. Hinnati saastumistuvastuse tundlikkust.
FFPE kasvaja DNA proovid segati erinevate FFPE kogustega normaalsete DNA proovidega, et luua sihilikult

saastunud proove.

Kokku tekitati 1112 saastumisvaatlust ja saastumist tuvastati 95% (1054) vaatlustest. Tuvastamismaara
suurendati 96%-ni (939/976), kui saastumise protsent oli vahemikus 10% kuni 90% (mass/mass). 37-st
vaatlusest vahemikus 10% kuni 90% saastumise puhul, kus saastumist ei tuvastatud, ei vastanud 12
katvusspetsifikatsioonile, et nimetada neid vaikesteks DNA variantideks. Madal katvus takistab saastumise
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tuvastamist, kuid vaikeste DNA variantide puhul pole teatatud, et need leevendaksid saastumise mdju. Viisteist
vaatlust ei vastanud geeniamplifikatsiooni spetsifikatsioonile (keskmine binaararvu kvaliteedikontrolli m&&dik),
et nimetada seda geeniamplifikatsiooniks. Proovide puhul ei teatata geeniamplifikatsiooni tulemustest.

Uuring naitas, et TSO Comprehensive (EU) analiilisi puhul eeldatakse ristsaastumise vaikest esinemissagedust
stivendite voi kaituste vahel. Need tulemused koos tarkvaras sisalduvate saastem&ddikutega leevendavad
proovi saastumisest tingitud valevariandi tulemuste riski.

Nukleiinhapete eraldamiskomplekti hindamine

Anallisiga TSO Comprehensive (EU) hinnati kolme mudgilolevat DNA ja RNA eraldamiskomplekti. Kolm
eraldamiskomplekti eraldasid samadest FFPE koeldikudest nii DNA kui ka RNA. Komplektid erinesid
deparafiniseerimisaine ja nukleiinhapete sidumisetappide poolest (Tabel 43). 1. komplekt oli peamine
eralduskomplekt, mida kasutati TSO Comprehensive (EU) anallilsi toimivuse kindlaksmaaramiseks.

Tabel 43 Komplekti omadused

Komplekt Deparafiniseerimisaine Nukleiinhapete sidumine
1 Patenditud Veerg

2 Kslleen Veerg

3 Mineraaldli Magnetkerakesed

Tabel 44 ja Tabel 45 on kokkuvdte eraldamiskomplektide mdjust teegi kehtivusele ja variantide avastamisele.
Erinevusest teatati, kui eraldamiskomplektide meetmed erinesid oluliselt. Eraldamiskomplektide keskmised
erinevused arvutati 1. komplekti kontrollina, kuna 1. komplekti kasutati enamiku TSO Comprehensive (EU)
analldtilistes uuringutes kasutatud nukleiinhapete eraldamiseks. Teatati keskmisest erinevusest 1. komplekti
suhtes, et illustreerida, kuidas erinevad eraldamiskomplektid m&jutaksid teisi TSO Comprehensive (EU)
analldtilisi uuringuid.

Tabel 44 Eralduskomplekti mdju teekide kehtivusele

Keskmine erinevus vorreldes

Variandi tiilip Teegi kvaliteedimdo6dikud .
komplektiga 1

DNA vaikesed variandid / Eksonite mediaankatvus (arv) Komplekt 2 madalam 56 lugemi

TMB PCT ekson 50X (%) vorra

Keskmine insertsiooni suurus (bp) Komplekt 3 kérgem 0,298%

vorra
Komplekt 2 ja komplekt 3
madalam 3 bp vdrra

DNA MSI Kasutatavad MSI keskused Komplekt 3 kdrgem 8 keskuse
vorra
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Keskmine erinevus vorreldes

Variandi tiitip Teegi kvaliteedimdodikud .
komplektiga 1
DNA geeniamplifikatsioon Katvus MAD (arv) Komplekt 2 madalam 0,0043
vorra
Binide mediaanarv Komplekt 2 on madalam 0,5825
vorra, komplekt 3 kdrgem
0,3086 vorra
RNA Insertsiooni mediaansuurus (bp) Komplekt 3 kdrgem 2 bp vdrra
(fusioonid/splaissvariandid)  Logi (mediaan CV Gene500X) Komplekt 2 kdrgem 0,029 vdrra
Kokku sihtlugemitel Markimisvaarne erinevus

puudub

Leiti, et eraldamiskomplekt 2 ja komplekt 3 on suurendanud toetavaid lugemeid, nii et fusioonide ja
splaissvariantide avastamise tdendosus LoD Iahedal on eraldamiskomplekti valiku téttu suurem.

Tabel 45 Eralduskomplekti mdju variantide avastamisele

Variandi tiitp

. Variantide avastamine (keskmine erinevus vorreldes komplektiga 1)
(liksused)

DNA vaikesed variandid  Ei ole tehniliselt markimisvaarne

(VAF) Sihtvariandid: komplektidevaheline varieeruvus oli jadkvaartuse suhtes vaike
Sihtimata variandid: Esimese kahe VAF-bini puhul olulisi erinevusi ei ole.
Statilistilise olulisuse taheldamisel puudub oluline erinevus.

TMB (mutatsioon Ei ole tehniliselt oluline, komplektivaheline erinevus oli jaagi suhtes vaike
megabaasi kohta)

MSI (ebastabiilsete Komplekt 3, mis on madalam 1,9% vorra, ebastabiilsed kohad
kohtade %)

Geeniamplifikatsioonid ~ Komplekt 2 (0,06) ja komplekt 3 (0,08) suurema kordsuse muutusega
(kordsuse muutus)

Fusion Supporting Komplektis 2 oli toetavate lugemite kasv 51% ja komplektis 3 oli see 23%
Reads (Fusiooni
toetavad lugemid)

Splaissvariandid Komplektis 2 ja komplektis 3 oli toetavate lugemite kasv 48%
(toetavad lugemid)

Segavad ained

Hinnati véimalike endogeensete ja eksogeensete ainete mdju TSO Comprehensive (EU) anallidsi toimivusele.
Endogeensed ained (melaniin ja hemoglobiin) lisati proovidesse nukleiinhapete eraldamisprotsessi ajal.

Eksogeensed ained (etanool, kstileen ja proteinaas K) olid olemas nukleiinhapete eraldamisprotsessi ajal ning
samuti lisati neid puhastatud nukleiinhapetesse enne teekide valmistamist. Kui sekkumist taheldati ogastatud
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proteinaas K-ga, hinnati ka proteinaas K kontsentratsioonide suurenemist eraldamisprotsessi ajal. Teegi
ettevalmistamise ajal lisati liigselt indekspraimereid (15% ja 30%). Kui indekspraimerid valja arvatud, lisati FFPE
proovidele aineid ajust, rinnast, kdarsoolest, kopsust, medullaarsest kilpndarmest, NSCLC-st, munasarjadest,
eesnaarmest, suljest, nahast, pehmetest kudedest ja kilpnaarme koest — DNA anallitisiks eraldati kaheksa
proovija RNA anallitsiks eraldati 13. Indekspraimerite puhul kasutati DNA analtitsiks kuut FFPE proovi kolmest
erinevast koetlubist (kilpnaare, pdis, kaarsool) ja viit FFPE proovi neljast erinevast koetutbist (kops, kilpnaare,
kaarsool, rind). Iga 16 ainulaadse proovi jaoks oli olemas rikastamata endogeenne kontroll ja puhver- vdi veega
rikastatud eksogeenne kontroll. Nekroosi m&ju hinnati aju-, kdarsoole- ja kopsukoest eraldi vbetud kaheksal
FFPE proovil. Iga nekroosiproovi puhul kasutati makrodissekteeritud nekroosita kontrolimaterjali. Kdigi segavate
ainete puhul anallisiti TSO Comprehensive (EU) anallilisiga nelja kordust iga proovi kohta ning varreldi
vastavate kontrolltingimustega DNA vaikeste variantide, geeniamplifikatsioonide, RNA fusioonide ja RNA
splaissvariantide avastamiseks ning MSI oleku ja TMB skoori maaramiseks. Kaasati nii CDx-i kui ka kasvaja
profileerimise variandid.

DNA variandi avastamine

Melaniin (0,2 pg/ml), hemoglobiin (2 mg/ml), etanool (5%), proteinaas K (0,04 mg/ml nukleiinhappes) ja kslileen
(0,0001%) ei avalda TMB skoorile, MSI olekule, DNA vdikestele variantidele ega geeniamplifikatsioonidele
segavat mdju.

RNA variandi avastamine

Andmete pdhjal ei m&juta melaniin (0,2 pg/ml), etanool (5%) ja ksilileen (0,0001%) RNA fusioonide ega
splaissvariantide avastamist. Hemoglobiin (2 mg/ml) hairis (vdhendatud tugilugemid) kolme erineva
splaissvariandiga MET-geenis. Splaissvarianti AR-geenis (kolm erinevat proovi) ja ihte EGFR-geenis (lks
proov) ei mdjutanud. Kui labor kaitab anallilisiga RNA-d, tuleb I16ikude hankimisel koeplokist valtida voi
minimeerida hemoglobiiniga kude.

Proteinaas K (0,04 mg/ml nukleiinhappes) hairis RNA fusioone ja splaissvariante. Proteinaas K-d testiti
ekstraheerimisprotsessi ajal annustes 2,6 mg/ml ja 5,2 mg/ml, mis on 2x ja 4x standardkontsentratsioon
kaubanduslikult saadaolevas komplektis. Fusioone inhibeeriti 4x juures, kuid mitte 2x proteinaas K puhul.
Splaissvariante inhibeeriti 2x proteinaas K juures. Proteinaas K v6i samavaarset ensiimi ei tohi eraldamise ajal
eralduskomplektis olevast standardsest kontsentratsioonist suurendada.

Splaissvariant, mis toetab lugemeid, vaheneb 30% liigsete indekspraimerite puhul, kuid mitte liigse 15% puhul.

Nekroos

Nekrootilise koe olemasolu kuni 70% ulatuses ei avaldanud TMB skoorile, MSI olekule ega vaikestele DNA
variantidele segavat mdju. RNA variantide (toetavad lugemid) ja geeniamplifikatsiooni (kordse muutuse)
tuvastamist vahendati proovides, mille koepiirkonnas oli vastavalt = 25% ja = 23% (alati) nekrootiline sisaldus.
Kui proovildigud sisaldavad kogu koepiirkonnas = 23% nekroosi, tuleb nekrootiline kude makrodissekteerida.
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Stabiilsus

Stabiilsus reaalajas

Reaalaja stabiilsuse abil maarati kindlaks anallitisikomplekti TSO Comprehensive (EU) kélblikkusaeg tooteetiketi
kohasel séilitamisel. Uuringu Ulesehitus pohines kolme reaktiivipartii testimisel ja kasutas CLSI EP25-A-s
kirjeldatud klassikalise stabiilsuse uuringu tlesehitust. Komplektid sailitati I6plikus komplekteeritud
konfiguratsioonis kogu uuringu valtel tooteetiketil maaratletud sailitamistingimustes. Kilmutatud komplekti
komponente sailitati temperatuuril -15 °C kuni -25 °C. Jahutatud komplekti komponente sailitati temperatuuril

2 °C kuni 8 °C.

Komplekte anallusiti valimuse ja komplekti funktsionaalsete véaljastamiskriteeriumide suhtes maaratud
ajapunktides. Samuti anallusiti variantide avastamise ja proovi kvaliteedikontrolli md&dikute suundumusi
kvaliteedikontrolli kontrollmaterjali puhul. Iga reaktiivi puhul maarati kindlaks kdlblikkusaeg. Aegumiskuupaevad
on maaratud tootmiskuupédeva ja kdlblikkusaja pdhjal. Komplekti aegumiskuupdev on maaratud kdige varem
aeguva reaktiivi pdhjal.

Komplekti kasutusaegne stabiilsus

TSO Comprehensive (EU) anallilsi kasutusaegset stabiilsust hinnati standardsetes kasutustingimustes kogu
kdlblikkusaja jooksul, et kontrollida komplekti mitmekordset kasutamist. Reaktiivikomplektile rakendati mitu
kililmutus-/sulatustsiiklit ja seda anallusiti komplekti kuni nelja kasutuskorra kontrollimiseks. Peale selle
valmistati kaheksa RNA ja kaheksa DNA teeki kokku kolm korda, et katsetada toetatud teekide maksimaalset
arvu (24 DNA ja 24 RNA teeki komplekti kohta). Komplekt vastas kdigile funktsionaalsetele
valjastamiskriteeriumidele kdigi kiilmutus-/sulatustsiklite ja analllsitud ajapunktide puhul. Selleks et hinnata
komplekti kasutusaegse analllsi mdju variantide avastamisele, anallUsiti FFPE proove reaktiividega vanuses =
25 kuud. Sihitud variantide kvalitatiivne anallls naitas, et kasutusaegsed siundmused ei mdjutanud variantide
avastamist.

Nukleiinhappe stabiilsus

Nukleiinhapete (DNA ja RNA) stabiilsust ja nendega seotud kvantifitseerimist kasutamiseks analtitisiga TSO
Comprehensive (EU) hinnati mitmest koetlubist véetud FFPE-proovide abil. FFPE plokid I6igati sektsioonideks
ja kdik nukleiinhapped eraldati korraga. Eraldatud nukleiinhape segati pdhjalikult, kvantifitseeriti, kontrolliti
nukleiinhappe kvaliteedi suhtes ja jaotati kaheks Uhekordse katsuti komplektiks, mis kiilmutati kaheks
ajapunktiks: TO kontroll (algtase) ja T1 test (= 28 paeva). Kogu ekstraheeritud RNA-d sailitati temperatuuril

-85 °C kuni -65 °C ja kogu ekstraheeritud DNA-d sailitati temperatuuril -25 °C kuni -15 °C naidatud ajaperioodi
jooksul ning seejarel toodeldi analiiiisiga TSO Comprehensive (EU) mitme replikaadi ja operaatori vahel. T1
anallusitingimust vorreldi MSI staatuse, TMB skoori, geeniamplifikatsioonide, DNA vaikeste variantide, RNA
fusioonide ja RNA splaissvariantide kontrolliga. Andmed naitavad, et nukleiinhapped ja nendega seotud
kvantitatsioon anallitisis TSO Comprehensive (EU) kasutamiseks on stabiilsed kuni 28 paeva, kui neid
sdilitatakse soovitataval temperatuuril (RNA temperatuuril -85 °C kuni -65 °C ja DNA temperatuuril -25 °C kuni
-15°C).
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Teekide stabiilsus

Anallusi iga kuut ohutut peatumispunkti kasutavate teekide stabiilsust (vt Tabel 5) hinnati mitme koetutbi FFPE
proovidega. Kontrollteegid (TO, peatumispunktid puuduvad) sekveneeriti kohe t66voo I6pus. Samade teekide
alikvoote hoiti peatumispunktides temperatuuril =25 °C kuni =15 °C (T1), et toetada Tabel 5 loetletud paevi. T1
vorreldi TO-ga DNA vaikeste variantide, TMB, geeniamplifikatsioonide, MSI, RNA fusioonide ja RNA
splaissvariantide puhul CDx-i ja kasvaja profileerimise variantidega. Andmed naitavad, et anallitsist TSO
Comprehensive (EU) genereeritud teegid on stabiilsed vastavalt kasutusjuhendile.

Alusklaasile asetatud FFPE koe stabiilsus

Analldsis TSO Comprehensive (EU) kasutamiseks méeldud alusklaasile asetatud FFPE kudede stabiilsuse
hindamiseks sektsioneeriti FFPE plokid (5 um I8igud) paljudest kordumatutest proovidest, asetati alusklaasidele
ja sailitati toatemperatuuril (22 °C) 2 ajapunkti jooksul. RNA ekstraheeriti ja hoiustati temperatuuril -65 °C kuni
-85 °C ning DNA ekstraheeriti ja hoiustati temperatuuril -15 °C kuni -25 °C vahem kui 1 nadal enne testimist.
Nukleiinhappe materjal kvantifitseeriti ja seejarel tdddeldi anallitisiga TSO Comprehensive (EU) 24 tunni jooksul
iga ajapunkti kohta. Igas ajapunktis anallsiti TSO Comprehensive (EU) analliiisiga mitut replikaati ja operaatorit
proovi kohta ning vorreldi TO ajapunktiga MSI, TMB, geeniamplifikatsioonide, DNA vaikeste variantide, RNA
fusioonide ja RNA splaissvariantide suhtes, sealhulgas CDx-i ja kasvaja profileerimise variandid. Variantide
nimetamist hinnati ja see vastas kdigile vastuvdtukriteeriumidele, mis naitab, et analtisiga TSO Comprehensive
(EU) kasutatavad objektiklaasile paigaldatud FFPE koed on toatemperatuuril stabiilsed kuni 4 nadalat (28
paeva). Margitakse, et MSI teegi kvaliteedikontrolli kehtivuse maara 10% vahenemine tuvastati operaatorija
sailitusaja kombinatsiooni tdttu 4 nadala (28 paeva) jarel. RNA fusioonide ja splaissvariantide tugilugemite
vahenemine péarast 4-nadalast (28 pdeva) alustel sailitamist oli ligikaudu 29%.

Nukleiinhapete sisendmahu tiitrimise kaitseriba

Hinnati nukleiinhapete sisendmahtu anallilisile TSO Comprehensive (EU), anallilisides DNA-d 33 FFPE proovist
17 koetllbilt sisendmahu tasemetel vahemikus 10 ng kuni 500 ng, ning RNA-d 5 FFPE proovist 5 koetuubilt
sisendmahu tasemete vahemikus 10 ng kuni 85 ng. Hinnati teegi kvaliteedikontrolli mdddikuid, mis osutusid
proovist sdltuvaks. DNA tulemused naitasid, et mdned, kuid mitte kdik DNA-proovi kvaliteedikontrolli méddikud
reageerisid suurenenud sisendmahule ule 40 ng nimisisendmahu.

* MEDIAN_INSERT_SIZE ei reageerinud sisendmahule Ule 30 ng.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE naitas sisendmahu suurenemisega positiivset korrelatsiooni.
* PCT_EXON_50X suurenes sisendmahu suurenemisel kuni 80 ng-ni.

®* USABLE_MSI_SITES suurenes koos sisendmahu suurenemisega. M&ned proovid vahem kui 40 méddikuga
USABLE_MSI_SITES mahul 40 ng vastasid kdrgema sisendmahu spetsifikatsioonile, mis véimaldaks
arvutada MSI skoori.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET suurenes koos sisendmahu suurenemisega.

* Sisendmahu suurendamine suurendab m&ddikut COVERAGE_MAD lilemise spetsifikatsioonipiiri suunas.
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RNA-proovi kvaliteedikontrolli mdddikud suurenesid (MEDIAN_INSERT_SIZE ja TOTAL_ON_TARGET_READS) voi
vahenesid (MEDIAN_CV_GENE_500X) mahult 10 ng mahule 40 ng, kuid Uldiselt ei muutunud sisendmahtude
40 ngja 85 ng vahel.

Kriitiline vaartus

Valepositiivsete (kdigist eeldatud negatiivsetest tulemustest) protsenti hinnati FFPE terve vdi healoomulise
kdrvalasuva koe abil, mis ei tohiks sisaldada DNA vaikeste variantide somaatilisi variante,
geeniamplifikatsioone, MSI-d, RNA fusioone ega RNA splaissvariante. TMB-ga ei anallilisitud valepositiivseid
tulemusi, kuna puudub kliiniline piirvaartus. Kaks kasutajat analtiusisid kuut DNA ja kuut RNA FFPE-proovi kaks
korda kolme paeva jooksul kahe reaktiivipartiiga. Proovide alamkogum lisati uuesti kogumisse ja sekveneeriti
uuesti ainult 3 x DNA ja ainult 3 x RNA kujul, et hinnata valepositiivseid selle seadmega toetatud mitme
multiplekskonfiguratsiooniga. Lisaks anallisisid kaks kasutajat kaks korda 30 taiendavat RNA-proovi, mida
toodeldi Uhe reaktiivipartiiga. Kokku oli iga varianditlitibi kohta 168 vdimalikku tahendust DNA puhul ja 228
taheldust RNA puhul, mida vdhendasid kehtetud teegid. Valepositiivsete protsent arvutati geeni tasemel
amplifikatsioonide jaoks ja positsiooni tasemel (umbes 1,9 miljonit positsiooni) DNA vaikeste variantide jaoks.
DNA varianditulpide valepositiivsete protsent on ndidatud Tabel 46. TSO Comprehensive (EU) puuduvad CDx-i
(1. tase) vaited DNA vaikeste variantide kohta, nii et 1. taseme kohta ei saa esitada DNA vaikeste variantide
valepositiivseid tulemusi. TSO Comprehensive (EU) teadmusbaas tuvastas 271 valepositiivset tulemust. Ukski
valepositiivne tulemus ei olnud kliiniliselt oluline (2. tase). 168 vaatlusest neljas vaatluses oli 3. tasemel 4 (2,4%)
valepositiivset tulemust, mis tulenesid 2 variandist. RNA fusioonide ja splaissvariantide valepositiivsete protsent
oli 0%, nagu on ndha Tabel 47.

Tabel 46 Valepositiivsed DNA variandi tliibi jargi

Variandi tiitp Valepositiivsed
Geeniamplifikatsioonid 0% (0/9912)

DNA vaikesed variandid 0,0001% (271/295 801 567)
MSI 0% (0/156)

TMB Ei kohaldata*

* Valepositiivseid ei kohaldata, sest TMB on esitatud skoorina ja sellel puudub kvalitatiivhe tulemus.

Tabel 47 Valepositiivsete maar RNA variandititbi alusel

Variandi tiilip Valepositiivsed

Fusioon 0% (0/227)

Splaissvariant 0% (0/227)
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Avastamispiir

TSO Comprehensive (EU) anallisi avastamispiiri hindamiseks viidi Iabi kaks uuringut. 1. uuringus hinnati RET-i
DNA vaikesi variante, RET-i fusioone ja NTRK1-3 fusioone. 2. uuringus hinnati muid kasvaja profiili maaramise
variante.

1. uuring

Maarati kindlaks DNA vaikeste variantide NTRK1, NTRK3 ja RET ning fusioonide NTRK1-3 ja RET avastamispiir
(LoD). LoD on madalaim anallildi vaartus (naiteks variandi alleelisagedus vi toetavad lugemid), mida saab
jarjepidevalt avastada (95% avastamispiir voi Il tUlpi viga 5%). Uuringus kasutati FFPE kudesid DNA vaikeste
variantidega RET (kilpnaarme medullaarne vahk), fusioone RET (kilpnaarme papillaarne vahk, atllpiline Spitzi
neevus) ja fusioone NTRK1-3 (madala klassi glioom, multiformne glioblastoom, miofibroplastiline sarkoom,
sarkoom, sekretoorne rinnavahk, kaarsoolevahk), samuti FFPE-ga toddeldud rakuliini DNA vaikeste
variantidega NTRK1 ja NTRK3. Iga proov lahjendati vahemalt viiele anallilisitasemele (vahemikus ligikaudu 0,01-
0,10 VAF DNA vaikeste variantide puhul ja ligikaudu 2-25 toetavate lugemitega fusioonide puhul). Kolm
kasutajat tegid kolme sekveneerimisseadet kasutades teegi valmistamiseks kolmel mittejarjestikusel paeval
kaks korda iga analllsitaseme puhul iga partii iga variandi kohta kokku 18 vaatlust. Analuusiti kaht
reaktiivipartiid.

DNA variantide puhul anallusiti kaht partiid sdltumatult, kasutades probit-regressiooni v3i tulemusmaara
meetodit (madalaim anallusitase tulemusmaaraga (punkthinnanguga) = 95%), et maarata kindlaks iga variandi
LoD partii kohta. Suuremat LoD-d kahe reaktiivipartii I6ikes arvestati variandi avastamispiirina (Tabel 48).

RNA fusioonide puhul kasutati iga fusiooni geeni LoD vaartuste maaramiseks FFPE rakuliine. Seejarel kontrollisid
kolm kasutajat kolmel seadmel kolme reaktiivipartiiga kahel teegi valmistamisel LoD-sid FFPE kudedega, tehes
54 vaatlust variandi kohta FFPE rakuliinidega maaratud LoD lahedal. Iga fusiooni puhul esitatud avastamispiirid
(Tabel 49) on madalaimad keskmised toetavad lugemid, mis saavutasid tulemusmaara (punkthinnangu) = 95%.

Tabel 48 DNA vaikeste variantide NTRK1, NTRK3 ja RET avastamispiir

Avastamispiir

Positi
Marker Chr’ osttion Vordlus Alternatiiv (variandi
(Asend) .
alleelisagedus)
NTRK1 G595R (SNV)2 Chr1 156846342 G A 0,038
NTRK3 F617L (SNV)2  Chr15 88476283 A G 0,032
NTRK3 G623R Chr15 88476265 C T 0,036
(SNV)2
NTRK3 G696A Chr15 88472468 C G 0,027
(SNV)?
RET C618R (SNV) Chr10 43609096 T C 0,053
RET M918T (SNV) Chr10 43617416 T C 0,045
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. Avastamispiir
. Position . .. . .
Marker Chr Vordlus Alternatiiv (variandi

(Asend) .

alleelisagedus)
RET C634Y (MNV) Chr10 43609949 GC AT 0,045
RET D898_E901del Chr10 43615611 GAGATGTTTATGA G 0,055

(deletsioon)?

T Chr = kromosoom
2 Neid DNA variante analliUsiti probit-regressiooniga, teisi DNA variante analliUsiti tulemusmaé&ra meetodil.

Tabel 49 Fusioonide NTRK ja RET avastamispiir

Avastamispiir

Geen Fusioon (toetavad lugemid)
NTRK1 LMNA-NTRK1 12,2
TPM3-NTRK1 20,2
BCAN-NTRK1 53,2
NTRK2 STRN-NTRK?2 13,6
ETV6-NTRK2 20,3
NTRK3 KANK1-NTRK3 13,5
ETV6-NTRK3 16,2
RET NCOA4-RET 15,8
KIFSB-RET 16,6
CCDC6-RET 18,7
2. uuring

Hinnati TSO Comprehensive (EU) anallilisiga teatatud variantide kasvaja profiili maaramise avastamispiire
(LoD). LoD on madalaim anallildi vaartus (variandi alleelisagedus, kordsuse muutus v&i toetavad lugemid), mida
saab jarjepidevalt avastada (95% tulemusmaar vai Il tilpi viga 5%). FFPE proovid variante sisaldavast 17
koetllbist lahjendati mitmele analliisitasemele. Kaks kasutajat tegid iga taseme kohta kuus vaatlust, kasutades
erinevat reaktiivipartiid ja seadet.
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DNA variandid

Kindlaks m&arati 10 DNA vaikese variandi klassi (kokku 25 varianti) LoD-d ja kaks DNA geeniamplifikatsiooni
(ERBB2 ja MET), mis on vahemikena kokku vdetud Tabel 50. Lisatud on ka RET variandid uuringust 1 LoD.
Kolmest insertsioonist kahe, mis olid suuremad kui 5 aluspaari (bp), LoD-d olid 0,034 ja 0,036 VAF ning
kolmanda LoD oli 0,215 VAF. Viimane oli insertsioon madala komplekssusega piirkonnast, kus insertsioon lisab
taiendavaid kordusi, méjutab joondust ja nduab jarjepidevaks avastamiseks rohkem lugemeid. Seetdttu vdivad
mdned madala komplekssusega genoomikontekstid mdjutada > 5 bp insertsioonide avastamist.

Tabel 50 DNA vaikeste variantide ja geeniamplifikatsioonide avastamispiir

.. RS . . . Variantide .
Tulp (LoD modtuhik) Variandi klass / genoomikontekst arv Vahemik (VAF)
DNA vaikesed variandid SNV-d 5 0,016-0,064
(variandi MNV-d 3 0,022-0,048
alleelisagedus) i - i

Insertsioon (1-2 bp) homopolliimeeri 2 0,086-0,104

korduste lahedal

Insertsioon (1-2 bp) dinukleotiidi 2 0,038-0,051

korduste lahedal

Insertsioon (3-5 bp) 2 0,030-0,056

Insertsioon (> 5 bp ja kuni 25 bp) 3 0,034-0,215

Deletsioon (1-2 bp) homopolimeeri 2 0,094-0,100

korduste lahedal

Deletsioon (1-2 bp) dinukleotiidi 2 0,033-0,070

korduste lahedal

Deletsioon (3-5 bp) 2 0,028-0,064

Deletsioon (> 5 ja kuni 25 bp) 2 0,047-0,055
Geeniamplifikatsioonid  Geeni alusel (ERBB2, MET) 2 1,539; 1,570

(kordsuse muutus)

Sihtimata variantide anallus viidi 1abi 1. uuringu proovidest, millel oli vahemalt viis anallusitaset. Iga mittesihitud
varianti anallusiti individuaalselt ja LoD hinnati ainult variantide puhul, mille vahemalt (iks tase on > 0% ja = 95%
tabamusmaar ning vahemalt Uks tase = 95% tabamusmaaraga. Tabel 51 on naidatud protsentiilid koos
minimaalsete ja maksimaalsete LoD-dega, mida klasside alusel mittesihitavate variantide puhul taheldati.
Sihtimata variandid pakuvad klassiti rohkem variante, kui testiti 2. uuringus ja on koosk®dlas Tabel 50 toodud
LoD vahemikega.
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Tabel 51 Tuvastamispiiride kokkuvote mittetariifsete variantide klassi alusel (1. uuringust)

Klass Arv Min 25% 50% 75% 90% Max

SNV 862 0,020 0,047 0,059 0,079 0,097 0,592
MNV 5 0,038 0,040 0,050 0,086 0,095 0,095
Insertsioon 24 0,039 0,060 0,084 0,097 0,166 0,261
Deletsioon 24 0,034 0,063 0,081 0,089 0,124 0,167

Fusioonid

LoD maarati kindlaks 19 fusiooni puhul, vdttes arvesse 20 geeni TSO Comprehensive (EU) anallilsi paneelil, mis
jaid toetavate lugemite vahemikku 9-31,3 (Tabel 52). Teises uuringus anallusiti kolme taiendavat geeni
(NTRK1-3). RET-geeni analliisiti nii selles kui ka teises uuringus. 16 fusioonil, mille LoD maarati, olid andmed
koosk®dlas 16 toetava naidu Uldise LoD-ga, kasutades kahepoolset 95% ulemist usalduspiiri (UCL). Kahe fusiooni
LoD-de toetavad lugemid olid 24,7 ja 31,3, mis ei olnud Uldise LoD-ga kooskdlas.

Fusiooni FGFR2-SRPK2 puhul, mille LoD toetav lugem oli 24,7, esines TSO Comprehensive (EU) analllsi
tarkvara markuse kohaselt murdepunktis korduvalt kattuvaid piirkondi. Murdepunktiga korduvatel piirkondadel
on tavalised madalamad tdendustasemed, kuna lugemid vdivad sobituda geeni muude piirkondadega voi jaada
joondamata. Lisaks muudavad korduvad piirkonnad koostamisprotsessi (mida kasutatakse fusioonijarjestuste
tuvastamiseks) keerulisemaks ja nduavad dige jarjestuse loomiseks taiendavaid tdendeid. SEPT14-EGFR on
teine naide fusioonist, mille murdepunktis on homoloogne jarjestus.

Fusioonil BCL2-IGHJ5, mille LoD toetav lugem oli 31,3, oli vaga lihike geen (IGHJS5) ja murdepunkt eksoni alguse
Iahedal, mis ndudis vahedega lihikesi joondusi. Seetdttu oli jarjepidevaks avastamiseks vaja rohkem lugemeid.

Tabel 52 Fusioonide avastamispiir

Fusioon
NCOA4-RET
TMPRSS2-ERG
TMPRSS2-PMFBP1
KIF5B-RET
ACPP-ETV1
FGFR3-TACC3
EML4-ALK
FGFR1-GSR
EGFR-GALNT13
ESR1-CCDC170
FGFR2-SRPK2
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Geeni A murdepunkt
51582937
42880007
42866283
32311775
132036419
1801536
42553391
38274821
55087056
152023138
123353223

Geeni B murdepunkt
43612030
39817543
72153988
43612032
14028762
1736997
29446394
30569602
155295102
151914240
104926165
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LoD
15,8
13,2
9,0

16,6
9,5

17,5
12,8
23,7
12,3
13,5
24,7

Uldine LoD
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Jah
Ei
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Fusioon Geeni A murdepunkt Geeni B murdepunkt LoD Uldine LoD
HNRNPUL1-AXL 41782201 41743847 26,3 Jah
CD74-R0OS1; GOPC 149784243 117645578 9,2 Jah
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 Jah
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 1,2 Jah

DHX8; ETV4-STAT3 41613847 40474300 16,2 Jah
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 11,0 Jah
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 Ei
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 Jah

Splaissvariandid

Kahe RNA splaissvariandi—MET ja EGFR - LoD oli vastavalt 18,7 ja 16,7 toetavat lugemit.

Kasvajasisaldus

Uuringu tulemused annavad soovitusi Kliiniliste proovimaterjalide kasvajasisalduse kohta. Uldjuhul kehtib
reegel, et mida suurem on kasvajasisaldus, seda tugevam on variantide signaal (VAF, kordse muutus vdi
toetavad lugemid) kasvajas. Minimaalse kasvajasisalduse soovitused pohinevad jargmistel vaatlustel. DNA
vaikeste variantide LoD vaartused pole suuremad kui 0,104 VAF (v.a insertsiooni TP53 puhul). Kasvajas
juhtmutatsioonide avastamiseks (variandi alleelisagedus 0,50) on soovituslik 20% tuumorisisaldus, nii et nende
mutatsioonide VAF oleks 0,10 ja need oleksid LoD tasemel vdi sellest kdrgemal. 20% kasvajasisalduse korral
avastataks 5,5 kordsuse muutuseni (11 koopiat) amplifitseeritud geenid 1,8 kordsuse muutusega avastamispiiri
pohjal jarjepidevalt. 20% kasvajasisalduse korral avastataks 74 toetava lugemiga fusioonid 14,7 toetava
lugemiga avastamispiiri pohjal jarjepidevalt.

Korratavus

TSO Comprehensive (EU) anallilsi korratavuse hindamiseks viidi Iabi kaks uuringut. 1. uuringus hinnati lisaks
NTRK ja RET fusioonivariantidele ka RET DNA vaikesi variante. 2. uuringus hinnati tdiendavaid kasvaja profiili
maaramise variante.

1. uuring

See uuring tehti TSO Comprehensive (EU) anallilisi korratavuse hindamiseks kolmes anallilisimiskohas (liks
sisemine, kaks valist) kahe kasutajaga koha kohta kolmel mittejarjestikusel anallilisipaeval kahe kaitusesisese
kordusega. Anallilisimiseks kasutati korratavuse paneeli, sh DNA-proove, mis sisaldasid spetsiifilisi
teadaolevaid RET DNA vaikeseid variante, ning RNA-proove, mis sisaldasid spetsiifilisi teadaolevaid
fusioonivariante NTRK1-3 ja RET formaliiniga fikseeritud ja parafiini sisestatud (FFPE) koeproovimaterjalidest
ning rakuliinidest. Paneel sisaldas DNA ja RNA paneelilikmeid nii madala kui ka kérge varianditasemega ning iga
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variandiklassi korral olid madala ja kdrge tasemega paneelilikmete arvud samad. Kdrge tasemega
paneeliliikmeid sihiti ligikaudu 2 kuni 3 korda LoD-st kdrgemal ja madala tasemega paneelilikmeid umbes LoD
juures. lgas uuringukohas analllsis iga kasutaja paneelilikmeid kaks korda kolmes korduses, tehes kuus
vaatlust iga sihtkoha ja paneelilikme kohta. K&igi kolme uuringukoha peale kokku tehti 36 vaatlust iga
paneelilikme kohta (3 kohta/seadet x 2 kasutajat x 2 kaitusesisest kordust x 3 alguspaeva).

Sihitud DNA véikeste variantide ja sihitud RNA fusioonivariantide PPC-d ja PNC-d kdrgel tasemel maéarati
kindlaks esmaste tulemusnaitajatena. Sihitud DNA vaikeste variantide ja sihitud RNA fusioonivariantide PPC-d ja
PNC-d madalal tasemel arvutati teiseste tulemusnaitajatena. Kdigi tulemusnaitajatega seotud kahepoolsed 95%
usaldusvahemikud (Cl) arvutati Wilsoni skoori meetodil. Sihitud kdrge taseme paneelilikmete PPC ja PNC
hindamiseks (95% usaldusvahemikuga) tehti esmased anallilisid, kombineerides asjaomase sihtmargi TSO
Comprehensive (EU) analiilisi vaatlused paneelilikmete riihmas, mis tahistavad kohaldatavat variandi klassi
(nditeks DNA vaikesed variandid ja RNA fusioonid), kdigi analllisimiskohtade/seadmete, kasutajate ja kdituste
I6ikes. Iga sihitud variandi kohta kombineeriti PNC arvutamiseks TSO Comprehensive (EU) analiilsi sama
varianditliibiga kdrge tasemega sihitud, kuid teisi variante sisaldavate paneelilikmete vaatlused, maaratuna
enamusreegli jargi. Madala tasemega sihitud paneelilikmete Uldine PPC ja PNC maarati kindlaks samamoodi.

RET DNA vaikesed variandid

Korge tasemega DNA véikeste variantide paneelilikmete Uldine PPC oli 100,0% (207/207; 95% Cl: 98,2% kuni
100,0%) (Tabel 53). Kérge tasemega DNA vaikeste variantide paneelilikmete Uldine PNC oli 100,0% (1035/1035;
95% Cl: 99,6% kuni 100,0%) (Tabel 54). Madala tasemega sihitud DNA vaikeste variantide paneelilikmete lldine
PPC 0li 99,1% (210/212; 95% CI: 96,6% kuni 99,7%) ja lldine PNC oli 100,0% (1026/1026; 95% ClI: 99,6% kuni
100,0%).
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Tabel 53 TSO Comprehensive (EU) anallilisi PPC RET DNA vaikeste variantide avastamiseks kdrge ja madala
tasemega sihitud paneelilikmetest

Variandi tase Variandi tiup

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Deletsioon

Insertsioon

Kbik vaikesed
DNA-d

kérged variandid
~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Deletsioon

Insertsioon

Ko&ik vaikesed

DNA-d

madalad
variandid

Sihitud variant
(nukleotiid)

chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Kik vaikesed DNA-d

k&rged variandid

chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Ko&ik vaikesed DNA-d

madalad variandid

Sihitud variant
(aminohape)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_E9Q01del

RET C634_T636dup

K&ik vaikesed DNA-d

kérged variandid

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_EQ01del

RET C634_T636dup

Koik vaikesed DNA-d

madalad variandid

Arv

34
36
33
35

33

36

207

35
35
36
36

34

36

212

TLihendid: N/A, pole kohaldatav; VAF, variandi alleeli esinemissagedus.

2 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.
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Keskmine VAF!

0,156
0,140
0,116
0,195

0,199

0,095

N/A?

0,042
0,033
0,044
0,071

0,065

0,037

N/A?

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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Tabel 54 TSO Comprehensive (EU) anallilisi PNC RET DNA vaikeste variantide avastamiseks kdrge ja madala
tasemega sihitud paneelilikmetest

Variandi tase

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Deletsioon

Insertsioon

Kdik véaikesed DNA-d

kérged variandid

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Deletsioon

Insertsioon

Koik vaikesed DNA-d

madalad variandid

Variandi tiup

Sihitud variant (nukleotiid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Kdik védikesed DNA-d
korged variandid
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Ko&ik vaikesed DNA-d

madalad variandid

Sihitud variant
(aminohape)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

K&ik vaikesed DNA-d
kérged variandid
RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

K&ik vaikesed DNA-d

madalad variandid

Arv'

173
171
174
172
174

171

1035

177
143
176
176
178

176

1026

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)

1Kobigi vaatluste kogum paneelilikmete ja variantide kombinatsioonidest, mille puhul suurem osa vastetest on negatiivne, st
sihitud variandid, mis sisaldavad fusioone vahem kui 50% positiivsete vastetega.
2 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.
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Tabel 55 on esitatud variandi alleeli esinemissageduste (VAF-id) komponentide varieeruvuse analius lle
ligikaudu 36 vaatluse iga paneelilikme kohta. Iga sihitud RET DNA vaikese variandi kohta arvutati ning esitati
standardhélve (standard deviation, SD) ja variatsioonikordaja (percent coefficient of variation, %CV; nii kokku
kui ka iga allika korral).

Tabel 55 TSO Comprehensive (EU) anallilsi VAF-ide komponentide varieeruvuse anallus sihitud DNA vaikeste
variantide paneelilikmetest

Variandi
tldp

Variandi
tase

~2-3x
LoD

SNV
SNV

SNV

MNV

Deletsioon

Insertsioon

~1x LoD SNV

SNV

SNV

MNV

Deletsioon

Insertsioon

Sihitud variant
(nukleotiid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_
C

chr10_43614996_G_
A

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_
A

chr10_43613840_G_
C

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
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Sihitud variant

(aminohape)
RET M918T
RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_
E901del

RET C634_
T636dup

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C634_
T636dup

34
36

33

35

33

36

35
35

36

36

34

36

Keskmine

VAF

0,156
0,140

0,116

0,195

0,199

0,095

0,042
0,033

0,044

0,071

0,065

0,037

Koha SD
(%CV)

0,011 (7,2)
0,006 (4,6)

0,005 (4,1)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,003 (3,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,003 (6,0)

0,000 (0,0)

0,002 (2,5)

0,005 (13,8)
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Kasutaja SD
(%CV)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,003 (9,8)

0,000 (0,0)

0,008 (10,7)

0,006 (9,9)

0,000 (0,0)

Paeva SD
(%CV)

0,000 (0,0)
0,005 (3,7)

0,002 (1,7)

0,009 (4,4)

0,011 (5,5)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,002 (6,2)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,004 (6,4)

0,003 (9,1)

Korduse SD
(%CV)

0,017 (10,8)
0,014 (10,2)

0,012 (10,7)

0,012 (6,0)

0,017 (8,6)

0,009 (9,6)

0,009 (22,2)
0,007 (21,7)

0,008 (17,5)

0,011 (14,9)

0,010 (16,2)

0,006 (15,9)

Kogu SD
(%CV)

0,020 (13,0)
0,017 (11,8)

0,013 (11,6)
0,015 (7,5)

0,020 (10,2)

0,010 (10,1)

0,009 (22,2)
0,008 (24,6)

0,008 (18,5)
0,013 (18,4)

0,013 (20,2)

0,008 (22,9)
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NTRK 1-3 ja RET-i fusioonid

Kdrge tasemega RNA fusioonipaneeli liikmete puhul oli Gldine PPC 99,3% (285/287; 95% Cl: 97,5% kuni 99,8%)
(Tabel 56). PPC oli 100% kdigi kérge tasemega paneelilikme puhul peale paneelilikme BCAN-NTRK1 (PPC =
94,4% [34/36; 95% Cl: 81,9% kuni 98,5%]). Kdrge tasemega RNA fusioonipaneeli liikmete lldine PNC oli 100,0%
(1724/1724; 95% CI: 99,8% kuni 100,0%) (Tabel 57). Madala tasemega RNA fusioonipaneeli likmete ldine PPC
0li 95,4% (272/285; 95% Cl: 92,3%, 97,3%) ja lildine PNC 100,0% (1851/1851; 95% Cl: 99,8% kuni 100,0%).

Tabel 56 TSO Comprehensive (EU) analllsi PPC fusioonide NTRK ja RET avastamiseks korge ja madala
tasemega sihitud paneelilikmetest

Variandi Toetavate
— Sihitud fusioon Arv lugemite PPC (%) (n/N) 95% CI*
keskmine

~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)
CCDCG6-RET 36 33,4 100,0% (36/36) (90,4; 100,0)
Kdik korged 287 36,5 99,3% (285/287) (97,5; 99,8)
fusioonid

~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)
Kdik madalad 285 16,8 95,4 (272/285) (92,3;97,3)
fusioonid

* Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik (Cl).
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Tabel 57 TSO Comprehensive (EU) anallitisi PNC fusioonide NTRK ja RET avastamiseks kdrge ja madala
tasemega mittesihitud paneelilikmetest

Variandi tase Sihitud fusioonid Arv’ PNC (%) (n/N) 95% CI?

~2-3x LoD LMNA-NTRK1 180 100,0 (180/180) (97,9;100,0)
BCAN-NTRK1 251 100,0 (251/251) (98,5;100,0)
ETV6-NTRK2 251 100,0 (251/251) (98,5;100,0)
TRIM24-NTRK2 216 100,0 (216/216) (98,2,100,0)
ETV6-NTRK3 144 100,0 (144/144) (97,4;100,0)
BTBD1-NTRK3 216 100,0 (216/216) (98,2,100,0)
NCOA4-RET 215 100,0% (215/215) (98,2, 100,0)
CCDC6-RET 251 100,0 (251/251) (98,5;100,0)
Koik kdrged 1724 100,0% (1724/1724) (99,8;100,0)
fusioonid

~1x LoD LMNA-NTRK1 213 100,0% (213/213) (98,2,100,0)
BCAN-NTRK1 249 100,0% (249/249) (98,5;100,0)
ETV6-NTRK2 250 100,0% (250/250) (98,5;100,0)
STRN-NTRK2 249 100,0% (249/249) (98,5;100,0)
ETV6-NTRK3 177 100,0% (177/177) (97,9;100,0)
BTBD1-NTRK3 249 100,0% (249/249) (98,5;100,0)
NCOA4-RET 213 100,0% (213/213) (98,2,100,0)
KIFSB-RET 251 100,0 (251/251) (98,5;100,0)
Ko&ik madalad 1851 100,0% (1851/1851) (99,8;100,0)
fusioonid

1Kbigi vaatluste kogum paneelilikmete ja variantide kombinatsioonidest, mille puhul suurem osa vastetest on negatiivne, st
sihitud variandid, mis sisaldavad fusioone vahem kui 50% positiivsete vastetega.
2 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik (Cl).
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Tabel 58 on naidatud toetavate lugemite komponentide varieeruvuse anallls ligikaudu 36 vaatluse puhul igas
sihitud fusioonis. lga sihitud fusiooni kohta arvutati ja esitati SD ning %CV (kokku ja iga allika kohta).

Tabel 58 TSO Comprehensive (EU) anallilisi toetavate lugemite komponentide varieeruvuse anallius
sihitud RNA fusioonipaneeli liikmetest

Toetavate

Vatzasre‘di Fusioon AV lugemite 'i;hévs)D Kas(’;tgj\f)SD p?;"CaVS)D Korduse SD (%CV)  Kogu SD (%CV)
keskmine
~2-3xLoD  LMNA-NTRK1 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)
BCAN-NTRK1 36 336 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)
BTBDI-NTRK3 35 32,9 1,49 (5) 2,65 (8) 2,16 (7) 10,47 (32) 1,11 (34)
NCOA4-RET 36 36,7 4,64 (13) 4,09 (1) 6,17 (17) 5,20 (14) 10,17 (28)
CCDC6-RET 36 33,4 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51 (16) 11,49 (34)
~1x LoD LMNA-NTRKT 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)
BTBDI-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) 511 (32) 5,61(36)
KIF5B-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)
2. uuring

Teine uuring viidi Iabi TSO Comprehensive (EU) analliisi korratavuse hindamiseks kolmes analtitisimiskohas
(kahes valises ja lihes sisemises) kahe kasutaja/seadmega iga koha kohta nelja (mittejarjestikuse)
anallusipaeva jooksul, kasutades kolme kordumatut reaktiivipartiid ja kaht sekveneerimiskaitust iga prooviteegi
kohta.

Analllsimisel kasutati 41 FFPE koeproovist ja 1 FFPE rakuliinist eraldatud DNA- ja RNA-proove (kusjuures kahe
paneeliliikme loomiseks kasutati kummagi puhul 1 FFPE koeproovi ja FFPE rakuliini). Koeproovid hdlmasid
jargmisi titpe: kusepdis, luu, aju, rind, kaarsool, tihisool, neer, maks, kops, munasari, eesnaare, nahk, pehme
kude, magu, kilpnaare ja emakas. Kokku anallisiti 44 paneeliliget, sh DNA vaikeste variantidega (SNV-d,
MNV-d, insertsioonid ja deletsioonid) DNA paneelilikmed, geeniamplifikatsioonid, erinevad TMB skoorid,
kérged MSI skoorid ning fusioonide ja splaissvariantide RNA paneelilikmed. Enamikul paneelilikmetel olid
teadaolevad sihtvariandid tasemetel ligikaudu 2-3 korda kdrgemal variandikohasest avastamispiirist (~2-3 x
LoD).

LoD on analildi kontsentratsioon, mille juures vaadeldud analldsitulemused on positiivsed (variant avastatud
TSO Comprehensive (EU) analldsi piirvaartuse suhtes) = 95% ajast. Keskmised vaadeldud varianditasemed
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kategoriseeriti jargmiselt: ligikaudu < 2 x LoD (vaadeldud varianditasemed < 1,5 x LoD juures), ~2-3 x LoD
(vaadeldud varianditasemed 1,5 x LoD kuni 3,4 x LoD) ja ligikaudu > 3 x LoD (vaadeldud varianditasemed > 3,4
x LoD).

PPC arvutamiseks DNA vaikeste variantide, geeniamplifikatsioonide, kdrge MSI-ga (MSI-High) ja RNA variantide
puhul Ghendati vaatlused sekveneerimiskaituste ja analliisimiskohtade 16ikes. PNC arvutati DNA vaikeste
variantide, geeniamplifikatsioonide ja RNA variantide puhul sarnaselt. Iga teadaoleva sihtvariandi puhul
kombineeriti PNC arvutamiseks TSO Comprehensive (EU) anallilisi sama varianditlitibiga, kuid teisi variante
sisaldavate paneelilikmete vaatlused, mida ei saadud samast Iahteproovimaterjalist ja mis ei vastanud selle
variandi enamusreeglile (< 50% vastetest olid positiivsed), kdigi analltsimiskohtade, kasutajate/seadmete,
paevade, reaktiivipartiide ja sekveneerimiskaituste 16ikes. Kahepoolne 95% usaldusvahemik (CI) arvutati Wilsoni
skoori meetodil.

DNA véaikesed variandid

Tabel 59 on naidatud PPC-d sihitud DNA vaikeste variantide puhul. PPC jai vahemikku 91,3% BRAF SNV puhul
kuni 100% enamiku DNA vaikeste variantide puhul.

Tabel 59 TSO Comprehensive (EU) anallilisi PPC DNA vaikeste variantide avastamiseks (ihendatud sihitud
paneelilikmetest

PPC
Vaadeldud . o Sihitud variant Sihitud variant Keskmine 95%

. . Variandi ttiip . . (%)
varianditase' (nukleotiid) (aminohape) VAF? (n/N) CIB
~2-3 x LoD DELETSIOON  chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9;

L1488fsTer19 (28/28) 100,0)
~2-3 x LoD DELETSIOON  chr5_112175675_AAG_A APC 0,166 100,0 (91,2;
S1465WfsTer3 (40/40) 100,0)
~2-3 x LoD INSERTSIOON  chr5_112175951_G_GA APC 0,227 100,0 (89,3;
T1556NfsTer3 (32/32) 100,0)
~2-3 x LoD INSERTSIOON chr5_112175675_A_AAG APC 0,100 100,0 (92,6;
S$1465fs*9 (48/48) 100,0)
<2xLoD INSERTSIOON ¢hr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0;
Q372fs*28 (4/4) 100,0)
~2-3 x LoD SNV chr7_140453136_A_T BRAF V60OE 0,045 91,3 (79,7;
(42/46) 96,6)
~2-3 x LoD DELETSIOON  chr7_55242465_ EGFR E746_ 0,112 100,0 (92,3;
GGAATTAAGAGAAGC A750del (46/46) 100,0)
A_G
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Vaadeldud
varianditase’

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

~2-3 x LoD

<2xLoD

~2-3 x LoD

Variandi tiitip

SNV

DELETSIOON

INSERTSIOON

SNV

MNV

INSERTSIOON

DELETSIOON

INSERTSIOON

INSERTSIOON

Sihitud variant
(nukleotiid)

chr7_55259515_T_G

chr22_41574678_GC_G

chr17_37880981_A_
AGCATACGTGATG

chr2_209113112_C_T

chr12_25398284_CC_
AT

chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_
GTACT_G

chr17_7578470_C_
CGGGCGG

chr17_7574029_C_
CGGAT

Sihitud variant
(aminohape)

EGFR L858R

EP300
H2324fs*29

ERBB2 Y772_
A775dup

IDH1 R132H

KRAS G121

NOTCH1
R1598fs*12

PTEN T319fs*1

TP53 P152_
P153dup

TP53
R333HfsTer5

"Variandi keskmise vaadeldud alleelisageduse p&hjal arvutatud varianditase.
2 Vaadeldud analllsitulemuste p&hjal arvutatud variandi keskmine alleelisagedus.
3 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.

PNC oli 100% kdigi DNA vaikeste variantide Idikes.
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Keskmine
VAF?

0,045

0,245

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

illumina

PPC
(%)
(n/N)
100,0
(38/38)

100,0
(44/44)
100,0
(36/36)
100,0
(36/36)
100,0
(38/38)
100,0
(48/48)
100,0
(44/44)
100,0
(2/2)

100,0
(48/48)

95%
CI®

(90,8;
100,0)

(92,0;
100,0)

(90,4,
100,0)

(90,4,
100,0)

(90,8;
100,0)

(92,6;
100,0)

(92,0,
100,0)

(34,2;
100,0)

(92,6;
100,0)
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Tabel 60 on ndidatud VAF-i tulemuste komponentide varieeruvuse anallils iga variatsiooniallika korral ning

kogu varieeruvus kdigi paneelilikmete seas koos sihitud DNA vaikeste variantidega.

Tabel 60 VAF-i komponentide varieeruvuse analls sihitud DNA vaikeste variantide puhul

Sihitud variant Arv Keskmine Koha SD (%CV) Kasutaja SD Paeva SD (koht, Partii SD (%CV) Analuitisi SD
(nukleotiid) VAF ? (koht) (%CV) kasutaja) (%CV) ) (%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)
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)
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)
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)
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)
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)
Cc
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)
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)
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)
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)
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)
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)
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)
G
chr12_25398284_CC_AT 38 0,11 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,019 (16,8) 0,003 (2,5) 0,008 (7,3)
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)
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)
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)
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)

Kogu SD (%CV)

0,039 (25,2)
0,021 (16,3)

0,011 (11,3)
0,026 (15,7)
0,036 (19,7)
0,030 (19,4)

0,036 (16,1)
0,018 (16,3)

0,013 (28,8)
0,017 (36,9)
0,019 (14,8)
0,020 (13,4)
0,024 (15,3)

0,020 (18,5)
0,029 (18,4)
0,021(13,4)

0,019 (25,5)

0,021 (8,6)

Kahe DNA vaikese sihitud variandi puhul oli vaatluste arv komponentide varieeruvusmudeli sobitamiseks liiga vaike. Neist
kahest sihitud variandist oli tildine SD variandi chr1_27024001_C_CG puhul 0,027 ja variandi chr17_7578470_C_CGGGCGG

puhul 0,001.
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Geeniamplifikatsioonid

Tabel 61 on naidatud sihitud geeniamplifikatsioonide PPC-d. PPC oli MET-i puhul 100,0% ja ERBB2 puhul
100,0%.

Tabel 61 TSO Comprehensive (EU) anallisi PPC geeniamplifikatsioonide avastamiseks thendatud
sihitud paneelilikmetest

Keskmine
Vaadeldud s . vaadeldud Positiivsete vastete
. ] Sihitud variant 95% CI®
varianditase' kordsuse protsent (%)
muutus?
~2-3 x LoD MET 514 100,0 (48/48) (92,6;100,0)
~2-3 x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4;100,0)

T Keskmise vaadeldud kordsuse muutuse pdhjal arvutatud varianditase.
2 Vaadeldud anallilsitulemuste pdhjal arvutatud keskmine kordsuse muutus.
3 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.

PNC oli 100% kdigi geeniamplifikatsioonide Idikes.

Tabel 62 on ndidatud kordsuse muutuse tulemuste komponentide varieeruvuse anallls iga variatsiooniallika
puhul ning kogu varieeruvus kdigi paneelilikmete seas koos sihitud geeniamplifikatsioonidega.

Tabel 62 Kordsuse muutuse komponentide varieeruvuse anallus sihitud geeniamplifikatsioonide puhul

Keskmine

- . o KasutajaSD  Padeva SD (koht, . o Analllsi SD 0
Sihitud variant Arv kordsuse Koha SD (%CV) (koht) (%CV)  kasutaja) (%CV) Partii SD (%CV) (%CV) Kogu SD (%CV)
muutus
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
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Tabel 63 on ndidatud PPC-d sihitud MSI-High paneelilikmete puhul. PPC-d oli 100% md&lema MSI-High
paneelilikmete puhul.

Tabel 63 TSO Comprehensive (EU) anallitsi PPC MSI-High oleku avastamiseks (ihendatud sihitud
paneelilikmetest

MSI
Positiivsete vastete
Paneeliliige keskmine Arv 95% CI?
protsent (%)

skoor!
TPSBD4 60,5 36 100,0% (36/36) (90,4;100,0)
TPSBD6 55,7 32 100,0% (32/32) (89,3;100,0)
K&ik liikmed 68 100,0 (68/68) (94,7;100,0)

1Vaadeldud anallUsitulemuste p&hjal arvutatud keskmine vaadeldud MSI skoor.
2 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.

Tabel 64 on naidatud MSI skoori tulemuste komponentide varieeruvuse anallils iga variatsiooniallika puhul ning
kogu varieeruvus kdigi sihitud MSI-High olekuga paneelilikmete seas.

Tabel 64 MSI skoori komponentide varieeruvuse analtus sihitud MSI-High paneelilikmete puhul

Paeva SD
Paneeliliige Arv MS| :kesz:"i”e Koha SD (%CV) (iii‘:;a(fs\?) k;:ﬁ?{;’a) Partii SD (%CV) An?gg\s/i)SD Kogu SD (%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

TMB skooride korratavuse hindamiseks viidi sihitud TMB paneeliliikmete, mis esindasid oodatud TMB skooride
vahemikku, seas labi skoori kvantitatiivne analiiis. Tabel 65 on naidatud TMB skoori tulemuste komponentide
varieeruvuse anallus iga variatsiooniallika puhul ning kogu varieeruvus TMB paneelilikmete seas. TMB skoori
kogu SD oli tihe paneelilikme puhul 1,0 (%CV = 13) (keskmine TMB skoor = 7,6) ja teise paneelilikme puhul 1,1
(%CV = 2) (keskmine TMB skoor = 63,2).

Tabel 65 TMB skoori komponentide varieeruvuse anallts sihitud TMB paneelilikmete puhul

Paeva SD
Paneeliliige* Arv TMBSI;eos;mine Koha SD (%CV) (Kk?);i;a({:s:/)) kefls(l?th;j'a) Partii SD (%CV) An?l/ugf/i)SD Kogu SD (%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)

* Uhe TMB paneelilikme puhul oli vaatluste arv komponentide varieeruvusmudeli sobitamiseks liiga véike (N = 2). Selle
paneeliliikme uldine SD oli 1,7.
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RNA variandid

Tabel 66 on ndidatud PPC-d sihitud RNA variantide puhul. PPC jai vahemikku 91,7% KIFSB-RET puhul kuni 100%

enamiku RNA variantide puhul.

illumina

Tabel 66 Analllsi TSO Comprehensive (EU) PPC RNA variantide avastamiseks (ihendatud sihitud

paneelilikmetest

Vaadeldud
varianditase’

>3 x LoD

~2-3 x LoD

<2xLoD

>3 x LoD
~2-3 x LoD

Variandi tiitip

Fusioon
Fusioon

Fusioon

Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon

Fusioon

Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Fusioon
Splaissvariant

Splaissvariant

Sihitud variant

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJS

CD74-ROST;
GOPC

EGFR-GALNT13
EML4-ALK
PAX3-FOXO1
SPIDR-NRG1

DHXS;
ETV4-STAT3

ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
MKRN1-BRAF
TMPRSS2-ERG
KIF5B-RET
RAF1-VGLL4
EGFR vlli

MET eksoni 14
vahelejatt

Toetavate
lugemite
keskmine?

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

T Keskmist vaadeldud toetavate lugemite p&hjal arvutatud varianditase.

2 Vaadeldud anallisitulemuste p&hjal arvutatud keskmised toetavad lugemid.

3 Wilsoni skoori meetodil arvutatud 95% kahepoolne usaldusvahemik.
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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)

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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PNC oli 100%-ga sihitud RNA variandi puhul peale fusiooni FGFR2-SRPK2 (PNC = 99,60% (984/988; 95% ClI:
98,96% kuni 99,84 %).

Tabel 67 on naidatud toetavate lugemite tulemuste komponentide varieeruvuse anallils iga variatsiooniallika
puhul ning kogu varieeruvus kdigi paneelilikmete seas koos sihitud RNA variantidega.

Tabel 67 Toetavate lugemite komponentide varieeruvuse analids sihitud RNA variantide puhul

Toetavate Kasutaja SD P?If:stSD Anallitisi SD
Sihitud variant Arv Iugemi.te Koha SD (%CV) (koht) (%CV) kasutaj'a) Partii SD (%CV) (%CV) Kogu SD (%CV)
keskmine (%CV)
ACPP-ETV1 46 44,7 10,38 (23) 0,00 (0) 13,01 (29) 5,90 (13) 2,28 (5) 17,80 (40)
BCL2-IGHJ5 46 124,9 38,22 (31) 13,24 (11) 29,08 (23) 9,51(8) 8,30 (7) 51,39 (41)
CD74-ROS1; GOPC 48 56,6 0,00 (0) 3,98 (7) 17,18 (30) 0,00 (0) 3,00 (5) 17,89 (32)
DHXS; 46 48,9 18,27 (37) 13,42 (27) 17,01 (35) 0,00 (0) 1,50 (3) 28,38 (58)
ETV4-STAT3
EGFR-GALNT13 46 49,8 0,00 (0) 6,90 (14) 14,86 (30) 2,08 (4) 2,82 (6) 16,75 (34)
EML4-ALK 48 49,3 0,00 (0) 12,18 (25) 19,10 (39) 8,83 (18) 1,94 (4) 24,39 (49)
ESR1-CCDC170 46 451 2,30 (5) 0,00 (0) 12,37 (27) 0,00 (0) 8,08 (18) 14,95 (33)
FGFR1-GSR 46 61,1 8,57 (14) 1,31(2) 11,15 (18) 9,23 (15) 5,18 (8) 17,65 (29)
FGFR2-SRPK2 48 53,4 3,18 (6) 10,90 (20) 15,85 (30) 15,29 (29) 3,10 (6) 24,97 (47)
FGFR3-TACC3 48 53,5 17,43 (33) 0,00 (0) 12,38 (23) 5,81 (11) 3,46 (6) 22,42 (42)
HNRNPUL1-AXL 48 58,0 0,00 (0) 12,15 (21) 18,22 (31) 0,00 (0) 3,96 (7) 22,26 (38)
KIF5B-RET 48 1,6 0,89 (8) 0,00 (0) 3,97 (34) 1,44 (12) 1,09 (9) 4,45 (38)
MKRN1-BRAF 48 33,4 6,98 (21) 8,19 (25) 13,02 (39) 6,63 (20) 4,00 (12) 18,58 (56)
PAX3-FOXO1 48 70,1 12,45 (18) 10,79 (15) 17,91 (26) 3,02 (4) 2,42 (3) 24,65 (35)
RAF1-VGLL4 46 15,9 1,46 (9) 1,52 (10) 3,80 (24) 4,42 (28) 1,23 (8) 6,32 (40)
SPIDR-NRG1 48 51,5 4,78 (9) 0,00 (0) 10,69 (21) 5,94 (12) 3,29 (6) 13,54 (26)
TMPRSS2-ERG 48 43,5 5,63 (13) 8,81(20) 9,98 (23) 0,00 (0) 6,21 (14) 15,73 (36)
EGFRvlII 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
splaissvariant
MET eksoni 14 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)

vahelejatu
splaissvariant

Laborisisene tapsus

TSO Comprehensive (EU) anallilsi laborisisese kordustapsuse hindamiseks viidi Iabi kaks uuringut. 1. uuringus
hinnati fusioone NTRK ja RET ning DNA vaikesi variante RET. 2. uuringus hinnati TMB-d ja MSI-d.

1. uuring

Laborisisest kordustapsust hinnati fusioonide NTRK1-3 (madalama klassi glioom, multiformne glioblastoom,
muofibroplastiline sarkoom, sekretoorne rinnavahk), fusioonide RET (kilpndaarmevahk ja nahakude tundmatu
vahiga) ning DNA vaikeste variantide RET (kilpnddrme medullaarne vahk) puhul ndidatud vahkide FFPE
kudedega. Igat proovi analliUsiti kahel varianditasemel: ~1x LoD (madal varianditase) ja ~2-3x LoD (kérge
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®

illumina

varianditase), v.a varianti CCDC6-RET sisaldava proovi puhul, mida analtsiti ainult madalal varianditasemel.
Kolm (3) kasutajat kaitasid igat proovi igal anallisitasemel kaks korda igal teegi valmistamisel. Iga kasutaja
kaivitas teegi valmistamise kolmel (3) mittejarjestikusel alguspaeval ja teostas sekveneerimise kolmel (3)
maaratud seadmel NextSeq 550Dx Instrument. Anallusiti kolme (3) reaktiivipartiid, tehes iga taseme kohta 54
vaatlust. Mdnel tasemel oli kehtetute teekide téttu vdhem kui 54 vaatlust.

Kvalitatiivne anallls

Variantide avastamise kvalitatiivset kooskélalisust hinnati asjaomase variandi puhul eraldi kahel varianditasemel
kdigi muutujate (kasutajad, reaktiivipartiid, seadmed, paevad ja kordused) vaatluste kogumist. Positiivsete
vastete protsent (PPC) ja negatiivsete vastete protsent (PNC) ning asjaomased kahepoolsed 95%
usaldusvahemikud (Wilsoni skoor) on kokku vBetud Tabel 68 (DNA vaikesed variandid) ja Tabel 69 (RNA

fusioonid).

Kdorge variandi tasemel (~2-3x LoD) oli TSO Comprehensive (EU) anallilisi PPC ja PNC kdigi analtitsitud

variantide puhul 100%.

Madalal varianditasemel (~1 x LoD), oli DNA vaikeste variantide PPC vahemikus 83,3% kuni 98,1% ning RNA
fusioonide PPC vahemikus 90,7% kuni 100%. Variantide puhul, mille PPC oli < 95%, olid keskmised VAF-id (RET
C634Y ja RET D898_E901del) voi toetavad lugemid (NCOA4-RET ja BCAN-NTRK1) allpool vastavat
avastamispiiri. Madala variandi tasemel saavutati PNC 100% kdigi variantide puhul.

Tabel 68 Sihitud DNA variantide kvalitatiivsed tulemused

Variandi tase  Variant

~1x LoD RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C618R

RET M918T

RET D631_

L633delinsE*

Dokument nr 200007789, v08

Variandi tiitip

MNV

DELETSIOON

SNV

SNV

DELETSIOON

Keskmine
VAF

0,028

0,048

0,045

0,042

0,056
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PPC (%) (n/N)
(95% CI)

83,3% (45/54)
(71,3; 91,0)

87,0 (47/54)
(75,6;93,6)

94,4 (51/54)
(84,9;98,1)

96,2 (51/53)
(87,2;99,0)

98,1 (53/54)
(90,2;99,7)

PNC (%) (n/N)
(95% ClI)

100,0%
(215/215)
(98,2;100,0)

100,0%
(215/215)
(98,2;100,0)
100,0%
(215/215)
(98,2;100,0)
100,0 (216/216)
(98,3;100,0)
100,0%
(215/215)
(98,2;100,0)
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Keskmine PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)

Variandi tase  Variant Variandi tlitip
VAF (95% ClI) (95% Cl)
~3x LoD RET C634Y MNV 0,095 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
(93,4;100,0) (98,0;100,0)
RET D898_ DELETSIOON 0,088 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
E901del (93,4;100,0) (98,0;100,0)
RET C618R SNV 0,146 100,0 (54/54) 100,0 (192/192)
(93,4;100,0) (98,0;100,0)
RET M918 SNV 0,078 100,0 (52/52) 100,0 (194/194)
(93,1;100,0) (98,1;100,0)
RET D631_ DELETSIOON 0,161 100,0 (32/32) 100,0 (214/214)
L633delinsE* (89,3;100,0) (98,2;100,0)

* Nukleotiidimuutused on loetletud iga variandi puhul jaotises ,Avastamispiir’, v.a RET D631_L633delinsE, mille parameetrid
on jargmised: kromosoom 10, positsioon 43609940, vdrdlus ACGAGCT, alternatiiv A.
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Tabel 69 Sihitud RNA fusioonide kvalitatiivsed tulemused

Variandi
tase

Fusioon
~1x LoD TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
LMNA-NTRK1
ETV6-NTRK2
ETV6-NTRK3
ETV6-NTRK3
(FFPE rakuliin)
KANK1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDCG6-RET
KIFSB-RET (proov

1)

KIF5B-RET (proov
2)

Dokument nr 200007789, v08

Toetavate
lugemite
keskmine
20,2

22,1
12,2
20,3
16,2
23,1
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)

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.

PNC (%) (n/N)
(95% ClI)

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)

illumina
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Toetavate
Variandi , v PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
— Fusioon lugemite (95% Cl) (95% Cl)
keskmine ’ ?
~2-3xLoD  TPM3-NTRK] 571 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4: 100,0) (99,2: 100,0)
BCAN-NTRK1 532 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4:100,0) (99,3:100,0)
LMNA-NTRK1 351 99,0 (103/104) 100,0 (431/431)
(94,8: 99,8) (99,1: 100,0)
ETV6-NTRK2 520 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4: 100,0) (99,3:100,0)
ETV6-NTRK3 M7 100,0 (54/54)
(93,4: 100,0) 100,0 (481/481)
ETV6-NTRK3 28,3 100,0 (54/54) (99,2;100,0)
(FFPE rakuliin) (93,4:100,0)
KANK1-NTRK3 392 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4: 100,0) (99,3; 100,0)
NCOA4-RET 248 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4:100,0) (99,2: 100,0)
CCDCG6-RET Ei kohaldu Ei anallilisitud 100,0 (589/589)
(99,4:100,0)
KIFSB-RET (proov 43,8 100,0 (54/54)
1 (93,4:100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET (proov 44,6 100,0 (53/53) (99,1;100,0)
2) (93,2: 100,0)

Kvantitatiivne analuus

illumina

Viidi [abi komponentide varieeruvuse piiratud suurima tdéepara (REML) anallils, et hinnata aluseks oleva pideva
muutuja koguvarieeruvust (VAF DNA vaikeste variantide puhul ja toetavad lugemid RNA fusioonide puhul) ning
kordustapsuse komponente (standardhalve (SD), variatsioonikordaja (CV)) iga lahtemuutuja puhul (kasutajad,
seadmed, paevad, reaktiivipartiid, jaak ja kokku). Tulemused on toodud DNA véikeste variantide puhul Tabel 70
ja RNA fusioonide puhul Tabel 71.

VAF-i variatsioon suurenes binoomjaotuse puhul oodatult koos keskmise vaartusega. Toetavate lugemite
variatsioon suurenes arvandmete puhul oodatult koos keskmise vaartusega. Jadkkomponent ol
koguvarieeruvuse suurim mdjutaja nii DNA vaikeste variantide kui ka RNA fusioonide puhul mdlemal tasemel,
toetades jareldust, et nende variantide avastamine TSO Comprehensive (EU) anallilisiga on kasutajate, partiide,
seadmete ja paevade Idikes kindel.
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Tabel 70 Sihitud DNA variantide kvantitatiivsed SD ja CV tulemused

Kehtivat
VAF-i tase Variant Variandi tii :atsl\;?ee Keskmine  Kasutaja SeadmeSD PartiiSD  Pdeva SD Jaagi SD Kogu SD
o arv VAF SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
~1x LoD RETD898_ DELETSIOON 54 0,048 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,004 (8,7) 0,014 (30,0) 0,015(31,2)
E901del
RET C618R SNV 54 0,046 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,014 (31,3) 0,014 (31,3)
RET M918T SNV 53 0,042 0,000 (0,0) 0,001(3,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,011(25,6) 0,011(25,7)
RET C634Y MNV 54 0,028 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(3,3) 0,000 (0,0) 0,009 (30,7) 0,009 (30,9)
RETD631_ DELETSIOON 54 0,056 0,000 (0,0) 0,002(3,0) 0,006 0,000 (0,0) 0,010 (18,5) 0,012 (22,0)
L633delinsE (11,6)
~3xLoD RETD898_ DELETSIOON 54 0,088 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(1,4) 0,006 (7,0) 0,017(19,2) 0,018 (20,5)
E901del
RET C618R SNV 54 0,146 0,003 (1,7) 0,000(0,0) 0,020 0,002 (1,1) 0,018 (12,6) 0,027 (18,7)
(13,7)
RET M918T SNV 52 0,078 0,002 (3,1) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,007 (9,1 0,018(23,1) 0,020 (25,0)
RET C634Y MNV 54 0,095 0,000 (0,0) 0,002 (2,5) 0,002(2,1) 0,000(0,0) 0,014 (15,0) 0,015 (15,3)
RETD631_  DELETSIOON 52 0,164 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,005 (3,0) 0,000 (0,0) 0,020 (12,1) 0,020 (12,4)
L633delinsk

Tabel 71 Sihitud RNA fusioonide kvantitatiivsed SD ja CV tulemused

Toetavat
Toetavate Fusioon Kehtivate Izeean\'n/iatee KasutajaSD SeadmeSD  PartiSD  PéevaSD  J&agiSD  KoguSD
lugemite tase katsete arv 9 . (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
keskmine
~1x LoD 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 22,1 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8) 0,00 (0) 6,03 (27) 7,28 (33)
LMNA-NTRK1 52 12,2 1,36 (1) 1,25 (10) 1,59 (13) 0,00 (0) 4,74 (39) 5,33 (44)
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 23,1 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,73 (29) 8,21(36)
(rakuliin)
KANK1-NTRK3 54 13,5 0,74 (5) 0,11(1) 1,09 (8) 0,00 (0) 4,22 (31) 4,42 (33)
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)
(proov 1)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21) 2,41 (14) 5,95 (34) 8,52 (49)
(proov 2)
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Toetavat
Toetavate usioon Kehtivate lzee‘:i: KasutajaSD SeadmeSD  PartiSD  PievaSD  Ji&giSD  KoguSD
lugemite tase katsete arv 9 . (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
keskmine
2-3xLoD  TPM3-NTRKI 54 57,1 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) 1,34 (21) 15,37 (29)
LMNA-NTRKT 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11 (23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
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)
(rakuliin)
KANK1-NTRK3 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
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)
(proov 1)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (1) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41(28) 19,90 (45)
(proov 2)
2. uuring

Laborisisest kordustapsust hinnati TMB ja MSI puhul. Skoorivahemiku 16ikes eri tasemetel kordustapsuse
hindamiseks kasutati viit NSCLC FFPE DNA-proovi TMB jaoks ja seitset CRC FFPE proovi MSI jaoks, sh nii
stabiilse MS-i kui ka kdrge MSI-ga. Kolm (3) kasutajat kaitasid kdiki proove kolme (3) paeva jooksul kaks korda,
kasutades kolme (3) teegivalmistust kolme (3) reaktiivipartii puhul ning kolme seadet NextSeq 550Dx, tehes iga
taseme kohta 54 vaatlust.

MSI oleku puhul hinnati kvalitatiivset kooskdlalisust. TSO Comprehensive (EU) anallilis nditas MSI oleku puhul
100% kooskdla positiivsete vastete protsendi ja negatiivsete vastete protsendi korral. TMB puhul esitab TSO
Comprehensive (EU) anallitis TMB skoori; kvalitatiivne kooskdlalisus ei kohaldu.

TMB ja MSI skooride koguvarieeruvus koos allika (seadmed, kasutajad, partiid, pdevad ja jadk) mdjuga
kvantifitseeriti, kasutades komponentide varieeruvuse mudelit kogu skoorivahemiku ulatuses. Standardhalve
(SD) ja variatsioonikordaja (CV) on esitatud TMB puhul Tabel 72 ja MSI puhul Tabel 73 tasemete jargi. Monel
tasemel oli kehtetute teekide tdttu vdhem kui 54 vaatlust.

Tabel 72 TMB skoori SD ja CV kvantitatiivsed tulemused

Tase TMB keskmine Kehtivate Kasutaja SD Seadme SD Partii SD Paev SD Jaak SD SD kokku
skoor katsete arv (%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)
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Tabel 73 MSI skoori SD ja CV kvantitatiivsed tulemused

MSI Operaatori

o Towtosmne SO0 UG smanes> paien i g s
skoor (%) (%CV)

MS-stabiilne 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)

TMB skooride varieeruvus kaldub arvandmete teoreetilise jaotuse pdhjal oodatult koos keskmise vaartusega.
MSI skooride varieeruvus tasemete puhul, mis jaavad MSI skoori 50 lahedale, on suuremad kui MSI skooride
varieeruvus 0 v&i 100 Idhedal, mis on kooskdlas varieeruvusega proportsiooniandmete teoreetilise jaotuse
pdhjal. Jagkkomponent jai nii MSI kui ka TMB skooride koguvarieeruvuse suurimaks mdjutajaks, toetades
jareldust, et skoorid on kasutajate, partiide, seadmete ja paevade I8ikes kindlad. Aga nii MSI kui ka TMB on
keerukad biomarkerid ja analltiline toimivus vdib proovide vahel erineda. See tahendab, et TMB varieeruvus
sOltub lisaks TMB vaartusele ka variantide koosseisust proovis, nt variandi tiitp (SNV, indel) ja VAF-i tase
(kaugus kaasamise piirvaartusest). Samamoodi sdltub MSI varieeruvus lisaks MSI vaartusele ka kohtade
koosseisust proovis, nagu ebastabiilsete kohtade arv ja ebastabiilsuse hulk koha kohta.

C5 ja C95 vaartused 20,00% piirvaartuse Umber maarati MSI puhul kindlaks kordustapsuse profiiliga (Tabel 74).

Tabel 74 MSI C5-C95 intervall
Skoor C5 C95
MSI 17,17% 23,32%

Hinnati kasvajasisalduse m&ju TMB ja MSI skooridele. Enamiku proovide puhul oli kasvajasisalduse = 30% mdju
TMB skooridele Ule ligikaudu 10 mutatsiooni megabaasi kohta ebaoluline. TMB skoorid jaid kasvajasisalduse
suurenedes suhteliselt muutumatuks. Kérge MSI-ga (MSI-High) proovide puhul néitas kasvajasisaldus
positiivset lineaarset korrelatsiooni MSI skooriga. Kdrge MSI-ga proovid jaid keskmiselt tasemele MSI-High, kui
kasvajasisaldus oli = 30%. Endomeetriumiproovid kaitusid selgelt teistmoodi kui teised koetllbid ja nende
puhul oli tasemega MSI-High avastamiseks vajalik suurem kasvajasisaldus.

Kasvaja profiili koostamise tapsus

Variantide tuvastamist analliisiga TSO Comprehensive (EU) vdrreldi vérdlusmeetodi tulemustega. DNA vaikesi
variante ja TMB-d vdrreldi valiselt valideeritud kogu eksoomi NGS meetodiga. Geeniamplifikatsioone vorreldi
sama kogu eksoomi NGS meetodiga vdi valideeritud in situ topelthibridisatsiooni meetodiga (DISH) HER2
amplifikatsioonide korral. MSI-d hinnati vérdluses valideeritud MSI-PCR anallilisiga. RNA splaissvariante
vorreldi valideeritud kvantitatiivse PCR-i (QPCR) meetodiga. ROS1 ja ALK fusioone vérreldi valideeritud
FSH-anallilisidega. Kdiki muid fusioone vorreldi litmeetodiga, mis hdimas valideeritud RNA kogu eksoomi
NGS-anallisi (RNGS1), sihitud NGS-paneeli (RNGS?2) ja tilga digitaalset PCR-i (ddPCR).
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DNA vaikese variandi avastamine

DNA vaikeste variantide avastamise tulemusi analiiiisiga TSO Comprehensive (EU) vorreldi kogu eksoomi
sekveneerimisega (WES), mis kasutab iduliini ja somaatiliste vaikeste variantide maaramiseks WES-i koos
Uhitatud kasvajakoe ja terve koe proovide paaridega. Vaikeste variantide (ihe nukleotiidiga variandid (SNV),
insertsioonid ja deletsioonid) vaheline vordlus pdhines 124 proovil 14 eri koetllbist, mis olid kehtivad nii TSO
Comprehensive (EU) analiilisi kui ka WES puhul. TSO Comprehensive (EU), kuid mitte WES-anallils suudab
avastada mitme nukleotiidi variante (MNV, 2-3 aluspaari), mis nduab faasimist. TSO Comprehensive (EU)
MNV-sid hinnati WES-iga v8rdlemisel tUksikute SNV-dena. Kooskdlalisuse kokkuvdte varianditasemel, sh
positiivsete protsentuaalne kokkulangevus (PPA) ja negatiivsete protsentuaalne kokkulangevus (NPA) kdigi
avastatud variantide puhul on naidatud Tabel 75.

Tabel 75 Iduliini voi somaatilise seisundi alusel hinnatud vaikeste variantide avastamise
kooskolalisusanaliitisi kokkuvote

WES-i avastatud

. WES Germline Called WES ei avastanud
somaatilised

TSO Comprehensive 382 33,163 426

(EU) Avastatud

TSO Comprehensive 69 61 70,000,481

(EU) Mitteavastatud

Kokku 451 33,224 70,000,907

Protsentuaalne PPA: PPA: NPA:

kokkulangevus 85% (382/451), > 99% (33,163/33,224) >99% (70 000 481/70

95% ClI: [81%, 87 %] 95% CI:[99,8%; 99,9%] 000 907)

95% ClI: [99,999;
99,999%]

Kokku avastas TSO Comprehensive (EU) 426 varianti, mida WES-meetodiga ei avastatud. Neist variantidest
204-1 (48%) oli variandi alleelisagedus (variant allele frequencies, VAF) allpool WES-meetodiga avastamise
piirvaartust. Ulejadnud potentsiaalselt positiivsetest variantidest oli variandi avastamise tdendus
WES-meetodiga vaike. Samuti oli paljudel variantidel Ghitatud terve koe proovides vaga madal tdendus
WES-meetodi puhul. See tulemus viitab sellele, et WES ei leidnud neid variante kasvajast selle normaalse
kontaminatsiooni tottu.
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Kasvaja mutatsioonikoormuse avastamine

TMB koosk®dlalisuse maaramiseks vorreldi TMB skoore (somaatilised mutatsioonid/megabaas) WES-meetodija
TSO Comprehensive (EU) anallilsi vahel 124 prooviga, millel olid saadaolevad andmed nii anallitisi TSO
Comprehensive (EU) kui ka WES-meetodi puhul. Lineaarse regressiooni anallitisis WES-meetodi kui
prognoosijaga oli y-1dikepunkt 2,53, kalle 0,89 ja Pearsoni korrelatsioonikoefitsient 0,94 (Joonis 3).

Joonis 3 TMB skoori korrelatsioon WES-meetodi ja TSO Comprehensive (EU) anallilisi vahel

- y=0,88549x + 2,52898
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Geeniamplifikatsiooni avastamine

Geeniamplifikatsiooni avastamist analliisiga TSO Comprehensive (EU) vdrreldi sama WES-analldsi
tulemustega, kasutades kas kasvajaga ja terve koe Uhitatud proove voi ainult kasvajaga koeproove. Kokku
kasutati 420 proovist 183-| ortogonaalset kasvaja-/normaalmeetodit ja 237-| kasutati ainult kasvajameetodit.
420 proovist valiti uuringu jaoks 50 proovi, sest need olid amplifikatsioonpositiivsed anallilisiga TSO
Comprehensive (EU) voi sellele eelneva anallilisiga. Nende karakteriseeritud proovide toimivust kohandati
keskmise fusiooni levimusega. Kombineeritud toimivus karakteriseeritud ja karakteriseerimata proovides
kasutas pdordvariatsiooniga kaalutud keskmist. Proovid parinesid 14 koetlubist ja sisaldasid 55 geeni
amplifikatsioone. TSO Comprehensive (EU) teatab MET ja ERBB2 geenide geeniamplifikatsioonidest. Tapsust
hinnati kdigi 55 geeni puhul. Geeniamplifikatsioonide vastete kokkuvdte on toodud Tabel 76.
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Tabel 76 Geeniamplifikatsioonide vastavuse kokkuvote
PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)
88,80% (84,61; 92,43) 99,02% (98,93; 99,12)

* Usaldusvahemik arvutatud bootstrapi meetodil.

ERBB2 (HER2) amplifikatsioone mao- ja rinnakoes anallilsiti teistest geeniamplifikatsioonidest eraldi, kasutades
in situ topelthibridisatsiooni meetodit (Dual In-Situ Hybridization Method, DISH). Kokku analisiti IHC voi
FISH-iga 116 rinna- ja maoproovi, millest eelnevalt oli 64 kirjeldatud HER2-positiivsena. Uks proov nurjus
eraldamisel, neli proovi ei olnud kehtivad analtitisiga TSO Comprehensive (EU) ja kolm proovi ei olnud kehtivad
analllsiga DISH. 108 proovist oli 20-I (18,5%) piiripealne skoor (vahemikus 1,5-2,5) analiisi DISH piirvaartuse
2,0 Iahedal. Kooskdlalisuse tulemused, sh PPA, NPA kdigi proovide puhul, samuti piiripealsete HER2 DISH-i
juhtude valjajatt, on naidatud Tabel 77.

Tabel 77 Kooskdlalisuse kokkuvote analllside TSO Comprehensive ja HER2 DISH vahel, k.a HER2
geeniamplifikatsiooni puhul

HER2 geeniamplifikatsioon HER2 DISH, HER2 DISH,

Koik (rinna- ja maokude) amplifitseeritud amplifitseerimata
TSO Comprehensive (EU) Positiivne 17 (sh 1 piiripealne) 13 (sh 1 piiripealne)
TSO Comprehensive (EU) Negatiivhe 10 (sh 6 piiripealset) 68 (sh 12 piiripealset)
Protsentuaalne kokkulangevus, sh piiripealsed  PPA: 63% (17/27) NPA: 84% (68/81)
juhud 95% Cl: [44%, 78%] 95% Cl: [74%, 90%]
Protsentuaalne kokkulangevus, v.a piiripealsed PPA: 80% (16/20) NPA: 82% (56/68)
juhud 95% Cl: [58%, 92%)] 95% Cl: [72%, 90%]

Mikrosatelliitide ebastabiilsuse avastamine

Mikrosatelliitide ebastabiilsuse avastamist analtitisiga TSO Comprehensive (EU) voérreldi kehtivate
MSI-PCR-analliUsi tulemustega, mis kasutab anallusimiseks kasvajaga ja terve koe Uhitatud proovide vérdlust.
Kokku vorreldi 195 proovi, mis vastasid kasvajasisalduse ndudele = 30% (MS-stabiilse staatuse jaoks) ja
esindasid 14 koetlilipi. MSI-PCR hindab 5 kohta ja sellel on 3 tulemust — MSI-stabiilne (ebastabiilne koht
puudub), MSI-Low (MSI-madal, Uks ebastabiilne koht) ja MSI-High (MSI-kérge, kaks vbi enam ebastabiilset
kohta). TSO Comprehensive (EU) hindab kuni 130 mikrosatelliitide kohta ja klassifitseerib proovid ainult kui MSS
vBi MSI-High (= 20% ebastabiilseid kohti). MSI-Low lisati Uhte rihma MSI-PCR-i MS-stabiilsete tulemustega.
Kooskdlalisuse anallils on naidatud Tabel 78.
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Tabel 78 TSO Comprehensive (EU) ja MSI-PCR vahelise DNA mikrosatelliitide ebastabiilsuse
kooskdlalisusanallilsi kokkuvote

MSI olek PCR MSI-High PCR MSI-Low PCR MSI-Stable
TSO Comprehensive (EU) Ebastabiilne 41 2 0
(MSI-kdrge)

TSO Comprehensive (EU) Stabiilne 3 0 150
(MS-stabiilne)

Kokku 44 2 150

Protsentuaalne kokkulangevus PPA: 93% (41/44)

95% Cl: [82%, 98%]

NPA: 99% (150/152)
95% Cl: [95%, > 99%]

RNA splaissvariandi avastamine

Splaissvariandi avastamise tapsuse arvutamiseks vorreldi TSO Comprehensive (EU) anallilisi tulemusi
gPCR-anallilsidega variantide EGFRvIIl ja MET eksoni 14 vahelejatt kohta, sh Uht teadaolevat positiivset RNA-d
iga splaissvariandi kohta. Koosk®&lalisusanallus viidi 1abi kokku 230 kordumatu FFPE RNA-prooviga 14
koetuubist, mille kohta olid andmed saadaval nii anallilisist TSO Comprehensive (EU) kui ka vérdlusmeetodist.
K&iki proove testiti MET eksoni 14 vahelejatmise suhtes, samas kui EGFRvIII-t testiti ainult ajukoes. Kolm proovi,
mida nimetati MET eksoni14 vahelejatmise suhtes positiivseks qPCR-i jargi, kuid mitte TSO Comprehensive (EU)

jargi, olid keskmise Ct-ga > 37 ja alla TSO Comprehensive (EU) LoD taseme. Tabel 79 on kokku vdetud

vastavusuuringu tulemused.

Tabel 79 Analluside TSO Comprehensive (EU) ja gPCR vahelise RNA splaissvariantide

kooskolalisusanaliitsi kokkuvote
RNA splaissvariandid

TSO Comprehensive (EU) Positiivne
(EGFRuvIII

TSO Comprehensive (EU) Negatiivne
(EGFRvIII)

TSO Comprehensive (EU) Positiivne
(MET eksoni 14 vahelejatt)

TSO Comprehensive (EU) Negatiivne
(MET eksoni 14 vahelejatt)

Kokku

Protsentuaalne kokkulangevus
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RNA fusiooni avastamine

Vordlus litmeetodiga

TSO Comprehensive (EU) fusioone vorreldi litmeetodiga, mis sisaldab RNA kogu eksoomi sekveneerimist
NGS-paneeli (RNGS1), sihitud NGS-fusioonipaneeli (RNGS?2) ja tilga digitaalse PCR-i (ddPCR) abil.

RNGS1-meetod kattub kdigi geenidega, mille puhul TSO Comprehensive (EU) suudab fusioone avastada.
RNGS1-meetodi avastamispiir oli kattuvates fusioonileidudes taheldatud toetavate lugemite arvu pdhjal siiski 4-
8 korda vaiksem kui TSO Comprehensive (EU) puhul. Seetdttu kasutati koos kogu WES (RNGS1) meetodiga
kahe taiendava meetodi liitmeetodit, mille tundlikkus on suurem, kuid fusioonide ulatus vaiksem.

RNGS1 abil anallusiti kokku 255 kordumatut RNA-proovi, mis esindasid 14 koetuUpi ja labisid TSO
Comprehensive (EU) méddikud. Kaks proovi olid RNGS1 proovi kvaliteedikontrolli puhul kehtetud ja valistati
taiendavast anallisimisest. TSO Comprehensive (EU) avastatud 82 fusioonist valistati hindamisest neli fusiooni
RNGS1 proovi kvaliteedikontrolli nurjumise t6ttu ja seitse taiendavat fusiooni polnud avastatavad sihtmarkide
puudumise tdttu RNGS1 paneelil. Ulejdanud 71-st TSO Comprehensive (EU) abil avastatud fusioonist kinnitati 9
fusiooni RNGS1-ga. RNGS1 avastas 4 fusiooni, mida ei avastanud TSO Comprehensive (EU).

62 fusioonist, mis olid TSO Comprehensive (EU) pdhjal positiivsed, kuid mida RNGS1 ei avastanud, kattusid ja
kinnitati 13 RNGS2-ga. RNGS2 avastas Uhe fusiooni, mida ei avastanud TSO Comprehensive (EU).

Seejarel kasutati TSO Comprehensive (EU) abil avastatud fusioonide puhul, mida RNGS1-ga ei avastatud voi
pole avastatavad ning mida RNGS2-ga ei saa hinnata, tilga digitaalset PCR-i (49). Lisaks kasutati ddPCR-i, et
hinnata uuesti kaht neljast valenegatiivsest fusioonist TSO Comprehensive (EU) puhul koos RNGS1-ga ja kaht
Uheksast kooskdlalisest fusioonist TSO Comprehensive (EU) ja RNGS1 puhul. Spetsiifilisuse kontrollimiseks lisati
iga fusioonpositiivse proovi anallilisimisse viis fusioonnegatiivset proovi. 18 fusiooni ei anallilisitud ddPCR-iga
vBimetuse tottu kujundada praimereid/sonde, fusiooni mitme geenipartneri téttu voi jarelejaanud ebapiisava
FFPE materjali toéttu. ddPCR-i puhul kujundati praimerid ja sondid TSO Comprehensive (EU) taheldatud
murdepunktide kohaselt.

ddPCR-iga avastati kokku 52 fusiooni, millest 41 avastas TSO Comprehensive (EU), kuid ei avastanud voi pole
avastatavad RNGS1-ga. ddPCR avastas Uiheksa fusiooni, mida TSO Comprehensive (EU) ega RNGS1 ei
avastanud. Kaks ddPCR-iga positiivset fusiooni kinnitasid kaht koosk®&lalist fusiooni TSO Comprehensive (EU) ja
RNGS1 puhul. ddPCR ei avastanud uhtki fusiooni TSO Comprehensive (EU) kahe kordushinnatud valenegatiivse
fusiooni puhul koos RNGS1-ga, need loeti RNGS1 vdrdluse pdhjal siiski valenegatiivseks.

255 proovist valiti uuringusse 35 proovi, kuna need olid TSO Comprehensive (EU) analllsi vdi eelneva anallusi
suhtes fusioonpositiivsed. Nende karakteriseeritud proovide toimivust kohandati keskmise fusiooni levimusega.
Kombineeritud toimivus karakteriseeritud ja karakteriseerimata proovides kasutas pddrdvariatsiooniga kaalutud
keskmist. Fusioonide kooskdlalised tulemused on ndidatud Tabel 80.

Liitmeetodiga kooskdlalised 66 fusiooni (54 unikaalset fusiooni) esindavad TSO Comprehensive (EU) analtusi
paneelil 43 geeni. Siiski esitatakse fusioonid ainult Tabel 80 nimetatud 23 geeni hulgast.
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Tabel 80 RNA fusioonide kooskodlalisuse kokkuvote
PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)
80,38% (64,20; 92,32) 99,96% (99,94, 99,98)

* Usalduse intervall arvutatakse bootstrapiga.

FISH-meetodi vordlus fusioonide ROS1 ja ALK puhul

FISH-meetodiga anallitsiti nii fusioonide ROS1 kui ka ALK puhul 25 NSCLC proovi ja fusioonidega ROS1
anallusiti vastavalt 5 tdiendavat NSCLC proovi. Ebapiisava koe tdttu nurjus FISH-meetodiga ROS1 puhul
kaheksa proovi. Nii TSO Comprehensive (EU) kui ka FISH avastasid kaks fusiooni ROS1 ja tihe fusiooni ALK.
Mittekoosk®lalisi tulemusi ei taheldatud. Tabel 81 on kokku véetud ROS1 ja ALK fusioonide TSO Comprehensive
(EU) ja FISH-meetodi kooskdlalisuse tulemused.

Tabel 81 ROS1 ja ALK fusioonide puhul kasutatava TSO Comprehensive (EU) ja FISH meetodi
kooskdlalisuse tulemuste kokkuvdte

ALK + ROS1 FISH, positiivhe FISH, negatiivne

TSO Comprehensive (EU) Positiivhe 3 0

TSO Comprehensive (EU) Negatiivne 0 44

Kokku 3 44

Protsentuaalne kokkulangevus PPA:100% (3/3) NPA: 100% (44/44)
95% Cl: [44%, 100%] 95% Cl: [92%, 100%]

Proovi kehtivus

Proovi kehtivust (esimene katse) md&deti 181 kordumatu RNA-proovi ja 272 kordumatu DNA-proovi puhul FFPE
plokkidest vanusega < 5 aastat. Need proovid valiti koetlilbi ja saadaoleva materjali pdhjal, analttsi kehtivus
polnud teada. Kehtivana lugemiseks peavad teegi kvaliteedikontrolli méddikud vastama variandi tldbi
tingimustele. Proovi kehtivust hinnati iga varianditttbi (DNA vaikesed variandid/TMB, MSI,
geeniamplifikatsioonid, fusioonid/splaissvariandid) puhul eraldi ja see on naidatud Tabel 82. Prognoositakse, et
reaktiivide saatmise tdttu vaheneb MSI kehtivus FFPE plokkide puhul = 2 aasta vanuselt 1%.

Tabel 82 Proovi kehtivus

Variandi tiilip Proovi kehtivus

Fusioonid/splaissvariandid 76%

(RNA)

DNA véikesed variandid/TMB 75%

MSI 72%

Geeniamplifikatsioon 94%
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Kasvaja profileerimise nduete analuutilise valideerimise
kokkuvote

Avastamispiiri, kordustapsuse, korratavuse ja tapsuse andmete pdhjal on TSO Comprehensive (EU)
analUutiliselt kehtiv jargmiste puhul:

* DNA vaikesed variandid: SNV-d, MNV-d, insertsioonid ja deletsioonid.
e TMB

e MSI

* Geeniamplifikatsioonid MET ja ERBB2 (HERZ2) (vt Tabel 2).

* 23 geeni, mille puhul saab fusioone avastada (vt Tabel 2).

* Splaissvariandid EGFR ja MET (vt Tabel 2).

NTRK Kkliiniline toimivus

Selleks, et valideerida TSO Comprehensive (EU) anallusi kehtivust kaasdiagnostilise (CDx) meetodina ravimiga
VITRAKVI® (larotrektiniib) ravitavate patsientide valimisel, anallusiti larotrektiniibi kliinilistesse uuringutesse
(NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; Uhiselt larotrektiniibi uuringuproovid)
varvatud patsientidelt vbetud proove, kasutades andmete esitamise I6pptahtaega 15. juuli 2019, mida taiendati
kaubanduslikult tarnitud FFPE-koeproovidega, et saada toetavaid andmeid TSO Comprehensive (EU) anallisi
tapsusuuringu ja kliinilise lisauuringu tegemiseks.

NCT02122913 oli mitmekeskuseline avatud | faasi suurendatava annusega uuring taiskasvanud patsientidele,
kellel on kaugelearenenud soliidtuumor (avatud kdigile), NTRK fusioonpositiivse vahi suhtes selekteerimata.
Parast uuringu annuse suurendamise faasi alustati annuse laiendamist dokumenteeritud NTRK fusioonpositiivse
vahiga patsientidel ja patsientidel, kellel vdiks uurija arvates olla kasu tugevalt selektiivsest TRK inhibiitorist.
NAVIGATE NCT02576431 on kdimasolev mitmekeskuseline avatud Il faasi korv-uuring 12-aastastele ja
vanematele patsientidele, kellel on retsidiveerunud kaugelearenenud soliidtuumor ja valise labori hinnangul
dokumenteeritud NTRK fusioon. SCOUT NCT02637687 on kdimasolev mitmekeskuseline avatud I/l faasi uuring
lapspatsientidele alates stinnist kuni 21. eluaastani, kellel on kaugelearenenud soliidtuumor véi primaarne
kesknarvislisteemi (KNS) kasvaja.

TSO Comprehensive (EU) analiilsi uuringusse kaasatud NTRK fusioonpositiivsetest patsientidest moodustasid
164 patsienti larotrektiniibi laiendatud primaarse efektiivsuse rihma (ePAS4).

NTRK1, NTRK2, NTRK3 fusioonide tuvastamise tapsusuuring

TSO Comprehensive (EU) anallilsi tapsust NTRK fusioonide (NTRK1, NTRK2 v&i NTRK3) tuvastamisel
soliidtuumoriga patsientidel tdestati nii, et hinnati NTRK fusiooni tulemuste kooskdlalisust analtitisi TSO
Comprehensive (EU) ja jargmise pdlvkonna sekveneerimisel (NGS) péhineva kehtiva ortogonaalse meetodi
vahel.
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Tehti retrospektiivne mittesekkuv uuring. Larotrektiniibi uuringuproove ja lisaproove analtusiti TSO
Comprehensive (EU) anallitsiga thes valises keskuses ning ortogonaalse meetodiga kesklaboris. TSO
Comprehensive (EU) anallitisi NTRK fusioonide avastamise tapsust hinnati ortogonaalse meetodi suhtes;
arvutati positiivsete protsentuaalne kokkulangevus (PPA), negatiivsete protsentuaalne kokkulangevus (NPA) ja
seotud kahepoolsed 95% usaldusvahemikud (Cl-d).

Anallitisiga TSO Comprehensive (EU) ja/vdi ortogonaalse meetodiga anallilsiti 516 proovi. Neist 499 proovi
anallsiti mdlema meetodiga. Seitsetteist proovi 516 proovist ei anallilsitud hega anallilisidest kas eraldamise
nurjumise, tundmatu p&hjuse (ortogonaalse meetodi korral) v&i protokollist halbimise tdttu. 499 proovist, mida
anallisiti mdlema meetodiga, olid 170 (34,1%) larotrektiniibi uuringuproovid ja 329 (65,9%) lisaproovid.

499 proovi tulemuste risttabel on naidatud Tabel 83. 499 proovist olid 85-1 kehtetud TSO Comprehensive (EU)
analllsitulemused; neist 85-st 53-1 olid ka kehtetud ortogonaalse meetodi tulemused. Veel seitsmel proovil olid
Uksnes ortogonaalse meetodi tulemused kehtetud. Seega olid mdlema meetodiga kehtivad tulemused

407 proovil 499-st.

Tabel 83 NTRK tapsuse uuring: TSO Comprehensive (EU) analtusi tulemusi NTRK fusioonide
tuvastamisel ortogonaalse meetodi tulemustega vdrdlev risttabel

Ortogonaalse meetodi tulemus

TSO Comprehensive (EU) NTRK fusioon NTRK fusioon

analiitisi tulemus positiivne negatiivhe Kehtetu Kokku
NTRK fusioon positiivhe 114 16 1 131
NTRK fusioon negatiivhe 4 273 6 283
Kehtetud* 4 28 53 85
Kokku 122 317 60 499

* TSO Comprehensive (EU) analiilisi kehtetud tulemused parinevad nii proovi kui ka kaituse tasemelt.

Kokkuleppe anallilsid, valja arvatud ja kaasa arvatud kehtetud TSO Comprehensive (EU) anallisi tulemused,
on naidatud Tabel 84. lima kehtetute TSO Comprehensive (EU) anallilisi tulemusteta oli PPA 96,6% (114/118;
95% Cl: 91,5%-99,1%) ja NPA 94,5% (273/289; 95% Cl: 91,2%-96,8%).

Tabel 84 NTRK tapsuse uuring: TSO Comprehensive (EU) analiisi PPA ja NPA tulemused NTRK
fusioonide tuvastamisel vorreldes ortogonaalse meetodi tulemustega

Vilja arvatud kehtetud TSO Kaasa arvatud kehtetud TSO
Comprehensive (EU) analiiiisi Comprehensive (EU) analiiiisi
tulemused tulemused
Kokkulangevuse Kokkulangevus, o Kokkulangevus, *
95% CI 95% CI
moot % (n/N) % (n/N)
PPA 96,6 (114/118) 91,5; 99,1 93,4 (114/122) 87,5;97,1
NPA 94,5 (273/289) 91,2; 96,8 86,1(273/317) 81,8; 89,7
*95% Cl (tapse) Clopperi-Pearsoni meetodi alusel.
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NTRK1, NTRK2, NTRK3 fusioonide tuvastamise Kliiniline sildamisuuring

TSO Comprehensive (EU) analidsi kliinilist kehtivust NTRK1, NTRK2 voi NTRK3 fusioonide tuvastamisel
soliidtuumoriga patsientidel, kellel véiks olla kasu ravist larotrektiniibiga, tdestati kliinilises sildamisuuringus.
Uuring tehti, et hinnata TSO Comprehensive (EU) analldsi Kliinilist efektiivsust NTRK1, NTRK2 v6i NTRK3
fusiooni suhtes positiivsete ehk larotrektiniibist potentsiaalselt kasu saavate patsientide tuvastamisel ning et
hinnata TSO Comprehensive (EU) anallisi ja kohalike anallilisimeetodite (LT) koosk®dlalisust (kasutatakse NTRK
fusiooni oleku maaramiseks larotrektiniibi kliinilistes uuringutes).

LT-meetodid olid NGS, in situ fluorestsentshibriidimine (FISH), poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR) ja
NanoString-anallilisid. NTRK fusioone (ETV6 NTRK3) eeldati infantiilse fibrosarkoomiga patsientidel, kellel oli
dokumenteeritud FISH-meetodil tuvastatud ETV6 translokatsioon. Enamikku 235 patsiendist, kes osalesid
larotrektiniibi uuringus ja kellel oli NTRK fusiooni olek teada, anallilisiti NGS-meetoditel.

Andmete esitamise 18pptahtajaks 15. juuliks 2019 oli varvatud 279 patsienti. 279 patsiendist olid 208 NTRK
fusiooni suhtes positiivsed. 208 positiivsest patsiendist moodustasid 164 larotrektiniibi rihma ePAS4.

Larotrektiniibi efektiivsusanallilisi esmane tulemusnaitaja oli lildine ravivastuse maar (ORR) sdltumatu
l&bivaatuskomitee (IRC) hinnangul, kasutades kolme kliinilise uuringu liidetud andmestikku. ORR-i hinnati parima
Uldise ravivastuse maaraga patsientide osakaalu alusel — kas kinnitatud taielik ravivastus vai kinnitatud osaline
ravivastus RECIST-kriteeriumite versiooni 1.1 alusel. ORR larotrektiniibi riihmas ePAS4 oli 72,6 % (95% CI [65,1%,;
79,2%]) ja hdlmas 16 eri kasvajatlilibiga patsiente.

Proovide arvestus

Proovikogum hdlmas tlupilisi proove paljudest eri kasvajatitpidest nii lastelt kui ka taiskasvanutelt.

Larotrektiniibi uuringutesse oli 15. juuliks 2019 varvatud 279 patsienti. Neist 235-I oli NTRK fusiooni olek
LT-meetodi alusel teada: 208 olid positiivsed ja 27 negatiivsed. 44 patsiendil ei olnud NTRK fusiooni olek teada,
kuna uuringute NCT02122913 ja SCOUT NCT02637687 annuse suurendamise faasides ei olnud analldsimine
patsiendi uuringusse kaasamiseks vajalik. TSO Comprehensive (EU) analiisi Kliinilisse sildamisuuringusse
kaasamise kriteeriumid taitsid proovid larotrektiniibi uuringute patsientidelt, kes olid varvatud 15. juuli 2019
seisuga ja kelle NTRK fusiooni olek oli teada (208 positiivset patsienti ning 27 negatiivset patsienti), ja
lisaproovid, mille NTRK fusiooni olek leiti tllpiliste LT-meetoditega olevat negatiivne.

208 positiivsest larotrektiniibi uuringute proovist olid 154 saadaval ka anallitisiga TSO Comprehensive (EU)
analllsimiseks. Neist 138 korral saadi kehtivad tulemused. Viisteist proovi olid kehtetud, kuna need ei labinud
proovi sekveneerimise kvaliteedikontrolli méddikuid, ja 1 proovi ei analldsitud protokollist halbimise tdttu.

27 negatiivsest larotrektiniibi uuringute proovist olid 24 analllsimiseks saadaval. Neist 22 korral saadi kehtivad
TSO Comprehensive (EU) anallilsi tulemused. Kaks proovi olid kehtetud, kuna need ei labinud proovi
sekveneerimise kvaliteedikontrolli méodikuid.

Lisaproove sdeluti Uhel kahest tlupilisest LT-meetodist. Saadi tle 350 proovi, mida uuriti kasvajasisalduse
suhtes. Proovinduetele vastavatest lisaproovidest eraldati 266 edukalt ja nende NTRK fusiooni olek leiti
tldpiliste LT-meetoditega olevat negatiivhe. Neist 260 proovi olid saadaval analliisiga TSO Comprehensive
(EU) analllsimiseks, millest 222 korral saadi kehtivad tulemused. 38 proovi olid kehtetud, kuna need ei labinud
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proovi sekveneerimise kvaliteedikontrolli mdddikuid (n = 25) vdi kuna nende kéituse sekveneerimine nurjus
(n =13). NTRK fusioonnegatiivsete proovide koguhulk koosnes 222 lisaproovist ja 22 larotrektiniibi uuringute
proovist.

Kooskolalisuse tulemused

Kokku testis TSO Comprehensive (EU) 437 proovi. 208 NTRK fusiooni suhtes positiivse patsiendi seas oli 153
proovi, mis olid saadaval ja mida testis TSO Comprehensive (EU), saades 138 kehtivat ja 15 kehtetut tulemust.

TSO Comprehensive (EU) anallilsi tulemuste kokkulangevust LT-meetoditel saadud tulemustega nii koos TSO
Comprehensive (EU) anallitsi kehtetute tulemustega kui ka ilma nendeta on naidatud Tabel 85.

Tabel 85 NTRK kliiniline lisauuring: TSO Comprehensive (EU) analiitsi ja LT meetodite kooskdla NTRK
fusioonide tuvastamisel

Valja arvatud TSO Comprehensive Kaasa arvatud TSO Comprehensive
(EU) analiiusi kehtetud tulemused (EVU) analiiusi kehtetud tulemused
Kokkulangevuse Kokkulangevuse Kokkulangevuse
v : % (0IN) . 95% Cl* % (IN) . 95% Cl*
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

* Kahepoolsed 95% Cl-d arvutati (tapse) Clooper-Pearsoni meetodiga.

Tundlikkusanalliiis TSO Comprehensive (EU) anallilisi puuduvate tulemuste suhtes tdestas kokkulangevuse
analldsi kindlust. TSO Comprehensive (EU) analiilsi puuduvad tulemused LT NTRK fusioonpositiivsete
patsientide kohta (n = 70) imputeeriti logistilise regressiooni mudeliga. Kokkulangevuse hinnangud, sealhulgas
imputeeritud vaartused, on esitatud Tabel 86.

Tabel 86 NTRK kliiniline lisauuring: NTRK kliiniline sildamisuuring: TSO Comprehensive
(EU) anallidsi ja LT-meetodite kooskdlalisus NTRK fusioonide tuvastamisel, sealhulgas

imputeeritud vaartused TSO Comprehensive (EU) anallilsi puuduvate tulemustega LT

alusel positiivsete patsientide kohta

Kokkulangevuse moot Kokkulangevuse % 95% CI*

PPA 85,2 (78,6; 91,7)
NPA 96,3 (93,9;98,7)
OPA 91,2 (87,9; 94,5)

TSO Comprehensive (EU) anallilsi puuduvaid tulemusi LT alusel fusioonnegatiivsete patsientide kohta ei imputeeritud.
* Kahepoolsed 95% Cl-d arvutati mitmekordse imputeerimise Booti meetodiga. Mitmekordse imputeerimise Booti meetod
on mitmekordsesse imputeerimisse pesastatud eellaadimissamm (Schomaker ja Heumann, 2018).

TSO Comprehensive (EU) anallidsi ja LT-de vahelised kokkulangevused meetodi tutbi jargi (nt RNA NGS, FISH)
on esitatud Tabel 87.

Dokument nr 200007789, v08 132 /139

KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS. AINULT EKSPORDIKS.



Anallisimooduli TruSight Oncology Comprehensive (EU) pakendi infoleht illumina

Tabel 87 NTRK Kliiniline lisauuring: TSO Comprehensive (EU) anallilisi ja LT-meetodite kooskdlalisus
NTRK fusioonide tuvastamisel LT-meetodi tutbi jargi

LT-meetodi -

Hilp Kokkulangevuse moot Kokkulangevuse % (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 Ei arvutatud (1/1) Ei arvutatud
OPA 81,8 (9/11) (48,2;97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1;100,0)
NPA Ei arvutatud (0/0) Ei arvutatud
OPA 100,0 (8/8) (63,1;100,0)

Ei arvutatud: alamrihmade korral, mille proovide arv oli < 5, kokkulangevuse statistilisi andmeid ei arvutatud.

T Kahepoolsed 95% CI-d arvutati (tdpse) Clopperi-Pearsoni meetodiga.

2 Holmab NGS-i meetodeid, milles kasutatakse kas ainult RNA-d v&i nii DNA-d kui ka RNA-d.
437-st anallilisiga TSO Comprehensive (EU) anallidsitud proovist olid 24-I LT-dega mittekoosk®dlalised
tulemused: 15 olid LT-de alusel positiivsed ja anallilisi TSO Comprehensive (EU) alusel negatiivsed ning 9 olid
LT-de alusel negatiivsed ja TSO Comprehensive (EU) anallsi alusel positiivsed. 24-st mittekooskdlaliste
tulemustega proovist anallsiti 8 proovi DNA NGS LT-meetodiga, 14 proovi RNA NGS LT-meetodiga ja 2 proovi
FISH-meetodiga.

Valideeritud sdltumatu NGS-meetodiga kinnitati TSO Comprehensive (EU) analttsi tulemused 14 proovis 24-st
mittekooskdlaliste tulemustega proovist. Ulejaanud 10 proovi korral olid TSO Comprehensive (EU) analiiiisi
tulemused mittekoosk®dlalised nii LT-meetodiga kui ka sdltumatu NGS-meetodiga.

Kliinilise efektiivsuse tulemused

Kohordis ePAS4 oli larotrektiniibi efektiivsus analiitisiga TSO Comprehensive (EU) positiivsete jaLT-ga
positiivsete patsientide populatsioonis (97 patsienti, ORR = 78,4%, 95% CI [68,8%; 86,1%]) sarnane
larotrektiniibi efektiivsusega kogu ePAS4 populatsioonis (164 patsienti, ORR = 72,6%, 95% CI [65,1%; 79,2%])
(Tabel 88). 97-st anallitisiga TSO Comprehensive (EU) positiivsest patsiendist rihmas ePAS4 olid 28 (28,9%)
patsienti saavutanud taieliku ravivastuse / téieliku kirurgilise ravivastuse ja 48 (49,5%) patsienti osalise
ravivastuse.
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illumina

13-st anallilisiga TSO Comprehensive (EU) negatiivsest, LT-ga positiivsest patsiendist saavutas 1(7,7%)
larotrektiniibraviga taieliku ravivastuse ja 2 (15,4%) osalise ravivastuse.

Tabel 88 NTRK kliiniline lisauuring: ORR LT-positiivsete patsientide puhul LT jargi ja TSO Comprehensive (EU)
tulemused ePAS4-s

Parim lldine
ravivastus,
n (%)

Uldine
ravivastuse
maar

Taielik ravivastus

Taielik Kirurgiline
ravivastus

Osaline ravivastus
Stabiilne haigus
Progresseeruv haigus
Polnud hinnatav
Patsientide arv, n

Patsientide arv, kellel
onCR+sCR+PR,n

ORR% (95% CI*)

LT-ga fusioon
positiivhe 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)

Positiivne jaLT-ga
positiivhe N=97

22 (22,7)
6 (6,2)

48 (49,5)
13 (13,4)
6 (6,2)

2 (2,1)
97

76

78,4 (68,8; 86,1)

TSO
Comprehensive
(EV)

Negatiivhe jaLT-ga
positiivne 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)

Lihendid: CR = Complete Response (taielik ravivastus), PR = Partial Response (osaline ravivastus), sCR = Surgical
Complete Response (taielik kirurgiline ravivastus).
* Kahepoolne 95% usaldusvahemik arvutati (tdpse) Clopperi-Pearsoni meetodiga.

54 patsiendil puudusid TSO Comprehensive (EU) anallilsi tulemused.

Selle uuringu andmed toetavad TSO Comprehensive (EU) anallilisi ohutust ja efektiivsust kasutamisel NTRK
fusiooniga soliidtuumoritega patsientide tuvastamiseks, kellel vdiks olla kasu ravist larotrektiniibiga.
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Viited
1. American Society of Clinical Oncology. www.asco.org. Vaadatud 3. oktoobril 2016.

2. European Society for Medical Oncology. www.esmo.org. Vaadatud 3. oktoobril 2016.
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Muudatuste ajalugu

Labivaatamine Kuupaev
Dokument nr Mai
200007789, v08 2025

Dokument nr 200007789, v08

Muudatuse kirjeldus

Eemaldati viide tarkvaraversioonidele ja osa humbritele.

Protseduuri uuendatud piirangud:

» Nekrootilise koe teave.

« MSI kasvaja sisu teave.

Uuendatud:

o NTC joonealune markus kehtib nii min kui ka max teekide
kohta.

» Seadmete ja materjalide loend sisaldab plaadi tsentrifuugi
spetsifikatsioone ja pipeti sammusid.

o SPB ulekoormuse arvutamine 1,05-1t 1,15-kordsele.

o Terminoloogia MET eksoni 14 del kuni MET eksoni 14
vahelejatmiseks.

Lisatud:

o Markus SMB kohta jaadvustussihtides Uks ja kaks.

« Valmistage ette sekveneerimise sissejuhatuseks.

o Taiendav ultraheliatori teave.

Lisatud selgitused ja ajakohastatud tulemused

toimivusnaitajate kohta:

» Segavad ained.

» Kasvaja profiilimaaramise ja proovi valiidsuse tapsus.

o Tuvastusuuringu 1. ja 2. piir.

» Laborisisese tapsuse 1. uuring.

« Reprodutseeritavuse 2. uuring.

» Teegqi stabiilsuse ja teegi séilitamise teave.

e Kriitiline vaartus.

Uuendatud keel ja grammatika.
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Labivaatamine Kuupaev
Dokument nr Jaanuar
200007789, v07 2024
Dokument nr veebruar
200007789 v06 2023
Dokument nr September
200007789 v05 2022

Dokument nr 200007789, v08

Muudatuse kirjeldus

o Lisatud teave protseduuri piirangute kohta:

illumina

» Nekrootilise koe ja kasvajasisalduse proovi nduded MSI
osas kdrgetele ja somaatilistele draiveri mutatsioonidele.

e Hemoglobiini véimalikud haired.

« RET-geenija fusiooni tuvastuspiirid valjaspool
annoteeritud geenipiire.

o Geenide kustutamistest ei teatata.

o Uuendatud kasutamiseks tarkvara TSO Comprehensive (EU)

Local Run Manager versiooniga 2.3.7.

o Lisatud teave ndutavatele, kuid mitte tarnitavatele
seadmetele ja materjalidele, sh kaks ultraheliaparaadi
taiendavat konfiguratsiooni.

o Uuendatud proovi ja proovimaterjali teave:

» Nekrootilise koe sisaldus.

« Proteinaas K ja hemoglobiini mdju.

« Slaidile paigaldatud FFPE ja puhastatud nukleiinhappe
sailitamine.

o Lisatud teave reaktiivi kaitlemise, t66voo ja kaituse
kvaliteedikontrolli tdrgete térkeotsingu parandamiseks.

 Lisatud toimivusnaitajate kontekst ja selgus:

Ristsaastumine

Nukleiinhapete eraldamiskomplekti hindamine

Segavad ained

Nukleiinhape ja slaidile paigaldatud FFPE stabiilsus

o NTRK kliiniline toimivus
e Uuendatud keel ja grammatika

» Taiendavad avaldused jaotises ,Piirangud”

« Konventsiooni, grammatika ja selgusega seotud
keeleuuendused

« Tabelite 21, 28, 29, 32, 35, 36, 72 korrigeerimine

» Avaldus sademete olemasolu kohta FSM-reagendis

» Uuendatud termotsikleri ja karpide andmed seadmete ja
materjalide loendis

Uuendatud 2. uuringu reprodutseeritavuse tabelid
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Muudatuse kirjeldus

Lisatud analulsimooduli TSO Comprehensive v2.3.5 osa
numbrid

Eemaldatud anallilsimooduli TSO Comprehensive v2.3.3
0sa numbrid

Uuendatud terminoloogia jaotises , Tuhja piir”

Lisati NTRK fusioonidega seotud toimivusnaitajate teave
Lisati margistus FOR EXPORT ONLY (AINULT
EKSPORTIMISEKS)

Varskendati sihtotstarbe teatist, lisades NTRK1-3 CDx-i
ndude

Laiendati toote komponentide teavet, lisades sellele
tarkvarakomponentide osa numbrid

Parandatud on tabeli viite viga
Lisatud on iduliini ja somaatiliste variantidega seotud
piirangud

illumina

Geeniamplifikatsiooni tuvastamise sdnastust on selgemaks

muudetud

Uuendatud on protseduuri piiranguid
Seadmete ja materjalide loendites on tapsustatud
magnetaluse ja termotsikleri spetsifikatsioone

Esialgne valjalase
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Patendid ja kaubamargid

See dokument ja selle sisu kuuluvad ettevéttele lllumina, Inc. ja selle tiitarettevotetele (,lllumina“) ning on mdeldud kasutamiseks ainult
ettevdtte lepingulistele klientidele seoses selles dokumendis kirjeldatud toote (toodete) kasutamisega ega ole mdeldud mitte mingiks
muuks otstarbeks. Seda dokumenti ega selle sisu ei tohi mis tahes viisil kasutada ega muul eesmargil levitada ja/vdi edastada, avaldada voi
reprodutseerida ilma lllumina eelneva kirjaliku ndusolekuta. lllumina ei anna selle dokumendiga kolmandale isikule oma patendi-,
kaubamargi-, autori-, tava- vdi muu sarnase diguse alusel mitte lhtegi litsentsi.

Kvalifitseeritud ja asjakohase koolituse saanud td6tajad peavad selles dokumendis kirjeldatud juhiseid jargima rangelt ja Uksikasjalikult, et
tagada siin kirjeldatud toote (toodete) dige ja ohutu kasutusviis. Siinse dokumendi sisu tuleb enne nimetatud toote (toodete) kasutamist
taies ulatuses labi lugeda ja endale selgeks teha.

SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD JUHISTE MITTE LUGEMINE JA MITTE UKSIKASJALIKULT JARGIMINE VOIB KAHJUSTADA TOODET
(TOOTEID), VIGASTADA INIMESI (SH KASUTAJAID VOI TEISI) JA KAHJUSTADA MUUD VARA. NIMETATUD JUHUL EI KEHTI UKSKI
TOOTELE (TOODETELE) ANTUD GARANTII.

ILLUMINA EI VASTUTA SELLES DOKUMENDIS KIRJELDATUD TOOTE (TOODETE) (SEALHULGAS TOOTE OSAD VOI TARKVARA)
VAARKASUTUSE EEST.

© 2025 lllumina, Inc. Kdik digused on kaitstud.

K&ik kaubamargid kuuluvad ettevdttele lllumina, Inc. voi nende vastavatele omanikele. Kaubamargi kohta lisateabe saamiseks vt
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktteave

lllumina, Inc. C €
5200 Illlumina Way

San Diego, California 92122 USA IVD

+1800 809 ILMN (4566)

+1858 202 4566 (véljaspool Péhja-Ameerikat) urmina Nethertands B
umina Nethernands o.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Toote margistus

Toote pakendil ja etikettidel olevate suimbolite tdieliku kirjelduse leiate, kui klilastate aadressi
support.illumina.com ja avate oma komplekti vahekaardi Documentation (Dokumentatsioon).
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