TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

Tajékoztatoflizet

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Rendeltetés

A TruSight™ Oncology Comprehensive (EU) egy in vitro diagnosztikai teszt, amely célzott Ujgeneracios
szekvenaldast alkalmaz 517 gén varidnsainak kimutatasara formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
tumorszdévetmintakbdl kivont nukleinsavak felhasznalasaval, szolid rosszindulaty daganatokban szenvedé
rakos betegektdl, az lllumina® NextSeq™ 550Dx késziilék hasznalataval. A teszt felhasznalhatd egyetlen
nukleotidvarians, tobb nukleotidvarians, inszerciok, delécidk és génamplifikacidok kimutatasara DNS-bél,
valamint génfuzidk és splice-varidansok kimutatdsara RNS-bél. A teszt tumormutacids terhelési (TMB)
pontszamot és mikroszatellita-instabilitasi (MSI) statuszt is jelent.

A teszt tarsdiagnosztikai eszkdzként szolgal a daganatos betegek azonositasara az 1. tablazat felsorolt célzott
terdpidval torténé kezeléshez, a jovahagyott terdpids termékcimkének megfeleléen. Ezenkiviil a teszt célja,
hogy a szakképzett egészségligyi szakemberek altali hasznalatra tumorprofilozasi informacidkat szolgaltasson,
a szakmai utmutatasoknak megfeleléen, és nem meggy6z6 vagy nem el6iré barmely specifikus terapias termék
alkalmazasi el8iras szerinti hasznalata tekintetében.

1. tablazat . Tarsdiagnosztikaiindikacio

Tumor tipusa Biomarkerek Célzott terapia
Szolid tumorok NTRK1, NTRK2 és NTRK3 VITRAKVI® (larotrectinib)
génfuziok

A vizsgalat 0sszefoglalasa és magyarazata

Klinikai ismertetés

A rak vildgszerte vezetd haldlok, és barmely szévetbdl szarmazhat.! 2 A rék genetikai alapu elemzése fontos
azon betegek azonositasahoz, akiknél a célzott terapiak elénydsen alkalmazhatok, valamint Uj kezelési
modszerek kifejlesztéséhez. Szamos gén szerepet jatszik a rak okozasaban vagy progresszidjaban, és sok rak
szamos varianst hordoz, amelyek befolyasoljak ezeket a géneket és azok funkcidit. Ezek a varidnsok
tartalmazhatnak génmutacidkat, példaul egy-nukleotid variansokat (SNV), tébb-nukleotid variansokat (MNV),
inszercidkat vagy delécidkat, génamplifikacidkat, génfluzidkat és splice-variansokat. A rak génmutacidinak
masik kdvetkezménye a rakspecifikus immunvalaszt kivaltd neoantigének megjelenése. A rak mutacios
allapotat a TMB és az MSI tudja abrazolni, amelyek a genomikai instabilitassal és rakneoantigén megjelenésével
0sszefligg6é genomi alairasok.
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TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

A TruSight Oncology Comprehensive egy kvalitativ Ujgeneracids szekvenalasi (NGS) komprehenziv genomikai
profilozasi (CGP) teszt, amely széles kdrben értékeli a genomikai variansokat a 2. tablazat felsorolt, rakhoz
kapcsolddé gének nagy paneljdban. A vizsgalat kis varidnsokat mutat ki 517 génben, valamint
génamplifikaciokat, fuzidkat és splice-variansokat a 2. tablazat jelzettek szerint. A vizsgalat a TERT kivételével
az 0sszes gén kddolasi szekvencidjanak lefedettségét biztositja, ahol csak a promdter régiét fedik le, és a TMB-
pontszamot és az MSI statuszt értékelik. Ezek a vizsgalati célok magukban foglaljak a szakmai szervezetek és
mas jelentds egyesllt dllamokbeli irdnyelvek altal idézett tartalmakat. A fliggetlen konzorciumok publikacidi és a
késéi stadiumu gydgyszerkutatas is befolyasolta a TSO Comprehensive vizsgalat elrendezését.

A varidnsazonositasbdl kizart régiok listajat 1asd az lllumina tamogatasi vizsgalohelyen elérhetd TruSight
Oncology ComprehensiveBlock List (dokumentumszam: 200009524) kiadvanyt.

A 2. tablazat négy varianstipus-kategoriat azonosit: Kis DNS varians (S), génamplifikacio (A), fuzié (F) és splice-
varians (Sp). A kis DNS-varidnsok kozé tartoznak az SNV-k, MNV-k, valamint az inszerciok és delécidk.

2.tablazat TSO Comprehensive (EU) Vizsgalati génpanel

Sz. Entrez’ , Gén Varians tipusa  Sz. Entrez’ , Gén Varians tipusa Sz. Entrez] , Gén Vellriéns
azonosité azonosito azonosito tipusa

1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S

2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S

3 84142 ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S

4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S

5 91 ACVR1B S 180 2313 FLIT S 355 5156 PDGFRA S

6 25960 ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S

7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S

8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S

9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 5241 PGR S
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
" 242 ALOX12B S 186 2308 FOXO1 S 361 8929 PHOX2B S
12 139285 AMER1 S 187 27086 FOXP1 S 362 5287 PIK3C2B S
13 29123 ANKRD11 S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852 ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARID1A S 194 2625 GATA3 S 369 5295 PIK3R1 S
20 57492 ARID1B S 195 2626 GATA4 S 370 5296 PIK3R2 S
21 196528 ARID2 S 196 2627 GATAB S 371 8503 PIK3R3 S
22 84159 ARIDSB S 197 348654 GEN1 S 372 5292 PIM1 S
23 171023 ASXL1 S 198 79018 GID4 S 373 5336 PLCG2 S
24 55252 ASXL2 S 199 2735 GLI S 374 10769 PLK2 S
25 472 ATM S 200 2767 GNAT S 375 5366 PMAIP1 S
26 545 ATR S 201 10672 GNA13 S 376 5378 PMS1 S
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A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat egy manualisan végzett elosztott teszt, amelyet extrahalt nukleinsavval

végeznek bemeneti anyagként. A formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE) szovetbél kivont DNS-t és/vagy
RNS-t konyvtarak készitéséhez hasznaljak fel, amelyeket ezutan dusitanak a rakkal-kapcsolatos génekhez, és
szekvendlnak a(z) NextSeq 550Dx készliléken.
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A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat a kdvetkez8 folyamatokat foglalja magaban.

Konyvtar el6készitése és dusitdsa—RNS-esetén 6sszesen 40 ng-ot konvertalnak két szalas
komplementer DNS-hez (cDNS). Genomikai DNS (gDNS) esetén 40 ng gDNS-t kis fragmentumokra
metszenek. A szekvenalashoz hasznalt univerzalis adaptereket a cDNS- és gDNS-fragmentumokra ligaljak.
Minden konyvtarba P5 és P7 adapter szekvenciak vannak beépitve, amelyek lehetdvé teszik a kdnyvtari
fragmentumok felvételét az aramlasos cella felliletére szekvenalas kdzben. Az adapterek i5 és i7 index
szekvencidkat tartalmaznak minden egyes egyéni minta, valamint a gDNS-mintakbdl szarmazé konyvtarak
esetén az egyedi molekularis azonositok (UMI) hasznalataval rendelkez egyedi molekulak azonositasara. A
koényvtarakat ezutan egy befogdson alapulé médszerrel dusitjak a specifikus génekre. A vizsgalat altal
célzott génrégidkat lefedd biotinilalt probaszekvenciakat hibridizaljak a kdnyvtarakkal. A probakat és a
hibridizalt célzott kdnyvtarakat nem célzott kdnyvtarakbdl izoldljak sztreptavidin magneses részecskékkel
torténd rogzitéssel. A célul kitlizott dusitott kdnyvtarak mosasra és amplifikalasra keriilnek. Az egyes
dusitott kdnyvtarak mennyiségét ezutan gyongyalapu mddszerrel normalizaljak, hogy egyenlé
reprezentaciot biztositsanak az 6sszevont kdnyvtarakban a szekvenalashoz.

Sorba rendezés és elsédleges elemzés—A normalizalt, dusitott konyvtarakat 6sszevonjuk és egy
aramlasos celldba csoportositjuk, majd szintetikus (SBS) kémiai szekvenaldssal szekvenaljuk a NextSeq
550Dx-n. Az SBS soran az egyszeres, fluoreszcensen jelzett dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) bazisok
kimutatdsa reverzibilis terminator médszerrel térténik, amint azok beéplilnek a ndvekvé DNS-szalakba.
Minden szekvenalasi ciklusban a nukleinsavlanchoz egy dNTP-t adnak hozza. A dNTP cimke a polimerizacid
lezaréelemeként szolgdl. Minden egyes dNTP beépitése utan a készllék képet készit a fluoreszcens
festékrél a bazis azonositasahoz, majd a festék lehasitasra kerll, lehetévé téve a kbvetkez6 nukleotid
beépitését. Négy reverzibilis, terminatorhoz k6tott dNTP (A, G, T és C) van jelen egyetlen, kiilonalld
molekulaként. Ennek eredményeképpen a természetes verseny minimalisra csokkenti a beilleszkedési
torzitast. Az els6dleges elemzés soran az alapazonositasok kdzvetleniil az egyes szekvendlasi ciklusok
soran végzett jelintenzitds-mérésekbdl térténnek, ami bazisrdl-bazisra szekvenalassal térténik. Minden
egyes alapazonositashoz minéségi pontszamot rendelnek hozza.

Masodlagos elemzés—A Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul a
Local Run Manager szoftver részeként a NextSeq 550Dx készliléken talalhatd a futtatas bedllitdsanak
megkonnyitése TSO Comprehensive (EU) és a szekvenalasi eredmények masodlagos elemzése érdekében.
A masodlagos elemzés magaban foglalja a futtatas feldolgozasanak és a min6ségellenérzésnek az
érvényesitését, majd a demultiplikalast, a FASTQ-fajlgeneralast, az igazitast és a variansazonositast. A
demultiplikalds szétvalasztja az 6sszegy(ijtott konyvtarakbdl szarmazd adatokat a kdnyvtar el6készitési
eljaras soran hozzaadott egyedi szekvenciaju indexek alapjan. A FASTQ-koztes fajlok generalédnak,
amelyek tartalmazzak az egyes mintak szekvenalasi leolvasasait és a hozzajuk tartozé minéségi
pontszamokat, a sz(rén at nem ment klaszterek kizarasaval. A szekvenalasi leolvasasokat a rendszer
0sszehasonlitja a referencia genommal, hogy azonositsa a szekvenciak kozo6tti kapcsolatot, és pontszamot
ad a terlletek hasonldsaga alapjan. Az illesztett leolvasasokat BAM-formatumu fajlba irja. A vizsgalati
szoftver kllon algoritmusokat hasznal a DNS- és/vagy RNS-mintakbdl |étrehozott kényvtarakhoz a kis
DNS-variansok, a génamplifikaciok, a TMB és az MSI DNS-mintakhoz, valamint a fuziok és a splice-
variansok RNS-mintakhoz valé azonositdsahoz. Az elemzé szoftvermodul tobb kimenetet general,
beleértve a szekvenalasi mérészamokat és a Valtozéazonositasi formatum (VCF) fajlokat. A VCF-fajlok a
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referencia genom meghatarozott helyein taladlhaté varidnsokrél tartalmaznak adatokat. A rendszer minden
mintahoz létrehozza a mérészamokat és az egyedi kimeneti fajlokat. A masodlagos és harmadlagos
elemzés részleteit 1asd: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul,
Munkafolyamat-utmutato (dokumentumszam: 200008661).

Harmadlagos elemzés—A Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul ltal
végzett harmadlagos elemzés TMB- és MSI-szamitasokbdl, tarsdiagnosztikai azonositasbdl, a variansoknak
a klinikai jelent6ség két szintjére torténé tumorprofilozasabdl all, a tudasbazis (KB) és a szbvettipus
felhasznalasaval, valamint eredményjelentés létrehozasaval. A tumorprofilozast atfogd genomikai
profilozasnak is nevezik. A kiértékelt variansok eredményei, valamint a TMB és MSI biomarker-eredmények
0sszegzése a TSO Comprehensive (EU) eredményjelentésben talalhatd.

Az eljaras korlatai

Kizarodlag in vitro diagnosztikai hasznalatra.

Csak a rendelt célra vald haszndlatra. A tesztet a klinikai laboratériumi el6irdsoknak megfeleléen kell
hasznalni.

A rendeltetésszerl hasznalat 2. tablazat felsorolt genomikai eredményei nem el8iré jellegliek és nem
meggydzbek egyetlen konkrét terapias termék cimkézett hasznalatara vonatkozdan sem.

A TSO Comprehensive (EU) eredményjelentésben a Klinikai jelentéségre (2. szint) utalé genomikai
eredmények és a potencialisan klinikai jelentéség( (3. szint) genomikai eredmények kdzott felsorolt
variansok esetében nem végeztek klinikai validalast.

A betegellatassal és kezeléssel kapcsolatos dontéseknek a kezeléorvos fliggetlen orvosi megitélésén kell
alapulniuk, figyelembe véve a beteg allapotara vonatkozé 6sszes vonatkozé informaciot, mint példaul a
beteg és a csaladi kortorténet, fizikalis vizsgalatok, mas diagnosztikai tesztekbél szarmazd informaciok és a
beteg preferenciai, az adott k6zosség szokasos ellatasanak megfeleléen.

Az FFPE-minta minésége nagyon valtozd. Azok a mintak, amelyek nem estek at a szokasos rogzitési
eljdrasokon, nem feltétlenil termelnek olyan extrahalt nukleinsavakat, amelyek megfelelnek a vizsgalat
mindségellendrzési kdvetelményeinek (Mindség-ellendrzés a(z) 80. oldalon). Az 6t évnél hosszabb ideig
tarolt FFPE-blokkok alacsonyabb érvényességet mutattak.

A TSO Comprehensive (EU) teljesitményét szerv- vagy szovetatiiltetésen atesett betegekbdl szarmazé
mintakban nem értékelték.

A nagy mennyiségi (= 23%) nekrotikus szovet befolyasolhatja a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat azon
képességét, hogy kimutassa a génamplifikacidkat és az RNS-fuzidkat.

El6fordulhat, hogy a szomatikus meghajté mutdciok nem észlelhet6k megbizhaté mddon, ha a (tertilet
szerinti) tumortartalom kevesebb mint 20%.

A stabil mikroszatellita (MS-stabil) eredmény megbizhatatlan lehet, ha a tumortartalom kevesebb mint 30%.
A mikroszatellita magas (MSI-magas) eredmény helyes, fliggetleniil a tumor tartalmatol.

A szOvettel kapcsolatos hemoglobin csokkenti a MET splice variansok tamogatd kiolvasasait.
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* Adelécidkkal és a heterozigdtasag elvesztésével jaro, erésen atrendezett genomokban a TSO
Comprehensive (EU) szoftver a DNS-mintat tévesen szennyezettnek sorolhatja be (CONTAMINATION_
SCORE > 3106 és p-érték > 0,049).

* Anegativ eredmény nem zarja ki a vizsgalat kimutatasi hatarértékei (LoD) alatti mutacio jelenlétét.
* Akis DNS-varidnsok kimutatasanak érzékenységét a kovetkezék befolyasolhatjak:

— Alacsony komplexitasu genomikai kornyezet.

— Novekv6 varidnshossz.
* A TMB-pontszamok pontatlanok lehetnek a kdvetkezé kontextusokban:

— Ahogy a tumortartalom eléri azokat a szinteket, ahol a csiravonal és a szomatikus varians
allélfrekvencidk (VAF-ek) konvergalnak.

— Anyilvanos adatbazisokban nem jol reprezentalt populaciokban.

* A TSO Comprehensive (EU) dltal jelentett egyetlen kdpiaszam-varidnsok a génamplifikaciok. A
géndelécidkat a vizsgalat nem jelenti.

* Eléfordulhat, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati szoftverben taldlhatd Fusion-hivasi algoritmusok
nem veszik figyelembe az annotalt génhatarokon kiviil esé kiolvasasokbdl szarmazd bizonyitékokat.

* Afuzidk észlelésének érzékenységét befolyasolhatja:
— Azalacsony kényvtari 0sszetettség miatt a tamogatd leolvasasok a vizsgalati munkafolyamat eltérései

miatt csokkentek (példaul kovesse a keverési lépéseket: RNS semlegesitése és lagyitdsaa(z) 43.
oldalon).

— Amikor egy gén mindkét toréspontot lefedi.

— Azokban az esetekben, amikor tobb fuzids toréspont van kézel egymashoz egy vagy tobb partnerrel, a
tobb téréspont és partner egyetlen téréspontként és partnerként is jelentésre keriilhet.

— Kis median inszerciés méretekkel. Kis median inszercids méretek esetén 80 bp minimalis median
inszercids méret sziikséges, de az érzékenység csdkken a 80-100 bp tartomanyban.

— Alacsony szekvenciaju komplexitas vagy homoldg genomikai kérnyezet segitségével a fuzios
toréspontok kortdil.

* Afuzidbanrészt vevd gének rendezédését befolyasolhatja, ha a fuzids toréspontok az atfed6 géneket
tartalmazé genomikai régidkban fordulnak elé. A vizsgalat az 6sszes gént jelenti, pontosvesszével
elvalasztva, ha tébb gén atfedésben van egy térésponttal.

* A TERT promoterrégidjanak kovetkezetlen lefedettsége az alacsony mélység miatt eredménytelen lehet.

* Azannotdcids vagy KB hibak alpozitiv vagy alnegativ eredményt okozhatnak, beleértve egy varidns rossz
szinten torténd felsorolasat (a Genomikai eredmények klinikai jelentéség bizonyitékaval [2. szint] és a
Genomikai eredmények potencidlis klinikai jelentéséggel [3. szint) kdzott], vagy a jelentésben szerepld
annotacios informaciok helytelenek lehetnek. A CDx eredményekben jelentett variansokat nem
befolyasoljdk a jegyzetelési vagy KB hibak. A hiba lehetésége a kévetkezé harom forrasbdl ered:

— TSO Comprehensive (EU) varidns annotacié. A COSMIC v92 2448350 varidansanak elemzése alapjan a
hibaarany korilbellil 0,0027%, ezért a hiba valdszinlisége alacsony.
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— KB hiba a kuracids folyamat miatt.

— AKB-tartalom jelentésége idével valtozik. A jelentés a KB-verzid 6sszedllitdsdnak id6pontjdban szerzett
tudast tikrozi.

* A TSO Comprehensive (EU) szomatikus varidnsok jelentésére szolgal, amikor klinikai jelentéséggel bird
variansokat vagy potencialis klinikai jelentéséggel biré variansokat jelentenek. Csak tumorvizsgalatként
lehetséges a csiravonal (6rokolt) varidnsok jelentése, de nem szandékolt. A TSO Comprehensive (EU) KB-t
hasznal a variansok jelentésére anélkil, hogy kifejezetten megjeldiné, hogy csiravonal- vagy szomatikus
eredetlek-e.

* AKB csak olyan terapias, diagnosztikai és prognosztikai 6sszefliggéseket foglal magaban, amelyek
relevansak a szilard rosszindulatl neoplazmaban jelen 1évé varidnsok szempontjabdl. A KB nem foglalja
magaban az érzékenységi vagy rakkockazati 6sszefliggéseket.

* Az aldbbitablazat harom olyan RET-varians nukleotidvaltozasait jeleniti meg, amelyeket a vizsgadlat nem
képes észlelni. Ugyanannak az aminosavnak az egyéb nukleotidvaltozasai is kimutathatdk.

3. tablazat Nukleotidvaltozasok harom RET-varians esetében

Aminosav , . . ;
i X Kr* Elhelyezkedés Referencia allél Alternativa

valtozasa

p.E632_ 10.kr. 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGC TAAGGCCG

A640delinsVRP C TGCGGCCG

p.E632_ 10.kr. 43609944 GCTGTGC TGTCAGG

C634delinsDVR

p.C634_ 10.kr. 43609952 GC CTAAAAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Kr. = kromoszoma

A termék osszetevdi

A TSO Comprehensive (EU) teszt a kovetkezd komponensekbdl all:

* TruSight Oncology Comprehensive (EU) készlet (lllumina-katalégusszam: 20063092) — A készlet elegendd
mennyiség(i reagenst tartalmaz, amelyek alkalmasak 24 DNS- és 24 RNS-konyvtar lIétrehozasahoz. Ez a
mennyiség magaban foglalja a betegmintakat és a kontrollokat. A kontrollok kiilén vasarolhatok meg (lasd:
Sziikséges, de nem sZzdllitott reagensek a(z) 16. oldalon).

* Tudasbazis: Rendszeresen frissiil, és letdlthet6 a lllumina Lighthouse Portalrdl.
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* Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul (lllumina-katalégusszam:
20051843), amely a kdvetkez6 6sszeteviket tartalmazza:

— TSO Comprehensive Reklamaciés csomagok
— TSO Comprehensive Szoftvercsomag
— TSO Comprehensive USB-készlet

A lllumina szervizképviseldje telepitia TSO Comprehensive (EU) elemzési modul megfelel§ verzidjat ide: Local
Run Manager NextSeq 550Dx készlilék. Az elemzési modullal kapcsolatos informacidkat lasd: Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutato
(dokumentumszam: 200008661).

Reagensek

Szallitott reagensek

A TSO Comprehensive (EU) készlethez a kdvetkez6 reagensek tartoznak.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, PN 20031127

. . . , Tarolasi
Reagens Cikkszam Darab Térfogat Hatoanyagok .
hémérséklet
First Strand Synthesis 20031431 1 260 pl Sdkat és -25°Cés-15°C
Mix (FSM) nukleotidokat kozott
tartalmazo pufferelt
vizes oldat
Second Strand Mix 20031432 1 720 ul Sdékat, DNS- -25°Cés-15°C
(SSM) polimerazokat, k6zott
RN&z-H-t és
nukleotidokat
tartalmazé pufferelt
vizes oldat
Elution Primer Frag 20031433 1 250 ul Sdékat és random -25°Cés-15°C
Mix (EPH3) hexamereket kozott
tartalmazé pufferelt
vizes oldat
Reverse Transcriptase 20031434 1 70 i Reverz -25°Cés-15°C
(RVT) transzkriptazt k6zott
tartalmazé pufferelt
vizes oldat
Dokumentumszam: 200007789 v08 11/144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismertetd

TruSight Oncology Comp Library Prep (fagyasztd), PN 20031118

Reagens

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)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Cikkszam

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441

Dokumentumszam: 200007789 v08

Darab

Térfogat

85 ul

210 pl

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 pl

550 pl

Hatdéanyagok

T4 DNS-
polimerazokat és
polinukleotid
kinazokat tartalmazo
pufferelt vizes oldat

Sokat és
nukleotidokat

tartalmazo pufferelt
vizes oldat

Sékat tartalmazé
pufferelt vizes oldat

Ligazt tartalmazé
pufferelt vizes oldat

Univerzalis
szekvenald
oligonukleotidokat
tartalmazd pufferelt
vizes oldat

Univerzalis
szekvenald
oligonukleotidokat
tartalmazo pufferelt
vizes oldat

Sékat tartalmazé
pufferelt vizes oldat

DNS-polimerazokat
és nukleotidokat
tartalmazo pufferelt
vizes oldat

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

illumina

Tarolasi
hémeérséklet
-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott

®
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TruSight Oncology Comp Library Prep (hiité), PN 20031119

Reagens Cikkszam Darab  Térfogat Hatdanyagok Tarolasi
g 9 vag hémérséklet
Resuspension Buffer 20031444 1 12,4 ml Sékat tartalmazé 2°Cés8°C
(RSB) pufferelt vizes oldat kozott
Sample Purification 20031442 2 6,11 ml Magneses 2°Cés8°C
Beads (SPB) gyongyoket kozott
tartalmazo vizes
oldat
TE Buffer (TEB) 20013443 1 10 ml Tris EDTA-oldat 2°Cés8°C
kdzott

TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

Hatdanyagok: Pufferelt vizes oldat, amely egyedileg vonalkddozott oligonukleotid primereket tartalmaz.

/N FIGYELEM!

RNS- vagy DNS-mintakhoz hasznaljon egyedi indexprimereket (UPxx). Ne kombinalja a CPxx és UPxx
indexprimereket ugyanabban a kényvtarban.

Indexprimer  Cikkszam Darab Térfogat i7 Index i7 szekvencia i5 Index i5 szekvencia Tarolasi hmérséklet
UPO1 20031445 1 24 pl D702 TCCGGAGA D503 AGGATAGG -25°C és -15 °C kozott
UPO02 20031446 1 24 ul D707 CTGAAGCT D504 TCAGAGCC -25°C és -15 °C kozott
UP03 20031447 1 24 pl D717 CGTAGCTC D509 CATCCGAA -25°C és -15 °C kozott
UP04 20031448 1 24 ul D706 GAATTCGT D510 TTATGAGT -25°C és -15 °C kozott
UPOS5 20031449 1 24 ul D712 AGCGATAG D513 ACGAATAA -25°C és -15 °C koz6tt
UPO6 20031450 1 24 ul D724 GCGATTAA D515 GATCTGCT -25°C és -15 °C kozott
UPO7 20031451 1 24 ul D705 ATTCAGAA D501 AGGCTATA -25°C és -15 °C koz6tt
UPO8 20031452 1 24 ul D713 GAATAATC D502 GCCTCTAT -25°C és -15 °C kozott
UP09 20031453 1 24 pl D715 TTAATCAG D505 CTTCGCCT -25°C és -15 °C kozott
UP10 20031454 1 24 ul D703 CGCTCATT D506 TAAGATTA -25°C és -15 °C kozott
UPT 20031455 1 24 ul D710 TCCGCGAA D517 AGTAAGTA -25°C és -15 °C koz6tt
UP12 20031456 1 24 ul D701 ATTACTCG D518 GACTTCCT -25°C és -15 °C kozott
UP13 20031457 1 24 ul D716 ACTGCTTA D51 AGAGGCGC -25°C és -15 °C koz6tt
UP14 20031458 1 24 ul D714 ATGCGGCT D512 TAGCCGCG -25°C és -15 °C kozott
UP15 20031459 1 24 pl D718 GCCTCTCT D514 TTCGTAGG -25°C és -15 °C kozott
UP16 20031460 1 24 pl D719 GCCGTAGG D516 CGCTCCGC -25°C és -15 °C koz6tt
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TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

illumina

Hatdanyagok: Pufferelt vizes oldat, amely egyedileg vonalkddozott oligonukleotid primereket tartalmaz.

/N FIGYELEM!

Kombinator indexprimereket (CPxx) csak DNS-mintakhoz hasznaljon. Ne kombinalja a CPxx és UPxx
indexprimereket ugyanabban a kényvtarban.

Indexprimer  Cikkszam Darab
CPO1 20031461 1
CP02 20031462 1
CP03 20031463 1
CP0O4 20031464 1
CPO5 20031465 1
CP0O6 20031466 1
CP0O7 20031467 1
CP0O8 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

Térfogat
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl
20 ul
20 pl

i7 Index Szekvenalas i5 Index Szekvenalas
D721 CATCGAGG D507 ACGTCCTG
D723 CTCGACTG D508 GTCAGTAC
D709 CGGCTATG D519 CCGTCGCC
D711 TCTCGCGC D520 GTCCGAGG
D723 CTCGACTG D507 ACGTCCTG
D709 CGGCTATG D507 ACGTCCTG
D711 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG
D721 CATCGAGG D508 GTCAGTAC
D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC
D711 TCTCGCGC D508 GTCAGTAC
D721 CATCGAGG D519 CCGTCGCC
D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC
D711 TCTCGCGC D519 CCGTCGCC
D721 CATCGAGG D520 GTCCGAGG
D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG
D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG

TruSight Oncology Comp Enrichment (hiit6), PN 20031123

Reagens Cikkszam

Target Capture 20031477
Buffer 1 (TCB1)

Streptavidin Mag 20031478
Beads (SMB)

Darab
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2

2

Térfogat Hatéanyagok

870 ul Formamidot és sdkat
tartalmazo pufferelt vizes
oldat

7,78 mi Sdékat és szilard fazisu,

sztreptavidinnel
kovalensen bevont
paramagneses
gyongyoket tartalmazé
pufferelt vizes oldat

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

Tarolasi hémérséklet

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C koz6tt

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C kozott

-25°C és -15 °C kozott

Tarolasi
hémérséklet
2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott
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Reagens

2N NaOH (HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads 1 (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNST)

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample
Purification
Beads (SPB)

TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyaszté), PN 20031121

Reagens

Target Capture
Additives 1
(TCAT)

Enhanced
Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Dokumentumszam: 200007789 v08

Cikkszam

20031479

20031480

20031481

20031482

20031483

20031444

20031442

Cikkszam

20031486

20031487

20031488

Darab

Darab

Térfogat

400 pl

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5mil

12,4 ml

6,11 ml

Térfogat

521 pl

50,4 ml

1,65 ml

Hatdéanyagok

Natrium-hidroxid-oldat

Pufferelt vizes oldat

Szilard fazisu
paramagneses
gyongyoket tartalmazd
pufferelt vizes oldat

Sokat tartalmazé pufferelt
vizes oldat
2-merkaptoetanol és
formamid

Sokat tartalmazé pufferelt
vizes oldat

Sokat tartalmazé pufferelt
vizes oldat

Magneses gyéngyoket
tartalmazd vizes oldat

Hatdéanyagok

Oligonukleotidokat
tartalmazé pufferelt vizes
oldat

Sokat tartalmazé pufferelt
vizes oldat

Mososzert tartalmazo
pufferelt vizes oldat

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.

illumina

Tarolasi
hémeérséklet
2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott

2°Cés8°C
kozott
2°Cés8°C
kozott

Tarolasi
hémérséklet
-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott

-25°Cés-15°C
kozott
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illumina

Tarolasi
Reagens Cikkszam Darab  Térfogat Hatdanyagok Y.

hémeérséklet
Enhanced PCR 20031441 550 ul DNS-polimerazokat és -25°Cés-15°C
Mix (EPM) nukleotidokat tartalmazo kozott

pufferelt vizes oldat

PCR Primer 20031490 150 pl P5 és P7 primeket -25°Cés-15°C
Cocktail 3 tartalmazo pufferelt vizes  kdzott
(PPC3) oldat
Library 20031491 4,6 ml Sokat tartalmazé pufferelt -25°Cés-15°C
Normalization vizes oldat kozott
Additives 1 2- Merkaptoetanol és
(LNAT1) formamid
PhiX Internal 20031492 10 PhiX genomikus DNS-t -25°Cés-15°C
Control (PX3 tartalmazé pufferelt vizes kozott
vagy PhiX) oldat

TruSight Oncology Comp Content Set, PN 20031122

Tarolasi
Reagens Cikkszam Darab  Térfogat Hatéanyagok Y

hémérséklet
Oncology RNA Probe 20031494 1 290 i Oligonukleotid -25°Cés-15°C
Pool (OPR1) szondakészlet kozott
Oncology DNA Probe 20031495 1 290 pl Oligonukleotid -25°Cés-15°C

Pool 2 (OPD2)

szondakészlet

Sziikséges, de nem szallitott reagensek

Amplifikacio el6tt hasznalatos reagensek

kozott

* DNA and RNA Extraction and Purification Reagents—A reagensre vonatkozo kdvetelményeket lasd:
Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatarozas és tarolds a(z) 26. oldalon.

* DNA and RNA Quantification Reagents—A reagensre vonatkozé kdvetelményeket lasd: Nukleinsav-
extrakcido, mennyiségi meghatarozds és tarolds a(z) 26. oldalon.

* TruSight onkoldgia Kontrollok:
— TruSight onkolégia DNA-Control (lllumina-katalégusszam: 20065041)
— TruSight onkoldégia RNA-Control (lllumina-kataldgusszam: 20065042)

* Etanol (EtOH) 100% (200 bizonyiték), molekularis bioldgiai minéségu

* RN-3az-/DN-az-mentes viz

Dokumentumszam: 200007789 v08 16 /144
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Amplifikacio utan hasznalatos reagensek

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (lllumina-cikkszam: 20028871)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 ciklus)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 ciklus)
— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 ciklus)

* EtOH100% (200 fok), molekularis bioldgiai min&ség(i

* RN-3az-/DN-az-mentes viz

Reagens tarolasa es kezelése

A kovetkezd reagensdobozokat fagyasztva szallitjak. -25 °C és -15 °C kdz6tt tarolando.

Laboratoriumi

Doboz Cikkszam teriilet

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep 20031127 Amplifikacié elétt
TruSight Oncology Comp Library Prep (fagyasztd) 20031118 Amplifikacio elétt
TruSight Oncology Comp UP Index Primers 20031120 Amplifikacié el6tt
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126 Amplifikacié el6tt
TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyaszto) 20031121 Amplifikacié utan
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122 Amplifikacio utan

A FIGYELEM!

Ne tarolja a reagenseket fagymentes taroldegységben vagy hlitészekrényajtd-rekeszekben.

A kovetkezé reagensdobozokat gélcsomagokban szallitjdk a 0-10 °C-os hémérséklet fenntartasa érdekében.
2-8 °C-on tarolandd.

Laboratoriumi

Doboz Cikkszam B
terilet
TruSight Oncology Comp Library Prep (hiit6) 20031119 Amplifikacié el6tt
TruSight Oncology Comp Enrichment (h(it6) 20031123 Amplifikacidé utan
/N FIGYELEM!
Ne fagyassza le a gyongyoket tartalmazdé reagenseket (LNB1, SPB és SMB).
Dokumentumszam: 200007789 v08 17 [ 144
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illumina

* Areagensek fizikai jellemz&inek megvaltozasa az anyagok romlasat jelezheti. Ne hasznaljon olyan reagenst,
amelynek a fizikai jellemz8i megvaltoznak (példaul a szine jél Iathatd médon megvaltozik vagy zavarossag

lathatd).

* Az FSM, SSM, ERA1-B és TCB1 tartalmazhat termékekhez kapcsolddd részecskéket. Kévesse az egyes

reagensekre vonatkozo kezelési iranyelveket. Az FSM- és SSM-keverési Iépések elvégzése utan a

visszamarado fehér, termékkel kapcsolatos részecskék nem befolyasoljak a teljesitményt.

* A TSO Comprehensive (EU) teszt stabilitasat értékelték, és a teljesitményt a készlet legfeljebb négy
felhasznaldsa esetén igazoltak. A reagensek a megadott hémérsékleteken torténd tarolas esetén a doboz

cimkéjén feltlintetett lejarati datumig stabilak.

Eszkdzok és anyagok

Szikséges, de nem szallitott eszkdzok és anyagok

Amplifikacio el6tti berendezések és anyagok

Berendezés

Ultraszonikator a hozza tartozo tartozékokkal

Lasd az Ultraszonikator konfigurdcios beallitasok DNS-

fragmentaciohoz a(z) 22. oldalon.

Hoévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzbkkel:

o F(tott fedél, amely 30 °C-ra és 100 °C-ra allithatd (vagy
kikapcsolhatd, ha nem képes 30 °C-ra)

o 4 °C—99 °C hémérséklettartomanyt foglal magaban

o +0,25 °C hémérsékletpontossag

o Kompatibilis a 96 ureg(, 0,2 ml-es PCR-lemezekkel

o Lasd: H6ciklus-szabalyozd felfutdsi sebessége a(z) 23. oldalon

Kémcsdokeverd
Mikrominta-inkubatorok (2) betétekkel a 96 cellds MIDI-lemezekhez (2)

Mikrocentrifuga

Lemezcentrifuga a kovetkezé jellemzbkkel:
» Kompatibilis a 96 Ureges mikrolemezekkel
o Képes 280 x g-re (+/- 10%)

Dokumentumszam: 200007789 v08
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Beszallito

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd
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Berendezés

Lemezrazo a kovetkez6 jellemzékkel:
e 2 mm-es korpalya
o Razathat6 1200 fordulat/perc és 1800 fordulat/perc sebességgel

Tomit6 ék vagy gorgé

Magneses allvany a kévetkez6 specifikacidkkal:

o Paramagneses gyongylecsapashoz/elvalasztashoz tervezve
» Magnesek az allvany oldalan (nem az aljan)

o Kompatibilis a 96 Ureges MIDI-lemezekkel

A 2 ul és 1000 pl kozotti térfogat pontos leaddsara alkalmas precizids

pipettak a kdvetkez6 specifikaciokkal:
o Egy- vagy tdbbcsatornas pipetta 0,02 ul-es skalaval

« Egy- vagy tobbcsatornas pipetta 0,1 pl-es, 0,2 ul-es vagy 0,5 pl-es

skalaval
» Egy- vagy tébbcsatornds pipetta 1 yl-es vagy 2 ul-es skalaval
A pipettakat rendszeresen kalibralni kell, és pontossaguknak a
megadott térfogat 5%-an belll kell lennie.

Pipettazo feltét

Jég- vagy hidegblokk

10 ml-es szeroldgiai pipettak

Ragasztélemezek a 96 Uregli lemezekhez a kdvetkezé jellemzbkkel:

o Lehuzhato

o Szoknyas vagy félszoknyas PCR lemezekhez alkalmas

o Erés ragasztdanyag, amely ellendll a -20 °C és 100 °C kozotti
tobbszori hémérsékletvaltozasnak

o DN&z-/RNaz-mentes

1,7 ml-es kapacitasu mikrocentrifuga-csdvek, nukleazmentesek

Nukledazmentes reagenstartalyok (eldobhato csatorna, 50 ml) (vagy
azzal egyenértékd)

15 ml-es kupos kémcsdvek

Dokumentumszam: 200007789 v08
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illumina

Beszallito

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd
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Berendezés

50 ml-es kupos kémcsovek
Kompatibilis aeroszolallé pipettahegyek

96 Ureg taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek)

96 cellas PCR-lemezek, héciklus-szabalyozdkkal kompatibilisek, 0,2 ml
(polipropilén cellak)

Amplifikacio utani berendezések és anyagok

Berendezés
NextSeq 550Dx készlilék

Lemezcentrifuga a kdvetkez§ jellemzékkel:
o Kompatibilis a 96 Ureges mikrolemezekkel
o Képes 280 x g-re (+/- 10%)

Hévaltoztatd inkubator a kdvetkezé jellemzbkkel:

o F(itott fedél (100 °C)

e 4 °C—99 °C hémérséklettartomanyt foglal magdban

o +0,25 °C hémérsékletpontossag

o Kompatibilis a 96 Uregd, 0,2 ml-es PCR-lemezekkel

o Lasd: Héciklus-szabalyozd felfutdsi sebessége a(z) 23. oldalon

Kémcsbkeverd
Mikrominta-inkubatorok betéttel a 96 cellas MIDI-lemezekhez

Szdraz héblokk a kdvetkezé specifikaciokkal:

e 25°C-99 °C hémérséklettartomany

o +5°C hémérsékletpontossag

« Ellenérizze, hogy a mikrocentrifuga-csdvek kompatibilisek-e a
héblokkal

Lemezrazod a kovetkez6 jellemzékkel:
* 2 mm-es korpalya
o Razathato 1200 fordulat/perc és 1800 fordulat/perc sebességgel

Mikrocentrifuga

Dokumentumszam: 200007789 v08
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illumina

Beszallito

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Fisher Scientific, cikkszam:
AB-0859 vagy azzal
egyenértékl

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Beszallito
lllumina, cikkszam: 20005715

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altalanos laboratdriumi
beszallité
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Berendezés

Tomit6 ék vagy gorgé

Magneses allvany a kévetkez6 specifikacidkkal:

o Paramdgneses gyongylecsapashoz/elvalasztashoz tervezve
» Magnesek az allvany oldalan (nem az aljan)

o Kompatibilis a 96 Ureges MIDI-lemezekkel

A 2 ul és 1000 pl kozotti térfogat pontos leaddsara alkalmas precizids

pipettak a kdvetkez6 specifikaciokkal:
o Egy- vagy tdbbcsatornas pipetta 0,02 ul-es skalaval

« Egy- vagy tobbcsatornas pipetta 0,1 pl-es, 0,2 ul-es vagy 0,5 pl-es

skalaval
» Egy- vagy tébbcsatornds pipetta 1 yl-es vagy 2 ul-es skalaval
A pipettakat rendszeresen kalibralni kell, és pontossaguknak a
megadott térfogat 5%-an belll kell lennie.

Pipettazo feltét

10 ml-es szeroldgiai pipettak

Ragasztdlemezek a 96 liregli lemezekhez a kdvetkezé jellemzbkkel:

Lehlzhaté

Szoknyas vagy félszoknyas PCR lemezekhez alkalmas

Erés ragasztdanyag, amely ellenall a -20 °C és 100 °C kozotti
tobbszori hémérsékletvaltozasnak

DNaz-/RNaz-mentes

2 ml-es kapacitasu mikrocentrifuga-csévek, nukledzmentesek

1,7 ml-es kapacitasu mikrocentrifuga-csdvek, nukleazmentesek
Nukledazmentes reagenstartalyok (eldobhato csatorna, 50 ml vagy
azzal egyenértékd)

15 ml-es kupos kémcsdvek

50 ml-es kupos kémcsovek

Kompatibilis aeroszolallé pipettahegyek

Dokumentumszam: 200007789 v08
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illumina

Beszallito

Altaldnos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratériumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallitd

Altalanos laboratdriumi
beszallité

Altaldnos laboratdriumi
beszallitd
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Berendezés Beszallito

96 uregl taroldlemezek, 0,8 ml (MIDI-lemezek) Fisher Scientific, cikkszam:

AB-0859 vagy azzal
egyenértékdi

96 cellads PCR-lemezek, héciklus-szabalyozdkkal kompatibilisek, 0,2 ml  Altaldnos laboratériumi

(polipropilén cellak) beszallitd
Jég- vagy hidegblokk Altalanos laboratériumi
beszallitd

Ultraszonikator konfiguracios beallitasok DNS-
fragmentaciohoz

A DNS fragmentalasa vagy vagasa befolyasolja a vizsgalat teljesitményét a fragmentum méretének
meghatarozasaval, ami pedig befolyasolja a szekvenalasi lefedettséget. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalatra
tobb fokuszalt ultrahangos konfiguraciot értékeltek és optimalizaltak (4. tablazat).

A vagasi idét ugy allitottak be, hogy maximalizalja a MEDIAN_EXON_COVERAGE mérészamot, amelyet az
Mindség-ellendrzés a(z) 80. oldalon ismertet. A vagasi idék (lasd 4. tablazat) és a MEDIAN_INSERT_SIZE
eredmények a konfiguraciok kozoétt kiildnbdztek.

Az 1-4. és 6. konfiguraciét 8 csikos livegcsovekkel tesztelték. Az 5. konfiguracié esetén egyetlen
Uvegcsovet hasznaltak. A csé térfogatkapacitasa a 4. tablazat lathaté.

A 3-6. konfiguracid (kisebb vizflirdé-térfogat) optimalizaldsa pulzalast hasznalt.

A 3-5. konfiguraciét kisebb térfogatu csdvekben metszették. A csé térfogata befolyasolja a vagasi
paramétereket.

A 4. konfiguracié (vezetékes jelatalakitd, kozepes méretli vizflird6-térfogat, gaztalanitott viz) hosszu
impulzuskésleltetési id6t igényelt (40 masodperc) az 1. és 2. konfiguraciéhoz hasonléd MEDIAN_EXON_
COVERAGE eredmény eléréséhez névleges 40 ng-s bemenetnél.

A 3. konfiguracié optimalis beallitasai kissé nagyobb fragmentummeéret-eloszlast eredményeztek a tobbi
konfiguracidhoz képest (a MEDIAN_INSERT_SIZE kérilbelil 5-10 bazisparral volt nagyobb).

A 3. és 5. konfiguracidban gazmentes vizet és a legkisebb vizflirdé-térfogatot hasznaltak.

A 3. és 5. konfiguracidban megndvelt DNS-bemenetre volt sziikség (50 ng a 3. konfiguracidhoz, 60 ng az 5.

konfiguraciéhoz) ahhoz, hogy hasonlé MEDIAN_EXON_COVERAGE eredményt érjenek el a masik 4
konfiguracidéhoz képest, amelyek a névieges 40 ng bemenetet hasznaltak.

A 3. és 5. konfiguracid nagyobb kart és/vagy denaturaciét okoz, ezért a kbnyvtarkészitéshez felhasznalhatd
dsDNS-molekulak effektiv tomege csdkken.

Centrifugadlja a vagasi csdveket a visszanyerési folyamat soran, hogy a megadott térfogatot visszanyerje, mivel
az anyagveszteség hatranyosan befolydsolhatja a teljesitményt.
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4. tablazat Kiértékelt fokuszalt ultraszonikator konfiguraciok

Paraméter

Transzducer

Vizflrdé térfogata

Viz, gdzmentesitett
Vizh(ité

Vizflirdé hémérséklete

Cslcsesemény-
teljesitmény (PIP)

%-0s lizemi tényez6
Ciklusok sorozatonként

Pulzalas (10 mp-es
sorozatok)

Pulzalasi késleltetésiidé
Vagasi id6
Mintafeldolgozas

Koteg mérete

Uveg nyolccsikos kémcsé
mintamérete

Ingadozas

DNS-bemeneti ekvivalens
(median
exonlefedettséghez)

Vonal
51
lgen
lgen
7°C
450 W

30
200

Nem

NA

250s
1-8
1-96
130 pl

NA

40 ng

Pont
51
lgen
Igen
7°C
175 W

10
200

Nem

NA
280s

1-96
130 pl

NA

40 ng

Konfiguracio

3 4
Pont Vonal
85 ml 500 ml
Nem Igen
Igen Igen
12°C 12°C
50w 350 W
30 25
1000 1000
Igen Igen
10s 40s
200 320s?
1 1-8
1-8 1-8
50 ul 50 ul
NA 3mmY
@ 20
mm/s
50 ng 40 ng

T A 200 masodperces vagasi id6 10 masodperces sorozatokbdl all, 20 ismétléssel.
2 A 320 masodperces vagasi idé 10 masodperces sorozatokbdl all, 32 ismétléssel.

Héciklus-szabalyozo felfutasi sebessége

Pont
16 ml
Nem
Igen
20°C
50 W

20
1000

lgen

10's
200 s’

Egy cs6
(50 i)

NA

60 ng

illumina

Vonal
1,71
lgen
Igen
10°C
450 W

25
600

lgen

10s
320 s?
1-8
1-96

130 pl (vagy
96
mikroTUBE-
lemez)

1.5mmY@
10 mm/s

40 ng

A héciklus felfutasi sebessége befolyasolja a vizsgalat QC-mutatdit (Felhasznalhaté MSI-helyszinek, median
tartalyszam CNV-célpont, median inszercié méret (RNS)), valamint tdmogatja a splice-variansok és fuzidk
leolvasasat. A héciklus-szabalyozé felfutasi sebességének optimalizalasa ajanlott. Példaul egy tesztelt modellt
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5°C/s és 3 °C/s kozotti alapértelmezett (és maximalis) felfutdsi sebességrél médositottak, hogy
0sszehasonlithaté eredményeket kapjanak az alacsonyabb alapértelmezett felfutdsi sebességgel rendelkezé
tébbi modellhez képest.
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° V 4 V 4 V 4 V 4 V4 V 4 V 4
Mintavetel, -szallitas es -tarolas
A mintak levétele, szdllitasa, tarolasa és feldolgozasa soran kovesse a standard eljarasokat.

A mintakkal kapcsolatos kovetelmények

FFPE-szovet

A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlathoz 40 ng RNS-re és/vagy 40 ng FFPE-sz6vetbdl kivont DNS-re van
sziikség. Az RNS és a DNS egyaranti hasznalata lehet6vé teszi az 0sszes varianstipus elemzését. A szévetet
molekularis elemzésekhez alkalmas formalinos fixaldval kell fixalni (példaul 10%-os semlegesen pufferelt
formalin). A szOvetet nem szabad dekalcifikalni. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat elvégzése el6tt a
szovetmintat patoldgusnak kell megvizsgalnia, hogy meggy6z6djon arrdl, hogy az megfelel6-e ehhez a
vizsgalathoz. Legalabb 20%-0s tumortartalom sziikséges (teriiletenként) a szomatikus drive mutaciok
kimutatdsahoz. Az MSI-statusz tdbb mintdban torténé megbizhatd kimutatdsahoz legaldbb 30%-0s
tumortartalom sziikséges. Ha egy mintat kevesebb, mint 30%-0s tumortartalommal tesztelnek mas
varianstipusok kimeneteleinek meghatarozasahoz, akkor az MS-stabil eredmény megbizhatatlan lehet. Az MSI-
magas eredmény a tumortartalomtdl fiiggetleniil helyes.

A génamplifikacidk és RNS-variansok tumortartalma az amplifikacio és a fuzids expresszid mértékétél fligg
(lasd: Tumor tartalma a(z) 104. oldalon.)

A 40 ng RNS és 40 ng DNS kiilénb6z6 szolid szbévettipusokbdl torténé kivonasa nagy valdszinliségének
biztositasa érdekében az ajanlott szévettérfogat = 1,0 mm?. Ez a térfogat megfelel egy = 200 mm? kumulativ
felliletl életképes szdvetteriiletnek 5 um vastag metszetek esetén, vagy egy = 100 mm? feliiletnek 10 ym
vastag metszetek esetén. A kumulativ szovetteriilet az életképes szdvetteriilet 6sszessége az extrakciora
bekiild6tt 6sszes metszetben. Példaul 200 mm? kumulativ szévetteriilet érhetd el négy 5 um-es metszetbdl 50
mm?-es szdvetterilettel vagy 0t 10 um-es metszetbdl 20 mm?-es szdvetteriilettel. A szévetelhalas
csokkentheti a nukleinsavhozam mennyiségét Az alnegativ eredmények lehetéségének minimalizalasahoz a
szOvetben makrodisszekcioval érheté el a kivant életképes tumortartalom.

A nagy mennyiséq(i (terliletenként = 23%) nekrotikus szévet befolydsolhatja a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat azon képességét, hogy kimutassa a génamplifikaciokat és az RNS-fuziokat. Ha a mintametszet a teljes
szovetterilleten tébb mint 23% nekrdzist tartalmaz, akkor makrodisszekciot kell végezni a nekrotikus szdveten.
Ha a laboratérium RNS-t futtat a vizsgalattal, akkor kertilni kell, illetve minimalizalni kell a hemoglobinnal
rendelkezé szbvetet, amikor szeleteket nyernek ki a szovetblokkbdl. Lasd: Zavard anyagok a(z) 95. oldalon.

A targylemezre helyezett FFPE-sz6vet szobah&mérsékleten legfeljebb 28 napig tarolhato.
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Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatarozas és tarolas

* Az RNS-t és a DNS-t FFPE-szdvetmintakbdl nyerje ki kereskedelmi forgalomban kaphato extrakcios
készletek segitségével. Az extrakcids készletek klllonbségei befolydsolhatjak a teljesitményt. Lasd a
Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése a(z) 93. oldalon.

* Nendvelje a proteindz K-t vagy az azzal egyenértékl enzimet az extrahald készletben biztositott standard
koncentraciobdl torténd extrahalas soran. Lasd: Zavard anyagok a(z) 95. oldalon.

* Tdrolja az extrahalt térzsnukleinsavat az extrakcids készlet gyartdjanak utasitasai szerint.
* Azextrahdlt DNS-t legfeljebb 28 napig tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt.
* Az extrahdlt RNS-t legfeljebb 28 napig tarolja -85 °C és -65 °C kdzott.

* Akoncentracioé idébeli valtozasanak elkerlilése érdekében mérje meg a DNS-t és az RNS-t a kdnyvtar
el6készitésének megkezdése el6tti 28 napon beliil. Hatarozza meg az RNS és a DNS mennyiségét
fluorometrias mennyiségi meghatarozasi médszerrel, amely nukleinsavk6té festékeket hasznal. A
nukleinsav koncentracidjanak legaldbb harom mérés atlaganak kell lennie.

* Avizsgalathoz 40 ng sziikséges minden egyes RNase/DNasef-ree water (nincs biztositva) segitségével
el6készitett RNS-mintabdl, 8,5 pl (4,7 ng/ul) végsé térfogattal.
* Avizsgalathoz 40 ng szlikséges minden egyes gDNS-mintabdl, legalabb 3,33 ng/pl extrakcids

koncentracidval. A metszéshez 52 ul (0,77 ng/ul) végsé térfogatra van sziikség, legalabb 40 pl TEB-vel
(mellékelve) higitdszerként hasznalva.

Konyvtar tarolasa

Térolja a konyvtdrakat alacsony kotésli PCR lemezeken 7-32 napig, a konyvtar tipusatdl fliggben (lasd:
5. tdblazat).

5.tablazat Konyvtartarolasiidék

.. . , Tarolasi
Konyvtar tipusa Lemez Napok szama .
hémérséklet
cDNS PCF PCR =7 -25°Cés-15°C
kdzott
Fragmentalt gDNS LP PCR <7 -25°Cés-15°C
kozott
Dusitas el6tt ALS PCR =30 -25°Cés-15°C
kozott
Dusitas utan ELU2 PCR <7 -25°Cés-15°C
kdzott
Dokumentumszam: 200007789 v08 26 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

.. . X Tarolasi
Konyvtar tipusa Lemez Napok szama .
hémeérseéklet
Dusitas utani PCR PL PCR =30 -25°Cés-15°C
kozott
Normalizalt NL PCR <32 -25°Cés-15°C
kozott

Figyelmeztetések és dvintézkedések

Biztonsag

/AN VIGYAZAT!

Ezek a reagensek potencialisan veszélyes vegyszereket tartalmaznak. Belélegzésik, lenyelésiik,
bdrrel vald érintkezésiik és szembe keriilésiik esetén sériilést okozhatnak. A szell6zésnek
megfelelének kell lennie a reagensekben Iévé veszélyes anyagok kezeléséhez. Viseljen
védéfelszerelést, azaz védészemiiveget, keszty(it és laborképenyt a kockdzat mértékének
megfeleléen. A haszndlt reagenseket vegyi hulladékként kezelje, és a regionalis, orszagos és helyi
toérvényeknek és el6irasoknak megfeleléen artalmatlanitsa. Tovabbi kdrnyezetvédelmi, egészségiigyi
és biztonsagi informacidkért tekintse meg a kovetkezd cimen elérhetd biztonsagi adatlapot:
support.illumina.com/sds.html.

* Minden mintat ugy kell kezelni, mintha ismerten fert6z6 lenne.

* Hasznalja a rutinszerti laboratoriumi dvintézkedéseket. Ne pipettazzon szdjjal. Ne étkezzen, igyon vagy
dohanyozzon a munkateriiletként megjelolt teriileteken. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelésekor
viseljen eldobhato kesztylit és laborkdpenyt. A mintak és a vizsgalati reagensek kezelését kdvetéen
alaposan mosson kezet.

Laboratorium

* Aszennyez6dés megel6zése érdekében egyiranyu munkafolyamattal rendezze a laboratériumot. Az
amplifikacié elétti és az amplifikacio utani terlileteken kiilon készilékeknek és anyagoknak kell lennitik
(példaul pipettak, pipettahegyek, vortex keverd és centrifuga). Az amplifikacids termék vagy a szonda
atvitelének megel6zése érdekében ne térjen vissza az el6amplifikacids terliletre, miutan belépett az
utdéamplifikacios terlletre.

* Az amplifikacids termék atvitelének megelézése érdekében az amplifikacid utani teriileten hajtsa végre az
index PCR és dusitas lIépéseket.
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* Akonyvtarel6készitési eljarasok RNaz-/DNaz-mentes kérnyezetet igényelnek. Alaposan fertétlenitse a
munkaterileteket RNdz-/DNaz-gatld tisztitdszerrel. Haszndljon DNaz-, RNaz- és human genomikai DNS-
mentesnek mingsitett mlianyagokat.

* Az amplifikacioé utani eljardsokhoz minden eljaras el6tt és utan alaposan tisztitsa meg a munkafeliileteket és
a berendezéseket frissen készitett 0,5%-0s natrium-hipoklorit- (NaOCI) oldattal. Hagyja, hogy az oldat 10
percig érintkezzen a felliletekkel, majd alaposan torélje tisztara 70%-os etil- vagy izopropil-alkohollal.

* Haszndljon nukledzmentes mikrocentrifuga-cséveket, lemezeket, pipettahegyeket és tartalyokat.

* Hasznaljon kalibralt berendezést a vizsgalat soran. Ugyeljen arra, hogy a berendezést a jelen protokollban
megadott sebességekre, hémérsékletekre és térfogatokra kalibralja.

* Haszndljon precizids pipettdkat a reagensek és mintak pontos adagoldsdnak biztositdsahoz. Rendszeresen
kalibraljon a gyartd el6irasainak megfeleléen.

* Tobbcsatornas pipettak hasznalatakor kdvesse az alabbi Utmutatdsokat:
— Pipettazzon legaldbb = 2 pul-t.
— Gy6z6djon meg arrdl, hogy a zardkupakok jél illeszkednek és megfeleléek a tdbbcsatornas pipetta

markajahoz és modelljéhez.

— Gordllé mozdulattal rogzitse a hegyeket, hogy minden hegy egyforman jol rogzuljon.
— Szivjon fel 90°-o0s szdgben azonos mennyiség(i folyadékot minden hegyen.
— Abeadas utan keverje 0ssze az 6sszes komponenst a reakcidelegy fel-lepipettdzasaval.
— Az adagolds utan gy6z8djon meg arrdl, hogy a folyadék minden hegybdl teljesen kiadagolasra kertdilt.

* Gy6z6djon meg arrdl, hogy a vizsgadlathoz meghatarozott berendezést haszndlja, és a programokat az
utasitdsoknak megfelelen allitja be.

* Ahéciklus-szabalyozé és a mikrominta-inkubator megadott hémérsékletei reakcidohémérsékletet jeleznek,
nem sziikségszerlen a berendezés beadllitott h6mérsékletét.

Vizsgalat

* Kerlilje el a keresztszennyezédést.
— A mintak és reagensek kezelése soran kdvesse a megfelelé laboratériumi gyakorlatokat.

— Az egyes mintak kdzott és az egyes reagensek kézott hasznaljon Uj laboratériumi fogydeszkdzoket és Uj
pipettahegyeket.

— Hasznaljon aeroszolrezisztens pipettahegyeket a keresztszennyezédésének megakadalyozasara.

— Hasznaljon egyiranyu munkafolyamatot, amikor az eléamplifikacios tertletrél az utdéamplifikacios
terlletre 1ép.

— Egyszerre csak egy indexprimert nyisson ki és kezeljen. Hasznalat utan azonnal tegye vissza a kupakot
mindegyik indexcsére. A készlet extra kupakokat tartalmaz.

— Gyakran cseréljen keszty(it, ha az indexprimerekkel vagy mintakkal érintkezik.

— Tavolitsa el a fel nem hasznalt index primer cséveket a munkaterdiletrél.
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— Ne tegye vissza a reagenseket a készletcsovekbe, miutdn azokat savos csével, csatornaval vagy
tartallyal hasznalta.

— Keverje 0ssze a mintakat pipettaval, illetve centrifugalja a lemezt, ha az van megadva.
— Hasznaljon mikrolemez-razégépet. Ne vortexelje a lemezeket.

* Ne hasznadljon kiilonb6z6 tételbe tartozé reagenskészlet-komponenseket. A reagenskészlet-tételeket a
reagenskészlet dobozanak cimkéje és a térzstétellap azonositja.

* Megfelel6 laboratdriumi gyakorlat szlikséges annak megel6zéséhez, hogy a nukledzok és PCR-termékek
szennyezzék a reagenseket, az eszkdzoket, a mintakat és a kdnyvtarakat. A nukleazokkal és
PCR-termékekkel valé szennyez&dés pontatlan és megbizhatatlan eredményeket okozhat.

* Az optimalis vizsgalati teljesitményhez és taroldshoz megfelelé lemeztipus sziikséges. Mindenképpen
kovesse a lemezatvitelre vonatkozd utasitasokat a Hasznalati utmutato a(z) 38. oldalon

* Az eljarasok leirtaktdl eltéréd modon torténd végrehajtasa hibas eredményeket eredményezhet, vagy
jelentésen csokkentheti a konyvtar minéségét.

* Afelsorolt miveleteket kdzvetlenil egymas utan kell elvégezni; csak a Hasznalati itmutatd a(z) 38. oldalon
megjelolt biztonsdgos megszakitasi pontoknal lehet abbahagyni.

* Avizsgalat reagenseit és 0sszetevéit a megadott hémérsékleten, a kijellt amplifikacid-el6tti vagy
amplifikacié-utani teriileten tarolja.

* Ne tdrolja a reagenseket fagymentes taroldegységben vagy hlitészekrényajtd-rekeszekben.

* Ne fagyassza le a gydongyodket tartalmazo reagenseket (LNB1, SPB és SMB).

* Ne hasznaljon nem megfeleléen tarolt reagenseket.

* Ne térjen el az egyes reagensekhez megadott keverési és kezelési eljarasoktdl. A reagensek nem megfeleld
keverése vagy vortex keverével térténd tulzott keverése sikertelen mintaeredményeket eredményezhet.

* Az FSM, SSM, ERA1-B és TCB1 tartalmazhat termékekhez kapcsolddo részecskéket. Kovesse az egyes
reagensek kezelésére vonatkozd irdnyelveket. Az FSM- és SSM-keverési [épések elvégzése utdn a
visszamarado fehér, termékkel kapcsolatos részecskék nem befolyasoljak a teljesitményt.

* Készitsen friss torzselegyeket, és hasznalat utdn dobja ki a maradék térfogatot.

* Mindig készitsen friss 80%-0s etanolt RNase/DNase-free waterrel a mosasi [épésekhez. Az etanol vizet
vehet fel a leveg6bdl, ami befolydsolhatja az eredményeket. Hasznalat utan artalmatlanitsa a 80%-os
etanolt a helyi, dllami és/vagy szévetségi elbirdsoknak megfeleléen.

* Vigye at az eluatum megadott térfogatat. Ha az elucids Iépések soran a megadott térfogatnal kevesebb
eludtumot visz at, az befolyasolhatja az eredményeket.

* Az ultraszonikatorokhoz kévesse az aldbbi Utmutatdsokat. Mindenképpen kdvesse a gyartd utasitasait.

— Lassan toltse be a gDNS-t az ultraszonikator-csébe, hogy elkeriilje a buborékok kialakulasat. A tulzott
mennyiségl buborék vagy a nyirécsében lévé légrés nem teljes fragmentacidt eredményezhet.

— Lassan adagolja az ultraszonikator-csévekbe, és kerllje a kifroccsenést.
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— Afolyadék elmozduldsanak és a minta elvesztésének elkerlilése érdekében ne helyezze a
pipettahegyet az ultraszonikator-csé aljara, amikor eltavolitja a fragmentalt DNS-t.

* Ne pipettazzon 2 pl-nél kevesebb mintabemenetet.

* Ne hasznaljon csatornat a reagensek adagolasara olyan Iépésekhez, amelyekhez 10 pl-nél kevesebb
anyagot kell hozzaadni minden egyes mintahelyhez.

* Haszndljon finom hegy( pipettat, amikor fragmentalt gDNS-mintdkat visz at az ultraszonikator-csévekbdl a
Library Prep (LP) lemezre.

* A SUA1és az UMI adapterek egyittes hasznalata tilos.
* Haszndljon SUA1 adaptereket RNS-mintaknal.
* Hasznaljon UMI adaptereket DNS-mintakkal.

* Rendeljen kiilénb6z8 indexprimereket minden konyvtarmintahoz, hogy egyedileg azonosithassa az egyes
konyvtdrakat, amikor azok egyetlen dramldsos celldn végzett szekvenaldshoz vannak dsszevonva.

* Ne kombinalja a CPxx és UPxx indexprimereket ugyanabban a kdnyvtarban.

* A mintak és az indexel6 primerek kozotti eltérések hibas eredményjelentést okoznak a pozitiv
mintaazonositas elvesztése miatt. A konyvtarel6készités megkezdése el6tt adja meg a mintaazonositdkat,
és rendeljen hozza indexeket a Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési
modul-ban. Rdgzitse a mintaazonositokat, az indexelést és a lemezcellak tajoldsat referenciaként a
konyvtar el6készitése soran.

* Az RNS-mintakbdl szarmazd konyvtarakhoz csak UPxx indexeket hasznaljon.
* A DNS-mintakbdl szarmazo kdnyvtarakhoz UPxx indexeket vagy CPxx indexeket hasznaljon.

* Szekvenaljon maximum 8 RNS kdnyvtarat és 8 DNS-kdnyvtarat aramlasi cellanként. Legalabb harom
konyvtar szekvendlasa. Kbvesse a Kényvtadrak szama és indexek kivalasztdsa a(z) 34. oldalon.

* Miutdn az Elsé célok régzitése a(z) 59. oldalon és a Mdsodik célok régzitése a(z) 63. oldalon a kdtési [épés
megtortént, azonnal Iépjen a mosasi Iépésre, hogy megel6zze a gydngypelletek kiszaradasat.

* A mosasilépések soran tavolitsa el az 6sszes 80%-0s etanolt a cellak aljabdl. Kimutattak, hogy a maradék
etanol befolyasolja az eredményeket.

* Az optimalis vizsgalati teljesitmény érdekében kdvesse a Hasznalati itmutatd a(z) 38. oldalon.

* Kényvtdrak normalizalasa a(z) 70. oldalon ismertetett eljaras soran alaposan szuszpendalja Ujra a konyvtari
gyongypelletet, hogy az aramlasi cellan konzisztens klaszters(rlséget kapjon.

* Atermékkel kapcsolatos sulyos eseményeket haladéktalanul jelentse az lllumina vallalatnak és a
felhaszndld és a paciens lakhelye szerinti tagallamok illetékes hatdsagainak.

Az eljarassal kapcsolatos megjegyzések

* A TSO Comprehensive (EU) munkafolyamat a kdvetkez6 litemezés szerint végezhet6 el:
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— 1. nap: cDNS-szintézis RNS-mintakbdl, gDNS-mintak DNS-fragmentacidja, kdnyvtar elékészitése és
éjszakai (els6) hibridizacié megkezdése.

— 2.nap: Dusitas, dusitott kdnyvtarak normalizalasa és kdnyvtarak betoltése a NextSeq 550Dx
készlékre.

Ha a TSO Comprehensive (EU) munkafolyamat végrehajtasa nem lehetséges ezen litemezés szerint, akkor

a protokollban tébb biztonsagos leallasi pont van meghatarozva. A felsorolt miiveleteket kozvetleniil

egymas utan kell elvégezni; csak a protokollban megjeldlt biztonsagos megszakitasi pontoknal lehet

abbahagyni.

* Az RNS- és DNS-mintakbdl szarmaztatott konyvtarak egyidejlleg kiilon celldakban is elkészithetdk.

* Atorzselegy-el6készitési tablazatok tartalmazzak a térfogattobbletet annak biztositdsa érdekében, hogy
elegendé térfogat alljon rendelkezésre a feldolgozott mintak szamahoz.

* Hasznaljon nukledzoktdl mentes, molekularis minéség(i vizet.

* Areagens hozzdadasa utan Oblitse le a hegyet Ugy, hogy egyszer felszivja és a lemez megfeleld celldjdba
engedi ki, hacsak az eljaras masként nem rendelkezik.

* Aszobahémérséklet a 15 °C és 30 °C kozo6tti hémérsékletet jelenti.

* Areagenseket, mintakat és konyvtdrakat hiitve kell tarolni a hasznalati utasitas bizonyos Iépéseinél. Ez
jégen vagy azzal egyenértékl hideg forrason valé tarolasként hatarozhaté meg.

Héciklus-szabalyozé programok

* Programozza a héciklus-szabalyozd programokat az el6é- és utéamplifikalé berendezéseken a protokoll
megkezdése elbtt.

* Gy6z6djon meg arrdl, hogy a PCR-lemezek szorosan illeszkednek a héciklus-szabalyozdba.

* Haszndlja a héciklus-szabalyozé gyartdja altal ajanlott lemezeket.

A lemez zaréfoliaval ellatasa és a zarofolia eltavolitasa

* Alemezeket mindig Uj 6ntapadds lemeztomitéssel zarja le. Ne hasznalja Ujra a tomitéseket.

* Alemezlezdrdsahoz biztonsagosan ragassza fel a ragasztds boritast a lemezre egy tomitéékkel vagy
hengerrel.

* A 96 cellas lemezt mindig Uj ragasztds lemezzel zarja le, mielétt a protokoll kdvetkez6 |épéseit
végrehajtana:
— Lemezrazasilépések
— Centrifugalasilépések
— H6émérséklet-valtoztatasi lépések
— Hibridizaciok

— Hosszu tavu tarolas
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A keresztszennyezédés és a parolgas kockazatanak csokkentése érdekében gy6zédjon meg arrdl, hogy a
szélek és a celldk zartan tomitve vannak.

Helyezze a lemezt vizszintes fellletre, és lassan huzza le a zarofdliat.

A lezaras megsziintetése el6tt, ha barmilyen folyadék vagy paralecsapddas figyelhetd meg a lemezcellak
tomitésén vagy oldalfalain, centrifugalja 280g erével 1 percig.

Hasznaljon -20 °C és 100 °C kdzotti hémérsékleten hatékony, szoknya vagy félszoknya PCR-lemezPCR-
lemezekhez alkalmas 6ntapadds lemeztomitéseket.

Berendezés

A vizsgdlat megkezdése el6tt gy6z6djon meg arrdl, hogy a laboratériumi személyzet ismeri a gyartd
utasitasait az 6sszes berendezés kezelésére és karbantartasara vonatkozoan.

Lemeztipus és lemezatvitelek

Az optimalis vizsgalati teljesitményhez és tarolashoz megfelelé lemeztipus sziikséges.

Amikor térfogatokat visz at a lemezek kdzott, vigye at a megadott térfogatot a lemez minden egyes
celldjabdl a céllemez megfeleld celldjaba.

A tbbbcsatornas pipettak akkor hasznalhatdk, ha a mintakat kémcsécsikok vagy lemezek k6zott helyezi at.
A lemezek razasakor kévesse az alabbi utmutatasokat.

— Hasznaljon lemezrazoét a lemezek razasahoz. Ne keverje a lemezeket vortex keverével.

— Razza a PCR-lemezeket 1200 fordulat/perc sebességgel.

— Razza a MIDI-lemezeket 1800 fordulat/perc sebességgel.

— Kovesse a gyarto utasitasait, hogy a lemezrazo biztosan tartsa a lemezt.

Centrifugalas

Amikor a protokollban szerepld utasitasok azt jelzik, hogy révid ideig centrifugaljon, centrifugalja 280g
erével 1 percig.

Ha folyadék figyelhet6 meg a tomitésen vagy az lireg oldalan, centrifugalja a lemezt 280g erével 1 percig.

Reagensek kezelése

Hasznalat utan azonnal szorosan zarja vissza az 6sszes reagenscsovet a parolgas korlatozasa és a
szennyez6dés megel6zése érdekében.

Tegye vissza a reagenseket a megadott tarolasi hémérsékletre, amikor mar nincs rajuk sziikség egy
eljarashoz.
Kovesse a Haszndlati itmutatd a(z) 38. oldalon egyes eljdrasi szakaszait megel6z6 reagens-el6készitést.

Ugyeljen arra, hogy a feldolgozott mintak szdmahoz sziikséges mennyiségl térzselegyet, elicids keveréket
és 80%-o0s etanolt készitse eld.

Dokumentumszam: 200007789 v08 32/144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

* Atodrzselegyben és az oldattablazatokban megadott mennyiségek tobbletet tartalmaznak. A
tobblettérfogat kiszamitdsa a kdvetkezé.

* 14.tablazat
— Az FSM térfogata = (7,2 pl) x (mintdk szama + kontrollok) x (1,25).
— Az RVT térfogata = (0,8 ul) x (mintdk szama + kontrollok) x (1,25).
* 21.tdblazat
— Az ERA1-B térfogata = (7,2 ul) x (kbnyvtarak szama) x (1,20).
— Az ERA1-Atérfogata = (2,8 pl) x (kdnyvtarak szama) x (1,20).
* 29 tablazat
— Az EE2 térfogata = (20,9 pl) x (kbnyvtarak szama) x (1,364).
— HP3térfogata = (1,1 ul) x (kényvtarak szama) x (1,364).
* 30.tablazat
— Az EE2 térfogata = (20,9 pl) x (kbnyvtarak szama) x (1,364).
— HP3térfogata = (1,1 ul) x (kényvtarak szama) x (1,364).
* 36.tablazat
— LNA1térfogata = (38,1 ul) x (kdnyvtarak szama) x (2,0).
— LNB1térfogata = (6,9 pl) x (kdnyvtarak szama) x (2,0).
* 37.tablazat
— EE2térfogata = (30,4 ul) x (kbnyvtarak szama) x (1,25).
— HP3térfogata = (1,6 ul) x (kbnyvtarak szama) x (1,25).

Adapterkészletek

* A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat SUA1 és UMI adaptereket tartalmaz.

* Az SUA1 adapterek RNS-mintakkal hasznalhaték. DNS-mintakkal nem hasznalhatok.
* Az UMl adapterek DNS-mintdkkal haszndlhatok. RNS-mintékkal nem hasznalhatdk.

Gyongyok kezelése

* A TSO Comprehensive (EU) teszt haromféle gyéngyét tartalmaz (SPB, SMB és LNB1). Ugyeljen arra, hogy az
eljaras soran a megfeleld gydngytipust hasznalja.

* Végezze el a megfelel6 szamu mosdast minden gydngytipushoz.
* Haszndlat el6tt ellendrizze, hogy a gydongyok szobahémérsékletliek-e.

* Hasznalat el6tt keverje a gyongyoket 1 percig a homogenitas biztositasa érdekében.
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* A gydngyok pipettaval torténd 6sszekeverésekor kovesse az aldabbi Utmutatasokat:
— Hasznaljon megfeleld pipetta- és hegyméretet a keverendd térfogathoz.
— Allitsa be a térfogatot a minta térfogatanak koriilbellil 50-75%-4ara.
— Lassan pipettazzon anélkiil, hogy elengedné a dugattyut.
— Kerlilje a kifroccsenést és a buborékok bejutasat.

— Helyezze a pipettahegyet a pellet folé, és kozvetlenll a pelletbe adagolja, hogy a gyéngyodket kiengedje
a celldbdl vagy a csébdl.

— Gy6z6djon meg arrdl, hogy a gyongypellet teljesen az oldatban van. Az oldatnak sététbarnanak és
homogén allagunak kell lennie.

— Ertékelje, hogy van-e gydngypellet. Ovatosan szivja fel a cella teljes gydngyoldatat a heggyel, és nézze
meg a celldk aljat.

* Haamagneses szeparacids lépések soran gyongyoket sziv fel a pipettahegyekbe, akkor a gyongyoket
adagolja vissza a magneses allvanyon lévé lemezcelldba. Varjon, amig a folyadék tiszta lesz (koriilbelll 2
perc), miel6tt tovabblépne az eljaras kovetkez6 |épésére.

* Gyongytk mosasakor:
— Alemezhez ajavasolt magneses allvanyt hasznalja.

— Adagolja a folyadékot kdzvetlenll a gydngypelletre, hogy az liregek oldalan 1évé gyongyok nedvesek
legyenek.

— Tartsa alemezt a magneses allvanyon, amig az eljardas meg nem hatarozza az eltavolitasat.
— Nerazza alemezt a magneses allvanyon.
— A magneses allvanyon ne zavarja fel a gyongypelletet.

* Gybngyok mosasakor vagy felliliszo eltavolitasakor a pipettahegyeket az irege cellak aljan megddntve
tavolitsa el, hogy elkeriilje a vakuum létrehozasat és az oldat behuzasat a pipettahegy sz(réibe.

Konyvtarak szama es indexek kivalasztasa

A futtatds beallitasa el6tt tervezze meg a mintakdnyvtarak és mintaindexek szamat a szekvenalasi futtatashoz.
A kovetkezé mintaszam-Utmutatdsok pozitiv kontrollokat tartalmaznak, de kizarjak a negativ/minta nélkdili
kontrollokat (NTC-ket). Az NTC-ket tovabbi mintaként kell hozzaadni a tervezett futtatashoz.

A TSO Comprehensive (EU) esetében kdvesse az 6. tablazat és a 7. tablazat Utmutatasait az egy aramlasi cellan
szekvendlandd RNS- és/vagy DNS-konyvtdrak szamanak meghatarozasahoz. Lasd: 6. tablazat, ha az RNS-
vagy DNS-konyvtarakat kilon szekvenalja. Lasd: 7. tablazat, ha az RNS- és DNS-kdényvtarakat ugyanazon az
aramlasi cellan szekvenalja.
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6. tadbldzat RNS- vagy DNS-konyvtarak szekvenadldsa

Konyvtar tipusa Minimum#* Maximum*
Csak RNS 3 16
Csak DNS 3 8

* Az NTC-k nem jarulnak hozza a plexitashoz.

7.tabldzat RNS- és DNS-konyvtarak szekvenaldsa ugyanazon az dramlasi

cellan
Konyvtar tipusa Minimum#* Maximum*
RNS 3 8
DNS 3 8

* Az NTC-k nem jarulnak hozza a plexitashoz.

A reagens optimalis hasznalatahoz a DNS- és RNS-kdnyvtarak TSO Comprehensive (EU) hasznalataval torténé
szekvenaldsakor a NextSeq 550Dx mUszeren, szekvenaljon 8 RNS-konyvtarat és 8 DNS-konyvtarat aramlasi
cellanként.

Az indexprimerek egyedileg azonositjak az egyes mintakat, igy a kdnyvtarak 6sszevonhatdk egy aramlasi cella
szekvendldsahoz. A kompatibilis indexkombinacidk megjelennek a Create Run (Futtatas létrehozdsa) képernyén
a futtatas bedllitdsa soran itt: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul. A
konyvtar el6készitése soran adja hozza az indexprimert az egyes mintakdnyvtarakhoz. Minden mintakényvtarhoz
mas indexprimer-keveréket hasznaljon.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a mintakkal hasznalt indexprimerek megegyeznek a Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul-vel térténé elemzéshez kivalasztott indexekkel. Az eltérések
hibés eredményjelentést okoznak a pozitiv mintaazonositas elvesztése miatt.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalatban kétféle index van.
* UPxx indexek—Az UPxx indexeket RNS- vagy DNS-mintakbdl szarmazé kdnyvtdrakhoz hasznalja.

* CPxx indexek—A CPxx indexeket DNS-mintakbdl szarmazé konyvtarakhoz hasznalja. Ne hasznalja a CPxx
indexeket RNS-bél szarmazd konyvtarakhoz, vagy ha csak harom DNS-kényvtar szekvenalasara kerl sor.

Ha csak harom konyvtarat szekvenal, a kovetkezd kdvetelmények érvényesek:

* Akonyvtaraknak teljes DNS-nek vagy RNS-nek kell lennitik.

* Ne hasznaljon CPxx indexkészleteket.

* Az aldbbi UPxx indexkészletek egyike sziikséges a megfeleld diverzitas biztositasahoz.
— UPO1, UP02 és UP03
— UPO04, UP0O5 és UPO6
— UPO07, UP08 és UP09

— UP10, UP11 és UP12
Példaul az elsé konyvtar az UP0O1, a masodik kényvtar az UP02 és a harmadik kdnyvtar az UP03.
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TruSight onkoldgia kontrollok

A TSO Comprehensive (EU) el6feltétele a TruSight onkoldgiai kontrollok megléte, amely a TruSight onkoldgia
DNS-kontrollbdl és a TruSight onkoldgia RNS-kontrollbdl all pozitiv kontrollokként. Minden egyes DNS-
szekvenaldsi futtatdshoz a TruSight onkoldgia DNS-kontrollt és egy adott konyvtarel6készitési eseményen
belll minden egyes RNS-szekvenalasi futtatashoz a TruSight onkoldgia RNS-kontrollt is tartalmazza (beleértve
a kombinalt DNS- és RNS-mérések kontrolljait is). Egyedi pozitiv kontroll készil minden tervezett szekvenalt
futtatdshoz. Tovabbiinformacidkért Iasd TruSight Onkoldgiai kontrollok terméktajékoztatdé (dokumentumszam:
200009919).

A pozitiv kontroll beviteli mennyisége 40 ng a DNS és RNS esetén.

Minden egyes RNS- és DNS-kdnyvtarel6készitési eseményben a megfeleld NTC-t szerepeltetni kell. Az NTC
egy konyvtarel6készitési eseményen bellil ismételten sorba rendezédik. Kbévesse az aldbbi utmutatdkat a
TruSight onkoldgiai kontrollokhoz:

* A mintdkhoz hasonldan készitsen el6 kényvtarakat a pozitiv kontrollokrél és a sablon nélkili kontrollokrdl.
* Haszndljon TEB-et a DNS NTC-hez.

* Haszndljon DNaz-/RN4z-mentes vizet az RNS NTC-hez.

* A pozitiv kontrollok a maximalis konyvtari kbvetelmény részét képezik.

* Az NTC-k nem szerepelnek a minimalis konyvtari kbvetelményben.

* Haszndlja az UP indexeket az NTC-hez, amikor csak 3 konyvtart szekvenal.

* Mivel az NTC ismételten sorozatban van, az ehhez a vezérl6hoz kivalasztott indexek nem ismételheték meg
a konyvtareldkészitési eseményen.

Az aldbbi tdblazatok lemezelrendezésekre mutatnak példakat a konyvtar el6készitéséhez. Minden szamozott
oszlop egyetlen szekvenalasi futtatast jelol. Amikor a DNS- és RNS-konyvtarakat egylitt szekvenalasra
hasznaljak, minden egyes oszlop egy szekvenalasi futtatast képvisel (példaul 1. oszlop és 7. oszlop). Az NTC
minden oszlophoz vagy oszlopkészlethez szekvenalt.
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8. tablazat Konyvtarel6készitési esemény egy egyszeri futtatdshoz, hat betegmintdval egyditt

1

A Pos DNS-
kontroll
B DNS1
C DNS 2
D DNS 3
E DNS 4
F DNS 5
G DNS 6
DN
H NTg

2

ures
Ures
Ures
Ures
ures
Ures
Ures

ures

3

Ures
ures
Ures
ures
Ures
ures
Ures

ures

4

Ures
Ures
Ures
ures
ures
ures
Ures
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5

Ures
ures
dres
Ures
Ures
ures
dres

Ures

6

Ures
Ures
ures
Ures
ures
Ures
ures

ures

9. tablazat Harom futtatas konyvtarel6készitési eseménye, beleértve 20 betegmintat

1

A Pos DNS-
kontroll
B DNS 1
€ DNS 2
D DNS 3
E DNS 4
F DNS 5
G DNS 6
DNS
H NTC

2

Pos DNS-
kontroll

DNS 7
DNS 8
DNS 9
DNS 10
DNS 1
DNS 12

DNS 13
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Hasznalati Utmutato

A TSO Comprehensive (EU) munkafolyamat attekintése az 1. dbra és a 2. abra lathatd.

Konyvtarel6készitési munkafolyamat

1. abra a kdnyvtar TSO Comprehensive (EU) el6készitési munkafolyamatat mutatja be. Az RNS- és DNS-
mintakbdl szarmazoé konyvtarak egyidejlleg kiilon celldakban is elkészitheték. A pozitiv kontrollok és a sablon
nélkili kontrollok feldolgozasa a mintakkal azonos modon toérténik. A lépések kdzott jelezve vannak a
biztonsagos megszakitasi pontok.

A protokoll megkezdése el6tt irja be a futtatasi és mintaadatokat a Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) elemzési modul szoftverbe. Lasd: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutatd (dokumentumszam: 200008661).
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1.abra TSO Comprehensive (EU) Munkafolyamat (1. rész)

1. nap 0 RNS semlegesitése és lagyitasa o gDNS
Munkaidd: 65 perc fragmentalasa
Osszesen: 75 perc Munkaid: 100 perc

Reagens: EPH3 Osszesen: 110 perc

Reagens: TEB

e Els6 torzs cDNS-ének szintézise
Munkaidé: 10 perc

Osszesen: 50 perc
Reagens: FSM, RVT

e Masodik torzs cDNS-ének szintézise

Munkaidé: 10 perc
Osszesen: 35 perc
Reagens: SSM

o cDNS tisztitasa
Munkaidé: 30 perc
Biztonsagos Osszesen: 40 perc Biztonségos
abbahagyasi pont Reagensek: SPB, 80% EtOH, RSB abbahagyasi pont

e End Repair A-Tailing végrehajtasa
Munkaidé: 10 perc
Osszesen: 70 perc
Reagensek: ERA1-A, ERA1-B

e Adapterek kétése

Munkaidé: 15 perc
Osszesen: 50 perc
Reagensek: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

€) - kotes tisztitasa
Munkaidé: 40 perc
Osszesen: 50 perc
Reagensek: SPB, 80% EtOH, RSB

© PCR indexelese
Munkaidé: 15 perc
Osszesen: 60 perc
Reagensek: UPxx/CPxx, EPM

Biztonsagos
abbahagyési pont
® cDNS ® Metszett DNS
* Amunka- és a teljes id6 hozzavetbleges.
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illumina

Dusitasi munkafolyamat

A 2. abra a TSO Comprehensive (EU) dusitasi munkafolyamatat mutatja be. A [épések kozo6tt jelezve vannak a

biztonsagos megszakitasi pontok.

2. abra TSO Comprehensive (EU)Munkafolyamat (2. rész)

1. nap (folytatas)

Ejszakai hibridizacio

2. hap

Biztonsagos
abbahagyési pont

Biztonsagos
abbahagyasi pont

Biztonsagos
abbahagyasi pont

O Q@ Q0O 0—0

Dokumentumszam: 200007789 v08

o Az elsd hibridizacié beallitasa

Munkaidé: 15 perc
Osszesen: Ejszaka
Reagensek: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Elsé célok rogzitése
Munkaidé: 60 perc

Osszesen: 100 perc

Reagensek: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Masodik hibridizacié beallitasa
Munkaidé: 10 perc

Osszesen: 2-4 6ra

Reagensek: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Masodik célok régzitése
Gyakorlat: 25 perc

Osszesen: 60 perc

Reagensek: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Dusitott kdnyvtar amplifikalasa
Munkaidé: 5 perc

Osszesen: 60 perc

Reagensek: EPM, PPC3

Amplifikalt dusitott kdnyvtar tisztitasa
Munkaidé: 30 perc

Osszesen: 40 perc

Reagensek: SPB, 80% EtOH, RSB

Kényvtarak normalizalasa

Munkaidé: 40 perc

Osszesen: 70 perc

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

El6készités a szekvenalashoz
Munkaidd: 30-45 perc

Osszesen: 120 perc

Reagensek: HP3, RSB, PX3, HT1

Szekvenalas
()

@ Dasitas LA s
elékészitése
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Héciklus-szabalyozo6 programozasa

A vizsgdlat megkezdése el6tt mentse a kdvetkezé programokat az amplifikacié elétti és utani héciklus-

szabalyozodkra.

10. tablazat Amplifikalas elétti héciklus-szabalyozd programok

Eljarasi lépés

RNS semlegesitése

és lagyitasa

Elsé torzs cDNS-

ének szintézise

Masodik torzs
cDNS-ének
szintézise

Program
neve

LQ-RNS

1stSS

2ndSS

Fedél
hémérséklete

100 °C

100 °C

30°C

Reakcid
térfogata

17 l

25 i

50 pl

illumina

Héciklus-szabalyozé paraméterei

» 65 °C 5 percig
e 4 °C1 percig
o Térolds 4 °C-on

e 25°C 10 percig
o 42 °C15 percig
e 70 °C 15 percig
e 4°C1percig

o Térolds 4 °C-on
» 16 °C 25 percig
e 4°C1percig

o Térolds 4 °C-on

MEGJ EGYZES Ha a 2ndSS fedelének hémérséklete nem allithaté 30 °C-ra, kapcsolja ki az elémelegitett
fedél flitési opciot.

11. tablazat Amplifikdlds utani h6ciklus-szabalyozoé programok

Eljarasi lépés

PCR indexelése

Elsé hibridizacid
végrehajtasa

Program
heve

[-PCR

HYB1
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Fedél
hémeérséklete

100 °C

100 °C

Reakcid
térfogata

50 ul

50 pl

Héciklus-szabalyozé paraméterei

98 °C 30 masodpercig

15 ciklus a kdvetkez8k szerint:
» 98 °C 10 masodpercig
» 60 °C 30 masodpercig
e 72 °C 30 masodpercig

72 °C 5 percig

Tarolas 10 °C-on

95 °C 10 percig

85 °C 2 perc 30 masodpercig

75 °C 2 perc 30 masodpercig

65 °C 2 perc 30 masodpercig

57 °C-on kell tarolni 8-24 éran at
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Eljarasi lépés
Masodik
hibridizacié
végrehajtasa

Dusitott konyvtar
amplifikalasa

Program  Fedél Reakcid

neve hémérséklete térfogata
HYB2 100 °C 50 ul .
EL-PCR 100 °C 50 ul .

Felkészulés a protokolira

95 °C 10 percig

illumina

Héciklus-szabalyozé paraméterei

85 °C 2 perc 30 masodpercig
75 °C 2 perc 30 masodpercig
65 °C 2 perc 30 masodpercig
57 °C-on, kell tarolni 1,5-4 éréan at

98 °C 30 masodpercig

18 ciklus a kovetkez6k szerint:

» 98 °C 10 masodpercig
» 60 °C 30 masodpercig
e 72 °C 30 masodpercig

72 °C 5 percig
Tarolas 10 °C-on

Ez az el6készités szilikséges a protokoll kovetkezd biztonsagos ledllitasi ponthoz vezetd Iépéseinek

e

o g W

Ivégzéséhez.

YA

A munkafolyamat minden eljardsahoz RNaz-/DNdz-mentes kdrnyezet sziikséges.

FIGYELEM!

Alaposan fert6tlenitse a munkaterileteket RNaz-/DNaz-gatlo tisztitdszerrel.

Héciklus-szabalyozd programozadsa a(z) 41. oldalon.

Kovesse a gyartd utasitdsait az ultraszonikator bedllitdsahoz.

Vegye ki az RNS-kontrollokat a taroldbdl.

Vegye ki a reagenscsoveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitdsokat.

12.tablazat TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (cikkszam: 20031127)

Reagens
EPH3

FSM

RVT

Tarolas
-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott
-25°Cés-15°C
kozott
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Kiolvasztasi utasitasok

Olvassza ki
szobahdémérsékletre.

Olvassza ki
szobahdmérsékletre.

Térolja hitve.

Protokoll-1épés

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacié elétti héciklus-szabalyozd programok be vannak dllitva. Lasd a

Ha csak DNS-mintédkat dolgoz fel, folytassa kozvetlenll a gDNS fragmentaldsa a(z) 48. oldalon.

RNS semlegesitése és lagyitasa

Els6 torzs cDNS-ének szintézise

Elsé torzs cDNS-ének szintézise

42 /144



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-l1épés
SSM -25°Cés-15°C Olvassza ki Masodik torzs cDNS-ének
kozott szobahé&mérsékletre. szintézise

13. tablazat TruSight Oncology Comp Library Prep (h(ité) (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

SPB 2°Cés8°C Melegitse cDNS tisztitasa

(vildgoszold  kozott szobahdmeérsékletre 30

cimke) perc alatt.

RSB 2°Cés8°C Hozza szobah6mérsékletre. cDNS tisztitasa
kozott

RNS semlegesitése és lagyitasa

Ez a folyamat semlegesiti a tisztitott RNS-t, és random hexamerekkel feltolti a cDNS-szintézis el6készitéséhez.
El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

* EPH3—Tegye félre.

* FSM—Vortex keverdvel keverje. Rovid ideig centrifugdlja, majd pipettdzza az 6sszekeveréshez.
A reagens fehér, termékkel kapcsolatos részecskéket tartalmazhat. Nincs szlikség felhasznaloi
mUveletre. Nincs hatdssal a termék teljesitményére.

* RVT—ROvid ideig centrifugalja, majd pipettazza az 0sszekeveréshez. Tarolja hltve.

MEGJ EGYZES Az RVT viszkdzus oldat. Pipettazas kdzben minimalizalja a buborékképzddést.

2. Kombinalja mikrocentrifuga-csében a kdvetkez6 térfogatokat az FSM + RVT torzselegy elkészitéséhez.
14. tablazat FSM + RVT torzselegy*

Torzselegy- . , . , . , . ,

4 konyvtar (ul 8 konyvtar (ul 16 konyvtar (ul 24 konyvtar (ul
ETERATE y (1) y (1) y (k1) y (1))
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* Ez a tabldzat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat |asd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.
Pipettdzza 10-szer a keveréshez.
4. Téaroljaaz FSM + RVT torzselegyet hiitve az E/sé térzs cDNS-ének szintézise a(z) 44. oldalon.
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Eljaras

1.

10.

1.
12.
13.

14.

Az extrahalt RNS-mintakat és RNS-kontrollokat tartsa h(itve kiolvasztas kozben.
Az RNS-kontrollokat mintaként dolgozza fel a protokoll hatralévé részében.

Az RNS-t tarolja hlitve, amikor nincs hasznalatban. A mintak mennyiségi meghatarozasahoz lasd A
mintdkkal kapcsolatos kévetelmények a(z) 25. oldalon.

Pipettdzzon minden RNS-mintat 10-szer az 6sszekeveréshez.

Hasznaljon RNase/DNase-free watert minden RNS-minta 40 ng-jének elkészitéséhez, 8,5 pl (4,7 ng/ul)
végso6 térfogatban.
Az RNS-kontrollokhoz hasznadlja a kémcsé cimkéjén megadott koncentraciot.

Cimkézzen fel egy uj, 96 cellds CF PCR-lemezt (cDNS-fragmentumok).
Adjon 8,5 ul RNS-mintat a CF PCR-lemez egyedi celldjaba.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy a mintalap elrendezése és az egyes mintak indexei megfelelnek a TSO
Comprehensive (EU) elemzési modulnak a futtatas beallitasa soran.

Vortex keverével keverje 6ssze az EPH3-at, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 8,5 ul EPH3-at minden cellaba.

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.

/N FIGYELEM!

A pérolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.

Centrifugalja 280g-vel 1 percig.

Helyezze egy héciklus-szabalyozdra, és futtassa az LQ-RNS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozo programozasa a(z) 41. oldalon.

Amikor a mintak elérik a 4 °C-ot, tartsa 1 percig. Azonnal folytassa a kovetkez6 Iépéssel.

ElsO torzs cDNS-ének szintézise

Ez a folyamat forditott transzkripcidval atviszi a random hexamerekkel feltoltott RNS-fragmentumokat az elsé
szal cDNS-ébe, forditott transzkriptaz segitségével.

Eljaras

1.
2.

Vegye ki a CF PCR-lemezt a h6ciklus-szabalyozdbdl.

Pipettdzza 10-szer az FSM + RVT t6rzselegy 0sszekeveréséhez. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az FSM + RVT
keverék teljesen homogén.

Adjon 8 ul FSM + RVT torzselegyet minden mintacellaba.
Pipettazza 10-szer a keveréshez.
Dobja ki a maradék FSM + RVT térzselegyet.
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6. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.
A parolgas megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

7. Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.
Centrifugadlja 280g-vel 1 percig.
Helyezze egy héciklus-szabalyozdra, és futtassa az 1stSS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozasa a(z) 41. oldalon.

10. Amikor a mintak elérik a 4 °C-ot, azonnal folytassa a kdvetkezé lépéssel.
Az els6 szalmintak 4 °C-on legfeljebb 5 percig tarolhatok.

Masodik torzs cDNS-ének szintézise

Ez a folyamat eltavolitja az RNS-mintat, és szintetizalja a két szalu cDNS-t.
El6készités
1. SSM el6készitése:

a. Keverje 6ssze 10-szeri atforditassal.

b. Roviden centrifugalja. A reagens fehér, termékkel kapcsolatos részecskéket tartalmazhat. Nincs
szlikség mUveletre. Nincs hatassal a termék teljesitményére.

Eljaras
1. Vegye ki a CF PCR-lemezt a héciklus-szabalyozdébdl.

2. Adjon 25 pl SSM-et minden cellaba.

3. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az CF PCR lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

4. Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.
Centrifugalja 280g-vel 1 percig.

6. Helyezze egy héciklus-szabalyozédra, és futtassa a 2ndSS programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozo programozasa a(z) 41. oldalon.

7. Amikor a mintak elérik a 4 °C-ot, tartsa nyomva 1 percig, majd azonnal folytassa a kovetkezé lépéssel.

cDNS tisztitasa

Ez a folyamat az SPB-t hasznalja a cDNS tisztitdsahoz a nem kivant reakciékomponensektdl. A gyéngyok
mosdsa kétszer, friss 80%-0s EtOH segitségével torténik. A cDNS-t RSB-vel elualt.

El6okészités

1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.
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* SPB—Ugyeljen arra, hogy a gyéngyok 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
* RSB—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.
2. Készitsen friss 80%-0s EtOH-t 15 ml-es vagy 50 ml-es kupos kémcsében, az aldbbiak szerint.

15. tablazat Készitsen friss 80%-o0s EtOH-t

Reagens 4 kényvtar 8 kényvtar 16 konyvtar 24 koényvtar
100% EtOH, tiszta 2ml 4 ml 8 ml 12 ml
RNase/DNase-free water 500 pl Tml 2ml 3mi

Vortex keverdvel keverje 6ssze a friss 80%-0s EtOH-t.

3
4. Cimkézzen fel egy Uj, 96 cellas MIDI-lemezt BIND1-gyel (¢cDNS Binding).
5. Fedje le, és tegye félre.

6

Helyezze el a magnest.
Eljaras

Rogzités
1. Vegye ki a CF PCR-lemezt a héciklus-szabalyozdébdl.
Vortex keverével keverje az SPB-t a gyéngyok Ujraszuszpendaldsahoz 1 percig.

3. Azonnal adjon 90 ul SPB-t a BIND1 MIDI-lemez minden mintacellajaba.
Ha az SPB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor 1.15-0s tdbblettényez6t kell alkalmazni, amikor
mintanként elegendé anyagot oszt szét. Az SPB minden mintacelldba valé hozzdadasa utan dobja ki a
maradék anyagot.

4. Vigye at a teljes térfogatot (50 pl) minden mintabdl a CF PCR-lemezrél a BIND1 MIDI-lemez megfelel
celldjaba.
5. Dobjakiaz ures CF PCR lemezt.

6. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést a BIND1 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

7. Réazza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
8. Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.
Helyezze a BIND1 MIDI-lemezt 5 percre egy magneses allvanyra.

10. Tartsa a lemezt a magneses allvanyon. 200 pul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felllusz6t mindegyik mintacellabdl a gyéngypellet felzavarasa nélkdil.

Mosas

1. Végezze el a gydngyok mosasat a kovetkezé mddon:

a. Tartsa a BIND1 MIDI-lemezt a magneses allvanyon, és adjon 200 ul friss 80%-0s EtOH-t minden egyes
cellaba.
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b. Varjon fél percet.

c. 200 pl-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliliszét mindegyik celldbdl a
gyongypellet felzavarasa nélkiil.

2. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.
Hasznaljon finom hegyl pipettat a maradék EtOH eltavolitdsara minden egyes cellabdl.
Dobja ki a fel nem hasznalt 80%-os EtOH-t.

Higitas

1. Tavolitsa el a BIND1 MIDI-lemezt a magneses allvanyrdl.

2. Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

3. Adjon 22 pyl RSB-t minden cellaba.

4. Helyezze fel aragasztos lemeztomitést a BIND1 MIDI-lemezre.

Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.
Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

® N o o

Cimkézzen fel egy Uj, 96 cellas MIDI-lemezt PCF-fel (tisztitott cDNS-fragmentumok).
Ha megall a BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT a(z) 47. oldalon, hasznaljon PCR-lemezt.

9. Vigyen at 20 yl eluatumot a BIND1 MIDI-lemez minden egyes mintacellajabdl a PCF PCR-lemez megfeleld
cellajaba.

10. Artalmatlanitsa az tires BIND1 MIDI-lemezt.

11. Adjon 30 ul RSB-t a PCF lemezen minden mintat tartalmazé celldba.

12. Pipettdzza 10-szer az 6sszekeveréshez.

13. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést a PCF lemezre, és tartsa hitve.

14. Helyezze vissza az EPH3, FSM, RVT és SSM adatokat a taroléba.

15. Ha csak RNS-bél (cDNS) szarmazdé mintakat dolgoz fel, és nem all meg a biztonsagos leallitasi ponton,
folytassa az End Repair A-Tailing végrehajtasa a(z) 51. oldalon.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a PCF PCR lemezt 280g erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kozo6tt legfeljebb 7
napig.

Felkésziilés a protokolira

Ez az el6készités sziikséges a protokoll kdvetkezé biztonsagos leallitasi ponthoz vezetd |épéseinek
elvégzéséhez.

1. Vegye ki a DNS-kontrollokat a tarolébdl.

2. Vegye ki areagenscsdvet a dobozbdl, és kévesse a kiolvasztasi utasitasokat.
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16. tadblazat TruSight Oncology Comp Library Prep (h(ité) (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
TEB 2°Cés8°C Hozzaszobahémérsékletre. gDNS fragmentalasa
kozott

gDNS fragmentalasa

Ez a mlvelet fragmentalja a gDNS-t, és dsDNS-fragmentumokat hoz létre 3' vagy 5' tulnyulassal.
El6készités
1. Koévesse a Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatarozas és tarolds a(z) 26. oldalon talalhaté vonatkozo

ajanlasait a mintak kvantifikalasahoz.

2. TEB el6készitése—Forditsa at vagy vortexelje a keveréshez.
Eljaras

A lemez el6készitése
Alemez el6készitéséhez valassza ki a kovetkezd lehetdségek egyikét.
* A gDNS-mintdkat a cDNS-mintakkal egyidejlileg dolgozza fel a PCF MIDI-lemezen.
a. Cimkézze fel a PCF MIDI-lemez LP-vel (K6nyvtarel6készités).
b. Tartsa h(itve, és tegye félre a DNS-fragmentumok dtvitele a(z) 49. oldalon valé hasznalatra .

* A gDNS-mintdkat a cDNS-mintakkal egyidejlleg dolgozza fel, mig a PCF PCR-lemez fagyasztott.

a. Olvasszakia PCF PCR lemezt szobahémérsékletdre.

b. Centrifugdlja 280g-vel 1 percig.

c. Pipettazza 10-szer a keveréshez.

d. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellds MIDI-lemezt LP-vel (konytarel6készités).

e. Vigye at a teljes 50 pl mintat a PCF PCR-lemezrél az LP MIDI-lemez megfeleld cellajaba.

f. Dobja ki a PCF PCR-lemezt.

g. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztdmitést, és tarolja hlitve a DNS-fragmentumok atvitele a(z) 49.

oldalon valé hasznalatra.
* Csak gDNS-mintak feldolgozasa.

a. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellds MIDI-lemezt LP-vel (konytarel6készités).
Ha megall a BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT a(z) 50. oldalon, hasznaljon PCR lemezt.

b. Fedje be, és tegye félre a DNS-fragmentumok atvitele a(z) 49. oldalon valé hasznalatra .
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gDNS higitasa

1. Olvassza ki a gDNS-mintdkat és a DNS kontrollokat szobahémérsékleten.

2. Pipettdzzon minden gDNS-mintat 10-szer a keveréshez.

3. Roviden centrifugalja a kémcsovet a cseppek 0sszegylijtéséhez.

4. Forditsa at vagy vortexelje a TEB keveréséhez.

5. ATEB segitségével készitsen elé minden egyes gDNS-mintat 52 pl-es végleges térfogatban. A kovetkezé
tablazat tartalmazza a bemeneti mennyiségeket és a minimalis koncentracidkat a mintatipus alapjan.

* Avizsgalat minimalis extrakcids koncentraciot igényel, hogy legaldbb 40 pl TEB-t biztositson az 52 pl

térfogatbdl.

* A DNS-kontrollokhoz hasznalja a kémcs6é cimkéjén megadott koncentraciot.

* A mintaveszteség megel6zése érdekében ne pipettdazzon 2 pl-nél kevesebb mintat ebbe a higitasba.
Mintatipus Beviteli 6sszeg (ng) Minimalis koncentracié (ng/ul)
FFPE 40 3,33
Kontroll 40 Lasd a kémcsé cimkéjét

Fragmentum

1. Adjon 52 pl gDNS-mintat az ultraszonikator-csé kulon cellajaba.

/N FIGYELEM!

Lassan toltse be a gDNS-t a csébe, ligyelve arra, hogy ne legyenek légrések a csé aljan. Tovabbi
informaciokért 1asd a Vizsgdlat a(z) 28. oldalon és a gyartd utasitasait.
2. Rogzitse a csik tajolasat.

3. Fragmentalja a gDNS-t fragmentumokra az ultraszonikator segitségével.

DNS-fragmentumok atvitele

1. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a mintalemezek elrendezése és indexei minden mintahoz megegyeznek a TSO
Comprehensive (EU) elemzési modul elemzéshez kivalasztott futtatdsaval.

2. A minta visszanyeréséhez kdvesse az ultraszonikator gyartdjanak utasitasait.
Egyes ultraszonikatorcsétipusoknal centrifugalds szlikséges a minta kémcsében torténé
konszolidalasahoz.

3. Minden egyes fragmentalt gDNS-mintahoz hasznaljon finom hegyl pipettat, hogy atvigyen harom 16,7 pl-t
az LP MIDI-lemez egyik Ures cellajaba.

4. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az LP MIDI-lemezre.
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BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, helyezze fel az 6ntapadds lemeztdmitést az LP PCR-lemezre, és centrifugélja 280 g erével 1 percig.
Tarolja -25 °C és -15 °C kdzott legfeljebb 7 napig.

Felkészulés a protokolira

Ez az el6készités szlikséges a protokoll kovetkezd biztonsagos ledllitasi ponthoz vezetd Iépéseinek
elvégzéséhez.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacié utani héciklus-szabalyozd programok be vannak allitva. Lasd a
Héciklus-szabdlyozd programozadsa a(z) 41. oldalon.

1. Készitsen el6 egy jégtartd vodrot vagy azzal egyenérték( eszkozt.
2. Vegye ki areagenscsoveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

17. tdbldzat TruSight Oncology Comp Library Prep (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031118)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

ERAT-A -25°Cés-15°C Tarolja htve. End Repair A-Tailing
kozott végrehajtasa

ERA1-B -25°Cés-15°C Olvassza ki End Repair A-Tailing
kozott szobah&mérsékletre. végrehajtasa

ALB1 -25°Cés-15°C Olvassza ki Adapterek kotése
kozott szobah&mérsékletre.

LIG3 -25°Cés-15°C Tarolja hitve. Adapterek kotése
kozott

SUA1 (kék -25°Cés-15°C Olvassza ki Adapterek kétése

kupak) kozott szobahdmérsékletre.

UMI (fehér -25°Cés-15°C Olvassza ki Adapterek kotése

kupak) kozott szobahdmérsékletre.

STL -25°Cés-15°C Olvassza ki Adapterek kotése
kozott szobah&mérsékletre.

EPM -25°Cés-15°C Tarolja hitve. PCR indexelése
kozott

18. tablazat TruSight Oncology Comp Library Prep (h(it6) doboz (cikkszam: 20031119)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
SPB 2°Cés8°C Melegitse A kotés tisztitasa
(vildgoszold  kozott szobahdmérsékletre 30
cimke) perc alatt.
RSB 2°Cés8°C Hozza szobah&mérsékletre. A kotés tisztitasa
kozott
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19. tdblazat TruSight Oncology Comp UP Index Primers doboz (cikkszam: 20031120)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
UPxx -25°Cés-15°C Olvassza ki a megfelel6é PCRindexelése
kdzott indexprimercsoveket

szobahd&mérsékletre.

20. tabldzat TruSight Oncology Comp CP Index Primers doboz (cikkszam: 20031126)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
CPxx -25°Cés-15°C Olvassza ki a megfelel6é PCRindexelése
kdzott indexprimercsoveket

szobahd&mérsékletre.

End Repair A-Tailing végrehajtasa

Ez a folyamat javitja a fragmentaciébdl szarmazd tdlnyuldsokat a tulnyuld A-véggel rendelkezd végekké egy
End Repair A-Tailing torzselegy (ERA1) segitségével.

A keverék 3' - 5' exonukledz aktivitasa eltavolitja a 3' tllnyulast, és az 5' - 3' polimeraz aktivitas kitolti az 5'
tulnyulast. A reakcid sordn a 3' vég A-végl, hogy ne kétédjenek egymashoz az adapteres ligacids reakcid
soran.

Elokészités

1.

Melegitsen el6 2 mikrominta-inkubatort MIDI héblokk-betétekkel az alabbiak szerint.
* Melegitsen el6 egy mikrominta-inkubatort 30 °C-ra.

* Melegitsen elé egy mikrominta-inkubatort 72 °C-ra.

2. Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* ERA1-A—ROovid ideig centrifugalja, majd pipettazza a keveréshez. Tarolja hlitve.
* ERA1-B—Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.
Ellendrizze, hogy nincsenek-e kicsapddasok. Ha van, melegitse fel a kémcsovet 37 °C-ra, majd
pipettazza a 6sszekeveréshez, amig a csapadék feloldodik.
3. Készitse el6 az ERAT torzselegyet mikrocentrifuga-csében.
21.tdblazat ERAT torzselegy*
Ig::j:‘eegnys- 4 kényvtar 8 konyvtar 16 kényvtar 24 kényvtar 48 kényvtar
ERA1-B 35 ul 69 ul 138 pl 207 pl 415 pl
ERAT-A 13,5 ul 27 ul 54 pl 81l 161 pl
* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.
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Pipettazza lassan 10-szer a homogenitds meg&rzése érdekében, majd centrifugdlja roviden. Téarolja hitve
az ERA1 torzselegyet.

Alemez el6készitéséhez valassza ki a kovetkezd lehetéségek egyikét.
* Haa mintak MIDI-lemezen vannak, az aldbbiak szerint készitse el6 6ket.
a. Cimkézze fel Gjra a MIDI LP2 lemezt (2. kdnyvtar el6készitése).

b. Haegyes mintak kiilon MIDI lemezeken vannak, helyezze at az 6sszes mintat ugyanannak a MIDI-
lemeznek a celldiba a lemez elrendezésének megfeleléen.

* Haalemez fagyasztott, készitse el az aldbbiak szerint.

Olvassza ki a PCF PCR lemezt vagy az LP PCR-lemezt szobahémérséklet(ire.
Centrifugadlja a lemezt 280g-vel 1 percig.

Pipettazza 10-szer a keveréshez.

Cimkézzen fel egy uj 96 cellas MIDI-lemezt LP2-vel (2. kdnyvtarel6készités).

® a0 T o

Vigye at a teljes 50 ul mintat a PCF PCR-lemezrél vagy az LP PCR lemezrél az LP2 MIDI-lemez
megfeleld celldjaba.

f. Dobja ki a PCF PCR vagy LP PCR-lemezt.

Eljaras

w

© N o g &

Adjon 10 ul ERA1 torzselegyet az LP2 MIDI-lemez minden celldjaba.
Dobja ki a maradék ERA1 torzselegyet.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdémitést az LP2 MIDI-lemezre.
A parolgds megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubalja az elémelegitett mikrominta-inkubatorban 30 °C-on 30 percig.
Azonnal vigye at egy masodik, elémelegitett mikrominta-inkubatorba.
Inkubalja 72 °C-on 20 percig.

Tarolja hitve az LP2 MIDI-lemezt 5 percig.

Adapterek kotése

Ez a folyamat adaptereket kot a cDNS- és/vagy gDNS-fragmentumok végeihez.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat SUA1 és UMI adaptereket tartalmaz.

Hasznaljon SUA1 adaptereket RNS mintaknal.
Hasznaljon UMI adaptereket DNS-mintakkal.

Elokészités

1.

Készitse el a kbvetkezé reagenseket.
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* ALB1—Vortex keverével keverje 6ssze legaldbb 10 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.
* LIG3—Rovid ideig centrifugélja, majd pipettdzza a keveréshez. Tarolja h(itve.

*  SUA1T—Vortex keverdvel keverje 0ssze legaldbb 10 masodpercig, majd rovid ideig centrifugalja.
* UMI—Vortex keverével keverje 6ssze legalabb 10 masodpercig, majd révid ideig centrifugalja.

* STL—Tegye félre az eljarasban valé hasznalathoz.
Eljaras
1. Vegye le az LP2 MIDI-lemezt a jégrél vagy hasonld hideg forrasrol.

2. Adjon 60 pl ALB1-et az LP2 MIDI-lemez minden celldjaba. Az ALB1 viszkdzus oldat. A buborékképzédés
minimalizalasa érdekében lassan pipettazzon.

Adjon 5 pl LIG3-at minden celldba.

4. Az adaptereket az aldbbiak szerint adja hozza.
Ne kombinaljon klil6nb6z6 tipusu adaptereket.

* [RNS-mintacellak]—Adjon hozza 10 pl SUAT-t (kék kupak) minden RNS-bél szarmazé mintahoz.
* [DNS-mintacellak]—Adjon hozza 10 pl UMI-t (fehér kupak) minden DNS-bél szdrmazdé mintahoz.

5. Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az LP2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten 30 percig.

Vortex keverével keverje 6ssze az STL-t, majd révid ideig centrifugalja.
Adjon 5 ul STL-t az LP2 MIDI-lemez minden cellajaba.

© ® N O

10. Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az LP2 MIDI-lemezre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

11. Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

A kotés tisztitasa

Ez a folyamat az SPB-t hasznalja az adapterrel 6sszekapcsolt cDNS- vagy gDNS-fragmentumok tisztitdsara, és
eltavolitja a nemkivanatos termékeket. A gydngyok mosasa kétszer, friss 80%-0s etanollal térténik. Az
adapterrel 6sszekapcsolt mintak RSB-vel elualtak.

El6készités
1. Készitse el a kOvetkez6 reagenseket.
» SPB—Ugyeljen arra, hogy a gyéngyok 30 percig szobahémérsékleten legyenek.

* RSB—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.

2. Készitsen friss 80%-0s EtOH-t 15 ml-es vagy 50 ml-es kupos kémcsében.
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22.tablazat Készitsen friss 80%-0s etanololdatot.

Reagens 4 konyvtar 8 kdnyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
100% EtOH, tiszta 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
RNase/DNase-free 500 i Tml 2ml 3ml 6 ml
water
3. Vortex kever6vel keverje dssze a friss 80%-o0s EtOH-t.
4. Helyezze el a magnest.
Eljaras
Rogzités
1. Vortex keverével keverje az SPB-t a gyongyok Ujraszuszpendalasahoz 1 percig.
2. Azonnal adjon 112 ul SPB-t az LP2 MIDI-lemez minden mintacellajaba.
Ha az SPB adagoldsahoz csatornat hasznal, akkor 1,15-o0s tébblettényezét kell alkalmazni, amikor
mintanként elegend anyagot oszt szét. Az SPB minden mintacelldba valé hozzaadasa utan dobja ki a
maradék anyagot.
3. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az LP2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.
4. Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
5. Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.
6. Helyezze az LP2 MIDI-lemezt 10 percre a magneses allvanyra.
7. 200 ul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliluszot mindegyik cellabdl a gyongypellet
felzavardsa nélkdl.
Mosas
1. Végezze el a gydngydk mosasat a kovetkezé mddon:
a. Tartsa az LP2 MIDI-lemezt a magneses allvanyon, és adjon 200 pl friss 80%-os EtOH-t minden egyes
minta cellaba.
b. Varjon fél percet.
c. 200 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes fellliszot mindegyik cellabdl a
gyongypellet felzavarasa nélkiil.
2. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.
Hasznaljon finom hegy( pipettat a maradék EtOH eltavolitdsara minden egyes cellabdl.
Dobija ki a fel nem hasznalt 80%-os EtOH-t.
Higitas
1. Tavolitsa el az LP2 MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.
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-

5
6
7.
8
9

Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.
Adjon 27,5 pl RSB-t minden cellaba.

Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az LP2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

Helyezze az LP2 MIDI-lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.
Cimkézzen fel egy uj 96 cellas LS PCR-lemezt (kdnyvtarmintak).

Minden egyes eluatumbdl vigyen at 25 ul-t az LP2 MIDI-lemezrél az LS PCR-lemez megfelelé celldjaba.

10. Artalmatlanitsa az tires LP2 MIDI-lemezt.

PCR indexelése

Ebben a I1épésben a konyvtarfragmentumokat olyan primerekkel amplifikaljak, amelyek indexszekvencidkat
adnak hozza a minta multiplexeléséhez. Az igy kapott termék tartalmazza a cDNS- és/vagy DNS-fragmentumok
teljes konyvtarat, amelyeket a klaszter |étrehozdsahoz sziikséges adapterek boritanak.

El6készités

Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* EPM-Tarolja hitve.
* UPxx—Vortex keverével keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugdlja. Az UPxx a futtatas bedllitdsa

soran a Local Run Manager szoftverben a Create Run (Futtatas Iétrehozasa) képernyén kivalasztott
indexprimer.

* CPxx—Vortex keverével keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja. A CPxx a futtatas beallitasa soran
a Local Run Manager szoftverben a Create Run (Futtatas létrehozasa) képernydn kivalasztott

indexprimer.
2. Gy6z6djon meg arrdl, hogy az egyes mintak indexei megfelelnek a TSO Comprehensive (EU) elemzési
modulnak a futtatas beallitdsa soran. Mindenképpen kévesse a Kényvtarak szama és indexek kivdlasztdsa a
(z) 34. oldalon részben megadott utasitasokat.
/N FIGYELEM!
A mintak és az indexel6 primerek kozotti eltérések hibas eredményjelentést okoznak a pozitiv
mintaazonositas elvesztése miatt.
Eljaras
1. Adjon 5 yl megfeleld indexprimert (UPxx vagy CPxx ) a megfelel mintaireghez az LS PCR lemezen a
kivalasztott indexeknek megfeleléen.
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9.

/N FIGYELEM!

Egyszerre csak egy indexprimer csdvet nyisson ki és kezeljen. Hasznalat utan azonnal tegyen Uj
kupakot mindegyik indexcsére. Ne kombinadlja az indexprimereket.

Vortex keverével keverje az EPM-et 5 masodpercig, majd révid ideig centrifugalja.

Adjon 20 pl EPM-et minden Uregbe.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az LS PCR-lemezre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razassa 1200 fordulat/perc sebességgel, 1 percig.

Helyezze vissza az amplifikacio elétti reagenseket a taroléba.
/N FIGYELEM!

Az amplifikacids termék atvitelének megel6zése érdekében az amplifikacié utani terlleten hajtsa
végre az 0sszes tovabbi lépést.

Centrifugdlja az LS PCR lemezt 280g-vel 1 percig.

Helyezze az elére beprogramozott, amplifikacié utani héciklus-szabalyozdra, és futtassa az I-PCR
programot.

Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozasa a(z) 41. oldalon.

Ha folytatja Az elsd hibridizdcio bedllitasa a(z) 57. oldalon, kbdvesse a reagensek kiolvasztasara vonatkozd
utasitasokat a Protokoll el6készitése részben leirtak szerint.

Az |I-PCR program befejezése utan centrifugalja az LS PCR lemezt 280g-vel 1 percig.

10. Cimkézze Ujra a lemez ALS-t (Amplified Library Samples, amplifikalt kényvtarmintak).

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT
Ha megall, tarolja az ALS PCR-lemezt -25 °C és -15 °C kdzo6tti hémérsékleten, legfeljebb 30 napig.
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Felkészulés a protokolira

Ez a preparatum sziikséges az éjszakai hibridizaciéhoz vezet6 protokoll-lépések elvégzéséhez.

1.

illumina

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az amplifikacié utani héciklus-szabdlyozd programok be vannak allitva. Lasd a

Héciklus-szabalyozd programozdsa a(z) 41. oldalon.
Vegye ki a reagenscsoveket a dobozbdl, és kovesse a kiolvasztasi utasitasokat.
23.tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (hiit6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
TCB1 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre. Az els6 hibridizacié bedllitasa
kozott

24. tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés
TCA1 -25°Cés-15°C Olvassza ki Az elsé hibridizacio beallitasa
kozott szobahémérsékletre.

25.tablazat TruSight Oncology Comp Content Set doboz (cikkszam: 20031122)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

OPRT1 (piros -25°Cés-15°C Olvassza ki Az elsé hibridizacid beallitasa
kupak) kozott szobahdmérsékletre.

OPD2 (fehér -25°Cés-15°C Olvassza ki Az elsé hibridizacid beallitasa
kupak) kozott szobah&mérsékletre.

Az elso hibridizacio beallitasa

E folyamat soran az oligdk egy kdzos készlete hibridizal cDNS-kényvtarakka, és az oligék egy k6zos készlete a
PCR indexelése a(z) 55. oldalon el6készitett gDNS-kdnyvtarakka hibridizal. A megcélzott régidk dusitasa két

hibridizacids lépést igényel. Az elsé hibridizacié soran az oligdk hibridizalnak cDNS-sé és/vagy gDNS-

koényvtarakka az éjszaka folyaman (8 6ra és 24 6ra kozo6tt).

Elokészités

1.

Készitse el a kbvetkezd reagenseket.

* TCB1—Melegitse a csovet 37 °C-on 5 percig. Vortex keverével keverje 6ssze 10 masodpercig, majd

révid ideig centrifugalja.
* TCA1—Vortex keverével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
* OPR1—Vortex keverdvel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

* OPD2—Vortex kever6vel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja.
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2. Haaz ALS PCR-lemezt tarolta, olvassza ki szobahémérsékletre, majd centrifugalja 280g erével 1 percig.
Pipettazassal keverje 0ssze.

3. Lasson el egy Uj 96 cellas PCR-lemezt a HYB felirattal (1. hibridizacid).
Eljaras
1. Vigyen at 20 yl-t minden cDNS- és/vagy gDNS-kényvtarbdl az ALS PCR-lemezrél a HYB1 PCR-lemez

megfelelé celldjaba.

2. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az ALS PCR-lemezre, és tegye félre.
A parolgds megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

3. Ellenérizze, hogy nincsenek-e csapadékok a TCB1-ben. Ha van, melegitse fel Ujra a csdvet, és vortex
keverével keverje addig, amig a kristalyok feloldédnak.

4. Adjon 15 pl TCB1-et a HYB1 PCR lemez minden kdnyvtarcellajaba.
Adjon 10 pyl TCA1-et a HYB1 PCR lemez minden kdnyvtarcellajaba.

6. Adjon hozza szondakat.
Ne kombinaljon kiilénb6z6 tipusu szondakat. Cellanként csak egy szondakészletet adjon hozza.

* [RNS-konyvtarcellak]—5 pl OPR1 (piros kupak) hozzdadasa minden egyes, RNS-bél szarmaztatott
kényvtarhoz.

* [DNS-konyvtar cellak]l—Adjon hozza 5 ul-t OPD2-t (fehér kupak) minden egyes, DNS-bdl
szarmaztatott konyvtarhoz.

7. Helyezze fel aragasztds lemeztdmitést a HYB1 PCR lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze a héciklus-szabalyozdra, és futtassa a HYB1 programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozo programozasa a(z) 41. oldalon.

10. Hibridizalja 57 °C-on legalabb 8 éran at, de legfeljebb 24 éran at.
11. Tegye vissza a hibridizacios reagenseket a taroldba.
12. Az ALS PCR-lemezt -25 °C és -15 °C koz06tt tarolja legfeljebb 30 napig.

Felkésziilés a protokolira

Ez az el6készités szlikséges a protokoll kovetkezd biztonsagos ledllitasi ponthoz vezetd 1épéseinek
elvégzéséhez.

A 2. nap elején vegye ki a reagenscsdveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.
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26. tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(ité) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

SMB 2°Cés8°C Melegitse Elsé célok rogzitése

(sotétkék kozott szobah6mérsékletre 30 perc  Masodik célok régzitése

cimke) alatt.

ET2 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre.  Elsé célok rogzitése
kozott Masodik célok rogzitése

HP3 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre.  Elsé célok rogzitése
kozott Masodik célok régzitése

Konyvtdrak normalizalasa

TCB1 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre.  Masodik hibridizacié beallitasa
kozott
RSB 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre.  Masodik célok rogzitése
kozott Amplifikalt dusitott konyvtar
tisztitasa

27.tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés
EE2 -25°Cés-15°C Olvassza ki Elsé célok rogzitése
kozott szobah&mérsékletre. Masodik célok rogzitése
Konyvtarak normalizalasa
EEW -25°Cés-15°C Olvassza ki Elsé célok rogzitése
kozott szobah&mérsékletre.
TCA1 -25°Cés-15°C Olvassza ki Masodik hibridizacié beallitasa
kozott szobah&mérsékletre.

28. tablazat TruSight Oncology Comp Content Set doboz (cikkszam: 20031122)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

OPR1 -25°Cés-15°C Olvassza ki Masodik hibridizacio beallitasa
(piros kupak)  kozott szobahémérsékletre.

OPD2 -25°Cés-15°C Olvassza ki Masodik hibridizacié bedllitasa
(fehér k6zott szobahémérsékletre.

kupak)

Elsé célok rogzitése

Ez a lépés az SMB segitségével rogziti a célrégiokhoz hibridizalt szondakat. A gyéngyoket EEW-vel haromszor
mossak. A dusitott kdnyvtarak friss EE2 + HP3 ellcids keverékkel vannak kioldva, és ET2-vel semlegesitve.
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El6készités
1. Melegitsen elé egy MIDI h6blokkbetéttel ellatott mikrominta-inkubatort 57 °C-ra.
2. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

* EEW—Vortex kever8vel keverje 1 percig.

* EE2—Vortex kever6vel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

* HP3—Vortex keverével keverje 0ssze a HP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.

* SMB—Ugyeljen arra, hogy a gydngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
Ehhez az eljarashoz az SMB-t, és ne az SPB-t hasznalja.

* ET2—Tegye félre az eljarasban valé haszndlathoz.
3. Készitsen friss EE2 + HP3 elucids keveréket mikrocentrifugds csében.

29. tablazat EE2 + HP3 elucids keverék az elsé célok rogzitéséhez*

Elucids

4 konyvta konyvta 16 konyvta 24 konyvta 48 konyvta
T TR ETE onyvtar 8 kdnyvtar 6 konyvtar onyvtar 8 konyvtar
EE2 14 228 ul 456 pl 684 i 1368 u
HP3 6 Ml 12 ul 24 ul 36 ul 72

* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.

4. Vortex keverdvel keverje az EE2 + HP3 elucids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre a
Higitds a(z) 61. oldalon.

Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI-lemezt CAP1-gyel (1. kép).

6. Helyezze el a magnest.
Eljaras

Rogzités
1. Vegye kia HYB1 PCR lemezt a héciklus-szabalyozdbdl.
2. Centrifugalja a HYB1 PCR lemezt 280g-vel 1 percig.

3. Vortex keverével keverje az SPMB-t a gyongyok Ujraszuszpendaldasahoz 1 percig.
Ha csapadék vagy gyongypellet van jelen, gy6z&djon meg arrdl, hogy elérte a szobahémérsékletet,
pipettazza fel és le a pellet kioldasahoz, majd vortexelje a reszuszpendalashoz.

4. Azonnal adjon 150 pl SMB-t a CAP1 MIDI-lemez minden kdnyvtarcellajaba.
Ha az SMB adagoldsahoz csatornat hasznal, akkor a szétosztaskor alkalmazzon 1,15-0s tobblettényezét
annak érdekében, hogy mintanként elegendd anyag alljon rendelkezésre.

Az SMB minden egyes mintacelldba tortént adagolasa utan dobja ki a maradék anyagot.

6. Allitsa a pipettat 50 ul-re, és vigye at a teljes térfogatot a HYB1 PCR lemez mindegyik kényvtarcelldjabdl a
CAP1 MIDI-lemez megfelel6 celldjaba.

7. Dobjakiaz Gres HYB1 PCR lemezt.
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8. Helyezze fel aragasztds lemeztdémitést a CAP1 MIDI-lemezre.

A parolgas megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

9. R&zza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

10. Inkubalja az elémelegitett mikrominta-inkubatorban 57 °C-on 25 percig.

11. Helyezze a CAP1 MIDI-lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

12. Tartsa a lemezt a magneses allvanyon. 200 pul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felllusz6t minden egyes celldbdl, a gydngypellet felzavarasa nélkiil.

A FIGYELEM!

Azonnal folytassa a kovetkezd l1épéssel (Mosds a(z) 61. oldalon). Ne hagyja, hogy a gydngypellet
hosszabb ideig, folyadék jelenléte nélkil legyen.

Mosas

1. Végezze el a gydngyOk mosasat a kovetkezé mddon:

a.
b.

C.

Al ()]

> @

Tavolitsa el a CAP1 MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.
Adjon 200 pl EEW-t minden Uregbe.

Hasznaljon 150 ul-re allitott pipettat, és pipettazzon legalabb 10-szer a keveréshez. Gy6z8djén meg
arrél, hogy az 6sszes gyongy Ujraszuszpendalt.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy nincs jelen gyongypellet, dvatosan szivja fel a cella teljes gyéngyoldatat a
hegybe. Ellendrizze szemrevételezéssel minden egyes cella aljat. Ha gyongypellet van jelen, allitsa a
pipettahegyet a pellet felé a mosasi lépések soran a pellet kimozditdsahoz. Gyéz6djén meg arrdl, hogy a
gyongypellet teljesen bele legyen meritve az oldatba. Az oldatnak sététbarndnak és homogén dllagunak
kell lennie.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést a CAP1 MIDI-lemezre.

A parolgas megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 4 percig.

Inkubalja mikrominta-inkubatorban 57 °C-on 5 percig.

Helyezze a CAP1 MIDI-lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

Tartsa a lemezt a magneses allvanyon. 200 pul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felllusz6t minden egyes celldbdl, a gydngypellet felzavarasa nélkiil.

2. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.

3. Mossa meg a gyongyoket harmadik alkalommal.

4. Hasznaljon finom hegyd pipettat a maradék EEW eltavolitdsara minden egyes cellabdl.

Higitas

1. Tavolitsa el a CAP1 MIDI-lemezt a magneses allvanyrél.

2. Vortex keverdvel keverje 0ssze a friss EE2 + HP3 ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja.
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12.
13.

14.
15.

Ovatosan adjon 17 ul EE2 + HP3 ellciés keveréket a CAP1 MIDI-lemez minden egyes kdnyvtarcellajaba.
Dobja ki a maradék EE2 + HP3 ellcids keveréket.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdémitést a CAP1 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.
Cimkézzen fel egy uj 96 cellas PCR-lemezt ELU1-gyel (1. elucid).

Vortex keverével keverje 6ssze az ET2-t, majd rovid ideig centrifugalja.

. Adjon 5 pl ET2-t az uj ELU1 PCR lemez megfelel6 konyvtarcelldjaba.
. Ovatosan vigyen &t 15 pl eludtumot a CAP1 MIDI-lemez minden egyes kdnyvtarcellajabdl az ELUT PCR-

lemez megfelelé celldjaba.
Artalmatlanitsa az tires CAP1 MIDI-lemezt.

Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az ELU1 PCR-lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze vissza az EEW-t a taroléba.

Masodik hibridizacio beallitasa

Ez a lépés masodszor is 6sszekapcsolja a dusitott cDNS- és/vagy gDNS-kdnyvtarak célzott régidit a rogzité
szondakkal. A masodik hibridizacio biztositja a rogzitett régiok magas specifikussagat. A kdnyvtarak optimalis
dusitdsa érdekében végezze el a masodik hibridizacids |épést 57 °C-on legalabb 1,5 éran, de legfeljebb 4 éran

at.

Elokészités

1.

Készitse el a kbvetkezd reagenseket.

* TCB1—Melegitse a csovet 37 °C-on 5 percig. Vortex keverével keverje 6ssze 10 masodpercig, majd
révid ideig centrifugalja.

* TCA1—Vortex keverével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

* OPR1—Vortex keverdvel keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

* OPD2—Vortex kever6vel keverje 0ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Eljaras

1.

Ellenérizze, hogy nincsenek-e csapadékok a TCB1-ben. Ha van, melegitse fel Ujra a csOvet, és vortex
keverével keverje a kristalyok felold6dasaig.

Adjon 15 ul TCB1-et az ELU1 PCR-lemez minden kdnyvtarcelldjaba.
Adjon 10 pl TCA1-et minden kényvtarcelldba.

Dokumentumszam: 200007789 v08 62 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

9.

Minden lireghez ugyanazt a szondat adja hozza, mint amelyet az elsé hibridizacié soran hasznalt.
Cellanként csak egy szondakészletet adjon hozza.
Ne kombinaljon klildnb6z6 tipusu szondakat.

* [-RNS-konyvtarcellak]—5 ul OPR1 (piros kupak)hozzaadasa minden egyes, RNS-b6l szarmaztatott
kényvtarhoz.

* [DNS-konyvtarcellak]—5 ul OPD2 (fehér kupak) hozzdaddsa minden egyes, DNS-bdl szarmaztatott
kényvtarhoz.

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést az ELU1 PCR-lemezre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze héciklus-szabalyozdra, és futtassa a HYB2 programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozasa a(z) 41. oldalon.

Hibridizalja 57 °C-on legaldbb 1,5 éraig, de legfeljebb 4 6raig.

Tegye vissza a hibridizacids reagenseket a taroldba.

Masodik célok rogzitése

Ez a lépés az SMB segitségével rogziti a célrégidkhoz hibridizalt szondakat. A gyongydk mosasa RSB-vel
torténik. A dusitott kényvtarak friss EE2 + HP3 ellicids keverékkel vannak kioldva, és ET2-vel semlegesitve.

Elokészités

1.
2.

Melegitsen el6 egy MIDI héblokkbetéttel ellatott mikrominta-inkubatort 57 °C-ra.
Készitse el a kbvetkezd reagenseket.

* EE2—Vortex keverdével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.

* HP3—Vortex keverdvel keverje 6ssze a HP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.

* SMB—Ugyeljen arra, hogy a gydngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
Ehhez az eljarashoz az SMB-t, és ne az SPB-t hasznalja.

* RSB—Tegye félre az eljardsban vald hasznalathoz.
* ET2—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.
Készitsen friss EE2 + HP3 elulcids keveréket mikrocentrifugas csében.
30. tablazat EE2 + HP3 elucids keverék a masodik célok régzitéséhez*
Eltcids
keverékkomponens
EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 ul 1368 pl
HP3 6 pl 12 ul 24 pl 36 pl 72 ul

4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar

* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.
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4. Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja. Tegye félre a Higitds a(z) 65. oldalon.
5. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellds MIDI-lemezt CAP2-vel (2. kép).

6. Helyezze el a magnest.
Eljaras

Rogzités
1. Vegye kiaz ELU1 PCR-lemezt a héciklus-szabalyozdébdl.
2. Centrifugalja az ELU1 PCR-lemezt 280g-vel 1 percig.

3. Vortex keverdvel keverje az SPMB-t a gyongyok Ujraszuszpendalasahoz 1 percig.
Ha csapadék vagy gyongypellet van jelen, gy6z8djon meg arrél, hogy elérte a szobahémérsékletet,
pipettazza fel és le a pellet kiolddsahoz, majd vortexelje a reszuszpendalashoz.

4. Azonnal adjon 150 ul SMB-t a CAP2 MIDI-lemez minden kdnyvtarcellajaba.
Ha az SMB adagolasahoz csatornat hasznal, akkor a szétosztaskor alkalmazzon 1,15-0s tdbblettényez6t
annak érdekében, hogy mintanként elegendd anyag alljon rendelkezésre.

Az SMB minden egyes mintacelldba tortént adagolasa utan dobja ki a maradék anyagot.

6. Allitsa a pipettat 50 l-re, és vigye at a teljes térfogatot az ELU1 PCR-lemez mindegyik celldjabdl a CAP2
MIDI-lemez megfeleld cellajaba.

7. Dobjakiaz Gres ELU1 PCR-lemezt.

8. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést a CAP2 MIDI-lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

9. R&zza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

10. Inkubalja mikrominta-inkubatorban 57 °C-on 25 percig.
Ha folytatja a Dusitott kényvtar amplifikdldsa a(z) 67. oldalon, kévesse a Felkészllés a protokollra részben
talalhatd, reagensek kiolvasztasara vonatkozé utasitasokat.

11. Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

12. Tartsa a CAP2 MIDI-lemezt a magneses allvanyon. 200 pl-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az
0sszes felliluszot minden egyes cellabdl, a gyongypellet felzavarasa nélkdil.

/N FIGYELEM!

Azonnal folytassa a kovetkez6 1épéssel (Mosds a(z) 64. oldalon). Ne hagyja, hogy a gydngypellet
hosszabb ideig, folyadék jelenléte nélkil legyen.

Mosas

1. Tavolitsa el a CAP2 MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.
2. Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

3. Adjon 200 pl RSB-t minden cellaba.
4

Helyezze fel a ragasztds lemeztémitést a CAP2 MIDI-lemezre.

Dokumentumszam: 200007789 v08 64 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.
Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 4 percig.
6. Helyezze alemezt 2 percre a magneses allvanyra.

7. Tartsa alemezt a magneses allvanyon. 200 pl-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felliluszot minden egyes cellabdl, a gyongypellet felzavarasa nélkdil.

8. Hasznadljon finom hegy( pipettat a maradék RSB eltavolitdsara minden egyes cellabdl.

Higitas

Tavolitsa el a CAP2 MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.

Vortex keverével keverje 6ssze a friss EE2 + HP3 elucios keveréket, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 22 ul EE2 + HP3 elucios keveréket a CAP2 MIDI-lemez minden egyes kényvtarcellajaba.

Dobja ki a maradék EE2 + HP3 elucios keveréket.

I

Helyezze fel a ragasztds lemeztdomitést a CAP2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

Cimkézzen fel egy Uj 96 celldas PCR-lemezt ELU2-vel (2. ellcid).

© ©® N o

Vortex keverével keverje 6ssze az ET2-t, majd révid ideig centrifugalja.
10. Adjon 5 pl ET2-t az uj ELU2 PCR lemez megfelelé kdnyvtarcellajaba.

11. Ovatosan vigyen at 20 pl eludtumot a CAP2 MIDI-lemez minden egyes kdnyvtarcelldjabél az ELU2 PCR-
lemez megfeleld cellajaba.

12. Artalmatlanitsa az tires CAP2 MIDI-lemezt.

13. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést az ELU2 PCR-lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

14. Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
15. Helyezze vissza az SMB-t, az EE2-t, a HP3-at, RSB-t és ET2-t a taroldba.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja az ELU2 PCR-lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdz06tt legfeljebb
7 napig.

Felkészulés a protokolira

Ez az el6készités szlikséges a protokoll kovetkezd biztonsagos ledllitasi ponthoz vezetd Iépéseinek
elvégzéséhez.

1. Készitsen el6 egy jégtartd vodrot vagy azzal egyenértékl eszkozt.
2. Vegye ki areagenscsoveket a dobozbdl, és kévesse a kiolvasztasi utasitasokat.
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31.tdbldzat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

PPC3 -25°Cés-15°C Olvassza ki Dusitott konyvtar amplifikalasa
kozott szobahémérsékletre.

EPM -25°Cés-15°C Térolja hitve. Dusitott konyvtar amplifikaldsa
kozott

32.tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (hiit6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-l1épés

SPB 2°Cés8°C Melegitse Amplifikalt dusitott konyvtar

(vildgoszold  kozott szobahdmérsékletre 30 tisztitasa

cimke) perc alatt.

RSB 2°Cés8°C Hozza szobahémérsékletre. Amplifikalt dusitott kdnyvtar
kozott tisztitasa

El6készités a szekvenalashoz
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Dusitott konyvtar amplifikalasa

Ez a Iépés primereket hasznal a dusitott kdnyvtarak amplifikaldsahoz.

El6készités

1. Haaz ELU2 lemezt tarolta, olvassza ki szobahémérsékletlire, majd centrifugalja 280 g erével 1 percig.
Eljaras

Vortex keverével keverje 6ssze a PPC3-at, majd rovid ideig centrifugalja az 6sszekeveréshez.

Adjon 5 ul PPC3-at az ELU2 PCR-lemez minden kényvtarcelldjaba.

Vortex keverével keverje az EPM-et 5 masodpercig, majd révid ideig centrifugalja.

Adjon 20 ul EPM-et minden konyvtarcellaba.

I N

Helyezze fel az 6ntapadods lemeztomitést az ELU2 PCR-lemezre.
A parolgas megel&zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

o

Razza 1200 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.

Helyezze egy héciklus-szabalyozdra, és futtassa az EL-PCR programot.
Lasd a Héciklus-szabdlyozd programozasa a(z) 41. oldalon.

Ha folytatja a Kényvtdrak normalizalasa a(z) 70. oldalon, kovesse a Felkészlilés a protokollra részben
talalhatd kiolvasztasi utasitasokat.

8. Helyezze vissza a PPC3-at és az EPM-et a taroldba.

Amplifikalt dusitott konyvtar tisztitasa

Ez a lépés az SPB segitségével tisztitja meg a dusitott kdnyvtarakat a nemkivanatos reakcié 6sszetevéitél. A
gyongyok mosasa kétszer, friss 80%-0s etanollal torténik. A kényvtarakat RSB-vel elualjak.

El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.

» spPB—Ugyeljen arra, hogy a gyéngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek. Ehhez az eljarashoz
SPB-t, és ne SMB-t hasznaljon.

* RSB—Tegye félre az eljarasban vald hasznalathoz.
2. Készitsen friss 80%-0s etanolt 15 ml-es vagy 50 ml-es kupos kémcsében.

33. tablazat Készitsen friss 80%-0s etanololdatot.

Reagens 4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
100% EtOH, tiszta 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml
RNase/DNase-free 500 pl Tml 2ml 3ml 6 ml
water
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3. Vortex keverdvel keverje ssze a friss 80%-o0s EtOH-t.
4. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI-lemezt BIND2-vel (Clean Up Binding).
5. Helyezze el a magnest.

Eljaras

Rogzités

Vegye ki az ELU2 PCR-lemezt a héciklus-szabalyozdébdl.

Centrifugadlja az ELU2 PCR-lemezt 280g-vel 1 percig.

Vortex keverével keverje az SPB-t a gyéngyok Ujraszuszpendaldasahoz 1 percig.

Azonnal adjon 110 pl SPB-t a BIND2 MIDI-lemez minden kényvtarcellajaba.

Vigyen at 50 pl-t az ELU2 PCR-lemez mindegyik konyvtarabdl a BIND2 MIDI-lemez megfeleld celldjaba.
Dobja ki az lires ELU2 PCR lemezt.

Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést a BIND2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

N o o s wN 2

o

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
9. Inkubalja szobahémérsékleten 5 percig.
10. Helyezze a BIND2 MIDI-lemezt 5 percre egy magneses allvanyra.

11. Tartsa alemezt a magneses allvanyon. 200 pl-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felliluszot minden egyes cellabdl, a gyongypellet felzavarasa nélkdil.

Mosas
1. Végezze el a gydngyOk mosasat a kovetkezé mdodon:

a. Tartsa a BIND2 MIDI-lemezt a magneses allvanyon, és helyezzen 200 pl friss 80%-0s EtOH-t minden
egyes Uregbe.

b. Varjon fél percet.

c. 200 ul-re bedllitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes felliliszdét minden egyes cellabdl, a
gyongypellet felzavarasa nélkdil.

2. Mossa meg a gyongyoket még egyszer.
Hasznaljon finom hegy( pipettat a maradék EtOH eltavolitasara minden egyes cellabdl.
Dobja ki a fel nem hasznalt 80%-os EtOH-t.

Higitas
1. Tavolitsa el a BIND2 MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.
2. Forditsa at vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

3. Adjon 32 pl RSB-t minden kényvtarcelldba.
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4. Helyezze fel az 6ntapadds lemeztomitést a BIND2 MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

© © N o v

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Inkubalja szobahémérsékleten 2 percig.

Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

10. Artalmatlanitsa az tires BIND2 MIDI-lemezt.

11. Helyezze fel az ragasztos lemeztomitést a PL PCR lemezre.

12. Tegye vissza az SBP-t és az RSB-t a taroldba.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

illumina

Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas PCR-lemezt: PL (tisztitott kdnyvtarak).

Minden egyes eluatumbdl vigyen at 30 pl-t a BIND2 MIDI-lemezrél a PL PCR-lemez megfeleld celldjaba.

Ha megall, centrifugalja a PL PCR lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdzo6tt legfeljebb 30

napig.

Felkésziilés a protokolira

Ez az el6készités sziikséges a protokoll kdvetkezé biztonsagos leallitasi ponthoz vezetd |épéseinek

elvégzéséhez.

1. Vegye ki areagenscsoveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

34.tadblazat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas

LNA1 -25°Cés-15°C
kozott

EE2 -25°Cés-15°C
kozott

Kiolvasztasi utasitasok

Olvassza ki
szobahdmérsékletre.

Olvassza ki
szobahdmérsékletre.

Protokoll-lépés

Konyvtarak normalizalasa

Konyvtarak normalizalasa

35. tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (hiit6) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas

LNB1 2°Cés8°C
kozott

HP3 2°Cés8°C
kozott

LNW1 2°Cés8°C
kozott

LNS1 2°Cés8°C
kozott

Dokumentumszam: 200007789 v08

Kiolvasztasi utasitasok

Melegitse
szobah&mérsékletre 30
perc alatt.

Hozza szobahdmérsékletre.

Hozza szobahdmérsékletre.

Hozza szobah&mérsékletre.
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Protokoll-lépés

Konyvtarak normalizalasa

Konyvtarak normalizalasa
El6készités a szekvenaldshoz

Konyvtarak normalizalasa

Konyvtarak normalizalasa
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2. Hamég aznap folytatja az E/6készités a szekvenalashoz a(z) 73. oldalon oldalon, kdvesse a Felkésziilés a
protokollra cim(i részben taldlhaté kiolvasztasi utasitasokat.

Konyvtarak normalizalasa

Ez a folyamat LNB1 plusz adalékanyagokat (LNA1) hasznal az egyes kényvtarak mennyiségének
normalizalasahoz, hogy biztositsa a kdnyvtar egységes megjelenitését az sszevont kényvtarakban. A
gyongyok mosasa kétszer torténik LNW1-gyel. A kdnyvtarak friss EE2 + HP3 elucids keverékkel eludltak, és
LNS1-gyel kerlilnek semlegesitésre.

El6készités
1. Készitse el a kovetkezd reagenseket.
* LNB1—Ugyeljen arra, hogy a gyéngydk 30 percig szobahémérsékleten legyenek.
* LNA1—Vortex keverével keverje 6ssze.
* EE2—Vortex keverdével keverje 6ssze, majd révid ideig centrifugalja.
* HP3—Vortex keverdvel keverje 6ssze a HP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.
* LNW1—Vortex keverével keverje dssze. Tegye félre eljarasban valé hasznalathoz.

* LNS1—Vortex kever6vel keverje 0ssze. Tegye félre az eljaras soran torténd hasznalathoz.

2. Vortex keverdvel keverje az LNB-t a gyongydk Ujraszuszpendaldasahoz 1 percig.
Forditsa meg az LNB1 cs6vet, hogy meggy6z6djon arrdl, hogy az 6sszes gydngy Ujraszuszpendalédott.

3. A 800 pl-re bedllitott pipettakészlet segitségével pipettdzza az LNB1-et 10-szer fel és le az
Ujraszuszpendalas biztositasa érdekében.

4. Azonnal készitse elé a friss LNAT + LNB1 térzselegyet egy kupos kémcsében.

/N FIGYELEM!

Teljesen szuszpendalja Ujra az LNB1 gyongypelletet a kémcsé aljan, hogy megelézze a klaszter
inkonzisztens slrlségét.

36. tabldzat LNA1 + LNB1torzselegy*

Torzselegy-

z ad 4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
komponens
LNA1 305 pl 610 ul 1219 ul 1829 l 3658 ul
LNB1 55 ul 110 pl 221 pl 3314l 662 pl

* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitasokat lasd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.

5. Vortex keverével keverje 6ssze az LNAT + LNB1 térzselegyet. Tegye félre a Régzités a(z) 71. oldalon.
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6. Készitsen friss EE2 + HP3 ellcids keveréket mikrocentrifuga-csében.
37.tablazat EE2 + HP3 ellcids keverék a konyvtarak normalizalasahoz*
Elucids .. . .. . .. . .. . .. .
TR 4 konyvtar 8 konyvtar 16 konyvtar 24 konyvtar 48 konyvtar
EE2 152 pl 304 pl 608 pl 912 ul 1824 pl
HP3 8 ul 16 i 32 ul 48 ul 96 ul
* Ez a tablazat tartalmazza a térfogattullépést. A szamitdsokat ldsd a Reagensek kezelése a(z) 32. oldalon.
7. Vortex kever6vel keverje 0ssze a friss elucids keveréket, majd révid ideig centrifugalja. Tegye félre a Higitds
a(z) 72. oldalon.
8. HaaPL PCR-lemezt tarolta, olvassza ki szobah&mérsékleten, majd centrifugalja 280 g erével 1 percig.
Pipettazassal keverje 0ssze.
9. Cimkézzen fel egy Uj 96 cellas MIDI-lemezt BBN-ként (gydngyalapu normalizalas).
10. Helyezze el a magnest.
Eljaras
Rogzités
1. Vortex kever@vel keverje 6ssze az LNA1 + LNB1 torzselegyet.
2. Azonnal adjon 45 ul LNA1 + LNB1 torzselegyet a BBN MIDI-lemez minden kdnyvtarcellajaba.
3. Dobjakiamaradék LNAT + LNB1 térzselegyet.
4. Adjon 20 plI-t az PL PCR-lemez mindegyik celldjabdl a BBN MIDI-lemez megfeleld cellajaba.
5. Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést a BBN MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.
6. Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 30 percig.
7. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést a PL PCR-lemezre, és helyezze vissza a taroldba.
8. Helyezze a BBN MIDI-lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.
9. Tartsa alemezt a magneses allvanyon. 200 ul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felliluszoét minden egyes cellabdl, a gydngypellet felzavarasa nélkiil.
Mosas
1. Végezze el a gydngydk mosasat a kovetkez6é modon:
a. Vegye le a BBN MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.
b. Adjon 45 pl LNW1-et minden kdnyvtarcelldba.
c. Helyezze fel aragasztds lemeztdmitést a BBN MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.
d. R&zza 1800 fordulat/perc sebességgel, 5 percig.
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e. Helyezze a BBN MIDI-lemezt 2 percre egy magneses allvanyra.

f. Tartsa alemezt a magneses allvanyon. 200 ul-re beallitott pipettaval tavolitsa el és dobja ki az 6sszes
felliluszot minden egyes cellabdl, a gyongypellet felzavarasa nélkdil.

2. Mossa meg a gydngyoket még egyszer.

3. Haszndljon finom hegy( pipettat a maradék felliluszé eltavolitasara az egyes cellakbdl.

Higitas

Vegye le a BBN MIDI-lemezt a magneses allvanyrol.

Vortex keverével keverje 0ssze a friss EE2 + HP3 ellcids keveréket, majd rovid ideig centrifugalja.
Adjon 32 pl EE2 + HP3 oldatot a BBN MIDI-lemez minden kényvtarcellajaba.

Dobja ki a maradék elucids keveréket.

I

Helyezze fel a ragasztds lemeztdmitést a BBN MIDI-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

Razza 1800 fordulat/perc sebességgel, 2 percig.
Helyezze 2 percre egy magneses allvanyra.

Cimkézzen fel egy Uj 96 celldas PCR-lemezt NL-ként (normalizalt konyvtarak).

© ©® N o

Ovatosan vigyen &t 30 ul eludtumot a BBN MIDI-lemez minden egyes kdényvtarcelldjabdl az NL PCR-lemez
megfeleld celldjaba.

/N FIGYELEM!

Ha a gyongyotket a pipettahegyekbe szivja fel, adagolja a gyongyoket vissza a magneses
allvanyon lévé lemezbe, és varjon, amig a folyadék tiszta nem lesz (~2 perc), miel6tt az eljaras
kovetkezd lépésére lépne.

10. Artalmatlanitsa az ires BBN MIDI-lemezt.

11. Vortex kever6vel keverje 6ssze az LNS1-et.

12. Adjon 30 pl LNS1-et az NL PCR lemez minden kényvtarcellaba.

13. Pipettazza 6tszor a keveréshez.

14. Helyezze fel a ragasztds lemeztomitést az NL PCR-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.

15. Helyezze vissza az LNB1, LNA1, EE2, LNW1 és LNS1 reagenseket a taroldba.

BIZTONSAGOS MEGSZAKITASI PONT

Ha megall, centrifugalja a NL PCR-lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt legfeljebb 32
napig.
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illumina

Felkészulés a protokolira

Ez az el6készités sziikséges a protokoll szekvendldshoz vezetd 1épéseinek elvégzéséhez.

Legaldbb egy érdval a hasznalat el6tt kezdje el a szekvenadldsi fogydeszkdzok el6készitését a NextSeq 550Dx
High Output Reagent Kit v2.5 (300 cycles) (cikkszam: 20028871) készletbél.

1.

Vegye ki a kényvtari higitasi puffert (HT1) a -25 °C és -15 °C koz6tti taroldbdl. Olvassza ki
szobahdmérsékletre. Kiolvasztas utan tartsa hidegen.

Kovesse a NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutato (dokumentumszam: 1000000009513)
dokumentumban taldlhato elékészitési utasitasokat a készletben taldlhatd egyéb fogydeszkdzok

tekintetében.

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

* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 ciklus)

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

3. Vegye ki areagenscsoveket a dobozbdl, és kdvesse a kiolvasztasi utasitasokat.

38. tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (fagyasztd) doboz (cikkszam: 20031121)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-lépés

PhiX belsé -25°Cés-15°C Olvassza ki El6készités a szekvenadlashoz
kontroll kozott szobahdmérsékletre.

(PX3 vagy Kiolvasztas utan tartsa

PhiX) hidegen.

39. tablazat TruSight Oncology Comp Enrichment (h(it6é) doboz (cikkszam: 20031123)

Reagens Tarolas Kiolvasztasi utasitasok Protokoll-1épés

HP3 2°Cés8°C Hozza szobahdmérsékletre. ElGkészités a szekvenalashoz
kozott

RSB 2°Cés8°C Hozza szobahdmérsékletre. ElGkészités a szekvenalashoz

(rézsaszin( kozott
cimke)

Elokészités a szekvenalashoz

Minden DNS- és RNS-szekvenalasi futtatasnak pozitiv kontrollt és NTC-t kell tartalmaznia. A DNS és az RNS
NTC-i sziikség szerint ismételten sorba rendezédnek, igy minden futtatas tartalmaz egy NTC-t. Minden DNS-

és RNS-futtatas kllon pozitiv kontrollt tartalmaz.
El6készités
1. Tekintse at a Kényvtdrak szama és indexek kivalasztdsa a(z) 34. oldalon.

2. Cimkézzen fel egy dHP3 (higitott HP3) mikrocentrifuga-csovet.
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3.
4.
5.

Cimkézzen fel egy dPhiX (higitott PhiX) mikrocentrifuga-csévet.
Melegitsen elé egy héblokkot 96 °C-ra a mikrocentrifuga-csévekhez.

Készitsen el6 egy jégtarté vodrot vagy azzal egyenértékl eszkozt.

A PhiX kontroll higitasa és denaturalasa

1.
2.

o g~ w

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Vortexeléssel keverje 6ssze a HP3-at, majd révid ideig centrifugalja.

Adja a kovetkezd térfogatokat egy dHP3 mikrocentrifuga-csébe.

* 10 pulHP3

* 190 ul RNaz-/DNaz-mentes viz

Vortexeléssel keverje 6ssze a dHP3-at, majd rovid ideig centrifugalja.
Forditsa meg vagy vortexelje az RSB keveréséhez.

Vortexeléssel keverje 6ssze a PhiX kontrollt, majd révid ideig centrifugalja.
Adja a kovetkez6 térfogatokat egy dPhiX mikrocentrifuga-csébe.

* 8pulRSB

* 2 JIPhiX kontroll

Adjon 10 ul dHP3-t a dPhiX-cséhoz.

Dobja ki a dHP3-csovet.

Vortexeléssel keverje 6ssze a dPhiX-csévet, majd rovid ideig centrifugalja.
Inkubalja a dPhiX-et szobahémérsékleten 5 percig a denaturalas miatt.
Vortexelje a HT1-et a keveréshez.

Azonnal adjon hozza 980 ul eléh(itott HT1-et a dPhiX-hez.

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Helyezze a PhiX-et h(it6tt helyre, amig fel nem hasznalja a masodik higitdsra vald el6készitéshez.
A végs6 koncentracio 20 pM dPhiX.

Helyezze vissza a PhiX, HP3 és RSB egységet a taroldba.

Konyvtarak 6sszevonasa és semlegesitése: TSO Comprehensive (EU)

1.

2.

3.

Ha az NL PCR-lemezt térolta, olvassza ki szobah&mérsékletre, majd centrifugalja a lemezt 2809 erével 1
percig.

Egy 30 pl-re beallitott tébbcsatornds pipettaval dvatosan keverje 6ssze 6tszor az NL PCR-lemez
konyvtarait.
Hasznaljon Uj hegyeket minden kényvtarhoz.

/N FIGYELEM!

Ugyeljen arra, hogy a kényvtarakat jél keverje 8ssze az optimalis teljesitmény érdekében.

Valassza az alabbi lehetéségek egyikét a kdnyvtarak 6sszegyljtéséhez, semlegesitéséhez és higitasahoz.
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* [1.lehet6ség] Az RNS-mintakbdl és a DNS-mintakbdl parhuzamosan szarmazoé szekvenciakdnyvtarak.
Lasd az 1. opcid: DNS és RNS-kényvtdrak egyditt a(z) 75. oldalon

* [2.lehet6ség] Csak DNS-mintakbdl szarmazo szekvenciakdnyvtarak. Lasd a 2. opcio: Csak DNS-
kényvtarak a(z) 76. oldalon.

* [3.lehet6ség] Csak RNS-mintakbdl szarmazé szekvenciakonyvtarak. Lasd a 3. opcid: Csak RNS-
kényvtarak a(z) 77. oldalon.

—

.opci6é: DNS és RNS-kényvtarak egyiitt

1. Cimkézzen fel egy mikrocentrifuga-csovet PRL-lel (6sszevont RNS-konyvtarak).
Cimkézzen fel egy mikrocentrifuga-csovet PDL-lel (6sszevont DNS-konyvtarak).

3. Vigyen at 10 pl-t minden normalizalt RNS- (cDNS) konyvtarbdl az NL lemezrél a PRL kémcsébe.
Ne egyesitsen két kdnyvtarat ugyanazzal az indexprimerrel.

4. Vigyen at 10 pl-t minden normalizalt DNS-kényvtarbdl az NL lemezrél a PDL kémcsébe.
Ne egyesitsen két konyvtarat ugyanazzal az indexprimerrel.

5. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az NL PCR-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

6. Vortex keverével keverje 0ssze a PRL és PDL csdveket.

7. Centrifugdlja réviden a PRL és PDL kémcsoveket.

8. Inkubalja a PRL és PDL kémcsdveket héblokkban 96 °C-on 2 percig.

9. APRL és PDL csoveket tarolja hiitve 5 percig.

10. Vortex keverdvel keverje 0ssze a PRL és PDL csoveket, majd rovid ideig centrifugdlja.

11. A PRL és PDL kémcsotveket tarolja hiitve.

Az elsé higitas el6készitése

—_

Cimkézzen fel egy DIL1 mikrocentrifuga-csdvet (1. higitas).
Vigyen at 20 pl PDL-t az lires DIL1 cs6be.

Adjon 5 pl PRL-t a DIL1 cs6hoz.

Dobja ki a PDL és PRL cstveket.

Adjon 475 pl eléhitott HT1-et a DIL1 cs6hdz (1:20 higitas).

Vortex keverével keverje 6ssze a DIL1 csdvet, majd rovid ideig centrifugalja.

A T
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®

Masodik higitas el6készitése

® N O s NS

10.

1.

Cimkézzen fel egy 2,0 ml-es DIL2 mikrocentrifuga-csovet (2. higitas).

Vigyen at 40 pl DIL1-et az lires DIL2 csébe.

Dobja ki a DIL1 csdvet.

Adjon 1660 pl eléhitott HT1-et a DIL2 cs6hoz (1:850 higitas).

Vortex keverével keverje 6ssze az el6készitett 20 pM dPhiX-et, majd rovid ideig centrifugalja.

Adjon 2,5 ul el6készitett 20 pM dPhiX-et a DIL2 cs6hoz.

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd roévid ideig centrifugalja.

Toltson be 1300 pl DIL2-t a kiolvasztott NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2-be (300 ciklus).
Tovabbi informacidkért lasd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
7000000009513).

Dobja ki a DIL2 csdvet.

Centrifugdlja az NL PCR-lemezt 2809 erével 1 percig, majd tarolja -25 °C és -15 °C koz6tt legfeljebb 32
napig.

Folytassa a szekvenaldssal.

Tovabbi informacidkért lasd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
7000000009513).

2. opcié: Csak DNS-kényvtarak

Cimkézzen fel egy mikrocentrifuga-csovet PDL-lel (6sszevont DNS-konyvtarak).

2. Vigyen at 10 pl-t mindegyik normalizalt DNS-konyvtarbol az NL lemezrél a PDL kémcsébe.
Ne egyesitsen két kdnyvtarat ugyanazzal az indexprimerrel.
3. Helyezze fel aragasztds lemeztomitést az NL PCR-lemezre.
Zarja le teljesen a széleket és a cellakat.
4. Vortex keverdvel keverje 6ssze a PDL csévet, majd révid ideig centrifugalja.
5. Inkubalja a PDL-cso6vet flitéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.
6. APDL csovet tarolja hlitve 5 percig.
7. Vortex kever6vel keverje 0ssze a PDL cs6vet, majd révid ideig centrifugalja.
8. A PDL kémcsovet tarolja hitve.
Dokumentumszam: 200007789 v08 76 /144
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Az elsé higitas el6készitése

I N

Cimkézzen fel egy DIL1T mikrocentrifuga-csévet (1. higitas).
Vigyen at 10 ul PDL-t az (ires DIL1 csébe.

Dobja ki a PDL csdvet.

Adjon 190 pl eléhitott HT1-et a DIL1 cs6hdz (1:20 higitas).

Vortex keverével keverje 6ssze a DIL1-et, majd rovid ideig centrifugalja.

Masodik higitas el6készitése

® N O o p w NS

10.

11.

Cimkézzen fel egy 2,0 ml-es DIL2 mikrocentrifuga-csovet (2. higitas).

Vigyen at 40 pl DIL1-et az Gres DIL2 csébe.

Dobja ki a DIL1 csovet.

Adjon 1660 pl el6hiitott HT1-et a DIL2 cs6hdz (1:850 higitas).

Vortex keverével keverje 0ssze az elé6készitett 20 pM dPhiX-et, majd révid ideig centrifugalja.
Adjon 2,5 pul el6készitett 20 pM dPhiX-et a DIL2 cs6hdz.

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

Toltson be 1300 pl DIL2-t a kiolvasztott NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2-be (300 ciklus).
Tovabbi informacidkért lasd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
1000000009513).

Dobja ki a DIL2 csovet.

Centrifugadlja az NL PCR-lemezt 2809 erdvel 1 percig, majd tarolja -25 °C és -15 °C kozétt legfeljebb 32
napig.
Folytassa a szekvenadldssal.

Tovabbi informacidkért 1asd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
7000000009513).

3. opcid: Csak RNS-kdnyvtarak

N o g bk

Cimkézzen fel egy mikrocentrifuga-csévet PRL-lel (6sszevont RNS-kdnyvtarak).

Vigyen at 10 ul-t mindegyik normalizalt RNS- (cDNS) konyvtarbdl az NL lemezrél a PRL kémcsébe.
Ne egyesitsen két konyvtarat ugyanazzal az indexprimerrel.

Helyezze fel a ragasztés lemeztomitést az NL PCR-lemezre.
A parolgds megel6zése érdekében zarja le teljesen a széleket és a celldkat.

Vortex keverével keverje 6ssze a PRL csovet.
Centrifugadlja roviden a PRL kémcsovet.
Inkubalja a PRL-csovet flitéblokkon, 96 °C-on, 2 percig.

A PRL kémcsdvet tarolja hiitve 5 percig.

Dokumentumszam: 200007789 v08 77 1144
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8.
9.

Vortex kever6vel keverje 0ssze a PRL csdvet, majd rovid ideig centrifugalja.

A PRL csOvet tarolja hdtve.

Az elsé higitas el6készitése

1
2
3.
4
5

Cimkézzen fel egy DIL1 mikrocentrifuga-csovet (1. higitas).
Vigyen at 10 yl PRL-t az Uires DIL1 csébe.

Dobja ki a PRL csovet.

Adjon 190 pl eléhiitott HT1-et a DIL1 cs6hdz (1:20 higitas).

Vortex keverével keverje 6ssze a DIL1-et, majd rovid ideig centrifugalja.

Masodik higitas el6készitése

® N> s NS

10.
1.

Cimkézzen fel egy 2,0 ml-es DIL2 mikrocentrifuga-csévet (2. higitas).

Vigyen at 40 pl DIL1-et az Ures DIL2 csébe.

Dobja ki a DIL1 csovet.

Adjon 1646 pl el6h(itott HT1-et a DIL2 cs6h6z (1:843 higitas).

Vortex kever6vel keverje 0ssze az elékészitett 20 pM dPhiX-et, majd révid ideig centrifugalja.
Adjon 16,7 pl el6készitett 20 pM dPhiX-et a DIL2 cs6hoz.

Vortexeléssel keverje 6ssze, majd rovid ideig centrifugalja.

To6ltsdn be 1300 pl DIL2-t a kiolvasztott NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2-be (300 ciklus).

Tovabbi informacidkért 1asd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
7000000009513).

Dobja ki a DIL2 csdvet.
Centrifugdlja az NL PCR-lemezt 2809 erével 1 percig, és tarolja -25 °C és -15 °C kdz6tt legfeljebb 32 napig.

Folytassa a szekvenadldssal.
Tovabbi informacidkért 1asd: NextSeq 550Dx készlilék referencia-utmutatd (dokumentumszam:
7000000009513).
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Az eredmeények ertelmezése

A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat szekvenalasi eredményei minden egyes mintara kiilén-kilon PDF-
jelentésben és JSON-jelentésben kerlilnek jelentésre. A rendszer alacsony mélységu jelentést
(LowDepthReport.tsv) is generdl a minta szintjén.

Futtatasi szinten a kdvetkez6 kimeneti fajlok jonnek létre:
® ControlOutput.tsv
® MetricsOutput.tsv

A PDF- és JSON-jelentésekben csak azok a varidnsok jelennek meg, amelyek megfelelnek a
min&ségellenérzésnek.

Az elemzéssel kapcsolatos részletes informacidkat lasd: Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutato (dokumentumszam: 200008661).

Tarsdiagnosztikai eredmények

Minden tarsdiagnosztikai (CDx) rendeltetésszer(i haszndlat esetén harom lehetséges eredmény érhetd el:
* Pozitiv—A rendszer egy varianst vagy biomarkert észlel és 1. szintlinek (CDx) osztalyozta.

* Nem mutathaté ki—A mintaban nem mutathatdk ki a CDx rendeltetéséhez kapcsolddd variansok vagy
biomarkerek. A mintahoz kivalasztott tumor tipusa megfelel a CDx-nek.

* Nincs eredmény—A varians statusz meghatarozasa nem lehetséges a kévetkezé okok koziil egy vagy tébb
miatt:

A CDx rendeltetésszeril hasznalata nem alkalmazhaté a vizsgalt mintara, mivel a mintahoz kivalasztott
tumor tipusa nem megfeleld a CDx tumortipusahoz.

— A szekvenadldsi futtatds minéségellen6rzési specifikacidi sikertelenek voltak.
— Akonyvtar nem felelt meg a szikséges minéségellendrzési specifikacidknak.
— A megfelel6 nukleinsav nem futott.

A CDx rendeltetésszer( hasznalatanak 6sszes eredményét a JSON-jelentés Tarsdiagnosztikai eredmények
cim(i részében jelentik. Csak a pozitiv eredménnyel rendelkezé rendeltetésszer(i hasznalatok szerepelnek a
PDF-jelentés Tarsdiagnosztikai eredmények részében.

Tumorprofilozasi variansok
A TSO Comprehensive (EU) szomatikus variansok jelentésére szolgal, amikor klinikai jelentéséggel bird
variansokat vagy potencidlis klinikai jelentéséggel biré varidnsokat jelentenek. A TSO Comprehensive (EU)

vizsgalati szoftver KB-t hasznal, amely meghatdrozza, hogy minden egyes észlelt és alkalmas varians
(2. tablazat) klinikailag jelentds vagy potencialisan klinikailag jelentés-e a terapias, diagnosztikai vagy
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prognosztikai 6sszefliggések bizonyitékai alapjan. A KB azt is figyelembe veszi, hogy a vizsgalt tumortipusban
vannak-e tarsitasok (vagy sem). A KB nem foglalja magaban az érzékenységi vagy rakkockazati
Osszefliggéseket. A gyakori polimorfizmusok eltavolitasra kerilnek.

A tumorprofilozasi varidnsok esetében a pozitiv eredményeket a telepitett KB és az azonositott tumortipus
szerint a klinikai jelentéséggel (2. szint) biré genomikai eredményekhez vagy a potencialis klinikai jelentéséggel
(3. szint) rendelkezé genomikai eredményekhez soroljak.

A minéségellenérzési hibak nem vezetnek eredményhez a hibas minéségellenérzési mérészamra vonatkozé
varianstipusoknal. Tovabbiinformacidkért 1asd a 40. tablazat és a 41. tablazat. A nem megfeleld mélységu
tumorprofilozasi pozicidkat az Alacsony mélységl jelentés sorolja fel, nem pedig a TSO Comprehensive (EU)
jelentés.

Mindseg-ellenbrzés

* Anukleinsav mennyiségi meghatarozasaval kapcsolatos informacidkat és a minimalis bemeneti anyag
kovetelményeket lasd a Nukleinsav-extrakcio, mennyiségi meghatdrozds és tdrolds a(z) 26. oldalon.

* Aszekvenalasi futtatast és a minta érvényességét a TSO Comprehensive (EU) elemzési modul
automatikusan hatarozza meg és jelenti. Az elemzéssel kapcsolatos részletes informdciokat 1dsd: Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutatd
(dokumentumszam: 200008661).

* ATSO Comprehensive (EU) jelentés, ami PDF- és JSON-formatumban is elérhetd, 6sszegzi a
mindségellen6rzési eredményeket. A jelentésfajlok az elemzési mappaban taldlhatdk. Lasd: Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutato
(dokumentumszdm: 200008661) az (PDF-és JSON-jelentéseket tartalmazd) elemzési mappa helyére és a
futtatasi mappara vonatkozoan.

40. tablazat TSO Comprehensive (EU) Eredmény minéségellenérzési mutatdi jelentése

Kimenet Lo Miszaki L A specifikacios
, Mérdszam Leiras . ,
tipusa adatok hiba hatasa*
Szekvenadlasi PCT_PF_READS = 80,0 A sz(ir6 (PF) atmené Szekvenalasi
futtatas (%) értékeinek szazalékos aranya. futtatasok

érvénytelenitve. A
futtatds egyik
mintajahoz sem
jelentettek
eredményt.
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Kimenet
tipusa

DNS-

konyvtarak

Mérészam

PCT_Q30_R1 (%)

PCT_Q30_R2 (%)

CONTAMINATION_
SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(szém)
PCT_EXON_50X
(%)

Dokumentumszam: 200007789 v08

Mliszaki
adatok

=2 80,0

2 80,0

< 3106
VAGY

> 3106 és
P_VALUE =
0,049

\)
N
o

=150

2 90,0

Leiras

Az alapazonositasok atlagos
szdazaléka Q30 vagy annal
magasabb mindségi
pontszammal az 1. mérésnél.

Az alapazonositasok atlagos
szdazaléka Q30 vagy annal
magasabb mindségi
pontszammal a 2. mérésnél.

A gyakori varidansok VAF-je
segitségével a szennyez6dés
valdszinlségét értékeld
mérészam. A szennyezédési
pontszam az SNP-k VAF-
eloszlasan alapul.

A kontaminacids P érték a
nagy mértékben atrendezett
genomok értékelésére szolgal.
Csak akkor alkalmazhato, ha a
szennyezddési pontszam
meghaladja a Felsé spec
hatarértéket.

A minta median
fragmentumhossza.

Median exonfragmentum-
lefedés az 6sszes exonalapon.

Szazalékos exonbazisok 50X
fragmentum lefedettséggel.

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.
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A specifikacios
hiba hatasa*
Szekvenalasi
futtatasok
érvénytelenitve. A
futtatds egyik
mintajahoz sem
jelentettek
eredményt.

Nem jelentettek
DNS-
eredményeket.

Nem jelentettek
TMB vagy kis
DNS-varians
eredményeket.
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Kimenet Lo Miszaki L A specifikacios
, Mérdszam Leiras . ,
tipusa adatok hiba hatasa*
USABLE_MSI_ =40 Az MSI azonositashoz Nem jelentettek
SITES (szam) hasznalhaté MSI-helyek MSI eredményt.

szama (azoknak a
mikroszatellita-helyeknek
szama, amelyeknél elegendé a
mért érték a mikroszatellita-
instabilitas azonositasahoz).

COVERAGE_MAD  =0,210 Az egyes CNV-célrégiok Nem jelentettek
(szém) normalizalt szamanak génamplifikacios
medianjatdl vald abszolut eredményeket.

eltérések medianja.

MEDIAN_ BIN_ 21,0 A CNV célérték szerinti
COUNT_CNV_ atlagos nyers tartalyszam.
TARGET (szam)
RNS- MEDIAN_INSERT_ =80 A minta median Nem jelentettek
konyvtarak SIZE (bp) fragmentumhossza. fuzidkat vagy
splice-varians
eredményeket.
Dokumentumszam: 200007789 v08 82 /144
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Kimenet Lo Miszaki L A specifikacios
, Mérészam Leiras . X
tipusa adatok hiba hatasa*
MEDIAN_CV_ <0,93 A MEDIAN_CV_GENE_500X a
GENE_500X lefedettség egységességének
(egyltthato) mérészama. Minden legalabb

500-szoros lefedettségl gén
esetében kiszamitjak a
géntestre vonatkozd
lefedettség variacios
koefficiensét. Ez a mér6szam
ezeknek az értékeknek a
medianja. A magas érték
magas variacios szintet jelez,
és problémat jelez a konyvtar
el6készitésében, példaul
alacsony mintabemeneti
és/vagy szondalegoérdulési
problémakat. Ez a mérészam
az 6sszes leolvasassal
szamithato ki (beleértve a
duplikaltként megjelolt
leolvasasokat is).

TOTAL_ON_ S A célrégidkhoz térképezé
TARGET_READS 9.000.000 leolvasasok 6sszes szama. Ez
(szém) amérdszam az 6sszes

leolvasdssal szamithatd ki
(beleértve a duplikaltként
megjelolt leolvasasokat is).

* A sikeres eredmények PASS-t (SIKEREST) mutatnak.
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illumina

41. tabldzat TSO Comprehensive (EU) Eredménykontrolldld mérészamok jelentése

Kimenet s Miszaki
. Mérészam
tipusa adatok
Pozitiv DNS kiils6 kontroll A24
kontroll meghatarozott
variansbdl 23
észlelhetd
RNS kiils6 kontroll A13
meghatarozott
variansbél 12
észlelhet6
Nem- DNS median <8
sablon exonlefedettség ehhez:
kontroll TSO Comprehensive (EU)
RNS-gén a median <1

kiszobérték felett

* A sikeres eredmények PASS-t (SIKEREST) mutatnak.

Ervénytelen szekvenaldsi futtatdsok megismétlése.

A specifikacids hiba hatasa*

A kontrollminta eredményei alapjan
manualisan érvénytelenitse a betegmintakat.
Az elemzémodul szoftvere nem
érvényteleniti automatikusan a
betegmintakat a kontrollminta eredményei
alapjan.

A kontrollminta eredményei alapjan
manualisan érvénytelenitse a betegmintakat.
Az elemz8modul szoftvere nem
érvényteleniti automatikusan a
betegmintakat a kontrollminta eredményei
alapjan.

Ismételje meg a kdnyvtarak tesztelését a kdvetkez6 eredményekkel:

Szennyezett DNS-konyvtarak
Ervénytelen RNS-kdnyvtarak

A tesztek megismételheték, hogy tébb varians vagy biomarker-eredményt kapjanak a DNS-
koényvtarakhoz, amelyek egy, de nem az 6sszes varidnstipusra érvénytelenitettek.

A pozitiv kontrollokat varidansazonositas esetén értékelik. Ha a pozitiv kontrollok nem felelnek meg a
variansazonositas specifikacidinak, manualisan érvénytelenitse a szekvenaldsi futtatast. Az elemzémodul
szoftvere nem érvényteleniti automatikusan a betegmintakat a kontrollminta eredményei alapjan.

Az NTC-ket a DNS-median exonlefedettsége és az RNS-median metszete feletti gének alapjan értékelik. Ha
a negativ kontrollok nem felelnek meg a specifikacidknak, manualisan érvénytelenitse a
konyvtarel6készitési eseményt és az 6sszes kapcsolddod szekvenadldsi futtatast. Az elemzémodul szoftvere
nem érvényteleniti automatikusan a betegmintakat a kontrollminta eredményei alapjan.

Végezzen tovabbi mindségellenérzési intézkedéseket a helyi és/vagy orszagos elbirasokkal vagy

akkreditacios kovetelményekkel 6sszhangban.

A szekvenaldsi futtatdsok vagy konyvtarak tesztjeinek megismétiésével kapcsolatos tovabbi informaciokért
lasd: Hibaelharitds a(z) 85. oldalon.
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Hibaelharitas

illumina

A kovetkezd tablazat segitségével elharithatja a munkafolyamat soran felmerdlé problémakat. Ha egy minta
szekvenaldsi futtatdsa vagy kényvtar-el6készitése kétszer sikertelen, tovabbi hibaelharitasra van sziikség.
Vegye fel a kapcsolatot az lllumina miszaki ligyfélszolgalataval.

Medfigyelés

A szekvenalasi
futtatas nem felel meg
a minéségellenérzési
specifikacidknak

Lehetséges ok

Keverési hiba

Higitasi hiba

A PRL/PDL
hédenaturdcioja nem teljes
Problémak a
fogydeszkdzok
el6készitésének
szekvendlasaval (példaul
nem megfeleld
felolvasztas,
paralecsapodas/térmelék
az aramlasi cellan)

Dusito6 probak helytelen
hasznélata (példaul DNS-
mintakhoz hasznalt OPR1
probak, RNS-mintakhoz
hasznalt OPD2 probak)
Hiba a konyvtar-
el6készitési
munkafolyamatban az els§
hibridizacios l1épés soran
vagy azt kdvetéen.

A mintabemenetre
vonatkozo kévetelmények
nem teljesiltek

Hiba a konyvtar-elékészitési
munkafolyamatban az index
PCR Iépés alatt vagy elétt

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott miivelet

o A Normalizalt Kényvtarak (NL) PCR-
lemezének reszekvenalasi kdnyvtarai. Lasd:
El6készités a szekvenaldshoz a(z) 73.
oldalon.

Az Amplified Libraries Samples (ALS) PCR-
lemez kdnyvtarai Ujradusitasi lépéseinek
megismétlése. Lasd: Az elsé hibridizdcio
bedllitasa a(z) 57. oldalon.

A konyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 43. oldalon
vagy a gDNS fragmentdldsa a(z) 48. oldalon.

Az Amplified Libraries Samples (ALS) PCR-
lemez kdnyvtdrai Ujradusitasi lépéseinek
megismétlése. Lasd: Az elsé hibridizacio
bedllitdsa a(z) 57. oldalon.
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Medfigyelés Lehetséges ok

Mdszerprobléma

Hiba a Szoftver- vagy milszerhiba
jelentéskészitésnél

vagy altalanos

eszkdzhiba (pl.

haldézati hiba,

reagensek

betdltése/eltavolitasa

stb.)

A DNS-kdnyvtar nem A mintabemenetre
felelmeg a vonatkozd kévetelmények
min&ségellendrzési nem teljesdltek.
specifikdcidknak

Hasznalati vagy
berendezéshiba a vizsgalat
munkafolyamataban.

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott mivelet

Vegye fel a kapcsolatot az lllumina m(iszaki
Ugyfélszolgalataval.

Lasd: Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) elemzési modul,
Munkafolyamat-utmutaté (dokumentumszam:
200008661), a jelentéskészitéssel
kapcsolatos segitségért. Tovabbi segitségért
forduljon a lllumina miszaki tdmogatashoz.

Biztositsa a megfeleld mintabevitelt, és
ismételje meg a konyvtar el6készitését a
gDNS fragmentalasa |épésbdl. Lasd: A
mintdkkal kapcsolatos kbvetelmények a(z) 25.
oldalon, valamint a Nukleinsav-extrakcio,
mennyiségi meghatarozas és tarolds a(z) 26.
oldalon.

Ismételje meg a konyvtar el6készitését a
kovetkez6 1épések egyikével, attdl fliggben,
hogy hol tortént a hasznalat vagy a
berendezés hibaja. Ha ismeretlen vagy mas
hiba tortént, a futtatas hibaelharitdsahoz
Iépjen kapcsolatba a lllumina miszaki
tamogatassal.

o A Normalizalt Kényvtarak (NL) PCR-
lemezének reszekvenalasi kdnyvtarai. Lasd:
El6készités a szekvenaldshoz a(z) 73.
oldalon.

o Az Amplified Libraries Samples (ALS) PCR-
lemez kdnyvtarai Ujradusitasi lépéseinek
megismétlése. Lasd: Az elsé hibridizacio
bedllitdsa a(z) 57. oldalon.

o A kdnyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: gDNS
fragmentalasa a(z) 48. oldalon.
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Medfigyelés Lehetséges ok

A CONTAMINATION_SCORE,
CONTAMINATION_P_VALUE
kritériumok nem teljesliltek.

A hasznalhatd
MSI sikertelen.

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott mivelet

A keresztszennyezédés elkeriilésével
kapcsolatos informaciokért tekintse at a
Figyelmeztetések és dvintézkedések részt.
Ellenérizze a lemezelrendezést és a
kényvtarindexelést, hogy megbizonyosodjon
arrél, hogy az azonos indexhez tartozé
kényvtarak nem kerliltek egyiitt
szekvenadlasra.

Az érintett kbnyvtarak esetében kezdje a
konyvtar el6készitését a munkafolyamat
elején. Lasd: gDNS fragmentaldsa a(z) 48.
oldalon.

Szennyezddés Iéphetett fel a mintaextrakcio
soran. El6fordulhat, hogy meg kell ismételni az
extrakciét, hogy megbizonyosodjunk arrdl,
hogy a minta mentes a szennyezddéstél.

Tekintse at az ultraszonikator gyartdjanak
hasznalati és lizemeltetési beallitasait
(beleértve a vizszintet és a csétipust).
Gondoskodjon a megfeleld mintabevitelrél a
vizsgalathoz.

Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 25. oldalon, valamint a Nukleinsav-
extrakcido, mennyiségi meghatarozas és
tarolas a(z) 26. oldalon.

Uj mintaextrakciéra és/vagy a gDNS
fragmentalasa lépés megismétlésére lehet
szlikség, ha a minta tulsagosan fragmentalt
vagy seérilt.
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Medfigyelés Lehetséges ok

A minta tulsagosan
fragmentalt, vagy
nukleinsav-karosoddasa van,
ami befolyasolja az
elégséges egyedi kényvtarak
|étrehozasanak lehetdségét.

Az RNS-kényvtarnem A mintabemenetre
felelmeg a vonatkozo kévetelmények
min&ségellenérzési nem teljesiiltek.
specifikacidknak.

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott mivelet

Tekintse at az Ultraszonikator konfiguracios
beéllitasok DNS-fragmentacidhoz a(z) 22.
oldalon és az ultraszonikator gyartéjanak
hasznalati és lizemeltetési beallitasait
(beleértve a viz szintet és a csétipust).
Gondoskodjon a megfelelé mintabevitelrél a
vizsgalathoz.

Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 25. oldalon, valamint a Nukleinsav-
extrakcio, mennyiségi meghatarozas és
tdrolds a(z) 26. oldalon

Uj mintaextrakciéra és/vagy a gDNS
fragmentalasa [épés megismétlésére lehet
sziikség, ha a minta tulsagosan fragmentalt
vagy sérlilt.

Biztositsa a megfeleld mintabevitelt, és
ismételje meg a konyvtar el6készitését az
RNS semlegesitése és lagyitasa |épésbdl.
Lasd: A mintakkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 25. oldalon, valamint a Nukleinsav-
extrakcio, mennyiségi meghatarozas és
tdrolds a(z) 26. oldalon
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Medfigyelés Lehetséges ok

Hasznalati vagy
berendezéshiba a vizsgalat
munkafolyamataban.

El6fordulhat, hogy a minta
tulsagosan fragmentalt, vagy
nukleinsav -kdrosodasa van,
ami befolyasolja az
elégséges egyedi kényvtarak
létrehozdsanak lehetdségét.

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott mivelet

Ismételje meg a konyvtar el6készitését a
kovetkezd lépések egyikével, attol fliggéen,
hogy hol tortént a hasznalat vagy a
berendezés hibaja. Ha ismeretlen vagy mas
hiba tortént, a futtatas hibaelharitdsahoz
Iépjen kapcsolatba a lllumina miiszaki
tdmogatassal.

e A Normalizalt Kényvtarak (NL) PCR-
lemezének reszekvenalasi kdnyvtarai. Lasd:
El6készités a szekvendlashoz a(z) 73.
oldalon.

o Az Amplified Libraries Samples (ALS) PCR-
lemez kényvtarai Ujradusitasi lépéseinek
megismétlése Lasd: Az elsé hibridizacio
bedllitdsa a(z) 57. oldalon.

o A konyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitasa a(z) 43. oldalon.

Gondoskodjon a megfelelé mintabevitelrdl.
Lasd: A mintdkkal kapcsolatos kévetelmények
a(z) 25. oldalon, valamint a Nukleinsav-
extrakcid, mennyiségi meghatdrozas és
tarolds a(z) 26. oldalon

Uj mintaextrakciora lehet sziikség, ha a minta
tulsdgosan fragmentalt vagy sérlilt.

89 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

Medfigyelés Lehetséges ok

Pozitivkontroll-hiba A pozitiv kontrollhoz a

(DNS/RNS). mintabemenetre vonatkozd
kévetelmények nem
teljestltek.

Hasznalati vagy
berendezéshiba a vizsgalat
munkafolyamataban.

Dokumentumszam: 200007789 v08

Ajanlott mivelet

Gondoskodjon a megfeleld bevitelrél a

vizsgalathoz.

Ellendrizze a lemez elrendezését, és

gy6z6djon meg arrdl, hogy a megfelelé

reagensek (szondak, indexek) a megfeleld
celldkban vannak.

Gy6z6djon meg réla, hogy a pozitivkontroll-

minta taroldsa a cimkének megfeleléen

tortént.

Minden olyan minta esetben, amely a pozitiv

kontrollon osztozik, ismételje meg a kényvtar

el6készitését a kdvetkezb lépések egyikével,
attoél fliggben, hogy hol tértént a hasznalat
vagy a berendezés hibaja. Ha ismeretlen vagy
mas hiba tortént, a futtatas hibaelharitdsdhoz

Iépjen kapcsolatba a lllumina mUiszaki

tamogatassal.

o A Normalizalt Konyvtarak (NL) PCR-
lemezének reszekvenalasi kdnyvtarai. Lasd:
El6készités a szekvenaldshoz a(z) 73.
oldalon.

o Az Amplified Libraries Samples (ALS) PCR-
lemez kOnyvtarai Ujradusitasi [épéseinek
megismétlése Lasd: Az elsd hibridizacio
bedllitdsa a(z) 57. oldalon.

o A kdnyvtar el6készitésének megkezdése a
munkafolyamat elejétél. Lasd: RNS
semlegesitése és ldgyitdsa a(z) 43. oldalon
vagy a gDNS fragmentaldsa a(z) 48.
oldalon.
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Medfigyelés Lehetséges ok Ajanlott miivelet

NTC-hiba (DNS/RNS).  Keresztszennyez&dés A munkateriletek fert6tlenitésére és a
tortént vagy a munkaterilet keresztszennyezdédés elkerlilésére vonatkozé
elszennyez6dott. informacidkat Iasd a Figyelmeztetések és

Ovintézkedések részben.
Ellenérizze a lemezelrendezést és a
koényvtarindexelést, hogy megbizonyosodjon
arrdl, hogy az azonos indexhez tartozé
Konyvtar helytelen konyvtarak nem kerdiltek egyutt
indexelése. szekvenalasra.
Ismételje meg a konyvtarelékészitést a
munkafolyamat elejérél minden olyan
konyvtarra, amely Sablon nélkdili kontrollal

rendelkezik.
A szoftver azt jelzi, Tumortipus helytelen A kontrollok helyes azonositasaval végezze el
hogy a pozitiv és/vagy hozzarendelése alLocal Run  ismét az elemzést az Elemzési modul
negativ kontrollok nem Manager futtatas munkafolyamati Utmutatd szerint (lasd Local
szerepeltek a tervezésénél. Run Manager TruSight Oncology
szekvenalasi Comprehensive (EU) elemzési modul,
futtatasban. Munkafolyamat-dutmutatd (dokumentumszam:
200008661)).

Teljesitmenyjellemzdk

A TSO Comprehensive (EU) egy célzott NGS-panel, amely 517 génben mutat ki valtozasokat. A kis DNS-
variansok (egy nukleotidvarians [SNV-k], tobb nukleotidvarians (MNV-k), inszercidk és delécidok) — mind az 517
génbdl alkalmasak jelentésre. A tumor mutdacids terhelését a megabazisonkénti nem vezeté szomatikus
variansok szama alapjan pontszamként jelentik (a részleteket lasd itt: Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) elemzési modul, Munkafolyamat-utmutaté (dokumentumszam: 200008661)). Az MSI-t
statuszként jelentik. A génamplifikacidk alkalmasak a MET és az ERBB2 génekbdl torténé jelentésre. A fuzidk az
A vizsgdlat 6sszefoglaldsa és magyardzata a(z) 1. oldalon részben megadott 23 génrél alkalmasak jelentés
adasara. A splice-variansok alkalmasak a MET és EGFR génekbdl torténd jelentésre. A jelentéshez a variansokat
ki kell mutatni, és bizonyitékkal kell rendelkezniiik a KB TSO Comprehensive (EU) vizsgalatban, és a tesztelt
szOvettipus alapjan alkalmasnak kell lennilik. A jelentéshez az NTRK-fuzidkhoz a fuzids partnernek 5'-nek kell
lennie, az NTRK-kindz doménnek pedig épnek kell lennie.

Kis DNS-varidansok esetében a panelben a célzott gének validalasanak reprezentativ megkozelitését végezték
el az SNV-ket, MNV-ket, inszerciokat és deléciokat képviselé adatokkal. A génamplifikacidk, fuziok és splice-
variansok esetében a vizsgalatot génszinten végezték. A TMB-t és az MSI-t a jelzett helyeken értékelték. Az
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NTRK-fuziés CDx-allitasok esetében az FFPE-mintak fuzidit az igényre jellemz6 teljesitményre dsszpontositd
vizsgalatokban tesztelték (mint példaul a detektalasi hatarérték, a laboratériumon bellli precizitas, a
reprodukalhatdsdg, a pontossag és a klinikai teljesitmény).

A 42. tablazat a kiilénboz6 vizsgalatokban kiszamitott mérészamok definicidit tartalmazza.

42. tabldzat Mérészamok meghatarozasa

Kifejezés
Pozitiv szazalékos
egyezés (PPA)

Negativ
szazalékos
egyezés (NPA)

Teljes szazalékos
megallapodas
(OPA)

Pozitiv
azonositasok
szazalékos aranya
(PPC)

Negativ
azonositasok

szazalékos aranya
(PNC)

n/N

Szo6ras (SD)
Szazalékos
variacios
koefficiens (%CV)

Definicio
Az 6sszes pozitivbdl helyesen azonositott pozitivok szazalékos aranya egy

ortogonalis médszerhez képest.

Az 0sszes negativbdl helyesen azonositott negativok szazalékos aranya egy
ortogonalis médszerhez képest.

Az ortogonalis mddszerhez képest a teljes megfigyelés alapjan helyesen
azonositott pozitiv és negativ eredmények szazalékos aranya.

Azon megfigyelések szdzalékos aranya, amelyek pozitivak egy adott célhoz, azon
megfigyelések koz6tt, amelyek varhatdan pozitivak lesznek a célhoz.

Azon megfigyelések szdzalékos aranya, amelyek negativak a cél szempontjabdl,
azon megfigyelések kdzott, amelyek varhatdan negativak lesznek a cél
szempontjabol.

A pozitiv vagy negativ megfigyelések szama (n) osztva az 6sszes megfigyeléssel
(N) a PPC, illetve a PNC kiszamitasahoz. Az n és N értékei kiilonb6z6 szinteken (pl.
varians vagy gén) vagy csoporton bellil kombinalhatok (pl. SNV-k).

A valtozo értékeinek valtozasanak mértékének mértéke az atlaga kordil.

A szorast elosztjuk az atlaggal szazalékban.

Keresztszennyezd6dés

A keresztszennyez6dési vizsgalatot annak értékelésére végezték, hogy az alpozitiv eredmények a
mintakodnyvtarak el6készitése soran az egyik celldbdl a masikba torténé mintaatvitel miatti szennyezédés vagy
az egymas utani futtatasok k6zotti szennyezédés miatt fordultak el6. Ezt az elemzést kis DNS-variansok
(amelyek a TMB-t is érintik), fuzidok, génamplifikacidk és MSI esetében végezték. Konyvtarakat készitettek a
jellemzett mintakbdl, sakkmintaszerdlen felvaltva vett mintakkal, hogy értékeljék a cellak kozotti
szennyez6dést, valamint felvaltva vett indexekkel, hogy értékeljék a szekvenald futtatasok kozotti
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szennyez6dést, amikor a szekvendldst egymas utan ugyanazon a NextSeq 550Dx késziiléken végzik. A
keresztszennyezddési vizsgalat nulla szennyez8dési eseményt mutatott ki az egyes mintakban észlelt
variansok vizsgalataval, alpozitiv eredmények kimutatasa nélkdl.

Két QC-mérészamot (CONTAMINATION_SCORE és P_VALUE) terveztek a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalaban a DNS-mintakban Iévé mintaszennyez3dés kimutatasara. Ertékelték a szennyezésérzékelés
szenzitivitdsat. Az FFPEtumor DNS-mintdkat klilonb6zé mennyiség(i FFPE normal DNS-mintakkal keverték,
hogy szandékosan szennyezett mintakat hozzanak Iétre.

Osszesen 1112 kontaminaciés megfigyelést generaltak, és a megfigyelések 95%-aban (1054) észleltek
kontaminaciot. A detektalasi aranyt 96%-ra (939/976) ndvelték, amikor a szennyez6édés szazalékos aranya 10%
és 90% kozott volt (tomeg/tomeg). A 10% és 90% kdzotti szennyezbédéses 37 megfigyelésbdl ott, ahol nem
mutattak ki a szennyezddést, 12 nem felelt meg annak a lefedettségi specifikacionak, hogy kis DNS-variansokat
azonositson. Az alacsony lefedettség zavarja a szennyez6dés kimutatasat, de a kis DNS-varidansok esetén nem
szamoltak be arrél, hogy az enyhitené a szennyez8dés hatdsait. Tizenot megfigyelés nem felelt meg a
génamplifikacids specifikacidonak (median tartalyszam, QC-metrikus) a génamplifikacié azonositasa
szempontjabol. A mintak esetén nem szamoltak be a génamplifikacio eredményérél.

A vizsgalat azt igazolta, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat varhatdéan alacsony keresztszennyez6dést

okoz celldktdl-celldkig, illetve futtatastol-futtatasig. Ezek az eredmények a szoftver szennyez6dési mutatdival
egyltt csokkentik a mintaszennyezédés miatti hamis varians eredmények kockazatat.

Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése

Harom kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS- és RNS-extrakcids készletet értékeltek a TSO Comprehensive
(EU) segitségével. A harom extrakcids készlet izolalja mind a DNS-t, mind az RNS-t ugyanazon FFPE-
szOovetmetszetekbdl. A készletek paraffinmentesité szerlikben és nukleinsavkoté [épésiikben kiilonboztek

(43. tablazat). Az 1. készlet volt a TSO Comprehensive (EU) teljesitmény meghatdrozasahoz hasznalt
predominans extrakcids készlet.

43.tablazat A készletjellemzéi

Készlet Paraffinmentesit6 szer Nukleinsav kétés

1 Jogvédett Oszlop

2 Xylol Oszlop

3 Asvanyi olaj Magneses gyongyok

A 44, tablazat és a 45. tablazat 6sszefoglalja az extrakcios készleteknek a kényvtar érvényességére és a
variansok azonositasara gyakorolt hatasait. Ha az extrakcios készlet atlaga jelentésen eltéré volt, a kiilénbséget
jelentették. Az extrakcids készletek kdzotti atlagos kiilonbségeket az 1. készlettel szamitottak ki kontrollként,
mivel a TSO Comprehensive (EU) analitikai vizsgalatokhoz hasznalt nukleinsavak nagy részét az 1. készlettel
extrahaltak. Az 1. készlethez viszonyitott atlagos kiilonbség a beszamold szerint azt mutatja, hogy a kiilénb6z6
extrakcios készletek hogyan befolyasolnak a tobbi TSO Comprehensive (EU) analitikai vizsgalatot.
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44.tablazat Az extrakcids készlet hatdsai a konyvtar érvényességére

Atlagos kiilonbség az 1. készlethez

Varians tipusa Koényvtar QC mérészamok i
képest

Kis DNS- Median exonlefedettség A 2. készlet 56 leolvasassal
variansok/TMB (szammértéke) alacsonyabb

PCT Exon 50X (%) A 3. készlet 0,298%-kal magasabb

Median inszercié méret (bp) A 2. és 3. készlet 3 bp-vel alacsonyabb
DNS MSI Hasznalhatd MSI-helyek A 3. készlet 8 hellyel magasabb
DNS MAD-lefedettség (szammértéke) A 2. készlet 0,0043-del alacsonyabb
génamplifikacio Median tartalyszam A 2. készlet 0,5825-del alacsonyabb, a

3. készlet 0,3086-del magasabb

RNS Median inszercié méret (bp) A 3. készlet 2 bp-vel magasabb
(Fuzidk/splice- Naplé (medidan CV Gene500X ) A 2. készlet 0,029-del magasabb
variansok) Osszesitve a célleolvasgsokon Nincs jelentés kiilonbség

A 2. és a 3. extrakcids készlet esetében megfigyelték, hogy megndvekedett az alatdmaszté leolvasdsok szama,
igy az extrakcids készlet kivalasztdsa miatt a fuziok és a splice-variansok az LoD kdzelében nagyobb
valdszinlséggel észlelheték.

45. tablazat Az extrakcios készlet hatdsai a variansazonositasra

Varians tipusa , e g o , , ,
P Variansazonositas (atlagkiilonbség az 1. készlethez képest)

(egységek)

Kis DNS-variansok Technikailag nem jelentés

(VAF) Célzott variansok: a készleten beliili variancia alacsony volt a maradékhoz
képest
Nem célzott variansok: Nincs jelent&s kiilénbség az elsé két VAF tartalyban.
Nincs jelentds kiilonbség, ha statisztikai szignifikanciat figyeltek meg.

TMB (mutacié Technikailag nem jelentés, a készleten beliili variancia alacsony volt a

megabazisonként) maradékhoz képest

MSI (instabil helyek %- A 3. készlet 1,9%-kal alacsonyabb az instabil helyeknél

a)

Génamplifikacio A 2. készlet (0,06) és 3. készlet (0,08) magasabb atfedettségi valtozassal
(atfedettségi valtozas)

Fuzié (alatamasztd A 2. készlet 51%-0s, a 3. készlet pedig 23%-0s névekedést mutatott az
leolvasasok) alatamaszto leolvasasokban

Splice varidnsok A 2. és a 3. készletben 48%-kal ndvekedtek az aldtamasztd leolvasasok

(aldtamasztd
leolvasasok)
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Zavaro anyagok

Ertékelték a potencialis endogén és exogén anyagoknak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat teljesitményére
gyakorolt hatasat. A nukleinsav-extrakcios folyamat soran endogén anyagokat, melanint és hemoglobint,
oltottak be a mintakba. Exogén anyagok (etanol, xilol és proteindz-K) voltak jelen a nukleinsav-extrakcids
folyamat soran, és a konyvtar el6készitése el6tt a tisztitott nukleinsavba is beoltottak éket. Ahol interferenciat
figyeltek meg a beoltott proteinaz K-val, a proteindz K megndvekedett koncentracidjat is értékelték az
extrakcids folyamat soran. A kdnyvtar el6készitése soran tdbbletindex primereket (15% és 30%) adtak hozza.
Az index primerek kivételével, az agybdl, az emlébdl, a vastagbélbdl, a tlidébél, a medullaris pajzsmirigybdl, az
NSCLC-bdl, a petefészekbdl, a prosztatabdl, a nyalbdl, a bérbdl, a lagyszovetbdl és a pajzsmirigy szovetébdl
szarmazo FFPE-mintakhoz anyagokat adtak hozza — nyolc mintat extrahaltak DNS-elemzéshez, és 13 mintat
extrahaltak RNS-elemzéshez. Az index primerek esetében a DNS-elemzéshez hat kiilénb6zé szovettipusbdl
(pajzsmirigy, hugyhdlyag, vastagbél) szarmazé FFPE-mintat, az RNS-elemzéshez pedig 6t kiilonbdzé
szovettipusbdl (tlid6, pajzsmirigy, vastagbél, eml6) szarmazdé FFPE-mintat hasznaltak. A 16 egyedi minta
mindegyikénél volt egy-egy beoltas nélkiili endogén kontroll és puffer vagy vizbeoltdsos exogén kontroll. A
nekrdzis hatdsat az agy-, a vastagbél- és a tlidészovetekbdl szarmazoé masik nyolc FFPE-mintas halmazon
értékelték. Minden nekrézismintanal makrodisszektalt nemnekrdzis-kontroll volt. Minden interferenciat illetéen
anyagonként és mintanként négy replikatumot vizsgaltak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és
0sszehasonlitottak a megfelel6 kontroll feltétellel a kis DNS-varidnsok, génamplifikacidk, RNS-fuzidk és RNS-
splice variansok kimutatasa, valamint az MSI-statusz és a TMB-pontszam tekintetében. CDx- és
tumorprofilozasi variansokat is tartalmaztak.

DNS-varians kimutatasa

A melanin (0,2 pg/ml), a hemoglobin (2 mg/ml), az etanol (5%), a proteindz-K (0,04 mg/ml nukleinsavban) és a
xilol (0,0001%) nem zavarjak a TMB-pontszamot, az MSI-statuszt, a kis DNS-variansokat és a
génamplifikaciokat.

RNS-varians kimutatasa

Az adatok nem tamasztjak ald, hogy a melanin (0,2 ug/ml), az etanol (5%) és a xilol (0,0001%) zavarna az RNS-
fuziodkat vagy a splice-variansokat. A (2 mg/ml) hemoglobin (cs6kkent alatamaszté leolvasasokkal) zavarta a
MET gén hdrom kiilénb6zé splice-variansat. Az AR gén (harom kiilénb6zé minta alapjan) és az EGFR gén (egy
minta alapjan) splice-variansat nem befolyasolta. Ha a laboratérium RNS-t futtat a vizsgalattal, akkor kerdilni
kell, illetve minimalizalni kell a hemoglobinnal rendelkez6 szovetet, amikor szeleteket nyernek ki a
szovetblokkbol.

A proteinaz K (0,04 mg/ml nukleinsavban) zavarta az RNS-fluzidkat és a splice-variansokat. A proteinaz K-t 2,6
mg/ml és 5,2 mg/ml koncentracidval tesztelték az extrahdldsi folyamat soran, ami 2-szerese és 4-szerese a
kereskedelmi forgalomban kaphat¢ készletben talalhatd standard koncentracionak. A fuzidkat 4x gatoltak, de a
proteindz K-t nem gatoltak 2x. A splice-varidnsoknal a proteindz K-t 2x gatoltak. A proteinaz K-t vagy azzal
egyenértékl enzimet nem szabad ndvelni az extrakcid soran az extrakcios készletben megadott standard
koncentraciébdl.
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A splice varianst tdmogaté leolvasasok szama 30%-0s indexprimer-tdbblet esetén csdkken, mig 15%-0s
tobbletnél nem.

Nekrozis

A nekrotikus szévet legfeljebb 70%-0s jelenléte nem zavarja a TMB-pontszamot, az MSI-statuszt vagy a kis
DNS-varidnsokat. Az RNS-varidnsok (tdmogaté leolvasdsok) és a génamplifikacidé (hanyszoros valtozas)
észlelése csokkent a (terliletenként) = 25%-os illetve = 23%-0s nekrotikus tartalommal rendelkezd mintdkban a
szOvet terliletén. Ha a mintametszetek a teljes szovetterlileten = 23% nekrdzist tartalmaznak, akkor
makrodisszekciot kell végezni a nekrotikus szoveten.

Stabilitas
Valos idejli stabilitas

Valds idejl stabilitast hasznaltak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati készlet eltarthatésaganak
meghatarozdsahoz, ha a cimkén szerepld feltételek szerint taroljak. A vizsgalat elrendezése harom reagenstétel
tesztelésén alapult, és a CLSI EP25-A dokumentumban leirt klasszikus stabilitasi vizsgalati elrendezést
alkalmazta. A készleteket végsé készletezett konfiguracidban taroltdk a vizsgalat id6tartama alatt, a termék
cimkéjén meghatarozott tarolasi kériilmények kozott. A fagyasztott készlet komponenseit -15 °C és -25 °C
kozOtt taroltak. A h(itott készlet komponenseit 2-8 °C-on taroltak.

A készleteket meghatdrozott idépontokban tesztelték a megjelenés és a készlet funkcionalis kibocsatasi
kritériumai szempontjabdl. Ezenkiviil a minéségellenérzési kontrollanyag varidansazonositasi és mintamin6ség-
ellenérzési metrikus trendjeit is elemezték. Az eltarthatdsagi idét minden reagens esetében meghataroztak. A
lejarati datumok a gyartas datuma és az eltarthatdsagi idé alapjan kerllnek kijel6lésre. A készlet lejarata a
legkorabban lejaré reagens alapjan kerlil hozzarendelésre.

A készlet hasznalat kozbeni stabilitasa

A TSO Comprehensive (EU) tesztkészlet hasznalat kdzbeni stabilitdsat standard hasznalati koriilmények kozott
értékelték a szavatossagiid6 alatt, hogy alatamasszak a tobb készlet felhasznalast. A reagenskészletet
tobbszords fagyasztasnak/kiolvasztasnak vetették ala, és tesztelték, hogy alatdmasszak a készlet legfeljebb 4
felhasznalasat. Ezenkiviil 6sszesen 8 RNS- és 8 DNS-kdnyvtarat készitettek elé 3-szor a tamogatott
koényvtarak maximalis szamanak vizsgalatahoz (készletenként 24 RNS- és 24 RNS-kényvtar). Minden tesztelt
fagyasztasi-kiolvasztasi ciklusra és id6pontra az 6sszes funkcionalis készletkiadasi kritérium teljesiilt. A = 25
honapos reagensekkel rendelkezd FFPE-mintak vizsgalatat azért végezték, hogy értékeljék a hasznalat kdzbeni
tesztelés hatasat a variansok azonositasara. A célzott variansok minéségi elemzése azt mutatja, hogy a
hasznalatban |évé események nem befolydsoltdk a variansok azonositasat.
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A nukleinsav stabilitasa

A nukleinsavak (DNS és RNS) stabilitasat és a TSO Comprehensive (EU) vizsgalathoz kapcsolédd mennyiségi
meghatarozasukat tébb szdvettipusbdl szarmazd FFPE-mintak segitségével értékelték. Az FFPE-blokkokat
kimetszették, és az 6sszes nukleinsavat egyszerre extrahaltak. Az extrahalt nukleinsavat alaposan
O0sszekeverték, kvantifikaltak, ellenérizték a nukleinsav minéségét, és két készletnyi egyszer hasznalatos csébe
osztottak a két idépontban torténé lefagyasztashoz. TO kontroll (kiindulds) és T1teszt (= 28 nap). Az 6sszes
extrahalt RNS-t -85 °C és -65 °C kozo6tt taroltak, és az 6sszes extrahalt DNS-t -25 °C és -15 °C k6zOtt taroltdk a
jelzett idétartam soran, majd a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat soran tobb replikatum és kezel6 bevonasaval
dolgoztak fel. A T1 teszt allapotat 6sszehasonlitottak az MSI allapot, a TMB-pontszam, a génamplifikaciok, a kis
DNS-varidnsok, az RNS-fuzidk és az RNS-splice variansok kontrolljaval. Az adatok azt mutatjak, hogy a
nukleinsavak és a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal valé hasznalathoz kapcsolddd mennyiségi
meghatarozasuk az ajanlott h6mérsékleten tarolva legfeljebb 28 napig stabil (RNS -85 °C és -65 °C kozott, DNS
-25°C és -15 °C kozott).

Konyvtari stabilitas

A vizsgadlat hat biztonsagos ledllitasi pontjanak (lasd 5. tablazat) felhasznaldsaval késziilt kdnyvtarak
stabilitasat tobb szovettipusbdl szarmazoé FFPE-mintak segitségével értékelték. A munkafolyamat végén
azonnal sorba rendezték a kontrollkdnyvtarakat (TO, nincsenek ledlldsi pontok). Az azonos konyvtarakbdl
szarmazo aliquotokat a leallasi pontokon tartottak -25 °C és -15 °C k6zott az 5. tablazat felsorolt napok
tdmogatasara (T1). A T1-et a TO-val hasonlitottak 6ssze a CDx és tumorprofilozasi varidnsokkal rendelkezé kis
DNS-variansok, TMB, génamplifikaciok, MSI, RNS-fuzidk és RNS-splice varidnsok esetében. Az adatok azt
jelzik, hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgalatbdl Iétrehozott kdnyvtdrak a hasznalati utasitdsnak
megfeleléen stabilak.

Targylemezre rogzitett FFPE-szovetstabilitas

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalathoz hasznalt, targylemezre régzitett FFPE-szdvetek stabilitasat kiilonbozé
egyedi mintakbdl metszett FFPE-blokkok (5 um-es metszetei) alapjan értékelték, targylemezekre régzitéssel,
majd szobah&mérsékleten (22 °C) taroltak 2 idépontig. Az RNS-t extrahaltak és -65 °C és -85 °C kdzott
taroltak, a DNS-t pedig extrahaltak és -15 °C és -25 °C kdz06tt taroltak kevesebb mint 1 hétig a vizsgalat el6tt. A
nukleinsav-anyagot kvantifikaltdk, majd 24 dran belil feldolgoztak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal
minden egyes idépontra vonatkozdan. Minden egyes idépontban tobb replikdtumot és kezel6t teszteltek
mintanként a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és dsszehasonlitottak a TO idéponttal az MSI, TMB,
génamplifikaciok, kis DNS-varidnsok, RNS-flizidk és RNS-splice varidnsok esetében, beleértve a CDx és tumor
profilozasi variansokat. A variansazonositast értékelték, és minden elfogadasi kritériumnak megfelelt, jelezve,
hogy a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlathoz hasznalt, targylemezre helyezett FFPE-szdvetek
szobah&mérsékleten legfeljebb 4 hétig (28 napig) stabilak. Megjegyzendd, hogy 4 hét (28 nap) elteltével 10%-
os csOkkenést észleltek az MSI kdnyvtar QC érvényességi ratajaban a kezel6 és a taroldsi idé kombinacidja
miatt. Az RNS-fuzidk és a splice variansok az alatamaszto leolvasasok kortlbellil 29%-o0s csokkenését mutattak
4 hétig (28 napig) tartd targylemezen torténd tarolas utan.
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Nukleinsav-bemeneti titralasi védelembesorolas

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat nukleinsav-bemenetét 17 szévettipust magaban foglalé 33 FFPE-mintabdl
szarmazo DNS vizsgalataval értékelték 10 ng és 500 ng kdzotti bemeneti szinteken, és 5 FFPE-mintabdl
szarmazo RNS-vizsgalataval 5 szdvettipusbdl 10 ng és 85 ng kézotti bemeneti szinteken. A kdnyvtari
mindségellen6rzési mérészamokat értékelték, és azok mintafliggéek voltak. A DNS-eredmények azt mutattak,
hogy néhany, de nem minden DNS-minta mindségellenérzési mérészama reagal a névleges 40 ng-os bemenet
feletti megndvekedett bemenetre:

* MEDIAN_INSERT_SIZE nem valaszolt a 30 ng feletti bemenetre.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE pozitiv korrelaciét mutatott a névekvé bemenettel.
* PCT_EXON_50X a bevitel ndvelésével 80 ng-ig ndvekedett.

* USABLE_MSI_SITES a bemenet névekedésével n6tt. Néhany minta, amely kevesebb mint 40 USABLE_MSI_
SITES 40 ng-nal, megfelelt a specifikdcidnak magasabb bemeneteknél, ami lehetévé tenné az MSI-
pontszam kiszamitasat.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET a bemenet névekedésével nétt.
* Novekvé bemenet, hogy novelje a COVERAGE_MAD értéket a felsé specifikacids hatarérték felé.

Az RNS-minta minéségellenérzési mérészamai 10 ng-rél 40 ng-re néttek (MEDIAN_INSERT_SIZE és TOTAL_ON_
TARGET_READS) vagy csokkentek (MEDIAN_CV_GENE_500X), de altaldaban nem valtoztak 40 ng és 85 ng
kozott.

Vak hatarérték

Az dlpozitiv eredmények szazalékos aranyat (a teljes varhatd negativ értékbdél) FFPE normal vagy jéindulatu,
szomszédos szovet ismételt vizsgalataval értékelték, amely nem tartalmazhat szomatikus variansokat kis DNS-
variansok, génamplifikaciok, MSI, RNS- fuziok és RNS-splice-variansok esetében. Az alpozitiv eredményeket
nem elemezték TMB-re, mivel nincs klinikai hatarérték. Hat DNS és 6 RNS FFPE-mintat futtattak kétszer 2
kezel6vel, 3 napon keresztil mind a 2 reagenstétel esetében. A mintak egy alhalmazat Ujra 6sszesitették, és
Ujraszekvenaltak 3x csak DNS- és 3x csak RNS-formatumban, hogy kiértékeljék az alpozitiv eredményeket
tobb, az eszkdz altal tamogatott multiplex konfiguracidval. Ezenkivil 30 tovabbi RNS-mintat futtattak kétszer,
amelyeket 1 reagenstétellel dolgoztak fel, 2 kezel6 kdzétt osztva. Osszesen 168 lehetséges megfigyelés tortént
a DNS-re és 228 megfigyelés az RNS-re vonatkozdan, amelyet az egyes varianstipusokhoz tartozé érvénytelen
koényvtarak csékkentettek. Az dlpozitiv eredmények szazalékos aranyat génszinten szamitottak ki az
amplifikacidk esetében, és pozicioszinten (korilbelll 1,9 millié pozicid) a kis DNS-variansok esetében. Az
alpozitiv eredmények szazalékos aranyat a DNS-varians tipusok esetében a 46. tablazat mutatja be. A TSO
Comprehensive (EU) nem rendelkezik CDx (1. szint) jellemz&kkel a kis DNS-variansokra vonatkozdan, igy az 1.
szinten nem lehet alpozitiv kis DNS-varidnsokat jelenteni. A 271 dlpozitiv eredményt a TSO Comprehensive (EU)
tudasbazis (Knowledge Base.) szintezte. Egyetlen alpozitiv sem volt klinikailag szignifikans (2. szint). A 3.
szinten 4 hamis pozitiv eset fordult el6, amely 2 variansbdl szarmazott, a 168 megfigyelésbél 4 esetben (2,4%).”
Az RNS-fuziok és a splice-variansok alpozitiv értékeinek szazalékos aranya 0% volt, amint azt a 47. tablazat
mutatja.
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46. tabladzat Alpozitiv eredmények DNS-varidnstipus szerint

Varians tipusa Alpozitivak
Génamplifikaciok 0% (0/9912)

Kis DNS-variansok 0,0001% (271/295 801 567)
MSI 0% (0/156)

TMB NA*

* Az alpozitiv eredmények nem alkalmazhatdk, mivel a TMB-t pontszdmként jelentik, és nincs kvalitativ kimenetele.

47.tabldzat Alpozitiv eredmények RNS-varidnstipus szerint

Varians tipusa Alpozitivak
Fazio 0% (0/227)
Splice-varidns 0% (0/227)

Kimutatasi hatarérték

Két vizsgalatot végeztek a kimutatasi hatarértékek értékelésére a TSO Comprehensive (EU) esetében. Az 1.
vizsgalat a RET kis DNS-varidnsait, a RET fuzidkat és az NTRK1-3 fluzidkat értékelte. A 2. vizsgalat egyéb
tumorprofilozasi variansokat értékelt.

1. vizsgalat

Az NTRK1, NTRK3 és RET kis DNS-variansok és az NTRK1-3 és RET fuziok kimutatasi hatarértékeit (LoDs)
hataroztdk meg. Az LoD a legalacsonyabb analitérték (példaul varians allélgyakorisdg vagy alatamaszté
leolvasasok), amely kdvetkezetesen kimutathatd (95%-os detektalasi hatarérték vagy 5%-os Il. tipusu hiba). A
vizsgalatban RET kis DNS-variansokkal (medullaris pajzsmirigyrak), RET fuzidkkal (papillaris pajzsmirigyrak,
atipusos Spitz tumor) és NTRK1-3 fuzidval (alacsony foku glioma, glioblastoma multiforme, myofibroblasztikus
szarkdma, szarkdma, szekrécids emlérak, vastagbélrak) rendelkez6 FFPE-szbveteket, valamint NTRK1 és
NTRKS3 kis DNS-variansokat tartalmazo FFPE-kezelt sejtvonalat hasznaltak. Mindegyik mintat legalabb 5
tesztszintre higitottak (korilbelll 0,01-0,10 VAF kozo6tt kis DNS-varidnsok esetén és 2-25 aldtamasztd
kiolvasas fuziok esetén). 3 kezel6 és 3 szekvenalasi mlszer altal Iétrehozott varidnsonként tételenként 18
megfigyelés tortént a kdnyvtarel6készitést elindité 3 nem egymast kdvet6 napon, minden egyes
mintatesztszint 2 ismétlésével. Két reagenstételt teszteltek.

A DNS-variansok esetében a 2 tételt fliggetleniil elemezték probit regresszidval vagy a talalati arany
megkozelitéssel (legalacsonyabb tesztszint = 95%-0s taldlati arany (pontbecslés)) az egyes variansok LoD
értékének tételenkénti meghatarozasahoz. A két reagenstétel nagyobb LoD-értékét vették fel a varians
kimutatasi hatarértékeként (48. tablazat).
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®

illumina

RNS-fuzidk esetén FFPE-sejtvonalakat hasznaltak az egyes fuzids gének LoD értékeinek becslésére. Az LoD-
okat ezutan FFPE-szovetekkel ellenérizték duplikalt konyvtarel6készitésekkel 3 kezel6, 3 mliszer és 3
reagenstétel segitségével, hogy varidnsonként 54 megfigyelést hozzanak Iétre az FFPE-sejtvonalakkal
Iétrehozott LoD kdzelében. Az egyes fuziok esetében a megallapitott kimutatasi hatarértékek (49. tablazat) a
legalacsonyabb atlagos alatamasztd leolvasdsok, amelyek elérték a taldlati aranyt (pontbecslés) =295%.

48. tabldzat Az NTRK1, NTRK3 és RET kis DNS-varidnsok kimutatasi hatarértékei

Marker

NTRK1 G595R
(SNV)?

NTRK3 F617L
(SNV)?

NTRK3 G623R
(SNV)?

NTRK3 G696A
(SNV)?

RET C618R
(SNV)

RET M918T
(SNV)
RET C634Y
(MNV)

RET D898_
E901del
(delécio)?

TKr. = kromoszdma

Kr

1. kr.

15. kr.

15. kr.

15. kr.

10. kr.

10. kr.

10. kr.

10. kr.

Elhelyezkedés

156846342

88476283

88476265

88472468

43609096

43617416

43609949

43615611

Referencia

GC

GAGATGTTTATGA

Alternativa

AT

G

Kimutatasi
hatarérték
(Varians
allélgyakorisag)
0,038

0,032

0,036

0,027

0,053

0,045

0,045

0,055

2 Ezeket a DNS-varidnsokat probit regressziéval elemezték; a tobbi DNS-varidnst a taldlati arany megkéozelitéssel

elemezték.
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49. tablazat Az NTRK és RET fuziok kimutatasi hatarértéke

Gén

NTRK1

NTRK2
NTRK3

RET

2. vizsgalat

Fuzio

LMNA-NTRK1
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2
KANK1-NTRK3
ETV6-NTRKS
NCOA4-RET
KIF5B-RET
CCDCG6-RET

Kimutatasi hatarérték
(Alatamaszto leolvasasok)

12,2
20,2
53,2
13,6
20,3
13,5
16,2
15,8
16,6
18,7

illumina

A TSO Comprehensive (EU) altal jelentett tumorprofil-variansok kimutatasi hatarértékeit (LoD-k) értékelték. Az
LoD a legalacsonyabb analitérték (varians allélgyakorisdg, atfedettségi valtozas vagy aldtdmaszto leolvasdsok),
amely kovetkezetesen kimutathatd (95%-os talalati arany vagy 5%-os Il. tipusu hiba). A variansokat tartalmazé
17 szOvettipusbdl szarmazoé FFPE-mintdkat tobb tesztszintre higitottdk. Szintenként hat megfigyelést hozott
létre két kezeld, akik kiilonbdz6 reagenstételeket és mliszereket hasznaltak.
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DNS-varidansok

10 kis DNS-varians osztaly (6sszesen 25 varians) és 2 DNS-gén amplifikacié (ERBB2 és MET) LoD-értékét
hataroztak meg és 6sszegezték tartomanyokként (50. tablazat). Az 1. vizsgalat LoD-variansait is tartalmazza.
Az 5 bp-nél nagyobb 3 inszercid kozil ketténél 0,034 és 0,036 VAF volt az LoD, a harmadiknal pedig 0,215 VAF
volt az LoD. Az utébbi egy alacsony komplexitasu régidban tortént inszercid, ahol az inszercié tovabbi
ismétléseket tesz lehetbvé, befolydsolja az igazitast, és tobb leolvasast igényel a kdvetkezetes kimutatdshoz.
Ezért bizonyos alacsony komplexitasu genomikai kontextusok befolydsolhatjak a > 5 bp inszerciok észlelését.

50. tablazat Kis DNS-variansok és génamplifikaciok kimutatasi hatarértéke

Ti|
p'us . , .. , . Variansok .
(mértékegység Variansosztaly / genomikai kontextus sz4ma Tartomany (VAF)
LoD-hoz)
Kis DNS-variansok SNV-k 5 0,016-0,064
(varians MNV-k 3 0,022-0,048
allélgyakorisag) - )
Inszercio (1-2 bp) homopolimer 2 0,086-0,104
ismétlédések kdzelében
Inszercié (1-2 bp) dinukleotid 2 0,038-0,051
ismétlédések kozelében
Inszercid (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Inszercid (> 5 bp és legfeljebb 25 bp) 3 0,034-0,215
Delécid (1-2 bp) homopolimer 2 0,094-0,100
ismétlédések kdzelében
Delécio (1-2 bp) dinukleotid ismétlédések 2 0,033-0,070
kozelében
Delécid (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Delécio (> 5 és legfeljebb 25 bp) 2 0,047-0,055
Génamplifikaciok Gén szerint (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570
(hadnyszoros
valtozas)

A nem célzott variansok elemzését az 1. vizsgalat mintaibdl végezték, amelyek legaldbb 6t vizsgalati szinttel
rendelkeztek. Mindegyik nem célzott varianst kllén-kilon elemezték, és az LoD becslésre csak a legalabb egy
szint >0% és = 95% taldlati arannyal és legalabb egy szint = 95% taldlati arannyal rendelkez varidansok
esetében kerdlilt sor. Az 51. tablazat a percentiliseket, valamint a nem célzott variansok osztalyonként
megfigyelt minimalis és maximalis LoD-értékeit mutatja. A nem célzott variansok osztalyonként tobb varianst
biztositanak, mint amennyit a 2. vizsgalatban teszteltek, és konzisztensek az 50. tablazat LoD-tartomanyaival.
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51. tablazat Osszegzc’i statisztika a nem célzott variansok osztalya szerinti kimutatasi hatarokhoz (1.
vizsgalatbdl)

Osztaly N Minimadlis 25% 50% 75% 90% Maximalis

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

Inzercid 24 0,039 0,060 0,084 0,097 0,166 0,261

Delécié 24 0,034 0,063 0,081 0,089 0,124 0,167
Fuzidk

Az LoD-értékeket 19 fuzidra hataroztak meg, 20 gént szamitva a TSO Comprehensive (EU) panelben, amelyek 9
és 31,3 kozotti tartomanyban voltak az alatamaszté leolvasasok alapjan (52. tablazat). A masik vizsgalatban
tovabbi 3 gént (NTRK1 - 3) teszteltek. A RET gént itt és a masik vizsgalatban tesztelték. Tizenhat LoD-vel
rendelkez6 fuzidnal az adatok 6sszeegyeztethetdk voltak a 16 alatamaszto leolvasasbdl allé kozds LoD-vel,
kétoldalas, 95%-0s felsé konfidencia-hatarértéket (UCL) hasznalva. A két fuzié LoD értéke 24,7 és 31,3 volt,
ami nem felelt meg a k6zos LoD értéknek.

Az FGFR2-SRPK2 fuzid 24,7 alatamasztd leolvasasi LoD értékkel ismételt atfedési régiokkal rendelkezett a
toréspontban, ahogy azt a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati szoftver megjegyzéssel latta el. Egy torésponton
belll az ismétl6dé régidk altalaban alacsonyabb szintl bizonyitékokkal rendelkeznek, mivel a leolvasasok a
genom mas részeit térképezhetik fel, vagy nem igazodnak egymashoz. Ezenkivill az ismételt régidk
megnehezitik az 6sszeszerelési folyamatot (a fuzids szekvenciak azonositasara hasznaljak), és tovabbi
bizonyitékokat igényelnek a helyes szekvencia felépitéséhez. A SEPT14-EGFR egy masik példa a téréspontban
homoldg szekvenciaju fuziora.

A 31,3 LoD értékkel rendelkez6 fuziés BCL2-IGHJ5 alatdamaszto leolvasasok nagyon rovid génnel (IGHJS5)
rendelkeztek, ahol a toréspont egy hasadékolt révid illesztéseket igényl6 exon kezdete kdzelében volt.
Kovetkezésképpen tobb leolvasasra volt sziikség a kdvetkezetes kimutatashoz.

52.tabldzat A fuzidk kimutatasi hatarértéke

Fuzio A" gén toréspontja .B” gén toréspontja LoD K6z6s LoD
NCOA4-RET 51582937 43612030 15,8 igen
TMPRSS2-ERG 42880007 39817543 13,2 igen
TMPRSS2-PMFBP1 42866283 72153988 9,0 igen

KIF5B-RET 32311775 43612032 16,6 igen

ACPP-ETV1 132036419 14028762 9,5 igen
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 igen

EML4-ALK 42553391 29446394 12,8 igen
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Fazio

FGFR1-GSR
EGFR-GALNT13
ESR1-CCDC170
FGFR2-SRPK2
HNRNPUL1-AXL
CD74-ROS1;GOPC
SPIDR-NRG1
RAF1-VGLL4
DHX8;ETV4-STATS3
MKRN1-BRAF
BCL2-IGHJ5
PAX3-FOXO1

Splice-variansok

A két RNS-splice-varians, a MET és az EGFR LoD alatamaszto értéke 18,7, illetve 16,7 volt.

Tumor tartalma

A" gén toréspontja
38274821
55087056
152023138
123353223
41782201
149784243
48353103
12641189
41613847
140158806
60793496
223084859

.B” gén toréspontja
30569602
155295102
151914240
104926165
41743847
117645578
32453345
11606492
40474300
140487383
106330066
41134997

LoD
23,7
12.3
13,5
24,7
26,3
9,2
12,8
11,2
16,2
11,0
31,3
19,0

illumina

Ko6z6s LoD
igen
igen
igen
nem
igen
igen
igen
igen
igen
igen
nem

igen

A vizsgalat eredményei ismertetik a klinikai mintak tumortartalmara vonatkozé ajanlasokat. Altaldban minél
nagyobb a tumortartalom, annal nagyobb a jel (VAF, atfedettségi valtozas vagy alatamasztd leolvasasok) a
tumorban lévé variansok esetében. A minimalis tumortartalomra vonatkozd ajanlasok az alabbi
megfigyeléseken alapulnak. A kis DNS-variansok LoD értékei nem nagyobbak 0,104 VAF-nél (kivéve a TP53
behelyezését). A tumorban lévé driver mutaciok kimutatasahoz (0,50 varians allélgyakorisag) 20%-0s
tumortartalom ajanlott, hogy ezek a mutacidk 0,10 VAF-vel rendelkezzenek, és LoD-on vagy afelett legyenek. A
20%-0s tumortartalom mellett az 5,5-szeres valtozasra amplifikalt gének (11 kdpia) kovetkezetesen kimutatasra
kerlilnének az 1,8-szeres atfedettségi valtozas észlelési hatdra alapjan. 20%-os tumortartalom mellett a 74
tamogatd leolvasassal rendelkez6 fuzidkat kovetkezetesen 14,7 tamogatd leolvasas kimutatasi hatarértéke

alapjan mutatnak ki.

Reprodukalhatésag

Két vizsgalatot végeztek a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatésaganak értékelésére. Az 1.
vizsgalat az NTRK és RET fuzios variansok mellett a RET kis DNS-variansokat értékelte. A 2. vizsgalat tovabbi
tumorprofilozasi variansokat értékelt.
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1. vizsgalat

Ezt a vizsgalatot azért végezték, hogy értékeljék a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatdsagat 3
vizsgalohelyen (1 belsé, 2 kiils), vizsgalohelyenként 2 kezel6vel, 2 futtatason belili replikatummal és 3 nem
egymast kdvetd tesztelési nappal. A tesztelést egy reprodukalhatdsagi panellel végezték, amely specifikus
ismert RET kis DNS-variansokat tartalmazé DNS-mintakat és specifikus ismert NTRK1-3 és RET fuzids
variansokat tartalmazé RNS-mintdkat tartalmazott formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (FFPE)
szovetmintakbodl és sejtvonalakbdl. A panel alacsony variansszinttel és magas variansszinttel rendelkezé DNS-
és RNS-paneltagokat tartalmazott, mindegyik variansosztaly esetében azonos szamu alacsony és magas
kategoriaju paneltaggal. A magas szintl paneltagok az LoD kérilbelil 2-3-szorosat, az alacsony szintd
paneltagok pedig korilbellil az LoD-t céloztak meg. Minden vizsgaldhelyen, minden kezel6 két példanyban
tesztelte a paneltagokat 3-szor, célonként 6 megfigyelést generalva paneltagonként. Mindharom
vizsgalohelyrél paneltagonként 36 megfigyelést generaltak (3 vizsgaldhely/késziilék x 2 kezel6 x 2 futtatdson
bellli replikatum x 3 kezdési nap).

Els6dleges végpontként a célzott kis DNS-variansok és a célzott RNS-fuzids variansok PPC és PNC
azonositasait hataroztdk meg magas szinten. A célzott kis DNS-varidnsok és az alacsony szint(i célzott RNS-
fuzids variansok PPC-it és PNC-it masodlagos végpontokként szamitottak ki. A kétoldalas 95%-0s konfidencia-
intervallumok (Cl-k) az 6sszes végponthoz kapcsoldddan a Wilson-pontszam mdédszerrel lettek szamitva.
Els6dleges elemzéseket végeztek a PPC és a PNC (hozzatartozo 95%-os Cl-kkel) becslésére a célzott magas
szintl paneltagokban, egy adott célhoz tartozé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati megfigyelések
kombinalasaval az adott variansosztalyt képvisel6 paneltagok csoportjaban (példaul kis DNS-variansok és
RNS-fuzidk) a kilonb6z6 vizsgaldhelyek/mliszerek, kezelék és futtatasok kozott. Minden egyes célzott varians
esetében a mas paneltagok magas szintl, ugyanahhoz a varianstipushoz célzott, de a tdbbségi szabaly altal
meghatarozott varianst nem tartalmazé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati megfigyeléseit kombinaltak a
szamitott PNC-vel. Az altalanos PPC és PNC az alacsony szint( célzott panelelemekre vonatkozéan hasonld
maédon keriilt meghatarozasra.

RET kis DNS-variansok

A magas szintl kis DNS-varians panelelemek teljes PPC-értéke 100,0% volt (207/207; 95% Cl: 98,2% - 100,0%)
(53. tablazat). A magas szint( kis DNS-varians panelelemek teljes PNC-értéke 100,0% volt (1035/1035; 95% CI:
99,6% - 100,0%) (54. tablazat). Az alacsony szintl célzott kis DNS-varians paneltagok esetében a teljes PPC az
alacsony szint( célzott kis DNS-varidns paneltagok esetében 99,1% volt (210/212; 95% Cl: 96,6% — 99,7%), a
teljes PNC pedig 100,0% (1026/1026; 95% CI: 99,6% - 100,0%).
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illumina

53. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a RET kis DNS-varidnsok kimutatdsahoz magas és
alacsony szint(, célzott panelelemeknél

Variansszint Varians tipusa

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécid

Inzercio

Osszes kis DNS

véltozatok
magasak

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécié

Inzercio

Osszes kis DNS

valtozatok
alacsonyak

TRoviditések: N/A, nem alkalmazhatd; VAF, variansallél gyakorisaga.

Célzott varians
(nukleotid)

chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Osszes kis DNS

valtozatok magasak

chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Osszes kis DNS

vdltozatok alacsonyak valtozatok alacsonyak

Célzott varians
(aminosav)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Osszes kis DNS

valtozatok magasak

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Osszes kis DNS

34
36
33
35

33

36

207

35
35
36
36

34

36

212

Atlagos 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?

295%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam médszerrel szamitva.
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PPC (%) (n/N)

100,0 (34/34)
100,0 (36/36)
100,0 (33/33)
100,0 (35/35)

100,0 (33/33)

100,0 (36/36)

100,0 (207/207)

100,0 (35/35)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)

100,0 (34/34)

100,0 (36/36)

99,1 (210/212)

95% CI?

(89,8,100,0)
(90,4,100,0)
(89,6,100,0)
(90,1,100,0)

(89,6,100,0)
(90,4,100,0)

(98,2,100,0)

(90,1,100,0)
(81,4, 98,4)
(90,4,100,0)
(90,4, 100,0)

(89,8,100,0)
(90,4, 100,0)

(96,6, 99,7)
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54. tabldzat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PNC-je a RET kis DNS-varidnsok kimutatdsahoz magas és
alacsony szint(, célzott panelelemeknél

Variansszint

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécid

Inzercid

Osszes kis DNS

valtozatok magasak

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécié

Inzercio

Osszes kis DNS

valtozatok alacsonyak

Varians tipusa

Célzott varians (nukleotid)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Osszes kis DNS
valtozatok magasak
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Osszes kis DNS

valtozatok alacsonyak

Célzott varians
(aminosav)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Osszes kis DNS
véaltozatok magasak
RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Osszes kis DNS

valtozatok alacsonyak

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)

1 Az 6sszes megfigyelés 6sszevonva olyan paneltag-valtozé kombindcidkbdl, amelyeknél a tobbségi azonositads negativ (a
célzott variansok fuzidkat tartalmaznak, és kevesebb mint 50%-uk ad pozitiv eredményt).
295%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam mddszerrel szamitva.
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Az 55. tablazat a varidnsallél-gyakorisagok (VAF-ek) varianciakomponenseinek elemzését mutatja be a panel
minden egyes tagja esetében korllbelll 36 megfigyelésen keresztiil. Kiszamitottak a szérast (SD) és a
szdzalékos variacios egyitthatot (%CV; 0sszes és mindegyik forrdsra) minden egyes célzott RET kis DNS-

variansra.

55. tablazat TSO Comprehensive (EU) A VAF vizsgalat varianciakomponenseinek elemzése a célzott kis DNS-

variansok paneltagjainal

., . Varians Célzott varians
Variansszint , )
tipusa (nukleotid)
~2-3x LoD SNV chr10_43617416_T_C
SNV chr10_43609949_G_
C
SNV chr10_43614996_G_
A
MNV chr10_43609949_
GC_AT
Delécid chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_
G
Inzercié chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
~1x LoD SNV chr10_43617416_T_C
SNV chr10_43601830_G_
A
SNV chr10_43613840_G_
C
MNV chr10_43609949_
GC_AT
Delécid chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_
G

Inzercié chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
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Célzott
varians

(aminosav)
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

Atlagos
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

Vizsgalohelyi
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)

Kezel6 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)

Nap 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)

Replikdtum
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)

Teljes 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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NTRK1-3 és RET fuziék

A magas szintl RNS-fuzids panelelemeknél a teljes PPC-érték 99,3% volt (285/287; 95% Cl: 97,5% - 99,8%)
(56. tablazat). APPC 100% volt minden magas szintl panelelemnél, kivéve a BCAN-NTRK1 panelelemet
(PPC =94,4% [34/36;95% CI: 81,9% — 98,5%]). A magas szint(i RNS-fuzids panelelemek teljes PNC-értéke
100,0% volt (1724/1724; 95% CI: 99,8% - 100,0%) (57. tablazat). Az alacsony szint(i célzott RNS-fuzids
panelelemek esetében a teljes PPC 95,4% volt (272/285; 95% Cl: 92,3%, 97,3%), a teljes PNC pedig 100,0%
(1851/1851; 95% Cl: 99,8% - 100,0%).

56. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je az NTRK és RET fuziok kimutatasahoz magas
és alacsony szintd, célzott panelelemeknél

Atlagos
Variansszint Célzott fuzio N alatamaszté  PPC (%) (n/N) 95% CI*
leolvasasok

~2-3x LoD LMNA-NTRK1 36 37,9 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BCAN-NTRK1 36 33,6 94,4 (34/36) (81,9,98,5)
ETV6-NTRK2 36 24,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
ETV6-NTRK3 36 56,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
BTBD1-NTRK3 35 32,9 100,0 (35/35) (90,1,100,0)
NCOA4-RET 36 36,7 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
CCDC6-RET 36 33,4 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
Minden fuzié 287 36,5 99,3 (285/287) (97,5,99,8)
magas

~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)
Minden fuzié 285 16,8 95,4 (272/285) (92,397,3)
alacsony

* 95%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok (Cl) a Wilson-pontszam modszerrel szamitva.
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57.tadbldzat A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat PNC-je az NTRK és RET fuzidk kimutatdsahoz magas
és alacsony szint(i, nem célzott panelelemeknél

Varians szint

~2-3x LoD

~1x LoD

Célzott fuziok
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
Minden fuzié -
magas
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIFSB-RET
Minden fuzid -
alacsony

N’
180
251
251
216
144
216
215
251

1724

213
249
250
249
177
249
213
251
1851

PNC (%) (n/N)

100,0 (180/180)
100,0 (251/251)
100,0 (251/251)
100,0 (216/216)
100,0 (144/144)
100,0 (216/216)
100,0 (215/215)

100,0 (251/251)

100,0 (1724/1724)

100,0 (213/213)
100,0 (249/249)
100,0 (250/250)
100,0 (249/249)
100,0 (177/177)
100,0 (249/249)
100,0 (213/213)
100,0 (251/251)
100,0 (1851/1851)

95% CI?

(97,9,100,0)
(98,5,100,0)
(98,5,100,0)
(98,2,100,0)
(97,4,100,0)
(98,2,100,0)
(98,2,100,0)
(98,5, 100,0)
(99,8,100,0)

(98,2,100,0)
(98,5, 100,0)
(98,5,100,0)
(98,5,100,0)
(97,9,100,0)
(98,5, 100,0)
(98,2,100,0)
(98,5,100,0)
(99,8,100,0)

1Az 6sszes megfigyelés 6sszevonva olyan paneltag-valtozé kombindcidkbdl, amelyeknél a tobbségi azonositds negativ (a

célzott varidnsok fuzidkat tartalmaznak, és kevesebb mint 50%-uk ad pozitiv eredményt).

295%-0s kétoldalas konfidencia-intervallumok (Cl) a Wilson-pontszam mddszerrel szamitva.
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Az 58. tablazat az alatdmasztd leolvasasok varianciakomponenseinek elemzését mutatja be az egyes célzott
fuzidk korulbelll 36 megfigyelésén beliil. Az SD-t és a %CV-t (6sszesen és minden forrasra) minden egyes
célzott fuzidra kiszamitottak és bemutattak.

58. tablazat TSO Comprehensive (EU) A vizsgalati variacié 6sszetevéinek elemzése az aldtdmasztd
leolvasasok tekintetében a célzott RNS-fuzids panel tagjainal

Allagos . cgdlshelyi  Kezel6 SD Teljes SD
Variansszint Fuzio N ?Lé:f/r::é‘sszct’i SDg(%CV)y %) Nap SD (%CV) Replikatum SD (%CV) (‘VJoCV)
~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 33,6 13,75 (41) 7,87 (23) 5,40 (16) 8,95 (27) 18,98 (57)
ETV6-NTRK2 36 24,6 8,03 (33) 3,50 (14) 4,20 (17) 4,86 (20) 10,86 (44)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 11,44 (31) 4,24 (12) 6,82 (19) 6,87 (19) 15,57 (43)
ETV6-NTRK3 36 56,4 11,49 (20) 10,20 (18) 9,25 (16) 8,69 (15) 19,93 (35)
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)
CCDCB-RET 36 33,4 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51 (16) 11,49 (34)
~1x LoD LMNA-NTRK1 36 13,8 1,79 (13) 0,00 (0) 2,74 (20) 4,37 (32) 547 (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) 5,11(32) 5,61(36)
KIF5B-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

2. vizsgalat

Egy masodik vizsgalatot végeztek a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat reprodukalhatésaganak értékelésére 3
vizsgaldhelyen (2 kiils6 és 1 belsd), vizsgaldhelyenként 2 kezelbvel/késziiléken, 3 egyedi reagenstételen, 4
vizsgalati napon (nem egymast kdvetd) és 2 szekvenaldsi futtatdson mintakdnyvtaranként.

A tesztelést 41 FFPE-szOvetmintabdl és 1 FFPE-sejtvonalbdl extrahalt DNS- és RNS-mintakkal végezték

(1 FFPE-szbvetmintaval és 2 paneltag Iétrehozasahoz hasznalt FFPE-sejtvonallal). A szovetmintak a kdvetkez6
tipusokbdl alltak: hugyhdlyag, csont, agy, emld, vastagbél, énbél, vese, maj, tiido, petefészek, prosztata, bér,
lagyszévet, gyomor, pajzsmirigy és méh. Osszesen 44 panelelemet teszteltek, beleértve a DNS-panelelemeket
kis DNS-varidansokkal (SNV-k, MNV-k, inszercidk és deléciok), génamplifikacidkkal, kiilénb6z6 TMB-
pontszamokkal, magas MSI-pontszamokkal és RNS-paneltagokkal fuzidkkal és splice-variansokkal. A
paneltagok tébbségénél ismert célvariansok voltak a varidnsspecifikus kimutatasi hatarérték (~2-3xLoD) kb.
2-3-szorosanak megfelel6 szinteken.

Az LoD az analit olyan koncentracidja, ahol a megfigyelt vizsgalati eredmények pozitivak (a TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat hatarértékéhez képest észlelt valtozd) az idé = 95%-aban. Az dtlagos megfigyelt
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variansszintek kategoriai korilbelll < 2xLoD (< 1,5xLoD megfigyelt varidnsszintek esetén), ~2-3xLoD (1,5xLoD
és 3,4xLoD megfigyelt variansszintek kozott) és korilbeldl > 3xLoD (> 3,4xLoD megfigyelt variansszintek
esetén).

A kis DNS-variansok, génamplifikaciok, MSI-magas és RNS-varidnsok PPC-it a megfigyelések szekvenalasi
futtatdsok és vizsgaldhelyek kdzotti kombinalasaval szamitottak ki. A PNC-ket hasonléan szamitottak ki a kis
DNS-varidnsok, a génamplifikaciok és az RNS-varidansok esetében. Minden ismert célvarians esetében az
azonos varianstipusu, de mas variansokat tartalmazé paneltagok TSO Comprehensive (EU) vizsgalati
megfigyeléseit, amelyek nem ugyanabbdl a forrdsmintabdl szarmaztak, és nem feleltek meg az adott varidns
tobbségi szabalyanak (az azonositasok < 50%-a volt pozitiv), a vizsgalohelyek, kezel6k/miszerek, napok,
reagenstételek és szekvenadldsi futtatdsok k6zott kombinaltdk a PNC kiszamitasahoz. A kétoldalas 95%-0s
konfidencia-intervallumok (Cl-k) a Wilson-pontszam mdédszerrel lettek szamitva.

Kis DNS-variansok

Az 59. tablazat a célzott kis DNS-variansok PPC-it mutatja. A PPC-k 91,3% koz6tt voltak a BRAF SNV-knél, és
100% kozott a kisméretl DNS-variansok tobbségénél.

59. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a kis DNS-variansok kimutatdsahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Célzott ,
Medfigyelt Varians Célzott varians Z Atlagos PPC (%)
g . , . varians 95% CI®
variansszint’ tipusa (nukleotid) ] VAF? (n/N)
(aminosav)
~2-3x LoD DELECIO chr5_112175751_CT_C APC 0,181 100,0 (87,9, 100,0)
L1488fsTer19 (28/28)
~2-3x LoD DELECIO chr5_112175675_AAG_A  APC 0,166 100,0 (91,2,100,0)
S1465WfsTer3 (40/40)
~2-3xLoD  INZERCIO chr5_112175951.G_GA  APC 0,227 1000  (89,3,100,0)
T1556NfsTer3 (32/32)
~2-3x LoD INZERCIO  chr5_112175675_A_AAG  APC S1465fs 0,100 100,0 (92,6,100,0)
*Q (48/48)
< 2x LoD INZERCIO  chr1_27024001_C_CG ARID1A 0,084 100,0 (51,0, 100,0)
Q372fs*28 (4/4)
~2-3x LoD SNV chr7_140453136_A_T BRAF V600E 0,045 91,3 (79,7, 96,6)
(42/46)
~2-3x LoD DELECIO  chr7_55242465_ EGFRE746_ 0,112 100,0 (92,3, 100,0)
GGAATTAAGAGAAGCA_ A750del (46/46)
G
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Célzott ,
Medfigyelt Varians Célzott varians Z Atlagos PPC (%)
g . , . varians 95% CI®
variansszint’ tipusa (nukleotid) . VAF? (n/N)
(aminosav)
~2-3x LoD SNV chr7_55259515_T_G EGFR L858R 0,045 100,0 (90,8, 100,0)
(38/38)
~2-3x LoD DELECIO chr22_41574678_GC_G  EP300 0,245 100,0 (92,0, 100,0)
H2324fs*29 (44/44)
~2-3x LoD INZERCIO  chr17_37880981_A_ ERBB2 Y772_ 0,075 100,0 (90,4,
AGCATACGTGATG A775dup (36/36) 100,0)
~2-3x LoD SNV chr2_209113112_C_T IDH1TR132H 0,155 100,0 (90,4,
(36/36) 100,0)
~2-3x LoD MNV chr12_25398284_CC_ KRAS G12I 0,11 100,0 (90,8, 100,0)
AT (38/38)
~2-3x LoD INZERCIO  chr9_.139399350_C_CG NOTCH1 0,146 100,0 (92,6, 100,0)
R1598fs*12 (48/48)
~2-3x LoD DELECIO  chr10_89720798_ PTEN T319fs*1 0,157 100,0 (92,0, 100,0)
GTACT_G (44/44)
< 2x LoD INZERCIO  chr17_7578470_C_ TP53 P152_ 0,157 100,0 (34,2,
CGGGCGG P153dup (2/2) 100,0)
~2-3x LoD INZERCIO  chr17_7574029_C_ TP53 0,154 100,0 (92,6, 100,0)
CGGAT R333HfsTer5 (48/48)

T A megfigyelt tlagos varians allélgyakorisagbdl szamitott varidnsszint.

2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott dtlagos varidns allélgyakorisag.
3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam maodszerrel szamitva.

A PNC-k 100%-osak voltak a kis DNS-variansokban.
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A 60. tablazat a VAF-eredmények varianciakomponens-elemzését mutatja be az egyes variacids forrasokra és
az O0sszes variaciora az 6sszes panelelemben, a célzott kis DNS-variansokkal.

60. tablazat A VAF varianciakomponens-elemzése a célzott kis DNS-varidnsok esetében

Célzott varians
(nukleotid)
chr2_209113112_C_T

chr4_153332910_C_
CAGG

chr5_112175675_A_AAG
chr5_112175675_AAG_A
chr5_.112175751_CT_C

chr5_112175751_CTTTA
C

chr5_112175951_G_GA

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGCA_
G
chr7_55259515_T_G
chr7_140453136_A_T
chr7_140453136_AC_TT
chr9_139399350_C_CG

chr10_89720798_GTACT_
G

chr12_25398284_CC_AT
chr17_7574002_CG_C

chr17_7574029_C_
CGGAT

chr17_37880981_A_
AGCATACGTGATG

chr22_41574678_GC_G

N

36
44

48
40
28
46

32
46

38
46
46
48
44

38
44
48

36

44

Atlagos
VAF
0,155
0,130

0,100
0,166
0,181
0,155

0,227
0,112

0,045
0,045
0,130
0,146
0,157

0,111
0,158
0,154

0,075

0,245

Vizsgaldhelyi
SD (%CV)
0,008 (4,9)
0,000 (0,0)

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

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

0,003 (6,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,015 (10,2)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,007 (4,2)
0,000 (0,0)

0,013 (16,9)

0,006 (2,4)

Kezel6
(vizsgalohely)
SD (%CV)

0,006 (4,1)
0,000 (0,0)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,009 (5,6)

0,006 (2,5)
0,004 (3,8)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,004 (2,9)
0,000 (0,0)
0,003 (2,0)

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

0,006 (8,1)

0,002 (0,6)

Nap (vizsgalohely,
kezel6) SD (%CV)
0,034 (22,1)
0,013 (10,3)

0,010 (10,4)
0,024 (14,2)
0,029 (15,8)
0,023 (14,9)

0,034 (15,1)
0,015 (13,7)

0,012 (27,3)
0,016 (34,9)
0,017 (13,4)
0,012 (8,2)
0,021 (13,6)

0,019 (16,8)
0,021 (13,5)
0,017 (11,0)

0,013 (16,7)

0,019 (7,9)

Tétel SD (%CV)

0,000 (0,0)
0,014 (11,1)

0,003 (2,9)
0,000 (0,0)
0,019 (10,8)
0,015 (9,7)

0,000 (0,0)
0,005 (4,1)

0,000 (0,0)
0,000 (0,0)
0,003 (2,6)
0,000 (0,0)
0,002 (1,6)

0,003 (2,5)
0,013 (8,6)
0,006 (3,8)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

Futtatas SD
(%CV)
0,016 (10,2)
0,008 (6,1)

0,003 (3,3)
0,011 (6,7)
0,008 (4,7)
0,008 (5,5)

0,011 (4,9)
0,008 (6,9)

0,003 (6,8)
0,006 (12,2)
0,006 (4,9)
0,004 (2,8)
0,010 (6,4)

0,008 (7,3)
0,013 (8,2)
0,010 (6,6)

0,004 (4,7)

0,005 (2,1)

Teljes 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)

Két kis DNS-célzott varians volt, amelyeknél a megfigyelések szama tul kicsi volt ahhoz, hogy egy varianciakomponens-
modellt lehessen illeszteni. E két megcélzott varidans esetében a teljes SD 0,027 volt a chr1_.27024001_C_CG varidnsnal és

0,001 a chr17_7578470_C_CGGGCGG variansnal.
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Génamplifikacidk
A 61. tablazat a célzott génamplifikdcidk PPC-it mutatja. APPC 100,0% volt a MET és 100,0% az ERBB2
esetében.

61. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je a génamplifikacidok kimutatasahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Medgfigyelt
. X 4 gye, . Pozitiv azonositasok
Medfigyelt , ., atfedettségi ., ,
S, ] Célzott varians i , szazalékos aranya 95% CI®
variansszint’ valtozas (%)
kozépértéke? °
~2-3x LoD MET 514 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
~2-3x LoD ERBB2 2,33 100,0 (47/47) (92,4,100,0)

T A megfigyelt atfedettségi valtozasi kozépérték alapjan kiszamitott varidnsszint.
2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott atlagos atfedettségi valtozas.
3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam maodszerrel szamitva.

A PNC-k 100%-osak voltak a génamplifikacidk kdzott.

A 62. tablazat bemutatja az atfedettségi valtozas eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes
variacios forrasokra és az 6sszes variacidra vonatkozoan az 6sszes panelelemben, a célzott
génamplifikacidkkal.

62. tablazat A célzott génamplifikacidk varianciakomponens-elemzése atfedettségi valtozas esetén

. p Nap
Atl K |
, . X agos, . Vizsgaldhelyi ) e%e’o (vizsgaldhely, . Futtatds SD Teljes SD
Célzott varians N atfedettségi (vizsgaldhely) . Tétel SD (%CV)
valtozas SD (%CV) SD (%CV) LGLISD (%CV) (%CV)
° (%CV)
ERBB2 47 2,33 0,02 (0,6) 0,01(0,4) 0,02 (0,9) 0,01(0,4) 0,01(0,5) 0,03 (1,3)
MET 48 514 0,05 (1,0) 0,12 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6) 0,19 (3,7)
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MSI

A 63. tablazat a célzott MSI-magas panelelemek PPC-it mutatja. A PPC-k 100%-0sak voltak mindkét MSI-
magas paneltag esetében.

63. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je az MSI-magas statusz kimutatasahoz
kombinalt, célzott panelelemeknél

Pl ontozem " codzaiéion aringa () °C”

TPSBDA4 60,5 36 100,0 (36/36) (90,4, 100,0)
TPSBD6 55,7 32 100,0 (32/32) (89,3,100,0)
Minden tag 68 100,0 (68/68) (94,7,100,0)

T A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl kiszamitott atlagos megfigyelt MSI pontszam.
2 Kétoldalas 95%-os konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam médszerrel szamitva.

A 64. tablazat bemutatja az MSI pontszam eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes variacios
forrasokra és az 0sszes variacidra vonatkozdan az 6sszes, MSI-magas statuszhoz célzott panelelemben.

64. tablazat Az MSI pontszam eltérési 6sszetevlinek elemzése a célzott MSI-magas paneltagok
esetében

L Nap
Panelta N Atlagos MSI  Vizsgaléhelyi (_Ke?ﬁlgl) (vizsgalohely, _. o (%CV) Futtatas SD Teljes SD
9 pontszam SD(%Cv)  ZSgdOne) ey s o R e (%CV) (%CV)

SD (%CV)

(%CV)
TPSBD4 36 60,5 00(0 00(0 21(3 00(0) 2103  30(5
TPSBD6 32 55,7 0000  1,3(2 102  08(1) 29(5  3,4(6)

TMB

A TMB-pontszamok reprodukdlhatdsadganak értékeléséhez a pontszam kvantitativ elemzését végezték el a
TMB panel célzott tagjaiban, ami a vart TMB-pontszamok tartomanyat jelentette. A 65. tablazat bemutatja a
TMB-pontszam eredményeinek varianciakomponens-elemzését az egyes variacios forrdsokra és az 6sszes
variaciora vonatkozéan a TMB-paneltagokban. A TMB 0sszpontszam teljes szdrasa 1,0 (%CV = 13) volt az egyik
paneltagnal (atlagos TMB-pontszdm = 7,6) és 1,1 (%CV = 2) a masik paneltagnal (atlagos TMB-pontszéam =
63,2).

65. tablazat A TMB-pontszam eltérési 0sszetevdinek elemzése a célzott TMB-paneltagok esetében

. Nap
7 Kezeld

" Atlagos TMB-  Vizsgaldhelyi L (vizsgalohely, , o Futtatas SD Teljes SD

Paneltag N N SD (%CV) (vizsgaldhely) kezel6) SD Tétel SD (%CV) (%CV) (%CV)
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)
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* TMB-paneltag volt, amelyhez a megfigyelések szama tul kicsi volt (N = 2) egy illesztendd varianciakomponens-
modellhez. Ennél a paneltagnal a teljes szdras 1,7 volt.
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RNS-varidnsok

illumina

Az 66. tablazat a célzott RNS-varidnsok PPC-it mutatja. A PPC-k a KIF5B-RET esetében 91,7%-tdl a legtébb
RNS-varidns esetében 100%-ig terjedtek.

66. tablazat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPC-je az RNS-varidnsok kimutatasahoz kombinalt,
célzott panelelemeknél

Megdgfigyelt
variansszint’

> 3x LoD

~2-3x LoD

< 2x LoD

> 3x LoD

~2-3x LoD

T A megfigyelt atlagos alatdmaszto leolvasasokbdl szamitott variansszint.

Varians
tipusa
Fuzié
Fazio

Fuzid

Fuzié
Fuzié
Fuzié
Fazio

Fuzid

Fazio
Fuzié
Fuzié
Fuzié
Fazio
Fuzié
Fuzié
Fuzié
Fazio
Splice -
varians

Splice -
varians

Célzott varians

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJ5

CD74-
ROS1,GOPC

EGFR-GALNT13
EML4-ALK
PAX3-FOXO1
SPIDR-NRG1

DHX8;ETV4-
STAT3

ESR1-CCDC170
FGFR1-GSR
FGFR2-SRPK2
FGFR3-TACC3
HNRNPUL1-AXL
MKRN1-BRAF
TMPRSS2-ERG
KIF5B-RET
RAF1-VGLL4
EGFR vl

MET 14. exon
atugrasa

Atlagos
alatamaszto
leolvasasok?

44,7
124,9
56,6

49,8
49,3
70,1

51,5
48,9

45,1
61,1

53,4
53,5
58,0
33,4
43,5
11,6

15,9
64,0

61,2

PPC (%) (n/N)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)

100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (46/46)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
100,0 (48/48)
97,9 (47/48)

91,7 (44/48)

100,0 (46/46)
100,0 (46/46)

100,0 (48/48)

2 A megfigyelt vizsgalati eredményekbdl szamitott dtlagos aldtdmasztd leolvasasok.
3 Kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumok a Wilson-pontszam mddszerrel szamitva.
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95% CI®

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6, 100,0)

(92,3,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,3,100,0)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(92,6,100,0)
(89,1,99,6)

(80,4, 96,7)

(92,3,100,0)
(92,3,100,0)

(92,6,100,0)
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A PNC 100% volt minden egyes célzott RNS-varidns esetében, kivéve az FGFR2-SRPK2 fuziét (PNC = 99,60%
(984/988; 95% CI: 98,96% - 99,84 %).

A 67. tablazat az egyes variacids forrasok és az 6sszes variacids panelelem varianciakomponens-elemzését
mutatja a célzott RNS-varidnsokkal.

67.tdblazat A célzott RNS-varidnsok alatamaszté leolvasasainak varianciakomponens-elemzése

Atlagos Kezelé Nap
Célzott varians N alétémi’szté Vi;??;g\j;yi (vizsgaldhely) (V:(Z:Zgjghselljy' Tétel SD (%CV) Fu?:?\j)SD T?ieCsVS)D
leolvasasok SD (%CV) (%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)
DHX8;ETV4-STAT3 46 48,9 18,27 (37) 13,42 (27) 17,01 (35) 0,00 (0) 1,50 (3) 28,38 (58)
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 48 334 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)
EGFR vlll splice- 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
varidns
MET 14-es exont 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)
kihagyé splice-
varidns

Laboratoriumon beliili precizitas

Két vizsgalatot végeztek a laboratériumon beliili precizitads értékelésére a TSO Comprehensive (EU)-hoz. Az
1. vizsgalat az NTRK és RET fuzidkat, valamint a RET kis DNS varidsokat értékelte. A 2. vizsgalat a TMB-t és az
MSI-t értékelte.

1. vizsgalat

A laboratériumon bellli precizitdst NTRK1-3 fuzié (alacsonyabb foku glioma, Glioblastoma Multiforme,
miofibroblasztos szarkdma, eml8 szekrécids carcinoma), RET fuzid (pajzsmirigyrak és ismeretlen rakbdl
szarmazo bérszovet) és RET kis DNS-variansok (medullaris pajzsmirigyrak) esetében értékelték a jelzett rakok
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FFPE-szoOveteivel. Minden mintat két varidnsszinten teszteltek: ~1x LoD (alacsony varidnsszint) és ~2-3x LoD
(magas variansszint), kivéve a CCDC6-RET telité mintat, amelyet csak alacsony variansszinten teszteltek.
Minden egyes tesztszinten mindegyik mintat két példanyban futtattak minden kényvtar-elékészitési
eseményben, harom (3) kezelén keresztiil. Minden kezelé harom (3) nem egymast kdvetd napon kezdte el a
konyvtar el6készitését, és harom (3) kijeldlt NextSeq 550Dx mUiszeren sorba rendezte 6ket. Harom (3)
reagenstételt teszteltek, amelyek szintenként 54 megfigyelést generaltak. Egyes szinteken kevesebb mint 54
megfigyelés tortént az érvénytelen konyvtarak miatt.

Kvalitativ elemzés

A varidnsok azonositasanak kvalitativ egyezését kilon értékelték egy adott varians két variansara vonatkozdan
az 0sszes valtozd (kezeldk, reagenstételek, mlszerek, napok és replikdtumok) 6sszesitett megfigyeléseibdl. A
pozitiv azonositdsok szazalékos aranyat (PPC) és a negativ azonositasok szazalékos aranyat (PNC) és a
kapcsolddé kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumot (Wilson-pontszam) 68. tablazat (kis DNS varidnsok)
és a 69. tablazat (RNS-fuzidk) foglalja 6ssze.

Magas variansszinten (~2-3x LoD) a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat 100%-ot mutatott a PPC és PNC
esetében, az 6sszes vizsgalt variansnal.

Alacsony variansszinten (~1x LoD) a kis DNS-variansok PPC értéke 83,3% és 98,1% kozott, az RNS-fuzidk PPC
értéke pedig 90,7% és 100% kodzott volt. A < 95%-0s PPC-vel rendelkez6 varidansok esetében az atlagos VAF-ek
(RET C634Y és RET D898_E901del) vagy az alatamasztd leolvasasok (NCOA4-RET és BCAN-NTRK1) a

vonatkozoé kimutatasi hatarértékek alatt voltak. Alacsony variansszinten minden varians esetében 100%-o0s
PNC-t értek el.

68. tablazat Kvalitativ eredmények a célzott DNS-varianshoz

Varia , PPC (%) (n/N PNC (%) (n/N
Varidnsszint Varians ’arlans Atlagos VAF (%) (n/N) (%) (n/N)
tipusa (95% CI) (95% Cl)
~1x LoD RET C634Y MNV 0,028 83,3 (45/54) 100,0 (215/215)
(71,3-91,0) (98,2, 100,0)
RET D898_ DELECIO 0,048 87,0 (47/54) 100,0 (215/215)
E901del (75,6, 93,6) (98,2, 100,0)
RET C618R SNV 0,045 94,4 (51/54) 100,0 (215/215)
(84,9, 98,1) (98,2, 100,0)
RET M918T SNV 0,042 96,2 (51/53) 100,0 (216/216)
(87,2, 99,0) (98,3, 100,0)
RET D631_ DELECIO 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2, 100,0)
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.. . .. Varians ;
Variansszint Varians , Atlagos VAF
tipusa
~3x LoD RET C634Y MNV 0,095
RET D898_ DELECIO 0,088
E901del
RET C618R SNV 0,146
RET M918 SNV 0,078
RET D631_ DELECIO 0,161

L633delinsE*

PPC (%) (n/N)
(95% ClI)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (52/52)
(93,1,100,0)

100,0 (32/32)
(89,3,100,0)

illumina

PNC (%) (n/N)
(95% ClI)

100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (192/192)
(98,0, 100,0)
100,0 (194/194)
(98,1,100,0)

100,0 (214/214)
(98,2,100,0)

* A nukleotidvaltozasok az egyes varidansok esetében a Kimutatdsi hatarérték szakaszban vannak felsorolva, kivéve a RET
D631_L633delinsE-t, amely a 10. kromoszdma, 43609940 pozicid, referencia ACGAGCT, alternativ A.
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69. tablazat Kvalitativ eredmények a célzott RNS-fuzidkhoz

Variansszint

~1x LoD

Fuzio

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3

(FFPE sejtvonal)

KANK1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDCG6-RET

KIF5B-RET (1.

minta)

KIF5B-RET (2.
minta)

Dokumentumszam: 200007789 v08

Atlagos
alatamaszto
leolvasdsok
20,2

221
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)
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illumina

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)
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illumina

L Atlagos —  ppe (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
Variansszint Fuzié alatamaszto
i (95% Cl) (95% Cl)
leolvasasok
~2-3x LoD TPM3-NTRK1 571 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4,100,0) (99,2,100,0)
BCAN-NTRK1 53,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4,100,0) (99,3, 100,0)
LMNA-NTRK1 35,1 99,0 (103/104) 100,0 (431/431)
(94,8, 99,8) (99,1,100,0)
ETV6-NTRK2 52,0 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4,100,0) (99,3, 100,0)
ETV6-NTRK3 41,7 100,0 (54/54)
(93,4,100,0) 100,0 (481/481)
ETV6-NTRK3 28,3 100,0 (54/54) (99,2,100,0)
(FFPE sejtvonal) (93,4,100,0)
KANK1-NTRK3 39,2 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4,100,0) (99,3, 100,0)
NCOA4-RET 24,8 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4,100,0) (99,2,100,0)
CCDC6-RET NA Nincs tesztelve 100,0 (589/589)
(99,4, 100,0)
KIF5B-RET (1. 43,8 100,0 (54/54)
minta) (93,4,100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET (2. 44,6 100,0 (53/53) (99,1,100,0)
minta) (93,2,100,0)

Kvantitativ elemzés

Korlatozott maximalis valoszinlségl (REML) varianciakomponens-elemzést végeztek az alapul szolgald
folyamatos valtozd (VAF a kis DNS-varidnsok és az aldtdmaszté leolvasasok RNS-flzidk esetén) teljes
minden egyes variacios forrasra [kezel6k, mlszerek, napok, reagenstételek, maradék és 0sszes]. Az
eredményeket a kis DNS-variansok a 70. tablazat és az RNS-fuzidk a 71. tablazat tartalmazza.

A VAF valtozasa a binomialis aranyra vart atlaggal novekedett. Az alatdmaszto leolvasasok eltérései a
szamldlasi adatoknadl vart atlaggal névekedtek. A maradék komponens volt a legnagyobb hozzajarulé a teljes
variancidhoz mind a kis DNS-varidnsok, mind az RNS-fuzidk esetében mindkét szinten, ami azt a
kovetkeztetést tdmasztja ald, hogy e varidnsok TSO Comprehensive (EU) szerinti detektaldsa robusztus a
kezel6k, tételek, mlszerek és napok szamara.
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70. tadblazat Kvantitativ SD- és CV-eredmények a célzott kis DNS-varidnsok esetében

N
X ., Varians ., . Kezel6 SD Mlszer SD  Tétel SD Nap SD
VAF t V E Atl VAF
szin arians o ’rv?nyes agos (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
kisérletek
~1x LoD RET D898_  DELECIO 54 0,048 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,004 (8,7)
E901del
RET C618R SNV 54 0,046 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
RET M918T SNV 53 0,042 0,000 (0,0) 0,001(3,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
RET C634Y MNV 54 0,028 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(3,3) 0,000 (0,0)
RETD631_  DELECIO 54 0,056 0,000 (0,0) 0,002 (3,0) 0,006 (11,6) 0,000 (0,0)
L633delinsk
~3x LoD RET D898_  DELECIO 54 0,088 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(1,4) 0,006 (7,0)
E901del
RET C618R SNV 54 0,146 0,003 (1,7) 0,000 (0,0) 0,020 (13,7) 0,002 (1,1)
RET M918T SNV 52 0,078 0,002 (3,1) 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,007 (9,1)
RET C634Y MNV 54 0,095 0,000 (0,0) 0,002 (2,5) 0,002 (2,1) 0,000 (0,0)
RETD631_  DELECIO 52 0,164 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,005 (3,0) 0,000 (0,0)
L633delinsk

71. tablazat Kvantitativ SD és CV eredmények a célzott RNS fuziok esetében

Atlagos

Leolvasasi szint Fiizi N Ervényes alstamasztd Kezel6 SD M(iszer SD Tétel SD Nap SD
aldtamasztasa kisérletek X (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
leolvasasok
~1x LoD TPM3- 54 20,2 2,33 (12) 0,94 (5) 3,31(16) 0,83 (4)
NTRK1
BCAN- 54 22,1 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8) 0,00 (0)
NTRK1
LMNA- 52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13) 0,00 (0)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21) 0,00 (0)
ETV6-NTRK3 54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13) 0,00 (0)
ETV6-NTRK3 54 23,1 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0) 0,00 (0)
(sejtvonal)
KANK1- 54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8) 0,00 (0)
NTRK3
NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,67 (13)
CCDC6-RET 54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29) 0,00 (0)
KIF5B-RET 108 17,3 211 (12) 2,50 (14) 2,89 (17) 3,52 (20)
(1. minta)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21) 2,41(14)
(2. minta)
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Maradék SD
(%CV)

0,014 (30,0)
0,014 (31,3)
0,011 (25,6)

0,009 (30,7)
0,010 (18,5)

0,017 (19,2)

0,018 (12,6)
0,018 (23,1)
0,014 (15,0)
0,020 (12,1)

Maradék SD
(%CV)

5,70 (28)

6,03 (27)

4,74 (39)

8,30 (41)
4,65 (29)
6,73 (29)

4,22 (31)

5,09 (38)
6,17 (33)
7,09 (41)

5,95 (34)

illumina

Teljes SD
(%CV)

0,015 (31,2)
0,014 (31,3)
0,011 (25,7)

0,009 (30,9)
0,012 (22,0)

0,018 (20,5)

0,027 (18,7)
0,020 (25,0)
0,015 (15,3)
0,020 (12,4)

Teljes SD
(%CV)

7,10 (35)
7,28 (33)
5,33 (44)

9,90 (49)
6,10 (38)
8,21(36)

4,42 (33)

5,61 (42)
8,30 (44)
9,04 (52)

8,52 (49)
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. Atl
Leolvasasiszint N Ervényes alété;izzté Kezel6SD ~ MdszerSD  Tétel SD NapSD  MaradékSD  Teljes SD
aldtamasztasa kisérletek X (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
leolvasasok
2-3x LoD TPM3- 54 57,1 11,21 (20) 118 (2) 5,68 (10) 2,03(4)  11,86(21) 17,44 (31)
NTRK1
BCAN- 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (1) 2,89(5  11,34(21) 15,37 (29)
NTRK1
LMNA- 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11 (23) 2,92(8) 10,69 (30) 15,03 (43)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 572(1)  12,91(25)  16,31(31)
ETV6-NTRK3 54 M7 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)
(sejtvonal)
KANK1- 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
NTRK3
NCOA4-RET 54 24,8 3,05 (12) 0,00 (0) 5,92 (24) 0,00 (0) 678(27) 9,50 (38)
KIF5B-RET 54 43,8 4,15 (9) 096(2)  1257(29)  6,552(15)  1523(35) 21,23 (48)
(1. minta)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 497 (1)  1373(31)  0,00(0)  1241(28) 19,90 (45)
(2. minta)

2. vizsgalat

A laboratériumon beliili precizitast a TMB és MSI szempontjabdl értékelték. Ot NSCLC FFPE DNS-mintat
haszndltak a TMB-hez és hét CRC FFPE mintat az MSl-hez, beleértve mind a mikroszatellita stabil (MS-Stable),
mind a magas MSI-értékl (MSI-High) mintakat, a pontossag kiilonb6z6 szinteken torténé értékeléséhez a
pontszamok tartomanyaban. Mindegyik mintat két példanyban futtattak harom (3) kezeld segitségével, harom
(3) napon keresztil, harom (3) kdnyvtari el6készitéssel, harom (3) reagenstételhez, harom NextSeq 550Dx
mdszer hasznalataval, amelyek szintenként 54 megfigyelést generaltak.

Kvalitativ konkordanciat értékeltek az MSI-statusz szempontjabol. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat 100%-
os egyezést mutatott a pozitiv és a negativ azonositdsok szdzalékos aranyara az MSI-statusz esetében. A TMB
esetében a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat TMB-pontszamot jelent; kvalitativ konkordancia nem
alkalmazhato.

......

napok és maradvany) egy varianciakomponens-modell segitségével szamszer(sitették a pontszamok
kiilénb6z6 tartomdanyaiban. A standard deviaciét (SD) és a varidcids egylitthatét (CV) a TMB esetében a
72.tablazat, az MSl esetében pedig a 73. tablazat ismerteti szint szerint. Egyes szinteken kevesebb mint 54
megfigyelés tortént az érvénytelen konyvtdrak miatt.

72.tablazat Kvantitativ TMB-pontszam SD és CV eredmények

Szint Atlagos TMB- N Ervényes Kezelé SD Miszer SD Tétel SD Nap SD Maradék SD Teljes SD
pontszam kisérletek (%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 (1517)
L2 8,4 53 0,00 (0) 0,14 (2) 0,00 (0) 0,00 (0) 0,71(8) 0,73 (9)
L3 151 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,20 (1) 0,00 (0) 1,16 (8) 1,18 (8)
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Szint Atlagos TMB- N Ervényes Kezelé SD Miszer SD Tétel SD Nap SD Maradék SD Teljes SD
pontszam kisérletek (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)

L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
LS 423 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)

73. tablazat Kvantitativ MSI pontszam SD és CV eredmények

MSl-stétusz  Level (Szint) A'tlago’s MSI N IEr’vényes Kezel6i SD  Miiszer SD Tétel SD Nap SD Maradék SD  Teljes SD
pontszam (%)  kisérletek (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
MS-stabil 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-Magas 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)

A TMB-pontszamok eltérése altalaban az atlaggal n6, ahogy az a szamadatok elméleti eloszlasatoél varhatd. Az
MSI = 50 pontszamhoz kozeli szintekre nagyobb, mint a 0-hoz kdzelebbi MSI pontszamok eltérése, vagy 100 az
aranyadatok elméleti eloszlasatdl valo eltérésnek megfeleléen. A maradék 6sszetevé maradt a legnagyobb
hozzajaruldja mind az MSI, mind a TMB-pontszamok teljes variancidjanak, ami azt a kbvetkeztetést tdmasztja
ala, hogy a pontszamok robusztusak a kezeldk, tételek, mliszerek és napok szamara. Mivel azonban mind az
MSI, mind a TMB Gsszetett biomarkerek, és az analitikai teljesitmény mintanként valtozhat. Ez azt jelenti, hogy a
TMB variacié nem csak a TMB értéktél fligg, hanem a minta varidnsainak 6sszetételétdl is, példaul a varians
tipusatol (SNV, Indel) és a VAF szinttél (a bevonasi hatarértékhez vald kozelségtél). Hasonldképpen, az MSI
variacio nem csak az MSI értéktél fiigg, hanem a minta helyeinek 6sszetételétél is, példaul az instabil helyek
szamatdl és a helyenkénti instabilitds mennyiségétdl.

A 20,00%-0s kiiszobérték kortili C5 és C95 értékeket az MSlI-re precizids profil segitségével hataroztak meg
(74. tablazat).

74.tabldzat C5-C95 intervallumok MSI-hez
Pontszam C5 C95
MSI 17,17% 23,32%

A tumortartalom TMB és MSI pontszamokra gyakorolt hatasat értékelték. A legtébb minta esetében a = 30%-0s
tumortartalom elhanyagolhaté hatassal volt a megabazisonként koriilbelll 10 mutacié feletti TMB-
pontszamokra. A TMB-pontszamok viszonylag valtozatlanok maradtak a tumortartalom novekedésével. Az
MSI-magas (MSI-High) mintak esetében a tumortartalom pozitiv, linearis korrelaciét mutatott az MSI-
pontszammal. Az MSI-magas (MSI-High) mintak atlagosan MSI-magas (MSI-High) besorolasban maradtak,
amikor a tumortartalom = 30% volt. Az endometridlis mintak a tobbi szdvettipustdl eltéréen viselkedtek, és ugy
talaltak, hogy nagyobb mennyiségl tumortartalomra van szilikségiik ahhoz, hogy MSI-magasként (MSI-High)
azonositsak éket.
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Tumorprofilozas pontossaga

A varidnsok TSO Comprehensive (EU) vizsgalatonkénti kimutatasat 6sszehasonlitotték a referenciamédszerek
eredményeivel. A DNS kis variansait és a TMB-t egy kulséleg validalt teljes exom NGS mddszerrel hasonlitottak
Ossze. A génamplifikaciokat ugyanazzal a teljes exom NGS mddszerrel vagy validalt kettds in-situ hibridizacios
(DISH) médszerrel hasonlitottak 6ssze a HER2 amplifikacidokhoz. Az MSI-t validalt MSI-PCR teszttel
Osszehasonlitva értékelték. Az RNS-splice-varidnsokat validalt kvantitativ PCR (qQPCR) mddszerrel hasonlitottak
0ssze. A ROS1 és ALK fuzidkat validalt FISH vizsgalatokkal hasonlitottak 0ssze. Minden mas fuziét
Osszehasonlitottak egy 0sszetett mddszerrel, amely egy validalt RNS-teljes exom NGS vizsgalatbdl (RNGS1),
egy célzott NGS-panelbdl (RNGS2) és egy csepp digitalis PCR-bél (ddPCR) all.

Kis DNS-varians kimutatasa

A kis DNS-variansok TSO Comprehensive (EU) vizsgalat altali kimutatasat 6sszehasonlitottak a teljes
exomszekvenalds (WES) eredményeivel, amely WES-t hasznal egyezé tumor normal mintaparokkal csiravonal
és szomatikus kis varians azonositasahoz. Az egyetlen nukleotidvariansbdl (SNV), inszerciokbol és deléciokbal
allo kis variansok kozotti 6sszehasonlitas 14 kiilénb6z6 szdvettipusbdl szarmazd 124 mintan alapult, amelyek
mind a TSO Comprehensive (EU)-ra, mind pedig a WES-re is érvényesek voltak. A TSO Comprehensive (EU)
képes volt, de WES vizsgalat nem, tébbnukleotidos varianst (MNV-k, 2 — 3 bp) kimutatni, amely szinronizalast
igényel. TSO Comprehensive (EU) Az MNV-ket egyéni SNV-kként értékelték a WES-sel szemben. A
variansszintl konkordancia 6sszefoglaldsa, beleértve a pozitiv szazalékos egyezést (PPA) és a negativ
szazalékos egyezést (NPA) az Osszes varians azonositasra a 75. tablazat talalhato.

75.tablazat A csiravonal vagy szomatikus allapot szerint értékelt kis variansu azonositasok
konkordancia-6sszefoglaldja

WES szomatikus WES Germline . 3
i i WES nincs azonositva
azonositva azonositva
TSO 382 33163 426
Comprehensive
(EU) azonositva
TSO 69 61 70000 481
Comprehensive
(EU) nincs
azonositva
Osszes 451 33224 70 000 907
Szdazalékos egyezés PPA: PPA: NPA:
85% (382/451), >99% (33163/33 224) > 99%
95% Cl: [81%, 87 %] 95% CI: [99,8%, 99,9%] (70 000 481/70 000 907)
95% CI: [99,999%,
99,999%]
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Osszesen 426 olyan varidnst azonositott TSO Comprehensive (EU), amelyeket nem észleltek a WES
maodszerben. Ezen varidansok kdzll kétszaznégy (48%) varians allélgyakorisaga a WES moédszer azonositasanak
kiiszobértéke alatt volt. A fennmaradd potencidlis dlpozitiv variansok koézlil bizonyiték volt arra, hogy a WES
maodszer varidnsazonositasa alacsony tamogatassal tortént. Ezenkivil a variansok koziil soknak nagyon
alacsony szintli WES bizonyitéka volt az egyezé normal mintakban. Ez az eredmény arra utal, hogy ezeket a
variansokat a WES nem hagyta ki a tumorban a normal szennyezés( tumor miatt.
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Tumormutacios terhelés kimutatasa

A TMB-konkordanciat ugy hataroztak meg, hogy 6sszehasonlitottak a TMB-pontszamokat (szomatikus
mutaciok/megabaz) a WES modszer és a TSO Comprehensive (EU) k6z6tt, 124 minta esetében a rendelkezésre
allé adatokkal egytitt mind a TSO Comprehensive (EU), mind pedig a WES szerint. Linedris regresszids elemzés
WES-szel mint prediktorral 2,53-as y-intercepttel, 0,89-es meredekséggel és 0,94-es Pearson-féle korrelacios
egyutthatoval (3. abra).

3. abra TMB-pontszam korrelacié a WES és a TSO Comprehensive (EU) k6zott
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Génamplifikacio észlelése

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal kimutatott génamplifikaciokat 6sszehasonlitottak ugyanazon WES-
vizsgélat eredményeivel, amelyhez vagy tumor-normal illesztett mintakat, vagy csak tumoros mintakat
hasznaltak. Osszesen 420 minta volt, kdziiliik 183 az ortogonalis tumor-normal médszert, 237 pedig a csak
tumoros médszert hasznalta. A 420 mintabdl 50 mintat valasztottak ki a vizsgalathoz, mert amplifikacios
pozitivak voltak TSO Comprehensive (EU) vagy egy korabbi vizsgalattal. Ezeknek a jellemzett mintaknak a
teljesitményét atlagos fuzids prevalenciaval médositottak. A jellemzett és nem jellemzett mintak 6sszesitett
teljesitményét forditott varianciaval sulyozott atlaggal szamoltak ki. A mintak 14 szdvettipusbdl szarmaznak, és
55 génbdl szarmazdé amplifikacidkat tartalmaztak. A TSO Comprehensive (EU) MET és ERBB2 génekbdl
szarmazo génamplifikaciokrol szamol be. A pontossagot azonban mind az 55 génre felmérték. A
génamplifikacids azonositasok 6sszefoglalasat a 76. tablazat mutatja.
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76.tablazat A génamplifikaciok kdzotti egyezés dsszefoglaldsa
PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)
88,80% (84,61,92,43) 99,02% (98,93, 99,12)

* A megbizhatdsagi intervallumot bootstrap mddszerrel szamitottak ki.

A gyomor- és emlészévetek ERBB2 (HER2) amplifikacidit a tébbi génamplifikaciétdl elkiilonitve elemezték
kettds in situ hibridizaciés médszerrel (DISH). Osszesen 116 eml6- és gyomormintat teszteltek, amelyek koziil
64-et korabban IHC vagy FISH mdédszerrel HER2-pozitivnak mindsitettek. EQy minta extrahalasa sikertelen volt,
4 minta érvényessége sikertelen volt a(z) TSO Comprehensive (EU) esetében, és 3 minta érvényessége
sikertelen volt a DISH vizsgalat esetében. A 108 minta koziil 20 (18,5%) kapott hatarérték pontszamot (1,5 és
2,5 kozo6tt) a DISH 2,0-s hatarértéke kdzelében. A konkordanciaeredményeket, beleértve a PPA-t, NPA-t az
0sszes mintara vonatkozdan, kivéve a hatarértékes HER2 DISH eseteket, a 77. tablazat mutatja.

77.tablazat A TSO atfogd és a HER2 DISH kozotti konkordancia 6sszefoglaldsa, beleértve a HER2
génamplifikaciot is
HER2 Génamplifikacio

.. o HER2 DISH ampilifikalt HER2 DISH nem amplifikalt
Osszes (eml6 és gyomor)

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 17 (1 hatarértékkel 13 (1 hatarértékkel egyditt)
egyltt)
TSO Comprehensive (EU) Negativ 10 (6 hatarértékkel 68 (beleértve a 12
egyltt) hatarértéket)
Szazalékos egyezés, beleértve a PPA: 63% (17/27) NPA: 84% (68/81)
hatareseteket 95% Cl: [44%, 78%] 95% Cl: [74%, 90%]
Szazalékos egyezés, kivéve a hatareseteket PPA: 80% (16/20) NPA: 82% (56/68)
95% Cl: [58%, 92%)] 95% Cl: [72% , 90%]

Mikroszatellita-instabilitas észlelése

A mikroszatellita-instabilitas kimutatasat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal egy validalt MSI-PCR teszt
eredményeivel hasonlitottak 6ssze, amely a tumorhoz normalisan illeszked6 mintakat hasznal a teszteléshez.
Osszesen 195 mintat hasonlitottak 8ssze, amelyek megfelelnek a = 30%-0s tumortartalom kdvetelménynek
(MS-stabil statusz) és 14 szdvettipust képviselnek. Az MSI-PCR 5 helyet értékel, és 3 kimenettel rendelkezik —
MSI stabil (nincs instabil hely), MSI-alacsony (egy instabil hely) és MSI-magas (MSI-H) (két vagy t6bb instabil
hely). A(z) TSO Comprehensive (EU) legfeljebb 130 mikroszatellitahelyet értékel, és csak MS-stabil vagy MSI-
magas (= 20% instabil hely) kategdriaba sorolja a mintakat. Az MSl-alacsony kategoriat az MSI-PCR MS-stabil
kimenetelével csoportositottak. A konkordanciaelemzést a 78. tablazat mutatja.
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illumina

78.tabldzat A DNS mikroszatellita-instabilitdsra vonatkozé konkordanciaelemzés 6sszefoglaldsa a TSO

Comprehensive (EU) és az MSI-PCR k&zott
MSI-statusz

TSO Comprehensive (EU) Instabil
(MSI--magas)

TSO Comprehensive (EU) Stabil
(MS-stabil)

Osszes

Szazalékos egyezés

RNS-splice-varians kimutatasa

PCR MSI-magas
41

44

PPA: 93% (41/44)
95% Cl: [82%, 98%]

PCR MSil-alacsony
2

2

NPA: 99% (150/152)
95% Cl: [95%, > 99%]

PCR MSI-stabil

A splice-varians kimutatasanak pontossdga a TSO Comprehensive (EU) eredmények, valamint az EGFRvIIl és a
Met Exon atugras 14 vizsgalatainak 6sszehasonlitasaval lett kiszamitva, beleértve egy ismert pozitiv RNS-t
minden egyes splice-variansra. A konkordanciaelemzést 0sszesen 230 egyedi FFPE RNS-mintan végezték 14
szovettipusbdl, a rendelkezésre allé adatokkal mind a TSO Comprehensive (EU), mind pedig a
referenciamdédszerrel. Minden mintat MET Exon14 atugrasra, mig az EGFRVvllI-at csak agyszévetre tesztelték. A
MET exon14 atugrasra a qPCR-rel pozitivnak, de az TSO Comprehensive (EU) teszttel nem annak azonositott

harom minta atlagos Ct-je >37 volt, és az TSO Comprehensive (EU) LoD szint alatt volt. A 79. tablazat

0sszefoglalja a konkordanciavizsgalat eredményeit.

79. tablazat Az RNS-splice-varidnsok konkordanciaelemzésének 6sszefoglaldsa a(z) TSO
Comprehensive (EU) és a qPCR-vizsgalat k6zott

RNS-splice-variansok

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv
(EGFRuvIIN)

TSO Comprehensive (EU) Negativ
(EGFRuvIIN)

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv
(MET 14. exon atugrasa)

TSO Comprehensive (EU) Negativ
(MET 14. exon atugrasa)

Osszes

Szazalékos egyezés
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RNS-fuzidé kimutatasa
Osszehasonlitas dsszetett médszerrel

TSO Comprehensive (EU) fuzidkat hasonlitottak 6ssze egy 6sszetett modszerrel, amely egy NGS panel
(RNGS1), egy célzott NGS fuzids panel (RNGS2) és egy csepp digitalis PCR (ddPCR) segitségével végzett RNS
teljes exom szekvenalasbal all.

Az RNGS1 médszer atfedésben van az 6sszes olyan génnel, TSO Comprehensive (EU) amelyek esetében
kimutathat fuzidkat. Az RNGS1 mddszer kimutatasi hatarértéke azonban 4-8-szorosa volt a(z) TSO
Comprehensive (EU) 6sszehasonlitasaban, az atfedé fuzids azonositasok soran megfigyelt alatamasztd
leolvasasok szama alapjan. Ezért a WES (RNGS1) mddszerrel két tovabbi, a fuzidkkal szemben nagyobb
érzékenység(, de kevésbé atfogd kompozit médszert hasznaltak.

Osszesen 255 egyedi RNS-mintat teszteltek 14 szdvettipussal és megfelel6 TSO Comprehensive (EU)
mérészamot teszteltek az RNGS1 segitségével. Két minta érvénytelen volt az RNGS1 minta
mindségellenbrzéséhez, és kizartak éket a tovabbi elemzéshél. Az TSO Comprehensive (EU) altal azonositott
82 fuzidbodl 4-et kizartak az értékelésb8l RNGS1 minta mindségellenérzési hibaja miatt, és 7 tovabbi fuzidt nem
azonositottak az RNGS1 panelben l1év6 célok hidanya miatt. A(z) TSO Comprehensive (EU) altal azonositott
fennmaradd 71 fuzidbdl 9 flzidt igazolt az RNGS1. Az RNGS1 4 flziét azonositott, amelyet a TSO
Comprehensive (EU) nem azonositott.

A 62 TSO Comprehensive (EU) pozitiv és az RNGS1 altal nem detektalt fuzid kéziil 13 atfedésben volt az
RNGS2-vel, amely azokat megerdésitette. Az egyik fuziét az RNGS2 azonositotta, de a TSO Comprehensive (EU)
nem azonositotta.

Ezutan csepp digitalis PCR-t hasznaltak a TSO Comprehensive (EU) dltal azonositott fuzidkhoz, amelyeket nem
azonositott az RNGS1 vagy altala nem volt azonosithatd, és amelyek az RNGS2 szamara nem voltak
értékelhet6k (49). Ezenkiviil ddPCR-t alkalmaztak a 4 dlnegativ fuzidbdl 2 Ujraértékelésére TSO Comprehensive
(EU) esetén RNGS1-gyel, és 9 egyez6 fuzidbdl 2 ujraértékelésére TSO Comprehensive (EU) és RNGS1 esetén.
Ot fuzids negativ mintat vontak be minden pozitiv fiziés minta tesztelésébe a specifikussag biztositasa
érdekében. Tizennyolc fuziét nem teszteltek ddPCR-rel, mert nem tudtak primereket/szondakat, tébb
génpartnert tervezni a fuzidhoz, vagy nem volt elegendé megmaradt FFPE-anyag. A ddPCR esetén a
primereket és prébakat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat megfigyelt téréspontjaihoz képest tervezték.

Osszesen 52 fuziét mutattak ki ddPCR-rel, kéziliik 41 fuzidt azonositott a(z) TSO Comprehensive (EU), de az
RNGS1 nem azonositotta vagy nem volt dltala azonosithatd. Kilenc fliziét ddPCR-rel azonositottak, de TSO
Comprehensive (EU) vagy RNGS1 esetén negativak voltak. Két ddPCR pozitiv fuzié igazolta a 2 egyezé fuzidt
TSO Comprehensive (EU) és RNGS1 esetén. A ddPCR nem mutatott ki fUzidt az RNGS1 segitségével a 2
Ujraértékelt TSO Comprehensive (EU) alnegativ esetében, ezeket azonban az RNGS1 sszehasonlitas alapjan
alnegativnak tekintették.

A 255 mintabdl 35 mintat valasztottak ki a vizsgalathoz, mert amplifikacids pozitivak voltak TSO
Comprehensive (EU) vagy egy korabbi vizsgalattal. Ezeknek a jellemzett mintaknak a teljesitményét atlagos

Dokumentumszam: 200007789 v08 132 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

fuzids prevalencidval médositottak. A jellemzett és nem jellemzett mintak 0sszesitett teljesitményét forditott
varianciaval sulyozott atlaggal szamoltak ki. Az 0sszetett konkordanciaeredmény mddszereket a fuzidknal a
80. tablazat mutatja.

A kompozit médszerrel egyezé 66 fuzid (54 egyedi flizid) 43 gént képviselt a TSO Comprehensive (EU)
panelen. Azonban a fuziok kizardlag a 80. tablazat megadott 23 génrél jelenthetdk.
80. tablazat RNS-fuziok konkordancia-osszefoglaldja

PPA (95% CI*) NPA (95% CI*)

80,38% (64,20, 92,32) 99,96% (99,94, 99,98)

* A megbizhatdsagi intervallumot bootstrap mdédszerrel szamitottak ki.
Osszehasonlitas a FISH médszerrel a ROS1 és ALK fliziok esetében

Huszon6t NSCLC mintat vizsgaltak FISH mdédszerrel mind a ROS1, mind az ALK fuzidk tekintetében, és 5
tovabbi NSCLC mintat vizsgaltak ROS1 fuzidkra. Nyolc minta nem felelt meg a FISH-nek a ROS1-nél nem
megfelelé szévet miatt. Mind a(z) TSO Comprehensive (EU), mind a FISH két ROS1 és egy ALK fuzidt észlelt
Nem figyeltek meg eltéré eredményeket. A 81. tablazat 6sszefoglalja a ROS1 TSO Comprehensive (EU) és ALK
fuziok konkordanciaeredményeit és a FISH mddszert.

81. tabldzat A ROS1és ALK fuziok TSO Comprehensive (EU) és FISH médszer
konkordanciaeredményeinek 6sszefoglalasa

ALK+ROS1 FISH pozitiv FISH negativ

TSO Comprehensive (EU) Pozitiv 3 0

TSO Comprehensive (EU) Negativ 0 44

Osszes 3 44

Szazalékos egyezés PPA:100% (3/3) NPA:100% (44/44)
95% Cl: [44%, 100%] 95% Cl: [92%, 100%]

Minta érvényessége

A minta érvényességét (elsé probalkozas) 181 egyedi RNS- és 272 egyedi DNS-minta esetében mérték a < 5
éves FFPE-blokkokbdl. Ezeket a mintakat a szdvet tipusa és a rendelkezésre allé anyag alapjan valasztottak ki;
a vizsgalat érvényessége ismeretlen volt. A kdnyvtar minéségellenérzési mérészamainak meg kell felelnilik
ahhoz, hogy a varians tipusa érvényesnek mingsiljon. A mintak érvényességét kiilon értékelték az egyes
varianstipusokra (kis DNS-variansok/TMB, MSI, génamplifikacidk, fuzidk/splice-varidnsok) vonatkozdan, és az
82. tablazat mutatja be. A < 2 éves FFPE-blokkok esetén az MSI érvényességének tovabbi 1%-os csdkkenése
varhatd a reagens szallitdsa miatt.
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82.tabldzat Minta érvényessége

Varians tipusa Minta érvényessége
Fuzidk/splice- variansok (RNS) 76%
Kis DNS-variansok/TMB 75%
MSI 72%
Gén amplifikacié 94%

o o ) 4

A tumorprofilozasi igények analitikai validalasanak
osszefoglalasa

A kimutatasi hatér, a precizitas, a reprodukalhatdsdg és a pontossagi adatok alapjan TSO Comprehensive (EU)
analitikailag validalt az aldbbiakhoz:

* Akisméret(i DNS-varidansok—SNV-k, MNV-k, inszercidk és deléciok.
* TMB

e MSI

* MET és ERBB2 (HER2) génamplifikaciok (lasd 2. tablazat).

* 23 gén, amelyek esetében fuzidk mutathatdk ki (1dsd 2. tablazat).

* EGFR és MET splice-varidnsok (lasd 2. tablazat).

NTRK klinikai teljesitmény

A VITRAKVI (larotrectinib) kezelés betegeinek kivalasztasara szolgald tarsdiagnosztikai (CDx) TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat validalasa érdekében a larotrectinib klinikai vizsgalatokba bevont betegek
mintait (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; a tovabbiakban egylittesen
larotrectinib vizsgalati mintak) tesztelték egy 2019. julius 15-i adatzaras felhasznalasaval, kereskedelmi
forrasbodl szarmazo FFPE-szévetmintakkal kiegészitve, a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat pontossagi
vizsgélata és a klinikai athidalasi vizsgalat alatdmasztasanak érdekében.

Az NCT02122913 egy multicentrikus, nyilt elrendezésl, |. fazisu ddziseszkalacids vizsgalat volt elérehaladott
szolid tumorban szenved6 felnétt betegeknél (minden jelentkezénél), akiket nem valasztottak ki az NTRK
fuzidpozitiv rak csoportba. A vizsgalat déziseszkalacios részét kovetéen ddziskiterjesztést inditottak
dokumentalt NTRK fuzidpozitiv rakban szenvedé betegeknél, és azoknal a betegeknél, akikrél a vizsgalé ugy
vélte, hogy egy erésen szelektiv TRK inhibitor elényds lehet szamukra. A NAVIGATE NCT02576431 egy
folyamatban Iévé, multicentrikus, nyilt, Il. fazisu, kosarvizsgalat 12 éves és id6sebb, kiujuld elérehaladott szolid
tumorokban szenvedd, dokumentalt NTRK fuzidval rendelkezé betegeknél, kiilsé laboratérium értékelése
szerint. ASCOUT NCT02637687 egy folyamatban Iévé, multicentrikus, nyilt elrendezésd, I/1l. fazisu vizsgalat
el6rehaladott szolid vagy primer kdzponti idegrendszeri (CNS) tumorban szenvedd, sziiletéstél 21 éves korig
terjed6 gyermekgyogyaszati betegeknél.
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A TSO Comprehensive (EU) vizsgdlatba bevont NTRK fuzidpozitiv betegek kdziil 164 alkotta a larotrectinib
kiterjesztett els6dleges hatdsossagi halmazt (ePAS4).

Pontossagi vizsgalat az NTRK1, NTRK2, NTRK3 fuzio detektalashoz

Az NTRK fuzidk (NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3) kimutatasara szolgalé TSO Comprehensive (EU) vizsgalat
pontossagat szolid tumorban szenvedd betegeknél az NTRK fuzids eredmények NGS alapjan TSO
Comprehensive (EU) torténé egyezésének értékelésével igazoltak.

Retrospektiv, beavatkozassal nem jaro vizsgalatot végeztek. A larotrectinib vizsgalati mintakat és kiegészité
mintakat a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal egy kiilsé vizsgdldhelyen, ortogonalis mddszerrel kdzponti
laboratériumban tesztelték. A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat NTRK fuziés azonositasainak pontossagat az
ortogonalis mdédszerhez viszonyitva becsllték meg; a pozitiv szazalékos egyezést (PPA), a negativ szazalékos
egyezést (NPA) és a kapcsolodo kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumokat (Cl) szamitottak ki.

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal és/vagy az ortogonalis médszerrel 516 mintat teszteltek. Ezen mintak
kozil 499-et vizsgaltak mindkét mddszerrel. Az 516 minta kozll tizenhetet nem teszteltek az egyik vizsgalattal
sikertelen extrakcid, ismeretlen ok (az ortogonalis médszerhez) vagy a protokolltdl vald eltérés miatt. A mindkét
moédszerrel tesztelt 499 minta koziil 170 (34,1%) volt larotrectinib vizsgalati minta és 329 (65,9%) volt
kiegészité minta.

A 499 minta eredményeinek kereszt-tablazatos 6sszefoglaldjat a 83. tablazat mutatja be. A 499 mintabdl 85
minta TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményei érvénytelenek voltak; ebbdl 85, 53 esetben a mddszer
ortogonalis eredményei is érvénytelenek voltak. Tovabbi hét mintanak érvénytelen ortogonalis modszer
eredményei voltak. igy a 499 mintabdl 407-nek volt érvényes eredménye mindkét médszerrel.

83. tablazat NTRK pontossagi vizsgalat: A TSO Comprehensive (EU) eredmények és az ortogonalis
modszer eredményeinek kereszttablazata az NTRK fuzid kimutatdsahoz

Ortogonalis médszer eredménye

TSO Comprehensive (EU) NTRK fuzio NTRK fuzio

vizsgalati eredmény pozitiv negativ Ervénytelen Osszes
NTRK fuzié pozitiv 14 16 1 131
NTRK fuzié negativ 4 273 6 283
Ervénytelenek* 4 28 53 85
Osszes 122 317 60 499

" TSO Comprehensive (EU) a vizsgélat érvénytelen eredményei a mintabdl és a futtatasi szintbdl szarmaznak.

Az egyezési elemzéseket, az érvénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények kizarasaval és
belefoglalasaval, a 84. tablazat mutatja be. Az érvénytelen TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények
kivételével a PPA 96,6% (114/118; 95% CI: 91,5% — 99,1%) és az NPA 94,5% (273/289; 95% Cl: 91,2% - 96,8%)
volt.
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84. tabldazat NTRK pontossagi vizsgalat: A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat PPA-ja és NPA-ja az NTRK
fuzidk kimutatdsahoz hasznalt ortogonalis mddszer eredményével sszehasonlitva

Ervénytelen TSO Comprehensive (EU) Ervénytelen TSO Comprehensive (EU)

vizsgalati eredmények kizarasa vizsgalati eredményekkel egyiitt
Egyezés mértéke Egyezés, % (n/N) 95% CI' Egyezés, % (n/N) 95% CI”
PPA 96,6 (114/118) 91,5, 99,1 93,4 (114/122) 87,5,971
NPA 94,5 (273/289) 91,2,96,8 86,1(273/317) 81,8, 89,7

*95%-0s Cl (pontos) Clopper-Pearson féle médszer alapjan.

Klinikai athidal6 vizsgalat az NTRK1, NTRK2, NTRK3 fuzidé detektalashoz

Egy klinikai athidald vizsgdlatban igazoltdk az NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3 fuzidk kimutatdsara szolgalé TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat klinikai érvényességét olyan szolid tumorban szenvedé betegeknél, akiknek
elénye szarmazhat a larotrectinib kezelésbél. A vizsgalatot azért végezték, hogy felmérjék a TSO
Comprehensive (EU) vizsgalat klinikai hatdsossagat az NTRK1, NTRK2 vagy NTRK3 fuzidépozitiv betegek
azonositasara a larotrectinibbel torténé kezelés soran, valamint hogy értékeljék a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat és a helyi vizsgalati (LT) mddszerek kdzotti egyezést (az NTRK fuzids statusz meghatarozasara
hasznaljak a larotrectinib klinikai vizsgalataiban).

Az LT moédszerek kozé tartoztak az NGS, a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), a polimerdz lancreakcid
(PCR) és a NanoString vizsgalatok. Az NTRK fuzidkat (ETV6 NTRK3) olyan csecsemdkori fibroszarkdmaban
szenvedd betegeknél bizonyitottdk, akiknél dokumentalt FISH-val azonositott ETV6 transzlokaciét allapitottak
meg. A 235 ismert NTRK fuzids statuszu larotrectinib klinikai vizsgalati beteg legtobbjét NGS mddszerekkel
vizsgaltak.

A 2019. julius 15-ig kapott adatok szerint 279 beteget vontak be. A 279 beteg k6ziil 208 volt NTRK fuzidpozitiv.
A 208 pozitiv betegbél 164 alkotta a larotrectinib ePAS4-et.

A larotrectinib hatasossagi elemzésének elsédleges végpontja a fliggetlen fellilvizsgald bizottsag (IRC)
értékelése szerinti teljes valaszarany (ORR) volt a harom klinikai vizsgalatbdl szarmazé 6sszevont
adathalmazban. Az ORR-t azon betegek aranya alapjan értékelték, akiknél a RECIST 1.1-es verzidja szerinti
kritériumok alapjan a legjobb teljes valasz vagy megerdsitett részleges valasz all fenn. Az ORR a larotrectinib
ePAS4-ben 72,6% volt (95% CI [65,1%, 79,2%]), és 16 kiilonbdz6 tumortipussal rendelkezd betegeket vontak
be.

Minta elszamolasa

A mintakészlet a tumortipusok széles skalajat, valamint gyermek és felnétt betegmintakat tartalmazott.

2019. julius 15-ig 279 beteget vontak be a larotrectinib vizsgdlatokba. Kozlillik 235 betegnél ismert volt az LT
maédszerrel meghatarozott NTRK fuzids statusz: 208 volt pozitiv és 27 volt negativ. 44 beteg esetében az NTRK
fuzids statusz nem volt ismert, mivel a betegek alkalmassagahoz nem volt szlikség vizsgalatra az
NCT02122913 és SCOUT NCT02637687 vizsgalatok ddziseszkalacids fazisaiban. A TSO Comprehensive (EU)
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vizsgalat klinikai athidaldsi vizsgalataban a larotrectinib vizsgalatban 2019. julius 15-én bevont, ismert NTRK
fuzids statuszu betegektdl szarmazoé mintak (208 pozitiv és 27 negativ beteg) és a reprezentativ LT
moédszerekkel NTRK fuzié negativnak itélt kiegészité mintak voltak alkalmasak erre a vizsgalatra.

A 208 pozitiv larotrectinib vizsgalati mintabdl 154-nek volt elérheté mintaja TSO Comprehensive (EU) a
vizsgélat teszteléséhez. Ezek kozlil 138 érvényes eredménnyel rendelkezett. Tizendt minta érvénytelen volt a
sikertelen mintaszekvenalasi minéségi mutatdk miatt, és 1 mintat nem vizsgaltak a protokolltdl valé eltérés
miatt. A 27 negativ larotrectinib vizsgalati mintabdl 24-nek volt elérheté mintdja a teszteléséhez. Ezek kdziil 22
érvényes TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredménnyel rendelkezett. Két minta érvénytelen volt a sikertelen
mintaszekvenalasi mindségi mutatok miatt.

A kiegészité mintakat két reprezentativ LT mddszer egyikével szlrték. Tébb mint 350 mintat gy(ijtottek be és
vizsgaltak meg a tumortartalom szempontjabol. A mintakdvetelményeknek megfelel6 kiegészitdé mintak kozl
266-ot sikerllt kinyerni, és egy reprezentativ LT mddszerrel megerésitették, hogy az NTRK fuzid negativ. Ezek
kézul a mintak kdzll 260 volt elérhetd TSO Comprehensive (EU) a vizsgalat teszteléséhez, amelyek koziil 222-
nek volt érvényes eredménye. 38 minta volt, amelyek a minta szekvenalasi mutatdinak sikertelensége (n = 25)
vagy a futtatas szekvenalasanak sikertelensége (n = 13) miatt érvénytelenek voltak. A teljes NTRK fuzids
negativ készlet 222 kiegészité mintabdl és 22 larotrectinib vizsgalati mintabdl allt.

Konkordancia eredmények

Osszesen 437 mintat vizsgaltak a(z) TSO Comprehensive (EU) segitségével. A 208 NTRK flzids pozitiv beteg
kozil 153-nak voltak elérheté mintdi, amelyeket a(z) TSO Comprehensive (EU) segitségével vizsgaltak, ami 138
érvényes eredményt és 15 érvénytelen eredményt eredményezett.

Az LT modszerek eredményeihez viszonyitott TSO Comprehensive (EU) eredmények egyezését érvénytelen
TSO Comprehensive (EU) eredményekkel és anélkiil a 85. tablazat mutatja be.

85. tablazat NTRK klinikai athidalé vizsgalat: Konkordancia a TSO Comprehensive (EU) vizsgdlat és az LT
modszerek kozott az NTRK fuzidk kimutatdsahoz

A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat
érvénytelen eredményeinek kizarasa érvénytelen eredményeivel egyiitt

%-0s egyezés %-0s egyezés

Egyezés mértéke (n/N) 95% CI* (n/N) 95% CI*

PPA 89,1% (123/138) 82,7%,93,8% 80,4 (123/153) 73,2,86,4
NPA 96,3 (235/244) 93,1,98,3 82,7 (235/284) 77,8,87,0
OPA 93,7 (358/382) 90,8,95,9 81,9 (358/437) 78,0%, 85,4%

* A kétoldalas 95%-0s Cl-ket a (pontos) Clopper-Pearson féle médszerrel szamitottak ki.

A hidnyzé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményekkel szembeni érzékenységi elemzés az egyezési
elemzés robusztussagat mutatta ki. Az LT NTRK fuzidépozitiv betegek hianyzé TSO Comprehensive (EU)
vizsgalati eredményeit (n = 70) logisztikai regresszids modellel imputaltak. Az egyezési becsléseket, beleértve
az imputalt értékeket is, a 86. tablazat mutatja be.

Dokumentumszam: 200007789 v08 137 /144

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA. CSAK EXPORTALASI CELOKRA.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) termékismerteté illumina

86. tablazat NTRK klinikai athidald vizsgalat: Konkordancia a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalat és az LT mddszerek kozott az NTRK fuziok kimutatdsahoz, beleértve a hianyzé
TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmeényekkel rendelkez6 LT pozitiv betegek
imputalt értékeit

Egyezés mértéke Szazalékos egyezés 95% CI*

PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9, 98,7)
OPA 91.2 (87,9, 94,5)

Az LT fuzidénegativ betegek hidnyzé TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményei nem keriiltek imputalasra.
* A kétoldalas 95%-0s Cl-ket a toébbsz6rds imputacios Boot-mddszer alapjan szamitottak ki. A tdbbszords imputacids
Boot-mddszer a tobbszorés imputacidba bedgyazott bootstrap [épés (Schomaker és Heumann 2018).
A TSO Comprehensive (EU) vizsgalat és az LT-k kdzo6tti egyezéseket a modszer tipusa szerint (példaul RNS-
NGS, FISH) a 87. tablazat mutatja.

87.tablazat NTRK klinikai athidalé vizsgalat: Konkordancia a TSO Comprehensive (EU) vizsgélat ésaz LT
modszerek kozott az NTRK fuziok kimutatasahoz LT mddszertipus szerint

l_i';g(a')dszer Az egyezés mértéke %-0s egyezés (n/N) 95% CI'

DNS 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)

RNS NGS?2 PPA 91,5 (75/82) (83,2, 96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5,97,5)

FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Nincs kiszamitva (1/1) Nincs kiszamitva
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Nincs kiszamitva (0/0) Nincs kiszamitva
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Nincs kiszamitva: a < 5 mintaszamu alcsoportok esetében nem szamitottak ki egyezési statisztikakat.

T A kétoldalas 95%-o0s Cl-ket a (pontos) Clopper-Pearson féle mdédszerrel szdmitottak ki.

2 |de tartoznak azok az NGS mddszerek, amelyek csak RNS-t, valamint DNS-t és RNS-t is hasznélnak.
A TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal tesztelt 437 minta kdzll 24 kapott eltéré eredményeket az LT-kkel: 15
volt pozitiv az LT-kkel és negativa TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal, és 9 volt negativ az LT-kkel és pozitiv
a TSO Comprehensive (EU) vizsgalattal. A 24, eltéré eredmény(i mintabdl 8-at vizsgaltak DNS NGS LT
madszerrel, 14-et RNS NGS LT mddszerrel és 2-t FISH mdédszerrel.
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Egy validalt, figgetlen NGS mddszer megerésitette a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredményeket a 24
mintabdl 14 esetében eltéré eredményekkel. A fennmaradd 10 minta esetében a TSO Comprehensive (EU)
vizsgalati eredmények eltérék voltak mind az LT, mind a fliggetlen NGS mddszerrel.

Klinikai hatasossagi eredmények

Az ePAS4 kohorszon bellil a larotrectinib hatdsosséaga a TSO Comprehensive (EU) pozitiv, LT pozitiv
populacioban (97 beteg, ORR=78,4%, 95% CI| [68,8%, 86,1%]) hasonld volt a larotrectinib hatasossagahoz a
teljes ePAS4 populdcidban (164 beteg, ORR=72,6%, 95% CI [65,1%, 79,2%]) (88. tablazat). Az ePAS4-ben a 97
TSO Comprehensive (EU) pozitiv beteg kdziil 28 (28,9%) beteg ért el teljes valaszt/mutéti teljes valaszt, és 48
(49,5%) beteg ért el részleges valaszt.

A 13 TSO Comprehensive (EU) negativ, LT pozitiv populaciobdl 1 (7,7%) mutatott teljes valaszt, 2 (15,4%) pedig
részleges valaszt larotrectinib terapiaval.

88. tablazat NTRK klinikai athidald vizsgalat: ORR az LT pozitiv betegek esetében LT szerint és TSO
Comprehensive (EU) eredmények az ePAS4-ben

TSO Comprehensive TSO Comprehensive

LT fazio pozitiv (EV) (EV)
N=164 Pozitiv és LT pozitiv NegativésLT
N=97 pozitiv N=13
Legjobb Teljes valasz 31(18,9) 22 (22,7) 1(7,7)
telies valasz, geopassetiteljes 8 (4,9) 6 (6,2) 0
n (%) valasz
Részleges valasz 80 (48,8) 48 (49,5) 2 (15,4)
Stabil betegség 25 (15,2) 13 (13,4) 4 (30,8)
Progressziv betegség 13 (7,9) 6 (6,2) 5(38,5)
Nem értékelhetd 7 (4,3) 2(2,1) 1(7,7)
Teljes Betegek szama, n 164 97 13
valaszarany  cp . sCR+PR-ben 119 76 3
szenvedd betegek
szama, n
ORR% (95% CI*) 72,6 (65,1,72,9) 78,4 (68,8, 86,1) 23,1(5,0,53,8)

Roviditések: CR = Teljes valasz, PR = Részleges valasz, sCR = Sebészeti teljes valasz.
* A kétoldalas 95%-0s konfidencia-intervallumot (pontos) Clopper-Pearson féle mdédszerrel szamitottak ki.
54 betegnél hidnyoznak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalati eredmények.

A vizsgalatbdl szarmazé adatok alatamasztjak a TSO Comprehensive (EU) vizsgalat biztonsagossagat és
hatdsossagat, amikor olyan NTRK fuzids szolid tumorban szenvedé betegek azonositasara hasznaljak, akik
alkalmasak lehetnek a larotrectinibbel torténé kezelésre.
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Modositasi elézmeények

Verzio Datum
Dokumentumszam: Majus
200007789 v08 2025

Dokumentumszam: 200007789 v08

Modositasok leirasa

A szoftververzidkra és alkatrészszamokra valé hivatkozas

eltavolitasa.

Az eljaras korlatainak frissitése:

« Nekrotikus szoveti informaciok.

o MSI tumortartalom informacio.

Frissités:

o Az NTC labjegyzet a min. és max. kényvtarakra egyarant
vonatkozik.

« Afelszerelések és az anyagok felsoroljak a lemezcentrifuga
specifikacidit és a pipetta léptékeket.

» SPB tébbletszamitas 1,05x-t61 1,15x-ig.

o A MET 14-es exon del terminoldgia MET 14-es exon
atugrasra valtoztatasa.

Hozzaadva:

» Megjegyzés az KKV-k szamara az 1. és 2. cél rogzitése
funkcidban.

o Készlljon fel a szekvenalas bevezetésére.

o Az ultrahangkésziilékre vonatkozd tovabbiinformacidk.

Pontositasok hozzaadasa és a teljesitményjellemzék frissitett

eredményei:

e Zavard anyagok.

Pontossag a tumorprofilozdshoz és a minta

érvényességéhez.

1. és 2. kimutatasi hatarérték vizsgalat.

1. laboratériumon beliili precizitas vizsgalat

2. reprodukalhatdsdgi vizsgalat

Konyvtarstabilitasi és konyvtartarolasi informaciok.

» Vak hatarérték.

Frissitett nyelvezet és nyelvtan.
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Verzio Datum Mdédositasok leirasa
Dokumentumszam: januar o Informacié lett hozzaadva az Eljaras korlataihoz:
200007789 v07 2024 » Nekrotikus szovet- és tumortartalom

mintakdvetelmények az MSI magas és szomatikus
meghajté mutdcidihoz.

» A hemoglobin altal okozott potencialis interferencia.

o ARET-gén és a fuzids azonositas észlelési hatarértékei
az annotalt génhatarokon kiviil.

o A géndelécidk nem kerilnek jelentésre.

 Frissitve a TSO Comprehensive (EU) Local Run Manager
szoftver 2.3.7 verzidjaval vald hasznalatra.

 Informacid lett hozzaadva a sziikséges, de nem szallitott
berendezésekhez és anyagokhoz, beleértve két tovabbi
ultraszonikator konfiguraciot.

o Frissitett minta- és mintaadatok:

* Nekrotikus szdvettartalom.

o A proteinaz K és a hemoglobin hatasai.

o Atargylemezre helyezett FFPE és tisztitott nukleinsav
taroldsa.

o Informacié lett hozzaadva a reagenskezelés, a
munkafolyamat és a futtatasi minéség-ellenérzési hibak
hibaelharitasanak javitasara.

o A teljesitményjellemzék kontextusa és egyértelmlsége
hozza lett adva:

o Keresztszennyez6dés
o Nukleinsav-extrakcios készlet értékelése
o Zavard anyagok
» Nukleinsav és targylemezre szerelt FFPE stabilitas
o NTRK klinikai teljesitmény
o Frissitett nyelvezet és nyelvtan

Dokumentumszam: februar o Tovabbi nyilatkozatok a Korlatozasok részben
200007789 v06 2023 o Nyelvi frissitések a konvenciéhoz, nyelvtanhoz és
érthetéséghez

« A21, 28,29, 32, 35, 36., 72. tablazat javitasa

» Nyilatkozat a csapadékok jelenlétérél az FSM reagensben

o Frissitett h6ciklus-szabalyozd és csatornaspecifikaciok a
Berendezések és anyagok listaban

Dokumentumszam: 2022. Frissitve a 2. vizsgalat reprodukalhatdsagi tablazatai
200007789 v05 szeptember
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Verzio

Dokumentumszam:

200007789 v04

Dokumentumszam:

200007789 v03

Dokumentumszam:

200007789 v02

Dokumentumszam:

200007789 vO1

Dokumentumszam:

200007789 v0O

Datum
junius
2022

aprilis
2022

februar
2022

2021.
december

november
2021

Dokumentumszam: 200007789 v08

Modositasok leirasa

Hozzaadott TSO Comprehensive elemzési modul v2.3.5
PN-ek

Eltavolitott TSO Comprehensive elemzési modul v2.3.3 PN-
ek

Frissitett terminoldgia az Ures mérési hatar részben

Az NTRK fuzidkra vonatkozo teljesitményjellemzdék
hozzaadasa

CSAK EXPORTALASRA szolgalé jeldlés hozzéadva.
Frissitett rendeltetésszer(i hasznalatra vonatkozé
nyilatkozat az NTRK1-3 CDx igény hozzaaddsahoz
Bévitett termékdsszetevé-informaciok a
szoftverdsszetevék PN-jeihez

Javitott tablareferencia hiba

A csiravonalra és szomatikus variansokra vonatkozé
korlatozas hozzdadasa

Tisztazott nyelvezet a génamplifikacio kimutatdsa kordil

Az eljaras frissitett korlatozasai

A magneses allvany és a héciklus-szabalyozd miszaki
jellemzdinek pontositasa a berendezések és az anyagok
listajaban

Elsé kiadas
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Szabadalmak és védjegyek

A jelen dokumentum és annak tartalma az lllumina, Inc. és annak lednyvallalatai (,lllumina”) tulajdonat képezi, és kizardlag a jelen
dokumentumban ismertetett termék(ek) szerzédésszer(i mikddtetéséhez haszndlhatd. Egyéb célokra nem hasznalhatd. A dokumentum és
annak tartalma az lllumina el6zetes irdsos engedélye nélkil ettél eltéré célokra nem hasznalhaté és forgalmazhatd, tovabba semmilyen
formaban nem kommunikalhatd, hozhato nyilvanossagra vagy reprodukalhaté. Az lllumina a jelen dokumentummal nem biztosit licencet a
termék vasarldjanak a harmadik felek szabadalmi, védjegyjogi, szerzdi jogi, szokdsjogi vagy egyéb oltalom alatt allé jogosultsagaihoz.

A jelen dokumentumban szereplé utasitdsokat a kvalifikalt és megfeleléen képzett személyzetnek szigorian be kell tartania az itt
ismertetett termék(ek) megfeleld és biztonsdgos hasznalata érdekében. A termék(ek) haszndlata el6tt a felnasznald koteles dtolvasni és
értelmezni a jelen dokumentumban leirtakat.

AZ ITT SZEREPLO INFORMACIOK ELOLVASASANAK VAGY AZ UTASITASOK BETARTASANAK ELMULASZTASA ESETEN A TERMEK (EK)
MEGSERULHETNEK, ILLETVE SZEMELY! SERULES KOVETKEZHET BE, IDEERTVE A FELHASZNALOKAT ES MASOKAT IS, ILLETVE EGYEB
ANYAGI KAROK KOVETKEZHETNEK BE. EZENFELUL ILYEN ESETEKBEN A TERMEK(EK)RE VONATKOZO GARANCIA ERVENYET VESZTI.
AZ ILLUMINA SEMMIFELE FELELOSSEGET NEM VALLAL AZ ITT BEMUTATOTT TERMEK(EK) HELYTELEN HASZNALATABOL FAKADO
KAROKERT (AZ ALKATRESZEKET ES A SZOFTVERT IS IDEERTVE).

© 2025 lllumina, Inc. Minden jog fenntartva.

Minden védjegy az lllumina, Inc., illetve az adott jogtulajdonosok tulajdonat képezi. A védjegyekkel kapcsolatos informaciokat lasd a
www.illumina.com/company/legal.html weboldalon.

Elérhetéségek

lllumina, Inc. c E
5200 Illlumina Way

San Diego, California 92122 U.S.A. IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (Eszak-Amerikén kival) uming Nefhariands BV
umina Netheriands b.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

A termék cimkéi

A terméken és a csomagoldsan megjelend cimkéken lathatd szimbdlumok teljes magyarazatat megtekintheti a
support.illumina.com honlapon az On készletére vonatkozé Documentation (Dokumentacid) lapon taldlhaté
szimbdlum ikonra kattintva.
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