TruSight Oncology Comprehensive illumina
(EV)

lepakojuma ieliktnis

TIKAI IN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Paredzetais lietojums

TruSight™ Oncology Comprehensive (ES) ir in vitro ir diagnostikas tests, kas izmanto merktiecigu nakamas
paaudzes sekvencésanu, lai noteiktu variantus 517 génos, izmantojot nukleinskabes, kas ieglitas no formalina
fiksétiem, parafina iegultiem (FFPE) audz€&ja audu paraugiem no véza pacientiem ar solidam Jaundabigam
neoplazmam, izmantojot lllumina® NextSeq™ 550Dx instrumentu. Testu var izmantot, lai noteiktu atsevisku
nukleotidu variantus, multinukleotidu variantus, insercijas, delécijas un genu amplifikacijas no DNS, ka ari génu
sapludanas un salaidumu variantus no RNS. Tests ari zino audzé&ja mutacijas sloga (TMB) rezultatu un
mikrosatelita nestabilitates (MSI) statusu.

Sis tests ir paredzéts ka paligdiagnostika, lai identificétu véza pacientus arsté$anai ar 1. tabula noradito
meérketo terapiju saskana ar apstiprinato terapeitisko zaju paredzéto pielietojumu. Turklat tests ir paredzets, lai
sniegtu audzéja profilésanas informaciju, ko drikst izmantot kvalificéti veselibas aprupes specialisti saskana ar
profesionalajam vadlinijam, un tas nav viennozimigs vai indikativs konkréta terapeitiska produkta lietoSanai
atbilstoSi paredzétajam lietojumam.

1. tabula Paligdiagnostikas indikacija
Audzéja veids Biomarkieri Merketa terapija

Solidi audzégji NTRK1T, NTRK2 un NTRK3 VITRAKVI® (larotrektinibs)
génu saplisanas

Analizes kopsavilkums un skaidrojums

Khiniskais apraksts

V&zis ir galvenais naves célonis visd pasaulg, un tam ir potencials rasties jebkuros audos. " 2 V&za genétiskas
bazes analize ir svariga, lai identificEtu pacientus, kas var gt labumu no mérkétam terapijam, un jaunu
arstéSanas metozu izstradei. Daudzi géni ir saistiti ar véza raSanos un progresésanu, un daudziem véziem ir
dazadi varianti, kas ietekmé Sos génus un to funkcijas. Sie varianti var ietvert génu mutacijas, pieméram, viena
nukleotida variantus (SNV), vairaku nukleotidu variantus (MNV), insercijas vai delécijas, génu amplifikacijas,
génu sapllsanas un salaidumu variantus. Vél vienas véZa génu mutaciju sekas ir neoantigénu klatbltne, kas
izraisa véza specifiskas imiinas atbildes reakcijas. V&za mutacijas stavokli var attélot ar TMB un MSI, kas ir
genétiskie paraksti, saistiti ar genomisko nestabilitati un véza neoantigénu prezentaciju.
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TruSight Oncology Comprehensive ir kvalitativa nakamas paaudzes sekvencésanas (NGS) visaptverosa
genoma profiléSanas (CGP) analize, kas plasi noverté genoma variantus liela panell, kurs$ ietver ar vézi saistitus
génus, kas uzskaititi 2. tabula. Analize nosaka mazos variantus 517 génos, ka art génu amplifikacijas, saplusanas
un salaidumu variantus, ka noradits 2. tabula. Analize nodrosSina kodéSanas sekvences aptversSanu visiem
géniem, iznemot TERT, kam ir aptverts tikai promotora regions, ka ari novérté TMB rezultatu un MSI statusu. Sie
analizes merki ietver saturu, ko min profesionalas organizacijas un citas galvenas ASV vadlinijas. TSO
Comprehensive analizes dizainu ietekmeéja ari neatkarigas apvienotas publikacijas un vélina posma
farmaceitiskie péetijumi.

To regionu sarakstu, kuri ir izslégti no variantu noteikSanas, skatiet TruSight Oncology ComprehensiveBlock List
(dokuments Nr. 200009524), kas pieejams lllumina atbalsta vietné.

2. tabula ir noraditas Cetras variantu veidu kategorijas: mazs DNS variants (S), génu amplifikacija (A), saplisana
(F) un salaidumu variants (Sp). Mazie DNS varianti ietver SNV, MNV, insercijas un delécijas.

2.tabula TSO Comprehensive (EU) analizes génu panelis

Nr. En;tlgez Gens Varianta tips Nr. Entrez ID Geéns Varianta tips Nr.  EntrezID Geéns Va::;zta
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142  ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLI S 355 5156 PDGFRA S
6 25960 ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S
7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S
8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S
9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 521 PGR S
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
1 242 ALOX12B S 186 2308 FOXO1 S 361 8929 PHOX2B S
12 139285 AMER1 S 187 27086 FOXP1 S 362 5287 PIK3C2B S
13 29123  ANKRDM S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852  ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARID1A S 194 2625 GATA3 S 369 5295 PIK3R1 S
20 57492 ARID1B S 195 2626 GATA4 S 370 5296 PIK3R2 S
21 196528 ARID2 S 196 2627 GATA6 S 371 8503 PIK3R3 S
22 84159 ARID5B S 197 348654 GEN1 S 372 5292 PIM1 S
23 171023 ASXL1 S 198 79018 GID4 S 373 5336 PLCG2 S
24 55252 ASXL2 S 199 2735 GLI S 374 10769 PLK2 S
25 472 ATM S 200 2767 GNA11 S 375 5366 PMAIP1 S
26 545 ATR S 201 10672 GNA13 S 376 5378 PMS1 S
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ATRX
AURKA
AURKB
AXIN1
AXIN2
AXL
B2M
BAP1
BARD1
BBC3
BCL10
BCL2
BCL2L1
BCL2LM
BCL2L2
BCL6
BCOR
BCORL1
BCR
BIRC3
BLM
BMPR1A
BRAF
BRCA1
BRCA2
BRD4
BRIP1
BTG1
BTK
CALR
CARDT1
CASP8
CBFB
CBL
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE1
CD274
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Entrez ID

2776
2778
2874
26585
2903
2913
2932
3020
3021
440093
3082
3006
3017
8350
8358
8352
8351
8353
8968
8355
8357
8354
8356
333932
126961
653604
8290
6927
3190
10481
3265
3283
3320
23308
3399
3417
3418
3459
3479

Gens

GNAQ
GNAS
GPS2
GREM1
GRIN2A
GRM3
GSK3B
H3F3A
H3F3B
H3F3C
HGF
HISTTH1C
HIST1H2BD
HISTTH3A
HIST1H3B
HISTTH3C
HISTTH3D
HISTTH3E
HISTTH3F
HISTTH3G
HISTTH3H
HIST1H3I
HISTTH3J
HIST2H3A
HIST2H3C
HIST2H3D
HIST3H3
HNF1A
HNRNPK
HOXB13
HRAS
HSD3B1
HSP90AA1
ICOSLG
ID3
IDH1
IDH2
IFNGR1
IGF1
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Entrez ID

5395
10957
5424
5426
5468
8493
5518
5520
5537
639
80243
5573
5584
5591
5071
5652
5727
5728
5781
5789
5802
11122
9444
11021
5879
5885
10111
5888
5890
5889
5892
5893
8438
5894
5903
5914
5921
5925
8241

illumina

Geéns

PMS2
PNRC1
POLD1

POLE
PPARG
PPM1D

PPP2R1A
PPP2R2A
PPP6C
PRDM1
PREX2
PRKAR1A

PRKCI
PRKDC

PRKN
PRSS8
PTCH1

PTEN

PTPNT1
PTPRD
PTPRS
PTPRT
QKI
RAB35

RAC1
RAD21
RAD50
RADS51

RAD51B
RADS1C
RAD51D
RADS52
RADS54L
RAF1
RANBP2

RARA

RASA1
RB1
RBM10
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Nr.
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93
94
95
96
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Entrez
ID

80381
972
973
974

79577

999
51755
1019
1021
1024
1026
1027
1029
1030
1031
1050
1058
1106
1108
T

11200

23152

64326

1387
1399
64109
1436
1441
1452
10664
1493
1495
1499
8452
1523
7852
1540
1616
54165

Gens

CD276
CD74
CD79A
CD79B
CDC73
CDH1
CDK12
CDK4
CDK6
CDK8
CDKN1A
CDKN1B
CDKN2A
CDKN2B
CDKN2C
CEBPA
CENPA
CHD2
CHD4
CHEK1
CHEK2
CiC
COP1
CREBBP
CRKL
CRLF2
CSF1R
CSF3R
CSNK1A1
CTCF
CTLA4
CTNNA1
CTNNB1
CuL3
Cuxi
CXCR4
CYLD
DAXX
DCUN1D1
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Entrez ID

3480
3481
9641
10320
3586
3575
3623
3624
3631
8821
3643
3660
3662
3667
8660
3716
3717
3718
3725
7994
5927
8242
7403
3791
9817
3792
3799
3815
9314
89857
4297
3845
3916
9113
26524
4004
53353
4067
8216

Gens

IGF1R
IGF2
IKBKE
IKZF1
IL10
IL7R
INHA
INHBA
INPP4A
INPP4B
INSR
IRF2
IRF4
IRS1
IRS2
JAK1
JAK2
JAK3
JUN
KATGA
KDM5A
KDM5C
KDMG6A
KDR
KEAP1
KEL
KIFSB
KOMPLEKTS
KLF4
KLHL6
KMT2A
KRAS
LAMP1
LATS1
LATS2
LMO1
LRP1B
LYN
LZTR1
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445
446
447
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9401
5966
5979
6009
387
253260
6016
54894
6098
8986
6198
6199
57521
861
862
23429
6389
54949
6390
6391
6392
26040
29072
23451
10019
4068
55164
9353
84464
4087
4088
4089
6597
6598
6602
8243
9126
6608
9627

illumina

Geéns

RECQL4
REL
RET
RHEB
RHOA
RICTOR
RIT1
RNF43
ROS1
RPS6KA4
RPS6KB1
RPS6KB2
RPTOR
RUNX1
RUNX1T1
RYBP
SDHA
SDHAF2
SDHB
SDHC
SDHD
SETBP1
SETD2
SF3B1
SH2B3
SH2D1A
SHQ1
SLIT2
SLX4
SMAD?2
SMAD3
SMAD4
SMARCA4
SMARCB!1
SMARCD1
SMC1A
SMC3
SMO
SNCAIP
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Nr.

105
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13
14
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116
17
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120
121
122
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125
126
127
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138
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ID

4921
51428
1665
23405
22894
3337
1786
1788
1789
84444
1871
8726
51162
1956
1964
1974
1977
6921
27436
56946
2033
4072
2042
2044
2045
2047
2064
2065
2066
2067
2068
2071
2072
2073
2078
54206
2099
2113
2115

Gens

DDR2
DDX41
DHX15
DICER1

DIS3
DNAJB1
DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
DOTIL
E2F3
EED

EGFL7

EGFR
EIFT1AX
EIF4AA2

EIFAE

ELOC

EML4

EMSY
EP300
EPCAM
EPHA3
EPHAS
EPHA7
EPHB1
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERCC1
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCC5

ERG
ERRFI
ESR1
ETS1
ETV1

Varianta tips

2
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280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
3N
312
313
314
315
316
317
318

Entrez ID

9863
10892
5604
5605
6416
4214
9175
9020
4216
5594
5595
4149
4170
9656
4193
4194
9968
100271849
4221
4233
23269
4286
4292
4300
4352
4361
4436
4437
2956
4485
4486
2475
4595
4602
4609
4610
4613
4615
4654

Gens

MAGI2
MALT1
MAP2K1
MAP2K2
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K13
MAP3K14
MAP3K4
MAPK1
MAPK3
MAX
MCL1
MDC1
MDM2
MDM4
MED12
MEF2B
MEN?1
MET
MGA
MITF
MLH1
MLLT3
MPL
MRET1
MSH2
MSH3
MSH6
MST1
MST1R
MTOR
MUTYH
MYB
MYC
MYCL
MYCN
MYD88
MYOD1
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Varianta tips
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485
486
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Entrez ID

8651
6663
64321
6657
6662
23013
8405
6708
6714
6427
10274
10735
6774
6775
6776
6777
6794
83931
51684
23512
6850
6872
6926
6929
6934
7012
7015
80312
54790
7030
7037
7046
7048
55654
7113
7128
8764
7150
7153

illumina

Geéns

SOCS1
SOX10
SOX17
SOX2
SOX9
SPEN
SPOP
SPTA1
SRC
SRSF2
STAG1
STAG2
STAT3
STAT4
STATS5A
STATSB
STK1
STK40
SUFU
SuUz12
SYK
TAF1
TBX3
TCF3
TCF7L2
TERC
TERT
TET1
TET2
TFE3
TFRC
TGFBR1
TGFBR2
TMEM127
TMPRSS2
TNFAIP3
TNFRSF14
TOP1
TOP2A
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Nr.

144
145
146
147
148
149
150
(151 %)
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
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Proceduras principi

Entrez
ID

2118
2119
2120
2130
2146
54855
2175
2176
2177
2178
2188
2189
55215
55120

2195
55294
2246
2255
2259
9965
2247
8074
2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2260
2263

Gens

ETV4
ETV5S
ETV6
EWSR1
EZH2
FAM46C
FANCA
FANCC
FANCD2
FANCE
FANCF
FANCG
FANC
FANCL
FAS
FAT1
FBXW7
FGF1
FGF10
FGF14
FGF19
FGF2
FGF23
FGF3
FGF4
FGF5
FGF6
FGF7
FGF8
FGF9
FGFR1
FGFR2

Varianta tips
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319
320
321
322
323
324
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328
329
330
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338
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341
342
343
344
345
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348
349
350

Entrez ID

4665
4683
8202
9611
257194
4763
4771
4780
4792
7080
4824
4851
4853
4854
4855
4869
4893
3084
64324
4914
4915
4916
9688
256646
5058
5063
57144
79728
142
5077
5079
5081

Gens

NAB2
NBN
NCOA3
NCOR1
NEGR1
NF1
NF2
NFE2L2
NFKBIA
NKX2-1
NKX3-1
NOTCH1
NOTCH2
NOTCH3
NOTCH4
NPM1
NRAS
NRG1
NSD1
NTRK1
NTRK2
NTRK3
NUP93
NUTM1
PAK1
PAK3
PAKS
PALB2
PARP1
PAX3
PAX5
PAX7

Varianta tips
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494
495
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501
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509
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517
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Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav

Nav

Entrez ID

7157
8626
7186
84231
7248
7249
7253
7307
7422
7428
79679
8838
7490
331
7514
7516
10413
7525
57621
51341
463
7764
80139
8233
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav

Nav

illumina

Geéns

TP53
TP63
TRAF2
TRAF7
TSC1
TSC2
TSHR
U2AF1
VEGFA
VHL
VTCN1
WISP3
WT1
XIAP
XPO1
XRCC2
YAP1
YES1
ZBTB2
ZBTB7A
ZFHX3
ZNF217
ZNF703
ZRSR2
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav
Nav

Nav

Varianta
tips

TSO Comprehensive (EU) analize ir izkliedes tests, kas tiek veikts manuali, izmantojot ekstrahétu nukleinskabi
ka ievades materialu. No formalina fiksétiem parafina iegultiem (FFPE) audiem ekstrahéto DNS un/vai RNS
izmanto, lai sagatavotu bibliotékas, kuras péc tam tiek bagatinatas, izmantojot ar vézi saistus génus, un
sekvencétas ar NextSeq 550Dx instrumentu.
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TSO Comprehensive (EU) analize ietver talak noraditos procesus.

Bibliotekas sagatavo$ana un bagatinasana — RNS gadijuma kopa 40 ng tiek parveidota par divu
pavedienu komplementaro DNS (cDNS). Genomiska DNS (gDNS) gadijuma 40 ng gDNS tiek sadaliti mazos
fragmentos. Universalie sekvencés$anas adapteri tiek ligéti pie cDNS un gDNS fragmentiem. P5 un P7
adapteru sekvences ir iek|autas katra bibliotéka, lai sekvencé8anas laika varétu uztvert bibliotékas
fragmentus uz plismas elementa virsmas. Adapteri ietver i5 un i7 raditaju sekvences, lai identificétu katru
atseviSko paraugu, un bibliotékas no gDNS paraugiem ietver atseviSkas molekulas, izmantojot unikalos
molekularos identifikatorus (UMI). Péc tam bibliotékas tiek bagatinatas, lai noteiktu intereséjoSos génus,
izmantojot uztver$anas metodi. Biotiniletas zondes secibas, kas aptver interesgéjo$os génu regionus, uz
kuriem attiecas analize, tiek hibridizetas ar bibliotekam. Zondes un hibridizétas meérka bibliotékas tiek
izolétas no nemérka bibliotekam, piesaistot ar streptavidina magnétiskajam dalinam. Mérka bagatinatas
biblioteékas tiek mazgatas un amplificétas. Péc tam katras bagatinatas bibliotékas daudzums tiek
normalizéts, izmantojot uz loditém balstitu metodi, lai nodrosSinatu vienadu apvienoto bibliotéku sadalijumu
sekvencésanai.

Sekvencésana un primara analize — normalizétas, bagatinatas bibliotékas tiek apvienotas un sagrupétas
ar plismas elementu un péc tam sekvencétas NextSeq 550Dx instrumenta, izmantojot sekvencésanu ar
sintézes (SBS) Kimiju. SBS Kimija izmanto atgriezenisko terminatora metodi, lai noteiktu atseviskas,
fluorescéjosi iezimétas dezoksinukleotidu trifosfata (ANTP) bazes, kad tas ir ieklautas augoSos DNS
pavedienos. Katra sekvencésanas cikla laika nukleinskabju kédei tiek pievienots viens dNTP. dNTP etikete
kalpo ka polimerizacijas terminators. Péc katras dNTP ieklauSanas fluorescenta krasviela tiek attélota, lai
identificétu bazi, un péc tam sadalita, lai Jautu ieklaut nakamo nukleotidu. Cetras atgriezeniskas darbibas
terminatora dNTP (A, G, T un C) ir sastopamas ka atseviSkas molekulas. Ta rezultata dabiska konkurence
samazina nepareizu ieklausanu. Primaras analizes laika bazu noteik$ana tiek veikta tiesi no signala
intensitates méerjjumiem katra sekvencésanas cikla, ka rezultata tiek iegtta bazu seciba. Katrai bazu
noteik8anai tiek pieskirts kvalitates raditajs.

Sekundara analize — Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modulis atrodas
uz NextSeq 550Dx instrumenta ka dala no Local Run Manager programmaturas, lai atvieglotu TSO
Comprehensive (EU) izpildes iestatiSanu un veiktu sekvencésanas rezultatu sekundaro analizi. Sekundara
analize ietver izpildes apstrades un kvalitates kontroles apstiprinasanu, kam seko demultipleksé$ana,
FASTQ failu generésana, savieto$ana un variantu noteikSana. DemultiplekséSana atdala datus no
apvienotajam bibliotekam, pamatojoties uz unikaliem sekvences indikatoriem, kas tika pievienoti bibliotekas
sagatavos$anas proceddras laika. Tiek generéti FASTQ starpposma faili, kas ietver katra parauga
sekvencésanas nolasijumus un kvalitates raditajus, iznemot nolasijumus no klasteriem, kas neizgaja cauri
filtram. Péc tam sekvencésanas nolasijumiem tiek veikta savietoSanas procedura ar atsauces genomu, lai
identificétu saistibu starp sekvencém, un tiek pieskirts rezultats, pamatojoties uz regionu lidzibam.
Savietotie nolasijumi tiek ierakstiti failos BAM formata. Analizes programmatura izmanto atseviskus
algoritmus bibliotekam, kas generétas no DNS un/vai RNS paraugiem, lai DNS paraugiem noteiktu mazos
DNS variantus, génu amplifikacijas, TMB un MSI, ka ari saplG$anas un salaidumu variantus RNS paraugos.
Analizes programmatiiras modulis Jeneré vairakas izvades, tostarp sekvencésanas parametrus un Variant
Call Format (VCF) (Variantu noteikS8anas formata) failus. VCF failos ir informacija par atsauces genoma
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konkrétajas pozicijas atrastajiem variantiem. Katram paraugam tiek generéti sekvencésanas parametru un
individualie izvades faili. Sikaku informaciju par sekundaro un terciaro analizi skatiet Local Run Manager
TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modula darbplismas celvedi (dokuments Nr. 200008661).

Terciara analize — terciara analize, ko veic Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
analizes modulis, sastav no TMB un MSI aprékiniem, paligdiagnostikas noteikSanas, variantu audzéju
profiléSanas divos kliniskas nozimes limenos, izmantojot zinaSanu bazi (KB) un audu veidu, ka ari rezultatu
atskaites izveides. Audz€ja profiléSanu var saukt ari par visaptveroSu genoma profiléSanu. Interpretéto
variantu rezultati un TMB un MSI biomarkieru rezultati tiek apkopoti TSO Comprehensive (EU) rezultatu
atskaité.

Proceduras ierobezojumi

Tikai in vitro diagnostikas nolukiem.

Lieto8anai tikai pec arsta noradijuma. Tests jaizmanto saskana ar kliniskas laboratorijas noteikumiem.

Genoma atrades, kas uzskaititas paredzéta lietojuma 2. tabula, nav noradijums vai secinajums noteikta
terapeitiska produkta izmantoSanai pie konkrétas indikacijas.

Variantiem, kas uzskaititi TSO Comprehensive (EU) rezultatu atskaites sadala Genoma atrades ar
pieradijumiem par klinisku nozimi (2. imenis) un genoma atrades ar potencialu kiinisko nozimi (3. [imenis),
kliniska apstiprinasana nav veikta.

Lémumi par pacientu aprupi un arsté8anu japienem, pamatojoties uz arstéjosa arsta neatkarigu medicinisko
spriedumu, nemot véra visu piemérojamo informaciju par pacienta stavokli, pieméram, pacienta un gimenes
vésturi, fizikaliem izmeklgjumiem, informaciju no citiem diagnostiskajiem testiem un pacienta vélmem,
saskana ar aprupes standartu attiecigaja sabiedriba.

FFPE paraugu kvalitate ir Joti mainiga. Paraugi, kuriem nav veiktas standarta fiksacijas proceduras, var
negenerét ekstrahétas nukleinskabes, kas atbilst analizes kvalitates kontroles prasibam (Kvalitates
kontrole, 81. Ipp.). FFPE blokiem, kas ir uzglabati ilgak par pieciem gadiem, ir konstatéts samazinats
derigums.

TSO Comprehensive (EU) veiktspéja nav novertéta ar paraugiem, kas ieguti no pacientiem, kuriem veikta
organu vai audu transplantacija.

Liels nekrotisko audu daudzums (= 23 %) var traucét TSO Comprehensive (EU) analizes iespé&ju noteikt
génu amplifikacijas un RNS saplusanas.

Somatiska virzosa mutacija var nebut ticami konstatéta, ja audzéja saturs (péc apgabala) ir mazaks par
20 %.

Mikrosatelita stabili (MS stabili) galarezultats var but neuzticams, ja audzéja saturs ir mazaks par 30%.
Mikrosatelita augsts (MSI-High) rezultats ir pareizs neatkarigi no audzéja satura.

Hemoglobins, kas saistits ar audiem, samazina atbalsta lasijumus MET salaidumu variantiem.
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* Loti parkartotos genomos ar delécijam un heterozigotitates zudumu TSO Comprehensive (EU)
programmatdra var k|udaini klasificet DNS paraugu ka piesarnotu (CONTAMINATION_SCORE > 3106 un
p vértiba > 0,049).

* Negativs rezultats neizslédz mutacijas klatbutni zem analizes noteik8anas robezam (LoD).

* Mazo DNS variantu noteik8anas jutigumu var ietekmét:
— zemas sarezditibas genoma konteksts;
— pieaugoss variantu garums.

* TMB raditaji var but neprecizi talak noraditaja konteksta:
— jaaudzéja saturs sasniedz limeni, kura sakrit dzimumsunu un somatisko Stnu variantu aléJu biezums

(VAF);

— populacijas, kas nav labi parstavétas publiskajas datu bazes.

* Génu amplifikacijas ir vienigie kopiju skaita varianti, par kuriem zino TSO Comprehensive (EU). Analize
nezino par génu delécijam.

* Sapludinasanu noteik8anas algoritmi TSO Comprehensive (EU) analizes programmatiira var nenemt véra
pieradijumus no nolasijumiem, kas sniedzas arpus anotéto génu robezam.

* SapluSanas noteikSanas jutibu var ietekmeét:

v -

— zema limena bibliotekas sarezditiba, kas izraisa samazinatus atbalstitos nolasijumus analizes
darbpllsmas novirzu dé| (pieméram, skatiet maisiSanas darbibas sadala RNS denaturésana un
renaturésana, 43. lpp.);

— kad viens géns aptver abus parravumus;

— gadijumos, kad vairaki sapllSanas parravumi atrodas viens otram tuvu ar vienu vai vairakiem
partneriem; vairaki parravumi un partneri var tikt zinoti ka viens parravums un partneris;
— péc maziem vid€jiem inserciju izmériem. NepiecieSama minimalais vidéjais insercijas izmeérs, kas ir
80 bp, tomer jutiba samazinas 80-100 bp diapazona;
— kad ir zema limena sekvencu sarezditiba vai homologs genoma konteksts ap sapli$anas parravumiem.
* Sapllsana iesaistito génu izzusanu var ietekmét, ja saplisanas parravumi notiek genoma regionos, kas
satur génus, kas parklajas. Analize zino par visiem géniem, atdalot tos ar semikoliem, ja parravumu parklaj
vairaki geni.
* Neviendabigs parklajums TERT promotora regiona var izraisit rezultatu trikumu maza dziluma dé|.
* Anotacijas vai zinaSanu bazes k|udas var izraisit k|udaini pozitivu vai k|udaini negativu rezultatu, tostarp
varianta ieklauSanu nepareiza limeni (starp Genoma atrades ar pieradijumiem par kiinisku nozimi [2. lmenis]
un genoma atrades ar potencialu klinisko nozimi [3. limenis]), vai anotaciju informacija atskaité var but

nepareiza. CDx rezultatos zinotos variantus neietekmé anotacijas vai zinaSanu bazes kjudas. K|udas iespéja
pastav no $adiem trim avotiem.

— TSO Comprehensive (EU) varianta anotacija. Kludas biezums ir aptuveni 0,0027 %, pamatojoties uz
2 448 350 variantu analizino COSMIC v92, tapéec k|udu iesp&jamiba ir maza.

— ZinaSanu bazes k|uda atlases procesa dé|.
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— ZinaSanu bazes satura atbilstiba laika gaita mainas. Atskaite atspogulo zinasanas, kas ir zinaSanu bazes
versijas izveides laika.

TSO Comprehensive (EU) ir paredzéts, lai zinotu par somatiskiem variantiem, kad tiek zinots par variantiem
ar kliniski nozimigiem pieradijumiem vai variantiem ar potencialu klinisko nozimi. Ta ka tas ir tikai audzé€ja
tests, zinoSana par dzimumsinu (mantotiem) variantiem ir iespéjama, bet netiek apzinati veikta. TSO
Comprehensive (EU) izmanto zinasanu bazi, lai zinotu par variantiem, skaidri nenoradot, vai tie ir
dzimums&inu vai somatiskas izcelsmes.

Zinasanu baze ietver tikai terapeitiskas, diagnostiskas un prognostiskas saistibas, kas ir atbilstoSas
variantiem, kuri atrodas noteikta solida Jaundabiga jaunveidojuma. ZinaSanu baze nav ieklauta uznémibas
vai véza riska saistiba.

Nakamaja tabula ir paraditas nukleotidu izmainas trim RET variantiem, kurus analize nevar noteikt. Var tikt
noteiktas citas nukleotidu izmainas tam pasam aminoskabju izmainam.
3. tabula Nukleotidu izmainas trim RET variantiem

Aminoskabes

Fellpee Chr* Pozicija Atsauces aléle Alternativa
p.E632_ chril0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG
A640delinsVRP TGCGGCCG
p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG
C634delinsDVR
p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA
R635insPK CAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = hromosoma

|lzstradajumu komponenti

TSO Comprehensive (EU) analize sastav no talak noraditajiem komponentiem.

TruSight Oncology Comprehensive (EU) komplekts (lllumina kataloga Nr. 20063092) — komplekta ir ieklauti
reagenti ar pietiekamu tilpumu, lai generétu 24 DNS un 24 RNS bibliotékas. Apjoms ietver pacientu
paraugus un kontroles. Kontroles tiek pardotas atseviski (skatiet sadalu Nepieciesamie reagenti, kas netiek
nodrosinati, 17. lpp.).

Zinasanu baze: Regulari atjauninata un pieejama lejupieladei lllumina Lighthouse portala.

Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modulis (llluminakatalogs Nr.
20051843), kas ietver Sadus komponentus:
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— TSO Comprehensive pretenziju pakas;

— TSO Comprehensive programmaturas komplekts;

— TSO Comprehensive USB komplekts.

illumina

lllumina servisa parstavis instalé atbilstoSo TSO Comprehensive (EU) analizes modulis versiju Local Run
Manager NextSeq 550Dx instrumenta. Informaciju par analizes moduli skatiet Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) analizes modula darbplusmas ce|vedi (dokuments Nr. 200008661).

Reagenti

Nodrosinatie reagenti

TSO Comprehensive (EU) komplekta ir ieklauti turpmak noraditie reagenti.

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep, PN 20031127

Reagents

First Strand Synthesis

Mix (FSM)

Second Strand Mix
(SSM)

Elution Primer Frag
Mix (EPH3)

Reverse

Transcriptase (RVT)

Dalas
numurs

20031431

20031432

20031433

20031434

Dokuments Nr. 200007789 v08

Daudzums

Tilpums

260 pl

720 ul

250 pl

70 ul
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Aktivas
sastavdalas
Buferéts tGdens
Skidums, kas satur
salus un
nukleotidus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
salus, DNA
polymerase,
RNaziH un
nukleotidus

Buferéts Udens
Skidums, kas satur
salus un nejausus
heksamerus

Buferéts udens
Skidums, kas satur
reverse
transcriptase

Uzglabasanas
temperatura

No -25 °C idz
-15°C

No -25°C lidz
-15°C

No -25 °C lidz
-15°C

No -25 °C idz
-15°C
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TruSight Oncology Comp Library Prep (Sasaldéets), PN 20031118

Reagents

End Repair A-tailing A

(ERAT-A)

End Repair A-tailing
B (ERA1-B)

Adapter Ligation
Buffer 1 (ALB1)

DNA Ligase 3 (LIG3)

Short Universal
Adapters 1 (SUA1)

UMI Adapters v1
(UMI)

Stop Ligation Buffer
(STL)

Enhanced PCR Mix
(EPM)

Dalas
numurs

20031435

20031436

20031437

20031438

20031439

20031496

20031440

20031441
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Daudzums

Tilpums

85 ul

210 l

1,73 ml

190 ul

290 pl

290 pl

480 pl

550 pl
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Aktivas
sastavdalas
Buferéts Udens
Skidums, kas satur
T4 DNA polimerazi
un polinukleotidu
kinazi

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
sajus un
nukleotidus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
salus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
ligazi

Buferéts udens
Skidums, kas satur
universalos
sekvencésanas
oligonukleotidus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
universalos
sekvencésanas
oligonukleotidus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur
salus

Buferéts udens
Skidums, kas satur
DNA polimerazi un
nukleotidus

illumina

Uzglabasanas
temperatira
No -25°C idz
-15°C

No -25 °C idz
-15°C

No -25 °C lidz

-15°C

No -25 °C idz
-15°C

No -25 °C lidz
-15°C

No -25 °C lidz
-15°C

No -25°C lidz
-15°C

No -25 °C idz
-15°C
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TruSight Oncology Comp Library Prep (Atdzeséts), PN 20031119

, Dalas . Aktivas Uzglabasanas
Reagents Daudzums  Tilpums _ _
numurs sastavdalas temperatura
Resuspension Buffer 20031444 1 12,4 ml Buferéts tdens No
(RSB) Skidums, kas satur 2°Chdz8°C
salus
Sample Purification 20031442 2 6,11 ml Udens 3kidums, kas  No
Beads (SPB) satur magnétiskas 2°Chdz8°C
lodites
TE Buffer (TEB) 20013443 1 10 ml Tris EDTA $kidums No
2°Chdz8°C

TruSight Oncology Comp UP Index Primers, PN 20031120

Aktivas sastavdalas: Buferéts Udens Skidums, kas satur oligonukleotidu praimerus ar atsevisku svitrkodu.

/N UZMANIBU!

RNS vai DNS paraugiem izmantojiet unikalos indekséSanas praimerus (UPxx). Nekombingjiet CPxx un
UPxx indeksésanas praimerus kopa viena biblioteka.

Ind;l;?iiarinsas n?.:'rlzsrs Daudzums  Tilpums i7 Index i7 Sequence i5 Index i5 Sequence Uzglabasanas temperatiira
UPO1 20031445 1 24 ul D702 TCCGGAGA D503 AGGATAGG No -25°Cldz -15°C
UP02 20031446 1 24l D707 CTGAAGCT D504 TCAGAGCC No -25 °C lidz -15 °C
UPO3 20031447 1 24 ul D717 CGTAGCTC D509 CATCCGAA No -25°Cldz -15°C
UP04 20031448 1 24l D706 GAATTCGT D510 TTATGAGT No -25 °C lidz -15 °C
UPO5 20031449 1 24 ul D712 AGCGATAG D513 ACGAATAA No -25°Cldz -15°C
UP06 20031450 1 24l D724 GCGATTAA D515 GATCTGCT No -25 °C lidz -15 °C
UPO7 20031451 1 24 ul D705 ATTCAGAA D501 AGGCTATA No -25°Clidz -15°C
UP08 20031452 1 24l D713 GAATAATC D502 GCCTCTAT No -25 °C lidz -15 °C
UP09 20031453 1 24 ul D715 TTAATCAG D505 CTTCGCCT No -25°Clidz -15°C
UP10 20031454 1 24l D703 CGCTCATT D506 TAAGATTA No -25 °C lidz -15 °C
UPT1 20031455 1 24 ul D710 TCCGCGAA D517 AGTAAGTA No -25°Clidz -15°C
UP12 20031456 1 24l D701 ATTACTCG D518 GACTTCCT No -25 °C lidz -15 °C
UP13 20031457 1 24 ul D716 ACTGCTTA D51 AGAGGCGC No -25°Clidz -15°C
UP14 20031458 1 24l D714 ATGCGGCT D512 TAGCCGCG No -25 °C lidz -15 °C
UP15 20031459 1 24 ul D718 GCCTCTCT D514 TTCGTAGG No -25°Clidz -15°C
UP16 20031460 1 24l D719 GCCGTAGG D516 CGCTCCGC No -25 °C lidz -15 °C
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TruSight Oncology Comp CP Index Primers, PN 20031126

Aktivas sastavdalas: Buferéts Udens Skidums, kas satur oligonukleotidu praimerus ar atsevisku svitrkodu.

/N UZMANIBU!

Izmantojiet kombinétos indeksésanas praimerus (CPxx) tikai DNS paraugiem. Nekombing&jiet CPxx un
UPxx indekseSanas praimerus kopa viena biblioteka.

IndekséSanas Dalas

T humurs Daudzums Tilpums i7 Index Sekvencésana i5 Index Sekvencésana Uzglabasanas temperatiira
CPO1 20031461 1 20 pl D721 KATCGAGG D507 ACGTCCTG No -25°C lidz -15 °C
CP02 20031462 1 20 ul D723 CTCGACTG D508 GTCAGTAC No -25 °C lidz -15 °C
CPO3 20031463 1 20 ul D709 CGGCTATG D519 CCGTCGCC No -25 °C lidz -15 °C
CP04 20031464 1 20 ul D7M TCTCGCGC D520 GTCCGAGG No -25 °C lidz -15 °C
CP05 20031465 1 20 ul D723 CTCGACTG D507 ACGTCCTG No -25 °C lidz -15 °C
CP06 20031466 1 20 ul D709 CGGCTATG D507 ACGTCCTG No -25 °C lidz -15 °C
CPO7 20031467 1 20 pl D71 TCTCGCGC D507 ACGTCCTG No -25°Clidz -15 °C
CP08 20031468 1 20 ul D721 KATCGAGG D508 GTCAGTAC No -25 °C lidz -15 °C
CP09 20031469 1 20 ul D709 CGGCTATG D508 GTCAGTAC No -25 °C lidz -15 °C
CP10 20031470 1 20 pl D71 TCTCGCGC D508 GTCAGTAC No -25°C Iidz -15 °C
CP1M 20031471 1 20 pl D721 KATCGAGG D519 CCGTCGCC No -25°Clidz -15 °C
CP12 20031472 1 20 ul D723 CTCGACTG D519 CCGTCGCC No -25 °C lidz -15 °C
CP13 20031473 1 20 pl D7M TCTCGCGC D519 CCGTCGCC No -25 °C lidz -15 °C
CP14 20031474 1 20 pl D721 KATCGAGG D520 GTCCGAGG No -25°C lidz -15 °C
CP15 20031475 1 20 pl D723 CTCGACTG D520 GTCCGAGG No -25 °C lidz -15 °C
CP16 20031476 1 20 ul D709 CGGCTATG D520 GTCCGAGG No -25 °C lidz -15 °C

TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), PN 20031123

\ Dalas . o _ Uzglabasanas
Reagents ’ Daudzums Tilpums  Aktivas sastavdalas _
humurs temperatura
Target Capture 20031477 2 870 pul Buferéts udens No 2 °Clidz 8 °C
Buffer 1 (TCB1) Skidums, kas satur
formamidu un salus
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Reagents

Streptavidin
Mag Beads
(SMB)

2N NaOH (HP3)

Elute Target
Buffer 2 (ET2)

Library
Normalization
Beads 1 (LNB1)

Library
Normalization
Wash 1 (LNW1)

Library
Normalization
Storage Buffer 1
(LNS1)

Resuspension
Buffer (RSB)

Sample
Purification
Beads (SPB)

Dalas
numurs

20031478

20031479

20031480

20031481

20031482

20031483

20031444

20031442
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TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Daudzums

2

2

2

Tilpums

7,78 ml

400 i

290 pl

1,04 ml

4,8 ml

3,5ml

12,4 ml

6,11 ml

Aktivas sastavdalas

Buferéts Udens
Skidums, kas satur sajus
un cietas fazes
paramagnétiskas
lodites, kas kovalenti
parklatas ar
streptavidinu

Natrija hidroksida
Skidums

Buferéts tdens Skidums

Buferéts Udens
Skidums, kas satur
cietas fazes
paramagnétiskas
lodites.

Buferéts Udens
Skidums, kas satur
salus,
2-merkaptoetanolu un
formamidu.

Buferéts tdens
Skidums, kas satur sajus

Buferéts tdens
Skidums, kas satur sajus

Udens 8kidums, kas
satur magneéetiskas
lodites

illumina

Uzglabasanas
temperatura

No 2°Clidz 8 °C

No2°Clidz8°C
No 2°Clidz 8 °C

No2°Clidz8°C

No 2°Clidz 8 °C

No 2°Clidz8°C

No2°Clidz8°C

No2°Clidz8°C

15.n0 143



TruSight Oncology Comprehensive (EU) lietoSanas pamaciba

TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), PN 20031121

Reagents

Dalas

numurs

Target Capture
Additives 1
(TCA1)

Enhanced
Enrichment
Wash (EEW)

Enrichment
Elution 2 (EE2)

Enhanced PCR
Mix (EPM)

PCR Primer
Cocktail 3
(PPC3)

Library
Normalization
Additives 1
(LNAT)

PhiX Internal
Control (PX3
vai PhiX)

20031486

20031487

20031488

20031441

20031490

20031491

20031492

Daudzums

Tilpums

2 521 pl

1 50,4 ml

3 1,65 ml

2 550 pl

2 150

1 4,6 ml

1 10 pl

Aktivas sastavdalas

Buferéts tdens Skidums,
kas satur
oligonukleotidus.

Buferéts Gdens Skidums,
kas satur sajus

Buferéts tdens Skidums,
kas satur mazgasanas
idzekli

Buferéts tdens Skidums,
kas satur DNA polimerazi
un nukleotidus

Buferéts tdens Skidums,
kas satur P5 un P7
praimerus

Buferéts Gdens Skidums,
kas satur salus,

2- merkaptoetanolu un
formamidu.

Buferéts tdens Skidums,
kas satur PhiX genoma
DNS

TruSight Oncology Comp Content Set, PN 20031122

Reagents

Oncology RNA
Probe Pool (OPR1)

Oncology DNA
Probe Pool 2 (OPD2)

Dalas
humurs

20031494

20031495

Dokuments Nr. 200007789 v08

Daudzums Tilpums
1 290 pl
1 290 ul
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Aktivas sastavdalas

Oligonukleotidu
zondes kopa

Oligonukleotidu
zondes kopa

illumina

Uzglabasanas
temperatira

No -25°Clidz -
15°C

No -25°C idz -
15°C

No -25 °C lidz -
15°C

No -25 °C lidz -
15°C

No -25°C lidz -
15°C

No -25 °C idz -
15°C

No -25°C lidz -
15°C

Uzglabasanas
temperatira

No -25°Cldz -
15°C
No -25°C dz -
15°C
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illumina

NepiecieSamie reagenti, kas netiek nodrosinati

Pirmsamplifikacijas reagenti

* DNA and RNA Extraction and Purification Reagents — reagentu prasibas skatiet sadala Nukleinskabju

ekstrakcija, kvantificésana un uzglabasana, 27. lpp..

* DNA and RNA Quantification Reagents — readentu prasibas skatiet sadala Nukleinskabju ekstrakcija,

kvantificésana un uzglabasana, 27. lpp..

* TruSight Oncology kontroles:

— TruSight Oncology DNS kontrole (lllumina kataloga Nr. 20065041);
— TruSight Oncology RNS kontrole (lllumina kataloga Nr. 20065042)

* Ethanol (EtOH) 100 % (200 stiprums), molekularajai biologijai

* RNase/DNase-free water

Pecamplifikacijas reagenti

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) (lllumina kataloga Nr. 20028871)
— NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cikli)
— NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cikli)

— NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cikli)
* EtOH 100 % (200 stiprums), molekularajai biologijai

* RNase/DNase-free water

Reagentu uzglabasana un rikoSanas ar tiem

Talak noradito reagentu kastes tiek piegadatas sasaldétas. Uzglabat no -25 °C lidz -15 °C temperatira.

Kaste

TruSight Oncology Comp RNA Library Prep

TruSight Oncology Comp Library Prep (Sasaldéts)

TruSight Oncology Comp UP Index Primers

Dokuments Nr. 200007789 v08
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Dalas numurs

20031127

20031118

20031120

Laboratorijas
zoha

Pirms
amplifikacijas
Pirms
amplifikacijas
Pirms
amplifikacijas
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Kaste Dalas numurs
TruSight Oncology Comp CP Index Primers 20031126
TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts) 20031121
TruSight Oncology Comp Content Set 20031122

/AN UZMANIBU!

illumina

Laboratorijas
zona

Pirms
amplifikacijas
Péc amplifikacijas

Pec amplifikacijas

Neuzglabajiet reagentus uzglabasanas iekarta ar automatisko atkausésanu vai ledusskapja durvju

nodalijumos.-

Talak noraditas reagentu kastes tiek piegadatas uz gela iepakojumiem, lai uzturétu no 0 °C Ildz 10 °C

temperatiru. Uzglabat no 2 °C lidz 8 °C temperatura.

Kaste Dalas numurs
TruSight Oncology Comp Library Prep (Atdzeséts) 20031119
TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts) 20031123

/N UZMANIBU!

Nesasaldgjiet reagentus, kas satur lodites (LNB1, SPB un SMB).

Laboratorijas
zoha

Pirms
amplifikacijas

Pec amplifikacijas

* Reagentu fiziskas izskata izmainas var noradit uz materialu bojajumu. Ja notiek fiziskas izskata izmainas

(pieméram, reagentu krasas izmainas vai dulkainiba), nelietojiet reagentus.

* FSM, SSM, ERA1-B un TCB1 var bt ar izstradajumu saistitas dalinas. levérojiet katram reagentam
specifiskas rikoSanas vadIinijas. Péc FSM un SSM sajauk$anas darbibu veikSanas atlikusas baltas ar

izstradajumu saistitas dalinas neietekmeés veiktspéju.

* TSO Comprehensive (EU) analizes stabilitate ir novértéta un veiktspéja ir pieradita lldz Eetram komplekta
lietoSanas reizém. Reagenti ir stabili, ja tiek glabati noraditajas temperatiiras lidz noraditajam deriguma

termina beigu datumam, kas noradits uz kastes etiketes.

Dokuments Nr. 200007789 v08
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Aprikojums un materiali

illumina

NepiecieSamais aprikojums un materiali, kas netiek
nodrosSinati

Pirmsamplifikacijas lekartas un materiali

Aprikojums

Ultraskanas ierice ar saistitiem piederumiem
DNS Ultraskanas apstrades ierices iestatijumi DNS fragmentésanai,

23. lpp..

Amplifikators ar §adam specifikacijam:
apsildams vaks,ko var iestatit uz 30 °C un 100 °C (vai var izsléegt, ja

nevar iestatit uz 30 °C);

ietver temperaturas diapazonu no 4 °C lidz 99 °C;
temperaturas precizitate +0,25 °C;

saderigs ar 96 iedobju PCR platém, 0,2 ml;

skatiet sadalu Amplifikatora uzsilsanas atrums, 24. Ipp.

Virpulmaisitajs

Mikroparaugu inkubatori (2) ar ieliktniem 96 iedobju MIDI platém (2).

Mikrocentrifliga

Plates centrifliga ar §adam specifikacijam:
o saderigs ar 96 iedobju mikroplatem;
o spéjradit 280 x g (+/- 10%)

Plates kratitajs ar Sadam specifikacijam:

o spéj kratit ar 1200 apgr./min un 1800 apgr./min

Noslég8anas Kilis vai rullitis

Magnétiskais stativs ar S$adam specifikacijam:

o paredzéts paramagnétisko lodisu izgulsnéSanai/atdaliSanai;
» magnéti stativa sanos (nevis apaksa);

» saderigs ar 96 iedobju MIDI platém

Dokuments Nr. 200007789 v08

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

2 mm orbita;

Piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
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Aprikojums

Precizijas pipetes, kas spéj precizi ievadit tilpumus no 2 ul idz 1000 pl
ar turpmak noraditajam specifikacijam.

o Viena vai vairaku kanalu pipete ar 0,02 pul soli

» Viena vai vairaku kanalu pipete ar 0,1 ul, 0,2 pl, vai 0,5 pl

» Viena vai vairaku kanalu pipete ar 1 yl vai 2 ul soli

Pipetes ir regulari jakalibré un tam jabut precizam 5 % robezas no
noradita tilpuma.

Pipesu paliginstruments

Ledus vai aukstuma bloks

10 ml serologiskas pipetes

PaslipoSie noslégi 96 iedobju platém ar Sadam specifikacijam:

e nopléSami;

» piemeéroti PCR platém ar pilnu vai dal€éju apmali;

e izturiga lime, kas spéj izturét vairakas temperaturas izmainas -20 °C
dz 100 °C;

» nesatur ribonukleazi/dezoksiribonuleazi.

Mikrocentrifligas stobrini ar 1,7 ml ietilpibu, nesatur nukleazi
Nukleazi nesaturosi reagenta rezervuari (vienreizlietojamas teknes,
50 ml) (vai lidzveértigi)

15 ml konusveida stobrini

50 ml konusveida stobrini

Saderigi, pret aerosolu izturigi pipetes uzgali

96 iedobju uzglabasanas plates, 0,8 ml (MIDI plates)

96 iedobju PCR plates saderigas ar amplidfikatoru, 0,2 mli
(polipropiléna iedobes)

Dokuments Nr. 200007789 v08
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illumina

Piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Fisher Scientific, dalas

Nr. AB-0859 vai lldzvertigas

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
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Pecamplifikacijas iekartas un materiali

Aprikojums

NextSeq 550Dx instruments

Plates centrifliga ar $adam specifikacijam:
» saderigs ar 96 iedobju mikroplatém
o Spéjradit 280 x g (+/- 10%)

Amplifikators ar Sadam specifikacijam:

o apsildams vaks(100 °C);

« ietver temperaturas diapazonu no 4 °C lidz 99 °C;

» temperaturas precizitate 0,25 °C;

» saderigs ar 96 iedobju PCR platém, 0,2 ml;

 skatiet sadalu Amplifikatora uzsilsanas atrums, 24. lpp.

Virpulmaisitajs
Mikroparaugu inkubators ar ieliktni 96 iedobju MIDI platém

Sausais siltumbloks ar Sadam specifikacijam:

» temperaturas diapazons no 25 °C lidz 99 °C;

o temperaturas precizitate =5 °C;

« parliecinieties, ka mikrocentrifiigas stobrini ir saderigi ar siltumbloku
Plates kratitajs ar Sadam specifikacijam:

e 2 mm orbita;

e spéj kratit ar 1200 apgr./min un 1800 apgr./min

Mikrocentrifliga
Noslég8anas Kilis vai rullitis

Magnétiskais stativs ar S$adam specifikacijam:

o paredzéts paramagnétisko lodisu izgulsnéSanai/atdaliSanai;
» magnéti stativa sanos (nevis apaksa);

» saderigs ar 96 iedobju MIDI platém

Dokuments Nr. 200007789 v08
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illumina

Piegadatajs
lllumina, kataloga
Nr. 20005715

Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
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Aprikojums

Precizijas pipetes, kas spéj precizi ievadit tilpumus no 2 ul idz 1000 pl
ar turpmak noraditajam specifikacijam.

o Viena vai vairaku kanalu pipete ar 0,02 pul soli

» Viena vai vairaku kanalu pipete ar 0,1 ul, 0,2 ul vai 0,5 pl soli

» Viena vai vairaku kanalu pipete ar 1 yl vai 2 ul soli

Pipetes ir regulari jakalibré un tam jabut precizam 5 % robezas no
noradita tilpuma.

Pipesu paliginstruments

10 ml serologiskas pipetes

Pasliposie noslégi 96 iedobju platém ar $adam specifikacijam:

e noplésami;

» pieméroti PCR platém ar pilnu vai daléju apmali;

« izturiga lime, kas sp€j izturét vairakas temperaturas izmainas -20 °C
lldz 100 °C;

e nesatur ribonukleazi/dezoksiribonuleazi

Mikrocentrifligas stobrini ar 2 mlietilpibu, nesatur nukleazi
Mikrocentrifligas stobrini ar 1,7 ml ietilpibu, nesatur nukleazi
Nukleazi nesaturosi reagenta rezervuari (vienreizlietojamas teknes,
50 ml) (vai lidzveértigi)

15 ml konusveida stobrini

50 ml konusveida stobrini

Saderigi, pret aerosolu izturigi pipetes uzgali

96 iedobju uzglabasanas plates, 0,8 ml (MIDI plates)

96 iedobju PCR plates saderigas ar amplidfikatoru, 0,2 mli

(polipropiléna iedobes)

Ledus vai aukstuma bloks

Dokuments Nr. 200007789 v08
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illumina

Piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs

Fisher Scientific, dalas

Nr. AB-0859 vai lldzvertigas

Visparigais laboratorijas
piegadatajs
Visparigais laboratorijas
piegadatajs
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Ultraskanas apstrades ierices iestatijumi DNS
fragmentésanai

DNS fragmentéSana vai sadaliSana ietekmé analizes veiktspéju, nosakot fragmenta izméra sadaljumu, kas
savukart ietekmé sekvencésanas parklajumu. TSO Comprehensive (EU) analizei tika izvertétas un optimizetas
vairakas fokusétas apstrades ar ultraskanu konfiguracijas (4. tabula).

SadaliSanas laiks tika pielagots, lai maksimali palielinatu MEDIAN_EXON_COVERAGE parametru, kas
aprakstits sadala Kvalitates kontrole, 81. Ipp.. SadaliS8anas laiki (skatiet 4. tabula) un MEDIAN_INSERT_SIZE
rezultati dazadas konfiguracijas bija atskirigi.

1.-4.un 6. kenfiguracija tika testétas ar 8 joslu stikla mégeném. 5. konfiguracija tika izmantota viena stikla
caurule. Stobrinu tilpumi ir paraditi 4. tabula.

3. - 6. konfiguracijas optimizacija (mazaks udens vannas tilpums) izmantoja impulsus.

3.-5. konfiguracija tika nogriezta mazaka tilpuma mégenés. Stobrinu tilpums ietekmé sadali$anas
parametrus.

4. konfiguracijai (linijas devéjs, vidéja izméra udens vannas tilpums, degazéts tGdens) bija nepiecieSams ilgs
impulsa aiztures laiks (40 sekundes), lai sasniegtu lidzigu MEDIAN_EXON_COVERAGE ka 1. un

2. konfiguraciju ar nominalo 40 ng ievadi.

Optimalie iestatijumi 3. konfiguracijai izraisija nedaudz lielaku fragmentu izméru izkliedi salidzinajuma ar
citam konfiguracijam (MEDIAN_INSERT_SIZE bija par aptuveni par 5-10 bazu pariem lielaks).

3. un 5. konfiguracija izmanto negazéetu tdeni un mazako udens peldes tilpumu.

3. un 5. konfiguracijai bija nepiecieSama palielinata DNS ievade (50 ng — 3. konfiguracijai, 60 ng —

5. konfiguracijai), lai sasniegtu lidzigu MEDIAN_EXON_COVERAGE salidzinajuma ar paréjam

4 konfiguracijam, kuras tika izmantota nominala 40 ng ievade.

3. un 5. konfiguracijai ir vairak bojajumu un/vai denaturacijas, ldz ar to mazaka izmantojamo dsDNS
molekulu efektiva masa bibliotékas sagatavosanai.

Centrifugéjiet sadaliS8anas stobrinus atjaunoSanas procesa laika, lai nodrosinatu, ka noradrtais tilpums tiek
atguts, jo jebkurs materiala zudums var negativi ietekmét veiktspéju.
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4.tabula Noveértetas fokusetas ultraskanas iekartas konfiguracijas

Konfiguracija

Parametrs 1 2 3 4 5 6
Parveidotajs Linija Punkts Punkts Linija Punkts Linija
Udens peldes tilpums 51 51 85 ml 500 ml 16 ml 1,71
Udens atgazéts Ja Ja Né Ja Né Ja
Udens dzesétajs Ja Ja Ja Ja Ja Ja
Udens vannas temperatira 7 °C 7°C 12 °C 12 °C 20°C 10°C
Maksimala incidenta jauda 450 W 175 W 50w 350 W 50w 450 W
(PIP)
% darba koeficients 30 10 30 25 20 25
Cikli uz vienu impulsu 200 200 1000 1000 1000 600
PulséSana (10 sekunzu Né Né Ja Ja Ja Ja
impulsi)
PulséSanas aiztures laiks Nav Nav 10s 40 s 10s 10s
Sadali$anas laiks 250's 280's 200 s’ 320s?2 2005’ 320 s?
Paraugu apstrade 1-8 1 1 1-8 1 1-8
Partijas izmeérs 1-96 1-96 1-8 1-8 1 1-96
Stikla 8 slok$nu stobrina 130 ul 130 i 50 ul 50 ul Viens 130 pl (vai
parauga izmers stobrins 96
(50 pI) mikroTUBE

plate)

Dithering Nav Nav Nav 3mmY Nav 1,5mmY
@ 20 pie 10 mm/s
mm/s

DNS ievades ekvivalents 40 ng 40 ng 50 ng 40 ng 60 ng 40 ng

(videjam eksonu
parklajumam)

1200 sekunzu sadali$anas laiks sastav no 10 sekunzu impulsiem ar 20 atkartojumiem.
2 320 sekunzu sadali$anas laiks sastdv no 10 sekunzu impulsiem ar 32 atkartojumiem.

Amplifikatora uzsilSanas atrums

Amplifikatora uzsilS8anas atrums ietekmeé analizes kvalitates kontroles parametrus — (Usable MSI Sites
(Izmantojamas MSI vietas), Median Bin Count CNV Target (CNV mérka nolasiSanas skaita mediana), Median
Insert Size (leliktna izméra mediana) (RNS)), un atbalsta nolasijumus salaidumu variantiem un saplusanam.
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leteicama amplifikatora uzsilSanas atruma optimizéSana. Pieméram, testétais modelis tika pielagots no
nokluséjuma (un maksimala) uzsildanas atruma, kas ir 5 °C/s, uz 3 °C/s, lai iegutu ar citiem modejiem
salidzinamus rezultatus ar zemaku noklus&juma uzsilSanas atrumu.
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Paraugu nemsana, transportésana un uzglabasana

Panemot, transportéjot, uzglabajot un apstradajot paraugus, ieverojiet standarta proceduru.

Paraugu prasibas

FFPE audi

TSO Comprehensive (EU) analizei ir nepiecieSami 40 ng RNS un/vai 40 ng DNS, kas ekstrahéta no FFPE audiem.
[zmantojot gan RNS, gan DNS, var analizet visus pieprasitos variantu veidus. Audi jafikse, izmantojot formalina
fiksatoru, kas piemérots molekularam analizém (pieméram, 10 % neitrali buferétu formalinu). Audus nedrikst
atkalkot. Pirms TSO Comprehensive (EU) analizes veik8anas patologam japarbauda audu paraugs, lai
nodroSinatu, ka tas ir piemérots Sim testam. Lai noteiktu somatiskas virzitaja mutacijas, ir nepiecieSams vismaz
20 % audzéja saturs (péc regiona). Uzticamai MSI statusa noteik$anai dazados paraugos ir nepiecieSams
vismaz 30 % audz€ja saturs. Ja paraugs tiek testéts ar mazak neka 30 % audz€ja saturu, lai noteiktu rezultatus
ar citiem variantu veidiem, MS-Stable rezultats var but neuzticams. MSI-High rezultats ir pareizs neatkarigi no
audzéja satura.

Audzéja saturs génu amplifikacijai un RNS variantiem ir atkarigs no amplifikacijas vai sapliiSanas ekspresijas
apmera (skatiet sadalu Audzéju saturs, 103. Ipp.).

Lai ar lielu ticamibu izgltu 40 ng RNS un 40 ng DNS no dazadiem solido audu veidiem, ieteicamais audu tilpums
ir = 1,0 mm?. Sis tilpums ir ldzvértigs kumulativajam dzivotspéjigajam audu laukumam = 200 mm?, izmantojot

5 pm biezus griezumus, vai = 100 mm?, izmantojot 10 um biezus griezumus. Kumulativais audu laukums ir
dzivotspéjigu audu laukuma summa visos griezumos, kas nodoti ekstrakcijai. Pieméram, kumulativo audu
laukumu 200 mm? var iegut, ekstrahéjot Cetrus 5 um griezumus ar 50 mm? audu laukumu katra vai piecus 10 um
griezumus ar 20 mm? audu laukumu katra. Audu nekroze var samazinat nodro$inato nukleinskabju daudzumu.
Lai samazinatu k|udaini negativu rezultatu iesp&jamibu, audiem var veikt makrodisekciju, lai sasniegtu vélamo
dzivotspéjiga audzéja saturu.

Liels nekrotisko audu daudzums (= 23 %) var traucét TSO Comprehensive (EU) analizes iespéju noteikt génu
amplifikacijas un RNS sapluSanas. Ja parauga dala ir vairak neka 23 % nekrozes kopé&ja audu apgabala, tad
javeic nekrotisko audu makrodisekcija. Ja laboratorija ar analizi tiek apstradata RNS, jaizvairas no audiem ar
hemoglobina saturu vai tas jasamazina, ieglstot griezumus no audu bloka. Skatiet sadalu Traucéjosas vielas,
94. Ipp..

Uz priekSmetstikliniem piestiprinatos FFPE audus var uzglabat lidz 28 dienam istabas temperatura.
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Nukleinskabju ekstrakcija, kvantificeSana un uzglabasana

* Ekstrahgjiet RNS un DNS no FFPE audu paraugiem, izmantojot komerciali pieejamus ekstrakcijas
komplektus. AtSkiribas ekstrakcijas komplektos var ietekmét veiktspéju. Skatiet sadalu Nukleinskabju
ekstrakcijas komplekta novértéjums, 93. Ipp..

* Nepalieliniet K proteinazi vai lidzveértiga enzima koncentraciju ekstrakcijas laika, salidzinot ar standarta
koncentraciju, kas noradita ekstrakcijas komplekta. Skatiet sadalu Traucéjosas vielas, 94. Ipp..

* Uzglabajiet ekstrahétas sagataves nukleinskabes, ieveérojot ekstrakcijas komplekta razotaja noradijumus.
* Uzglabajiet ekstrahéto DNS lidz 28 dienam -25 °C lidz -15 °C temperatura.
* Uzglabajiet ekstrahéto RNS lidz 28 dienam -85 °C lidz -65 °C temperatura.

* Laiizvairitos no koncentracijas izmainam laika gaita, izmériet DNS un RNS 28 dienu laika pirms bibliotékas
sagatavoSanas uzsakSanas. Kvantificéjiet RNS un DNS, izmantojot fluorometriskas kvantificeSanas metodi,
kas izmanto krasvielas, kuras piesaistas nukleinskabém. Nukleinskabju koncentracijai jabut vid€gjai vertibai
no vismaz tris merjumiem.

* Laiveiktu analizi, ir nepiecieSami 40 ng katra RNS parauga, kas sagatavots ar RNase/DNase-free water (nav
ieklauts komplekta), ar galigo tilpumu 8,5 pl (4,7 ng/ul).

* Laiveiktu analizi, nepiecieSami 40 ng katra gDNS parauga ar minimalo ekstrakcijas koncentraciju 3,33 ng/ul.
SadaliSanai nepiecieSams galigais tilpums 52 ul (0,77 ng/ul) ar vismaz 40 pl TEB (ieklauts komplekta), ko

Biblioteku uzglabasana

Uzglabajiet bibliotékas PCR platés ar mazu saistiS8anas spéju no 7 lidz 32 dienam atkariba no bibliotékas veida
(skatiet 5. tabula).

5. tabula Biblioteku uzglabasanas laiki

Uzglabasanas

Bibliotekas tips Plate Dienu skaits e

cDNA PCF PCR <7 No -25°Chidz-15°C
gDNS fragmentésana LP PCR <7 No -25°C hdz -15 °C
lepriek§€ja bagatinasana ALS PCR <30 No -25°Chdz -15°C

Péc bagatinasanas ELU2 PCR <7 No -25°Chdz -15°C

PCR péc bagatinasanas PL PCR =< 30 No -25°Clidz -15 °C
Normalizéts NL PCR =32 No -25°C idz -15°C
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

Drosums

/N BRIDINAJUMS

Saja reagentu komplekta ir potenciali bistamas kimiskas vielas. leelpojot, norijot, saskaroties ar adu un
saskaroties ar acim, iespéjams gut traumas. Ventilacijai jabat piemérotai darbam ar bistamiem
materialiem reagentos. Valk3jiet aizsardzibas lfdzek|us, tostarp acu aizsargus, cimdus un laboratorijas
uzsvarci, kas atbilst ietekmes riskam. Apejieties ar lietotiem reagentiem ka ar kimiskiem atkritumiem
un atbrivojieties no tiem saskana ar piemérojamiem regionalajiem, valsts un viet&jiem likumiem un
noteikumiem. Papildinformacija par vidi, veselibu un droSumu pieejama drosibas datu lapa vietné
support.illumina.com/sds.html.

* Rikojieties ar visiem paraugiem, it ka bitu zinams, ka tie ir infekciozi.

* leverojiet parastos laboratorijas piesardzibas pasakumus. Nelietojiet pipeti, izmantojot muti. Neediet,
nedzeriet un nesmékeéjiet noteiktas darba zonas. Rikojoties ar paraugiem un analizu reagentiem,
valkajiet vienreizlietojamos cimdus un laboratorijas uzsvaréus. Péc paraugu un analiZu reagentu
izmantoSanas rupigi nomazgajiet rokas.

Laboratorija

* Lainovérstu piesarnojumu, organizéjiet laboratoriju ar vienvirziena darbplusmu. Pirmsamplifikacijas un
pécamplifikacijas zonas ir nepiecieSams atsevisks aprikojums un materiali (pieméram, pipetes, pipesu
uzgali, virpinatajs un centrifiga). Lai noverstu amplifikacijas produkta vai zondes parnesanu, izvairieties no
atgrieSanas pirmsamplifikacijas zona, kad esat nonacis pécamplifikacijas zona.

* Veiciet PCRindekséSanas un bagatinasanas darbibas pécamplifikacijas zona, lai novérstu amplifikacijas
produktu parnesanu.

* Bibliotékas sagatavo8anas proceduram ir nepiecieSama vide, kura nav RNaze/DNaze.- Rupigi attiriet darba
zonas ar RNazi/DNazi inhibéjosu tiriSanas lldzekli.- Izmantojiet plastmasu, kas ir sertificéta ka DNazi, RNazi
un cilvéka genoma DNS nesaturosa.

* Pécamplifikacijas procediram ripigi notiriet darba virsmas un aprikojumu pirms un péc katras proceduras ar
svaigi pagatavotu 0,5 % natrija hipohlorita (NaOCI) Skidumu. Laujiet Skidumam saskarties ar virsmam
10 mindtes un péc tam rupigi noslaukiet ar 70 % etilspirtu vai izopropilspirtu.

* Izmantojiet nukleazi nesaturosus mikrocentrifugas stobrinus, plates, pipeSu uzgalus un rezervuarus.

* Izmantojiet kalibrétu aprikojumu visa analizes laika. NodroSiniet, ka aprikojums ir kalibréts atbilstosi Saja
protokola noraditajiem atrumiem, temperaturam un tilpumiem.

* Izmantojiet precizas pipetes, lai nodrosinatu precizu reagentu un paraugu ievadidanu. Veiciet regularu
kalibréSanu saskana ar razotaja specifikacijam.
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* Izmantojot daudzkanalu pipetes, ieverojiet Sadas vadlinijas.
— Pipetéjiet vismaz =z 2 pl.
— Parliecinieties, ka barjeras uzgali ir labi uzstaditi un pieméroti daudzkanalu pipetes zimolam un modelim.
— Piestipriniet uzgalus ar aplveida kustibu, lai nodroSinatu, ka visi uzgali ir vienlidz labi piestiprinati.
— Aspirégjiet 90° lenkT ar vienadu Skidruma daudzumu visos uzgalos.
— Samaisiet visas sastavdalas péc ievadisanas, pipetéjot reakcijas maisijumu augsup un lejup.
— Peécievadisanas parliecinieties, ka Skidrums tiek pilniba ievadits no katra uzgala.
* Parliecinieties, ka izmantojat analizei noradito aprikojumu un iestatiet programmas, ka noradits.

* Noraditas temperatiras amplifikatoram un mikroparaugu inkubatoram norada reakcijas temperatiiru, ne
vienmeér aprikojuma iestatito temperaturu.

Analize

* lzvairieties no Skérspiesarnojuma.
— RIkojoties ar paraugiem un readentiem, ieverojiet pareizu laboratorijas praksi.

— Izmantojiet jaunu vienreizlietojamo laboratorijas aprikojumu un jaunus pipetes uzgalus starp paraugiem
un starp reagentu ievadi$anu.

— lzmantojiet pret aerosolu izturigus uzgalus, lai samazinatu savstarpéja piesarnojuma risku.

— lzmantojiet vienvirziena darbplusmu, parejot no pirmsamplifikacijas uz pécamplifikacijas zonam.

— Vienlaicigi rikojieties un atveriet tikai vienu indekséSanas praimeri. Uzreiz péc lietoSanas uzlieciet katram
indekséSanas stobrinam vacinu. Komplekta ir iek|auti papildu vacini.

— Biezi mainiet cimdus; mainiet arT tad, ja tie nonak saskaré ar indekséSanas praimeriem vai paraugiem.

— Nonemiet neizmantotos indekséSanas praimeru stobrinus no darba zonas.

— Péc lietoSanas ar sloksnes stobriniem, tekni vai rezervuaru, reagentus nedrikst novietot atpakal
uzglabasanas stobrinos.

— Sajauciet paraugus ar pipeti un centrifugéjiet plati, kad tas noradits.
— lzmantojiet mikroplates kratitaju. Nevirpiniet plates.

* Savstarpéji nemainiet analizes komponentus no dazadam reagentu komplektu partijam. Reagentu
komplekta partijas ir noraditas uz reagentu komplekta kastes etiketes un galvenas partijas lapas.

* Jaievéro pienaciga laboratorijas prakse, lai nukleazes un PCR produkti nepiesarnotu reagentus,
instrumentus, paraugus un bibliotékas. Nukleazes un PCR produktu piesarnojums var izraisit nepareizus un
neuzticamus rezultatus.

* Optimalai analizes veiktspéjai un uzglabasanai ir nepiecieSams pareizs plates veids. Noteikti ievérojiet
plates parvietoSanas noradijumus LietoSanas instrukcija, 38. Ipp..

* Neievérojot aprakstitas proceduras, rezultati var bat klidaini vai var ievérojami pasliktinaties bibliotéku
kvalitate.
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* Ja LietoSanas instrukcija, 38. Ipp. nav noradits droSas apstasanas punkts, nekavéjoties parejiet pie nakamas
darbibas.

* Uzglabajiet analizes readentus vai komponentus noraditaja temperatiira paredzetajas pirmsamplifikacijas
un pécamplifikacijas zonas.--

* Neuzglab3ajiet reagentus uzglabasanas iekarta ar automatisko atkausésanu vai ledusskapja durvju
nodalijumos.

* Nesasaldgjiet reagentus, kas satur lodites (LNB1, SPB un SMB).

* Nelietojiet reagentus, kas ir uzglabati nepareizi.

* Nenovirzieties no maisianas un apstrades procediram, kas noraditas katram reagentam. Neatbilsto$a
reagentu maisiSana vai parmeériga virpinasana var izraisit klidainus paraugu rezultatus.

* FSM, SSM, ERA1-B un TCB1 var bt ar izstradajumu saistitas dalinas. levérojiet katra attieciga reagenta
rikoSanas vadlinijas. Péc FSM un SSM sajaukSanas darbibu veikSanas atlikusas baltas ar izstradajumu
saistitas dalinas neietekmes veiktspéju.

* Sagatavojiet svaigus galvenos maisijumus un péec lietoSanas izmetiet atlikuso tilpumu.

* Mazgasanas darbibam vienmeér sagatavojiet svaigu 80 % etanolu ar RNase/DNase-free water. Etanols var
absorbét udeni no gaisa, kas var ietekmét rezultatus. Pec lietoSanas izmetiet 80 % etanolu saskana ar
vietéjiem, valsts un/vai federalajiem noteikumiem.

* Parnesiet noradito eluata tilpumu. EluéSanas darbibu laika parnesot mazak eluata par noradito eluata
tilpumu, var ietekmét rezultatus.

* Izmantojiet talak sniegtas vadlinijas ultraskanas iericém. Noteikti ievérojiet razotaja noradijumus.

— levietojiet gDNS ultraskanas ierices stobrina Iénam, lai izvairitos no burbulu rasanas. Parmérigi burbuli
vai gaisa sprauga sadaliSanas stobrina var izraisit nepilnigu fragmentaciju.
— Veiciet ievadiSanu ultraskanas ierices stobrinos Iénam un izvairieties no §lakatam.

— Laiizvairttos no Skidruma parvieto$anas un parauga zuduma, neievietojiet pipetes galu ultraskanas
ierices stobrina apaks$a, kad iznemat fragmentéto DNS.

* Nepip€jiet mazak par 2 ul parauga ievades.

* Nelietojiet tekni reagentu dozésanai darbibam, kuru veikSanai katra parauga iedobé japievieno mazak neka
10 pl materiala.

* Parnesot fragmentétu gDNS paraugus no utraskanas ierices stobriniem uz bibliotékas sagatavosanas (LP)
plati, izmantojiet pipeti ar smalku galu.

* Nekombingjiet SUAT un UMI adapterus.
* Izmantojiet SUA1 adapterus ar RNS paraugiem.
* Izmantojiet UMI adapterus ar DNS paraugiem.

* Pieskiriet katram bibliotékas paraugam citus indekséSanas praimerus, lai unikali identificétu katru bibliotéku,
kad ta ir apvienota sekvencésanai viena plismas elementa.

* Nekombingjiet CPxx un UPxx indekséSanas praimerus viena biblioteka.
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* Nesakritibas starp paraugiem un indeksé3anas praimeriem izraisa nepareizu rezultatu zino$anu, jo nenotiek
pozitivo paraugu identificéSana. levadiet paraugu ID un pieskiriet raditajus Local Run Manager TruSight
Oncology Comprehensive (EU) analizes moduli pirms bibliotékas sagatavoSanas sakSanas. Bibliotékas
sagatavos$anas laika atsaucei registrgjiet paraugu ID, indeksésanu un plates iedobju orientaciju.

* Bibliotekam, kas iegutas no RNS paraugiem, izmantojiet tikai UPxx raditajus.
* Bibliotekam, kas iegltas no DNS paraugiem, izmantojiet UPxx raditajus vai CPxx raditajus.

* Sekvencégjiet ne vairak ka 8 RNS bibliotékas un 8 DNS bibliotékas katra plismas elementa. Sekvencegjiet
vismaz tris bibliotékas. leverojiet vadlinijas sadala Bibliotéku skaits un raditaju izvéle, 35. Ipp.

* Péc saistiSanas darbibas sadala Pirmo mérku uztversana, 60. lpp. un Otra mérku uztversana, 64. pp.
nekaveéjoties parejiet uz mazgasanas darbibu, lai novérstu lodiSu kapsulu izzisanu.

* Mazgasanas darbibu laika no iedobju apaksas iznemiet visu 80 % etilspirtu. Ir pieradits, ka atlikusais etanols
ietekmeé rezultatus.

* Optimalai analizes veiktspé€jai ieverojiet noradito mazgasanas reizu skaitu, kas noradits Lietosanas
instrukcija, 38. Ipp.

panaktu viendabigu klasteru blivumu plusmas elementa.

* Nekaveéjoties zinojiet par jebkadiem nopietniem negadijumiem saistiba ar produktu uznémumam lllumina un
to dallbvalstu kompetentajam iestadém, kura lietotajs un pacients ir registréti.

Proceduras piezimes

* TSO Comprehensive (EU) darbplismu var veikt saskana ar sadu grafiku.

— 1.diena. cDNS sintéze no RNS paraugiem, gDNS paraugu DNS fragmentésana, bibliotékas
sagatavoSana un nakts (pirmas) hibridizacijas uzsaksana.

— 2.diena. Bagatinasana, bagatinato biblioteku normalizé$ana un biblioteku ievietoSana NextSeq 550Dx
instrumenta.

Ja TSO Comprehensive (EU) darbplusmu nav iespéjams izpildit saskana ar 8o grafiku, protokola viscaur tiek

noraditi vairaki droSi apstasanas punkti. Ja protokola nav noradits droSas apstasanas punkts, nekavéjoties

parejiet pie nakamas darbibas.

* Bibliotékas, kas atvasinatas no RNS un DNS paraugiem, var sagatavot vienlaicigi atseviskas iedobés.

* Galvena maisijuma sagatavoSanas tabulas iek|auts tilpuma parsniegums, lai nodrosinatu pietiekamu tilpumu
apstradajamo paraugu skaitam.

* Izmantojiet molekularas kvalitates udeni, kas nesatur nukleazes.

* P&c reagenta pievieno$anas izskalojiet uzgali, vienu reizi aspiréjot un izvadot attiecigaja plates iedobg, ja
vien procedura nav noradits citadi.

* |stabas temperatiira tiek definéta no 15 °C lidz 30 °C.
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* Reagenti, paraugi un bibliotékas noteiktas darbibas, kas noraditas lietoSanas pamaciba, ir jaglaba
aukstuma. Tas tiek definéts ka glabasana uz ledus vai lldzvértiga.

Amplifikatora programmas

* Pirms protokola darbibu saksSanas ieprogramméjiet amplifikatora programmas priekSamplifikacijas un
pecamplifikacijas aprikojumam.

* Parliecinieties, ka PCR plates ir stingri ievietojamas amplifikatora.

* Izmantojiet amplifikatora razotaja ieteiktas plates.

Plates noslégSana un nosléga nonemsana
* Vienmér noslédziet plates ar jaunu paslipo$o plates noslégu. Neizmantojiet noslégus atkartoti.
* Lainoslégtu plati, stingri uzlieciet uz plates pasiiposo noslégtu ar blivéjuma Kili vai rulliti.
* Vienmér noslédziet 96 iedobju plati ar jaunu pasliméjosSo noslégu pirms turpmakajam protokola darbibam.
— Plates kratiSanas darbibas
— CentrifugéSanas darbibas
— AmplificéSanas darbibas
— Hibridizacija
— llgtermina uzglabasana

* Parliecinieties, ka malas un iedobes ir noslégtas, lai samazinatu savstarpéjas piesarnoSanas un
iztvaikoSanas risku.

* Nolieciet plati uz lldzenas virsmas, pirms Iénam nonemat blivéjumu.

* Japirms atvér8anas uz plates iedobju blivéjuma vai sanu siendm ir redzams Skidrums vai kondensats,
centrifugéjiet ar 280 x g 1 minati.

* |zmantojiet paslipoSos plasu noslégus ar darbibas diapazonu no -20 °C idz 100 °C, kas ir pieméroti PCR
platém ar pilno vai dal€jo apmali.

Aprikojums

* Pirms analizes sakSanas parliecinieties, ka laboratorijas personals ir iepazinies ar razotaja noradijumiem par
visa aprikojuma lietoSanu un apkopi.

Plates veids un plates parvietoSana
* Optimalai analizes veiktspéjai un uzglabasanai ir nepiecieSams pareizs plates veids.

* Parnesot tilpumus starp platém, parnesiet noradito tilpumu no katras plates iedobes uz atbilsto§o mérka
plates iedobi.

* Daudzkanalu pipetes var izmantot, lai parnestu paraugus starp stobrinu sloksném vai platém.
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Kratot plates, ieverojiet talak sniegtos noradijumus.

Plasu kratiSanai izmantojiet plasu kratitaju. Nevirpiniet plates.
Kratiet PCR plates ar 1200 apgr./min.
Kratiet MIDI plates ar 1800 apgr./min.

leverojiet razotaja noradijumus, lai nodroSinatu, ka plates kratitajs stingri tur plati.

Centrifugésana

Ja protokola sniegtie noradijumi norada uz isu centrifugéSanu, centrifugéjiet ar 280 x g 1 minuti.

Ja Skidrums tiek novérots uz nosléga vai iedobes sanos, centrifugégjiet plati ar 280 x g 1 minati.

Reagentu lietoSana

Ciesi uzlieciet vacinu visiem reagentu stobriniem uzreiz péc lieto$anas, lai ierobezotu iztvaiko$anu un

noverstu piesarnojumu.

Kad reagenti vairs nav nepiecie$ami proceddrai, nolieciet tos atpakal noraditaja uzglabasanas temperatara.

Veiciet reagentu sagatavo$anu, kas jaizdara pirms katras Lietosanas instrukcija, 38. Ipp. procedras

sadalas.

Parliecinieties, ka sagatavojat galvena maisijuma, eluéSanas maisijuma un 80 % etanola tilpumu, kas

nepiecieSams apstradajamo paraugu skaitam.

Tilpumi, kas noraditi galvena maisijuma un Skidumu tabulas, satur tilpuma parsniegumu. Tilpuma

parsnieguma aprekini ir $adi.

14. tabula

— FSMtilpums = (7,2 ul) x (paraugu skaits + kontroles) x (1,25).
— RVT tilpums = (0,8 ul) x (paraugu skaits + kontroles) x (1,25).
21. tabula

— ERA1-B tilpums = (7,2 ul) x (bibliotéku skaits) x (1,20).

— ERA1-Atilpums = (2,8 ul) x (bibliotéku skaits) x (1,20).

29. tabula

— EE2tilpums = (20,9 pl) x (bibliotéku skaits) x (1,364).

— HP3tilpums = (1,1 pl) x (bibliotéku skaits) x (1,364).

30. tabula

— EE2tilpums = (20,9 ul) x (bibliotéku skaits) x (1,364).

— HP3tilpums = (1,1 ul) x (bibliotéku skaits) x (1,364).

36. tabula

— LNATtilpums = (38,1 pl) x (bibliotéku skaits) x (2,0).

— LNB1 tilpums = (6,9 pl) x (biblioteku skaits) x (2,0).

Dokuments Nr. 200007789 v08 33.n0143

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) lietoSanas pamaciba illumina

e 37.tabula
— EE2tilpums = (30,4 pl) x (biblioteku skaits) x (1,25).
— HP3tilpums = (1,6 pl) x (biblioteku skaits) x (1,25).

Adapteru komplekti
®* TSO Comprehensive (EU) analize ietver SUA1 adapterus un UMI adapterus.
* SUA1 adapteri ir paredzéti lietoSanai ar RNS paraugiem. Nav paredzéti lietoSanai ar DNS paraugiem.

* UMI adapteriir paredzéti lietoSanai ar DNS paraugiem. Nav paredzéti lietoSanai ar RNS paraugiem.

RikoSanas ar loditéem

* TSO Comprehensive (EU) analize ir iek|auti tris lodiSu veidi (SPB, SMB un LNB1). Parliecinieties, ka
proceduras laika tiek izmantots pareizais lodiSu veids.

* Veiciet pareizo mazgasanas reizu skaitu katram lodi3u veidam.

* Pirms lietoSanas parliecinieties, ka lodites ir istabas temperatira.

* Pirms lietoSanas 1 minuti maisiet lodites, lai nodrosinatu viendabigumu.

* Maisot lodites ar pipeti, ievérojiet talak sniegtos noradijumus.
— lzmantojiet maisijuma tilpumam piemérota izméra pipeti un uzgali.
— Pielagojiet tilpuma iestatijumu uz aptuveni 50-75 % no parauga tilpuma.
— Pipetgjiet IeEnam, neatlaizot virzuli.
— lzvairieties no §Jakatam un burbulu ievadiSanas.

— Novietojiet pipetes galu virs kapsulas un izspiediet tiesi kapsula, lai atbrivotu lodites no iedobes vai
stobrina.

— Nodrosiniet, ka lodi$u kapsula pilniba atrodas $kiduma. Skidumam vajadzétu izskatities tumsi briinam,
un tam jabut viendabigai konsistencei.

— Novertgjiet, vai ir redzama lodisu kapsula. Rupigi aspiréjiet visu iedobes lodisu Skidumu uzgalt un
apskatiet iedobes apaksdalu.

* Jalodites tiek aspirétas pipetes galos magnétiskas separésanas darbibu laika, izspiediet lodites atpakal
plates iedobé magnétiskaja stativa. Pagaidiet, [ldz Skidrums ir dzidrs (aptuveni 2 mindtes), pirms parejat uz
nakamo proceduras soli.

* Mazgajot lodites, ievérojiet talak sniegtos noradijumus.

— Izmantojiet platei piemérotu magnétisko stativu.

— lzspiediet Skidrumu tiesi uz lodiSu kapsulas ta, lai iedobes sanos esosas lodites tiktu samitrinatas.
— Turiet plati uz magnétiska stativa, lidz procedura noradits to nonemt.

— Nekratiet plati, kamér ta atrodas uz magnétiska stativa.

— Neaiztieciet lodiSu kapsulu, kamér plate atrodas uz magnétiska stativa.
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* Mazgajot lodites vai nonemot virskartu, novietojiet pipetes uzgalus iedobju apaksa lenki, lai izvairitos no
vakuuma radiSanas un Skiduma ierau8anas pipetes uzgala filtros.

Biblioteku skaits un raditaju izvele

Pirms izpildes iestatiSanas planojiet paraugu bibliotéku un paraugu raditaju skaitu sekvenceésanas izpildei. Talak
shiegtajas paraugu skaita vadlinijas ir ieklautas pozitivas kontroles, bet nav ieklautas negativas
kontroles/kontroles bez veidnes (NTC). NTC ir japievieno planotajai izpildei ka papildu paraugs.

Attieciba uz TSO Comprehensive (EU) skatiet vadlinijas 6. tabula un 7. tabula, lai noteiktu sekvencéjamo RNS
un/vai DNS bibliotéku skaitu viena plismas elementa. Skatiet 6. tabula, ja sekvencéjat RNS vai DNS bibliotékas
atseviski. Skatiet 7. tabula, ja sekvencéjat RNS un DNS bibliotékas viena un taja pasa plismas elementa.

6. tabula RNS vai DNS biblioteku sekvencésana

Bibliotekas tips Minimalais* Maksimalais*
Tikai RNS 3 16
Tikai DNS 3 8

* NTC neveicina pleksitati.

7.tabula RNS unDNS bibliotéku sekvencésana viena un taja pasa plusmas

elementa
Bibliotekas tips Minimalais* Maksimalais*
RNS 3 8
DNS 3 8

* NTC neveicina pleksitati.

Optimalai reagenta lietoSanai, veicot DNS un RNS sekvencésanu ar TSO Comprehensive (EU)NextSeq 550Dx
instrumentu ierice, sekvenceéjiet 8 RNS bibliotékas un 8 DNS bibliotékas katra plismas elementa.

IndeksésSanas praimeri unikali identificé katru paraugu, lai bibliotékas varétu apvienot sekvencésanai viena
plismas elementa. Saderigas indekséSanas kombinacijas tiek paraditas ekrana Create Run (Izveidot izpildi),
iestatot izpildi programmatira Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes moduli.
Bibliotékas sagatavoSanas laika pievienojiet indekséSanas praimeri katrai parauga bibliotékai. Katrai paraugu
bibliot€ékai izmantojiet atskirigu indeksésanas praimeru maisijumu.

Parliecinieties, ka indekséSanas praimeri, ko izmantojat ar paraugiem, atbilst raditajiem, ko izv€laties analizei ar
Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modull. Nesakritibas izraisa nepareizu
rezultatu zinosanu, jo nenotiek pozitivo paraugu identificéSana.

TSO Comprehensive (EU) analizé ir divu veidu raditaji.

* UPxx raditaji — izmantojiet UPxx raditajus bibliotékam, kas iegutas no RNS vai DNS paraugiem.
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* CPxx raditaji —izmantojiet CPxx raditajus bibliotékam, kas iegutas no DNS paraugiem. Neizmantojiet CPxx
raditajus bibliotekam, kas iegtitas no RNS vai kopa sekvenceéjot tikai tris DNS bibliotekas.

Sekvencejot tikai tris bibliotékas, attiecinamas turpmak noraditas prasibas.
* Bibliotékam jabut ar visam DNS vai visam RNS.
* Nelietojiet CPxx raditaju komplektus.

* LainodroSinatu pietiekamu daudzveidibu, ir nepiecieSams viens no talak noraditajam UPxx raditaju
komplektiem.

— UPO1, UPO2 un UPO3
— UPO04, UPO5 un UP0O6
— UPO7,UP08 un UP09

= UP10, UP11 un UP12
Pieméram, pirmajai bibliotékai tiek pieskirts UP01, otrajai bibliotékai UP02 un tresajai biblioteékai UP03.

TruSight Oncology Controls

TSO Comprehensive (EU) nepiecieSams TruSight Oncology Controls, kas sastav no TruSight Oncology DNS
kontroles un TruSight Oncology RNS kontroles ka pozitivam kontrolém. lek|aujiet TruSight Oncology DNS
kontroli katrai DNS sekvencésanas izpildei un TruSight Oncology RNS kontroli katrai RNS sekvencésanas
izpildei attiecigas bibliotékas sagatavoSanas notikuma (ietveriet kontroles arf kombiné&tajam DNS un RNS
izpildeém). Katrai planotajai sekvenceétajai izpildei tiek sagatavota unikala pozitiva kontrole. Skatiet TruSight
Oncology Controls lietoSanas instrukciju (dokuments Nr. 200009919), lai sanemtu papildinformaciju.

Pozitivas kontroles ievades apjoms DNS un RNS gadijuma ir 40 ng.

Katra RNS un katra DNS bibliotekas sagatavoSanas notikuma ieklaujiet vienu piemérotu NTC. NTC tiek atkartoti
sekvencéts viena bibliotékas sagatavoSanas notikuma. leverojiet Sis vadlinijas attieciba uz TruSight Oncology
Controls.

* Sagatavojiet bibliotékas no pozitivam kontrolém un kontrolém bez veidnes, kas ir identiskas paraugiem.
* Izmantojiet TEB, kas paredzéts DNS NTC.

* RNS NTC izmantojiet Gdeni, kas nesatur DNazi/RNazi.

* Pozitivas kontroles ir ieklautas maksimalaja bibliotékas prasiba.

* NTC nav ieklautas minimalaja bibliotékas prasiba.

* Izmantojiet UP raditajus NTC, veicot tikai 3 biblioteku sekvencésanu.

* TakaNTC tiek sekvencéta atkartoti, Sai kontrolei atlasitos raditajus nevar atkartot bibliotékas
sagatavoSanas notikuma.
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illumina

Talak tabulas ir paraditi plasu izkartojumu pieméri bibliotékas sagatavosanai. Katra numuréta kolonna attélo
vienu sekvencesanas izpildi. Veicot DNS un RNS biblioteku sekvencésanu kopa, katra atbilstoSa sleju kopa
attélo vienu sekvencésanas izpildi (pieméram, 1. sleja un 7. sleja). NTC tiek sekvencéta katrai slejai vai sleju

kopai.

8. tabula Bibliotékas sagatavoSanas notikums vienai izpildei, kas ietver seSus pacienta paraugus

1
Pozitiva
A DNS
kontrole
B 1. DNS
C 2.DNS
D 3.DNS
E 4. DNS
F 5.DNS
G 6. DNS
DN
H NTg

9. tabula Bibliotékas sagatavoSanas notikums tris izpildem, kas ietver 20 pacientu paraugus

1
Pozitiva
A DNS
kontrole
B 1.DNS
C 2.DNS
D 3.DNS
E 4.DNS
F 5.DNS
G 6. DNS
DN
H hrrg
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2

tukss

tukss
tukss
tukss
tukss
tukss
tukss

tukss

2

Pozitiva
DNS
kontrole

7. DNS
8. DNS
9. DNS
10. DNS
11. DNS
12. DNS

13. DNS

3

tukss

tukss
tukss
tuks$s
tukss
tukss
tukss

tukss

3

Pozitiva
DNS
kontrole

14. DNS
15. DNS
16. DNS
17. DNS
18. DNS
19. DNS

20.DNS

4

tukss

tukss
tuk$s
tukss
tukss
tukss
tuk$s

tukss

4

tukss

tukss
tukss
tukss
tukss
tukss
tukss

tukss
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tukss

tukss
tukss
tukss
tukss
tukss
tukss

tukSs

5

Pozitiva
RNS
kontrole

1. RNS
2.RNS
3.RNS
4.RNS
5. RNS
6. RNS

RNS NTC

6

tukss

tukss
tukss
tukss
tukss
tukss
tukss

tukss

6

Pozitiva
RNS
kontrole

7.RNS
8.RNS
9.RNS
10. RNS
1. RNS
12. RNS

13.RNS

7

Pozitiva
RNS
kontrole

1. RNS
2.RNS
3.RNS
4.RNS
5.RNS
6. RNS

RNS NTC

7

Pozitiva
RNS
kontrole

14. RNS
15. RNS
16. RNS
17.RNS
18. RNS
19. RNS

20.RNS
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LietoSanas instrukcija

TSO Comprehensive (EU) darbplismas parskats ir paradits 1. attéls un 2. attéls.

Bibliotekas sagatavosanas darbplisma

1. attéls paradita bibliotekas sagatavo$anas darbplisma ar TSO Comprehensive (EU). Bibliotékas no RNS un
DNS paraugiem var sagatavot vienlaicigi atseviskas iedobés. Pozitivas kontroles un kontroles bez veidném tiek
apstradatas tapat ka paraugi. Starp darbibam ir atziméti droSas apstasanas punkti.

Pirms protokola izpildes sakSanas Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modult
programmatura ievadiet izpildes un parauga informaciju. Skatiet Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) analizes modula darbplismas celvedi (dokuments Nr. 200008661).
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1. attéls TSO Comprehensive (EU) darbplusma (1. daja)

1. diena o RNS denaturé$ana un renaturédana o gDNS
Darbs ar aktivu dalibu: 65 minttes fragmentééana

Kopa: 75 mindtes
Reagents: EPH3

e Pirma cDNS pavediena sintezé8ana

Darbs ar aktivu dalibu:
100 minates

Kopa: 110 mindtes
Reagents: TEB

Darbs ar aktivu dalibu: 10 minGtes

Kopa: 50 mindtes

Reagents: FSM, RVT

e Otra cDNS pavediena sintezéSana

Darbs ar aktivu dalibu: 10 minates

Kopa: 35 mindtes
Reagents: SSM

o cDNS tiriSana

Darbs ar aktivu dalibu: 30 minGtes

DroSas apstasanas Kopa: 40 mindtes

DroSas apstaSanas

punkts Reagenti: SPB, 80 % EtOH, RSB punkts

Dro3as apstasanas
punkts

Dokuments Nr. 200007789 v08

Gala laboSanas un A-piesaistes veikSana
Darbs ar aktivu daltbu: 10 mindtes

Kopa: 70 minttes

Reagenti: ERA1-A, ERA1-B

o Adapteru ligacija

Darbs ar aktivu dalibu: 15 mindtes
Kopa: 50 minites
Reagenti: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

Ligacijas attiriSana
Darbs ar aktivu dalibu: 40 mindtes
Kopa: 50 minites

Reagenti: SPB, 80 % EtOH, RSB

PCR indekséSana
Darbs ar aktivu daltbu: 15 minates

Kopa: 60 mindtes
Reagenti: UPxx/CPxx, EPM

® cDNS ® Sadalita DNS

* Laiks darbam ar aktivu daltbu un kopé&jais darba laiks ir aptuvens.

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.
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Bagatinasanas darbpliusma

illumina

2. attéls paradita TSO Comprehensive (EU) bagatinasanas darbplisma. Starp darbibam ir atziméti drosas

apstasanas punkti.

2. attéls TSO Comprehensive (EU) darbplusma (2. dala)

1. diena (turpinajums) o

Hibridizacija pa nakti

2. diena e

Drosas apstasanas punkts

Dro8as apstasanas punkts

DroS8as apstasanas punkts

QO Q0O 000

Dokuments Nr. 200007789 v08
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Pirmas hibridizacijas iestatiSana
Darbs ar aktivu dalibu: 15 mindtes

Kopa: pa nakti

Reagenti: TCB1, TCA1, OPR1/0PD2

Pirmo mérku uztversana
Darbs ar aktivu dalibu: 60 mindtes
Kopa: 100 mindtes

Reagenti: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Otras hibridizacijas iestatiSana
Darbs ar aktivu dalibu: 10 mindtes

Kopa: 2—4 stundas

Reagdenti: TCB1, TCA1, OPR1/0OPD2

Otra mérku uztver§ana
Darbs ar aktivu dalibu: 25 minites
Kopa: 60 mindtes

Reagenti: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Bagatinatas bibliotekas amplificeéSana
Darbs ar aktivu dalibu: 5 minttes

Kopa: 60 mindtes

Reagenti: EPM, PPC3

Aplificeto bagatinato bibliotéku tirisana
Darbs ar aktivu daltbu: 30 minttes

Kopa: 40 mindtes

Reagenti: SPB, 80 % EtOH, RSB

Bibliotéku normalizéSana

Darbs ar aktivu daltbu: 40 minites

Kopa: 70 minttes

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

Sagatavo$anas sekvencésanai
Darbs ar aktivu daltbu: 30—45 mindtes

Kopa: 120 mindtes

Reagenti: HP3, RSB, PX3, HT1

PY Sekvencésanas

@ Bagitinasana 9
sagatavo3ana

TIKAI EKSPORTAM.
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Amplifikatoru programmeésana

illumina

Pirms analizes sak8anas saglabajiet talak noraditas programmas pirmsamplifikacijas un pécamplifikacijas

amplifikatoros.

10. tabula Pirmsamplifikacijas amplifikatora programmas

Proceduras Programmas Vaka Reakcijas " .
- _ . Amplifikatora parametri

darbiba nosaukums temperatura tilpums
RNS LQ-RNA 100 °C 17 ul e 65°Cuz 5 minutém
denaturéSana un e 4°Cuz1minati
renaturésana o Turét 4 °C temperatura
Pirma cDNS 1stSS 100 °C 25yl e 25°C uz 10 minttém
pavediena e 42°Cuz15 minutém
sintezésana e 70 °C uz 15 minutem

e 4°Cuz1minati

o Turét 4 °C temperatura
Otra cDNS 2ndSS 30°C 50 ul e 16 °C uz 25 minutém
pavediena e 4 °Cuz1minati
sintezésana o Turét 4 °C temperatira

PIEZIME Ja vaka temperaturu programma 2ndSS nevar iestatit uz 30 °C, izslédziet ieprieks

sakarséta vaka sildisanas opciju.

11. tabula Pécamplifikacijas amplifikatora programmas

Procediras Programmas
darbiba nosaukums
PCR I-PCR
indeksésana

Dokuments Nr. 200007789 v08

Vaka
temperatura

100 °C

Reakcijas
tilpums

50 ul
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Amplifikatora parametri

98 °C uz 30 sekundem

15 cikli:
e 98 °C uz 10 sekundém
e 60 °C uz 30 sekundém
e 72 °Cuz 30 sekundém

72 °C uz 5 minutém

Turét 10 °C temperatura

41
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Proceduras Programmas Vaka Reakcijas . .
_ _ . Amplifikatora parametri
darbiba nosaukums temperatura tilpums
Pirmas HYB1 100 °C 50 ul e 95°C uz 10 mintutém
hibridizacijas e 85°C uz 2 minttémun
veik8ana 30 sekundém
e 75°Cuz 2 minutémun
30 sekundém
e 65°Cuz 2 minttémun
30 sekundém
o Turiet 57 °C temperatura no 8 lidz
24 stundam
Otras HYB2 100 °C 50 i e 95°C uz 10 minutém
hibridizacijas e 85°Cuz 2 minutéemun
veikSana 30 sekundém
e 75°C uz 2 minutém un
30 sekundém
e 65°Cuz 2 minttémun
30 sekundém
e Turiet 57 °C temperatura no 1,5 lidz
4 stundam
Bagatinatas EL-PCR 100 °C 50 ul e 98°Cuz30s
bibliotekas » 18 cikli:
amplificéSana e 98°Cuz10s

e 60°Cuz30s
e 72°Cuz30s
e 72°C uz 5 minutéem
e Turét10 °C temperatura

Sagatavosanas protokolam

ST sagatavos$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved lidz ndkamajam dro$ajam apstasanas
punktam.

/N UZMANIBU!

Visam darbpllismas proceduram ir nepiecieSama vide, kura nav RNazes/DNazes.

1. ROpigi attiriet darba zonas ar RNazi/DNazi inhib&josu tiriSanas lidzekli.

2. Parliecinieties, ka ir iestatitas pirmsamplifikacijas amplifikatora programmas. Skatiet Amplifikatoru
programmésana, 41. Ipp..

Izpildiet raZzotaja noradijumus, lai iestatitu ultraskanas ierici.

4. Jatiek apstradati tikai DNS paraugi, turpiniet uzreiz ar darbibu gDNS fragmentésana, 48. lpp..

Dokuments Nr. 200007789 v08 42.n0143
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5. lznemiet RNS kontroles no glabasanas vietas.
6. lznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

12.tabula TruSight Oncology Comp RNA Library Prep (PN 20031127)

Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba

EPH3 No -25°C hdz Atkauseéjiet ldz istabas RNS denaturésana un
-15°C temperaturai. renaturéSana

FSM No -25°C idz Atkauséjiet ldz istabas Pirma cDNS pavediena
-15°C temperatdrai. sintezéSana

RVT No -25 °C idz Uzglabat aukstu. Pirma cDNS pavediena
-15°C sintezesana

SSM No -25 °C lidz Atkauséjiet lldz istabas Otra cDNS pavediena
-15°C temperaturai. sintezéSana

13. tabula TruSight Oncology Comp Library Prep (Atdzeséts) (PN 20031119)

Reagents Glabasana AtkausésSanas noradijumi Protokola darbiba

SPB (gaisi No2°Chdz8°C  Noturietistabas cDNS tirisana

zala etikete) temperattra 30 mindtes.

RSB No2°Chdz8°C Sasildiet lidz telpas cDNS tiriSana
temperaturai.

RNS denaturesana un renaturesana

Sis process denaturé attiritu RNS un papildina ar nejausiem heksamériem, gatavojoties cDNS sintézei.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus reagentus.
* EPH3 —nolieciet mala.

* FSM —virpiniet, lai samaisitu. Nedaudz centrifugégjiet un péc tam pipetgjiet, lai samaisitu.
Readents var saturét baltas ar produktu saistitas dalinas. Nav nepiecieSama lietotaja darbiba. Nav
ietekmes uz izstradajuma veiktspéju.

* RTV —nedaudz centrifugéjiet un péc tam pipetgjiet, lai samaisitu. Uzglabat aukstu.

PIEZIME RVT ir viskozs Skidums. Pipetédanas laika samaziniet burbulu veido3anos.

2. Mikrocentrifugas stobrina apvienojiet talak noradrttos tilpumus, lai sagatavotu FSM+RVT galveno maisijumu.

Dokuments Nr. 200007789 v08 43.n0143
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14. tabula FSM + RVT galvenais maisijjums*

Galvena maisijuma 4 bibliotékas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas
sastavdala (M) (1) (1) (1)

FSM 36 72 144 216

RVT 4 8 16 24

* Saja tabula ir ieklauts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..
3. Pipetgjiet 10 reizes, lai samaisitu.

4. Turiet FSM+RVT galveno maisijumu aukstuma lidz darbibai Pirma cDNS pavediena sintezé€sana, 44. Ipp..

Procedura

1. AtkauséSanas laika turiet ekstrahétos RNS paraugus un RNS kontroles aukstuma.
AtlikuSaja protokola dala apstradajiet RNS kontroles tapat ka paraugus.

Kad RNS netiek lietota, turiet to aukstuma. Lai kvantificétu paraugus, skatiet Paraugu prasibas, 26. lpp..
Pipetéjiet katru RNS paraugu 10 reizes, lai samaisitu.

4. Izmantojiet RNase/DNase-free water, lai sagatavotu 40 ng katra RNS parauga galigaja tilpuma 8,5 pl
(4,7 ng/ul).
RNS kontrolém izmantojiet koncentraciju, kas noradita uz stobrina etiketes.

5. Markéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka CF (cDNS fragmenti).
6. Pievienojiet 8,5 pl katra RNS parauga unikalai CF PCR plates iedobei.

Parliecinieties, ka paraugu plates izkartojums un raditaji katram paraugam atbilst izpildei, kas planota TSO
Comprehensive (EU) analizes modulis izpildes iestatiSanas laika.

8. Virpiniet EPH3, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
Pievienojiet 8,5 ul EPH3 katrai parauga iedobei.
10. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz CF PCR plates.

/AN UZMANIBU!
Pilntba noslédziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

11. Kratiet ar 1200 apgr./min 1 minuti.
12. Centrifugéjiet ar 280 x g 1 minauti.

13. Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet LQ-RNA programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. lpp..

14. Kad paraugi sasniedz 4 °C, turiet 1 minuti. Nekaveéjoties veiciet nakamo darbibu.

Pirma cDNS pavediena sintezésSana

Sis process veic reverso transkripciju RNS fragmentiem, kas papildinati ar nejausiem heksamériem, pirma
pavediena cDNS, izmantojot reverse transcriptase.
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Procedura

1. Nonemiet CF PCR plati no amplifikatora.

N

Pipetéjiet 10 reizes, lai samaisitu FSM + RVT galveno maisijumu. NodroSiniet, ka FSM + RVT maisijums ir
pilnigi viendabigs.

Pievienojiet 8 ul FSM + RVT galvena maisijuma katrai parauga iedobei.

Pipetgjiet 10 reizes, lai samaisitu.

Izmetiet atlikuSo FSM + RVT galveno maisijumu.

o g~ w

Uzklajiet pashiposo plates noslégu uz CF PCR plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

N

Kratiet ar 1200 apgr./min 1 minati.

Centrifugéjiet ar 280 x g 1 minati.

9. Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet 1stSS programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. Ipp..

10. Kad paraugi sasniedz 4 °C, nekavéjoties parejiet pie nakamas darbibas.
Pirma pavediena paraugus var turét 4 °C temperatara lidz 5 minatém.

Otra cDNS pavediena sintezeSana

Sis process nonem RNS veidni un sintezé divu pavedienu cDNS.

Sagatavosana

1. Sagatavojiet SSM.
a. Apvérsiet 10 reizes, lai samaisitu.

b. Centrifugéjiet Tsu bridi. Reagents var saturét baltas ar produktu saistitas dalinas. Nav nepiecieSama
darbiba. Nav ietekmes uz izstradajuma veiktspéju.

Procedura

1. Nonemiet CF PCR plati no amplifikatora.
Pievienojiet 25 ul SSM katrai parauga iedobei.

3. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz CF PCR plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.

4. Kratiet ar 1200 apgr./min 1 minuti.
Centrifugéjiet ar 280 x g 1 mindti.

6. Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet 2ndSS programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. lpp..

7. Kad paraugi sasniedz 4 °C, turiet 1 minuti, tad nekavéjoties parejiet pie nakamas darbibas.
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cDNS tirisana

Saja procesa izmanto SPB, lai attiritu cDNS no nevélamiem reakcijas komponentiem. Lodites mazga divreiz ar
svaigu 80 % EtOH. cDNS tiek eluéta ar RSB.

SagatavosSana

1.

3
4.
S)
6

Sagatavojiet $adus reagentus.

* SPB —nodroSiniet, ka lodites atrodas istabas temperatura 30 minutes.

* RSB —nolieciet mala lietoSanai procedura.

Sagatavojiet svaigu 80 % etilspirtu 15 ml vai 50 ml konusveida stobrina, ka noradits talak.

15. tabula Sagatavojiet svaigu 80 % EtOH.

Reagents 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotékas
100 % EtOH, tirs 2ml 4 ml 8 mi 12 mi
RNase/DNase-free water 500 p Tml 2ml 3mi

Virpiniet svaigu 80 % EtOH, lai samaisitu.
Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka BIND1 (cDNS saisti§ana).
Parklajiet un nolieciet mala.

Uzstadiet magnétu.

Procedura

SaistiSana

1.

Nonemiet CF PCR plati no amplifikatora.

Virpiniet SPB 1 minati, lai atkartoti suspendétu lodites.

Nekaveéjoties pievienojiet 90 ul SPB katrai BIND1 MIDI plates parauga iedobei.

Ja SPB dozésanai tiek izmantota tekne, alikvotéjot pietiekamu materiala daudzumu katram paraugam,

ieklaujiet tilpuma parsniegumu ar koeficientu 1,15. Izmetiet atlikuso materialu péc tam, kad SPB ir pievienots
katrai parauga iedobei.

4. Parnesiet visu tilpumu (50 ul) no katras CF PCR plates iedobes uz atbilstoSu BIND1 MIDI plates iedobi.
Izmetiet tukSo CF PCR plati.

6. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz BIND1 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.

7. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minates.

8. Inkubégjiet istabas temperattra 5 minutes.

9. Novietojiet BIND1 MIDI plati uz magnétiska stativa uz 5 minatém.
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10. Turiet plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.

Mazgasana

1. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Turiet BIND1 MIDI plati uz magnétiska stativa un pievienojiet 200 pl svaiga 80 % EtOH katra iedobe.
b. Uzgaidiet 30 sekundes.

c. lzmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodiSu kapsulu, nonemiet un izmetiet visu
virsslani no katras parauga iedobes.

2. Mazgajiet lodites otrreiz.
Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atlikuSo EtOH.

Izmetiet neizmantoto 80 % EtOH.

Eluesana

1. Nonemiet BIND1 MIDI plati no magnétiska stativa.

2. Apgrieziet otradi vai virpiniet RSB, lai samaisitu.

3. Pievienojiet 22 pl RSB katrai parauga iedobei.

4. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz BIND1 MIDI plates.

Pilntba noslédziet malas un iedobes.

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minUtes.

Inkubéjiet istabas temperatura 2 mindtes.
Novietojiet uz magneétiska stativa uz 2 minatém.

Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka PCF (Attiriti cDNS fragmenti).
Ja partraucat darbu pie DROSAS APSTASANAS PUNKTS, 47. |pp., izmantojiet PCR plati.

9. Parnesiet 20 pl eluata no katras BIND1 MIDI plates parauga iedobes uz atbilstoSu PCF plates iedobi.
10. Izmetiet tukSo BIND1 MIDI plati.
11. Pievienojiet 30 ul RSB katra PCF plates parauga iedobé.

® N o o

12. Pipetégjiet 10 reizes, lai samaisitu.

13. Uzlieciet pashiposo plates noslégu uz PCF plates un turiet to atdzesétu.

14. Novietojiet EPH3, FSM, RVT un SSM atpakal glabasanas vieta.

15. Jajus apstradajat paraugus, kas ieguti tikai no RNS (cDNS), un nepartraucat darbu droSas apstasanas
punkta, turpiniet ar darbibu Gala labosanas un A-piesaistes veiksana, 51. Ipp..,

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, centrifugéjiet PCF PCR plati ar 280 x g 1 minuti un uzglabajiet no -25 °C lidz -15 °C
temperatira lldz 7 dienam.
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Sagatavosanas protokolam

Sisagatavo$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved [idz nakamajam dro$ajam apstasanas
punktam.

1. Iznemiet DNS kontroles no glabasanas vietas.
2. Iznemiet reagentu stobrinu no kastes un izpildiet atkausésanas noradijumus.
16. tabula TruSight Oncology Comp Library Prep (Atdzeséts) (PN 20031119)

Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba
TEB No Sasildiet lidz telpas temperaturai. gDNS fragmentésana
2°Clidz8°C

gDNS fragmentésana

Sis process fragmenté gDNS un deneré dsDNS fragmentus ar 3' vai 5' uzlaidém.

Sagatavos$ana

1. Lai kvantificétu paraugus, ievérojiet ieteikumus sadalad Nukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un
uzglabasana, 27. 1pp..

2. Sagatavojiet TEB — apgrieziet otradi vai virpiniet, lai samaisitu.

Procedura

Plates sagatavosSana
Izvélieties vienu no talak noraditajam iespé&jam, lai sagatavotu plati.
* Apstradajiet gDNS paraugus vienlaicigi ar cDNS paraugiem PCF MIDI plate.
a. Markégjiet PCF MIDI plati ka LP (Bibliotéku sagatavo$ana).
b. Glabajiet aukstuma un nolieciet mala izmantoS$anai darbiba Fragmentétas DNS parnesana, 49. lpp..
* Apstradajiet gDNS paraugus vienlaicigi ar cDNS paraugiem, un PCF PCR plate ir sasaldéta.
Atkauseéjiet PCF PCR plati lldz istabas temperaturai.
Centrifugéjiet ar 280 x g 1 minati.
Pipetégjiet 10 reizes, lai samaisitu.
Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka LP (Biblioteku sagatavosana).
Parnesiet visus 50 pl katra parauga no PCF PCR plates uz atbilstoSo LP MIDI plates iedobi.
Izmetiet PCF PCR plati.

-~ 0 o0 T o

Uzklajiet pashiposo plates noslégu un glabajiet aukstuma lidz darbibai Fragmentétas DNS parnesana,
49. Ipp..

Q@
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* Apstradajiet tikai gDNS paraugus.
a. Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka LP (Bibliotéku sagatavosana).
Ja partraucat darbu pie DROSAS APSTASANAS PUNKTS, 50. Ipp., izmantojiet PCR plati.

b. Parklajiet un nolieciet mala izmantoSanai darbiba Fragmentétas DNS parnesana, 49. Ipp..

AtSkaidiet gDNS

Atkauségjiet gDNS paraugus un DNS kontroles istabas temperatura.
Pipetgjiet katru gDNS paraugu 10 reizes, lai samaisitu.
Centrifugéjiet stobrinu uz Tsu bridi, lai savaktu pilienus.

Apgrieziet otradi vai virpiniet TEB, lai samaisitu.

I

Izmantojiet TEB, lai sagatavotu katru gDNS paraugu galigaja tilpuma 52 ul. Skatiet talak tabula ievades
daudzumus un minimalas koncentracijas, pamatojoties uz parauga veidu.

* Analizei nepiecieSama minimala ekstrakcijas koncentracija, lai nodrosinatu vismaz 40 ul TEB 52
tilpuma.

* DNS kontrolém izmantojiet koncentraciju, kas noradita uz stobrina etiketes.

* Lainovérstu parauga zudumu, nepipetéjiet $aja atSkaidijuma mazak par 2 yl parauga.

Parauga veids levades daudzums (ng) Minimala koncentracija (ng/ul)

FFPE 40 3,33

Kontrole 40 Skatiet stobrina etiketi
Fragmentéjiet

1. Pievienojiet 52 ul katra gDNS parauga atseviska ultrasskanas ierices stobrina iedobé.
/N UZMANIBU!
Léeni ievietojiet gDNS stobrina, parliecinoties, ka stobrina apaksa nav gaisa spraugu.
Papildinformaciju skatiet sadala Analize, 29. Ipp. un razotaja noradijumos.

2. Registrgjiet sloksnes orientaciju.

3. Fragmentéjiet gDNS fragmentos ar ultrasskanas ierici.

Fragmentéetas DNS parnesana

1. Parliecinieties, ka katra parauga plates izkartojums un raditaji atbilst izpildei, kuru izvélgjaties analizéSanai ar
TSO Comprehensive (EU) analizes modull.

2. lIzpildiet ultraskanas ierices razotaja noradijumus, lai regenerétu paraugu.

Daziem ultraskanas ierices stobrinu veidiem ir nepiecieS8ama centrifugésana, lai konsolidétu paraugu
stobrina.
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3. Katram fragmentétas gDNS paraugam izmantojiet pipeti ar smalku uzgali, lai veiktu tris 16,7 yl parneSanas
uz LP MIDI plates tuksu iedobi.

4. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz LP MIDI plates.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, uzklajiet pasiméjoSo plates noslégu uz LP PCR plates un centrifugéjiet ar 280 x g 1 minuti.
Uzglabajiet no -25 °C idz -15 °C temperatura lidz 7 dienam.

Sagatavosanas protokolam

ST sagatavo$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved lidz nakamajam dro$ajam apstasanas
punktam.

Parliecinieties, ka ir iestatitas pécamplifikacijas amplifikatora programmas. Skatiet Amplifikatoru
programmésana, 41. 1pp..

1. Sagatavojiet ledus spaini vai tam lidzvertigu.
2. lznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

17.tabula TruSight Oncology Comp Library Prep (Sasaldéts), kaste (PN 20031118)

Reagents Glabasana Atkausesanas noradijumi Protokola darbiba

ERAT-A No -25°C idz Uzglabat aukstu. Gala laboSanas un A-piesaistes
-15°C veikSana

ERA1-B No -25°C idz Atkauseéjiet idz istabas Gala labosSanas un A-piesaistes
-15°C temperaturai. veik8ana

ALB1 No -25°C hdz Atkauseéjiet ldz istabas Adapteru ligacija
-15°C temperatdrai.

LIG3 No -25°C idz Uzglabat aukstu. Adapteru ligacija
-15°C

SUAT1 (zils No -25 °C lidz Atkauséjiet lldz istabas Adapteru ligacija

vacinsg) -15°C temperatirai.

UMI (balts No -25°C idz Atkauseéjiet lidz istabas Adapteru ligacija

vacins) -15°C temperatirai.

STL No -25°C hdz Atkauseéjiet ldz istabas Adapteru ligacija
-15°C temperatdrai.

EPM No -25 °C dz Uzglabat aukstu. PCRindekséSana
-15°C
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18. tabula TruSight Oncology Comp Library Prep (Atdzeséts), kaste (PN 20031119)

Reagents Glabasana

SPB (gaisi No 2°Clidz 8 °C
zala etikete)

RSB No2°Chdz8°C

AtkausésSanas noradijumi Protokola darbiba

Noturiet istabas Ligacijas attirisana
temperatura 30 minates.
Sasildiet lidz telpas Ligacijas attiriSana
temperaturai.

19. tabula TruSight Oncology Comp UP Index Primers, kaste (PN 20031120)

Reagents Glabasana
UPxx No -25 °C lidz
-15°C

Atkausesanas noradijumi Protokola darbiba

Atkauseéjiet atbilstoSos PCR indekséSana
indekséSanas praimeru
stobrinus lidz istabas

temperaturai.

20. tabula TruSight Oncology Comp CP Index Primers, kaste (PN 20031126)

Reagents Glabasana
CPxx No -25 °C dz
-15°C

Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba

Atkauséjiet atbilstoSos PCRindekséSana
indekséSanas praimeru
stobrinus lidz istabas

temperaturai.

Gala labosanas un A-piesaistes veikSana

illumina

Sis process salabo parlaides, kas fragmentésanas rezultata rodas galos ar A-piesaistes parlaidi, izmantojot End
Repair A-Tailing galveno maisijumu (ERA1).

ST maisijuma 3'-5' eksonukleazes aktivitate nonem 3' parlaides , un 5'-3' polimerazes aktivitate aizpilda
5' parlaides. Sis reakcijas laika 3' galiem tiek pievienota A-piesaiste, lai novérstu to sasaisti sava starpa

adaptera ligacijas reakcijas laika.

Sagatavos$ana

1. leprieks uzsildiet 2 mikroparaugu inkubatorus ar MIDI sildisanas bloku ieliktniem, ka noradits talak.

* Uzsildiet mikroparaugu inkubatoru lidz 30 °C.

* Uzsildiet mikroparaugu inkubatoru hdz 72 °C.

2. Sagatavojiet Sadus reagentus.

* ERA1-A —nedaudz centrifuggjiet un péc tam pipetgjiet, lai samaisitu. Uzglabat aukstu.

* ERA1-B — virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.
Parbaudiet, vai nav nogulSnu. Ja ir, sasildiet stobrinu lldz 37 °C un péc tam pipetégjiet, lai samaisitu, lidz

nogulsnes iz8kist.
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3. Sagatavojiet ERAT galveno maisijumu mikrocentrifigas stobrina.

21.tabula ERA1 galvenais maisijums*

Galvena

maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotekas
sastavdala

ERA1-B 35 ul 69 pl 138 pl 207 ul 415 pl

ERA1T-A 13,5 ul 27 pl 54 pl 81 ul 161 pl

* Saja tabula ir ieklauts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..
4. Lenipipetégjiet 10 reizes, un péc tam nedaudz centrifugéjiet. Glabajiet ERA1 galveno maisijumu aukstuma.
5. Laisagatavotu plati, izvélieties vienu no talak noraditajam iespé&jam.
* Japaraugi atrodas MIDI plate, sagatavojiet tos sadi.
a. Parmarkéjiet MIDI plati ka LP2 (Biblioteku sagatavo$ana 2).

b. Jadaziparaugiatrodas atseviskas MIDI platés, parvietojiet visus paraugus uz atseviskam iedobém
viena MIDI platé atbilstoSi plates izkartojumam.

* Japlateir sasalusi, sagatavojiet to s$adi.

Atkauségjiet PCF PCR plati vai LP PCR plati lidz istabas temperaturai.
Centrifugéjiet plati ar spéku 280 x g 1 minati.

Pipetéjiet 10 reizes, lai samaisitu.

Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka LP2 (Bibliotéku sagatavosana 2).

® o0 T o

Parnesiet visus 50 pl katra parauga no PCF PCR plates vai LP PCR plates uz atbilstoSo LP2 MIDI
plates iedobi.

f. lzmetiet PCF PCR vai LP PCR plati.

Procedura

1. Pievienojiet 10 yl ERA1 galvena maisijuma katra parauga iedobé LP2 MIDI platé.
2. lzmetiet atlikuSo ERA1 galveno maisijumu.

3. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz LP2 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.
4. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
5. Inkubgjiet ieprieks uzsildita mikroparaugu inkubatora 30 °C temperatura 30 mintes.
6. Nekavejoties parnesiet uz otru, ieprieks uzsildito mikroparaugu inkubatoru.
7. Inkubegjiet 72 °C temperatira 20 minutes.
8. Turiet LP2 MIDI plati aukstuma 5 minutes.
Dokuments Nr. 200007789 v08 52.n0 143

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) lietoSanas pamaciba illumina

Adapteru ligacija

Sis process ligé adapterus pie cDNS un/vai gDNS fragmentu galiem.

TSO Comprehensive (EU) analize ietver SUAT un UMI adapterus.

* Izmantojiet SUA1T adapterus ar RNS paraugiem.

* |zmantojiet UMI adapterus ar DNS paraugiem.

SagatavosSana

1. Sagatavojiet $adus reagentus.

ALB1— virpiniet vismaz 10 sekundes, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
LIG3 — nedaudz centrifugéjiet un péc tam pipetéjiet, lai sajauktu. Uzglabat aukstu.
SUA1T — virpiniet vismaz 10 sekundes, lai samaisitu, un peéc tam nedaudz centrifugégjiet.
UMI — virpiniet vismaz 10 sekundes, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.

STL — nolieciet mala lietoSanai procedura.

Procedura

1. Nonemiet LP2 MIDI plati no ledus vai ta ekvivalenta.

2. Pievienojiet 60 pl ALB1 katra LP2 MIDI plates parauga iedobé. ALB1 ir viskozs Skidums. Pipetgjiet Ienam, lai
samazinatu burbulu veidoSanos.

Pievienojiet 5 ul LIG3 katrai parauga iedobei.

4. Pievienojiet adapterus, ka noradits talak.
Nekombinéjiet dazadu veidu adapterus kopa.

[RNS paraugu iedobes]— pievienojiet 10 pl SUA1 (zils vacins) katram paraugam, kas ieguts no RNS.

[DNS paraugu iedobes]— pievienojiet 10 ul UMI (balts vacins) katram paraugam, kas iegtits no DNS.

5. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz LP2 MIDI plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes.

© ©® N o

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
Inkubéjiet istabas temperatura 30 minutes.
Virpiniet STL, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

Pievienojiet 5 pl STL katra LP2 MIDI plates parauga iedobé.

10. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz LP2 MIDI plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

11. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minates.
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Ligacijas attirisana

Sis process izmanto SPB, lai attiritu ar adapteri ligétos cDNs vai gDNS fragmentus un nonemtu nevélamus
produktus. Lodites mazga divreiz ar svaigu 80 % etilspirtu. Ar adapteri ligétie paraugi tiek eluéti ar RSB.

SagatavosSana

1.

4.

Sagatavojiet $adus reagentus.

* SPB —nodroSiniet, ka lodites atrodas istabas temperatura 30 minutes.
* RSB —nolieciet mala lietoSanai procedura.

Sagatavojiet svaigu 80 % etilspirtu 15 ml vai 50 ml konusveida stobrina.

22.tabula Sagatavojiet svaigu 80 % etilspirtu.

Reagents 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotékas 48 bibliotekas
100 % EtOH, 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 mi

tirs

RNase/DNase- 500 pl Tml 2 ml 3ml 6 ml

free water

Virpiniet svaigu 80 % EtOH, lai samaisitu.

Uzstadiet magnétu.

Procedura

SaistiSana

1.
2.

N o g bk

Virpiniet SPB 1 minati, lai atkartoti suspendétu lodites.

Nekaveéjoties pievienojiet 112 ul SPB katrai LP2 MIDI plates parauga iedobei.

Ja SPB dozésanai tiek izmantota tekne, alikvotéjot pietiekamu materiala daudzumu katram paraugam,
ieklaujiet tilpuma parsniegumu ar koeficientu 1,15. Izmetiet atlikuso materialu péc tam, kad SPB ir pievienots
katrai parauga iedobei.

Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz LP2 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minUtes.
Inkubeéjiet istabas temperatira 5 mindtes.
Novietojiet LP2 MIDI plati uz magnétiska stativa uz 10 mintutém.

Izmantojot lodiu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodiSu kapsulu, nonemiet un izmetiet visu
virsslani no katras parauga iedobes.
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Mazgasana

1.

Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.

a. Turiet LP2 MIDI plati uz magnétiska stativa un pievienojiet 200 pl svaiga 80 % EtOH katra parauga
iedobe.

b. Uzgaidiet 30 sekundes.

c. lzmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu kapsulu, nonemiet un izmetiet visu
virsslani no katras parauga iedobes.

Mazgajiet lodites otrreiz.

Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atlikuSo EtOH.

4. lzmetiet neizmantoto 80 % EtOH.

Eluésana

1. Nonemiet LP2 MIDI plati no magnétiska stativa.

2. Apgrieziet otradi vai virpiniet RSB, lai samaisitu.

3. Pievienojiet 27,5 pl RSB katrai parauga iedobei.

4. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz LP2 MIDI plates.

© ©® N o o

Pilniba noslédziet malas un iedobes.

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minGtes.

Inkubéjiet istabas temperatura 2 minutes.

Novietojiet LP2 MIDI plati uz magnétiska stativa uz 2 minttém.

Markéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati LS (Bibliotéku paraugi).

Parnesiet 25 ul katra eluata no LP2 MIDI plates iedobes uz atbilstoSo LS PCR plates iedobi.

10. Izmetiet tukSo LP2 MIDI plati.

PCR indeksesana

Saja darbiba bibliotékas fragmenti tiek amplificéti, izmantojot praimerus, kas pievieno indeksé$anas sekvences
paraugu multipleksésanai. legutais produkts satur pilnu cDNS un/vai DNS fragmentu bibliotéku, ko papildina
adapteri, kas nepiecie$ami klasteru generésanai.

Sagatavosana

1.

Sagatavojiet $adus reagentus.
* EPM —glabajiet aukstuma.

*  UPxx—virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet. UPxx ir indekséSanas praimeris, kas
izpildes iestatiSanas laika atlasits Local Run Manager programmatiras ekrana Create Run (Izveidot
izpildi).
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* CPxx—virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet. UPxx ir indekséSanas praimeris, kas
izpildes iestatiSanas laika atlasits Local Run Manager pogrammatiiras ekrana Create Run (lzveidot
izpildi).

2. Parliecinieties, ka raditaji katram paraugam atbilst izpildei, kas planota TSO Comprehensive (EU) analizes
moduliizpildes iestatiSanas laika. Noteikti ievérojiet noradijumus par radrtaju atlasi sadala Bibliotéku skaits
un raditaju izvéle, 35. Ipp..

/AN UZMANIBU!

Nesakritibas starp paraugiem un indeksésanas praimeriem izraisa nepareizu rezultatu zinoSanu, jo
nenotiek pozitivo paraugu identificésana.

Procedura

1. Pievienojiet 5 pl atbilsto$a indekséSanas praimera (UPxx vai CPxx) atbilstoSajai parauga iedobei LS PCR
platé atbilstosi atlasitajiem raditajiem.

/AN UZMANIBU!

Vienlaicigi rikojieties un atveriet tikai vienu indeksé$anas praimera stobrinu. Uzreiz péc lietoSanas
uzlieciet katram indeksésanas stobrinam jaunu vacinu. Nekombinégjiet indeksé3anas praimerus
kopa.

Virpiniet EPM 5 sekundes, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.

Pievienojiet 20 ul EPM katrai parauga iedobei.

4. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz LS PCR plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

Kratiet ar 1200 apgr./min 1 minuti.

6. Novietojiet pirmsamplifikacijas reagentus atpakal glabasanas vieta.

/AN UZMANIBU!

Veiciet visas turpmakas darbibas pécamplifikacijas zona, lai novérstu amplifikacijas produktu
parnesanu.
7. Centrifugéjiet LS PCR plati ar 280 x g 1 minati.

8. Novietojiet uz ieprieks ieprogramméta pécamplifikacijas amplifikatora un palaidiet I-PCR programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. lpp..
Ja turpinat ar Pirmas hibridizacijas iestatisana, 58. Ipp., ieverojiet reagentu atkausésanas noradijumus
sagatavoSanas protokola darbibas.

9. Péc I-PCR programmas pabeigSanas centrifugéjiet LS PCR plati ar 280 x g 1 minati.
10. Atkartoti markéjiet plati ka ALS (Amplificéti bibliotékas paraugi).
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DROSAS APSTASANAS PUNKTS
Ja partraucat darbu, uzglabajiet ALS PCR plati no -25 °C lidz -15 °C temperatura lidz 30 dienam.
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Sagatavosanas protokolam

Sis preparats ir nepiecie$ams, lai veiktu protokola darbibas, kas noved pie nakts hibridizacijas.

1. Parliecinieties, ka ir iestatitas pécamplifikacijas amplifikatora programmas. Skatiet Amplifikatoru
programmésana, 41. 1pp..

2. Iznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

23.tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), kaste (PN 20031123)

Reagents Glabasana Atkausesanas noradijumi Protokola darbiba
TCB1 No 2°Clidz 8 °C Sasildiet lidz telpas Pirmas hibridizacijas iestatiSana
temperaturai.

24.tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), kaste (PN 20031121)

Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba
TCA1 No -25°C hdz Atkauseéjiet ldz istabas Pirmas hibridizacijas iestatiSana
-15°C temperaturai.

25. tabula TruSight Oncology Comp Content Set, kaste (PN 20031122)

Reagents Glabasana Atkausesanas noradijumi Protokola darbiba

OPR1 No -25 °C idz Atkauséjiet lidz istabas Pirmas hibridizacijas iestatiSana
(sarkans -15°C temperaturai.

vacin§g)

OPD2 (balts No-25°C hdz Atkauséjiet ldz istabas Pirmas hibridizacijas iestatiSana
vacing) -15°C temperaturai.

Pirmas hibridizacijas iestatisana
S procesa laika oligo kopa hibridizéjas uz cDNS bibliotékam, un cita oligo kopa hibridiz&jas uz gDNS
bibliotekam, kas sagatavotas darbiba PCR indeksésana, 55. Ipp.. Mérka apgabalu bagatinasanai nepiecieSamas

divas hibridizacijas darbibas. Pirmaja hibridizacija nakts laika (no 8 stundam lidz 24 stundam) oligo hibridiz€jas
uz cDNS un/vai gDNS bibliotekam.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet $adus reagentus.
* TCB1—sildiet stobrinu 37 °C temperatura 5 mindtes. Virpiniet 10 sekundes, lai samaisitu, un péc tam
nedaudz centrifuggjiet.

* TCA1—virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
* OPR1—virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

* OPD2 —virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
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2. Ja ALS PCR plate tika uzglabata, atkauséjiet lidz istabas temperatdrai un centrifugéjiet ar 280 x g 1 minuti.
Pipete, lai sajauktu.

3. Markéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka HYB1 (1. hibridizacija).

Procedura

1. Parnesiet 20 pl katras cDNS un/vai gDNS bibliotékas no ALS PCR plates uz atbilstoSo iedobi HYB1 PCR
plate.

2. Uzklajiet pasliposo plates noslégtu uz ALS PCR plates un nolieciet mala.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

Parbaudiet TCB1, vai nav nogul$nu. Ja ir, vélreiz sasildiet stobrinu un virpiniet stobrinu, ldz kristali izSKist.
Pievienojiet 15 ul TCB1 katrai bibliotékas iedobei HYB1 PCR plate.
Pievienojiet 10 pl TCA1 katrai bibliotekas iedobei HYB1 PCR plate.

Pievienojiet zondes.
Nekombinéjiet dazadu veidu zondes kopa. Katra iedobé pievienojiet tikai vienu zondes komplektu.

o gk~ w

* [RNS bibliotekas iedobes] — pievienojiet 5 pl OPR1 (sarkans vacin$) katrai bibliotékai, kas iegtita no
RNS.

* [DNS bibliotekas iedobes] — Pievienot 5 ul OPD2 (balts vacins) katrai bibliotékai, kas iegtta no DNS.

7. Uzklajiet pashposo plates nosléegu uz HYB1 PCR plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

Kratiet ar 1200 apgr./min 2 minutes.

9. Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet HYB1 programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. Ipp..

10. Hibridizéjiet 57 °C temperatura vismaz 8 stundas, bet ne ilgak ka 24 stundas.
11. Novietojiet hibridizacijas reagentus atpakal glabasanas vieta.
12. Uzglabajiet ALS PCR plati no -25 °C lidz -15 °C temperatura ldz 30 dienam.

Sagatavosanas protokolam

Sisagatavosana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved lidz ndkamajam dro$ajam apstasanas
punktam.

2. dienas sakuma iznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

26. tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), kaste (PN 20031123)

Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba

SMB (tumSi No 2°Clhdz8°C Noturiet istabas temperatura Pirmo mérku uztverSana

zila etikete) 30 minates. Otra mérku uztversana
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Reagents Glabasana

ET2 No 2°Clidz 8 °C
HP3 No 2 °Clidz 8 °C
TCB1 No 2 °Clidz 8 °C
RSB No 2°Clidz 8 °C

Atkausésanas noradijumi

Sasildiet lidz telpas
temperaturai.

Sasildiet lildz telpas
temperaturai.

Sasildiet lildz telpas
temperaturai.

Sasildiet lildz telpas
temperaturai.

illumina

Protokola darbiba

Pirmo mérku uztverdana
Otra mérku uztverSana

Pirmo mérku uztversana
Otra mérku uztversana
Biblioteku normalizeéSana

Otras hibridizacijas iestatiSana

Otra mérku uztverSana
Amplificéto bagatinato bibliotéku
tirisana

27.tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), kaste (PN 20031121)

Reagents Glabasana

EE2 No -25°C ldz
-15°C

EEW No -25°C ldz
-15°C

TCA1 No -25 °C lidz
-15°C

Atkausesanas noradijumi

Atkauséjiet lidz istabas
temperaturai.

Atkauséjiet lidz istabas
temperaturai.

Atkauseéjiet lldz istabas
temperaturai.

Protokola darbiba

Pirmo mérku uztverSana
Otra mérku uztverSana
Bibliotéku normalizésana

Pirmo mérku uztverSana

Otras hibridizacijas iestatiSana

28. tabula TruSight Oncology Comp Content Set, kaste (PN 20031122)

Reagents Glabasana
OPR1 No -25 °C lidz
(sarkans -15°C
vacinsg)

OPD2 No -25 °C idz
(balts -15°C
vacinsg)

Atkausésanas noradijumi

Atkauseéjiet lidz istabas
temperaturai.

Atkauseéjiet ldz istabas
temperaturai.

Pirmo merku uztversana

Protokola darbiba

Otras hibridizacijas iestatiSana

Otras hibridizacijas iestatiSana

ST darbiba izmanto SMB, lai uztvertu zondes, kas hibridiz&tas mérka interes&josajiem regioniem. Lodites tiek tris
reizes mazgatas ar EEW. Bagatinatas bibliotékas tiek eluétas, izmantojot svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu

un neitralizéjot ar ET2.

Sagatavos$ana

1. leprieks$ uzsildiet mikroparaugu inkubatoru ar MIDI sildiSanas bloka ieliktni lidz 57 °C.
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2. Sagatavojiet Sadus reagentus.
* EEW —virpiniet 1 minati, lai samaisitu.
* EE2 — virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
* HP3 — virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

* SMB —nodroSiniet, ka lodites atrodas istabas temperatira 30 minutes.
Sai proceddrai noteikti izmantojiet SMB, nevis SPB.

* ET2—nolieciet mala lietoSanai proceddra.
3. Sagatavojiet svaigu EE2 + HP3 elué$anas maisijumu mikrocentrifligas stobrina.

29.tabula EE2 + HP3 eluéSanas maisijums pirmo mérku uztverSanai*

Eluésanas

maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotékas
komponents

EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 pl

HP3 6 pl 12 ul 24 ul 36 ul 72 ul

* Saja tabula ir ieklauts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..

4. Virpiniet EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu un péc tam nedaudz centrifugéjiet. Nolieciet mala darbibai
Eluésana, 62. Ipp..

Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka CAP1 (1. uztverdana).
6. Uzstadiet magneétu.

Procedura

SaistiSana
1. Nonemiet HYB1 PCR plati no amplifikatora.
2. Centrifugéjiet HYB1 PCR plati ar 280 x g 1 minati.

3. Virpiniet SMB 1 minuti, lai atkartoti suspendétu lodites.
Jair nogulsnes vai mikrosféru granulas, parliecinieties, ka tas sasniedz istabas temperaturu, pipetégjiet uz
augsu un uz leju, lai atbrivotu granulu, un péc tam maisiet, lai atkartoti suspendétu.

4. Nekaveéjoties pievienojiet 150 ul SMB katrai CAP1 MIDI plates bibliotékas iedobei.
Ja SMB dozéSanai tiek izmantota tekne, lai nodrosinatu pietiekamu materiala daudzumu katram paraugam,
alikvotéjot ieklaujiet tilpuma parsniegumu ar koeficientu 1,15.

Kad SMB ir pievienots katrai parauga iedobei, izmetiet atlikuSo materialu.

6. lestatiet pipeti uz 50 ul un parnesiet katras bibliotékas visu tilpumu no HYB1 PCR plates uz atbilstoSo CAP1
MIDI plates iedobi.

Izmetiet tukSo HYB1 PCR plati.
8. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz CAP1 MIDI plates.
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Pilntba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.
9. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
10. Inkubéjiet ieprieks uzsildita mikroparaugu inkubatora 57 °C temperatira 25 minutes.
11. Novietojiet CAP1 MIDI plati uz magnétiska stativa uz 2 mintatem.

12. Turiet plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.

/AN UZMANIBU!

Nekaveéjoties veiciet nakamo darbibu (Mazgasana, 62. Ipp.). Nelaujiet lodiSu kapsulai ilgstosi
atrasties bez Skidruma klatbutnes.

Mazgasana

1. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Nonemiet CAP1 MIDI plati no magnétiska stativa.
b. Pievienojiet 200 ul EEW katrai iedobei.

c. lzmantojiet pipeti, kas iestatita uz 150 pl un pipetéjiet vismaz 10 reizes, lai samaisitu. Parliecinieties, ka
visas lodites ir atkartoti suspendeétas.
NodroSiniet, ka nav lodiSu kapsulu, uzmanigi iesticot uzgali visu lodiSu Skidumu no iedobes. Vizuali
parbaudiet katras iedobes apaksu. Ja redzama lodiSu kapsula, mazgasanas darbibu laika pipetes galu
vérsiet lodiSu kapsulas virziena, lai to izkustinatu. NodroSiniet, ka lodiSu kapsula ir pilniba iegremdéta
$kiduma. Skidumam vajadzétu izskatities tumsi briinam un tam jabit viendabigai konsistencei.

d. Uzklajiet pasliposo plates noslegu uz CAP1 MIDI plates.

e. Pilniba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.

f. Kratiet ar 1800 apgr./min 4 minates.

g. Inkubejiet mikroparaugu inkubatora 57 °C temperatura 5 minutes.
h. Novietojiet CAP1 MIDI plati uz magnetiska stativa uz 2 mintutem.

Turiet plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.

2. Mazgaijiet lodites otrreiz.
3. Mazgajiet lodites treso reizi.

4. Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atlikuso EEW.

Eluésana

1. Nonemiet CAP1 MIDI plati no magnétiska stativa.

2. Virpiniet svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

3. Uzmanigi pievienojiet 17 yl EE2 + HP3 eluéSanas maisijuma katrai bibliotékas iedobei CAP1 MIDI platé.
4

Izmetiet atlikuSo EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu.
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5. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz CAP1 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.

6. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minates.

7. Novietojiet uz magnétiska stativa uz 2 minttem.

8. Markeéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka ELU1 (1. eluéSana).

9. Virpiniet ETZ2, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

10. Pievienojiet 5 pl ET2 katrai attiecigajai bibliotekas iedobei jaunaja ELU1 PCR plate.

11. Uzmanigi parnesiet 15 ul eluata no katras CAP1 MIDI plates iedobes uz atbilstoSo ELU1 PCR plates iedobi.
12. Izmetiet tukSo CAP1 MIDI plati.

13. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz ELU1 PCR plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.

14. Kratiet ar 1200 apgr./min 2 minutes.

15. Novietojiet EEW atpakal glabasanas vieta.

Otras hibridizacijas iestatisana

Sis solis otro reizi sasaista bagatinato cDNS un/vai gDNS bibliotéku mérka regionus ar uztver$anas zondém.
Otra hibridizacija nodrosina augstu uztverto regionu specifiku. Lai nodrosinatu bibliotéku optimalu

bagatinasanu, veiciet otro hibridizacijas darbibu 57 °C temperatira vismaz 1,5 stundas, bet ne ilgak ka
4 stundas.

Sagatavosana

1. Sagatavojiet $adus reagentus.

* TCB1—sildiet stobrinu 37 °C temperatura 5 mindtes. Virpiniet 10 sekundes, lai samaisitu, un péc tam
nedaudz centrifuggjiet.

* TCA1— virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
*  OPR1— virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

* OPD2 —virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

Procedura

1. Parbaudiet TCB1, vai hav noguldnu. Ja redzami kristali, vélreiz sasildiet stobrinu un virpiniet, lidz tie izSKist.
2. Pievienojiet 15 pl TCB1 katrai bibliotékas iedobei ELU1 PCR plate.
3. Pievienojiet 10 pl TCA1 katrai bibliotekas iedobei.
4. Pievienojiet katrai iedobei to pasu zondi, kas izmantota pirmas hibridizacijas laika. Katra iedobé pievienojiet
tikai vienu zondes komplektu.
Nekombinéjiet dazadu veidu zondes kopa.

* [RNS bibliotekas iedobes] — pievienot 5 ul OPR1 (sarkans vacin$) katrai bibliotékai, kas ieguta no RNS.
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* [DNS bibliotekas iedobes] — pievienot 5 yl OPD2 (balts vacins) katrai bibliotékai, kas iegita no DNS.

5. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz ELU1 PCR plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.

6. Kratiet ar 1200 apgr./min 2 mindtes.

7. Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet HYB2 programmu.
Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. lpp..

Hibridizégjiet 57 °C temperatura vismaz 1,5 stundas, bet ne ilgak ka 4 stundas.

Novietojiet hibridizacijas reagentus atpakal glabasanas vieta.

Otra méerku uztversana

ST darbiba izmanto SMB, lai uztvertu zondes, kas hibridiz&tas mérka interes&josajiem regioniem. LodTtes tiek
mazgatas vienu reizi ar RSB. Bagatinatas bibliotekas tiek eluétas, izmantojot svaigu EE2 + HP3 eluéSanas
maisijumu un neitraliz€jot ar ET2.

Sagatavos$ana

1. leprieks$ uzsildiet mikroparaugu inkubatoru ar MIDI sildiSanas bloka ieliktni lidz 57 °C.
2. Sagatavojiet $adus reagentus.

* EE2 — virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

* HP3 —virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

* SMB — nodroSiniet, ka lodites atrodas istabas temperattra 30 minutes.
Sai procediirai noteikti izmantojiet SMB, nevis SPB.

* RSB —nolieciet mala lietoSanai procedura.
* ET2—nolieciet mala lietoSanai procedura.
3. Sagatavojiet svaigu EE2 + HP3 elué$anas maisijumu mikrocentrifligas stobrina.

30. tabula EE2 + HP3 elué3anas maisijums otrajai mérku uztverdanai*

Eluesanas

maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotéekas
komponents

EE2 114 pl 228 ul 456 pl 684 pl 1368 ul

HP3 6 pl 12 ul 24 ul 36 ul 72

* Saja tabula ir ieklauts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..
4. Virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet. Nolieciet mala darbibai E/uésana, 66. Ipp..
5. Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati kd CAP2 (2. uztver3ana).

6. Uzstadiet magnétu.
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Procedura

SaistiSana

1.

Iznemiet ELU1 PCR plati no amplifikatora.
Centrifugéjiet ELU1 PCR plati ar 280 x g 1 minuti.

3. Virpiniet SMB 1 mindati, lai atkartoti suspendétu lodites.
Jair nogulsnes vai mikrosféru granulas, parliecinieties, ka tas sasniedz istabas temperaturu, pipetéjiet uz
augsu un uz leju, lai atbrivotu granulu, un péc tam maisiet, lai atkartoti suspendétu.

4. Nekavejoties pievienojiet 150 ul SMB katrai CAP2 MIDI plates bibliotekas iedobei.
Ja SMB dozéSanai tiek izmantota tekne, lai nodroSinatu pietiekamu materiala daudzumu katram paraugam,
alikvotéjot ieklaujiet tilpuma parsniegumu ar koeficientu 1,15.

5. Kad SMB ir pievienots katrai parauga iedobei, izmetiet atlikuSo materialu.

6. lestatiet pipeti uz 50 pl un parnesiet katras bibliotékas visu tilpumu no ELU1 PCR plates uz atbilstoSo CAP2
MIDI plates iedobi.

7. lzmetiet tukSo ELU1 PCR plati.

8. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz CAP2 MIDI plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

9. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minates.

10. Inkubégjiet mikroparaugu inkubatora 57 °C temperatura 25 minutes.
Ja turpinat ar darbibu Bagatinatas bibliotékas amplificEésana, 68. Ipp., ieverojiet reagentu atkausésanas
noradijumus sadala Sagatavosanas protokolam darbibam.

11. Novietojiet uz magnétiska stativa uz 2 minatem.

12. Turiet CAP2 MIDI plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodisu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot
lodiSu kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.
/N UZMANIBU!

Nekaveéjoties veiciet nakamo darbibu (Mazgasana, 65. Ipp.). Nelaujiet lodiSu kapsulai ilgstosi
atrasties bez Skidruma klatbutnes.

Mazgasana

1. Nonemiet CAP2 MIDI plati no magnétiska stativa.

2. Apgrieziet otradi vai virpiniet RSB, lai samaisitu.

3. Pievienojiet 200 pl RSB katrai iedobei.

4. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz CAP2 MIDI plates.

Pilniba noslédziet malas un iedobes.

5. Kratiet ar 1800 apgr./min 4 minutes.
6. Novietojiet plati uz magnetiska stativa uz 2 minutem.
Dokuments Nr. 200007789 v08 65.n0143

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) lietoSanas pamaciba illumina

7. Turiet plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.
8. Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atlikuSo RSB.
Eluesana
1. Nonemiet CAP2 MIDI plati no magnétiska stativa.
2. Virpiniet svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
3. Pievienojiet 22 ul EE2 + HP3 eluéSanas maisijuma katrai bibliotékas iedobei CAP2 MIDI platé.
4. lzmetiet atlikuSo EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu.
5. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz CAP2 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.
6. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minates.
7. Novietojiet uz magnétiska stativa uz 2 minatem.
8. Markeéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka ELU2 (2. eluéSana).
9. Virpiniet ETZ2, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
10. Pievienojiet 5 pl ET2 katrai attiecigajai bibliotékas iedobei jaunaja ELU2 PCR platé.
11. Uzmanigi parnesiet 20 pl eluata no katras CAP2 MIDI plates iedobes uz atbilstoSo ELU2 PCR plates iedobi.
12. Izmetiet tukSo CAP2 MIDI plati.
13. Uzklajiet pasliposo plates noslegu uz ELU2 PCR plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.
14. Kratiet ar 1200 apgr./min 2 mindtes.
15. Atgrieziet SMB, EE2, HP3, RSB un ET2 glabasana.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, centrifugéjiet ELU2 PCR plati ar 280 x g 1 minGti un uzglabajiet no -25 °C lidz -15 °C
temperatura lldz 7 dienam.

Sagatavosanas protokolam

Sisagatavo$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved lidz nakamajam dro$ajam apstasanas
punktam.

1.

Sagatavojiet ledus spaini vai tam lidzveértigu.

2. Iznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.
31.tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), kaste (PN 20031121)
Reagents Glabasana AtkauséSanas noradijumi Protokola darbiba
PPC3 No -25°C idz Atkauséjiet ldz istabas Bagatinatas bibliotékas
-15°C temperaturai. amplificéSana
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Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba
EPM No -25 °C lidz Uzglabat aukstu. Bagatinatas bibliotékas
-15°C amplificésana

32.tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), kaste (PN 20031123)

Reagents Glabasana AtkausésSanas noradijumi Protokola darbiba

SPB (gaisi No 2 °Clidz 8 °C Noturiet istabas Amplificéto bagatinato bibliotéku

zala etikete) temperatira 30 minates. tiriSana

RSB No 2°Clidz 8 °C Sasildiet lidz telpas Amplificéto bagatinato bibliotéku
temperaturai. tinsana

SagatavoSanas sekvencésanai
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Bagatinatas bibliotekas amplificesana
Saja darbiba tiek izmantoti praimeri, lai amplificétu bagatinatas bibliotékas.
Sagatavos$ana

1. Ja ELUZ2 plate tika uzglabata, atkausejiet lldz istabas temperaturai un péc tam centrifugéjiet 280 x g

1 minati.
Procedura
1. Virpiniet PPC3, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
2. Pievienojiet 5 ul PPC3 katrai ELU2 PCR plates bibliotékas iedobei.
3. Virpiniet EPM 5 sekundes, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
4. Pievienojiet 20 ul EPM katrai bibliotékas iedobei.
5. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz ELU2 PCR plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes, lai novérstu iztvaikoSanu.
6. Kratiet ar 1200 apgr./min 2 mindtes.

Novietojiet uz amplifikatora un palaidiet EL-PCR programmu.

Skatiet Amplifikatoru programmésana, 41. Ipp..

Ja turpinat ar darbibu Bibliotéku normalizésana, 71. lpp., ievérojiet atkauséSanas noradijumus sadala
Sagatavosanas protokolam darbibam.

8. Novietojiet PPC3 un EPM atpaka| glabasanas vieta.

Amplificeto bagatinato bibliotéku tiriSana

ST darbiba izmanto SPB, lai attiritu bagatinatas bibliotékas no nevélamiem reakcijas komponentiem. Lodites
mazga divreiz ar svaigu 80 % etilspirtu. Bibliotékas tiek eluétas ar RSB.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus reagentus.

* SPB— nodrosiniet, ka lodTtes atrodas istabas temperatiira 30 mindtes. Sai procediirai noteikti
izmantojiet SPB, nevis SMB.

* RSB — nolieciet mala lietoSanai proceddra.

2. Sagatavojiet svaigu 80 % etilspirtu 15 ml vai 50 ml konusveida mégené.
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33. tabula Sagatavojiet svaigu 80 % etilspirtu.

Reagents 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotékas 48 bibliotekas
100 % EtOH, 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 mi
tirs
RNase/DNase- 500 pl Tml 2 ml 3ml 6 ml
free water
3. Virpiniet svaigu 80 % EtOH, lai samaisitu.
4. Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka BIND2 (TiriS8anas saistiSana).
5. Uzstadiet magnétu.
Procedura

SaistiSana

1. Iznemiet ELU2 PCR plati no amplifikatora.
2. Centrifugéjiet ELU2 PCR plati 280 x g 1 minuti.
3. Virpiniet SPB 1 minuti, lai atkartoti suspendétu lodites.
4. Nekavejoties pievienojiet 110 ul SPB katrai BIND2 MIDI plates bibliotékas iedobei.
5. Parnesiet 50 pl katras bibliotékas no ELU2 PCR plates uz atbilstoSo BIND2 MIDI plates iedobi.
6. Izmetiet tukSo ELU2 PCR plati.
7. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz BIND2 MIDI plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.
8. Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
Inkubéjiet istabas temperatura 5 minutes.
10. Novietojiet BIND2 MIDI plati uz magnétiska stativa uz 5 mintutem.
11. Turiet plati uz magnétiska stativa. lzmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodiSu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.
Mazgasana
1. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Turiet BIND2 MIDI plati uz magnétiska stativa un pievienojiet 200 ul svaiga 80 % EtOH katra iedobe.
b. Uzgaidiet 30 sekundes.
c. lzmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodiSu kapsulu, nonemiet un izmetiet visu
virsslani no katras parauga iedobes.
Mazgajiet lodites otrreiz.
Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atlikuSo EtOH.
4. lzmetiet neizmantoto 80 % EtOH.
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Eluésana

1. Nonemiet BIND2 MIDI plati no magnétiska stativa.

2. Apgrieziet otradi vai virpiniet, lai samaisitu RSB.

3. Pievienojiet 32 ul RSB katrai bibliotékas iedobei.

4. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz BIND2 MIDI plates.

Pilntba noslédziet malas un iedobes.

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.

Inkubéjiet istabas temperatura 2 minutes.

Novietojiet uz magnétiska stativa uz 2 minutém.

Markéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka PL (Attiritas bibliotékas).

Parnesiet 30 ul katra eluata no BIND2 MIDI plates uz atbilstoSo PL PCR plates iedobi.
10. Izmetiet tukSo BIND2 MIDI plati.

11. Uzklajiet paslipoSo plates noslégu uz PL PCR plates.

© © N o o

12. Novietojiet SPB un RSB glabasanas vieta.

DROSAS APSTASANAS PUNKTS

Ja partraucat darbu, centrifugéjiet PL PCR plati ar 280 x g 1 minuti un uzglabajiet no -25 °C lidz -15 °C
temperatura idz 30 dienam.

Sagatavosanas protokolam

Sisagatavo$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas aizved lidz nakamajam droajam apstasanas
punktam.

1. Iznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

34. tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), kaste (PN 20031121)

Reagents Glabasana AtkauséSanas noradijumi Protokola darbiba

LNA1 No -25 °C lidz Atkauséjiet lidz istabas Biblioteku normalizéSana
-15°C temperatdrai.

EE2 No -25 °C lidz Atkauséjiet lidz istabas Biblioteku normalizéSana
-15°C temperaturai.

35. tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), kaste (PN 20031123)

Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba
LNB1 No2°Clidz8°C  Noturietistabas Biblioteku normalizéSana
temperatura 30 mindtes.
HP3 No 2°Clidz 8 °C Sasildiet lidz telpas Biblioteku normalizéSana
temperaturai. Sagatavo$anas sekvencés$anai
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Reagents Glabasana Atkausésanas noradijumi Protokola darbiba

LNW1 No2°Clidz 8 °C Sasildiet lidz telpas Biblioteku normalizéSana
temperaturai.

LNS1 No2°Chdz8°C Sasildiet lidz telpas Biblioteku normalizéSana
temperaturai.

2. Jaturpinat taja pasa diena ar darbibu Sagatavosanas sekvencésanai, 75. |pp., izpildiet atkauséSanas
noradijumus sadala Sagatavosanas protokolam darbibam.

Biblioteku normalizesana

Saja procesa tiek izmantots LNB1 un piedevas (LNA1), lai normaliz&tu katru bibliotékas daudzumu, nodrosinot
vienadu bibliotéku parstavniecibu apkopotajas bibliotekas. Lodites mazga divreiz ar LNW1. Bibliotékas tiek
eluétas ar svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu un neitralizétas ar LNS1.

Sagatavos$ana

1. Sagatavojiet Sadus reagentus.
* LNB1—nodroSiniet, ka lodites atrodas istabas temperatura 30 minates.
* LNA1— virpiniet, lai samaisitu.
* EE2 — virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.
* HP3 — virpiniet, lai samaisttu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
* LNW?1—virpiniet, lai samaisitu. Nolieciet mala lietoSanai procedura.
* LNS1—virpiniet, lai samaisitu. Nolieciet mala lietoSanai procedura.

2. Virpiniet LNB1 1 minuti, lai atkartoti suspendétu lodites.
Apgrieziet LNB1 stobrinu, lai parliecinatos, ka visas lodites ir atkartoti suspendétas.

3. lzmantojot pipeti, kas iestatita uz 800 pl, pipetéjiet LNB1 augSup un lejup 10 reizes, lai nodrosinatu atkartotu
suspendesanu.

4. Nekavejoties sagatavojiet svaigu LNA1 + LNB1 galveno maisijumu koniska stobrina.

/N UZMANIBU!

Pilniba atkartoti suspendégjiet LNB1 lodisu kapsulu stobrina apaksa, lai noveérstu nevienmeérigu
klasteru blivumu.

36. tabula LNAT + LNB1 galvenais maisijums*

Galvena
maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotekas
sastavdala
LNA1 305yl 610 pl 1219 pl 1829 pl 3658 ul
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Galvena

maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotekas
sastavdala

LNB1 55 pl 110 pl 221 ul 331l 662 pl

* Saja tabula ir ieklauts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..
5. Virpiniet LNA1+LNB1 galveno maisijumu. Nolieciet mala darbibai Saistisana, 72. lpp.. darbibai.
6. Sagatavojiet svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu mikrocentrifligas stobrina.

37.tabula EE2 + HP3 eluéSanas maisijums biblioteku normalizéSanai*

EluésSanas

maisijuma 4 bibliotekas 8 bibliotekas 16 bibliotekas 24 bibliotekas 48 bibliotekas
komponents

EE2 152 pl 304 pl 608 ul 912 pl 1824

HP3 8 ul 16 ul 32 ul 48 ul 96 l

* Saja tabula ir iek|auts tilpuma parsniegums. Aprékinus skatiet sadala Reagentu lietosana, 33. Ipp..

7. Virpiniet svaigo eluéSanas maisijumu un péc tam nedaudz centrifugégjiet. Nolieciet mala darbibai E/luésana,
73. lpp.

8. JaPL PCR plate tika uzglabata, atkauséjiet lidz istabas temperaturai, centrifugéjiet ar 280 x g 1 miniti.
Pipete, lai sajauktu.

9. Markéjiet jaunu 96 iedobju MIDI plati ka BBN (Uz loditém balstita normalizé3ana).

10. Uzstadiet magnétu.

Procedura

SaistiSana

Virpiniet LNAT+LNB1 galveno maisijumu.

Nekaveéjoties pievienojiet 45 pul LNA1T + LNB1 galvena maisijuma katrai BBN MIDI plates bibliotékas iedobei.
Izmetiet atlikuSo LNA1 + LNB1 galveno maisijumu.

Pievienojiet 20 ul katras bibliotekas no PL PCR plates atbilstoSai BBN MIDI plates iedobei.

I N

Uzklajiet pashiposo plates noslégu uz BBN MIDI plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes.

6. Kratiet ar 1800 apgr./min 30 minutes.

7. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz PL PCR plates un novietojiet to glabasanas vieta.

8. Novietojiet BBN MIDI plati uz magneétiska stativa uz 2 minatém.

9. Turiet plati uz magnétiska stativa. lzmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodiSu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.
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Mazgasana

1. Mazgajiet lodites, ka aprakstits talak.
a. Nonemiet BBN MIDI plati no magnétiska stativa.
b. Pievienojiet 45 ul LNW?1 katrai bibliotékas iedobei.

c. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz BBN MIDI plates.
Pilniba nosleédziet malas un iedobes.

d. Kratietar 1800 apgr./min 5 minutes.
e. Novietojiet BBN MIDI plati uz magnétiska stativa uz 2 minutem.

f.  Turiet plati uz magnétiska stativa. Izmantojot lodiSu pipeti, kas iestatita uz 200 pl, neaizskarot lodisu
kapsulu, nonemiet un izmetiet visu virsslani no katras parauga iedobes.

2. Mazgajiet lodites otrreiz.

3. Izmantojiet pipeti ar smalkiem uzgaliem, lai no katras iedobes iznemtu atliku$o virskartu.

Eluésana

Nonemiet BBN MIDI plati no magnétiska stativa.

Virpiniet svaigu EE2 + HP3 eluéSanas maisijumu un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
Pievienojiet 32 ul EE2 + HP3 Skiduma katrai BBN MIDI plates bibliotékas iedobei.

Izmetiet atlikuSo eluéSanas maisijumu.

I N

Uzklajiet pashiposo plates noslégu uz BBN MIDI plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes.

Kratiet ar 1800 apgr./min 2 minutes.
Novietojiet uz magneétiska stativa uz 2 minatém.
Markeéjiet jaunu 96 iedobju PCR plati ka NL (Normalizétas bibliotékas).

© ® N o

Uzmanigi parnesiet 30 ul eluata no katras BBN MIDI plates iedobes uz atbilstoSo NL PCR plates iedobi.
/N UZMANIBU!

Jalodites ir aspirétas pipetes uzgalos, iepildiet tas atpaka| platé uz magnetiska stativa un
nogaidiet, ldz Skidrums ir dzidrs (~2 minGtes), pirms turpinat ar procediras nakamo darbibu.
10. Izmetiet tuk§o BBN MIDI plati.
11. Virpiniet LNS1, lai samaisitu.
12. Pievienojiet 30 ul LNS1T katrai bibliotékas iedobei jaunaja NL PCR plate.
13. Pipetéjiet piecas reizes, lai samaisitu.

14. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz NL PCR plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes.

15. Novietojiet LNB1, LNA1, EE2, LNW1 un LNS1 glabasanas vieta.
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DROSAS APSTASANAS PUNKTS
Ja partraucat darbu, centrifugéjiet NL PCR plati ar 280 x g 1 minati un uzglabajiet no -25 °C lidz -15 °C

temperatira lidz 32 dienam.
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Sagatavosanas protokolam

ST sagatavo$ana ir nepiecie$ama, lai veiktu protokola darbibas, kas noved pie sekvencé3anas.

Vismaz stundu pirms lietoSanas saciet sekvencésanas paligmaterialu sagatavoSanu no NextSeq 550Dx High
Output Reagent Kit v2.5 (300 cikli) (PN 20028871).

1. I1znemiet bibliotékas atSkaidiSanas buferi (HT1) no uzglabasdanas -25 °C lidz -15 °C temperatura. Atkauséjiet
lldz istabas temperaturai. Péc atkauséS8anas turiet aukstu.

2. leverojiet sagatavosanas noradijumus NextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr.
7000000009513), kas sniegti citiem komplekta paligmaterialiem.

* NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cikli)
* NextSeq 550Dx Buffer Cartridge v2 (300 cikli)
* NextSeq 550Dx High Output Flow Cell Cartridge v2.5 (300 cikli)
3. Iznemiet reagentu stobrinus no kastes un izpildiet atkausé$anas noradijumus.

38. tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Sasaldéts), kaste (PN 20031121)

Reagents Glabasana Atkausesanas noradijumi Protokola darbiba

PhiX Internal No -25°C lidz Atkauséjiet lidz istabas SagatavoSanas sekvencésanai
Control -15°C temperaturai. Péc

(PX3 vai atkausésSanas turiet aukstu.

PhiX)

39. tabula TruSight Oncology Comp Enrichment (Atdzeséts), kaste (PN 20031123)

Reagents Glabasana AtkausésSanas noradijumi Protokola darbiba

HP3 No2°Chdz8°C Sasildiet lidz telpas SagatavoSanas sekvencésanai
temperaturai.

RSB (roza No2°Chdz8°C Sasildiet lidz telpas SagatavoSanas sekvencésanai

etikete) temperaturai.

Sagatavosanas sekvencésanai

Katra DNS un RNS sekvencésanas izpildé jaieklauj pozitiva kontrole un NTC. DNS un RNS NTC tiek atkartoti
sekvencétas péc nepiecieSamibas, lai katra izpildé butu NTC. Katra DNS un RNS izpilde ietver atsevisku pozitivu
kontroli.

Sagatavos$ana

1. Parskatiet vadlinijas Bibliotéku skaits un raditaju izvéle, 35. Ipp..
2. Markeéjiet mikrocentrifiigas stobrinu ka dHP3 (atSkaidits HP3).

3. Markeéjiet mikrocentrifligas stobrinu ka dPhiX (atSkaidits PhiX).
4

Uzsildiet siltumbloku mikrocentrifligas stobriniem lidz 96 °C.
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3.

Sagatavojiet ledus spaini vai tam lidzveértigu.

Atskaidiet un denaturejiet PhiX kontroli

1.
2.

o g~ w

9.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

Virpiniet HP3, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
Mikrocentrifiigas dHP3 stobrina sajauciet talak noraditos daudzumus.
* 10 ulHP3

* 190 yl RNase/DNase-free water

Virpiniet dHP3, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
Apgrieziet otradi vai virpiniet RSB, lai samaisitu.

Virpiniet PhiX kontroli, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
Mikrocentrifugas dPhiX stobrina sajauciet talak noraditos daudzumus.
* 8pulRSB

* 2 JIPhiX kontroli

Pievienojiet dPhiX stobrinam 10 pl dHP3.

Izmetiet dHP3 stobrinu.

Virpiniet dPhiX stobrinu, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.
Inkubéjiet dPhiX istabas temperatira 5 minates, lai to denaturétu.
Virpiniet HT1, lai samaisitu.

Nekavejoties pievienojiet dPhiX 980 pul ieprieks atdzeseta HT1.
Virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugégjiet.

Glabajiet PhiX aukstuma, lidz tas tiek izmantots otra at8kaidijuma sagatavosana.
Galiga koncentracija ir 20 pM dPhiX.

Novietojiet PhiX, HP3 un RSB atpakal glabasanas vieta.

Biblioteku apvienoSana un denaturésana TSO Comprehensive (EU) analizei

1.

Ja NL PCR plate tika uzglabata, atkauségjiet ldz istabas temperaturai un péc tam centrifuggjiet plati ar
280 x g 1 minati.

[zmantojot daudzkanalu pipetes komplektu ar 30 pl tilpumu, piecas reizes uzmanigi sajauciet bibliotékas
NL PCR plate.
Izmantojiet jaunus uzgalus katrai bibliotékai.

/N UZMANIBU!
Lai nodroSinatu optimalu veiktspéju, biblioteékas noteikti labi jasajauc.

Atlasiet vienu no talak noradrtajam iespéjam, lai apvienotu, denaturétu un atSkaiditu bibliotékas.

* [1.iespeja] Vienlaicigi sekvencégjiet bibliotékas, kas iegutas no RNS paraugiem un DNS paraugiem.
Skatiet 7. iespéja. DNS un RNS bibliotékas kopa, 77. 1pp..
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* [2.iespé€ja] Sekvencéjiet bibliotékas, kas iegltas tikai no DNS paraugiem. Skatiet 2. iespéja. Tikai DNS
saturo$as bibliotékas, 78. lpp..

* [3. opcija] Sekvencéjiet bibliotekas, kas iegutas tikai no RNS paraugiem. Skatiet 3. iespéja. Tikai RNS
saturoSas bibliotékas, 79. lpp..

—

. iespéja. DNS un RNS bibliotékas kopa

1. Markeéjiet mikrocentrifugas stobrinu ka PRL (Apvienotas RNS bibliotekas).
Markéjiet mikrocentrifugas stobrinu ka PDL (Apvienotas DNS bibliotékas).

3. Parnesiet 10 pl katras normalizétas RNS (cDNS) bibliotékas no NL plates uz PRL stobrinu.
Neapvienogjiet divas bibliotékas ar vienu un to pasu indekséSanas praimeri.

4. Parnesiet 10 pl katras normalizétas DNS bibliotékas no NL plates uz PDL stobrinu.
Neapvienojiet divas bibliotékas ar vienu un to pasu indekséSanas praimeri.

5. Uzklajiet pashposo plates noslégu uz NL PCR plates.
Pilntba noslédziet malas un iedobes.

6. Virpiniet PRL un PDL stobrinus, lai samaisitu.

7. Nedaudz centrifugéjiet PRL un PDL stobrinus.

8. Inkubégjiet PRL un PDL stobrinus siltumbloka 96 °C temperatira 2 minutes.

9. Turiet PRL un PDL stobrinus aukstuma 5 minutes.

10. Virpiniet PRL un PDL stobrinus, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.
11. Turiet PRL un PDL stobrinus aukstuma.

Pirma atSkaidijuma sagatavosana

Markéjiet mikrocentrifugas stobrinu ka DIL1 (1. atSkaidijums).
Parnesiet 20 yl PDL uz tuk3u DIL1 stobrinu.

Pievienojiet DIL1 5 pl PRL.

Izmetiet PDL un PRL stobrinus.

Pievienojiet DIL1 stobrinam 475 ul iepriek$ atdzeséta HT1 (atSkaidijums 1:20).

S I N

Virpiniet DIL1 stobrinu, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.
Otra atSkaidijuma sagatavosana

Markeéjiet 2,0 ml mikrocentrifligas stobrinu ka DIL2 (2. atSkaidijums).

Parnesiet 40 ul DIL1 uz tukSu DIL2 stobrinu.

[zmetiet DIL1 stobrinu.

Pievienojiet DIL2 stobrinam 1660 pl ieprieks atdzeséta HT1 (atSkaidijums 1:850).

o oa woN e

Virpiniet sagatavoto 20 pM dPhiX, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.
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6. Pievienojiet DIL2 stobrinam 2,5 pl sagatavota 20 pM dPhiX.
Virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

8. levietojiet 1300 pl DIL2 atkauséta NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cikli).
Papildinformacija pieejama NextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

9. Izmetiet DIL2 stobrinu.

10. Centrifugéjiet NL PCR plati ar 280 x g 1 minuti un tad uzglabajiet -25 °C lidz -15 °C temperatura lidz
32 dienam.

11. Turpiniet ar sekvencésanu.
Papildinformacija pieejama NextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

2. iespéja. Tikai DNS saturosas bibliotékas

1. Markéjiet mikrocentrifigas stobrinu ka PDL (Apvienotas DNS bibliotékas).

2. Parnesiet 10 pl katras normalizétas DNS bibliotékas no NL plates uz PDL stobrinu.
Neapvienojiet divas bibliotékas ar vienu un to pasu indekséSanas praimeri.

3. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz NL PCR plates.
Pilniba noslédziet malas un iedobes.

Virpiniet PDL stobrinu, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifug€jiet.
Inkubéjiet PDL stobrinu siltumbloka 96 °C temperatura 2 minates.
turiet PDL stobrinu aukstuma 5 minutes.

Virpiniet PDL stobrinu, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifuggjiet.

© N o g bk

Turiet PDL stobrinu aukstuma.
Pirma atSkaidijuma sagatavos$ana

Markéjiet mikrocentrifugas stobrinu ka DIL1 (1. atSkaidijums).
Parnesiet 10 pl PDL uz tukSu DIL1 stobrinu.
Izmetiet PDL stobrinu.

Pievienojiet DIL1 stobrinam 190 pl ieprieks atdzeséta HT1 (atSkaidijums 1:20).

I N

Virpiniet DIL1, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugé€jiet.

Otra atSkaidijuma sagatavosana

—_

Markéjiet 2,0 ml mikrocentrifugas stobrinu ka DIL2 (2. atSkaidijums).

Parnesiet 40 pl DIL1 uz tukSu DIL2 stobrinu.

Izmetiet DIL1 stobrinu.

Pievienojiet DIL2 stobrinam 1660 pl ieprieks atdzeséta HT1 (at8kaidijums 1:850).

aoR oW

Virpiniet sagatavoto 20 pM dPhiX un péc tam nedaudz centrifugégjiet.
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6. Pievienojiet DIL2 stobrinam 2,5 pl sagatavota 20 pM dPhiX.
Virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

8. levietojiet 1300 pl DIL2 atkauséta NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cikli).
Papildinformacija pieejama NextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

9. Izmetiet DIL2 stobrinu.

10. Centrifugéjiet NL PCR plati ar 280 x g 1 minuti un tad uzglabajiet -25 °C lidz -15 °C temperatura lidz
32 dienam.

11. Turpiniet ar sekvencésanu.
Papildinformacija pieejamaNextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

3. iespéja. Tikai RNS saturosas bibliotékas

1. Markeéjiet mikrocentrifigas stobrinu ka PRL (Apvienotas RNS bibliotékas).

2. Parnesiet 10 pl katras normalizeétas RNS (cDNS) bibliotekas no NL plates uz PRL stobrinu.
Neapvienojiet divas bibliotékas ar vienu un to pasu indekséSanas praimeri.

3. Uzklajiet pasliposo plates noslégu uz NL PCR plates.
Pilniba nosledziet malas un iedobes, lai noverstu iztvaikoSanu.

Virpiniet PRL stobrinu, lai samaisitu.

Nedaudz centrifugéjiet PRL stobrinu.

Inkubéjiet PRL stobrinu siltumbloka 96 °C temperatura 2 minates.
Turiet PRL stobrinu aukstuma 5 minates.

Virpiniet PRL stobrinu, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifug€jiet.

© ® N o g &~

Turiet PRL stobrinu aukstuma.
Pirma atSkaidijuma sagatavos$ana

Markéjiet mikrocentrifugas stobrinu ka DIL1 (1. atSkaidijums).
Parnesiet 10 pl PRL uz tuksu DIL1 stobrinu.
Izmetiet PRL stobrinu.

Pievienojiet DIL1 stobrinam 190 pl ieprieks atdzeséta HT1 (atSkaidijums 1:20).

I N

Virpiniet DIL1, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugé€jiet.

Otra atSkaidijuma sagatavosana

—_

Markéjiet 2,0 ml mikrocentrifugas stobrinu ka DIL2 (2. atSkaidijums).

2. Parnesiet 40 pl DILT uz tuk3u DIL2 stobrinu.

3. Izmetiet DIL1 stobrinu.

4. Pievienojiet DIL2 stobrinam 1646 pl ieprieks atdzeséta HT1 (atSkaidijums 1:843).
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5. Virpiniet sagatavoto 20 pM dPhiX un péc tam nedaudz centrifugéjiet.
6. Pievienojiet DIL2 stobrinam 16,7 ul sagatavota 20 pM dPhiX.
7. Virpiniet, lai samaisitu, un péc tam nedaudz centrifugéjiet.

8. levietojiet 1300 pl DIL2 atkauséta NextSeq 550Dx High Output Reagent Cartridge v2 (300 cikli).
Papildinformacija pieejamaNextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

9. Izmetiet DIL2 stobrinu.
10. Centrifugéjiet NL PCR plati ar 280 x g 1 minUti un uzglabajiet -25 °C lidz -15 °C temperatura lidz 32 dienam.

11. Turpiniet ar sekvencésanu.
Papildinformacija pieejama NextSeq 550Dx instrumenta uzzinu celvedr (dokuments Nr. 1000000009513).

Rezultatu interpretesana

TSO Comprehensive (EU) analizes sekvencés8anas rezultati tiek zinoti par katru paraugu atseviski PDF atskaité
un JSON atskaité. Parauga liment tiek generéta art Maza sekvencésanas dziluma atskaite
(LowDepthReport.tsv).

Izpildes Tment tiek generéti $adi izvades faili:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

PDF un JSON atskaités tiek paradtti tikai tie varianti, kas izturejusi kvalitates kontroli.

Detalizétu analizes informaciju skatiet Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes
modula darbpldsmas celvedi (dokuments Nr. 200008661).

Paligdiagnostikas rezultati

Katram paligdiagnostikas (CDx) paredzétajam lietojumam ir tris iesp&jamie rezultati.
* Pozitivs — A variants vai biomarkieris tiek noteikts un klasificéts ka 1. lmenis (CDx).

* Nav noteikts — parauga nav konstatéti varianti vai biomarkieri, kas saistiti ar paligdiagnostikas paredzeto
lietojumu. Paraugam atlasitais audzé€ja veids ir piemérots paligdiagnostikai.
* Nav rezultata — varianta statusa noteik8ana nav iesp&jama viena vai vairaku talak noradito iemeslu dé|:

— paligdiagnostikas paredzéta lietoSana nav piemérojama testétajam paraugam, jo paraugam atlasitais
audzéja veids nav piemérots paligdiagnostikas audzéja veidam;

— sekvencésanas izpilde neatbilda kvalitates kontroles specifikacijam;
— bibliotékai neizdevas nodrosinat nepiecieSamo kvalitates kontroli;
— atbilsto$a nukleinskabe netika parbaudita.

Visi paligdiagnostikas paredzétie lietoSanas rezultati tiek zinoti JSON atskaites sadala Companion Diagnostic
Results (Paligdiagnostikas rezultati). PDF atskaites sadaja Companion Diagnostic Results (Paligdiagnostikas
rezultati) ir uzskaititi tikai paredzeétie lietojumi ar pozitivu rezultatu.
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Audzeja profileSanas varianti

TSO Comprehensive (EU) ir paredzeéts, lai zinotu par somatiskiem variantiem, kad tiek zinots par variantiem ar
kliniski nozimigiem pieradijumiem vai variantiem ar potencialu kiinisko nozimi. TSO Comprehensive (EU) analizes
programmatura izmanto zinaSanu bazi, kas nosaka, vai katrs noteiktais un piemérotais variants (2. tabula) ir
kiiniski nozimigs vai potenciali kliniski nozimigs, pamatojoties uz terapeitiskas, diagnostikas vai prognostiskas
saistibas pieradijumiem. ZinaSanu baze apsver, vai parbauditajam audzéja veidam ir (vai nav) noteikta saistiba.
Zinasanu bazé nav iek|auta uznémibas vai véZza riska saistiba. Biezak sastopamie polimorfismi tiek nonemti.

Audzeja profiléSanas variantiem pozitivie rezultati tiek klasificeti genoma atradés ar pieradijumiem par klinisku
nozimi (2. limenis) vai genoma atradés ar potencialu klinisko nozimi (3. lmenis) saskana ar instaléto zinasanu
bazi un identificéto audzeja veidu.

Kvalitates kontroles kJimes gadijuma netiek raditi variantu tipu rezultati, kas ir atbilstosi neveiksmigas kvalitates
kontroles parametriem. Papildinformaciju skatiet 40. tabula un 41. tabula. Audz€&ja profileSanas pozicijas ar
mazu sekvencésanas dzilumu ir uzskaititas atskaité Low Depth Report (Maza sekvencé$anas dziluma atskaite),
nevis TSO Comprehensive (EU) atskaité.

Kvalitates kontrole

* Informaciju par nukleinskabju kvantificéSanu un minimalajam prasibam ievades materialam skatiet sadala
Nukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un uzglabasana, 27. 1pp..

* SekvencéSanas izpildes un parauga derigumu nosaka automatiski, un par to zino TSO Comprehensive (EU)
analizes modulis. Detalizétu analizes informaciju skatiet Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) analizes modula darbplismas celvedi (dokuments Nr. 200008661).

®* TSO Comprehensive (EU) atskaitg, kas pieejama PDF un JSON formatos, apkopoti kvalitates kontroles
rezultati. Atskaisu faili atrodas analizes mapé. Analizes mapes (satur PDF un JSON atskaites) un izpildes
mapes atrasanas vietu skatiet Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) analizes modula
darbplismas celvedi (dokuments Nr. 2000086671).

40. tabula TSO Comprehensive (EU) Atskaites rezultatu kvalitates kontroles raditaji

. . e~ Specifikaciju
Izvades veids Raditaji Specifikacija  Apraksts - .
klimes ietekme*
SekvencéSanas PCT_PF_READS = 80,0 Nolasijumu procentuala Sekvencésanas
izpilde (%) dala, kas atbilst filtram izpilde ir
(PF). nederiga. Netiek
zinoti neviena
parauga rezultati
izpildes laika.
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Izvades veids Radtaji

PCT_Q30_R1 (%)

PCT_Q30_R2 (%)

DNS bibliotekas CONTAMINATION_

SCORE

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)

MEDIAN_EXON_
COVERAGE
(skaits)

PCT_EXON_50X
(%)
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Specifikacija

2 80,0

= 80,0

= 3106 VAI

> 3106 un P_
VALUE

= 0,049

\

270

=150

=90,0

Apraksts

1. nolasijuma vid€jais
bazu noteikSanas
gadijumu procentualais
Tpatsvars ar kvalitates
raditaju Q30 vai
augstaku.

2. nolasijuma vidéjais
bazu noteikSanas
gadijumu procentualais
Ipatsvars ar kvalitates
raditaju Q30 vai
augstaku.

Parametrs, kura
novertéta piesarnojuma
iespéjamiba, izmantojot
kopé€jo variantu VAF.

Piesarnojuma rezultats ir

balstits uz VAF SNP
izkliedi.
Piesarnojuma P vértibu

izmanto, lai novértétu |oti

parkartotus genomus.
Tas ir piemérojams tikai
tad, ja piesarnojuma
raditajs parsniedz
augs$eéjo specifikaciju
robezu.

Parauga fragmentu
garuma mediana.

Eksonu fragmentu
parklajuma mediana
visam eksonu bazem.
Eksonu bazes ar 50X

fragmenta parklajumu
procentuala dala.

illumina

Specifikaciju
klimes ietekme*
Sekvencésanas
izpilde ir
nederiga. Netiek
zinoti neviena
parauga rezultati
izpildes laika.

Netiek zinoti DNS
rezultati.

Netiek zinoti TMB

vai mazo DNS
variantu rezultati.
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lzvades veids

RNS bibliotékas

RadTtaji

USABLE_MSI_
SITES (skaits)

COVERAGE_MAD
(skaits)

MEDIAN_BIN_
COUNT_CNV_
TARGET (skaits)

MEDIAN_INSERT_
SIZE (bp)
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Specifikacija

=40

=<0,210

Apraksts

MSI vietu skaits, kas
izmantojams MSI
noteikSanai
(mikrosatelitu vietu skaits
ar pietiekami plasu
nolasijumu skaitu, lai
identificetu mikrosatelitu
nestabilitati).

Absollto novirzu
mediana no katra CNV
mérka regiona
normalizéta skaita
medianas.

Neapstradata binara
skaita mediana katram
CNV mérkim.

Parauga fragmentu
garuma mediana.

®

illumina

Specifikaciju
klimes ietekme*

Netiek zinoti MSI
rezultati.

Netiek zinoti génu
amplifikacijas
rezultati.

Netiek zinoti
saplusanas vai
salaidumu
variantu rezultati.
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Izvades veids Radtaji Specifikacija
MEDIAN_CV_ =0,93
GENE_500X

(koeficients)

TOTAL_ON_ = 9000000
TARGET_READS
(skaits)

* Veiksmigi rezultati rada PASS (Atbilst).
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Apraksts

MEDIAN_CV_GENE_500X
ir parklajuma
viendabiguma merijums.
Katram génam ar vismaz
500x parklajumu tiek
aprekinats parklajuma
variacijas koeficients visa
géna garuma. Sis
parametrs ir o vértibu
mediana. Augsta vertiba
norada uz augstu
variaciju [imeni un norada
uz problému bibliotékas
sagatavosana,
pieméram, zema limena
parauga ievadi un/vai
zondes izvilk§anas
problémam. Sis
parametrs tiek
aprekinats, izmantojot
visus nolasijumus
(ieskaitot nolasijumus,
kas atziméti ka dublikati).

Kopéjais nolasijumu
skaits, kas kartéts mérka
regionos. Sis parametrs
tiek apréekinats,
izmantojot visus
nolasijumus (ieskaitot
nolasijumus, kas atzimeti
ka dublikati).

Specifikaciju
klimes ietekme*

illumina
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41.tabula TSO Comprehensive (EU) atskaites rezultatu kontroles parametri

Izvades R T el o .
veids Radtaji Specifikacija Specifikaciju klumes ietekme*
Pozitivd  DNS aréja kontrole Noteikti23no  Manuali anulé pacientu paraugus,
kontrole 24 noraditajiem  pamatojoties uz kontroles paraugu
variantiem rezultatiem. Analizes moduja programmatdra
RNS areja kontrole Noteikti 12 no automatiski neanulé pacientu paraugus,
13 noraditajiem pamatojoties uz kontroles paraugu
variantiem rezultatiem.
Kontrole ~ DNS eksonu parklajuma =8 Manuali anulé pacientu paraugus,
bez mediana prieks TSO pamatojoties uz kontroles paraugu
veidnes ~ Comprehensive (EU) rezultatiem. Analizes modula programmatdra
- - - automatiski neanulé pacientu paraugus,
RNS géns virs robezas <1 .
= pamatojoties uz kontroles paraugu
medianas

rezultatiem.

* Veiksmigi rezultati rada PASS (Atbilst).
* Atkartojiet sekvencésanas ciklus, kas nav derigi.
* Atkartojiet bibliotéku testus ar Sadiem rezultatiem.
— Piesarnotas DNS bibliotekas
— Nederigas RNS bibliotékas

— Testus var atkartot, lai iegUtu vairak variantu vai biomarkieru rezultatu DNS bibliotekam, kas bija
nederigas vienam, bet ne visiem variantu veidiem.

* Pozitivas kontroles tiek novértétas variantu noteikSanai. Ja pozitivas kontroles neatbilst variantu
noteik8anas specifikacijam, manuali anul€jiet sekvencéSanas izpildi. Analizes modula programmatira
automatiski neanulé pacientu paraugus, pamatojoties uz kontroles paraugu rezultatiem.

* NTC tiek novertétas, salidzinot ar DNS un génu eksonu parklajumu medianu, kas ir virs RNS vidéjas
robezvértibas. Ja negativas kontroles neatbilst specifikacijam, manuali anulgjiet bibliotékas sagatavosanas
notikumu un visas saistitas sekvencésanas izpildes. Analizes modula programmatura automatiski neanulé
pacientu paraugus, pamatojoties uz kontroles paraugu rezultatiem.

* Veiciet papildu kvalitates kontroles pasakumus saskana ar vietgjiem, valsts un/vai federalajiem noteikumiem
vai akreditacijas prasibam.

Papildinformaciju par sekvencésanas izpildes vai bibliotéku testu atkartoSanu skatiet Problému novérsana,
86. Ipp..
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Problemu noveérsana

illumina

Izmantojiet talak noradito tabulu, lai novérstu problémas darbplisma. Ja sekvencésanas izpilde vai bibliotékas
sagatavoSana paraugam neizdodas divas reizes, ir nepiecieSama papildu problému novérsana. Sazinieties ar
lllumina tehniska atbalsta dienestu.

Novérojums

SekvencésSanas izpilde
neatbilst izpildes
kvalitates kontroles
specifikacijam.
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lespéjamais iemesls

ApkopoSanas k|uda
AtSkaidiSanas k|uda
PRL/PDL nepilniga
denaturacija ar karstumu
Problémas ar
sekvencésanas
paligmaterialu
sagatavoSanu
(piemeéram, nav
pietiekami atkausétas,
kondensats/gruzi
plismas elementa)

Nepareiza bagatinasanas
zonzu izmantoSana
(pieméram, DNS
paraugiem izmantotas
OPR1 zondes, RNS
paraugiem izmantotas
OPD2 zondes)

Klida bibliotekas
sagatavoSanas
darbplisma pirmas
hibridizacijas darbibas
laika vai péc tas.

Neatbilst parauga ievades
prasibam

leteicama riciba

o Veiciet biblioteku atkartotu sekvencésanu
no normalizéto bibliotéku (NL) PCR plates.
Skatiet sadalu Sagatavosanas
sekvencésanai, 75. lpp..

Atkartoti bagatiniet biblioteékas no amplificéto
biblioteku paraugu (ALS) PCR plates. Skatiet
sadalu Pirmas hibridizacijas iestatisana,

58. Ipp..

Saciet bibliotékas sagatavosSanu no
darbplismas sakuma. Skatiet sadalu RNS
denaturéSana un renaturésana, 43. lpp. vai
gDNS fragmentésana, 48. Ipp..
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Noveérojums lespéjamais iemesls leteicama riciba

Kluda bibliotékas Atkartoti bagatiniet bibliotékas no amplificéto
sagatavoSanas darbplisma bibliotéku paraugu (ALS) PCR plates. Skatiet
raditaju PCR darbibas laika  sadalu Pirmas hibridizacijas iestatisana,

vai pirms tas 58. Ipp..
Instrumenta probléma Sazinieties ar lllumina tehniska atbalsta
dienestu.
Kluda ar parskata Programmaturas vai Skatiet Local Run Manager TruSight Oncology
generésanu vai instrumenta probléma. Comprehensive (EU) analizes modula
visparéja instrumenta darbplismas ce|vedi (dokuments
klida (tikla kluda, kjtda Nr. 200008661), lai sanemtu palidzibu saistiba
ar reagentu ar atskaites sagatavoSanu. Lai sanemtu
ieladésanu/izladesanu papildu palidzibu, sazinieties ar lllumina
utt.) tehniska atbalsta dienestu.
DNS biblioteka Neatbilst parauga ievades NodrosSiniet atbilstoSu parauga ievadi un
neatbilst kvalitates prasibam. atkartojiet bibliotekas sagatavoSanu no
kontroles darbibas gDNS fragmentésana. Skatiet sadaju
specifikacijam. Paraugu prasibas, 26. Ipp. unNukleinskabju
ekstrakcija, kvantificéSana un uzglabasana,
27. 1pp..
Izmanto$anas vai Atkartojiet bibliotékas sagatavosanu no kadas
aprikojuma k|uda analizes no talak minétajam darbibam atkariba no ta,
darbplusma. kur radas aizdomas par lietoSanas vai

aprikojuma kjudu. Ja nav zinams vai ir radusas

citas kludas, sazinieties ar lllumina tehniska

atbalsta dienestu, lai veiktu procediras
traucéjummeklésanu.

» Veiciet biblioteéku atkartotu sekvencésanu
no normalizéto bibliotéku (NL) PCR plates.
Skatiet sadalu Sagatavosanas
sekvencésanai, 75. lpp..

« Atkartoti bagatiniet bibliotekas no
amplificéto bibliotéku paraugu (ALS) PCR
plates. Skatiet sada|u Pirmas hibridizacijas
iestatisana, 58. lpp..

o Saciet bibliotékas sagatavoSanu no
darbplusmas sakuma. Skatiet sadalu gDNS
fragmentésana, 48. Ipp..
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Noveérojums lespéjamais iemesls leteicama riciba
CONTAMINATION_SCORE,  Skatiet informaciju sadala Bridinajumi un
CONTAMINATION_P_ piesardzibas pasakumi, lai izvairitos no
VALUE kritériji nav izpilditi.  savstarpéjas piesarnosanas.

Parskatiet plates izkartojumu un bibliotékas
indeksésanu, lai nodroSinatu, ka ta pasa
raditaja bibliotékas netiek sekvencétas kopa.
letekmétajam bibliotekam saciet biblioteku
sagatavoSanu no darbplismas sakuma. Skatiet
sadalu gDNS fragmentésana, 48. Ipp..

Parauga ekstrakcijas laika var but radies
piesarnojums. Var bit nepiecieSams atkartot
ekstrakciju, lai nodrosSinatu, ka paraugs ir bez
piesarnojuma.

Lietojama MSI neizdevas. Parskatiet ultraskanas ierices razotaja
iestatljumus lietoSanai un darbibai (ieskaitot
udens limeni un stobrinu veidu).

NodroSiniet atbilstoSu parauga ievadi analize.
Skatiet sadalu Paraugu prasibas, 26. Ipp.
unNukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un
uzglabasana, 27. 1pp..

Ja paraugs ir parak fragmentéts vai bojats, var
bt nepiecieSama jauna parauga ekstrakcija
un/vai gDNS fragmentésanas darbibas
atkartoSana.

Paraugs ir parak Skatiet sada|u Ultraskanas apstrades ierices
fragmentéts vai tam var bat  jestatijumi DNS fragmentésanai, 23. Ipp. un
nukleinskabju bojajumi, kas  ultraskanas apstrades ierices razotaja

ietekme spéju generéet iestatljumus lietoSanai un darbibai (ieskaitot
pietiekamas unikalas udens limeni un stobrina veidu).
bibliotékas. NodroSiniet atbilstoSu parauga ievadi analize.

Skatiet sadalu Paraugu prasibas, 26. Ipp.
unNukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un
uzglabasana, 27. lpp..

Ja paraugs ir parak fragmentéts vai bojats, var
bt nepiecieSama jauna parauga ekstrakcija
un/vai gDNS fragmentésanas darbibas
atkartoSana.
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Noveérojums

RNS biblioteka
neatbilst kvalitates
kontroles
specifikacijam.

lespéjamais iemesls

Neatbilst parauga ievades
prasibam.

IzmantoSanas vai
aprikojuma k|uda analizes
darbplisma.

Paraugs ir parak
fragmentéts vai tam var bat
nukleinskabju bojajumi, kas
ietekmé spéju generét
pietiekamas unikalas
bibliotékas.
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leteicama riciba

NodroSiniet atbilstoSu parauga ievadi un
atkartojiet bibliotekas sagatavoSanu no
darbibas RNS denaturésana un renaturésana.
Skatiet sadalu Paraugu prasibas, 26. Ipp.
unNukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un
uzglabasana, 27. lpp..

Atkartojiet bibliotékas sagatavosanu no kadas
no talak minétajam darbibam atkariba no t3,
kur radas aizdomas par lietoSanas vai
aprikojuma kjudu. Ja nav zinams vai ir radusas
citas kludas, sazinieties ar lllumina tehniska
atbalsta dienestu, lai veiktu proceduras
traucéjummeklésanu.

» Veiciet bibliotéku atkartotu sekvencésanu
no normalizéto bibliotéku (NL) PCR plates.
Skatiet sadalu Sagatavosanas
sekvencésanai, 75. lpp..

» Atkartoti bagatiniet bibliotekas no
amplificéto bibliotéku paraugu (ALS) PCR
plates. Skatiet sada|u Pirmas hibridizacijas
iestatisana, 58. lpp..

» Saciet bibliotekas sagatavosanu no
darbplismas sakuma. Skatiet sadalu RNS
denaturéSana un renaturésSana, 43. Ipp..

NodroSiniet atbilstoSu parauga ievadi.

Skatiet sadalu Paraugu prasibas, 26. Ipp.
unNukleinskabju ekstrakcija, kvantificésana un
uzglabasana, 27. lpp..

Ja paraugs ir parak fragmentéts vai bojats, var
bt nepiecieSama jauna parauga ekstrakcija.
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Noveérojums lespéjamais iemesls

Pozitivas kontroles
klime (DNS/RNS)

Netika izpilditas parauga
ievades prasibas pozitivajai
kontrolei.

IzmantoSanas vai
aprikojuma kluda analizes
darbplisma.

NTC klume (DNS/RNS). Radusies savstarpéja
piesarno3ana vai darba

zonas piesarnoSana.

Nepareiza bibliotékas
indeksésana.
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illumina

leteicama riciba

NodroSiniet atbilstoSu ievadi analize.
Parskatiet plates izkartojumu un parliecinieties,
ka atbilstosie reagenti (zondes, raditaji) ir
pareizas iedobés.

NodrosSiniet, ka pozitivas kontroles paraugs

tiek glabats saskana ar etiketi.

Visiem paraugiem, kuriem ir viena pozitiva

kontrole, atkartojiet bibliotékas sagatavoSanu

no kadas no talak minétajam darbibam atkariba
no ta, kur radas aizdomas par lietoSanas vai
aprikojuma kludu. Ja nav zinams vai ir radusas
citas kludas, sazinieties ar lllumina tehniska
atbalsta dienestu, lai veiktu proceduras
traucejummeklésanu.

 Veiciet bibliotéku atkartotu sekvencésanu
no normalizéto bibliotéku (NL) PCR plates.
Skatiet sadalu Sagatavosanas
sekvencésanai, 75. lpp..

« Atkartoti bagatiniet bibliotekas no
amplificéto bibliotéku paraugu (ALS) PCR
plates. Skatiet sadalu Pirmas hibridizacijas
iestatisana, 58. Ipp..

» Saciet bibliotekas sagatavo$anu no
darbplusmas sakuma. Skatiet sadaju RNS
denaturésSana un renaturésana, 43. lpp. vai
gDNS fragmentésana, 48. Ipp..

Skatiet sadalu Bridinajumi un piesardzibas
pasakumi, lai iegutu informaciju par darba zonu
attiriSanu un Skérspiesarnojuma novérsanu.
Parskatiet plates izkartojumu un bibliotékas
indeksésanu, lai nodroSinatu, ka ta pasa
raditaja bibliotékas netiek sekvencétas kopa.
Atkartojiet bibliotékas sagatavosanu no
darbplismas sakuma visam biblioteékam,
kuram ir kopiga kontrole bez veidnes.
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Noveérojums lespéjamais iemesls leteicama riciba

Programmatura Nepareiza véza veida Atkartoti ievietojiet rinda analizi ar pareizi
norada, ka pieskirSana Local Run identificétam kontrolém, ka noradits Analizes
sekvencéSanas izpildé  Manager izpildes modula darbplismas ce|vedr (skatiet Local Run
netika ieklautas planosana. Manager TruSight Oncology Comprehensive
pozitivas un/vai (EU) analizes modula darbplismas celvedi
negativas kontroles. (dokuments Nr. 200008661)).

Veiktspejas raksturlielumi

TSO Comprehensive (EU) ir mérka NGS panelis, kas nosaka izmainas 517 génos. Mazie DNS varianti (viena
nukleotida varianti [SNV]), vairaku nukleotidu varianti [MNV), insercijas un delécijas) ir pieméroti parskatam par
visiem 517 géniem. Audz€&ja mutacijas slogs tiek zinots ka raditajs, pamatojoties uz nevaditaju somatisko
variantu skaitu uz megabazi (sikaku informaciju skatit Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive
(EU) analizes modula darbpldsmas celvedi (dokuments Nr. 200008661)). MSI tiek zinots ka statuss. Génu
amplifikacijas ir piemérotas parskatam par MET un ERBB2 géniem. SapluSanas ir piemérotas zinosanai no 23
géniem, kas noraditi sadala Analizes kopsavilkums un skaidrojums, 1. Ipp.. Salaidumu varianti ir pieméroti
parskatam par MET un EGFR géniem. Lai iegutu parskatu, varianti ir janosaka, un TSO Comprehensive (EU)
analizes zinaSanu baze jabut liecibam par tiem, ka art tiem jabut piemérotiem, pamatojoties uz testéto audu
veidu. Lai iegutu parskatu, NTRK sapluSanam ir nepiecieSams sapltuSanas partneris ar 5' un NTRK kinazes
doménam jabut neskartam.

Mazajiem DNS variantiem tika veikta reprezentativa pieeja panela mérka génu validacijai ar datiem, kas parstav
SNV, MNV, insercijas un delécijas. Genu amplifikacijam, sapluS§anam un salaidumu variantiem testésana tika
veikta genu limeni. TMB un MSI tika noverteti, kur noradits. Attieciba uz paligdiagnostikas apgalvojumiem par
NTRK saplisanam — FFPE paraugos sapluSanas tika parbauditas pétijumos, kas galveno uzmanibu pieveérsa
apgalvojumiem atbilstoSajai veiktspéjai (pieméram, noteik§anas robezai, laboratorijas precizitatei,
atkartojamibai, pareizibai un kliniskajai veiktsp€jai).

42. tabula ir sniegtas dazados pétijumos aprékinato parametru definicijas.

42.tabula Parametru definicijas

Termins Definicija
Pozitiva Pareizi noteiktu pozitivo rezultatu procentualais daudzums no kop€ja pozitivo
procentuala rezultatu daudzuma attieciba pret ortogonalo metodi.

sakritiba (PPA)

Negativa Pareizi noteiktu negativo rezultatu procentualais daudzums no kopé€ja negativo
procentuala rezultatu daudzuma attieciba pret ortogonalo metodi.
sakritiba (NPA)
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Termins
Kopé€ja
procentuala
sakritiba (OPA)

Procentualie
pozitivie
noteikSanas
gadijumi (PPCV)
Procentuali
negativie
noteikSanas
gadijumi (PNC)

n/N

Standartnovirze
(SD)

Variacijas
koeficients

illumina

Definicija
Pareizi noteiktu pozitivo un negativo rezultatu procentualais daudzums no kopé€ja
novérojumu daudzuma attieciba pret ortogonalo metodi.

Noveérojumu procentuala dala, kas ir pozitiva mérka noteik8anai, nemot vera
noverojumus, kuri sagaidami ka pozitivi attieciba uz merki.

Novérojumu procentuala dala, kas ir negativa mérka noteik$anai, nemot véra
noverojumus, kuri sagaidami ka negativi attieciba uz merki.

Pozitivu vai negativu noverojumu skaits (n), dalits ar kopé&jiem noverojumiem (N),
lai attiecigi aprékinatu PPC vai PNC. n un N vértibas var but dazados limenos
(pieméram, varianta vai gena) vai kombinét grupa (pieméram, SNV).

Mainiga vertibu variaciju apjoma mers attieciba pret ta vidéjo vértibu.

Standarta novirze dalita ar vidéjo vertibu procentos.

procentos (%CV)

Skérspiesarnojums

Savstarpéjas piesarnoSanas pétijums tika veikts, lai novertétu, vai rodas kludaini pozitivi rezultati, kas saistiti ar
piesarnosanu starp iedobém parauga bibliotékas sagatavoSanas laika vai piesarnoSanu starp secigam izpildes
reizém. STanalize tika veikta maziem DNS variantiem (kas arTietekmé& TMB), sapli$anam, génu amplifikacijai un
MSI. Bibliotékas tika sagatavotas no raksturotiem paraugiem Saha plates izkartojuma ar mainigiem paraugiem,
lai novertétu piesarnojumu starp iedobém, un ar pamiSus mainitiem raditajiem, lai novértétu piesarnojumu starp
sekvencésanas cikliem un izpildém, veicot secigu sekvencésanu viena un taja pasa NextSeq 550Dx
instrumenta. Savstarpéjas piesarno8anas pétijuma netika novérots neviens piesarnojuma notikums, parbaudot
katra parauga konstatétos variantus, un netika konstatéti kjudaini pozitivi rezultati.

Lai noteiktu parauga piesarnojumu DNS paraugos, TSO Comprehensive (EU) analizei tika izstradati divi
kvalitates kontroles raditaji (CONTAMINATION_SCORE un P_VALUE). Tika novértéta piesarnojuma noteikS§anas
jutiba. FFPE audzéja DNS paraugi tika sajaukti ar dazadiem daudzumiem FFPE normalu audu DNS paraugiem, lai
izveidotu apzinati piesarnotus paraugus.

Kopuma tika radtiti 1112 piesarnojuma novérojumi, un piesarnojums tika konstatéts 95 % (1054) novérojumu.
NoteikSanas limenis palielinajas lidz 96 % (939/976), kad piesarnojuma procentualais daudzums bija no 10 % lidz
90 % (masas attiecibas). No 37 noverojumiem ar piesarnojumu no 10 % lldz 90 %, kur piesarnojums netika
konstatéts, 12 neatbilda parklajuma specifikacijai, lai noteiktu mazos DNS variantus. Zems parklajums kavée
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piesarnojuma noteikSanu, bet mazie DNS varianti netiek zinoti, kas mazina piesarnojuma ietekmi. Piecpadsmit
novéerojumi neatbilda génu amplifikacijas specifikacijai (vidéja binara skaita kvalitates kontroles raksturlielums),
lai noteiktu génu amplifikaciju. Paraugiem netiks zinots par génu amplifikacijas rezultatiem.

Petijums apliecinaja, ka TSO Comprehensive (EU) analizei ir paredzams mazs Skérspiesarnojums starp iedobém
vai starp izpildém. Sie rezultati kopa ar piesarnojuma raditajiem programmatiira samazina nepatiesu variantu
rezultatu risku parauga piesarnojuma deé|.

Nukleinskabju ekstrakcijas komplekta novéertéjums

Tris komerciali pieejami DNS un RNS ekstrakcijas komplekti tika novértéti ar TSO Comprehensive (EU). Tris
ekstrakcijas komplekti izoléja gan DNS, gan RNS no tam pasam FFPE audu dajam. Komplekti atdkiras ar parafina
nonems$anas lidzekliem un nukleinskabju saistiSanas darbibam (43. tabula). 1. komplekts bija domingjosais
ekstrakcijas komplekts, ko izmanto, lai noteiktu TSO Comprehensive (EU) veiktspéju.

43. tabula Komplekta raksturojums

Komplekts Parafina nonems$anas lidzeklis Nukleinskabiju saistiSana
1 Patentéts Sleja

2 Ksilols Sleja

3 Mineralella Magnétiskas lodites

44 tabula un 45. tabula ir apkopota ekstrakcijas komplektu ietekme uz bibliotékas derigumu un variantu
noteik8anu. Atskiriba tika zinota, ja variantu noteik$anai ekstrakcijas komplekta vidéjie raditaji bija ieverojami
atskirigi. Vidéejas atskiribas starp ekstrakcijas komplektiem tika aprékinatas ar 1. komplektu ka kontroli, jo 1.
komplekts tika izmantots, lai iegutu lielako daju nukleinskabju TSO Comprehensive (EU) analitiskajiem
pétijumiem. Tika zinots par vidéjo atSkiribu salidzinajuma ar 1. komplektu, lai ilustrétu, ka dazadi ekstrakcijas
komplekti ietekmés citus TSO Comprehensive (EU) analitiskos pétijumus.

44.tabula Ekstrakcijas komplekta ietekme uz bibliotékas derigumu

) . Bibliotekas kvalitates kontroles Videja atskiriba attieciba pret
Varianta tips .
parametri 1. komplektu
DNS mazie varianti / Eksonu parklajuma mediana (skaits) 2. komplekts zemaks par
TMB PCT Exon 50X (%) 56 lasijumiem
Videgjais insercijas izmérs (bp) 3. komplekts augstaks par 0,298 %
2. un 3. komplekts zemaks par 3 bp
DNS MSI Izmantojamas MSI vietas 3. komplekts augstaks par 8 cietam
DNS génu amplifikacija ~ Parklajuma MAD (skaits) 2. komplekts zemaks par 0,0043
Vidéjais binarais skaits 2. komplekts zemaks par 0,5825,

3. komplekts augstaks par 0,3086
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) . Bibliotékas kvalitates kontroles Videéja atskiriba attieciba pret
Varianta tips .
parametri 1. komplektu
RNS Videgjais insercijas izmérs (bp) 3. komplekts augstaks par 2 bp
(saplG$anas/salaidumu  Logaritmiskais (vidéja CV Gene500X) 2. komplekts augstaks par 0,029
varianti) Kopsumma par mérka nolasijumiem Nav butiskas at3kiribas

Tika noveérots, ka ekstrakcijas 2. komplektam un 3. komplektam ir palielinati atbalsta lasijumi, lai sapliSanam un
salaidumu variantiem LoD tuvuma bdtu lielaka noteikSanas iespéjamiba ekstrakcijas komplekta izvéles dél.
45. tabula Ekstrakcijas komplekta ietekmes uz variantu noteikSanu

Varianta veids
Variantu noteikSana (videja atSkiriba attieciba pret 1. komplektu)

(vienibas)

Mazie DNS varianti Nav tehniski nozimiga

(VAF) Meérka varianti: izkliede starp komplektiem bija neliela, salidzinot pret
atlikumu
Nemeérka varianti: nav bitisku atSkiribu pirmajos divos VAF nodalijumos. Nav
nozimigu atskiribu, kad novérota statistiska nozimiba.

TMB (mutacijas Nav tehniski nozimigi, dispersija starp komplektiem bija maza, salidzinot ar

megabazé) atlikumu

MSI (% nestabilas 3. komplekts zemaks par 1,9 % nestabilo vietu

vietas)

Genu amplifikacijas 2. komplektam (0,06) un 3. komplektam (0,08) ir lielakas kartu izmainas

(kartu izmainas)

SaplUSanas (atbalstoSie 2. komplektam bija par 51 %, un 3. komplektam bija par 23 % lielaks
nolasijumi) atbalstoSo nolasijumu skaits

Salaiduma varianti 2. komplektam un 3. komplektam bija par 48 % lielaks atbalsto$o nolasijumu
(atbalstoSie nolasijumi)  skaits

Traucejosas vielas

Tika novértéta iespéjamo endogéno un eksogéno vielu ietekme uz TSO Comprehensive (EU) analizes
veiktspéju. Endogénas vielas (melanins un hemoglobins) tika ievaditas paraugos nukleinskabju ekstrakcijas
procesa laika. Eksogénas vielas (etilspirts, ksilols un K proteinaze) bija nukleinskabju ekstrakcijas procesa, un
tas pirms biblioteékas sagatavosanas tika ievaditas ari attiritaja nukleinskabé. Gadijumos, kad tika novérota
mijiedarbiba ar pievienotu proteinazi K, tika novertéta ari paaugstinata proteinazes K koncentracija ekstrakcijas
procesa laika. Bibliotékas sagatavo8anas laika tika pievienoti papildu raditaju praimeri (15 % un 30 %). Iznemot
raditaju praimerus, vielas tika pievienotas FFPE paraugiem no smadzeném, kritim, resnas zarnas, plausam,
medularajiem vairogdziedzera, NSSPV, olnicu, prostatas, siekalu dziedzera, adas, mikstajiem audiem un
vairogdziedzera audiem — astoni paraugi tika izguti DNS analizei un 13 tika izguti RNS analizei. Indeksa
praimeriem DNS analizei tika izmantoti seSi FFPE paraugi no trim dazadiem audu tipiem (vairogdziedzera,
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urinpds|a, resnas zarnas), un RNS analizei tika izmantoti pieci FFPE paraugi no Cetriem dazadiem audu tipiem
(plausu, vairogdziedzera, resnas zarnas, kruts). Katram no 16 unikalajiem paraugiem tika izmantota neievadita
endogéna kontrole un buferskidums vai eksogéna kontrole ar ddeni. Nekrozes ietekme tika novértéta uz citu
komplektu ar astoniem FFPE paraugiem no smadzenu, resnas zarnas un plausu audiem. Katram nekrozes
paraugam tika veikta kontrole ar paraugu, kam veikta nekrozes makrodisekcija. Ar visam traucéjo8ajam vielam
katrs paraugs tika testéts ar Cetriem atkartojumiem katrai vielai, izmantojot TSO Comprehensive (EU) analizi un
salidzinati ar attiecigas kontroles nosacijumu, lai noteiktu mazos DNS variantus, génu amplifikacijas, RNS
saplusanas un RNS salaidumu variantus, ka art MSI statusu un TMB raditaju. Tika ieklauti gan paligdiagnostikas,
gan audzéja profiléSanas.

DNS variantu noteikSana

Melanins (0,2 ug/ml), hemoglobins (2 mg/ml), etilspirts (5 %), proteinaze K (0,04 mg/ml nukleinskabé) un ksilols
(0,0001 %) netraucé TMB raditaju, MSI statusa, mazo DNS variantu un génu amplifikacijas noteikSanu.

RNS variantu noteikSana

Dati nesatur informaciju par melanina (0,2 pg/ml), etilspirta (5 %) un ksilola (0,0001 %) traucé&joSu ietekmi uz
RNS saplusanas vai salaidumu variantiem. Hemoglobins (2 mg/ml) trauc€ja (samazinati atbalstoSie nolasijumi)
ar trim dazadiem MET géna salaidumu variantiem. Netika ietekméts AR géna (tris dazadi paraugi) un viena EGFR
g€na (viens paraugs) salaiduma variants. Ja laboratorija ar analizi tiek apstradata RNS, jaizvairas no audiem ar
hemoglobina saturu vai tas jasamazina, iegustot griezumus no audu bloka.

Proteinaze K (0,04 mg/ml nukleinskabé) traucéja RNS sapliSanam un salaidumu variantiem. Proteinaze K tika
parbaudita ar 2,6 mg/ml un 5,2 mg/ml ekstrakcijas procesa laika, kas ir 2x un 4x standarta koncentracija
komerciali pieejama komplekta. Proteinaze K inhibé&ja saplisanas ar 4x koncentraciju, bet neietekméja ar 2x.
Salaidumu varianti tika inhibéti pie 2x proteinazes K koncentracijas. Proteinazes K vai lldzvértigu enzimu
koncentraciju ekstrakcijas laika nedrikst palielinat salidzinot ar standarta koncentracijas, kas noradita
ekstrakcijas komplekta.

Salaiduma variants, kas atbalsta lasijumus, samazinas ar 30% atlikuma raditaju praimeriem, bet ne ar 15%
atlikumu.

Nekroze

Nekrotisku audu klatbutne lldz 70 % apmera netraucéja TMB raditaju, MSI statusu vai mazo DNS variantu
noteik8anu. RNS sapltSanas (atbalstoSo nolasijumu) un génu amplifikacijas (kartu izmainas) noteik8ana bija
samazinata paraugos ar = 25 % un = 23 % (péc laukuma) nekrotisko audu saturu. Ja parauga secéjumos ir vairak
neka = 23 % nekrozes kopéja audu laukuma, tad javeic nekrotisko audu makrodisekcija.
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Stabilitate

Stabilitate reallaika

Reallaika stabilitate tika izmantota, lai noteiktu TSO Comprehensive (EU) analizes komplekta deriguma terminu,
ja tas tiek glabats atbilstosi nosacijumiem etiketé. P&tijuma struktira tika balstita uz tris reagentu partiju
testéSanu un izmantoja CLSI EP25-A aprakstito klasiskas stabilitates pétijuma strukttru. Komplekti pétijjuma
laika tika uzglabati gala komplektacijas konfiguracija uzglabasanas apstak|os, kas definéti produkta etiketé.
Sasaldéta komplekta sastavdalas tika uzglabatas no -15 °C lidz -25 °C temperatura. Atdzeséta komplekta
sastavdalas tika uzglabatas no 2 °C lidz 8 °C temperatura.

Noteiktos laika punktos komplekti tika parbaudtti attieciba uz izskatu un funkcionalajiem komplekta izlaiSanas
kritérijiem. Kvalitates kontroles materialam tika analizétas arT variantu noteikSanas un parauga kvalitates
kontroles parametru tendences. Katram reagentam tika noteikts deriguma termins. Deriguma termina datumi
tiek pieskirti, pamatojoties uz razo8anas datumu un uzglabasanas laiku. Komplekta deriguma termins tiek
pieskirts, pamatojoties uz reagentu, kam visagrak beidzas deriguma termins.

Komplekta stabilitate lietoSanas laika

TSO Comprehensive (EU) analizes komplekta stabilitate lietoSanas laika tika novertéta standarta lietoSanas
apstak|os paredzétaja uzglabasanas termina laika, lai atbalstitu vairakas komplekta izmanto8anas reizes.
Readentu komplekts tika vairakkart sasaldéts/atkauséts un testéts, lai atbalstitu lldz 4 komplekta lietoSanas
reizém. Turklat 8 RNS un 8 DNS bibliotékas tika sagatavotas kopa 3 reizes, lai parbauditu maksimalo atbalstito
bibliotéku skaitu (24 DNS un 24 RNS bibliotékas ar katru komplektu). Visi funkcionalie komplekta izlaiSanas
kritéeriji tika izpilditi visiem sasaldéSanas-atkausésanas cikliem un parbauditajiem laika punktiem. Tika veikta
FFPE paraugu testéSana ar reagentiem, kuru vecums = 25 ménesiem, lai novertétu testésanas ietekmi
lieto8anas gaita uz variantu noteik8anu. Mérkéto variantu kvalitativa analize liecina, ka lietoSanas notikumi
neietekméja variantu noteikSanu.

Nukleinskabes stabilitate

Nukleinskabju (DNS un RNS) stabilitate un ar to saistita kvantifikacija lietoSanai ar TSO Comprehensive (EU)
analizi tika novertéta, izmantojot FFPE paraugus no vairakiem audu veidiem. FFPE bloki tika secéti, un visas
nukleinskabes tika izgdtas uzreiz. Izguta nukleinskabe tika rupigi sajaukta, kvantificéta, parbaudita
nukleinskabju kvalitate un sadalita divos vienreiz lietojamu stobrinu komplektos, lai sasaldétu divos laika
punktos: TO kontrole (bazlinija) un T1 tests (= 28 dienas). Visa ekstrahé&ta RNS tika uzglabata no -85 °C lidz -
65 °C temperatlra, un visa ekstraheta DNS tika uzglabata no -25 °C lidz -15 °C noradito laika periodu un péc
tam apstradata ar TSO Comprehensive (EU) analizi vairakos replikatos, ko izpildija vairaki operatori. T1 testa
stavoklis tika salidzinats ar kontroli MSI statusam, TMB raditajam, génu amplifikacijai, mazajiem DNS variantiem,
RNS saplisanam un RNS salaidumu variantiem. Dati liecina, ka nukleinskabes un ar tam saistita kvantifikacija
lietoSanai ar TSO Comprehensive (EU) analizi ir stabilas [ldz 28 dienam, ja tiek uzglabatas ieteicamaja
temperatira (RNS no -85 °C lidz -65 °C temperatira un DNS no -25 °C Iidz -15 °C temperatura).
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Bibliotekas stabilitate

Biblioteku stabilitate, izmantojot katru no seSiem testa droSajiem apstasanas punktiem (skatiet 5. tabula), tika
noveértéta, izmantojot FFPE paraugus no vairakiem audu veidiem. Kontroles bibliotékas (TO, bez apstasanas
punktiem) tika sekvencétas uzreiz darbplismas beigas. Aliquots no tam pasam bibliotékam tika tureti
pieturpunktos no -25 °C lidz -15 °C uz laiku (T1), lai atbalstitu 5. tabula uzskaititas dienas. T1 tika salidzinats ar
TO maziem DNS variantiem, TMB, génu amplifikacijas, MSI, RNS sapliGSanas un RNS salaidumu variantiem ar
CDx un audzgja profiléSanas variantiem. Dati norada, ka no TSO Comprehensive (EU) analizes generétas
bibliotékas ir stabilas saskana ar lietoSanas instrukciju.

Uz priekSmetstikliniem novietoto FFPE audu stabilitate

Uz priekSmetstikliniem novietoto FFPE audu stabilitate lietoSanai ar TSO Comprehensive (EU) analizi tika
novértéta, griezot FFPE blokus (5 um griezumos) no dazadiem unikaliem paraugiem, novietojot uz
priekSmetstikliniem, péc tam uzglabajot istabas temperatira (22 °C) 2 laika posmus. RNS tika ekstrahéta un
uzglabata temperatira no -65 °C lidz -85 °C, un DNS tika ekstrahéta un uzglabata temperattra no -15 °C idz
-25 °C mazak neka 1 nedéju pirms testéSanas. Nukleinskabes materials tika kvantificéts un péc tam apstradats
ar TSO Comprehensive (EU) analizi 24 stundu laika katram laika punktam. Katra laika punkta ar TSO
Comprehensive (EU) analizi tika testéti vairaki replikati un operatori katram paraugam un salidzinati ar TO laika
punktu MSI, TMB, génu amplifikacijam, mazajiem DNS variantiem, RNS saplu$sanam un RNS salaidumu
variantiem, tostarp paligdiagnostikas un audzé€ja profiléSanas variantiem. Variantu noteikSana tika novértéta un
atbilda visiem pienemsanas kritérijiem, noradot, ka uz priekSmetstikliniem novietoti FFPE audi lietoSanai ar TSO
Comprehensive (EU) analizi ir stabili istabas temperatura lidz 4 nedélam (28 dienam). Tiek atziméts, ka
operatora un uzglabasanas laika kombinacijas dé| péc 4 nedélam (28 dienam) tika konstatéts MSI bibliotékas
kvalitates kontroles deriguma limena samazinajums par 10%. RNS sapluSanas un salaidumu variantu atbalsta
lasijumu samazinajums péc uzglabasanas slaidos 4 nedélas (28 dienas) bija par aptuveni 29%.

Nukleinskabes ievades titrésanas aizsargs

TSO Comprehensive (EU) analizes nukleinskabes ievade tika novértéta, testéjot DNS no 33 FFPE paraugiem,
kas aptver 17 audu veidus ar ievades [imeniem no 10 ng lidz 500 ng, un test&jot RNS no 5 FFPE paraugiem no
5 audu veidiem ar ievades limeniem no 10 ng lidz 85 ng. Tika noverteti bibliotékas kvalitates kontroles
parametri, un tie bija atkarigi no parauga. DNS rezultati paradija, ka dazi, bet ne visi DNS parauga kvalitates
kontroles parametri reagé uz palielinatu ievadi virs nominalas 40 ng ievades.

* MEDIAN_INSERT_SIZE nereagéja uz ievadi, kas parsniedza 30 ng.
* MEDIAN_EXON_COVERAGE uzradija pozitivu korelaciju ar pieaugosu ievadi.
* PCT_EXON_50X palielinajas, palielinoties ievadei lidz 80 ng.

* USABLE_MSI_SITES palielinajas, palielinoties ievadei. Dazi paraugi ar mazak neka 40 USABLE_MSI_SITES
pie 40 ng atbilda specifikacijai pie lielakam ievadém, kas |autu aprékinat MSI rezultatu.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET palielingjas, palielinoties ievadei.

* Palielinoties ievadei, COVERAGE_MAD palielinajas lidz aug$éjai specifikacijas robezai.
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RNS parauga kvalitates kontroles parametri palielinajas (MEDIAN_INSERT_SIZE un TOTAL_ON_TARGET_READS)
vai samazinajas (MEDIAN_CV_GENE_500X) no 10 ng lldz 40 ng, bet kopuma nemainijas ar ievadi no 40 ng lidz
85 ng.

TuksSa robeza

Kludaini pozitivo rezultatu procentualais daudzums (no kopé&jiem sagaidamiem negativajiem) tika novértéets,
atkartojot FFPE normalo vai labdabigo, blakus eso$o audu testésanu, kuriem nevajadzétu saturét somatiskos
variantus mazajiem DNS variantiem, génu amplifikacijam, MSI, RNS sapliSsanam un RNS salaidumu variantiem.
Kludaini pozitivi rezultati netika analizéti attieciba uz TMB, jo nav kliniskas robezveértibas. Se$i DNS un 6 RNS
FFPE paraugi tika apstradati divos eksemplaros, to veicot 2 operatoriem 3 dienu laika ar 2 reagentu partijam.
Paraugu apakskopa tika atkartoti apkopota un atkartoti sekvencéta tikai 3x DNS un tikai 3x RNS formata, lai
novértétu kludaini pozitivos rezultatus vairakam multipleksa konfiguracijam, ko atbalsta S ierice. Turklat tika
analizéti 30 papildu RNS paraugi divos eksemplaros, kas tika apstradati ar 1 reagentu partiju, sadalot starp

2 operatoriem. Kopuma bija iesp&jami 168 DNS novérojumi un 228 RNS novérojumi, kuru skaitu samazinaja
nederigas bibliotékas katram varianta veidam. K|udaini pozitivo rezultatu procentualais daudzums tika
apréekinats genu liment amplifikacijam un pozicijas l[iment (aptuveni 1,9 miljoni poziciju) mazajiem DNS
variantiem. DNS variantu tipu kladaini pozitivo rezultatu procentuala daja ir paradita 46. tabula. TSO
Comprehensive (EU) nav CDx (1. limenis) apgalvojumu maziem DNS variantiem, tapéc 1. imenim nav zinots par
maziem DNS variantiem kludaini pozitivi rezultati. 271 viltus pozitivo rezultatu nolidzinaja TSO Comprehensive
(EU) zinaSanu baze. Netika ieguti k|udaini pozitivi rezultati kliniski nozimigi (2. fmenis). 3. limen bija 4 klGdaini
pozitivi rezultati, kas izrietéja no 2 variantiem 4 (2,4 %) novérojumos no 168 novérojumiem. Kludaini pozitivo
rezultatu procentualais daudzums RNS sapli$anai un salaidumu variantiem bija O %, ka paradits 47. tabula.

46. tabula K]udaini pozitivie rezultati péc DNS varianta tipa

Varianta tips Kltdaini pozitivi rezultati
Génu amplifikacija 0 % (0/9912)

Mazie DNS varianti 0,0001 % (271/295, 801, 567)
MSI 0 % (0/156)

TMB Nav attiecinams*

* Kltdaini pozitivi rezultati nav attiecinami, jo TMB tiek zinots ka rezultats un tam nav kvalitativa rezultata.

47.tabula Kludaini pozitivie rezultati péc RNS varianta tipa

Varianta tips Kltudaini pozitivi rezultati

Saplisana 0 % (0/227)

Salaiduma variants 0% (0/227)
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NoteikSanas robeza

Tika veikti divi pétijumi, lai novértétu TSO Comprehensive (EU) noteikSanas robezu. 1. pétijuma tika novértéti
RET mazie DNS varianti, RET sapltSanas un NTRK1-3 saplusanas. 2. pétijuma tika novertéti citi audzeja
profiléSanas varianti.

1. péetijums

Tika noteiktas NTRK1, NTRK3 un RET mazo DNS variantu, un NTRK1-3 un RET sapluS$anas noteik§anas limenis
(LoD). LoD ir zemaka analita vértiba (pieméram, varianta aléles bieZums vai atbalstitie nolasijumi), ko var
konsekventi noteikt (95 % noteikS8anas robeZa vai ll tipa kluda 5 %). Pétijuma tika izmantoti FFPE audi ar RET
mazajiem DNS variantiem (medulars vairogdziedzera vézis), RET sapli$anas (papilars vairogdziedzera vézis,
atipisks Spica audzéjs) un NTRK1-3 sapli$anas (zemas pakapes glioma, multiforma glioblastoma,
miofibroblastiska sarkoma, sarkoma, krits dziedzera vézis, resnas zarnas vezis), ka art ar FFPE apstradata Siinu
lihija ar NTRK1 un NTRK3 mazajiem DNS variantiem. Katrs paraugs tika atSkaidits lldz vismaz 5 testéSanas
meniem (diapazona no aptuveni 0,01-0,10 VAF mazajiem DNS variantiem un 2-25 atbalstitiem nolasijumiem
sapliganam). Tika veikti 18 noverojumi katram testa Tmenim katra partija, katra varianta, ko generégja

3 operatori, un 3 sekvencésanas instrumenti, ar kuriem tika uzsakta bibliotékas sagatavos$ana 3 dienas, kas
nebija secigas, ar 2 atkartojumiem katra parauga testa imeni. Tika testétas divas reagentu partijas.

DNS variantiem 2 partijas tika analizétas neatkarigi, izmantojot varbutibas regresiju vai noteik§8anas biezuma
pieeju (zemakais testa limenis ar noteikSanas biezumu (punktu novertejums) = 95 %), lai noteiktu LoD katra
variantam katra partija. Lielaka LoD abas reagentu partijas tika pienemta par varianta noteik$anas robezu
(48. tabula).

RNS saplusanai tika izmantotas FFPE Sunu linijas, lai novertétu katra saplusanas géna LoD vértibas. Péc tam
LoD tika parbauditas ar FFPE audiem, izmantojot dubultu bibliotekas sagatavoSanu, ko veica 3 operatori ar
3 instrumentiem un ar 3 reagentu partijam, lai generétu 54 novérojumus katram variantam tas LoD vértibas
tuvuma, kas noteikta ar FFPE Sunu linijam. Katras saplG8anas pazinotas noteik8anas robezas (49. tabula) ir
zemakas videjas atbalstito nolasijumu veértibas, kas sasniedz noteikSanas biezumu (punkta aplési) = 95 %.

48. tabula NTRK1, NTRK3 un RET mazo DNS variantu noteikSanas robeza

NoteikSanas

robeza
Markieris Chr’ Pozicija Atsauce Alternativa (Variantu
aléles
biezums)
NTRK1 G595R (SNV)? Chr1 156846342 G A 0,038
NTRK3 F617L (SNV)? Chr15 88476283 A G 0,032
NTRK3 G623R (SNV)? Chr15 88476265 C T 0,036
NTRK3 G696A (SNV)? Chr15 88472468 C G 0,027
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Markieris

RET C618R (SNV)
RET M918T (SNV)
RET C634Y (MNV)
RET D898_E901del

(delécija)?

TChr = hromosoma

Chr’

Chr10
Chr10
Chr10
Chr10

Pozicija

43609096
43617416
43609949
43615611

Atsauce

T
T
GC

GAGATGTTTATGA

Alternativa

C
AT
G

illumina

NoteikSanas
robeza
(Variantu
aleles
biezums)

0,053
0,045
0,045
0,055

2 Sje DNS varianti tika analizé&ti ar varbitibas regresiju; parejie DNS varianti tika analizéti ar noteikSanas biezuma pieeju.

49. tabula NTRK un RET saplu$anu noteikSanas robeza

Géns

NTRK1

NTRK2

NTRK3

RET

2. petijums

Saplusana

LMNA-NTRK1
TPM3-NTRK1
BCAN-NTRK1
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK2

KANK1-NTRK3

ETV6-NTRK3
NCOA4-RET
KIFSB-RET
CCDC6-RET

NoteikSanas robeza
(atbalstitie nolasijumi)

12,2
20,2
53,2
13,6
20,3
13,5
16,2
15,8
16,6
18,7

Tika novértétas audzéja profiléSanas variantu noteikSanas robezas (LoDs), kuras zinoja TSO Comprehensive
(EU). LoD ir zemaka analita vértiba (varianta aléles bieZums, izmainu attieciba vai atbalstitie nolasijumi), ko var
konsekventi noteikt (95 % noteikS8anas biezums vai Il tipa kltida 5 %). FFPE paraugi no 17 audu veidiem, kas satur
variantus, tika atSkaiditi lldz vairakiem testésanas limeniem. Divi operatori katra liment generéja sesus
noveérojumus, katrs izmantojot citu reagentu partiju un instrumentu.
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DNS varianti

LoD 10 mazo DNS variantu klasém (kopa 25 varianti) un 2 DNS génu amplifikacijam (ERBB2 un MET) tika
noteiktas un apkopotas ka diapazoni (50. tabula). Ir ieklauti art RET varianti no 1. pétijuma LoD. Divam no

3 insercijam, kas lielakas par 5 bp, LoD bija 0,034 un 0,036 VAF, treSajai LoD bija 0,215 VAF. Pédégja bija insercija
zemas sarezditibas regiona, kur insercija pievieno papildu atkartojumus, ietekmé izlidzinasanu, un tai
nepiecieSams vairak nolasijumu konsekventai noteikSanai. Tapéc dazi zemas sarezditibas genomiskie konteksti
var ietekmeét inserciju noteikSanu > 5 bp.

50. tabula Mazo DNS variantu un génu amplifikaciju noteikSanas robeza

Tips (LoD Variantu

Variantu klase / genoma konteksts Diapazons (VAF)

meérvieniba ) skaits
Mazie DNS varianti SNV 5 0,016-0,064
(varianta alélu MNV 3 0,022-0,048
biezums) - )
Insercija (1-2 bp) homopoliméra 2 0,086-0,104
atkartojumu tuvuma
Insercija (1-2 bp) dinukleotidu 2 0,038-0,051
atkartojumu tuvuma
Insercija (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Insercija (> 5 bp un idz 25 bp) 3 0,034-0,215
Delécija (1-2 bp) homopoliméra 2 0,094-0,100
atkartojumu tuvuma
Delécija (1-2 bp) dinukleotidu atkartojumu 2 0,033-0,070
tuvuma
Delécija (3-5 bp) 2 0,028-0,064
Delécija (> 5 un lidz 25 bp) 2 0,047-0,055
Géenu amplifikacijas  Pec géna (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(izmainu attieciba)

Nemeérka variantu analize tika veikta no 1. pétijuma paraugiem, kam bija vismaz pieci testéSanas limeni. Katrs
nemeérketais variants tika analizéts individuali, un LoD tika aprékinata tikai variantiem ar vismaz vienu limeni > O
% un = 95 % biezuma pieejas un vismaz vienu limeni = 95% biezuma pieejas. 51. tabula paraditas procentiles
kopa ar minimalo un maksimalo LoD, kas novérotas péc klases nemérka variantiem. Nemérkétie varianti
nodrosina vairak variantu péc klases, neka tika testéti 2. petijuma, un atbilst LoD diapazoniem no 50. tabula.
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51. tabula Kopsavilkuma statistika noteik8anas robezvértibam péc nemérka variantu klases (no 1.
pétijuma)

Klase N Min. 25 % 50 % 75 % 90 % Maks.
SNV 862 0,020 0,047 0,059 0,079 0,097 0,592
MNV 5 0,038 0,040 0,050 0,086 0,095 0,095
Insercija 24 0,039 0,060 0,084 0,097 0,166 0,261

Delécija 24 0,034 0,063 0,081 0,089 0,124 0,167

Saplusanas

LoD tika noteiktas 19 saplliSanam, kas TSO Comprehensive (EU) panell atbilst 20 géniem, kuru atbalstitie
nolasijumi bija diapazona no 9 lidz 31,3 (52. tabula). Cita pétijuma tika testéti vél 3 géni (NTRK1-3). RET géns
tika testéts Seit un otra péetijuma. SeSpadsmit sapliSanam ar noteiktam LoD dati atbilda kop€&jai LoD no

16 atbalstitiem nolasijumiem, izmantojot abpuséju, 95 % augséjo ticamibas robezu (UCL). Divam saplisanam
LoD bija 24,7 un 31,3 atbalstitiem nolasijumiem, kas neatbilda kopé&jai LoD.

FGFR2-SRPK2 sapli$anai ar LoD vértibu 24,7 atbalstitiem nolasijumiem bija atkartotas parklasanas regioni
partraukuma vieta, ka noradits TSO Comprehensive (EU) analizes programmaturas anotacija. Atkartotiem
regioniem partraukuma vieta parasti ir zemaks pieradijumu limenis, jo nolasijumi var kartéties citur genoma vai
art tie var palikt nesavietoti. Turklat atkartotie regioni savienoSanas procesu (izmanto, lai identificetu saplisanas
sekvences) padara sarezgitaku un prasa papildu pieradijumus, lai izveidotu pareizo secibu. SEPT14-EGFR ir vél
viens sapliiSanas piemérs ar homologu sekvenci partraukuma vieta.

Saplusanai BCL2-IGHJS5 ar LoD vértibu 31,3 atbalstitiem nolasijumiem bija |otiTss géns (IGHJS5) ar partraukuma
vietu tuvu eksona sakumam, kam nepiecieSamiTsi savietojumi ar atstarpém. Lidz ar to konsekventai noteikSanai
bija nepiecieSams vairak nolasijumu.

52. tabula Sapltusanu noteikSanas robeza

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Saplisana Gena A partraukuma vieta  Géna B partraukuma vieta LoD E::géjé
NCOA4-RET 51582937 43612030 15,8 Ja
TMPRSS2-ERG 42880007 39817543 13,2 Ja
TMPRSS2-PMFBP1 42866283 72153988 9,0 Ja

KIFSB-RET 32311775 43612032 16,6 Ja

ACPP-ETV1 132036419 14028762 9,5 Ja
FGFR3-TACC3 1801536 1736997 17,5 Ja

EML4-ALK 42553391 29446394 12,8 Ja

FGFR1-GSR 38274821 30569602 23,7 Ja
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Saplusana Gena A partraukuma vieta  Géna B partraukuma vieta LoD E;)géjé
EGFR-GALNT13 55087056 155295102 12,3 Ja
ESR1-CCDC170 152023138 151914240 13,5 Ja
FGFR2-SRPK2 123353223 104926165 24,7 Née
HNRNPUL1-AXL 41782201 41743847 26,3 Ja
CD74-ROS1;, GOPC 149784243 117645578 9,2 Ja
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 Ja
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 1,2 Ja
DHX8;ETV4-STAT3 41613847 40474300 16,2 Ja
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 1,0 Ja
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 Ne
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 Ja

Salaiduma varianti

Diviem RNS salaidumu variantiem, MET un EGFR, LoD bija attiecigi 18,7 un 16,7 atbalstitiem nolasijumiem.

Audzéju saturs

Pétijuma rezultati formulé ieteikumus par audzeju saturu kliniskajiem paraugiem. Kopuma, jo lielaks ir audzeja
saturs, jo spécigaks ir signals (VAF, izmainu attieciba vai atbalstitie nolasijumi) audzéja variantiem. leteikumi pa
minimalo audzeju saturu ir balstiti uz talak noraditajiem novérojumiem. Mazo DNS variantu LoD vértibas nav
lielakas par 0,104 VAF (iznemot TP53 inserciju). Lai noteiktu virzo$as mutacijas audzéja (0,50 varianta aléles
biezums), ieteicams 20 % audzéja saturs, lai Sim mutacijam butu 0,10 VAF un tas butu LoD veértibas liment vai
virs ta. Ar audzéja saturu 20 % géni, kas amplificéti ldz izmainu attiecibai 5,5 (11 kopijas), tiktu konsekventi
noteikti, pamatojoties uz noteikSanas robezu, kuras izmainu attieciba ir 1,8. Ar audzé&ja saturu 20 % sapluSanas
ar 74 atbalstitiem nolasijumiem tiktu konsekventi noteiktas, pamatojoties uz atbalstito nolasijumu noteikS§anas
robezu 14,7.

Reproducejamiba

Tika veikti divi petijumi, lai novertetu TSO Comprehensive (EU) analizes atkartojamibu. 1. pétijjuma papildus
NTRK un RET sapltSanas variantiem tika novértéti RET mazie DNS varianti. 2. pétijuma tika novértéti papildu
audzéja profiléSanas varianti.
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1. pétijums

Sis pétijums tika veikts, lai novértétu TSO Comprehensive (EU) analizes atkartojamibu 3 testé$anas centros
(1iekséja, 2 argjos) ar 2 operatoriem katra centra, 2 atkartojumiem katra izpildé un 3 testéSanas dienas, kas
nebija secigas. TestéSana tika veikta ar reproducéjamibas paneli, ietverot DNS paraugus, kas satur specifiskus
zinamus RET mazos DNS variantus, un RNS paraugus, kas satur specifiskus zinamus NTRK1-3 un RET
sapluSanas variantus no formalina fiksétiem, parafina iegultiem (FFPE) audu paraugiem un Sdnu linijam. Panelis
saturéja DNS un RNS panela elementus ar zemu variantu limeni un augstu variantu limeni ar vienadu zema un
augsta imena panela komponentu skaitu katrai variantu klasei. Augsta limena panela komponentu merkis bija
aptuveni 2-3 reizes lielaks par LoD, un zema limena panela komponentu mérkis bija aptuveni LoD lmenl. Katra
centra katrs operators paneja komponentus testéja 3 reizes divos eksemplaros, katram paneja komponentam
generéjot 6 noverojumus. No visiem 3 centriem katram panela komponentam tika generéti 36 noveérojumi

(3 centri/instrumenti x 2 operatori x 2 atkartojumi izpildé x 3 sakuma dienas).

Ka primarie mérka kritériji tika noteikti PPC un PNC mérka mazajiem DNS variantiem un mérka RNS sapltsanas
variantiem augsta liment. PPC un PNC mérka mazajiem DNS variantiem un mérka RNS sapli$anas variantiem
zema liment tika apréekinati ka sekundarie mérka kritériji. Divpuséjos 95 % ticamibas intervalus (Cl), kas saistiti ar
meérka kritérijiem, aprékinaja, izmantojot Vilsona vertéjuma metodi. Primaras analizes tika veiktas, lai novertetu
PPC un PNC (ar saistito 95 % TI) mérka augsta limena panela komponentos, apvienojot TSO Comprehensive
(EU) analizes noverojumus konkrétajam mérkim panela komponentu grupa, kas parstav piemérojamo variantu
klasi (piemeram, mazos DNS variantus un RNS sapliSanas), izmantojot dazadus centrus/instrumentus,
operatorus un izpildes. Katram mérka variantam TSO Comprehensive (EU) analizes novérojumi citos panela
komponentos ar augstu limeni, kas mérkéts uz to pasu variantu tipu, bet nesatur to pasu variantu, kas noteikts
ar vairakuma noteikumu, tika apvienoti ar aprekinato PNC. Lidzigi tika noteikti kopé&jie PPC un PNC zema limena
mérka paneja komponentiem.

RET mazie DNS varianti

Augsta llmena mazo DNS variantu paneja komponentiem kopéjais PPC bija 100,0 % (207/207; 95 % Tl: no 98,2 %
lldz 100,0 %) (53. tabula). Kopéjais PNC augsta [imena mazo DNS variantu panela komponentiem bija 100,0 %
(1035/1035; 95 % Tl: no 99,6 % lidz 100,0 %) (54. tabula). Zema imena mérka mazo DNS variantu panela
komponentiem kopéjais PPC zema limena mérka mazo DNS variantu panela komponentiem bija 99,1 % (210/212;
95 % Tl: no 96,6 % Ndz 99,7 %), un kopé&jais PNC bija 100,0 % (1026/1026; 95 % Tl: no 99,6 % lidz 100,0 %).
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53.tabula TSO Comprehensive (EU) analizes PPC, lai noteiktu RET mazos DNS variantus augsta un zema
fmena mérka panela komponentos

Varianta limenis Varianta tips

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécija

Insercija

Visi mazie DNS

varianti ir augsta
limena

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécija

Insercija

Visi mazie DNS

varianti ir zema
Tmena

1 Salsinajumi: Nav, nav piemérojams; VAF, varianta aléles biezums.

Mérka variants
(nukleotids)

chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visi mazie DNS

varianti ir augsta
Tmena

chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visi mazie DNS

varianti ir zema limena varianti ir zema limena

Meérka variants
(aminoskabe)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_E9Q01del

RET C634_T636dup

Visi mazie DNS

varianti ir augsta
mena

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_EQ01del

RET C634_T636dup

Visi mazie DNS

34
36
33
35

33

36

207

35
35
36
36

34

36

212

Vid&jais 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?

2 Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.
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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 % TI?

(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, tabula TSO Comprehensive (EU) analizes PNC, lai noteiktu RET mazos DNS variantus augsta un zema
fmena mérka panela komponentos

Varianta
[imenis

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécija

Insercija

Visi mazie DNS

varianti ir augsta imena

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

Delécija

Insercija

Visi mazie DNS

varianti ir zema limena

Varianta tips

Mérka variants
(nukleotids)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visi mazie DNS
varianti ir augsta limena
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visi mazie DNS

varianti ir zema limena

Mérka variants
(aminoskabe)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Visi mazie DNS

varianti ir augsta imena

RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Visi mazie DNS

varianti ir zema limena

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 % TI?

(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 Visi novérojumi, kas apvienoti no panela komponentu variantu kombinacijam, kuram vairakuma noteik$ana ir negativa
(mérka varianti, kas ietver saplu$anas ar mazak neka 50 % pozitivo noteikSanas gadijumu).

2 Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.
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55. tabula paradita varianta aléJu biezuma (VAF) dispersijas komponentu analize aptuveni 36 novérojumos
katram paneja elementam. Standartnovirze (SD) un variacijas koeficients procentos (%CV; kopé&jais un katram

avotam) tika aprékinats un attélots katram mérka RET mazajam DNS variantam.

55.tabula TSO Comprehensive (EU) analizes VAF dispersijas komponentu analize mérka mazo DNS variantu

panela komponentiem

Varianta Varianta Mérka variants
Imenis tips (nukleotids)

~2-3x SNV chr10_43617416_T_C
LoD

SNV chr10_43609949_G_
C
SNV chr10_43614996_G_
A
MNV chr10_43609949_
GC_AT
Delécija chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL_
G
Insercija  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
Delécija chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_
G

Insercija  chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
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Mérka variants

(Aminoskabe)

RET M918T
RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C634_
T636dup

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_
E901del

RET C634_
T636dup

34
36

33

35

33

36

35
35

36

36

34

36

Vidé&jais

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

Centra SD
(%CV)

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

0,005 (4,1)

0,000 (0,0)

0,000 (0,0)

0,003 (3,0)

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

0,003 (6,0)

0,000 (0,0)

0,002 (2,5)

0,005 (13,8)
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Operatora 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)

Dienas 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)

Atkartojuma
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)

Kopéja SD
(%CV)

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

0,013 (11,6)

0,015 (7,5)

0,020 (10,2)

0,010 (10,1)

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

0,008 (18,5)

0,013 (18,4)

0,013 (20,2)

0,008 (22,9)
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NTRK 1-3 un RET sapliiSanas

Augsta llmena RNS saplu$anas panela komponentiem kopéjais PPC bija 99,3 % (285/287; 95 % Tl: no 97,5 % lidz
99,8 %) (56. tabula). PPC bija 100 % katram augsta llmena panela komponentam, iznemot BCAN-NTRK1 panela
komponentu (PPC = 94,4 % [34/36; 95 % Tl: no 81,9 % lldz 98,5 %]). Kopé&jais PNC augsta [imena RNS

saplusanas panela komponentiem bija 100,0 % (1724/1724; 95 % Tl: no 99,8 % lidz 100,0 %) (57. tabula). Zema
lfmena mérka RNS saplidSanas panela komponentiem kopé€jais PPC bija 95,4 % (272/285; 95 % T1: 92,3 %,

97,3 %), un kopégjais PNC bija 100,0 % (1851/1851; 95 % Tl: no 99,8 % idz 100,0 %).

56.tabula TSO Comprehensive (EU) analizes PPC, lai noteiktu NTRK un RET sapltdSanu augsta un zema

lmena mérka panela komponentiem

Atbalstito
I\(:Z:?sta Mérka sapludana N C:::::;Saﬁ:mu PPC (%) (n/N) 95 % TI*
raditajs

~2-3xLoD  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)
Visas sapltsanas, 287 36,5 99,3 (285/287) (97,5, 99,8)
augsts

~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)
KIF5B-RET 34 16,6 97,1 (33/34) (85,1,99,5)
Visas sapltisanas, 285 16,8 95,4 (272/285) (92,3,97,3)

zems
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57.tabula TSO Comprehensive (EU) analizes PNC, lai noteiktu NTRK un RET sapllGSanu augsta un zema

lmena panela komponentiem, kas nav mérkis

Varianta
[imenis

~2-3x LoD

~1x LoD

Meérka
saplusSanas

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET

Visas sapliiSanas,
augsts

LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIFSB-RET

Visas sapltsanas,
zems

N1

180
251
251
216
144
216
215
251
1724

213
249
250
249
177
249
213
251
1851

PNC (%) (n/N)

100,0 (180/180)
100,0 (251/251)
100,0 (251/251)
100,0 (216/216)
100,0 (144/144)
100,0 (216/216)
100,0 (215/215)
100,0 (251/251)
100,0 (1724/1724)

100,0 (213/213)
100,0 (249/249)
100,0 (250/250)
100,0 (249/249)
100,0 (177/177)

100,0 (249/249)
100,0 (213/213)
100,0 (251/251)

100,0 (1851/1851)

95 % TI?

(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)

1 Visi novérojumi, kas apvienoti no panela komponentu variantu kombinacijam, kuram vairakuma noteik$ana ir negativa

(mérka varianti, kas ietver saplu$anas ar mazak neka 50 % pozitivo noteikSanas gadijumu).
2 Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu (TI) aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.
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58. tabula paradita atbalstito nolasijumu dispersijas komponentu analize aptuveni 36 noverojumos katra mérka
sapludinasana. SD un %CV (kopé€jais un katram avotam) tika aprékinati un paraditi katrai mérka saplusanai.

58. tabula TSO Comprehensive (EU)analizes dispersijas komponentu analize atbalstitiem nolasijumiem
mérka RNS sapltsanas panela komponentiem

Atbalstito

‘e Sopsene e oonwow | won Awromaspcy) R
raditajs

~2-3x LoD LMNA-NTRK1 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)

BCAN-NTRK1 36 33,6 13,75 (47) 7,87 (23) 5,40 (16) 8,95 (27) 18,98 (57)

ETV6-NTRK2 36 24,6 8,03 (33) 3,50 (14) 4,20 (17) 4,86 (20) 10,86 (44)

TRIM24-NTRK2 36 36,6 11,44 (31) 4,24 (12) 6,82 (19) 6,87 (19) 15,57 (43)

ETV6-NTRK3 36 56,4 11,49 (20) 10,20 (18) 9,25 (16) 8,69 (15) 19,93 (35)

BTBD1-NTRK3 35 32,9 1,49 (5) 2,65 (8) 2,16 (7) 10,47 (32) 11,11 (34)

NCOA4-RET 36 36,7 4,64 (13) 4,09 (11) 6,17 (17) 5,20 (14) 10,17 (28)

CCDC6-RET 36 33,4 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51(16) 11,49 (34)

~1x LoD LMNA-NTRK1 36 13,8 1,79 (13) 0,00 (0) 2,74 (20) 4,37 (32) 5,47 (40)

BCAN-NTRK1 36 16,9 2,92 (17) 2,98 (18) 4,61(27) 5,82 (34) 8,52 (50)

ETV6-NTRK2 35 (15,2) 0,00 (0) 3,41 (22) 3,83 (25) 4,39 (29) 6,75 (45)

STRN-NTRK2 36 13,6 1,77 (13) 0,61 (5) 2,33(17) 2,57 (19) 3,95 (29)

ETV6-NTRK3 36 24,8 6,03 (24) 3,46 (14) 0,00 (0) 6,39 (26) 9,44 (38)

BTBD1-NTRK3 36 18,1 0,93 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,64 (37) 6,71(37)

NCOA4-RET 36 15,8 2,08 (13) 1,03 (7) 0,00 (0) 5,11(32) 5,61 (36)

KIFSB-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

2. petijums

Otrs pétijums tika veikts, lai noveértétu TSO Comprehensive (EU) analizes atkartojamibu 3 testéSanas centros
(2 aréjos un 1ieks$eja), ar 2 operatoriem/instrumentiem katra centra, 3 unikalam reagentu partijam 4 testésanas
dienas (kas nav secigas), veicot 2 sekvencésanas izpildes katrai paraugu bibliotékai.

TestéSana tika veikta, izmantojot ekstrahé&tus DNS un RNS paraugus no 41 FFPE audu parauga un 1 FFPE Slnu
lhijas (katram no tiem tika izmantots 1 FFPE audu paraugs un FFPE 8Unu linija, lai no katra izveidotu 2 panela
komponentus). Audu paraugi sastavéja no Sadiem veidiem: urinpUslis, kauli, smadzenes, kritis, resna zarna,
tuksa zarna, nieres, aknas, plausas, olnicas, prostata, ada, mikstie audi, kungis, vairogdziedzeris un dzemde.
Kopa tika testéti 44 panela komponenti, tostarp DNS panela komponenti ar maziem DNS variantiem (SNV, MNV,
insercijam un delécijam), génu amplifikacijam, dazadiem TMB raditajiem, augstiem MSI raditajiem un RNS paneja
komponenti ar sapli$anam un salaidumu variantiem. Lielakajai dalai panela komponentu bija zinams, ka mérka
variantu limenis aptuveni 2-3 reizes parsniedza variantam specifisko noteikSanas robezu (~2-3 x LoD).

LoD ir analita koncentracija, pie kuras novérotie analizes rezultati ir pozitivi (variants noteikts attieciba pret TSO
Comprehensive (EU) analizes robezvertibu) = 95 % gadijumu. Novérotie variantu vidéjie imeni tika klasificéti ka
aptuveni < 2 x LoD (novéroti variantu imeni < 1,5 x LoD), ~2-3 x LoD (noveéroti variantu limenino 1,5 x LoD lidz
3,4 x LoD) un aptuveni > 3 x LoD (novéroti variantu imeni > 3,4 x LoD).
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PPC maziem DNS variantiem, génu amplifikacijai, augstam MSI-High [imenim un RNS variantiem tika aprékinati,
apvienojot novérojumus sekvencésanas izpildés un centros. Lidzigi PNC gadijumi tika aprékinati maziem DNS
variantiem, génu amplifikacijai un RNS variantiem. Katram zinamajam mérka variantam TSO Comprehensive
(EU) analizes novérojumi ta pasa varianta tipa panela komponentos, bet kas satur citus variantus, kuri nav
atvasinati no ta pasa avota parauga un kuri ari neatbilst vairakuma noteikumam Sim variantam (< 50 % no
noteikSanas gadijumiem pozitivi), tika apvienoti testéSanai dazados centros, ar dazadiem
operatoriem/instrumentiem, dazadas dienam, ar dazadam reagentu partijam un sekvencésanas izpildém, lai
apréekinatu PNC. Divpuségjos 95 % ticamibas intervalus (Tl) aprékinaja, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.

Mazie DNS varianti

59. tabula paraditi mérka mazo DNS variantu PPC. PPC bija diapazona no 91,3 % BRAF SNV [idz 100 % lielakajai
dajai mazo DNS variantu.

59. tabula PPC TSO Comprehensive (EU) analizes mazo DNS variantu noteikSanai PPC kombinétajos mérka
panela komponentos

Noverotais

varianta

imenis’

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

< 2x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

~2-3x LoD

Dokuments Nr. 200007789 v08

Varianta
tips

DELECIJA

DELECIJA

INSERCIJA

INSERCIJA

INSERCIJA

SNV

DELECIJA

SNV

DELECIJA

Merka variants
(nukleotids)

chr5_112175751_CT_C

chr5_112175675_AAG_A

chr5_112175951_G_GA

chr5_112175675_A_AAG

chr1.27024001_C_CG

chr7_140453136_A_T

chr7_55242465_
GGAATTAAGAGAAGCA_
G

chr7_55259515_T_G

chr22_41574678_GC_G

Merka variants

(aminoskabe)

APC
L1488fsTer19

APC

S1465WfsTer3

APC
T1556NfsTer3

APC S1465fs*9

ARID1A
Q372fs*28

BRAF V60OOE

EGFRE746_
A750del

EGFRL858R

EP300
H2324fs*29

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

Videéjais

VAF?

0,181

0,166

0,227

0,100

0,084

0,045

0,112

0,045

0,245

PPC (%)
(n/N)

100,0
(28/28)
100,0
(40/40)
100,0
(32/32)
100,0
(48/48)
100,0
(4/4)
91,3
(42/46)
100,0
(46/46)

100,0
(38/38)

100,0
(44/44)

95 % TI®

(87,9,100,0)

(91,2,100,0)

(89,3,100,0)

(92,8,

100,0 %)

(51,0,100,0)

(79,7, 96,6)

(92,3,100,0)

(90,8,100,0)

(92,0 %,
100,0)
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Noverotais
\,’ ! Varianta Merka variants Meérka variants Videjais PPC (%)
varianta . o N _ ) 95 % TI®
_ C tips (nukleotids) (aminoskabe) VAF (n/N)
limenis
~2-3x LoD INSERCIJA  ¢chr17_37880981_A_ ERBB2 Y772_ 0,075 100,0 (90,4, 100,0)
AGCATACGTGATG A775dup (36/36)
~2-3x LoD SNV chr2_209113112_C_T IDH1 R132H 0,155 100,0 (90,4, 100,0)
(36/36)
~2-3x LoD MNV chr12_25398284_CC_AT KRAS G12| 0,111 100,0 (90,8, 100,0)
(38/38)
~2-3x LoD INSERCIJA ¢chr9_139399350_C_CG NOTCH1 0,146 100,0 (92,6,100,0)
R1598fs*12 (48/48)
~2-3x LoD DELECIJA chr10_89720798_ PTEN T319fs*1 0,157 100,0 (92,0,100,0)
GTACT_G (44/44)
< 2x LoD INSERCIJA  ¢chr17_7578470_C_ TP53 P152_ 0,157 100,0 (34,2,100,0)
CGGGCGG P153dup (2/2)
~2-3x LoD INSERCIJA  chr17_7574029_C_ TP53 0,154 100,0 (92,6, 100,0)
CGGAT R333HfsTer5 (48/48)
T Varianta limenis aprékinats, izmantojot vidéjo novéroto varianta al€les biezumu.
2 Vidgjais varianta aléles biezums aprékinats no novérotajiem analizes rezultatiem.
% Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.
PNC bija 100 % visos mazajos DNS variantos.
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60. tabula paradita dispersijas komponenta analize VAF rezultatiem katram variacijas avotam un kopéjas
variacijas visiem panela komponentiem ar mérka mazajiem DNS variantiem.

60. tabula VAF dispersijas komponentu analize mérka mazajiem DNS variantiem

_ . . Operatora Dienas (centra, . ) .
Merka variants N Videéjais Centra SD (centra) SD ) G Partijas SD Izpildes SD Kopéja SD
(nukleotids) VAF (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
chr2_209113112_C_T 36 0,155 0,008 (4,9) 0,006 (4,1) 0,034 (22,1) 0,000 (0,0) 0,016 (10,2) 0,039 (25,2)
chr4_153332910_C_ 44 0,130 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,013 (10,3) 0,014 (11,1) 0,008 (6,1) 0,021 (16,3)
CAGG
chr5_112175675_A_AAG 48 0,100 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,010 (10,4) 0,003 (2,9) 0,003 (3,3) 0,011 (11,3)
chr5_112175675_AAG_A 40 0,166 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,024 (14,2) 0,000 (0,0) 0,011 (6,7) 0,026 (15,7)
chr5_.112175751_CT_C 28 0,181 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,029 (15,8) 0,019 (10,8) 0,008 (4,7) 0,036 (19,7)
chr5_112175751_CTTTA_. 46 0,155 0,000 (0,0) 0,009 (5,6) 0,023 (14,9) 0,015 (9,7) 0,008 (5,5) 0,030 (19,4)
C
chr5_112175951_G_GA 32 0,227 0,000 (0,0) 0,006 (2,5) 0,034 (15,1) 0,000 (0,0) 0,011 (4,9) 0,036 (16,1)
chr7_55242465_ 46 0,112 0,000 (0,0) 0,004 (3,8) 0,015 (13,7) 0,005 (4,1) 0,008 (6,9) 0,018 (16,3)
GGAATTAAGAGAAGCA_
G
chr7_55259515_T_G 38 0,045 0,003 (6,0) 0,000 (0,0) 0,012 (27,3) 0,000 (0,0) 0,003 (6,8) 0,013 (28,8)
chr7_140453136_A_T 46 0,045 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,016 (34,9) 0,000 (0,0) 0,006 (12,2) 0,017 (36,9)
chr7_140453136_AC_TT 46 0,130 0,000 (0,0) 0,004 (2,9) 0,017 (13,4) 0,003 (2,6) 0,006 (4,9) 0,019 (14,8)
chr9_139399350_C_CG 48 0,146 0,015 (10,2) 0,000 (0,0) 0,012 (8,2) 0,000 (0,0) 0,004 (2,8) 0,020 (13,4)
chr10_89720798_GTACT_ 44 0,157 0,000 (0,0) 0,003 (2,0) 0,021(13,6) 0,002 (1,6) 0,010 (6,4) 0,024 (15,3)
G
chr12_25398284_CC_AT 38 0,11 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,019 (16,8) 0,003 (2,5) 0,008 (7,3) 0,020 (18,5)
chr17_7574002_CG_C 44 0,158 0,007 (4,2) 0,000 (0,0) 0,021 (13,5) 0,013 (8,6) 0,013 (8,2) 0,029 (18,4)
chr17_7574029_C_ 48 0,154 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,017 (11,0) 0,006 (3,8) 0,010 (6,6) 0,021(13,4)
CGGAT
chr17_37880981_A_ 36 0,075 0,013 (16,9) 0,006 (8,1) 0,013 (16,7) 0,000 (0,0) 0,004 (4,7) 0,019 (25,5)
AGCATACGTGATG
chr22_41574678_GC_G 44 0,245 0,006 (2,4) 0,002 (0,6) 0,019 (7,9) 0,000 (0,0) 0,005 (2,1) 0,021 (8,6)

Bija divi mazi DNS mérka varianti, kuriem novérojumu skaits bija parak mazs, lai piemeérotu dispersijas komponentu modeli.
Siem diviem mérka variantiem kopé&ja SD bija 0,027 variantam chr1_27024001_C_CG un 0,001 variantam chr17_7578470_C_
CGGGCGG.
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Génu amplifikacija
61. tabula paraditi PPC mérka génu amplifikacijai. PPC bija 100,0 % attieciba uz MET un 100,0 % attieciba uz
ERBB2.

61. tabula TSO Comprehensive (EU) analizes genu amplifikaciju noteik§anai PPC kombinétajos mérka
panela komponentos
Procentualie

Noverotais Noveérota videja e

. - . . . pozitivie
varianta Merka variants izmainu Y 95 % TI®
_ . ’ . noteikSanas
Imenis’ attieciba? .

gadijumi (%)

~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 Variantu imenis aprékinats péc vidéjas noverotas izmainu attiecibas.
2 Videja izmainu attieciba aprékinata péc novérotajiem analizes rezultatiem.
3 Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.

PNC bija 100 % visas génu amplifikacijas.
62. tabula paradita izmainu attiecibas rezultatu dispersijas komponenta analize katram variacijas avotam un

kopéjas variacijas visiem panela komponentiem ar mérka génu amplifikaciju.

62. tabula Izmainu attiecibas dispersijas komponentu analize mérka génu amplifikacijam

(0] t Di t
Motk variants N Vid&jaizmainu  Centra SD (CZ:trfa;)rsaD o'ggfastétz)" Sr;' PartijasSD  IzpildesSD  Kop@ja SD
| iec %CV %CV %CV %CV
attieciba (%CV) (%CV) (%CV) (%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 5,14 0,05 (1,0) 012 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6) 0,19(3,7)
Dokuments Nr. 200007789 v08 114.n0 143

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.



TruSight Oncology Comprehensive (EU) lietoSanas pamaciba illumina

MSI

63. tabula paraditi PPC mérka MSI-High pane|a komponentiem. PPC bija 100 % abiem MSI-High panela
komponentiem.

63. tabula TSO Comprehensive (EU)analizes MSI-High statusa noteikSanai PPC kombinétajos mérka
panela komponentos

Procentualie pozitivie
Panela Vidégjais MSI P

. noteikSanas gadijumi 95 % TI?
komponents raditajs’
(%)
TPSBD4 60,5 36 100,0 (36/36) (90,4,100,0)
TPSBD6 55,7 32 100,0 (32/32) (89,3,100,0)
Visi komponenti 68 100,0 (68/68) (94,7,100,0)

1Vidéjais novérotais MSI raditajs aprékinats no novérotajiem analizes rezultatiem.
2 Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.

64. tabula paradita MSI raditaja rezultatu dispersijas komponenta analize katram variacijas avotam un kopégjas
variacijas visiem panela komponentiem ar mérka MSI-High statusu.

64. tabula Dispersijas komponentu analize MSI raditajam mérka MSI-High panela komponentiem

Operatora Dienas (centra,

Panela Vidéjais MSI Centra SD Partijas SD I1zpildes SD Kopéja SD
komponents N raditajs (%CV) (Ce(;:(r:a\i)SD Ope:f/:gif)) sb (%CV) (%CV) (%CV)
TPSBD4 36 60,5 0,0 (0) 0,0 (0) 2,1(3) 0,0 (0) 2,1(3) 3,0 (5)
TPSBD6 32 55,7 0,0 (0) 1,3(2) 1,0 (2) 0,8 (1) 2,9 (5) 3,4 (6)

TMB

Lai novertétu TMB rezultatu atkartojamibu, tika veikta rezultata kvantitativa analize mérka TMB panela
komponentiem, kas atainoja paredzamo TMB rezultatu diapazonu. 65. tabula paradita TMB rezultatu dispersijas
komponenta analize katram variacijas avotam un kopé€jas variacijas TMB panela komponentiem Kopé€ja TMB
raditaja SD bija 1,0 (%CV = 13) vienam panela komponentam (vidéjais TMB raditajs = 7,6) un 1,1 (%CV = 2) citam
panela komponentam (vidéjais TMB raditajs = 63,2).

65. tabula Dispersijas komponentu analize TMB raditajam mérka TMB panela komponentiem

Operatora Dienas (centra,

Panela Vidéjais TMB Centra SD Partijas SD I1zpildes SD Kopéja SD
komponents* N raditajs (%CV) (ce(;:g)SD Ope;;:gif)) 0 ey (%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)

* Bija 1 TMB panela komponents, kuram noverojumu skaits bija parak mazs (N = 2), lai varétu piemérot dispersijas
komponentu modeli. Sim panela komponentam kopéja SD bija 1,7.
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RNS varianti
66. tabula paraditi mérka RNS variantu PPC. PPC bija robezas no 91,7 % KIF5B-RET Iidz 100 % lielakajai dalai

RNS variantu.
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66. tabula TSO Comprehensive (EU) analizes RNS variantu noteik8anai PPC kombinétajos mérka panela

komponentos

Noverotais
varianta
Imenis’

> 3x LoD

~2-3 x LoD

< 2x LoD

> 3x LoD

~2-3x LoD

Varianta
tips

Saplisana
Saplusana

Saplisana

Saplusana
Saplisana
Saplusana
Saplisana

Saplusana

Saplisana
Saplusana
Saplisana
Saplusana
Saplisana
Saplusana
Saplisana
Saplusana
Saplisana

Salaiduma
variants

Salaiduma
variants

Merka variants

ACPP-ETV1
BCL2-IGHJ5

CD74-ROST;
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 vlll

MET 14. eksona
izlaiSana

Atbalstito
nolasijumu
videjais
raditajs?
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)

1 Varianta limenis aprékinats no novérotajiem vidgjiem atbalstitajiem nolasijumiem.

2 Atbalstito nolasijumu vid€jais raditajs, kas aprékinats no novérotajiem analizes rezultatiem.

% Divpuséjo 95 % ticamibas intervalu aprékina, izmantojot Vilsona vértéjuma metodi.

PNC bija 100 % katram mérka RNS variantam, iznemot FGFR2-SRPK2 sapltusanu (PNC = 99,60 % (984/988;
95 % Tl: n0 98,96 % ldz 99,84 %).
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95 % TI®

(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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67. tabula paradita dispersijas komponenta analize atbalstitajiem nolasijumiem katram variacijas avotam un
kopéjas variacijas visiem panela komponentiem ar mérka RNS variantiem.

67.tabula Atbalstito nolasijumu dispersijas komponentu analize mérka RNS variantiem

Atbal_stTto Operatora Dienas (centra, . i L
Mérka variants N nc\)llizséu.;ig u CT;?\]/)SD (centra) SD operatora) SD Pa(r;Jg\s/)S D Izp(g/dg\s/)SD KO(E;eC]:aV)SD
rédT]téjs ° (%cv) (%cv) ) ) 0
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)
DHXS8;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)
KIFSB-RET 48 11,6 0,89 (8) 0,00 (0) 3,97 (34) 1,44 (12) 1,09 (9) 4,45 (38)
MKRN1-BRAF 48 33,4 6,98 (21) 8,19 (25) 13,02 (39) 6,63 (20) 4,00 (12) 18,58 (56)
PAX3-FOXO1 48 701 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 salaiduma 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
variants
MET 14. eksona 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)
izlaiSanas

salaiduma variants
Laboratorijas iekSéja precizitate

Tika veikti divi petijumi, lai novertetu laboratorijas iek$€jo precizitati ar TSO Comprehensive (EU). 1. pétijuma
tika novértétas NTRK un RET sapluSanas un RET mazie DNS varianti. 2. pétijjuma tika novértéta TMB un MSI.

1. péetijums

Laboratorijas iek$€ja precizitate tika novertéta NTRK1-3 saplliSanai (zemakas pakapes glioma, multiforma
glioblastoma, miofibroblastiska sarkoma, kriits dziedzera vézis), RET sapliSanai (vairogdziedzera vézis un adas
audi no nezinama véza) un RET nelieliem DNS variantiem (medularais vairogdziedzera vézis) ar FFPE audiem no
noraditajiem véziem. Katrs paraugs tika testéts divos variantu imenos: ~1 x LoD (zems variantu limenis) un ~2-
3 x LoD (augsts variantu limenis), iznemot paraugu, kas saturéja CCDC6-RET, kas tika testéts tikai ar zemu
variantu limeni. Katrs paraugs katra testa llmeni tika parbaudits divos eksemplaros katra bibliotékas
sagatavoSanas notikuma, ko izpildija tris (3) operatori. Katrs operators saka bibliotékas sagatavoSanu tris (3)
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darba sakuma dienas, kas nebija secigas, un sekvencéja ar tris (3) noteiktiem NextSeq 550Dx instrumentiem.
Tris (3) reagentu partijas tika testétas, radot 54 novérojumus katram limenim. DaZiem limeniem bija mazak neka
54 noveérojumi nederigu bibliotéku dé|.

Kvalitativa analize

Variantu noteikSanas kvalitativa atbilstiba tika novertéta atseviski diviem varianta imeniem konkrétajam
variantam no apkopotajiem novérojumiem ar visiem mainigajiem (operatori, reagentu partijas, instrumenti,
dienas un atkartojumi). PPC un PNC, ka ari saistitais abpuséjais 95 % ticamibas intervals (Vilsona raditajs) ir
apkopoti 68. tabula (mazie DNS varianti) un 69. tabula (RNS sapliiSanas).

Pie augsta variantu limena (~2-3 x LoD) TSO Comprehensive (EU) analize uzradija 100 % PPC un PNC visiem
testétajiem variantiem.

Pie zema variantu imena (~1 x LoD) PPC maziem DNS variantiem svarstijas no 83,3 % lidz 98,1 % un PPC RNS
saplusanai svarstijas no 90,7 % lidz 100 %. Variantiem ar PPC < 95 % vidéjais VAF (RET C634Y un RET D898_
E901del) vai atbalstitie nolasijumi (NCOA4-RET un BCAN-NTRK1) bija zem attiecigajam noteikSanas
robezvertibam. Pie zema variantu imena 100 % PNC tika sasniegts visiem variantiem.

68. tabula Meérka DNS variantu kvalitativie rezultati

Varianta PPC (%) (n/N PNC (%) (n/N
_ . Variants Varianta tips Videjais VAF (%) (n/N) (%) (n/N)
[imenis (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_ DELECIJA 0,048 87,0 (47/54) 100,0 (215/215)
E901del (75,6, 93,6) (98,2,100,0)
RET C618R SNV 0,045 94,4 (51/54) 100,0 (215/215)
(84,9, 98,1) (98,2,100,0)
RET M918T SNV 0,042 96,2 (51/53) 100,0 (216/216)
(87,2, 99,0) (98,3,100,0)
RET D631_ DELECIJA 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2,100,0)
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Varianta . . . .
_ ] Variants Varianta tips Vidéjais VAF
[imenis
~3x LoD RET C634Y MNV 0,095
RET D898_ DELECIJA 0,088
E901del
RET C618R SNV 0,146
RET M918 SNV 0,078
RET D631_ DELECIJA 0,161

L633delinsE*

PPC (%) (n/N)
(95 % CI)
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 % Cl)
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)

* Nukleotidu izmainas katram variantam ir uzskaititas sadala NoteikSanas robezveértiba, iznemot RET D631_L633delinsE,
kas ir 10. hromosoma, pozicija 43609940, atsauce ACGAGCT, alternativa A.
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69. tabula Mérka RNS sapltanas kvalitativie rezultati

Varianta
[imenis

~1x LoD

Saplisana

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3

(FFPE SUnu hnija)

KANK1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDC6-RET

KIFSB-RET (1.

paraugs)

KIF5B-RET (2.
paraugs)

Dokuments Nr. 200007789 v08

Atbalstito
nolasijumu
videjais
raditajs
20,2

221

12,2

20,3

16,2

231

13,5

13,3

18,7

17,3

17,3

PPC (%) (n/N)
(95 % Cl)

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)

TIKAIIN VITRO DIAGNOSTIKAS NOLUKIEM. TIKAI EKSPORTAM.

illumina

PNC (%) (n/N)
(95 % Cl)

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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Atbalstito
Varianta . nolasijumu PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
_ . Saplusana .
imenis videjais (95 % CI) (95 % Cl)
raditajs
~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 SUnu hnija) (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)
CCDCG6-RET Nav Nav testéets 100,0 (589/589)
(99,4, 100,0)
KIF5B-RET (1. 43,8 100,0 (54/54)
paraugs) (93,4,100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET (2. 44,6 100,0 (53/53) (99,1,100,0)
paraugs) (93,2,100,0)

Kvalitativa analize

Tika veikta ierobezotas maksimalas varbutibas (REML) dispersijas komponentu analize, lai novértétu pamata
nepartraukta mainiga (VAF maziem DNS variantiem un atbalstiti nolasijumi RNS sapliSanai) kopéjas variacijas
un novértétu precizitates komponentus (standartnovirzi (SD), variacijas koeficientu (CV)) katram variacijas
avotam (operatoriem, instrumentiem, dienam, reagentu partijam, atlikumam un kopumam). Rezultati ir paraditi
70. tabula maziem DNS variantiem un 71. tabula RNS saplt$anai.

VAF atSkiriba palielinajas ar vidéjo, ka paredzéts binarai proporcijai. Atbalstito nolasijumu atskiribas palielinajas
ar videjo vertibu, ka paredzeéts, izmantojot skaita datus. Atlikuma komponents bija lielakais kopéjas izkliedes
veicinatajs gan maziem DNS variantiem, gan RNS saplu$anai abos llmenos, atbalstot secinajumu, ka So variantu
noteikSana ar TSO Comprehensive (EU) ir noturiga attieciba uz operatoriem, partijam, instrumentiem un dienam.
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70. tabula Kvantitativie SD un CV rezultati mérka mazajiem DNS variantiem

Varianta N derigie Videjais Operatora Instrumenta Partijas SD Dienas SD Atlikumu SD  Kopéja SD
VAF imenis Variants 9 ) P ) -

tips méginajumi VAF SD (%CV) SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
~1x LoD RET D898_ DELECIJA 54 0,048 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,004 (8,7) 0,014 (30,0) 0,015(31,2)
E901del
RET C618R SNV 54 0,046 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,000(0,0) 0,014 (31,3) 0,014 (31,3)
RET M918T SNV 53 0,042 0,000 (0,0) 0,001(3,0) 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,011(25,6) 0,011(25,7)
RET C634Y MNV 54 0,028 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(3,3) 0,000(0,0) 0,009 (30,7) 0,009 (30,9)
RETD631_ DELECIJA 54 0,056 0,000 (0,0) 0,002 (3,0) 0,006 0,000 (0,0) 0,010 (18,5) 0,012 (22,0)
L633delinsE (11,6)
~3x LoD RET D898_ DELECIJA 54 0,088 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,001(1,4) 0,006(7,00 0,017 (19,2) 0,018 (20,5)
E901del
RET C618R SNV 54 0,146 0,003 (1,7) 0,000 (0,0) 0,020 0,002 (1,1) 0,018 (12,6) 0,027 (18,7)
(13,7)
RET M918T SNV 52 0,078 0,002 (3,1 0,000 (0,0) 0,000(0,0) 0,007 (9,1 0,018 (23,1) 0,020 (25,0)
RET C634Y MNV 54 0,095 0,000 (0,0) 0,002(2,5 0,002(2,1) 0,000(0,0) 0,014 (15,0) 0,015 (15,3)
RET D631_ DELECIJA 52 0,164 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,005(3,0) 0,000(0,0) 0,020 (12,1) 0,020 (12,4)
L633delinsE

71.tabula Kvantitativie SD un CV rezultati mérka RNS saplusanam

Atbalstito
Atbalstit
nolaasTSulm(L Sapligana N derigie nolasijumu  Operatora SD Instrumenta Partijas SD Dienas SD Atlikumu SD Kopéja SD
) eJnis o mégingjumi  vidjais (%CV) SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
raditajs

~1x LoD TPM3-NTRK1 54 20,2 2,33 (12) 0,94 (5) 3,31(16) 0,83 (4) 5,70 (28) 7,10 (35)
BCAN-NTRK1 54 221 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8) 0,00 (0) 6,03 (27) 7,28 (33)
LMNA- 52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13) 0,00 (0) 4,74 (39) 5,33 (44)

NTRK1
ETV6-NTRK2 54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21) 0,00 (0) 8,30 (41) 9,90 (49)
ETV6-NTRK3 54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13) 0,00 (0) 4,65 (29) 6,10 (38)
ETV6-NTRK3 54 23,1 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,73 (29) 8,21(36)

($Tnu Nnija)

KANK1- 54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8) 0,00 (0) 4,22 (31) 4,42 (33)

NTRK3
NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,67 (13) 5,09 (38) 5,61(42)
CCDC6-RET 54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29) 0,00 (0) 6,17 (33) 8,30 (44)
KIF5B-RET (1. 108 17,3 2,11 (12) 2,50 (14) 2,89 % (17) 3,52 (20) 7,09 (41) 9,04 (52)

paraugs)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21) 2,41 (14) 5,95 (34) 8,52 (49)

(2. paraugs)
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Atbalstito
Atbalstit
nolaasTSulmou Sapligana N derigie nolasijumu  Operatora SD Instrumenta Partijas SD Dienas SD  Atlikumu SD Kopéja SD
- eJmS . maginajumi  vidéjais (%CV) SD (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV)
raditajs
2-3xLoD  TPM3-NTRK1 54 571 11,21 (20) 1,18 (2) 5,68 (10) 2,03 (4) 11,86 (21) 17,44 (31)
BCAN-NTRK1 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (1) 2,89 (5) 11,34 (21) 15,37 (29)
LMNA- 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11(23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
NTRK1
ETV6-NTRK2 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 5,72 (11) 12,91 (25) 16,31 (31)
ETV6-NTRK3 54 41,7 7,16 (17) 0,40 (1) 6,40 (15) 0,00 (0) 10,74 (26) 14,41 (35)
ETV6-NTRK3 54 28,3 7,93 (28) 1,02 (4) 0,00 (0) 0,00 (0) 9,05 (32) 12,08 (43)
($Tnu Nnija)
KANK1- 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
NTRK3
NCOA4-RET 54 24,8 3,05 (12) 0,00 (0) 5,92 (24) 0,00 (0) 6,78 (27) 9,50 (38)
KIFSB-RET (1. 54 43,8 4,15 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
paraugs)
KIFSB-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (11) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41 (28) 19,90 (45)

(2. paraugs)

2. petijums

Laboratorijas iek8€&ja precizitate tika novértéta attieciba uz TMB un MSI. Lai novertétu precizitati dazados
imenos ar pladu rezultatu diapazonu, tika izmantoti pieci NSSPV FFPE DNS paraugi TMB un septini KRV FFPE
paraugi MSI, tostarp gan MS-Stable, gan MSI-High. Katrs no paraugiem tika parbaudits divos eksemplaros, to
veicot tris (3) operatoriem tris (3) dienas ar tris (3) bibliotéku sagatavo$anam, izmantojot tris (3) reagentu
partijas un tris NextSeq 550Dx instrumentus, kas radija 54 noveérojumus viena limenl.

MSI statusam tika novértéta kvalitativa atbilstiba. TSO Comprehensive (EU) analize uzradija MSI statusa 100 %
atbilstibu procentualiem pozitiviem un procentualiem negativiem noteikSanas gadijumiem. Attieciba uz TMB
TSO Comprehensive (EU) analize zino TMB rezultatu; kvalitativa atbilstiba nav piemérojama.

Kopé€ja TMB un MSI raditaju variacija kopa ar ieguldijumu péc avota (instrumentiem, operatoriem, partijam,
dienam un atlikumiem) tika kvantificéta, izmantojot dispersijas komponentu modeli dazadiem raditajiem.
Standarta novirze (SD) un variacijas koeficients (CV), kas atbilst TMB, ir paradits 72. tabula un, kas atbilst MSI, ir
paradits 73. tabula péc limena. Daziem llmeniem bija mazak neka 54 novérojumi nederigu bibliotéku dé|.

72.tabula Kvantitativie TMB raditaju SD un CV rezultati

Limenis Vidéjais TMB N derigie Operatora SD  Instrumenta SD Partijas SD Dienas SD Atlikust SD Kopéja SD
raditajs méginajumi (%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)
L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
LS 42,3 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)
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73.tabula Kvantitativie MSI raditaju SD un CV rezultati

Vidéjais MSI N derigie Operatora SD Instrumenta Partijas SD Dienas SD Atlikumu SD Kopéja SD

MSistatuss — LImeNis — oimajs (%) megindumi  (%CV)  SD(%CV)  (%CV) (%CV) (%Cv) (%CV)
MS-Stable L1 0,80 53 035(43  000(0)  015(18)  000(0)  0,52(66) 0,64 (81)
L2 5,90 53 0,47 (8) 0,00 (0) 0,84 (14) 0,00 (0) 1,26 (21) 1,58 (27)

MSI-High L3 48,68 53 018(0)  000(0)  000(0)  119(2)  248(5)  276(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 54 000(0)  047()  034(0)  062() 128  154(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 54 000(0)  0000)  000(0)  045()  095(1)  106(1)

TMB raditaju atSkirilbas médz pieaugt ar vidéjo vértibu, ka paredzéts datu uzskaites teorétiskajas izkliedés. MSI
raditaju atskiribas [imeniem tuvu MSI raditajam, kas ir 50. ir lielakas neka MSI raditaju variacijas, kas ir tuvakas O
vai 100, kas atbilst proporcionalu datu teorétiskajam izkliedem. Atlikuma komponents joprojam bija lielakais
kopéjas novirzes veicinatajs gan MSI, gan TMB raditajiem, atbalstot secinajumu, ka raditaji ir noturigi attieciba
pret operatoriem, partijam, instrumentiem un dienam. Tomér gan MSI, gan TMB ir sareZditi biomarkieri un to
analitiska veiktspéja dazadiem paraugiem var atskirties. Tas nozimé€, ka TMB variacijas ir atkarigas ne tikai no
TMB vértibas, bet ari no variantu sastava parauga, pieméram, varianta veida (SNV, indels) un VAF limena
(tuvums iek|auSanas robezvertibai). Tapat MSI variacijas ir atkarigas ne tikai no MSI vértibas, bet ari no izlasé
eso080 vietu sastava, pieméram, nestabilo vietu skaita un nestabilitates apjoma katra vieta.

C5 un C95 veértibas ap 20,00 % robezu tika noteiktas MSI, izmantojot precizu profilu (74. tabula).

74.tabula C5-C95 MSlintervali
Raditajs C5 C95
MSI 1717 % 23,32 %

Tika noverteta audzéja satura ietekme uz TMB un MSI raditajiem. Lielakajai dajai paraugu audzéja saturs = 30 %
nebutiski ietekméja TMB raditajus virs aptuveni 10 mutacijam uz megabazi. Palielinoties audzéja saturam, TMB
raditaji saglabajas salidzinosi nemainigi. MSI-High paraugiem audzéja saturs uzradija pozitivu, linearu korelaciju
ar MSI raditaju. MSI-High paraugiem saglabajas vidéji MSI-High, kad audzé&ja saturs bija = 30 %. Endometrija
paraugi uzvedas atskirigi no citiem audu veidiem, un tika konstatéts, ka nepiecieSams lielaks audz€ja satura
daudzums, lai noteiktu MSI-High.

Audzeja profileSanas precizitate

Variantu noteik§ana ar TSO Comprehensive (EU) analizi tika salidzinata ar atsauces metozu rezultatiem. DNS
mazie varianti un TMB tika salidzinati ar aréju apstiprinatu visa eksoma NGS metodi. Génu amplifikacijas tika
salidzinatas ar to pasu visa eksoma NGS metodi vai validéto dualo in situ hibridizacijas (DISH) metodi HER2
amplifikacijam. MSI tika novertéta, izmantojot apstiprinatu MSI-PCR testu. RNS salaidumu varianti tika
salidzinati ar apstiprinatu kvantitativu PCR (gPCR) metodi. ROS1 un ALK sapliSanas tika salidzinatas ar
apstiprinatam FISH analizém. Visi paréjie saplisanas gadijumi tika salidzinati ar kombinétu metodi, kas
sastavéja no apstiprinatas RNS pilna eksoma NGS analizes (RNGS1), mérka NGS panela (RNGS2) un pilienu
digitalas PCR (ddPCR).
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Mazo DNS variantu noteikSana

Mazo DNS variantu noteik§ana ar TSO Comprehensive (EU) analizi tika salidzinata ar visa eksoma
sekvencésanas (WES) rezultatiem, kas izmanto WES ar saskanotiem audzé&ja normalo paraugu pariem
dzimums$iunu un somatisko mazo variantu noteikSanai. Salidzinajums starp mazajiem variantiem, kas sastaveja
no viena nukleotida variantiem (SNV), insercijam un delécijam, tika balstits uz 124 paraugiem no 14 dazadiem
audu veidiem, kas bija derigi gan TSO Comprehensive (EU), gan WES. TSO Comprehensive (EU) var, bet WES
analize nevar noteikt vairaku nukleotidu variantus (MNV, 2-3 bazu pari), kuriem nepiecieSama fazésana. TSO
Comprehensive (EU) MNV tika novértéti ka atseviski SNV, salidzinot ar WES. Visu variantu noteik8anas
gadijumu atbilstibas kopsavilkums variantu l[imen, tostarp pozitiva procentuala sakritiba (PPA) un negativa
procentuala sakritiba (NPA), ir paradits 75. tabula.

75. tabula Atbilstibas kopsavilkums mazo variantu noteik§8anas gadijumiem, kas novértéti pec
dzimums$unu vai somatiska statusa

Noteiktais somatiskais Noteiktais dzimumsinu
Nav noteikts ar WES

ar WES ar WES
Noteikts ar TSO 382 33,163 426
Comprehensive
(EU)
Nav noteiktsar TSO 69 61 70,000,481
Comprehensive
(EU)
Kopa 451 33,224 70,000,907
Procentuala PPA: PPA: NPA:
sakritiba 85 % (382/451), >99 % (33163/33224) >99%
95 % TI: [81 %, 87 %] 95 % T1:[99,8 %,99,9 %] (70 000 481/70 000 907)
95 % TI:[99,999 %,
99,999 %]

Kopuma TSO Comprehensive (EU) noteica 426 variantus, kas netika noteikti ar WES metodi. DivsimtCetriem
(48 %) no Siem variantiem varianta aléles biezums bija zemaks par WES metodes noteikSanas slieksni. No
atlikuSajiem potencialajiem k|tudaini pozitivajiem variantiem ar WES metodi bija pieradijumi par variantu
noteik8anu ar zemu atbalstu. Daudziem variantiem bija arT Joti zema limena WES pieradijumi ar saskanotajiem
normalajiem paraugiem. Sis rezultats liecina, ka WES $o0s audzé&ja variantus nenoteica audzéja normala
piesarnojuma de|.
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Audzeéja mutaciju slodzes noteikSana

TMB atbilstiba tika noteikta, salidzinot TMB raditajus (somatiskas mutacijas/megabazes) starp WES metodi un
TSO Comprehensive (EU) 124 paraugiem ar pieejamiem datiem gan no TSO Comprehensive (EU), gan no WES.
Linearas regresijas analizei ar WES ka prognozétaju krustoSanas ar Y asi bija 2,53, slipums 0,89 un Pirsona
korelacijas koeficients 0,94 (3. attéls).

3. attéls TMB rezultata korelacija starp WES un TSO Comprehensive (EU)
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Genu amplifikacijas noteikSana

Genu amplifikacijas noteikSana ar TSO Comprehensive (EU) analizi tika salidzinata ar tas pasas WES analizes
rezultatiem, izmantojot audzé&ja normalos saskanotos paraugus vai tikai audzéja paraugus. Kopuma bija

420 paraugi, no kuriem 183 izmantoja ortogonalo audzéja normalo metodi un 237 izmantoja tikai audzéja
metodi. No 420 paraugiem pétijumam tika atlasiti 50 paraugi, jo tie bija amplifikacijas pozitivi ar TSO
Comprehensive (EU) vai prieksteces testu. So raksturoto paraugu veiktspéja tika korigéta, izmantojot vidéjo
saplusanas izplatibu. Kombinéta veiktspéja raksturotajos un neraksturotajos paraugos izmantoja apgrieztas
novirzes sveérto vidéejo vertibu. Paraugi bija no 14 audu veidiem un saturéja amplifikacijas no 55 géniem. TSO
Comprehensive (EU) zino génu amplifikacijas no MET un ERBB2 géniem. Tomér precizitate tika novértéta visiem
55 géniem. Génu amplifikacijas noteik§8anas gadijumu kopsavilkums ir paradits 76. tabula.
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76. tabula Geéenu amplifikaciju saskanotibas kopsavilkums
PPA (95 % TI*) NPA (95 % TI*)
88,80 % (84,61,92,43) 99,02 % (98,93, 99,12)

* Uzticamibas intervals aprékinats ar bootstrap.

ERBB2 (HER2) amplifikacijas kunga un kriits audos tika analizétas atseviski no citiem génu amplifikacijas
veidiem, izmantojot dualu in situ hibridizacijas metodi (DISH). Kopuma tika testéti 116 kriits un kunga paraugi, no
kuriem 64 ieprieks ar IHC vai ar FISH bija raksturoti ka HER2 pozitivi. Vienam paraugam ekstrakcija neizdevas,

4 paraugiem neatbilda derigums TSO Comprehensive (EU), un 3 paraugiem neatbilda derigums DISH analizei.
No 108 paraugiem 20 (18,5 %) bija robezlinijas rezultati (no 1,5 lldz 2,5), kas bija tuvu DISH robezai 2,0.
Atbilstibas rezultati, tostarp PPA, NPA visiem paraugiem, iznemot robezlinijas HER2 DISH gadijumus, ir paraditi
77. tabula.

77.tabula Atbilstibas kopsavilkums starp TSO Comprehensive un HER2 DISH, tostarp HER2 géna
amplifikacijai

HER2 gena amplifikacija e . HER2 DISH nav
L , HER2 DISH amplificéti .
Visi (kruts un kunga) amplificeti
Pozitiviar TSO Comprehensive (EU) 17 (ieskaitot 1 uz 13 (ieskaitot 1uz
robezlinijas) robezlinijas)
Negativi ar TSO Comprehensive (EU) 10 (ieskaitot 6 uz 68 (ieskaitot 12 uz
robezlinijas) robezlinijas)
Procentuala sakritiba, ieskaitot robezlinijas PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)
gadijumus 95 % TI: [44 %, 78 %] 95 % TI: [74 %, 90 %]
Procentuala sakritiba, iznemot robeZlinijas PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)
gadijumus 95 % TI: [58 %, 92 %] 95 % TI:[72 %, 90 %]

Mikrosatelita nestabilitates noteikSana

Mikrosatelita nestabilitates noteikSana ar TSO Comprehensive (EU) analizi tika salidzinata ar validéta MSI-PCR
testa rezultatiem, kas testéSanai izmanto audzé&ja normalos saskanotos paraugus. Kopuma tika salidzinati

195 paraugi, kas atbilst audzéja satura prasibam = 30 % (MS-Stable statusam) un parstav 14 audu veidus. MSI-
PCR noverte 5 vietas un tam ir 3 rezultati— MSI-Stable (nav nestabilu vietu), MSI-Low (MSI| zems) (viena
nestabila vieta) un MSI-High (divas vai vairak nestabilas vietas). TSO Comprehensive (EU) noverte lidz

130 mikrosatelitu vietam un klasificé paraugus tikai ka MS-Stable vai MSI-High (= 20 % nestabilas vietas). MSI-
PCR rezultatiem MSI-Low tika grupéti ar MS-Stable. Atbilstibas analize ir paradita 78. tabula.
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illumina

78. tabula Analizes atbilstibas kopsavilkums starp TSO Comprehensive (EU) un MSI-PCR saistiba ar DNS

mikrosatelitu nestabilitati
MSI statuss

TSO Comprehensive (EU) Nestabils
(MSI-High)

TSO Comprehensive (EU) Stabils
(MS-Stable)

Kopa

Procentuala sakritiba

RNS salaidumu variantu noteikSana

PPA: 93 % (41/44)
95 % TI: [82 %,
98 %]

PCR MSI-High PCR MSI-Low PCR MSI stabils
41 2 0
3 0 150
44 2 150

NPA: 99 % (150/152)
95 % TI: [95 %, > 99 %]

Salaidumu variantu noteik8anas precizitate tika aprékinata, salidzinot TSO Comprehensive (EU) rezultatus ar
gPCR analizém mutacijam EGFRvIIl un MET 14. eksona izlaiSanu, ietverot vienu zinamu pozitivu RNS katram
salaidumu variantam. Atbilstibas analize tika veikta kopuma 230 unikaliem FFPE RNS paraugiem no 14 audu
veidiem, un bija pieejami gan TSO Comprehensive (EU), gan atsauces metodes dati. Visiem paraugiem tika
testéta mutacija MET 14. eksona izlaiSanai, bet mutacija EGFRVIII tika testéta tikai smadzenu audos. Tris
paraugiem, kuriem pozitivu MET 14. eksona izlaiSanu noteica gPCR, bet nenoteica TSO Comprehensive (EU),
bija vidéja Ct > 37, un tie bija zem TSO Comprehensive (EU) LoD limena. 79. tabula apkopoti atbilstibas pétijuma

rezultati.

79. tabula Atbilstibas kopsavilkuma analize starp TSO Comprehensive (EU) un gPCR analizi RNS

salaidumu variantiem
RNS salaidumu varianti

Pozitivi ar TSO Comprehensive (EU)
(EGFRvIII)

Negativi ar TSO Comprehensive (EU)
(EGFRuvIII)

Pozitivi ar TSO Comprehensive (EU)
(MET 14. eksona izlaiSana)

Negativi ar TSO Comprehensive (EU)
(MET 14. eksona izlaiSana)

Kopa

Procentuala sakritiba
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RNS saplisanas noteikSana

Salidzinajums ar salikto metodi

TSO Comprehensive (EU) sapluSanas tika salidzinatas ar salikto metodi, kas sastavéja no RNS pilnas eksoma
sekvencésanas, izmantojot NGS paneli (RNGS1), mérka NGS sapltuSanas paneli (RNGS2) un pilienu digitalas PCR
(ddPCR).

RNGS1 metode parklajas ar visiem géniem, kuriem TSO Comprehensive (EU) var noteikt saplisanas. Tomér
RNGS1 metodes noteikSanas robeza bija 4X-8X, salidzinot ar TSO Comprehensive (EU), pamatojoties uz
atbalstoSu nolasijumu skaitu, kas novéroti parklajosas saplliSanas noteikSanas gadijumos. Lidz ar to kopa ar
WES (RNGS1) metodi tika izmantota salikta metode, kura izmanto divas papildu metodes ar lielaku jutigumu, bet
mazaku platumu saplusanai.

Kopa ar RNGS1 tika testéti 255 unikali RNS paraugi, kas parstaveja 14 audu veidus un atbilda TSO
Comprehensive (EU) parametriem. Divi paraugi RNGS1 parauga kvalitates kontrolei bija nederigi un tika izslegti
no papildu analizes. No 82 saplisanam, ko noteica TSO Comprehensive (EU), 4 tika izslégtas no izvertéSanas
RNGS1 parauga kvalitates kontroles k|imju dél, un 7 papildu sapliSanas nebija nosakamas, jo RNGS1 panell
nebija mérku. No atlikuSajam 71 saplisanam, ko noteica TSO Comprehensive (EU), RNGS1 apstiprinaja

9 saplusanas. RNGS1 noteica 4 sapluSanas gadijumus, kurus nenoteica TSO Comprehensive (EU).

No 62 saplusanas gadijumiem, kas bija TSO Comprehensive (EU) pozitivi un ko nenoteica RNGS1, 13 parklajas
un tos apstiprinaja RNGS2. Vienu saplusanu noteica RNGS2, bet nenoteica TSO Comprehensive (EU).

Péc tam sapluSanam, ko noteica TSO Comprehensive (EU), nenoteica vai kas nebija nosakamas ar RNGS1 un
kas nebija novertéjamas ar RNGS2 (49), tika izmantota pilienu digitala PCR. Turklat ddPCR tika izmantota, lai
atkartoti novertétu 2 no 4 kjudaini negativiem saplusanas gadijumiem ar TSO Comprehensive (EU), izmantojot
RNGS1, un 2 no 9 atbilstigam sapliSanas reizém ar TSO Comprehensive (EU) un RNGS1. Lai nodroSinatu
specifiskumu, katra pozitiva sapluSanas parauga testéSanai tika ieklauti pieci negativi saplusanas paraugi.
Astonpadsmit sapllSanas netika testétas ar ddPCR, jo nebija iesp&jams izveidot praimerus/zondes, bija vairaki
génu partneri saplisanai vai bija nepietiekams atlikusa FFPE materiala daudzums. ddPCR gadijuma praimeri un
zondes tika veidoti pret novérotajiem TSO Comprehensive (EU) analizes parravumiem.

Kopuma ddPCR noteica 52 saplisanas, 41 no Siem saplusSanas gadijumiem noteica TSO Comprehensive (EU),
bet tos nenoteica vai tie nebija nosakami ar RNGS1. Devinas sapluSanas, ko noteica ddPCR, bija negativas ar
TSO Comprehensive (EU) vai RNGS1. Divas ddPCR pozitivas sapliSanas apstiprinaja 2 atbilstigas saplt$anas ar
TSO Comprehensive (EU) un RNGS1. ddPCR nekonstatéja sapliSanu 2 atkartoti novertéetajiem TSO
Comprehensive (EU) kludaini negativiem rezultatiem ar RNGS1, tomer tie tika uzskatiti par kludaini negativiem,
pamatojoties uz RNGS1 salidzinajumu.

No 255 paraugiem pétijumam tika atlasiti 35 paraugi, jo tie bija saplu$anas pozitivi ar TSO Comprehensive (EU)
vai priek$teces analizi. So raksturoto paraugu veiktspéja tika korigéta, izmantojot vidéjo saplii$anas izplatibu.
Kombinéta veiktspé&ja raksturotajos un neraksturotajos paraugos izmantoja apgrieztas novirzes svérto vidéjo
vertibu. Kombinetas atbilstibas rezultatu sapltiSanam ir paraditas 80. tabula.
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66 saplusanas gadijumi (54 unikalas saplliSanas) ar atbilstibu saliktajai metodei parstavéja 43 génus TSO
Comprehensive (EU) paneli. Saplusanas ir piemérotas parskatam par 23 géniem, kas noraditi 80. tabula.
80. tabula RNS saplusanas konkordances kopsavilkums

PPA (95 % TI*) NPA (95 % TI*)

80,38 % (64,20, 92,32) 99,96 % (99,94, 99,98)

* Uzticamibas intervals aprekinats ar bootstrap.
Salidzinajums ar FISH metodi ROS1 un ALK sapliisanam

Divdesmit piecus NSSPV paraugus testéja ar FISH gan ROS1, gan ALK saplisanai, un attiecigi 5 papildu NSSPV
paraugiem tika testétas ROS1 sapllSanas. Astoniem paraugiem FISH attieciba uz ROS1 neizdevas nepiemérotu
audu dé|. Divas ROS1 un vienu ALK saplisanu konstatéja gan TSO Comprehensive (EU), gan FISH. Netika
noveéroti neatbilstigi rezultati. 81. tabula apkopoti atbilstibas rezultati TSO Comprehensive (EU) un FISH metodei
ROS1 un ALK sapltuSanam.

81. tabula Atbilstibas rezultatu kopsavilkums ar TSO Comprehensive (EU) un FISH metodi ROS1 un ALK
sapluSanam

ALK+ROS1 Pozitiva ar FISH Negativa ar FISH

Pozitiviar TSO Comprehensive (EU) 3 0

Negativi ar TSO Comprehensive (EU) 0 44

Kopa 3 44

Procentuala sakritiba PPA:100 % (3/3) NPA: 100 % (44/44)
95 % TI: [44 %, 100 %] 95 % TI: [92 %, 100 %]

Parauga derigums

Parauga derigums (pirmais méginajums) tika mérits 181 unikalam RNS un 272 unikaliem DNS paraugiem no FFPE
blokiem, kuru vecums bija = 5 gadi. Sie paraugi tika atlasTti, pamatojoties uz audu veidu un pieejamo materialu;
analizes derigums nebija zinams. Bibliotékas kvalitates kontroles parametriem ir jaatbilst varianta veidam, lai to
uzskatitu par derigu. Paraugu derigums tika novértéts atseviski katram variantu veidam (mazie DNS
varianti/TMB, MSI, génu amplifikacijas, sapliSanas/salaidumu varianti) un ir paradits 82. tabula. Tiek prognozéts
papildu MSI deriguma samazinajums par 1 % FFPE blokiem = 2 gadu vecuma reagentu transportéSanas dé|.
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82.tabula Parauga derigums
Varianta tips Parauga derigums

SapliSanas/salaidumu varianti 76 %

(RNS)

Mazie DNS varianti/TMB 75 %
MSI 72 %
Genu amplifikacija 94 %

Audzeéja profileSanas pazinojumu analitiskas validacijas
kopsavilkums

Pamatojoties uz noteikSanas robezas, precizitates, atkartojamibas un pareizibas datiem, TSO Comprehensive
(EU) tiek analitiski apstiprinata talak noraditajam:

* Mazie DNS varianti— SNV, MNV, insercijas un delécijas.

* TMB

* MSI

* MET un ERBB2 (HER2) génu amplifikacijas (skatit 2. tabula).
* 23 geéni, kuriem var noteikt sapltsanu (skatit 2. tabula).

* EGFR un MET salaidumu varianti (skatit 2. tabula).

NTRK kliniska veiktspeéja

Lai apstiprinatu TSO Comprehensive (EU) analizi ka paligdiagnostiku (CDx) pacientu atlasei arstéSanai ar
VITRAKVI (larotrektinibu), tika testéti paraugi no pacientiem, kas ieklauti larotrektiniba kiiniskajos pétijumos
(NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; kopa saukti par larotrektiniba pétijjumu
paraugiem), izmantojot datus, kas apkopoti [ldz 2019. gada 15. jalijam, kuri ir papildinati ar komerciali iegttiem
FFPE audu paraugiem, lai atbalstitu TSO Comprehensive (EU) analizes Precizitates pétijumu un Klinisko
paplasinasanas pétijumu.

NCT02122913 bija daudzcentru, atklata markéjuma, 1. fazes devas palielinasanas pétijums pieaugusiem
pacientiem ar progreséjoSiem solidiem audzéjiem (visiem pacientiem) bez atlases attieciba uz NTRK pozitivu
vézi. Péc pétijuma devas palielinasanas dalas pacientiem ar dokumentétu vézi ar pozitivu NTRK sapltsanu un
pacientiem, kuri, péc pétnieka domam, varétu gut labumu no Joti selektiva TRK inhibitora, tika uzsakta devas
palielinadana. NAVIGATE NCT02576431 ir notiekoss, daudzcentru, atklata markéjuma, 2. fazes groza pétijums
pacientiem no 12 gadu vecuma ar recidivéjoSiem progreséjoSiem solidiem audzéjiem ar dokumentétu NTRK
saplusanu, ko novértéjusi aréja laboratorija. SCOUT NCT02637687 ir notiekoSs, daudzcentru, atklata
markéjuma, 1./2. fazes pétijums pediatrijas pacientiem vecuma no dzim3anas lidz 21 gadam ar progresé&josiem
solidiem vai primariem centralas nervu sistémas (CNS) audzegjiem.
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No tiem pacientiem ar pozitivu NTRK sapludanu, kas ieklauti TSO Comprehensive (EU) analizes pétijuma,
164 veidoja larotrektiniba paplasinatas primaras efektivitates kopu (ePAS4).

Precizitates pétijums NTRK1, NTRK2, NTRK3 sapltuSanas noteikSanai

TSO Comprehensive (EU) analizes precizitate NTRK saplisanas (NTRK1, NTRK2 vai NTRK3) noteikSanai
pacientiem ar solidiem audzéjiem tika pieradita, novertéjot NTRK saplus$anas rezultatu atbilstibu starp TSO
Comprehensive (EU) analizi un apstiprinatu ortogonalu NGS bazes metodi.

Tika veikts retrospektivs petijums bez iejaukSanas. Larotrektiniba pétijuma paraugi un papildu paraugi tika
testeti ar TSO Comprehensive (EU) analizi viena aréja pétijuma centra un ar ortogonalu metodi centralaja
laboratorija. Tika novertéeta TSO Comprehensive (EU) analizes NTRK saplUsanas noteikSanas precizitate,
salidzinot ar ortogonalo metodi; tika aprékinata pozitiva procentuala sakritiba (PPA), negativa procentuala
sakritiba (NPA) un saistitie abpuséjie 95 % ticamibas intervali (Cl).

516 paraugi tika testéti ar TSO Comprehensive (EU) analizi un/vai ortogonalo metodi. No Siem paraugiem

499 tika testéti ar abam metodem. Septinpadsmit no 516 paraugiem netika testéti ar vienu no analizém
neveiksmigas ekstrakcijas, nezinama iemesla (ortogonalai metodei) vai novirzes no protokola dé]. No

499 paraugiem, kas testéti ar abam metodém, 170 (34,1 %) bija larotrektiniba pétijuma paraugi un 329 (65,9 %)
bija papildu paraugi.

Krusttabula ar 499 paraugu rezultatiem ir paradita 83. tabula. No 499 paraugiem 85 paraugiem bija nederigi
TSO Comprehensive (EU) analizes rezultati; no Siem 85 paraugiem 53 paraugiem bija nederigi art ortogonalas
metodes rezultati. Vel septiniem paraugiem bija nederigi ortogonalas metodes rezultati. Tadéjadi 407 no

499 paraugiem bija derigi rezultati ar abam metodem.

83. tabula NTRK precizitates pétijums: Krusttabula ar TSO Comprehensive (EU) rezultatu salidzinajumu
ar ortogonalas metodes rezultatiem, nosakot NTRK sapltsanu

Ortogonalas metodes rezultats

TSO Comprehensive (EU) Pozitiva NTRK Negativa NTRK

analizes rezultats saplisana saplisana Nederigs Kopa
Pozitiva NTRK saplisana 14 16 1 131
Negativa NTRK saplusana 4 273 6 283
Nederigi* 4 28 53 85
Kopa 122 317 60 499

" TSO Comprehensive (EU) analizes nederigie rezultati radusies parauga un izpildes imen.

Sakritibas analizes, izsledzot un ietverot nederigus TSO Comprehensive (EU) analizes rezultatus, ir paraditas
84. tabula. Izsledzot nederigus TSO Comprehensive (EU) analizes rezultatus, PPA bija 96,6 % (114/118; 95 % TI:
91,5 %-99,1 %) un NPA bija 94,5 % (273/289; 95 % TI: 91,2 %-96,8 %).
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84.tabula NTRK precizitates pétijums: TSO Comprehensive (EU) analizes PPA un NPA salidzinajuma ar
ortogonalas metodes rezultatu, nosakot NTRK saplusanu

Izsledzot nederigus TSO letverot nederigus TSO
Comprehensive (EU) analizes Comprehensive (EU) analizes
rezultatus rezultatus

Sakritib 9 . 9

a_ [I 'vas Sakritiba, % (n/N) 95 % TI Sakritiba, % (n/N) 95 % TI
merijjums
PPA 96,6 (114/118) 91,5, 99,1 93,4 (114/122) 87,5,97,1
NPA 94,5 (273/289) 91,2, 96,8 86,1(273/317) 81,8, 89,7

" 95 % TI, pamatojoties uz (precizu) Klopera-Pirsona metodi.
Kliniskais paplasinasanas pétijums NTRK1, NTRK2, NTRK3 saplusanas noteikSanai

Kliniskaja paplasinasanas pétijuma tika pieradits TSO Comprehensive (EU) analizes kliniskais derigums NTRK1,
NTRK2 un NTRK3 saplusanas noteikSanai pacientiem ar solidiem audzéjiem, kuri var gut labumu no arstésanas
ar larotrektinibu. Pétijums tika veikts, lai novértétu TSO Comprehensive (EU) analizes klinisko efektivitati, lai
identificetu pacientus ar pozitivu NTRK1, NTRK2 un NTRK3 sapltusanu un tos arstéetu ar larotrektinibu, ka art
novértétu atbilstibu starp TSO Comprehensive (EU) analizes un lokala testa (LT) metodém (ko izmanto, lai
noteiktu NTRK sapltSanas statusu larotrektiniba kliniskajiem pétijumiem).

LT metodes ietvéra NGS, fluorescento in situ hibridizaciju (FISH), polimerazes kédes reakciju (PCR) un
NanoString analizes. NTRK sapltSanas (ETV6 NTRK3) tika konstatétas tiem pacientiem ar iedzimtu
fibrosarkomu, kuriem bija dokumentéta ETV6 translokacija, ko noteica ar FISH. Lielaka dala 235 larotrektiniba
pétijuma pacientu ar zinamu NTRK sapltSanas statusu tika testéti ar NGS metodem.

Datu apkopo$anas partrauk8anas datuma, 2019. gada 15. julija, bija ieklauti 279 pacienti. No 279 pacientiem
208 bija pozitiva NTRK sapluSana. No 208 pozitivajiem pacientiem 164 veidoja larotrektiniba ePAS4.

Primarais mérka kritérijs larotrektiniba efektivitates analizei bija kopéjais atbildes reakcijas raditajs (ORR)
saskana ar neatkarigas parskatiSanas komitejas (NPK) novért&jumu apkopota datu kopa no tris kliniskajiem
pétijumiem. ORR tika novértéts, pamatojoties uz to pacientu ipatsvaru, kuriem ir vislabaka kopé€ja atbildes
reakcija ka apstiprinata pilniga reakcija vai apstiprinata dal€ja reakcija, pamatojoties uz RECIST 1.1. versijas
kritérijiem. Larotrektiniba ePAS4 ORR bija 72,6 % (95 % T1[65,1 %, 79,2 %]) un ietvéra pacientus ar 16 dazadiem
audzéju veidiem.

Paraugu uzskaite

Paraugu kopa ietvéra plasu audzéju veidu, ka arT pediatrisko un pieauguso pacientu paraugu reprezentaciju.

Lidz 2019. gada 15. julijam larotrektiniba pétijjumos tika ieklauti 279 pacienti. No tiem 235 pacientiem bija zinams
NTRK sapltusanas statuss, ka noteikts ar LT metodi: 208 bija pozitivi un 27 bija negativi. 44 pacientiem NTRK
sapluSanas statuss nebija zinams, jo testéSana nebija nepiecieS§ama pacienta piemérotibai pétijumu
NCT02122913 un SCOUT NCT02637687 devu palielinasanas fazes. TSO Comprehensive (EU) analizes
kiiniskajam paplasinasanas pétijumam bija pieméroti paraugi no larotrektiniba pétijuma pacientiem, kas tika
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ieklauti Ildz 2019. gada 15. julijam ar zinamu NTRK saplusanas statusu (208 pozitivi pacienti un 27 negativi
pacienti), ka art papildu paraugi, kas ar reprezentativam LT metodém tika noteikti ka negativi uz NTRK
saplusanu.

No 208 pozitivajiem larotrektiniba pétijuma paraugiem 154 bija pieejams paraugs TSO Comprehensive

(EU) analizes testéSanai. No tiem 138 bija derigi rezultati. Piecpadsmit paraugi bija nederigi, jo paraugu
sekvencéSanas kvalitates parametri bija nesekmigi, un 1 paraugs netika testéts novirzes no protokola dé€l. No
27 negativajiem larotrektiniba pétijuma paraugiem 24 bija pieejams paraugs testésanai. No tiem 22 bija derigi
TSO Comprehensive (EU) analizes rezultati. Divi paraugi bija nederigi paraugu sekvencésanas kvalitates
parametru klimes dé|.

Papildu paraugi tika parbauditi, izmantojot vienu no divam reprezentativam LT metodém. Tika sagadati un
izmekléeti vairak neka 350 paraugi, lai noteiktu audzéja saturu. No papildu paraugiem, kas atbilda parauga
prasibam, 266 tika veiksmigi ekstrahéti un apstiprinati ka negativi uz NTRK saplu$anu, izmantojot
reprezentativu LT metodi. No Siem paraugiem 260 bija pieejami TSO Comprehensive (EU) analizes testésanai,
no kuriem 222 bija derigi rezultati. Starp tiem bija 38 paraugi, kas bija nederigi paraugu sekvencésanas
parametru klimes dé| (n = 25) vai kuriem neizdevas veikt sekvencésanu (n = 13). Kopé&ja kopa ar negativu NTRK
sapluSanu sastavéja no 222 papildu paraugiem un 22 larotrektiniba pétijuma paraugiem.

Atbilstibas rezultati

Kopuma ar TSO Comprehensive (EU) tika testéti 437 paraugi. Starp 208 pacientiem ar pozitivu NTRK saplisanu
bija 153, kuriem bija pieejami paraugi un kuri tika testéti ar TSO Comprehensive (EU), iegustot 138 derigus
rezultatus un 15 nederigus rezultatus.

TSO Comprehensive (EU) rezultatu sakritiba ar LT metozu rezultatiem ar un bez nederigiem TSO
Comprehensive (EU) rezultatiem ir paradita 85. tabula.

85. tabula NTRK kliniskais laipoSanas pétijums: Atbilstiba starp TSO Comprehensive (EU) analiziun LT
metodeém NTRK saplusanas noteikSanai

Izsledzot TSO Comprehensive (EU) letverot TSO Comprehensive (EU)
analizes nederigos rezultatus analizes nederigos rezultatus
Sakritibas
i % sakritiba (n/N) 95 % TI* % sakritiba (n/N) 95 % TI*

meérijjums

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

* Abpuséjie 95 % ticamibas intervali tika aprékinati, izmantojot (precizu) Klopera-Pirsona metodi.

Jutiguma analize pret trukstosajiem TSO Comprehensive (EU) analizes rezultatiem paradija atbilstibas analizes
noturigumu. TrukstoSie TSO Comprehensive (EU) analizes rezultati pacientiem ar pozitivu LT NTRK saplusanu
(n = 70) tika aprékinati, izmantojot logaritmiskas regresijas modeli. Sakritibas aprékini, tostarp aprékinatas
vertibas, ir paraditi 86. tabula.
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86. tabula NTRK Kliniskais laipoSanas pétijums: Atbilstiba starp TSO Comprehensive
(EU) analizes un LT metodém NTRK saplusanas noteikSanai, ieskaitot aprekinatas
vertibas LT pozitiviem pacientiem, kuriem nav TSO Comprehensive (EU) analizes

rezultatu
Sakritibas meérijjums % sakritiba 95 % TI*
PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9,98,7)
OPA 91,2 (87,9,94,5)

TrukstoSie TSO Comprehensive (EU) analizes rezultati pacientiem ar negativu LT sapli8anu netika apréekinati.
* Abpuséjie 95 % Tl tika aprékinati, pamatojoties uz vairaku truksto$o vertibu aprekinasanas Bita metodi. Vairaku truksto$o
veértibu aprékinasanas Buta metode ir aprékinu darbiba, kas izriet no vairakam trikstosam véertibam (Schomaker un
Heumann 2018).
Sakritibas starp TSO Comprehensive (EU) analizi un LT péc metodes veida (pieméram, RNS NGS, FISH) ir
paraditas 87. tabula.

87. tabula NTRK kliniskais laipoSanas pétijums: Atbilstiba starp TSO Comprehensive (EU) analiziun LT
metodém NTRK sapltSanas noteikSanai péc LT metodes veida

\I;l'icrlr;etodes Sakritibas mérs % sakritiba (n/N) 95 % TI'

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 NGS2 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 Nav aprékinats (1/1) Nav apréekinats
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Nav aprékinats (0/0) Nav apréekinats
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Nav apréekinats: apak8grupam ar < 5 paraugu skaitu sakritibu statistika netika aprékinata.
T Abpuséjie 95 % ticamibas intervali tika aprékinati, izmantojot (precizu) Klopera-Pirsona metodi.
2 letver NGS metodes, kas izmanto tikai RNS un gan DNS, gan RNS.
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No 437 paraugiem, kas testéti ar TSO Comprehensive (EU) analizi, 24 bija rezultati, kas neatbilst LT: 15 bija
pozitivi ar LT un negativi ar TSO Comprehensive (EU) analizi, un 9 bija negativi ar LT un pozitivi ar TSO
Comprehensive (EU) analizi. No 24 paraugiem ar neatbilstigiem rezultatiem 8 tika testéti ar DNS NGS LT metodi,
14 ar RNS NGS LT metodi un 2 ar FISH.

Apstiprinata neatkariga NGS metode apstiprinaja TSO Comprehensive (EU) analizes rezultatus 14 no
24 paraugiem ar neatbilstigiem rezultatiem. AtlikuSajiem 10 paraugiem TSO Comprehensive (EU) analizes
rezultati bija neatbilstigi gan ar LT, gan ar neatkarigo NGS metodi.

Kliniskas efektivitates rezultati

ePAS4 kohorta larotrektiniba efektivitate TSO Comprehensive (EU) pozitivaja, LT pozitivaja populacija

(97 pacienti, ORR =78,4 %, 95 % Tl [68,8 %, 86,1 %]) bija ldziga larotrektiniba efektivitatei kopeja ePAS4
populacija (164 pacienti, ORR =72,6 %, 95 % TI [65,1 %, 79,2 %]) (88. tabula). No 97 TSO Comprehensive (EU)
pozitivajiem pacientiem ePAS4 28 (28,9 %) pacienti sasniedza pilnigu atbildes reakciju/kirurgisku pilnigu
atbildes reakciju un 48 (49,5 %) pacienti sasniedza dal€ju atbildes reakciju.

No 13 TSO Comprehensive (EU) negativajiem pacientiem LT pozitivaja populacija 1 (7,7 %) uzradija pilnigu
atbildes reakciju un 2 (15,4 %) uzradija dal€ju atbildes reakciju ar larotrektiniba terapiju.

88. tabula NTRK Kliniskais laipoSanas pétijums: ORR LT pozitiviem pacientiem péc LT un TSO Comprehensive
(EU) rezultatiem ePAS4 kohorta

TSO Comprehensive TSO Comprehensive

LT saplisana (EV) (EV)
pozitiva N = 164 Pozitivaun LT Negativa un LT
pozitiva N = 97 pozitivaN =13
Labaka Pilniga reakcija 31(18,9) 22 (22,7) 1(7,7)
kopéja Pilnga kirurgiska 8 (4,9) 6 (6,2) 0
atbildes reakcija
reakcija, — ) -
n (%) Dal€ja atbildes reakcija 80 (48,8) 48 (49,5) 2 (15,4)
Stabila slimiba 25 (15,2) 13 (13,4) 4 (30,8)
Progreséjosa slimiba 13 (7,9) 6 (6,2) 5(38,5)
Nav novértejams 7 (4,3) 2(2,1) 1(7,7)
Kopéjais Pacientu skaits, n 164 97 13
atbildes Pacientu skaitsarCR+ 119 76 3
reakcijas sCR+PR. n
raditajs
ORR % (95 % TI*) 72,6 (65,1,72,9) 78,4 (68,8, 86,1) 23,1(5,0, 53,8)

Satsinajumi: CR = pilniga reakcija, PR = dal&ja reakcija, sCR = kirurgiska pilniga reakcija.
* Abpuséjais 95 % ticamibas intervals tika aprékinats, izmantojot (precizu) Klopera-Pirsona metodi.
54 pacientiem trukst TSO Comprehensive (EU) analizu rezultatu.
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ST pétijuma dati atbalsta TSO Comprehensive (EU) analizes drodumu un efektivitati, ja to izmanto, lai identificétu
pacientus ar solidiem audzéjiem ar NTRK sapltsanu, kuri varéetu but piemeéroti arstéSanai ar larotrektinibu.
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Atsauces

1. American Society of Clinical Oncology. www.asco.org. Piek|lts 2016. gada 3. oktobrT.
2. Eiropas Medicinas onkologijas biedriba. www.esmo.org. Piek|lts 2016. gada 3. oktobrl.
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Parskatijumu vesture

Redakcija Datums Izmainu apraksts
Dokuments Nr. Maijs Nonemta atsauce uz programmaturas versijam un daju
200007789 v08 2025 numuriem.

Atjauninati proceddras ierobezojumi

o Nekrotisko audu informacija.

o MSI audzéja satura informacija.

Atjauninati

« NTC zemsvitras piezime attiecas gan uz mini, gan uz maksi
bibliotekam.

 lekartas un materiali uzskaita plates centrifligas
specifikacijas un pipetes pieaugumu.

e SPB papildu daudzuma aprékins no 1,05x lidz 1,15x.

« Terminologija MET 14. eksona lidz MET 14. eksona izlai$anai.

Papildinajumi

» Piezime par SMB, tverot pirmo un otro merki.

» Sagatavojieties sekvencésanas ievadiSanai.

e Papildu ultrasonikatora informacija.

Pievienoti precizeéjumi un atjauninati veiktspéjas raksturojuma

rezultati

o Trauceéjosas vielas.

» Audzeja profiléSanas un parauga deriguma precizitate.

» NoteikSanas robezas 1. un 2. pétijums.

o Laboratorijas iek$€jas precizitates 1. pétijums.

o Reproducéjamibas 2. pétijjums.

 Bibliotékas stabilitate un bibliotékas glabasanas informacija.

o Tuks$arobeza.

Atjauninati formuléjumi un gramatika.
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Redakcija Datums
Dokuments 2024. gada
Nr. 200007789 v07 janvaris
Dokuments 2023. gada
Nr. 200007789 v06 februaris
Dokuments 2022. gada
Nr. 200007789 v05 septembris

Dokuments Nr. 200007789 v08

Izmainu apraksts

» Pievienota informacija sadalai Proceduras ierobeZojumi
o Nekrotisku audu un audzéja satura paraugu prasibas
MSI augstam un somatiskajam veicinoSajam mutacijam.
» Potenciali hemoglobina raditi traucéjumi.
» NoteikSanas robezas RET géna un saplisanu noteikSana
arpus anotéto génu robezam.
o Geénu delécijas netiek zinotas.

o Atjauninats izmantoSanai ar TSO Comprehensive (ES) Local
Run Manager programmaturas versiju 2.3.7.

» Pievienota informacija par nepiecieSamo, bet komplekta
neieklauto aprikojumu un materialiem, tostarp divam papildu
ultraskanas apstrades ierices konfiguracijam.

» Atjauninata informacija par paraugiem

» Nekrotisko audu saturs.

» K proteinazes un hemoglobina ietekme.

» Uz priek3metstikliniem uzliktu FFPE un attiritu
nukleinskabju uzglabasana.

 Pievienota informacija, lai uzlabotu reagentu apstradi,
darbplismu un problému novérSanu izpildes kvalitates
kontroles klimém.

» Pievienots konteksts un skaidrojums sadala Veiktspé&jas
raksturlielumi

o Skérspiesarnojums
» Nukleinskabju ekstrakcijas komplekta novertejums
o Trauceéjosas vielas
o Nuklelnskabju un uz priekSmetstikliniem novietoto FFPE
stabilitate
» NTRK kliniska veiktspéja
 Atjauninati formuléjumi un gramatika

» Papildu pazinojumi sadala lerobeZojumi

o Formul&jumu atjauninajumi saistiba ar vienoSanos, ka ar1
gramatikas un skaidribas uzlabojumiem

e 21.,28.,29.,32.,, 35, 36., 72. tabulas labojumi

» Pazinojums par nosédumu klatbdtni FSM reagenta

o Atjauninatas amplifikatora un teknes specifikacijas saraksta
lekartas un materiali

Atjauninatas 2. péetijuma reproducéjamibas tabulas
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Redakcija Datums Izmainu apraksts

Dokuments 2022.gada e Pievienots TSO Comprehensive analysis module v2.3.5 PN

Nr. 200007789 v04 junijs » Nonemts TSO Comprehensive analysis module v2.3.3 PN
« Atjauninata terminologija sadala Tuk$a robeza

Dokuments Nr. 2022.gada e« Pievienota ar NTRK sapludinasanam saistita veiktspéju

200007789 v03 aprilis raksturojoSa informacija

» Pievienots markéjums TIKAI EKSPORTAM

» Atjauninats paredzétas lietoSanas pazinojums, lai pievienotu
NTRK1-3 paligdiagnostikas apgalvojumu

o Paplasinata informacija par produkta komponentiem, lai
ieklautu programmaturas komponentu daju numurus

Dokuments Nr. 2022.gada e« Labota tabulas atsauces k|uda
200007789 v02 februaris » Pievienots ierobezojums, kas saistits ar dzimumsinu un
somatisko Sunu variantiem
o Precizéti formulejumi par génu amplifikacijas noteikSanu

Dokuments 2021. gada » Atjauninati proceddras ierobezojumi
Nr. 200007789 v01 decembris » Precizétas magnétiska stativa un amplifikatora
specifikacijas aprikojuma un materialu sarakstos

Dokuments 2021. gada Sakotnégjais laidiens
Nr. 200007789 v0O novembris
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Patenti un precu zimes

Tpadumtiesibas uz $o dokumentu un ta saturu pieder uznémumam lllumina, Inc. un ta saistitajiem uznémumiem (“lllumina”), un klients to
drikst izmantot tikai lguma noteiktaja veida saistiba ar $aja dokumenta raksturota produkta(-u) lietodanu, un ne citiem noliikiem. So
dokumentu un ta saturu nedrikst izmantot vai izplatit nekadiem citiem noltkiem un/vai citadi publiskot, atklat vai reproducét jebkada veida
bez iepriek$€jas rakstiskas lllumina piekriSanas. Ar o dokumentu lllumina nenodod nekadas licences, ko paredz ta patents, precu zimes,
autortiesibas vai anglosaksu tiesibas, nedz ari lidzigas jebkuras tre$as personas tiesibas.

Saja dokumenta sniegtie noradijumi ir stingri un precizi jaievéro kvalificétiem un atbilstosi apmacitiem darbiniekiem, lai nodrosinatu $eit
raksturota(-o) produkta(-u) pareizu un drosu lietoSanu. Pirms §a produkta(-u) lietoSanas ir pilniba jaizlasa un jaizprot viss §a dokumenta
saturs.

PILNIBA NEIZLASOT UN PRECIZI NEIEVEROJOT VISUS SAJA DOKUMENTA IEKLAUTOS NORADIJUMUS, VAR RASTIES PRODUKTA(-U)
BOJAJUMI, PERSONU MIESAS BOJAJUMI, TOSTARP LIETOTAJU UN CITU PERSONU, UN CITA TPASUMA BOJAJUMI, TURKLAT TIKS
ANULETAS VISAS PRODUKTAM(-IEM) PIEMEROJAMAS GARANTIJAS.

ILLUMINA NEUZNEMAS NEKADU ATBILDIBU, KAS IZRIET NO NEPAREIZAS SAJA DOKUMENTA APRAKSTITO PRODUKTU (TOSTARP TA
DALU VAl PROGRAMMATURAS) LIETOSANAS.

© 2025 lllumina, Inc. Visas tiesibas aizsargatas.

Visas precu zimes ir lllumina, Inc. vai to attiecigo Tpasnieku pasums. Detalizétu precu zZimju informaciju skatiet vietné
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktinformacija

ul e

lllumina, Inc.

5200 Illlumina Way
San Diego, California 92122, ASV IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (arpus Ziemelamerikas) uming Nefhariands BV
umina Netheriands b.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Produktu markésana

Pilnigu atsauci uz simboliem, kas paradas uz produkta iepakojuma un mark&juma, savam komplektam skatiet
simbolu atsléga vietnes support.illumina.com cilné Documentation (Dokumentacija).
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