,1ruSight Oncology Comprehensive illumina
(EU)H

Pakuotés lapelis

NAUDOTI IN VITRO DIAGNOSTIKAL TIK EKSPORTUI.

Numatytoji paskirtis

. TruSight™ Oncology Comprehensive (EU)“ yra in vitro diagnostinis testas, kuris naudoja tiksline naujos kartos
sekoskaitg 517 geny variantams aptikti, naudojant nukleino rugstis, iSskirtas i§ formalinu fiksuoty, j parafing
jdéty (FFPE) véziu serganciy pacienty su solidiniais piktybiniais navikais, naviko audinio méginiy, naudojant
Lllumina® NextSeq™ 550Dx instrument”. Testg galima naudoti norint aptikti vieno nukleotido variantus, keliy
nukleotidy variantus, intarpus, iSkritas ir geny amplifikacijas iS DNR ir geny suliejimo bei splaisingo variantus i$
RNR. Testas taip pat informuoja apie naviko mutacinés nastos (TMB) jvertj ir mikrosatelity nestabilumo (MSI)
blsena.

Testas atliekamas kaip gretutiné diagnostika, skirta véziu sergantiems pacientams identifikuoti, gydymui
taikant 1 lentelé nurodyta tiksline terapijg pagal patvirtintg terapinio preparato Zenklinima. Be to, testas skirtas
suteikti naviky profiliavimo informacijg, skirtg naudoti kvalifikuotiems sveikatos prieziuros specialistams pagal
profesines gaires, ir néra iSsamus arba privalomas, kad buty galima Zzyméti bet kokj konkrety terapinj preparata.

Tlentelé ,Companion Diagnostics” indikacija
Naviko tipas Biologiniai zymenys Tiksliné terapija

Solidiniai navikai NTRK1, NTRK2 ir NTRK3 ,,VITRAKVI®” (larotrektinibas)
geny suliejimai

Analizés santrauka ir paaiskinimas

Klinikinis aprasas

Vézys yra pagrindiné mirties priezastis visame pasaulyje ir jis gali atsirasti bet kokiame audinyje.1' 2 Naviko
genetinio pagrindo analizé yra svarbi nustatant pacientus, kuriems gali buti naudingas tikslinis gydymas, ir
kuriant naujus gydymo budus. Su naviko atsiradimu arba progresavimu yra siejami daugybé geny, o daugelis
naviky turi daugybe varianty, turingiy jtakos Siems genams ir jy funkcijoms. Sie variantai gali biti tokios geny
mutacijos kaip vieno nukleotido variantai (SNV), keliy nukleotidy variantai (MNV), intarpus arba iSkritas, geny
amplifikacija, geny suliejimas ir splaisingo variantai. Kita naviko geny mutacijy pasekmeé yra neoantigeny,
sukelianc€iy navikui budingg imuninj atsaka, pristatymas. Naviko mutacine biseng gali zyméti TMB ir MSI -
genominiai para$ai, susije su genomo nestabilumu ir naviko neoantigeno pristatymu.

»1ruSight Oncology Comprehensive” yra kiekybiné naujos kartos sekvenavimo (NGS) iSsamus genomo
profiliavimo (CGP) testas, kuriuo placiai vertinami genomo variantai dideléje su véZiu susijusiy geny grupéje,
nurodytoje 2 lentelé. Analizés metu 517-0je geny aptinkami variantai, taip pat geny amplifikacijos, suliejimo ir
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splaisingo variantai, kaip nurodyta 2 lentelé. Analizé apima visy geny, iSskyrus TERT, kodavimo seka, kurioje yra
tik promoteriy sritis, ir jvertina TMB jvertj bei MSI bliseng. Sie analizés tikslai apima turinj, kurj nurodo profesinés
organizacijos ir kitos pagrindinés JAV gairés. Nepriklausomi konsorciumy leidiniai ir vélyvojo etapo farmaciniai
tyrimai taip pat turéjo jtakos ,, TSO Comprehensive” analizés kurimui.

Sriciy, kurios nejtrauktos j varianty identifikavima, sgrasa zr. , TruSight Oncology Comprehensive” bloky sarase
(dokumento Nr. 200009524), esanCiame lllumina pagalbos centre.

2 lentelé identifikuotos toliau pateikiamos varianty tipy kategorijos: mazas DNR variantas (S), geny amplifikacija
(A), suliejimas (F) ir splaisingo variantas (Sp). Mazi DNR variantai apima SNV, MNV ir intarpus bei iSkritas.

2 lentelé ,TSO Comprehensive (EU)" analizés geny skydelis

Nr. ,,En;tl;ez" Genas Varianto tipas Nr. ,Entrez“ID Genas Varianto tipas Nr. ,Entrez” 1D Genas Vatli':ansto
1 25 ABL1 S 176 2261 FGFR3 S, F 351 7849 PAX8 S
2 27 ABL2 S 177 2264 FGFR4 S 352 55193 PBRM1 S
3 84142  ABRAXAS1 S 178 2271 FH S 353 5133 PDCD1 S
4 90 ACVR1 S 179 201163 FLCN S 354 80380 PDCD1LG2 S
5 91 ACVR1B S 180 2313 FLI S 355 5156 PDGFRA S
6 25960 ADGRA2 S 181 2321 FLT1 S 356 5159 PDGFRB S
7 207 AKT1 S 182 2322 FLT3 S 357 5163 PDK1 S
8 208 AKT2 S 183 2324 FLT4 S 358 5170 PDPK1 S
9 10000 AKT3 S 184 3169 FOXA1 S 359 5241 PGR S
10 238 ALK S, F 185 668 FOXL2 S 360 84295 PHF6 S
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 ANKRD11 S 188 10818 FRS2 S 363 5288 PIK3C2G S
14 22852 ANKRD26 S 189 8880 FUBP1 S 364 5289 PIK3C3 S
15 324 APC S 190 2534 FYN S 365 5290 PIK3CA S
16 367 AR S 191 2559 GABRAG S 366 5291 PIK3CB S
17 369 ARAF S 192 2623 GATA1 S 367 5293 PIK3CD S
18 10139 ARFRP1 S 193 2624 GATA2 S 368 5294 PIK3CG S
19 8289 ARID1A S 194 2625 GATA3 S 369 5295 PIK3R1 S
20 57492 ARID1B S 195 2626 GATA4 S 370 5296 PIK3R2 S
21 196528 ARID2 S 196 2627 GATA6 S 371 8503 PIK3R3 S
22 84159 ARIDSB S 197 348654 GEN1 S 372 5292 PIM1 S
23 171023 ASXL1 S 198 79018 GID4 S 373 5336 PLCG2 S
24 55252 ASXL2 S 199 2735 GLIN S 374 10769 PLK2 S
25 472 ATM S 200 2767 GNAN S 375 5366 PMAIP1 S
26 545 ATR S 201 10672 GNA13 S 376 5378 PMS1 S
27 546 ATRX S 202 2776 GNAQ S 377 5395 PMS2 S
28 6790 AURKA S 203 2778 GNAS S 378 10957 PNRC1 S
29 9212 AURKB S 204 2874 GPS2 S 379 5424 POLD1 S
30 8312 AXIN1 S 205 26585 GREM1 S 380 5426 POLE S
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Nr. ,,Enltlgez“ Genas Varianto tipas Nr. ,Entrez“ID Genas Varianto tipas Nr. LEntrez” 1D Genas Vatir:ansto
70 79577 CDC73 S 245 3586 IL10 S 420 387 RHOA S
71 999 CDH1 S 246 3575 IL7R S 421 253260 RICTOR S
72 51755 CDK12 S 247 3623 INHA S 422 6016 RIT1 S
73 1019 CDK4 S 248 3624 INHBA S 423 54894 RNF43 S
74 1021 CDK®6 S 249 3631 INPP4A S 424 6098 ROS1 S, F
75 1024 CDK8 S 250 8821 INPP4B S 425 8986 RPS6KA4 S
76 1026 CDKN1A S 251 3643 INSR S 426 6198 RPS6KB1 S
77 1027 CDKN1B S 252 3660 IRF2 S 427 6199 RPS6KB2 S
78 1029 CDKN2A S 253 3662 IRF4 S 428 57521 RPTOR S
79 1030 CDKN2B S 254 3667 IRS1 S 429 861 RUNX1 S
80 1031 CDKN2C S 255 8660 IRS2 S 430 862 RUNX1T1 S
81 1050 CEBPA S 256 3716 JAK1 S 431 23429 RYBP S
82 1058 CENPA S 257 3717 JAK2 S 432 6389 SDHA S
83 1106 CHD2 S 258 3718 JAK3 S 433 54949 SDHAF2 S
84 1108 CHD4 S 259 3725 JUN S 434 6390 SDHB S
85 1M CHEK1 S 260 7994 KAT6A S 435 6391 SDHC S
86 11200 CHEK2 S 261 5927 KDM5A S 436 6392 SDHD S
87 23152 CIC S 262 8242 KDM5C S 437 26040 SETBP1 S
88 64326 COP1 S 263 7403 KDMGA S 438 29072 SETD2 S
89 1387 CREBBP S 264 3791 KDR S 439 23451 SF3B1 S
90 1399 CRKL S 265 9817 KEAP1 S 440 10019 SH2B3 S
91 64109 CRLF2 S 266 3792 KEL S 441 4068 SH2D1A S
92 1436 CSF1R S 267 3799 KIF5B S, F 442 55164 SHQ1 S
93 1441 CSF3R S 268 3815 KIT S 443 9353 SLIT2 S
94 1452 CSNK1A1 S 269 9314 KLF4 S 444 84464 SLX4 S
95 10664 CTCF S 270 89857 KLHL6 S 445 4087 SMAD2 S
96 1493 CTLA4 S 271 4297 KMT2A S 446 4088 SMAD3 S
97 1495 CTNNA1 S 272 3845 KRAS S 447 4089 SMAD4 S
98 1499 CTNNB1 S 273 3916 LAMP1 S 448 6597 SMARCA4 S
99 8452 CuL3 S 274 9113 LATS1 S 449 6598 SMARCB1 S
100 1523 CUxX1 S 275 26524 LATS2 S 450 6602 SMARCD1 S
101 7852 CXCR4 S 276 4004 LMO1 S 451 8243 SMC1A S
102 1540 CYLD S 277 53353 LRP1B S 452 9126 SMC3 S
103 1616 DAXX S 278 4067 LYN S 453 6608 SMO S
104 54165 DCUN1D1 S 279 8216 LZTR1 S 454 9627 SNCAIP S
105 4921 DDR2 S 280 9863 MAGI2 S 455 8651 SOCS1 S
106 51428 DDX41 S 281 10892 MALT1 S 456 6663 SOX10 S
107 1665 DHX15 S 282 5604 MAP2K1 S 457 64321 SOX17 S
108 23405 DICER1 S 283 5605 MAP2K2 S 458 6657 SOX2 S
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Nr. ,,Enltlgez“ Genas Varianto tipas Nr. ,Entrez“ID Genas Varianto tipas Nr. LEntrez” 1D Genas Vatir:ansto
148 2146 EZH2 S 323 257194 NEGR1 S 498 7248 TSC1 S

149 54855 FAM46C S 324 4763 NF1 S 499 7249 TSC2 S

150 2175 FANCA S 325 4771 NF2 S 500 7253 TSHR S

151 2176 FANCC S 326 4780 NFE2L2 S 501 7307 U2AF1 S

152 2177 FANCD2 S 327 4792 NFKBIA S 502 7422 VEGFA S

153 2178 FANCE S 328 7080 NKX2-1 S 503 7428 VHL S

154 2188 FANCF S 329 4824 NKX3-1 S 504 79679 VTCN1 S

155 2189 FANCG S 330 4851 NOTCH1 S 505 8838 WISP3 S

156 55215 FANCI S 331 4853 NOTCH2 S 506 7490 WT1 S

157 55120 FANCL S 332 4854 NOTCH3 S 507 331 XIAP S

158 355 FAS S 333 4855 NOTCH4 S 508 7514 XPO1 S

159 2195 FAT1 S 334 4869 NPM1 S 509 7516 XRCC2 S

160 55294 FBXW7 S 335 4893 NRAS S 510 10413 YAP1 S

161 2246 FGF1 S 336 3084 NRG1 S, F 51 7525 YES1 S

162 2255 FGF10 S 337 64324 NSD1 S 512 57621 ZBTB2 S

163 2259 FGF14 S 338 4914 NTRK1 S, F 513 51341 ZBTB7A S

164 9965 FGF19 S 339 4915 NTRK2 S, F 514 463 ZFHX3 S

165 2247 FGF2 S 340 4916 NTRK3 S, F 515 7764 ZNF217 S

166 8074 FGF23 S 341 9688 NUP93 S 516 80139 ZNF703 S

167 2248 FGF3 S 342 256646 NUTM1 S 517 8233 ZRSR2 S

168 2249 FGF4 S 343 5058 PAK1 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
169 2250 FGF5 S 344 5063 PAK3 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
170 2251 FGF6 S 345 57144 PAK5 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
171 2252 FGF7 S 346 79728 PALB2 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
172 2253 FGF8 S 347 142 PARP1 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
173 2254 FGF9 S 348 5077 PAX3 S, F Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
174 2260 FGFR1 S, F 349 5079 PAX5 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma
175 2263 FGFR2 S, F 350 5081 PAX7 S Netaikoma Netaikoma Netaikoma Netaikoma

Proceduros principai

.1S0 Comprehensive (EU)" analizé yra paskirstytas tyrimas, atliekamas rankiniu budu kaip Saltinio medziaga
naudojant iSskirtg nukleortgstj. DNR ir (arba) RNR, iSskirtos i$ formalinu fiksuoto, j parafing jterpto (FFPE)
audinio, naudojamos bibliotekoms, kurios véliau sodrinamos su veéZziu-susijusiems genams ir yra sekvenuojamos
naudojant ,NextSeq 550Dx instrument”.

.1S0 Comprehensive (EU)" analizé apima toliau aprasytus procesus.

* Bibliotekos paruoSimas ir sodrinimas — RNR atveju i$ viso 40 ng konvertuojama j dvigrande
komplementarig DNR (cDNR). Genominés DNR (gDNR) reikméms 40 ng gDNR yra sukarpoma j mazus
fragmentus. Universalus sekvenavimo adapteriai liguojami ant cDNR ir gDNR fragmenty. ] kiekvieng
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biblioteka jtraukiamos P5 ir P7 adapteriy sekos, kad sekvenavimo metu buty galima uzfiksuoti bibliotekos
fragmentus ant pratekamosios kiuvetés pavirSiaus. i5 ir i7 indeksai apima unikalig sekg, skirtg kiekvienam
atskiram méginiui identifikuoti, o biblioteky i§ gDNR méginiy atveju — atskiras molekules, kuriose naudojami
unikalus molekuliniai identifikatoriai (UMI). Tada bibliotekos sodrinamos konkrec€iy dominanciy geny
reikméms, taikant fiksavimu pagrjstg metoda. Biotinilinty zondy sekos, aprépiancios dominancias geny
sritis, j kurias nukreipta analizé, yra hibridizuotos bibliotekoms. Zondai ir hibridizuotos tikslinés bibliotekos
yra izoliuojamos nuo netiksliniy biblioteky, uzfiksuojant streptavidino magnetinémis dalelémis. Tikslinés
prisodrintos bibliotekos yra plaunamos ir amplifikuojamos. Kiekvienos prisodrintos bibliotekos kiekis
normalizuojamas naudojant granuliy metoda, kad buty uztikrintas vienodas atstovavimas sekvenavimui
skirtose sujungtose bibliotekose.

* Sekvenavimas ir pradiné analizé — normalizuotos prisodrintos bibliotekos yra sujungiamos ir
sugrupuojamos ant pratekamosios kiuvetés, o po to sekvenuojamos suliejimo sekvenavimo (SBS) chemijos
budu, naudojant ,NextSeq 550Dx". SBS chemijai taikomas ciklinio grjztamojo terminatoriaus metodas
siekiant aptikti pavienes fluorescenciskai pazymeétas pavieniy deoksinukleotidy trifosfato (ANTP) bazes,
kurios yra jtrauktos j augancias DNR grandines. Kiekvieno sekvenavimo ciklo metu j nukleortigSties grandine
pridedamas vienas dNTP. dNTP zymuo naudojamas kaip polimerizacijos terminatorius. Po kiekvieno dNTP
jtraukimo vizualizuojami fluorescenciniai dazai, kad buty galima nustatyti baze, o tada suskaidyti, kad buty
galima jtraukti kitg nukleotida. Keturi grjztamieji prie terminatoriaus prijungti dNTP (A, G, T ir C) yra kaip
atskiros molekulés. Dél to naturali konkurencija sumazina jtraukimo paklaida. Atliekant pirmine analize, baziy
identifikavimai atliekami tiesiogiai pagal signalo intensyvumo matavimus kiekvieno sekvenavimo ciklo metu,
todél sekvenuojama nuo bazés-iki-bazés. Kiekvienam bazés identifikavimui priskiriamas kokybés jvertis.

* Antriné analizé —, Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)" analizés modulis yra ant
NextSeq 550Dx" instrumento, kaip ,Local Run Manager” programinés jrangos dalis, skirtas palengvinti ,TSO
Comprehensive (EU)” serijos sgranka ir atlikti antrine sekvenavimo rezultaty analize. Antriné analizé apima
serijos apdorojimo ir kokybés kontrolés patvirtinimg, po to demultipleksavimg, FASTQ faily sukurima,
sugretinima ir varianto identifikavima. Demultipleksavimas atskiria duomenis i§ sujungty biblioteky pagal
unikalius sekos indeksus, kurie buvo pridéti bibliotekos paruosSimo proceduros metu. Sukuriami FASTQ
tarpiniai failai, kuriuose yra kiekvieno méginio sekvenavimo nuskaitymai ir kokybés jverciai, iSskyrus
nuskaitymus i$ bet kuriy klasteriy, kurie neperéjo filtro. Sekvenavimo nuskaitymai sugretinami su
referentiniu genomu, kad buty galima nustatyti seky sary§j, ir jiems priskiriamas jvertis pagal panasumo
sritis. Sugretinti nuskaitymai jraSomi j failus BAM formatu. Analizés programiné jranga naudoja atskirus
algoritmus bibliotekoms, sukurtoms i DNR ir (arba) RNR méginiy, kad identifikuoty mazus DNR variantus,
geny amplifikacijas, TMB ir MSI DNR méginiams, ir RNR méginiy suliejimus ir splaisingo variantus. Analizés
programinés jrangos modulis sukuria keletg iSvescCiy, jskaitant sekvenavimo metrikg ir Varianty priskyrimo
formatas (VCF) failus. VCF failuose pateikiama informacija apie variantus, aptiktus konkreciose referentinio
genomo padétyse. Kiekvienam méginiui sukuriama sekvenavimo metrika ir atskiri iSvesties failai. Daugiau
informacijos apie antring ir tretine analize zr. ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
Analysis Module” darbo eigos Zinynng (dokumento Nr. 200008661).

* Tretiné analizé. Tretiné analizé, kurig atlieka ,,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)"
analizés modulis, susideda i TMB ir MSI skaiCiavimy, gretutinés diagnostikos identifikavimo, naviky
profiliavimo j du klinikinés reikSmeés lygius, naudojant ziniy baze (KB) ir audinio tipg, ir rezultaty ataskaitos
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sukdrima. Naviko profiliavimas taip pat gali bdti vadinamas iSsamiu genominiu profiliavimu. Interpretuoti
varianto rezultatai, taip pat TMB ir MSI biologiniy Zymeny rezultatai apibendrinami, TSO Comprehensive
(EU)" rezultaty ataskaitoje.

Proceduros apribojimai

Naudoti tik in vitro diagnostikai.

Naudoti tik paskyrus gydytojui. Tyrimas turi bati atliekamas laikantis klinikiniy laboratoriniy reikalavimy.
Genominiai duomenys, iSvardyti numatytosios paskirties 2 lentelé, néra rekomenduojami arba galutiniai bet
kokio konkretaus terapinio produkto vartojimo pagal jo etikete atzvilgiu.

Jeigu tai variantai, iSvardyti ,TSO Comprehensive (EU)" rezultaty ataskaitoje skiltyse ,,Genominiai rezultatai,
turintys klinikinés reikSmés pozymiy (2 lygis)“, ir ,Genominiai rezultatai su galima klinikine reikSme (3 lygis)“,
klinikinis patvirtinimas neatliktas.

Sprendimai dél pacienty priezilros ir gydymo turi bati priimami remiantis gydanciojo gydytojo
nepriklausomu medicininiu vertinimu, atsizvelgiant j visg atitinkamg informacijg apie paciento bukle, pvz.,
paciento ir Seimos istorijg, medicinines apziuras, kity diagnostiniy tyrimy informacijg ir paciento
pageidavimus, laikantis standartinés sveikatos prieziuros tvarkoje konkrecioje bendruomenéje.

FFPE meéginio kokybé buna labai jvairi. IS méginiy, kuriems nebuvo atliktos standartinés fiksavimo
proceduros, gali nepavykti iSskirti nukleorligsciy, atitinkanciy analizés KK reikalavimus (Kokybés kontrole
psl. 81). FFPE bloky, kurie buvo laikomi ilgiau nei penkerius metus, validumas blna mazesnis.

IStyrimo ,TSO Comprehensive (EU)“ veiksmingumas su méginiais, paimtais i$ pacienty, kuriems buvo atlikta
organy arba audiniy transplantacija, nebuvo jvertintas.

Didelis nekrozinio audinio kiekis (= 23 %) gali trukdyti, TSO Comprehensive (EU)” analizei aptikti geny
amplifikacijas ir RNR suliejimus.

Somatinés vairuotojo mutacijos nustatymas gali bUti nepatikimas, jei naviko kiekis (pagal plota) yra
mazesnis nei 20 %.

Mikropalydovo stabilus (,MS-Stable”) rezultatas gali biti nepatikimas, jei naviko kiekis yra mazesnis nei 30
%. Didelio mikrosatelito (,MSI-High“) rezultatas yra teisingas, nepriklausomai nuo naviko kiekio.

Hemoglobinas, susijes su audiniais, sumazina palaikancius MET splaisingo varianty nuskaitymus.

Labai pertvarkytuose genomuose su iskritomis ir heterozigotiSkumo netekimu ,TSO Comprehensive (EU)"
jranga gali klaidingai klasifikuoti DNR méginj kaip uzterstag (CONTAMINATION_SCORE > 3106 ir p verté >
0,049).

Neigiamas rezultatas neatmeta, kad mutacija yra Zemiau analizés aptikimo riby (LoD).
Jautruma mazy DNR varianty aptikimui gali paveikti:

— MaZo sudétingumo genominis kontekstas.

— Variacijos ilgio didinimas.

TMB jverciai gali buti netikslus Siomis aplinkybémis:
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— Kai naviko kiekis pasiekia lygj, kuriame konverguojasi gonocity linijos ir somatiniy varianty aleliy dazniai
(VAF).
— Kai populiacija néra pakankamai atstovaujama vieSose duomeny bazése.

* Geny amplifikacijos yra vieninteliai kopijy skaiciaus variantai, apie kuriuos pranesa ,TSO Comprehensive
(EU)". Apie geny panaikinimg analizés metu nepranesama.

* Suliejimo identifikavimo algoritmai ,, TSO Comprehensive (EU)" analizés programinéje jrangoje gali nejtraukti
duomeny i$ nuskaitymy, kurie yra uz pazenklinty geny riby.

* Suliejimy aptikimo jautrumas gali buti paveiktas:

— Délmazo bibliotekos sudétingumo sumazéjus patvirtinamyjy nuskaitymy dél analizés darbo eigos
nukrypimy (pvz., atlikite maiSymo veiksmus, nurodytus skyriuje RNR denaturavimas ir aneliavimas
psl. 43).

— Kaivienas genas apima abu luzio taskus.

— Tais atvejais, kai keliy suliejimy |Gzio taskai yra arti vienas kito su vienu arba keliais partneriais; keli lGzio
taskai ir partneriai gali buti pateikiami kaip vienas IUzio taskas ir partneris.

— Pagal mazus vidutinius jterpimo dydzius. Reikalingas minimalus vidutinis intarpo dydis 80 bp, taciau
jautrumas mazeja 80-100 bp intervale.

— Dél mazo sekos sudétingumo arba homologinio genomo konteksto aplink suliejimy lGzio taskus.

* Geny, dalyvaujanciy suliejime, skiriamoji geba gali buti paveikta, kai suliejimy luzZio taskai atsiranda
genominése srityse, kuriose yra persidengianciy geny. Jeigu keli genai sutampa su ltzio tasku, analizé
pranes apie visus genus, atskirdama juos kabliataskiais.

* Dél mazo gylio nenuosekli apréptis TERT promoteriy srityje gali lemti nulinj rezultatg ,No Result” (Néra
rezultato).

* Anotacijy arba KB klaidos gali lemti klaidingai teigiama arba klaidingai neigiamg rezultatg, jskaitant
netinkamo lygio varianto nurodyma (genominius rezultatus su klinikinés reikSmés jrodymais [2 lygis] ir
genominius rezultatus, turinCius galima klinikine reikS§me [3 lygis]) arba ataskaitos anotacijos informacija gali
bati klaidinga. CDx rezultatuose nurodytiems variantams pazenklinimai arba KB klaidos poveikio neturi.
Klaidos galimybé yra i$ toliau pateikiamy trijy Saltiniy:

— ,TSO Comprehensive (EU)" varianto anotacija. Remiantis 2 448 350 varianty analize i$ ,COSMIC v92“,
klaidy daznis yra mazdaug 0,0027 %, todél klaidy tikimybé yra maza.

— KB Kklaida dél interpretavimo proceso.

— KB turinio aktualumas laikui bégant keiciasi. Ataskaita atitiks Zinias tuo metu, kai buvo analizuojama ir
interpretuojama KB versija.

* ,TSO Comprehensive (EU)" yra skirtas pranesti apie somatinius variantus, kai pateikiami variantai, turintys
klinikinés reikSmés pozymiy, arba variantai, galintys turéti klinikine reikSme. Kadangi testas skirtas tik
navikams, néra numatyta, bet gali buti pranesta apie gonocity linijos (paveldétus) variantus. ,TSO
Comprehensive (EU)" naudoja KB, kad pranesty apie variantus, aiSkiai nenurodydama, ar jie yra gonocity
linijos ar somatinés kilmés.

Dokumentas Nr. 200007789, v08 9i§142

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

* KB apima tik terapines, diagnostines ir prognostines asociacijas, kurios yra svarbios variantui, esan¢iam
nustatytoje solidinio piktybinio naviko neoplazmoje. Jautrumo arba vézio rizikos asociacijos nejtrauktos j KB.

* Toliau pateiktoje lenteléje rodomi trijy RET varianty, kuriy analizé negali aptikti, nukleotidy pokyciai. Gali buti
aptikti kiti to paties aminorugsciy pokycio nukleotidy pokyciai.
3 lentelé Nukleotidy pokyciai trims RET variantams

Amino ragsciy

SR Chr* Padétis Atskaitos alelis Alternatyva
p.E632_ chri0 43609943 AGCTGTGCCGCACGGTGATCGCAGCC TAAGGCCG
A640delinsVRP TGCGGCCG
p.E632_ chri0 43609944 GCTGTGC TGTCAGG
C634delinsDVR
p.C634_ chri0 43609952 GC CTAAAAGA
R635insPK KAAAGAGA
CAAAAAGG
CCAAAAGG
CTAAGAGG

* Chr = chromosoma

Produkto komponentai

.1S0O Comprehensive (EU)“testg sudaro tokie komponentai:

»TruSight Oncology Comprehensive (EU)" rinkinys (,lllumina“ katalogo Nr. 20063092) - rinkinyje yra
reagentai, kuriy turis yra pakankamas 24 DNR ir 24 RNR bibliotekoms generuoti. ] §j trj jeina pacienty
méginiai ir kontrolinés medziagos. Kontrolé jsigyjama atskirai (Zr. Reikalingi reagentai (nepateikti) psl. 16).

* Ziniy bazé: reguliariai atnaujinama ir jg galima atsisiysti j lllumina , Lighthouse” portala.
e ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)" analizés modulis (,lllumina“ katalogo Nr.
20051843), kuriame yra Sie komponentai:
— ,TSO Comprehensive” Pretenzijy paketai
— ,TSO Comprehensive” Programinés jrangos paketas
— ,TSO Comprehensive” USB rinkinys

Jllumina” techninés prieziliros atstovas jdiegia atitinkama ,TSO Comprehensive (EU)“ analizés modulio versija j
.Local Run Manager”,NextSeq 550Dx instrument”. ISsamig informacijg apie analizés modul;j zr. ,Local Run
Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module” darbo eigos Zinynng (dokumento Nr.
200008661).
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Reagentai

Pateikti reagentai

illumina

Toliau nurodyti reagentai pateikiami su ,, TSO Comprehensive (EU)" rinkiniu.

»TruSight Oncology Comp RNA Library Prep“, PN 20031127

Katalogo
Reagentas g Kiekis
numeris
JFirst Strand Synthesis 20031431 1
Mix" (FSM)
,Second Strand Mix" 20031432 1
(SSM)
+Elution Primer Frag 20031433 1
Mix"“ (EPH3)
,Reverse 20031434 1

Transcriptase” (RVT)

Turis

260 pl

720 pl

250 i

70 ul

Veikliosios
medziagos

Laikymo
temperatura

Buferinis vandeninis Nuo -25 iki-15°C
tirpalas, kuriame yra

drusky ir nukleotidy

Buferinis vandeninis Nuo -25 iki -15 °C
tirpalas, kuriame yra

drusky, DNR

polimerazés,

ribonukleaziy H ir

nukleotidy

Buferinis vandeninis Nuo -25 iki -15 °C
tirpalas, kuriame yra
drusky ir atsitiktiniy

heksamery

Buferinis vandeninis Nuo -25 iki -15 °C
tirpalas su ,Reverse

Transcriptase”

»TruSight Oncology Comp Library Prep” (uzsaldytas), PN 20031118

Katalogo .
Reagentas ) Kiekis
nhumeris
.End Repair A-tailing 20031435 2
A" (ERA1-A)
»End Repair A-tailing 20031436 2

B“ (ERA1-B)
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Turis

85 i

210 pl

Veikliosios
medziagos

Laikymo
temperatira

Buferinis vandeninis Nuo -25 iki -15 °C
tirpalas, kuriame yra
T4 DNR polimerazeés ir

polinukleotidy kinazés
Buferinis vandeninis Nuo -25 iki -15 °C
tirpalas, kuriame yra

drusky ir nukleotidy

118142
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Katalogo
Reagentas g Kiekis
numeris
LAdapter Ligation 20031437 2
Buffer 1“ (ALB1)
.DNA Ligase 3 (LIG3) 20031438 2
,Short Universal 20031439 1
Adapters 1" (SUA1T)
.UMI Adapters v1“ 20031496 1
(UMI)
»Stop Ligation Buffer” 20031440 2
(STL)
.Enhanced PCR Mix" 20031441 2
(EPM)

Turis

1,73 ml

190 pl

290 pl

290 pl

480 pl

550 pl

Veikliosios
medziagos

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
ligazés

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
universaliy
sekvenavimo
oligonukleotidy

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
universaliy
sekvenavimo
oligonukleotidy

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
DNR polimerazés ir
nukleotidy

illumina

Laikymo
temperatura

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25iki -15 °C

»TruSight Oncology Comp Library Prep“ (laikyti Saldytuve), PN 20031119

Katalogo L
Reagentas . Kiekis
numeris
.Resuspension Buffer” 20031444 1
(RSB)
~Sample Purification 20031442 2
Beads” (SPB)
, TE Buffer” (TEB) 20013443 1
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Taris

12,4 ml

6,11 ml

10 ml

Veikliosios
medziagos
Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Vandeninis tirpalas,
kuriame yra
magnetiniy granuliy

. 1ris EDTA" tirpalas

Laikymo
temperatira

2-8°C

2-8°C

2-8°C
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»TruSight Oncology Comp UP Index Primers*, PN 20031120

Veikliosios medziagos: buferinis vandeninis tirpalas, kuriame yra individualiai braksniniu kodu koduoty
oligonukleotidy pradmeny.

/N DEMESIO!

RNR arba DNR méginiams naudokite unikalius indekso pradmenis (UPxx). Vienoje bibliotekoje
nejunkite CPxx ir UPxx indekso pradmenuy.

plrr;:ik::ys Kj::::g: Kiekis Tdris in desas i7 seka in diesksas i5 seka Laikymo temperatira
UPO1 20031445 1 24 pl D702 TCCGGAGA D503 AGGATAGG Nuo -25iki -15 °C
UP02 20031446 1 24 ul D707 CTGAAGCT D504 TCAGAGCC Nuo -25 iki -15 °C
UPO3 20031447 1 24 pl D717 CGTAGCTC D509 CATCCGAA Nuo -25iki -15 °C
UP04 20031448 1 24 ul D706 GAATTCGT D510 TTATGAGT Nuo -25iki -15 °C
UPO5 20031449 1 24 pl D712 AGCGATAG D513 ACGAATAA Nuo -25iki -15 °C
UPO6 20031450 1 24 ul D724 GCGATTAA D515 GATCTGCT Nuo -25iki -15 °C
UPO7 20031451 1 24 pl D705 ATTKAGAA D501 AGGCTATA Nuo -25iki -15 °C
UPO08 20031452 1 24 ul D713 GAATAATC D502 GCCTCTAT Nuo -25iki -15 °C
UP09 20031453 1 24 pl D715 TTAATCAG D505 CTTCGCCT Nuo -25iki -15 °C
UP10 20031454 1 24 ul D703 CGCTCATT D506 TAAGATTA Nuo -25iki -15 °C
UP11 20031455 1 24 ul D710 TCCGCGAA D517 AGTAAGTA Nuo -25iki -15 °C
UP12 20031456 1 24 ul D701 ATTACTCG D518 GACTTCCT Nuo -25iki -15 °C
UP13 20031457 1 24 ul D716 ACTGCTTA D511 AGAGGCGC Nuo -25iki -15 °C
UP14 20031458 1 24 ul D714 ATGCGGCT D512 TAGCCGCG Nuo -25iki -15 °C
UP15 20031459 1 24 ul D718 GCCTCT D514 TTCGTAGG Nuo -25iki -15 °C
UP16 20031460 1 24 pl D719 GCCGTAGG D516 CGCTCCGC Nuo -25 iki -15 °C
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»TruSight Oncology Comp CP Index Primers”, PN 20031126

illumina

Veikliosios medziagos: buferinis vandeninis tirpalas, kuriame yra individualiai braksniniu kodu koduoty
oligonukleotidy pradmeny.

YA

DEMESIO!

».Combinatorial Index Primers” (CPxx) naudokite tik DNR méginiams. Vienoje bibliotekoje nejunkite

CPxx ir UPxx indekso pradmenuy.

Indekso

Katalogo

pradmenys numeris Kiekis Taris
CPO1 20031461 1 20 pl
CP0O2 20031462 1 20 pl
CP0O3 20031463 1 20 pl
CP04 20031464 1 20 pl
CPO5 20031465 1 20 pl
CP06 20031466 1 20 pl
CPO7 20031467 1 20 pl
CP08 20031468 1 20 pl
CP09 20031469 1 20 pl
CP10 20031470 1 20 pl
CPM 20031471 1 20 pl
CP12 20031472 1 20 pl
CP13 20031473 1 20 pl
CP14 20031474 1 20 pl
CP15 20031475 1 20 pl
CP16 20031476 1 20 pl

i7
indeksas

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

Seka

CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG
TCGCGC
CTCGACTG
CGGCTATG
TCGCGC
CATCGAGG
CGGCTATG
TCGCGC
CATCGAGG
CTCGACTG
TCGCGC
CATCGAGG
CTCGACTG
CGGCTATG

i5
indeksas

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

Seka Laikymo temperatura
ACGTCCTG Nuo -25 iki -15 °C
GTCAGTAC Nuo -25 iki -15 °C
CCGTCGCC Nuo -25 iki -15 °C
GTCCGAGG Nuo -25 iki-15 °C
ACGTCCTG Nuo -25 iki -15 °C
ACGTCCTG Nuo -25 iki-15 °C
ACGTCCTG Nuo -25 iki -15 °C
GTCAGTAC Nuo -25 iki -15 °C
GTCAGTAC Nuo -25 iki -15 °C
GTCAGTAC Nuo -25 iki -15 °C
CCGTCGCC Nuo -25 iki -15 °C
CCGTCGCC Nuo -25 iki-15 °C
CCGTCGCC Nuo -25 iki -15 °C
GTCCGAGG Nuo -25 iki-15 °C
GTCCGAGG Nuo -25 iki -15 °C
GTCCGAGG Nuo -25 iki-15 °C

»TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve), PN 20031123

Reagentas

.1arget Capture

Buffer 1“

(TCB1)
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,g Kiekis
numeris
20031477 2

Turis

870 ul
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Veikliosios medziagos

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
formamido ir drusky

Laikymo

temperatira

2-8°C
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Katalogo
Reagentas g Kiekis Turis
numeris
LStreptavidin 20031478 2 7,78 mi
Mag Beads”
(SMB)
2N NaOH (HP3) 20031479 2 400 pl
JElute Target 20031480 2 290 pl
Buffer 2“ (ET2)
LLibrary 20031481 1 1,04 mi
Normalization
Beads 1“ (LNB1)
LLibrary 20031482 2 4,8 ml
Normalization
Wash 1 (LNW1)
LLibrary 20031483 2 3,5ml
Normalization
Storage Buffer 1”
(LNST)
~Resuspension 20031444 1 12,4 ml
Buffer (RSB)”
~Sample 20031442 2 6,11 ml
Purification

Beads” (SPB)

Veikliosios medziagos

Buferinis vandeninis
tirpalas su druskomis ir
kietosios fazés
paramagnetinémis
granulémis, kovalentiskai
padengtomis streptavidinu

Natrio hidroksido tirpalas

Buferinis vandeninis
tirpalas

Buferinis vandeninis
tirpalas su kietosios fazées
paramagnetinémis
granulémis

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky
2-Merkaptoetanolis ir
formamidas

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Vandeninis tirpalas,
kuriame yra magnetiniy
granuliy

illumina

Laikymo
temperatura

2-8°C

2-8°C
2-8°C

2-8°C

2-8°C

2-8°C

2-8°C

2-8°C

»TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzsaldytas), PN 20031121

Katalogo . .
Reagentas ) Kiekis Taris
numeris
.1arget Capture 20031486 2 521 ul
Additives 1¢
(TCAT)
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Veikliosios medziagos

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
oligonukleotidy

Laikymo
temperatira

Nuo -25 iki -15 °C
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Katalogo
Reagentas g Kiekis Tdris
numeris
,Enhanced 20031487 1 50,4 ml
Enrichment
Wash" (EEW)
,Enrichment 20031488 3 1,65 ml
Elution 2“ (EE2)
,Enhanced PCR 20031441 2 550 i
Mix“ (EPM)
,PCR Primer 20031490 2 150 pl
Cocktail 3“
(PPC3)
LLibrary 20031491 1 4,6 ml
Normalization
Additives 1“
(LNAT)
,PhiX Internal 20031492 1 10 pl
Control” (PX3
arba PhiX)

Veikliosios medziagos

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
ploviklio

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra DNR
polimerazés ir nukleotidy

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra P5ir
P7 pradmeny

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra
drusky

2- Merkaptoetanolis ir
formamidas

Buferinis vandeninis
tirpalas, kuriame yra PhiX
genominé DNR

»TruSight Oncology Comp Content Set”, PN 20031122

Katalogo
Reagentas g Kiekis
numeris
»,oncology RNA Probe 20031494 1
Pool” (OPR1)
L,oncology DNA Probe 20031495 1

Pool 2“ (OPD2)

Turis
290 ul

290 pl

Veikliosios medziagos

Oligonukleotidy zondy
junginys

Oligonukleotidy zondy
junginys

Reikalingi reagentai (nepateikti)

Preamplifikacijos reagentai

illumina

Laikymo
temperatura

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki-15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 °C iki—
15°C

Nuo -25 iki -15 °C

Laikymo
temperatura

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

* DNRirRNRiSskyrimo ir gryninimo reagentai — reagento reikalavimus rasite skyriuje Nukleortgsties
iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir sandéliavimas psl. 27.
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»1ruSight Oncology Comprehensive (EU)“ pakuotés lapelis

illumina

* DNRir RNR kiekybinio jvertinimo reagentai — reagento reikalavimus rasite skyriuje Nukleortgsties

iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir sandéliavimas psl. 27.

* ,TruSight Oncology” kontrolés:

— ,TruSight Oncology” DNR kontrolé (lllumina katalogo Nr. 20065041)
— ,TruSight Oncology” RNR kontrolé (lllumina katalogo Nr. 20065042)

* Etanolis (EtOH) 100 % (200 stiprumo), molekulinés biologijos reikméms

* _RNase/DNase-free water”

Poamplifikacijos reagentai

* NextSeq 550Dx" didelio naSumo reagenty rinkinys v2.5 (300 cikly), (lllumina katalogo Nr. 20028871)
— ,NextSeq 550Dx",High Output Flow Cell Cartridge” v2.5 (300 cikly)
— ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Cartridge” v2 (300 cikly)

— ,NextSeq 550Dx",Buffer Cartridge” v2 (300 cikly)
* EtOH 100 % (200 stiprumo), molekulinés biologijos reikméms

* _RNase/DNase-free water”

Reagenty laikymas ir tvarkymas

Siy reagenty dézés siungiamos uzsaldytos. Laikyti nuo -25 °C iki -15 °C temperatiroje.

Deézeé

»TruSight Oncology Comp RNA Library Prep”
.TruSight Oncology Comp Library Prep” (uzSaldytas)
»1ruSight Oncology Comp UP Index Primers”

. TruSight Oncology Comp CP Index Primers"

»TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas)
. 1ruSight Oncology Comp Content Set”

/N DEMESIO!

Katalogo numeris

20031127
20031118
20031120
20031126
20031121
20031122

Laboratorijos
sritis
Preamplifikacija
Preamplifikacija
Preamplifikacija
Preamplifikacija
Poamplifikacija

Poamplifikacija

Reagenty nelaikykite beSerksnéje saugykloje arba Saldytuvo dureliy skyriuose.
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,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

Toliau nurodytos reagenty dézutés yra siunciamos ant gelio pakuociy, kad buty iSlaikyta nuo 0 °C iki 10 °C
temperatura. Laikyti 2-8 °C temperaturoje.

.. . Laboratorijos
Dézé Katalogo numeris ..
sritis
.TruSight Oncology Comp Library Prep” (laikyti Saldytuve) 20031119 Preamplifikacija
»TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) 20031123 Poamplifikacija

/N DEMESIO!
NeuzSaldykite reagenty, kuriy sudétyje yra granuliy (LNB1, SPB ir SMB).
* Reagenty iSoriniai pokyciai gali reiksti, kad medziagos yra sugadintos. Jeigu atsiranda iSoriniy pokyc¢iy (pvz.,

reagenty spalvos pokyciy arba drumzliy), reagenty nenaudokite.

* FSM, SSM, ERA1-B ir TCB1 gali turéti su produktu susijusiy daleliy. Vadovaukités kiekvieno reagento
specialiomis naudojimo gairémis. Atlikus FSM ir SSM maiSymo veiksmus, likusios su gaminiu susijusios
baltos dalelés nepaveiks veiksmingumo.

* ,TSO Comprehensive (EU)" analizés stabilumas buvo jvertintas ir veiksmingumas jrodytas rinkinj naudojant
iki keturiy karty. Reagentai iSlieka stabilUs, jeigu jie laikomi nurodytoje temperatroje, iki nurodytos galiojimo
pabaigos datos, nurodytos dézutés etiketéje.

Jranga ir medziagos

Reikalinga jranga ir medziagos — nepridéta

Preamplifikacijos jranga ir medziagos

Jranga Tiekéjas

Ultragarso aparatas su susijusiais priedais Bendrasis laboratoriniy
Zr. Ultragarso aparato konfiglravimo nustatymai DNR suskaidymui reikmeny tiekéjas

psl. 22.

Toliau nurodyty specifikacijy termocikleris. Bendrasis laboratoriniy
« Sildomas dangtis, kurj galima nustatyti 30 °C ir 100 °C temperatdrai reikmeny tiekéjas

(arbaiSjungti, jeigu jis negali palaikyti 30 °C)
o Apima 4-99 °C temperaturos intervalg
e +0,25 °C temperaturos tikslumas
o Suderinama su 96 Sulinéliy PCR plokstelémis, 0,2 ml
« Zr. Termociklerio kitimo sparta psl. 25
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Jranga

Sakurinis maisytuvas

Mikromeéginio inkubatoriai (2) su jdéklu 96 Sulinéliy MIDI ploksteléms (2)

Mikrocentrifuga

Ploksteliy centrifuga, atitinkanti toliau nurodytas specifikacijas:
o Suderinama su 96 Sulinéliy mikroplokstelémis
o Jéga: 280 x g (+/- 10 %)

Ploksteliy purtytuvas, atitinkantis toliau nurodytas specifikacijas:
e 2 mm orbita
o Gali purtyti 1200 aps./min. ir 1800 aps./min. grei€iu

Sandarinimo pleiStas arba volelis

Magnetinis stovas su Siomis specifikacijomis:

« Skirtas paramagnetiniy granuliy krituliy precipitacijai / atskyrimui
» Magnetai stovo Sone - ne apacioje

o Suderinama su 96 Sulinéliy MIDI plokStelémis

Tikslios pipetés, galin€ios tiksliai tiekti 2 =1 000 pl turius pagal Sias
specifikacijas:

» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 0,02 pl padidéjimu

» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 0,1 ul, 0,2 ul arba 0,5 ul padidéjimu
» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 1 ul arba 2 yl padidéjimu

Pipetés turi bati reguliariai kalibruojamos ir tikslios 5 % nuo nurodyto
tario.

Automatiné pipeté

Ledo arba Saldymo blokas

10 ml serologinés pipeteés

Klijy sandarikliai 96 Sulinéliy plokSteléms su Siomis specifikacijomis:

¢ Nulupama

o Tinka PCR ploksteléms su krasSteliu arba pusiniu krasteliu

« Stipris klijai, atlaikantys kelis temperatiros pokycius nuo -20 °C iki
100 °C

o Be DNazés/RNazés

Dokumentas Nr. 200007789, v08
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Tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas
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Jranga

1,7 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, be nukleazés

Reagenty rezervuarai be nukleazés (vienkartinis lovelis, 50 ml) (arba

lygiavertis)

15 ml kdginiai mégintuvéliai

50 ml kuginiai mégintuvéliai

Suderinami aerozoliui atsparus pipeciy antgaliai

96 Sulinéliy laikymo plokstelés, 0,8 ml (MIDI plokstelés)

96 Sulinéliy PCR plokstelés, suderinamos su termocikleriu, 0,2 ml
(polipropileno Sulinéliai)

Poamplifikacijos jranga ir medziagos

Jranga

.NextSeq 550Dx instrument”

Ploksteliy centrifuga, atitinkanti toliau nurodytas specifikacijas:
o Suderinama su 96 Sulinéliy mikroplokstelémis
e Jéga: 280 x g (+/- 10 %)

Toliau nurodyty specifikacijy termocikleris:

« Sildomas dangtis (100 °C)

o Apima 4-99 °C temperaturos intervalg

e 0,25 °C temperaturos tikslumas

e Suderinama su 96 Sulinéliy PCR plokstelémis, 0,2 ml
e Zr. Termociklerio kitimo sparta psl. 25

Sakurinis maisytuvas

Mikroméginio inkubatorius su jdéklu 96 Sulinéliy MIDI ploksteléms
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Tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

JFisher Scientific”, dalies Nr.
AB-0859 arba lygiavertis

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Tiekéjas
Lllumina“ katalogo Nr.
20005715

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

20i8142



»1ruSight Oncology Comprehensive (EU)“ pakuotés lapelis

Jranga

Sauso kaitinimo blokas su Siomis specifikacijomis:

o 25-99 °C temperaturos intervalas

o +5°C temperaturos tikslumas

« Jsitikinkite, kad mikrocentrifugavimo meégintuvéliai yra suderinami su
kaitinimo bloku

Ploksteliy purtytuvas, atitinkantis toliau nurodytas specifikacijas:
e 2 mm orbita
o Gali purtyti 1200 aps./min. ir 1 800 aps./min. greiciu

Mikrocentrifuga

Sandarinimo pleiStas arba volelis

Magnetinis stovas su Siomis specifikacijomis:

» Skirtas paramagnetiniy granuliy krituliy precipitacijai / atskyrimui
» Magnetai stovo Sone - ne apacioje

o Suderinama su 96 Sulinéliy MIDI plokstelémis

Tikslios pipetés, galinCios tiksliai tiekti nuo 2 ul iki 1 000 pl turius pagal
toliau pateikiamas specifikacijas:

» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 0,02 ml padidéjimu

» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 0,1 ul, 0,2 yl arba 0,5 ul padidéjimu
» Vieno arba keliy kanaly pipeté su 1 ul arba 2 ul padidéjimu

Pipetés turi bati reguliariai kalibruojamos ir tikslios 5 % nuo nurodyto
turio.

Automatiné pipeté

10 ml serologinés pipetés

Klijy sandarikliai 96 Sulinéliy plokSteléms su Siomis specifikacijomis:

e Nulupama

o Tinka PCR ploksteléms su krasteliu arba pusiniu krasteliu

 Stiprus klijai, atlaikantys kelis temperattros pokyc&ius nuo -20 °C iki
100 °C

o Be DNazés /[ RNazés

2 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, be nukleazés
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illumina

Tiekéjas
Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas
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Jranga Tiekéjas

1,7 ml mikrocentrifugavimo mégintuvéliai, be nukleazés Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Reagenty rezervuarai be nukleazés (vienkartinis lovelis, 50 ml) (arba Bendrasis laboratoriniy
lygiavertis) reikmeny tiekéjas
15 ml ktginiai mégintuvéliai Bendrasis laboratoriniy

reikmeny tiekéjas

50 ml kuginiai mégintuvéliai Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

Suderinami aerozoliui atsparus pipeciy antgaliai Bendrasis laboratoriniy
reikmeny tiekéjas

96 Sulinéliy laikymo plokstelés, 0,8 ml (MIDI ploksteles) ~Fisher Scientific”, dalies Nr.
AB-0859 arba lygiavertis

96 Sulinéliy PCR plokstelés, suderinamos su termocikleriu, 0,2 ml Bendrasis laboratoriniy

(polipropileno Sulinéliai) reikmeny tiekéjas

Ledo arba Saldymo blokas Bendrasis laboratoriniy

reikmeny tiekéjas

Ultragarso aparato konfiguravimo nustatymai DNR
suskaidymui

DNR fragmentacija arba karpymas veikia analizés veiksminguma, nustatant fragmento dydzio pasiskirstyma,
kuris savo ruoztu turi poveikj sekos aprépciai. Buvo jvertintos ir optimizuotos kelios fokusuoto poveikio
ultragarsu konfiguracijos ,TSO Comprehensive (EU)” analizei (4 lentelée).

* Buvo pakoreguotas kirpimo laikas, kad buty maksimaliai padidinta MEDIAN_EXON_COVERAGE metrika,
nurodyta skyriuje Kokybeés kontrolée psl. 81 Karpymo trukmés (zr. 4 lentelé) ir MEDIAN_INSERT_SIZE
rezultatai skyrési skirtingose konfiguracijose.

* 1-4ir 6 konfigdracijos buvo iSbandytos su 8 juosty stiklo mégintuvéliais. Konfiguracija 5 naudojo vieng
stiklinj mégintuvélj. Mégintuvéliy turio talpos pateiktos 4 lentelé.

* 3-6 konfiguracijy optimizavimas (mazesnis vandens vonios turis) naudojamas pulsavimui.

* 3-5konfiglracijos buvo iSkirptos mazesniuose tiriniuose mégintuvéliuose. Mégintuvéliy turio pajégumai
turi jtakos karpymo parametrams.

* 4 konfiguracijai (linijos keitikliui, vidutinio dydZio vandens vonelés turiui, degazuotam vandeniui) reikéjo ilgo
impulso delsos laiko (40 sekundziy), kad bity pasiektas panasus MEDIAN_EXON_COVERAGE, kaip 1ir
2 konfigUracija, esant nominaliai 40 ng jvesciai.

* Optimalios 3 konfiglracijos nuostatos lémé Siek tiek didesnj fragmento dydzio pasiskirstyma, palyginti su
kitomis konfigtracijomis (MEDIAN_INSERT_SIZE buvo mazdaug 5-10 baziniy pory didesnis).
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,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

* 3ir5konfiglracijose naudojamas nedegazuotas vanduo ir maziausias vandens vonios tiris.

* Beto, 3ir 5 konfiglracijoms reikéjo didesnio jdedamo DNR kiekio (50 ng 3 konfiguracijai, 60 ng
5 konfigdracijai), kad buty pasiekta panasi MEDIAN_EXON_COVERAGE, palyginti su kitomis 4
konfiguracijomis, kuriose buvo naudojamas nominalus 40 ng jdedamas kiekis.

* 3ir 5 konfiglracijos turi daugiau zalos ir (arba) denatiracijos, todél sumazéja veiksminga galimy panaudoti
dsDNR molekuliy masé bibliotekoms paruosti.

Centrifuguokite karpymo mégintuveélius paémimo proceso metu, kad jsitikintuméte, jog paimtas nurodytas turis,
nes bet koks medziagos praradimas gali neigiamai paveikti veikimo charakteristikas.
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4 lentelé |vertintos fokusuoto ultragarso aparato konfigdracijos

Parametras
Keitiklis
Vandens
vonelés turis

Degazuotas
vanduo

Vandens
ausintuvas

Vandens
vonelés
temperatura
DidZiausia
krintanc&ios
bangos galia
(PIP)

% darbo
rezimo
koeficientas
Ciklai per serijg
Pulsavimas
(10 s serijos)
Pulsavimo
atidéjimo
laikas

Karpymo
trukmé
Méginio
apdorojimas
Partijos dydis
Stiklinio , 8-
Strip“
mégintuvélio
meéginio dydis
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1
Linija
51

Taip

Taip

450 W

30

200

Ne

Netaikoma

250s

1-8

1-96
130 ul

2
Taskas

51

Taip

Taip

175 W

10

200
Ne

Netaikoma

280s

1-96
130 pl

3
Taskas

85 ml

Ne

Taip

12 °C

S50wW

30

1000

Taip

10s

200s’

1-8
50 ul

Konfiguracija
4
Linija
500 ml
Taip

Taip

12°C

350 W

25

1000

Taip

40s

320 s?

1-8

1-8
50 i

5
Taskas

16 ml

Ne

Taip

20°C

50W

20

1000
Taip

10s

200 s’

1

Vienas
meégintuvélis
(50 i)

illumina

Linija

1,71
Taip
Taip

10°C

450 W

25
600
Taip

10s

320 s?
1-8

1-96

130 i (arba
96
,microTUBE"
plokstelé)
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Parametras 1 2

Ditheringas Netaikoma  Netaikoma

DNR jvesties 40 ng 40 ng
ekvivalentas

(egzony

aprépties

medianai)

Konfiglracija

3

Netaikoma

50 ng

4

3mmY,
esant
20 mm/s

40 ng

5

Netaikoma

60 ng

1200 sekundziy karpymo trukme sudaro 10 sekundziy trukmés serijos, kartojamos 20 karty.
2 320 sekundziy karpymo trukme sudaro 10 sekundZiy trukmés serijos, kartojamos 32 kartus.

Termociklerio kitimo sparta

®

illumina

6

1,5mmY
esant
10 mm/s

40 ng

Termociklerio kitimo sparta turi jtakos analizés KK metrikai — (tinkamoms naudoti MSI vietoms, vidutinio
intervaly skaiCiaus CNV tiksliniam dydziui, vidutinio intarpo dydziui (RNR)) — taip pat patvirtinamiesiems
nuskaitymams, skirtiems splaisingo variantams ir suliejimams. Rekomenduojama optimizuoti termociklerio
kitimo sparta. PavyzdzZiui, iSbandytas modelis buvo pakoreguotas nuo numatytosios (ir didziausios) nuo 5°C/s
iki 3°C/s kitimo spartos, kad buty gauti rezultatai, panasus j kity modeliy, kuriy numatytoji kitimo sparta yra

mazesne.
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,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

Meginiy surinkimas, transportavimas ir laikymas

Rinkdami, transportuodami, laikydami ir apdorodami méginius laikykités standartinés proceduros.
Meginiui taikomi reikalavimai

FFPE audinys

.1S0 Comprehensive (EU)” analizei reikia 40 ng RNR ir (arba) 40 ng DNR, iSgautos iS FFPE audinio. Naudojant
RNR ir DNR galima analizuoti visus nurodytus varianty tipus. Audinj reikia fiksuoti naudojant formalino fiksatyva,
tinkama molekulinei analizei (pvz., 10 % neutralaus buferizuoto formalino). Audinio negalima nukalkinti. Prie$
atliekant ,TSO Comprehensive (EU)" analizg, audiniy méginj turi istirti patologas, kad jsitikintumeéte, jog jis
tinkamas Siam tyrimui. Norint aptikti somatines skatinamagsias mutacijas, reikia maZziausiai 20 % naviko (pagal
plotg). Norint patikimai aptikti MSI buseng jvairiuose méginiuose, reikia maziausiai 30 % naviko kiekio. Jei
méginys tiriamas su maziau nei 30 % naviko kiekiu, kad bty galima nustatyti rezultatus su kitais varianty tipais,
.MS-Stable” rezultatas gali buti nepatikimas. ,MSI-High” rezultatas yra teisingas nepriklausomai nuo naviko
kiekio.

Geny amplifikacijoms ir RNR variantams nustatyto skirtas naviko kiekis priklauso nuo amplifikacijos arba
suliejimo ekspresijos apimties (zr. Naviko kiekis psl. 102).

Esant didelei tikimybei iSgauti 40 ng RNR ir 40 ng DNR i$ jvairiy kietyjy audiniy tipy, rekomenduojamas audinio
tdris yra = 1,0 mm®. Sis tdris atitinka bendra gyvybingo audinio plotg = 200 mm? naudojant 5 um storio pjavius
arba = 100 mm? naudojant 10 um storio pjuvius. Bendras audinio plotas yra gyvybingo audinio ploto visuose
i8skyrimui pateiktuose segmentuose suma. Pavyzdziui, 200 m? bendrg audinio plotg galima gauti i§gaunant
keturis 5 um sluoksnius 50 mm? audinio ploto arba penkis 10 um sluoksnius 20 mm? audinio ploto. Audiniy
nekrozé gali sumazinti gauty nukleorugsciy kiekj. Siekiant sumazinti klaidingai neigiamy rezultaty tikimybe,
audinys gali buti makrodisekuojamas, kad buty pasiektas pageidaujamas gyvybingas naviko kiekis.

Didelis nekrozinio audinio kiekis (= 23 % pagal plotg) gali trukdyti ,TSO Comprehensive (EU)" analizei aptikti
geny amplifikacijas ir RNR suliejimus. Jeigu méginio segmente yra daugiau kaip 23 % bendro audinio ploto
nekrozés, nekrozinj audinj reikia makrodisekuoti. Jei atliekant analize laboratorijoje veikia RNR, gaunant pjuvius
i$ audinio bloko reikia vengti audinio su hemoglobinu arba jj sumazinti. Zr. Trukdanciosios medziagos psl. 93.

Objektiniu budu sumontuotg FFPE audinj kambario temperaturoje galima laikyti iki 28 dieny.
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Nukleorugsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir

sandeéliavimas

* RNRir DNR iSskirkite i§ FFPE audiniy méginiy, naudodami rinkoje esancius iSskyrimo rinkinius. I8skyrimo
rinkiniy skirtumai gali turéti poveikj veikimo charakteristikoms. Zr. Nukleoriigsties isskyrimo rinkinio

Jjvertinimas psl. 92.

* Nedidinkite proteinazés K ar lygiavercio fermento ekstrahuojant i§ standartinés koncentracijos, pateiktos
igskyrimo rinkinyje. Zr. Trukdanciosios medziagos psl. 93.

* I8skirtg nukleorugsties kiekj laikykite laikydamiesi iSskyrimo rinkinio gamintojo nurodymy.

* I8skirtg DNR laikykite iki 28 dieny nuo -25 °C iki -15 °C temperatiroje.

* [Sskirtg RNR laikykite iki 28 dieny nuo -85 °C iki -65 °C temperaturoje.

* NorédamiiSvengti koncentracijos pokyciy laikui bégant, iSmatuokite DNR ir RNR 28 dienos pries pradédami
ruosti biblioteka. Kiekybiskai jvertinkite RNR ir DNR taikydami fluorometrinj kiekybinio jvertinimo metoda,
kuriame naudojami nukleortgstj suriSantys dazai. Nukleorugsties koncentracija turi biti bent trijy matavimy

vidurkis.

* Atliekant analize reikia 40 ng kiekvieno RNR méginio, paruosto ,RNase/DNase-free water” (nepateikta),

kurio galutinis tris yra 8,5 pl (4,7 ng/ul).

* Atliekant analize reikia 40 ng kiekvieno gDNR méginio, kurio maziausia iSskyrimo koncentracija yra
3,33 ng/ul. Karpymui reikalingas galutinis 52 pl (0,77 ng/pul) tiris, maziausiai 40 pl TEB (pateikiama),

naudojamas kaip skiediklis.

Bibliotekos saugykla

Bibliotekas 7-32 dienas laikykite mazos jungiamosios gebos PCR plokstelése, priklausomai nuo bibliotekos tipo

(zr. 5 lentelé).

5lentelé Bibliotekos laikymo trukme

Bibliotekos tipas Plokstelé
cDNR PCF PCR
Fragmentuota gDNR LP PCR
ISankstinis sodrinimas ALS PCR
Po sodrinimo ELU2 PCR
PCR po sodrinimo PL PCR
Normalizuota NL PCR
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Jspejimai ir atsargumo priemones

Sauga

/N PERSPEJIMAS

Siame reagenty rinkinyje yra galimai pavojingy cheminiy medZiagy. Pavojus Zmogui kyla, jei
pavojingos medziagos jkvepiamos, nuryjamos, patenka ant odos ir j akis. Dirbant su pavojingomis
medZiagomis, esan€iomis reagentuose, védinimas turi bati tinkamas. Dévékite tinkamai huo pavojaus
saugancias apsaugines priemones, jskaitant akiy apsaugos priemones, pirstines ir laboratorinj
chalata. Su panaudotais reagentais elkités kaip su cheminémis atliekomis ir utilizuokite laikydamiesi
taikomy regiono, nacionaliniy ir vietiniy jstatymy bei teisés akty. Papildomos aplinkosaugos, sveikatos
ir saugos informacijos ieSkokite saugos duomeny lape adresu support.illumina.com/sds.html.

* Visus méginius tvarkykite taip, tarsi buty zinoma, kad jie yra uzkreciami.
* Laikykités jprasty laboratoriniy atsargumo priemoniy. Nesiurbkite pipetés burna. Darbo vietoje
nevalgykite, negerkite ir nerukykite. Dirbdami su méginiais ir analizés reagentais, miivékite vienkartines

pirstines ir dévékite laboratorinius chalatus. Baige dirbti su méginiais ir analizés reagentais kruopsciai
nusiplaukite rankas.

Laboratorija

* Norédamiisvengti uztersimo, iSdéstykite laboratorijg vienakrypte darbo eiga. Preamplifikacijos ir
poamplifikacijos srityse turi buti speciali jranga ir medziagos (pvz., pipetés, pipeciy antgaliai, maiSytuvai ir
centrifuga). Kad iSvengtuméte amplifikacijos produkto arba zondo pernasos, peréje j poamplifikacijos sritj,
negrjzkite j preamplifikacijos sritj.

* NorédamiiSvengti amplifikacijos preparato pernasos, indekso PCR ir sodrinimo veiksmus atlikite
poamplifikacijos srityje.

* Bibliotekos paruoSimo procediroms reikalinga aplinka be ribonukleaziy / deoksiribonukleaziy. Kruop&ciai
nukenksminkite darbo vietas naudodami ribonukleazes / deoksiribonukleazes slopinantj valiklj. Naudokite
plastikus, sertifikuotus kaip neturinCius ribonukleazés, deoksiribonukleazés ir zmogaus genomo DNR.

* Atlikdami procediras po valymo, pries$ kiekvieng proceddrg ir po jos, kruopsciai nuvalykite darbo pavirsius ir
jranga Svieziai pagamintu 0,5 % natrio hipochlorito (NaOCI) tirpalu. Leiskite tirpalui 10 minuciy paveikti
pavirSius, o tada kruopsciai nuvalykite 70 % etilo arba izopropilo alkoholiu.

* Naudokite mikrocentrifugavimo megintuvélius, leéksteles, pipeciy antgalius ir rezervuarus be nukleazés.

* Visos analizés metu naudokite kalibruotg jranga. Bitinai kalibruokite jrangg pagal Siame protokole nurodyta
greitj, temperaturg ir turj.

* Naudokite tiksligsias pipetes, kad uztikrintumeéte tiksly reagento ir méginio pateikima. Reguliariai
kalibruokite pagal gamintojo specifikacijas.
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* Naudodami daugiakanales pipetes, vadovaukités Siomis gairémis:

— Pipetuokite maziausiai =2 pl.

Jsitikinkite, kad barjeriniai antgaliai gerai laikosi ir tinka daugiakanalés pipetés prekiy zenklui ir modeliui.

Pritvirtinkite antgalius sukamuoju judesiu, kad uztikrintuméte, jog visi antgaliai vienodai gerai pritvirtinti.

Jsiurbkite 90° kampu, vienodu skyscio kiekiu visuose antgaliuose.
— Sumaisykite visus komponentus pipetuodami reakcijos misinj aukstyn ir zemyn.
— ISpyle jsitikinkite, kad skystis iSpiltas i$ kiekvieno antgalio.
* Bdtinai naudokite analizei nurodytg jrangg ir nustatykite programas taip, kaip nurodyta.

* Nurodytos termociklerio ir mikroméginio inkubatoriaus temperatiros nurodo reakcijos temperatura,
nebutinai nustatytg jrangos temperatura.

Analize

* Venkite kryzminés tarsos.

— Dirbdami su méginiais ir reagentais, laikykités tinkamy laboratoriniy metody.

— Naudokite naujas eksploatacines laboratorijos medziagas ir naujus pipeciy antgalius kiekvienam
meéginiui ir dozuojamam reagentui.

— Naudokite aerozolio poveikiui atsparius antgalius, kad sumazintuméte kryzminés tarsos rizika.

— Naudokite vienkrypte darbo eigg, kai pereinate i§ preamplifikacijos j poamplifikacijos sritis.

— Vienu metu tvarkykite ir atidarykite tik vieng indeksinj pradmenj. Kiekvieng indeksinj mégintuvélj iSkart
po naudojimo vél uzdenkite. Komplekte yra papildomy dangteliy.

— Daznai keiskite pirStines, jeigu jos lieCiasi su indekso pradmenimis arba méginiais.

— Pasalinkite i$ darbo vietos nepanaudotus indekso pradmeny mégintuvélius.

— Negrazinkite reagenty j mégintuvélius po jy panaudojimo juostiniame mégintuvélyje, lovelyje arba
rezervuare.
— Maisykite méginius pipete ir centrifuguokite plokstele, kai nurodyta.
— Naudokite mikroploksteliy purtytuva. Nesukiokite ploksteliy.
* Nenaudokite analizés komponenty i$ skirtingy tyrimo rinkiniy partijy. Reagenty rinkinio partijos nurodytos
reagenty rinkinio dézutés etiketéje ir pagrindinés partijos lape.
* Kad nukleazés ir PCR preparatai neuztersty reagenty, prietaisy, méginiy ir biblioteky, butina laikytis

tinkamos laboratorinés praktikos. UzterSimas nukleaze ir PCR produktu gali lemti netikslius ir nepatikimus
rezultatus.

* Kad, analizé bty veiksminga ir kad buty uztikrintas tinkamas laikymas, reikalingas tinkamas plokstelés
tipas. Butinai laikykités plokstelés perkélimo nurodymy, pateikty skyriuje Naudojimo instrukcija psl. 38.

* Nesilaikant nurodyty proceddry gali buti gauti klaidingi rezultatai arba smarkiai suprastéti bibliotekos
kokybé.
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* Jeigu Naudojimo instrukcija psl. 38, nenurodyta saugaus sustojimo vieta, nedelsdami pereikite prie kito
veiksmo.

* Analizés reagentus arba komponentus laikykite nustatytoje temperaturoje nurodytose preamplifikacijos ir
poamplifikacijos srityse.

* Reagenty nelaikykite beSerksnéje saugykloje arba Saldytuvo dureliy skyriuose.
* NeuzSaldykite reagenty, kuriy sudétyje yra granuliy (LNB1, SPB ir SMB).
* Nenaudokite reagenty, kurie buvo laikomi netinkamai.

* Nenukrypkite nuo kiekvienam reagentui nurodyty maiSymo ir tvarkymo procedury. Netinkamai sumaisius
arba per stipriai sumaiSius reagentus, méginiy rezultatai gali bati negauti.

* FSM, SSM, ERA1-B ir TCB1 gali turéti su produktu susijusiy daleliy. Vadovaukités kiekvieno reagento
specialiomis naudojimo gairémis. Atlikus FSM ir SSM maiSymo veiksmus, likusios su gaminiu susijusios
baltos dalelés nepaveiks veiksmingumo.

* ParuoS$kite naujus pagrindinius misinius ir po naudojimo iSmeskite likusj jy kiekj.
* Plovimo etapams visada paruoskite Sviezio 80 % etanolio su,RNase/DNase-free water”. Etanolis gali

absorbuoti vanden;j i$ oro, o tai gali turéti jtakos rezultatams. Panaudotg 80 % etanolj iSmeskite laikydamiesi
vietos, regiono ir (arba) Salies taisykliy.

* Perkelkite nurodyta eliuato kiekj. Perkeliant maziau nei nurodytg eliuato kiekj eliuavimo etapu, gali buti
pakenkta rezultatams.

* Ultragarso aparatams naudokite toliau pateiktas rekomendacijas. Butinai laikykités gamintojo nurodymuy.

— gDNRjultragarsinj mégintuvélj pilkite létai, kad nesudarytuméte burbuliuky. Pernelyg dideli burbuliukai
arba oro tarpas karpymo mégintuvélyje gali lemti nevisiSkg fragmentavima.

— Jultragarsinius mégintuveélius lasinkite létai ir venkite pursly.

— Kadisvengtuméte skyscio sutrikdymo ir méginio praradimo, traukdami fragmentuotg DNR pipetés
antgalio nekiskite j ultragarsinio mégintuvélio apacia.
* Pipete nelasinkite maZziau kaip 2 pyl méginio kiekio.
* Nenaudokite reagenty iSdavimo lovelio veiksmams, kuriems j kiekvieng meginio Sulinélj reikia jdéti maziau
nei 10 pl medziagos.

* Naudodami smulkaus antgalio pipete, perneskite fragmentuotos gDNR méginius i$ ultragarso aparato
mégintuvéliy j Bibliotekos paruoSimo (LP) plokstele.

* Kartu nenaudokite UMI ir SUAT adapteriy.
* SuRNR méginiais naudokite SUA1 adapterius.
* UMI adapterius naudokite su DNR méginiais.

* Kiekvienam bibliotekos méginiui priskirkite skirtingus indekso pradmenis, kad buty galima unikaliai
identifikuoti kiekvieng bibliotekg, kai ji sujungiama sekvenuoti vienoje pratekamojoje kiuvetéje.

* Vienoje bibliotekoje nejunkite ,CPxx" ir ,,UPxx" indekso pradmeny.
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* Nesutapus meginiy ir indeksavimo pradmenims gaunamas klaidingas rezultatas dél teigiamo méginio
identifikavimo praradimo. Jveskite méginiy ID ir priskirkite indeksus ,Local Run Manager TSO
Comprehensive (EU)" analizés moduliui prie$ pradédami biblioteky ruosSima. RuoSdami biblioteka jrasykite
méginio ID, indeksavima ir plokStelés Sulinélio orientacija.

* 1§ RNR méginiy gautoms bibliotekoms naudokite tik UPxx indeksus.
* 1S DNR méginiy gautoms bibliotekoms naudokite tik UPxx arba CPxx indeksus.

* Sekvenuokite daugiausiai 8 RNR bibliotekas ir 8 DNR bibliotekas vienoje pratekamojoje kiuvetéje.
Sekvenuokite maziausiai 3 bibliotekas. Vadovaukités gairémis, pateiktomis skyriuje Biblioteky skaicius ir
indeksy pasirinkimas psl. 35.

*  Po suriSimo veiksmo skyriuje Pirmas taikiniy fiksavimas psl. 59 ir Antras taikiniy fiksavimas psl. 63,

* Plovimo metu nuo Sulinéliy dugno pasalinkite visg 80 % etanolj. Nustatyta, kad liekamasis etanolis daro
poveikj rezultatams.

* Kad analizé veikty optimaliai, laikykités Naudojimo instrukcija psl. 38 nurodyto plovimy skaiciaus.

* Atlikdami Biblioteky normalizavimas psl. 70 proceddrg, kruop&ciai i§ naujo suspenduokite bibliotekos
granuliy sankaupas, kad pratekamojoje kiuvetéje buty pasiektas pastovus telkinio tankis.

* Apie rimtus nelaimingus atsitikimus, susijusius su Siuo gaminiu, nedelsdami praneskite jmonei  lllumina“ bei
Saliy nariy, kuriose gyvena naudotojas ir pacientas, kompetentingoms institucijoms.

Proceduros pastabos

* Darbo ,TSO Comprehensive (EU)" eigg galima atlikti pagal toliau pateiktg tvarkarast;:

— 1diena: cDNR suliejimas i§ RNR méginiy, DNR fragmentavimas j gDNR méginius, bibliotekos paruosimas
ir pradedama hibridizacija per naktj (pirmoji).

— 2diena: biblioteky sodrinimas, prisodrinty biblioteky normalizavimas ir jkélimas j ,,NextSeq 550Dx
instrument”.

Jeigu pagal §j tvarkarastj nejmanoma atlikti ,TSO Comprehensive (EU)" darbo eigos, protokole nurodytos

kelios saugios sustojimo vietos. Jei protokole nenurodytas saugaus sustojimo taskas, nedelsdami pereikite

prie kito veiksmo.

* Bibliotekas, gautas i$ RNR ir DNR méginiy, galima paruosti vienu metu atskiruose Sulinéliuose.
* Pagrindinio misinio paruoSimo lentelése nurodytas turio pervirsis, skirtas uztikrinti, jog apdorojamy méginiy
skaiciui pakanka tario.

* Naudokite molekulinés klasés vandenj, kuriame néra nukleaziy.

* Pripyle reagento, antgalj praskalaukite vieng kartg jsiurbdami ir iSpildami j atitinkama plokstelés Sulinélj,
jeigu kitaip nenurodyta proceduroje.
* Kambario temperatura yra nuo 15 °C iki 30 °C.
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* Reagentus, méginius ir bibliotekas reikia laikyti Saltoje vietoje, atliekant tam tikrus naudojimo instrukcijy
veiksmus. Tai apibréziama kaip laikymas lede arba atitinkamai.

Termocikleriy programos

* Prie$ pradédami protokolg, uzprogramuokite termociklerio programas, skirtas preamplifikacijos ir
poamplifikacijos jrangai.
* |sitikinkite, kad PCR plok&telés gerai priglunda prie termociklerio.

* Naudokite termociklerio gamintojo rekomenduojamas ploksteles.

Plokstelés uzdarymas ir atidarymas
* Visada uzsandarinkite ploksteles nauju lipniu sandarikliu. Sandarikliy nenaudokite pakartotinai.

* Norédami uzsandarinti plokstele, tvirtai uzklijuokite lipnig dangg ant plokstelés sandarinimo pleistu arba
voleliu.

* Prie§ atlikdami toliau nurodytus protokolo veiksmus, uzsandarinkite 96 Sulinéliy plokstele nauju lipniu
sandarikliu, kad padengtumeéte plokstele:

— Plokstelés purtymo veiksmai

— Centrifugavimo veiksmai

— Veiksmai termocikleryje

— Hibridizacijos

— llgalaikis laikymas
* |sitikinkite, kad kraStai ir Sulinéliai yra uzsandarinti, kad sumazéty kryZzminio uztersimo ir iSgaravimo rizika.
* PlokStele padékite ant lygaus pavirSiaus ir Iétai nuimkite plévele.

* Jeigu ant plokstelés Sulinéliy sandariklio arba Soniniy sieneliy pastebimas koks nors skystis arba
kondensatas, prie$ atpléSdami 1 minute centrifuguokite 280 x g.

* Naudokite lipnius ploksteliy sandariklius, kurie yra veiksmingi nuo -20 °C iki 100 °C temperatdroje ir tinka
PCR plokstelems krasteliu arba pusiniu krasteliu.

Jranga

* Prie$ pradédami analize pasirtpinkite, kad laboratorijos darbuotojai bity susipazine su gamintojo
nurodymais dél visos jrangos naudojimo ir priezilros.

Plokstelés tipas ir ploksteliy perkélimai
* Kad analizé buty veiksminga ir tinkamai laikoma, reikalingas tinkamas plokstelés tipas.

* Perkeldami medziagg tarp ploksteliy, perkelkite nurodyta turj i$ kiekvienos plokstelés Sulinélio j atitinkama
paskirties plokstelés Sulinélj.
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Perkeliant méginius tarp mégintuvéliy eiliy arba ploksteliy galima naudoti daugiakanales pipetes.

Purtydami ploksteles, laikykités toliau pateikty nurodymuy.

Ploksteléms purtyti naudokite ploksteliy purtytuva. Nesukiokite ploksteliy.
PCR ploksteles purtykite 1200 aps./min. greiciu.
MIDI ploksteles purtykite 1 800 aps./min. greiciu.

Vadovaukités gamintojo nurodymais, kad jsitikintuméte, jog plokstelés purtytuvas patikimai laiko

plokstele.

Centrifugavimas

Kai protokole nurodoma centrifuguoti trumpai, centrifuguokite 280 x g 1 minute.

Jeigu ant sandariklio arba Sulinélio Sonuose pastebimas skystis, 1 minute centrifuguokite plokstele 280 x g.

Reagenty naudojimas

Tvirtai uzdarykite visus reagenty mégintuvélius i$ karto po naudojimo, kad sumazintuméte garavima ir

iSvengtumeéte uzterSimo.

Kai nebereikia procedurai, grgzinkite reagentus j nurodytos temperaturos saugykls.

Laikykités reagenty paruosimo, nurodomo pries kiekvieng procedurg Naudojimo instrukcija psl. 38.

Butinai paruoskite reikiama pagrindinio misinio, eliuavimo misinio ir 80 % etanolio kiekj.

J pagrindinio miSinio ir tirpalo lentelése nurodytg tdrj jtrauktas pervirsis. PervirSio kiekis apskai¢iuojamas
taip:

14 lentelé

— FSMtdris = (7,2 ) x (meéginiy skai€ius + kontrolinés medziagos) x (1,25).
— RVT turis = (0,8 pl) x (méginiy skaicius + kontrolinés medziagos) x (1,25).
21 lentelé

— ERA1-Btdris = (7,2 pl) x (biblioteky skaicius) x (1,20).

— ERA1-A turis = (2,8 pl) x (biblioteky skaicius) x (1,20).

29 lentele

— EE2tiris = (20,9 ul) x (biblioteky skaicius) x (1,364).

— HP3tdris = (1,1 ul) x (biblioteky skaicius) x (1,364).

30 lentelé

— EE2turis = (20,9 ul) x (biblioteky skaicius) x (1,364).

— HP3tdris = (1,1 ul) x (biblioteky skaicius) x (1,364).

36 lentelé

— LNAT1 tlris = (38,1 pl) x (biblioteky skaicius) x (2,0).
— LNB1 turis = (6,9 pl) x (biblioteky skaicius) x (2,0).
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e 37 lentelé
— EE2turis = (30,4 pl) x (biblioteky skaicius) x (1,25).
— HP3tdris = (1,6 pl) x (biblioteky skaicius) x (1,25).

Adapteriy rinkiniai
* ,TSO Comprehensive (EU)" analizé apima ,SUA1" ir ,UMI" adapterius.
* Su RNR méginiais naudokite SUAT adapterius. Neskirta naudoti su DNR méginiais.

* UMI adapterius naudokite su DNR méginiais. Neskirta naudoti su RNR méginiais.

Granuliy naudojimas
* ,TSO Comprehensive (EU)“ analizéje naudojamos trijy tipy granulés (SPB, SMB ir LNB1). Procediiros metu
jsitikinkite, kad naudojamas tinkamas granuliy tipas.
* Atlikite tinkama kiekvieno granuliy tipo plovimy skaiciy.
* Prie$ naudodami jsitikinkite, kad granulés yra kambario temperatiroje.
*  Pries naudodami 1 minute sumaisykite granules, kad uztikrintuméte homogeniskuma.
* MaiSydami granules pipete, laikykités toliau pateikty nurodymuy:
— Naudokite maiSomam tdriui tinkama pipete ir antgalio dyd;.
— Nustatykite tirio nuostatg mazdaug ties 50-75 % méginio tdrio.
— Létai pipetuokite neatleisdami stumoklio.
— Venkite sudaryti purslus ir burbuliukus.
— Laikykite pipetés antgalj vir§ granuliy ir lasinkite tiesiai j granule, kad granulés bity atlaisvintos i$
Sulinélio arba mégintuvélio.
— sitikinkite, kad visa granuliy sankaupa yra tirpale. Tirpalas turéty atrodyti tamsiai rudas ir buti vienalytés
konsistencijos.
— |Jvertinkite, ar yra granuliy sankaupa. Atsargiai jsiurbkite visg granuliy tirpalg i$ Sulinélio j antgalj ir
pazvelkite j Sulinéliy apacia.
* Jeigu granulés jsiurbiamos j pipetés antgalius atliekant magnetinio atskyrimo veiksmus, iSpilkite granules

atgal j plokstelés ant magnetinio stovo Sulinélj. Prie$ pereidami prie kito procediros etapo, palaukite, kol
skystis taps skaidrus (mazdaug 2 minutes).

* Plaudami granules:
— Plokstelei naudokite rekomenduojamg magnetinj stova.
— I8pilkite skystj tiesiai ant granuliy sankaupy, kad Sulinéliy Sone esancios granulés buty sudrékintos.
— Plokstele laikykite ant magnetinio stovo, kol pagal procediirg bus nurodyta jg iSimti.
— Nejudinkite plokstelés, kol ji yra ant magnetinio stovo.

— Kol yra ant magnetinio stovo, nepazeiskite granuliy sankaupy.
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* Plaudami granules arba pasSalindami supernatanta, Sulinéliy apacioje pakreipkite pipetés antgalius kampu,
kad nesukurtuméte vakuumo ir nejtrauktumeéte tirpalo j pipetés antgalio filtrus.

Biblioteky skaicius ir indeksy pasirinkimas

Prie$ serijos sgranka, suplanuokite méginiy biblioteky ir meginiy indeksy skaic€iy sekvenavimo serijg. Toliau
pateiktose méginiy skaiciaus gairése nurodytos teigiamos kontrolinés medziagos, taciau nejtraukiamos
neigiamos / neSabloninés kontrolinés medziagos (NTC). NTC reikia pridéti prie planuojamo tyrimo kaip
papildomg mégin;.

Kai naudojate , TSO Comprehensive (EU)", norédami nustatyti RNR ir (arba) DNR biblioteky skaiciy sekvenuoti
vienoje pratekamojoje kiuvetéje, vadovaukités 6 lenteléir 7 lentelé pateiktomis gairémis. Jei RNR arba DNR
bibliotekas sekvenuojate atskirai, zr. 6 lentelé. Jei toje pacioje pratekamojoje kiuvetéje atliekate RNR ir DNR
biblioteky sekvenavima, zr. 7 lentelé.

6 lentelé RNR arba DNR biblioteky sekvenavimas

Bibliotekos tipas Minimalus* Maksimalus*
Tik RNR 3 16
Tik DNR 3 8

* NTC neprisideda prie sudétingumo.

7 lentelé RNR ir DNR biblioteky sekvenavimas toje pacioje pratekomojoje

Kiuvetéje
Bibliotekos tipas Minimalus* Maksimalus*
RNR 3 8
DNR 3 8

* NTC neprisideda prie sudétingumo.

Siekiant optimalaus reagenty naudojimo sekvenuojant DNR irRNR bibliotekas su ,TSO Comprehensive (EU)",
esancias ,NextSeq 550Dx instrument”, sekvenuokite 8 RNR bibliotekas ir 8 DNR bibliotekas vienoje
pratekamojoje kiuvetéje.

Indekso pradmenys unikaliai identifikuoja kiekvieng méginj, kad bibliotekas buty galima sujungti j vieng
pratekamajg kiuvete sekvenuoti. (Atliekant serijos sgranka ,Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU)" analizés modulis, suderinami indeksy deriniai rodomi ekrane ,,Create Run” (kurti serijg)).
Ruosdami biblioteka, prie kiekvienos méginiy bibliotekos pridékite indekso pradmenj. Kiekvienai méginiy
bibliotekai naudokite skirtingg indekso pradmeny misinj.

Jsitikinkite, kad indekso pradmenys, kuriuos naudojate su méginiais, atitinka indeksus, kuriuos pasirinkote
analizei naudojant ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)” analizés modulj. Dél nesutapimy
gaunamas klaidingas rezultatas dél teigiamo méginio identifikavimo praradimo.

.1SO Comprehensive (EU)" analizéje yra dviejy tipy indeksai.
Dokumentas Nr. 200007789, v08 35i$142
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* UPxx indeksai — naudokite UPxx indeksus bibliotekoms, gautoms i§ RNR arba DNR meéginiy.

* CPxx indeksai — naudokite CPxx indeksus bibliotekoms, gautoms i§ DNR méginiy. Nenaudokite CPxx
indeksy bibliotekoms, gautoms i$ RNR, arba jeigu i$ viso sekvenuojamos tik trys DNR bibliotekos.

Sekvenuojant tik tris bibliotekas, butina laikytis toliau nurodyty reikalavimy:

* Bibliotekos turi biti vien DNR arba vien RNR.

* Nenaudokite CPxx indeksy rinkiniy.

* Norint uztikrinti pakankama jvairove, reikalingas vienas i$ toliau nurodyty UPxx indeksy rinkiniy:
— UPO1, UP02ir UPO3
— UPO04, UPOS5 ir UP06
— UPO07, UP08ir UP09

— UP10, UP11ir UP12
Pavyzdziui, pirmajai bibliotekai priskiriama UPO1, antrajai — UP02, o tre€iajai — UP03.

, 1ruSight Oncology“ kontroles

.1SO Comprehensive (EU)" reikalauja naudoti, TruSight Oncology” kontrole, kurig sudaro , TruSight Oncology*
DNR kontrolé ir , TruSight Oncology” RNR kontrolé kaip teigiamos kontrolinés medziagos. ] kiekvieng DNR
sekvenavimo serijg jtraukite , TruSight Oncology” DNR kontrolg, o j kiekvieng RNR sekvenavimo serijg jtraukite
»TruSight Oncology” RNR kontrole konkreciu bibliotekos paruosimo atveju (taip pat jtraukite kombinuoty DNR ir
RNR tyrimy kontrolines medziagas). Kiekvienai planuojamai sekvenavimo serijai yra parengta unikali teigiama
kontrolé. Daugiau informacijos zr. , TruSight™” onkologijos kontroliniy medziagy pakuotés lapelyje (dokumentas
nr. 200009919).

Teigiamas kontrolés jvesties kiekis yra 40 ng DNR ir RNR.

| kiekvieng RNR ir kiekvieng DNR bibliotekos paruoSimo atvejj jtraukite vieng NTC. NTC yra pakartotinai
sekvenuojamas vienu bibliotekos paruosimo atveju. Laikykités Siy , TruSight Oncology* kontrolei skirty gairiy:

* Bibliotekas paruoskite i$ teigiamy kontroliniy medziagy ir neSabloniniy kontroliniy medziagy, identiskai
méginiams.

* DNRNTC naudokite TEB.

* RNRNTC naudokite ,RNase/DNase-free water”.

* Teigiamos kontrolés jtraukiamos j maksimalius bibliotekos reikalavimus.

* NTC nejtrauktos j minimalius bibliotekos reikalavimus.

* Kaisekvenuojate tik 3 bibliotekas, naudokite NTC skirtus UP indeksus.

* Kadangi NTC sekvenuojama pakartotinai, Siai kontrolei pasirinkti indeksai negali buti kartojami bibliotekos
paruoSimo atveju.
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illumina

Toliau esanciose lentelése pateikiami pavyzdiniai plokSteliy iSdéstymai, skirti bibliotekoms paruosti. Kiekvienas
numeruotas stulpelis atitinka vieng sekvenavimo serijg. Sekvenuojant DNR ir RNR bibliotekas kartu, kiekvienas
atitinkamas stulpeliy rinkinys atitinka vieng sekvenavimo serijg (pvz., 1ir 7 stulpelis). NTC sekvenuojamas pagal

kiekvieng stulpelj arba stulpeliy rinkin;.

8 lentelé Bibliotekos paruoSimo atvejis vienai serijai, jskaitant SeSis pacienty meginius

1

Teigiama
A DNR

kontrolé
B DNR1
C DNR 2
D DNR 3
E DNR 4
F DNR 5
G DNR 6

DNR

H NTC

9 lentelé Bibliotekos paruosimo trijy serijy atvejis, jskaitant 20 pacienty meginiy

1

Teigiama
A DNR

kontrolé
B DNR1
C DNR 2
D DNR 3
E DNR 4
F DNR 5
G DNR 6

DNR

H NTC

2

tuscia

tuscia
tuscCia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscCia

tuscia

2

Teigiama
DNR
kontrolé

DNR 7
DNR 8
DNR 9
DNR 10
DNR 1
DNR 12

DNR 13
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tuscia

tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia

tuscia

3

Teigiama
DNR
kontrolé

DNR 14
DNR 15
DNR 16
DNR 17
DNR 18
DNR 19

DNR 20
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tuscia

tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia

tuscia

4

tuscia

tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia
tuscia

tuscia

5

tuscia

tuscia
tuscia
tuscia
tusdia
tuscia
tuscia

tuscia

5

Teigiama
RNR
kontrolé

RNR 1
RNR 2
RNR 3
RNR 4
RNR 5
RNR 6

RNRNTC

6 7
Teigiama
tuscia RNR
kontrolé
tuscia RNR 1
tuscia RNR 2
tuscia RNR 3
tuscia RNR 4
tuscia RNR 5
tuscia RNR 6

tuscia RNRNTC

6 7
Teigiama  Teigiama
RNR RNR
kontrolé kontrolé
RNR 7 RNR 14
RNR 8 RNR 15
RNR 9 RNR 16
RNR10 RNR 17
RNR 11 RNR 18
RNR 12 RNR 19

RNR 13 RNR 20
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Naudojimo instrukcija

.1S0 Comprehensive (EU)" darbo eigos apzvalga pateikiama 1 pav. ir 2 pav.

Bibliotekos paruosimo darbo eiga

1 pav. pavaizduota bibliotekos paruoSimo darbo eiga, skirta ,TSO Comprehensive (EU)". Bibliotekas i$ RNR ir
DNR méginiy galima paruosti vienu metu atskiruose Sulinéliuose. Teigiamos ir neigiamos kontrolinés medziagos
méginiams apdorojamos identiSkai. Saugus sustojimo taskai pazymeéti tarp zingsniy.

Prie$ paleisdami protokolg, jveskite serijos ir méginio informacijg j ,Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU)" analizés modulj. Zr. ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis
Module” darbo eigos Zinynng (dokumento Nr. 200008661).
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1pav. ,TSO Comprehensive (EU)” darbo eiga (1 dalis)

1 diena o RNR denatdravimas ir aneliavimas o Fragmento
Rankinio darbo: 65 min. gDN R
18 viso: 75 min.

Reagentas: EPH3 15 viso: 110 min.

Reagentas: TEB

e Pirmosios grandinés cDNR susintetinimas
Rankinio darbo: 10 min.
18 viso: 50 min.
Reagentas; FSM, RVT

e Antrosios grandinés cDNR susintetinimas
Rankinio darbo: 10 min.
I8 viso: 35 min.
Reagentas: SSM

o cDNR valymas
Rankinio darbo: 30 min.
18 viso: 40 min.
Saugaus sustojimo Reagentai: SPB, 80 % EtOH, RSB Saugaus sustojimo
taskas taskas

e Atlikite galy taisyma ir poliadenilinimg
Rankinio darbo: 10 min.
15 viso: 70 min.
Reagentai: ERA1-A, ERA1-B

o Ligaty adapteriai
Ranky darbo: 15 min.
IS viso: 50 min.
Reagentai: ALB1, LIG3, SUA1/UMI, STL

o Ligavimo iSvalymas
Rankinio darbo: 40 min.
18 viso: 50 min.
Reagentai: SPB, 80 % EtOH, RSB

o PCR indeksavimas

Rankinio darbo: 15 min.
IS viso: 60 min.
Reagentai: UPxx/CPxx, EPM

Saugaus sustojimo
taskas

® cDNR ® Karpyta DNR

* Rankinio darbo ir bendra trukmé yra apytikslé.
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Sodrinimo darbo eiga

2 pav. pavaizduota sodrinimo darbo eiga, skirta ,TSO Comprehensive (EU)". Saugus sustojimo taskai pazyméti
tarp Zingsniy.

2 pav. ,TSO Comprehensive (EU)" darbo eiga (2 dalis)

1 diena (tesinys) o Pirmosios hibridizacijos parengimas
Ranky darbo: 15 min.
15 viso: per naktj
Reagentai: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Nakties hibridizacija

2 diena e Pirmas taikiniy fiksavimas
Rankinio darbo: 60 min.
13 viso: 100 min.
Reagentai: SMB, EEW, EE2, HP3, ET2

Antrosios hibridizacijos paruosSimas
Rankinio darbo: 10 min.

I8 viso: 2—4 valandos

Reagentai: TCB1, TCA1, OPR1/OPD2

Antras taikiniy fiksavimas
Rankinio darbo: 25 min.

1§ viso: 60 min.

Reagentai: SMB, RSB, EE2, HP3, ET2

Saugaus sustojimo taskas

Sustiprinti prisodrintg bibliotekg
Rankinio darbo: 5 min.

IS viso: 60 min.

Reagentai: EPM, PPC3

Pagerintos prisodrintos bibliotekos

valymas
Rankinio darbo: 30 min.
I§ viso: 40 min.

Saugaus sustajimo taskas Reagentai: SPB, 80 % EtOH, RSB

Biblioteky normalizavimas

Rankinio darbo: 40 min.

1$ viso: 70 min.

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

Saugaus sustojimo taskas

O QOO0 00

ParuoSimas sekvenavimui
Rankinio darbo: 30—45 min.

18 viso: 120 min.

Reagentai: HP3, RSB, PX3, HT1

Sekvenavimo
o

® Gausinimas ”
paruo$imas
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Programy termocikleriai

Prie$ pradédami analize, iSsaugokite toliau nurodytas programas, skirtas preamplifikacijos ir poamplifikacijos
termocikleriams.

10 lentelé Preamplifikacijos termocikleriy programos

Proceddrinis Programos Dangcio Reakcijos S .
- . - _ _ . Termociklerio parametrai
Zingsnis pavadinimas temperatira tiris
RNR LQ-RNA 100 °C 17 pl e 65°C 5 minutéms
denaturavimas ir ¢ 4 °C1minutei
aneliavimas o Laikykite 4 °C temperaturoje
Pirmosios 1stSS 100 °C 25 ul e 25°C 10 minuciy
grandinés cDNR e 42 °C 15 minudiy
susintetinimas e 70 °C 15 minuciy

¢ 4 °C1minutei

o Laikykite 4 °C temperaturoje
Antrosios 2ndSS 30°C 50 ul e 16 °C 25 minutéms
grandinés cDNR e 4 °C 1 minutei
susintetinimas o Laikykite 4 °C temperaturoje

PASTABA Jeigu 2ndSS dangcio temperatlros negalima nustatyti iki 30 °C, iSjunkite Sildomojo dangcio

kaitinimo parinkt;.

11 lentelé Poamplifikacijos termocikleriy programos

Procedirinis Programos Dangcio Reakcijos . . .
.. . . _ _ . Termociklerio parametrai
zingsnis pavadinimas temperatura taris

PCR I-PCR 100 °C 50 ul » 98 °C 30 sekundziy

15 cikly:
e 98 °C 10 sekundziy
e 60 °C 30 sek.
e 72 °C 30 sekundziy
72 °C 5 minutéms
Laikykite 10 °C temperaturoje.

indeksavimas
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Proceddurinis Programos Dangcio Reakcijos S .

- . . _ _ . Termociklerio parametrai

Zingsnis pavadinimas temperatira tiris

Atlikite pirmaja HYB1 100 °C 50 pl e 95°C 10 minuciy

hibridizacijg * 85°C 2 minutéms ir 30 sekundziy
e 75°C 2 minutéms ir 30 sekundziy
e 65°C 2 minutéms ir 30 sekundziy
o Laikykite 57 °C temperaturoje nuo

8 iki 24 valandy

Antroji HYB2 100 °C 50 ul e 95°C 10 minuciy

hibridizacija e 85°C 2 minutéms ir 30 sekundziy
e 75°C 2 minutéms ir 30 sekundziy
e 65 °C 2 minutems ir 30 sekundziy
» Laikykite 57 °C temperaturoje nuo

1,5 iki 4 valandy

Sustiprinti EL-PCR 100 °C 50 ul « 98°C30s

prisodrintg » 18 cikly:

biliotekg * 98°C10s

« 60°C30s
e 72°C30s

e 72°C 5 min.

 Laikykite 10 °C temperaturoje.

Pasiruosimas protokolui

Sis pasiruosimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.

/N DEMESIO!

Visoms darbo eigos proceduroms reikalinga aplinka be ribonukleaziy / deoksiribonukleaziy.

1. Kruops&cCiai nukenksminkite darbo vietas naudodami ribonukleazes / deoksiribonukleazes slopinantj valiklj.
2. |sitikinkite, kad nustatytos preamplifikacijos termociklerio programos. Zr. Programy termocikleriai psl. 41.
3. Norédami paruo$ti ultragarso aparatg, vadovaukités jo gamintojo nurodymais.

4. Jeigu apdorojate tik DNR méginius, pereikite prie skyriaus Fragmento gDNR psl. 48.

5. ISimkite RNR kontroles i$ laikymo vietos.

6. ISimkite reagenty meégintuvélius i§ dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.

12 lentelé ,TruSight Oncology Comp RNA Library Prep” (PN 20031127)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
EPH3 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario RNR denattravimas ir
temperaturoje. aneliavimas
Dokumentas Nr. 200007789, v08 428142
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Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai

FSM Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario
temperaturoje.

RVT Nuo -25iki-15°C Laikykite Saltoje vietoje.

SSM Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario

temperaturoje.

illumina

Protokolo veiksmas

Pirmosios grandinés cDNR
susintetinimas

Pirmosios grandinés cDNR
susintetinimas

Antrosios grandinés cDNR
susintetinimas

13 lentelé , TruSight Oncology Comp Library Prep” (laikyti Saldytuve) (PN 20031119)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai

SPB (Sviesiai 2-8 °C Palikite 30 minuciy, kol

Zalia etiketé) pasieks kambario
temperatura.

RSB 2-8°C Pasildykite iki kambario
temperaturos.

RNR denaturavimas ir aneliavimas

Protokolo veiksmas

cDNR valymas

cDNR valymas

Sis procesas denatiruoja igrynintg RNR ir pirminius sluoksnius su atsitiktiniais heksamerais, ruosiantis cDNR

suliejimui.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytus reagentus.

* EPH3 -atidékite.

* FSM-iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu. Trumpai centrifuguokite, tada sumaisykite pipetuodami.

Reagente gali buti su preparatu susijusiy balty daleliy. Nieko daryti nereikia. Néra jokio poveikio

preparato veiksmingumui.

* RVT -trumpai centrifuguokite, tada sumaisykite pipetuodami. Laikykite Saltoje vietoje.

PASTABA RVT yra klampus tirpalas. Pipetuodami stenkités nesudaryti burbuliuky.

2. Mikrocentrifugavimo mégintuvélyje sumaisykite toliau nurodytus kiekius, kad paruostuméte ,FSM+RVT

Master Mix"“.
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14 lentelé ,FSM + RVT Master Mix“*

,Master Mix“ - o . -
4 bibliotekos (ul) 8 bibliotekos (ul) 16 biblioteky (ul) 24 bibliotekos (pl)
komponentas
FSM 36 72 144 216
RVT 4 8 16 24

* Sioje lenteléje pateikiamas tlrio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.

3. Pipetuokite 10 karty, kad sumaiSytuméte.
4. ,FSM+RVT Master Mix" laikykite Saltoje vietoje, kol bus Pirmosios grandinés cDNR susintetinimas psl. 45.
Procedura

1.

10.

AtSildydami iSgautus RNR méginius ir RNR kontrolines medziagas laikykite Saltoje vietoje.

Likusig protokolo dalj RNR kontroles apdorokite kaip méginius.

Kai nenaudojate, RNR laikykite Saltoje vietoje. Norédami kiekybiskai jvertinti méginius, zr. Meginiui taikomi
reikalavimaipsl. 26.

Kiekvieng RNR méginj sumaisykite pipetuodami 10 karty.

Naudokite ,RNase/DNase-free water”, kad paruostuméte 40 ng kiekvieno RNR meginio, kurio galutinis turis
yra 8,5 pl (4,7 ng/ul).

RNR kontrolei naudokite mégintuvélio etiketéje nurodyta koncentracija.

Pazymekite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele CF (cDNR fragmentai).

J unikaly CF PCR plokstelés Sulinélj jpilkite 8,5 pl kiekvieno RNR méginio.

Jsitikinkite, kad sgrankos metu méginio plokstelés iSdéstymas ir kiekvieno méginio indeksai atitinka
,1SOComprehensive (EU)" analizés modulyje planuojama serija.

ISmaisykite EPH3 stikuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
| kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 8,5 pl EPH3.

UZklijuokite lipny sandariklj ant CF PCR plokstelés.

/N DEMESIO!

Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

11. 1 minute purtykite 1200 aps./min. greiciu.
12. Centrifuguokite 280 x g 1 minute.
13. Padékite ant termociklerio ir paleiskite LQ-RNA programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.
14. Kai méginiai pasiekia 4 °C temperatura, laikykite 1 minute. Nedelsdami pereikite prie kito veiksmo.
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Pirmosios grandinés cDNR susintetinimas

Sis procesas atvirkstine tvarka perrago RNR fragmentus, pirmojoje cDNR gijoje uzpildytus
atsitiktiniaisheksamerais, naudojant ,Reverse Transcriptase”.

Procedura

1. CF PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.

Pipete 10 karty sumaisykite ,FSM + RVT Master Mix". Jsitikinkite, kad FSM + RVT miSinys yra visiSkai
homogeniskas.

A

| kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 8 ul ,,FSM + RVT Master Mix".
Pipetuokite 10 karty, kad sumaiSytumeéte.
ISmeskite likusj ,,FSM + RVT Master Mix".

o 9k~ w

Uzklijuokite lipny sandariklj ant CF PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

N

1 minute purtykite 1 200 aps./min. greiciu.
8. Centrifuguokite 280 x g 1 minute.

Padékite ant termociklerio ir paleiskite 1stSS programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

10. Kai méginiai pasiekia 4 °C temperatlrg, nedelsdami pereikite prie kito veiksmo.
Pirmuosius gijy méginius galima laikyti 4 °C temperaturoje iki 5 minuciy.

Antrosios grandinés cDNR susintetinimas

Sis procesas pasalina RNR $ablong ir susintetina dvigrande cDNR.

Paruosimas

1. ParuoSkite SSM:
a. 10 karty apverskite, kad susimaisyty.

b. Trumpai centrifuguokite. Reagente gali blti su preparatu susijusiy balty daleliy. Nieko daryti nereikia.
Néra jokio poveikio preparato veiksmingumui.

Procedura

1. CF PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.
2. | kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 25 ul SSM.
3. Uzklijuokite lipny sandariklj ant CF PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

4. 1 minute purtykite 1200 aps./min. greiCiu.
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Centrifuguokite 280 x g 1 minute.

6. Padékite ant termociklerio ir paleiskite 2ndSS programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

7. Kai méginiai pasiekia 4 °C temperatira, palaikykite 1 minute ir nedelsdami pereikite prie kito veiksmo.

cDNR valymas

Sioje procediroje SPB naudojamas nepageidaujamy reakcijy komponentams iSvalyti iS cDNR. Granulés du
kartus plaunamos Svieziu 80 % EtOH. cDNR yra eliuuojama su RSB.

Paruosimas

1. ParuoSkite toliau nurodytus reagentus.
* SPB -jsitikinkite, kad granulés kambario temperaturoje pabus 30 minuciy.
* RSB -atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti procediros metu.
2. 15 mlarba 50 ml kliginiame mégintuvélyje paruoskite Sviezio 80 % etanolio, kaip nurodyta toliau.

15 lentelé Paruoskite Sviezig 80 % etanolj

Reagentas 4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos
100 % etanolis, grynas 2mi 4 ml 8 ml 12 ml
.RNase/DNase-free water” 500 pl Tml 2ml 3ml

SvieZig 80 % etanolj sumaidykite centrifuguodami.

3
4. Pazymékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokStele BIND1 (cDNR suriSimas).
5. UZdenkite ir padékite j 3alj.

6

Nustatykite magneta.

Procedura

SuriSimas
1. CF PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.
SPB maisykite 1 minute, kad vél suspenduotuméte granules.

3. Nedelsdami j kiekvieng BIND1 MIDI plokstelés meginio Sulinél; jpilkite 90 ul SPB.
Jeigu SPB ispilti naudojate lovelj, skirdami pakankamag medziagos alikvotg méginiui, taikykite 1,15 pervirsio
koeficienta. Kai j kiekvieng méginio Sulinélj jpilama SPB, visas likusias medziagas iSmeskite.

4. Visg kiekvieno méginio i§ CF PCR plokstelés kiekj (50 pl) perpilkite j atitinkama BIND1 MIDI plokStelés
Sulinélj.

5. ISmeskite tuscig CF PCR plokstele.

6. Uzklijuokite lipny sandariklj ant BIND1 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
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2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.

9. Padékite BIND1 MIDI plokStele ant magnetinio stovo 5 minutéms.
10. Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno meginio Sulinélio, nesutrikdydami granuliy sankaupos.
Plovimas
1. Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.
a. Palaikykite BIND1 MIDI plokstele ant magnetinio stovo ir j kiekvieng Sulinélj jpilkite po 200 ul Sviezio 80 %
EtOH.
b. Palaukite 30 sekundziy.
c. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus supernatantus i$ kiekvieno méginio Sulinélio,
nesutrikdydami granuliy sankaupos.
2. Antra kartg plaukite granules.
Pipete su smulkiais antgaliais paSalinkite likusj EtOH i$ kiekvieno Sulinélio.
4. |Spilkite nepanaudotg 80 % etanol.
Eliutas
1. I1Simkite BIND1 MIDI plok&tele i magnetinio stovo.
2. Apverskite arba iSmaiSykite RSB sukuriniu maisytuvu.
3. | kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 22 ul RSB.
4. Uzklijuokite lipny sandariklj ant BIND1 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
5. 2 minutes purtykite 1 800 aps./min. greiciu.
6. Inkubuokite 2 min. kambario temperaturoje.
7. Padeékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.
8. Pazymeékite naujg 96 Sulineliy MIDI plokstele ,,PCF” (iSgryninti cDNR fragmentai).
Jeigu sustabdote tyrima ties SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS psl. 48, naudokite PCR plokstele.
9. 20 pl eliuato is kiekvieno BIND1 MIDI plokStelés méginio Sulinélio perpilkite j atitinkamg PCF plokstelés
Sulinélj.
10. ISmeskite tusCig BIND1 MIDI plokstele.
11. ] kiekvieng PCF plokstelés méginio Sulinélj jpilkite 30 ul RSB.
12. Pipetuokite 10 karty, kad sumaiSytuméte.
13. UZklijuokite lipny plokstelés sandariklj ant PCF plokstelés ir laikykite jg Saltoje vietoje.
14. Grazinkite EPH3, FSM, RVT ir SSM j laikymo vieta.
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15. Jei apdorojate méginius, gautus tik iS RNR (cDNA), ir nesustojate saugaus sustojimo taske, pereikite prie
Atlikite galy taisyma ir poliadenilinima psl. 51.
SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jeigu sustabdote tyrima, 1 minute centrifuguokite PCF PCR plokstele 280 x g ir laikykite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje iki 7 dieny.

PasiruoSimas protokolui

Sis pasiruosimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.
1. 1Simkite DNR kontroles i$ laikymo vietos.
2. ISimkite reagenty mégintuveéljis dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.

16 lentelé , TruSight Oncology Comp Library Prep” (laikyti Saldytuve) (PN 20031119)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
TEB 2-8°C Pasildykite iki kambario temperaturos. Fragmento gDNR
Fragmento gDNR

Sis procesas fragmentuoja gDNR ir generuoja dsDNR fragmentus su 3' arba 5' isky$omis.

Paruosimas

1. Laikykités Nukleorugsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir sandéliavimas psl. 27, kad galétuméte atlikti
kiekybinj méginiy iStyrima.

2. TEB paruoSimas — apverskite arba sukite, kad sumaiSytumete.

Procedura

Paruoskite plokstele
Pasirinkite vieng i$ toliau pateikiamy varianty plokstelei paruosti
* Apdorokite gDNR méginius kartu su cDNR méginiais PCF MIDI ploksteléje.
a. Pazymékite PCF MIDI plokstele LP (Bibliotekos paruoSimas).
b. Padékite j Saljir laikykite Saltoje vietoje, kad galétuméte naudoti Suskaidytos DNR perkelimas psl. 49.
* Apdorokite gDNR méginius kartu su cDNR méginiais ir PCF PCR plokstelé yra uzSaldoma.
AtSildykite PCF PCR plokstele iki kambario temperaturos.
Centrifuguokite 280 x g 1 minute.
Pipetuokite 10 karty, kad sumaiSytumeéte.

Pazymekite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokstele LP (Bibliotekos paruosimas).

®© a0 T o

Visus 50 pl kiekvieno méginio i§ PCF PCR plokstelés perpilkite j atitinkamg LP MIDI plokStelés Sulinél].
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f. 18meskite PCF PCR plokstele.
g. Uzklijuokite lipny sandariklj ir laikykite Saltoje vietoje, kol atliksite Suskaidytos DNR perkéelimas psl. 49.
* Apdorokite tik gDNR méginius.

a. Pazymékite naujg 96 Sulinéliy MIDI ploksStele LP (Bibliotekos paruoSimas).
Jeigu sustabdote tyrima ties SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS psl. 50, naudokite PCR plokstele.

b. Uzdenkite ir padékite j Salj, kad galétuméte naudoti Suskaidytos DNR perkélimas psl. 49.

Praskieskite gDNR

AtSildykite DNR meginius ir DNR kontroles kambario temperaturoje.

—_

2. Kiekvieng gDNR meéginj sumaisykite pipetuodami 10 karty.
3. Trumpai centrifuguokite mégintuvélj, kad surinktumete laselius.
4. Apverskite arba sukite TEB, kad sumaiSytumete.
5. Naudokite TEB, kad paruostuméte galutinj kiekvieno gDNR méginio 52 pl turj. Informacijos apie jdedamus
kiekius ir minimalias koncentracijas pagal méginio tipg zr. toliau pateiktoje lenteléje.
* Norint atlikti analize, reikia minimalios iSskyrimo koncentracijos, kad buty galima paimti bent 40 pl TEB i$
52 ul tario.
* DNR kontroles naudokite mégintuvélio etiketéje nurodytos koncentracijos.
* Kad neprarastuméte meginio, j §j skiedinj pipetuokite ne maziau kaip 2 pl méginio.
Méginio tipas Jdedamas kiekis (ng) Minimali koncentracija (ng/pl)
FFPE 40 3,33
Kontrolé 40 Zr. mégintuvélio etikete
Fragmentas

1. ] atskirg ultragarsinio tyrimo megintuveélio Sulinélj jpilkite 52 pl kiekvieno gDNR méginio.

/N DEMESIO!

Létai jdékite gDNR j mégintuvélj, jsitikinkite, kad mégintuvélio apacioje néra oro tarpy. Daugiau
informacijos zr. Analizé psl. 29 ir gamintojo instrukcijoje.

2. JraSykite juostelés orientacija.

3. Suultragarso aparatu suskaidykite gDNR j fragmentus.

Suskaidytos DNR perkélimas

1. Jsitikinkite, kad kiekvieno méginio méginiy plokstelés iSdéstymas ir indeksai atitinka tyrima, kurj pasirenkate
analizei, naudodami, TSO Comprehensive (EU)" analizés modul].

2. Norédami iSimti meéginj, vadovaukités ultragarso aparato gamintojo nurodymais.
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4.

illumina

Kai kuriy tipy ultragarso aparato mégintuvélius gali reikéti centrifuguoti, kad méginys buty konsoliduotas

mégintuvélyje.

Kiekvienam suskaidytam gDNR méginiui naudokite pipete su smulkiais antgaliais, kad tris kartus po 16,7 pl
perkeltuméte j tusCig LP MIDI plokstelés Sulinélj.

UZklijuokite lipny sandariklj ant LP MIDI plokstelés.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jeigu sustabdote tyrima, uzklijuokite lipny sandariklj ant LP PCR plok&telés ir 1 minute centrifuguokite 280 x g.
Laikykite nuo -25 °C iki -15 °C temperaturoje iki 7 dieny.

PasiruoSimas protokolui

Sis pasiruosimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.

Paruoskite ledo kibirg arba atitinkamg priemone.

ISimkite reagenty mégintuvélius i$ dezutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.

17 lentelé , TruSight Oncology Comp Library Prep” (uzSaldytas) dézute (PN 20031118)

Reagentas

ERAT-A

ERA1-B

ALB1

LIG3

SUA1
(mélynas
dangtelis)
UMI (baltas
dangtelis)

STL

EPM

Laikymas

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C

Nuo -25 iki -15 °C
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AtSildymo nurodymai

Laikykite Saltoje vietoje.

Atsildykite kambario
temperaturoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

Laikykite Saltoje vietoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

Atsildykite kambario
temperaturoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

Laikykite Saltoje vietoje.
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Protokolo veiksmas

Atlikite galy taisyma ir
poliadenilinima

Atlikite galy taisyma ir
poliadenilinimag

Ligaty adapteriai
Ligaty adapteriai
Ligaty adapteriai
Ligaty adapteriai

Ligaty adapteriai

PCR indeksavimas

Jsitikinkite, kad nustatytos poamplifikacijos termociklerio programos. Zr. Programy termocikleriai psl. 41.
1.
2.
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18 lentelé ,TruSight Oncology Comp Library Prep” (laikyti Saldytuve) dézuté (PN 20031119)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
SPB (Sviesiai 2-8°C Palikite 30 minuciy, kol Ligavimo iSvalymas
zalia etiketé) pasieks kambario
temperatlra.
RSB 2-8°C Pasildykite iki kambario Ligavimo iSvalymas
temperaturos.

19 lentelé ,TruSight Oncology Comp UP Index Primers” dézuté (PN 20031120)
Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

UPxx Nuo -25iki-15°C  AtSildykite atitinkamus PCR indeksavimas
indekso pradmeny
mégintuvélius iki kambario
temperaturos.

20 lentelé , TruSight Oncology Comp CP Index Primers” dézute (PN 20031126)
Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

CPxx Nuo -25iki-15°C  AtSildykite atitinkamus PCR indeksavimas
indekso pradmeny
mégintuveélius iki kambario
temperaturos.

Atlikite galy taisyma ir poliadenilinimg
Sis procesas istaiso i$ky$as, atsirandandias dél suskaidymo j galus su issikiSusia A uodega, naudojant ,End
Repair A-Tailing Master Mix" (ERA1).

Sio misinio 3'-5' egzonukleazés aktyvumas pasalina 3' isky$as , o 5'-3' polimerazés aktyvumas uzpildo 5'
isky&as. Sios reakcijos metu 3' galai yra poliadenilinami, kad nebuty liguojami vienas su kitu adapterio ligavimo
reakcijos metu.

Paruosimas

1. Jkaitinkite 2 mikroméginiy inkubatorius MIDI Sildymo bloko intarpais, kaip nurodyta toliau.
* Jkaitinkite mikroméginio inkubatoriy iki 30 °C temperaturos.
* Jkaitinkite mikroméginio inkubatoriy iki 72 °C temperaturos.
2. Paruoskite toliau nurodytus reagentus.
* ERA1-A-trumpai centrifuguokite, tada sumaisykite pipetuodami. Laikykite Saltoje vietoje.
* ERA1-B-iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
Patikrinkite, ar néra nuosédy. Jeigu yra, pasildykite mégintuvélj iki 37 °C temperaturos, tada sumaisykite
pipetuodami, kol nuosédos istirps.
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3. Paruoskite ,ERAT Master Mix" mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.
21lentelé ,ERAT Master Mix*"

~Master Mix" o - o - -
4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas
ERA1-B 35 ul 69 ul 138 ul 207 pl 415 pl
ERA1-A 13,5 pl 27 54 81l 161 pl

* Sioje lenteléje pateikiamas tirio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.
4. Létai 10 karty pipetuokite, kad uztikrintuméte homogeniskuma, trumpai centrifuguokite. ERA1 reakcijos
misinj laikykite Salta.
5. Pasirinkite vieng i$ toliau pateikiamy varianty plokstelei paruosti:
* Jei méginiai yra MIDI ploksteléje, paruoskite, kaip nurodyta toliau.
a. I8 naujo pazymékite MIDI plokstele ,LP2" (2 bibliotekos paruosimas).
b. Jeigu kai kurie méginiai yra atskirose MIDI plokstelése, perkelkite visus méginius, kad atskirtuméte
tos pacios MIDI plokstelés Sulinélius pagal plokStelés iSdéstyma.
* Jeiplokstelé uz8alusi, paruoskite, kaip nurodyta toliau.
AtSildykite PCF PCR arba LP PCR plokstele iki kambario temperaturos.
PlokStele 1 minute centrifuguokite 280 x g.

a

b

c. Pipetuokite 10 karty, kad sumaiSytuméte.

d. Pazymékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokstele ,LP2" (2 bibliotekos paruosimas).
e

Visus 50 pl kiekvieno méginio i$ PCF PCR arba LP PCR plokstelés perpilkite j atitinkamag LP2 MIDI
plokstelés Sulinélj.
ISmeskite PCF PCR arba LP PCR plokstele.

.—h

Procedura

1. ] kiekvieng LP2 MIDI plokstelés méginio Sulinélj jpilkite 10 ul ,,ERAT Master Mix".
2. ISmeskite likusj ,ERA1 Master Mix".

3. Uzklijuokite lipny sandariklj ant LP2 MIDI plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
4. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
5. 30 minuciy inkubuokite i§ anksto pasildytame mikroméginiy inkubatoriuje 30 °C temperatiroje.
6. Nedelsdami perkelkite j antrg pasildytg mikroméginiy inkubatoriy.
7. Inkubuokite 72 °C temperaturoje 20 minuciy.
8. LP2 MIDI plokstele laikykite Saltg 5 minutes.
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Ligaty adapteriai

Sis procesas liguoja adapterius prie cDNR ir (arba) gDNR fragmenty galy.
., 1SO Comprehensive (EU)” analizé apima SUA1 ir UMI adapterius.
* SuRNR méginiais naudokite SUA1 adapterius.

* UMI adapterius naudokite su DNR méginiais.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytus reagentus.
* ALB1-maziausiai 10 s maiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* LIG3 -trumpai centrifuguokite, tada sumaisykite pipetuodami. Laikykite Saltoje vietoje.
* SUA1-maziausiai 10 s maiSykite stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* UMI-maziausiai 10 s maiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

* STL - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti proceduros metu.

Procedura

1. LP2 MIDI plokstele iSimkite i$ ledo arba atitinkamai.

2. ] kiekvieng LP2 MIDI plokstelés Sulinélj jpilkite 60 ul ALB1, ALB1 yra klampus tirpalas. Létai pipetuokite, kad
nesusidaryty burbuliuky.

| kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 5 pl LIG3.
4. Pridékite adapterius taip, kaip nurodyta toliau.
Nenaudokite kartu skirtingy tipy adapteriy.
* [RNR meéginiy Sulinéliai] —pridékite 10 pl ,SUA1“ (mélynas dangtelis) kiekvienam i§ RNR gautam
méginiui.
* [DNR méginiy sulinéliai] — pridékite 10 ul UMI (baltas dangtelis) kiekvienam iS DNR gautam méginiui.
5. Uzklijuokite lipny sandariklj ant LP2 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
6. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
7. Inkubuokite 30 min. kambario temperaturoje.
8. ISmaisykite STL sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
9. | kiekvieng LP2 MIDI plokstelés Sulinélj jpilkite 5 ul STL.
10. Uzklijuokite lipny sandariklj ant LP2 MIDI plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

11. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
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Ligavimo iSvalymas

illumina

Sis procesas naudoja SPB, kad isgryninty su adapteriu susietus cDNR arba gDNR fragmentus ir pasalinty
nepageidaujamus produktus. Granulés du kartus plaunamos SvieZiu 80 % etanoliu. Su adapteriu susieti méginiai
eliuuojami naudojant RSB.

Paruosimas

1.

Paruoskite toliau nurodytus reagentus.
* SPB-jsitikinkite, kad granulés kambario temperatiroje pabus 30 minuciy.

* RSB - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti proceduros metu.

2. Paruoskite Sviezio 80 % etanolio 15 ml arba 50 ml kliginiame mégintuvélyje.
22 lentelé Paruoskite Sviezio 80 % etanolio
Reagentas 4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
100 % etanolis, 2 ml 4 ml 8 mi 12 mi 24 ml
grynas
,RNase/DNase- 500 ul Tml 2 mi 3ml 6 ml
free water”
Sviezig 80 % etanolj sumaisykite centrifuguodami.
4. Nustatykite magneta.
Procedura
SuriSimas
1. SPB maisykite 1 minute, kad vél suspenduotumeéte granules.
2. Nedelsdamij kiekvieng LP2 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 112 ul SPB.
Jeigu SPB iSpilti naudojate lovelj, skirdami pakankamag medziagos alikvotg méginiui, taikykite 1,15 pervirsio
koeficienta. Kai j kiekvieng méginio Sulinélj jpilama SPB, visas likusias medziagas iSmeskite.
3. Uzklijuokite lipny sandariklj ant LP2 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
4. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
5. Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.
6. LP2 MIDI plokstele palikite ant magnetinio stovo 10 minudiy.
7. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus supernatantus i$ kiekvieno méginio Sulinélio,

nesutrikdydami granuliy sankaupos.
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Plovimas

1.

Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.

a. Laikykite LP2 MIDI plokstele ant magnetinio stovo ir j kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 200 ul Sviezio
80 % etanolio.

b. Palaukite 30 sekundziy.

c. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus supernatantus i$ kiekvieno méginio Sulinélio,
nesutrikdydami granuliy sankaupos.

Antrg karta plaukite granules.

Pipete su smulkiais antgaliais pasalinkite likusj EtOH i$ kiekvieno Sulinélio.

4. 18pilkite nepanaudotag 80 % etanol.

Eliutas

1. 18imkite LP2 MIDI plokstele i§ magnetinio stovo.

2. Apverskite arba iSmaisSykiteRSB sukuriniu maiSytuvu.
3. ] kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 27,5 pl RSB.

4. UZklijuokite lipny sandariklj ant LP2 MIDI plokstelés.

© ©® N o o

VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

Inkubuokite 2 min. kambario temperaturoje.

Padékite LP2 MIDI plokStele ant magnetinio stovo 2 minutéms.

Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele kaip LS (Biblioteky méginiai).

25 ulis kiekvieno LS PCR plokstelés Sulinélio perpilkite j atitinkama LP2 MIDI plokstelés Sulinélj.

10. ISmeskite tuscig LP2 MIDI plokstele.

PCR indeksavimas

Siame etape bibliotekos fragmentai amplifikuojami naudojant pradmenis, kurie prideda indeksy sekas méginiy
dauginimui. Gautame preparate yra visa cDNR ir (arba) DNR fragmenty biblioteka su adapteriais, reikalingais
klasteriy gamybai.

Paruosimas

1.

Paruoskite toliau nurodytus reagentus.

* EPM-Salcio iSlaikymas.

*  UPxx—iSmaiSykite stukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite. ,UPxx" yra indekso pradmuo, per
serijos sgranka pasirinktas ,Local Run Manager” programinés jrangos ekrane ,Create Run” (Kurti serijg).

* CPxx-iSmaisykite stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. ,CPxx“ yra indekso pradmuo, per
serijos sgranka pasirinktas ,Local Run Manager” programinés jrangos ekrane ,Create Run” (Kurti serijg).
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2. |sitikinkite, kad sgrankos metu kiekvieno méginio indeksai atitinka , TSO Comprehensive (EU)" analizés
modulio planuojama serijg. Butinai laikykités indeksy pasirinkimo nurodymy skyriuje Biblioteky skaicius ir
indeksy pasirinkimas psl. 35.

/N DEMESIO!

Nesutapus méginiy ir indeksavimo pradmenims gaunamas klaidingas rezultatas dél teigiamo
méginio identifikavimo praradimo.

Procedura

1. ] atitinkamg méginio Sulinélj LS PCR ploksteléje jpilkite 5 ul atitinkamo indekso pradmens (UPxx arba CPxx)
pagal pasirinktus indeksus.

/N DEMESIO!

Vienu metu imkite ir atidarykite tik vieng indekso pradmens mégintuvelj. Kiekvieng indeksinj
mégintuvélj iSkart po naudojimo uzdenkite nauju dangteliu. Nejunkite indeksiniy pradmeny kartu.
2. EPM pamaisykite 5 sekundes, tada trumpai centrifuguokite.
| kiekvieng méginio Sulinélj jpilkite 20 ul EPM.
Uzklijuokite lipny sandariklj ant LS PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
5. 1 minute purtykite 1200 aps./min. greiciu.
6. Grazinkite preamplifikacijos reagentus j laikymo vieta.

/N DEMESIO!

Norédami iSvengti amplifikacijos preparato pernasos, visus tolesnius veiksmus atlikite
poamplifikacijos srityje.
LS PCR plokstele 1 minute centrifuguokite 280 x g.

8. Biblioteky plokstele padékite ant i§ anksto uzprogramuoto poamplifikacijos termociklerio ir paleiskite I-PCR
programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.
Jeigu tesiate Pirmosios hibridizacijos parengimas psl. 57, laikykités reagenty atSildymo nurodymy, pateikty
protokolo paruoSimo etapuose.

9. Baigus I-PCR programa, 1 minute centrifuguokite LS PCR plokstele 280 x g.
10. 18 naujo pazymeékite plokstele ALS (Amplifikuoti bibliotekos méginiai).

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS
Jeigu sustabdote tyrimg, ALS PCR plokstele laikykite nuo -25 °C iki -15 °C temperaturoje iki 30 dieny.
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Pasiruosimas protokolui

Sis pasiruogimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j hibridizacijg per naktj, atlikti.

1.
2.

ISimkite reagenty mégintuvélius i§ dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.
23 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) dézuté (PN 20031123)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
TCB1 2-8°C Pasildykite iki kambario Pirmosios hibridizacijos
temperatros. parengimas

24 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas) dézute (PN 20031121)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
TCA1 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario Pirmosios hibridizacijos
temperaturoje. parengimas

25 lentelé , TruSight Oncology Comp Content Set” dézuté (PN 20031122)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
OPR1 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario Pirmosios hibridizacijos
(raudonas temperaturoje. parengimas

dangtelis)

OPD2 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario Pirmosios hibridizacijos
(baltas temperaturoje. parengimas

dangtelis)

Pirmosios hibridizacijos parengimas

illumina

Jsitikinkite, kad nustatytos poamplifikacijos termociklerio programos. Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

Sio proceso metu dalis oligy hibridizuojama j cDNR bibliotekas, o dalis oligy hibridizuojama j gDNR bibliotekas,
paruostas per PCR indeksavimas psl. 55. Tiksliniy sri€iy sodrinimui reikia dviejy hibridizacijos etapy. Pirmoje
hibridizacijoje oligonukleotidai per naktj (nuo 8 iki 24 valandy) hibridizuojamij cDNR ir (arba) gDNR bibliotekas.

Paruosimas

1.

Paruoskite toliau nurodytus reagentus.

* TCB1-5 minutes Sildykite mégintuveélj 37 °C temperaturoje. 10 s iSmaisykite stukuriniu maiSytuvu, tada

trumpai centrifuguokite.
* TCA1-iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* OPR1-iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

* OPD2 -iSmaiSykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
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2.

Jeigu ALS PCR plokstelé buvo sandéliuojama, atSildykite iki kambario temperaturos, tada 1 minute
centrifuguokite 280 x g. Pipetuodami sumaisykite.

3. Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele HYB1 (1 hibridizacija).

Procedura

1. Perkelkite po 20 ul kiekvienos cDNR ir (arba) gDNR bibliotekos i$ ALS PCR plokstelés j atitinkamg HYB1 PCR
plokstelés Sulinélj.

2. UZklijuokite lipny sandariklj ant ALS PCR ploksStelés ir padékite j Sal].
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

3. Patikrinkite, ar ant TCB1 néra nuosédy. Jeigu yra, dar kartg pasildykite mégintuvélj ir sukite jj, kol kristalai
istirps.

4. | kiekvieng HYB1 PCR plokstelés bibliotekos Sulinél] jpilkite 15 pl TCB1.

10.
11.
12.

| kiekvieng HYB1 PCR ploks&telés bibliotekos Sulinélj jpilkite 10 pl TCA1.

Pridékite zondy.

Nenaudokite skirtingy tipy zondy kartu. ] Sulinélj dékite tik vieng zondo rinkinj.

* [RNR bibliotekos sulinéliai] — pridékite 5 pl ,,OPR1” (raudonas dangtelis) kiekvienai bibliotekai, gautai i$
RNR.

* [DNR bibliotekos Sulinéliai] - pridékite 5 ul ,,OPD2" (baltas dangtelis) kiekvienai bibliotekai, gautai i$
DNR.

UZklijuokite lipny sandariklj ant HYB1 PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1 200 aps./min. greiciu.

Padékite ant termociklerio ir paleiskite HYB1 programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

Hibridizuokite 57 °C temperatiroje maziausiai 8 valandas (iki 24 valandy).
Hibridizacijos reagentus grazinkite j laikymo vieta.
ALS PCR plokstele laikykite nuo -25 °C iki -15 °C temperaturoje iki 30 dieny.

PasiruoSimas protokolui

Sis pasiruosimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.

2-os dienos pradzioje iSimkite reagento megintuvélius is dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.
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26 lentelé , TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) dezuté (PN 20031123)

Reagentas Laikymas

SMB (tamsiai 2-8°C

mélyna
etiketé)
ET2 2-8°C
HP3 2-8°C
TCB1 2-8°C
RSB 2-8°C

AtSildymo nurodymai

Palikite 30 minuciy, kol
pasieks kambario
temperatira.

Pasildykite iki kambario
temperaturos.

Pasildykite iki kambario
temperaturos.

Pasildykite iki kambario
temperaturos.

Pasildykite iki kambario
temperaturos.

Protokolo veiksmas

Pirmas taikiniy fiksavimas
Antras taikiniy fiksavimas

Pirmas taikiniy fiksavimas
Antras taikiniy fiksavimas

Pirmas taikiniy fiksavimas
Antras taikiniy fiksavimas
Biblioteky normalizavimas

Antrosios hibridizacijos
paruoSimas

Antras taikiniy fiksavimas
Pagerintos prisodrintos
bibliotekos valymas

27 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas) dézuté (PN 20031121)

Reagentas Laikymas

EE2 Nuo -25 iki -15 °C
EEW Nuo -25 iki -15 °C
TCA1 Nuo -25iki -15 °C

AtSildymo nurodymai

AtSildykite kambario
temperaturoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

Protokolo veiksmas

Pirmas taikiniy fiksavimas
Antras taikiniy fiksavimas
Biblioteky normalizavimas

Pirmas taikiniy fiksavimas

Antrosios hibridizacijos
paruosSimas

28 lentelé , TruSight Oncology Comp Content Set“ dézuté (PN 20031122)

Reagentas Laikymas

OPR1 Nuo -25 iki -15 °C
(raudonas

dangtelis)

OPD2 Nuo -25 iki-15°C
(baltas

dangtelis)

AtSildymo nurodymai

AtSildykite kambario
temperaturoje.

AtSildykite kambario
temperaturoje.

Pirmas taikiniy fiksavimas

Protokolo veiksmas

Antrosios hibridizacijos
paruoSimas

Antrosios hibridizacijos
paruoSimas

®

illumina

Siame etape naudojami SMB fiksuoti zondus, hibridizuotus j tikslines dominancias sritis. Granulés plaunamos
tris kartus naudojant EEW. Prisodrintos bibliotekos yra eliuuojamos Svieziu ,EE2 + HP3 Elution Mix" ir

neutralizuojamos naudojant ET2.
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Paruosimas

1. Jkaitinkite mikroméginiy inkubatoriy su MIDI Sildymo bloko jdéklu iki 57 °C.
2. Paruoskite toliau nurodytus reagentus.
* EEW -maisykite 1 minute.
* EE2-iSmaisSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* HP3-iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* SMB - pasirupinkite, kad granulés kambario temperaturoje pabuty 30 minuciy.
Siai proceddrai biitinai naudokite SMB, o ne SPB.
* ET2 - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti proceduros metu.
3. Paruoskite Sviezig ,EE2 + HP3 Elution Mix“ mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.

29 lentelé ,EE2 + HP3 Elution Mix", skirtas pirmam taikiniy fiksavimui*

»Elution Mix"“ - - - - -
4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas
EE2 14 pl 228 yl 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 ul 12 pl 24 ul 36 ul 72 ul

* Sioje lenteléje pateikiamas tdrio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.
4. ,EE2 + HP3 Elution Mix" iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Eliuavimas psl. 61
esanciame zingsnyje.

Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokstele ,CAP1” (1 fiksavimas).
6. Nustatykite magneta.

Procedura

SuriSimas
1. HYB1PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.
2. HYB1PCR plokstele 1 minute centrifuguokite 280 x g.

3. SMB maisykite 1 minute, kad vél suspenduotuméte granules.
Jei yra nuosédy arba granuliy sankaupa, butinai pasiekite kambario temperatiirg, pipete aukstyn ir Zzemyn,
kad granuliy sankaupa buty atlaisvinta, tada slikurine jéga maisykite ir i$ naujo suspenduokite.

4. Nedelsdamij kiekvieng CAP1 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 150 ul SMB.
Jeigu ,SMB" i8pilti naudojate lovelj, skirdami pakankamg medziagos alikvotg méginiui, taikykite 1,15 pervirsio
koeficienta.
| kiekvieng méginio Sulinélj jpylus SMB, visas likusias medzZiagas iSmeskite.

6. Nustatykite pipete ties 50 pl ir visg turj iS kiekvienos bibliotekos HYB1 PCR ploksteléje perpilkite j atitinkama
CAP1 MIDI plok&telés Sulinélj.

7. 18meskite tuscig HYB1 PCR plokstele.
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8. Uzklijuokite lipny sandariklj ant CAP1 MIDI ploksStelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

9. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

10. 25 minutes inkubuokite i$ anksto pasildytame mikroméginiy inkubatoriuje 57 °C temperatroje.

11. Padékite ,CAP1 MIDI” plokStele ant magnetinio stovo 2 minutéms.

12. Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

/N DEMESIO!

Nedelsdami pereikite prie kito veiksmo (Plovimas psl. 61). Neleiskite granuliy sankaupai ilgai likti
be skyscio.

Plovimas

1. Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.

a.
b.

C.

AN )]

> @

ISimkite CAP1 MIDI plokstele i$ magnetinio stovo.

| kiekvieng Sulinélj jpilkite 200 ul EEW.

Nustatykite pipetés turj iki 150 pl ir pipetuokite maziausiai 10 karty, kad susimaisyty. Jsitikinkite, jog visos
granulés yra suspenduotos i$ naujo.

Atsargiai jsiurbdami visg granuliy tirpalg j antgalj jsitikinkite, kad jame néra granuliy sankaupos.
Apziurékite kiekvieno Sulinélio apacia. Jeigu yra granuliy sankaupa, atlikdami plovimo veiksmus
pakreipkite pipetés galiuka link sankaupos, kad ji buty iSstumta. Jsitikinkite, kad visa granuliy sankaupa
yra panardinta tirpale. Tirpalas turéty atrodyti tamsiai rudas ir buti vienalytés konsistencijos.
UZklijuokite lipny sandariklj ant CAP1 MIDI plokstelés.

Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

4 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

5 minutes inkubuokite mikroméginiy inkubatoriuje 57 °C temperaturoje.

Padékite ,CAP1 MIDI” plokStele ant magnetinio stovo 2 minutéms.

Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

2. Antra kartg plaukite granules.

3. I8plaukite granules trecia karta.

4. Pipete su smulkiais antgaliais pasSalinkite likusj EEW i$ kiekvieno Sulinélio.

Eliuavimas
1. 1Simkite CAP1 MIDI plokstele i§ magnetinio stovo.

2. Sviezig ,EE2 + HP3 Elution Mix“ i8maidykite stkuriniu maigytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
3. | kiekvieng CAP1 MIDI plokstelés Sulinélj atsargiai jpilkite 17 pl ,EE2 + HP3 Elution Mix"“.

Dokumentas Nr. 200007789, v08 61i$142

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

12.
13.

14.
15.

ISmeskite likusj ,,EE2 + HP3 Elution Mix".

UZklijuokite lipny sandariklj ant CAP1 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
Padékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.
Pazymekite naujg 96 Sulinéliy PCR plokStele ELU1 (1 eliuavimas).

ISmaisykite ET2 sukuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

. ] kiekvieng atitinkama bibliotekos Sulinélj naujojoje ELU1 PCR ploksteléje jpilkite 5 pl ET2.
. 15 pl elivato is kiekvieno CAP1 MIDI plokStelés bibliotekos Sulinélio atsargiai perpilkite j atitinkamag ELU1 PCR

ploksStelés Sulinélj.
ISmeskite tusCig CAP1 MIDI plokstele.

UZklijuokite lipny sandariklj ant ELU1 PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1 200 aps./min. greiciu.

Grazinkite EEW j laikymo vieta.

Antrosios hibridizacijos paruosimas

Sis Zingsnis antra karta susieja prisodrinty cDNR ir (arba) gDNR biblioteky tikslines sritis su fiksavimo zondais.
Antroji hibridizacija uztikrina didelj uzfiksuoty sri¢iy specifiSkuma. Siekiant uztikrinti optimaly biblioteky
prisodrinima, antrajj hibridizacijos zingsnj atlikite 57 °C temperaturoje maziausiai 1,5 valandos iki ne daugiau
kaip 4 valandy.

Paruosimas

1.

Paruoskite toliau nurodytus reagentus.

* TCB1-5 minutes Sildykite mégintuveélj 37 °C temperaturoje. 10 s iSmaisykite stukuriniu maiSytuvu, tada
trumpai centrifuguokite.

* TCA1-iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* OPR1-iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

* OPD2 -iSmaiSykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Procedura

—_

Patikrinkite, ar ant TCB1 néra nuosédy. Jeigu yra, dar kartg pasildykite ir sukite jj, kol kristalai iStirps.

2. ] kiekvieng ELU1 PCR plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 15 ul TCB1.

3. ] kiekvieng bibliotekos Sulinélj jpilkite 10 pl TCA1.

4. ] kiekvieng Sulinélj jdékite tg patj zondg, kuris buvo naudojamas per pirmaja hibridizacijag. | Sulinélj dékite tik
vieng zondo rinkinj.
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Nenaudokite skirtingy tipy zondy kartu.

* [RNR bibliotekos sulinéliai] — pridékite 5 pl ,,OPR1” (raudonas dangtelis) kiekvienai bibliotekai, gautai i$
RNR.

* [DNR bibliotekos Sulinéliai] — pridékite 5 ul ,,OPD2" (baltas dangtelis) kiekvienai bibliotekai, gautai i$
DNR.

5. Uzklijuokite lipny sandariklj ant ELU1T PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

6. 2 minutes purtykite 1200 aps./min. greiciu.

Padékite ant termociklerio ir paleiskite HYB2 programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

8. Hibridizuokite 57 °C temperaturoje maziausiai 1,5 valandos (iki 4 valandy).

Hibridizacijos reagentus grazinkite j laikymo vieta.

Antras taikiniy fiksavimas

Siame etape naudojami SMB fiksuoti zondus, hibridizuotus j tikslines dominanéias sritis. Granulés vieng karta
plaunamos su RSB. Prisodrintos bibliotekos yra eliuuojamos Svieziu ,,EE2 + HP3 Elution Mix" ir neutralizuojamos
naudojant ET2.

Paruosimas

1. Jkaitinkite mikroméginiy inkubatoriy su MIDI Sildymo bloko jdéklu iki 57 °C.
2. Paruoskite toliau nurodytus reagentus.
* EE2-i8maisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* HP3-iSmaisykite stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
* SMB - pasirupinkite, kad granulés kambario temperaturoje pabuty 30 minuciy.
Siai procedirai bitinai naudokite SMB, o ne SPB.
* RSB - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti proceduros metu.
* ET2 - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti proceduros metu.
3. Paruoskite Sviezig ,EE2 + HP3 Elution Mix“ mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.

30 lentelé ,EE2 + HP3 Elution Mix", skirtas antram taikiniy fiksavimui*

»Elution Mix"“ - - - - -
4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas
EE2 14 pl 228 yl 456 pl 684 pl 1368 ul
HP3 6 ul 12 pl 24 ul 36 ul 72 ul

* Sioje lenteléje pateikiamas tdrio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.

4. 1SmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Atidékite Eliuavimas psl. 65.
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5. Pazymékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokStelés CAP2 (2 fiksavimas).
6. Nustatykite magneta.

Procedura

SuriSimas

1. ELU1PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.

2. ELU1PCR plokstele 1 minute centrifuguokite 280 x g.

3. SMB maisykite 1 minute, kad vél suspenduotuméte granules.

10.

11.
12.

Jei yra nuosédy arba granuliy sankaupa, butinai pasiekite kambario temperatdrg, pipete aukstyn ir Zemyn,
kad granuliy sankaupa buty atlaisvinta, tada stkurine jéga maisykite ir i$ naujo suspenduokite.

Nedelsdami j kiekvieng CAP2 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinél;j jpilkite 150 ul SMB.
Jeigu ,,SMB" iSpilti naudojate lovelj, skirdami pakankamg medziagos alikvotg méginiui, taikykite 1,15 pervirsio
koeficienta.

| kiekvieng méginio Sulinélj jpylus SMB, visas likusias medziagas iSmeskite.

Nustatykite pipete ties 50 ul ir visg turj i$ kiekvienos bibliotekos ELU1 PCR ploksteléje perpilkite j atitinkama
CAP2 MIDI plokstelés Sulinélj.

ISmeskite tusCig ELU1 PCR plokstele.

UZklijuokite lipny sandariklj ant CAP2 MIDI plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

25 minutes inkubuokite mikroméginiy inkubatoriuje 57 °C temperaturoje.
Jeigu tesiate Sustiprinti prisodrintg biliotekg psl. 67, vadovaukités nurodymais dél reagenty, pateiktais
skyriuje PasiruoSimas protokolui.

Padékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.

.CAP2 MIDI" plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 i, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

/N DEMESIO!

Nedelsdami pereikite prie kito veiksmo (Plovimas psl. 64). Neleiskite granuliy sankaupai ilgai likti
be skyscio.

Plovimas

1. 18imkite CAP2 MIDI plokstele i magnetinio stovo.

2. Apverskite arba iSmaiSykite RSB sukuriniu maiSytuvu.
3. ] kiekvieng Sulinélj jpilkite 200 ul RSB.

4. UzZklijuokite lipny sandariklj ant CAP2 MIDI plokstelés.

Visiskai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
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5. 4 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
6. Plokstele palikite ant magnetinio stovo 2 minutéms.

7. Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

8. Pipete su smulkiais antgaliais pasalinkite likusj EEW i$ kiekvieno Sulinélio.

Eliuavimas

1. I1Simkite CAP2 MIDI plokstele i§ magnetinio stovo.

2. Sviezig ,EE2 + HP3 Elution Mix“ imaidykite stkuriniu maidytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
3. | kiekvieng CAP2 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 22 ul ,,EE2 + HP3 Elution Mix".

4. |Smeskite likusj ,EE2 + HP3 Elution Mix".

5

UZklijuokite lipny sandariklj ant CAP2 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
Padékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.

Pazymekite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele ELU2 (2 eliuavimas).

© ©® N o

ISmaisykite ET2 sUkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

10. ] kiekvieng atitinkama bibliotekos Sulinélj naujojoje ELU2 PCR plokSteléje jpilkite 5 pl ET2.

11. 20 pl eliuato iS kiekvieno CAP2 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélio atsargiai perpilkite j atitinkamg ELU2
PCR plokstelés Sulinél;.

12. ISmeskite tusCig CAP2 MIDI plokstele.

13. Uzklijuokite lipny sandariklj ant ELU2 PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

14. 2 minutes purtykite 1 200 aps./min. greiciu.
15. Grazinkite SMB, EE2, HP3, RSB ir ET2 j laikymo vieta.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jeigu sustabdote tyrimg, 1 minute centrifuguokite ELU2 PCR ploksStele 280 x g ir laikykite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje iki 7 dieny.

PasiruoSimas protokolui

Sis pasiruosimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.
1. ParuoS$kite ledo kibirg arba atitinkama priemone.

2. |18imkite reagenty meégintuveélius is§ dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.
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31lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas) dézuté (PN 20031121)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

PPC3 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario Sustiprinti prisodrintg bilioteka
temperaturoje.

EPM Nuo -25iki-15°C  Laikykite Saltoje vietoje. Sustiprinti prisodrintg biblioteka

32 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) dézuté (PN 20031123)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

SPB (Sviesiai 2-8°C Palikite 30 minuciy, kol Pagerintos prisodrintos

zalia etiketé) pasieks kambario bibliotekos valymas
temperatra.

RSB 2-8°C Pasildykite iki kambario Pagerintos prisodrintos
temperaturos. bibliotekos valymas

Paruosimas sekvenavimui
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Sustiprinti prisodrintg bilioteka
Siame etape pradmenys naudojami prisodrintoms bibliotekoms amplifikuoti.

Paruosimas

1. Jeigu ELUZ2 plokstelé buvo sandéliuojama, atSildykite iki kambario temperaturos, tada 1 minute
centrifuguokite 280 x g.

Procedura
PPC3 iSmaisykite stikuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

J kiekvieng ELU2 PCR plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 5 pul PPC3.

1
2
3. EPM pamaisykite 5 sekundes, tada trumpai centrifuguokite.
4. | kiekvieng bibliotekos Sulinélj jpilkite 20 pl EPM.

5

Uzklijuokite lipny sandariklj ant ELU2 PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

o

2 minutes purtykite 1 200 aps./min. greiciu.

Padékite ant termociklerio ir paleiskite EL-PCR programa.
Zr. Programy termocikleriai psl. 41.

Jeigu tesiate Biblioteky normalizavimas psl. 70, vadovaukités atSildymo nurodymais, pateiktais skyriuje
PasiruoSimas protokolui.

8. PPC3ir EPM grazinkite j laikymo vieta.

Pagerintos prisodrintos bibliotekos valymas

Siame etape SPB naudojamas nepageidaujamy reakcijy komponentams iSvalyti i$ prisodrinty biblioteky.
Granulés du kartus plaunamos Svieziu 80 % etanoliu. Bibliotekos yra eliuuojamos naudojant RSB.

Paruosimas

1. Paruoskite toliau nurodytus reagentus.

* SPB-jsitikinkite, kad granulés kambario temperatiroje pabus 30 minugiy. Siai procedirai batinai
naudokite SPB, o ne SMB.

* RSB - atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti procediros metu.

2. Paruoskite Sviezio 80 % etanolio 15 ml arba 50 ml kliginiame mégintuvélyje.
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33 lentelé Paruoskite Sviezio 80 % etanolio

Reagentas 4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
100 % etanalis, 2ml 4 ml 8 ml 12 ml 24 ml

grynas

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

free water”

Sviezig 80 % etanolj sumaidykite centrifuguodami.

4. Pazymékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokstele BIND2 (suriS§imo iSvalymas).
Nustatykite magneta.
Procedura
SuriSimas
1. ELU2 PCR plokstele iSimkite i$ termociklerio.
2. ELU2 PCR plokstele 1 minute centrifuguokite 280 x g.
3. SPB maisykite 1 minute, kad vél suspenduotuméte granules.
4. Nedelsdamij kiekvieng BIND2 MIDI plokstelés bibliotekos Sulinél;j jpilkite 110 pl SPB.
5. 50 ulis kiekvieno ELU2 PCR plokstelés Sulinélio perpilkite j atitinkamag BIND2 MIDI plokStelés Sulinélj.
6. ISmeskite tusCig ELU2 PCR plokstele.
7. UZzklijuokite lipny sandariklj ant BIND2 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
8. 2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
Inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.
10. Padékite BIND2 MIDI plokstele ant magnetinio stovo 5 minutéms.
11. Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.
Plovimas

1.

Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.

a. Palaikykite BIND2 MIDI plokstele ant magnetinio stovo ir j kiekvieng Sulinél;j jpilkite po 200 pl Sviezio 80 %
etanolio.

b. 30 sekundziy.

c. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.
Antra kartg plaukite granules.

Pipete su smulkiais antgaliais paSalinkite likusj EtOH i$ kiekvieno Sulinélio.

ISpilkite nepanaudotg 80 % etanol].
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Eliutas

1
2
3.
4

© © N o o

10.
1.
12.

ISimkite BIND2 MIDI plokstele iS magnetinio stovo.
Apverskite arba sukite, kad sumaiSytuméte RSB.

| kiekvieng bibliotekos Sulinélj jpilkite 32 ul RSB.
Uzklijuokite lipny sandariklj ant BIND2 MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
Inkubuokite 2 min. kambario temperaturoje.

Padékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.

illumina

Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele PL (ISgrynintos bibliotekos).

30 ul kiekvieno eliuato is BIND2 MIDI plokstelés perpilkite j atitinkamg PL PCR plokstelés sulinél].

ISmeskite tusCig BIND2 MIDI plokstele.
Uzklijuokite lipny sandariklj ant PL PCR plokstelés.
SPB ir RSB padékite atgal j laikymo vieta.

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS

Jeigu sustabdote tyrimg, 1 minute centrifuguokite PL PCR plokstele 280 x g ir laikykite nuo -25 °C iki -15 °C
temperaturoje iki 30 dieny.

PasiruoSimas protokolui

Sis pasiruogimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j kitg saugaus sustojimo taska, atlikti.

1.

ISimkite reagenty mégintuvélius i$ dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.

34 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas) dézuté (PN 20031121)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai

LNA1 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario
temperaturoje.

EE2 Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario

temperaturoje.

Protokolo veiksmas

Biblioteky normalizavimas

Biblioteky normalizavimas

35 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) dézuté (PN 20031123)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai

LNB1 2-8°C Palikite 30 minuciy, kol
pasieks kambario
temperatlra.

HP3 2-8°C Pasildykite iki kambario
temperaturos.
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Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

LNW1 2-8°C Pasildykite iki kambario Biblioteky normalizavimas
temperaturos.

LNS1 2-8°C Pasildykite iki kambario Biblioteky normalizavimas
temperaturos.

2. Jeigu tg pacig dieng tesiate Paruosimas sekvenavimuipsl. 74, vadovaukités atSildymo nurodymais,
pateiktais skyriuje PasiruoSimas protokolui.

Biblioteky normalizavimas

Sio proceso metu naudojamas LNB1 ir priedai (LNA1), kad biity normalizuotas kiekvienos bibliotekos kiekis ir
uztikrintas vienodas bibliotekos atvaizdavimas jungtinése bibliotekose. Granulés du kartus plaunamos
naudojant LNW1. Bibliotekos yra eliuuojamos Svieziu ,,EE2 + HP3 Elution Mix" ir neutralizuojamos naudojant
LNS1.

Paruosimas

1. ParuoS$kite toliau nurodytus reagentus.

LNB1 - pasirtpinkite, kad granulés kambario temperaturoje pabuty 30 minuciy.

LNA1 - iSmaiSykite sukuriniu maisytuvu.

EE2 —iSmaisykite sukuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

HP3 - iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

LNW?1 —i8maisykite stkuriniu maisytuvu. Atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti procediros metu.

LNS1 - iSmaiSykite stukuriniu maiSytuvu. Atidékite j Salj, kad galétuméte naudoti procediros metu.

2. LNB1 maisykite 1 minute, kad vél suspenduotuméte granules.
Apverskite LNB1 mégintuvélj, kad jsitikintuméte, jog visos granulés yra suspenduotos i$ naujo.

3. Nustatykite pipetés turj iki 800 pl ir pipetuokite LNB1 10 karty aukstyn ir zemyn, kad uztikrintuméte
suspendavima i$ naujo.

4. Nedelsdami paruo$kite Sviezig ,LNA1T+LNB1 Master Mix" kliginiame mégintuvélyje.

/N DEMESIO!

VisiSkai i$ naujo suspenduokite LNB1 granuliy sankaupg mégintuvélio apacioje, kad iSvengtuméte
nenuoseklaus klasterio tankio.

36 lentelé ,LNA1T + LNB1 Master Mix“*

,Master Mix" - - - - _—
4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas
LNA1 305 pl 610 pl 1219 yl 1829 ul 3658l
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9.

Master Mix“
N X 4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas

LNB1 55 i 110 ul 221l 3314l 662 pl

* Sioje lenteléje pateikiamas tirio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.
Trumpai pamaisykite ,LNAT+LNB1 Master Mix". Atidékite Surisimas psl. 71.
Paruoskite Sviezig ,,EE2+HP3 Elution Mix“ mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.

37 lentelé ,EE2+HP3 Elution Mix“ bibliotekoms normalizuoti*

»Elution Mix"“ - - - - -
4 bibliotekos 8 bibliotekos 16 biblioteky 24 bibliotekos 48 bibliotekos
komponentas
EE2 152 pl 304 pl 608 pl 912 i 1824 pl
HP3 8 ul 16 ul 32 ul 48 ul 96 ul

* Sioje lenteléje pateikiamas tdrio pervirsis. Skaigiavimai pateikti skyriuje Reagenty naudojimas psl. 33.

Sviezig eliuavimo misinj iSmaidykite siikuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite. Atidékite ,E/ute”
psl. 72.

Jeigu ALS PCR plokstelé buvo sandéliuojama, atSildykite iki kambario temperatiros, tada 1 minute
centrifuguokite 280 x g. Pipetuodami sumaisykite.

Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy MIDI plokStele BBN (Normalizavimas granulémis).

10. Nustatykite magneta.

Procedura

SuriSimas

1. Trumpai pamaisykite ,LNA1+LNB1 Master Mix".

2. Nedelsdami jpilkite 45 ul ,,LNA1T+LNB1 Master Mix“ j kiekvieng BBN MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélj.
3. I8meskite likusj ,LNAT+LNB1 Master Mix".

4. 20 plis kiekvienos PL PCR plokstelés bibliotekos perpilkite j atitinkamag BBN MIDI plokStelés Sulinélj.

5. Uzklijuokite lipny sandariklj ant BBN MIDI plokstelés.

Visiskai uzsandarinkite krastus ir sSulinélius.

6. 30 minuciy purtykite 1 800 aps./min. greiciu.

7. Uzdékite lipny sandariklj ant PL PCR plokstelés ir grazinkite j laikymo vieta.

8. Padékite ,BBN MIDI” plokstele ant magnetinio stovo 2 minutéms.

9. Plokstele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

Plovimas

1. Nuplaukite granules taip, kaip nurodyta toliau.
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a. ISimkite BBN MIDI plokStele i§ magnetinio stovo.
b. | kiekvieng bibliotekos Sulinélj jpilkite 45 pl LNW1.
c. Uzklijuokite lipny sandariklj ant BBN MIDI plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.
d. 5 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.
e. Padekite ,BBN MIDI” plokStele ant magnetinio stovo 2 minutéms.

f. PloksStele laikykite ant magnetinio stovo. Pipete, nustatyta ties 200 pl, iSimkite ir iSmeskite visus
supernatantus i$ kiekvieno Sulinélio.

2. Antrg karta plaukite granules.

3. Pipete su smulkiais antgaliais paSalinkite likusj supernatantg i$ kiekvieno Sulinélio.

,Elute”

1. 18imkite BBN MIDI plokstele iS magnetinio stovo.

2. SvieZig ,EE2 + HP3 Elution Mix“ i$mai$ykite siikuriniu maidytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
3. ] kiekvieng BBN MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 32 ul EE2 + HP3 tirpalo.

4. 18meskite likusj eliuavimo misin;.

5. Uzklijuokite lipny sandariklj ant BBN MIDI plokstelés.

© ® N o

10.
11.
12.
13.
14.

15.

VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

2 minutes purtykite 1800 aps./min. greiciu.

Padékite ant magnetinio stovo 2 minutéms.

Pazymeékite naujg 96 Sulinéliy PCR plokstele kaip NL (Normalizuotos bibliotekos).

30 pl elivuato i$ kiekvieno BBN MIDI plokstelés bibliotekos Sulinélio atsargiai perpilkite j atitinkamg NL PCR
plokstelés Sulinélj.

/N DEMESIO!

Jeigu granulés jsiurbiamos j pipetés antgalius, granules vél paskleiskite ant plokstelés
magnetiniame stove ir prie$ pereidami prie kito proceduros veiksmo palaukite, kol skystis taps
skaidrus (~2 minutes).

ISmeskite tusCig BBN MIDI plokstele.

Stkuriniu maiSytuvu sumaisykite LNS1.

| kiekvieng naujos NL PCR plokstelés bibliotekos Sulinélj jpilkite 30 pl NLS1.
Pipetuokite 5 kartus, kad sumaiSytuméte.

Uzklijuokite lipny sandariklj ant NL PCR plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

Grazinkite LNB1, LNA1, EE2, LNW1ir LNS1j laikymo vieta.

Dokumentas Nr. 200007789, v08 72i5142

NAUDOTIIN VITRO DIAGNOSTIKAI TIK EKSPORTUI.



,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

SAUGAUS SUSTOJIMO TASKAS
Jeigu sustabdote tyrimg, 1 minute centrifuguokite NL PCR ploksStele 280 x g ir laikykite nuo -25 °C iki -15 °C

temperaturoje iki 32 dieny.
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Pasiruosimas protokolui

Sis pasiruogimas reikalingas protokolo veiksmams, vedantiems j sekvenavima, atlikti.

®

illumina

Ne maziau kaip valandg prie$ naudodami, pradékite ruosti ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Kit v2.5"

(300 cikly) (PN 20028871) sekvenavimo vartojimo reikmenis.

1. 18imkite bibliotekos skiedimo buferj (HT1) i$ nuo -25 °C iki -15 °C saugyklos. AtSildykite kambario

temperatiroje. AtSildZius, laikykite Saltoje vietoje.

2. Laikykités ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr. 1000000009513) kity rinkinio

eksploataciniy medziagy paruosimo instrukcijy.
* ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Cartridge” v2 (300 cikly)
* ,NextSeq 550Dx",Buffer Cartridge” v2 (300 cikly)
* NextSeq 550Dx" ,High Output Flow Cell Cartridge” v2.5 (300 cikly)
3. ISimkite reagenty mégintuvélius is dézutés ir vykdykite atSildymo nurodymus.

38 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (uzSaldytas) dezuté (PN 20031121)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas
,PhiX Nuo -25iki-15°C  AtSildykite kambario ParuoSimas sekvenavimui
Internal temperatiroje. AtSildZius,

Control” laikykite Saltoje vietoje.

(,PX3" arba

,PhiX")

39 lentelé ,TruSight Oncology Comp Enrichment” (laikyti Saldytuve) dézuté (PN 20031123)

Reagentas Laikymas AtSildymo nurodymai Protokolo veiksmas

HP3 2-8°C Pasildykite iki kambario ParuoSimas sekvenavimui
temperaturos.

RSB (roziné 2-8°C Pasildykite iki kambario ParuoSimas sekvenavimui

etiketé) temperaturos.

Paruosimas sekvenavimui

Kiekviename DNR ir RNR sekvenavimo tyrime turi buti teigiama kontrolé ir NTC. DNR ir RNR skirtas NTC
sekvenavimas kartojamas pagal poreikj, kad kiekvienoje serijoje buty NTC. Kiekviena DNR ir RNR serija turi

atskirg teigiama kontrole.

Paruosimas

1. Perzilirékite Biblioteky skaicius ir indeksy pasirinkimas psl. 35.
2. Pazymékite mikrocentrifugavimo mégintuvélj dHP3 (atskiestas HP3).

3. Pazymeékite mikrocentrifugavimo mégintuvélj dPhiX (atskiestas PhiX).
Dokumentas Nr. 200007789, v08
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4. |kaitinkite Sildymo bloka iki 96 °C mikrocentrifugavimo mégintuvéliams.

5. Paruoskite ledo kibirg arba atitinkama priemone.

Praskieskite ir denaturuokite PhiX kontrole

1. HP3iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

2. Sumaisykite Siuos toliau nurodytus kiekius dHP3 mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.
* 10uIHP3

* 190 pl,RNase/DNase-free water”

dHP3 iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Apverskite arba iSmaiSykite RSB sukuriniu maisytuvu.

PhiX kontrole iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

o g~ w

Sumaisykite toliau nurodytus kiekius dPhiX mikrocentrifugavimo mégintuvélyje.
* 8pulRSB

* 2 JIPhiXkontrolé

J dPhiX mégintuvélj jpilkite 10 ul dHP3.

ISmeskite dHP3 meégintuvél;.

9. dPhiX mégintuvélj iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
10. Norédami denaturuoti dPhiX inkubuokite 5 min. kambario temperaturoje.

11. HT1 sumaiSykite stkuriniu maiSytuvu.

12. Nedelsdami jpilkite 980 pl i anksto paruosto HT1j dPhiX.

13. 18Smaisykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

14. ,PhiX" laikykite Saltg, kol jis bus naudojamas ruosiant antrajj skiedin].
Galutiné koncentracija yra 20 pM dPhiX.

15. Grazinkite PhiX, HP3 ir RSB j laikymo vieta.

»,1S0O Comprehensive (EU)" skirtas biblioteky junginys ir denattravimas

1. Jeigu NL PCR plokstelé buvo sandéliuojama, atSildykite iki kambario temperatiiros, tada 1 minute
centrifuguokite plokstele 280 x g.

2. Naudodami 30 ul daugiakanale pipete, atsargiai sumaiSykite pipetuodami NL PCR plokstelés bibliotekas
penkis kartus.
Naudokite naujus antgalius kiekvienai bibliotekai.

/N DEMESIO!
Pasirtpinkite gerai sumaisyti bibliotekas, kad jos veikty optimaliai.

3. Pasirinkite vieng i$ Siy varianty bibliotekoms sujungti, denatiruoti ir atskiesti.
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* [1 parinktis] i§ RNR méginiy ir DNR méginiy gautas bibliotekas sekvenuokite vienu metu. Zr. 7 variantas:
DNR ir RNR bibliotekos kartu psl. 76.

* [2 parinktis] Sekvenuokite tik i DNR méginiy gautas bibliotekas. Zr. 2 variantas: tik DNR bibliotekos
psl. 77.

* [3 parinktis] Sekvenuokite tik i8 RNR méginiy gautas bibliotekas. Zr. 3 variantas: tik RNR bibliotekos
psl. 78.

1 variantas: DNR ir RNR bibliotekos kartu

1.

Pazymeékite mikrocentrifugavimo mégintuvélj PRL (Jungtinés RNR bibliotekos).
Pazymeékite mikrocentrifugavimo mégintuvélj PDL (Jungtinés DNR bibliotekos).

Perkelkite po 10 ul kiekvienos normalizuotos RNR (cDNR) bibliotekos i§ NL plokStelés j PRL mégintuvél;.
Negalima sujungti dviejy biblioteky su tuo paciu indekso pradmeniu.

Perkelkite po 10 ul kiekvieno normalizuotos DNR bibliotekos i§ NL plokstelés j PDL mégintuvél;.
Negalima sujungti dviejy biblioteky su tuo paciu indekso pradmeniu.

Uzklijuokite lipny sandariklj ant NL PCR plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

PRL ir PDL mégintuvélius iSmaisykite stkuriniu maisytuvu.
Trumpai centrifuguokite PRL ir PDL mégintuvélius.
2 minutes inkubuokite PRL ir PDL mégintuvélius 96 °C temperaturos Sildymo bloke.

PRL ir PDL mégintuvélius laikykite Saltus 5 minutes.

. PRL ir PDL mégintuvélius iSmaisykite sukuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

. PRL ir PDL mégintuvélius laikykite Saltoje vietoje.

Paruoskite pirmajj skiedima

1.
2.
3.
4.
5.

Pazymekite mikrocentrifugavimo megintuvelj DIL1 (1 tirpalas).
Perpilkite 20 pl PDL j tuscig DILT mégintuvél;.

] DILT mégintuveélj jpilkite 5 pl PRL.

ISmeskite PDL ir PRL mégintuvélius.

| DILT mégintuvelj jpilkite 475 ul i$ anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:20).

DIL1 mégintuvélj iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
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Paruoskite antrajj skiedimag

Pazymekite 2,0 ml mikrocentrifugavimo mégintuvélj DIL2 (2 tirpalas).

Perpilkite 40 ul DIL1j tusSCig DIL2 mégintuvél].

ISmeskite DILT mégintuvelj.

} DIL2 mégintuvél;j jpilkite 1 660 pl iS anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:850).

Paruostag 20 pM dPhiX mégintuvélj iSmaisykite sukuriniu maisSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
} DIL2 mégintuvél;j jpilkite 2,5 ul paruosto 20 pM dPhiX.

ISmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Jdékite 1 300 ul DIL2 j atSildytg ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Cartridge v2“ (300 cikly).
Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
1000000009513).

9. ISmeskite DIL2 mégintuvél;.

® N O s NS

10. Centrifuguokite NL PCR plokstele 280 x g 1 minute ir laikykite nuo -25 °C iki -15 °C temperatiroje iki
32 dieny.

11. Pereikite prie sekvenavimo.
Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
7000000009513).

2 variantas: tik DNR bibliotekos

1. Pazymékite mikrocentrifugavimo mégintuvélj PDL (Jungtinés DNR bibliotekos).

2. Perkelkite po 10 pl kiekvieno normalizuotos DNR bibliotekos i§ NL plokstelés j PDL mégintuvél;.
Negalima sujungti dviejy biblioteky su tuo paciu indekso pradmeniu.

3. UzZklijuokite lipny sandariklj ant NL PCR plokstelés.
VisiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

4. PDL megintuveélj iSmaisykite stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

5. 2 minutes inkubuokite PDL mégintuveélj 96 °C temperaturos Sildymo bloke.

6. PDL megintuveélj laikykite Saltg 5 minutes.

7. PDL mégintuvélj iSmaisykite stkuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

8. PDL megintuvelj laikykite Saltoje vietoje.
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Paruoskite pirmajj skiedima

1
2
3.
4
5

Pazymekite mikrocentrifugavimo megintuvelj DIL1 (1 tirpalas).
Perpilkite 10 pl PDL j tuscCig DIL1 mégintuvél.

ISmeskite PDL mégintuvelj.

J DILT mégintuvelj jpilkite 190 ul i$ anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:20).

DIL1 iSmaiSykite sukuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Paruos$kite antrajj skiedimag

® N O o p w NS

10.

11.

Pazymeékite 2,0 ml mikrocentrifugavimo mégintuvélj DIL2 (2 tirpalas).

Perpilkite 40 ul DIL1 j tus€ig DIL2 mégintuvélj.

ISmeskite DILT mégintuvél].

} DIL2 mégintuveélj jpilkite 1 660 pul is anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:850).

Paruostg 20 pM dPhiX mégintuvélj iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
} DIL2 mégintuveélj jpilkite 2,5 ul paruosto 20 pM dPhiX.

ISmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Jdékite 1 300 ul DIL2 j atSildytg ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Cartridge v2“ (300 cikly).
Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
7000000009513).

ISmeskite DIL2 megintuveélj.

Centrifuguokite NL PCR plokstele 280 x g 1 minute ir laikykite Nuo -25 °C iki -15 °C temperaturoje iki
32 dieny.

Pereikite prie sekvenavimo.

Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
71000000009513).

3 variantas: tik RNR bibliotekos

N o g bk

Pazymeékite mikrocentrifugavimo megintuvelj PRL (Jungtinés RNR bibliotekos).

Perkelkite po 10 ul kiekvienos normalizuotos RNR (cDNR) bibliotekos i NL plokstelés j PRL mégintuvélj.
Negalima sujungti dviejy biblioteky su tuo paciu indekso pradmeniu.

UZklijuokite lipny sandariklj ant NL PCR plokstelés.
Kad neiSgaruoty, visiSkai uzsandarinkite krastus ir Sulinélius.

PRL mégintuvélj iSmaisykite sukuriniu maiSytuvu.
Trumpai centrifuguokite PRL mégintuvélj.
2 minutes inkubuokite PRL mégintuvélj 96 °C temperaturos Sildymo bloke.

PRL mégintuvélj laikykite Saltg 5 minutes.
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8.
9.

PRL mégintuvélj iSmaiSykite sukuriniu maisSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

PRL mégintuveélj laikykite Saltoje vietoje.

Paruoskite pirmajj skiedima

1
2
3.
4
5

Pazymeékite mikrocentrifugavimo megintuvelj DIL1 (1 tirpalas).
Perpilkite 10 pl PRL j tuscCig DIL1T mégintuvél;.

ISmeskite PRL megintuvél;.

] DILT mégintuvelj jpilkite 190 pl i$ anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:20).

DIL1 iSmaisykite sukuriniu maisytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Paruoskite antrajj skiedimag

® N> s NS

10.

1.

Pazymeékite 2,0 ml mikrocentrifugavimo mégintuvélj DIL2 (2 tirpalas).

Perpilkite 40 pl DIL1 j tus€ig DIL2 mégintuvélj.

ISmeskite DILT mégintuvélj.

| DIL2 mégintuvélj jpilkite 1 646 ul i$ anksto paruosto HT1 (atskiesta 1:843).

Paruosta 20 pM dPhiX mégintuvélj iSmaisykite stkuriniu maiSytuvu, tada trumpai centrifuguokite.
| DIL2 mégintuvélj jpilkite 16,7 pl paruosto 20 pM dPhiX.

ISmaisykite sukuriniu maidytuvu, tada trumpai centrifuguokite.

Jdékite 1 300 ul DIL2 j atSildytg ,NextSeq 550Dx" ,High Output Reagent Cartridge v2“ (300 cikly).
Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
71000000009513).

ISmeskite DIL2 mégintuvél].

Centrifuguokite NL PCR plokstele 280 x g 1 minute ir laikykite Nuo -25 °C iki -15 °C temperatiroje iki
32 dieny.

Pereikite prie sekvenavimo.

Daugiau informacijos zr. ,NextSeq 550Dx instrument” informacinis vadovas (dokumento Nr.
7000000009513).
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Rezultaty interpretavimas

.1S0 Comprehensive (EU)" analizés sekvenavimo rezultatai pateikiami kiekvienam méginiui atskirai,
PDF ataskaitoje ir JSON ataskaitoje. MaZo gylio ataskaita (LowDepthReport. tsv) taip pat generuojama
méginio lygiu.

Serijos lygiu generuojami Sie iSvesties failai:

® ControlOutput.tsv

® MetricsOutput.tsv

PDF ir JSON ataskaitose rodomi tik tie variantai, kurie pereina kokybés kontrole.

ISsamig analizés informacija 2r. ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module”
darbo eigos Zinynng (dokumento Nr. 200008661).

Gretutinés diagnostikos rezultatai

Kiekvieno gretutinés diagnostikos (CDx) naudojimo atveju galimi trys rezultatai:
* Teigiamas — Aptiktas variantas arba biologinis Zzymuo, priskiriamas 1 lygiui (CDx).
* Neaptikta — Méginyje neaptikta jokiy varianty arba biologiniy Zymeny, susijusiy su CDx numatytaja
paskirtimi. Méginiui pasirinktas naviko tipas tinka CDx.
* Nérarezultato — varianto busenos nustatyti nejmanoma dél vienos arba keliy i$ Siy priezasCiy:
— CDx paskirtis néra taikoma tiriamajam méginiui, nes méginiui pasirinktas naviko tipas netinka CDx
naviko tipui.
— Sekvenavimas neatitiko kokybés kontrolés specifikacijy.
— Biblioteka neatitiko kokybés kontrolés specifikacijy.
— Serijai naudota netinkama nukleorugstis.
Visi CDx numatytosios paskirties rezultatai pateikiami JSON ataskaitos skyriuje ,Gretutinés diagnostikos

rezultatai”. PDF ataskaitos skyriuje ,Gretutinés diagnostikos rezultatai” yra iSvardyti tik numatytosios paskirties
budai su teigiamu rezultatu.

Naviko profiliavimo variantai

.TSO Comprehensive (EU)" yra skirtas pranesti apie somatinius variantus, kai pateikiami variantai, turintys
klinikinés reikSmés pozymiy, arba variantai, galintys turéti klinikine reikSme. ,TSO Comprehensive (EU)" analizés
programiné jranga naudoja KB, kuri nustato, ar kiekvienas aptiktas ir tinkamas variantas (2 lentele) yra kliniskai
reikSmingas arba galimai kliniSkai reikSmingas, remiantis terapiniy, diagnostiniy arba prognostiniy asociacijy
jrodymais. KB taip pat atsizvelgia j tai, ar iStirto naviko tipo asociacijos yra nustatytos, ar ne. Jautrumo arba
vézio rizikos asociacijos nejtrauktos j KB. Dazni polimorfizmai pasalinami.
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illumina

Naviko profiliavimo variantuose teigiami rezultatai skirstomij ,Genominius rezultatus su klinikinés reikS§més
jrodymais (2 lygis)” arba ,Genominius rezultatus, turinCius galima klinikine reikSme (3 lygis)”“ pagal jdiegtg KB ir

nustatytg naviko tipa.

Dél kokybés kontrolés trikéiy negalima gauti rezultaty, susijusiy su negauta kokybés kontrolés metrika. Daugiau
informacijos zr. 40 lentelé ir 41 lentelé. Naviko profiliavimo padétys, kuriy gylis nepakankamas, iSvardytos Mazo
gylio ataskaitoje, o ne , TSO Comprehensive (EU)" ataskaitoje.

Kokybes kontrole

* Informacijos apie nukleorlgsties kiekybinj nustatyma ir minimalaus jdedamo medziagos kiekio reikalavimus

zr. Nukleordgsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir sandéliavimas psl. 27.

* Sekvenavimo serija ir méginio galiojimas nustatomas automatiskai ir apie jj prane8a , TSO Comprehensive
(EU)” analizés modulis. ISsamig analizés informacijg zr. ,Local Run Manager TruSight Oncology
Comprehensive (EU) Analysis Module” darbo eigos Zinynna (dokumento Nr. 200008661).

* ,TSO Comprehensive (EU)" ataskaitoje, kuri pateikiama PDF ir JSON formatais, apibendrinami kokybés
kontrolés rezultatai. Ataskaitos failai yra analizés aplanke. Analizés aplanko (su PDF ir JSON ataskaitomis) ir
serijy aplanko vieta nurodyta ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module”

darbo eigos Zinynng (dokumento Nr. 200008661).

40 lentelé , TSO Comprehensive (EU)" ataskaitos rezultaty KK metrika

Rezultato .
. Metrika
tipas
Sekvenavimo PCT_PF_READS
serija (%)

PCT_Q30_R1 (%)
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Aprasymas

Pro filtrg peréjusiy
nuskaitymy procentiné dalis
(PF).

1 nuskaitymo baziy
identifikavimy, kurio
kokybés jvertis yra Q30
arba didesnis, vidutiné
procentiné dalis.

Specifikacijos
trikties poveikis*

Sekvenavimo
serija panaikinta.
Apie jokius
méginiy
rezultatus tyrimo
serijoje
nepranesta.
Sekvenavimo
serija panaikinta.
Apie jokius
méginiy
rezultatus tyrimo
serijoje
nepranesta.
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R-ezultato Metrika Specifikacija  Aprasymas S|?e<-:|f|kacuo.s'
tipas trikties poveikis*
PCT_Q30_R2 (%) =80,0 2 nuskaitymo baziy
identifikavimy, kuriy
kokybés jvertis yra Q30
arba didesnis, vidutiné
procentiné dalis.

DNR CONTAMINATION_ =3106 ARBA Metrika, jvertinant tarSos DNR rezultaty
bibliotekos SCORE >3106irP_ tikimybe naudojant bendry neprane$ama.
VALUE = varianty VAF. TarSos jvertis
0,049 yra pagrjstas SNP VAF

paskirstymu.

TerSalo P verté naudojama
labai pertvarkytiems
genomams jvertinti. Jis
taikomas tik tada, kai
uzterStumo balas virSija
virsutine specifikacijos riba.

MEDIAN_INSERT_ =70 Fragmento ilgio méginyje Apie TMB arba
SIZE (bp) mediana. mazy DNR
MEDIAN_EXON_ 2150 Vidutiné egzony fragmenty ~ varanty
COVERAGE apréptis visose egzony rezultatuvs
(skaiius) bazése. nepranesama.
PCT_EXON_50X 290,0 Egzono baziy su 50X
(%) fragmenty apréptimi

procentiné dalis.
USABLE_MSI_ 240 MSI viety, naudojamy MSI MSI rezultaty
SITES (skaicius) identifikavimui, skaicius nepranesama.

(skaiCius mikrosatelity viety
su pakankamos aprépties
nuskaitymais, kad buty
galima nustatyti
mikrosatelity nestabiluma).
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Rezultato

. Metrika
tipas

COVERAGE_MAD
(skaicius)

<0,210

MEDIAN_BIN_ =1,0
COUNT_CNV_
TARGET (skaicius)

RNR MEDIAN_INSERT_ =80
bibliotekos SIZE (bp)

MEDIAN_CV_ <0,93
GENE_500X
(koeficientas)

TOTAL_ON_
TARGET_READS
(skaicius)

Dokumentas Nr. 200007789, v08
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Specifikacija

=9 000 000

Aprasymas

Absoliuciyjy nuokrypiy nuo
kiekvienos CNV tikslinés
srities normalizuoto
skaiCiaus medianos
mediana.

Vidutinis neapdoroty
intervaly skaiCius pagal
CNV tiksla.

Fragmento ilgio méginyje
mediana.

MEDIAN_CV_GENE_500X
yra aprépties tolygumo
matas. Kiekvienam genui,

turin¢iam bent 500x apréptj,

apskai€iuojamas aprépties

koeficientas geny visumoje.

Si metrika yra iy veréiy
mediana. Didelé verté rodo
aukstg variacijos lygj ir
nurodo bibliotekos
paruo$imo nesklanduma,
pvz., mazg méginio kiekj ir
(arba) zondo istraukimo
triktis. Si metrika
apskai¢iuojama naudojant

visus nuskaitymus (jskaitant

nuskaitymus, pazymeétus
kaip dublikatai).

Bendras skaicius
nuskaitymuy,
kartografuojanciy tikslines
sritis. Si metrika
apskai€iuojama naudojant

visus nuskaitymus (jskaitant

nuskaitymus, pazymétus
kaip dublikatai).

illumina

Specifikacijos
trikties poveikis*

Geny
amplifikacijos
rezultaty
nepraneSama.

Suliejimy arba
splaisingo
varianty rezultaty
nepranesama.
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* Sékmingi rezultatai zymimi ,PASS" (pavyko).

41lentelé ,TSO Comprehensive (EU)" ataskaitos rezultaty kontrolés metrikos

illumina

Rezultato . e e _— -
e Metrika Specifikacija  Specifikacijos trikties poveikis*
Teigiama DNR iSoriné kontrole Aptikta 2318 Remdamiesi kontroliniy méginiy
kontrolé 24 nurodyty rezultatais rankiniu bidu pazymékite kaip
varianty negaliojancius paciento méginius.
RV : : - Analizés modulio programiné jranga
RNR iSoriné kontrolé Aptikta 12 is v . .
automatiskai nepazymi kaip negaliojanciy
13 nurodyty . L .
. paciento meginiy pagal kontroliniy
varianty .
méginiy rezultatus.
Nesabloniné ,TSO Comprehensive =8 Remdamiesi kontroliniy méginiy
kontroling (EU)" DNR egzony rezultatais rankiniu bldu pazymeékite kaip
medziaga aprépties mediana negaliojangius paciento méginius.
Analizés modulio programiné jranga
RNR genas vir§ medianos =1 automatiskai nepazymi kaip negaliojanciy

paciento méginiy pagal kontroliniy
méginiy rezultatus.

jautrumo ribos

* Sékmingi rezultatai zymimi ,PASS” (pavyko).
Pakartokite negaliojancias sekvenavimo serijas.
Pakartokite biblioteky tyrimus su Siais rezultatais:
— UZterStos DNR bibliotekos
— Negaliojancios RNR bibliotekos
— IStyrimus galima pakartoti, norint gauti daugiau DNR biblioteky varianty arba biologiniy Zymeny

rezultaty, kurie buvo pripazinti negaliojanciais vienam, bet ne visiems varianty tipams.

Teigiamos kontrolinés medziagos vertinamos varianto identifikavimo atveju. Jeigu teigiamos kontrolés
neatitinka varianto identifikavimo specifikacijy, rankiniu bidu pazymékite sekvenavimo serijg kaip
negaliojancgig. Analizés modulio programiné jranga automatisSkai nepazymi kaip negaliojanciy paciento
meéginiy pagal kontroliniy méginiy rezultatus.
DNR atveju NTC jvertinami pagal egzono aprépties mediang, o RNR atveju — pagal genus, virsijancius
jautrumo ribos mediang. Jeigu neigiamos kontrolées neatitinka specifikacijy, rankiniu budu pazymeékite kaip

negaliojantj bibliotekos paruosimo jvykj ir visas susijusias sekvenavimo serijas. Analizés modulio programiné
jranga automatiskai nepazymi kaip negaliojanciy paciento méginiy pagal kontroliniy meéginiy rezultatus.

Atlikite papildomas kokybés kontrolés priemones pagal vietos ir (arba) nacionalinius reglamentus arba
akreditacijos reikalavimus.

Daugiau informacijos apie pakartotinius sekvenavimo tyrimus arba biblioteky tyrimus Zr. skyriuje Trikciy
salinimas psl. 85.
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TrikCiy salinimas

illumina

Naudokités Sia lentele darbo eigos problemoms 3alinti. Jei sekvenavimo serija arba bibliotekos paruoSimas
méginiui nepavyksta du kartus, reikés atlikti papildoma trikCiy Salinima. Kreipkités j lllumina techninés prieziuros

skyriy.
Stebéjimas Galima priezastis
Sekvenavimo o Sutelkimo klaida
serija neatitinka o Skiedimo klaida

serijos kokybés o NevisiSkas PRL/PDL

kontrolés Silumos denatiravimas

specifikacijy. » Problemos, susijusios su
eksploataciniy medziagy
paruoSimo sekvenavimu
(pvz., tinkamai
neatsildytos, kondensacija
[ iSskyros ant
pratekamosios kiuvetés)

» Netinkamas sodrinimo
zondy naudojimas (pvz.,
OPR1 zondy, naudojamy
DNR méginiams, OPD2
zondy, naudojamy RNR
meéginiams)

» Bibliotekos paruosimo
darbo eigos klaida pirmojo
hibridizavimo etapo metu
arba po jo.

Nepatenkinti méginio
jvesties reikalavimai

Bibliotekos paruosimo darbo
eigos klaida indekso PGR
veiksmo metu arba pries jj

Prietaiso problema

Dokumentas Nr. 200007789, v08
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Rekomenduojamas veiksmas

« Pakartotinés bibliotekos iS normalizuoty
biblioteky (NL) PCR plokstelés. Zr. Paruosimas
sekvenavimuipsl. 74.

IS naujo pakartokite prisodrinimo veiksmus
bibliotekoms i$ amplifikuoty biblioteky méginiy
(ALS) PCR plokstelés. Zr. Pirmosios hibridizacijos
parengimas psl. 57.

Bibliotekos parengimag pradékite nuo darbo eigos
pradzios. Zr. RNR denatdravimas ir aneliavimas
psl. 43 arba Fragmento gDNR psl. 48.

IS naujo pakartokite prisodrinimo veiksmus
bibliotekoms i$ amplifikuoty biblioteky méginiy
(ALS) PCR plokstelés. Zr. Pirmosios hibridizacijos
parengimas psl. 57.

Kreipkités j lllumina techninés priezitros skyriy.
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Stebéjimas Galima priezastis Rekomenduojamas veiksmas
Ataskaitos Programinés jrangos arba Informacijos apie ataskaity rengima zr. ,Local Run
generavimo klaida instrumento problema. Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
arba bendroji Analysis Module” darbo eigos Zinynng (dokumento
instrumento klaida Nr. 200008661). Dél papildomos pagalbos
(pvz., tinklo klaida, kreipkités j lllumina techninés pagalbos tarnyba.
reagenty
jdéjimo / isémimo
klaidos ir kt.).
DNR biblioteka Nepatenkinti méginio Jsitikinkite, kad méginys jdétas tinkamai, ir
neatitinka jvesties reikalavimai pakartokite bibliotekos paruoSimag nuo gDNR
kokybeés kontrolés fragmentavimo veiksmo. Zr. skyriy Méginiui
specifikacijy taikomi reikalavimai psl. 26. ir Nukleordgsties
iSskyrimas, kiekybinis nustatymas ir sandéliavimas
psl. 27.
Analizés darbo eigoje Pakartokite bibliotekos paruoSimag atlikdami vieng
naudojimo arba jrangos i$ Siy veiksmy, priklausomai nuo to, kur jvyko
klaida jtariamas naudojimas ar jrangos klaida. Jei

nezinoma arba jvyko kity klaidy, kreipkités j
lllumina techninés pagalbos tarnybg, kad
pasalintuméte vykdymo klaidas.

» Pakartotinés bibliotekos i§ normalizuoty
biblioteky (NL) PCR plokstelés. Zr. Paruosimas
sekvenavimuipsl. 74.

IS naujo pakartokite prisodrinimo veiksmus
bibliotekoms i§ amplifikuoty biblioteky méginiy
(ALS) PCR plokstelés. Zr. Pirmosios
hibridizacijos parengimas psl. 57.

» Bibliotekos parengimg pradékite nuo darbo
eigos pradzios. Zr. Fragmento gDNR psl. 48

Nesilaikoma Perzilrékite jspéjimus ir atsargumo priemones,
CONTAMINATION_SCORE, kad suzinotuméte, kaip iSvengti kryZzminés tarsos.
CONTAMINATION_P_VALUE Patikrinkite plokstelés iSdéstyma ir bibliotekos
Kriterijy indeksavima, kad jsitikintuméte, jog to paties
indekso bibliotekos nebuvo sujungtos.
Atitinkamy biblioteky parengimg pradékite nuo
darbo eigos pradzios. Zr. Fragmento gDNR psl. 48.
ISskiriant meginj jis galéjo biti uzterstas . Gali
prireikti pakartoti iSskyrimg, uztikrinant, jog
méginys nebuty uzterstas.
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Stebéjimas Galima priezastis
Tinkamas naudoti

MSI nepavyko

Méginys gali buti per daug
fragmentuotas arba
pazeistas nukleorugsties, o
tai turi poveikj galimybei
sukurti pakankamai unikaliy
biblioteky

RNR biblioteka
neatitinka
kokybés kontrolés
specifikacijy.

Nepatenkinti méginio
jvesties reikalavimai.

Dokumentas Nr. 200007789, v08
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Rekomenduojamas veiksmas

Perziurékite ultragarso aparato gamintojo
naudojimo ir veikimo nuostatas (jskaitant vandens
lygj ir mégintuveélio tipa).

Pasirupinkite pateikti analizei reikiama kiekj
meginio.

Zr. skyriy Méginiui taikomi reikalavimai psl. 26 ir
Nukleortgsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas
ir sandéliavimas psl. 27.

Jeigu méginys yra per daug fragmentuotas arba
pazeistas, gali prireikti iSskirti naujg megin;j ir
(arba) pakartoti gDNR fragmentavimo veiksma.
Perzilrekite Ultragarso aparato konfiglravimo
nustatymai DNR suskaidymui psl. 22 ir ultragarso
aparato gamintojo naudojimo ir veikimo nuostatas
(jskaitant vandens lygj ir mégintuvélio tipa).
Pasirupinkite pateikti analizei reikiamag kiekj
méginio.

Zr. skyriy Méginiui taikomi reikalavimai psl. 26 ir
Nukleortgsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas
ir sandéliavimas psl. 27.

Jeigu méginys yra per daug fragmentuotas arba
pazeistas, gali prireikti iSskirti naujg méginj ir
(arba) pakartoti gDNR fragmentavimo veiksma.
Jsitikinkite, kad méginys jdétas tinkamai, ir
pakartokite bibliotekos paruoSimg nuo RNR
denaturavimo ir aneliavimo veiksmo.

Zr. skyriy Méginiui taikomi reikalavimai psl. 26 ir
Nukleortgsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas
ir sandéliavimas psl. 27.
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Stebéjimas Galima priezastis Rekomenduojamas veiksmas
Analizés darbo eigoje Pakartokite bibliotekos paruoSimag atlikdami vieng
naudojimo arba jrangos i$ Siy veiksmy, priklausomai nuo to, kur jvyko
klaida jtariamas naudojimas ar jrangos klaida. Jei

nezinoma arba jvyko kity klaidy, kreipkités j
lllumina techninés pagalbos tarnybg, kad
pasalintuméte vykdymo klaidas.

« Pakartotinés bibliotekos iS normalizuoty
biblioteky (NL) PCR plokstelés. Zr. Paruosimas
sekvenavimuipsl. 74.

18 naujo pakartokite prisodrinimo veiksmus
bibliotekoms i§ amplifikuoty biblioteky méginiy
(ALS) PCR plokstelés. Zr. Pirmosios
hibridizacijos parengimas psl. 57.

» Bibliotekos parengima pradékite nuo darbo
eigos pradzios. Zr. RNR denatiravimas ir
aneliavimas psl. 43.

Méginys gali buti per daug Jsitikinkite, kad méginys jdétas tinkamai.
fragmentuotas arba Zr. skyriy Méginiui taikomi reikalavimai psl. 26 ir
pazeistas nukleorugsties , o Nukleorugsties iSskyrimas, kiekybinis nustatymas
tai turi poveikj galimybei ir sandeliavimas psl. 27.
sukurti pakankamai unikaliy Jeigu méginys yra per daug fragmentuotas arba
biblioteky pazeistas, gali prireikti iSskirti naujg meéginj.
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Stebéjimas Galima priezastis
Teigiamos Nesilaikoma méginio jdéjimo
kontrolés triktis reikalavimy dél teigiamos
(DNR / RNR). kontrolinés medziagos

Analizés darbo eigoje
naudojimo arba jrangos
klaida

NTC triktis (DNR /
RNR).

Jvyko kryZminis uzterS§imas
arba darbo vietos
uztersSimas.

Klaidingas bibliotekos
indeksavimas

Dokumentas Nr. 200007789, v08
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Rekomenduojamas veiksmas

Pasirtpinkite pateikti analizei reikiama kiek].

Patikrinkite plokstelés iSdéstyma ir jsitikinkite, kad

atitinkamuose Sulinéliuose yra atitinkami reagentai

(zondai, indeksai).

Jsitikinkite, kad teigiamos kontrolinés medZziagos

méginys buvo laikomas pagal etiketés

reikalavimus.

Dél visy méginiy, kuriems naudojama teigiama

kontroliné medziaga, pakartokite bibliotekos

paruosima atlikdami vieng is Siy veiksmy,
priklausomai nuo to, kur jvyko jtariama naudojimo
arba jrangos klaida. Jei nezinoma arba jvyko kity
klaidy, kreipkités j lllumina techninés pagalbos
tarnybg, kad pasalintuméte vykdymo klaidas.

» Pakartotinés bibliotekos i$ normalizuoty
biblioteky (NL) PCR plokstelés. Zr. Paruosimas
sekvenavimui psl. 74.

IS naujo pakartokite prisodrinimo veiksmus
bibliotekoms i$ amplifikuoty biblioteky méginiy
(ALS) PCR plokstelés. Zr. Pirmosios
hibridizacijos parengimas psl. 57.

 Bibliotekos parengima pradékite nuo darbo
eigos pradzios. Zr. RNR denatdravimas ir
aneliavimas psl. 43 arba Fragmento gDNR
psl. 48

Informacija apie darbo viety nukenksminima ir kaip
iSvengti kryzminio uzterStumo pateikta skyriuje
Lspéjimaiir atsargumo priemonés”.

Patikrinkite plokstelés iSdéstyma ir bibliotekos
indeksavimag, kad jsitikintuméte, jog to paties
indekso bibliotekos nebuvo sujungtos.

Pakartokite bibliotekos paruoSima nuo darbo
eigos pradzios visoms bibliotekoms, kurioms
naudojama NeSabloniné kontroliné medziaga.

89i5142
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Stebéjimas Galima priezastis Rekomenduojamas veiksmas

Programinéjranga Klaidingas naviko tipo Pakartotinai jtraukite j eile analizg, jeigu kontrolés
rodo, kad j identifikavimas atliekant tinkamai identifikuotos, kaip nurodyta analizés
sekvenavimo LLocal Run Manager” serijos modulio darbo eigos vadove (zr. ,Local Run

serijg nebuvo planavima. Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU)
jtrauktos Analysis Module” darbo eigos Zinynng (dokumento
teigiamos ir (arba) Nr. 200008661)).

neigiamos

kontrolés

Veikimo charakteristikos

., 1SO Comprehensive (EU)“ yra tikslinis NGS skydelis, aptinkantis 517 geny poky¢iy. Mazi DNR variantai (vieno
nukleotido variantai [SNV], keliy nukleotidy variantai [MNV], intarpai ir iSkritos) gali buti praneSami is visy

517 geny. Naviko mutaciné nasta praneSama kaip balas, pagrjstas ne skatinamuyjy somatiniy varianty skaiciumi
vienoje megabazéje (iSsamiau zr. ,Local Run Manager TruSight Oncology Comprehensive (EU) Analysis Module”
darbo eigos Zinynng (dokumento Nr. 200008661)). Apie MSI praneSama kaip apie statusg. Geny amplifikacijos
gali bati praneSamos i§ MET ir ERBB2 geny. ,Fusion” galima gauti ataskaitas i$ 23 geny, nurodytyAnalizés
santrauka ir paaiskinimas psl. 1. Splaisingo variantai gali buti praneSami i§ MET ir EGFR geny. Kad bty galima
pranesti, variantai turi bati aptikti ir turéti jrodymy ,, TSO Comprehensive (EU)“ analizés KB ir biti tinkami pagal
tirtg audinio tipa. Kad buty pranesta, NTRK suliejimo partneris blty 5', o NTRK kinazés domenas bty
nepazeistas.

Mazy DNR varianty atveju buvo taikytas reprezentatyvus metodas tiksliniams genams validuoti grupéje, su
duomenimis, atitinkanc&iais SNV, MNV, intarpus ir iSkritas. Geny amplifikacijy, suliejimy ir splaisingo varianty
atveju tyrimai buvo atlikti geny lygiu. TMB ir MSI buvo jvertinti, jeigu nurodyta. NTRK suliejimy CDx patvirtinimy
atveju suliejimai FFPE méginiuose buvo tiriami tyrimuose, sutelktuose j konkre€iam patvirtinimui skirtg veikimo
charakteristika (pvz., Aptikimo riba, vienos laboratorijos precizija, atkuriamumas, tikslumas ir klinikinis
veiksmingumas).

42 lentelé pateikiamos jvairiy tyrimy metu apskaiciuoty metriky apibréztys.

42 lentelé Metrikos apibreztys

Terminas Apibréztis
Teigiama Procentiné dalis teigiamy rezultaty, teisingai nustatyty is visy teigiamy rezultaty,
procentiné palyginti su ortogonaliu metodu.

sutaptis (PPA)

Neigiama Procentiné dalis neigiamy rezultaty, teisingai nustatyty i$ visy neigiamy rezultaty,
procentiné palyginti su ortogonaliu metodu.
sutaptis (NPA)
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Terminas

Bendroji
procentiné
sutaptis (OPA)
Teigiamy
identifikavimy
procentais (PPC)
Neigiamy
identifikavimy
procentais (PNC)
n/N

Apibréztis
Procentiné dalis teigiamy ir neigiamy rezultaty, teisingai nustatyty is visy
stebéjimy, palyginti su ortogonaliu metodu.

Pagal tikslg teigiamo rezultato stebéjimy procentiné dalis tarp stebéjimy, kuriuose
tikimasi teigiamo pagal tikslg rezultato.

Pagal tikslg neigiamo rezultato stebéjimy procentiné dalis tarp stebéjimy, kuriuose
tikimas i neigiamo pagal tikslg rezultato.

Teigiamy arba neigiamy stebeéjimy (n) skaicius, padalytas i$ bendry stebéjimy (N),

illumina

atitinkamai apskaiciuojant PPC arba PNC. nir N vertés gali biti skirtinguose
lygmenyse (pvz., variante ar gene) arba sujungtos visoje grupéje (pvz., SNV).

Standartinis
nuokrypis (SD)

Kintamojo verciy skirtumo dydzio matas pagal jo vidurkj.

Procentinis
variacijos
koeficientas
(%CV)

Standartinis nuokrypis, padalytas is vidurkio procentais.

Kryzminé tarSa

Buvo kryzminio uzterstumo tyrimas siekiant jvertinti, ar klaidingai teigiami rezultatai, gauti dél uzterstumo tarp
Sulinéliy ruoSiant méginiy bibliotekas bei dél uzter§tumo tarp vieno po kito vykdomy sekvenavimo serijy, turi
jtakos tyrimy rezultatams. Si analizé buvo atlikta maziems DNR variantams (kurie taip pat turi jtakos TMB),
suliejimams, geny amplifikacijoms ir MSI. Bibliotekos paruo$tos Sachmatine tvarka i§ charakterizuoty méginiy su
pakaitiniais méginiais, kad buty galima jvertinti uzterSima tarp Sulinéliy, ir su pakaitiniais indeksais, kad buty
galima jvertinti uzterSima tarp sekvenavimo serijy, kai paeiliui sekvenuojama tuo paciu ,NextSeq 550Dx
instrument”. KryZminés tarSos tyrimas parodé, kad kiekviename méginyje tiriant aptiktus variantus buvo
nustatyta nuliné tarsa, o klaidingai teigiamy rezultaty nenustatyta.

Dvi kokybés kontrolés metrikos (CONTAMINATION_SCORE ir P_VALUE) buvo sukurtos ,, TSO Comprehensive
(EU)” analizei, kad buty galima aptikti méginio uzterSimg DNR méginiuose. Buvo jvertintas uzter§tumo aptikimo
jautrumas. FFPE naviko DNR méginiai buvo sumaisyti su jvairiais FFPE normaliy DNR méginiy kiekiais, kad buty
sukurti specialiai uztersti méginiai.

IS viso buvo gauta 1112 tarSos stebéjimy, o uzterSimas buvo aptiktas 95 % (1054) stebéjimy. Aptikimo daznis
buvo padidintas iki 96 % (939/976), kai uzterStumo procentas buvo nuo 10 % iki 90 % (masé/masé). IS 37
stebéjimy nuo 10 % iki 90 % tarSos, kai nebuvo aptiktas uzterSimas, 12 neatitiko aprépties specifikacijy, kad buty
galima identifikuoti mazus DNR variantus. Maza apréptis trukdo aptikti tarSg, taciau apie tai, kad mazi DNR
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variantai sumazinty bet kokj uzterS§imo poveikj, nepraneSama. Penkiolika stebéjimy neatitiko geny amplifikacijos
specifikacijos (vidutinio intervaly skaiCiaus QC metrikos), kad buty galima identifikuoti geny amplifikacija.
Méginiy geny amplifikacijos rezultatai nebus praneSami.

Tyrimas parodé, kad ,, TSO Comprehensive (EU)" analizés metu tikimasi, jog kryZminio uzters§imo i$ Sulinélio j
ulinélj arba i$ tyrimy serijos bus nedaug. Sie rezultatai kartu su programinés jrangos uztersimo metrika
sumazina klaidingy varianty rezultaty dél méginio uztersimo rizika.

Nukleorugsties iSskyrimo rinkinio jvertinimas

Trys rinkoje esantys DNR ir RNR iSskyrimo rinkiniai buvo jvertinti naudojant , TSO Comprehensive (EU)". Trys
iSskyrimo rinkiniai iSskyreé tiek DNR, tiek RNR i$ ty paciy FFPE audiniy segmenty. Rinkiniai skyrési
deparafinizacijos medziaga ir nukleorugsc¢iy jungimo veiksmais (43 lentelé). 1 rinkinys buvo dominuojantis
iSskyrimo rinkinys, naudojamas , TSO Comprehensive (EU)" veiksmingumui nustatyti.

43 lentelé Rinkinio charakteristikos

Rinkinys  Deparafinizacijos agentas Nukleoriigsties sujungimas
1 Patentuota Stulpelis

2 Ksilenas Stulpelis

3 Mineraliné alyva Magnetinés granulés

44 lentelé ir 45 lentelé apibendrinamas iSskyrimo rinkiniy poveikis bibliotekos validumui ir varianty
identifikavimui. Jeigu iSskyrimo rinkinio vidurkiai buvo reikSmingai skirtingi, buvo pranesta apie skirtuma.
Vidutiniai iSskyrimo rinkiniy skirtumai buvo apskaiciuoti naudojant 1 rinkinj kaip kontrole, nes 1 rinkinys buvo
naudojamas daugumai ,, TSO Comprehensive (EU)" analitiniams tyrimams naudojamy nukleorugsciy ekstrahuoti.
Buvo pranesta apie vidutinj skirtuma, palyginti su ,Kit 1“, kad buty parodyta, kaip skirtingi iSskyrimo rinkiniai
paveikty kitus ,TSO Comprehensive (EU)" analitinius tyrimus.

44 |lentelé ISskyrimo rinkinio poveikis biblioteky validumui

Vidutinis skirtumas, palyginti su

Varianto tipas Bibliotekos KK metrika .
1 rinkiniu
Mazi DNR Egzony aprépties mediana (skaicius) 2 rinkinys mazesnis 56 nuskaitymais
variantai / TMB PCT egzonas 50X (%) 3 rinkinys didesnis 0,298 %
Vidutinis intarpo dydis (bp) 2 ir 3 rinkiniai mazesni 3 bp
DNR MSI Naudojamos MSI vietos 3 rinkinys didesnis 8 tyrimo centruose
DNR geno .Coverage MAD" (skaiCius) 2 rinkinys mazesnis 0,0043
amplifikacija Vidutinis déziy skaicius 2 rinkinys mazesnis 0,5825, 3 rinkinys
didesnis 0,3086
RNR (suliejimai / Vidutinis intarpo dydis (bp) 3 rinkinys didesnis 2 bp
splaisingo Zurnalas (vidutinis CV ,Gene500X") 2 rinkinys didesnis 0,029
variantai) IS viso tiksliniuose nuskaitymuose Néra reikSmingy skirtumy
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Nustatyta, kad 2 ir 3 iSskyrimo rinkinys padidino atraminius nuskaitymus, kad suliejimas ir suskilimo variantai

Salia AR buty labiau tikétini dél ekstrahavimo rinkinio pasirinkimo.

45 lentelé ISskyrimo rinkinio poveikis varianty identifikavimui

Varianto tipas
(vienetai)

Mazi DNR variantai
(VAF)

TMB (mutacija vienoje
megabazéje)

MSI (% nestabilios
vietos)

Geny amplifikacija
(pokytis kartais)

Suliejimai

Varianty identifikavimas (vidutinis skirtumas, palyginti su 1 rinkiniu)

Techniskai nereikSmingas

Tiksliniai variantai: kintamumas tarp rinkinio buvo nedidelis, palyginti su
liekamaja dalimi

Netiksliniai variantai: jokiy reikSmingy skirtumy su pirmomis dviem VAF
dézémis. Jokiy reikSmingy skirtumy, kai pastebimas statistinis
reikSmingumas.

Techniskai nereikSmingas, kintamumas tarp rinkinio buvo nedidelis, palyginti
su liekamuoju
3 rinkinys mazesnis 1,9 % nestabiliy viety

2 rinkinys (0,06) ir 3 rinkinys (0,08) didesnis karty pokytis

2 rinkinyje buvo 51 %, o 3 rinkinyje — 23 % daugiau patvirtinamyjy nuskaitymy

illumina

(patvirtinamieji
nuskaitymai)
Splaisingo variantai
(palaikomieji skaitymai)

2 rinkinyje ir 3 rinkinyje buvo 48 % daugiau patvirtinamyjy nuskaitymy

Trukdanciosios medziagos

Buvo jvertintas galimy endogeniniy ir egzogeniniy medziagy poveikis ,, TSO Comprehensive (EU)” analizés
veiksmingumui. Nukleortgsties iSskyrimo proceso metu j méginius buvo jterptos endogeninés medziagos
(melaninas ir hemoglobinas). Nukleortgsties iSskyrimo proceso metu buvo egzogeniniy medziagy (etanolio,
ksileno ir proteinazés K), kurios taip pat buvo jterptos j iSgrynintg nukleortgstj prie$ paruosiant biblioteka. Kai
buvo pastebéta trukdziy vartojant maiSytg proteinaze K, taip pat buvo jvertinta padidéjusi proteinazés K
koncentracija iSskyrimo proceso metu. ParuoSiant bibliotekg buvo pridéta pervirSinio indekso pradmeny (15 % ir
30 %). ISskyrus indekso pradmenis, j FFPE meginius buvo jtrauktos medziagos i§ smegeny, kruties, storosios
Zarnos, plauciy, medulinés skydliaukés, NSLPV, kiauSidZiy, prostatos, seiliy, odos, minkstyjy audiniy ir
skydliaukes audiniy — astuoni méginiai buvo iSskirti DNR analizei ir 13 iSskirti RNR analizei. Indeksiniy pradmeny
atveju DNR analizei buvo naudojami Sesi FFPE méginiai i trijy skirtingy audiniy tipy (skydliaukés, Slapimo
puslés, storosios Zarnos), o RNR analizei buvo naudojami penki FFPE méginiai i$ keturiy skirtingy audiniy tipy
(plauciy, skydliaukés, gaubtinés Zarnos, krities). Kiekvienam i§ 16 unikaliy méginiy buvo naudojama ne maisyta
endogeniné kontrolé ir buferiné arba su vandeniu maisyta egzogeniné kontrolé. Nekrozés poveikis buvo
jvertintas naudojant kitg aStuoniy FFPE méginiy rinkinj i$ smegeny, gaubtinés Zarnos ir plauciy audiniy.
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Kiekviename nekrozés méginyje nebuvo makrodisekcionuotos nekrozés kontrolés. Dél visy trukdziy tyrimu
.1S0 Comprehensive (EU)" analize buvo tiriami keturi kiekvienos medziagos kartotiniai méginiai ir palyginti su jy
atitinkama kontrole, skirta aptikti mazus DNR variantus, geny amplifikacijas, RNR suliejimus ir RNR splaisingo
variantus, taip pat MSI busenai ir TMB jverciui nustatyti. Buvo jtraukti ir CDx, ir naviko profiliavimo variantai.

DNR varianty aptikimas

Melaninas (0,2 ug/ml), hemoglobinas (2 mg/ml), etanolis (5 %), proteinazé K (0,04 mg/ml nukleorigstyje) ir
ksilenas (0,0001 %) netrukdo TMB jverciui, MSI blsenai, maziems DNR variantams ir geny amplifikacijoms.

RNR varianty aptikimas

Duomenys neparodo jokiy trukdziy kuriuos kelty melaninas (0,2 ug/ml), etanolis (5 %) ir ksilenas (0,0001 %) RNR
suliejimui arba splaisingo variantams. Hemoglobinas (2 mg/ml) trukdé (sumazino palaikomuosius nuskaitymus)
méginio) plySio variantas nebuvo paveiktas. Jei atliekant analize laboratorijoje veikia RNR, gaunant pjlvius i$
audinio bloko reikia vengti audinio su hemoglobinu arba jj sumazinti.

Proteinazeé K (0,04 mg/ml nukleortgstyje) trukdé RNR suliejimams ir splaisingo variantams. I1Sskyrimo proceso
metu proteinazé K buvo tiriama 2,6 mg/mlir 5,2 mg/ml, t. y. 2 ir 4 kartus didesné uz standartinge koncentracijg
rinkoje parduodamame rinkinyje. Suaugimai buvo slopinami 4x, bet ne 2x proteinazéje K. Splaisingo variantai
buvo slopinami 2x proteinazéje K. Proteinazés K ar lygiavercio fermento negalima didinti iSskiriant i$
standartinés koncentracijos, pateiktos iSskyrimo rinkinyje.

Splaisingo varianto palaikomieji nuskaitymai, mazéja su 30 % pertekliaus indekso pradmenimis, bet ne su15 %
pertekliumi.

Nekrozeé

Iki 70 % nekrozinio audinio buvimas netrukdé TMB jverciui, MSI busenai arba maziems DNR variantams. RNR
varianty (palaikomuyjy nuskaitymuy) ir geny amplifikacijos (pakaitos pokycio) aptikimas buvo atitinkamai
sumazinti meéginiuose, kuriy audiniy srityje buvo = 2 5 % ir = 23 % (pagal plota) nekrozinio kiekio. Jeigu meéginio
segmentuose yra = 23 % bendro audinio ploto nekrozés, nekrozinj audinj reikia makrodisekuoti.

Stabilumas

Stabilumas realiuoju laiku

Stabilumo realiuoju laiku rodiklis buvo naudojamas , TSO Comprehensive (EU)“ analizés rinkinio tinkamumo laikui
nustatyti, kai jis laikomas pagal etiketéje nurodytas sglygas. Tyrimo modelis buvo paremtas trijy reagenty partijy
tyrimu ir taikytas klasikinis stabilumo tyrimo modelis, aprasytas CLSI EP25-A. Rinkiniai buvo laikomi galutinés
komplektinés konfigliracijos visg tyrimo laikotarpj, gaminio etiketéje apibréZztomis laikymo sglygomis. UzSaldyty
rinkiniy komponentai buvo laikomi nuo -15 °C iki -25 °C temperaturoje. AtSaldyty rinkiniy komponentai buvo
laikomi 2-8 °C temperaturoje.
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Nustatytais laiko momentais buvo tikrinama rinkiniy iSvaizda ir pagal funkcinius rinkiniy iSleidimo kriterijus. Be to,
buvo analizuojamos KK kontrolinés medziagos varianto identifikavimo ir meginio kokybés kontrolés metrikos
tendencijos. Buvo nustatyta kiekvieno reagento laikymo trukmé. Galiojimo laikas nustatomas atsizvelgiant j
pagaminimo datg ir galiojimo laika. Rinkinio galiojimo laikas priskiriamas pagal ankscCiausiai pasibaigusj reagenta.

Rinkinio naudojimo stabilumas

.1SO Comprehensive (EU)" analizés rinkinio stabilumas naudojant buvo jvertintas standartinémis naudojimo
sglygomis per visg tinkamumo naudoti laikotarpj, kad buty patvirtinta galimybé naudoti kelis rinkinius. Reagenty
rinkinys buvo uzSaldytas / atitirpdytas kelis kartus ir iSbandytas, patvirtinant iki 4 rinkinio naudojimo karty. Be to,
8 RNR ir 8 DNR bibliotekos buvo paruostos is viso 3 kartus, kad buty iStirtas maksimalus palaikomy biblioteky
skaiCius (24 DNR ir 24 RNR bibliotekos rinkinyje). Visy funkciniy rinkiniy isleidimo kriterijy buvo laikomasi pagal
visus uzSaldymo / atSildymo ciklus ir tirtus laiko momentus. Buvo atlikti FFPE méginiy tyrimai su =25 ménesiy
senumo reagentais, siekiant jvertinti naudojimo ciklo tyrimy poveikj varianty identifikavimui. Kokybiné tiksliniy
varianty analizé rodo, kad naudojimo jvykiai neturéjo poveikio varianty identifikavimui.

Nukleorugsties stabilumas

Nukleorugsciy (DNR ir RNR) stabilumas ir su,, TSO Comprehensive (EU)” analize susijes jy kiekio nustatymas
buvo jvertintas naudojant FFPE méginius i$ keliy audiniy tipy. FFPE blokai buvo suskaidyti ir visos nukleortigstys
buvo iSskirtos i karto. ISskirta nukleortgstis buvo kruopsciai sumaisSyta, kiekybiskai jvertinta, patikrinta dél
nukleorugsciy kokybés ir padalyta j du vienkartinio naudojimo mégintuvéliy rinkinius, kuriuos reikia uzsaldyti
dviem laiko momentams: TO kontrolé (pradinis jvertinimas) ir T1 testas (= 28 dienos). Visa iSskirta RNR buvo
laikoma nuo -85 °C iki -65 °C temperaturoje, o visa ekstrahuota DNR buvo laikoma nuo -25 °C iki -15 °C
temperatlroje nurodytg laikg, o po to apdorojama atliekant ,, TSO Comprehensive (EU)“ analize naudojant kelis
kartotinius méginius ir operatorius. T1 tyrimo buklé buvo lyginama su MSI busenos kontrole, TMB balu, geny
amplifikacijomis, mazais DNR variantais, RNR suliejimais ir RNR splaisingo variantais. Duomenys rodo, kad
nukleortigstys ir su,, TSO Comprehensive (EU)” analize susijes jy kiekybinis jvertinimas yra stabilds iki 28 dieny,
kai laikomi rekomenduojamoje temperatiroje RNR nuo -85 °C iki -65 °C ir DNR nuo -25 °C iki -15 °C).

Bibliotekos stabilumas

Biblioteky stabilumas naudojant kiekvieng i$ $eSiy analizés saugiy sustojimo tasky (zr. 5 lentelé) buvo jvertintas
naudojant FFPE meéginius i$ keliy audiniy tipy. Valdymo bibliotekos (TO, be sustojimo tasky) buvo
sekvenuojamos iSkart darbo eigos pabaigoje. Alikvotos i$ ty paciy biblioteky buvo laikomos sustojimo taskuose
nuo -25 °C iki -15 °C (T1), kad buty palaikomos 5 lentelé iSvardytos dienos. T1 buvo lyginamas su TO mazy DNR
varianty, TMB, geny amplifikacijy, MSI, RNR suliejimo ir RNR splaisingo varianty su CDx ir naviko profiliavimo
variantais. Duomenys rodo, kad i$,, TSO Comprehensive (EU)" analizés gautos bibliotekos yra stabilios pagal
naudojimo instrukcijas.
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Objektiniame stiklelyje esanc¢io FFPE audinio stabilumas

Objektiniame stiklelyje esanciy FFPE audiniy, skirty naudoti su , TSO Comprehensive (EU)" analize, stabilumas
buvo jvertintas supjaustant FFPE blokus (5 um sluoksniais) i$ jvairiy unikaliy méginiy, pritvirtinty ant objektiniy
stikleliy, po to laikant kambario temperaturoje (22°C) 2 laiko taskus. RNR buvo iSskirta ir laikoma nuo -65 °C iki
-85 °C temperatiroje, o DNR buvo iSskirta ir laikoma nuo -15 °C iki -25 °C temperatiroje maziau nei 1 savaite
pries tyrima. Nukleorugsties medziaga buvo kiekybiskai jvertinta ir po to apdorota per ,TSO Comprehensive
(EU)" analize per 24 valandas kiekvienam laiko momentui. Kiekviename laiko taske su , TSO Comprehensive
(EU)" analize buvo tiriami keli kartotiniai méginiai ir operatoriai, palyginti su TO laiko momentu MSI, TMB, geny
amplifikacijoms, maziems DNR variantams, RNR suliejimui ir RNR splaisingo variantams, jskaitant CDx ir naviko
profiliavimo variantus. Varianty identifikavimas buvo jvertintas ir atitiko visus priimtinumo kriterijus, rodancius,
kad su, TSO Comprehensive (EU)" analize naudoti objektiniame stiklelyje esantys FFPE audiniai kambario
temperatiroje iSlieka stabilus iki 4 savaiCiy (28 dieny). Pazymétina, kad po 4 savaiCiy (28 dieny) MSI bibliotekos
kokybés kontrolés galiojimo rodiklis sumazéjo 10 % dél operatoriaus ir saugojimo laiko derinio. RNR suliejimo ir
suskilimo varianty pagalbiniy nuskaitymy sumazéjimas mazdaug 29 % po laikymo objektiniuose stikleliuose 4
savaites (28 dienas).

Nukleorugsties jdedamo kiekio titravimo apsauginis
intervalas

.1S0 Comprehensive (EU)" analizés nukleortigsties jdedamos kiekis buvo jvertintas tiriant DNR i$§ 33 FFPE
méginiy, apimanciy 17 audiniy tipy, kai jdedamo kiekio lygis buvo nuo 10 ng iki 500 ng, ir tiriant RNR i§ 5 FFPE
méginiy i$ 5 audiniy tipy, kai jdedamo kiekio lygis buvo nuo 10 ng iki 85 ng. Bibliotekos kokybés kontrolés
metrika buvo jvertinta ir priklausé nuo méginio. DNR rezultatai parodé, kad kai kurios, bet ne visos DNR méginio
KK metrikos reaguoja j padidéjusj jdedama kiekj, virsijantj nominaly 40 ng kiekj:

* MEDIAN_INSERT_SIZE nereagavo j 30 ng virSijantj jdedama kiekj.

* MEDIAN_EXON_COVERAGE parodé teigiama koreliacijg su didéjanciu jdedamu kiekiu.

* PCT_EXON_50X padidéjo, padidinus jdedamga kiekj iki 80 ng.

* USABLE_MSI_SITES padidéjo, padidinus jdedama kiekj. Kai kurie meginiy, kurie, esant 40 ng, turéjo maziau
nei 40-imt USABLE_MSI_SITES, atitiko specifikacijg esant didesniems jdedamiems kiekiams, o tai suteikia
galimybe apskaiciuoti MSl jvertj.

* MEDIAN_BIN_COUNT_CNV_TARGET padidéjo, padidinus jdedama kiekj.

* Didinant jdedama kiekj COVERAGE_MAD didéja link virSutinés specifikacijos riba.

RNR meéginio KK metrikos padidéjo (MEDIAN_INSERT_SIZE ir TOTAL_ON_TARGET_READS) arba sumazéjo

(MEDIAN_CV_GENE_500X) esant 10 ng-40 ng jdedamam kiekiui, bet apskritai nesikeité esant 40 ng-85 ng
jdedamam kiekiui.
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Tuscios verteés riba

Klaidingai teigiamy rezultaty procentiné dalis (i$ visy tikétiny neigiamy) buvo jvertinta kartotinai tiriant FFPE
normaly arba gerybinj gretimg audinj, kuriame neturéty buti somatiniy mazy DNR varianty, geny amplifikacijy,
MSI, RNR suliejimy ir RNR splaisingo varianty. Klaidingai teigiami TMB rezultatai nebuvo analizuojami, nes néra
klinikinés jautrumo ribos. Sesi DNR ir 6 RNR FFPE méginiai buvo tiriami du kartus, 2 operatoriy per 3 dienas, su
kiekviena i§ 2 reagenty partijy. Méginiy pogrupis buvo i§ naujo sujungtas ir pakartotinai sekvenuotas tik 3x DNR
ir tik 3x RNR formatu, siekiant jvertinti klaidingai teigiamus rezultatus, naudojant kelias multipleksavimo
konfiglracijas, palaikomas Sio prietaiso. Be to, buvo atlikta 30 papildomy RNR méginiy tyrimy dviem
egzemplioriais, kurie buvo apdoroti naudojant 1 reagenty partijg, paskirsCius 2 operatoriams. IS viso buvo atlikti
168 galimi DNR ir 228 RNR stebéjimai, atémus kiekvieno varianto tipo negaliojancias bibliotekas. Klaidingai
teigiamy rezultaty procentiné dalis buvo apskaiciuota amplifikacijos geny lygiu ir mazy DNR varianty padéties
lygiu (mazdaug 1,9 min. padéciy). Klaidingy teigiamy DNR varianty tipy procentiné dalis pateikta 46 lentelé.
.1S0 Comprehensive (EU)“ néra CDx (1lygio) teiginiy apie mazus DNR variantus, todel 1 lygio atveju negalima
pranesti apie klaidingus teigiamus maZzus DNR variantus. 271 klaidingg teigiama rezultatg sulygino , TSO
Comprehensive (EU)”,Knowledge Base". Klaidingi teigiami rezultatai kliniSkai reikSmingi (2 lygis). 1S 168
stebéjimy 3 lygyje, kylandiy i$ 2 varianty per 4 (2,4 %) stebéjimus, buvo 4 klaidingai teigiami atvejai. Klaidingai
teigiamy RNR suliejimai ir splaisingo varianty procentiné dalis buvo 0 %, kaip parodyta 47 lentele.

46 lentelé Klaidingai teigiami rezultatai pagal DNR varianto tipa

Varianto tipas Klaidingai teigiami rezultatai
Geny amplifikacija 0 % (0/9912)

Mazi DNR variantai 0,0001 % (271/295 801 567)
MSI 0 % (0/156)

TMB Netaikoma*

* Klaidingai teigiami rezultatai netaikomi, nes TMB nurodomas kaip jvertis ir neturi kokybinio rezultato.

47 lentelé Klaidingai teigiami rezultatai pagal RNR varianto tipa

Varianto tipas Klaidingai teigiami rezultatai
Suliejimas 0 % (0/227)
Splaisingo variantas 0 % (0/227)

Aptikimo riba

Siekiant jvertinti, TSO Comprehensive (EU)" aptikimo ribas, buvo atlikti du tyrimai. 1 tyrime jvertinti RET mazi
DNR variantai, RET suliejimai ir NTRK1-3 suliejimai. 2 tyrime jvertinti kiti naviko profiliavimo variantai.
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1 tyrimas

Buvo nustatytos NTRK1, NTRK3 ir RET mazy DNR varianty bei NTRK1-3 ir RET suliejimy aptikimo ribos (LoD).
LoD yra maziausia analités verté (pvz., varianto aleliy daznis arba patvirtinamieji nuskaitymai), kurig galima
nuosekliai aptikti (95 % aptikimo riba arba Il tipo paklaida — 5 %). Tyrime buvo naudojami FFPE audiniai su RET
mazais DNR variantais (meduliarinis skydliaukés vézys), RET suliejimai (papiliarinés skydliaukés karcinoma,
miofibroblastiné sarkoma, sarkoma, sekreciné krities karcinoma, gaubtinés zarnos vézys), taip pat FFPE
apdorota lIgsteliy linija su NTRK1 ir NTRK3 mazais DNR variantais. Kiekvienas méginys buvo atskiestas bent iki 5
tyrimo lygiy (nuo mazdaug 0,01 iki 0,10 VAF maZziems DNR variantams ir 2-25 patvirtinamiesiems suliejimy
tyrimams). Buvo atlikta 18 kiekvieno tyrimo lygio kiekvienoje partijoje stebéjimy, kuriuos parengé 3 operatoriai, ir
3 sekvenavimo prietaisai, inicijuojantys biblioteky paruoSima 3 dienas ne i$ eilés su 2 kiekvieno méginio testo
lygio pakartojimais. Buvo iStirtos dvi reagenty partijos.

DNR variantams 2 partijos buvo analizuojamos nepriklausomai, naudojant probito regresijg arba pataikymy
koeficiento metodg (Zemiausias tyrimo lygis, kurio pataikymy koeficientas (taskinis jvertis) = 95 %) nustatant
kiekvieno varianto LoD pagal partijg. Didesné LoD abiejose reagenty partijose buvo paimta kaip varianto
aptikimo riba (48 lentelé).

RNR suliejimy atveju FFPE Igsteliy linijos buvo naudojamos kiekvieno suliejimo geno LoD vertéms nustatyti. Tada
LoD buvo patikrintos su FFPE audiniais, naudojant du biblioteky preparatus, 3 operatorius, 3 prietaisus ir 3
reagenty partijas, kad buty gauti 54 stebéjimai vienam variantui greta LoD, nustatytos FFPE Igsteliy linijomis.
Kiekvienos suliejimo deklaruojamos aptikimo ribos (49 lentelé) yra Zemiausi vidutiniai patvirtinamieji
nuskaitymai, kurie pasieké = 95 % pataikymo koeficientg (taskinj jvert)).

48 lentelé NTRK1, NTRK3 ir RET mazy DNR varianty aptikimo riba

Aptikimo
riba
Zymuo Chr’ Padétis pamatinio Alternatyva  (Varianto
alelio
daznis)
NTRK1 G595R (SNV)?2 Chr 156846342 G A 0,038
NTRK3 F617L (SNV)? Chr15 88476283 A G 0,032
NTRK3 G623R (SNV)? Chr15 88476265 C T 0,036
NTRK3 G696A (SNV)? Chr15 88472468 C G 0,027
RET C618R (SNV) Chr10 43609096 T C 0,053
RET M918T (SNV) Chr10 43617416 T C 0,045
RET C634Y (MNV) Chr10 43609949 GC AT 0,045
RET D898_E901del Chr10 43615611 GAGATGTTTATGA G 0,055
(i8krita)?
1Chr = chromosoma
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2 Sje DNR variantai buvo analizuojami probito regresija; kiti DNR variantai buvo analizuojami taikant pataikymy koeficiento
metoda.

49 lentelé NTRK ir RET suliejimy aptikimo riba

Genas Suliejimas Aptikim.o rib? N . .
(patvirtinamieji nuskaitymai)
NTRK1 LMNA-NTRK1 12,2
TPM3-NTRK1 20,2
BCAN-NTRK1 53,2
NTRK2 STRN-NTRK?2 13,6
ETV6-NTRK2 20,3
NTRK3 KANK1-NTRK3 13,5
ETV6-NTRK3 16,2
RET NCOA4-RET 15,8
KIF5B-RET 16,6
CCDCG6-RET 18,7
2 tyrimas

Buvo jvertintos naviko , TSO Comprehensive (EU)" pranesty profiliavimo varianty aptikimo ribos (LoD). LoD yra
maziausia analités verté (varianto aleliy daznis, pokytis kartais arba patvirtinamieji nuskaitymai), kurig galima
nuosekliai aptikti (95 % pataikymo koeficientas arba Il tipo paklaida = 5 %). FFPE méginiai is 17 audiniy tipy,
kuriuose yra varianty, buvo praskiesti iki keliy tyrimo lygiy. Du operatoriai gavo SeSis stebéjimus viename lygyje,
naudodami skirtingg reagenty partijg ir prietaisa.
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DNR variantai

10 mazy DNR varianty klasiy LoD (i$ viso 25 variantai) ir 2 DNR geno amplifikacijos (ERBB2 ir MET) buvo
nustatytos ir apibendrintos kaip intervalai (50 lentelé). Taip pat jtraukti 1 tyrimo LoD RET variantai. Dviejy intarpy
i$ 3, kurie buvo didesni kaip 5 bp, LoD buvo 0,034 ir 0,036 VAF, o treciojo LoD buvo 0,215 VAF. Pastarasis buvo
intarpas mazo sudétingumo srityje, kur intarpas prideda papildomy pakartojimy, veikia sugretinima ir reikalauja
daugiau nuskaitymy, kad aptikimas buty nuoseklus. Todél kai kurie mazo sudétingumo genominiai kontekstai
gali turéti jtakos > 5 bp intarpy aptikimui.

50 lentelé Mazy DNR varianty ir geny amplifikacijos aptikimo riba

Tipas (LoD Varianty

Jvairios klasés / genominis kontekstas Diapazonas (VAF)

matavimo vienetas) skaicius
Mazi DNR variantai SNVs 5 0,016-0,064
(kintantis aleliy MNV 3 0.022-0 048
daznis) ) )
Intarpas (1-2 bp) prie homopolimero 2 0,086-0,104
kartojasi
Intarpas (1-2 bp) Salia dinukleotido 2 0,038-0,051
kartojasi
Intarpas (3-5 bp) 2 0,030-0,056
Jvedimas (> 5 bpir iki 25 bp) 3 0,034-0,215
ISkrita (1-2 bp) Salia homopolimero 2 0,094-0,100
kartojasi
ISkrita (1-2 bp) Salia dinukleotido kartojasi 2 0,033-0,070
ISkrita (3-5 bp) 2 0,028-0,064
ISkrita (> 5 ir iki 25 bp) 2 0,047-0,055
Geny amplifikacija Pagal geng (ERBB2, MET) 2 1,539,1,570

(pokytis kartais)

Buvo atlikta netiksliniy varianty analizé i$ 1 tyrimo méginiy, kuriuose buvo bent penki tyrimo lygiai. Kiekvienas
netikslinis variantas buvo analizuojamas atskirai, 0 AR apskaicCiuotas tik tiems variantams, kuriy bent vienas lygis
buvo > 0 % ir = 95 %, o bent vienas lygis = 95 % atitikimo daznis. 51 lentelé rodomi procentiliai kartu su
maziausiomis ir didziausiomis AR, stebimomis pagal klase netiksliniams variantams. Netiksliniai variantai pagal
klases pateikia daugiau varianty nei buvo iSbandyti 2 tyrime ir atitinka AR intervalus, pateiktus 50 lentelé.

51lentelé Aptikimo riby pagal klases netiksliniy varianty suvestiné statistika (nuo 1 tyrimo)

Klasé N Min. 25 % 50 % 75 % 90 % Didz.
SNV 862 0,020 0,047 0,059 0,079 0,097 0,592
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Klasé N

MNV

Intarpas 24

ISkrita 24
Suliejimai

Min. 25 %
0,038 0,040
0,039 0,060
0,034 0,063

50 % 75 %
0,050 0,086
0,084 0,097
0,081 0,089

90 %
0,095
0,166
0,124

illumina

Didz.
0,095
0,261
0,167

LoD buvo nustatytos 19 suliejimo atvejy, sudaranciy 20 geny, TSO Comprehensive (EU)" grupéje, kurie svyravo
nuo 9 iki 31,3 patvirtinamyjy nuskaitymy (52 lentele). Kitame tyrime buvo tiriami papildomi 3 genai (NTRK1 - 3).
RET genas buvo istirtas &ia ir kitame tyrime. Sesiolikos suliejimy su nustatyta LoD duomenys atitiko bendrg 16
patvirtinamyjy nuskaitymy LoD, naudojant dvipuse, 95 % virSutine pasikliovimo ribg (UCL). Dviejy suliejimy LoD
buvo 24,7 ir 31,3 patvirtinamyjy nuskaitymy, kurie neatitiko bendros LoD.

Suliejimo FGFR2-SRPK2, kurio LoD verte buvo 24,7 patvirtinamuyjy nuskaitymy, lGzio taske buvo kartotiniy
persidengiandiy sri€iy, kaip nurodé ,TSO Comprehensive (EU)” analizés programiné jranga. Kartotinés lizio
tasko sritys paprastai pasizymi mazesniais jrodymo lygiais, nes nuskaitymai gali buti iSdéstomi kitoje genomo
vietoje arba gali likti nesugretinti. Be to, dél pasikartojanciy sriciy surinkimo procesas (naudojamas suliejimo
sekoms nustatyti) tampa sudétingesnis ir reikia papildomy jrodymy, kad buty galima sukurti teisingg seka.
SEPT14-EGFR yra dar vienas suliejimo su homologine seka luZio taske pavyzdys.

BCL2-IGHJS5 suliejimas, kurio LoD verté yra 31,3 patvirtinamyjy nuskaitymy, turéjo labai trumpa geng (IGHJ5),
kurio lUzio taskas buvo arti egzono pradzios, todél reikéjo iSskaidyty trumpy sugretinimy. Todél nuosekliam
aptikimui reikéjo daugiau nuskaitymuy.

52 lentelé Suliejimy aptikimo riba

Suliejimas
NCOA4-RET
TMPRSS2-ERG
TMPRSS2-PMFBP1
KIFSB-RET
ACPP-ETV1
FGFR3-TACC3
EML4-ALK
FGFR1-GSR
EGFR-GALNT13
ESR1-CCDC170
FGFR2-SRPK2
HNRNPUL1-AXL

A geno luzio taskas
51582937
42880007
42866283
32311775
132036419
1801536
42553391
38274821
55087056
152023138
123353223
41782201
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B geno luzio taskas
43612030
39817543
72153988
43612032
14028762
1736997
29446394
30569602
155295102
151914240
104926165
41743847

LoD
15,8
13,2
9,0

16,6
9,5

17,5
12,8
23,7
12,3
13,5
24,7
26,3

Bendroji LoD
taip
taip
taip
taip
taip
taip
taip
taip
taip
taip
ne

taip

101i8 142



,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

Suliejimas A geno luzio taskas B geno luzio taskas LoD Bendroji LoD
CD74-R0OS1;GOPC 149784243 117645578 9,2 taip
SPIDR-NRG1 48353103 32453345 12,8 taip
RAF1-VGLL4 12641189 11606492 11,2 taip
DHX8,ETV4-STAT3 41613847 40474300 16,2 taip
MKRN1-BRAF 140158806 140487383 11,0 taip
BCL2-IGHJ5 60793496 106330066 31,3 ne
PAX3-FOXO1 223084859 41134997 19,0 taip

Splaisingo variantai
Du RNR splaisingo varianty, MET ir EGFR, LoD buvo atitinkamai 18,7 ir 16,7 patvirtinamyjy nuskaitymuy.

Naviko kiekis

Tyrimo rezultatai formuluoja rekomendacijas dél naviko kiekio klinikiniuose méginiuose. Apskritai, kuo didesnis
naviko kiekis, tuo didesnis signalas (VAF, pokytis kartais arba patvirtinamieji nuskaitymai) naviky variantams.
Minimalios rekomendacijos dél naviko kiekio yra pagrjstos toliau pateiktomis pastabomis. Mazy DNR varianty
LoD vertés yra ne didesnés kaip 0,104 VAF (iSskyrus TP53 intarpg). Norint aptikti navike esancias skatinamasias
mutacijas (0,50 varianto aleliy daznio), rekomenduojama 20 % naviko kiekio, kad Sios mutacijos turéty 0,10 VAF
ir nebuty Zemiau LoD. Esant 20 % naviko kiekiui, genai, amplifikuoti iki 5,5 karto (11 kopijy), buty nuosekliai
aptinkami remiantis 1,8 karto pokycio aptikimo riba. Esant 20 % naviko kiekiui, susiliejimai su 74 patvirtinamujy
nuskaitymy buty nuosekliai aptinkami remiantis 14,7 patvirtinamyjy nuskaitymy aptikimo riba.

Atkuriamumas

Siekiant jvertinti ,, TSO Comprehensive (EU)" analizés atkuriamuma, buvo atlikti du tyrimai. 1 tyrime buvo jvertinti
RET mazi DNR variantai, be NTRK ir RET suliejimo varianty. 2 tyrime buvo jvertinti papildomi naviko profiliavimo
variantai.

1 tyrimas

Sis tyrimas buvo atliktas siekiant jvertinti,, TSO Comprehensive (EU)“ analizés atkuriamuma 3 tyrimo centruose
(1 vidiniame, 2 iSoriniame), po 2 operatorius vienoje vietoje, 2 tyrimo serijos pakartojimais ir 3 ne paeiliui
einancias tyrimo dienas. Tyrimas buvo atliktas su atkuriamumo grupe, jskaitant DNR méginius, kuriuose yra
specifiniy Zinomy RET mazy DNR varianty, ir RNR méginius, kuriuose yra specifiniy zinomy NTRK1-3 ir RET
suliejimo varianty i$ formalinu fiksuoty, j parafing jterpty (FFPE) audiniy méginiy ir Iasteliy linijy. Grupéje buvo
DNR ir RNR grupiy nariai, turintys maZzg varianto lygj ir aukStg varianto lygj, kuriy kiekvienos varianto klasés
Zemo ir auksto lygio grupiy nariy skaicius buvo toks pat. Auksto lygio grupés nariams buvo skirtas mazdaug j 2-
3 kartus didesnis uz LoD lygis, o Zemo lygio grupés nariams —mazdaug LoD lygis. Kiekvienoje vietoje kiekvienas
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operatorius iStyré grupés narius dukart po 3 kartus, gaudamas 6 stebéjimus vienam grupés nariui. IS visy 3 viety
buvo gauti 36 stebéjimai vienam grupés nariui (3 vietos / prietaisai x 2 operatoriai x 2 serijos pakartojimai x
3 sekos dienos).

PPC ir PNC, skirti tiksliniams maZziems DNR variantams ir tiksliniams RNR suliejimo variantams auk&tu lygiu buvo
nustatyti kaip pagrindinés vertinamosios baigtys. PPC ir PNC, skirti tiksliniams maziems DNR variantams ir
tiksliniams RNR suliejimo variantams Zemu lygiu, buvo apskaiciuoti kaip antrinés vertinamosios baigtys.
Dvipusiai 95 % pasikliovimo intervalai (PI), susije su visomis vertinamosiomis baigtimis, buvo apskaiciuoti
naudojant Wilsono jverCio metoda. Pirminés analizés buvo atliktos siekiant jvertinti tiksliniy auksto lygio grupiy
nariy PPC ir PNC (su atitinkamais 95 % PI), derinant konkretaus taikinio ,TSO Comprehensive (EU)" analizés
stebéjimus grupiy nariy grupéje, atstovaujancioje atitinkamai varianty klasei (pvz., maziems DNR variantams ir
RNR suliejimams) visose vietose / prietaisuose, visiems operatoriams ir serijoms. Kiekvieno tikslinio varianto
,1SO Comprehensive (EU)” analizés stebéjimai su kitais grupés nariais aukstu lygiu, nukreiptu to paties tipo
variantui, bet neturin€iam to paties varianto, kaip nustatyta daugumos taisykle, buvo sujungti su apskaiciuotais
PNC. Zemo lygio tiksliniy grupés nariy bendras PPC ir PNC buvo nustatyti panasiu badu.

RET mazi DNR variantai
Auksto lygio mazy DNR varianty grupiy nariy bendras PPC buvo 100,0 % (207/207; 95 % PI: 98,2 %-100,0 %)
(53 lentelé). Auksto lygio mazy DNR varianty grupiy bendras PNC buvo 100,0 % (1035/1035; 95 % Pl: 99,6 % iki

100,0 %) (54 lentelé). Mazo lygio tiksliniy mazy DNR varianty grupiy nariy bendras PPC buvo 99,1 % (210/212;
95 % PI: 96,6 % iki 99,7 %), o bendras PNC buvo 100,0 % (1 026/1026; 95 % PI: 99,6 % iki 100,0 %).
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illumina

53 lentelé ,TSO Comprehensive (EU)” analizés PPC pagal RET mazy DNR varianty aptikimg auksto ir zemo
lygio tikslinés grupés nariuose

Varianty lygis

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

ISkrita

Intarpas

Visos mazos DNR

varianty daug

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

ISkrita

Intarpas

Visos mazos DNR

varianty mazai

Varianto tipas

Tikslinis variantas
(nukleotidas)

chr10_43617416_T_C
chr10_43609949_G_C
chr10_43614996_G_A

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visos mazos DNR
varianty daug
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C

chr10_43609949_GC_
AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visos mazos DNR

varianty mazai

Tikslinis variantas
(aminortgstis)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y

RET D898_E9Q01del

RET C634_T636dup

Visos mazos DNR
varianty daug
RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y

RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Visos mazos DNR

varianty mazai

1 Santrumpos: NT - netaikoma; VAF - varianto aleliy daznis.

2 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskai¢iuojamas naudojant Wilsono jverc¢io metoda.
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N

34
36
33
35

33

36

207

35
35
36
36

34

36

212

Vidutinis VAF!

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

0,199

0,095

N/A?

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

0,065

0,037

N/A

PPC (%) (n/N)

100,0 (34/34)
100,0 (36/36)
100,0 (33/33)
100,0 (35/35)

100,0 (33/33)

100,0 (36/36)

100,0 (207/207)

100,0 (35/35)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)

100,0 (34/34)

100,0 (36/36)

99,1(210/212)

95 % CI?

(89,8,100,0)
(90,4,100,0)
(89,6,100,0)
(90,1,100,0)

(89,6,100,0)

(90,4, 100,0)

(98,2,100,0)

(90,1,100,0)
(81,4, 98,4)
(90,4,100,0)
(90,4, 100,0)

(89,8,100,0)

(90,4,100,0)

(96,6, 99,7)
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illumina

54 lentelé ,TSO Comprehensive (EU)” analizés PNC pagal RET mazy DNR varianty aptikimg auksto ir Zemo

lygio tikslinés grupés nariuose

Varianty lygis

~2-3x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

I18krita

Intarpas

Visos mazos DNR

varianty daug

~1x LoD SNV
SNV
SNV
MNV

I8krita

Intarpas

Visos mazos DNR

varianty mazai

Varianto tipas

Tikslinis variantas
(nukleotidas)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_C

chr10_43614996_G_A
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAG

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visos mazos DNR
varianty daug
chr10_43617416_T_C
chr10_43601830_G_A
chr10_43613840_G_C
chr10_43609949_GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

Visos mazos DNR

varianty mazai

Tikslinis variantas
(aminortigstis)

RET M918T
RET C634S
RET V804M
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Visos mazos DNR
varianty daug
RET M918T
RET V292M
RET E768D
RET C634Y
RET D898_E901del

RET C634_T636dup

Visos mazos DNR

varianty mazai

173
171
174
172
174

171

1035

177
143
176
176
178

176

1026

PNC (%) (n/N)

100,0 (173/173)
100,0 (171/171)
100,0 (174/174)
100,0 (172/172)
100,0 (174/174)

100,0 (171/171)

100,0 (1035/1035)

100,0 (177/177)
100,0 (143/143)
100,0 (176/176)
100,0 (176/176)
100,0 (178/178)

100,0 (176/176)

100,0 (1026/1026)

95 % CI?

(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)
(97,8,100,0)

(97,8,100,0)

(99,6, 100,0)

(97,9, 100,0)
(97,4,100,0)
(97,9, 100,0)
(97,9, 100,0)
(97,9, 100,0)

(97,9,100,0)

(99,6, 100,0)

1Visi stebéjimai, surinkti i$ grupiy nariy ir varianty deriniy, kuriems dauguma identifikavimy yra neigiami, t. y. tiksliniai
variantai, kuriuose yra suliejimy, kuriy maziau nei 50 % identifikavimy yra teigiami.
2 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskaiCiuojamas naudojant Wilsono jverc¢io metoda.
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illumina

55 lentelé pateikiama varianty aleliy dazniy (VAF) dispersijos komponenty analizé, atliekant mazdaug 36
kiekvieno grupés nario stebéjimus. Buvo apskaiCiuotas standartinis nuokrypis (SN) ir variacijos koeficientas
procentais (%VK; bendras ir kiekvienam Saltiniui) ir pateiktas kiekvienam tiksliniam RET mazos DNR variantui.

55 lentelé , TSO Comprehensive (EU)” analizés dispersijos komponenty VAF analizé tiksliniy mazy DNR
varianty grupés nariams

Varianty Varianto
lygis tipas

~2-3X
LoD

SNV
SNV

SNV

MNV

ISkrita

Intarpas

~1x LoD SNV

SNV

SNV

MNV

I8krita

Intarpas

Tikslinis variantas
(nukleotidas)

chr10_43617416_T_C

chr10_43609949_G_
C

chr10_43614996_G_
A

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGA_
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC

chr10_43617416_T_C

chr10_43601830_G_
A

chr10_43613840_G_
C

chr10_43609949_
GC_AT

chr10_43615611_
GAGATGTTTATGAL
G

chr10_43609946_T_
TGTGCCGCAC
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Tikslinis
variantas

(aminorugstis)

RET M918T
RET C634S

RET V804M

RET C634Y

RET D898_
E9O01del

RET C634_
T636dup

RET M918T
RET V292M

RET E768D

RET C634Y

RET D898_
E9O1del

RET C634_
T636dup

N

34
36

33

35

33

36

35
35

36

36

34

36

Vidutinis

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

Vietos SN
(%VK)

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)

Operatoriaus
SN (%VK)

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)

Dienos SN
(%VK)

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)

Replikacijos
SN (%VK)

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)

Bendras SN
(%VK)

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 ir RET suliejimai

®

illumina

Auksto lygio RNR suliejimo grupés nariy bendras PPC buvo 99,3 % (285/287; 95 % PI: 97,5 %-99,8 %)

(56 lentelé). Kiekvieno auksto lygio grupés nario PPC buvo 100 %, iSskyrus BCAN-NTRK1 grupés narj (PPC =
94,4 % [34/36; 95 % PI: 81,9 %-98,5 %]). Auksto lygio RNR suliejimo grupés nariy bendras PNC buvo 100,0 %
(1724/1724; 95 % PI: 99,8 % iki 100,0 %) (57 lentelé). Zemo lygio tikslinio RNR suliejimo grupés nariy bendras
PPC buvo 95,4 % (272/285; 95 % P1: 92,3 %, 97,3 %), o bendras PNC buvo 100,0 % (1851/1851; 95 % PI: 99,8 %

iki 100,0 %).

56 lentelé ,, TSO Comprehensive (EU)“ analizés PPC pagal NTRK ir RET suliejimy aptikimg auksto ir Zemo
lygio tikslinés grupés nariuose

Varianty
lygis

~2-3x LOD

(~1x LoD)

* Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas (Pl) apskaic¢iuojamas naudojant Wilsono jvercio metoda.

Tikslinis
suliejimas
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
Visi suliejimai,
auksti
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRKS3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET
Visi suliejimai,
zemi
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36
36
36
36
36
35
36
36
287

36
36
35
36
36
36
36
34
285

Vidutiniai
patvirtinamieji
nuskaitymai

37,9
33,6
24,6
36,6
56,4
32,9
36,7
33,4
36,5

13,8
16,9
15,2
13,6
24,8
18,1

15,8
16,6
16,8

PPC (%) (n/N)

100,0 (36/36)
94,4 (34/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (35/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
99,3 (285/287)

94,4 (34/36)
80,6 (29/36)
94,3 (33/35)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
100,0 (36/36)
97,2 (35/36)
97,1(33/34)
95,4 (272/285)

95 % PI*

90,4, 100,0)
81,9, 98,5)

90,4, 100,0)
90,4,100,0)
90,4, 100,0)
90,1,100,0)
90,4, 100,0)
90,4,100,0)
(97,5, 99,8)

(
(
(
(
(
(
(
(

(81,9, 98,5)
65,0, 90,2)
81,4,98,4)
90,4, 100,0)
90,4,100,0)
90,4, 100,0)
85,8, 99,5)
85,1, 99,5)
92,3,97,3)

(
(
(
(

(
(
(
(
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»1ruSight Oncology Comprehensive (EU)“ pakuotés lapelis

illumina

57 lentelé , TSO Comprehensive (EU)“ analizés PNC pagal NTRK ir RET suliejimy aptikimg aukSto ir zemo
lygio netikslinés grupés nariuose

Varianty lygis

~2-3x LoD

(~1x LoD)

Tiksliniai
suliejimai
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
TRIM24-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
CCDC6-RET
Visi suliejimai -
auksti
LMNA-NTRK1
BCAN-NTRK1
ETV6-NTRK2
STRN-NTRK2
ETV6-NTRK3
BTBD1-NTRK3
NCOA4-RET
KIF5B-RET

Visi suliejimai -
Zemi

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 % CI?

(97,9,100,0
(98,5,100,0
(98,5,100,0
(98,2,100,0
(97,4,100,0)
(98,2,100,0)
(98,2,100,0)
(98,5,100,0)
(99,8,100,0)

)
)
)
)

(98,2,100,0)
(98,5,100,0)
(98,5,100,0)
(98,5, 100,0)
(97,9,100,0)
(98,5,100,0)
(98,2,100,0)
(98,5, 100,0)
(99,8,100,0)

1 Visi stebéjimai, surinkti i$ grupiy nariy ir varianty deriniy, kuriems dauguma identifikavimy yra neigiami, t. y. tiksliniai
variantai, kuriuose yra suliejimy, kuriy maziau nei 50 % identifikavimy yra teigiami.
2 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas (Pl) apskai¢iuojamas naudojant Wilsono jverc¢io metoda.
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,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

58 lentelé pateikiama patvirtinamyjy nuskaitymy dispersijos komponenty analizé i§ mazdaug 36 kiekvieno
tikslinio suliejimo stebéjimy. Buvo apskaiCiuotas ir pateiktas kiekvieno tikslinio suliejimo SN ir %VK (i$ viso ir
kiekvienam Saltiniui).

58 lentelé , TSO Comprehensive (EU)“ analizés dispersijos komponenty patvirtinamyjy nuskaitymy
analize tikslinio RNR suliejimo grupés nariams

Variahtq lsfies N pa:/vlﬁ':::nilieji Vietos SN Operatoriaus SN Dienos SN Replikacijos SN (%VK) Bendras SN
lygis nuskaitymai (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
~2-3x LoD LMNA-NTRK1 36 37,9 3,52 (9) 3,37 (9) 6,93 (18) 9,04 (24) 12,39 (33)

BCAN-NTRK1 36 33,6 13,75 (41) 7,87 (23) 5,40 (16) 8,95 (27) 18,98 (57)
ETV6-NTRK2 36 24,6 8,03 (33) 3,50 (14) 4,20 (17) 4,86 (20) 10,86 (44)
TRIM24-NTRK2 36 36,6 11,44 (31) 4,24 (12) 6,82 (19) 6,87 (19) 15,57 (43)
ETV6-NTRK3 36 56,4 11,49 (20) 10,20 (18) 9,25 (16) 8,69 (15) 19,93 (35)
BTBD1-NTRK3 35 32,9 1,49 (5) 2,65 (8) 2,16 (7) 10,47 (32) 11,11 (34)

NCOA4-RET 36 36,7 4,64 (13) 4,09 (11) 6,17 (17) 5,20 (14) 10,17 (28)

CCDC6-RET 36 334 7,25 (22) 2,56 (8) 6,53 (20) 5,51(16) 11,49 (34)

(~1x LoD) LMNA-NTRK1 36 13,8 1,79 (13) 0,00 (0) 2,74 (20) 4,37 (32) 5,47 (40)
BCAN-NTRK1 36 16,9 2,92 (17) 2,98 (18) 4,61(27) 5,82 (34) 8,52 (50)

ETV6-NTRK2 35 15,2 0,00 (0) 3,41(22) 3,83 (25) 4,39 (29) 6,75 (45)

STRN-NTRK2 36 13,6 1,77 (13) 0,61 (5) 2,33 (17) 2,57 (19) 3,95 (29)

ETV6-NTRK3 36 24,8 6,03 (24) 3,46 (14) 0,00 (0) 6,39 (26) 9,44 (38)
BTBD1-NTRK3 36 18,1 0,93 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 6,64 (37) 6,71(37)

NCOA4-RET 36 15,8 2,08 (13) 1,03 (7) 0,00 (0) 5,11(32) 5,61(36)

KIF5B-RET 34 16,6 2,07 (12) 0,00 (0) 1,58 (10) 5,83 (35) 6,39 (39)

2 tyrimas

Antrasis tyrimas buvo atliktas siekiant jvertinti ,, TSO Comprehensive (EU)” analizés atkuriamuma 3 tyrimo
centruose (2 iSoriniuose ir 1 vidiniame), po 2 operatorius / prietaisus vienoje vietoje, su 3 unikalioms reagenty
partijoms, per 4 tyrimo dienas (ne i eilés) ir po 2 sekas meginiy bibliotekoje.

Tyrimas buvo atliktas naudojant i$§ 41 FFPE audinio méginiy ir 1 FFPE Igsteliy linijos iSskirtus DNR ir RNR méginius
(su 1 FFPE audinio méginiu ir FFPE Igsteliy linija, naudojama 2 grupiy nariams sukurti). Audiniy méginius sudaré
Sie tipai: Slapimo puslés, kaulo, smegeny, kruties, storosios zarnos, tusciosios zarnos, inksty, kepeny, plauciy,
kiausidziy, prostatos, odos, minkstojo audinio, skrandzio, skydliaukés ir gimdos. IS viso buvo istirti 44 grupiy
nariai, jskaitant DNR grupiy narius su mazais DNR variantais (SNV, MNV, intarpai ir iSkritos), geny amplifikacija,
skirtingi TMB jverciai, auksti MSI jverciai ir RNR grupiy nariai su geny suliejimais ir splaisingo variantais.
Dauguma grupiy nariy buvo zinomi tiksliniai variantai, kuriy lygiai buvo mazdaug 2-3 kartus didesni uz varianto
aptikimo ribg (~2-3x LoD).

LoD yra analités koncentracija, kuriai esant stebimi tyrimo rezultatai yra teigiami (variantas aptinkamas
atsizvelgiant j , TSO Comprehensive (EU)“ analizés jautrumo ribg) = 95 % laiko. Vidutinis stebétas varianto lygis
buvo klasifikuojamas kaip mazdaug < 2x LoD (stebimas varianto lygis esant < 1,5x LoD), ~2-3x LoD (stebimas
varianto lygis nuo 1,5x LoD iki 3,4x LoD) ir mazdaug >3x LoD (stebimas varianto lygis esant > 3,4x LoD).
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»1ruSight Oncology Comprehensive (EU)“ pakuotés lapelis

illumina

Mazy DNR varianty, geny amplifikacijy, ,MSI-High” (MSI-H) ir RNR varianty PPC buvo apskaic€iuoti derinant
stebéjimus sekvenavimo tyrimy serijose ir vietose. PNC buvo panasiai apskaiCiuoti maziems DNR variantams,
geny amplifikacijoms ir RNR variantams. Kiekvieno zinomo tikslinio varianto ,TSO Comprehensive (EU)“ analizés
stebéjimai to paties tipo, bet su kitais variantais, kurie néra gauti i$ to paties Saltinio meginio ir kurie neatitinka to
varianto daugumos taisyklés (t. y. < 50 % identifikavimy buvo teigiami) grupés nariuose buvo apibendrinti
sujungiant visy viety, operatoriy / prietaisy, dieny, reagenty partijy ir sekvenavimo seky duomenis, kad buty
galima apskaiciuoti PNC. Dvipusiai 95 % pasikliovimo intervalai (Pl) buvo apskaiciuoti naudojant Wilsono jvercio

metoda.

Mazi DNR variantai

59 lentelé pateikti tiksliniy mazos DNR varianty PPC. PPC svyravo nuo 91,3 % BRAF SNV atveju iki 100 %
daugumai mazos DNR varianty.

59 lentelé

grupés nariuose

Stebétas
varianto

lygis'
~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

Varianto
tipas

ISKRITA

ISKRITA

INTARPAS

INTARPAS

INTARPAS

SNV

ISKRITA

SNV

ISKRITA

Tikslinis variantas
(nukleotidas)

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
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Tikslinis
variantas
(aminorugstis)
APC
L1488fsTer19

APC
S1465WfsTer3

APC
T1556NfsTer3

APC S1465fs
*9

ARID1A Q372fs
*28

BRAF V60OOE

EGFRE746_
A750del

EGFR L858R

EP300
H2324fs *29

Vidutinis
VAF?2

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)

.1SO Comprehensive (EU)“ analizés PPC pagal mazos DNR varianty aptikima jungtinés tikslinés

95 % CI®

(87,9,100,0)

(91,2,100,0)

(89.3.100.0)

(92,6,100,0)

(51,0,100,0)

(79,7, 96,6)

(92,3,100,0)

(90,8,100,0)

(92,0,100,0)
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Stebétas
varianto

lygis'
~2-3X
LoD
~2-3X
LoD
~2-3X
LoD
~2-3X
LoD
~2-3X
LoD

< 2x LoD

~2-3X
LoD

Varianto
tipas

INTARPAS

SNV

MNV

INTARPAS

ISKRITA

INTARPAS

INTARPAS

Tikslinis variantas
(nukleotidas)

chr17_37880981_A_
AGCATACGTGATG

chr2_209113112_C_T

chr12_25398284_CC_AT

chr9_.139399350_C_CG

chr10_89720798_
GTACT_G

chr17_7578470_C_
CGGGCGG

chr17_7574029_C_
CGGAT

Tikslinis
variantas
(aminortigstis)

ERBB2 Y772_
A775dup

IDH1 R132H

KRAS G121

NOTCH1
R1598fs *12

PTEN T319fs *1

TP53 P152_
P153dup

TP53
R333HfsTer5

TVarianto lygis, apskaiciuotas pagal vidutinj stebétg varianto aleliy dazn;.

2 Vidutinis varianto aleliy daznis apskaiciuotas pagal stebétus tyrimo rezultatus.

Vidutinis
VAF?

0,075

0,155

0,111

0,146

0,157

0,157

0,154

3 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskai¢iuojamas naudojant Wilsono jverc¢io metoda.

Mazos DNR varianty PNC buvo 100 %.
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PPC (%)
(n/N)

100,0
(36/36)

100,0
(36/36)
100,0
(38/38)
100,0
(48/48)
100,0
(44/44)
100,0
(2/2)

100,0
(48/48)

illumina

95 % CI®

(90,4, 100,0)
(90,4, 100,0)
(90,8,100,0)
(92,6,100,0)
(92,0,100,0)
(34,2,100,0)

(92,6,100,0)
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,TruSight Oncology Comprehensive (EU)" pakuotés lapelis illumina

60 lentelé pateikta kiekvieno variacijos Saltinio VAF rezultaty ir visy grupés nariy su mazos DNR variantais,
bendros variacijos dispersijos komponenty analizé.

60 lentelé MaZzos DNR varianty dispersijos komponenty VAF analizé tiksliniy mazo DNR varianty grupeés
nariams

: o :
Tikslinis variantas \  Vidutinis  Vietos SN 0(':’?2;2;'::5 op::rr:::rg:jest;’ ;N Partijos SN Serijos SN Bendras SN
Kleotid VAF %VK %VK %VK %VK
(nukleotidas) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
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)
chrd_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 (1,3)
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)
Cchr5_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
Cchr5_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_ 46 012 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)
Cchr7_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)
chro_139399350_C_CG 48 0,46 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 0157 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 0,111 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 0158 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 0154 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_ 3 0075 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)

Buvo du mazi DNR tiksliniai variantai, kuriy stebéjimy skai€ius buvo per mazas, kad buty galima pritaikyti dispersijos
komponenty modelj. Siy dviejy tiksliniy varianty chr1_27024001_C_CG ir 0,001 chr17_7578470_C_CGGGCGG bendras SN
buvo 0,027.
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Geny amplifikacija
61 lentelé pateikti tiksliniy geny amplifikacijy PPC. MET ir ERBB2 PPC buvo 100,0 %.

61lentelé ,TSO Comprehensive (EU)” analizés PPC pagal geny amplifikacijy aptikima jungtinés tikslinés
grupés nariuose

) o Vidurkis Teigiamy
Stebétas Tikslinis ) ) e o 13
-l variantas stebimas identifikavimy 95 % ClI
pokytis kartais?  procentais (%)
~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)

"Varianty lygis, apskai€iuotas pagal vidutinj stebétg pokytj kartais.
2 Vidutinis pokytis kartais, apskaiciuotas pagal stebétus analizés rezultatus.
3 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskaic¢iuojamas naudojant Wilsono jver¢io metoda.

Visy geny amplifikacijy PNC buvo 100 %.

62 lentelé pateikta kiekvieno variacijos Saltinio pokycio kartais rezultaty ir visy grupés nariy su tikslinga geny
amplifikacija, bendros variacijos dispersijos komponenty analizé.

62 lentelé Tiksliniy geno amplifikacijy pokycio kartais dispersijos komponenty analizé

Operatoriaus Dienos (vietos,

Tikvslinis N Vid'utinis ' Vietos SN (vietos) SN eperaieraug) Partijos SN Serijos SN Bendras SN
variantas pokytis kartais (%VK) (%VK) SN (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
ERBB2 47 2,33 0,02 (0,6) 0,01(0,4) 0,02 (0,9) 0,01(0,4) 0,01(0,5) 0,03 (1,3)
MET 48 5,14 0,05 (1,0) 0,12 (2,4) 0,14 (2,6) 0,00 (0,0) 0,03 (0,6) 0,19 (3,7)
MSI

63 lentelé pateikti tiksliniy ,,MSI-High” grupiy nariy PPC. Abiejy ,,MSI-High” grupiy nariy PPC buvo 100 %.

63 lentelé ,TSO Comprehensive (EU)" analizés PPC pagal ,MSI-High” blsenos aptikima jungtinés
tikslinés grupés nariuose

C Teigiamy
. Vidutinis . . 8
Grupés narys . . N identifikavimy 95 % CI?
MSI jvertis’ .
procentais (%)
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 nariai 68 100,0 (68/68) (94,7,100,0)

TVidutinis stebimas MSI jvertis, apskaiciuotas pagal stebétus analizés rezultatus.
2 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskaiCiuojamas naudojant Wilsono jverc¢io metoda.
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64 lentelé pateikta kiekvieno variacijos Saltinio MSl jverCio rezultaty ir visy grupés nariy su ,MSI-High" blisenos
tikslu, bendros variacijos dispersijos komponenty analizé.

64 lentelé Tiksliniy ,MSI-High" grupés nariy MSI jvercio dispersijos komponenty analizé

Operatoriaus  Dienos (vietos,

EpEs e N Vidgtinis. MSI Vietos SN (vietos) SN e Partijos SN Serijos SN Bendras SN
jvertis (%VK) (%VK) SN (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
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

Siekiant jvertinti TMB jverciy atkuriamuma, su tiksliniais TMB grupiy nariais buvo atlikta kiekybiné jvercio
analizé, kuri atitiko numatomy TMB jverciy intervalg. 65 lentelé pateikta kiekvieno variacijos Saltinio TMB jvercio
rezultaty ir visy TMB grupés nariy bendros variacijos dispersijos komponenty analizé. Vieno grupés nario TMB
jvercio bendras SN buvo 1,0 (%VK = 13) (vidutinis TMB jvertis = 7,6), o kito - 1,1 (%VK = 2) (vidutinis TMB

jvertis = 63,2).

65 lentelé Tiksliniy TMB grupés nariy TMB jvercio dispersijos komponenty analizé

Operatoriaus  Dienos (vietos,

STy N Vidutinis TMB Vietos SN (vietos) SN —— Partijos SN Serijos SN Bendras SN
jvertis (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
(%VK) SN (%VK)
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)

* Buvo 1 TMB grupés narys, kurio stebéjimy skaicius buvo per mazas (N = 2), kad buty galima pritaikyti dispersijos
komponenty model]. Sio grupés nario bendras SN buvo 1,7.
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RNR variantai

66 lentelé pateikiami tiksliniy RNR varianty PPC. PPC svyravo nuo 91,7 % KIF5B-RET atveju iki 100 % daugumai

RNR varianty.

66 lentelé ,TSO Comprehensive (EU)” analizés PPC pagal RNR varianty aptikima jungtinés tikslinés
grupés nariuose

Stebétas Varianto Tikslinis Vidutiniai
varianto . . patvirtinamieji PPC (%) (n/N) 95 % CI®
) tipas variantas ) .

lygis' nuskaitymai?

> 3x LoD Suliejimas  ACPP-ETV1 44,7 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Suliejimas  BCL2-IGHJ5 124,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Suliejimas  CD74- 56,6 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)

ROS1;,GOPC

Suliejimas  EGFR-GALNT13 49,8 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Suliejimas  EML4-ALK 49,3 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Suliejimas  PAX3-FOXO1 70,1 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Suliejimas  SPIDR-NRG1 51,5 100,0 (48/48) (92,6,100,0)

~2-3x LoD Suliejimas  DHX8;ETV4- 48,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)

STATS3

Suliejimas  ESR1-CCDC170 45,1 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Suliejimas  FGFR1-GSR 61,1 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
Suliejimas  FGFR2-SRPK2 53,4 100,0 (48/48) (92,6, 100,0)
Suliejimas  FGFR3-TACC3 53,5 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
Suliejimas  HNRNPUL1-AXL 58,0 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
Suliejimas  MKRN1-BRAF 33,4 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
Suliejimas TMPRSS2-ERG 43,5 97,9 (47/48) (89,1, 99,6)

< 2x LoD Suliejimas  KIF5B-RET 1,6 91,7 (44/48) (80,4, 96,7)
Suliejimas  RAF1-VGLL4 15,9 100,0 (46/46) (92,3,100,0)

> 3x LoD Splaisingo  EGFR vl 64,0 100,0 (46/46) (92,3,100,0)
variantas

~2-3x LoD Splaisingo  MET 14 egzono 61,2 100,0 (48/48) (92,6,100,0)
variantas praleidimas

TVarianto lygis, apskaiciuotas pagal vidutinj pastebétg patvirtinamajj nuskaityma.
2 Vidutiniai patvirtinamieji nuskaitymai, apskaiciuoti pagal stebétus analizés rezultatus.

3 Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas apskai¢iuojamas naudojant Wilsono jvercio metoda.
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Kiekvieno tikslinio RNR varianto PNC buvo 100 %, iSskyrus FGFR2-SRPK2 suliejimg (PNC = 99,60 % (984/988;
95 % PI: 98,96 % iki 99,84 %).
67 lentelé pateikta kiekvieno variacijos Saltinio patvirtinamojo nuskaitymo rezultaty ir visy grupés nariy su RNR

variantais, bendros variacijos dispersijos komponenty analizé.

67 lentelé Tiksliniy RNR varianty patvirtinamyjy nuskaitymy dispersijos komponenty analizé

Vidutiniai Operatoriaus  Dienos (vietos,

Tikslinis variantas N patvirtinamieji Vietos SN (vietos) SN operatoriaus) Partijos SN Serijos SN Bendras SN
nuskaitymai TS (%VK) SN (%VK) (%VK) (6VK) (%VK)
ACPP-ETV1 46 44,7 10,38 (23) 0,00 (0) 13,01 (29) 5,90 (13) 2,28 (5) 17,80 (40)
BCL2-IGHJS 46 124,9 38,22 (31) 13,24 (11) 29,08 (23) 9,51(8) 8,30 (7) 51,39 (41)
CD74-R0OS1;,GOPC 48 56,6 0,00 (0) 3,98 (7) 17,18 (30) 0,00 (0) 3,00 (5) 17,89 (32)
DHX8:ETV4- 46 48,9 18,27 (37) 13,42 (27) 17,01 (35) 0,00 (0) 1,50 (3) 28,38 (58)
STAT3
EGFR-GALNT13 46 49,8 0,00 (0) 6,90 (14) 14,86 (30) 2,08 (4) 2,82 (6) 16,75 (34)
EML4-ALK 48 49,3 0,00 (0) 12,18 (25) 19,10 (39) 8,83 (18) 1,94 (4) 24,39 (49)
ESR1-CCDC170 46 451 2,30 (5) 0,00 (0) 12,37 (27) 0,00 (0) 8,08 (18) 14,95 (33)
FGFR1-GSR 46 61,1 8,57 (14) 1,31(2) 11,15 (18) 9,23 (15) 5,18 (8) 17,65 (29)
FGFR2-SRPK2 48 53,4 3,18 (6) 10,90 (20) 15,85 (30) 15,29 (29) 3,10 (6) 24,97 (47)
FGFR3-TACC3 48 53,5 17,43 (33) 0,00 (0) 12,38 (23) 5,81(11) 3,46 (6) 22,42 (42)
HNRNPUL1-AXL 48 58,0 0,00 (0) 12,15 (21) 18,22 (31) 0,00 (0) 3,96 (7) 22,26 (38)
KIF5B-RET 48 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 70,1 12,45 (18) 10,79 (15) 17,91 (26) 3,02 (4) 2,42 (3) 24,65 (35)
RAF1-VGLL4 46 15,9 1,46 (9) 1,52 (10) 3,80 (24) 4,42 (28) 1,23 (8) 6,32 (40)
SPIDR-NRG1 48 51,5 4,78 (9) 0,00 (0) 10,69 (21) 5,94 (12) 3,29 (6) 13,54 (26)
TMPRSS2-ERG 48 43,5 5,63 (13) 8,81(20) 9,98 (23) 0,00 (0) 6,21 (14) 15,73 (36)
EGFR vliI splaisingo 46 64,0 12,70 (20) 0,42 (1) 17,69 (28) 0,00 (0) 2,34 (4) 21,90 (34)
variantas

MET 14 egzonas, 48 61,2 11,42 (19) 3,43 (6) 19,84 (32) 7,55 (12) 2,10 (3) 24,43 (40)

praleidZiantis
splaisingo varianta

Vienos laboratorijos precizija

Buvo atlikti du tyrimai, siekiant jvertinti ,, TSO Comprehensive (EU)" vienos laboratorijos precizijg. 1 tyrime buvo
jvertinti NTRK ir RET suliejimai ir RET mazi DNR variantai. 2 tyrime buvo jvertinti TMB ir MSI.

1 tyrimas

Vienos laboratorijos precizija buvo jvertinta pagal NTRK1-3 suliejimus (Zemesnio laipsnio glioma, daugiaformé
glioblastoma, miofibroblastiné sarkoma, sekreciné kruties karcinoma), RET suliejimai (skydliaukés vézys ir
nezinomo veézio odos audiniai) ir RET mazy DNR varianty (meduliarinis skydliaukés vézys) su FFPE audiniais i$
nurodyty vézio formy. Kiekvienas méginys buvo tiriamas dviem varianty lygiais: ~1x LoD (Zemas varianty lygis)
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ir ~2-3x LoD (aukstas varianty lygis), iSskyrus méginj, kuriame yra CCDC6-RET - kuris buvo tiriamas tik esant
mazam varianty lygiui. Kiekvienas kiekvieno tyrimo lygio méginys buvo tiriamas dviem egzemplioriais kiekvienu
bibliotekos paruoSimo atveju ir tai atliko trys (3) operatoriai. Kiekvienas operatorius pradéjo biblioteky rengima
tris (3) dienas ne iS eilés ir sekvenavo trimis (3) nurodytais ,NextSeq 550Dx" instrumentais. Buvo tirtos trys (3)
reagenty partijos, gaunant po 54 stebéjimus vienu lygiu. Kai kuriais lygiais dél negaliojanciy biblioteky buvo
maziau nei 54 stebéjimai.

Kokybiné analizé

Kokybiné varianty identifikavimo atitiktis buvo jvertinta atskirai pagal du konkretaus varianto varianty lygius,
remiantis visy kintamyjy (operatoriy, reagenty partijy, prietaisy, dieny ir pakartojimy) jungtiniais stebé&jimais.
PPC bei PNC ir susijes dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas (Wilsono jvertis) apibendrinti 68 lentelé (mazi
DNR variantai) ir 69 lentelé (RNR suliejimai).

Esant aukStam varianty lygiui (~2-3x LoD), ,,TSO Comprehensive (EU)” analizé parodé 100 % rezultatg pagal
visy tirty varianty PPC ir PNC.

Esant zemam varianty lygiui (~1x LoD), mazy DNR varianty PPC svyravo nuo 83,3 % iki 98,1 %, o RNR suliejimy
PPC svyravo nuo 90,7 % iki 100 %. Varianty, kuriy PPC buvo < 95 %, VAF (RET C634Y ir RET D898_E901del) arba
patvirtinamyjy nuskaitymy (NCOA4-RET ir BCAN-NTRK?1) vidurkis buvo maZzesnis uz atitinkamas aptikimo ribas.
Esant Zemam varianty lygiui, 100 % PNC buvo pasiektas visy varianty atzvilgiu.

68 lentelé Tiksliniy DNR varianty kokybiniai rezultatai

. . . Varianto Vidutinis PPC (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
Varianty lygis  Variantas )
tipas VAF (95 % PI) (95 % PI)
~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_ ISKRITA 0,048 87,0 (47/54) 100,0 (215/215)
E9O01del (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_ ISKRITA 0,056 98,1 (53/54) 100,0 (215/215)
L633delinsE* (90,2, 99,7) (98,2,100,0)
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Varianty lygis

~3x LoD

Variantas

RET C634Y

RET D898_

E9O01del

RET C618R

RET M918

RET D631_
L633delinsE*

Varianto
tipas
MNV
ISKRITA
SNV

SNV

ISKRITA

Vidutinis
VAF
0,095
0,088
0,146

0,078

0,161

PPC (%) (n/N)
(95 % PI)
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 % PI)

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)

* Nukleotido pokydciai iSvardyti pagal kiekvieng variantg aptikimo ribos tarpsnj, iSskyrus RET D631_L633delinsE, kuris yra 10

chromosoma, 43609940 padeétis, referentiné ACGAGCT, A alternatyva.
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69 lentelé Tiksliniy RNR suliejimy kokybiniai rezultatai

Varianty
lygis

~1x LoD

Suliejimas

TPM3-NTRK1

BCAN-NTRK1

LMNA-NTRK1

ETV6-NTRK2

ETV6-NTRK3

ETV6-NTRK3
(FFPE Igsteliy
linija)

KANK1-NTRK3

NCOA4-RET

CCDC6-RET

KIFSB-RET (1

meéginys)

KIF5B-RET (2
méginys)

Dokumentas Nr. 200007789, v08

Vidutiniai
patvirtinamieji
nuskaitymai
20,2

221
12,2
20,3

16,2

231

13,5

13,3

18,7

17,3

17,3
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PPC (%) (n/N)
(95 % PI)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

94,4 (51/54)
(84,9,98,1)
98,1 (51/52)
(89,9,99,7)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)
100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

98,1 (53/54)
(90,2,99,7)

100,0 (54/54)
(93,4,100,0)

90,7 (49/54)

(80,1, 96,0)

98,1 (53/54)
(90,2, 99,7)

95,4 (103/108)
(89,6, 98,0)

96,2 (51/53)
(87,2,99,0)

illumina

PNC (%) (n/N)
(95 % PI)

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)

1198142



»1ruSight Oncology Comprehensive (EU)“ pakuotés lapelis

illumina

Vidutiniai
Varianty - IGuinial © —  ppe (%) (n/N) PNC (%) (n/N)
vais Suliejimas patvirtinamieji (95 % PI) (95 % PI)
ve nuskaitymai ° °
~2-3xLoD  TPM3-NTRK] 571 100,0 (54/54) 100,0 (481/481)
(93,4, 100,0) (99,2,100,0)
BCAN-NTRK1 532 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
LMNA-NTRK] 35,1 99,0 (103/104) 100,0 (431/431)
(94,8, 99,8) (99,1,100,0)
ETV6-NTRK2 520 100,0 (54/54) 100,0 (535/535)
(93,4, 100,0) (99,3, 100,0)
ETV6-NTRK3 M7 100,0 (54/54)
(93,4, 100,0) 100,0 (481/481)
ETV6-NTRK3 28,3 100,0 (54/54) (99,2,100,0)
(FFPE Iasteliy (93,4, 100,0)
linija)
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)
CCDCB6-RET Netaikoma Netirta 100,0 (589/589)
(99,4, 100,0)
KIF5B-RET (1 43,8 100,0 (54/54)
meginys) (93,4,100,0) 100,0 (428/428)
KIF5B-RET (2 446 100,0 (53/53) (99,1,100,0)
méginys) (93,2,100,0)

Kiekybiné analizé

Buvo atlikta ribotos didziausios tikimybés (REML) dispersijos komponenty analizé, siekiant jvertinti pagrindinio
testinio kintamojo (mazy DNR varianty — VAF ir RNR suliejimy — patvirtinamyjy nuskaitymy) bendrg variacijg ir
jvertinti kiekvieno variacijos Saltinio [operatoriy, prietaisy, dieny, reagenty partijy, liekamasis ir bendras)
precizijos komponentus [standartinj nuokrypj (SN), variacijos koeficientg (VK)]. Mazy DNR varianty rezultatai
pateikiami 70 lentelé, RNR suliejimy — 71 lentelé.

VAF variacija padidéjo su vidurkiu, kaip tikétasi pagal binomine proporcijg. Patvirtinamyjy nuskaitymy variacija
padidéjo su vidurkiu, kaip tikétasi pagal skaiCiavimo duomenis. Liekamasis komponentas turéjo didziausia
poveikj tiek mazy DNR varianty, tiek RNR suliejimy bendrai dispersijai abiem lygiais ir tai pagrindzia iSvada, kad
Siy varianty aptikimas ,TSO Comprehensive (EU)“ mazai priklauso nuo operatoriy, partijy, prietaisy ir dieny.
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70 lentelé Kiekybiniai SN ir VK rezultatai pagal tikslinius mazus DNR variantus

N
. X Varianto L Vidutinis ~ Operatoriaus  Prietaiso  Partijos SN
VAF | V t | t
LEIS arlantas tipas Galiojan y§ VAF SN (%VK) SN (%VK) (%VK)
bandymai
~1x LoD RETD898_  ISKRITA 54 0,048 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
E901del
RET C618R SNV 54 0,046 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
RET M918T SNV 53 0,042 0,000 (0,0) 0,001(3,0) 0,000 (0,0)
RET C634Y MNV 54 0,028 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001(3,3)
RETD631_  ISKRITA 54 0,056 0,000 (0,0) 0,002 (3,0) 0,006
L633delinsE (11,6)
~3x LoD RETD898_  ISKRITA 54 0,088 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,001 (1,4)
E901del
RET C618R SNV 54 0,146 0,003 (1,7) 0,000 (0,0) 0,020
(13,7)
RET M918T SNV 52 0,078 0,002 (3,7 0,000 (0,0) 0,000 (0,0)
RET C634Y MNV 54 0,095 0,000 (0,0) 0,002 (2,5) 0,002 (2,1)
RETD631_  ISKRITA 52 0,164 0,000 (0,0) 0,000 (0,0) 0,005 (3,0)
L633delinsE
71lentelé Kiekybiniai SN ir VK rezultatai pagal RNR suliejimus
Pitjvslrkt;?tanr:]qm Suliejimas Galio"\;nt s a}(/\:idr:litr:;]?ie'i Operatoriaus . Prietaiso SN Partijos SN
_— ) jantys  patvirinami&l s (wvk) (%VK) (%VK)
lygis bandymai nuskaitymai
~1x LoD TPM3- 54 20,2 2,33(12) 0,94 (5) 3,31(16)
NTRK1
BCAN- 54 221 3,38 (15) 1,41 (6) 1,78 (8)
NTRK1
LMNA- 52 12,2 1,36 (11) 1,25 (10) 1,59 (13)
NTRK1
ETV6- 54 20,3 0,00 (0) 3,18 (16) 4,36 (21)
NTRK2
ETV6- 54 16,2 2,28 (14) 2,36 (15) 2,17 (13)
NTRK3
ETV6- 54 231 4,55 (20) 1,18 (5) 0,00 (0)
NTRK3
(Iasteliy
linija)
KANK?1- 54 13,5 0,74 (5) 0,11 (1) 1,09 (8)
NTRK3
NCOA4-RET 54 13,3 1,67 (13) 0,00 (0) 0,00 (0)
CCDC6-RET 54 18,7 0,00 (0) 1,14 (6) 5,44 (29)
KIF5B-RET 108 17,3 2,11 (12) 2,50 (14) 2,89 (17)
(1 méginys)
KIF5B-RET 53 17,3 2,05 (12) 3,72 (22) 3,65 (21)
(2 meéginys)
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Dienos SN
(%VK)

0,004 (8,7)

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

0,006 (7,0)

0,002 (1,1)

0,007 (9,1)
0,000 (0,0)
0,000 (0,0)

Dienos SN
(%VK)

0,83 (4)

0,00 (0)

0,00 (0)

0,00 (0)

0,00 (0)

0,00 (0)

0,00 (0)

1,67 (13)
0,00 (0)
3,52 (20)

2,41 (14)

Liekamasis
SN (%VK)

0,014 (30,0)

0,014 (31,3)
0,011 (25,6)
0,009 (30,7)
0,010 (18,5)

0,017 (19,2)

0,018 (12,6)

0,018 (23,1)
0,014 (15,0)
0,020 (12,1)

Liekamasis
SN (%VK)

5,70 (28)

6,03 (27)

4,74 (39)

8,30 (41)

4,65 (29)

6,73 (29)

4,22 (31)

5,09 (38)
6,17 (33)
7,09 (41)

5,95 (34)

illumina

Bendras SN
(%VK)

0,015 (31,2)

0,014 (31,3)
0,011 (25,7)
0,009 (30,9)
0,012 (22,0)

0,018 (20,5)

0,027 (18,7)

0,020 (25,0)
0,015 (15,3)
0,020 (12,4)

Bendras SN
(%VK)

7,10 (35)

7,28 (33)

5,33 (44)

9,90 (49)

6,10 (38)

8,21(36)

4,42 (33)

5,61(42)
8,30 (44)
9,04 (52)

8,52 (49)

1218142
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Patvirti j N Vidutiniai
:uv;rk;?tan;qm Sulieiimas  Galioiantys atJir:r:ZLz:e'i Operatoriaus  Prietaiso SN Partijos SN Dienos SN Liekamasis Bendras SN
tymy ] jantys — p namiel N (%vK) (%VK) (%VK) (%VK) SN (%VK) (%VK)
lyqgis bandymai nuskaitymai
2-3x LoD TPM3- 54 571 11,21 (20) 1,18 (2) 5,68 (10) 2,03 (4) 11,86 (21) 17,44 (31)
NTRK1
BCAN- 54 53,2 8,22 (15) 0,76 (1) 5,59 (11) 2,89 (5) 11,34 (21) 15,37 (29)
NTRK1
LMNA- 104 35,1 1,47 (4) 5,92 (17) 8,11 (23) 2,92 (8) 10,69 (30) 15,03 (43)
NTRK1
ETV6- 54 52 0,00 (0) 4,07 (8) 7,07 (14) 5,72 (11) 12,91 (25) 16,31 (31)
NTRK2
ETV6- 54 41,7 7,16 (17) 0,40 (1) 6,40 (15) 0,00 (0) 10,74 (26) 14,41 (35)
NTRK3
ETV6- 54 28,3 7,93 (28) 1,02 (4) 0,00 (0) 0,00 (0) 9,05 (32) 12,08 (43)
NTRK3
(Iasteliy
linija)
KANK1- 54 39,2 5,10 (13) 0,00 (0) 4,78 (12) 0,00 (0) 9,44 (24) 11,74 (30)
NTRK3
NCOA4-RET 54 24,8 3,05 (12) 0,00 (0) 5,92 (24) 0,00 (0) 6,78 (27) 9,50 (38)
KIF5B-RET 54 43,8 415 (9) 0,96 (2) 12,57 (29) 6,52 (15) 15,23 (35) 21,23 (48)
(1 méginys)
KIF5B-RET 53 44,6 5,37 (12) 4,97 (11) 13,73 (31) 0,00 (0) 12,41 (28) 19,90 (45)
(2 méginys)
2 tyrimas

Buvo jvertinta vienos laboratorijos precizija pagal TMB ir MSI. Siekiant jvertinti precizijg skirtingais lygiais jverciy
intervale, buvo naudojami penki TMB skirti NSCLC FFPE DNR méginiai ir septyni MSI skirti CRC FFPE méginiai,
jskaitant ir mikrosatelito stabily ,MS-Stable” ir ,MSI-High“. Kiekvieng méginj dviem egzemplioriais tyré trys (3)
operatoriai, tris (3) dienas, su trimis (3) biblioteky preparatais trims (3) reagentams, naudojant tris ,,NextSeq
550Dx" instrumentus, gaunant po 54 stebéjimus vienam lygiui.

Kokybiné atitiktis buvo jvertinta pagal MSI buseng. ,, TSO Comprehensive (EU)" analizé parodé 100 % atitikt]
pagal teigiamy identifikavimy procentais ir neigiamy identifikavimy procentais dél MSI busenos rodiklius. TMB
atveju ,, TSO Comprehensive (EU)" analizés pateikia TMB jvertj; kokybiné atitiktis netaikoma.

Bendra TMB ir MSI jver¢iy variacija, kartu su indéliu pagal Saltinj (instrumentai, operatoriai, partijos, dienos ir
liekamasis), buvo kiekybiskai jvertinta naudojant dispersijos komponenty model;j jverciy rinkiniui. TMB
standartinis nuokrypis (SN) ir variacijos koeficientas (VK) pagal lygj pateikti 72 lentelé TMB, o MSI-73 lentelé.
Kai kuriais lygiais dél negaliojanciy biblioteky buvo maziau nei 54 stebéjimai.

72 lentelé Kiekybinio TMB jvercio SN ir VK rezultatai

Lvais Vidutinis TMB N Galiojantys  Operatoriaus Prietaiso SN Partijos SN Dienos SN Liekamasis SD  Bendrasis SD
= jvertis bandymai SN (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
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)
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Ly Vidl..ltinis. TMB N Galiojant}/s Operatoriaus Prietaiso SN Partijos SN Dienos SN Liekamasis SD Bendrasis SD
jvertis bandymai SN (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK) (%VK)
L3 15,1 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,20 (1) 0,00 (0) 1,16 (8) 1,18 (8)
L4 20,3 53 0,00 (0) 0,00 (0) 0,06 (0) 0,00 (0) 0,56 (3) 0,57 (3)
L5 42,3 54 0,00 (0) 0,00 (0) 0,15 (0) 0,00 (0) 1,37 (3) 1,38 (3)

73 lentelé Kiekybinio MSI jvercio SN ir VK rezultatai

Operatoriaus

Vidutinis MSI N Galiojantys Prietaiso SN Partijos SN Dienos SN Liekamasis  Bendrasis SD

el L jvertis (%) bandymai (;\E/)K) (%VK) (%VK) (%VK) SN (%VK) (%VK)
,MS-Stable" L1 0,80 53 035(43)  000(0)  015(18)  000(0)  052(66) 0,64 (81
L2 5,90 53 0,47 (8) 000(0)  084(14)  000(0)  126(21)  158(27)

MSI-High L3 48,68 53 0,19 (0) 0,00(0)  0,00(0) 119 (2) 2,48 (5) 2,76 (6)
L4 56,85 54 1,66 (3) 0,00 (0) 1,92 (3) 0,00(0)  3,07(5) 3,98 (7)

L5 72,62 54 0,00 (0) 0,47 (1) 0,34 (0) 0,62 (1) 1,28(2) 1,54 (2)

L6 75,29 54 0,00 (0) 0,42 (1) 0,09(0) 0,00 (0) 1,46 (2) 1,52 (2)

L7 78,38 54 0,00 (0) 0,00(0)  0,00(0) 0,45 (1) 0,95 (1) 1,06 (1)

TMB jverciy variacija paprastai didéja su vidurkiu, kaip tikimasi i$ skaiCiavimo duomeny teorinio pasiskirstymo.
MSI jver€iy variacija esant lygiams, artimiems MSI jverciui = 50, yra didesné nei MSI jverCiy svyravimas arc¢iau 0
arba 100, o tai atitinka kintamuma pagal proporcijy duomeny teorinj paskirstyma. Liekamojo komponento
poveikis bendrai MSI ir TMB jverciy dispersijai iSliko didZiausias ir tai pagrindZzia iSvada, kad jverciai mazai
priklauso nuo operatoriy, partijy, prietaisy ir dieny. Taciau, kadangi MSI ir TMB yra sudétingi biologiniai
Zymenys, analitinis veiksmingumas gali skirtis priklausomai nuo méginio. Tai reiSkia, kad TMB variacija priklauso
ne tik nuo TMB vertés, bet ir nuo méginio varianty sudéties, pvz., varianto tipo (SNV, intarpas-iskrita) ir VAF
lygio (artumo jtraukimo jautrumo ribai). Be to, MSI variacija priklauso ne tik nuo MSI vertés, bet ir nuo méginio
viety sudéties, pvz., nestabiliy viety skaiciaus ir vietos nestabilumo laipsnio.

MSI C5 ir C95 vertés ties 20,00 % jautrumo riba buvo nustatytos naudojant precizijos profilj (74 lentelé).

74 lentelé MSI C5-C95 intervalai
Jvertis C5 C95
MSI 1717 % 23,32 %

Buvo jvertintas naviko turinio poveikis TMB ir MSI jverCiams. Daugumai meginiy naviko kiekis =30 % turéjo
nezymy poveikj TMB jver€iams, didesniems nei mazdaug 10 mutacijy vienoje megabazéje. Didéjant naviko
kiekiui, TMB jverciai iSliko palyginti nepakite. ,MSI-High” méginiy atveju naviko kiekis parodé teigiama tiesine
koreliacijg su MSl jverciu. ,MSI-High” méginiai isliko vidutiniskai ,MSI-High“, kai naviko kiekis buvo = 30 %.
Endometriumo meéginiai pasizymeéjo aiskiu skirtingumu nuo kity tipy audiniy ir buvo nustatyta, kad reikia didesnio
naviko kiekio, kad jie buty identifikuoti ,MSI-High“.
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Naviko profiliavimo tikslumas

Alternatyvy aptikimas pagal ,TSO Comprehensive (EU)" analize buvo palygintas su referentiniy metody
rezultatais. DNR mazi variantai ir TMB buvo palyginti su iSoriniu patvirtintu viso egzomo NGS metodu. Geny
amplifikacijos buvo palygintos su tuo paciu egzomo NGS metodu arba patvirtintu dvigubos in situ hibridizacijos
(DISH) metodu HER2 amplifikacijoms. MSI buvo jvertinta pagal patvirtintg MSI-PCR testa. RNR splaisingo
variantai buvo palyginti su patvirtintu kiekybiniu PCR (qPCR) metodu. ROS1 ir ALK suliejimai buvo palyginti su
patvirtintais FISH analizémis. Visi kiti suliejimai buvo palyginti su sudétiniu metodu, kurj sudaré patvirtintas RNR
viso egzomo NGS analizé (RNGS1), tiksliné NGS plokStelé (RNGS2) ir laSeliy skaitmeniné PCR (ddPCR).

Mazy DNR varianty aptikimas

Mazy DNR varianty aptikimas , TSO Comprehensive (EU)"“ analize buvo palygintas su viso egzomo sekvenavimo
(WES) rezultatais, kurie naudoja WES su suderintomis normaliomis naviko méginiy poromis nonocity linijos ir
somatiniams maziems variantams identifikuoti. Mazy varianty, kuriuos sudaro vieno nukleotido variantai (SNV),
intarpai ir iskritos, palyginimas buvo pagrjstas 124 méginiais i$ 14 skirtingy audiniy tipy, kurie buvo tinkami tiek
.1S0 Comprehensive (EU)", tiek WES. Multinukleotidy variantus (MNV, 2 - 3 bp), kuriems reikalingas faziy
derinimas, gali aptikti ,TSO Comprehensive (EU)", bet ne WES analizé.,, TSO Comprehensive (EU)* MNV buvo
vertinami kaip individuallis SNV pagal WES. Visy varianty identifikavimy atitikties varianto lygiu santrauka,
jskaitant teigiama procentine sutaptj (PPA) ir neigiamg procentine sutaptj (NPA), pateikta 75 lentelé.

75 lentelé Mazy varianty identifikavimy, jvertinty pagal gonocity linijg arba somatine buseng, atitikties
santrauka

WES somatiniai
identifikavimai

.TSO 382 33163 426
Comprehensive
(EU)" identifikuota

WES Germline Called WES neidentifikuota

150 69 61 70000 481
Comprehensive
(EU)“
neidentifikuota
IS viso 451 33224 70 000 907
Procentiné sutaptis  PPA: PPA: NPA:
85 % (382/451), >99 % (33163/33224) >99%
95 % PI: [81 %, 87 %] 95 % PI: [99,8 %, 99,9 %] (70 000 481/70 000 907)
95 % PI: [99,999 %,
99,999 %]
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IS viso ,, TSO Comprehensive (EU)" identifikavo 426 variantus, kurie nebuvo aptikti WES metodu. Du Simtai keturi
(48 %) Siy varianty alelio dazniai buvo mazesni uz WES metodo identifikavimo slenkstj. IS likusiy galimy
klaidingai teigiamy varianty WES metodu buvo jrodytas Zemo palaikymo varianty identifikavimas. Be to,
daugelis varianty turéjo labai zemo lygio WES jrodymus sutampangiuose normaliuose méginiuose. Sis rezultatas
rodo, kad Siuos variantus navike WES praleido dél jprasto uzterSimo naviko.
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Naviko mutacinés nastos aptikimas

TMB atitiktis buvo nustatyta lyginant TMB jvercCius (somatines mutacijas / megabaze), gautus WES metodu ir
.1S0 Comprehensive (EU)" atliktus 124 méginiy tyrimus su turimais tiek ,TSO Comprehensive (EU)", tiek WES
duomenimis. Tiesinés regresijos analizé su WES, kaip prediktoriumi, y asies kirtimo taskas buvo 2,53, nuolydis -
0,89, Pearsono koreliacijos koeficientas — 0,94 (3 pav.).

3 pav. TMB jvercio koreliacija tarp WES ir,,TSO Comprehensive (EU)“
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Geny amplifikacijos aptikimas

Analizés metu aptikta geny amplifikacija , TSO Comprehensive (EU)” buvo palyginta su to paties WES analizés
rezultatais, naudojant naviko normalius sutampancius méginius arba tik naviko méginius. IS viso buvo 420
méginiy, i$ kuriy 183 naudojo ortogonalinj naviko / jprasto metodg, o 237 —tik naviko metoda. IS 420 méginiy
tyrimui buvo atrinkti 50 méginiy, nes amplifikacija buvo teigiama naudojant , TSO Comprehensive (EU)" arba
ankstesnése analizése. Siy charakteringy méginiy veiksmingumas buvo pakoreguotas naudojant vidutinj
sujungimo paplitimg. Bendrame charakterizuoty ir necharakterizuoty meginiy spektre buvo naudojamas
atvirkstinio svyravimo svertinis vidurkis. Méginiai buvo paimti i§ 14 audiniy tipy ir juose buvo 55 geny
amplifikacijos. ,, TSO Comprehensive (EU)" pranesa apie geny amplifikacijas iS MET ir ERBB2 geny. Taciau
tikslumas buvo jvertintas pagal visus 55 genus. Geny amplifikacijos identifikavimy santrauka pateikta 76 lentelé.
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76 lentelé Geny amplifikacijos atitikimo santrauka
PPA (95 % PI*) NPA (95 % PI*)
88,80 % (84,61,92,43) 99,02 % (98,93, 99,12)

* Pasitikéjimo intervalas, apskaiCiuotas pagal jkélima.
ERBB2 (HER2) amplifikacijos i$ skrandzio ir krities audiniy buvo analizuojamos atskirai nuo kity geny
amplifikacijy naudojant dvigubos in situ hibridizacijos metodg (DISH). IS viso buvo istirti 116 krities ir skrandzio
méginiy, i$ kuriy 64 anksciau IHC arba FISH buvo apibudinti kaip HER2 teigiami. Vieno méginio iSskyrimas
nepavyko, 4 méginiy nepavyko patvirtinti kaip tinkamy , TSO Comprehensive (EU)”, o 3 méginiy nepavyko
patvirtinti kaip tinkamy DISH analizei. IS 108 méginiy 20-ies (18,5 %) jverciai buvo ribiniai (nuo 1,5 iki 2,5) — netoli
DISH jautrumo ribos (2,0). Visy méginiy atitikties rezultatai, jskaitant PPA, NPA, iSskyrus ribinius HER2 DISH
atvejus, pateikti 77 lentelé.

77 lentelé ,TSO Comprehensive”ir HER2 DISH, jskaitant HER2 geno amplifikacijg, suderinamumo
santrauka

HER2 geno amplifikacija HER2 DISH HER2 DISH
Viskas (krutis ir skrandis) amplifikuotas neamplifikuotas
,1SO Comprehensive (EU)” teigiamas 17 (jskaitant 1 ribinj) 13 (jskaitant 1 ribinj)
.1S0 Comprehensive (EU)" neigiamas 10 (jskaitant 6 ribinius) 68 (jskaitant 12 ribiniy)
Procentiné sutaptis, jskaitant ribinius atvejus  PPA: 63 % (17/27) NPA: 84 % (68/81)

95 % Pl: [44 %, 78 %] 95 % Pl: [74 %, 90 %]
Procentiné sutaptis, nejskaitant ribiniy atvejy PPA: 80 % (16/20) NPA: 82 % (56/68)

95 % PI: [58 %, 92 %] 95 % PI: [72 %, 90 %]

Mikrosatelity nestabilumo aptikimas

Analize , TSO Comprehensive (EU)" aptinkamas mikrosatelity nestabilumas buvo palygintas su patvirtinto MSI-
PCR tyrimo, kuriame tyrimams naudojami naviko normaliai suderinti méginiai, rezultatais. IS viso buvo palyginti
195 méginiai, atitinkantys naviko kiekio reikalavima = 30 % (,MS-Stable" statusui) ir reprezentuojantys 14
audiniy tipy. ,MSI-PCR" jvertina 5 vietas ir duoda 3 rezultatus — ,MSI-Stable” (néra nestabiliy viety), ,MSI-Low"
(viena nestabili vieta) ir ,MSI-High” (dvi arba daugiau nestabiliy viety). , TSO Comprehensive (EU)" jvertina iki
130 mikrosatelity viety ir tik klasifikuoja meginius kaip ,MS-Stable” arba ,MSI-High“ (= 20 % nestabiliy viety).
.MSI-PCR" reikméms ,MSI-Low" buvo sugrupuotos su ,MS-Stable” rezultatais. Atitikties analizé pateikta

78 lentelé.
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illumina

78 lentelé , TSO Comprehensive (EU)“ir MSI-PCR DNR mikrosatelity nestabilumo rezultaty atitikties analizés

santrauka
MSI busena PCR ,MSI-High“ PCR ,MSI-Low" PGR ,MSI-Stable”
,TSO Comprehensive (EU)" nestabilus 41 2 0
(,MSI-High")
.1SO Comprehensive (EU)" stabilus 3 0 150
(,MS-Stable")
IS viso 44 2 150
Procentiné sutaptis PPA: 93 % (41/44) NPA: 99 % (150/152)

95 % PI: [82 %,

98 %]

RNR splaisingo varianty aptikimas

95 % PI: [95 %, >99 %]

Splaisingo varianty aptikimo tikslumas buvo apskaiciuotas lyginant EGFRvIIl ir MET 14 egzono praleidimo ,TSO
Comprehensive (EU)" rezultatus su qPCR analizémis, jskaitant vieng zinoma teigiamag RNR kiekvienam i
splaisingo varianty. Atitikties analizé buvo atlikta i$ viso 230 unikaliy FFPE RNR méginiy i$ 14 audiniy tipy, turimy
duomeny tiek , TSO Comprehensive (EU)" ir referentiniu metodu. Visi méginiai buvo istirti ,MET" 14 egzono
praleidimui, o ,EGFRVIII” - tik smegeny audiniuose, atitinkamai. Tris meginius ,MET" 14 egzono praleidimui,TSO
Comprehensive (EU)" identifikavo gPCR, o ne, vidutinis Ct buvo > 37 ir buvo mazesnis uz ,TSO Comprehensive
(EU)” LoD lygj. 79 lentelé apibendrinami atitikties tyrimo rezultatai.

79 lentele , TSO Comprehensive (EU)"ir gPCR analizés RNR splaisingo varianty rezultaty analizes

santrauka
RNR splaisingo variantai

.1S0 Comprehensive (EU)" teigiamas
(EGFRuvIII

.1S0 Comprehensive (EU)" neigiamas
(EGFRuvIII)

.1S0 Comprehensive (EU)" teigiamas
(MET 14 egzono praleidimas)

.1SO Comprehensive (EU)" neigiamas
(MET 14 egzono praleidimas)

IS viso

Procentiné sutaptis
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qPCR teigiamas
3

7

PPA:
57 % (4/7)
95 % PI: [25 %, 84 %]

qPCR neigiamas
0

13

217

230

NPA:
100 % (230/230)
95 % PI: [98 %, 100 %)
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RNR suliejimo aptikimas
Palyginimas su sudétiniu metodu

.1S0 Comprehensive (EU)" suliejimai buvo lyginami su sudétiniu metodu, kurj sudaré visos RNR egzomy
sekvenavimas naudojant NGS plokstele (RNGS1), tiksline NGS suliejimo plokStele (RNGS2) ir laSeliy skaitmenine
PCR (ddPCR).

RNGS1 metodas persidengia su visais genais, kuriy suliejimas gali buti aptiktas naudojant ,TSO Comprehensive
(EU)". TaCiau RNGS1 metodo aptikimo riba buvo 4X-8X didesné uz ,TSO Comprehensive (EU)", atsizvelgiant j
patvirtinamyjy nuskaitymy, stebéty persidengianciuose suliejimo identifikavimuose, skai€iy. Taigi, su WES
(RNGS1) metodu buvo taikomas sudétinis metodas i$ dviejy papildomy metody, turin€iy didesnj jautruma, bet
mazesnj suliejimo plot;.

IS viso RNGS1 buvo istirti 255 unikalts RNR méginiai, atitinkantys 14 audiniy tipy ir atitinkanciy ,, TSO
Comprehensive (EU)" metrikas. Du méginiai buvo netinkami RNGS1 méginio kokybés kontrolei ir nejtraukti j
papildoma analize. 4 i$ 82 suliejimy, kuriuos identifikavo ,TSO Comprehensive (EU)", buvo nejtrauktij vertinimg
dél RNGS1 méginio kokybés kontrolés trik&iy, o 7 papildomi suliejimai nebuvo identifikuotini dél to, kad RNGS1
grupéje nebuvo tiksliniy verciy. IS likusiy 71 suliejimy, kuriuos identifikavo ,, TSO Comprehensive (EU)", 9
suliejimai buvo patvirtinti RNGS1. RNGS1 identifikavo 4 suliejimy, kuriy neidentifikavo ,, TSO Comprehensive
(EU)”.

IS 62 suliejimy, kurie pagal ,TSO Comprehensive (EU)” buvo teigiami ir kuriy neaptiko RNGS1, 13 persidenge ir
buvo patvirtinti RNGS2. Vieng suliejimg identifikavo RNGS2, bet neidentifikavo, TSO Comprehensive (EU)".

Tada laSeliy skaitmeniné PCR buvo naudojama suliejimams, kuriuos identifikavo ,, TSO Comprehensive (EU)" ir
kuriy neidentifikavo arba kurie buvo negalimi identifikuoti RNGS1 ir negalimi jvertinti RNGS2 (49). Be to, ddPCR
buvo naudojama pakartotinai jvertinti 2 i$ 4 klaidingai neigiamiems suliejimams, nustatytiems , TSO
Comprehensive (EU)” su RNGST1, ir 2 i§ 9 atitinkanciy suliejimy, nustatyty ,, TSO Comprehensive (EU)“ir RNGS1. ]
kiekvieno teigiami suliejimo méginio tyrimg buvo jtraukti penki neigiami suliejimo méginiai, siekiant uztikrinti
specifiSkuma. AStuoniolika suliejimy nebuvo istirti su ddPCR dél nesugebéjimo sukurti pradmeny / zondy, keliy
suliejimo geny partneriy arba nepakankamos likusios FFPE medziagos. ddPCR atveju pradmenys ir zondai buvo
sukurti atsizvelgiant j ,, TSO Comprehensive (EU)“ analizés pastebétus luzio taskus.

IS viso 52 suliejimai buvo aptikti ddPCR, 41 S ty suliejimy buvo identifikuoti, TSO Comprehensive (EU)", bet
neidentifikuoti arba negalimi identifikuoti RNGS1. Devyni suliejimai buvo identifikuoti ddPCR, bet neigiami
naudojant ,TSO Comprehensive (EU)“ arba RNGS1. Du ddPCR teigiami suliejimai patvirtino ,TSO
Comprehensive (EU)" ir RNGS1 2 sutampandius suliejimus. ddPCR neaptiko 2 pakartotinai jvertinty , TSO
Comprehensive (EU)" klaidingy neigiamy rezultaty su RNGS1; taciau remiantis RNGS1 palyginimu, jie buvo
skaiCiuojami kaip klaidingi neigiami.

IS 255 meéginiy analizei buvo atrinkti 35 méginiai, nes jie buvo teigiami su ,TSO Comprehensive (EU)" arba
ankstesne analize. Siy charakteringy méginiy veiksmingumas buvo pakoreguotas naudojant vidutinj sujungimo
paplitima. Bendrame charakterizuoty ir necharakterizuoty meginiy spektre buvo naudojamas atvirkstinio
svyravimo svertinis vidurkis. Sudétiniai atitikties rezultatai suliejimams pateikti 80 lentelé.
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66 suliejimai (54 unikalUs suliejimai), atitinkantys sudétinj metoda, , TSO Comprehensive (EU)" grupéje
atstovavo 43 genus. Suliejimai gali buti pranesamos tik i$ 23 geny, nurodyty 80 lentelé.

80 lentelé RNR suliejimy atitikimo santrauka

PPA (95 % PI*)
80,38 % (64,20, 92,32)

NPA (95 % PI*)
99,96 % (99,94, 99,98)

* Pasitikéjimo intervalas, apskaiCiuotas pagal jkélima.

Palyginimas su ROS1 ir ALK suliejimu FISH metodu

FISH buvo istirti 25 NSCLC méginiai, taikant tiek ROS1, tiek ALK suliejimg, o 5 papildomi NSCLC méginiai buvo
istirti dél ROS1 suliejimo, atitinkamai. AStuoniy méginiy tyrimas FISH dél ROS1 nepavyko, nes buvo
nepakankamai audinio. Du ROS1 ir vienas ALK suliejimas buvo aptikti tiek ,TSO Comprehensive (EU)", tiek FISH.
Neatitinkanciy rezultaty nebuvo pastebéta. 81 lentelé apibendrinami ROS1, TSO Comprehensive (EU)" ir ALK
suliejimo metody ir FISH metody atitikties rezultatai.

81lentelé ROS1ir ALK suliejimo atitikties rezultaty ,, TSO Comprehensive (EU)" ir FISH metodo santrauka

ALK+ROS1 FISH teigiamas FISH neigiamas

.1S0 Comprehensive (EU)" teigiamas 3 0

.1SO Comprehensive (EU)" neigiamas 0 44

IS viso 3 44

Procentiné sutaptis PPA: 100 % (3/3) NPA: 100 % (44/44)
95 % PI: [44 %, 100 %] 95 % PI: [92 %, 100 %]

Méginio validumas

Méginio tinkamumas (pirmasis bandymas) buvo iSmatuotas tiriant 181 unikalius RNR ir 272 unikalius DNR
méginius i§ =5 mety amziaus FFPE bloky. Sie méginiai buvo pasirinkti pagal audinio tipg ir turimg medziaga;
analizés validumas nezinomas. Kad varianto tipas bty laikomas galiojanciu, jis turi atitikti bibliotekos KK
metrikas. Méginio validumas buvo vertinamas atskirai pagal kiekvieng varianto tipg (mazi DNR variantai / TMB,
MSI, geny amplifikacijos, suliejimai / splaisingo variantai) ir parodytas 82 lentelé. Numatomas papildomas 1 %
MSI galiojimo sumazéjimas FFPE blokams = 2 mety amziaus dél reagenty siuntimo.

82 lentelé Méginio validumas
Varianto tipas

Suliejimai / splaisingo variantai
(RNR)

Mazi DNR variantai / TMB
MSI

Geny amplifikacija
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Naviko profiliavimo pareiskimy analitinio patvirtinimo
santrauka

Remiantis aptikimo ribos, tikslumo, atkuriamumo ir tikslumo duomenimis, ,, TSO Comprehensive (EU)" analitiSkai
validuojamas Siems tyrimams:

* Mazi DNR variantai: SNV, MNV, intarpai ir iskritos.

* TMB

e MSI

* MET ir ERBB2 (HER2) geny amplifikacijos (zr. 2 lentelé).

* 23 genai, dél kuriy galima aptikti suliejimus (zr. 2 lentelé).

* EGFG ir MET splaisingo variantai (zr. 2 lentele).

NTRK klinikinis veiksmingumas

Siekiant patvirtinti ,TSO Comprehensive (EU)" analize kaip gretutine diagnostikg (CDx), skirtg atrinkti gydyti
LVITRAKVI” (larotrektinibu) tinkamus pacientus, buvo itirti méginiai i$ pacienty, jtraukty j larotrektinibo
Klinikinius tyrimus (NCT02122913, NAVIGATE NCT02576431, SCOUT NCT02637687; bendrai vadinami
larotrektinibo tyrimo méginiais), imant 2019 m. liepos 15 d. kaip duomeny fiksavimo pabaigg, papildyti
komerciSkai gautais FFPE audiniy méginiais, kad buty galima padéti , TSO Comprehensive (EU)" analizés
tikslumo tyrimui ir klinikiniam susiejimo tyrimui.

NCT02122913 buvo daugiacentris atviras 1 fazés dozés didinimo tyrimas su suaugusiais pacientais, turiniais
pazengusiy solidiniy naviky (visy dalyviy), kurie nebuvo atrinkti dél NTRK suliejimo teigiamo rezultato vézio. Po
tyrimo dozés didinimo dalies buvo pradétas dozés didinimas pacientams, kuriems dokumentuotas NTRK
suliejimo teigiamo rezultato vézys, ir pacientams, kuriems, tyréjo manymu, gali buti naudingas labai selektyvus
TRK inhibitorius. NAVIGATE NCT02576431 yra tebevykstantis daugiacentris atviras 2 fazés kauptinis tyrimas su
12 mety ir vyresniais pacientais, turinCiais pasikartojanciy pazengusiy solidiniy naviky ir dokumentais patvirtintg
NTRK suliejima, kaip jvertinta iSorinés laboratorijos. SCOUT NCT02637687 yra testinis daugiacentris atviras 1/2
fazés tyrimas, skirtas vaikams nuo gimimo iki 21 mety, turintiems pazengusiy solidiniy arba pagrindiniy
centrinés nervy sistemos (CNS) naviky.

IS NTRK suliejimo teigiamo rezultato pacienty, jtraukty j ,, TSO Comprehensive (EU)" analize, 164 sudaré
larotrektinibo iSpléstg pagrindinj veiksmingumo imtj (ePAS4).

NTRK1, NTRK2, NTRK3 suliejimo aptikimo tikslumo tyrimas

.1S0 Comprehensive (EU)” analizés tikslumas pacienty, serganciy solidiniais navikais, NTRK suliejimams
(NTRK1, NTRK2 arba NTRK3) aptikti buvo jrodytas jvertinus NTRK suliejimo rezultaty suderinamuma palyginant
.1S0 Comprehensive (EU)” analizés ir patvirtinto ortogonalaus metodo, pagrjsto NGS.
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Buvo atliktas retrospektyvus, neintervencinis tyrimas. Larotrektinibo tyrimo méginiai ir papildomi méginiai buvo
tiriami naudojant ,, TSO Comprehensive (EU)” analize viename iSoriniame tyrimo centre ir ortogonaliu metodu
centrinéje laboratorijoje. ,TSO Comprehensive (EU)” analizés NTRK suliejimo identifikavimy tikslumas buvo
apskaiciuotas pagal ortogonaly metoda; buvo apskaicCiuota teigiama procentiné sutaptis (PPA), neigiama
procentiné sutaptis (NPA) ir susije dvipusiai 95 % pasikliovimo intervalai (PI).

Naudojant ,, TSO Comprehensive (EU)" analize ir (arba) ortogonaly metoda buvo istirta 516 méginiy. IS Siy
méginiy 499 buvo istirti abiem metodais. Septyniolika i$ 516 méginiy nebuvo tiriami vienu i$ analiziy dél
nepavykusio iSskyrimo, nezinomos priezasties (dél ortogonalaus metodo) arba nukrypimo nuo protokolo. IS 499
méginiy, tirty abiem metodais, 170 (34,1 %) buvo larotrektinibo tyrimo méginiai, 0 329 (65,9 %) — papildomi
méginiai.

499 meéginiy rezultaty kryZzminis palyginimas pateiktas 83 lentelé. IS 499 méginiy 85 méginiy , TSO
Comprehensive (EU)" analizés rezultatai buvo negaliojantys; i$ Siy 85, 53 méginiy rezultatai buvo negaliojantys
ir taikant ortogonaly metoda. Papildomy septyniy méginiy rezultatai negaliojo pagal ortogonaly metoda. Taigi,
taikant abu metodus, 407 i§ 499 méginiy gauti galiojantys rezultatai.

83 lentelé NTRK tikslumo tyrimas: NTRK suliejimo aptikimo , TSO Comprehensive (EU)” gauty rezultaty
kryZzminis palyginimas su ortogonaliu metodo rezultatu

Ortogonalaus metodo rezultatas

. NTRK NTRK

,TSO Comprehensive .. .. C .
B .. suliejimas suliejimas Negaliojantis IS viso
(EU)" analizés rezultatas . L
teigiamas neigiamas

NTRK suliejimas teigiamas 114 16 1 131
NTRK suliejimas neigiamas 4 273 6 283
Negaliojantys* 4 28 53 85
IS viso 122 317 60 499

", TSO Comprehensive (EU)“ analizés negaliojantys rezultatai gauti i$ méginio ir tyrimo lygio.

Sutapties analizés, iSskyrus ir jskaitant negaliojancius ,TSO Comprehensive (EU)" analizés rezultatus, parodytos
84 lentelé. ISskyrus negaliojancius ,, TSO Comprehensive (EU)” analizés rezultatus, PPA buvo 96,6 % (114/118;
95 % P1: 91,5 % — 99,1 %) ir NPA buvo 94,5 % (273/289; 95 % PI: 91,2 % — 96,8 %).

84 lentelé NTRK tikslumo tyrimas: ,TSO Comprehensive (EU)“ analizés PPA ir NPA, palyginti su
ortogonalaus metodo rezultatu NTRK suliejimams aptikti

Nejskaitant negaliojanéiy ,, TSO Jskaitant negaliojan€ius ,TSO
Comprehensive (EU)“ analizés Comprehensive (EU)“ analizés
rezultaty rezultatus
Sutapties matas  Sutaptis, % (n/N) 95 % PI” Sutaptis, % (n/N) 95 % PI"
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
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* 95 % PI, remiantis (tiksliu) Clopperio ir Pearsono metodu.

NTRK1, NTRK2, NTRK3 suliejimo aptikimo klinikinis susiejimo tyrimas

.1S0O Comprehensive (EU)” analizés NTRK1, NTRK2 arba NTRK3 suliejimy nustatymo pacientams, sergantiems
solidiniais navikais, kuriems gali buti naudingas gydymas larotrektinibu, Klinikinis pagrjstumas buvo jrodytas
klinikiniame susiejimo tyrime. Tyrimas buvo atliktas siekiant jvertinti , TSO Comprehensive (EU)"“ analizés klinikinj
veiksmingumag nustatant NTRK1, NTRK2 arba NTRK3 suliejimo teigiamo rezultato pacientus gydyti
larotrektinibu, ir jvertinti , TSO Comprehensive (EU)" analizés ir vietiniy tyrimo (LT) metody (naudoty NTRK
suliejimo bilsenai nustatyti atliekant larorektinibo Kklinikinius tyrimus) atitikt;.

LT metodai apémé NGS, fluorescencing in situ hibridizacijg (FISH), polimerazés grandinine reakcijg (PCR) ir
.NanoString” analizes. Pacienty, serganciy kudikiy fibrosarkoma, kuriems buvo dokumentuota FISH btdu
nustatyta ETV6 translokacija, NTRK suliejimy (ETV6 NTRK3) rezultatai buvo numanomi. Dauguma 235
larotrektinibo tyrimo pacienty, kuriems nustatyta NTRK suliejimo buklé, buvo istirti NGS metodais.

Nuo 2019 m. liepos 15 d., kai duomeny rinkimas buvo nutrauktas, buvo jtraukti 279 pacientai. IS 279 pacienty
208 NTRK suliejimo rezultatai buvo teigiami. IS 208 teigiamo rezultato pacienty 164 suformavo larotrektinibo
ePAS4,

Pagrindiné larotrektinibo veiksmingumo analizés vertinamoji baigtis buvo bendras atsako daznis (BAD) pagal
nepriklausomo perzitros komiteto (NPK) vertinimag, sujungus trijy Klinikiniy tyrimy duomenis j rinkinj. BAD buvo
jvertintas pagal dalj pacienty, patyrusiy bendrg geriausig atsaka: patvirtinta visiSkg atsaka arba patvirtintg dalinj
atsaka pagal RECIST 1.1 versijos kriterijus. Larotrektinibo ePAS4 BAD buvo 72,6 % (95 % PI [65,1 %, 79,2 %]) ir
apémeé pacientus, turincius 16 skirtingy naviky tipy.

Méginiy apskaita

J méginiy rinkinj buvo jtraukti jvairts naviky tipai ir vaiky bei suaugusiyjy pacienty meéginiai.

Nuo 2019 m. liepos 15 d. j larotrektinibo tyrimus buvo jtraukti 279 pacientai. IS jy 235 pacienty buvo zinoma
NTRK suliejimo busena, nustatyta LT metodu: 208 buvo teigiamo rezultato, o 27 — neigiamo. 44 pacienty NTRK
suliejimo buklé nebuvo zinoma, nes tyrimy NCT02122913 ir SCOUT NCT02637687 dozés didinimo fazése
pacienty tinkamumo tirti nereikéjo. Atliekant ,TSO Comprehensive (EU)“ analizés klinikinj susiejimo tyrima, jam
buvo tinkami meginiai is iki 2019 m. liepos 15 d. jtraukty larotrektinibo tyrimo pacienty, kuriy NTRK suliejimo
biklé buvo Zinoma (208 teigiamo ir 27 neigiamo rezultato pacientai), ir papildomi méginiai, nustatyti kaip
neigiami pagal tipinius LT metodus.

IS 208 teigiamo rezultato larotrektinibo tyrimo méginiy 154 méginius buvo galima istirti ,TSO Comprehensive
(EU)" analize. IS jy 138 rezultatai buvo galiojantys. Penkiolika méginiy buvo negaliojantys dél neatitikimo méginiy
sekos kokybés metrikoms ir 1 méginys nebuvo tirtas dél nukrypimo nuo protokolo. IS 27 teigiamo rezultato
larotrektinibo tyrimo méginiy 24 méginius buvo galima istirti. IS jy 22-y , TSO Comprehensive (EU)"“ analizés
rezultatai buvo galiojantys. Du méginiai buvo negaliojantys dél neatitikimo méginiy sekos kokybés metrikoms.

Papildomi méginiai buvo atrinkti naudojant vieng i dviejy reprezentatyviy LT metody. Buvo gauta daugiau nei
350 meéginiy ir istirta, ar néra naviko. 1S papildomy meginiy, atitinkan¢iy meginiy reikalavimus, 266 buvo
sékmingai iSskirti ir patvirtinta, kad reprezentatyviuoju LT metodu NTRK suliejimo rezultatas yra neigiamas. IS
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8iy méginiy 260 buvo galima naudoti ,TSO Comprehensive (EU)" analizei, 0 i§ jy 222 turéjo galiojancius
rezultatus. 38 meginiai buvo negaliojantys dél neatitikimo méginiy sekos kokybés metrikoms (n = 25) arba
nesékmingo serijos sekvenavimo (n = 13). 18 viso NTRK suliejimy neigiamo rezultato rinkinj sudaré 222 papildomi
méginiai ir 22 larotrektinibo tyrimo meginiai.

Atitikties rezultatai

IS viso ,TSO Comprehensive (EU)" buvo istirti 437 méginiai. Tarp 208 NTRK suliejimo teigiamy pacienty buvo
153, kurie turéjo turimy meéginiy ir buvo tiriami ,, TSO Comprehensive (EU)“, duodant 138 galiojanCius rezultatus ir
15 negaliojanciy rezultaty.

.1S0 Comprehensive (EU)" rezultaty atitiktis LT metody rezultatams, su negaliojanciais ,, TSO Comprehensive
(EU)" rezultatais ir be jy, parodytas 85 lentelée.

85 lentelé NTRK klinikinis susiejimo tyrimas: suliejimy aptikimo ,TSO Comprehensive (EU)" analize ir LT
NTRK metodais atitiktis

Nejskaitant klaidingy , TSO Jskaitant klaidingus , TSO
Comprehensive (EU)" analizés Comprehensive (EU)" analizés
rezultaty rezultatus
Sutapties matas % sutaptis (n/N) 95 % PI* % sutaptis (n/N) 95 % PI*
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

* Dvipusis 95 % Pl buvo apskaiCiuotas naudojant (tikslyjj) Clopperio ir Pearsono metoda.

Jautrumo analizeé pagal trikstamus ,, TSO Comprehensive (EU)“ analizés rezultatus parodé sutapties analizés
patikimuma. Trikstami LT metodu gauto NTRK suliejimo teigiamo rezultato pacienty , TSO Comprehensive (EU)“
analizés rezultatai (n = 70) buvo saglygisSkai identifikuoti naudojant logistinés regresijos modelj. Sutapties
jvertinimai, jskaitant sglygiskai priskirtas vertes, pateikti 86 lentelé.
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86 lentelé NTRK klinikinis susiejimo tyrimas: ,TSO Comprehensive (EU)“ analizésir LT
metody atitiktis, vertinant NTRK suliejimy aptikima, jskaitant LT metodu gauto teigiamo
rezultaty pacienty, kuriy triksta , TSO Comprehensive (EU)“ analizés rezultaty, saglygiskai
priskirtas vertes

Sutapties matas % sutaptis 95 % PI*

PPA 85,2 (78,6, 91,7)
NPA 96,3 (93,9,98,7)
OPA 91,2 (87,9,94,5)

Trukstami, TSO Comprehensive” (ES) LT metodu gauto suliejimo neigiamo rezultato pacienty analizés rezultatai nebuvo
salygiskai identifikuoti.
* Dvipusis 95 % Pl buvo apskaiciuotos remiantis dauginio saglyginio identifikavimo Booto metodu. Dauginio sglyginio
identifikavimo Booto metodas yra kartotinés imties veiksmas, jterptas j dauginj salyginj identifikavima (Schomaker and
Heumann 2018).

.1S0O Comprehensive (EU)" analizés ir LT sutaptys pagal metodo tipg (pvz., RNR NGS, FISH) pateiktos

87 lentelé.

87 lentelé NTRK Klinikinis susiejimo tyrimas: ,, TSO Comprehensive (EU)" analizés ir LT metody atitiktis,
vertinant NTRK suliejimy aptikimg, pagal LT metodo tipa

:i'll;an;etodo Sutapties matas % sutaptis (n/N) 95 % PI'

DNR 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)

RNR NGS?2 PPA 91,5 (75/82) (83,2, 96,5)
NPA 96,9 (218/225) (93,7,98,7)
OPA 95,4 (293/307) (92,5,97,5)

FISH PPA 80,0 (8/10) (44,4,97,5)
NPA Neapskaiciuota (1/1) NeapskaicCiuota
OPA 81,8 (9/11) (48,2,97,7)

PCR PPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)
NPA Neapskaiciuota (0/0) NeapskaiCiuota
OPA 100,0 (8/8) (63,1,100,0)

Neapskaifiuota — pogrupiams, kuriy méginiy skaicius <5, sutarciy statistika nebuvo apskaiciuota.
T Dvipusis 95 % Pl buvo apskaiciuotas naudojant (tikslyjj) Clopperio ir Pearsono metoda.
2 Apima NGS metodus, kuriuose naudojami tik RNR ir DNR bei RNR.
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I§ 437 méginiy, tirty naudojant , TSO Comprehensive (EU)" analize, 24 rezultatai skyrési nuo LT: 15 buvo teigiami
LT ir neigiami, TSO Comprehensive (EU)“ analizéje, 0 9 buvo neigiami LT ir teigiami—, TSO Comprehensive (EU)"
analizés. IS 24 meéginiy, kuriy rezultatai buvo priestaringi, 8 buvo tiriami DNR NGS LT metodu, 14 —-RNRNGS LT
metodu ir 2 - FISH.

14 i§ 24 méginiy su priestaringais rezultatais, validuotu nepriklausomu NGS metodu buvo patvirtintas ,TSO
Comprehensive (EU)" analize gautas rezultatas. Likusiems 10 méginiy ,TSO Comprehensive (EU)" analizés
rezultatai nesutapo tiek su LT, tiek su nepriklausomu NGS metodu.

Klinikiniai veiksmingumo rezultatai

ePAS4 kohortoje larotrektinibo veiksmingumas pagal ,TSO Comprehensive (EU)" teigiamo, LT teigiamo
rezultato populiacijoje (97 pacientai, BAD = 78,4 %, 95 % PI1 [68,8 %, 86,1 %]) buvo panasSus j larotrektinibo
veiksminguma bendroje ePAS4 populiacijoje (164 pacientai, BAD = 72,6 %, 95 % PI [65,1 %, 79,2 %]) (88 lentelé).
IS 97 pagal ,, TSO Comprehensive (EU)"” teigiamy ePAS4 pacienty 28 (28,9 %) pacienty pasireiské visisSkas
atsakas / visiSkas chirurginis atsakas, o 48 (49,5 %) pacienty pasireiSke dalinis atsakas.

I$ 13 pagal ,,TSO Comprehensive (EU)“ neigiamy, LT teigiamy pacienty 1 (7,7 %) patyré visiSka atsaka, o 2

(15,4 %) — daline atsaka gydant larotrektinibu.

88 lentelé NTRK klinikinis susiejimo tyrimas: BAD LT teigiamo rezultato pacientams pagal LT ir ,, TSO
Comprehensive (EU)" nustatytus ePAS4 rezultatus

.TSO ~TSO
LT suliejimo Comj)rehensive Com’|'orehensive
teigiamas N = 164 (EV) (EV)
J - Teigiamas ir LT Neigiamas ir LT
teigiamas N = 97 teigiamas N =13
Geriausias  VisiSkas atsakas 31(18,9) 22 (22,7) 1(7,7)
bendras Chirurginis visigkas 8 (4,9) 6(6,2) 0
atsakas, n atsakas
(%)
’ Dalinis atsakas 80 (48,8) 48 (49,5) 2 (15,4)
Stabili liga 25 (15,2) 13 (13,4) 4 (30,8)
Progresuojanti liga 13 (7,9) 6 (6,2) 5(38,5)
Negalima jvertinti 7 (4,3) 2(2,1) 1(7,7)
Bendras Pacientyskaicius , n 164 97 13
atsako Pacienty, patyrusiy VA 119 76 3
daznis + cVA + DA, skaicius , n
BAD % (95 % PI*) 72,6 (65,1,72,9) 78,4 (68,8, 86,1) 23,1(5,0,53,8)

Santrumpos: VA - visiSkas atsakas, DA — dalinis atsakas, cVA = chirurginis visiSkas atsakas.
* Dvipusis 95 % pasikliovimo intervalas buvo apskaiciuotas naudojant (tiksliai) Clopperio ir Pearsono metoda.
54 pacientams triksta , TSO Comprehensive” analizés rezultaty.
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Sio tyrimo duomenys patvirtina , TSO Comprehensive (EU)“ analizés sauguma ir veiksminguma, kai jis
naudojamas identifikuoti pacientus, sergancius solidiniais navikais su NTRK suliejimais, kurie gali buti tinkami

gydyti larotrektinibu.
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Keitimo istorija

Perziura Data Keitimo aprasymas
Dokumentas Nr. 2025 m. PasSalinta nuoroda j programinés jrangos versijas ir daliy
200007789, v08 geguzés numerius.

meén. Atnaujinti proceduros apribojimai:

« Nekrozinio audinio informacija.

» MSI naviko turinio informacija.

Atnaujinta:

NTC iSnaSa taikoma tiek min., tiek maks. bibliotekoms.
Jrangos ir medziagy sarase pateikiamos plokstelés
centrifugos specifikacijos ir pipetés vertés.

SPB pervirsio skaiCiavimas nuo 1,05x iki 1,15x.
Terminologija MET 14 egzono iSkritai MET 14 egzono
praleidimui.

Pridéta:

» Pastaba SMB, skirta pirmam ir antram fiksavimo taikiniams.
o Pasiruoskite sekvenavimo jvedimui.

o Papildoma ultragarso aparato informacija.

Pridéti paaiSkinimai ir atnaujinti veiksmingumo charakteristiky
rezultatai:

o Trukdanciosios medziagos.

» Naviko profiliavimo tikslumas ir méginio galiojimas.

o Aptikimo riba 1ir 2 tyrimai.

» Vienos laboratorijos precizija, 1 tyrimas.

o Atkuriamumo 2 tyrimas.

» Bibliotekos stabilumo ir bibliotekos saugojimo informacija.
o TusCios vertés riba.

Atnaujinta kalba ir gramatika.
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Perzilira Data
Dokumentas Nr. 2024 m.
200007789, vO7 sausio
meén.
Dokumento Nr. 2023 m.
200007789 v06 vasario
meén.
Dokumentas Nr. 2022 m.
200007789, v05 rugseéjo
meén.

Dokumentas Nr. 200007789, v08

Keitimo aprasymas

» Papildoma informacija apie proceduros apribojimus:
» Nekrozinio audinio ir naviko kiekio méginiy reikalavimai
MSI aukStoms ir somatinéms skatinamosioms mutacijoms.
» Galimi hemoglobino trukdziai.
o RET geno ir suliejimo identifikavimo riby aptikimas uz
pazenklinty geny riby.
» Apie geny iStrynima nepraneSama.
» Atnaujinta, kad buty galima naudoti su, TSO Comprehensive”
(ES) ,Local Run Manager” programinés jrangos 2.3.7 versija.
» Pridéta informacija prie reikalingos, bet nepristatytos jrangos
ir medziagy, jskaitant dvi papildomas ultragarso aparato
konfiguracijas.
» Atnaujinta méginio informacija:
» Nekrozinio audinio turinys.
o Proteinazeés K ir hemoglobino poveikis.
o Mikropreparaty sumontuotos FFPE ir iSgrynintos
nukleorugsties laikymas.
» Pridéta informacija, skirta pagerinti reagenty tvarkyma, darbo
eiga ir trik¢iy Salinimg vykdant kokybés kontrolés triktis.
» | veiksmingumo charakteristikas jtrauktas kontekstas ir
aiSkumas:
o Kryzminé tarsa
» Nukleorugsties iSskyrimo rinkinio jvertinimas
o Trukdanciosios medziagos
» Nukleortgstis ir slenkamasis FFPE stabilumas
o NTRK klinikinis veiksmingumas
» Atnaujinta kalba ir gramatika

o Papildomas tekstas skyriuje ,Apribojimai“

» Teksto atnaujinimai formalumo, gramatikos ir aiSkumo
reikmems

o 21,28, 29, 32, 35, 36, 72 lenteliy pataisymas

o Tekstas dél nuosédy buvimo FSM reagente

» Atnaujinta Silumokaicio ir lovelio specifikacija Jrangos ir
medziagy sgrase

Atnaujintos 2 tyrimo atkuriamumo lentelés
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Perziura Data Keitimo aprasymas
Dokumentas Nr. 2022 m. o Pridéti,, TSO Comprehensive” analizés modulio v2.3.5 PN
200007789, vO4 birzelio « Pasalinti ,TSO Comprehensive” analizés modulio v2.3.3 PN
meén. o Atnaujintas skyrius , TuscCios vertés riba“
Dokumentas Nr. 2022 m. o Pridéta veikimo charakteristiky informacija, susijusi su NTRK
200007789, v03 balandzio suliejimais
meén. o Pridéta zymé ,FOR EXPORT ONLY" (tik eksportui)

« Atnaujintas numatytosios paskirties tekstas, jtraukiant
pareiskima apie NTRK1-3 CDx

« ISplésta gaminio komponenty informacija, jtraukiant
programinés jrangos komponenty PN

Dokumentas Nr. 2022 m.  |Staisyta lentelés nuorodos klaida
200007789 v02 vasario o Pridétas apribojimas, susijes su gonocity linijos ir somatiniais
mén. variantais

» Paaiskintas tekstas apie geny amplifikacijos aptikima

Dokumentas Nr. 2021 m. o Atnaujinti proceduros apribojimai
200007789 vO1 gruodzio » Paaiskinta magnetinio stovo ir termociklerio specifikacija
mén. jrangos ir medziagy sgrasuose
Dokumentas Nr. 2021 m. Pirmasis leidimas
200007789 v00 lapkri¢io
men.
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Patentai ir prekés Zenklai

Sis dokumentas ir jo turinys priklauso ,lllumina, Inc.” ir jos filialams (,/llumina“), jis skirtas tik klientui naudoti pagal sutartj, kiek tai susije su &ia
aprasyto (-y) produkto (-y) naudojimu, ir jokiu kitu tikslu. Sio dokumento ir jo turinio negalima naudoti ar platinti jokiu kitu tikslu ir (arba)
kitaip negalima pateikti, atskleisti ar atkurti kokiu nors bidu be iSankstinio rasytinio ,lllumina” sutikimo. ,lllumina” Siuo dokumentu
neperduoda jokios treCiosios Salies licencijos pagal jos patentg, prekés zenklg, autoriy ar kitas teises.

Kvalifikuotas ir tinkamai iSmokytas personalas turi grieZtai ir aiSkiai vadovautis Siame dokumente pateiktomis instrukcijomis, kad buty
uztikrintas tinkamas ir saugus Siame dokumente aprasyto (-y) produkto (-y) naudojimas. Prie§ naudojant tokj (-ius) produktg (-us), visas Sis
dokumentas turi buti jdémiai perskaitytas ir suprastas.

JEI NEBUS PERSKAITYTOS VISOS CIA PATEIKTOS INSTRUKCIJOS IR JOMIS NEBUS VADOVAUJAMASI, GALIMAS PRODUKTO (-)
PAZEIDIMAS, NAUDOTOJO BEI KITY ASMENY SUZEIDIMAS IR ZALA KITAI NUOSAVYBEI, BE TO, TAI PANAIKINA PRODUKTUI (-AMS)
TAIKOMOS GARANTIJOS GALIOJIMA.

LLLUMINA“ NEPRISIIMA JOKIOS ATSAKOMYBES, JEI CIA APRASOMAS (-1) PRODUKTAS (-Al) (JSKAITANT DALIS IR PROGRAMINE |JRANGA)
NAUDOJAMAS (-1) NETINKAMAI.

© 2025 ,lllumina, Inc.”. Visos teisés saugomos.

Visi prekiy zenklai priklauso ,lllumina, Inc.” arba jy atitinkamiems savininkams. Daugiau informacijos apie prekiy zenklus zr.
www.illumina.com/company/legal.html.

Kontaktiné informacija

ul C€

lllumina, Inc.

5200 lllumina Way
San Diego, California 92122 JAV IVD

+1.800.809.ILMN (4566)

+1.858.202.4566 (ne Siaurés Amerikoje) ormina Nethoriands B
umina Metheriands b.v.

techsupport@illumina.com - Steenoven 19

www.illumina.com mm 5626 DK Eindhoven

The Netherlands

Gaminio Zzenklinimas

Visg informacijg apie gaminiy pakuodiy ir etike€iy simbolius rasite simboliy paaiskinimo lenteléje, pateiktoje
svetainés support.illumina.com skirtuke ,,Documentation” (dokumentacija).
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